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1. GIRIS VE AMAC

Metotreksat (MTX) kan ve solid organ malignensilerinde, dermatolojik ve
romatolojik hastaliklarda, ektopik gebelik sonlandirilmasinda yaygin bir sekilde
kullanilan folat analogu olan bir antimetabolit ajandir (1). Dermatolojide ise sistemik
kortikosteroidlerden sonra en yaygin olarak kullanilan oral immiinosiipresif ilactir.
Dermatolojik kullanim endikasyonlar1 icerisinde psoriazis, kutandz T hiicreli
lenfomalar, kollajen vaskiiler hastaliklar, biillii hastaliklar, vaskiilitler, atopik

dermatit bulunmaktadir (2).

MTX folat1 ¢coklu intraseliiler mekanizmalarla antagonize eder (1). Dihidrofolat
rediiktaz enziminin potent bir inhibitoriidiir, ayrica timidilat sentaz enzimini de
inhibe ettigi bilinmektedir (3). Bu multip]l mekanizmalar araciligiyla, DNA
replikasyonu ve RNA sentezi i¢cin gerekli de novo niikleotid olusturulmasmin ¢ok
biiylik oneme sahip oldugu hizli ¢ogalan hiicreler (malignensiler, gastrointestinal
mukoza, kemik iligi, deri) etkilenmis olur (1). MTX’in yan etkileri arasinda
hepatotoksisite, 1okopeni, trombositopeni, megaloblastik anemi, pansitopeni, akut
pnomoni, yavas ilerleyen pulmoner fibrozis, malignensi gelisimi (6zellikle lenfoma),
immiinosiipresyona bagli infeksiyonlar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve teratojenite
bulunmaktadir (2). Bunun yani sira hastalarin 6nemli bir kisminda bulanti, kusma,
abdominal rahatsizlik-agr1, dispepsi, diyare gibi gastrointestinal toksisite ile ilgili yan
etkiler de goriilir (4). MTX ayrica mukokutandz toksisite de olusturabilen bir
ajandir. Mukokutandz yan etkileri arasinda en 1iyi bilinen ve ciddi olan1 mukozit olup
tedavide doz azaltilmas1 veya tedavinin kesilmesini gerektirebilir. Diger yan etkileri
arasinda kutanoz iilserasyonlar, fotosensitivite, diffiiz noninflamatuar alopesi, ilag
hipersensitivite reaksiyonlar1 (toksik epidermal nekroliz gibi) ve radyasyon geri

cagirma reaksiyonlar1 goriilebilir (2).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), oksidatif stres ile iligkili arastirmalarda son
zamanlarda cok yaygin olarak kullanilan bir maddedir. CAPE, bal aris1 propolisinin
major bir komponenti olup antioksidan etkisinin yami sira antiinflamatuar,
antikarsinojenik ve noroprotektif etkileri de bulunmaktadir (5). Daha once ¢esitli

deneysel hayvan modellerinde degisik organlarda MTX’in oksidatif stres markirlari



ile iligkisi gosterilmistir (5-9). MTX’in deride serbest oksijen radikalleri (SOR) ile
iligkisi ise in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda yapilan bir ¢alismada bildirilmistir (10).
MTX verilmesi sonucunda deride olusabilecek bir oksidatif hasarlanmanin in vivo
olarak gosterilmesi ilerisi agisindan SOR’larmm, MTX’in deride olusturdugu doz
kisitlayici lezyonlarla iligkisinin ortaya konmasina ve antioksidanlarin klinikte
kullanimina fayda saglayabilecektir. Bu ¢alismada; ratlarda deneysel olarak MTX’in
verilmesi sonucunda deride oksidatif hasara neden olup olmadig1 ve boyle bir iliski
varsa bunun Onlenmesinde antioksidan etkinligi bilinen CAPE’nin etkisinin

incelenmesi amaglanmigtir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. Metotreksat

MTX, kan ve solid organ malignensilerinde, dermatolojik ve romatolojik
hastaliklarda, ektopik gebelik sonlandirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilan folat

analogu olan bir antimetabolit ajandir (1).
2.1.1 Metotreksat’in Yapisi ve Farmakokinetigi
MTX (4-amino-N' metil pterogliglutamik asit) bir folik asit analogu olup,

yapis1 folik asite benzer. MTX geri doniisiimsiiz ve yarismact olarak dihidrofolat

rediiktazi inhibe eder (2).
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Sekil 1: Metotreksat’in molekiiler yapisi (11).
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Sekil 2: Dihidrofolatin molekiiler yapisi (12).
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Sekil 3: Folik asitin molekiiler yapisi (12).

MTX oral, intravendz, intramiiskiiler, subkutandz ve intratekal yolla verilebilir.
Kotii perkutandz emilim nedeni ile topikal kullanimi &nerilmez. Intramiiskiiler ve
subkutan biyoyararlanimi1 ¢ok yiiksektir. Biyoyararlanimi oral yolla %35,
intramiiskiiler olarak %93 olarak bildirilmektedir (13). Diisiik dozlarda (7.5
mg/hafta) oral biyoyararlanimi parenteral yola yakindir; ancak artan dozlarda (15mg
veya iistii) absorbsiyon %30’a varan oranlarda azalmaktadir. Cogu arastirmada
eriskinlerde MTX absorbsiyonunun yiyeceklerden etkilenmedigi gosterilmistir,
ancak bir raporda yiyeceklerle birlikte alindiginda serum MTX konsantrasyonlarinda
anlaml bir azalma bildirilmistir (2). Kalsiyum iceren siit ve siit iiriinleri ile beraber

alindiginda biyoyararlanimi azalir (13).

Absorbsiyondan sonra MTX’in %10’u karacigerde 7-hidroksimetotreksata
metabolize edilir (14). Dolasimda MTX ve onun aktif metaboliti olan 7-
hidroksimetotreksat sirasiyla %35-50 ve %90-95 oranlarinda proteine baglanir. Bu
nedenle MTX’i albiiminden aywrabilecek bazi ilaglar (salisilatlar, probenesid,
barbitiiratlar, siilfonamidler, tetrasiklin, kloramfenikol ve siilfoniliireler) MTX’in

etkinligi ve toksisitesini arttirabilir (2).

MTX’in alimindan sonraki ilk 12-24 saatte MTX ve 7-hidroksimetotreksat
hiicreler tarafindan hizli bir sekilde aktif transportla alinir. Hepatik hiicreler, myeloid
prekiirsor hiicreler, eritrositler ve fibroblastlarin bu ilaca karsi 6zellikle afinitesi
mevcuttur. Hiicrede MTX poliglutamine formuna doniistiiriiliir ki bu predominant
aktif form, ilacin etkisinin uzun siireli olmasin1 ve haftalik olarak uygulanabilirligini

saglar (2).



MTX’in temel atilimi biiylik oranda degismeksizin idrar yoluyla (% 80) olur
(13). MTX’in serum yar1 omrii 6-8 saattir (2). Glomeriiler filtrasyon veya tiibiiler
sekresyondaki azalmalar MTX toksisitesine yol acabilir (15). Dolayisiyla bobrek
yetmezligi olanlarda ve yashlarda glomeriiler filtrasyon oranina (GFR) gore doz
ayarlamas1 yapilmalidir. GFR’yi azaltan salisilatlar ve nonsteroidal antiinflamatuvar
ilaclar potansiyel olarak MTX toksisitesini arttirabilirler. Yine tiibiiler sekresyona
zarar veren salisilatlar, siilfonamidler, probenesid, ve kolsisin de aym etkiyi

olusturabilir (2).

2.1.2. Metotreksat’in Etki Mekanizmasi

Giiniimiizde MTX aktivitesi ile ilgili degisik farmakolojik mekanizmalar one
stirilmektedir. Bunlar; piirin ve pirimidin sentezi inhibisyonu, poliamin birikimi ile
birlikte transmetilasyon reaksiyonlarimin baskilanmasi, antijen bagimli T-hiicre
proliferasyonunun azaltilmas: ve inflamasyonun adenozin aracili siipresyonu ile
birlikte adenozin salinmminin arttirilmast mekanizmalaridir. Muhtemelen tiim bu

mekanizmalarin kombinasyonlart MTX in etkilerinden sorumludur (14).

MTX, DNA ve RNA sentezi i¢in gerekli olan folat bagimli ¢esitli enzimleri
potent olarak bloke edebilen bir folik asit analogudur. Bu enzimlerden dihidrofolat
rediiktaz1 geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder. Dihidrofolat rediiktaz enzimi
dihidrofolatin (DHF) tetrahidrofolata (THF) doniisiimiinii saglar. THF ise pirimidin
ve pirin niikleotidleri sentezinde cesitli anahtar enzimlerin kofaktorii olarak gorev
alir. THF nin kofaktorii oldugu enzimler timidilat sentetaz, glisinamid riboniikleotid
transformilaz (GAR transformilaz), 5-aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotid
transformilaz (AICAR transformilaz), metionin sentaz olup bu enzimler de novo
pirin ve pirimidin sentezi ile DNA metilasyonunda gorevlidirler. Tiim bu
etkilerinden dolayr MTX’in etkileri S-fazina spesifik olup, tiimoral, hemopoietik,

mukozal ve diger hizli ¢ogalan hiicrelerin boliinmesini inhibe eder (2).

