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1. GIRIS VE AMAC

Bir antimetabolit olan Metotreksat (MTX), ¢ocukluk cagi akut l6semilerinde gegici
remisyon sagladigi bulundugundan beri (1948) klinik kullanimda olan bir ajandir. Klasik
olarak folik asit antagonisti olarak bilinen MTX, aktif olarak boliinen hiicrelerde dihidrofalat
rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek folik asitin folinik asite doniisiimiinii engeller (1, 2)
ve bu etkisiyle basta cocukluk cagi losemi-lenfomalar1 olmak iizere meme Kkanseri,
osteosarkom, bas ve boyun kanserleri, akciger kanseri, tiroepitelyal kanserler gibi solid organ
tiimorlerinin tedavisinde kullanilir (3). Son donemlerde, MTX’ in antimetabolit 6zelligi
disinda, antiinflamatuar, antiproliferatif, immunosupresif, antipsoriatik etkinlikleri de
bulunmus (4, 5, 6) ve bu etkileri nedeniyle MTX, kanser tedavisi disinda, psoriazis,
romatizmal hastaliklar gibi inflamatuar olaylar, dermatomyozit, Wegener graniilomatozisi,
sarkoidoz, HIV ile iliskili bakteriyel, parazitik enfeksiyonlar ve ektopik gebelik, ilk
trimesterde gebelik terminasyonlar1 ve gestasyonel trofoblastik hastaliklar gibi jinekolojik ve
obstetrik durumlarda da tercih edilen bir ajan haline gelmistir (7, 8, 9, 10)

Ancak, bu genis kullamim endikasyonlarina karsmn, MTX kullanimi, 6zellikle
pmonomi, nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi bir dizi advers reaksiyonla iliskilidir (11, 12,
13 ) ve bu reaksiyonlar nedeniyle, zaman zaman ila¢ kullaniminda doz azaltimina gidilmekte
ya da ila¢c tamamen kesilmektedir. Yapilan calismalar, ilacin basta hepatotoksisite ve
nefrotoksisite olmak {izere gelisen yan etkilerinde, c¢ogunlukla reaktif oksijen
radikallerinin(ROS ) meydana getirdigi oksidatif hasar1 sorumlu tutmustur (13, 14, 15 ). Bu
caligmalarin 15181nda, gelisen yan etkileri 6nlemek i¢in giiclii antioksidan ajanlar denenmis ve
onemli Olciide basarili olunmustur (13, 16, 15 ). Ancak bu ajanlarla ilgili uygulamalarin
sonuclari, denenen kimyasallarin pahali olmasi ya da ruhsath preparatlarinin olmamasi gibi
nedenlerle, klinik ¢caligmalara yeterli 6l¢iide yansimamustir.

C vitamini, suda c¢oOziinen ve insan viicudunda sentez edilemeyen vitaminlerden
biridir. Yapica alti karbonlu monosakkaritlere benzeyen C vitamini, in vivo ve in vitro
sartlarda antioksidan Ozellik gosterir (17, 18 ). Bunun yani sira, belirli hidroksilasyon ve
amidasyon reaksiyonlarmin koenzimi olarak kollajen sentezinde, ksenobiyotiklerin
mikrozomal metabolizmasinda, hemoglobin sentezinde, noérohipofiz hormonlarinin
biyosentezinde ve muhtemelen adrenal korteksteki steroid hormon biyosentezinde rol oynar

(17, 19). C vitamini, esas olarak skorbiit hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisi amaciyla



kullanilir (20). Ayrica, idrarimn asitlestirilmesi, methemoglobinemi (21) ve yanik tedavisi (22)
gibi durumlarda da tercih edilmektedir.

Ancak son donemlerde C vitaminin antioksidan 6zelligi daha 6n plana ¢ikmis ve
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkileri tizerine yapilan ¢calismalar agirhik kazanmustir (23, 24,
25). Parasetamol ve karbontetrakloriir gibi ajanlarla gelisen oksidatif hasar1 6nleyen C
vitamini, ROS gelisimini engelleyerek ilaca bagli yan etki gelisimini azaltmistir (18, 26 ). Bu
noktadan hareketle biz, ucuz ve kolay ulasilan, oral uygulamaya olanak veren, in vivo ve in
vitro olarak antioksidan Ozelligi kanitlanmig C vitaminini, MTX kullanimu ile iliskili yan

etkilere kars1 profilaktik olarak kullanmay1 planladik



2. GENEL BIiLGIiLER

2. 1. Tla¢ Aracih Karaciger ve Bobrek Hasar

2. 1. 1. ila¢ Aracih Karaciger Hasan

Bir ilacin piyasadan cekilmesine neden olan en yaygin nedenlerden birisi, ilag
kullanimi ile karaciger (Kc) enzimlerinin yiikselmesidir (27 ). Alkol aracili Kc hasari, ilag
kaynakli Kc hasarlar1 icinde en yaygin olamidir. (28).

2. 1. 1. 1. ila¢ Aracih Karaciger Hasar Nedenleri

llaclarla gelisen Kc hasari, hepatoselliiler hasar (Tablo 1), kolestatik hasar

(klorpromazin), hepatoselliiler ve kolestatik hasarin bir arada bulunmasi, karacigerin vaskiiler

hastaliklar1 (androjenler) ve karacigerin neoplastik hastaliklar1 (polivinil kloriir ) seklindedir.

Tablo 1: Hepatoselliiler Hasar Tipleri Ile iliskili ilaclar (28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38)

Sentrolobiiler Steatohepatit Fosfolipidoz Generalize Toksik Siroz
Nekroz Hepatoselliiler
Nekroz

Asetaminofen Alkol Amiadaron INH MTX
Halotan Tetrasiklin Ketokonazol A vitamini
Aspirin Sodyum

valproat
Valproat

2. 1. 1. 2. Tla¢ Aracih Karaciger Hastahklarinin Mekanizmalar

Tablo 2: Ilac Aracili Karaciger Hastahiklarinin Mekanizmalari (39, 27, 40, 41, 42 )




Oto- Idiosenkratik | Kalsiyum CYp 450 | Apoptozisin Mitokondriyal
immunitenin Reaksiyonlar | Dengesinin | Enzimlerinin | Uyarilmasi Zedelenme
Uyarilmasi Bozulmasi Metabolik
ve  Hiicre | Aktivasyonu
Membran
Hasan
Halotan Minosiklin Lovastatin | Asetaminofen | Asetaminofen | Aspirin,
(kiimiilatif
dozlar1 )
Sulfametaksozol | Nitrofurantion | Venlafaksin | Furosemid Valproik asit
Karbamazepin | Fenitoinin Falloidin Diklofenak Tetrasiklin
Nevirapin Amiodaron Amiodaron
INH INAH
Fenitoin Ketokonazol
Nitrofurantion
Trazodon

2. 1. 2. fla¢ Aracil Bobrek Hasan

Ilaclarla gelisen bobrek hasari; tiibiiler epitelyal hiicre hasar1 (aminoglikozid),

hemodinami aracili bobrek hasar1 (ACE inh ), obstriiktif nefropati (intratiibiiler obstriiksiyon-

lovastatin ve nefrolitiyazis-triamteren), glomeriiler hastaliklar ( NSAID), tiibiilointerstisyel

hastaliklar ( Tablo 3), renal vaskiilit, trombozis ve kolesterol embolisi (hidralazin) seklindedir.

Tablo 3: Tiibiilointerstisyel Hasarla Hiskili Haglar (43,44, 45, 46,47, 48)

Akut Alerjik Kronik Interstisyel Nefrokalsinozis Papiller Nekroz
Interstisyel Nefrit Nefrit
B-laktam antibiyotikler | Lityum Oral sodyum fosfat | Fenasetin
(metisilin ) soliisyonunu
NSAID (Fenoprofen) | Siklosporin
Aristolochic asid

2. 2. Metotreksat




Metotreksat, yiiksek dozlarda pek ¢ok malignite tedavisinde ve gorece daha diisiik
dozlarda otoimmun hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanmilan bir terapotik ajandir
(49).

2. 2. 1. Etki Mekanizmasi

Bir folik asit antagonisti olarak bilinen Metotreksat (MTX), kimyasal olarak folik

asidin 4- amino-N"- metil analogudur (50).
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Sekil 1: Metotreksatin kimyasal yapisi

MTX’ in primer hedefi dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimidir. Bu enzimin
inhibisyonu, 5-10 metilen tetrahidrofolik asit ve N-10 formil tetrahidrofolik asit gibi
tetrahidrofolat kofaktorlerinin kismi azalmasiyla sonuclanir (51) Bu ko-faktorler, timidilat ve
piirin niikleotitleriyle serin ve metionin gibi aminoasitlerin sentezi i¢in gereklidir. Sonucta
DNA, RNA ve protein yapim1 bozulur.

Ek olarak MTX, fizyolojik karsit1 folatta oldugu gibi, normal ve tiimoral hiicrelerde bir
dizi degisiklige ugrayarak poliglutamat tiirevlerini (MTX- PGs ) meydana getirir. Bu
poliglutamat tiirevleri, hiicre i¢inde bir folat kaynagi gibi davranir ve timidilat sentazi belirgin
olarak inhibe etmenin yaninda, piirin biyosentezinin erken asamalarinda kullanilan iki enzimi
de bloke ederler. DHFR enziminin inhibe olmasiyla birikmis olan dihidrofolatpoliglutamat

tiirevleri de timidilat sentaz ve diger enzimler i¢in inhibitor etki gosterir (52).

