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1. GIRIS

Metotreksat folik asit antagonisti ve yiiksek dozlarda timidilat sentezini
engelleyerek DNA sentezini baskilayan bir aminopterindir (Gogiis 2001).
Metotreksat (MTX) l6semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun tiimorleri, akciger
kanseri, meme kanseri ve diger bazi1 kanser tiplerinde kemoterapotik ajan olarak
kullanildig1 gibi psoriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit (RA) gibi
bazi inflamatuvar hastaliklarda da yaygin sekilde kullanilmaktadir (Cetinkaya ve
ark., 2000).

MTX kullanimini takiben goriilen en yaygin yan etkilerden biri bobreklerde
goriilen fonksiyon bozuklugudur (Hempel et al., 2005). Akut l6semi ya da psdriazis
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan yiiksek doz MTX’in karacigerde ilerleyici
fibrozis ve siroza kadar gidebilen hepatik toksisite ile ilgili oldugu belirtilmistir
(Hytiroglou et al., 2004). MTX’in mide-bagirsak, karaciger, bobrek ve kemik iligi
toksisiteleri en sik goriilen yan etkileridir (Sener ve ark. 2006). Sicanlara MTX
verilmesinin; kan, karaciger, bobrek ve ince bagirsakta glutatyon (GSH) seviyelerini
azaltt1g1, inflamatuvar yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz (MPO) aktivitesini ve
lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehid (MDA) seviyelerini
arttirdigi  bulunmustur (Jahovic et al., 2003). Son =zamanlarda ¢alismalar
Metotreksat’in normal ve anormal dokulardaki istenmeyen etkilerini 6nleyebilecek

maddeler iizerinde yogunlagmistir (Yiincii ve Kanter 2006).

Nitrik oksit (NO) c¢ok yonlii ve farkli biyolojik etkilere sahip bir kimyasal
molekiildiir. Baslangicta vazodilatator ve norotransmitter olarak tanimlanan NO’nun,
yapilan g¢aligmalarla viicudun bir¢cok organinda farkli fonksiyonlara sahip oldugu
ortaya konmustur (Aladag ve ark., 2001, Kendall et al., 2001, Kiling ve Kiling 2003,
Ozkan ve Yiiksekol 2003, Sharma 2004). Son yillarda NO’nun bébrek dokusunda da
fizyolojik ve patolojik durumlarda 6nemli rolleri oldugu bildirilmistir (Bremer et al.,
1997, Can ve ark., 2000, Gabbai 2001, Klahr 2001, Kilin¢ ve Kiling 2003, Sharma
2004).

NO, karacigerdeki parankim hiicrelerinde ve parankimal olmayan diger
hiicrelerde L—arjinin aminoasidinden uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi

araciligiyla iretilen ve yiiksek reaktif oksidan kapasiteye sahip bir bilesendir



(Moncada and Higgs 1993, Gardner et al., 1992). Nitrik oksitin karaciger lizerindeki
etkilerinin altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte, bu etkinin tek
yonlii olmayip, organizmanin icinde bulundugu duruma goére degisebildigi de

belirtilmektedir (Kogak 2008).

Nitrik oksit (NO), Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligi ile L-Arjinin
prekiirsdriinden meydana gelir. Bu enzimin ii¢ izoformu vardir. Bunlar, néronal NOS
(nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)’tur (Kato et al.,
2009).

NO’nun salinmasi igin gerekli olan L-arginin / NO yolu arginin ve sitriillin
aminoasit tlirevleri ile aminoasit yapisinda olmayan c¢esitli bilesikler tarafindan
inhibe edilebilmektedir (Aladag ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kiling ve Kiling
2003).

Aminoguanidin (AG) ve N®-nitro L-arjinin metil ester (L-NAME) baslica
onemli NOS inhibitorlerindendir. L-NAME, her ii¢ NOS izoenzimini inhibe
etmektedir. Aminoguanidin ise, iNOS i¢in segici bir inhibitordiir (Kilbourn et al.,

1997, Alderton et al., 2001;,Golciik ve ark., 2003, Kiling ve Kiling 2003).

Bu calismada siganlarda metotreksat uygulamasina bagli olarak olusan
hepatotoksisite ve nefrotoksisite durumlarinda histolojik ve biyokimyasal
bulgulardaki degisiklikler ile NOS inhibitorlerinin (AG ve L-NAME) kullaniminin
metotreksat iligkili bobrek ve karaciger hasarindaki etkilerinin belirlenmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatotoksisite

Karaciger gastrointestinal sistemdeki konumu nedeniyle bir¢cok yabanci
maddenin metabolizmasindan sorumludur ve ilag toksisitesi i¢in hedef organdir.
Akut karaciger yetmezliklerinin % 50’ den fazlasinda ilaglar sorumlu tutulmustur
(Eren ve ark., 2004). Idiosenkrazik ila¢ reaksiyonlarinin % 75’inden fazlasi ise

karaciger transplantasyonu ve 6liim ile sonug¢lanmistir (Ostapowicz et al., 2002)

Bugiin i¢in tedavi amagli kullanilan ilaglarin bir¢ogu emilimlerini
kolaylagtiracak sekilde lipofilik yapiya sahip olup, hidrofilik 6zellik kazanabilmek
i¢cin biyotransformasyona ihtiya¢ duyar. Bu sekilde idrar ya da safra ile atilabilir hale
gelirler (Weinshilboum 2003). Biyotransformasyon ilacin atilabilir hale gelmesi
yaninda bazi ilaglarin aktif hale gelebilmesi i¢in de esastir. Yine biyotransformasyon

sonucu olugan metabolitler toksisiteden de sorumlu olabilirler (Eren ve ark., 2004).

Kronik karaciger hastaliginda hepatotoksisite riskinin arttigi ilaglar iginde
metotreksat, antitliberkiiloz ilaclar, niasin, vitamin A, antiandrojenler sayilabilir. Bu

ilaclarin kullanimi sirasinda karaciger enzimlerinin yakin izlemi onerilir (Eren ve

ark., 2004).
2.2. Nefrotoksisite

Bobrekler ozellikle metabolik aktivitenin fazla olmasi, zararli maddelerin
viicuttan uzaklastirilmasi ve aktif transport fonksiyonlarindan dolay1 bir¢ok ilag ve
toksik madde i¢in hedef organ durumundadir (Maden 1994, Kiirsat 2000, Ertekin ve
ark., 2003).

Nefrotoksisite nefrotoksik renal yetmezlik, akut glomerulonefritis,
intersitisyel nefritis, nefrotik sendrom ve asag1 nefron nefrozisi olarak
tanimlanmaktadir. Nefrotoksisitede baglica tubuler nekroz sekillendiginden Akut
tiibiiler nekroz (ATN) olarak da tanimlanmaktadir. ATN iskemik ve nefrotoksik
ATN olmak iizere ikiye ayrilir (Maden 1994, Turgut ve ark., 1995, Mingeot-Leclercq
and Tulkens 1999).



Nefrotoksisite sirasinda meydana gelen degisiklikler (renal konsantrasyon
bozuklugu, akut tiibiiler nekroz veya renal yetmezlik) ilacin renal kortekste birikme
ozelliginden kaynaklanmaktadir (Luft et al., 1976, Mistik 2000). Ilaca bagh
toksisite, ATN, intersitisyel nefritis ya da glomeriilonefritis seklinde
olusabilmektedir (Maden 1994, Evenepoel 2004). Alinan Onlemlere ragmen,
hastalarin % 20’sinden fazlasinda ilag toksisitesi Akut bobrek yetmezligi (ABY) ile
sonuclanmaktadir (Can ve ark., 2000, Anderson and Barry 2004, Ghaznavi et al.,
2005).

Evcil hayvanlarda birgok ilag ve kimyasal madde nefrotoksisiteye neden
olmaktadir. Bunlarin baglhcalar;; metotreksat, aminoglikozidler (neomisin,
gentamisin, kanamisin, streptomisin, tobramisin, amikasin vb), sefalosporinler,
polimiksinler, tetrasiklinler, siilfanamidler, penisilinler, monensin, vankomisin,
acyclovir, amfoterisin-B, ¢esitli agir metaller, hemoglobin gibi endotoksinlerdir
(Brion et al., 1984, Brier et al., 1985, Maden 1994, Kaneko et al., 1997, Haziroglu ve
Milli 1998, Anderson and Barry 2004).

Kemoterapiye bagl nefrotoksisiteyi dnlemek i¢in ¢esitli ilaclar kullanilabilir.
Bunlarin en ucuzu ve etkilisi hastaya kemoterapi oncesinde yeterli miktarda serum
fizyolojik uygulayarak diiirezi saglamaktir. Kemoterapiye bagli nefrotoksisitenin
Onlenmesi ile hastalarin mortalite ve morbidite oran1 azaltilabilir (Erkurt ve ark.,

2009).

Bobrek dokusu, kan akiginin fazlaligi, konsantrasyonu, metabolik aktivitenin
fazla olmasi, zararli maddelerin viicuttan uzaklastirilmasi ve aktif transport
fonksiyonlarindan dolay1 bir¢ok ilag ve toksik madde i¢in hedef organ durumundadir.
ABY’nin en Onemli nedeni bircok madde ve ilaca bagli meydana gelen

nefrotoksisitedir (Maden 1994, Haziroglu ve Milli 1998, Ertekin ve ark., 2003).
Akut Bobrek Yetmezligi (ABY):

Akut bobrek yetmezligi hem insan hem de hayvanlarda bobrek kan akiminin
ani diisiisii ve glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) meydana gelen azalmaya bagh
olarak, kan tire azotu, (BUN) kreatinin ve diger iiremik toksinlerin viicutta birikmesi

ve konsantre idrar c¢ikarilmasi ile karakterize klinik bir tablodur (Schramm et al.,



1996, Anderson and Barry 2004, Lameire and Vanholder 2004, Schrier et al., 2004,
Aydin 2006).

ABY’nin etiyolojisinde prerenal, renal ve postrenal nedenler rol
oynamaktadir (Deprem 1987, Bicik ve Ersan 1999, Horoz ve Ozgiir 2004, Evenepoel
2004, Lameire and Vanholder 2004, Aydin 2006).

Renal kokenli ABY’nin en sik nedeni iskemi veya toksinlere bagli gelisen
ATN’dir. Renal ABY olaylarinda meydana gelen patolojik durum prerenal ABY den
farkli olarak bobrek kan akiminin diizeltilmesi ile hemen diizelmez. Genelde geri
doniigiimlii bir olay olmasina ragmen, kortikal nekroz olusturacak diizeyde bir islev
bozuklugu mevcut ise kalici bobrek yetmezligi séz konusu olabilmektedir

(Evenepoel 2004, Horoz ve Ozgiir 2004).

Iskemi, toksinler, ¢esitli ilaclar metotreksat, aminoglikozidler, anfoterisin-B
acyclovir, siilfonamidler, non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar (NSAID), vankomisin
bu tiir renal yetmezlige yol acan baslica nedenlerdir (Haziroglu ve Milli 1998,
Kurtdede ve Borkii 1998, Bicik ve Ersan 1999, Anderson and Barry 2004, Evenepoel
2004, Horoz ve Ozgiir 2004).

2.3. Metotreksat

MTX, 16semi, ¢esitli solid tlimorler, psoriazis, romatoid artrit ve diger bazi
otoimmiin hataliklarin tedavisinde 40 yildan daha uzun siiredir yaygin olarak
kullanilmaktadir. Son zamanlarda sarkoidoz, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve
vaskiilitlerde de kullanilmaktadir. MTX, S fazindaki hiicreleri etkileyen folat
antagonisti antimetabolittir. Dihidrofolat anologu olan ilag, hiicre replikasyonunda
anahtar enzim Dihidrofolat rediiktaz’a baglanarak piirin ve pirimidin yapim igin
gerekli tetrahidrofolat sentezini inhibe eder. Piirin ve primidin sentez inhibisyonu
apopitozisle sonuclanan DNA defektlerine yol agar (Chabner et al., 2007, Uraz ve
ark., 2008). MTX’in ayn1 zamanda kaspaz aktivasyonuna bagli mekanizma ile

apopitozise neden oldugu gosterilmistir (Papaconstantinou et al., 2001).

MTX’in sitotoksik etkisi, kanser hiicreleri i¢in se¢ici olmadigindan kemik
iligindeki hematopoetik hiicreler ve bagirsak mukozasindaki aktif bdliinen hiicreler

gibi proliferasyon hiz1 yiiksek dokular1 da etkiler (Chabner et al., 2007).



MTX toksisitesinin, olusan sistemik oksidatif stres, tedavi siiresi ve doz
semasi, hastanin risk faktorleri ve hastaligin tipi ile genetik ve molekiiler apopitotik
faktorler gibi birgok faktoriin etkilesimiyle olustugu rapor edilmistir (Cetinkaya ve
ark., 2000).

2.3.1. Metotreksat’in Metabolizmasi

Folik aside bagli enzimler tek karbon fragmanlarin transferini igeren
reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasinda en Onemlisi DNA sentezi igin
deoksitiridilatin metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu islem sirasinda metilen
tetrahidrofolat (MTHF) dihidrofolat’a (DHF) doniistir. DHF’nin ise tekrar
kullanilmas1 i¢in Tetrahidrofolat’a (THF) doniismesi gereklidir. Bu doniisiim ig¢in
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine ve Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat’a
(NADPH) gereksinim vardir. THF, DNA ve RNA sentezi i¢in gerekli olan piirin ve
pirimidin niikleotidlerinin sentezinin &nemli bir komponenti olan timidilatin
tiretiminde rol oynar (Flores and Kerdel 2000). Bu nedenle MTX, THF eksikligine
yol acarak piirin, pirimidin metabolizmasi ve DNA sentezini igeren pek c¢ok
metabolik yolu etkiler (Jolivet et al., 1983). MTX’in molekiiler yapisi DHF’ye
benzer. MTX’in yapisinda birden fazla metil grubu vardir ve DHF’deki hidroksil
(OH") grubu yerine NH; bulunur. MTX, DHF’yi THF’ye ¢eviren DHFR enzimini
inhibe eder (Dutz and Ho 1998). MTX folilpoliglutamil sentetaz ile 1-4 glutamat
gruplarmin eklenmesiyle poliglutamat forma doniistiiriilen bir ilagtir. Poliglutamat
yapt muhtemelen tiim hiicrelerde bulunur. Poliglutamat formun o6l¢limleri eritrosit,
karaciger, fibroblastlar ve kemik iligi myeloid serisinde yapilmistir. MTX
poliglutamatlart hiicre i¢inde tutulur ve DHFR enzimine baglanarak DHF ile yer

degistirir (van Ede et al., 1998, Rubino 2001).

MTX diisiik dozlarda oral olarak hemen hemen tamamen emilir.
Baslangi¢ yar1 émrii (dagilimi) 1,5-3,5 saattir. Terminal yar1 o6mrii 8-15 saattir. MTX
ve metabolitleri hiicrelere aktif tagima ile girer ve biiyilk oranda bobrek yoluyla

elimine olur (Yilmaz 2008).
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Sekil 2. Dihidrofolat’in molekiiler yapisi.
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Sekil 3. Folik asit’in molekiiler yapisi.
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Insanlarda viicudun ana yapilarindan folik asidi (FA) sentezleme o6zelligi
olmadigindan diyetle FA alimi zorunludur. Dihidrofolat rediiktaz, DHF’yi FA’ya
bagimli yollarda temel bilesen olarak hizmet eden THF’ye doniistiiriir (Sekil 4).
Chabner ve ark. MTX’in FA antagonisti mekanizmasi olarak iki teoriyi One

siirmiislerdir.



Folik asit azalma teorisi: Intraselliiler FA nin azalmas1t DHFR nin blokajina

dayanmaktadir.

Yarigsma teorisi: Niikleotidlerin sentezinde goérevli basamaklart MTX’in
dogrudan inhibe etmesine ve DHF birikimine dayanmaktadir (Chabner et al., 1985).
MTX, DHFR’yi inhibe eder bu yiizden THF’nin azalmasina neden olur. MTX
poliglutamatlar1 5,10 metilen THF rediiktaz, glisinamid-ribozil-5-fosfat
formiltransferaz ve aminoimidazol-karbokzamid-ribozil-5-fosfat formiltransferaz
enzimlerini dogrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon piirin ve primidin
metabolizmasinda inhibisyonla sonuglanir (van Ede et al., 1998). Bu yap1 taslarinin
tiretilmemesi hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan DNA ve RNA sentezini ve enerji
tiretimi i¢in gerekli ATP iiretimini inhibe eder. Ayrica THF ye doniisemeden kalan
dihidrofolatpoliglutamatlar ve MTX’in poliglutamat tiirevleri toksik inhibitor
metabolitler seklinde birikir. Timidilat sentazin ve piirinin sentezinde rol oynayan
transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, MTX’in iki poliglutamat metaboliti
tarafindan yapilir (Bram et al., 1987). MTX’in hiicrelerdeki toksik etkileri digsaridan
ilag olarak verilen folinik asit (N5—formiltetrahidrofolat) tarafindan antagonize edilir;
folik asidin kendisi ise bu durumda THF’ye donilisemediginden antidotal etkinlik

gostermez.

Folat dihidrofolat

Folik asit = dihidrofolik asit = tetrahidrofolat

rediktaz rediktaz

Sekil 4. Folik asit metabolizmasi.
2.3.2. Metotreksat’in Yan Etkileri

MTX tedavisi esnasinda ortaya ¢ikan yan etkiler olduk¢a yaygindir. Yan
etkinin siddeti degiskendir. En sik rastlanan yan etkiler hafif ve geri doniistimliidiir.
Bulant1, kusma, transaminazlarda yiikselme ve stomatit gibi yan etkiler siklikla dozla
iligkilidir. MTX tedavisi alan romatoid artritli hastalarin yaklasik %30’unda ilag
toksisitesi nedeniyle tedavi kesilir (van Ede et al., 1998).



MTX toksisitesinin mekanizmasi hala tam anlagilamamistir. Ancak bazi yan
etkiler; plirin, pirimidin, poliamin ve FA gibi metabolik yollarin bozukluklar1 ile
dogrudan iliskilendirilmistir. Kremer ve ark. ilk kez RA’l1 hastalarin karaciger
biyopsisinde MTX poliglutamatlarinin birikmesine, FA eksikliginin eslik ettigini
gostermistir (Kremer et al., 1986). Degisik yollarda adenozin deaminazin (ADA)
MTX tarafindan inhibisyonu deoksiadenozin ve deoksiadenozin trifosfat (dAATP) gibi
adenozin metabolitlerinin birikimine yol agar. Adenozin, deoksiadenozin ve metilli
adenozin metabolitleri yiiksek konsantrasyonlarda muhtemelen dogrudan toksik

etkilidirler.

Deoksiadenozin kromozom kiriklarina ve S-adenozil homosistein (SAH)
hidrolaz enziminde inaktivasyona yol agar. SAH-hidrolaz metilasyon reaksiyonlari
icin gereklidir. dATP, DNA sentezi i¢in gerekli olan riboniikleotid rediiktazi inhibe
eder (van Ede et al., 1998). Baggott ve ark. MTX tedavisi ile ADA inhibisyonu
gelistigini destekleyen veriler elde etmislerdir (Baggot et al., 1993). MTX’m
vaskiiler hastalik i¢in risk faktorii olarak bilinen hiperhomosisteinemiye sebep
oldugu bilinmektedir (van Ede et al., 1998, Kane et al.,1994). Metilasyon
reaksiyonlarinin belirleyicisi olan S-adenozil metionin (SAM)/SAH oraninda
azalmaya neden olur. Metilasyon reaksiyonlarinin inhibisyonu toksisiteye neden

olabilir (van Ede et al., 1998).

MTX dihidrofolati (DHF) tetrahidrofolata (THF) c¢eviren dihidrofolat
rediiktaz (DHFR) enzimini baskilar (Dutz and Ho 1998). Tetrahidrofolat piirin ve
pirimidin sentezinin énemli bir pargasi olan timidilatin iiretiminde etkendir (Flores
and Kerdel 2000). Piirin ve pirimidin niikleotidleri deoksiriboniikleik asit (DNA) ve
riboniikleik asit (RNA) sentezinde rol oynarlar. Bu nedenle MTX, THF eksikligine
yol agarak piirin, pirimidin metabolizmasi ve DNA sentezini igeren pek c¢ok
metabolik yolu etkiler. Bu metabolik yollar {izerinde yaptig1 degisiklikler ile MTX’in
tedavi edici etkileri yaninda toksik etkileride ortaya ¢ikmaktadir (Jolivet et al.,
1983).

MTX’ i mide-bagirsak, karaciger, bobrek ve kemik iligi toksisiteleri en sik

goriilen yan etkileridir (Sener ve ark., 2006).



