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1.GIRIS

Bir folik asit (FA) antagonisti olan metotreksat (MTX) 16semi, lenfoma,
osteosarkom, bas ve boyun tiimoérleri, akciger kanseri, meme kanseri ve bazi diger
kanser tiplerinde kemoterapotik ajan olarak kullamldigr gibi psoriasis,
dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit (RA) gibi bazi inflamatuvar
hastaliklarda da yaygin sekilde kullanilmaktadir (1).

MTX dihidrofolati (DHF) tetrahidrofolata (THF) ceviren dihidrofolat
rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe eder (2). Tetrahidrofolat purin ve pirimidin
sentezinin 6nemli bir parcasi olan timidilatin iiretiminde rol oynar (3). Purin ve
pirimidin niikleotidleri deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)
sentezinde rol oynarlar. Bu nedenle MTX THF eksikligine yol acarak piirin,
pirimidin metabolizmas1 ve DNA sentezini iceren pek ¢cok metabolik yolu etkiler.
Bu metabolik yollar iizerinde yaptigr degisiklikler ile MTX m hem tedavi edici
etkileri hem de toksik etkileri ortaya ¢ikmaktadir (4).

MTX’1n gastrointestinal, hepatik, renal ve kemik iligi toksisiteleri en sik
goriilen yan etkileridir (5). Akut ldsemilerde uygulanan yiiksek doz MTX
uygulamasinda da, psoriasis tedavisinde uygulanan uzun siireli diisilk doz MTX
uygulamasinda da ilerleyici fibrosis ve siroza kadar gidebilen hepatik toksisite
goriilebilmektedir (6). Hepatik toksisite MTX 1n kullanimim kisitlayan ciddi bir yan
etkidir (5).

Ratlara MTX verilmesinin; kan, karaciger, bobrek ve ince barsakta glutatyon
(GSH) seviyelerini azalttig1, inflamatuvar yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz
(MPO) aktivitesini ve lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehid
(MDA) seviyelerini arttirdigi bulunmustur (7).

Probiyotikler son zamanlarda sik olarak kullanilmakta ve probiyotiklerle
ilgili olarak ¢ok genis calismalar yapilmaktadir. Degisik sistemlerde toksik etkisi
bilinen metotreaksatin yan etkisinin probiyotiklerce engellenip
engellenemeyeceginin ortaya konulmasi probiyotiklerin yeni kullanim alanlarim
ortaya koyacaktir. Aymi zamanda kemoterapotik ajanlarin  yan etkilerinin

sinirlanmasinda farkli bir bakis ag¢is1 sunabilecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Metotreksat
Kliniklerde ¢ok yaygin olarak kullanilan antimetabolit etki mekanizmasia

sahip bir antineoplastik ilactir.

2.1.1. Metotreksat’in metabolizmasi

Folik aside bagli enzimler tek karbon fragmanlarin transferini iceren
reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasinda en O©nemlisi DNA sentezi igin
deoksiiiridilat’in metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu islem sirasinda
metilen tetrahidrofolat (MTHF) DHF’a doniisiir. DHF’1n ise tekrar kullanilmasi icin
THF’a doniigsmesi gereklidir. Bu doniisiim icin DHFR enzimine ve NADPH’ya
gereksinim vardir. THF, DNA ve RNA sentezi icin gerekli olan purin ve pirimidin
niikleotidlerinin sentezinin onemli bir komponenti olan timidilatin tiretiminde rol
oynar (3). Bu nedenle MTX THF eksikligine yol acarak piirin, pirimidin
metabolizmasi ve DNA sentezini iceren pek c¢ok metabolik yolu etkiler (4).
MTX’1n molekiiler yapist DHF’a benzer (Sekil 1 ve 2). MTX 1n yapisinda birden
fazla metil grubu vardir ve DHF’taki hidroksil (OH) grubu yerine NH2 bulunur.
MTX DHF’1 THF a ¢eviren DHFR enzimini inhibe eder (2). MTX folilpoliglutamil
sentetaz ile 1-4 glutamat gruplarinin eklenmesiyle poliglutamat forma doniistiiriilen
bir ilagtir. Poliglutamat yapt muhtemelen tiim hiicrelerde bulunur. Poliglutamat
formun Ol¢timleri eritrosit, karaciger, fibroblastlar ve kemik iligi myeloid serisinde
yapilmistir. MTX poliglutamatlar1 hiicre i¢inde tutulur ve DHFR enzimine
baglanarak DHF ile yer degistirir (8, 9).

MTX diisiik dozlarda oral olarak hemen hemen tamamen emilir. Baslangic
yart omrii (dagilimi) 1,5-3,5 saattir. Terminal yar1 omrii 8-15 saattir. MTX ve
metabolitleri hiicrelere aktif tasima ile girer ve biiyilk oranda bobrek yoluyla

elimine olur.
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Sekil 1: Metotreksat’in molekiiler yapisi (8).
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Sekil 2: Dihidrofolatin molekiiler yapisi (9).
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Sekil 3: Folik asidin molekiiler yapisi (9).

2.1.2. Folik asit antagonisti olarak Metotreksat’in mekanizmasi

Insanlarda viicudun ana yapilarindan FA’i (Sekil 3) sentezleme ozelligi
olmadigindan diyetle FA alimi zorunludur. Dihidrofolat rediiktaz, DHF’yi FA’e
bagimli yollarda temel bilesen olarak hizmet eden THF ye doniistiiriir (Sekil 4).
Chabner ve ark. MTX’in FA antagonisti mekanizmasi olarak iki teoriyi One
siirmiiglerdir. Folik asit azalma teorisi: Intraselliiler FA’in azalmasi DHFR’nin
blokajina dayanmaktadir. Yarisma teorisi: Niikleotidlerin sentezinde gorevli
basamaklar1 MTX’in dogrudan inhibe etmesine ve DHF birikimine dayanmaktadir
(10). MTX, DHFR’1 inhibe eder bu yiizden THF 1n azalmasina neden olur. MTX
poliglutamatlar1 5,10 metilen THF rediiktaz, glisinamid-ribozil-5-fosfat
formiltransferaz ve aminoimidazol-karbokzamid-ribozil-5-fosfat formiltransferaz

enzimlerini dogrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon piirin ve primidin



metabolizmasinda inhibisyonla sonuglanir (8). Bu yapi taslarinin tiretilmemesi
hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan DNA ve RNA sentezini ve enerji iiretimi icin
gerekli ATP iiretimini inhibe eder. Ayrica THF’a doniisemeden kalan
dihidrofolatpoliglutamatlar ve MTX’in poliglutamat tiirevleri toksik inhibitor
metabolitler seklinde birikir. Timidilat sentazin ve purinin sentezinde rol oynayan
transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, MTX’in iki poliglutamat metaboliti
tarafindan yapilir (11). MTX 1 hiicrelerdeki toksik etkileri disaridan ilag olarak
verilen folinik asit (N5—formiltetrahidrofolat) tarafindan antagonize edilir; folik

asidin kendisi ise bu durumda THF’a doniisemediginden antidotal etkinlik

gostermez.
Folat dihidrofolat
Folik Asit —> dihidrofolik asit ———> ftetrahidrofolat
rediiktaz Rediiktaz

Sekil 4: Folik asit metabolizmasi

2.1.3. Metotreksat’in antiproliferatif etkisi

MTX, vyiiksek dozlarda losemi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun
timorleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi kanserlerin tedavisinde
antiproliferatif olarak kullanmilir (8). Bununla birlikte, RA’da diisilk doz MTX
tedavisinin mekanizmasi antiproliferatif etki ile aciklanmaz. Hirata; RA’da diisiik
doz MTX ile endotel hiicre proliferasyonunun dogrudan inhibe oldugu goriisiinde
olmakla birlikte baz1 arastirmacilar lenfosit proliferasyonunun inhibisyonu hakkinda

zit goriigler bildirmislerdir (8, 12).

2.1.4. Metotreksat’in antiinflamatuvar etkisi

MTX, RA’da ve psoriatik artritin tedavisinde antiinflamatuvar etkisi
nedeniyle kullanilmaktadir. Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-), interlokin 1-beta
gibi sitokinler ile metaloproteinazlar gibi inflamasyonun mediatorlerinin RA’da
MTX tedavisi ile azaldigi gosterilmistir (13). Cronstein, MTX’1n iki biyokimyasal

mekanizma ile antiinflamatuvar etkide roliiniin oldugunu 6ne siirmiistiir.



1) Homosisteinin yeniden metilasyonunun inhibisyonu (14).
2) Adenozin salinmast. in vitro ¢alismalarda fibroblastlarda ve endotel hiicrelerinde
diisik doz MTX’in adenozin salimmina yol agtigi gosterilmistir Adenozinin
antiinflamatuvar etkide merkezi rolii vardir (14).

Adenozinin antiinflamatuvar etkisinin baslica notrofiller iizerinde oldugu,
notrofil adezyonunu ve serbest oksijen radikallerinin tiretimini engelledigi

gosterilmistir. Bu MTX 1n gosterdigi antiinflamatuvar etkiyi agiklamaktadir (15).

2.1.5. Metotreksat’in immunmodiilator etkisi

Immiin mekanizmalar RA’nin patogenezinde 6nemli rol oynarlar. B ve T
lenfositlerdeki aktivite artisinin MTX ile baskilandigi gosterilmistir. RA’I
hastalarin idrar, sinovyal sivi ve lenfositlerinde poliamin seviyeleri yiiksek
bulundugu i¢in, poliaminlerin RA’nin  patogenezinde rolii olabilecegi
diisiiniilmektedir. Poliaminlerin hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve immiin
yanitta dnemli gorevleri vardir (16). MTX 1n immiinmodulator etkisi poliaminlerin

sentezindeki inhibisyon ile iligkili olabilir (8).

2.1.6. Metotreksat’in yan etkileri

MTX tedavisi esnasinda ortaya ¢ikan yan etkiler olduk¢a yaygindir. Yan
etkinin siddeti degiskendir. En sik rastlanan yan etkiler hafif ve geri doniistimliidiir.
Bulanti, kusma, transaminazlarda yiikselme ve stomatit gibi yan etkiler siklikla
dozla iligkilidir. MTX tedavisi alan RA’li hastalarin yaklasik %30’unda ilac
toksisitesi nedeniyle tedavi kesilir (8).

MTX toksisitesinin mekanizmasi hala tam anlasilamamistir. Ancak bazi yan
etkiler; piirin, pirimidin, poliamin ve FA gibi metabolik yollarin bozukluklar ile
dogrudan iliskilendirilmistir. Kremer ve ark. ilk kez RA’lh hastalarin karaciger
biyopsisinde MTX poliglutamatlarinin birikmesine, FA eksikliginin eslik ettigini
gostermistir (17). Degisik yollarda adenozin deaminazin (ADA) MTX tarafindan
inhibisyonu deoksiadenozin ve deoksiadenozin trifosfat (dATP) gibi adenozin
metabolitlerinin birikimine yol acar. Adenozin, deoksiadenozin ve metilli adenozin
metabolitleri yiiksek konsantrasyonlarda muhtemelen dogrudan toksik etkilidirler.
Deoksiadenozin kromozom kiriklarina ve S-adenozil homosistein (SAH) hidrolaz

enziminde inaktivasyona yol acar. SAH-hidrolaz metilasyon reaksiyonlart icin



gereklidir. dATP, DNA sentezi i¢in gerekli olan riboniikleotid rediiktazi inhibe eder
(8). Baggott ve ark. MTX tedavisi ile ADA inhibisyonu gelistigini destekleyen
veriler elde etmislerdir (18). MTX’1n vaskiiler hastalik icin risk faktorii olarak
bilinen hiperhomosisteinemiye sebep oldugu bilinmektedir (8, 13).

Metilasyon reaksiyonlarinin belirleyicisi olan S-adenozil metionin
(SAM)/SAH oraninda azalmaya neden olur. Metilasyon reaksiyonlarinin

inhibisyonu toksisiteye neden olabilir (8).