2. 2. 2. Farmakokinetik Ozellikleri



Oral yoldan uygulanan MTX, 25 mg/ kg dozdan daha az miktarlarda gastrointestinal
sistemden tama yakin oranda absorbe oldugu halde, artan dozlarda bu oran azalacagindan IV
yol tercih edilir. IV uygulama sonrasi, ila¢ plazmadan 3 fazli bir sekilde temizlenir. Hizli
distribiisyon fazini, renal klerensi gosteren ikinci faz takip eder.(2-3 saatlik yarr Omiir).
Uciincii fazdaki yarilanma omrii, yaklasik olarak 8- 10 saat siirer. Eliminasyonun bu son
doneminde, bobrek hasar1 yiliziinden meydana gelecek uzama, ilacin kemik iligi,
gastrointestinal epitel ve cilt iizerindeki toksik etkilerinin artmasmna neden olur. MTX’ in
plevral ya da peritoneal kavite gibi viicut bosluklarina dagilimi yavastir. Ancak, asit ya da
plevral efiizyon gibi nedenlerle meydana gelecek genislemelerde, bu bolgeler ila¢g deposu gibi
davranip ilacin yavas salinimina neden olurlar. Bu nedenle plazma konsantrasyonundaki artig
devam eder ve daha ciddi toksisite bulgular gelisebilir.

MTX’ in yaklasik olarak %50’ si plazma proteinlerine baglanir ve sulfonamid,
salisilat, tetrasiklin gibi ilaglarla birlikte kullanimda plazma diizeyi artar. Verilen dozun %90’
a kadar olan kismi, 48 saat i¢cinde, en ¢ok da ilk 8- 12 saat icinde degismeden idrarla atilir.
MTX’ in bobreklerden atilimi, glomeriiler filtrasyon ve aktif tiibiiler sekresyonun
kombinasyonu ile olur. Bu yiizden, renal kan akimini azaltan, nefrotoksik ya da zayif organik
asit yapisindaki ilaclarla birlikte kullanimi, renal atilimi azaltarak daha ciddi myelosupresyona
neden olabilir. MTX metabolizmasi, insanlarda genellikle minimal diizeydedir ancak yiiksek
doz ila¢ uygulamasi ardindan 7- hidroksi-MTX gibi metabolitler belirlenebilir. MTX’ in
santral sinir sitemine, sistemik dolasimdaki dozunun yaklasik %3’ i kadar gecer. (51 )

2. 2. 3. Endikasyonlar

Antifolat tedavi, 1948 yilinda aminopterinin kullanima girmesinden beri, ¢ocukluk
cagi1 kanserlerinin tedavisinde uzun siireli ve etkinligi net olarak ortaya konan bir role sahiptir.
1960’ lardan sonra ise, aminopterine oranla toksisitesi daha belirlenebilir olan MTX, ¢ocukluk
cagr akut lenfoblastik 16semi ve non- Hodging lenfoma tedavisinde bir kdse tasi haline
gelmistir (53). Cocuklara gelisen ALL tedavisinde, hem remisyon indiiksiyonunda, hem de
konsolidasyon sirasinda yiiksek dozda intramuskiiler MTX kullaniminda kiir sansi, oldukca
yiiksektir. Ancak eriskinlerde goriilen 16semilerde, 16semik menenjitin dnlenmesi ve tedavisi
disinda tedavi etkisi daha smirlhidir. MTX, meningeal karsinomatozis tedavisinde, meningeal
losemi ve lenfomanin profilaksi ve tedavisinde intratekal olarak kullanilir (54). Burkit ve
diger non- Hodging lenfomalarin kombinasyon tedavisinde faydal: etkileri olan MTX, ayrica

gogiis, bas- boyun, ovaryum ve mesane kanserinde kullanilan bir ajandir. Lokoverin kurtarma



tedavisi ile birlikte uygulanan yiikksek doz MTX, osteosarkomun adjuvan tedavisinde
kullanilan standart protokoliin bir parcasidir (55). Koryokarsinomada ve ya iliskili trofoblastik
tiimorlerde diisiik doz MTX tedavisi, mitokondriyal membran potansiyelinde azalma yaparak,
kaspaz 9 enzimini aktive ederek, Bax/ Bcl- 2 gen ekspresyonunda up- regiilasyon yaparak
hiicrelerde apoptozisi indiiklemistir (57)

MTX, aktif romatoid artrit ve jlivenil romatoid artrit icin (JRA), hastaligi modifiye
edici ilaglar arasinda ilk secenek olmaktadir. Aslinda MTX, JRA’ 11 hastalarda yapilmis cift
kor, randomize bir ¢caligmada, plaseboya kars: iistiinliik gosteren tek ilactir (57). MTX, DHFR
enzim inhibisyonunun yaninda, 5- aminoimidazol- 4- karboksamid riboniikleotit transformilaz
enzimini inhibe ederek, intraselliiler ve ekstraselliller adenozin diizeyini artirmaktadir.
Adenozinin, anti-inflamatuar sitokinler olan IL-1 reseptor antagonist( IL-1 ra) ve IL- 10
seviyelerini yiikselttigi bilinmektedir (58). MTX, makrofajlardaki IL {iretimini ex vivo ve in
vivo olarak inhibe eder (59). Hatta, monosit i¢indeki IL-1 ra/ IL-1 oranini artirarak, bu
hiicrelerdeki inflamatuar aktiviteyi baskiliyor olabilir (60). MTX’ in JRA’ It hastalarda,
tiimor nekroz faktor alfa ( TNFa ) ve IL- 6 yapimi lizerindeki etkileri ise tartismalidir (61, 62,
63). Sonug olarak antiinflamatuar ve immiinsiipresif etkilerinden dolayi, diisiik doz MTX,
reflakter romatoid artrit, JRA ve direngli psoriazis hastalarinin tedavisinde de kullanilmaktadir

(54, 52, 64)

MTX’ in romatizmal hastaliklarda varsayilan etki mekanizmasini 6zetlemek gerekirse;
1- Hiicre proliferasyonunun azalmasi

2- T hiicrelerinin apoptozisinde artig

3- Endojen adenozin saliiminda artis

4- Hiicresel adezyon molekiillerinin ekspresyonunda degisikliklik

5- Sitokin yapimi, humoral yanit ve kemik formasyonu iizerine etki (65 )

Kalitsal gecisli bir dermatoz olan Hailey- Hailey hastaligmin tedavisinde de kullanilan
MTX, burada muhtemelen 16kosit fonksiyonlarini baskilamanin yaninda, nétrofil ve monosit

kemotaksisini inhibe ederek ve epidermal hiicre boliinmesini baskilayarak etki gostermistir
(65).

2. 2. 4. Yan Tesirleri



MTX, folat metabolizmasini antagonize ederek antineoplastik Ozellik gosterirken,
kanser hiicreleri yaninda hizli boliinen hiicrelerde de niikleik asitlerin yapimini engeller (66).
Sonugta, antifolat tedavinin primer toksisitesi ve yaygin etkileri, kemik iligi, cilt ve intestinal
epitelyum hiicreleri iizerinedir. Normal hiicreler {izerindeki bu toksik etkileri énlemek i¢in,
(0zellikle yiiksek doz MTX tedavisine bagli ) MTX ile birlikte baska bir folat analogu olan 5-
formil- tetrahidrofolat kullanimi1 yaygin olarak uygulanan bir protokoldiir (67). Yan etkiler
genellikle iki hafta icinde geri doner, ancak renal fonksiyonu bozulmus hastalarda, ilag¢
atimindaki azalmaya bagl olarak myelosupresyon uzayabilir.

Bu yaygin etkilerin yaninda, alopesi, dermatit, interstisyel pndmoni, nefrotoksisite,
hepatotoksisite, oogenez/ spermatogenezde defektler, diisiik ve teratojenite gibi yan etkiler de
izlenebilir.

Karaciger enzimlerinde artig, yiikksek doz ya da uzun siireli MTX kullaniminda
beklenen bir bulgudur, ancak genellikle geri- doniisiimliidiir.(51) Losemi, psoOriazis ve
romatoid artritin MTX ile tedavisi sirasinda gelisen hepatotoksisite, non- spesifik yagl
degisiklikler, niikleer polimorfizm, hepatosit nekrozu, kronik portal inflamasyon, fibrozis ya
da siroz seklinde ortaya cikabilir. Karaciger hasarinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, intraselliler MTX-PG birikimi ve folat azalmasinin sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir (68)

Lokoverin eklenmis, 1000 mg/m2 ve iizert MTX uygulamasi, yiiksek doz MTX olarak
tanimlanir. Lokoverinle birlikte uygulanan yiiksek doz MTX, hastalarin ¢ogu tarafindan iyi
tolere edilse de, MTX ve metabolitlerinin renal tiibiillerde birikmesi ile potansiyel olarak
yasamu tehdit edici olabilen nefrotoksisite gelisebilir. Asidik idrarda presipite olan MTX,
obstriiktif iiropati nedeniyle oligo- aniirik bobrek hasar1 olusturabilir. Yiiksek doz MTX’ e
bagl gelisen nefrotoksisite, 1970’ 1i yillarda ilaca baglh morbidite ve mortalitenin primer
nedenini olusturmaktaydi. (69, 70)

MTX’in akut, subakut ve kronik sendromlar1 iceren pek c¢ok degisik norolojik
komplikasyonla iligkili oldugu bilinmektedir (71, 72) Klinik sendrom ve bunun ciddiyeti, ilac
uygulama yoluna, dozuna, birlikte kullanilan diger norotoksik ajanlara ve hastanin yasina
baghdir.

Intestinal epitel hiicreleri de, hizli ¢cogalan hiicreler oldugundan MTX ile kolaylikla
inhibe olurlar. MTX, siklikla oral ve intestinal mukozada inflamasyona neden olur. Bu hasara,
hiicre c¢ogalmasinin inhibe olmasinmm sonucu olarak ortaya c¢ikan intestinal bariyer

fonksiyonlarinda azalma ve ksenobiyotik ve endotoksinlerin invazyonu eslik eder. Dolayisiyla



makrofaj ve notrofiller gibi fagositer hiicreler, inflamasyon alanina infiltre olur ve ROS
tiretilir (66)

Gastrointestinal yan tesirlerin, MTX’ in hiicre i¢inde biriken metabolitlerinin folat
seviyelerini azaltmasma bagl oldugu da ileri siiriilmiistiir. Folat, santral sinir sitemindeki
norotransmitterlerin metabolizmasinda ve sentezinde kullanilmaktadir. Bu baglantiya
dayanarak, MTX’ e bagl gelisen gastrointestinal yan etkilerin santral sinir sistemine bagl yan
etkiler oldugu ve bunun hiicre i¢i folat diizeyindeki azalma sonucu ortaya c¢iktig1
belirtilmektedir.