MTX’in antineoplastik etkisinin mekanizmasi folik asit yolunun inhibisyonu
ile aciklanabilmektedir. Ancak ayni mekanizma MTX’in inflamatuar hastaliklardaki
etkisini yeterli sekilde agiklayamaz. MTX’in antiinflamatuar etkilerinin primer

olarak lenfosit proliferasyonunun inhibisyonu araciligiyla meydana geldigi One



stirilmektedir (2). Son caligmalarda ise inflamasyonu baskilamada MTX’in daha
direk bir rolii oldugu ve bunun da adenozin iizerindeki etkilerinden kaynaklandig:
ileri stirtilmiistiir (16, 17). MTX’in direk veya dolayli olarak AICAR transformilaz
ve metionin sentazi inhibe etmesiyle intraseliiler olarak AICAR (5-aminoimidazol-4-
karboksamid riboniikleotid) ve homosistein birikir ve bunlar da adenozin salinimina
neden olur. Bu durumda cAMP’de artig sonucu anti-inflamatuar ve immiinosiipresif
etkiler olusur. Fibroblast ve endotelyal hiicrelerden ekstraseliiler olarak salgilanan
adenozin, nétrofil baglanmasini ve notrofil aracili doku hasarini azaltir; interlokin,

TNF ve interferon sekresyonunu baskilar (4).

MTX’in olas1 hedeflerinden biri de immiin sistemdir. Keratinositlerde apoptoz
indiiksiyonu yapar, epidermal hiicre kinetiklerini degistirir. Notrofil ve monosit
kemotaksisini ve bazofillerden histamin salinimini inhibe eder (13). MTX’in aktive
olmus, cogalan CD4+ T hiicrelerinin apoptozunu dinlenmekte olan T hiicrelere

oranla 6 kat daha yiiksek oranda indiikledigi gosterilmistir (2).

2.1.3. Metotreksat’in Yan Etkileri ve Toksisite Mekanizmalar

MTX’in yan etkileri genellikle 6nemsiz olmakla birlikte yasami tehdit edici
boyut da kazanabilir (13). Uzun donem diisiik dozda MTX tedavisi alan hastalarda %
30 ile % 80 arasinda yan etki insidanst bulunmakta, % 5-35 oranmda bu yan etkiler
nedeni ile tedavi birakilmaktadir (4) Yan etkiler icerisinde en yaygin olarak
goriilenler bulanti, istahsizlik ve halsizliktir (2). MTX in gastrointestinal yan etkileri
arasinda kusma, diyare, abdominal agri, dispepsi ve gastrik iilser de goriiliir (4).
Hepatik yan etkileri arasinda transaminaz yiiksekligi, hepatit, fibrozis ve siroz;
hematopoietik yan etkileri arasinda 16kopeni, trombositopeni, anemi ve pansitopeni;
renal yan etkileri arasinda tiremi, hematiiri ve renal hasar; pulmoner yan etkileri
arasinda idiyosinkratik olarak olusan akut pnomonit ve yavas ilerleyen pulmoner
fibrozis bulunmaktadir (2). Immiinosiipresyon nedeniyle gesitli enfeksiyonlar ve
Pneumosistis carini pndmonisi goriilebilir (4). MTX’in karsinojenik, mutajenik ve

teratojenik yan etkileri de bilinmektedir (15).

MTX ayrica mukokutandz toksisite de olusturabilen bir ajandir. Mukokutanoz

yan etkileri arasinda en 1yi bilinen ve ciddi olam1 mukozit olup tedavide doz



azaltilmas1 veya tedavinin kesilmesini gerektirebilir. Bunun disinda kutanoz
ilserasyonlar, fotosensitivite, diffiiz noninflamatuar alopesi, ila¢ hipersensitivite
reaksiyonlar1 (toksik epidermal nekroliz gibi) ve radyasyon geri cagirma
reaksiyonlar1 goriilebilir (2). Lawrence ve Dahl, MTX kullanan psoriazisli hastalarda
2 paternde deri iilserasyonlart tanimlamistir. Bunlardan Tip I iilserasyon MTX
baslandiktan sonra psoriatik plaklarin agrili hale gelip daha sonra erode olmasi
seklinde goriiliir. Tip II tilserasyonlar ise klinik olarak tutulmamis ancak bagka bir
patoloji (Orn: staz dermatiti-skar) bulunan deri bolgelerinde gozlenir (18, 19).
Ozellikle bacaklarda gelisen deri iilserasyonlar1 kemik iligi toksisitesinin
habercisidir. Psoriazis icin MTX tedavisi alan hastalarda psoriatik plaklar iizerinde
gelisen iilserasyonlar da toksisite gostergelerindendir (15). Deri {iilserasyonlari
psoriatik hastalar diginda da bildirilmistir (20-22). Ayrica akral eritem ve vaskiilit de
MTX 1n yan etkileri arasinda bulunmaktadir (15).

MTX toksisitesinin mekanizmasi1 heniiz tam olarak anlasilamamuistir. Ancak
bazi1 yan etkiler piirin, adenozin, folat metabolizmasi ile homosistein-metionin-
poliamin yolu gibi metabolik yollarin bozulmasma baglanmaktadir (11). Kremer ve
arkadaslar ilk kez romatoid artritli hastalarin karaciger dokusunda MTX’in daha ¢cok
poliglutamat formunda bulundugunu ve hepatik folat depolarinda azalmanin da buna
eslik ettigini gostermistir (23). Degisik yollarda adenozin deaminazin (ADA) MTX
tarafindan inhibisyonu, deoksiadenozin ve deoksiadenozin trifosfat (dATP) gibi
adenozin metabolitlerinin birikimine yol agar. Muhtemelen adenozin, deoksiadenozin
ve metilli adenozin metabolitleri yiliksek konsantrasyonlarda dogrudan toksik
etkilidirler. Deoksiadenozin kromozom kiriklarina yol agar ve transmetilasyon
reaksiyonlar1 i¢in gerekli olan S-adenozil homosistein (SAH) hidrolaz enzimini
inaktive eder. dATP ise DNA sentezi i¢in gerekli olan riboniikleotid rediiktazi inhibe
eder (11). Baggott ve arkadaslar1 da MTX tedavisi ile ADA inhibisyonu gelistigini
destekleyen veriler elde etmislerdir (24). MTX in vaskiiler hastalik i¢in risk faktorii
olarak bilinen hiperhomosisteinemiye sebep oldugu bilinmektedir. MTX ayrica
metilasyon reaksiyonlarmin belirleyicisi olan S-adenozil metionin (SAM)/ S-
adenozil homosistein (SAH) oraninda azalmaya neden olur. Metilasyon

reaksiyonlarinin inhibisyonu toksisiteye neden olabilir (11).



2.1.4. Metotreksat’in Mukokutanoz Toksisitesi

MTX tedavisi swrasinda hi¢ de nadir olmayarak ortaya cikan agrili oral
ilserasyon-stomatit gibi yan etkiler, cogu yaymda ila¢c toksisitesi ile
iliskilendirilmistir. Diisilk doz MTX tedavisi ile iliskili oral yan etkileri arastiran 18
ayr1 ¢calismanin sonuglar1 karsilastirilmis ve ortalama %14 oraninda oral iilserasyon
gelistigi  saptanmustir.  Stomatitin - gelisme  mekanizmasi  deneysel olarak
gosterilmemistir; ancak doza bagiml bir etki oldugu diisiiniilmektedir (4). MTX
ayrica tiikiiriikte de salgilanmakta olup, stomatit gelismesinde ilacin topikal etkisinin

rol oynayabilecegi de One siiriilmektedir (25).

MTX in indiikledigi epitelyum toksisitesinin mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanamamustir (10). Baz1 vaka yaymlarmda MTX’in neden oldugu kutandz yan
etkilerin genellikle doza bagimli oldugu, direkt toksik etki veya ilacin antiproliferatif
etkileri sonucu ortaya c¢iktigi One siiriilmiistir (19, 21, 22, 26). Maiguma ve
arkadaslari, normal insan epidermal keratinosit hiicre serilerinde MTX ve 5-
Florourasil’in indiikledigi sitotoksisiteyi arastiran calismalarinda, MTX ile
indiiklenen toksisitenin oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile yakindan
iligkili oldugunu gostermislerdir. MTX in spesifik olarak normal insan epidermal
keratinositlerinde (in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda) intraseliiler siiperoksit
radikallerinin aktivasyonu araciligi ile sitotoksisiteye neden oldugunu ortaya
koymusglardir. MTX’in ayrica insan epidermal keratinosit hiicrelerinin
yasayabilirligini azalttigini1 gostermislerdir (10). Yapilan baska bir in vitro caligmada
insan epidermal keratinosit hasarinin yiiksek MTX konsantrasyonundan ziyade MTX

maruziyetinin siiresi ile iligkili oldugu gosterilmistir (27).