2.1.7. Metotreksat’in hepatotoksisitesi

MTX’in  hepatotoksik  etkisinin mekanizmast heniiz tam olarak
aciklanamamistir (1). MTX karacigerde enzimatik bir sistem araciligiyla major
ekstraselliiller metaboliti olan 7-hidroksimetotreksata doniisiir (19). MTX hiicre
icinde poliglutamat formunda tutulur. MTX kullanimi ile hiicre icindeki
poliglutamat formunun miktar1 artar ve FA seviyeleri diiser. Bu da hepatosit
nekrozuna sebep olur (20). Poliglutamat formunun seviyesinin artmasi intraselliiler
alanda ilacin varhigimi artirir. Bu mekanizmanin MTX 1 hepatotoksik etkisinin
sebebi oldugu diisiiniilmektedir (17). Ayrica MTX piruvat dehidrojenaz, 2-
oksogluterat dehidrojenaz, ve sitosolik nikotinamid adenozin difosfat (NADP)
bagimli dehidrojenaz1 inhibe eder. Nikotinamid adenozin difosfat glutatyon
reditktaz enzimi tarafindan, reaktif oksijen radikallerine karst koruyucu bir
antioksidan olan, rediikte glutatyonun iiretilmesi igin kullanmilir (21). MTX
kullanimina bagl olarak diisen NADP seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen
radikallerine (siiperoksid anyonlari, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksid ve
hipoklorid radikalleri gibi) kars1 duyarlilastiran glutatyon seviyelerinin diismesine

ve bu da hepatosit hasarina sebep olur (22).

2.1.8. Metotreksat toksisitesi ve oksidatif stres

Antikanser ilaglarla yapilan toksisite ¢alismalarinda oksidatif stres iizerine
dikkat ¢ekilmektedir. Karaciger, bobrek, ince barsak ve merkezi sinir sistemindeki
MTX’1n yan etki mekanizmasi olarak oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir (23, 24,
25, 26). HeLa hiicresi mitokondrisinde piriivat dehidrojenaz, 2-okzogluterat
dehidrojenaz ve nikotinamid adenindiniikleotid (NAD) bagimli enzimler ile

sitozolik NADP bagimhi dehidrojenazin MTX tarafindan inhibe  edildigi



gosterilmigtir. Babiak ve ark. MTX’in HeLa hiicrelerinde viicudun onemli
antioksidani olan glutatyon seviyelerini azalttigin1 gostermislerdir (21).

Jahovic ve ark. 20 mg/kg tek doz MTX intraperitoneal uygulanan ratlarin
kan, karaciger, bobrek ve ince barsak dokularinda glutatyon seviyelerinde azalma,
inflamatuvar yanmitin gostergesi olan MPO aktivitesinde artma ve MDA
seviyelerinde belirgin artma oldugunu bulmuslardir (24). Miyazono ve ark. MTX’1n
yan etkisi olarak rat ince barsaginda siiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz
aktivitelerinde artma, GSH seviyelerinde azalma oldugunu gostermisler ve MTX 1n
yol agtig1 ince barsak hasarinda oksidatif stresin Onemli rolii oldugunu One
siirmiislerdir (27). Benzer sekilde Devrim ve ark. MTX nefrotoksisitesinde oksidatif
stresin Onemli roliinii ortaya koymuslardir (25). Uz ve arkadaslar1 benzer sekilde
MTX alan ratlarin bobrek dokularinda nitrik oksid seviyelerinde artisi
bildirmislerdir (26). Bu nedenle MTX toksisitesinden korunmak icin antioksidan

ajanlarla birlikte kullanmasi gerekliligi 6ne siiriilmektedir.

2.2. Probiyotikler

Bu yiizyilin baslarinda Metchnikoff, faydali mikroorganizmalara dikkat
cekerek ilk probiyotik kavramini One siirmiistiir. Metchnikoff, intestinal flora
bakterilerinin protein hidrolizi sonucu olusturdugu amonyak, aminler ve indol gibi
maddelerin konakta intoksikasyona neden oldugunu ve enerjisini protein hidrolizi
yerine karbonhidrat fermantasyonundan saglayan laktik asit bakterilerinin
kullaniminin faydali sonuglar verdigini bildirmistir. Ancak, bilimsel olarak bu
organizmalarin tanimlanmas1 yirminci yiizyilin sonlarinda miimkiin olmustur. Lilly
ve Stillwell’in 1965°de, Parker’in de 1974 yilinda kullandiklar1 probiyotik
kavramini, 1989 yilinda Fuller canli mikrobiyal besin olarak, konagin mikrobiyal
florasin1 diizenleyen, konak icin faydali mikroorganizmalar olarak tekrar
tanimlamistir (28). Probiyotikler, yeterli miktarlarda tiiketildiginde konakc¢iya saglik

kazandiran yasayan mikroorganizmalardir (29).

2.2.1. Probiyotik mikroorganizmalarin 6zellikleri
Probiyotik bakteriler, mide asit salgisina diger bakterilere gore daha
dayanikli, safra tuzlaria ve lizozim enzimine daha direnglidir. Lactobacillus tiirleri

ince barsakta fazla sayida bulunurken Bifidobacterium'lar kalin barsakta



bulunurlar. Probiyotik bakteriler laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit,
bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler iireterek, barsaklarda istenmeyen
mikrofloranin ¢ogalma hizin1 kontrol ederler ve mikrofloranin dengede olmasini
saglarlar (30).

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda bazi dzelliklerin olmasi
gereklidir. Giivenilir olmali, kullanildig insan ve hayvanda yan etki olusturmamali,
saglikli insan bagirsagindan alinmis olmali ve stabil olmalidir. Diisiik pH ve safra
tuzlar1 gibi olumsuz cevre kosullarindan etkilenmeden bagirsakta metabolize
olmalidir. Barsak hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir. Karsinojenik
ve patojenik bakterilere antagonistik etki yapmalidir. Antimikrobiyal maddeler
iiretmelidir. Konak¢ida hastaliklara direng gibi yararli etkiler olusturabilmelidir.
Antibiyotiklere direngli olmali, antibiyotige bagl ortaya cikan hastaliklarda barsak
florasini diizenlemek amaci ile kullanilabileceginden, bagirsaktaki antibiyotiklerden
etkilenmemelidir. Uretim ve depolama sirasinda canhiligini ve aktivitesini
koruyabilmelidir. Probiyotikler patojenik olmamali ve toksin iiretmemelidir. Cok
suslu preparatlarin hazirlanmasina uygun olmalidir. Probiyotik {iretiminde

kullanilan suglar aktarilabilir antibiyotik diren¢ genleri icermemelidir (31, 32).

2.2.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Probiyotik iiretiminde yaygin olarak kullanilan laktik asit bakterileri
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococus, Leuconostoc, Pediococcus,ve
Enterococcus cinsine ait tiirlerdir. Bu mikroorganizmalarin ortak 6zelligi
karbonhidratlar1 fermente ederek laktik asit olusturmalaridir. Laktik asit bakterileri
disinda probiyotik olarak kullanilan diger mikroorganizmalar ise Bacillus,
Saccharomyces ve Aspergillus’tur. Her iki grubun etki mekanizmalar1 ve
antibiyotik duyarliliklar1 birbirinden farklidir (33). Sik kullamilan probiyotik

mikroorganizmalar tablo 1°de 6zetlenmistir.



Tablo 1: Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (34)

Lactobacillus tiirleri L. bulgaricus, L.cellebiosis, L. delbrueckii, L lactis,
L.acidophilus, L.reuteri, L. brevis, L.casei, L.
curvatus, L.fermentum, L.plantarum, L. johnsonii,
L.rhamnosus, L.helveticus, L.salivarius, L.gasseri,

L.crispatus

Bifidobacterium tiirleri B.adolescentis, B.bifidum, B.breve, B.infantis,

B.longum, B.thermophilum

Bacillus tiirleri B.subtilis, B.pumilus, B.lentus, B.licheniformis,

B.coagulans, B.cereus

Pediococcus tiirleri P.cerevisiae, P.acidilactici, P.pentosaceus

Streptococcus tiirleri S.cremoris, S.thermophilus, S.intermedius, S.lactis,

S.diacetilactis

Bacteriodes tiirleri B.capillus, B.suis B.ruminicola, B.amylophilus

Propionibacterium tiirleri | P.shermanii, P.freudenreichi

Leuconostoc tiirleri L.mesenteroides
Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Mantarlar Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

Boulardii, Candida torulopsis

2.2.3. Probiyotiklerin etki mekanizmalar:
Probiyotikler, konak canliy1 patojenlere karsi koruyarak ve immiin sistemini

giiclendirerek etki gosterirler.

2.2.3.1. Probiyotiklerin antibakteriyel mekanizmasi

Probiyotiklerin trettigi antimikrobiyal molekiiller patojen
mikroorganizmalarin c¢ogalmasimi sinirlar. Probiyotik suslar hidrojen peroksit,
organik asit, bakteriosin gibi etken maddeler sayesinde antibakteriyal 0zellik
gosterirler  (35). In vitro olarak yapilan calismalarin  sonuglarma gore;
laktobasilluslarin bir cogu asetik asit ve laktik asit gibi metabolitlerinden ve pH’i
diisiirmelerinden dolay1 bakteriyel patojenlerin ¢ogalmasini engeller. Bazi
laktobasiller (Lactobacillus lactis, Lactobacillus casei Shirota yada Lactobacillus
acidophilus YIT 0070 suslart) hidrojen peroksit iireterek, Escherichia coli 0157:H7



cogalmasim sinirlandirmislardir (36). L. Casei subsp. rhamnosus Lcr35 susunun
siipernatanti dokuz insan patojeni bakterinin (enterotoksijenik FE.coli —ETEC-,
enteropatojenik E. coli —-EPEC-, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri,
Salmonella  typhimirium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis ve Clostridium difficile) iiremesini inhibe etmistir (37). Insan
sindirim sisteminden izole edilen lactobasillus suslarinin gastrointestinal sistem
enfeksiyonlarina neden oldugu bilinen dort patojenin (Helicobacter pylori,
campylobacter jejuni, Campylobacter coli and C. difficile) tiremesini sinirlandirdigi
saptanmistir (38). L. casei GG, in vitro olarak gram pozitif ve gram negatif
bakterilerin ¢oguna karsi ‘mikrosin’ adi verilen hiicre dist inhibitor madde iiretir
(39). Ancak, bu bilesiklerin saglik iizerine etkide, anahtar rol oynadigim1 gosteren

her hangi bir sonug in vivo olarak belirtilmemistir (40).

2.2.3.2. Probiyotiklerin adezyon mekanizmasi

Probiyotiklerin patojen mikroorganizmalara karsi intestinal sistemde bir
bariyer olusturarak, epitel hiicrelerin bu mikroorganizmalarla baglanma derecesini
azalttig1 diisliniiliir. Laktik asit bakterilerinin intestinal epitel hiicrelerle adezyonunu
saglayan cesitli yiizey determinantlar1 vardir. Laktik asit bakterilerinin mikrobiyal
adezyonu; pasif kuvvetler, elektrostatik iliskiler, hidrofobik, sterik kuvvetlerle ve
lipoteikoik asit, lektinlerle kapli 0zgiin yapilarla iliskilidir (41). Toksin ve
patojenlerin baglanmasinin engellenmesi, musin gibi konak faktorlerin uyarimi ya
da reseptorlere kompetetif baglanma hipotezinin 6ne siiriilmesine karsin, inhibisyon

mekanizmasi heniiz tam olarak acgiklik kazanmamistir (40).

2.2.3.3. Probiyotiklerin antiapopitotik etkisi

Yogun probiyotik igerigi olan kefirin ratlarda radyasyonla-indiiklenen
apopitozise karsi koruyucu etkisi saptanmistir. Matsuu ve ark. kolonda X-1g1n1 ile
indiiklenen apopitozis lizerine kefirin koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismada,
radyasyon verilmeden once 12 giin fermente siit kefiri verilen ratlarla kontrol
grubunu kargilagtirdiklarinda, kefir verilen ratlarda apopitotik indeksin ve aktif
kaspaz-3 (Cas3) ekspresyonunun onemli oranda azaldigin1 gostermislerdir (42). Bu
etki en belirgin olarak kriptlerde stem hiicrelerinin oldugu bolgede izlenmistir.

Kefirin anti-apopitotik etkisi Cas3 aktivasyonunun inhibe olmasina baglanmistir.
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Yine insan melanoma hiicrelerinde ultraviole ile indiiklenen apopitozise kars
kefirin koruyucu bir etkisi oldugu bildirilmistir (43). Fermente siit iiriinlerinin
pelvik malignansilerde radyasyon tedavisinden sonra ortaya ¢ikan kronik barsak

rahatsizliklarim azalttig1 bilinmektedir (44).