Direngli psoriazis hastalarinda, o6zellikle hepatik ve hematolojik bircok yan etkiye
rastlanmaktadir. MTX’ e bagli hematolojik yan etkilerin olusumunda dihidrofolat rediiktaz
enziminin inhibisyonu sonucu DNA sentezindeki bozulma ve hizli hiicre degisimine sahip
kemik iliginin baskilanmasi sorumlu tutulmaktadir (64).

Diisik doz MTX tedavisinde c¢ok nadir de olsa pansitopeni gelisebilmektedir.
Mekanizmanin tam olarak bilinemedigi bu yan tesirin ortaya c¢ikisinda, yasli, bobrek
fonksiyonlar1 bozuk, kombine ila¢ kullanimi olan hastalar risk grubunu olusturmaktadir.
Literatiirde, MTX’ in, NSAID ve trimetoprim- sulfometaksazol gibi antifolat ilaglarla
kombine kullaniminda pansitopeni sikliginin arttigini gdsteren ¢aligmalar vardir. Bu nedenle
risk grubunda olan hastalarda, MTX ile NSAID ilaglarin ayn1 giin kullanilmamas1 &nerilir
(73).

MTX’ e ait osteopati ilk olarak 16semi, kafa i¢i tiimorler, osteosarkom nedeniyle
yiikksek dozda MTX kullanan pediatrik hasta popiilasyonda bildirilmistir. Osteoporoz, kemik
agris1 ve Ozellikle distal tibia ve fibulada goriilen stres kiriklar: iicliisii, MTX osteopatisini
tanimlar. Osteosarkom nedeniyle yiiksek doz MTX tedavisi goren 87 hastalik bir
popiilasyonda %9 oraninda osteopati goriildiigii, en cok etkilenen iskelet bolgelerinin de distal
tibia, distal radius, proksimal humerus oldugu bildirilmistir. Yakin zamanlarda sadece yiiksek
doz degil, uzun siireli diisilk doz MTX tedavisi uygulanan romatolojik hasta popiilasyonunda
da MTX osteopatisi olusabilecegi yoniinde pek ¢ok deneysel calisma ve vaka takdimi vardir
(714)

Folat eksikliginin MTX toksisitesi gelismesinde bir risk faktorii oldugu
belirtilmektedir. Bu amagla MTX yanina eklenen folik asit ya da folinik asitin toksisiteyi
onlemek agisindan birbirinden farkli olmadig: bildirilmektedir, ancak folinik asitin maliyeti
daha fazladir. Buna karsin, edinilen klinik deneyimler, tedaviye eklenen oOzellikle fazla
miktardaki folik asitin MTX etkinligini azaltabilecegini ortaya koymustur (75, 64).

2. 3. Oksidanlar ve Antioksidanlar



2. 3. 1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Oksijen canllar i¢cin hayati 6nemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji iiretim
stireclerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri (ROS) enerji iiretim siireclerinin dogal bir
yan iirlinii olup yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir (76).

Serbest radikaller i¢cin bir¢ok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin iizerinde birlestigi
tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan ve genelde ¢ok
reaktif olan ciftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iiriin oldugu seklindedir (77).

Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusan serbest radikaller, pozitif
yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. (77).

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil,
makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla
tiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir (78).

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller normalde radikal parcalayan
antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir (79). Normal saglikli kisilerde serbest
radikaller/antioksidanlar denge halindedir

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
getirilirler. Hiicre dis1 savunma, albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi
cesitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan
savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon- S-transferaz,
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz, katalaz (CAT) ve sitokrom oksidazdir. Bakar,

cinko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar i¢in gereklidir (80).

2. 3. 2. Antioksidan Enzimler

2. 3. 2. 1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmistir. 3 tiir SOD vardir. Birincisi

mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve iigiinciisii de Cu

iceren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagl Cu-

SOD’dir



Metalloprotein olan SOD bir siiperoksid molekiiliinii O2 molekiiliine yiikseltgeyip,
diger siiperoksid molekiiliinii hidrojen peroksite (H,O,) indirger. Bu dismutasyon reaksiyonu

stiperoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinmm esit oranda bulundugu pH 4,8 de
kendiliginden de cereyan eder. Ancak fizyolojik sartlarda yani pH'nin 7,35- 7,45 arasinda iken
bu reaksiyon ¢ok daha yavas olusacaktir (81, 82).

2. 3. 2. 2. Katalaz (CAT)

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirildi. Her biri bir prostetik

3
grup olan ve yapisinda Fe+ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir hemoproteindir.

Peroksizomlarda lokalizedir. SOD’in olusturdugu HzOz’i katalaz peroksidazlarla beraber
oksijen ve suya pargalar. Glutatyon peroksidazin H O e karst K ’i katalaza gore daha
diisiiktiir. Yani diisiik konsantrasyonlarda HzOz’i glutatyon peroksidaz parcalar, yiiksek

konsantrasyonlarda ise katalaz aktivite kazanir. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger ve

bobrekte yogundur (81, 82).
2. 3. 2. 3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Her birinde selenosistein iceren 4 alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu

yiikseltgerken HzOz’i de suya cevirir ve bdylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan

strese kars1 korur (83).
E vitamini yetersiz olursa membrani peroksidasyona karsi korur. Eritrositlerde en
kuvvetli antioksidandir. Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabilir.

Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral parcasidir (84, 85, 86).
2. 3. 2. 4. Glutatyon Rediiktaz

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 subiinitten olugmus bir dimerdir.
Her bir subiinit, NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiiz alan olmak iizere 3
tane yapisal alan icerir. Okside glutatyon bir subiinitin FAD alan1 ve diger subiinitin arayiiz
alanindan olusan bir baglanma bolgesi vardir. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda

siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra subiinitlerdeki iki sistein



arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek siiretiyle okside glutatyona aktarilmis

olur (81).
2. 3. 2. 5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi de toksik

metabolitlerin detoksifikasyonuna yol acan baska bir antioksidan enzimdir (87).
2. 3. 3. Antioksidan Vitaminler
2. 3. 3. 1. E Vitamini

[k olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Yagda ¢oziinen vitamin oldugu
icin hem selliler hem de subselliler membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur.
Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu a-tokoferoldiir.
Zincir kiricr antioksidan olarak fonksiyon goriir. Hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla
verebilen —OH grubu baghdir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve

alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirilmig olur.

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan (x—tokoferol—O-‘e doniistiiriilmiis olur. Bu radikalin
ise baska bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir. Sonucta zincir reaksiyonunu
durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran yiizeyinde askorbik asitle (C vitamini)
reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniismektedir (88).

a-tokoferol ve C vitamininin organizmada diisiik diizeylerde olmasi miyokard

enfarktiisii ve bazi kanserlerin artmis insidansiyla iligkili bulunmustur.
2. 3. 3. 2. A Vitamini

A vitaminleri gorme, tireme, biiylime ve epitel dokusunun saglamligi icin gerekli olan
bir gurup bilesiklerdir. Diyetteki retinoliin oksidasyonu sonucu olusan retinoik asit,
retinoidlerin gérme disinda diger etkilerinin ¢oguna aracilik eder. a-tokoferolle
karsilastirildiginda oldukca zayif bir antioksidandir. Insan LDL’sinde a-tokoferol’iin 1/20’si

oraninda bulunur ve a-tokoferol bittikten sonra kullanilir (81).



2. 3. 3. 3. C Vitamini ( Askorbik Asit )

C vitamini, dogal olarak bulunan en giiclii indirgeyici ajanlardan birisidir (89) ve

viicutta 6nem tastyan cesitli hidroksilasyon reaksiyonlarinda islev goriir (90).

2. 3. 3. 3. 1. Kimyasi:

Kimyasal olarak glukoza benzeyen C vitamini (L- askorbik asit), 2-okso-L-
gulofuranolaktonun enol seklidir (91, 90). Beyaz kristal yapil1 kat1 seklinde olan askorbik asit,
suda kolay c¢oOziiniir. Geri doniisiimlii sekilde yiikseltgenerek askorban adi ile bilinen
dehidroaskorbik asidi olusturur (90). Birbirine doniisebilen bu iki form, insanda biyolojik
olarak esit aktivite gosterir (90). Ancak dehidro sekli, indirgenmis seklinden daha
dayaniklidir. Bitkiler ve hayvanlarin bir¢ogu, D- glukozu kullanarak D- glukuronik asit ve L-
glonik asit lizerinden bu vitamini sentezlerler (90). Ancak insanlarda ve kobay, guinea pig,
kus ve balik gibi hayvanlarda L- gulonolakton oksidaz enziminin olmamasindan dolay1r C

vitamini sentezlenemez (91).

2. 3. 3. 3. 2. C Vitamini Kaynaklar

C vitamininin 6nemli kaynaklar1 arasinda, domates, patates (0zellikle kabuklar),
turunggiller, eksi ve kabuksuz meyveler, yesilbiber, ¢ig lahana, kavun, karpuz ve yesil
yaprakli sebzeler bulunur. Insan siitii de C vitamini icerir.

Besin maddelerindeki askorbik asit, havayla temas ettiginde oksidasyona ugrar ve
vitamin etkisini kaybeder. Fazla pisirme ile de vitamin tahrip olur. Cig besin maddelerinde
askorbik asidi okside eden enzim, inaktif halde bulunur. Kesme ya da soyma islemleriyle
enzim aktifleserek askorbik asit oksitlenir. Bu enzimin aktivitesi bakir iyonu varliginda artar.
Ince barsaklardan emilen C vitamini, 100 mg’ a kadar % 95 oraninda emilirken, miktar
arttikca emilim azalir. 1 gr C vitamini alindiginda emilim orani, %70’ lere kadar diiser. Bu
nedenle besin maddeleri ile alinan C vitamini, saf olarak aliman C vitamininden daha iyi
emilir. Suda ¢oziinen C vitamini, viicutta depolanamaz ve her giin alinmasi gerekir. Fazla C

vitamini, idrarla oksalat seklinde atilir (89, 90).