2.1.5. Metotreksat Toksisitesi ve Oksidatif Stres Iliskisi

Antikanser ilaglarla ilgili son zamanlardaki toksisite calismalarinda oksidatif
stres lizerinde durulmaktadir. MTX in karaciger, bobrek, ince barsak ve santral sinir
sistemindeki yan etkilerinin mekanizmas1 olarak ‘oksidatif stres’ ©On plana
cikmaktadir (6, 7, 8, 9, 28). Cetinkaya ve arkadaslari, MTX uygulanan ratlarin

karaciger dokusunda glutatyon seviyeleri ile siiperoksit dismutaz ve katalaz



aktivitelerinde azalma; malondialdehit diizeyleri ile myeloperoksidaz aktivitesinde
ise artig saptamislardir. Sonu¢ olarak MTX’in karacigerde oksidatif hasara neden
oldugunu 6ne siirmiislerdir (6). Jahovic ve arkadaslari, MTX uygulanan ratlarin kan,
karaciger ve bobrek dokularinda myeloperoksidaz diizeylerinde artig, glutatyon
diizeylerinde azalma ve malondialdehit diizeylerinde belirgin artiy saptamislardir.
MTX’in hepatorenal oksidatif hasara neden oldugu sonucuna varmuslardir (7).
Babiak ve arkadaslari, MTX’e maruz birakilan HeLa hiicrelerinde pentoz yolu
enzimleri ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 gelismis defans mekanizmalar1 enzimlerini
calismiglar; bu calismada MTX’in HeLa hiicrelerinde viicudun onemli antioksidani
olan glutatyon seviyelerini azalttigin1 gostermislerdir (28). Crralik ve arkadaslar:
MTX’in ratlarmm ince barsak epitelinde oksidatif stresi arttirict etkisi oldugunu
saptamiglardir (9). Uzar ve arkadaslari, MTX verilen ratlarin serebellum dokularinda
kontrol gruba gore anlamli derecede yiikselmis malondialdehit, siiperoksit dismutaz
ve katalaz diizeyleri saptamiglardir (8). Vardi ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada rat
testisinde MTX ile indiiklenen toksisite ve depresyonun patogenezinde oksidatif

hasarin rolii olabilecegini 6ne siirmiislerdir (29).

2.2. Kafeik Asit Fenetil Ester

CAPE cesitli bitkilerden elde edilmis polifenolik bir bilesiktir. Ar1 propolisinde
bulunan biyoaktif bir komponent olup farmakolojik uygulamalar1 olabilmektedir
(30). Geleneksel tipta yillardir kullanilmaktadir ve normal hiicreler iizerinde bilinen
zararh bir etkisi bulunmamaktadir (31). Hiicre membranlarindan gecerek kolaylikla
hiicrelerin i¢cine girebilen bir maddedir (32). Antiinflamatuar, antioksidan,
immiinmodiilatdr, antimutajenik, antikarsinojenik, antiklastojenik (kromozom
yapisint bozucu etkileri Onleyici) olmak {iizere ¢esitli biyolojik ve farmakolojik

ozelliklere sahiptir (31, 33).

2.2.1. CAPE’nin Fonksiyonel Ozellikleri ve Antioksidan Etkisi

CAPE bir¢ok hastaligin onlenmesinde potansiyel terapotik ozellikler gosteren

bir bilesiktir (34). CAPE malign hiicrelerin apoptozunu indiikler; transforme malign
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hiicrelerde redoks dengesini degistirerek ya da matriks metalloproteinazlarinin
(MMP-2, MMP-9) anjiogenik enzim aktivitesini baskilayarak tiimor gelisimini
inhibe eder. CAPE’nin ayn1 zamanda HIV integraz enziminin potent bir inhibitorii
oldugu saptanmustir (30). CAPE ile ilgili baz1 ¢aligmalar, siklooksijenaz (COX)
enzim aktivitesinin inhibisyonu veya COX gen ekspresyonunun down-regiilasyonu
araciligi ile prostaglandin ve 10kotrien sentezini bloke ettigini ifade etmislerdir (35,
36). Diger bazi caligmalarda, CAPE’nin niikleer faktor kappa B (NF-xB)
inhibisyonu, aktive T hiicrelerinin niikleer faktoriiniin down-regiilasyonu ve gastrik
epitelyal hiicrelerde Helicobacter pilori’nin indiikledigi aktivator protein-1 (AP-1)
baskilanmas1 gibi transkripsiyonel faktorlerin degistirilmesi suretiyle antiinflamatuar
etkiler gosterdigi ortaya konmustur (37-39). CAPE’nin ayrica mikromolar

konsantrasyon araliginda 5-lipoksijenaz enzimini inhibe ettigi gosterilmistir (40).

CAPE hayvan modellerinde olusturulan cesitli oksidatif stres calismalarinda
antioksidan olarak siklikla kullamilan bir maddedir (32). CAPE’nin 10 pM
konsantrasyonda insan notrofilleri ve ksantin/ksantin oksidaz sisteminde ROS
tiretimini tamamen bloke ettigi bilinmektedir (40). Son donemde yapilan bir
caligmada; geng, yash ve antioksidan (CAPE /melatonin) verilen yash ratlarin beyin
ve serebellum dokularinda pro-oksidan durum glutatyon (GSH), malondialdehit
(MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) seviyeleri calisilarak ortaya
konmus ve CAPE’nin sinir sisteminde yas ile iligkili hiicre hasarmi geciktirici etkileri
oldugu One siiriilmiistiir (41). Koyu ve arkadaslarimin yaptigi bir caliymada;
CAPE’nin rat karacigerinde 900 MHz elektromanyetik alanin indiikledigi ROS’u
azaltip, antioksidan enzim aktivitesini arttirarak koruyucu etkisi oldugu One
siiriilmiistiir (42). Kart ve arkadaslarinin yaptigi1 bir calismada, torsiyon ile
iskemi/reperfiizyon  modeli olusturulan tavsan overlerinde = CAPE’nin
iskemi/reperfiizyon ile indiiklenen oksidatif hasar1 Onleyici etkisi oldugu ortaya
konmustur (43). Benzer sonuglar baska bir ¢alismada, intestinal iskemi/reperfiizyon
hasar1 modelinde de gozlenmistir (32). Albukhari ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmada, disi ratlarda tamoxifen ile olusturulan hepatotoksisite modelinde
CAPE’nin koruyucu etkileri oldugu ©One siiriilmiistir (44). Armagan ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada, rat testislerinde MTX’in tek basma oksidatif

stresi arttirdig1 ve beraberinde CAPE verilmesi durumunda CAPE’nin oksidatif
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stresten koruyucu etkisi oldugu one siiriilmiistiir (31). Serarslan ve arkadaslarinin
ratlarda yara iyilesmesi modeli olusturularak yaptiklar1 ¢alismada, ratlarin derilerinde
tam kat insizyon yapilip siitiir atilmis ve ratlar 2 gruba ayrilmistir. Tedavi grubuna
CAPE ve kontrol grubuna ise salin verilmistir. insizyonun 1, 3, 7 ve 14. giinlerinde
her gruptan 5’er hayvan sakrifiye edilerek doku diizeyinde MDA, nitrik oksit (NO),
GSH, SOD ve CAT aktivitelerine bakilmistir. GSH diizeyleri insizyonun 6zellikle 7.
giiniinden itibaren CAPE grubunda kontrol gruba oranla yiiksek seyretmistir. MDA
seviyeleri CAPE verilen grupta kontrol gruba gore daha diisiik olarak saptanmistir.
CAPE grubunda doku NO diizeylerinde 6zellikle 3. giinden sonra kontrol gruba
oranla anlaml yiikseklik gozlenmistir. SOD aktiviteleri CAPE grubunda kontrole
gore daha diisiik olarak belirlenmistir. CAT aktivitelerinde ise 2 grup arasinda fark
goriilmemistir. Histopatolojik bulgular sonucunda CAPE ile tedavi edilen grupta
daha hizli epitelyum gelisimi saptanmistir. Calismanin sonuglarma gore, CAPE’nin
yara iyilesmesini arttirdigi ve bu etkinin multipl antiinflamatuar 6zelliklerinin yani
sira antioksidan ve ROS’u temizleyici etkisi araciligiyla olabilecegi One siiriilmiistiir

(45).

2.3. Serbest Radikaller, Reaktif Oksijen/Nitrojen Tiirleri ve Oksidatif

Stres

Serbest radikaller atomik veya molekiiler yoriingelerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron iceren molekiillerdir. Bu eslenmemis elektronlar serbest
radikale oldukca Onemli oranda reaktivite kazandirir (46). Boylece fizyolojik veya
patolojik reaksiyonlar esnasinda baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine

girip onlarin yapisini bozabilirler (47).