2.2.3.4. Probiyotiklerin antioksidan etkisi

Kefirin antioksidan etkisi cesitli ¢calismalarda gosterilmistir. Giiven ve ark.
farelerde karbon tetrakloriir (CCl4) ile indiiklenen oksidatif hasarda kefirin GSH ve
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyelerini arttirarak, lipid peroksidasyonunu ise
azaltarak vitamin E’den daha koruyucu etki gosterdigini saptamislardir (45).

Farelerde probiyotiklerle yapilmis bir ¢alismada probiyotiklerin D-
galaktozamin ile olusturulmus karaciger hasarinda hepatosit hasarini, inflamasyonu
ve proinflamatuvar sitokinleri azalttigi ve antioksidan aktiviteyi arttirdig
saptanmistir (46). Yine bagka bir calismada probiyotiklerin karacigerdeki iskemi-
reperfiizyon hasarindan SOD’u artirarak koruyucu etki gosterdikleri saptanmistir
(47). Kefirle yapilmis bir calismada azoxymethane verilerek kolonik kriptlerde
anormal formasyon olusturulan ratlarda kefirin GSH, nitrik oksid gibi
antioksidanlari arttirdig1 saptanmis ve kefirin antioksidan rol oynadigi belirtilmistir

(48).

2.3. Serbest oksijen radikalleri ve oksidatif stres

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hiicre metabolizmasinda ortaya ¢ikan, en
dis tabakalarinda eslenmemis elektron tasiyan ve diger biyolojik materyallerle
reaksiyona girme egiliminde olan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Serbest
radikaller hiicrede lipit, protein, DNA ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yap1 ve
bilesiklere etkilidir. Membran1 olusturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler gibi
doymamis yag asitleri ve membran proteinleri radikaller i¢in oldukg¢a cekici
hedeflerdir (49). Oksidanlarin arttigi veya antioksidanlarin yetersiz kaldig
durumlarda organizmanin maruz kaldig “oksidatif stres”, sonugta bozulan hiicresel
metabolizma, molekiiler yikim ve doku hasarimi getirir. Oksidatif hasarin olustugu
dokuda artan radikal metabolitler ve bunlarin olusturdugu lipit peroksidasyonu ile

protein ve DNA oksidasyonu sonucu hiicre membraninda kontrol kaybolur;

gecirgenlik artis1 ve hiicresel oliim gelisir (49). insan viicudunda biitiin hiicrelere
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hicbir zorlukla karsilasmadan giren ve en c¢ok kullanilma 6zelligine sahip olan
molekiiler oksijen, yapisi itibariyle radikal olmaya ¢ok uygun oldugundan serbest
radikal denilince aslinda SOR akla gelmektedir. Fizyolojik sartlarda insan
viicudunda olusan SOR ile antioksidan defans sistemi bir denge halindedir.
Antioksidan savunma mekanizmalar1 ile serbest radikal olusumunu hizlandiran
etkenler arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres ortaya c¢ikar. Yani yogun
SOR iiretimi ya da antioksidan defansin azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve
fonksiyonel modifikasyonlara yol agarak oksidatif strese neden olur. Hiicrede
mitokondrial respirasyon, hiicrenin sinyal mekanizmasinda ve bakterileri fagosite
etmek gibi fonksiyonlarda reaktif oksijen tiirleri yasam i¢in gereklidir. Hiicrelerin
cogu koruyucu mekanizma olarak da serbest radikalleri ortaya ¢ikarabilir. Karaciger
detoksifikasyon icin serbest radikalleri kullanirken, nétrofiller patojenleri yok
etmek icin serbest radikalleri iiretebilir. Notrofillerin aktive olmasi ile ortaya ¢ikan
solunum patlamasinda rol alan NADPH oksidaz, SOD, nitrik oksit sentaz ve MPO
gibi enzimler; siiperoksit anyonu (O;’), hidrojen peroksit (H,O,), nitrik oksit ve
hidroklorik asit gibi reaktif iiriinlerin ortaya ¢cikmasina yol agar (51). Asirt reaktif
bu maddeler, diger atom ve molekiillerle elektron aligverisine girerek, onlarin
kimyasal yapilarin1 degistirmek suretiyle kararsiz (reaktif) bir atom haline
gelmesine yol agabilirler.

Giiniimiizde serbest radikaller ve reaktif molekiiller ile bunlarin
reaksiyonlar ve iiriinlerindeki artigin hiicresel yasami tehdit ve tahrip ettigi, genetik
mutasyonlara da yol actig1 bilinmektedir (52). Kanser, ateroskleroz, ndrodejeneratif
hastaliklar, diabetes mellitusu iceren bir¢ok hastalikta oksidatif hasarin rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Oksidatif hasar hastaligin baslangicinda veya patolojisinde rol
oynuyorsa basarili antioksidan tedavi hastalifi Onleyebilir veya baslangicim
geciktirebilir. Bu baglamda SOR’un seviyelerini arttiric1 etkenler olarak ozellikle
oksidatif strese yol acan nedenlerin bilinmesi, bunlardan uzak durulmasi oldukca

onemlidir.

2.3.1. Serbest oksijen radikal tiirleri
Serbest radikal denildiginde ilk olarak akla gelen biyolojik ortamlarda
bulunan serbest oksijen radikalleridir. Iskemi, hemoraji, intoksikasyon,

radyoaktivite gibi durumlarda mitokondrilerde aerobik oksidatif fosforilasyon
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dengesi etkilenir ve elektron tagima sisteminden elektron kacaklari olusur. Oksijen
molekiiliine bir elektronun transfer edilmesi yoluyla oksijenin indirgenmesi ile
stiperoksit serbest radikal anyonu (O;) olugmaktadir (O, + ¢ > Oy). Oksijenin 2
elektronla rediiklenmesi ise hidrojen peroksiti (H,0») olusturur (O, + 2¢” + 2H™ >
H,02) (53).

Hidrojen peroksit, ge¢is metal iyonlarinin varliginda kolaylikla parcalanip
oksijen radikallerinin daha reaktifi ve biyolojik sistemlerde daha fazla hasar
olusturan hidroksil radikalini (OH’) olusturur, bu nedenle serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli yeri olan bir bilesiktir. (H,O, + Fe** > ‘OH + OH + Fe™).

Bu ifade edilen reaksiyon Fenton reaksiyonu (Demir katalizli Haber-Weiss

reaksiyonu) olarak adlandirilmaktadir (50).

2.3.2. Serbest oksijen radikali olusumuna neden olan kaynaklar

Serbest oksijen radikallerinin eksojen ve endojen olmak iizere iki onemli
kaynagi vardir. Eksojen kaynaklar olarak; ultraviole 1sinlari, radyasyon, uyusturucu
ve alkol gibi bagimlilik yapan maddeler, ksenobiyotikler gibi bazi1 yiyeceklerde
bulunan ¢esitli toksik maddeler, hava kirliligi, hiperoksit, pestisitler, solventler,
anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara dumani, MTX, cisplatin ve
bleomisin gibi antineoplastik ajanlar, katekolamin seviyesini artiran stres durumlart;
ve elektromanyetik alanlar sayilabilir (54, 57). Endojen kaynaklar olarak ise;
mitokondrial elektron transport sistemi, peroksizomlarda bulunan enzimler, kiiciik
molekiillerin otooksidasyonu; tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidroproteinler, antibiotikler vs., endoplazmik retikulum ve niikleus membran
elektron transport sistemleri (sitokrom p-450), makrofaj gibi fagositik hiicrelerin
aktivasyonu ile meydana gelen solunumsal patlama, plazma membrani enzimleri
(NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz, lipid peroksidasyonu vs.)
sayilabilir (58).

2.3.3. Serbest radikallerin hiicreler iizerindeki etkileri

2.3.3.1. Lipidlerde meydana gelen yapisal degisiklikler

Plazma membrani, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik
membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinde serbest radikaller tarafindan

olusturulan oksidatif hasara lipid peroksidasyonu denilmektedir (59). Lipid
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peroksidasyonu, bir lipid molekiiliinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis olan
bir metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baslayan kompleks bir
olaydir. Lipid peroksidasyonu sonucunda hiicrede kendiliginden devam eden
zincirleme reaksiyonlar baglamaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan lipid peroksil
radikalleri bir sonraki poliansatiire yag asidini okside ederek yeni zincirleme
reaksiyonlar1 baslatirlar (59). Bu iiriinlerin daha ileri parcalanmaya ugramasi ile
hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararli radikal 6zelligi olan aldehidlere
doniisiirler. Bu aldehidler icinde en cok bilineni MDA dir. Dolayisiyla bir dokuda
MDA seviyesinin artmasi serbest oksijen radikallerinin arttifin1 gosterir (60).
Malondialdehidin kendisi de iiretildigi yerde iki yonlii hareket edebilir; hem dis
ortama hem de hiicrenin i¢ kismina yonelebilir. Hiicre icinde bir cok yapiya zararh
etkileri vardir. Dolayisiyla serbest oksijenlerin lipidlere etkisi sonucu agiga ¢ikan
patolojik iirtin olan MDA da daha ileri yikimlara sebep olabilir. Hiicre
membranlarinin lipid kisminin biiylik ¢ogunlugu fosfolipid ve bunlarin yapisindaki
poliansatiire yag asitlerinden olusmustur. Bu hasar sonucunda membranin yapisi ve

fonksiyonlar biiyiik 6lctide bozulur.

2.3.3.2. Proteinlerde ve niikleik asitlerde meydana gelen yapisal
degisiklikler

Serbest radikal etkilerine kars1 protein ve niikleik asitler, poliansatiire yag
asitlerine gore daha direnclidir. Bunun baglica sebebi, hasar olusturucu zincir
reaksiyonlariin protein ve niikleik asit molekiillerinde gerceklesme ihtimalinin ¢ok
zay1f olmasidir. Serbest radikaller DNA molekiiliine ¢cok yakin bir bolgede meydana
geliyorsa, okside edici radikaller tarafindan DNA molekiilii kolaylikla hasara

ugratilabilmektedir (61).

2.3.4. Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistemler
Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar olarak iki ana

gruba ayrilabilirler.
2.3.4.1. Nonenzimatik antioksidanlar

Glutatyon: Oksidatif stresin Ol¢timiinde kullanilan antioksidandir. Rediikte

glutatyon (GSH)/ okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalir. GSH
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ve GSSG “high performance lipid chromotography” (HPLC) ve spektrofotometrik
yontemlerle tesbit edilir (55). Glutatyon karacigerde glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenebilen bir tripeptiddir. Cok onemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girip onlar1 zararsiz iiriinlere c¢evirerek
hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Proteinlerdeki siilfidril gruplarim da
indirgenmis halde tutarak onlarin okside olmasini engeller (56).

S-adenozil metionin: Tiim hiicrelerde metioninden sentezlenir. Hiicre
biiytimesi ve farklilagsmasinda 6nemli rolii vardir. Antioksidan aktivitesi glutatyon
prekiirsorii olarak tanimlanmistir (62).

E Vitamini: E vitamini tokoferol yapisindadir. Dort tipi vardir. a-tokoferol
en fazla bulunan ve antioksidan etkisi en fazla olan seklidir. E vitamini dokularda
en onemli zincir kirict antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna karsi ilk siradaki
korunma mekanizmasidir (59). Membranlarin lipid kisminda ve ekstraselliiler
stvilarda bulunur. Hiicre membranlarinda O,, OH™ gibi radikalleri inaktive eder ve
lipid peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonu reaksiyonlarini durdurur (63).

C vitamini: Ekstraselliller sivilarda bulunur. Siiperoksit ve hidroksil
radikalini dogrudan temizleme 6zelligi vardir (63).

Seruloplazmin: Siiperoksid dismutaz benzeri bir etki gosterdigi
diisiiniilmektedir. Demirin +2 degerlikli halden +3 degerlikli hale yiikseltgenmesini
saglayarak Fenton reaksiyonunu inhibe eder. Bu sayede serbest radikal olusmasini
inhibe eder (64).

Transferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglayarak antioksidan ozellik
gosterir (65).

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonlarinda siiperoksit, hidroksil ve
peroksil radikallerini temizler (64).

Albiimin: Gecis metallerini baglar, lipidhidroperoksid ve hipoklorid
toplayicisidir (64).