2. 3. 3. 3. 3. Fonksiyonlari

C vitamininin bag doku metabolizmasindaki 6nemi, 16. yiizyildan beri bilinmektedir.
C vitamini, kollajen sentezinde kritik Onemleri olan hidroksiprolin ve hidroksilizin
aminoasitlerinin olusumunu saglayan protokollagen hidroksilazin yapisinda, ko- faktor olarak
gorev yapar. Kartilaj, dentin ve kemigin intraselliiller materyallerini, bu kollajen ve iligkili
materyaller olusturur (92). Benzer sekilde askorbik asitin, B- hidroksi biitirik asit olarak
bilinen ve enerji Uretiminde yag asitlerinin mitokondri i¢ine transferini saglayan karnitin
biyosentezinde gerekli bir yapi oldugu ve karnitin sentezi i¢cin gerekli y- biitirobetainin
hidroksilasyonunda ko- faktor olarak rol oynadigi diisiiniilmektedir (93, 94). Buna karsin,
son donemlerde C vitamini sentezinde rol oynayan glukonolaktonaz (-) farelerle yapilmis
caligmalarda, C vitamini sentezi olmamasma ragmen, karnitin sentezinin devam ettigini
gosteren bir ¢caligma da bulunmaktadir (95).

Tirozin metabolizmasinda (tirozinden norepinefrin ve epinefrin sentezinde dopamin [3-
monooksijenazla birlikte etkilidir )(96), mikrozomal ila¢ metabolizmasinda, adrenallerde anti-
inflamatuar steroidlerin sentezinde, folik asit metabolizmasinda ve 16kosit fonksiyonlarinda C
vitamini etkili olmaktadir. Safra asidi sentezinde 7 o- hidroksilaz enzimiyle birlikte ¢alisir. Bu
islevlerin L- askorbik asidin 6zellikle Fe** enzim sistemleri iizerindeki indirgen etkisine bagli
oldugu diistiniilmektedir. Fe*? seklinde demir emilimi, vitaminin oral yolla alinmasindan
hemen sonra artar.

Oksidatif DNA hasarin1 ve lipit peroksidasyonunu azaltan C vitamini, santral sinir
sistemindeki zararli oksidanlar1 azaltir (97). Yine bu mekanizmayla okside LDL’ ler
araciliglyla meydana gelen endotelyal permabilite artisinin Onledigi gosterilmistir (98).
Sindirim sirasinda nitrozaminlerin olusumunu inhibe eder. Membranda olusan tokoferol
radikallerini rejenere eder.

D- askorbat siklikla gida koruyucusu olarak kullanilir. Biyolojik aktivitesi L-
askorbatin 1/20” si kadardir.

Hem siiperoksit, hem de hidroksil radikalleriyle reaksiyona giren, gii¢lii bir elektron
vericisi olan C vitamininin, paradoks olarak, pro-oksidan 6zelliklerinden de s6z edilmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda, C vitamininin diisiik dozlarda primer olarak antioksidan gibi
davrandigi, ancak hepatik iskemi- reperfiizyon gibi durumlarda, yiiksek dozlarda pro- oksidan
etkilerinin oldugu belirtilmistir (96).



Ek olarak son donemlerde yapilan caligmalar, askorbat gibi antioksidanlarm, bakir gibi
gecis metallerin varliginda da, prooksidan etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu noktadan
hareketle, askorbat, bitkisel madde ekstreleri ve bakir uygulanarak saglanmis reaktif oksijen
radikallerinin olusumunu temel alan ve katalitik terapi olarak adlandirilan yeni bir kanser

tedavi modalitesi giindeme gelmistir (99).

2. 3. 3. 3. 4. Emilimi, Tasinmasi ve Metabolizmasi

C vitamininin emilimi, bir kisminin dehidro sekline cevrildigi midede hizla
gerceklesir. Fizyolojik pH degerlerinde yiiksiiz dehidroaskorbik asit hiicre membranini,
monoanyonik L- askorbata gore daha hizli gecer. Bazi hiicrelere, Ozelikle lokosit ve
eritrositlere, C vitamini biiyiik oranda pasif difiizyon ile alinir. Bunun yam sira trombositlere,
adrenaller ve retinaya C vitamini alinmasmda aktif transport kullanilir. Hiicrelere serbest
olarak diffiize olan dehidroaskorbik asit, hiicre icinde indirgenerek daha az difiizyona ugrayan
askorbat iyonuna cevrilir. Lokositlerde plazmaya gore daha yiiksek konsantrasyonda askorbat
bulunmasi bu sekilde aciklanir. Bircok dokuda bulunan C vitaminin, hipofiz, adrenal korteks,
korpus luteum ve timus gibi salg1 bezlerindeki miktar1 cok daha yiiksektir ve retinada, plazma
konsantrasyonunun 20- 30 kat1 kadar C vitamini bulunur. Insanlarda C vitaminin ortalama
yart Oomrii 16 giin kadardir. Askorbat ve dehidroaskorbik asit bulunmasina ek olarak

katabolitler daha az miktarlarda idrarla atilir (90).

2. 3. 3. 3. 5. Eksikligi:

Uzayan C vitamini eksikligi skorbiite yol acar. Bag dokusunda intraselliiler olarak
yeterli miktarda C vitamini bulunmadiginda eklemlerde sisme, hassasiyet ve siklikla kanama
veya cilriikler goriilmekte, diger bolgelerde ise doku zayiflamakta ve strese direng
gosterememektedir. Balow’s hastalig1 olarak bilinen cocuklara 6zgii skorbiite, sivri kaburga
sendromu ortaya ¢ikar. Ozellikle disler arasindaki bolgelerde disetleri morarir ve siser, bazi
durumlarda ortaya cikan ‘skorbiit uzantilari’ 1sirma bolgelerine kadar uzanir. Kutandz
kanamalar, uyluk boélgesinin alt kisimlarinda baslar ve kalgalara, karina, ayaklar ile kollara
kadar ilerler. Kapillerlerin pargalanmasina bagli olarak, siklikla petesiyel kanamalar goriiliir.
Daha sonra viicudun hemen her yerinde spontan ekimozlar goriiliir. Okiiler kanamalar, tiikriik
ve gdzyasi bezlerinin kurumasi, parotisin sigsmesi, femoral noropati, alt ekstremitelerde 6dem

ve psikolojik bozukluklarin goriildiigii bildirilmistir. Skorbiit hastaligi olan bazi kisilerde,



anemi gelisebilir, osteoporoz karakteristikleri olan radyolojik bulgular saptanir ve kalp
yetmezligine baglh ani 6liim goriilebilir. Giinde 10 mg C vitamini verilmesi, skorbiitiin klinik

belirtilerinin hafifletilmesi ve iyilestirilmesi i¢in yeterli olur (90).

2. 3. 3. 3. 6. Toksisitesi:

Nezlenin iyilestirilmesi ya da Onlenmesinde yiiksek doz C vitamini uygulamasi
tartigmalidir. Baz1 kisilerde goriilen gastrointestinal semptomlar diginda yiiksek doz C
vitamini verilmesinin toksik olmadigi bildirilmistir. Bununla birlikte Onemli yan etkiler
gbzlenmis ve oral olarak alinan B12 vitamininin indirgenerek bozulmasi, demir emiliminin
asirt kolaylasmasi, katabolizmanin azalmasi sonucu gereksinimin artmasi (bagimlilik), oksalat
olusumunun artmasina bagl olarak bobrekler ve safra kesesinde kalsiyum oksalat taslarinin
birikmesi (6zellikle konjenital familyal hiperoksaliirili kisilerde) ve iirikoziiri gibi potansiyel

hasarlardan kuskulanilmistir (90).



3. MATERYAL METOD

Bu ¢ahisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuari,
Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Arastirma Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

3. 1. Materyal

3. 1. 1 Deney Hayvanlarn

Bu calismada agirliklar1 200- 250 gram arasinda degisen Wistar Albino cinsi toplam
36 adet erkek sican kullanildi. Deneyde kullanilan sicanlar, Siileyman Demirel Universitesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan temin edildi. Sicanlar standart 1s1k (12 saat giin 15181/ 12
saat aydinlik), 1s1da (25°C), yeteri kadar (ad libitium) su ve yem (Yem Kurumu Standart Sigan

Yemi) ile toplam 3 giin siireyle beslendiler.

3. 1. 2. Kullanilan ilaclar

Metotreksat %10’ luk ketamin HCI
C vitamini %72’ lik ksilazin
3. 2. Metod

3. 2. 1. Deney Plam

Calismamiz, 6’ sar adet rat iceren 6 gruptan olustu.
Gruplar; Saglikli Kontrol, Metotreksat, C Vitamini ( 1 giin ), C Vitamini ( 3 giin ),
Metotreksat + C Vitamini ( 1 giin ) ve Metotreksat + C vitamini ( 3 giin ) seklinde

olusturuldu.



Tablo 4: Deney Plam

Deney 1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin
Gruplan
I - - - sakrifikasyon
I 20 mg/kg i.p MTX - - sakrifikasyon
11 250 mg/kg oral VIT C - - sakrifikasyon
IV 250 mg / kg oral VIT C | 250 mg / kg oral | 250 mg / kg oral | sakrifikasyon
VIT C ViT C
250 mg/ kg oral VIT C + - - sakrifikasyon
20 mg/kg i.p MTX
V1 250 mg/ kg oral VIT C + | 250 mg / kg oral | 250 mg / kg oral | sakrifikasyon
20 mg/kg i.p MTX VIT C VIT C

Grup I: Saglikli kontrol grubu olan bu hayvanlara hi¢cbir madde verilmedi.

Grup II: Bu gruptaki hayvanlara uygulanan sivi formdaki MTX, ¢caligmanin ilk giinii 20 mg/
kg dozda i. p. olarak tek doz uyguland:.

Grup III: Bu gruptaki hayvanlar, sadece tek doz C vitamini aldi. Bunun i¢in 500 mg C
vitamini igeren tabletler, 5 cc c¢cesme suyunda c¢oziilerek bir soliisyon hazirlandi ve bu

soliisyon, 250 mg/ kg dozunda gavaj yoluyla uygulandi.