Serbest radikaller hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli etmenlere bagli
olarak olusurlar. Eksojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi
kimyasallar, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize ve
ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumant,
solventler gibi cevresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapici
maddeler bulunmaktadir (48). Hiicrelerde ayrica bir ¢ok endojen radikal iiretim

kaynagi mevcuttur. Bunlar mitokondrial ve mikrozomal elektron transport zinciri,
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aktive fagositler, iskemi reperfiizyon durumlar1 (bazi damar tikanma tipleri,
mikrosirkiilasyon kaybsi, biitiin hipoksi halleri, sok, organ transplantasyonu, cerrahi
miidahale bolgesindeki kansizlik ve damarlarin klemplenmesi), arasidonik asit
kaskadinin aktivasyonu, endojendz bilesiklerin oksidasyonu, sitokrom P 450, ksantin
oksidaz ve NADPH oksidaz gibi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlardir (49).
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli ya da notr olabilirler. Biyolojik

sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (50).

Eslenmemis elektron biyolojik 6nemi olan bir¢ok atomda bulunabilir ve siilfiir,
karbon, hidrojen veya nitrojen kaynakl radikaller olusabilir (49). Canli sistemlerde
olusan radikal tiirlerinin icerisinde oksijenden kaynaklanan radikaller en 6nemli
grubu olusturmaktadir. Molekiiler oksijen (dioksijen) benzersiz bir elektronik
konfigiirasyona sahiptir ve kendisi bir radikaldir. Dioksijen formlarmna bir elektron
ilavesi ile siiperoksit anyon radikali meydana gelir. Metabolik islemlerden veya
fiziksel irradyasyon tarafindan olusturulan oksijen aktivasyonundan kaynaklanan
stiperoksit anyonu ‘primer’ ROS olarak tanimlanir. Eger siiperoksit anyonu direkt
veya enzim/metallerin katalizledigi reaksiyonlar aracilig ile baska diger molekiillerle

daha ileri etkilesime girerse ‘sekonder’ ROS olusur (46).

ROS; siiperoksit (¢O27), hidroksil (*OH), peroksil (*RO2) hidroperoksil
(*HRO27) gibi serbest radikaller ve hidrojen peroksit (H202) ve hidrolorus asid
(HOCI) gibi nonradikal tiirlerden olusur. Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (*NO)
ve nitrojen dioksit (eNO27) gibi serbest radikaller ile peroksinitrit (ONOO™),
nitrozoksit (HNO2) ve alkil peroksinitratlar (RONOO) gibi nonradikal tiirlerden
olusurlar (51, 52).

Insanlarda en yaygin iiretilen serbest radikal siiperoksit olup bir kez
olustugunda diger radikalleri olusturan hizli gerceklesen reaksiyonlar kaskadimni
tetikler (53). Siiperoksit bakirli bir enzim olan SOD araciligiyla hidrojen peroksit ve
oksijene cevrilir. Hidrojen peroksit ise dokularda bulunan CAT, peroksidaz ve
glutatyon peroksidaz (GSH Px) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili
tiriinlere doniustiirtilerek etkisiz kilinir (48). Aslinda molekiiler oksijenin rediiksiyonu
esnasindaki ara basamaklarda iiretilen bu reaktif oksijen tiirleri (siiperoksit anyonu,

hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen); diisiik diizeylerde hiicre
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proliferasyonu, apoptozis, immiin yanitlar ve hiicre farklilagmasi gibi cesitli hiicresel

islemlerde gorev almaktadir (54, 55) (Sekil 4).

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 bozulmasma neden olur (48). Potansiyel biyolojik hasara neden olan
serbest radikallerin zararli etkileri ‘oksidatif stres’ ve ‘nitrozatif stres’ olarak
adlandirilir.  Oksidatif stres canli  organizmalarda oksijeni kullanan ve
prooksidan/antioksidan durum dengesini bozan reaksiyonlar sonucu olusur (46).
ROS’un fazlalig1 hiicresel lipidler, proteinler ve DNA’da hasara neden olup hiicrenin
normal fonksiyonlarini inhibe eder (46, 56, 57). Bu nedenle oksidatif stres bir¢cok
hastalik ve yaslanma siireci ile iligkilendirilmektedir (46, 58). Ayrica deride de
eritem, Odem, kirisiklanma, fotoyaslanma, inflamasyon, otoimmiin reaksiyonlar,
hipersensitivite, keratinizasyon anormallikleri, preneoplastik lezyonlar ve deri
kanseri gibi baz1 hastaliklarin olusumuna katkida bulunmakta veya indiiklemektedir
(54). Dolayisiyla hiicresel redoks ortami deri homeostasinda kilit role sahiptir (59).
Deride oksidatif strese neden olan ajanlar icerisinde endriistriyel kaynakli gazlar,
cevre Kkirleticiler, UV radyasyonu, yiyecek katkilar1 ve koruyuculari, kozmetik

tiriinler ve ilaglar bulunmaktadir (60).

Oksidatif Stres
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Sekil 4: Oksidatif Stres (www.woongbee.com)
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2.4. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri
2.4.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Oksijen radikalleri poliansatiire yag asitlerine (PAYA) etki ederek lipid
peroksidasyonuna yol acar. Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilir. Lipid
peroksidasyonu, serbest radikallerin, PAY A’nin metilenik karbonlarindan hidrojen
atomunu cikarmak icin yaptiklar1 atakla baglar. Hidrojen atomunun zincirden
cikarilmast karbon atomu iizerinde eslesmemis bir elektron biraktigindan karbon
merkezli bir radikal olusur. Bu radikal siklikla konjuge dien sekline ¢evrilir ve sonra
molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek peroksi radikali (LOO™) olusur. Bir peroksi
radikali diger bir peroksi radikali ile birlesebilir veya membran proteinleri ile
etkilesebilir. Membrandaki komsu yan zincirlerden H atomlarmm ¢ikararak
peroksidatif zincir reaksiyonunu yayabilir (49). Devam eden zincirleme reaksiyonlar
sonucu MDA’nim prekiirsorleri olan endoperoksitlere ve daha sonra peroksidasyon
isleminin son iiriinii olan MDA’ya doniisiirler. Lipid peroksidasyonunun MDA
disindaki diger major aldehit iiriinii 4-hidroksi-2-noneal (HNE) dir (46). Lipid
peroksidasyonunun oksidatif stresin en onemli gostergesi oldugu diisiiniilmektedir,
MDA’nin da lipid peroksidasyonunun spesifik bir belirteci oldugu kabul
edilmektedir (61). Membran fosfolipidlerinin  peroksidasyonu  membran
akigkanhgmda degisime yol agar ve permeabilite dzellikleri degisir. Ornegin hiicre
icine anormal kalsiyum girisine yol acarak hiicre fonksiyonlarinin bozulmasimna ve

oksidasyonla fosforilasyonun ayrilmasina neden olur (49).

2.4.2. Proteinlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Serbest radikal atagi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler tigce
ayrilabilir. Bunlardan birincisi aminoasit modifikasyonu, ikincisi proteinlerin
fragmantasyonu, iigiinciisii ise proteinlerin agregasyonu ve capraz baglanmalardir.
Ozellikle aromatik aminoasitler ve siilfiirlii aminoasitler oksidatif ataklara kars1 cok
hassastirlar. Radikaller membran proteinleri ile reaksiyona girebilir, enzim,

norotransmitter ve reseptdr proteinlerinin fonksiyonlarmni bozabilirler. Sonucta
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membran iyon ve metabolit transportunda bozulma ile kontraktil fonksiyonlarda

bozulma olusur (49).

2.4.3. Niikleik Asitlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

DNA molekiilleri niikleusta bulunup siki heliks yapisinda diizenlendigi i¢in
serbest radikallerle temasa bagli degisimler daha azdir. Ayrica DNA molekiiliiniin
cogu histonlarla korunmaktadir. Ancak yine de DNA peroksidasyonu iyonizan
radyasyona bagli olusabilir. Basta pirimidinler (timin) olmak iizere, piirinler ve
deoksiriboz peroksidasyona hassastir. Peroksidasyon DNA zincirlerinin kopmasina
neden olabilir. DNA c¢ift sarmali ayrilmas1 kromozomal delesyona veya anormal gen
ifadesine sebep olarak hiicre dliimiine yol agabilir. DNA hasar1 ise mutasyonlara ve

karsinogeneze neden olabilir (49).