MTX, bagirsak mukozasinda morfolojik, biyokimyasal ve fizikokimyasal
degisikliklere yol a¢maktadir (Takeuchi et al., 1989, Tsurui et al., 1990). Bu
degisiklikler sonucu bulanti, kusma, diyare, stomatit, gastrointestinal iilserler ve
mukozitis gibi yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. MTX’in antimitotik etkisinin
malabsorbsiyon sendromuna yol actigi iyi bilinir (Loehry and Creamer 1969,
Taminiau et al., 1980, Naruhashi et al., 2000). Tiim bu istenmeyen etkiler hastanin

genel durumunun daha da bozulmasina neden olmaktadir.

Metotreksat uygulanmis sicanlarin kan, karaciger, bobrek ve ince bagirsak
glutatyon (GSH) seviyelerinin azaldigi, inflamatuvar yanitin gostergesi olan
myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun gostergesi olan

malondialdehid (MDA) seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (Jahovic ve ark., 2003).

MTX in hepatotoksisite ve nefrotoksisite ile ilgili mekanizmasi konusunda en
¢ok deginilen konu oksidatif stres (glutatyon seviyelerinin azalmasi) olmustur

(Jahovic et al., 2003).

Yiiksek doz MTX kullanan psoriazisli hastalarda karaciger fibrozisi ve sirozu
ile seyir gosteren hepatotoksisitenin olustugu gosterilmistir (Tobias and Aurbach
1973, Roenigk et al., 1971). Aym zamanda yiikksek doz MTX’in akut bobrek
yetmezligine sebep oldugu ve serum kreatinin, iiremi ve hematiiri seviyelerinde artisa
neden oldugu gosterilmistir (Kintzel 2001). Metotreksat zehirlenmelerinde olusan
akut hepatorenal fonksiyon bozukluklari, plazma degisimi ve hemodiyaliz ile
diizeltilmeye ¢alisiimaktadir (Goto et al., 2001). MTX aracili toksisite pek ¢ok
faktore bagli olarak degisiklik gosterir. Tedavi siiresi, kullanim dozu, hastalarin risk
faktorleri, hastaligin tipi, genetik varlig1 ve molekiiler apoptotik faktorler toksisiteyi

etkiler (Neuman et al., 1999).

MTX karacigerde steatoz, fibrozis, kolestaz ve siroz gibi farkli hepatotoksik
bulgulara yol agabilir (Vonen and Morland 1984). MTX’in nefrotoksik etkisi ise;
MTX ve metaboliti olan 7-hidroksimetotreksatin (7-OH MTX) bobrek tiibiillerinde
¢okmesi ile agiklanmigtir ki bu da MTX atiliminin gecikmesi ile sonuglanir (Van den

Bongard et al., 2001).

Baz1 ksenobiyotiklerin karaciger ve bobrek toksisitesinde ve organ yetmezligi

patogenezinde, reaktif oksijen metabolitleri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Mitchell
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et al.,1973, Baliga et al., 1999). Serbest oksijen radikalleri aracilig1 ile olusan lipid
peroksidasyonunun, hiicre membran hasar1 ve yikimi ile MTX aracili doku
tahribatina Onemli oranda katki yaptig1 disiiniiliir. Cesitli kimyasal maddeler
tarafindan olusturulan doku hasarinda, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu

mikrovaskiiler bozukluklar {izerinde durulmaktadir (Parks and Granger 1988).

Serbest radikallerin dokuya dogrudan zarar verici etkileri yani sira; dokuda
karmasik bir sekilde lokosit birikimini tetikledikleri de belirlenmistir. Dokuda
meydana gelen bu hasar dolayli olarak aktive olan nétrofillerce olusturulur.
Aktiflesen notrofillerin MPO, elastaz, proteaz gibi enzim sentezledikleri ve serbest
radikalleri aciga c¢ikardiklar1 gosterilmistir (Sullivan et al., 2000). Bu nedenle
karaciger ve bobrek dokularinda artan MPO seviyeleri, ndtrofil birikimi ile MTX

aracili oksidatif organ hasarina katki saglamaktadir.

MTX aracili olusan karaciger hasart hem doz hem de tedavinin siiresi ile
ilgilidir. Baz1 deneysel arastirmalarda yiiksek doz MTX’in karacigerde hasar
olusturmadigi belirlenmistir. Bu da biiyiik ihtimalle ilaca maruz kalma siirecinde
sistemik toksisite ile baskilanma seklinde agiklanabilir (Ornegin kemik iligi, mide-

bagirsak hasar1 gibi.) (Hall et al., 1991).

Siganlar iizerinde yapilan bir calismada 20 mg/kg tek doz MTX’in, sistemik
toksisite olusturmaksizin, oksidatif stres yoluyla karaciger ve bobrekte toksik etki

olusturdugu gosterilmistir (Jahovic ve ark., 2003).

Kanser tedavisinde kullanilan yiiksek doz MTX, akut bdobrek yetmezligine
neden olabilir. Bu da MTX ve MTX metaboliti olan 7-Hidroksimetotreksat’in renal
tiibiillerde c¢okmesi ile gergeklesir. Bu olay myelosiipresyon, gastrointestinal
toksisite, hepatit ve mokozit gibi toksisite olusumuna 6nciiliikk eder (Schornagel and

Mcvie 1983).
2.3.3. Metotreksat ve Karaciger Toksisitesi

Akut 16semilerin tedavisindeki gibi MTX’in aralikli yiiksek doz kullanimi
veya psoriazisdeki gibi uzun donem MTX kullaniminda progresif hepatik fibrosis ve
siroza ilerleyebilen karaciger hasari olusabilir. Diisiik doz uzun donem MTX tedavisi

alan psoriazisli hastalardaki siroz gelisme riski %7°dir. Takip edilen hastalarin
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yaklasik %8’inde transaminazlarin normalin li¢ kat1 kadar yiikseldigi gosterilmistir
(Uraz ve ark., 2008). MTX’in neden oldugu toksisitenin, tedavinin siiresi ve doz
semasi, hastaligin tipi ve hastanin risk faktorleri ile birlikte genetik ve molekiiler
apopitotik faktorler gibi bir¢ok faktoriin etkilesimiyle olustugu diisiiniilmektedir
(Cetinkaya ve ark., 20006).

Kronik MTX kullanimiyla ilgili karaciger histolojisindeki temel yan etkiler,
yag infiltrasyonu, inflamasyon, hiicresel nekroz ve sonug olarak fibrozis’dir. Ancak,
klinik ve biyokimyasal bulgular yillarca sessiz kalabilir. Karaciger toksisitesinin
gosterilmesinin  tek yolu karaciger biyopsisidir ve genellikle MTX 10 yil
kullanildiktan sonra ya da MTX toplam dozu 1,5-2,5 grami gectikten sonra
onerilmektedir (Uraz ve ark. 2008).

MTX’in karaciger hasar mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamistir
(Cetinkaya ve ark., 2006). MTX karacigerde enzimatik bir sistem araciligiyla ana
ekstraselliiler metaboliti olan 7-hidroksimetotreksata doniisiir (Chladek et al., 1997).
MTX hiicre i¢inde poliglutamat seklinde tutulur. MTX kullanimi ile hiicre i¢indeki
poliglutamat miktar1 artar ve folik asit seviyeleri diiser. Bu durum karaciger epitel
hiicrelerinde (hepatosit) nekroza sebep olur (Kamen et al., 1981). Ayrica metotreksat
piruvat dehidrogenaz, 2-oksogluterat dehidrogenaz ve sitozolik nikotinamid adenozin
difosfat (NADP) bagimli dehidrogenazi baskilar. Glutatyon rediiktaz enzimi
NADP’yi reaktif oksijen radikallerine karsi koruyucu bir antioksidan olan rediikte
glutatyon tiretilmesinde kullanir (Babiak et al., 1998). MTX kullanimina bagl olarak
diisen NADP seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen radikallerine (siiperoksid
anyonlari, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksid ve hipoklorid radikalleri gibi) karsi
duyarlilagtiran glutatyon seviyelerinin diismesine ve bu da hepatosit hasarina neden

olur (Uraz ve ark., 2008).
2.3.4. Metotreksat ve Bobrek Toksisitesi

Yiiksek doz metotreksat kullaniminin akut bobrek yetmezligine neden oldugu
belirtilmistir. Ayn1 zamanda MTX’in yiiksek dozda verilmesi serum kreatinin, {ire

ve hematiiri seviyelerinde artisa yol agmaktadir. (Devrim ve ark. 2005)
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Akut bobrek yetmezligi gelismesi antineoplastik kemoterapi alan hastalarda
sik goriilen bir olaydir. Kemoterapinin tiibiiller {izerine dogrudan toksik etkisi ya da

glomeriillerde harabiyete yol agmasi sonucu olusur (Erkurt ve ark., 2009).

Bir arastirmada Metotreksat’in proksimal tiibiil hiicrelerinde birikerek Akut

tiibiiler nekroz’a neden olabilecegi belirtilmistir (Fillastre and Godin 1998).

Erkurt ve arkadaslari Metotreksat’in  nefrotoksisite = mekanizmasini;
metotreksat kristallerinin distal tiibiile ¢okmesi sonucu obstriiktif nefropati seklinde

aciklamiglardir (Erkurt ve ark., 2009).

Metotreksat ve ana metaboliti olan 7-hidroksimetotreksat’in poliglutamat
formu, ilag verildikten bir yi1l sonra dahi hepatositlerde saptanmistir. Metotreksat ve
7-hidroksimetotreksat esas olarak bobrekler yoluyla atilir, bu nedenle o6zellikle
bobrek fonksiyonu bozuk olan kisilerde metotreksatin toksik etkileri artabilir (Gogiis
2001).

Yiiksek doz MTX tedavisi sonucu bobreklerde ortaya c¢ikan hasar
mekanizmas1 tam olarak anlagilamamustir. Devrim ve arkadaslar1 MTX nedeniyle
olusan bobrek hasarlanmasinda oksidatif stresin rolii olabilecegini ortaya
koymuslardir ve MTX alan siganlarin bobrek dokularinda nitrik oksit seviyelerinde
artis tespit etmislerdir (Devrim ve ark., 2005). Yapilan son arastirmalarda Taurin ve
L-karnitin gibi antioksidan bilesiklerin MTX’in neden oldugu bobrek hasarim
azaltic1 etkileri gosterilmistir. Bu nedenle MTX toksisitesinden korunmak i¢in ilacin
antioksidan ajanlarla birlikte kullanilmasi gerekliligi one siiriilmektedir (Yilmaz

2008).
2.3.5. Metotreksat Toksisitesi ve Oksidatif Stres

Antikanser ilaglarla yapilan toksisite ¢alismalarinda oksidatif stres iizerine
dikkat cekilmektedir. Karaciger, bobrek, ince barsak ve merkezi sinir sistemi
tizerinde MTX’in yan etki mekanizmasi olarak oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir
(Miketova et al., 2005, Jahovic ve ark., 2004, Devrim ve ark., 2005, Uz ve ark.,
2005). HeLa hiicresi mitokondrisinde piriivat dehidrojenaz, 2-okzogluterat
dehidrojenaz ve nikotinamid adenindiniikleotid (NAD) bagimli enzimler ile sitozolik

nikotinamid adenozin difosfat (NADP) bagimmli dehidrojenazin MTX tarafindan
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inhibe edildigi gosterilmistir. Babiak ve ark. MTX’in HeLa hiicrelerinde viicudun
onemli antioksidani olan glutatyon seviyelerini azalttigini gostermislerdir (Babiak et

al., 1998).

Jahovic ve ark. 20 mg/kg tek doz intraperitoneal MTX uygulanan ratlarin
kan, karaciger, bobrek ve ince barsak dokularinda glutatyon seviyelerinde azalma,
inflamatuvar yanitin gostergesi olan MPO aktivitesinde artma ve MDA seviyelerinde
belirgin bir artig oldugunu gostermislerdir (Jahovic ve ark., 2004). Miyazono ve ark.
da siganlarda MTX’in yan etkilerinden ince bagirsakta siiperoksid dismutaz (SOD)
ve katalaz aktivitelerinde artma, GSH seviyelerinde azalma oldugunu gostermisler ve
MTX’in yol ac¢tif1 ince barsak hasarinda oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu 6ne

stirmiislerdir (Miyazono et al., 2004).
2.4. Oksidatif Stres

Oksijen canlilar i¢in hayati énemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji
tiretim siireglerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim stireglerinin
dogal bir yan iirlinii olup yliksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararh

maddelerdir (Janos and Krishnamurti 2005).

Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere saldirarak
zarar verir. Serbest radikallerin zararhi etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlari
notralize eden antioksidanlar iiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hiz1 ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu
denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas notralize
edilirlerse hiicrede serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre
fonksiyonlar iizerinde yaptiklar1 olumsuz etkiye (oksidatif hasara) ‘oksidatif stres’

denir (Cavdar ve ark., 1997).

Dejeneratif hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Noronlar, yani sinir/beyin hiicrelerindeki oksidatif stres kendini néro-
dejeneratif hastaliklar olarak gostermektedir (Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1, vb.). Damar i¢ yiizeyindeki hiicrelerde (endotelde) oksidatif hasar damar

sertligi (ateroskleroz) gelisliminde rol oynamakta, dolayisiyla kalp-damar, beyin-
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damar ve diger damar hastaliklarina neden olmaktadir. Hiicre DNA’sma gelen
oksidatif hasar kanser gelisimine yol acabilmektedir. Hiicre DNA’sina toksinlerin
verdigi hasar kanser gelisimine yol acabilmektedir.(http://www.androloji.org.tr,

Erigim tarihi: 25 Mayis 2010).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur (Cavdar ve ark., 1997,Bur¢ak ve Andican 2004).
Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum 6zetle, serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gdstermekte olup,
sonucta doku hasarina yol agmaktadir (Cavdar ve ark., 1997, Burcak ve Andican

2004).

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Oomiirlii, kararsiz, molekiil agirligr diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir.
Serbest radikaller hidroksil, stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna (O;") bazi
demir-kiikiirt iceren ylikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin
etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit
grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) araciliginda hidrojen
peroksit (H,O,) ve oksijene cevrilir. Siiperoksit grubundan daha zayif etkili olan
H,0,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iiriinlere doniistiiriilerek etkisiz kilinir.
Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler,
siiperoksit  gruplarinin ~ zararsiz  hale getirilmesini  sinirlandirirken,  lipid
peroksidasyonu hizlandirirlar. Ayrica katalazin etkinligini engelleyen maddeler
(aminotriazol gibi herbisidler) de etkin oksijen gruplarina veya bu gruplari olusturan

maddelere duyarlilig1 artirir (Cavdar ve ark., 1997, Burgak ve Andican 2004).

Serbest radikallerin atomlarinda elektronlar orbital adi verilen uzaysal

bolgede ciftler halinde bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana

15



gelmekte ve molekiiler yap1 olusmaktadir. Serbest radikaller, atomik yada molekiiler
yapilarinda ¢iftlenmemis tek elektron boliimleri olduklarindan bagka molekiiller ile
cok kolayca elektron aligverisine girerler ve "oksidan molekiiller" veya "reaktif

oksijen partikiilleri (ROP)" ni igerirler (Cavdar ve ark., 1997).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi
kimyasallarin etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag
toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal
maddeler, sigara dumani1 solventler gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin,
doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi
aligkanlik yapic1 maddeler bulunmasi nedeniyle serbest radikaller toksikolojik a¢idan

da 6nemlidir (Cavdar ve ark., 1997, Burcak ve Andican 2004).

Eger serbest radikaller nétralize edilmezlerse hiicre membran proteinlerini
yikarak, membran lipit ve proteinlerini yok ederek, hiicre membranini sertlestirip
hiicre fonksiyonunu engelleyerek, niikleer membrani ge¢ip nukleustaki genetik
materyale etki edip DNA'y1 kirilma ve mutasyonlara acik hale getirerek, bagisiklik
sistemindeki hiicreleri yok edip bagisiklik sistemini zorlayarak viicutta ciddi

hasarlara neden olabilirler (Cavdar ve ark., 1997, Burcak ve Andican 2004).
2.4.1. Serbest Radikaller’in Hiicrede Hasar Olusturma Mekanizmasi

3 mekanizma mevcuttur:;

e Membran lipitlerinin peroksidasyonu: Serbest radikaller hiicrenin
membrania saldirdiklarinda gerceklesir. Serbest radikaller, hiicre mebraninin

stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hizli hiicre ve doku bozulmalarina neden olurlar.

¢ Disiilfit bag olusumu: Glutatyon, tim memeli hiicrelerinde milimolar
konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin R-SH oksidasyonu tiyol
ve oksijen radikallerinin olusumuna neden olur. Bunlar siilfiir merkezli radikallerdir
(RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (siilfiirlerin karsilikli  baglanmasi)
reaksiyonlar1 disiilfit bagini olusturur. Bu da proteinlerin konfigiirasyonlarini1 bozarak

viicuttaki metabolik aktivitelerini engeller.
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e DNA hasari: DNA molekiilli yeniden sentezlenemeyen ancak
kopyalanabilen bir molekiil oldugundan DNA modifikasyonlari, mutasyonlara ve
genetik bozukluklara neden olmaktadir. Bu yilizden DNA hasarmin ROS ile
indiiklenen hiicresel modifikasyonlarin en ciddisi oldugu diistiniilmektedir. Oksidatif
DNA modifikasyonlar1 memeli DNA’sinda siktir. Bu modifikasyonlarin
kardinojenez, diyabet ve yaslanmanin mekanizmasina katkida bulundugu ileri
siiriilmiistiir. Ozellikle peroksinitrit ve nitrojen oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri DNA
hasarina neden olmaktadir. Bununla birlikte dokularda oksidatif DNA diizeylerinin
artmis diizeylerinin veya oksidatif modifiye niikleik asit {irlinlerinin artmig iiriner
atilminin insanlarda kanser gelisimini Ongorebilecegine iliskin epidemiyolojik
kanitlar mevcut degildir. Bu nedenle kanser gelisimi, yaslanma ve diger hastaliklarin
DNA oksidasyonu ile iliskisini gosteren ileriki ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag

vardir (http://www.androloji.org.tr, Erisim tarihi: 25 Mayis 2010).
2.4.2. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri

e Lipidlerde meydana gelen yapisal degisiklikler

Plazma membrani, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik
membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinde serbest radikaller tarafindan
olusturulan oksidatif hasara lipid peroksidasyonu denilmektedir (Akkus 1995). Lipid
peroksidasyonu, bir lipid molekiiliinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis olan bir
metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baslayan kompleks bir
olaydir. Lipid peroksidasyonu sonucunda hiicrede kendiliginden devam eden
zincirleme reaksiyonlar baglamaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan lipid peroksil
radikalleri bir sonraki poliansatiire yag asidini okside ederek yeni zincirleme
reaksiyonlart baslatirlar (Akkus 1995). Bu friinlerin daha ileri pargalanmaya
ugramasi ile hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararli radikal 6zelligi olan
aldehidlere doniisiirler. Bu aldehidler i¢cinde en cok bilineni malondialdehid yani
MDA’dir. Dolayistyla bir dokuda MDA seviyesinin artmasi serbest oksijen
radikallerinin arttigini gosterir (Slater 1984).

Malondialdehid’in kendisi de iiretildigi yerde iki yonlii hareket edebilir; hem

dis ortama hem de hiicrenin i¢ kismina yonelebilir. Hiicre i¢inde bir ¢ok yapiya
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zararh etkileri vardir. Dolayisiyla serbest oksijenlerin lipidlere etkisi sonucu agiga
cikan patolojik iiriin olan MDA da daha ileri yikimlara sebep olabilir. Hiicre
membranlarinin lipid kisminin biiyiik ¢cogunlugu fosfolipid ve bunlarin yapisindaki
poliansatiire yag asitlerinden olusmustur. Bu hasar sonucunda membranin yapisi ve

fonksiyonlar1 biiytik 6l¢iide bozulur.
e Proteinlerde ve niikleik asitlerde meydana gelen yapisal degisiklikler

Serbest radikal etkilerine karsi protein ve niikleik asitler, poliansatiire yag
asitlerine gore daha direnglidir. Bunun baslica sebebi, hasar olusturucu zincir
reaksiyonlariin protein ve niikleik asit molekiillerinde gerceklesme ihtimalinin ¢ok
zayif olmasidir. Serbest radikaller DNA molekiiliine ¢cok yakin bir bolgede meydana
geliyorsa, okside edici radikaller tarafindan DNA molekiilii kolaylikla hasara

ugratilabilmektedir (Kayali ve Cakatay 2004).
2.5. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar olarak iki ana

gruba ayrilabilirler.
2.5.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon: Oksidatif stresin dl¢limiinde kullanilan antioksidandir. Rediikte
glutatyon (GSH) /okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalir. GSH
ve GSSG “high performance lipid chromotography” (HPLC) ve spektrofotometrik
yontemlerle tesbit edilir (Delogu et al., 2004). Glutatyon karacigerde glutamat,
sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptiddir. Cok énemli bir antioksidan olan
glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girip onlar1 zararsiz iiriinlere
cevirerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Proteinlerdeki siilfidril gruplarini da

indirgenmis halde tutarak onlarin okside olmasini engeller (Urso and Clarkson 2003).