Grup IV: Bu gruptaki hayvanlara, iic giin boyunca, hazirlanan C vitamini soliisyonundan

gavaj yoluyla uygulama yapildi. C vitamini i¢eren soliisyon, her giin taze olarak hazirland.

Grup V: Once 250 mg/ kg dozunda C vitamini soliisyonu uygulanan hayvanlara, gavajdan 1
saat sonra, 20 mg/ kg olacak sekilde tek doz i. p. MTX uygulandi. Takip eden giinlerde

hayvanlara bagka ila¢ uygulamasi yapilmadi.

Grup VI: ilk giin, uygulanan oral C vitamininden 1 saat sonra hayvanlara diger gruplarda
uygulandig1 sekilde, MTX verildi. Takip eden ikinci ve lgiincii giinlerde, 250 mg/ kg

dozunda C vitamini uygulamasi devam etti.




Ratlar, son enjeksiyondan 24 saat sonra, yani deneyin dordiincii giinii, gruplar halinde
1.m. olarak uygulanan %10’ luk ketamin HCI (Ketalar) ve %2’ lik ksilazin (Alfazin) anestezisi

altinda cerrahi ekzanguinasyon ile sakrifiye edildi.

3. 2. 2. Biyokimyasal Calismalar

Calisma bitiminde uygun anestezi (%10’ luk ketamin HCI1 ve %2’ lik ksilazin ) altinda
dekapite edilen sicanlarin bobrek ve karaciger dokulart ph 7. 4 olan fosfat tamponu ile dolu
cam tiiplere konuldu. Herbir sicanmn bobrek ve karaciger dokular: tartilarak 50 mM fosfat
tamponu (pH 7. 4) ile 10 kat dilue edildi. Janke & Kunkel Ultraturrax T-25 (Almanya) marka
doku parcalayici ile ve daha sonra UW-2070 Bandeun Electronic (Almanya) marka sonikator
ile sonike edilerek homojenizasyonu tamamlandi. Doku 6rnegi, Eppendorf 5415-R (Almanya)
sogutmal1 santrifiij ile 5000 devir/dk. da 15 dk. santrifiij edildi ve siipernatani aliarak
ependorf tiiplere aktarildi. Homojenize edilen Orneklerin siipernatantlarinda Lowry yontemi
kullanilarak protein tayini yapildi. Daha sonra doku homojenatlar1 yedeklenerek -80 °C’de
saklandi. Herbir parametre dncesi bir drnek c¢ikarilarak ¢ozdiiriildii.

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA kolorimetrik olarak Cayman marka ticari
kit ile olgiildii. Standartlar ve numune duplike calisildi. 530 nm de absorbanslar1 alarak
standart/absorbans grafigi ¢izildi ve numuneler bu grafif esas alinarak hesaplandi. Sonuclar
uM/gr. protein olarak verildi.

SOD aktivitesi Randox marka ticari kit ile spektrofotometrik yontem ile gore olgiildii.
Ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyonla ksantinden iirik asit ve siiperoksit radikali olusur.
Olusan siiperoksit radikali kirmizi renkli formazon bilesigi olusturmak itizere INT (2-(4-
iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5 phenil tetrazolium chloride ile reaksiyona girer. SOD
aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile ol¢iiliir. SOD aktivitesi U/gr. protein seklinde

verildi.



GSH-Px aktivitesi Randox marka ticari kit ile spektrofotometrik yontem ile gore
Olciilmiistiir. GSH-Px kiimen hidroperoksit varliginda glutatyonun oksidasyonunu katalizler.
Ortamda glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda ise okside glutatyon rediikte glutatyona
doniistiiriilirken NADPH’ da NADP" ya doniisir. NADPH’in 340 nm’ deki absorbans
diisiikliigii spektrofotometrik olarak o6lgiiliir. SOD ve GSH-Px aktiviteleri U/gr. protein
cinsinden ifade edildi.

CAT aktivitesi Aebi yontemine gore calisildi. CAT hidrojen peroksidin (H,O,) su ve
molekiiler oksijen vermek iizere bozunmasini katalizler. Calismada CAT aktivitesi, H,O»
konsantrasyonunda birim zamandaki azalmanin 240 nm’de spektrofotometrik olarak
izlenmesiyle tayin edilmistir. CAT tarafindan parcalanmasi temeline dayali UV
spektrofotometrik yontem ile katalaz aktiviteleri tayin edildi CAT aktivitesi kU/gr protein

olarak verildi. (100, 101)

3. 2. 3. Histopatolojik Doku Takip Calismalar:

Deney sonunda siganlarin KC dokular1 alinarak loblara boliindii. Loblar %10’luk
notral formaldehitte tespit edildi. Dokular rutin 151k mikroskobik takip asamalarindan
gecirildikten sonra parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan alinan 3-5 pum’lik kesitler
hematoksilen-eozin (H-E) boyas1 ile boyanarak 1sik mikroskobunda degerlendirildi. Biitiin
histopatolojik degerlendirmeler kor sartlar altinda iki kez yapildi.

A) Dehidratasyon

Alkol derecesi Siire

%70 1 gece
%80 1 saat
%90 1 saat
%100 1 saat

%100 1 saat



B) Seffaflandirma

Ksilol 15 saat
Ksilol 15 saat

C) Emdirme

Ksilol+parafin (60°C etiivde) 15 dakika
Yumusak parafin (60°C etiivde) 1 saat
Sert parafin (60°C etiivde) 4 saat

D) Gomme

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizakli mikrotom kullanilarak 4 mikron
kalinliginda kesitler alindi. Histolojik degerlendirme i¢in preparatlar Hematoksilen-Eozin ve
Verhoeff ile boyandi. Boyanan 6rnekler Olympus BXS50 tipi bin okiiler mikroskopta incelendi ve
fotograflar elde edilerek degerlendirildi

Degerlendirme:

Kontrol grubu ve deney grubuna ait Kc doku kesitlerinde incelenen yapisal
degisiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaslarinin (102) yapmis olduklar1 skorlamaya gore
degerlendirildi.

Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirmesi skorlandi.
(- ) skor (negatif skor): hicbir yapisal degisikligin olmamasi,
(+) skor (1 pozitif skor): hafif derecede,
( ++ ) skor (2 pozitif skor): orta derecede,

( +++ ) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir (102)



3. 2. 4. istatistiksel Degerlendirme

Istatistik incelemede, SPSS for Windows istatistik paket progrannin 15. 0 versiyonu
kullanildi. Degerler ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Veriler oncelikle
Kolmogorov-Smirnov testine tabii tutuldu ve verilerin normal dagilima sahip oldugu bulundu.
Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildikten sonra, gruplar arasi
karsilasgtirmalar Tukey HSD coklu testi ile yapildi. P degerinin 0, 05 den kii¢iik oldugu farklar
istatistiki olarak anlamli kabul edildi.



4. 1. Biyokimyasal Bulgular

4. BULGULAR

4. 1. 1. Biyokimyasal K¢ Bulgular

Deney ve kontrol gruplarma ait K¢ dokusunda MDA, CAT, SOD ve GPx

diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 +/ - standart sapma seklinde Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 5: Deney ve kontrol gruplarina ait Kc dokusunda MDA, CAT, SOD ve GPx degerlerinin

aritmetik ortalamalari

GRUPLAR(Kc) MDA CAT SOD GPx
I 26,8+6,23 20,345,60 670,2+52,85 137,343,86
1 63,6+£13,80" | 12,243,05° 502,3+55,89 94,3+13,14°
I 26,146,82 17,7+5,80 647,3+96,35 129,9+7,28
v 27,148,25 18,5+3,88 709,2+100,73 149,3+28,91
v 47,5+11,23 11,9+1,94 613,7485,25 142,7421,53
VI 32,7+8,24" 16,4+4,72 667,0£109,45° | 189,7424,24°

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda Kc’ de lipit peroksidasyonunun bir

gostergesi olan MDA degerlerinde, kontrol grubuna gére, MTX kullanilan ratlarda anlamli bir

artiy gozlenmis ve bu artis MTX’ le birlikte C vitamini kullanilan her iki deney grubunda da

azalmistir. Ancak bu azalma, sadece MTX yaninda 3 giin siireyle C vitamini kullanilan grupta
anlamlidir (Tablo 5, Grafik 1 ).
Antioksidan enzimler olan CAT, SOD ve GPx diizeyleri, MTX kullanimma bagh

olarak anlaml dl¢iide azalmistir. SOD ve GPx diizeylerindeki bu azalma, MTX yanmda 1

giinliik ve 3 giinliik C vitamini kullanimiyla artmis, ancak bu artiglardan 3 giinliik C vitamini

kullanilan gruptaki degerler istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir (Tablo 5, Grafik 3, 4 ).




MTX kullanimiyla azalan CAT degerleri, MTX yanmda 1 giin siireyle verilen C
vitamini ile yiikselmeyip, 3 giinliik C vitamini kullanimiyla artmistir. Ancak bu artis istatistiki

olarak anlaml degildir ( Tablo 5, Grafik 2 ).