2.5. Antioksidanlar

ROS olusumu ve bunlarin olusturdugu hasar1 6nlemek i¢in viicut bircok
savunma sistemi gelistirmistir. Bunlar antioksidanlar olarak bilinirler (47, 50).
Antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya ROS’u
toplayarak hiicre yapi taslarinin peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar
dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli olmak iizere iki gruba ayrilabildigi gibi
serbest radikalin olusumunu Onleyenler ve mevcut olami etkisiz hale getirenler
seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzimatik ve enzimatik olmayanlar seklinde

de siiflandirilirlar (47).

Antioksidanlar etki mekanizmalarini serbest radikalleri tutarak veya daha zayif
yeni bir molekiile ¢cevirerek, serbest radikalle etkilesip aktivitelerini azaltarak, serbest
radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak ya da onarim yaparak

gosterirler (47).
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2.5.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Non enzimatik antioksidanlar icerisinde vitamin A, C, E, B1, B2, B6 ve B12,
GSH, o-lipoik asit, karotenoidler, eser elementlerden bakir, ¢inko ve selenyum,
koenzim Q 10, folik asit, iirik asit ve albiimin gibi kofaktorler bulunmaktadir. (51,
56) Tioller, izoflavonlar, polifenoller ve flavonoidler gibi fitokimyasallar ve
erdostein de nonenzimatik antioksidanlar icinde sayilmaktadir (56, 62, 63). Ayrica
sistein, seriiloplazmin, transferin ve albiimin de enzimatik olmayan antioksidanlardir
(47). Pineal bezin hormonu olan melatonin de ¢ok giiclii ve etkili bir endojen radikal

toplayicisidir (49).

2.5.2. Enzimatik Antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler igerisinde GSH-Px, CAT ve SOD bulunmaktadir
(64). Bu ii¢ enzim hiicrelerin yasamasi icin gerekli enzimlerdir (65). Bunlar disinda
glutatyon S-transferaz, glutatyon rediiktaz ve sitokrom oksidaz da enzimatik
antioksidanlardir. Bakir, cinko ve selenyum gibi eser elementler bu enzimlerin

fonksiyonlar1 i¢cin gereklidir (50)

2.5.2.1. Glutatyon Peroksidaz

Selenyum bagimli GSH-Px hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin GSH
tarafindan indirgenmesini katalize eden bir¢cok peroksidazdan biridir. Diyetteki
selenyum destegi enzim aktivitesini modiile eder. Bu enzim sitozol veya
mitokondride bulunabilir ve enzim aktivitesi pentoz fosfat santinda iiretilen NADPH
ile bagimhdir. Diisiik konsantrasyonda hidrojen peroksit Oncelikle GSH-Px
tarafindan temizlenir. Hidrojen donorii olarak GSH (rediikte glutatyon) kullanilir. Bu
reaksiyon GSH’nin okside formu olan GSSG (okside glutatyon)’e doniismesine yol
acar. Yeterli GSH diizeyleri glutatyon rediiktaz tarafindan saglanir ve GSSG’den
GSH diiretilir (49).
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2.5.2.2. Katalaz

CAT, SOD’un siiperoksit ile reaksiyona girmesi sirasinda olusan H202’yi su ve
molekiiler oksijene parcalayarak elimine etmektedir. CAT H202’ye spesifik olup
diger organik peroksitlere etki etmez (47). CAT aerobik hiicrelerin ¢cogunda bulunur
ve HEM bulunduran bir enzimdir (49). GSH-Px ile ayn1 reaksiyonu
gerceklestirmesine ragmen GSH-Px sitozolde, CAT ise temel olarak peroksizomlarda

etkindir (66).

2.5.2.3. Siiperoksit Dismutaz

SOD oksidatif stresin anahtar bileseni olan bir grup metalloenzimdir (49, 66).
Endojen SOD enzimlerinin 3 major tipi bulunmaktadir. Cu,Zn-SOD (SOD 1)
ozellikle sitozolik ve lizozomal fraksiyonlarda bulunur. Mn-SOD (SOD 2) 6zellikle
mitokondrial matrikste mevcuttur. SOD 3 ise ekstraseliiler SOD olarak bilinir (66).
SOD’un en onemli fonksiyonu siiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu
katalize etmektir. Bu reaksiyon genellikle viicudun primer antioksidan savunmasi
olarak kabul edilir. Ciinkii daha fazla serbest radikal olusumunu onler (53). Olusan
hidrojen peroksit daha az oksidatif potansiyele sahiptir ve kolaylikla hiicre
membranlarindan geger (66). Hidrojen CAT veya GSH-Px tarafindan H20 ve O2’e
cevrilebilir ya da demirin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonu (Fenton reaksiyonu)

ile hidroksil (OH) radikaline doniistiiriilebilir (51, 66, 67).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Tip Fakiiltesi Dermatoloji
ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nin isbirligi ile Tibbi Biyoloji ve Deney Hayvanlari
Laboratuarlarinda yapilmistir. SDU Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
tarafindan 1857-TU-09 proje numaras: ile desteklenmistir. Calisma, deney
hayvanlarinin bilimsel amagla kullanilabilmesi icin SDU Tip Fakiiltesi Hayvan Etik

Kurulundan onay almarak etik kurul kurallaria uygun bir sekilde yapilmigtir.

3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu projede agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen, Wistar Albino cinsi 30
adet erkek rat kullanildi. Deneyde kullamlan ratlar, SDU Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarr’ndan temin edildi. Ratlar caliyma siiresince standart 1s1
(25°C) ve 151k (12 saat aydinlik, 12 saat karanhk)’da tutuldu. Ratlara icme suyu ve

standart rat pellet yemi serbest olarak verildi.

3.1.2. Deneyde Kullamilan Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlar tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Deneyde kullanilan cihazlar

1 Sogutmal1 santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)
2 UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601 (Japonya)
3 Derin dondurucu Facis (Fransa)

4 Vortex (karistirici) Niive NM 100 (Tiirkiye)

5 Hassas terazi Scaltec (Isvigre)

6 Otomatik pipetler Eppendorf (Almanya)

7 Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)
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3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kafeik Asit Fenetil Ester Sigma, Folin & Ciocalteus’s Phenol Reagent (2N),
Sodyum Karbonat, Sodyum Hidroksit, Tri Sodyum Sitrat Dihidrat, Bakir Siilfat,
Triklor Asetik Asit, Tiobarbiturik Asit, Ksantin, Ksantin Oksidaz, Etil Alkol,
Sodyum EDTA, Amonyum Sulfat, Kloroform, Nitro Blue Tetrazolyum ve Fosfat

tamponlar1 kullanilmastir.

3.2. Metod

3.2.1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Calismada ratlar rastgele 3 gruba ayrildi: Grupl, Kontrol grubu (n=10); Grup
2, MTX grubu (n=10); Grup 3, MTX + CAPE grubu (n=10). Deney gruplarina
yapilan enjeksiyonlar Tablo 1’de gosterildigi gibi diizenlendi.

Grup 1 (Kontrol grubu): 7 giin boyunca giinde bir kez serum fizyolojik (SF)

intraperitoneal (1.p.) yoldan verildi.

Grup 2 ( MTX grubu): 7 giin boyunca giinde bir kez SF i.p. yoldan verildi. 2.
giin MTX (Ebewe Arzneimittel Ges. M.b.H Pharmaceutical Laboratories, Unterach,
Australia) 20 mg/kg tek dozda i.p. olarak Miyazono (68), Cetiner (69) ve
arkadaslarinin yaptigi caligmalara uygun sekilde enjekte edildi .

Grup 3 MTX + CAPE grubu): Yilmaz ve arkaslarinin yaptig1 ¢calismaya (70)
uygun sekilde 7 giin boyunca giinde bir kez 10 pmol/kg CAPE 1i.p. yoldan verildi ve
2. giin MTX (Ebewe Arzneimittel Ges. M.b.H Pharmaceutical Laboratories,
Unterach, Australia) 20 mg/kg tek dozda i.p. olarak enjekte edildi (68, 69).

Biitiin gruplarin enjeksiyonu i.p. yoldan aym giin basland1 ve 7 giin boyunca
yapildi. Son enjeksiyondan 24 saat sonra sicanlar sakrifiye edildi. Daha sonra deri

dokular1 alind1.
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Tablo 2. Deney gruplarina yapilan enjeksiyonlar

Giinler Grup 1 Grup 2 Grup 3
Kontrol MTX MTX+CAPE

1. giin SF SF CAPE

2. giin SF MTX MTX+CAPE

3. glin SF SF CAPE

4.glin SF SF CAPE

5.glin SF SF CAPE

6.glin SF SF CAPE

7.giin SF SF CAPE

3.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Ratlara, son enjeksiyondan 24 saat sonra (deneyin 8. giinii) i.p. ketamin
(Alfamin, Alfasan IBV) 80 mg/kg + ksilazin (Alfamin, Alfasan IBV) 10 mg/kg ile
anestezi yapildi. Ratlarin derileri Ayata (71) ve arkadaslarinin yaptigi calismaya
benzer sekilde torakoabdominal bolgedeki derinin killar1 kesilip temizlendikten sonra
alindi. Alinan deri 6rnekleri kurutma kagidinda temizlendi ve analizin yapildig:

tarihe kadar —80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney icin Hazirlanmasi
3.2.3.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

Deri dokusunun homojenizasyonunda pH: 7.4, 50 mM Tris-HCI tamponu
kullanildi (72).
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3.2.3.2. Homojenizasyonda Yapilan JIslemler ve Numunelerin

Hazirlanmasi

Deri dokusunun agirliklar: yas olarak tartild1 ve dokularin soguklugu muhafaza
edilerek cam tiipe kondu. Dokularm iizerine 2 ml Tris-HCI tamponu eklendi. Cam
tiipteki dokular buz ile doldurulmus plastik kaplarin icerisine yerlestirilerek 16000
devir/dakika hizda 3 dakika homojenize edildi. Son hacim, doku agirligmin 10 kat
olacak sekilde tampon ilave edilerek miktarlar1 kaydedildi. Elde edilen

homojenatlarda MDA seviyesi ve protein tayini yapildi.