Bilirubin: Serbest radikal tutucusudur, siiperoksit ve hidroksil radikal
toplayicisidir (65).

Glukoz: Hidroksil radikal tutucusudur (66).

Piruvat: Giiclii antioksidandir ve H,O, baglayici 6zelligi vardir (67).

Taurin: Yar1 esansiyel bir aminoasittir. Lipid peroksidasyonunu ve nétrofil

infiltrasyonunu inhibe ederek antioksidan etkili oldugu gosterilmistir. Taurin
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ratlarda MTX’m yol ac¢tigi doku hasarimi Onlemistir. Ksenobiotiklere baglanma
yetenegi vardir. Hipoklorit ile de reaksiyona girerek etkisini azaltir (68).

p-Karoten: A vitamininin prekiirsoriidiir. Hiicre membranlarinda bulunur.
Serbest radikal temizleyicisidir. Peroksitlere karsi dogrudan etki ederek onlar
inaktif hale getirir (69).

Melatonin: Pineal bezden salgilanan indolamin yapisinda bir hormondur.
Yiiksek lipofilik 6zelligi olup membranlari kolaylikla geger. Melatonin antioksidan
olarak 6zellikle OH radikalini ortadan kaldirmada ¢ok etkilidir (57).

Sistein: Serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir (59).

2.3.4.2. Enzimatik antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler; GSH-Px, katalaz ve SOD’dur (56).

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz yapisinda bir metal olan selenyumu bulundurdugu i¢in
metaloenzim grubunda degerlendirilir. Bu enzim, rediikte glutatyonun okside
glutatyona cevrildigi in vitro ortamda gerceklesen reaksiyonda H,O;’i yiiksek
spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir (Sekil 5). GSH’un GSSG haline
doniistiigii reaksiyonda GSH-Px enzimi H,O;’i suya indirger. Daha sonra glutatyon
rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon
tekrar rediikte hale doniistiiriilebilir (56).

Reaksiyon su sekildedir:

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

NADP* H,0,
( > ii g GSH-Px

NADPH GSSG

Sekil 5: Glutatyonun okside ve rediikte formlarn arasinda doniisiimii
(GSH=Rediikte  glutatyon, GSSG=Okside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon
peroksidaz, GR=Glutatyon rediiktaz, H,O,=Hidrojen peroksit).

Hidrojen peroksidin diisiik konsantrasyonda olmasit durumunda GSH-Px

katalaza gore daha etkilidir (70).
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Katalaz

Katalaz enzimi, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ozellikle
hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda etkilidir (70).
Okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksiti direkt olarak
suya doniigtiirir. Bu enzimin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit
konsantrasyonunun ¢ok fazla arttigi durumlarda belirgin olarak artmaktadir.
Ortamdaki H,O, konsantrasyonunun diisiik oldugu hallerde ise hidrojen peroksiti
substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye girerek
hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (71). Katalaz ve GSH-Px enzimleri,
benzer etkisi olmasina ragmen hiicre icindeki yerlesim yerleri ve etki yerleri
bakimindan farklilik gostermektedirler. Katalaz enzimi peroksizomlarda daha etkili
iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride daha etkilidir.
Katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

2H202 > 2H20 + 02

Siiperoksid dismutaz
Tek bir enzim degil, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite

doniigsmesini katalizleyen enzim grubudur. Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

202'_ + 2H+ -> H202 + 02

Stiperoksid dismutaz enzimi metal ihtiva ettigi igcin metaloenzim
grubundandir. Hiicreyi radikallerin etkisinden koruyan savunma mekanizmasi
arasinda SOD enzimi ilk rolii oynar. SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan

iirliniin birikimi CAT enzimi tarafindan 6nlenmektedir. (72).

2.4. Apopitozis

Yunanca’da “yaprak dokiimii” anlamima gelmektedir. Ilk olarak 19. yiizyilda
s0z edilmis olmakla birlikte, apopitozisin kapsamli tanimim Kerr ve arkadaslar
“mitozun tersi ama tamamlayicisi” olarak yapmislardir (73). Apopitozis,
organizmanin ihtiya¢ duymadigi biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarl
hiicrelerin, zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasim saglayan ve genetik olarak

kontrol edilen programli hiicre oliimiidiir (74). Bir¢ok hastaligin patogenezinde
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uygunsuz apopitozis sonrasi hiicre sayisinda anormal azalma veya daha sik olarak
apopitozisdeki kusur sonrasi hiicrelerin asir1 birikimi yattig1 i¢in, bu hastaliklarin
tedavisinde apopitozisi hedefleyen ajanlarin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (75).

Apopitozise  ugrayan  hiicrelerde  goriilen  degisikliklerin  ¢ogu,
intraniikleozomal DNA yikimi ve karakteristik morfolojik degisimlerdir. Bu
degisimler degisik hiicre ici peptitlerin segici proteolitik boliinmesini yansitir.
Intraniikleozomal DNA yikimi, apopitozisin biyokimyasal isaretidir (76).
Apopitozisin diger bir biyokimyasal isareti normalde plazma membraninin ig¢
yiizeyinde yerlesim gosteren fosfatidilserinin dis ylizeye ¢ikmasidir. Bu durum
fagositik hiicreler tarafindan taninma sinyalini olusturur (77). Apopitotik kromatin
yogunlasmasi, morfolojik degisikliklerin ilk belirtisidir (76). Hiicreler 6zellesmis
yiizey yapilarim1 ve diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini kaybederler. Su
kaybederek kiiciiliir, biiziisiirler. Sitoplazmanin yogunlastigi, organellerin birbirine
yaklastig1r goriiliir. Membranlar biitiinliiklerini korurlar. Organeller genel olarak
saglamdirlar. Bazen ribozomlarda ¢okme izlenir. Sitoplazmada yiizeye paralel
yerlesmis mikrofilaman kiimelesmeleri ve endoplazmik retikulumda gegici
genislemeler goriiliir. Mitokondriler genellikle genel yapilarini korurlar. Apopitotik
stire¢ ilerledikge sitoplazmik cikintilar olusur. Hiicre daha sonra membranla cevrili
kiiciik parcalara boliiniir. Bunlara “apopitotik cisim” adi verilir. Iclerinde
sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda cekirdek pargalar
da mevcuttur (74). Apopitozise ugrayan hiicre, makrofajlar1 uyarmak suretiyle
apopitotik cisimlerin fagosite edilmesini saglamakta ve siire¢ tamamlanmaktadir
(78).

Apopitozis, nekrozdan farkli bir hiicre 6liimii yoludur; nekroze olan hiicrede
membran biitiinliigiiniin kaybolmasii izleyerek, hiicre igeriginin bozulmasi ve
eksudatif inflamasyon gelismesi s6z konusudur. Apopitozis ve nekroz, ayni
uyaranla aktive olabilmektedir; hiicre ici ATP miktar1 yeterliyse apopitozis,

yetersizse nekroz gelistigi gosterilmistir (79).
2.4.1. Kaspazlar

Apopitozis degisik sekildeki sinyallerle harekete gegirilebilir. Bu

mekanizmalardan biri sitoplazmada bulunan proteazlarin aktivasyonudur. Bu
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proteazlardan en Onemlisi kaspaz (Cas) adi verilen proteaz grubudur. Kaspaz,

“cysteinyl aspartate specific protease”1n kisaltilmig adidir.

2.4.1.1. Kaspazlarin genel ozellikleri

Kaspazlar, inaktif proenzim olarak sentezlenirler. Hiicre apopitozise
basladiginda ¢oziinerek aktif enzime doniisiirler (79). Spesifik aspartat bolinme
bolgelerinde boliinmeyi takiben aktive olurlar (80) .

Giintimiizde 14 Cas ailesi bulunmustur. Kaspazlar; prodomain, biiyiik alt
parca ve kiiciik alt parca olmak iizere {i¢ kisstmdan olugmaktadir. Prodomain; “6lim
pargalar’” (DD), “oliim effektdr parcalart” (DED) ve “Kaspaz yeniden olusum
par¢asi’ndan (CARD) meydana gelmektedir. Temel olarak ii¢ gruba ayrilirlar (81):
Grup 1: Inflamatuvar Cas’lar (uzun prodomain tasirlar): Casl, 4, 5, 11, 12, 13, 14
bu gruptadir.

Grup 2: Baslangi¢ Cas’lar (uzun prodomain tasirlar): Cas2, 8, 9, 10 bu gruptadir.
Grup 3: Effektor Cas’lar (kisa prodomain tasirlar): Cas3, 6, 7 bu gruptadir.

Kaspazlarin baglanabilecegi 250 kadar substrat vardir; bu substratlar,
Cas’larin aspartik asit ¢oziinme noktalarina baglanarak, etkilerini gostermelerini
saglarlar (79). Hiicre apopitozisinde, Cas’a bagimli olmayan yollar da bulunmakla
beraber, karakteristik olarak apopitozis, Cas aktivasyonu ve bunun sonucunda
olusan hiicre i¢i 0Ozgiin proteinler yoluyla meydana gelmektedir (82).
Apopitozis, baglangi¢, 6liim ve yikim safhalarina ayrilir. Baglangic Cas’lar,
baslangic kompleksleri adi verilen ve i¢inde cok sayida baslangic Cas zimojeni
bulunan yapilarda etkinlesmektedir. Bunlar da effektor Cas’lar uyararak apopitozisi

yiiriitmektedir (83).

2.4.2. Apopitozis isleyis mekanizmalari

Apopitozisi baslatan iki alternatif yol vardir. Bunlardan birincisi ekstrensek
yol olarak bilinen hiicre yiizeyindeki oliim reseptorlerinin aracilik ettigi yoldur.
Ikincisi ise intrensek yol olarak da bilinen mitokondrilerin aracilik ettigi yoldur (84).
Bilinen bu iki yol da hiicresel substratlar1 bolen, apopitozisin biyokimyasal ve

morfolojik degisikliklerine yol acan Cas sistemini aktive etmektedir.
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1-Ekstrensek yol (Oliim reseptor yolu): Oliim reseptorleri aracili apopitozis adi
da verilmektedir. Ozellikle immiin sistemin i¢c dengesini korumada &nemli roller
iistlenmektedir (85). Oliim reseptorleri, DD ve DED’in baglanmas: ile etkinlesirler.
Oliim reseptorlerinden ayrilan Fas (CD95), “6liim indiikleme sinyal kompleksi”ni
(DISC) olusturarak, procaspase-8’i etkinlestirir. DD ve DED pargalar1 olan
proteinler procaspase-8’e baglanarak, otokatalitik bir reaksiyon olustururlar ve
procaspase-8 konsantrasyonu artar (86). Bu artis sonucu, bir effektér Cas olan
kaspaz-3 (Cas3) etkinlesir. Baska formdaki Oliim reseptorleri, ‘’'tiimor nekroz
faktor iliskili apopitozis saglayan ligand’’ (TRAIL) ile uyarilarak benzer

reaksiyonlar gecirirler.

2-Intrensek yol (Mitokodriyal yol): “Mitokondri aracili yolak” adi da verilir.
Hiicre dis1 sinyallerle veya DNA hasar1 ile etkinlesen yolaktir. Mitokondriden
salinan apopitotik proteaz aktive eden faktor-1 (Apaf-1) ve sitokrom c tarafindan
uyarilir. Sitokrom c, Apaf-1 ile birleserek, kaspaz-9’u (Cas9), o da Cas3’ii
etkinlestirerek apopitozisi saglar. Baslangic Cas’lari, proapopitotik sinyaller
(6rnegin inflamatuvar sitokinler, DNA hasar1) tarafindan aktive edildikten sonra,
effektor Cas’lart (Cas3, Cas6 ve Cas7) uyarirlar. Effektor Cas’lar ise niikleer

proteinleri uyararak apopitozisi saglarlar (87).