Grafik 1: Deney ve kontrol gruplarina gore Kec dokusunda MDA degerlerinin aritmetik ortalamalar1

MDA

MDA

Kontrol FAT X 1LX vit C IH VIt C 1XWVitC+ IR Vit C+
FAT X MTX

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05

Grafik 2: Deney ve kontrol gruplarina gore Kc dokusunda CAT degerlerinin aritmetik ortalamalari

CAT

W CAT

Kantral MT X 1LX Vit C X WVIE C 1 XVt C+MTX  3SX Vit C+ MTX

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05



Grafik 3: Deney ve kontrol gruplarina gore Kc dokusunda SOD degerlerinin aritmetik ortalamalar1
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Kantral MTX 1X Vit € IAVItC 1XVitC+ IXVitC+
MTX MTX

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05

Grafik 4: Deney ve kontrol gruplarina gére Kc dokusunda GPx degerlerinin aritmetik ortalamalari
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Kontrol MTX 1LXVitC 3XVitC LXVitC+ 3XVitC+
MT X MTX

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05



4. 1. 2. Biyokimysal Bobrek Bulgular

Deney ve kontrol gruplarmma ait bobrek dokusunda MDA, CAT, SOD ve GPx

diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 +/ - standart sapma seklinde Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6: Deney ve kontrol gruplarina ait bobrek dokusunda MDA, CAT, SOD ve GPx diizeylerinin
aritmetik ortalamalari

GRUPLAR(Bibrek) MDA CAT SOD GPx
I 14,7+5,01 17,6+6,89 540,9+164,41 978,7+54,56
I 26,7+1,97° 7,742,92° 196,3+9,09° 682,7+62,63*
11 15,1+4,98 18,8+5,82 674,9+162,80 824,0495,83
v 21,0+4,14 22,3+5,81 529,3+147,60 895,0+78,38
\ 18,1+5,87 17,9+4,04° 372,74136,06 658,5+61,02
VI 17,4+3,42° 18,243,18"° 459,1+146,56" | 842,2497,41°

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda bobrekte lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olan MDA degerlerinde, kontrol grubuna gére, MTX kullanilan ratlarda anlamli bir
artiy gozlenmis ve bu artis MTX’ le birlikte C vitamini kullanilan her iki deney grubunda da
azalmistir. Ancak bu azalma, sadece MTX yaninda 3 giin siireyle C vitamini kullanilan grupta
anlamlidir (Tablo 6, Grafik 5).

Antioksidan enzimler olan CAT, SOD ve GPx diizeyleri, MTX kullanimma bagh
olarak anlamli Olciide azalmustir. MTX yaninda kullanilan C vitamini, karacigerden farkl
olarak bobrek dokusunda, her iki kullanim seklinde de, (1 giin ve 3 giin) CAT diizeylerini
anlamh olarak artirmistir (Tablo 6, Grafik 6). MTX yaninda kullanilan C vitamini, her iki
tedavi grubunda da SOD degerlerinde (1 giinliik ve 3 giinliik) artis meydana getirmis, ancak
bunlardan 3 giinliik tedavi grubundaki artig anlamli bulunmustur (Tablo 6, Grafik 7). MTX
yanina eklenen 1 giinliikk C vitamini, GPx degerini artiramamis, ancak C vitaminin 3 giinliik

kullanimiyla bu deger, anlamli olarak yiikselmistir (Tablo 6, Grafik 8).




Grafik 5: Deney ve kontrol gruplarina gére bobrek dokusunda MDA degerlerinin aritmetik
ortalamalar1

VIDA

| MDA

Kontrol BATX 11X Vit C IHWIE C 1 X Vit C+ IXVItC+
PATX RAT X

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05

Grafik 6: Deney ve kontrol gruplarina gore bobrek dokusunda CAT degerlerinin aritmetik
ortalamalar1

CAT

WCAT

Kontrol MTX LXVvit € 3IXVitC L1XVit C+MTX 3X Vit C+ MTX

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05



Grafik 7: Deney ve kontrol gruplarina gore bobrek dokusunda SOD degerlerinin aritmetik
ortalamalar1
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a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05

Grafik 8: Deney ve kontrol gruplarina gore bobrek dokusunda GPx degerlerinin aritmetik ortalamalari
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Kontrol MTX 1LXvitc 3XvVitc LXVitC+ 3XVItC+ MTX
MTX

a: Kontrole gore anlamli, p<0,05
b: MTX e gore anlamli, p<0,05



4. 2. Histolojik Bulgular

4. 2. 1. Histopatolojik Karaciger Bulgular:

Resim 1. Kontrol grubuna ait sican Kc dokusu (H-E; x120)
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Resim 3. Tek doz C vitamini ugulanan sicanlara ait Kc dokusu ( H—E;X240).

Resim 4. Ug giin C vitamini uygulanan siganlara ait Kc dokusu(H-E; x480).
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Resim 5. MTX ve tek doz C vitamini uygulana sicanlara ait Kc dokusu (H-E; x240).




=
=}
=
N
<
<
o
an
N
=
g
o
<]
Q
M
=
<
g
p—
=
<
On
—
w
=
<
IS
<
=
en
>
=
.-
.m
<
=
>
@)
[}
p—
>
0]
=
3
w
=
B
(ep)
0]
>
e
m
<
<
=
£
175
%)
&~

~
o
[e%e]
®
<




Kontrol grubuna ait siganlarin Kc dokular1 normal histolojik goriiniimde izlendi
(Resim 1, Tablo 7). MTX grubuna ait sicanlarin Kc dokularinda 6nemli histopatolojik
degisiklikler gozlendi. Hepatositlerde graniiler dejenerasyon ve portal alanda inflamatuar
hiicre infiltrasyonlar1 belirgin bir sekilde izlendi. Portal alanda bag dokusu artis1 ve safra
kanali proliferasyonu mevcuttu. Ayrica, hepatositlerde piknotik cekirdekler, siniizoidal
dilatasyon ve vaskiiler konjesyon diisiik diizeylerde izlendi (Resim 2a, b, Tablo 7). 1 giin
siireyle C vitamini uygulanan grupta sicanlarin Kc dokular1 normal histolojik goriiniimde
gozlendi (Resim 3, Tablo 7). 3 giin siireyle sadece C vitamini verilen gruptaki si¢anlarin Kc
dokularinda, hepatositlerde belirgin graniiler dejenerasyon mevcuttu, ayrica diisiik diizeylerde
portal alanda inflamatuar hiicre infiltrasyonlari, siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon
izlendi (Resim 4, Tablo 7). MTX’ le birlikte tek doz C vitamini uygulanan grupta
histopatolojik degisikliklerde onemli Olciide diizelme gozlendi. Bu grupta sadece diisiik
diizeylerde hepatositlerde graniiler dejenerasyon ve piknotik c¢ekirdekler ve vaskiiler
konjesyon gozlendi (Resim 5, Tablo 7). MTX ve 3 giin siireyle C vitamini kullanilan grupta
ise MTX grubuna gore histopatolojik degisikliklerde diisiik oranda bir diizelme goézlendi.
Bununla beraber, bu grupta, MTX-tek doz C vitamini grubuna gore 6nemli histopatolojik
degisiklikler izlendi. Bu degisiklikler, hepatositlerde orta derecede graniiler dejenerasyon ve
portal alanda inflamatuar hiicre infiltrasyonlari, ayrica diisiikk diizeylerde hepatositlerde
piknotik ¢ekirdekler, safra kanali proliferasyonu, siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon

seklinde izlendi (Resim 6 a, b, Tablo 7).

Tablo 7: Kc dokusunda deney gruplarinda gozlenen yapisal degisikliklerin skorlanmasi

Hepatositlerde | Hepatositlerde | Portal alanda Safra kanah Siniizoidal | Vaskiiler
graniiler piknotik inflamatuar hiicre | proliferasyonu | dilatasyon | konjesyon
dejenerasyon | cekirdekler infiltrasyonlari

L - - - - - -

I +3 +1 +3 +2 +1 +1

I - - - - - -

v +2 - +1 - +1 +1

A\ +1 +1 - - - +1

VI +2 +1 +2 +1 +1 +1

(-) skor ( negatif skor): hicbir yapisal degisikligin olmamasi, +1 skor ( 1 pozitif skor) : hafif derecede,
+2 skor ( 2 pozitif skor) : orta derecede, +3 skor ( 3 pozitif skor) : ciddi deredece yapisal degisikligi
ifade etmektedir (102).



4. 2. 2. Histopatolojik Bobrek Bulgular
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Resim 7. Kontrol grubuna ait sican bobrek d



Resim 8 a,b. MTX grubuna ait sigan bobrek dokusu (H-E; a.x240, b. x48
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Resim 9. Tek doz C vitamini uygulanan sicanlara ait bﬁrek dokusu (H-E; x240).




Resim11. MTX ve tek doz C vitamini uygulnan gruBa ait sican bobrek dokusu (H-E; x120)



Resim 12 a,b. MTX ve 3 giin siireyle C vitamini uyulanan sicanlara ait bobrek dokusu (H-E; x480).




Kontrol grubuna ait sicanlarin bobrek dokusu normal histolojik goriiniimde izlendi
(Resim 7, Tablo 8). MTX grubuna ait sicanlarin bobrek dokularinda 6nemli histopatolojik
degisiklikler gozlendi. Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde belirgin hidropik
dejenerasyon ve perivaskiiler ve intertiibiiler alanlarda ©nemli inflamatuar hiicre
infiltrasyonlar: izlendi. Ayrica vaskiiler ve glomerular konjesyon, tiibiiler dilatasyon, bazi
atrofik tiibiiller ve bazit Bowman kapsiillerinde daralma gozlendi (Resim 8 a, b, Tablo 8). Tek
doz C vitamini uygulanan grupta bobrek dokusu normal histolojik goriiniimde izlendi (Resim
9, Tablo 8). 3 giin siireyle C vitamini uygulanan gruba ait bobrek dokularinda orta diizeylerde
proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon ve vaskiiler konjesyon
izlendi. Ayrica diisiik diizeylerde inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 ve tiibiiler dilatasyon
gozlendi (Resim 10, Tablo 8). MTX- tek doz C vitamini verilen grupta, bobrek dokularinda
diisiik diizeylerde proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, tiibiiler
dilatasyon ve vaskiiler konjesyon gozlendi (Resim 11, Tablo 8). MTX ve 3 giin siireyle C
vitamini uygulanan gruba ait sicanlarin bobrek dokularinda ise ©onemli histopatolojik
degisiklikler gozlendi. Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon ve
vaskiiler konjesyon belirgindi. Ayrica, intertiibiiler ve perivaskiiler alanlarda orta derecede

inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 ve tiibiiler dilatasyon gozlendi (Resim 12 a,b, Tablo 8).

Tablo 8: Bobrek dokusunda deney gruplarinda gozlenen yapisal degisikliklerin skorlanmasi

Hidropik Inflamatuar Atrofik Vaskiiler Tubuler Bowman
dejenerasyon hiicre tubiiller | konjesyon | diiatasyon | kapsiiliinde
infiltrasyonlari daralma
1 - - - - - -
I +3 +3 +1 +1 +1 +1
I - - - - - -
v +2 +1 - +2 +1 -
A\ +1 - - +1 +1 -
VI +3 +2 - +2 +2 -

(-) skor ( negatif skor): hicbir yapisal degisikligin olmamasi, +1 skor ( 1 pozitif skor) : hafif derecede,
+2 skor ( 2 pozitif skor) : orta derecede, +3 skor ( 3 pozitif skor) : ciddi deredece yapisal degisikligi
ifade etmektedir (102).