S-adenozil metionin: Tim hiicrelerde metioninden sentezlenir. Hiicre
biiylimesi ve farklilagsmasinda 6nemli rolii vardir. Antioksidan aktivitesi glutatyon

prekiirsorii olarak tanimlanmistir (Caro and Cederbaum 2004).

E Vitamini: E vitamini tokoferol yapisindadir. Dort tipi vardir. a-tokoferol

en fazla bulunan ve antioksidan etkisi en fazla olan seklidir. E vitamini dokularda en
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onemli zincir kirict antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna karsi ilk siradaki
korunma mekanizmasidir (Akkus 1995). Membranlarin lipid kisminda ve
ekstraselliiler sivilarda bulunur. Hiicre membranlarinda O2, OH" gibi radikalleri
inaktive eder ve lipid peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonu reaksiyonlarini

durdurur (Miquel et al., 2006).

C vitamini: Ekstraselliiler sivilarda bulunur. Siiperoksit ve hidroksil

radikalini dogrudan temizleme 6zelligi vardir (Miquel et al., 2006).

Seruloplazmin: Siiperoksid dismutaz benzeri bir etki gosterdigi
diistiniilmektedir. Demirin +2 degerlikli halden +3 degerlikli hale yiikseltgenmesini
saglayarak Fenton reaksiyonunu inhibe eder. Bu sayede serbest radikal olusmasini

inhibe eder (Misso et al., 2005).

Transferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglayarak antioksidan o6zellik

gosterir (Aygicek ve ark., 2005).

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonlarinda siiperoksit, hidroksil ve

peroksil radikallerini temizler (Misso et al., 2005).

Albiimin: Geg¢is metallerini baglar, lipid hidroperoksid ve hipoklorid
toplayicisidir (Misso et al., 2005).

Bilirubin: Serbest radikal tutucusudur, siiperoksit ve hidroksil radikal

toplayicisidir (Aygicek ve ark., 2005).
Glukoz: Hidroksil radikal tutucusudur (Nakano et al., 1999).
Piruvat: Giiclii antioksidandir ve H,O, baglayici 6zelligi vardir (Zhou 2001).

Taurin: Yan esansiyel bir aminoasittir. Lipid peroksidasyonunu ve nétrofil
infiltrasyonunu inhibe ederek antioksidan etkili oldugu gosterilmistir. Taurin ratlarda
MTX’in yol actigi doku hasarimi Onlemistir. Ksenobiotiklere baglanma yetenegi

vardir. Hipoklorit ile de reaksiyona girerek etkisini azaltir (Cetiner ve ark., 2005).

p-Karoten: A vitamininin prekiirsoriidiir. Hiicre membranlarinda bulunur.
Serbest radikal temizleyicisidir. Peroksitlere kars1 dogrudan etki ederek onlari inaktif

hale getirir (Drisko et al., 2003).
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Melatonin: Pineal bezden salgilanan indolamin yapisinda bir hormondur.
Yiiksek lipofilik 6zelligi olup membranlar1 kolaylikla gegcer. Melatonin antioksidan

olarak 6zellikle OH radikalini ortadan kaldirmada c¢ok etkilidir (Mollaoglu 2003).

Sistein: Serbest radikal ve hipoklorid toplayicisidir (Akkus 1995).
2.5.2. Enzimatik Antioksidanlar

Baglica antioksidan enzimler; GSH-Px, Katalaz ve SOD’dur (Urso and
Clarkson 2003).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan
enzimdir. Hiicre zarindaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkole indirger (Spallholz

1990).

Tetramerik yapidadir ve dort selenyum atomu igerir. Sitoplazmada ve
mitokondriyonda bulunabilir (Blanco-Coronado et al., 1992). GSH-Px’in fagositoz

yapan hiicrelerde 6nemli islevleri vardir.

Diger antioksidanlarla birlikte, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositoz yapan hiicrelerin zarar gormelerini engeller.
Eritrositlerde, oksidasyona yol agan strese karst en etkili antioksidandir. GSH-Px’in
enzim etkinligindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre hasarina
yol agar. Ayni zamanda bu enzim, lipit peroksitlerinin indirgenmesini de
katalizlemektedir (Rambabu and Rao 1994). Hiicre zarina baghh en 6nemli bagh
antioksidan olan E vitamini miktar1 az oldugu zaman, hiicre zarinin peroksidasyona

kars1 korunmasini saglar (Spallholz 1990).

Glutatyon peroksidaz yapisinda bir metal olan Selenyum’u bulundurdugu i¢in
metalloenzim grubunda degerlendirilir. Bu enzim, rediikte glutatyonun okside
glutatyona ¢evrildigi in vitro ortamda gergeklesen reaksiyonda H,O;’yi yiiksek
spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir. GSH’in GSSG haline doniistigi
reaksiyonda GSH-Px enzimi H,0O,’yi suya indirger. Daha sonra glutatyon rediiktaz
enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon tekrar

rediikte hale doniistiiriilebilir (Urso and Clarkson 2003).
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Reaksiyon su sekildedir:

2GSH + H,0; = GSSG + 2H,0

(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=Okside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon
peroksidaz, GR=Glutatyon rediiktaz, H202=Hidrojen peroksit).

Hidrojen peroksidin diisiik konsantrasyonda olmasi durumunda GSH-Px

katalaza gore daha etkilidir (Halliwell 1974).
Katalaz

Katalaz enzimi, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ozellikle Hidrojen
peroksit’in  (H,O,) yiikksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda etkilidir
(Halliwell 1974). Okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksiti
dogrudan suya doniistiiriir. Bu enzimin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit

konsantrasyonunun ¢ok fazla arttig1 durumlarda belirgin olarak artmaktadir.

Ortamdaki H,O, konsantrasyonunun diisiik oldugu hallerde ise hidrojen
peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye
girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (Agar et al., 1986). Katalaz ve
GSH-Px enzimleri, benzer etkisi olmasina ragmen hiicre i¢indeki yerlesim yerleri ve
etki yerleri bakimindan farklilik gostermektedirler. Katalaz enzimi peroksizomlarda

daha etkili iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride daha etkilidir.
Katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
2H,0;, =2 2H,0 + O,
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Ik defa 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan siiperoksit
dismutaz enzimi siiperoksitin, hidrojenperoksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinde

gorev alir. Reaksiyonun formiilasyonu, su sekildedir:
20, + 2H' > H,O, + O,

Bu reaksiyon ani olarak da gelisebilir fakat SOD tarafindan katalizlendiginde
hiz1 4000 kat artar. Bunlar, Cu ve Zn ig¢eren izomerler bulundurur (Marklund 1990,
Halliwell 1994).
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Tek bir enzim degil, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite doniismesini
katalizleyen enzim grubudur. Siiperoksid dismutaz enzimi metal ihtiva ettigi igin
metalloenzim grubundandir. Hiicreyi radikallerin etkisinden koruyan savunma

mekanizmasi arasinda SOD enzimi ilk rolii oynar.

SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan iirliniin birikimi CAT enzimi

tarafindan 6nlenmektedir. (McCord and Fridowich 1969).

Bu enzim grubunun, canlida bulundugu bolgeye gore degisiklik gdsteren ii¢

farkli izoformu tespit edilmistir.

1) Cu-Zn SOD: Bakir ve c¢inko iyonlarim1 igeren dimerik tiptir ve
sitoplazmada bulunur. Siyanit, bu izoformun islevini baskilar. Hiicrede en fazla

miktarda bulunan izomerdir.

2) Mn SOD: Mangan iyonu igeren tetramerik tiptir ve mitokondriyonda

bulunur. Siyanit tarafindan bloke edilmez.

3) Hiicre Dis1 SOD: Bu izoform, hiicre zarindaki kollajene baglanarak notrofil

ve diger hiicrelerden salinan siiperoksitleri kontrol eder.

Enzimin fizyolojik islevi, oksijeni katabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin zararli etkilerine kars1 korumaktir. Bu yolla, lipit peroksidasyonu
engellenmis olur (Niwa et al., 1990). SOD’un etkinligi, yiiksek oksijen kullanimi
olan dokularda daha fazladir ve doku PO, artisina paralel olarak artar. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranlarda siiperoksit iiretimi
olmasina ragmen, hiicre i¢i siiperoksit seviyeleri diisiik tutulur. SOD’un hiicre disi
etkinligiyse olduke¢a distliktiir (Lunec and Blake 1990). SOD, fagosite edilmis
bakterilerin hiicre i¢i ortamda oldiiriilmesinde de rol oynar. Bundan dolayi, SOD
graniilosit iglevi i¢in ¢ok dnemli bir enzimdir. Lenfositlerde, graniilositlerden daha

fazla miktarda SOD bulunmaktadir (Kobayaski et al., 1977).
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2.6. Nitrik Oksit

1987 yilina kadar insan viicudunda bulunus nedeni ve metabolizmasi
hakkinda ¢ok az bilgi bulunan NO’nun, 1991 yilindan sonra yapilan bilimsel
caligmalar ile insan ve hayvanlar tarafindan iretilebilmesinin ortaya konulmasiyla,
bilimsel ¢aligmalarin odagi haline gelmis ve yapilan bu yogun c¢aligsmalar neticesinde
1992 yilinda taninmis bilim dergisi “Science” tarafindan “yilin molekiili” secilmistir

(Tiirkéz ve Ozerol 1997, Aladag ve ark., 2001, Kiling ve Kiling 2003).

Sonraki yillarda NO’nun memeli hiicrelerinden salgilanan biyolojik bir
mediyator oldugunu ortaya koyan ve bu konudaki 6nemli katkilar1 ve aragtirmalari
nedeniyle 1998 yilinda Robert Fuchgott, Louis Ignarro ve Ferid Murad adli ii¢ bilim
adam1 Nobel Tip Odiiliine layik goriilmiislerdir (Alderton ve ark., 2001, Kiling ve
Kiling 2003).

Nitrik oksit, 1987 yilinda kan damarlarinin asetilkolin uygulamasi sonrasinda
endotele bagl sekilde gevsemesinden sorumlu molekiil olarak kesfedilmistir (Palmer
et al,, 1987, Ignarro et al., 1987). Bundan kisa bir siire sonra, damar endotel
hiicrelerinden koken alan NO’nun L-arjinin amino asidinden sentezlendigi gosterildi
(Palmer et al., 1988). NO, yar1 6mrii birka¢ saniye olan, hizla ¢oziinebilen, reaktif ve
gaz halinde bir molekiildiir. Gliniimiizde NO’nun memelilerdeki dolasim, sinirsel
islev ve savunma gibi bazi olaylar1 ve sistemleri de igine alan fizyolojik ve
patofizyolojik siireglerin diizenlenmesinde yer aldigir bilinmektedir (Wink and

Mitchell 1998, Moilanen et al., 1999).

NO gaz tabiyatinda bir molekiil olup yagda ¢oziniir ve biyolojik
membranlardan kolaylikla gecer. Cok kisa yarilanma 6mriine (3-5 s) sahiptir. Basit
kimyasal yapiya sahip olmasina ragmen oldukga farkli ve zit etkileri bulunmaktadir.
Bu etkiler cogunlukla basit gibi goriinen nitrik oksit kimyasmin komplike

dogasindan kaynaklanir (Lancaster 2000).

Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler i¢in zararli iken NO
diisiik konsantrasyonda ¢ok 6nemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asiri
ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. NO bu o6zellikleri ile ¢ok

ideal bir fizyolojik haberci molekiil dzelligi kazanmaktadir (Tiirkoz ve Ozerol 1997).
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NO’nun yarilanma omrii diger serbest radikaller gibi ¢ok kisadir ve
soliisyonlarda hizli bir sekilde okside olarak NO, ve NOj3’e doniisiir. NO’nun diisiik
konsantrasyonlarda oksijene gore 3000 kat daha hizli bir sekilde hemoglobine
baglanarak inaktif hale geldigi ve 6zellikle dolasimdaki oksihemoglobinin NO i¢in
kuvvetli bir inhibitdr oldugu bildirilmistir (Tiirkéz ve Ozerol 1997, Ozkan ve
Yiiksekol 2003). NO ayni1 zamanda serbest radikal siiperoksit tarafindan da inaktive
edilmektedir. Siiperoksidi bagladigi i¢cin NO’nun serbest radikalleri temizleyen
koruyucu bir faktdr oldugu diisiiniilmektedir. Bylece siiperoksit dismutaz (SOD)
gibi siiperoksidi ortadan kaldiran enzimler NO’nun Omriinii uzatabilmektedirler
(Kilbourn et al., 1997, Ozkan ve Yiiksekol 2003, Kuyumcu ve ark., 2004). Nitekim
yapilan caligmalarla L-arginin yoklugunda siiperoksit {iretiminin arttigi, L-arginin
varliginda ise siiperoksit iiretiminin inhibe oldugu bildirilmistir (Goélciik ve ark.,

2003).

NO ile siiperoksit reaksiyonu sonucu olusan peroksinitrit (ONOQO") giiclii ve
yartlanma Omrii uzun bir oksidandir. Organizmada ONOO’, hidroksil radikali gibi
davranan hidroksinitrite (HOONO) doniisiir. ONOO™ in parcalanmasi ile yiiksek
konsantrasyonlarda NO, olusur. Bu reaktif nitrojen bilesikleri lipidler, DNA, tioller,
amino asitler ve metallerle reaksiyona girerek enzim fonksiyonlarini bozar, membran
biitiinltigline zarar verir ve DNA mutasyonuna neden olur. Bunlarin sonucunda lipid
peroksidasyonu baslar (Kilbourn et al., 1997, Ozkan ve Yiiksekol 2003, Kuyumcu ve
ark., 2004).

2.6.1. Nitrik Oksit’in Biyosentezi ve NOS’ un Izoformlar

Fonksiyonel olarak, NOS yapisal, konstitiitif (cNOS) ve indiiklenebilir
(iNOS) formlar1 seklindedir. ¢cNOS, Ca* ve kalmodulin bagimli bir enzim olup
saniyeler icerisinde selektif agonist ile reseptor stimulasyonuna bagli olarak NO’yu
fentomolar ve pikomolar konsantrasyonlarda saliverirler. iNOS izoformu ise
pretranslasyonel diizeyde diizenlenir ve tiimér nekroz faktér-a (TNF-a) ve
interferon-y ve interlokin 1-B gibi proinflamatuvar sitokinler ile indiiklenir. iNOS
indiiklenmesinden birka¢ saat sonra nM konsantrasyonlarda proinflamatuvar NO
saliverir ve bu uzun siireli (saatler, giinler) devam edebilir. (Forstermann et al., 1991,

Filep et al., 1993)
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cNOS ve iNOS arasinda bazi 6nemli farkliliklar vardir. iNOS vaskiiler
endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve farkli parankim hiicrelerini
iceren cesitli hiicrelerce eksprese ve aktive edilmektedir. ilk olarak ¢cNOS aktivitesi
hiicre i¢i kalsiyum akigina bagliyken iNOS aktivitesi i¢in istirahat halinde hiicre
icindeki kalsiyum miktar1 yeterlidir. cNOS aktivitesi kalsiyum akis ile tetiklendigi
i¢cin aktivite gegicidir ve az miktarda NO {retilir (pikomolar konsantrasyonda). Zit

olarak iNOS aktivitesi uzun siirer ve nanomolar diizeyinde NO olusur (Moncada et

al., 1991).
Konstitiitif NOS (cNOS)

Bu izoenzim 6zellikle damar endotel hiicreleri, idrar yolu hiicreleri, santral ve
periferal sinir sistemi hiicreleri, endokard, miyokard, trombosit, mast hiicreleri ve
nétrofillerde bulunmaktadir. NOS, bu dokularda her zaman mevcuttur. Ancak aktif
degildir. Aktif hale gelebilmesi igin kalsiyuma (Ca®") ihtiyag duyar. Enzimin
kalsiyum-kalmodulin ile aktive olmasi nedeniyle kalsiyuma bagimli NOS veya
konstitiitif NOS olarak adlandirilir (Atalik ve Dogan 1997, Tiirkéz ve Ozerol 1997,
Alderton et al., 2001, Kiling ve Kiling 2003).

Konstitiitif NOS’un néronlarda bulunani néronal nitrik oksit sentaz (nNOS)
ve endotel hiicrelerinde bulunani endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) olarak
adlandirilir (Atalik ve Dogan 1997, Aladag ve ark., 2001, Alderton et al., 2001,
Kiling ve Kiling 2003, Ozkan ve Yiiksekol 2003, Kuyumcu ve ark., 2004). nNOS
(NOS 1) kromozom 12, eNOS (NOS III) kromozom 7 tarafindan kodlanir. Ayrica
nNOS 161 kDa, eNOS 133 kDa molekiil agirligina sahiptir (Alderton et al., 2001,
Bildik 2006).

Konstitiitif NOS enzimleri ¢esitli organ sistemleri i¢in bazal seviyelerde
gereklidir (Kuyumcu ve ark., 2004). nNOS sitoplazmik, eNOS zarsal enzimler olup
aktiviteleri diisiiktiir. Bu enzimler dakikada miligram enzim basina pikomol
seviyesinde NO sentezlerler (Kiling ve Kiling 2003). Sentez siiresinin ¢ok kisa
olmasi, sentezlenen NO miktarinin ¢ok diisiik olmasimna neden olmaktadir. Ciinkii
hiicre i¢i iyonize Ca konsantrasyonu azalmaya basladig1 zaman, enzim inaktif forma

gecerek NO sentezi durmaktadir (Atalik ve Dogan 1997, Tiirkdz ve Ozerol 1997).

25



Bu enzimlerin sentezi ve aktivitesi glukokortikoidlerden etkilenmez, ancak
cesitli L-arginin analoglar1 tarafindan inhibe edilebilmektedir (Kiling ve Kiling

2003).
indiiklenebilir NOS (iNOS):

iNOS enzimi 6zellikle makrofaj, nétrofil, hepatosit, monosit, damar edotel ile
diiz kas hiicreleri, kalp kast hiicreleri, noronlar ve mikroglial hiicrelerden
sentezlenmektedir. Digerlerinin aksine hiicre i¢inde bulunmayan iNOS, endotoksin
ve ¢esitli sitokinler (IL—1, TNF, IF-y) tarafindan indiiklenen ve indiiklendiginde daha
uzun siirede ve biiylik miktarlarda NO iireten, kalsiyumdan bagimsiz bir enzimdir.
Enzim bu oOzelliklerden dolayr indiiklenebilir veya kalsiyumdan bagimsiz NOS
olarak adlandirilir. iNOS kofaktdr olarak kalmodulin yerine tetrahidrobiopterine
gereksinim duyar (Atalik ve Dogan 1997, Tiirkéz ve Ozerol 1997, Aladag ve ark.,
2001, Alderton et al., 2001, Kiling ve Kiling 2003, Bildik 2006).

INOS (NOS II) kromozom 17 tarafindan kodlanir ve 131 kDa molekiil
agirligia sahiptir (Alderton et al., 2001, Bildik 2006). Bu enzim sitoplazmik bir
enzim olup aktivitesi yiiksektir. Enzimin miligrami basma dakikada nanomol

seviyesinde NO sentezlenir (Kiling ve Kiling 2003).

NO, L-arjininden ii¢ farkli Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciliiyla
sentezlenir. Islevsel yonden etkin olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi, dimerik
sekilde bulunur. Her tic NOS monomerinin molekiil yapsinda da, oksijenaz i¢eren bir
N- terminal ucu ve kalmodulin tanima bdlgesine sahip bir C-terminal ucu vardir.
Enzimlerin rediiktaz bdlgesinde NADPH, flavin adenin diniikleotid ve flavin
mononiikleotid gibi baz1 kofaktorler i¢in baglanma bolgeleri bulunurken, oksijenaz
bolgesinde hem ve tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktorlerinin yani sira, L-arjinin igin
de baglanma sahalar1 vardir (Janssens et al., 1992, Lowenstein et al., 1992, Charles et

al., 1993, Alderton et al., 2001).

NO’nun L-arjininden sentezlenmesi, iki farkli reaksiyonla gergeklesir. NOS
monooksijenasyon-I reaksiyonu denilen birinci basamakta, L-arjinin NO sentezi i¢gin
bir araci olan N omega-hidroksil-L-arjinine doniigiir. Bu reaksiyon i¢in, NADPH ve
oksijen gerekir. NOS monooksijenasyon-II reaksiyonu denilen ikinci basamakta, N

omega-hidroksil-L-arjinin bileseni NO ve sitriiline oksidize edilir. Flavin adenin
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diniikleotid ve flavin mononiikleotid, kalmodulin ve BH4, bu siirecte kofaktor olarak
gorev yapar (Alderton et al., 2001 Bredt and Synder 1990, Mayer et al. ,1993, Bredt
etal, 1991, Stuehr et al., 1991).