2.4.3. Apopitozis ve Bcl-2 / Bax

Ik kez follikiiler B lenfomada t (14:18) noktasinda bulunan Bcl-2’nin,
proapopitotik ve antiapopitotik protoonkojenleri bir arada bulunduran Bcl-2
ailesinin {iyesi oldugu saptanmistir (78). Bcl-2, temel olarak mitokondriye
baglanarak apopitozisi engeller. Bax ise ayni1 ailenin proapopitotik bir iiyesidir. Bcl-
2 ailesinin pro ve antiapopitotik iiyeleri bir sinerji icinde c¢alisarak hiicrenin
apopitotik sinyale olan duyarliligini belirlerler (88). Mitokondri, 6zellikle intrensek
apopitotik yolagin merkezidir; Bax, mitokondriye baglanarak intrensek yolagi

baslatirken, Bcl-2, Bax’1n aktive olmasini engellemektedir (78).
2.4.4. Apopitozis ve Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a)

TNF-a, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,

pirojen, akut faz reaktam1 olan bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuvar olaylar,
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immiin kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler salinimini uyarmaktadir. TNF-a,
endotel aktivasyonuna yol agarak, nitrik oksit salinimini ve inflamasyonu koriikler,
prokoagiilan ortam hazirlar, fibroblastlar1 uyararak kollagen sentezini arttirir ve
lokositleri aktive ederek inflamatuvar sitokin salimmina yol acar (89). TNF-a
ayrica, apopitozisin ekstrensek yolaginda, dzellikle Cas3 aktivasyonunda énemli rol
oynadig1 gibi, intrensek apopitozis yolaginda da baslangi¢ Cas’larim aktiflestirmek
suretiyle etkin oldugu gozlenmistir. Proapopitotik bir sinyal olarak kabul edilen

TNF-o’nin antagonistleri, antiapopitotik etkinlik gostermektedirler (78).
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3. MATERYAL ve METOD

Calismamizda; MTX uygulanan ratlarda, probiyotiklerin oksidatif stres ve
apopitozis yolunda olusturdugu degisiklikler incelendi. Deneyde kullanilan

malzemeler Ek 1°de gosterilmistir.

3.1. Yontem

Calismada; 8-12 haftalik, ortalama 250 gr agirhiginda 48 adet erkek Wistar-
albino rat kullanildi. Hayvanlar deney siiresince standart nem, 151k (12 saat giin
15181/12 saat karanlik) ve 1s1 kosullarinda (23° C) bulunduruldu ve standart rat yemi
ile beslendi. Son giin islemlerinden 24 saat 6nce kat1 besin, 2 saat 6nce su alimlar
kesildi. Kaprofajiyi 6nlemek icin kafes igine tel altliklar yerlestirildi.

Calismamiz, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu

tarafindan onaylandi ve tiim ¢aligma boyunca etik kurallara uyuldu.

3.2. Probiyotik karisim

Calismada daha 6nce Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi ve Gida
Miihendisligi Mikrobiyoloji Laboratuarlarinda digki orneklerinden elde edilen
izolatlardan hazirlanan probiyotik karisgim kullanilmistir. Bu karisim bagka bir
calismada da basari ile kullanilmis ve daha 6nce tanimlanmistir (90).

Probiyotik karistminda, 10 Laktobasil ve 3 Enterokok susu bulunmaktadir (8
Lactobacillus plantarum, 2 Lactobacillus rhamnosus ve 3 Enterococcus faecalis).
Her bir izolattan mI’de 10° bakteri olacak sekilde MRS Broth’a %1’lik inokiilasyon
yapilip anaerob ortamda 37° C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ureyen bakteri say1sin1
kontrol etmek icin MRS Broth’tan MRS Agar’a damla kiiltiirii yapilip anaerob
ortamda 37° C’de 48 saat inkiibe edilerek koloni saymmi gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda siv1 kiiltiirler falkon tiiplerine aktarilarak hiicre pelletlerinin
elde edilmesi i¢in 5000 devirde 10 dakika santrifiij edilmis ve daha sonra
stipernatant kismi atilarak PBS ile 3 defa yikanmistir. Probiyotik karisim bir siganin
giinliik oral alimi olan 0.2 ml skim milk besiyerinde her bir bakteriden 10° hiicre,
toplam 13x10° hiicre olacak sekilde siispanse edilmistir. Skim milk icinde
hazirlanan canli bakteri siispansiyonlari steril cam tiiplere dagitilip iizeri parafinle

kapatilarak —80° C’de kullanim i¢in saklanmisgtir.
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3.3. Deney protokolii
Deney hayvanlar1t Metotreksat (MTX), folik asit (FA), serum fizyolojik (SF),
probiyotik (PB), skim milk (SM) kullanimina gére 8 gruba ayrildi.

Grup 1 (SF-SM): Temel kontrol grubu olan bu gruptaki ratlara birinci giin
intraperitoneal yolla SF (MTX voliimiine ml/kg esit olacak sekilde) verildi. Giinliik
0.2 ml SM plasebo olarak 7 giin boyunca orogastrik yolla verildi.

Grup 2 (SF-PB): Birinci giin intraperitoneal yolla SF (MTX voliimiine ml/kg esit
olacak sekilde) verildi. Probiyotik karisim, 7 giin boyunca karisim icindeki her bir
bakteriden giinde 10° hiicre olacak sekilde 0.2 ml SM icinde siispanse edilerek
orogastrik yolla verildi.

Grup 3 (FA-SM): Birinci giin intraperitoneal yolla 20 mg/kg FA verildi. Orogastrik
yoldan giinliik 0.2 ml SM plasebo olarak 7 giin boyunca orogastrik yolla verildi.
Grup 4 (FA-PB): Birinci giin intraperitoneal yolla 20 mg/kg FA verildi. Probiyotik
karisim, 7 giin boyunca karigim icindeki her bir bakteriden giinde 10° hiicre olacak
sekilde 0.2 ml SM icinde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi.

Grup 5 (MTX-SM): Birinci giin intraperitoneal yolla MTX 20 mg/kg dozda
uygulandi. Giinliik 0.2 ml SM plasebo olarak 7 giin boyunca orogastrik yolla verildi.
Grup 6 (MTX-PB): Birinci giin intraperitoneal yolla MTX 20 mg/kg dozda
uygulandi. Probiyotik karisim, 7 giin boyunca karigim icindeki her bir bakteriden
giinde 10 hiicre olacak sekilde 0.2 ml SM iginde siispanse edilerek orogastrik yolla
verildi.

Grup 7 MTX-FA-SM): Birinci giin intraperitoneal yolla MTX 20 mg/kg ve FA 20
mg/kg verildi. Giinlik 0.2 ml SM plasebo olarak 7 giin boyunca orogastrik yolla
verildi.

Grup 8 (MTX-FA-PB): Birinci giin intraperitoneal yolla MTX 20 mg/kg ve FA 20
mg/kg verildi. Probiyotik karistm, 7 giin boyunca karnsim icindeki her bir
bakteriden giinde 10° hiicre olacak sekilde 0.2 ml SM icinde siispanse edilerek

orogastrik yolla verildi.
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Tablo 2: Deney protokolii

1.giin 2.gilin | 3.giin | 4.giin | 5.giin | 6.giin | 7.glin | 8.giin
Grup 1 | SF-SM SM |[SM |SM |SM |SM |[SM | EX
Grup2 | SF-PB PB PB PB PB PB PB EX
Grup3 | FA-SM SM |[SM |SM |SM |SM |[SM | EX
Grup4 | FA-PB PB PB PB PB PB PB EX
Grup5 | MTX-SM SM |[SM |[SM |SM |SM |SM |EX
Grup 6 | MTX-PB PB PB PB PB PB PB EX
Grup 7 | MTX-FA-SM SM |[SM |[SM |SM |SM |SM |EX
Grup 8 | MTX-FA-PB PB PB PB PB PB PB EX

(MTX: Metotreksat, FA: Folik asit, PB: Probiyotik, SM: Skim milk SF: Serum
fizyolojik EX: Sakrifikasyon)

Deney baslangicinda ve 8. giin sakrifikasyondan 6nce ratlarin agirliklan
tartildi. Deney baslangicinda ve 8. giin sakrifikasyondan once kafeslerden gaita
ornekleri alinarak gaita kiiltiirleri ekildi. Ila¢ uygulamalari hayvanlarin agirliklaria
gore yapildi. Son giin iglemlerinden 24 saat once kati1 besin, 2 saat once de su
alimlar1 kesildi. Orogastrik uygulamalar gavaj ignesi ile gerceklestirildi. Deneyin
besinci giinii Grup 5’deki (MTX-SM grubu) 2 rat ex oldu. Hayvanlarin sakrifiye
edilmesi genel anestezi ile gerceklestirildi. Genel anestezi i¢in intraperitoneal yolla
1 mg/kg xylazine + 0.5 ml/kg ketamin yapildi. Sakrifiye edilen ratlarin median
hattan yapilan insizyonla batinlar1 agilarak kalp icinden kan alindi. Daha sonra
histopatolojik, immunhistokimyasal ve biyokimyasal incelemeler i¢in karaciger
doku ornekleri alindi. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal inceleme i¢in doku
ornekleri %10 formaldehit icinde saklandi. Biyokimyasal incelemeler i¢in alinan
ornekler hassas terazi ile tartilarak agirliklann kaydedildi ve Eppendorf tiiplerinin

icine yerlestirilerek biyokimyasal ¢aligmalar yapilana kadar —20° C’de saklandu.

3.4. Histolojik degerlendirme

Doku ornekleri, Hematoksilen ve FEosin (HE) ile boyanarak 151k
mikroskobunda incelendi. Hematoksilen ve Eosin ile boyamada MTX’in akut
hepatotoksik etkisinin degerlendirilmesinde karacigerde nekroz ve yaglanma ©n

planda degerlendirildi.
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3.5. Immiinohistokimyasal incelemeler

Karaciger hepatositlerinde meydana gelen ve apopitozis regiilasyonunda
cesitli agsamalarda rol alan protein ekspresyonlar degerlendirildi. TNF-a, Bax, Cas8
ve Cas3 ekspresyonu formol fikse parafin bloklarindan hazirlanan kesitlerde
immiinohistokimyasal yontemle arastirildi. Degerlendirme, hepatositlerde boyanma
siddeti ve boyanma yayginlig1 dikkate alinarak yapildi. Boyanmanin siddeti; zayif
(1 puan), kuvvetli (2 puan) olarak, boyanmanin yayginlig; fokal (1 puan) ve yaygin
(2 puan) olarak derecelendirildi. Hepatositlerdeki sitoplazmik boyanma, pozitif

boyanma olarak alindi.

3.5.1. TNF-q, Bax, kaspaz-8 ve kaspaz-3 ekspresyonu

Formol fikse parafin bloklardan kesitler lizinli lama alinarak, 0,4 mikron
kalinliginda kesildi ve 37 °C’lik etiivde bir gece bekletildi ve ardindan 10 dakika
ksilende bekletilerek deparafinizasyon yapildi. Daha sonra, 5 dakika absolu alkolde,
hemen ardindan, 5 dakika % 96’lik alkolde bekletilerek dehidratasyon islemi
yapildi. Islem sonrasi 3 dakika kadar distile su ile yikand1. Kesitler, antijen retrieval
uygulamasi icin citrate buffer tamponu, pH: 6,00 i¢inde 98 °C de 20 dakika
boyunca 1sitildi ve yine ayni tampon i¢inde 20 dakika oda 1sisinda sogutuldu.
Distile sudan gegirilen kesitlere % 3’liikk hidrojen peroksit (H,O,) blocking
damlatilarak 20 dakika inkiibasyon yapildi. PBS ile yikanarak, Ultra V blok
(Labvision-TA-125-UB) ile blocking yapilan kesitlere 5 dakika inkiibasyon yapildu.
Bu islem sonrasi, kesitler yikanmadan, iistiindeki blocking soliisyonu silkelenerek
primary antibody damlatildi. TNF alpha clone P/T2 mouse monoclonal, 1/100
diliisyon, (Histopathology-Macaristan), Bax rabbit polyclonal (Ab 16837) 1/100
dilisyon, (Santa Cruz - Amerika Birlesik Devletleri ), Caspase-3 Ab-4 rabbit
polyclonal, 1/50 diliisyon, (Labvisison-Fremont-Kaliforniya-Amerika Birlesik
Devletleri), Caspase-8 Ab-4 rabbit polyclonal, 1/50 diliisyon, (Labvisison-Fremont-
Kaliforniya-Amerika Birlesik Devletleri) primer antikorlartyla sirasiyla 60, 60, 30
ve 30 dakika inkiibe edildi. Yapilan islemler sonrasi1 PBS’te 3 dakika siireyle
yikanan kesitlere Biotinylated Goat Ant-Polyvalent (Labvision TP-125-BN)
damlatilarak 20 dakika siireyle inkiibasyon uygulandi ve PBS’te tekrar yikandi.
Large Volume Strepavidin Peroxidase (Labvision TS-HR-125) damlatildiktan
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sonra 20 dakika siireyle inkiibasyon yapildi ve bir daha PBS'te yikandi. DAB
Chromogen damlatilan kesitlere 15 dakika kadar inkiibasyon yapildi ve ardindan
distile suda 3 dakika siireyle yikandi. Zit boyama i¢in Mayers hematoksilen ile
kesitler 1 dakika boyandi ve ardindan distile suda 3 dakika siireyle yikandi. Yikama
islemleri tamamlanan preparatlar % 96’lik alkolden gecirilerek havada kurutuldu.