S. TARTISMA VE SONUC

Bir folik asit antimetaboliti olan MTX, kanserden inflamatuar hastaliklara kadar genis
bir alanda kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimina kargin, MTX kullanimiyla gelisen basta
hepatotoksisite ve nefrotoksisite olmak tizere mukozit, myelosupresyon, pulmoner toksisite
gibi pek cok ciddi yan etki bildirilmigtir (103).

Calismamizda kullandigimiz MTX, mevcut literatiirlerde gosterildigi gibi, Kc ve
bobrek dokularinda belirgin histolojik degisiklikler meydana getirdi. Yapilan biyokimyasal
analizler de, histolojik bulgular1 destekledi. Biyokimyasal degerlendirmede, Kc ve bobrek
dokularinda lipit peroksidasyon gostergesi olan MDA degerlerinin kontrol grubuna gore
anlaml olarak arttig1, buna karsilik SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzim diizeylerinin
ise azaldig1 gozlendi.

MTX kullanimina bagl gelisen nefrotoksisite ve hepatoksisitenin mekanizmasi heniiz
net olarak ortaya konmasa da, son donemde yapilan ¢alismalar bu hasarlarin oksidatif stres
kaynakli oldugunu gostermektedir (104, 10). MTX, DHFR enzimine ek olarak sitozolik
nikotinamid adenozin difosfat ( NADP) bagimli dehidrogenazlar1 ve NADP malik enzimini de
inhibe eder. Boylece hiicrelerin NADPH’ 1 kullanilabilirligi azalir. Normal sartlarda NADPH,
onemli bir sitozolik antioksidan enzim olan ve dokular1 ROS’ a kars1 koruyan glutatyon
rediiktaz tarafindan, azalmis hiicresel glutatyon diizeyini artirmak icin kullanilir. MTX
tarafindan meydana getirilen glutatyon diizeyindeki bu belirgin azalmanin iki olumsuz sonucu
olabilecegi gosterilmistir. Ik olarak, azalan glutatyonla birlikte, reaktif molekiillerin
inaktivasyonu da azalir ve bu molekiillerin diger makromolekiillere kovalent bagla baglanma
egilimleri artar. Ikinci olarak, azalmis glutatyonun hiicre homeostazisi iizerine olan pek ¢ok
olumsuz etkileri nedeniyle reaktif metabolitlerin toksik etkileri siddetlenir (102). Sonug
olarak, antioksidan enzim sisteminde bir zayiflamaya ve hiicrelerde ROS’ a kars1 duyarhilikta

artisa neden olur (103).

GSH ve MTX’ in toksik etkileri arasindaki bu iligki gbz Oniine alindiginda, ilaca baglh
Kc ve bobrek hasarmin 6nlenmesi konusunda, dikkatler GSH sentezini artiran ve antioksidan
ozellik gosteren maddelere yogunlagmistir (13). Ornegin, ratlarda MTX kullanimiyla kan, Kc
ve bobrek dokularinda artan MDA diizeyleri, MTX yaninda melatonin kullanilan ratlarda

anlamh olarak diizelmis, MTX ile kan ve dokularda miktar1 azalan GSH diizeyleri, tedaviye



melatonin eklenmesiyle yiikselmistir (13). Benzer sekilde yapilan bir calismada, ratlarda
MTX kullanimi ile Kc dokusunda diizeyi artan MDA ve aktiviteleri azalan GHS, SOD ve
CAT, tedaviye N- asetil sistein eklenmesi ile normal diizeylere cekilmistir (106). MTX
kullanimiyla gelisen Kc hasarinda, tedaviye eklenen ursodeoksikolik asit, rat K¢ dokusunda
biyokimyasal ve histopatolojik diizelme saglamig (107), kurkimin ve iiziim cekirdegi ekstresi
gibi ajanlarla da, Kc dokusunda MTX’ e bagh gelisen oksidatif hasarin biyokimyasal olarak
diizeltilebildigi gosterilmistir (108, 109). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, MTX ile
olugturulan Kc hasarinda kullanilan [-karoten, radikal siipiiriicii etkisiyle histolojik ve
biyokimyasal iyilesme saglamaistir (110).

Kc hasarinda oldugu gibi, renal hasarda da oksidatif stres ve nétrofil infiltrasyonunun
sorumlu oldugunu gosteren ¢caligmalar1 dogrular sekilde (14, 111), MTX’ e bagh gelisen renal
hasarda, potansiyel bir serbest radikal siipiiriicii olan kafeik asit fenetil ester (CAPE)
kullanimi, oksidan/ antioksidan dengelerini diizenleyerek koruyucu 6zellik gostermistir (112).
MTX verilen ratlarda artan MDA, MPO diizeyleri ve kollajen igerigi, L- carnitin uygulanan
grupta anlamli olarak azalmig, MTX’ e bagli gelisen GSH azalmasi diizelmistir (113). Benzer
bulgular, taurin kullanimi ile de elde edilmis, serbest radikal siipiiriicii taurin kullanimu,
bobrek ve K¢’ de MTX ile gelisen oksidatif doku hasarmi biyokimyasal ve histopatolojik
olarak diizeltmistir (114)

Bu calismalarm 151g8inda, biz de MTX kullanimma bagh gelisen Kc ve bobrek
toksisitesini engellemek icin, ekstraselliiler sivilarda, bilinen en potent antioksidan olan C
vitaminini kullandik. Calisma sonunda kullandigimiz C vitaminiyle, MTX kullanim1 sonucu
olusan Kc ve bobrek dokularindaki hasarin histopatolojik olarak azaldigmi tesbit ettik.
Biyokimyasal degerlendirmelerde, MTX ile birlikte C vitamini uygulanan her iki grupta da,
MDA seviyelerinde azalma izlenmekteyken, bu degerlerden, 3 giin siireyle C vitamini eklenen
gruptaki azalma istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmistir. Kc ve bdbrek
dokularinda, antioksidan enzimler olan GPx ve SOD diizeylerinde MTX ile meydana gelen
azalma, MDA degerlerine benzer sekilde yalnizca 3 giin C vitamini verilen grupta anlaml
olarak diizelmistir. MTX ile azalan CAT diizeyleri, K¢ dokusunda iki vitamin grubuyla da
diizelmezken, bobrekte MTX ile bereber verilen her iki vitamin uygulamasi da anlamli olarak
tyilestirici 6zellik saglamistir.

Zincir kiricr ve radikal siipiiriicii bir antioksidan olan C vitamini, E vitamini ve ROS’ u

direk olarak baskilayan glutatyon dongiisii i¢in de gereklidir (14). Arastirmalar, glutatyon ve



C vitamininin serbest radikalleri temizlemede birlikte calistiklarmi ve birbirlerine bagli bir
koruyucu etkiye sahip olduklarini gostermektedir (115). Bu 6zellikler araciligiyla, oksidatif
mekanizmalarla olusturulmus pek cok deneysel organ hasar1 modelinde, doku harabiyetine
kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir.

Farelerde yapilan bir ¢caligma, tarimda siklikla kullanilan organofosfatlardan birisi olan
klorprifosun, lipit peroksidasyonunda artisa ve GSH, SOD ve CAT aktivitesinde ise azalmaya
yol actigmi ortaya koymustur (116). Calismaya eklenen C vitamini, klinik, hematolojik ve
biyokimyasal parametrelerde diizelme saglamustir. Ek olarak bu ve buna benzer onceki
caligmalarda, C vitaminin, organofosfat kaynakli toksisiteye karsi iyilestirici olmasinda
antioksidan aktivite yaninda baska ozelliklerden de soz edilmektedir. Ornegin C vitamininin
organofosfatlar1 detoksifiye etmeye yardimci bir enzim olan paraoksonaz aktivitesini artirdigi
gosterilmistir (117). C vitamini, ayrica o- tokoferol, glutatyon, iirat ve B- karoten gibi diger
kiiciik molekiiler antioksidanlarin rejenerayonunda da yer alir. Bu, antioksidan 6zelliginin
artmasina yardimci olur (116).

Yakin zamanda herbisd bir ajan olan paraquat ile yapilan ¢alismada, bu ajanin
oksidatif hasarla meydana getirdigi membran harabiyeti ve multi-sistem toksisitesine kars1 C
vitamini kullanilmustir. Insanda paraquat toksistesinin tam mekanizmasi net olarak bilinmese
de, hayvan modellerinde oldugu gibi, NADPH miktarindaki azalmanm hiicreleri lipit
peroksidasyona kars1 daha duyarh kildig: diistiniilmektedir. Hidroksil radikali, aquoz peroksil
radikali ve siiperoksit anyonlar1 i¢in etkili bir radikal siipiiriicii olan C vitamini, paraquat ile
meydana gelen histolojik ve histopatolojik degisiklikleri diizeltmistir. Bu diizeltici etki
aciklanirken, antioksidan etkisinin yanmnda diger antioksidanlarin rejenerayonunu artirici
0zelliginin de alt1 ¢izilmistir (118).

Ratlarda, CCly kullanimi ile olusturulan Kc hasarinda, serbest radikal ve lipit
peroksidasyonunda artis1 dogrular sekilde MDA diizeylerinde artis, SOD, CAT ve GSH
diizeylerinde ise azalma meydana gelmis, tedaviye eklenen C vitaminiyle, histopatolojik ve
biyokimyasal diizelme saglanmistir (26).