Homojenatlar, 5000 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 “C sogutmali
santrifiijde santrifiij edilerek siipernatan saglandi. Ayrilan siipernatanlardan CAT
enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi. Sitipernatan 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) ile 3200 devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle +4 °C’de
santrifiij edilerek ekstrakt hazirlandi. Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD

enzimi aktivite tayini yapildi.

3.2.4. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda spektrofotometrik yontemle
MDA seviyesi ile CAT ve SOD enzim aktiviteleri dlciildii.

MDA diizeyini tayin i¢in Draper ve Hadley cift 1sitma yontemi kullanildi (73).
SOD enzim aktivitesi Sun ve arkadaslarmin metoduna gore (74), CAT enzim
aktivitesi Aebi metoduna gore (75), calisildi. Protein tayini ise Lowry metoduna gore

yapildi (76).

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistikler bilgisayar ortanunda SPSS 9.0 programinda yapildi. Gruplarda yer
alan sonuclarin normal dagilima sahip olup olmadiklarmi belirlemek i¢in non-
parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Gruplar
normal dagilim gosteriyordu. Gruplarin karsilastirilmasinda one-way ANOVA testi

kullanild1 ve gruplar arasi anlamlilik Post Hoc testlerden LSD (Least Significant
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Difference) ile yapildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Istatistiksel

anlamlilik i¢in p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deney esnasinda MTX grubunda, MTX enjeksiyonundan 48 saat sonra 2 rat
0ldii ve bu ratlara yapilan otopside belirgin bir organ hasar1 veya kanama odagi

saptanmad1.

4.1. Biyokimyasal parametreler

Kontrol grubunun ortalama SOD, CAT ve MDA degerleri sirasiyla 0.729 +
0.042, 0.203 £ 0.013 ve 46.93 + 4.65 olarak bulundu. MTX grubunun ortalama SOD,
CAT ve MDA degerleri sirasiyla 0.636 + 0.045, 0.339 + 0.017ve 54.01 + 8.44 olarak
saptandi. MTX+CAPE grubunun ise ortalama SOD, CAT ve MDA degerleri sirasiyla
0.684 + 0.032, 0.290 + 0.011 ve 40.34 + 3.39 olarak tespit edildi. Ortalama sonuglar

ve istatistiksel degerlendirmeler Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3: Rat deri dokusunda oOlgiilen SOD, CAT enzim aktiviteleri ve MDA
seviyeleri.

Siiperoksit Dismutaz Katalaz Malondialdehit
Gruplar n
(U/mg protein) (k/g protein) (nmol/g protein)
1- Kontrol 10 0.729 £0.042 0.203 £0.013 46.93 +4.65
2- MTX 8 0.636 +0.045 0.339+£0.017 54.01 £ 8.44
3- MTX+CAPE 10 0.684 +0.032 0.290 £ 0.011 40.34 + 3.39
P-degerleri
1-2 AD 0.0001 AD
1-3 AD 0.0001 AD
2-3 AD 0.021 AD

Not: n = rat sayisi. Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir. AD: anlaml1

degil.
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4.1.1. Gruplarda SOD aktivitesi:

MTX grubu deri dokusundaki SOD aktivitesi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, MTX grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). MTX+CAPE grubunda ise SOD aktivitesi MTX grubuna gore yiiksek,
kontrol grubuna gore diisilk olmakla birlikte her iki grupla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark saptanmadi (p>0.05). (Sekil 5)

SOD (U/mg protein)

0.9
0.8

0.7 4
0.6
0.5 4
0.4 4
0.3
0.2

0.1

Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 5: Kontrol, MTX ve MTX+CAPE gruplarinda SOD aktivitesi
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4.1.2. Gruplarda CAT aktivitesi:

MTX grubu deri dokusundaki CAT aktivitesi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek saptandi (p=0.0001).
MTX+CAPE grubundaki CAT akivitesi ise MTX grubundakinden istatistiksel olarak
anlamli derecede daha diisik olmasma karsin (p=0.021), kontrol grubu CAT
aktivitesinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.0001).
(Sekil 6)

CAT (k/gr protein)
0.4
b
0.35 - T
0.3 T
0.25 -
a
0.2 L
0.15
0.1 1
0.05 -
0 T .
Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 6: Kontrol, MTX ve MTX+CAPE gruplarinda CAT aktivitesi
a: Kontrol grubu ile MTX ve MTX+CAPE karsilastirildiginda p: 0.0001
b: MTX grubu ile MTX+CAPE karsilastirildiginda p: 0.021
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4.1.3. Gruplarda MDA Seviyeleri:

MTX grubu MDA miktar;, kontrol grubuna gore yiiksek olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark saptanmadi (p>0.05). MTX+CAPE
grubunda ise MDA miktar1 MTX ve kontrol gruplarma gore diisiik olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmedi (p>0.05). (Sekil 7)

MDA (nmol/gr protein)

70
60 -
50 -
40
30
20 |

10 A

Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 7: Kontrol, MTX, MTX+CAPE gruplarinda MDA miktarlar1
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5. TARTISMA ve SONUC

‘Ratlarda metotreksatla indiiklenen kutandz oksidatif stres lizerine kafeik asit
fenetil ester’in koruyucu etkisinin arastirilmasi’ isimli c¢alismamizda ratlara
intraperitoneal olarak 20 mg/kg dozda MTX uygulayarak deri dokusunda SOD ve
CAT enzim aktiviteleri ile MDA diizeyleri calisildi. MTX grubu deri dokusundaki
SOD enzim aktivitesi kontrol grubundaki ile karsilastirildiginda; MTX grubundaki
enzim aktivitesi daha diisiik bulunmakla beraber istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. MTX+CAPE grubundaki SOD enzim aktivitesi sadece MTX verilen
gruba gore yiiksek, kontrol grubuna gore diisiik olmakla beraber her iki grupla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi. CAT enzim aktivitesi
MTX grubu deri dokusunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek saptandi. MTX+CAPE grubunda CAT enzim aktivitesi ise
MTX grubundakinden istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik; kontrol
grubu CAT aktivitesinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu.
Sadece MTX verilen gruptaki MDA miktar1 kontrol grubuna gore yiiksek olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. MTX+CAPE grubunda ise MDA
miktart MTX ve kontrol gruplarina gore diisiik olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamli azalma bulunmadi. Yapilan literatiir taramalarinda MTX’in deri iizerindeki
etkisinin oksidatif stres agisindan arastirildigi in vivo c¢alismaya rastlanmamustir.
Bunun yam sira olusabilecek muhtemel oksidatif stresin varliginda, MTX’in bu
etkisinin CAPE ile Onlenip Onlenemeyecegini belirten bir literatiir de tespit
edilmemistir.