Son olarak ksilene konulan preparatlar Entelan ile kapatildi.

3.6. Biyokimyasal olciimler

Malondialdehid  seviyesinin  tayini  Mateos ve  arkadaslarinin
dinitrofenilhidrazin ile tiirevlenme esasina dayanan HPLC metodu kullanarak
ol¢iildi (91). Glutatyon dl¢iimii Beutler ve arkadaslarinin uyguladiklart yontemlere
gore yapildi (92). Dokuya nétrofil infiltrasyonunu gosteren MPO enziminin
aktivitesi, MPO aracili H,O, ile yapilan oksidasyon icin substrat olarak 4-
aminoantipyrine/phenol solusyonu kullanilarak yapildi (93).

Serum alanin amino transferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST) ve
alkalen fosfataz (ALP) seviyeleri Abbott Aeroset (USA) otoanalizoriinde
kolorimetrik yontemle calisildi. Folik asit seviyesi ise Roche ELCSYS 2010

(Tokyo/Japan) cihazinda kemiliiminesans yontemi ile ¢alisildi.

3.7. Istatistik degerlendirme

Gruplar arasindaki kantitatif verilerin farklilasmasinin 6nemi tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi ve varyans analizinde anlaml farklilagsma
saptanmissa post hoc Tukey testi ile ikili karsilagtirmalar yapildi. Deney gruplar
arasindaki immunohistokimyasal skorlarin farkliligimi = degerlendirmek igin
Kruskall-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis testi onemli farklilagsma
gosterirse, hangi grubun digerinden farkli oldugu Mann-Whitney u testi ile

arastirildi. Onemlilik diizeyi P < 0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlardaki agirhik degisiklikleri

Tiim gruplarda ratlarin ortalama agirliklar1 deneyin sonunda artarken, MTX-
SM grubunda diistii. MTX-SM grubundaki 2 rat deneyin besinci giinii ex oldu.
Ratlarin ¢alismaya baglamadan ve sakrifikasyon oncesi ortalama agirliklar: tablo

3’de gosterilmistir.

Tablo 3: Calisma Oncesi ve sakrifikasyon oncesi ratlarin ortalama agirhklar

Gruplar Grup aciklamasi Calisma oncesi Calisma sonrasi
(gr) (gr)

Grup 1 SF-SM 241 251

Grup 2 SF-PB 238 254

Grup 3 FA-SM 242 254

Grup 4 FA-PB 236 248

Grup 5 MTX-SM 247 226

Grup 6 MTX-PB 240 252

Grup 7 MTX-FA-SM 241 250

Grup 8 MTX-FA-PB 242 256

4.2, Ratlarin gayta kiiltiirleri

Deneyin ilk giinii ve son giinii ratlardan alinan gayta 6rnekleri Man Rogosa
Sharp Agar, Azide Dextroz Broth, Kanli Agar ve McConkey Agar besiyerlerine
ekildi. Probiyotik alan gruplarin son giin alinan gayta kiiltiirlerinde belirgin sekilde

laktobasil tiremesi gozlendi.

4.3. Karacigerde myeloperoksidaz aktivitesi

MTX-SM grubunda karacigerdeki MPO seviyesi diger biitiin gruplara gore
anlamli sekilde yiiksek saptandi (p<0,05). Diger gruplar arasinda anlamli bir
farklilagsma saptanmadi. Karaciger doku homojenatlarinda bakilan MPO seviyeleri

tablo 4’de ve sekil 6’da gosterilmistir.
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Tablo 4: Karacigerde myeloperoksidaz aktivitesi

Gruplar | Grup aciklamasi MPO (U/mg protein)
Grup 1 SF-SM 0,058+0,010

Grup 2 SF-PB 0,065+0,015

Grup 3 FA-SM 0,029+0,017

Grup 4 FA-PB 0,064+0,010

Grup 5 MTX-SM 0,150+0,029">4>6.7
Grup 6 MTX-PB 0,048+0,011

Grup 7 MTX-FA-SM 0,044+0,009

Grup 8 MTX-FA-PB 0,050+0,014

Veriler, ortalama #+ standart hata olarak verilmisti.'SE-SM grubuna gore
p=0,006, SF-PB grubuna gore p=0,008, *FA-SM grubuna gore p=0,001, ‘FA-
PB grubuna gére p=0,007, "MTX-PB grubuna gore p=0.01, *MTX-FA-SM
grubuna gore p=0,0001, '"MTX-FA-PB grubuna gore p=0,001

MPO (u/mg protein)

0,16 4
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04 H H H H H

0,02 H H -I I— H H H H

SF-SM SF-PB FA-SM FA-PB MTX-SM MTX-PB MTX-FA-SM MTX-FA-PB

Sekil 6: Karacigerde MPO aktivitesinin gruplara gore karsilagtirmasi

4.4. Malondialdehid aktivitesi

Karaciger MDA seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.
Serum MDA seviyeleri MTX-PB grubunda SF-SM, SF-PB alan gruplara gore
anlamli sekilde yiiksek saptandi. Eritrosit MDA seviyeleri MTX-FA-SM grubunda
FA-SM ve FA-PB grubuna gore anlaml sekilde diisiik saptandi. Karaciger, serum

ve eritrositlerdeki MDA seviyeleri tablo 5’de gosterilmistir.
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Tablo 5:

Malondialdehid aktivitesi

Grup | Grup Karaciger Serum Eritrosit
aciklamasi MDA MDA MDA
(nmol/Ml) (nmol/Ml) (nmol/Ml)
Grup 1 | SF-SM 19,56+2,27 1,55+0,38 3,73+0,46
Grup 2 | SF-PB 18,04+2,09 0,99+0,20 7,53+£2,15
Grup 3 | FA-SM 12,7043,13 1,23+0,10 9,02+0,80
Grup 4 | FA-PB 14,39+2,85 1,1240,11 8,72+1,48
Grup 5 | MTX-SM 15,31+0,68 1,40+0,09 5,86+2,09
Grup 6 | MTX-PB 17,91+4,32 1,83+0,09™ 5,33+0,85
Grup 7 | MTX-FA-SM | 24,63+5,90 1,45£0,15 1,74£0,47%
Grup 8 | MTX-FA-PB | 16,50+3,64 1,61+0,16 4,07+1,70
Veriler, ortalama #+ standart hata olarak verilmisti.’ SE-SM grubuna gore

p=0,012, ’SF-PB grubuna gore p=0,035, ’FA-SM grubuna gore p=0,004, *FA-
PB grubuna gore p=0,004.

4.5. Glutatyon aktivitesi

Karaciger GSH seviyeleri MTX-PB grubunda FA-SM grubuna ve MTX-FA-
PB grubuna gore anlaml sekilde diisiik saptandi. MTX-FA-PB grubunda SF-SM,
SEF-PB, MTX-SM, MTX-PB ve MTX-FA-SM grubuna gére anlamli sekilde yiiksek
saptandi. Serum ve eritrosit GSH degerlerinde gruplar arasinda anlamh farklilik
saptanmadi. Tablo 6 ve sekil 7°de calismada elde ettigimiz GSH seviyeleri

gosterilmistir.
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Tablo 6: Glutatyon aktivitesi
Grup | Grup Karaciger Serum Eritrosit
aciklamasi GSH GSH GSH
(mg/gr protein) (mg/gr protein) (mg/gr Hb)
Grup 1 | SF-SM 5,06+0,70 0,70+0,08 0,42+0,07
Grup 2 | SF-PB 4,31+1,28 0,40+0,05 0,37+0,07
Grup 3 | FA-SM 6,76+0,56 0,60+0,04 0,47+0,13
Grup 4 | FA-PB 6,30+0,58 0,58+0,04 0,24+0,04
Grup 5 | MTX-SM 3,91+0,34 0,64+0,14 0,58+0,08
Grup 6 | MTX-PB 2,95+0,74! 0,43+0,06 0,45+0,06
Grup 7 | MTX-FA-SM | 4,38+1,09 0,63+0,10 0,44+0,08
Grup 8 | MTX-FA-PB | 9,10+0,85*% [ 0,59+0,08 0,49+0,08

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir. 'FA-SM grubuna gore
p=0,048, SF-SM grubuna gére p=0,019, *SF-PB grubuna gére p=0,006,
*MTX-SM grubuna gore p=0,005, *MTX-PB grubuna gore p=0.0001, *MTX-
FA-SM grubuna gére p=0,004.

GSH-Karaciger (mg/gr protein)

-
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I 1 1
I 1 1
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SF-SM SF-PB FA-SM FA-PB MTX-SM MTX-PB MTX-FA-SM  MTX-FA-PB

Sekil 7: Karacigerde GSH aktivitesinin
Glutatyon aktivitesi)

gruplara gore karsilagtirmast (GSH:

4.6. Karaciger fonksiyon testleri ve folik asit

4.6.1. Karaciger fonksiyon testleri

Serum ALT seviyeleri MTX-SM grubunda SF-SM grubuna ve SF-PB
grubuna gore anlamli sekilde diisiik saptandi. Serum AST seviyeleri MTX-SM
grubunda SF-SM grubuna ve FA-SM grubuna goére anlamli sekilde diisiik saptandi.
Serum ALP seviyeleri MTX-SM grubunda SF-SM, SF-PB, FA-SM, FA-PB, MTX-

FA-SM gruplarina gore anlamli sekilde diisiik saptandi. Serum ALP seviyeleri
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MTX-PB grubunda SF-SM grubuna gore anlamli sekilde diisiik saptandi. Tablo
7’de serum AST, ALT ve ALP seviyeleri gosterilmistir. Sekil 8’de ALT seviyeleri,
sekil 9°da AST seviyeleri, sekil 10’da ALP seviyeleri grafik seklinde gosterilmistir.

Tablo 7: Karaciger fonksiyon testleri

Gruplar | Grup aciklamas1 | ALT(U/L) AST(U/L) ALP(U/L)
Grup 1 | SF-SM 66,0449 197,7+18,3 311,8430,6
Grup2 | SF-PB 71,0464 177,5¢15,0 | 293,0£27,8
Grup3 | FA-SM 63,7+7,2 197,5+18,6 | 295,7+40,9
Grup4 | FA-PB 57,8+6,3 165,0+7,7 270,3+39,5
Grup5 | MTX-SM 33,0+5,1% | 119,0£21,5* | 113,2+18,07%7%’
Grup6 | MTX-PB 44,0482 134,2+12,8 164,3+20,6"
Grup7 | MTX-FA-SM 52,8493 162,8+15,4 | 277,3+39,3
Grup8 | MTX-FA-PB 45,0£2,2 136,5+6,6 191,7+12,1

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. 'SF-SM grubuna gére p=0,05,
°SF-PB grubuna gore p=0,015, ’SE-SM grubuna gore p=0,03, ‘FA-SM grubuna
gore p=0,031, °SE-SM grubuna %6re p=0,005, °SF-PB grubuna gore p=0,014,
'FA-SM grubuna gére p=0,012, *FA-PB grubuna gore p=0,047, ’MTX-FA-SM
grubuna gore p=0,033, SF-sM grubuna gore p=0,032.