C vitamininin koruyucu etkisi, koroner arterlerde de calisilmistir. Mikrovaskiiler
endotelyal hiicrelerin kullanildig1 bir hiicre Kkiiltiirii ¢aligmasinda, hiperglisemik ortam
saglanarak oksidatif stres meydana getirilmis, kullanilan C ve E vitaminleri, prooksidan/
antioksidan enzim sistemlerindeki degisikliklerle koroner endotelyal hiicreleri koruyu 6zellik

gostermistir (119). Sigara icen ve icmeyenlerden olusan kiigiik bir hasta grubuyla yapilan



baska bir caligmada, sigaranin prooksidan Ozelligi calisilmis ve C vitamininin sigara
icenlerde bozulmus koroner mikrosirkiilasyonu ve koroner akim reservini diizelttigi
belirtilmistir (120). Ratlarda periodontitis kullanilarak olusturulan deneysel aterosklerozun da,
oksidatif stresi azaltan C vitamini ile geriledigi belirtilmistir (121).

C vitamini ile ilgili yapilan caligmalarm bir kisminda, ajan farkli miktarlarda
kullanilarak doz- sonug karsilastirmalari yapilmugstir. Ornegin, farelerde sisplatin kullanimi
sonucu meydana gelen nefrotoksisitede, 250 mg/ kg ve 500 mg/ kg dozlarinda C ve E
vitamini denenmis, sisplatinle yiikselen BUN ve Scr degerleri her iki vitaminin her iki
dozunda da gerilemistir. Antioksidan enzimler olan ve sisplatin kullanimiyla miktarlar1 azalan
SOD, CAT ve GPx, C ve E vitamininin sadece 500 mg/ kg dozunda kullamildig1 grupta
diizelmis, diisiik doz grubunda anlamli bir degisiklik olmamistir. GSH degerleri ise, hem
diisik hem de yiiksek doz vitamin uygulamasiyla yiikselmistir. Bu ¢alismanin sonucunda,
yiiksek doz vitamin uygulamasinin oksidatif hasara karsi renal korumada daha etkin oldugu,
ayrica C vitamininin E vitamininden daha renoprotektif bir ajan oldugu ortaya konmustur
(122).

Yine sisplatin ve C vitamini kullanilarak yapilan bir ¢calismada, ratlara 50 mg/ kg, 100
mg/ kg ve 200 mg/ kg dozlarinda C vitamini verilmistir. Sisplatin aracili glutatyon
azalmasinin oksidatif hasarda ve sonrasinda gelisen bobrek toksisitesinde belirleyici basamak
olarak diisiiniildiigii bu caligmada bobrek dokusunda bakilan glutatyon diizeylerinin, 100 mg/
kg (orta doz) ve 200 mg/ kg (yiiksek doz ) dozunda C vitamini uygulanan gruplarda anlamli
olarak diizeldigi gosterilmistir. Lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak degerlendirilen
TBARS sonuclart da, GSH sonuglarina benzer sekilde, orta ve yiiksek doz C vitamini
gruplarinda anlamli olarak artmistir. Calisma sonunda, C vitamininin oksidatif hasara karsi
koruyucu etkisinin doz bagiml oldugu sdylenmistir (123).

Bir glutatyon presiirsorii olan N- asetil sistein, parasetamol kullanimiyla gelisen
hepatotoksisteyi diizeltirken, bdbrek hasarini engelleyememesi noktasindan hareketle,
parasetamol aracili bobrek hasarinda C vitamini ¢alisilmig. Farkli dozlarda (250, 500, 1000
mg/ kg) ve farkli zamanlarda (parasetamol uygulamasinin ardindan 1.5, 6, 9, 16 saat sonra)
uygulanan C vitamini, diisiilk dozlarda erken uygulama saatlerinde renal hasar1 onlerken, daha

gec zamanlarda uygulanan gruplarda ancak yiiksek dozlarda koruyucu etki gostermistir (18)



Meme kanseri 60 post-menapozal kadila yapilan bir ¢alismada, tamoksifen kullanan
kadinlarda tedaviye eklenen C vitamini, antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GPX
degerlerinin normale donmesini saglamustir (124).

Sonug olarak, MTX ile meydana gelen oksidatif Kc ve bobrek hasari, C vitamini ile
azaltilabilir. Onceki mevcut literatiir bilgileri ve bizim ¢aliymamzin sonuglarma gore, C
vitamininin koruyucu etkisi, glutatyon diizeylerindeki artisa bagl gibi goziikkmektedir. Daha
once de bahsedildigi gibi, C vitamini glutatyon dongiisiinde yer alan bir vitamindir. Biz,
caligmamizda olanaklar dahilinde sadece GPx degerlendirmesi yapabildik. Ileriki
caligmalarda, GPx yaninda glutatyon diizeyine ve glutatyon diizeyiyle Kc- bobrek fonksiyon
testleri arasindaki olas iligkiye bakilarak degerlendirmeler yapilabilir

Histolojik degerlendirmelerde, her iki vitamin grubunda gordiigiimiiz iyilesme,
biyokimyasal degerlere sadece 3 giinliik vitamin grubunun korucu etkisi seklinde yansimaistir.
Bir giinlilk vitamin uygulamasmmda, MDA ve antioksidan degerleri diizelmis ancak bu
diizelme istatistiki olarak anlamli kabul edilmemistir. Bu noktada, MTX aracil1 Kc- bobrek
hasarinda, lipit peroksidasyonun olas: tek mekanizma olmayabilecegi ya da, diisiik doz C
vitamini kullaniminin 1iyilestirici etkisinin antioksidan Ozellikten baska mekanizmalarla
aciklanabilecegi sonuclarma varilabilir. Bu detaylar, ileri deneysel caligmalar icin hareket

noktasi olusturacaktir.



OZET

Ratlarda Metotreksat Kaynakh Karaciger ve Bobrek Hasarinda C vitamininin

Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Bir folat antagonisti olan ve kanser tedavisi yaninda pek cok sistemik inflamasyonun
tedavisinde kullanilan MTX, hepatoksiste ve nefrotoksiste gibi onemli yan etkilere neden
olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda oksidatif hasarin sorumlu oldugu gosterilen bu yan etkileri
onleme konusunda, potent bir antioksidan olan C vitaminin alternatif bir profilaktik secenek
olabilegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda kullanilan 36 adet Wistar albino erkek rat, her birinde 6 hayvan bulunan
6 gruba ayrildi. Gruplar; Kontrol, MTX ( 20 mg/ kg, i.p, tek doz ), C vitamini ( 250 mg/ kg,
oral, 1 giin ), C vitamini ( 250 mg/ kg, oral, 3 giin ), MTX ( 20 mg/ kg, i.p, tek doz ) + C
vitamini ( 250 mg/ kg, oral, 1 giin ) ve MTX ( 20 mg/ kg, i.p, tek doz ) + C vitamini ( 250 mg/
kg, oral, 3 giin ) seklinde olusturuldu. Deney sonunda karaciger ve bobrek dokularinin
histopatolojik degerlendirilmesi yapildi. Yine bu dokularda MDA, SOD, CAT ve GPx gibi
biyokimyasal parametrelere bakildu.

Yapilan biyokimyasal degerlendirmeler sonunda, karaciger dokusunda MTX kullanim1
ile artan MDA degerleriyle, azalan SOD ve GPx diizeyleri, MTX tedavisine eklenen 3 giinliik
C vitamini ile kontrol grubuna gore anlamli olarak diizeldi. MTX kullanimu ile azalan CAT
degerini, her iki vitamin uygulamasi da diizeltemedi. Bobrek dokusunda da MTX kulanimu ile
artan MDA degerleriyle, azalan SOD ve GPx degerleri, 3 giinlilk C vitamini kullanimu ile
diizelirken, MTX ile azalan CAT degerlerini her iki vitamin uygulamasi da anlaml olarak
artirdi. Bu biyokimyasal bulgulara paralel olarak, MTX rubuna ait karaciger ve bobrek
dokularinin histolojik incelemelerinde oksidatif hasar bulgular1 izlendi. MTX grubuyla
karsilastirildiginda, MTX ile beraber uygulanan her iki vitamin grubunda bu histolojik
bulgularda anlamli 6l¢iide diizelme izendi.

Sonug olarak, MTX’ in rat karaciger ve bobrek dokusu iizerine olan toksik etkilerinin C
vitamini ile diizelebilegi ve bu sonuclarin doz bagimli olabilecegi sonucuna ulastik.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, C vitamini, Metotreksat, Oksidatif doku hasari,



SUMMARY

Invastigation of The Protectif Effect of Vitamin C On Methotrexate Induced Liver and
Kidney Injury in Rats

Methotrexate, a folat antagonist used for the treatment of cancer and inflamation,
causes potential side effects, like hepatotoxity and nephrotoxicity. Scientific evidences have
shown that oxidative damage is the causetive reason for the MTX toxicity; thereby vitamin C
could be an alternative prophylactic agent aganist MTX-induced hepatotoxcity and
nephrotoxicity.

A total of thirty- six male Wistar albino rats were included in this study. Animals were
equally divided into six groups as follows: Controls, only MTX ( 20 mg/ kg, i.p, single dose )
given group, vitamin C ( 250 mg/ kg, orally, for 1 day) group, vitamin C ( 250 mg/ kg, orally,
for 3 days ) group, MTX ( 20 mg/ kg, i.p, single dose ) + vitamin C ( 250 mg/ kg, orally, for
1 day) and MTX ( 20 mg/ kg, 1.p, single dose ) + vitamin C ( 250 mg/ kg, orally, for 3 days ).
At the end of the study, liver and kidney tissues were evaluated histopathologically and the
biochemical analysis for MDA, SOD, CAT and GPx were performed.

According to the biochemical findings, MDA levels were increased and SOD and GPx
were decreased by the use of MTX in the liver tissues and these levels were improved in the
group that vitamin C was administered for three days. CAT levels which decreased by MTX
could not be increased by none of vitamin C treatment group.

In renal tissues, increased MDA levels and decreased SOD and GPx levels by MTX
were significantly restored after the administration of vitamin C for three days. CAT levels
were decreased after MTX, and increased significally in both vitamin C treatment groups.

Similar to the biochemical findings, the evidences of oxidative damage were seen in both
liver and kidney tissues by histopathologic examination. Compare to the control group,
findings of both vitamin C treatment groups were significantly improved.

As a result, vitamin C can ameliorate the toxic effect of MTX on the rat liver and
kidney tissues and this effect could be dose-dependent. .

Key Words: Antioxidant, Methotrexate, Oxidative tissue damage, Vitamin C
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