MTX kan ve solid organ malignensilerinde, dermatolojik ve romatolojik
hastaliklarda, ektopik gebelik sonlandirilmasinda yaygin sekilde kullanilan bir
antimetabolit ajandir (1). Dermatolojide ise sistemik kortikosteroidlerden sonra en
yaygin olarak kullanilan oral immiinosiipresif ilactir (2). Uzun donem diisiikk dozda
MTX tedavisi alan hastalarda %30 ile %80 arasinda yan etki insidans1 bulunmakta,
%35-35 oraninda bu yan etkiler nedeni ile tedavi birakilmaktadir (4). Yan etkiler
icerisinde en yaygin olarak goriilenler bulanti, istahsizlik ve halsizliktir (2). MTX 1n
gastrointestinal yan etkilerinin yani sira karaciger, kemik iligi, bobrek ve akcigerde

toksik etkileri bulunmaktadir. Immiinosiipresif etkisi nedeniyle cesitli enfeksiyonlara
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neden olabilmektedir. Yapilan bilimsel ¢aligmalarda MTX’in karsinojenik, mutajenik
ve teratojenik yan etkileri bildirilmektedir (2, 4, 15). MTX ayrica mukokutandz
toksisite de olusturabilen bir ajandir. Mukokutandz yan etkileri arasmnda en iyi
bilinen ve ciddi olam1 mukozit olup tedavide doz azaltilmasi veya tedavinin
kesilmesini gerektirebilir. Diger yan etkileri arasmnda kutandz iilserasyonlar,
fotosensitivite, diffiiz noninflamatuar alopesi, ila¢ hipersensitivite reaksiyonlar1
(toksik epidermal nekroliz gibi) ve radyasyon geri ¢cagirma reaksiyonlar1 goriilebilir
(2). MTXin tiim bu toksik etkilerinin mekanizmasinin oksidatif stres ile iligkisini
degisik organlar iizerinde arastiran pek cok calisma bulunmaktadir. Uraz ve
arkadaslar1 yaptiklar1 calismada  rat karacigerinde MTX’in oksidatif stresi
arttirdigini, olusan hepatosit hasarmin ursedeoksikolik asit ile dnlenebildigini rapor
etmislerdir (77). Benzer sekilde yapilan diger bazi calismalarda ratlarda MTX’1n
hepatik oksidatif stresi arttirdigi, bu hepatotoksik etkinin N-asetilsistein, melatonin,
kurkumin ve iiziim ¢ekirdegi ekstresi ile geri dondiiriilebilecegi rapor edilmistir (6, 7,
78, 79). Dadhania ve arkadaslari, ratlarda MTX 1n indiikledigi intestinal toksisite ve
oksidatif stres iizerinde alfa-lipoik asitin koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir
(80). Maeda ve arkadaslari, ratlarda MTX’in indiikledigi intestinal permeabilite
artistnda  ROS’un Onemli rol oynadigini ve bu durumun N-asetilsistein ile
Onlenebilecegini rapor etmislerdir (81). Rat testisinde, MTX ile indiiklenen toksisite
ve depresyonun patogenezinde oksidatif stresin rolii oldugu; beta karoten ve
CAPE’nin bu oksidatif stres iizerinde koruyucu etki yaptigr iki ayr1 caligmada
bildirilmistir (29, 31). Diger bazi deneysel ¢alismalarda, MTX 1n 6zofagus, bobrek,
serebellum ve spinal korda oksidatif stresi arttirdigi gosterilmistir (5, 8, 82, 83, 84).
Maiguma ve arkadaglari, normal insan epidermal keratinosit hiicre serilerinde MTX
ve 5- Florourasil’in indiikledigi sitotoksisiteyi arastiran ¢aligmalarinda, MTX ile
indiiklenen toksisitenin oksidatif stres ve ROS ile yakindan iliskili oldugunu
gostermislerdir. MTX 1n spesifik olarak normal insan epidermal keratinositlerinde
(in vitro hiicre kiiltiirli ortaminda) intraseliiler siiperoksit radikallerinin aktivasyonu
aracilig1 ile sitotoksisiteye neden oldugunu ortaya koymuslardir. MTX i ayrica
insan epidermal keratinosit hiicrelerinin yasayabilirligini azalttigin1 gostermislerdir.
Aymi calismada hidroksil radikali temizleyicisi bir antioksidan olan amifostinin

MTX’in indiikledigi hiicre hasarmi geri c¢evirdigi gosterilmistir (10). Tim bu
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sonuclar MTX ile indiiklenen kutandz toksisitede oksidatif stresin rol oynuyor
olabilecegini diisiindiirmektedirler.

CAPE bir¢ok hastaligin onlenmesinde potansiyel terapotik ozellikler gosteren
bir bilesiktir (34). CAPE hayvan modellerinde olusturulan c¢esitli oksidatif stres
modellerinde antioksidan olarak yaygin sekilde kullamilmaktadir (32). Gokge ve
arkadaslarinin  yaptig1  bir caligmada, siklosporin A ile indiiklenen lipid
peroksidasyonu aracili nefrotoksisitede CAPE’nin koruyucu etkisi oldugu
saptanmustir (85 ). Koyu ve arkadaslarinin yaptig1 bir calisjmada, CAPE’nin rat
karacigerinde 900 MHz elektromanyetik alanin indiikledigi oksidatif degisiklikler
tizerinde ROS’u azaltip, antioksidan enzim aktivitesini arttirarak koruyucu etkisi
oldugu 6ne siiriilmiistiir (42). Giirel ve arkadaslari, rat derisinde ciddi termal (yanik)
hasar1 olusturarak yaptiklar1 ¢caliygmada hayvanlarin akciger ve bobrek dokularinda
oksidan ve antioksidan enzim diizeylerine bakmislar ve oksidatif stresin arttigini
saptamiglardir ve bu oksidatif hasarin CAPE ile diizeldigini 6ne siirmiislerdir (86).
CAPE’nin deride olusturulan deneysel oksidatif stres durumlarinda da koruyucu
etkinligi cesitli caligmalarda ortaya konmustur. Serarslan ve arkadaslarinin ratlarda,
yara iyilesmesi modeli olusturularak yaptiklari calismanin sonuglarma gore
CAPE’nin yara iyilesmesini arttirdigt ve bu etkinin multipl antiinflamatuar
Ozelliklerinin yani sira antioksidan ve ROS’u temizleyici etkisi araciligiyla
olabilecegi One siiriilmiistiir (45). Aydogan ve arkadaslarinin ratlarda kaudal tabanlh
dikdortgen fleplerin sirta kaydirilmast seklinde yaptiklari ¢alismada, CAPE’nin
antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelligi ile deri fleplerinin yasayabilirligini arttirdiga,
iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu etki yaptigr sonucuna varilmistir (87). Bu
caligmalarin sonuglar1 deride herhangi bir yolla olusabilecek oksidatif hasarin CAPE
ile azaltilabilecegini diisiindiirmektedir.

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan ROS ile antioksidan defans bir
denge halindedir. Yogun ROS iiretimi ya da antioksidan defansin azalmasi, oksidatif
strese neden olarak biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol
acar (67). ROS, hiicredeki ksantin-ksantin oksidaz sistemi, mitokondri ve NADPH
oksidaz araciligi ile iiretilmektedir (88). ROS’un fazlalig: hiicresel lipidler, proteinler
ve DNA’da hasara neden olup hiicrenin normal fonksiyonlarini inhibe eder (46, 56,

57). Lipid peroksidasyonun en 6nemli iiriinii MDA’d1r. Ug ya da daha fazla cift bag
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iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon alisverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari
ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik
ve karsinojeniktir (89). MDA, oksidatif stres aracili lipid peroksidasyonunun
giivenilir bir belirtecidir (84). Bu 0zelligi nedeni ile lipid peroksidasyonunun
degerlendirilmesinde siklikla kullamilan bir biyomarkerdir. Literatirde MTX veya
baska ilaglarla iligkili deneysel oksidatif stres modellerinde degisik organlarda
calisilan MDA diizeyleri celiskili olarak saptanmustir. Vardi ve arkadaslarinin rat
karacigerinde yaptiklar1 caligmada (90), Devrim ve arkadaslarmin rat bobreginde
yaptiklar1 calismada (91), Uzar ve arkadaslarinin rat serebellumunda yaptiklari
calismada (8), Ciralik ve arkadaslarmnin rat intestinal dokusunda yaptiklar: caligmada
(9) MTX’in MDA diizeylerini anlaml derecede arttirdig1 saptanmistir. Alkreathy ve
arkadaslarinin ratlara doksorubisin uygulayarak yaptiklar1 bir caligmada plazma
MDA diizeylerinin anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir (92). Dillioglugil ve
arkadaslar1 sisplatinin rat bobrek dokusunda MDA diizeylerinde anlamh yiikseklik
olusturdugunu saptamiglardir (93). Bazi calismalarda ise MDA diizeylerinde anlaml1
degisiklik saptanmamustir. Ornegin Yilmaz ve arkadaslarimin rat karacigerinde
sisplatin toksisitesi ile ilgili yaptiklar1 calismada gruplar arasinda MDA ve adenozin
deaminaz diizeyleri agisindan anlamli fark saptanmamistir (94). Demirkaya ve
arkadaslarinin  doksorubisinin indiikledigi kardiyotoksisite {izerinde sarimsak
ekstrakti, lizim c¢ekirdegi ve findigm kardiyoprotektif roliinii arastirdiklar:
caligmalarinda, MDA diizeyleri ag¢isindan gruplar arasinda anlamhi fark
goriilmemistir (95). Bizim yaptigimiz ¢calismada ise, MTX grubundaki MDA miktari,
kontrol grubuna gore yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli diizeyde
fark saptanmadi. Bu durum su sekilde aciklanabilir: Ortamda olusmus olan hidrojen
peroksit (H202) glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve CAT enzimleri araciligi ile
yiiksek oranda su ve oksijene cevrilmis olabilir. Bu durumda hidrojen peroksitten
fenton reaksiyonu ile olusacak olan hidroksil radikali miktar1 da azalmis ve lipid
peroksidasyonu sonucu olusan MDA miktar1 da diisiik seviyede kalmis olabilir.