NOS enzimleri, ii¢ ana gruba ayrilir. Bunlar néron kaynaklit NOS (nNOS
veya NOSI1), endotel kaynakli NOS (eNOS veya NOS3) ve uyarilabilir NOS (iNOS
veya NOS2) seklinde smiflandirilmaktadir. NO sentez reaksiyonlar1 temelde her ii¢

NOS c¢esidinde de aynidir ancak NO iiretiminin diizenlenmesi enzimler arasinda

farklilik gosterir.
NH,  NH, NOH_  NH, Oy MM
N 7 » 7
\\C/ \? (I;
H,0 H,0
N}I-I 02 2 NH 02 2 NH
GLE - c:||-|2 CLz + Nltn_k
| | C|H Oksit
C*I*p NADPH NADP* Cr" NADPH NADP |
~::||4|2 C|I+F, CTE
- N a
N
NHB/ COOH NH, COOH NH, COOH
L - arjinin N omega-hidroksil- L - sitriilin
L - arjinin

Sekil 5. Nitrik oksidin L-arjinin amino asidinden sentezlenmesi.

Kocak (2008)’den modifiye edilmistir.

Damar endotelinin yani sira merkezi ve periferik sinir sisteminde ilk
kesfedilenler sirasiyla eNOS ve nNOS’tur. Giinlimiizde, bu enzimlerin gesitli hiicre
ve doku tiplerinde iiretildikleri bilinmektedir. NO’nun adi gegen NO sentazlar
araciligiyla tretilmesi, ¢ogunlukla enzim etkinligi seviyesinde diizenlenmektedir ve
bu reaksiyonlarda, az miktarda NO iiretilmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum iyon
yogunlugundaki degisiklikler, NO sentezinde anahtar bir role sahiptir. Endotel
hiicrelerindeki asetilkolin ve beyindeki glutamat gibi agonist maddeler, etkiledikleri
reseptorler araciligiyla kalsiyum iyonunda artisa yol agar ve bu yolla, NOS
enzimlerini ve NO iretimini etkinlestirir. Kalsiyumdaki artis, eNOS ve nNOS gibi
kalsiyuma bagimli enzimlerde oldugu gibi kalmodulinin NOS molekiiliine daha
kararli bir sekilde baglanmasini saglayarak, NO sentezini baslatir (Bredt and Synder
1990, Abu-Soud and Stuehr 1993). Her iki izoform da, kalp-damar ve sinir
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sistemlerindeki fizyolojik siireclerde yer almaktadir (Alderton et al., 2001, Moncada
and Higgs 1995, Christopherson and Bredt 1997). Ayrica, eNOS ve nNOS sentezi
transkripsiyon seviyesinde de bir noktaya kadar diizenlenmektedir. Son yillarda
yapilan caligmalar, nNOS {iretiminin (ekspresyonunun) sinirsel faaliyet, steroid
hormonlari, iltihabi sitokinler ve bakteri tlirevi olan molekiiller gibi ¢esitli etkenlerce
diizenlenebilecegini ortaya ¢ikarmistir (Liu et al., 1996, Xu et al., 1996, Kleinert et
al., 2000). Benzer sekilde, eNOS iiretiminin diizenlenmesi de yerel cevresel
sartlardan etkilenebilmektedir. Kan damarlarinin, hiicresel biiyiimenin, biiyiime
faktorlerinin, TNF-a’nin (timdr nekroz faktorii alfa) ve hipoksinin yol agtig1
etkilerin, eNOS iiretimini yonlendirdigi bulunmustur (Liu et al 1996, Kleinert et al.,
2000, Le Cras et al., 1996, Alonso et al., 1997). Uyarilabilir NO {iretimi, esas olarak
iNOS ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla kontrol edilmektedir. iNOS istirahat
halindeki hiicrelerde tespit edilememektedir fakat bu enzimin ekspresyonu
lipopolisakaritler, inflamasyona Onciililk eden sitokinler, hipoksi ve yabanci DNA
veya RNA gibi bazi unsurlar tarafindan uyarilabilmektedir. iNOS, aralarinda
makrofajlarin, karaciger epitel hiicrelerinin, kondrositlerin, epitel hiicrelerinin,
mezangiyel hiicrelerin ve diiz kas hiicrelerinin de oldugu ¢esitli hiicre tiplerince

uretilmektedir.

iINOS uyarildig1 zaman, uzun bir zaman dilimi boyunca ve fazla miktarda NO
iretimine yol agar. Bu yolla tiretilen NO ¢esitli patofizyolojik siireglerle ilgili olup,
antibakteriyel ve antiviral etkinlik, mitokondriyon solunumunun engellenmesi,
protein nitrasyonu ve doku hasarlanmasimnin uyarilmasi gibi c¢esitli olaylarla
baglantilidir (MacMicking et al., 1997, Karupiah et al., 1993, Clementi et al., 1998,
Boughton-Smith et al., 1993, Kooy et al., 1997). iNOS enzim etkinliginin
diizenlenmesi, eNOS ve nNOS’takinden farklidir. Kalmodulinin iNOS’a siki bir
sekilde baglanmasimma ve NO sentezi i¢in gerekli bir molekiil olmasma ragmen,
INOS’un etkinligi kalsiyum iyonlarindan bagimsizdir (Ruan et al., 1996). iNOS
eksprese edildikten sonra, birkag¢ saatten giinlere kadar degisebilen zaman periyotlari
boyunca NO firetimine yol agabilir ve liretimin oldugu hiicrelerde, programli hiicre
Oliimii anlamina gelen apopitoz olayini1 uyarabilir (Moilanen et al., 1999Alderton et
al., 2001, MacMiking et al., 1997). Ayrica yapilan calismalarda agiz yoluyla etanol

verilen fare karacigerinde nekroz, inflamasyon ve yagl dejeneratif degisikliklerin
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goriildiigi, iINOS geni yoniinden eksikligi olan (-/-) farelerde ise bu tiir

degisikliklerin meydana gelmedigi bildirilmistir (McKim et al., 2003).

Yakin gecmiste, NOS enzim polimorfizminin bazi klinik durumlarla
baglantisinin oldugu 6ne siiriilmiistiir. iNOS promotor (6nciil) geninde yer alan
954(G-C) bp bolgesinde goriilen bir nokta mutasyonunun, sitma hastaligina karsi
korunma 6zelligiyle baglantili oldugu bildirilmistir (Kun et al., 2001). eNOS ve
INOS genlerindeki polimorfizmler, kalp ve damar hastaliklarinda sorumlu
tutulmustur (Wang and Wang 2000, Rutherford et al., 2001). Bunun yaninda, nNOS
genindeki polimorfizmin astim hastaligiyla ilgisinin olabilecegi bildirilmistir (Gao et

al., 2000, Wechsler et al., 2000).

Nitrik oksit, renal kan akimi, renal otoregiilasyon, glomertiler filtrasyon, renin
salgilanmasi ve tuz itraht gibi renal fonksiyonlarin kontroliinde en énemli parakrin
modiilatér ve mediyatordiir. NO ayrica diyabetik nefropati, inflamatuvar glomeriiler
bozukluk, septik sokta goriilen akut bobrek yetmezligi, kronik bobrek yetmezligi
ilaglarin nefrotoksik etkileri gibi birtakim bobrek bozuklugu durumlarinda da 6nemli
rol oynar. NO, bazen hemodinamik fonksiyonlarindan dolay1 faydali olabilirken
iNOS’tan salgilandig1 durumlardaki yiiksek miktarlarda zararli olabilmektedir
(http://www.tfd.org.tr/mersin_kitap.pdf. Erisim tarihi: 23 Mayis 2010).

NO’nun bobrek dokusunda 6nemli gorevlere sahip oldugu bildirilmistir. Son
yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalar neticesinde L-argininden sentezlenen NO’nun
bobrek fizyolojisi ve patolojisinde dnemli rolleri oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Can ve

ark., 2000, Gabbai 2001, Klahr 2001, Kiling ve Kiling 2003, Sharma 2004).

Yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarda bobrekte NOS izoenzimlerinin
her ii¢ formunun da bulundugu ortaya cikarilmigtir. Bunlardan eNOS renal
damarlarda, glomeriiler endotelyal hiicrelerde, proksimal tiibiiler hiicrelerde, henle
kulbunun ¢ikan kalin kolunda ve toplayici kanallarda, nNOS’un makula densa,
toplayict kanalin prinsipal hiicreleri ve renal pelvik sinirlerde bulundugu tespit
edilmistir. iNOS ise proksimal tiibiillerde, distal tiibiillerde ve toplayici kanallardaki
hiicrelerde, kisaca makula densa ve damarlar hari¢ genel olarak genis bir alanda
bulunmaktadir (Star 1997, Weight and Nicholson 1998, Sharma 2004, Ghaznavi and
Kadkhodaee 2007).
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Bobrekte eNOS GFR’nin diizenlenmesi, bolgesel damar basinci ve renal kan
akimi i¢in 6nemli iken, nNOS tiibiiloglomeriiler feedback ve renin salinmasi yoluyla

glomeriiler hemodinamigin kontroliinde rol oynamaktadir.

Bobrek dokusunda iNOS fizyolojik sartlarda tiibiillerde, patolojik durumlarda
ise infiltre olan makrofaj ve glomeriiler mezensimal hiicrelerde tespit edilmistir.
Ancak iNOS’un tubullerdeki fizyolojik islevlerinin hala agiklanamadig bildirilmistir
(Cherla and Jaimes 2004).

Bobregin  epitelyal, mezensimal ve endoteliyal hiicrelerinden NO
sentezlenmektedir. NOS enzimlerinin farmakolojik inhibitorlerinin kullanilmasi,
bobrek dokusunda NO’nun fizyolojik ve patolojik rollerinin belirlenmesine biiyiik
katki saglamistir. Yapilan caligmalarla bobrekte iNOS inhibisyonunun epitelyal
hasarda azalma yaptig1 ve renal fonksiyonlarda iyilesmeye yol agtigi, ancak eNOS
inhibisyonunun ise epitelyal hasar1 artirdigi bildirilmistir (Sadovnikoff and Gelman

2000, Gabbai 2001).

Arastirmalarda NO seviyesinin yiikselmesi veya iNOS aktivitelerinin artiginin
bobrekte eNOS aktivitelerini inhibe ederek renal vazokonstruksiyon ve GFR’de
azalmaya yol actiklart bildirilmistir (Gabbai 2001). NO’nun arteriyel basinci
artirmasi tiibiillere etki ederek Na' geri emilimini azaltan eNOS olusumunun
artmasina yol agar. NO’nun bu etkisini renin salinmasini azaltarak olusturdugu tespit

edilmistir (Sireli ve ark., 2002).

NO’in septik bobrek yetmezliginin patofizyolojisinde dnemli rolleri vardir. L-
NAME NOS’un genel inhibitérii, Aminoguanidin (AG) ise iINOS’un selektif
inhibitoriidiir. Nonselektif NOS inhibitérleri hem c¢cNOS hem de iNOS’u bloke
etmektedir. Bobrekte oOzellikle eNOS yoluyla iiretilen NO, bobrek dokusunun
fizyolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle bobrek
hastaliklarinda eNOS inhibisyonunun zararli olabilecegi, iNOS inhibitorlerinin
kullanilmasinin daha uygun olacagi belirtilmektedir (Bremer et al., 1997, Turner et

al., 1997, Cohen et al., 2001).

Saglikli hayvanlarda nonselektif NOS inhibisyonu afferent ve efferent
arteriyollerde tonus artisina, GFR’nin azalmasima, hipertansiyona ve sonucta

ABY’ye neden olmaktadir. Bu sebeple nonselektif iNOS inhibitdrlerinin renal
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fonksiyonlar1 daha da kotiilestirdigi sOylenmektedir. Selektif iNOS inhibitorlerinin
ise sepsiste GFR’yi koruyarak kan basincini diizenledigi ve trombozu onledigi

bildirilmistir. (Golciik ve ark., 2003).

Sicanlar lizerinde yapilan baska bir deneysel ¢alismada, endotoksemide artan
NO,/NOs; diizeyleri ve organ bozukluklarina kars1 iki degisik dozda (50—150 mg/kg)
uygulanan nonselektif NOS inhibitérii L-NAME’nin, artan NO,/NOs diizeylerini
anlamli derecede diisiirdiigii, gelisen karaciger ve bobrek fonksiyon bozukluklarinda
ise belirgin bir etki olusturmadigir gozlenmistir. NO’nun selektif inhibitorii L-
kanavanin kullanilmasinin ise diisiik (100 mg/kg) dozda serum NO,/NOj diizeylerini
daha da artirdigi, bobrek ve karaciger islevlerinin de bozulmasimma neden oldugu,
yiiksek dozda ise (300 mg/kg) Olciilen parametrelerde olumlu bir etkinlik
gdstermedigi belirlenmistir (Ozek ve ark., 2001).

Bobrekte glomeriiler damarlardan ¢cNOS saliniminin, bobrekte kan akiminin
otoreglilasyonunu saglamasi ve glomeriiler kapiller basinci azaltmasi nedeniyle
koruyucu etkide bulundugu, bununla beraber ¢esitli sitokinlerin uyarimi ile iNOS
tarafindan asir1t NO saliniminin ise zararli etkilere neden oldugu bildirilmistir (Yang

et al., 1998).

Glomerulonefritis olusturulan farelerde icme suyuna 1 g/l dozunda AG
verilen diger bir ¢aligmada, AG verilen grupta glomeriiler iNOS, idrar NO, iiretimi
ve glomertilosklerozisin derecesi ile proteiniiri 6nemli derecede azalmistir. Bu da AG
uygulamasinin glomeriiler NO iiretimini baskilamasi nedeniyle glomeriilosklerozisin
ilerlemesini azalttigin1 gostermistir. Scr seviyesinin kontrol ve AG grubunda
(0.82+£0.07-0.79+0.07 mg/dl) normal degerlerde oldugu saptanmistir. Idrarda
protein/kreatinin ve nitrit/kreatinin oranlarinin AG ile tedavi edilen grupta kontrol
grubuna gore Onemli derecede azaldigi tespit edilmistir. Protein/kreatinin oramn
kontrol grubunda 4.61+1.85 mg/mg, AG grubunda 0.25+0.03 mg/mg oldugu,
nitrit/kreatinin orani ise kontrol grubunda 99.9+16.5 pg/mg, AG grubunda ise
58.4+13.0 pg/mg oldugu belirlenmistir (Yang et al., 1998).

Bremer ve arkadaslari, nefrotoksik nefritiste (NTN) NO’nun inhibisyonu ve
glomertiler hasarda NO iiretiminin rolii lizerine yaptiklar1 ¢alismada, ratlara 5 mg/kg

dozunda L- NAME ve 60 mgkg dozunda AG vermisler ve her iki NOS
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inhibitdriiniin de idrar ve bobrek NO, miktarini azalttigini belirlemislerdir. Idrar NO,
konsantrasyonunun NTN grubunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2. giinde
(2.19£0.64-0.59+0.08umol/glin) 6nemli derecede arttig1i, 4. giinde (2.60+0.87-
0.70+0.18) pik seviyeye ulastigi ve 8. giinde ise tekrar (0.62+0.11) azaldig:
belirlenmistir. Nefrotoksik nefritisli grupla karsilagtirildiginda NTN+L-NAME ve
NTN+AG’li gruplarda idrar NO; atiliminin 6nemli derecede azaldigi1 ve L-NAME ile
AG verilmesinin idrar NO, atilimininda énemli derecede azalmalara neden oldugu
belirlenmistir. Idrar protein atiliminin 2. giinde 6nemli derecede artmasi ve calisma
stiresince yliksek kalmasi, NO inhibisyonunun proteiniiriyi azaltmamasi ve

proteiniirinin agik¢a NO iiretimine bagli oldugunu gostermistir (Bremer et al., 1997).

Nitrik oksit’in karacigerde bir¢ok etkisi ve hiicresel kaynagi vardir ve
hepatosit hasarinda araci olabilir. NO, karacigerin bir¢ok hiicresinde {iretilir ve
mikroorganizmalar, parazitler ve tiimor hiicrelerine karst savunma mekanizmalari
icinde bir “ikincil el¢i” olarak gorev alir. Fakat, literatiirde NO’nun karaciger hiicre
hasarinin birincil bir aracis1t m1 yoksa hasar verici uyariya kars1 giiglii bir koruyucu

mekanizma mi1 oldugu konusunda ¢eliskiler vardir (Isiksal 2003).

On yil kadar once, periferik arteriyel vazodilatasyonun sirozlu hastalardaki
asit olusumunun patofizyolojisinde onemli oldugu goriisii ortaya atilmistir. Ayni
zamanda, nitrik oksitin vaskiiler toniisiin diizenlenmesinde énemli rollere sahip olan
potent bir vazodilator oldugu bulunmus ve NO’nun sirozlu hastalarda goriilen
hiperdinamik sirkiilatuvar durumdan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bundan
sonra, cesitli hayvan ve insan deneyleri ile, sirozda goriilen hemodinamik
degisikliklerde ve asit olusumuna yol agan sodyum ve su retansiyonunda NO’nun
¢ok onemli rolleri oldugunu gosteren deliller elde edilmistir (Chatila et al., 2000).
Sirozlu ratlarda ve asiti bulunan insanlarda plazma NO seviyesi de yiikselmektedir
(Chu et al., 1997, Campillo et al., 1996). Sirozlu hastalarda bu yiikselis bir ¢ok farkli
calismada gosterilmis olmakla beraber klinik 6nemi ve sebebi net olarak
saptanamamustir. Akarsu ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada sirozlu
hastalarda serum nitrit ve nitrat seviyeleri saglikli kontrol vakalariin serum nitrit ve
nitrat seviyelerine gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur (18.8 nmol/ml’e
karsilik 2.87 nmol/ml). Ayni calismada, hem kompanse hem de dekompanse

karaciger sirozu bulunan hastalarda serum nitrit ve nitrat seviyeleri ile sistolik,
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diyastolik ve ortalama kan basinglar1 arasinda anlamli korelasyon saptanmistir

(Akarsu ve ark., 1999).

Viicutta NO, inflamatuvar ve mitojenik uyarilara bir cevap olarak {iretilir ve
karsinogenezde rol oynayabilir. Ancak, hepatit C viriis kaynakli hepatoseliiler
karsinomanin gelisiminde NO’nun rolii net degildir. Yapilan bir ¢alismada kronik
hepatit C’li 20 hasta, karaciger sirozlu 30 hasta, hepatoseliiler karsinomal1 22 hasta

ve 8 saglikli kontrol vakasinda plazma nitrit ve nitrat seviyeleri l¢tilmiistiir.

Kronik hepatit C’li hastalarin plazma nitrit ve nitrat seviyeleri saglikli kontrol
vakalarinin degerlerinden istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Yine, kronik
hepatit C hastalarinda alfa interferon tedavisi alanlarin plazma nitrit ve nitrat
seviyeleri ile tedavi almayanlarin degerleri arasinda da anlamli fark bulunamamustir.
Sirotik hastalarin plazma nitrit ve nitrat seviyeleri kronik hepatit C’li hastalarinkine
gore anlamli derecede yiiksek bulunmus, ancak sirozun sebebi ile sonuglar arasinda
iliski bulunamamustir. Hepatoseliiler karsinomali hastalarin plazma nitrit ve nitrat
seviyeleri ise sirotik hastalarinkinden de yiiksek olarak saptanmis, plazma NO
seviyeleri ile serum alanin aminotransferaz seviyeleri arasinda ise herhangi bir iliski
saptanmamustir. Oysa, plazma nitrit ve nitrat seviyeleri ile serum alkalen fosfataz,
bilirubin ve gama glutamil transferaz seviyeleri arasinda pozitif bir iliski saptanmistir
(Moussa et al., 2000). Bu bulgular karaciger parankim hasarinin NO yapimu ile

iligkili oldugunu diistindiirmektedir.
2.6.2. NO ve Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyon yoluyla
yikilmasi islemidir ve olduke¢a zararli zincirleme bir reaksiyondur. Hiicre zarinda lipit
peroksidasyonu yoluyla meydana gelen hasarlanma geri doniisiimsiizdiir (Akkus
1994). Malondialdehit, reaktif oksijen tiirlerinin hiicre zariyla -etkilesiminden
kaynaklanan membran lipit peroksidasyonunun bir belirteci olup, membranda

hasarlanmaya yol acarak, hiicredeki yasam dengesinin bozulmasina yol agabilir.

Hiicre zarinda hasarlanma, islev bozuklugu ve hiicreler arasi neksus
haberlesmesinin kaybi, kalsiyum ve diger iyon tagima sistemlerinin de kaybina yol

acar (Stephen et al., 1997). Uc veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin
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peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asitle Olg¢iilebilen MDA meydana gelir. Bu
reaksiyon, lipit peroksit seviyelerinin Olclilmesinde siklikla kullanilir. Lipit
peroksidasyonu, cok zararli bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan hiicre zar1 yapisini
bozma ve dolayli olarak da reaktif aldehitler iiretme yoluyla, diger hiicre

bilesenlerine zarar verir.