ALT(UL)

80
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Sekil 8: Serum ALT seviyelerinin gruplara gore karsilagtirmasi
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AST(U/L)

SF-SM SF-PB FA-SM FA-PB MTX-SM MTX-PB MTX-FA-SM MTX-FA-PB

Sekil 9: Serum AST seviyelerinin gruplara gore karsilagtirmasi

ALP(U/L)

SF-SM SF-PB FA-SM FA-PB MTX-SM MTX-PB MTX-FA-SM MTX-FA-PB

Sekil 10: Serum ALP seviyelerinin gruplara gore karsilagtirmasi

4.6.2. Folik asit

Serum FA seviyeleri MTX-SM grubunda diger tiim gruplara gore anlaml
sekilde diisiik saptandi. MTX-PB grubunda FA-SM, FA-PB, MTX-FA-SM, MTX-
FA-PB gruplarina gore anlamh sekilde diisiik saptandi. MTX-FA-PB grubunda SF-
SM grubuna gore anlamli sekilde yiiksek saptandi. SF-SM grubunda FA-SM, FA-
PB, MTX-FA-SM, MTX-FA-PB gruplarina gore diisikk saptandi. Tablo 8’de ve

sekil 11°de elde ettigimiz folik asit seviyeleri gosterilmistir.
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Tablo 8: Serum folik asit seviyesi

Gruplar Grup aciklamasi FA (ng/ml)

Grup 1 SF-SM 12,800,484
Grup 2 SF-PB 15,62+1,27

Grup 3 FA-SM 16,87+1,12

Grup 4 FA-PB 16,32+0,46

Grup 5 MTX-SM 8,77+1,07>6781011
Grup 6 MTX-PB 13,22+0,35" 131415
Grup 7 MTX-FA-SM 18,77+0,11

Grup 8 MTX-FA-PB 19,21+0,32'°

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmisti. 'FA-SM grubuna gore
p=0,004, ’FA-PB grubuna gore  p=0,018, *MTX-FA-SM grubuna gore
p=0,0001, *MTX-FA-PB grubuna gére p=0,0001, °SF-SM grubuna gore
p=0.014, °SF-PB grubuna gore p=0,0001, "FA-SM.grubuna gore p=0,0001, *FA-
PB grubuna goére p=0,0001, 'MTX-PB grubuna gore p=0,005, ""MTX-FA-SM
grubuna gore p=0,0001, ""MTX-FA-PB grubuna gore p=0,0001, 2FA-SM
grubuna gore p=0,013, *FA-PB grubuna gore p=0,05, “MTX-FA-SM grubuna
gore p=0,0001, MTX-FA-PB grubuna gore p=0,0001, '°SF-SM grubuna gore
p=0,023

Folik asit (ng/ml)

25

20

SF-SM SF-PB FA-SM FA-PB MTX-SM MTX-PB MTX-FA-SM MTX-FA-PB

Sekil 11: Serum FA seviyelerinin gruplara gore karsilastirmasi
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4.7. Patoloji sonuclarmin degerlendirilmesi

4.7.1. Histolojik degerlendirme

Hematoksilen eosin ile boyanan karaciger doku 6rnekleri 151k mikroskobu
altinda incelendi. incelenen dokularin higbirinde MTX’1n hepatotoksik etkisinin

belirtisi olan yaglanma veya nekroz izlenmedi.

4.7.2. Karaciger dokusunda TNF-a ekspresyonu

Karaciger dokusunda TNF-o. ekspresyonu SF-SM grubunda SF-PB, FA-SM,
MTX-SM, MTX-FA-SM ve MTX-FA-PB gruplarina gore anlamlh sekilde diisiik
saptandi. SF-PB grubunda FA-PB grubuna gore anlamli sekilde diisiik saptandi. FA-
SM grubunda FA-PB grubuna gore anlamli sekilde yiiksek saptandi. FA-PB
grubunda MTX-SM, MTX-FA-SM ve MTX-FA-PB gruplarina gére anlaml sekilde
diisiik saptandi. MTX-SM grubunda MTX-PB grubuna gore anlamh sekilde yiiksek
saptandi. MTX-PB grubunda MTX-FA-PB grubuna gore anlamli sekilde diisiik

saptandi. Elde etti§imiz TNF-o sonuglari tablo 9’da ve sekil 12’de gosterilmistir.

Tablo 9: Karaciger dokusunda TNF-a ekspresyonu

Gruplar Grup aciklamasi TNF-o (puan)
Grup 1 SE-SM 2,0 (2-3)74
Grup 2 SF-PB 3,5 (2-4)°
Grup 3 FA-SM 4,0 (3-4)
Grup 4 FA-PB 2,0 (2-3)*71
Grup 5 MTX-SM 4,0 (4-4)1
Grup 6 MTX-PB 3,0 2-4H"
Grup 7 MTX-FA-SM 4,0 (3-4)

Grup 8 MTX-FA-PB 4,0 (4-4)

Veriler, ortanca (min-max) olarak verilmistir. 'SF-PB grubuna gore p=0,041,
FA-SM grubuna gore p=0,007, *MTX-SM grubuna gore p=0,006, “MTX-FA-
SM grubuna gore p=0,007, "MTX-FA-PB grubuna gore p=0.002, °FA-PB
grubuna gore p=0,041, "FA-PB grubuna gore p=0,007, *MTX-SM grubuna gore
p=0,006, °MTX-FA-SM grubuna gére p=0,007, '°MTX-FA-PB grubuna gore
p=0,002, "MTX-PB grubuna gére p=0,05, '*MTX-FA-PB grubuna gore
p=0,021.
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Sekil 12: Karaciger dokusunda TNF-o ekspresyonunun gruplara gére
karsilastirilmasi

4.7.3. Karaciger dokusunda Bax ekspresyonu

Karaciger dokusunda Bax ekspresyonu SF-SM grubunda FA-SM grubuna
gore anlamh sekilde diisiik saptandi. MTX-SM grubunda MTX-FA-SM, FA-PB ve
SF-SM gruplarina gore anlamh sekilde yiiksek saptandi. MTX-PB grubunda SF-SM,
FA-PB ve MTX-FA-SM gruplarina gére anlaml sekilde yiiksek saptandi. MTX-FA-
SM grubunda SF-SM grubuna gore anlamli sekilde yiiksek saptandi. MTX-FA-PB
grubunda SF-SM ve FA-PB gruplarina goére anlamh sekilde yiiksek saptandi. Elde

ettigimiz Bax sonuglar1 tablo 10°da ve sekil 13’ de gosterilmistir.

Tablo 10: Karaciger dokusunda Bax ekspresyonu

Grup No Grup Bax (puan)

Grup 1 SF-SM 2,0 (2-3)!

Grup 2 SF-PB 4,0 (2-4)

Grup 3 FA-SM 4,0 (2-4)

Grup 4 FA-PB 2,0 (2-4)

Grup 5 MTX-SM 4,0 (4-4)>%°

Grup 6 MTX-PB 4,0 (3-4)>"10

Grup 7 MTX-FA-SM 3,0 (3-4)°

Grup 8 MTX-FA-PB 4,0 (2-4)>®

Veriler, ortanca (min-max) olarak verilmistir. "FA-SM grubuna gore p=0,027,
*SF-SM grubuna gore p=0,0006, ’SE-SM grubuna gore p=0,004, ‘SF-SM
grubuna gore p=0,018, °SF-SM grubuna gore p=0.015, °FA-PB grubuna gore
p=0,018, "FA-PB grubuna gore p=0,014, *FA-PB grubuna gore p=0,04, "MTX-
FA-SM grubuna gore p=0,014, ""MTX-FA-SM grubuna gore p=0,027.
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Sekil 13: Karaciger dokusunda Bax ekspresyonunun gruplara gore karsilagtirilmasi

4.7.4. Karaciger dokusunda kaspaz-3 ekspresyonu

Karaciger dokusunda Cas3 ekspresyonu SF-PB grubunda MTX-SM, MTX-
PB ve MTX-FA-PB gruplarina gore anlamlh sekilde diisiikk saptandi. FA-SM
grubunda MTX-SM, MTX-PB ve MTX-FA-PB gruplarina gore anlamhi sekilde

diisiik saptandi. Elde ettigimiz sonuglar tablo 11°de ve sekil 14’de gosterilmistir.

Tablo 11: Karaciger dokusunda Cas3 ekspresyonu

Gruplar Grup aciklamasi Cas3 (puan)
Grup 1 SF-SM 3,5(2-4)
Grup 2 SF-PB 3,0 2-4)"*°
Grup 3 FA-SM 3,0 (3-4)*°
Grup 4 FA-PB 3,5(3-4)
Grup 5 MTX-SM 4,0 (4-4)
Grup 6 MTX-PB 4,0 (4-4)
Grup 7 MTX-FA-SM 4,0 (3-4)
Grup 8 MTX-FA-PB 4,0 (4-4)

Veriler, ortanca (min-max) olarak verilmistir. "™MTX-SM grubuna gore p=0,05,
*MTX-PB grubuna gore p=0,021, *MTX-FA-PB grubuna gére p=0,021, ‘MTX-
SM grubuna gére p=0,046, MTX-PB grubuna gore p=0,019, *MTX-FA-PB
grubuna gore p=0,019.
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Sekil 14: Karaciger dokusunda Cas3 ekspresyonunun gruplara gore karsilastirilmasi

4.7.5. Karaciger dokusunda kaspaz-8 ekspresyonu
Karaciger dokusunda Cas8 ekspresyonu FA-SM grubunda FA-PB, MTX-SM,
MTX-PB, MTX-FA-SM, ve MTX-FA-PB gruplarina gore anlaml sekilde diisiik

saptandi. Elde ettigimiz sonuglar tablo 12 ve sekil 15°de gosterilmistir.

Tablo 12: Karaciger dokusunda Cas8 ekspresyonu

Gruplar Grup aciklamasi Cas8 (puan)
Grup 1 SF-SM 4,0 (3-4)
Grup 2 SF-PB 4,0 (3-4)

Grup 3 FA-SM 3,0 (3-4)4
Grup 4 FA-PB 4,0 (4-4)

Grup 5 MTX-SM 4,0 (4-4)

Grup 6 MTX-PB 4,0 (4-4)

Grup 7 MTX-FA-SM 4,0 (4-4)

Grup 8 MTX-FA-PB 4,0 (4-4)

Veriler, ortanca (min-max) olarak verilmistir. "FA-PB grubuna gore p=0,019,
*MTX-SM grubuna gére p=0,046, "MTX-PB grubuna gére p=0,019, ‘MTX-FA-

SM grubuna gore p=0,019, MTX-FA-PB grubuna gore p=0,019.
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Sekil 15: Karaciger dokusunda Cas8 ekspresyonunun gruplara gore karsilastiriimasi

38



S. TARTISMA

MTX baz1 kanser tiirlerinde bir kemoterapi ajam1 olarak, psoriasis,
dermatomiyozit, RA gibi inflamatuvar hastaliklarda antiiflamatuvar bir ajan olarak
yaygin sekilde kullamilan bir FA antagonistidir. MTX’in kisa ve uzun donem
kullanimlarina bagl olarak pek cok yan etkileri hem klinik gdzlemlerde hem de
yapilmis olan deneysel hayvan calismalarinda saptanmistir. Bu ¢alismamizda deney
hayvanlarinda probiyotiklerin MTX’1n bu hepatotoksik etkisini azaltmada bir
faydasinin olup olmadigimi arastirmayr hedefledik. Bu amagla karaciger fonksiyon
testleri, GSH, MPO, MDA gibi biyokimyasal parametreleri, doku diizeyinde de
TNF-a, Bax, Cas3 ve Cas8 gibi proinflamatuvar sitokinler ve proapopitotik
proteinlerin durumunu degerlendirdik.

Yapilan deneysel calismalarda MTX ratlara farkli dozlarda ve farkh
uygulama sekilleri ile verilmistir. Biz ratlara MTX’1 daha onceden doku toksisite
calismalarinda tamimlandig1 gibi intraperitoneal yolla tek seferde 20 mg/kg dozdan
verdik (1, 5, 24). Yapilan bazi calismalarda ratlarin sakrifikasyon islemleri
intraperitoneal ila¢ uygulamalarindan sonra besinci ve altinci giinlerde yapilmist1 (1,
22, 24). Bu calismada sakrifikasyon, probiyotiklerin etkin olabilmesi icin barsak
florasinda yerlesmeleri icin belli bir zamana gerek duyulmasi nedeniyle daha geg
bir zamanda, intraperitoneal ila¢ uygulamalarindan sonraki sekizinci giinde yapildi.
Deneyde ratlarin gaita kiiltiirleri alinarak ratlarda barsak floras1 degisimi gosterildi.
[k kiiltiir intraperitoneal enjeksiyon oncesi ve ikinci kiiltiir sakrifikasyon dncesinde
yapildi. Probiyotik alan gruplarda belirgin sekilde flora degisimi gozlendi. Bu yolla
probiyotiklerin etki mekanizmasinin temelini olusturan flora degisimi gosterilmis
oldu.