Yilmaz ve arkadaslarmin (94) calismasinda oldugu gibi anlamh degisiklik
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saptanmamig MDA seviyesi MDA’nin hizli bir katabolik yola girmis olabilecegini
de akla getirmektedir. Dokudaki lipid peroksidasyonu sonucu ortama salinan MDA,
mitokondrial bir MDA-metabolize edici enzim (aldehit dehidrojenaz) araciligi ile
hizla metabolize edilmis ve boylece MDA seviyesinde bir artis gdzlenmemis olabilir.

SOD, viicutta ROS’un olusturdugu hasara karsi hayati rol oynayan endojen
antioksidan bir enzimdir. SOD enzimi siiperoksit radikalini daha az reaktif bir iiriin
olan hidrojen peroksite doniistiiriir. Siiperoksit radikali ortamdan uzaklasmaz ise
nitrik oksit ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitrite doniisiir.
Sonugta SOD enzimi hiicreleri siiperoksit radikaline ve peroksinitrite maruziyetten
korumaktadir (96). CAT ise hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene
doniisiimiinii katalizleyen 6nemli bir antioksidan enzimdir (43). Oksidatif stres
modelleri olusturularak yapilan daha 6nceki ¢aligmalarda hiicre i¢i antioksidan olan
bu enzimlerin aktivitelerinde celiskili sonu¢lar elde edilmistir. Uzar ve arkadaslarinin
MTX verilen ratlarin serebellum dokusunda yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MTX grubunda anlaml diizeyde artmig SOD ve CAT aktiviteleri
tespit edilmistir (5). Garipardic ve arkadaglar1 ise ratlarda MTX’in indiikledigi
0zofageal hasar modelinde MTX grubu ratlarda SOD ve CAT enzim aktivitelerini
anlamli derecede diisiik olarak saptamislardir (82). Yilmaz ve arkadaslarinin
sisplatinin indiikledigi hepatotoksisite modeli c¢aligmasinda ise SOD aktivitesi
sisplatin grubunda kontrole gore diisiik saptanmis, CAT aktivitesinde ise anlamli
degisiklik olmamustir (94). Armagan ve arkadaslarinin caligmasinda ise rat testisinde
MTX grubu SOD aktivitesi kontrol grubuna gore yiiksek saptanmakla beraber CAT
aktiviteleri arasinda anlamli fark bulunmamis (31). Koyu ve arkadaslarimin 900
MHz’lik elektromanyetik alana maruz kalan ratlarin karacigerindeki oksidatif stresi
arastiran caligmalarinda, elektromanyetik alana maruz kalan grupta kontrol gruba
gore anlamli diizeyde diisiik SOD aktivitesi ve anlaml yiikselmis CAT aktivitesi
tespit edilmistir (42). Bizim ¢alismamizda ise MTX grubu ile kontrol grubu arasinda
deri dokusundaki SOD enzim aktivitesi karsilastirildiginda; MTX grubundaki enzim
aktivitesi daha diisiik bulunmakla beraber istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. MTX ve CAPE’nin birlikte verildigi grupta ise SOD enzim aktivitesi
MTX grubuna gore yiiksek, kontrol grubuna gore diisiikk olmakla beraber her iki
grupla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. MTX alan
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ratlarin derisinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da SOD enzim aktivitesinin
diismesi, oksidatif stres yiiziinden in vivo ortamda artmis siiperoksit radikalleri
nedeni ile SOD enzim aktivitesinin baskilanmis olmasimdan kaynaklaniyor olabilir.
SOD enzimi ayrica transkripsiyon ya da translasyon asamalarinda da baskilanmis
olabilir.

Calismamizda CAT enzim aktivitesi MTX grubu deri dokusunda kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi. Bunun
nedeni ortamda uzun siireli asir1 bir hidrojen peroksit birikiminin neden oldugu MTX
ile indiiklenen oksidatif strese kars1 adaptif bir yanit olarak bu enzimin aktivitesinde
artiy olabilir. MTX+CAPE grubundaki CAT aktivitesi ise MTX grubundakinden
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik; kontrol grubu CAT aktivitesinden
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. CAPE’nin enzim aktiviteleri
tizerindeki etkisinin mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte CAPE’nin
ortamdaki serbest oksijen radikallerini siipiiriicii etkisinden dolay1r MTX+CAPE
grubundaki CAT enzim aktivitesi daha diisiik saptanmis olabilir. Burada SOR’lar
CAPE tarafindan siipiiriildiigiinden, ortamda daha az miktarda hidrojen peroksit
olusmus olabilir. Hidrojen peroksit miktar1 azaldigi icin de CAT aktivitesi diisiik
saptanmus olabilir.

Sonug olarak MTX’1mn deri dokusunda, oksidatif stresi arttirabilecegi ve bir
antioksidan olan CAPE’nin verilmesi ile bu oksidatif stresin azaltlabilecegi
sOylenebilir. Bu, bize MTX’in deri lizerinde olusturdugu toksik etkilerinin
mekanizmasinda  oksidatif hasarlanmanm da rol oynuyor olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bulgular, antioksidanlarin da MTX’in  deri iizerinde
olusturdugu toksisitenin Onlenmesinde Onemli bir etki olusturabilecegini ortaya

koymaktadir.
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6. OZET

Ratlarda Metotreksatla indiiklenen Kutanoz Oksidatif Stres Uzerine Kafeik

Asit Fenetil Ester’in Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Bu calismada ratlarda metotreksat (MTX) ile indiiklenen kutandz oksidatif
stres ilizerine kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in koruyucu etkisinin olup olmadigini
arastirmak amaciyla malondialdehit (MDA) diizeyleri ile siiperoksit dismutaz (SOD)
ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ¢aligildi.

Calismamiza 30 erkek Wistar-albino rat alinarak, her grupta 10 rat olacak
sekilde 3 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 7 giin boyunca giinde bir kez serum
fizyolojij (SF), intraperitoneal (i.p.) yoldan verildi. MTX grubuna 7 giin boyunca
giinde bir kez SF i.p. olarak verildi ve 2. giin MTX 20 mg/kg tek dozda i.p. olarak
enjekte edildi. MTX + CAPE grubuna 7 giin boyunca giinde bir kez 10 pmol/kg
CAPE 1i.p. yoldan verildi ve 2. giin MTX 20 mg/kg tek dozda i.p. olarak enjekte
edildi. Son enjeksiyondan 24 saat sonra sicanlar sakrifiye edildi. Ratlarin derileri
alindi. Deri dokularinda MDA seviyeleri ile SOD ve CAT enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

MTX grubu ile kontrol grubu arasinda deri dokusundaki SOD aktivitesinde ve
MDA diizeylerinde istatistiksel olarak fark saptanmadi. CAT aktivitesi, MTX
grubunda istatistiksel olarak anlamh diizeyde  yiiksek saptandi (p=0.0001).
MTX+CAPE grubundaki CAT akivitesi ise MTX grubundakinden istatistiksel olarak
anlaml derecede daha diisiik bulundu (p=0.021).

Sonu¢ olarak MTX’mn ratlarin deride oksidatif stres olusturabilecegi ve
CAPE’nin bu oksidatif stresi azaltabilecegi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Kafeik asit fenetil ester, Oksidatif stres,
Deri, Rat
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7.SUMMARY

Investigation of the Protective Effect of Caffeic Acid Phenylethyl Ester on

Methotrexate-Induced Cutaneous Oxidative Stress in Rats

In this study, we have measured the malondialdehyde (MDA), superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activity levels in order to investigate
whether caffeic acid phenylethyl ester has a protective effect on cutaneous oxidative
stress induced by methotrexate (MTX) in rats.

A total of 30 male Wistar-albino rats were included in this study. Animals
were equally and randomly seperated into three groups. Control group was given
daily intraperitoneal saline injection for seven days. MTX group was treated with
intraperitoneal saline injection for seven days and with single dose of intraperitoneal
MTX (20 mg / kg) injection at day 2. MTX plus CAPE group was given CAPE at 10
umol/kg/day intraperitoneally for seven days and this group was also treated with
MTX at a dose of 20 mg/kg at day 2. All animals were sacrificed 24 hours after the
last injection and skin tissue samples were collected. MDA levels, SOD and CAT
enzyme activity levels were measured from tissue samples by using
spectrophotometry method.

There was no statistically significant difference between the MTX group and
controls by means of SOD activity and MDA levels, whereas CAT activity level was
found prominently higher in MTX group (P=0.0001). The CAT activity of MTX plus
CAPE group was significantly lower than the MTX group (p=0.021).

As a result, it can be suggested that MTX can lead to oxidative stres in rat skin
and CAPE may decrease oxidative stress.

Keywords: Methotrexate, Caffeic acid phenylethyl ester, Oxidative stress, Skin, Rat.
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