Peroksidasyonla olusan MDA, hiicre zar1 bilesenlerinin ¢apraz baglanmasina
ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu durum iyon taginmasi, enzim etkinligi ve hiicre

ylizey bilesenlerinin birikimi gibi i¢ kaynakli membran 6zelliklerini degistirir.

Bu etkiler, MDA’nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu

aciklar (Drapper and Hadley 1990).

NO’nun, lipit peroksidasyonunu hem artiric1 ve hem de engelleyici bir yonii
vardir. Nitrik oksit, lipit peroksil radikallerini yakalayici islevi yoniiyle lipit
peroksidasyonuna ait zincir reaksiyonlarini 6nleyici etkiye sahiptir ve ayn1 zamanda,
peroksidaz enzimleri gibi pek c¢ok potansiyel tetikleyici unsurlar1 da
engelleyebilmektedir. Fakat ortamda siiperoksidin bulunmasi durumunda, NO
peroksinitrit sentezine yol a¢makta ve lipit peroksidasyonunu baslatict etki
gostermektedir (Hogg and Kalyanaraman 1999). Karbon tetrakloriir’iin NO’yu
engelleyen NC-nitro-L-arjinin metil esteri ve aminoguanidinle birlikte verildigi bir
calismada, NO’nun engellenmesinin karacigerdeki oksidatif hasarlanmay1 artirdigi

bulunmustur (Muriel 1998).

NO’nun ve onun siiperoksitle girmis oldugu reaksiyonun bir {iriinii olan
peroksinitritin - (ONOQO"), toksik hedef molekiil reaksiyonlarina yol agtig1
gosterilmistir. Oldukca hizli gerceklesen bu reaksiyonda peroksinitrit olusum hizi
6.7X10° L/mol/sn olup, difiizyon siirhidir (Hue and Padmaja 1993). Bu maddelerin
iiretimi, Inflamasyon veya diger patolojik olaylar esnasinda genellikle artmaktadir
(Rubbo et al., 1994). Sonugta, hiicredeki proteinlerin tirozin kalintilarinin
nitratlanmasi, hiicrede islev bozukluguna ve oliime yol agabilir (Beckman et al.,

1993, Patel et al., 1999).
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2.6.3. Nitrik Oksit Sentaz Enzim Inhibitorleri ve Onemleri

NO’nun salinmasi i¢in gerekli olan L-arginin / NO yolu arginin ve sitriillin
aminoasit tlirevleri ile aminoasit yapisinda olmayan cesitli bilesikler tarafindan
inhibe edilebilmektedir (Aladag ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kiling ve Kiling
2003). Argininin guanidin grubuna kii¢iik kimyasal gruplarin takilmasi ile hazirlanan
L-arginin analoglari NOS enzimlerinin en genis inhibitér grubunu olustururlar.
Bunun yani sira AG, alkil guanidinler, flavin ve kalmodulin antagonistleri, imidazol,
fenilimidazoller, glukokortikoidler ve bazi antifungal ajanlar da NOS’u inhibe
edebilmektedirler (Aladag ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kiling ve Kiling
2003).

Baslica 6nemli NOS inhibitorleri; L-NMMA, L-NAME, L-NIO, L-NNA,
LNAA, N-metil-L-arginin (L-NMA), S-metil-L-tiyositrulin (L-SMTC), 7-
nitroindazole (7-NI), N-iminoethyl-L-Lysine (L-NIL), L-2-chloropropiotic asid (L-
CPA), 1400W, ARL 17477 ve AG’dir (Atalik ve Dogan 1997, Kilbourn et al., 1997,
Tiirkdz ve Ozerol 1997, Roussel et al., 2000, Aladag ve ark., 2001, Alderton et al.,
2001, Ozkan ve Yiiksekol 2003).

Tiim izoenzimlere etki eden NOS inhibitorlerinin uygun derigimlerde
kullanildiginda, izoenzimler arasinda kismen de olsa bir segicilikleri vardir (Aladag
ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kiling ve Kiling 2003). Bu inhibitorlerden
LNMMA, L-NAME, L-NMA ve L-NIO gibi bazilar1 her tic NOS izoenzimini inhibe
etmektedir. Ancak eNOS ve nNOS enzimlerini inhibe etmeyen AG ise iNOS igin
oldukca segici bir inhibitérdiir (Kilbourn et al., 1997, Alderton et al., 2001, Golciik
ve ark., 2003, Kiling ve Kiling 2003).

NOS inhibitorleri in vivo NO sentezini kontrol etmek amaciyla fizyolojik ve
patolojik durumlarda da kullanilmistir. Fizyolojik kosullarda inhibitorlerin
kullanilmasi, NO bagimli olaylarin inhibisyonuna neden olarak, NO’nun fizyolojik
fonksiyonlarinin tanimlanmasina yardimeci olur. Patolojik durumlarda kullanilmasi
ise artan NO sentezinin toksik etkilerine karst doku ve hiicreleri korudugu

bildirilmektedir (Gabbai 2001, Kiling ve Kiling 2003).

Farkli NOS enzimleri normal kosullarda ve hastaliklarda, farkli dokularda

farkli amaglarla NO sentezlerler. Bu nedenle izoenzimlere 6zgiil inhibitdrlerin
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kullanimi, hastali§in tedavisi sirasinda komplikasyonlara neden olmamasi agisindan
son derece onemlidir. Ayrica NOS inhibitorleri NO sentezinin mekanizmasinin ve
koenzimlerin baglama bdélgelerinin tanimlanmasinda da kullanilmistir (Kiling ve
Kiling 2003). Fizyolojik derisimin iizerinde NO sentezi her ii¢ NOS izoenziminde de
goriiliir. Izoenzimlere spesifik inhibitdrlerin bulunmasi, bu inhibitdrlerin klinikte
tedavi amaciyla kullanilmasini daha giivenli duruma getirmistir (Kiling ve Kiling

2003).
2.7. Aminoguanidin

Aminoguanidin (AG) ilk defa 1892 yilinda nitroguanidin molekiiliiniin
indirgenmesi ile elde edilmistir (Lieber and Smith, 1939). Temel yapisinda bir
guanidin pargas1 ve hidrazin grup ihtiva eder (Ou and Wolff, 1993; Jianmongkol et
al., 2000). Bu molekiiliin en belirgin biyolojik etkisi diamin oksidaz enzimi iizerine
olup, bu enzimi baskilayic1 rolii 1950 yilinda rapor edilmistir (Nilsson, 1999).
Aminoguanidin’in diger onemli biyolojik etkisi indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) enzimi iizerine olan baskilayici etkisidir (Mustafa et al., 2002; Sanha et al.,
2004).

Aminoguanidin’in diyabet patogenezinde etkili olan artan glikozilasyon son
tirtinleri birikimini (advanced glycation end products, AGEs) engellemesi bliyiik ilgi
uyandirmaktadir (Scaccini et al., 1994, Nilsson 1999, Burcham et al., 2002, Jedidi et
al., 2003). Aminoguanidin’in deneysel olarak olusturulan diyabet ile ilgili olarak,
antioksidan oOzelligi goéz Oniline alindiginda, damar ve sinir komplikasyonlarinda
tyilestirici etkisi gozlenmistir ( Nordberg and Arner 2001). Ratlar iizerinde yapilan
bir caligmada aminoguanidin verilen ratlarin viicut agirliklarinin arttigi belirtilmis,

ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Atasayar ve ark., 2008).

Yapilan bazi hayvan ¢aligmalart Aminoguanidin’in karacigerde toksik etkili
oldugunu belirtmektedir (Arruda et al., 1992, Schuppe-Koistinen et al., 2002). Yakin
zamanda yapilan bir calismada Asetaminofen’in tek basma karacigerde lipid
peroksidasyonu (LP) olusturmadigi, Aminoguanidin ile birlikte verilen
Asetaminofen’in ise karacigerde lipid peroksidasyonunu belirgin olarak arttirdigi
bulunmustur (Hinson et al., 2002). Ratlar iizerinde gergeklestirilen baska bir

calismada ise Sisplatin’in karacigerde Malondialdehid seviyelerini arttirdigi; ancak
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Aminoguanidin ile Sisplatin verilen ratlarin karaciger MDA seviyelerindeki artisi
engelledigi belirtilmistir (Atasayar ve ark., 2008). Yapilan arastirmalarla ilgili olarak,
Ozellikle karacigerde toksik etki olusturan kimyasallar kullanildiginda;
Aminoguanidin’in karacigerde zararli etkisinin olup olmadiginin test edilmesi

gerekliligi vurgulanmistir. (Atasayar ve ark, 2008).
Kimyasal o6zellikleri ve tarihgesi

AG ilk kez 1892°de nitroguanidinin rediiksiyonu ile elde edilmistir. Kimyasal
formiilii CHgN4 seklindedir. Yapisinda % 16,21 C, % 8,16 H, % 75,62 N
icermektedir (Lieber and Smith 1939). AG’nin ayrica guanidine benzer bilesiklerin
hidrasyonu veya hidrolizi ile sentezlenebilecegi belirtilmistir (Nilsson 1999). AG pek
cok guanidin tiirevlerinden biri olmasina ragmen, benzer Ozellikleri nedeniyle
hidrazinlere benzetilmistir ve sik sik hidrazin bilesikleri sinifina sokulmaktadir
(Lieber and Smith 1939, Nilsson 1999). AG kristal bir yapiya sahip olup, su ve
alkolde ¢oziiniirken eterde ¢oziinmez (Budavari et al., 1989). Giigli bazik 6zellikte
olan AG, agik havada kizarir 1sitildiginda ise amonyak agiga ¢ikarir. Kloriir ve siilfat

tuzlar1 suda ¢éziinmektedir (Nilsson 1999).
H,N -NH - C - NH,

|
NH

Sekil 6. Aminoguanidin’in yapisi.

Eroglu (2006)’dan modifiye edilmistir.

AG yapisal olarak L-arjinin aminoasiti ile benzerlik gostermektedir. L-arjinin
biyolojik olarak NOS’un katalitik etkisiyle olusan nitrik oksidin olusumunda 6nemli

bir molekiildiir (Budavari et al., 1989, Nilsson 1999).

Lieber ve Smith, ilk kez 1892’de Thiele tarafindan sentezlenen AG ve
tiirevlerinin patlayici olarak kullanilabilecegini agiklamiglardir. Ancak bu yayin
hazirlandiginda AG’nin biyolojik fonksiyonlar1 konusunda bilinenler smirli olup,
hayvan modellerinde kan basincini, solunum hizi ve miktarin1 degistirmesi ve
pernisydz anemi (B12 vitamini eksikligine bagli) benzeri kan tablosu olusturmasi

seklindeydi. Biyolojik fonksiyonuna iliskin fark edilen ilk bulgu, 1950’de biyolojik
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diaminlerin (histamin, putreskin vb.) oksidatif deaminasyonunu katalizleyen diamin

oksidazi (DAO) inhibe ettiginin gosterilmesi olmustur (Nilsson 1999).
Aminoguanidin’in antioksidan etkisi

Aminoguanidin’in ROB (reaktif oksijen bilesikleri) olusumunu, hiicre ve
dokudaki lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi, (Giardino et al., 1998, Jedidi et al.,
2003) ayrica H,O, tiirevi hidroksil radikallerini siipiiriicii etkisiyle oksidanlarin
indiikledigi apoptoza kars1 koruyucu etkisinin oldugu gdsterilmistir (Giardino et al.,

1998, Mayuser et al., 1999).

AG’nin lipid peroksidasyonu (LPO) sonucu olusan reaktif aldehidik yapili
bilesiklerle yarigmali olarak reaksiyona girerek inaktive ettigi gosterilmistir (Jedidi et

al., 2003, Scaccini et al., 1994)

Immiinomodiilator bir ajan olan azatiyopirin (15 mg/kg, i.p.) uygulanan
sicanlarla yapilan bir ¢alismada, karaciger LPO ve ALT (Alanin aminotransferaz),
AST (Aspartat aminotransferaz) diizeylerinde artis gozlenmis, ayni calismada
antioksidan olarak 100 mg/kg i.p. AG ve 100 mg/kg i.p. N-asetilsistein’in (NAC) bu
artist ortadan kaldirdigir goriilmistiir. Calismada, AG’nin gii¢lii bir siiperoksit ve
hidroksil radikali siipiiriiciisii oldugu ve eritrositlerde giiclii bir MDA inhibitorii
oldugu gosterilmistir. Ayrica, azatiyopirin ile azalan GSH depolarinin, AG ve NAC
ile korundugu belirtilmistir (Raza et al., 2003).

AG’nin antioksidan 6zelliklerinin incelendigi diger bir ¢aligmada, glikozla
konjuge olmus proteinlerin olusturdugu serbest radikallerin LPO’ya neden oldugu ve
AG’nin ileri glikozilasyon son {iriinlerini (AGE) inhibe ederek de LPO’yu onledigi
gosterilmistir (Panagiotopoulos et al., 1998, Jedidi et al., 2003, Scaccini et al., 1994).

iNOS’un AG tarafindan baskilanmasi

NOS inhibitorlerinin en 6nemli sinifin1 arjinin analoglarinin (N-metil, L-
Arjinin, N-nitroarjinin) yani sira, hem aksiyal ligandlar1 (CO, NO, imidazol)
olusturmaktadir (Katsumoto et al., 2003). AG, L-arjinine (NO substrat1) yapisal
olarak cok benzer oldugundan, iNOS’u L-kanavanin gibi diger inhibitorler kadar
inhibe edebilir (Raza et al., 2003, Mustafa et al., 2002, Nabekura 2003). Nitekim,
Corbett tarafindan, (Corbett et al., 1992) L-arjinin ve AG’nin kimyasal yapilarinin
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benzer oldugu (her iki kimyasal yapida da esdeger guanidin azotu bulunur) ve
AG’nin enzime substrati yerine gegerek yarigsmali olarak baglanabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Jianmongkol et al., 2000).

AG’nin iINOS’a olan segiciligi baz1 ¢aligmalarda kisitli olarak gosterilmis ve
hala tartisilmakta ise de c¢esitli modellerde onaylanmistir (Wolffenbuttel et al.,
1993,Jianmongkol et al., 2000, Samel et al., 2003, Sanha et al., 2004, Abd El-Gavad
and El-Sawalhi 2004). Kopek ve kemiricilerle yapilan ¢aligmalarla, AG nin iNOS’u
diger NOS’lara gore 100 kat daha gii¢lii inhibe ettigi gosterilmistir (Xiao-Ling et
al.,2001). Yine yakin zamanda AG’nin selektif olarak iNOS inhibisyonu yaptigi
gosterilmistir  (Al-Shabanah 2000,Wei et al.,2005, Jianmongkol et al., 2000,
Sakaguchi et al., 2000, Sanha et al., 2004, Abd El-Gavad and El-Sawalhi 2004,Wang
et al., 2005).

Aminoguanidin’in Ileri Glikozilasyon Son Uriinleri (AGE) Baskilanmasi

Aminoasitlerin, peptitlerin ve proteinlerin amino gruplarinin indirgenmis
sekerlerle enzimatik olmayan reaksiyonu, kompleks kahverengi pigmentler ve ¢apraz
bagli proteinlerin olusumuyla sonuglanir (Al Abed and Bucala 1997, Ulrich and
Cerami 2001, Jakus and Rietbrock 2004). AGE tiirevi (AGE’den olusan) bilesiklerin
birikmesi hiicre proteinlerinin yap1 ve islevlerinin degismesi ve hiicresel yanitin
uyarilmast gibi bir dizi mekanizma ile hiicre hasarina kadar varabilir. Pek cok
calisma glikoproteinlerden fizyolojik kosullarda reaktif oksijen radikallerinin
olustugunu gostermektedir (Singh et al.,, 2001, Agardh et al., 2002). Kiigiik
niikleofilik bir bilesik olan AG’nin de, reaktif karbonil bilesiklerince olusturulan
glukoz aracili doku hasar1 ve diyabetin kiiciik komplikasyonlarin1 o6nledigi
gosterilmistir (Picard et al., 1992, Imanaga et al., 2000, Lunceford and Gugliucci
2005, Liptakova et al., 2002, Yamauchi et al., 1997,Unlucerci 2001).

AG pimagedin olarak ta bilinir. AG, 3-DG, glioksal, metilglioksal ve glikozla
konjuge olmus proteinlerin a, B-dikarbonil gruplar ile reaksiyona girerek, 3-amino-
1,2,4-triazin tiirevlerini olusturur (Thornalley et al.,2000). Dolayisiyla AGE’lerin
olusumunu dnler (Al Abed and Bucala 1997, Scaccini et al., 1994, Miyoshi et al.,
2002, Kumari et al., 1991, Miller and Gerrard 2005). AG’nin AGE olusumunu inhibe

ettigi in vitro ve in vivo olarak gosterilebilir olmasina ragmen bu reaksiyonun
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kinetigi ile ilgili kisitli sayida bilgi bulunmaktadir (Scaccini et al., 1994, Thornalley
et al., 2000).

Diamin Oksidaz (DAO) Baskilanmasi

AG potent bir DAO inhibitoriidiir (Baynes and Horpe 2000, Nilsson 1999,
Mansour et al., 2002, Ou and Wolff 1993, Nilsson et al., 1999). DAO bdobrek,
adrenal bezi, bagirsak, plasenta ve timusta yiiksek aktiviteye sahiptir (Eroglu 2006).
Enzimin karbonil gruplarina baglandigi sanilmaktadir. Ayrica enzimin substrat
baglama bolgesine baglanabilir. Arastiricilar, sican bagirsaginda AG tarafindan DAO
inhibisyonunun nonkompetitif oldugu, ayrica AG’nin gergeklestirdigi inhibisyonun
en az iki fazdan olustugu ve AG’nin enzimi yalniz inhibe etmedigini, inaktive de
edebilecegini ileri silirmiislerdir. Ancak, yine de AG’inn DAO inhibisyonu

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Nilsson 1999).
AG’nin Toksisitesi

Pek ¢ok kaynakta, AG’nin yararli biyolojik etkileri rapor edilmektedir.
Ornegin, AGE olusumunu inhibe ederek, diyabete bagli retinopati, ndropati,
nefropati gibi komplikasyonlarin gelisimini, tim bunlara neden olan AGE
olusumunu dnleyerek azalttig1 gdsterilmistir (Arruda et al., 1992). AG’nin toksisitesi
konusunda olduk¢a az bilgi bulunmakta ve toksisitesi kullanimini kisitlamaktadir

(Arruda et al., 1992).

Yapilan caligmalarla AG’nin kemiriciler i¢in LD50 degerinin 1800 mg/kg
oldugu tespit edilmistir (Ou and Wolff 1993, Arruda et al., 1992). Bu nedenle
neredeyse nontoksik kabul edilmektedir. Yapilan calismalarda subakut veya kronik
toksisite gostermemesine ragmen AG’nin etkilerinin arastirilmasia devam edilmesi
gerektigi dusiiniilmiistir (Ou and Wolff 1993). Bu diisiinceye paralel olarak,
asetominofen hepatotoksisitesi lizerine iNOS inhibitorlerinin etkisinin arastirildig: bir
calismada asetominofen, karacigerde yalniz basma LPO’yu indiiklemezken,
aminoguanidinle birlikte verildiginde LPO (MDA diizeyi) belirgin derecede
artirmigtir (Hinson et al., 2002). Dollenmis tavuk yumurtalarina AG siilfatin enjekte
edildigi bir calismada, yiiksek mortalite oran1 disinda, viicut ve karacigerde gelisim
geriligi ve dalak genislemesi goriilmiis, safra kesesinin olusmadigi tespit edilmistir

(Sugiyama et al., 1986,Sugiyama et al., 1985). Geng fare ve siganlara intraperitoneal
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olarak sirasiyla 750 mg/kg ve 500 mg/kg dozda AG stilfat uygulandiginda letalitenin
diisiik oldugu gorilmiistiir. Ayrica, tavuk embriyolarinda ortaya ¢ikan eksternal
anomaliler, kemirici fetiislerinde ortaya ¢ikmamistir. Bu da kemiricilerde AG’nin
metabolize edilmeksizin viicutlarindan hizla disar1 atilmasina baglanmistir
(Sugiyama et al., 1986). Ilging olarak bazi arastirmacilar, AG’ nin diyabette glukoz
tarafindan proteinlerin metallerle indiiklenen oksidasyon reaksiyonunda rol oynayan
H,0O, olusumunu arttirarak protein oksidasyonuna katkida bulundugu, bunu ayni
zamanda katalazi inhibe ederek de ger¢eklestirdigini belirtmistir. Bu mekanizmalarin
AG’nin olas1 kronik toksisitesine 1s1k tutabilecegi, fakat ileri aragtirmalara gerek

oldugu ifade edilmistir (Scaccini et al., 1994,0u and Wolff 1993).

Aminoguanidinin etkisinin arastirildigi bir calismada; i.p. 7.5 mg/kg sisplatin
enjeksiyonu yapilan sicanlarin serum iire ve kreatinin duzeyleri 2.5 ve 3.3 kat artis
gostermis, bobrek GSH duzeyleri de %21 gibi 6nemli bir oranda azalmistir. Ayrica,
bobrekte GST, katalaz, GPx aktiviteleri de azalmis ve LPO gostergesi olan MDA
diizeyleri 6nemli ol¢iide artmustir. Sisplatin enjeksiyonundan 6nce ve sonra 5 giin
boyunca 100 mg/kg dozda aminoguanidin verilen sicanlarda ise, serum iire ve
kreatinin ve bobrek MDA diizeylerinde diisiis goriilmiis ve sisplatinin nefrotoksik
etkisine karsi aminoguandinin koruyucu bir ajan olabilecegi ileri siirilmiistiir

(Mansour et al., 2002)

Yapilan bir ¢alismada Sisplatin uygulamasi sonucu ilk gozlenen etki deney
stiresince hayvanlarin viicut agirliklar1 iizerine olmustur. Aminoguanidin veya
vitamin kombinasyonu uygulanan gruplarda, viicut agirliklarinda hafif artislar
goriilmiistiir. Bu bulgu, sisplatin uygulamasini takiben deney hayvanlarinin viicut
agirliklarinda azalma oldugunu gosteren ¢aligmalar1 desteklemektedir (Sueishi et al.,

2002, Bogin et al., 1994).

Sisplatinin 7.5 mg/kg tek doz uygulandigi siccanlarda eritrosit, plazma,
bobrek ve karaciger MDA diizeyleri kontrole gore Onemli derecede artmistir.
Sisplatin ile birlikte aminoguanidin uygulandiginda ise plazma, eritrosit, bobrek ve
karaciger MDA diizeyleri 6nemli Ol¢lide azalmistir. Bu bulgular, aminoguanidinin

sisplatinin olusturdugu oksidatif stresi azalttigina iliskin bilgileri destekler yondedir
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(Mansour et al., 2002). Sisplatin ile birlikte verilen E ve C vitaminleri de, plazma,

eritrosit, bobrek ve karaciger MDA diizeylerinde 6nemli diisiisler saglamistir.

Tim bu etkilerine ragmen AG’nin diyabetik hastalarda kullaniminda
tereddiitler de vardir. Ciinkii AG’nin pridoksini baglamasi nedeniyle hayvanlarda
uzun sire uygulamalarinda vitamin Bg eksikligi ve norotoksisite gelistigi
gosterilmistir (Jakus and Rietbrock 2004). Ayrica klinik tedavide AG’nin,
gastrointestinal rahatsizlik, karaciger fonksiyon testi anormallikleri, grip benzeri
semptomlar ve nadiren vaskiilit yaptigina dair yan etkileri rapor edilmistir

(Thornalley 2003).

AG’nin spermidin ve spermin gibi kompleks poliaminlerin sentezinde anahtar
bir enzim olan S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC) enzimi iizerine de
etkileri mevcuttur. AG’nin SAMDC enzimini stabilize ederek seviyesini arttirdigi
fare 16semi hiicrelerinin kiiltiiriinde gdsterilmistir (Stjernborg and Persson 1993,

Svensson et al., 1997).
2.8. N®-Nitro L-Arjinin Metil Ester (L-NAME)

L-Name metil ester yapisinda, nonselektif, kompetitif NOS inhibitoriidiir.
Hem cNOS hem de iNOS’u inhibe ederek etki gostermektedir. NOS un substrati
olan arjininle benzer yapidadir. L-NAME, NOS inhibitorii olarak bilinmesine
ragmen, basta dopaminerjik sistem olmak iizere, bagka bir¢ok nérotransmiter sisteme

de etki edebilir.

NOS inhibitorii olarak etkileri ilk gézlenen L-arginin analogu, yapisinda metil
grubu bulunduran N-monometil-L-arginindir (L-NMMA). L-arginin aminoasitinin
yapisina c¢esitli gruplar dahil edilerek degisik L-arginin analoglar1 olusturulmus ve
bunlarinda nitrik oksit sentezi {izerindeki etkileri arastirtlmistir. L-NMMA disinda L-
nitro-L-arginin (L-NA), N-amino-L-arginin (L-NAA), N-nitro-L-arginin metil ester
(L-NAME) ve N-iminoetil-L-ornitin’dir (L-NIO). NO sentezini inhibe eden bu L-
arginin analoglarindan L-NIO sadece konstitiitiif izoformlara etki ederken, L-NAA,
LNA, L-NMMA ve L-NAME hem konstitiitif hemde indiiklenebilen NOS

izoformlarini inhibe ederler.
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NOS inhibitérii olarak NO’nun septik soktaki fizyolojik roliiniin
belirlenmesinden sonra NOS inhibitorlerinin kullnanimi giindeme gelmistir. Bu
amagla ilk olarak L-NAME gibi L-Arginin analoglar1 kullanildi. Baslangigta hayvan
calismalar1 olumlu goéziikmiistiir, ancak sonraki calismalarda elde edilen verilerin
degiskenligi sorunu ortaya ¢ikmis bu da kullanilan hayvan modellerinin farklilig1 ve
uygulanan dozlarin ¢esitliligine baglanmistir (Kirkebgen ve Strand 1996). Ancak
NO’nun sepsiste onem kazanan vazodilatasyon, hipotansiyon, vazopresor ajanlara
yanitsizlik, miyokard kontraktilitesinde bozulma gibi negatif etkilerine karsi, immun
sistemde patalojik ajanlarla savasmasi, organlarda mikroperfiizyonun diizenlenmesi,
kiiciik arteriyollerde trombozun onlenmesi gibi yararli ozellikleri de vardir. Non
selektif nos inhibitdrleri ile yapilan Faz III klinik bir ¢alismada bu ilaglarin ortalama
arteriel kan basmcini artirdiklari, sistemik damar direncini dramatik bir sekilde
yiikselttikleri ve kardiyak outputu diigiirdiikleri belirlenmistir. Ancak hemodinamik
diizelmeye ragmen hastalarda 6liim orani %100 olmustur (Gereulanos ve ark 1992).
Klinik ¢aligmalar degerlendirildiginde drneklem sayis1 azlig1 nedeniyle morbidite ve
mortalite iizerine bu ilaglarin etkisini degerlendirmek miimkiin olamamaistir. Hatta bir
hayvan sepsis modelinde L-NAME’nin yiiksek dozlarda mortalitede artisa neden
oldugu bildirilmis ve bu ilaglarin terapotik pencerelerinin darlhigi belirtilmistir (Nava
ve ark 1992) . Septik sokta nitrik oksitin ve NOS inhibitorlerinin etkisinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in toksik olmayan, kisa etkili, dozu titre edilebilir nitelikte ve daha

selektif iNOS inhibitorlerinin gelistirilmesi ve denenmesi gerekmektedir.

L-NAME bir L-arjinin analogu olup biitiin cNOS (eNOS ve nNOS)
izoformlarini (enzimlerini) benzer bir yolla inhibe eder. Aminoguanidin de bir L-
arjinin analogudur, ancak sadece iNOS izoformu i¢in inhibitdr etki gosterir. L-
NAME non selektif bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii olup yapilan ¢aligmalarda
iINOS baskilanmasinda L-NAME’nin, Aminoguanidin ile ayni etkiye sahip oldugu
cNOS baskilanmasinda ise Aminoguanidin’in baskilayici etkisinin L-NAME’ye
kiyasla 1/40 diizeyinde diisiik oldugu saptanmistir.

iy 1]
M“J\.H’\/I'\uuh S Th |

Sekil 7. L-NAME’nin yapist (NG-Nitro L-Arjinin Metil Ester Hydrochloride).

43



Nadeem ve arkadaslarmin ratlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, oksidatif
hasarin L-NAME gibi NOS inhibitorleri ve antioksidanlarin uygulanmasi ile
diizelebilecegi tespit edilmistir (Nadeem et al., 2005). L-Name’nin hayvan
deneylerinde iskemiyi % 47 oraninda azalttig1 saptanmistir (p<0.01) (Tiimer 2002).
Iskemi-reperfiizyon sonrast doku hasarinda lipit peroksidasyonunun rolii bir¢ok
organa ait ¢alismada bildirilmistir. Serbest radikal siiptliriiciiler reperfiizyon siiresince
OH' iyonu ile indiiklenen elektrofizyolojik degisiklikleri geciktirirler. Reperfiizyon
uygulanan sigan kalbinde, reperfiizyonu takiben 20 saniye icinde serbest oksijen
radikalleri olusurken, lipit peroksidasyonunun 10 dakika i¢inde olustugu rapor
edilmistir. Serbest radikallerin ortaya ¢ikmasindan ¢ok uzun zaman sonra membran
hasar1 ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan bir caligmada L-NAME ile tedavi edilen grupta,
lipit peroksidasyonunun, kontrol diizeyine geriledigini diislindiirecek kanitlar

bulunmustur (Fadiloglu ve ark., 2001).

Conners ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada, L-NAME’nin serbest
radikallere bagli doku hasarini azalttigin1 bulmuslardir (Conners et al., 2005). Bagka
bir calismada L-NAME’nin yiiksek dozda verilmesi, pulmoner arter basincit ve
pulmoner vaskiiler direncini artirdigi goriilmiistiir. Pulmoner vazokonstriksiyona
bagli olan bu durum, pulmoner hipertansiyona ve sonu¢ olarak sag kalp
fonksiyonlarinda bozulmaya neden olmustur. Ancak L-Name infiizyonu esnasinda,
pulmoner hipertansiyona ragmen, arteriyel oksijenasyonun arttig1 saptanmistir. Buna
paralel olarak da V/P oraninin diizeldigi ve santlarin azaldig1 goriilmiistiir (Avontuur

et al., 1998).

Sicanlarda olusturulan bir iskemi-reperfiizyon hasar1 modelinde, kas
dokusunda NOS aktivitesinin reperfiizyonun ikinci saatinden itibaren artmaya
basladig1 gosterilmistir (Joneschild et al., 1999). NOS N-metil- arginin, L- nitro-L-
arginin ve N-amino-L-arginin gibi L-arginin analoglarinca inhibe edilebilmektedir
(Moncada 1992, Marsden et al., 1993). Bu islem NO’nun biyolojik olaylardaki
roliinii anlamak agisindan 6nemli olabilir. Béylece NOS inhibitorlerinin hiicresel
hasar1 engelleyebilecegi gosterilebilir. Nitrik oksit sentaz enziminin inhibitorii olan
N-nitro L-arginin metil ester ile yapilan ¢alismalarda bu maddenin hiicrelerde olusan
zarar1 azalttigi goOsterilmistir (Palmer and Vanucci 1993). L-NAME’nin

reperfiizyondan 30 dakika once ve reperfiizyondan 3 saat sonra verilmesiyle dokuyu
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hasardan korudugu gosterilmistir (Huk et al., 1997). Ozaki ve arkadaslarinin
farelerde yaptiklar1 bir g¢alismada iskemi-reperfiizyon sonrasi yiliksek oksijen
diizeylerinin L-NAME uygulanmas: ile 6nlendigi bulunmustur (Ozaki et al., 2002).
Yapilan bagka bir calismada fare gastroknemius kasinda iskemi-reperfiizyona bagl
olarak olugsan doku hasari, 6dem ve myeloperoksidaz aktivitesi L-NAME ile

onlenmis ve NO’nun zararli olabilecegi sonucuna varilmistir (Knight et al., 1992). .

[k defa 1992 yilinda iki ayr1 arastirma grubu kronik NOS inhibisyonun yeni
bir arteriyel hipertansiyon modeli olarak kullanilabilecegini bildirmistir (Roberto and
Baylis 1998). Bu bulgu NO’nun kan basmcmin uzun dénem diizenlenmesinde
gerekli oldugu verileriyle uyumludur. Sicanlarda farkli dozlarda verilen NOS
inhibitoriiniin hipertansiyona yol agmasinin yaninda yiiksek dozlar1 daha agir
hipertansiyona ve bobrek hasarina neden olur (Roberto and Baylis 1998). Bu
verilerin degisik arastiricilar tarafindan dogrulanmasi kronik NOS inhibisyonun yeni
bir arteriyel hipertansiyon modeli olarak yerlesmesini saglamistir. Sicanlarda
hipertansiyon olusturmak icin kullanilan ilk NOS inhibitorii bir L-arginin analogu
olan L-NAME’dir (Roberto and Baylis 1998, Gardiner et al., 1992). L-NAME’nin
suda coziinmesi ve igme suyuyla kolayca hayvanlara verilebilmesi takip eden
yillarda bu modelin yaygin olarak kullanilmasimma yol acti. Bunun disinda L-
NAME’nin intraperitoneal enjeksiyonuyla da si¢anlarda hipertansiyon olusturulabilir

(Sakuma et al., 1994).

Calismalarinda sicanlardaki L-NAME hipertansiyon modelini kullanan
arastiricilar bu inhibitoriin degisik dozlardaki ve uygulama siirelerindeki etkisini de
incelemistir. Arastirmalarda degisik kan basinci degerleri saptanmasinin yaninda
gozlenen net etki kan basinglarini anlamli olarak yiikselten, uygulama siiresi ve doza
bagimli bir etkidir. Fakat yinede ayni veya yakin yastaki si¢canlara L-NAME’nin
yakin dozlariin verilmesiyle ¢ok benzer veriler elde edilmemistir. Sicanlarda ayni
dozda uygulanan L-NAME farkli soylarda degisik hipertansif cevaplara yol acar. Bu
farkli kan basinci artiglarina ragmen kronik olarak uygulanan yiiksek dozdaki L-
NAME’nin daha biiyiik vaskiiler ve renal patolojilerin gelismesine neden oldugu

gosterilmistir (Roberto and Baylis1998, Gardiner et al., 1992, Sakuma et al., 1994).
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Pinelli ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada L-NAME uygulamasi ile plazma
NO seviyesinde azalma, kolesterol ve kan basincinda artis, HDL miktarinda azalma
ve adezyon molekiillerinde artis belirtilmistir. Kolesterol katabolizmasindaki
azalmanin 7-hidroksilaz enzim aktivitesinin inhibisyonu sonucu oldugu belirtilmistir.
Diisiik NO seviyelerinde adezyon molekiillerindeki artisin hiperkolesterolemi ile
baglantili olabilecegi gosterilmistir. Ayrica azalan NO miktarinin renin-anjiyotensin
sistemini inhibe ettigi endotelin konstriktor etkisini harekete gegirdigi belirtilmistir.
L-NAME’nin muskarinik reseptdr antagonisti oldugunun bilinmesi nedeniyle kan
basincindaki artisin asetilkolinin vazodilatasyon etkisinin inhibisyonu ile meydana

geldigi belirtilmistir (Pinelli et al., 2003).

Aminoguanidin ve L-NAME’nin NOS enzimleri iizerine olan baskilayici etki
mekanizmalari, katalitik alanlarda demirin hem kismina baglandiklarimi ya da L-
arjinin ile yarigcil olarak baglanma gosterdiklerini diisiindiiriir (Dambrova et al.,

2003).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin deneysel kismi Siileyman Demirel Universitesi Deney
Hayvanlar1 Aragtirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvart ve Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
Yontem

Caligsmada; 8-12 haftalik ortalama 250 gr agirliginda 54 adet Wistar albino
tiirii erkek sican kullanildi. Hayvanlar deney siiresince standart nem, 11k (12 saat giin
15181 / 12 saat karanlik) ve 1s1 kosullarinda (23°C) bulunduruldu ve standart sigan
yemi ile beslendi. Deney stiresince farelerin su ve yeme (Yem Kurumu Standart Fare
Yemi) siirsiz erisimine (ad libitum) izin verildi. Calismamiz, Siileyman Demirel
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi ve tiim

calisma boyunca etik kurallara uyuldu.
Kullanilan Kimyasallar
Deney hayvanlarina uygulanan kimyasallar asagida belirtilmistir.
e Metotreksat (Emthexate-S 50 mg 1 Flakon-MED ILAC)

e Aminoguanidin bikarbonat 97 %, Aminoguanidin-hydrogencarbonat, 97

%, Sigma
e L-NAME (N%Nitro L-arginine methyl ester) hydrochloride, Sigma
Deney Plam

Calismada her grupta dokuz sican (n=9) olmak {izere bes deney grubu ve bir

kontrol grubu olusturuldu ve toplam ellidort sigan (n=54) kullanildu.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada sicanlar 6 gruba ayrildi. Grup-I (kontrol,
n=9), Grup-lI (MTX, n=9), Grup-1II (MTX+AG, n=9), Grup-IV (MTX+L-NAME,
n=9), Grup-V (AG, n=9) ve Grup-VI (L-NAME, n=9) olarak belirlendi.

Grup-I (kontrol grubu): Bu gruptaki siganlara serum fizyolojik (MTX

voliimiine ml/kg esit olacak sekilde) tek doz ilk giin intraperitonal olarak verildi.
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Grup-II (20 mg/kg MTX verilen grup): Metotreksat ilk giin tek doz, 20 mg/kg

intraperitonal olarak (Yegen ve ark., 2004) verildi .

Grup-III (20 mg/kg MTX ve 20 mg/kg AG verilen grup): Calismanin birinci
giinii  metotreksat verilmeden bir saat dnce aminoguanidin (serum fizyolojikte
¢Oziinmiis olarak) tek doz 20 mg/kg intravendz (ketamin/ksilazinle hafif anestezi ile
siganlarin lateral kuyruk venine) olarak verildi (Islas-Carbajal et al., 2005). MTX ise
20 mg/kg tek doz intraperitonal yolla verildi.

Grup-1V (20 mg/kg MTX ve 3.5 mg/kg L-NAME verilen grup): Calismanin
birinci giinii metotreksat verilmeden bir saat once L-NAME (serum fizyolojikte
¢Ozlinmiis olarak) tek doz 3,5 mg/kg intraperitonal olarak verildi (Saleh and El-
Demerdash 2005). MTX, 20 mg/kg tek doz intraperitonal uygulandi.

Grup-V (20 mg/kg AG verilen grup): Calismanin birinci giinii AG tek doz 20

mg/kg intravendz uygulandi (MTX ten bir saat nce).

Grup-VI (3,5 mg/kg L-NAME verilen grubu): Calismanin birinci giinii L-
NAME tek doz 3.5 mg/kg intraperitonal olarak verildi (MTX ten bir saat dnce).

Deney baslangicinda ve besinci giin (deneyin bitiminde) siganlarin agirliklar

Olctldii.

Tablo 1: Deney plani.

Deney Hayvan Verilen Verilen St
. iire
Gruplan Sayisi Ila¢ Tiirii Doz Miktari
I 9 Serum fizyolojik 20 mg/ml Tek doz
II 9 Metotreksat 20 mg/kg Tek doz
20 mg/kg
I 9 Metotreksat+tAG ~ (MTX) ve 20 Tek doz
mg/kg (AG)
20 mg/kg
Metotreksat +
v 9 (MTX) ve 3.5 Tek doz
L-NAME
mg/k(LNAME)
\" 9 Aminoguanidin 20 mg/kg Tek doz
VI 9 L-NAME 3,5 mg/kg Tek doz
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Intraperitonal olarak uygulanan % 10’luk ketamin, (Alfamin Alfasan IBV.) %

2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda caligmanin besinci gilinii

deney sonlandirildi. Siganlarin median hattan yapilan insizyonla batinlari acildi ve

histolojik ve biyokimyasal incelemeler i¢in karaciger ve bobrek dokulari alindi.

Karaciger ve bobrek dokularinin bir kismi histolojik ¢aligmalar i¢in % 10’luk notral

formaldehit igerisinde tespit edildi, geriye kalan kisimlar biyokimyasal incelemeler

icin alinarak cam tiiplerdeki fosfat tamponuna konuldu ve ¢alismalar yapilana kadar

—20° C’de saklandi.

Histolojik calismalar

%10’luk nétral formaldehit soliisyonunda immersiyon fiksasyon yodntemi

uygulanarak tespit edilen dokular yikama isleminden sonra asagida gosterilen

islemlerden gecirildi.

A) Dehidratasyon

Dokular dereceli alkollerde asagidaki stirelerde bekletildi.

Alkol derecesi
%50 >
%70 >
%80 2>
%90 >
%96 >
%100 >

Stire
1 saat
1 saat
1 saat
1 saat
1 saat

1 gece

B) Seffaflastirma

Ksilolde yaklasik 5 dakika

C) Emdirme

Ksilol+parafin (60 °C etiivde) 15 dakika

Yumusak parafin (60 °C etiivde) 1 saat

Sert parafin (60 °C etiivde) 4 saat
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D) Gomme
Sert parafin kullanilarak dokular bloklandi.

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica marka kizakli mikrotom kullanilarak 4-5
u (mikron) kalinhiginda kesitler alindi. Histolojik degerlendirme igin preparatlara
Hematoksilen- Eozin ile rutin boyama yapildi. Boyanan 6rnekler Olympus BXS50 tipi

binokiiler mikroskopta incelendi ve fotograflar elde edilerek degerlendirildi.
Biyokimyasal ¢calismalar

Karaciger ve bobrek doku numuneleri, kanin uzaklastirilmast amaciyla 6nce
soguk distile su ile yikandi. Daha sonra, doku 6rnekleri 150 ml’lik soguk potasyum
fosfat tamponu igine alinarak -20 °C’de muhafaza edildi. Derin dondurucudan
cikarilan karaciger ve bobrek doku ornekleri, buzlarinin ¢éziilmesinin ardindan ii¢
kez soguk distile su ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurulandi. Kurulanan karaciger
ve bobrek doku oOrnekleri tartilarak, hacim doku agirhiginin 10 kat1 olacak sekilde
fosfat tamponu i¢ine alindi1 ve buz lizerinde homojenizatorle 16,000 devir/dk hizinda
iki dakika boyunca homojenize edildi. Elde edilen homojenatlardan, TBARS 6l¢iimii
yapildi (Drapper and Hadley 1990).

TBARS Ol¢iimii

Deneyin ilkesi: MDA seviyelerinin 6l¢iimii, Draper ve Hadley’in metoduna
gore yapildi (Drapper and Hadley 1990). Yag asidi peroksidasyonunun son iirlinii
olan malondialdehid, TBA ile reaksiyona girerek 532 nm’de en {iist seviyede

dalgaboyu emilimine yol acan renkli bir kompleks olusturur.

Doku orneklerindeki lipit peroksidasyon seviyeleri, tiobarbitiirik asit reaktif

substans (TBARS) yogunluklari 6l¢iilerek tespit edildi (Drapper and Hadley 1990).

TBARS o6l¢limii i¢in, 2.5 ml ylizde 10’luk TCA (Trikarboksilik asit) ve 1 ml
yiizde 0.67°lik TBA (Tiobarbitiirik asit) reaktifleri kullanildi. Homojenat, 15 dakika
kaynar suda bekletildi ve daha sonra, 5000 devir /dk‘da 10 dakika boyunca santrifiije
edildi. 2 ml siipernatant alinip, 15 dakika kaynar suda bekletildi ve hemen sogutuldu.
532 nm’de numune yerine distile su konularak, hazirlanan koérve karsi absorbanslari
okutuldu. MDA-TBA (TBARS) kompleksinin 532 nanometredeki ekstrinksiyon
katsayisindan (1.56 x 105 cm-1.m-1) yola ¢ikilarak, nmol / ml cinsinden MDA
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degeri bulundu. Lowry ve arkadaslar1 tarafindan kullanilan yontem ile elde edilen
sonuglarin ml’deki protein miktarina boliinmesi yoluyla, nmol / mg protein cinsinden

TBARS degeri bulundu (Lowry et al., 1951).
Istatistiksel Yontem

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 15.0 for Windows” paket programi
kullanilarak yapildi. Histolojik bulgularin analizinde gruplar nonparametrik
testlerden “Kruskal - Wallis testi” ile karsilastirildi ve iki grup arasindaki 6l¢tim
degerlerinin karsilastirilmasinda “Mann - Whitney U testi” kullanildi. Anlamlilik
degeri p<0.01 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Sicanlardaki agirhk degisiklikleri

Deney sonucunda gruplarda yer alan sigcanlarin ortalama agirliklar1 arasinda
istatiksel olarak bir fark bulunmamistir (p>0,01). Sigcanlarin ¢alismaya baslamadan

ve kesim Oncesi ortalama agirliklar: (aritmetik ortalama ile) tabloda gosterilmistir.

Tablo 2: Calisma Oncesi ve ¢caligma sonrasi sicanlarin ortalama agirliklari.

Calisma oncesi Calisma sonrasi
Gruplar Grup aciklamasi
agirhk (g) agirhk (g)
Grup-I Kontrol 271 282
Grup-11 MTX 308 303
Grup-I11 MTX+AG 253 244
Grup-1V MTX+L-NAME 269 261
Grup-V AG 270 277
Grup-VI L-NAME 226 237
Histolojik Bulgular

Kontrol grubu ve deney grubuna ait karaciger ve bobrek doku kesitlerinde
incelenen yapisal degisiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaslarinin yapmis olduklari
skorlamaya gore degerlendirildi (Abdel-Wahhab et al., 1999). Gruplar arasinda

gbzlenen degisikliklerin “p” degerleri asagida verilmistir.
Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirilmesi skorlandi.
(-) skor (negatif skor): Hicbir yapisal degisikligin olmamasi,
(+) skor (1 pozitif skor): Hafif derecede,
(++) skor (2 pozitif skor): Orta dercede,

(+++) skor (3 pozitif skor): Ciddi derecede yapisal degisikligi ifade

etmektedir.

Deney sonucu kontrol grubunda yer alan siganlarin karacigerinde bu organa

0zgl histolojik yapilar disinda herhangi bir bulguya rastlanmadi.
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MTX grubunda yer alan siganlarin karacigerinde belirgin olarak
hepatositlerde graniiler dejenerasyon, parankim ve perivaskiiler bolgelerde
inflamatuvar hiicre infiltrasyonlari, vaskiiler konjesyon, sinuzoidal dilatasyon ve
diisiik seviyede piknotik c¢ekirdekler gozlendi. MTX+AG grubunda yer alan
sicanlarin  karacigerinde diisiik seviyede hepatositlerde graniiler dejenerasyon,
parankim ve perivaskiiler bolgelerde inflamatuvar hiicre infiltrasyonlar ile vaskiiler
konjesyon gozlendi. MTX+L-NAME grubunda yer alan sicanlarin karacigerinde
diisiik seviyelerde hepatositlerde graniiler dejenerasyon, parankim ve perivaskiiler
bolgelerde inflamatuvar hiicre infiltrasyonlar1 ve vaskiiler konjesyon gozlendi.
Aminoguanidin grubunda yer alan siganlarin karacigerinde herhangi bir yapisal
degisiklige rastlanmadi. L-NAME grubunda yer alan si¢anlarin karacigerinde de
herhangi bir yapisal degisiklige rastlanmadi.

Tablo 3: Kontrol ve deney gruplarinda karacigerde gozlenen yapisal degisiklikler ve

Kruskall-Wallis p degerleri.

Kruskall-
Grup-1 Grup-IIT Grup-1V Grup-VI )
Deney gruplari Grup-1I (Mtx) Grup-V (Ag) Wallis P
(Kontrol) Mtx+Ag) (Mtx+L-name) (Lname) )
Degerleri
Parametreler/Skor - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O
Graniiler 900 0 -000 9 +++072 0 +081 0 +800 0 -900 0 - p<0,01

dejenerasyon
[nflamatuvar 900 0 -000 9 +++063 0 +072 0 +800 0 =-900 0 - P<0,01
hiicre

infiltrasyonu

Vaskiiler 900 0 -008 1 ++ 081 0 +081 0 +800 0 =-900 0 - P<001
konjesyon
Sinuzoidal 900 0 -062 1 + 900 0 -900 0 -800 0O =-900 O - P<0,01
dilatasyon
Piknotik 900 0 -090 0 + 900 0 -900 0 -800 0O =-900 O - P<0,01

¢ekirdekler
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Tablo 4: Gruplar arasinda karacigerde gozlenen yapisal degisikliklerin Mann-

Whitney U testine gore p degerleri.

Inflamatuvar

Gruplar g yon ¢ HIe O ianon  cekindekler
Infiltrasyonu
gmp S S p<0.01 p<0.01 P00l oo
ol pe1 p<0.01 p<0.01 AD D
I(i,mp <001 p<0.01 p<0.01 AD D
Smp oAb AD AD AD oD
gi“p I AD AD AD AD AD
grﬁﬁ’ p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 5<0.01
ﬁ“}l{; p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 5<0.01
ﬁ’f{l}p p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 5<0.01
gr‘\l}; p<0.01 p<0.01 p<0.01 P00l oo
g{“lli] AD AD AD AD AD
%’“\B p<0.01 p<0.01 p<0.01 AD oD
gi‘_l\f;l p<0.01 p<0.01 p<0.01 AD D
I(i,m\f/’ p<0.01 p<0.01 p<0.01 AD D
I(i/r.u\% p<0.01 p<0.01 p<0.01 AD AD
gr{l}l’ AD AD AD AD AD

AD: Anlamli degil

Deney sonucu kontrol grubunda yer alan sicanlara ait bobrek doku

kesitlerinin histolojik incelenmesinde, bu organa 6zgii histolojik yapilar disinda

herhangi bir bulguya rastlanmamistir. MTX grubunda yer alan siganlarin bobreginde

belirgin olarak proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon,

parankimde inflamatuvar hiicre infiltrasyonlari, vaskiiler konjesyon ile diisiik

seviyelerde proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon gézlendi. MTX+AG grubunda
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yer alan sicanlarin bobreginde diisiik seviyelerde vaskiiler konjesyon ile proksimal ve
distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon goézlendi. MTX+L-NAME
grubunda yer alan siganlarin bobreginde diisiik seviyelerde vaskiiler konjesyon ile
proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon gdozlendi.
Aminoguanidin grubunda bulunan sicanlarin bobreginde yapisal degisiklige
rastlanmadi. L-NAME grubundaki siganlara ait bobrek doku kesitlerinde de herhangi
bir yapisal degisiklige rastlanmadi (p<0,01). AG ve L-NAME’ nin bobrekte de benzer
etkide bulunduklari1 gozlendi.

Tablo 5: Kontrol ve deney gruplarinda bobreklerde gozlenen yapisal degisiklikler ve
Kruskall-Wallis p degerleri.

Kruskall-
Grup-1 Grup-III Grup-1V Grup-VI .
Deney gruplar (Kontrol) Grup-IT (Mtx) Mtx+Ag)  (Mtx+L-name) Grup-V (Ag) (Lname) I;Z zléﬁelr)i

Parametreler/ - + +++++ O - + +++++ O - ++++++ 0 - + +++++ 0 - + +++++ 0 - + ++++ O

Skor +

Hidropik 900 0 -0009 +++072 0 +090 0 +800 0 -90 0 0 - p<0,01
dejenerasyon

inflamatuvar 90 0 0 -08 1 0 + 900 0 -900 0 -800 0 -90 0 0 -P<001
hiicre
infiltrasyonu

Vagkiler 900 0 -000 9 +++08 1 0 +090 0 +800 0 -90 0 0 - P<0,01
konjesyon

Tibiillerlde 90 0 0 -090 0 + 81 0 0 -720 0 -800 0 -90 0 0 - P<0,01
dilatasyon
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Tablo 6: Gruplar arasinda bobreklerde gézlenen yapisal degisikliklerin Mann-

Whitney U testine gore p degerleri.

inflamatuar

Gruplar deI.-Iidropik Hiicre Vagkﬁler TlZibﬁllerde
jenerasyon infiltrasyonu konjesyon dilatasyon
Grup I-1I p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Grup I-11I p<0.01 AD p<0.01 AD
Grup [-IV p<0.01 AD p<0.01 AD
Grup [-V AD AD AD AD
Grup [-VI AD AD AD AD
Grup II-1II p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Grup II-1IV p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Grup II-V p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Grup II-VI p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Grup III-IV AD AD AD AD
Grup III-V p<0.01 AD p<0.01 AD
Grup III-VI p<0.01 AD p<0.01 AD
Grup IV-V p<0.01 AD p<0.01 AD
Grup IV-VI p<0.01 AD p<0.01 AD
Grup V-VI AD AD AD AD

AD: Anlamli degil.
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Resim 1: Kontrol grubuna (Grup-I) ait normal karaciger dokusu. Normal histolojik
goriiniim izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240).

Resim 2: Grup-II'ye ait (20 mg/kg Metotreksat uygulanan) karaciger dokusu.
Belirgin olarak hepatositlerde graniiler dejenerasyon, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve vaskiiler konjesyon gozlenmekte (hematoksilen-eozin, x480).
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Resim 3: Grup-III’e ait (20 mg/kg MTX ve 20 mg/kg Aminoguanidin uygulanan)
karaciger dokusu. Hepatositlerde diisiik diizeylerde graniiler dejenerasyon
goriilmekte (hematoksilen-eozin, x240).

Resim 4: Grup-1V’e (20 mg/kg MTX ve 3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) ait
karacigerdokusu. Hepatositlerde diisiik diizeylerde graniiler dejenerasyon ve vaskiiler
konjesyon goriilmekte (hematoksilen-eozin, x240).
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Resim 5: Grup-V’e ait (20 mg/kg Aminoguanidin uygulanan) karaciger dokusu.
Normal histolojik goriiniim izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240).

Resim 6: Grup-VI’ya ait (3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) karaciger dokusu. Normal
histolojik goriiniim izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240).

59



Resim 7: Kontrol grubuna (Grup-I) ait normal bobrek dokusu. Normal histolojik
gOriiniim izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240).

Resim 8: Grup-1I'ye ait (20 mg/kg MTX uygulanan) bobrek dokusu. Proksimal ve
distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, proksimal ve distal tiibiillerde
dilatasyon, parankimde inflamatuvar hiicre infiltrasyonlar1 ve vaskiiler konjesyon
belirgin olarak gézlenmekte (hematoksilen-eozin, x480).
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Resim 9: Grup-III’e ait (20 mg/kg MTX ve 20 mg/kg AG uygulanan) bobrek
dokusu. Diisiik diizeylerde proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik
dejenerasyon ve vaskiiler konjesyon goriilmekte (hematoksilen-eozin, x240).

Resim 10: Grup-IV’e ait (20 mg/kg MTX ve 3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) bobrek
dokusu. (Diistik diizeylerde proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik
dejenerasyon ve vaskiiler konjesyon goriilmekte (hematoksilen-eozin, x480).
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Resim 11: Grup-IV’e ait (20 mg/kg MTX ve 3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) bobrek
dokusu. (Diistik diizeylerde proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik
dejenerasyon ve vaskiiler konjesyon goriilmekte (hematoksilen-eozin, x240).

Resim 12: Grup-V’e ait (20 mg/kg Aminoguanidin uygulanan) bobrek dokusu.
Normal histolojik goriiniim izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240).
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Resim 13: Grup-VI'ya ait (3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) bobrek dokusu. Normal

histolojik gdriiniim izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240).

Biyokimyasal Bulgular

Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait karaciger ve bobrek dokusu TBARS

diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalariTablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Karaciger ve bobrek dokusundaki TBARS diizeyleri (n mol/mg protein).

Karaciger Bobrek
Gruplar TBARS TBARS
nmol/mgprotein nmol/mgprotein
I (Kontrol) 7,54+0,66 29,4+2.78
II MTX) 7,18+0,76 52,5423,7
I MTX+AG) 10,9+0,90 56,3+22.4
IV MTX+LNAME)  9,984+0,96 46,5+6,36
V (AG) 6,93+1,06 33,1+4,14
VI (L-NAME) 9,56+0,39 49,3+11,08
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Deney sonucu karaciger ve bobrek dokusundaki  TBARS aktivitesi gruplar
arasinda incelenmis olup, bobrekte gruplar arast TBARS diizeylerinde istatiksel
olarak 6nemli bir farklilik bulunmamistir (p>0,01). Karaciger dokusundaki gruplar

arast TBARS aktivitesi Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8: Gruplar arasinda karacigerde gozlenen TBARS aktivitesinin Mann Whitney

U testine gore p degerleri.

GRUPLAR nmorll;llzlzfl}rsotein

I-11 AD

[-11T P<0,01
I-IV AD
-V AD
[-VI AD

II-111 P<0,01
II-1v AD
-V AD
II-VI AD
I-1v AD
11-v AD
HI-VI AD

V-V P<0,01
IV-VI AD
V-VI AD

AD: Anlaml degil.

Sicanlarin bobrek dokusunda TBARS diizeylerinde kontrol ve deney gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0,01). Bu sebeple gruplar arasi karsilagtirma

yapilamadi.

Sicanlarin karaciger dokusunda TBARS diizeylerinde MTX+AG grubunda
kontrol grubuna gore bir yiikselme oldugu (p<0,01) diger gruplarda istatiksel bir
farklilik olmadig1 saptandi (p>0,01).
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5. TARTISMA VE SONUC

MTX losemiler, gesitli solid tiimorler, psoriazis, romatoid artrit ve diger bazi
otoimmiin hataliklarin tedavisinde 40 yildan daha uzun siiredir yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin Metotreksat’mn psoriaziste kullanim dozu genellikle
haftada bir 10-25 miligramdir. Tedavinin etkinligi i¢in baglangigta parenteral (iv
veya im) uygulama tercih edilir. Metotreksat oral olarak da kullanilabilir (Tekin

2000).

Oral MTX’in emilim hiz1 ve miktar1 kisiden kisiye kisiye biiyiik farklar
gosterir. Ayrica doza bagimli ve satiire olabilen bir intestinal absorbsiyonu vardir.
Yiyeceklerle de metotreksat absorbsiyonu azalir. Intramiiskiiler uygulanan MTX ise
hizla emilir ve iki saatte kanda en yiiksek degerine ulasir. Dermatolojide kullanilan
dozlarda kanda yarilanma omrii 6-7 saattir. %50-70 oraninda plazma proteinlerine,
ozellikle de alblimine baglanir. Hiicrelere bir tasiyict araciligi ile girer. En yiiksek
doku seviyesine karaciger ve bobrekte rastlanir. (Camisa 1994, Gibson and Perry

1992).

Metabolizasyonu baglica karacigerde gerceklesir. Atilimi baglica bobrek
yoluyladir. 24 saat i¢cinde 7-OH metotreksat olarak renal filtrasyon, sekresyon ve
konsantrasyona bagl tiibiiler reabsorbsiyonla atilir. Eliminasyon pek az oranda safra

yoluyla tamamlanir (Camisa 1994, Gibson and Perry 1992).

Metotreksatin en sik goriilen yan etkisi hepatotoksisitedir. Hastalarda
tedaviden vazgegilmesinin birinci nedenidir. Karaciger toksisitesi kiimiilatif dozla
ilgilidir. Diger risk faktorleri yas, obezite, tedavi sirasinda alkol kullanimi, diabet,
daha Once gecirilmis karaciger veya bobrek hastaligidir. Kiimiilatif doz 1,5 grama

ulasinca karaciger biyopsisi Onerilir (Tekin 2000).

Sener ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada metotreksat 20 mg/kg/i.p tek doz
olarak uygulanmis ve sonrasinda bes giin siire ile L-Karnitin 500 mg/kg uygulanmis
ve c¢alisma sonunda karaciger dokulari alinarak histolojik agidan incelenmistir.
Calismada MTX grubunda dejenere hepatositler, sinlizoidlerde dilatasyon, vaskiiler

konjesyon, bulgularinin oldugu gézlenmistir (Sener ve ark., 2006).
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Metotreksat’in bobrekler lizerindeki hasar olusturma mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, bobrek tiibiillerinde presipitasyonu ile metabolitinin (7-OH
MTX) ya da dogrudan toksik etkisinin bu hasar1 olusturabilecegi belirtilmistir
(Lankelma et al., 1980, Messmann and Allegra 2001). MTX aracilig1 ile olusan
karaciger ve bobrek hasarlanmasinda oksidatif stresin 6nemli rolii oldugu ve MTX’in
dokuda lipid peroksidasyonu yoluyla hasar olusumuna yol actigi belirtilmistir

(Jahovic et al., 2003).

MTX’in bobrek tiibiillerinde ve glomeriillerinde histolojik olarak  hasar

olusturdugu gosterilmistir (Kolli et al., 2009).

Psoriazisteki gibi diisiik doz tedavilerde nefrotoksisite goriilmesi nadirdir.
Bobrek toksisistesinin nedeni filtrasyon yetmezligi, 7-OH metotreksatin dogrudan
toksik etkisi ya da metotreksatin asit idrarda erimeden kalip tiibiillerde
krisatalizasyonuna bagli olabilir. Bu riski dnlemek i¢in hastalar bol su icmelidir veya

bikarbonat ile idrar alkalizasyonu yapilabilir (Tekin 2000).

MTX verilen siganlarin karaciger ve bdbrek dokularinda artmis MDA ve
azalmis GSH seviyeleri tespit edilmis ve melatoninin bu etkileri Onledigi

belirtilmistir (Jahovic ve ark., 2003).

Kanser tedavisinde etkin olarak kullanilan ilaglardan birisi de metotreksattir.
MTX kanser tedavisi disinda romatoid artrit (Tuncay ve ark., 2006, Tilling et al.,
20006), psoriazis (Sendur ve ark., 2002), ektopik gebelik (Al-Motagabani 20006),
Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit (Al-Motagabani 2006) gibi hastaliklarin tedavisinde
de kullanilan bir ilactir. Fakat MTX’in etkinliligi toksik skalasi ve yan etkilerinden
dolayr smurlanmustir. Ornegin MTX kullanimiyla olusan ince barsak hasari

malabsorbsiyon ve diyare ile sonuglanir. Boylece kilo kayb1 meydana gelir.

Calismalarda yiiksek doz uygulanan MTX ile akut bobrek yetmezliklerinin
goriildiigli rapor edilmistir (Behnam and Eliason 2004).Yiiksek doz MTX’in
hepatotoksisiteye yol agmasi sik olarak gozlenir ve bu durum kanser hastasinin saglik

durumunu olumsuz yonde bozabilmektedir (Al-Ali et al., 2005).

MTX, kemoterapotik ve immunosupresif madde olarak pek ¢ok romatizmal,
dermatolojik ve hematolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan antimetabolit bir

ilagtir. Buna ragmen, steatozis (viicutta asir1 yag toplanmasi), kolestazis (safra
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akiminin kesilmesi), fibrozis (bag dokusu artimi) ve sonug olarak siroz gibi ciddi yan
etkilere sebep olabilir (Cetinkaya ve ark., 2006). Bu yan etkileri nedeniyle kullanimi
sinirhdir.. Ilag sadece malign hiicrelere karsi degil tiim hiicrelere kars: etki gdstererek
hepatotoksisiteye sebep olur. Ozellikle yiiksek oranda kendini yenileyebilen kemik

iligi hiicreleri, mukozal hiicrelere de toksik etki gosterirler.

Epitel hiicrelerindeki c¢ogalma-farklilasma arasindaki dengesizlik; epitel
hiicrelerinin erken 6liimiine neden olur. Bu da mukozal bariyerdeki yaralanmalara ve
enterekolite sebep olur. Yiiksek doz uygulanan MTX renal tiibiillerde ¢okmeye
neden olup akut renal yetmezlik ile sonuglanabilir (Oktem et al., 2006, Devrim et al.,
2005). MTX eliminasyonundaki gecikme sonucunda nefrotoksisite olusur. MTX 1n
toksik etkilerinin goriilebilmesi, doz skalasi ve tedavinin uzunlugu, hastanin risk
faktorleri ve hastaligin tipi ve genetik faktorler gibi bazi faktorlere baglidir. Renal
yetersizlik, alkol tiiketimi, diyabet, yaglilik da toksisiteye eslik eden diger
faktorlerdir. MTX’mm yan etkilerinden kaginmak i¢in folik asit tedavisi
onerilmektedir. Eklenen folik asit takviyesi ile gastrointestinal yan etkilerden, kemik
iligi depresyonu ve mukozitden kaginilabilir fakat hepatotoksik gelisim etkileri

sinirhdir.

Son zamanlarda MTX ile olusturulmus hepatotoksisitenin serbest oksijen
radikallerinin artmasina bagl olarak meydana gelen oksidatif stresten kaynaklandigi
rapor  edilmigtir.  Karaciger, toksik kimyasal maddelerin atilmi  ve
detoksifikasyonunda onemli rolii olan bir organdir. MTX ve metabolitlerinin
viicuttan atiliminda hepatobiliyer sistem, bdbrekler ile birlikte calisir. MTX
bobreklerden sonra en fazla karacigerde biriktiginden dolayi, yiliksek doz

uygulanmasi hepatotoksisiteye neden olabilir (Siizer 2002, Uz ve ark., 2002).

Metotreksat  kullanimmin  karaciger ve bobreklerde Onemli patolojik
degisikliklere neden oldugu yapilan arastirmalarla gosterilmektedir (Widemann et
al., 2004, Kolli et al., 2009, Sener ve ark., 2006). MTX kullanim1 sonucu karaciger
ve bobreklerde ortaya cikan hasardan birgok faktdr sorumlu tutulmakla birlikte,
oksidatif stresin de bu hasarlanmadan sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Jahovic et
al., 2003). MTX aracili bobrek hasarinda, oksidatif stres ile notrofil infiltrasyonunun,

etken bir rol oynadig1 belirtilmistir ( Kolli et al., 2009).
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Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkilerinin ortadan kaldirilabilmesi
veya en aza indirgenebilmesi i¢in alternatif yollar denenmektedir. Bunlardan biri de
istenmeyen yan etkileri 6nleyecek veya azaltacak diger bir ajanin antineoplastik ajan
ile birlikte kullanilmasidir. Literatiirde kanser tedavisinde kullanilan MTX’1in
hepatotoksik etkilerini azaltmak amaciyla L-Karnitin (Sener ve ark., 2006),
nikotinamid (Kroger et al., 1999), metionin (Kroger et al., 1999), melatonin (Jahovic
et al., 2003), ursedoksikolik asit (UDCA) (Uraz ve ark., 2008), folik asit (Sultana et
al., 2001) gibi antioksidan maddelerin koruyucu etkilerinin oldugunu gosteren bir¢ok

deneysel calismalar yapilmistir.

Metotreksat, Nitrik oksit sentaz’in temel kofaktorii olan tetrahidrobiopterin
sentezini baskilayarak, 6zellikle indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzim aktivitesinin

artmasina yol acar (Mayer and Werner 1995, Prefeilschifter et al., 1996).

Nitrik oksit basta epitel hiicreler olmak iizere cesitli hiicreler tarafindan
salinan 6nemli bir molekiildiir. Molekiil en fazla kabul edilen goriise gore pikomolar
diizeylerde cNOS ile fizyolojik ve koruyucu etki gosterirken, milromolar diizeylerde
iNOS iizerinden proinflamatuvar ve hasar olusturucu etkiler gostermektedir. Nitrik
oksit hem mukus salgisini hem de epitelyal hiicrelerde sivis ekresyonunu artirmak
suretiyle mikroplara, toksinlere ve safra tuzlar1 gibi irritan maddelere kars1 koruyucu

etki gosterir. Nitrik oksit oksidatif stres altinda ise;
e Apopitozisi artirir.
e Sitotoksisiteyi arttirir.
e DNA hasarini arttirir.
e Demir siilfiir igeren enzimlerin fonksiyonunu degistirir.

e Mitokondriyal solunumu bozarak zararli etkiler gdstermektedir.

(http://www.gata.edu.tr, Erisim tarihi: 22 May1s 2010 ).

Yaptigimiz bu ¢alismada; segici olan ve olmayan NOS inhibitorleri
kullanilarak, NO yapiminin 6nlenmesi ve bunun karacier ve bobrek hasarina olan
etkileri degerlendirilmistir. Nitrik oksitin (NO) karaciger ve bobrek dokularinda
hasar olusmasinda 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir (Yang et al., 1998, Devrim

ve ark., 2005). Ancak fizyolojik kosullarda da bir¢ok olumlu ve koruyucu etkileri
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vardir (Murakami and Traber 2003, Brett et al., 1998, Ozkan ve Yiiksekol 2003,
Moncada and Higgs 2002).

Selektif bir iNOS baskilayicis1 olan aminoguanidinin, bdbreklerde
mekloretaminle olusan doku hasarina kars1 iyilestirici etkisi oldugu histolojik olarak
gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
seviyeleri aminoguanidin grubunda diisiik bulunmus ancak istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Selektif iNOS inhibitérii olan AG’nin bu modelde hasari
azaltmasi, akut renal toksik etkinin patogenezinde iNOS indiiksiyonu ile artmig NO
tiretiminden kaynaklanabilecegi seklinde ac¢iklanmistir (Korkmaz ve ark., 2007).
Polat ve arkadaslar1 , sicanlarda Gentamisin ile olusan bobrek hasarina karst AG’nin

koruyucu rolii oldugunu, hasar olusumunu engelledigini belirtmislerdir (Polat ve

Ark., 2006).

Aminoguanidin’in antioksidan o6zelligi ile ilgili olarak hidroksil radikal
stipiirictisii oldugu belirtilmistir (Courderot-Masuyer et al., 1999). Yilmaz ve
arkadaslar1 sicanlar iizerinde yaptiklar1 bir c¢alismada, AG’nin oksidatif stresi
azaltigmi IL-la, IL 6 ve TNF-a gibi sitokinlerin seviyelerinde azalmaya neden
olarak koruyucu etki gosterebilecegini belirtmislerdir (Yilmaz ve ark., 2007).
Dambrova ve arkadaglar1 ratlar iizerinde gergeklestirdikleri caligmalarinda, LPS
(lipolisakkarit) ile artan NO seviyelerine karsi; Aminoguanidin’in baskilayict etki ile

nitrik oksit seviyelerini azalttigin1 gostermislerdir (Dambrova et al., 2003).

Secici olmayan bir NOS inhibitorii olan L-NAME’nin si¢anlarda yapilan bir
calismada ortalama nitrik oksit seviyelerini azalttigi gosterilmistir (Gok¢imen ve
ark., 2006). Conners ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢calismada, L-NAME’nin serbest

radikallere bagli doku hasarini azalttigin1 bulmuslardir (Conners et al., 2005).

Kutlubay ve arkadaglari, etanoliin karaciger ve bobrekte olusturdugu hasara
karst L-NAME’nin koruyucu etkili oldugunu histolojik olarak gostermislerdir
(Kutlubay ve ark., 2008). Tavsanlar lizerinde L-NAME’nin doku ve plazma MDA
diizeylerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, LNAME’nin plazma ve doku
nitrit/nitrat diizeylerini azalttigini, ayrica L-NAME verilen gruplarda plazma ve doku
MDA diizeylerinde kontrole gore istatistik olarak azalma oldugu saptanmistir (Selvi

ve ark., 2007).
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Nitrik oksit olusumunu tamamen baskiladig diisiiniilen L-NAME ile sadece
indiiklenebilir NOS enzimini bloke edip yapisal NOS enzimini etkilemedigi
diisiiniilen Aminoguanidin kullanimi1 sonucu olusan etkiler degerlendirilmis ve

sonuclar karsilastirilmistir.

Yapilan deneysel caligmalarda MTX ratlara farkli dozlarda ve farkh
uygulama sekilleri ile verilmistir. Biz de ¢alismamizda ratlara MTX’1 daha 6nceden
doku toksisite ¢alismalarinda tanimlandigi gibi intraperitoneal yolla tek seferde 20
mg/kg dozunda uyguladik (Jahovic et al., 2003, Cetinkaya ve ark., 2006, Sener ve
ark., 2006).

MTX’in hepatotoksik ve nefrotoksik etkisinin mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanamayan karmasik bir sistemdir (Cetinkaya ve ark., 2006, Devrim ve ark.,
2005). Kemoterapi ilaglarinin yan etkilerinin olugsmasindan oksidatif stres de sorumlu
tutulmaktadir. Baz1 ¢alismalarda; karaciger, bobrek, ince barsak ve merkezi sinir
sistemi tlizerindeki MTX toksistesinden oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir
(Devrim ve ark., 2005, Uz ve ark., 2005). Biz de c¢alismamizda daha oOnceki
calismalarda antioksidan 6zelligi gosterilmis olan Aminoguanidin ve L-NAME nin,
MTX’in hepatotoksik ve nefrotoksik etkisini azaltip azaltamayacagini aragtirmayi

hedefledik.

Calismamizda sicanlara 20 mg/kg tek doz MTX uygulamasi ile karaciger
dokularinda histolojik bulgular1 tespit ettik; Kontrol grubunda yer alan siganlarin
karaciger dokulari normal histolojik goriinimde incelendi. MTX grubunda yer alan
siganlarda karaciger dokusunda hepatositlerde graniiler dejenerasyon ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonlar1 belirgin olarak gozlendi. MTX+AG ve MTX+L-NAME
gruplarinda ise histopatolojik bulgularda 6nemli 6lciide diizelme gozlendi. AG ve L-
NAME gruplarinda yer alan sican dokularinda ise, normal histolojik yap1 disinda
herhangi bir yapisal degisiklik olusmadig: tespit edildi. Dokularda histolojik olarak
Aminoguanidin ve L-NAME’nin benzer etkiler gosterdigi, her ikisininde hasar

olusumunda benzer derecelerde koruyucu oldugunu tespit ettik.

Deneyimizdeki siganlarin bobrek dokularinda ise kontrol grubunda normal
histolojik goriinlim izlendi. MTX grubunda ise sicanlarin bdbrek dokularinda

proksimal ve distal tiiblil epitel hiicrelerinde belirgin hidropik dejenerasyon,
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parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 ve vaskiiler konjesyon gozlendi.
MTX+AG ve MTX+L-NAME gruplarinda ise histopatolojik bulgularda 6nemli
Ol¢iide diizelme gozlendi. AG ve L-NAME gruplarinda yer alan sigan dokularinda
ise, normal histolojik yap1 disinda herhangi bir yapisal degisiklik olugsmadig: tespit
edildi. Dokularda histolojik olarak Aminoguanidin ve L-NAME’nin benzer etkiler
gosterdigi, her ikisininde hasar olusumunda benzer derecelerde koruyucu oldugunu

tespit ettik.

Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalarda MTX ‘in lipid peroksidasyonunun bir
belirteci olan MDA seviyelerini artirdigi ve bazi antioksidan maddelerin MDA
seviyelerini diislirdiigii saptanmistir.(Cetinkaya ve ark., 2006, Sener ve ark., 2006,
Jahovic et al., 2003). Calismamizda da sicanlarin karaciger ve bobrek dokularinda
MDA seviyelerine bakildi. Bobrek MDA seviyelerinde kontrol grubu ve deney
gruplart arasinda istatiksel bir fark saptanamadi (p>0,01). Gruplar arasinda karaciger
MDA seviyeleri istsiksel olarak bir farklilik gosterdi (p<0,01). MTX+AG grubunda,
kontrol ve deney gruplarina gére MDA en yiiksek seviyede tespit edildi.

Metotreksat uygulamasi ve bu uygulamaya bagli MDA aktivitesi ile ilgili
yapilan bazi ¢aligmalarda ratlarin kesim islemleri intraperitoneal ilag
uygulamalarindan 48 saat sonra gergeklestirilmisti. Bizim ¢alismamizda sadece MTX
grubunda yiiksek seviyelerde MDA gdzlenmeyisinin nedeninin deney siiresi ile ilgili
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ciinkii yapilan ¢alismalarin bir kisminda karaciger ve
bobrek dokularindaki biyokimyasal analizlerin, MDA aktivitesinin deney
baslangicinda MTX enjeksiyonundan 48 saat sonra yalniz MTX grubunda en yiiksek
seviyede oldugu gbzlenmis ve 24-72 saat gibi daha erken ya da daha gec olan farkli
zaman dilimlerinde ayni etki gozlenmedigi belirtilmistir (Pinheiro et al., 2010,
Miyazono et al., 2004). Biyokimyasal analizlerden lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA seviyesinin MTX grubunda yiiksek olmamasi, deney siiresi ile
ilgili olabilecegi gibi, L-NAME ve Aminoguanidin MDA seviye farkliliklarida deney

stiresi ve maddenin uygulanma sekli, dozu ya da etki siiresi ile ilgili olabilir.

Deney siiresi olan, MTX enjeksiyonundan sonraki 5 giinii dikkate alarak
besinci giin deneyi sonlandirdik (Jahovic et al., 2003). Literatiir taramalarinda

karaciger ve bobrekte Aminoguanidin ve L-NAME’nin birlikte MTX toksisitesi
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lizerine etkilerini arastiran bir c¢alisma saptayamadik. Ancak her iki NOS
inhibitoriiniin farkli ¢alismalarda ayr1 ayri1 olsa da farkli yollardan uygulanmalar ile
doku hasarinda koruyucu rolleri olduguna iliskin caligmalara rastladik (Yilmaz ve

ark., 2007, Conners et al., 2005).

Glniimizde MTX’in toksik etkilerini azaltmak igin folik asit gibi
antioksidanlar yaygin sekilde kullanilmaktadir. MTX‘in karaciger ve bobrek
dokusundaki hasar olusturucu etkisine karsi, yapilacak olan daha farkli aragtirmalarla
Aminoguanidin ve L-NAME gibi ajanlarin kullanimi ile, MTX’in dokudaki toksik

etkilerinin azalabilecegi diigiiniilmektedir.

Sonug olarak mevcut ¢alismada L-NAME ve aminoguanidinin, metotreksat
kaynakli karaciger ve bobrek toksisitesi iizerine sadece yapisal olarak koruyucu bir

etkisinin oldugunu goézlemledik.
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OZET

Sicanlarda Metotreksat ile Olusturulmus Karaciger ve Bobrek Hasarlanmasina

L-NAME ve Aminoguanidin’in Etkilerinin incelenmesi

MTX c¢esitli kanser tiirlerinde ve bazi1 inflamatuvar hastaliklarda,
antineoplastik ve antiinflamatuvar ajan olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Metotreksat’in karaciger ve bobrekler tizerine toksik etkileri oldugu bilinmektedir.
Bu calismanin amaci1 Metotreksat’in karaciger ve bdbrekler iizerinde olusturdugu

hasara kars1t AG ve L-NAME’nin etkilerinin incelenmesidir.

Bu calismada toplam 54 adet Wistar albino tiirli erkek sican kullanildi.
Sicanlar 6 gruba ayrildi: Grup I (kontrol, n=9), Grup II (20 mg/kg MTX, n=9),
Grup III (20 mg/kg MTX+ 20 mg/kg AG, n=9), Grup IV (20 mg/kg MTX+ 3,5
mg/kg L-NAME, n=9), Grup V (20 mg/kg AG, n=9) ve Grup VI ( 3,5 mg/kg L-
NAME, n=9). Calismanin besinci giinli anestezi altinda deney sonlandirilarak
sicanlarin karaciger ve bobrek dokulari alindi. Histolojik incelemeler i¢in alinan
dokular % 10’luk nétral formaldehit icerisinde tespit edildi. Biyokimyasal inceleme
icin alman dokularda lipid peroksidasyonu iirinii olan malondialdehid (MDA)

seviyeleri incelendi.

Histolojik incelemede; kontrol, AG ve L-NAME gruplarinda karaciger ve
bobrek dokular1 normal histolojik goriiniimde izlendi. MTX grubunda kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda, karaciger ve bobrek dokularinda hasarlanma tespit edildi.
MTX+AG ve MTX+L-NAME gruplarinda bu hasarlanmanin azaldig1 gézlemlendi
(p<0,01). Biyokimyasal olarak kontrol ve diger gruplarin bobrek dokusu MDA
diizeylerinde bir farklilik bulunamadi (p>0,01). Karaciger dokusunda ise kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda, MTX+AG grubunda bir artis oldugu (p<0,01) diger
gruplarda bir farklilik olmadig1 gozlendi (p>0,01).

L-NAME ve Aminoguanidin’in, metotreksat kaynakli karaciger ve bobrek
toksisitesi lizerine sadece yapisal olarak koruyucu bir etkisinin oldugunu

gbzlemledik.

Anahtar sozciikler: Aminoguanidin, bobrek, karaciger, L-NAME, metotreksat.
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ABSTRACT

Research of L-NAME and Aminoguanidine Effects with Methotrexate-Induced
Liver and Kidney Damage in Rats

Methotrexate (MTX) is widely used as an antineoplastic and anti-
inflammatory agent in a variety of cancers and certain inflammatory disorders.
MTX’s toxic effects on the liver and kidneys are known. The purpose of this study is
to examine Aminoguanidine’s (AG) and N° Nitro L-Arginine Methyl Ester’s (L-
NAME) effects on the MTX’s liver and kidney damages.

In this study 54 male Wistar albino rats were used. The rats were divided into
six groups: Group I (control, n=9), Group II (20 mg/kg MTX, n=9), Group III (20
mg/kg MTX+ 20 mg/kg AG, n=9), Group IV (20 mg/kg MTX+ 3,5 mg/kg L-
NAME, n=9), Group V (20 mg/kg AG, n=9) and Group VI (3,5 mg/kg L-NAME,
n=9). At the end of the fifth day, liver and kidney tissues of the rats were collected
under the anesthesia. Tissues taken for histological examination, were fixed in 10 %
neutral formaldehyde. Lipid peroxidation product malondialdehyde (MDA) levels

were examined in the tissues taken for biochemical analysis.

When compared with the control group’s tissues, damage were present in the
MTX group’s liver and kidney tissues, in the tissues of the MTX+AG and MTX+L-
NAME groups, damage were decreased, AG and L-NAME group’s tissues were
histologically normal (p<0,01). Biochemically control’s and other groups kidney
tissue MDA levels were not different from each other (p>0,01). When compared
with the control group, MDA levels in the liver tissue’s of MTX+AG group, a
significant increase (p<0,01) and other groups were not different from each other

(p>0,01) was observed.

We observed only morphological protective effect’s of Aminoguanidine and

L-NAME on methotrexate induced liver and kidney toxicity.

Key words: Aminoguanidine, kidney, liver, L-NAME, methotrexate.
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