MTX’in  hepatotoksik  etkisinin mekanizmast heniiz tam olarak
aciklanamayan karmasik bir sistemdir (1). Kemoterapi ilaglarinin yan etkilerinin
olusmasindan oksidatif stres de sorumlu tutulmaktadir. Baz1 ¢caligsmalarda; karaciger,
bobrek, ince barsak ve merkezi sinir sistemi iizerindeki MTX toksistesinden
oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir (23, 24, 25, 26). Biz de calismamizda daha
onceki calismalarda antioksidan 6zelligi gosterilmis olan probiyotiklerin MTX’1n

hepatotoksik etkisini azaltip azaltamayacagin aragtirmayi hedefledik (45).
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Babiak ve ark. MTX’1n HeLa hiicrelerinde glutatyon seviyelerini azalttigini,
SOD ve katalaz seviyelerini degistirmedigini gostermislerdir (21). Miyazono ve ark.
MTX’in yan etkisi olarak ratlarin ince barsaginda SOD ve katalaz aktivitelerinde
artma, glutatyon seviyelerinde azalma oldugunu gostermisler ve MTX’in yol actig1
ince barsak hasarinda oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu 6ne siirmiiglerdir (27).

Bizim c¢alismamizda tablo 6’da da gosterildigi gibi MTX-SM ile MTX-PB
gruplan arasinda karaciger GSH seviyelerinde anlamli bir fark izlenmedi. MTX-
FA-PB grubunda ise MTX alan diger tiim gruplara gore GSH seviyelerinde anlamh
bir yiikseklik saptandi. Buna gore; bizim kullandigimiz probiyotik karigimin MTX
verilen ratlarda tek basina GSH seviyelerini yiikseltmedigi, ancak FA ile birlikte
verildiginde GSH seviyelerini anlamli sekilde yiikselttigi saptandi. Calismamizda
gruplarin serum ve eritrosit GSH seviyelerinde anlaml bir fark saptanmadi (Tablo
6). Literatiir taramalarinda probiyotiklerin MTX toksisitesi {izerine etkilerini
aragtiran bir ¢alisma saptayamadigimizdan probiyotiklerin MTX verilen ratlardaki
GSH seviyesi iizerine olan etkisini bilmiyoruz. Ancak bir calismada
trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) verilerek deneysel kolit yapilan ratlarda L.
Sfermentum adl1 probiyotigin kolondaki GSH seviyelerini anlaml sekilde yiikselttigi
saptanmustir (94).

Myeloperoksidaz notrofil infiltrasyonunun bir belirtecidir. Serbest radikaller
dokulara olan dogrudan hasar yapici etkilerine ilaveten lokositlerin hasarli dokuya
toplanmasim1 saglayarak doku hasarinin aktive notrofiller iizerinden daha da
kotiilesmesine neden olurlar (95). Fagositik 16kositler uygun sekilde uyarildiklar
zaman oksijen tiiketimlerini artinrlar. Buna notrofillerin respiratuvar/oksidatif
patlamasi denir. Aktive notrofiller MPO, elastaz, proteaz gibi baz1 enzimler salgilar
ve oksijen radikalleri agiga cikarirlar (96). MPO nétrofillerin oksidan iiretiminde
bas rol oynar.

Ratlarda yapilmis pek ¢ok calismada MTX’m nétrofil infiltrasyonunun bir
belirteci olan MPO seviyelerini artirdigi saptanmistir. Bu calismalarin bazilarinda
beta-glukan, melatonin, N-asetil sistein gibi maddelerin MTX 1n olusturdugu MPO
artistm baskiladigr saptanmistir (1, 5, 7).

Peran ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada probiyotiklerin deneysel kolit

olusturulmus ratlarda MPO seviyelerini azalttigi saptanmistir (94).
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Bizim ¢alismamizda da MTX’1in MPO seviyelerini anlamli sekilde arttirdig
saptandi. MTX-SM grubundaki MPO seviyeleri diger biitiin gruplara gore anlamli
sekilde yiiksekti. MTX-PB grubu ile MTX-FA grubundaki MPO seviyeleri arasinda
anlaml1 bir fark yoktu (Tablo 4). Yani probiyotik karisitm MPO seviyelerini en az
FA kadar diisiirdii. Bu bulgudan yola ¢ikarak probiyotiklerin MTX 1n olusturdugu
doku hasarimi en az FA kadar azalttigim soyleyebiliriz. Bu konu ile ilgili detayli
calismalara ihtiyag vardir.

Lipid peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA seviyelerini daha once
yapilmis olan ¢aligmalarda MTX 1n artirdigl ve bazi antioksidan maddelerin MDA
seviyelerini diisiirdiigii saptanmustir (1, 5, 7). Bizim ¢alismamizda ratlarin karaciger,
serum ve eritrosit MDA seviyelerine bakildi. Karacigerdeki MDA seviyeleri
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 5).

MTX’1n ratlardaki karaciger enzimleri iizerinde ciddi etkileri oldugu
yapilmis pek cok calismada saptanmistir. Uraz ve arkadaslarimin yaptiklart bir
calismada ratlara 20 mg/kg dozdan tek doz intraperitoneal olarak MTX verilmis ve
ratlar altinc giinde sakrifiye edilmis. ALT, ALP ve gamaglutamil transferaz (GGT)
seviyeleri MTX alan grupta anlamh sekilde yiiksek saptanmistir (22). Bu ¢alismada
MTX verildikten sonra 6. giin bakilan karaciger enzimleri yiiksek saptanmis, buna
karsilik biz MTX verdikten sonra 8. giin ratlan sakrifiye ettik. Bizim ¢alismamizda
tablo 7°de de gosterildigi gibi MTX-SM grubunda ALT, AST ve ALP seviyeleri
kontrol gruplarina gore anlamhi seklide diisiik saptandi. Bunun sebebi MTX’1n
karacigerdeki akut toksik etkisi gectikten sonra, yeni hepatositlerin olusturulmasi
asamasinda kan ve doku orneklerinin alinmis olmasi olabilir. Bunu destekleyen bir
bulgu da MTX-SM grubundan 2 ratin deneyin besinci giinii ex olmasidir. Yani biz
ratlar1 MTX 1n akut toksik etkisi gectikten sonra sakrifiye etmis olabiliriz. Bunu
aragtirmak icin ratlara bizim verdigimiz dozdan MTX verilerek gruplara ayrilip;
dort, bes, alti, yedi ve sekiz giin sonra kan ve karaciger doku ornekleri alinip
karaciger fonksiyon testlerine ve karaciger histolojilerine bakilarak MTX’1n
maksimum toksik etkisinin uygulamadan kag¢ giin sonra olustugunu arastiran bir
calisma yapilabilir. BOyle bir calisma bizim calismamizi destekleyici nitelikte
olacaktir.

Calismamizda tablo 8’de de gosterildigi gibi MTX-SM grubunda en diisiik
FA seviyeleri elde edildi. MTX-PB grubunda FA seviyeleri MTX-SM grubuna gore
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anlamli sekilde yiiksek saptandi. Buna gére MTX’in folik asit antagonizmasini
probiyotiklerin kismen azaltabildigini sodyleyebiliriz. Ancak bu konuda yapilmis
calisma yoktur.

Doku diizeyinde yaptigimiz incelemelerde ratlarinin karaciger dokulart HE
ile boyanarak nekroz ve yaglanmaya bakildi. Incelenen dokularin higbirinde
yaglanma veya nekroz saptanmadi.

Calismamizda programli hiicre 6liimii olarak bilinen apopitozisin isleyisinde
onemli rolii olan proapopitotik proteinler Bax, Cas3 ve Cas8 ekspresyonlarini
inceledik. Bax ekspresyonu SF-SM grubunda MTX alan tiim gruplara gore anlamh
sekilde diisiik saptandi (Tablo 10). Cas3 ekspresyonu SF-PB ve FA-SM gruplarinda
MTX alan gruplara gore anlamli sekilde diisiik saptandi (Tablo 11). Cas8
ekspresyonu FA-SM grubunda MTX alan tiim gruplara gore anlaml sekilde diisiik
saptandi (Tablo 12).

Yapilmis baz1 calismalarda MTX’1n apopitozisi siddetlendirdigi saptanmis
(97). Meme timorii hiicresi {izerine yapilmig bir ¢alismada MTX’m Cas3
ekspresyonunu artirarak apopitozisi indiikledigi saptanmis (98). Yine bir calismada
MTX’1n tiimor hiicrelerinde Cas8 araciligi ile apopitozisi indiikledigi belirtilmis
(99).

Matsuu ve arkadaslar1 X 151m1 uygulayarak apopitozisi indiikledikleri rat
kolonlarinda probiyotik bakterilerin apopitoitik indeksi ve Cas3 ekspresyonunu
azalttigin1 saptamislardir (42). Brzozowski ve arkadaslart H.pylori enfeksiyonunun
gastrik mukozada uyardigi apopitozis ve Bax ekspresyonunun probiyotik
bakterilerce azaltildigin1 saptamislar (100).

Bizim calismamizda kontrol gruplarimizin doku orneklerinde de Cas3 ve
Cas8 ekspresyonu oldugunu gozledik. 2003 yilinda yayimlanan bir makalede
Maliqueo ve arkadaslari, normal ve polikistik over sendromlu (PCOS) proliferatif
endometriyum hiicrelerindeki Cas3 ekspresyonlarinin ayni oldugunu bildirmislerdir
(101). Aymi calismayr 2007 yilinda tekrar yapan ve Cas3 ve procaspase-3
ekspresyonlarint Western-Blot yOntemiyle arastiran g¢alismacilar yayimladiklari
makalelerinde normal ve PCOS’lu  endometrium  hiicrelerinin  Cas3
ekspresyonlarinda ©nemli farklilasma saptadiklarimi, oysa ayni hiicrelerdeki
procaspase-3 ekspresyonlarinin birbirine benzer oldugunu bildirmislerdir. 2003

yilinda yayimlanan caligmalarinda kullanilan immiinhistokimyasal boyanin aktif

42



Cas3’u gostermedigini belirtmiglerdir (102). Dolayisiyla, kontrol grubunda yaygin
olarak gozledigimiz Cas3 boyanmasi gercekte dogal olarak bulunmasi beklenen
procaspase-3’ii gosteriyor olabilir ve ayni durum Cas8 i¢in de gecerli olabilir.
Bizim Cas3 ve Cas8’i gostermek i¢in kullandigimiz immiinhistokimyasal boyalar
sirastyla inaktif Cas3’li ve hem aktif hem de inaktif Cas8’i boyamaktadir. Cas3’iin
inaktif formu biitiin hiicrelerde bulunmaktadir (103, 104), Cas8 ile ilgili literatiire

ulagilamamistir, ancak bu durumun Cas8 icin de gecerli oldugu beklenebilir.

Bu calismada hedeflerimizden biri, MTX’ 1n arttirdig1 proapopitotik protein
ekspresyonuna probiyotiklerin bir etkisinin olup olmadigiydi. Elde ettigimiz
sonuglara gore proapopitotik protein ekspresyonlarinda MTX-SM ile MTX-PB
gruplan arasinda anlamli bir farklilik yoktu. Buna gore probiyotiklerin MTX’1n
artirdifi  proapopitotik proteinlerin ekspresyonunu azaltmadigini sdyleyebiliriz.
Ancak yukarida da bahsedildigi gibi kullandigimiz immunhistokimyasal boyalarin
aktif Cas3’ii gostermedigini diisiiniirsek, tabi aym durum Cas8 i¢in de gecerli
olabilir, Western-Blot yontemi ile aktif Kaspaz’larin incelenecegi daha ileri
aragtirmalarla probiyotiklerin apopitozis lizerine olan etkilerine dair daha ileri

bilgilere ulasilabilir.

TNF-a, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,
pirojen, akut faz reaktani olan bir sitokindir. TNF-a ayrica, apopitozisin ekstrensek
yolaginda, ozellikle Cas3 aktivasyonunda onemli rol oynadigi gibi, intrensek
apopitozis yolaginda da baslangi¢c kaspazlarim aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu
gbzlenmistir. Proapopitotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-o’nin antagonistleri,
antiapopitotik etkinlik gostermektedirler (78).

Bizim caligmamizda tablo 9’da da gosterildigi gibi TNF-a ekspresyonu
MTX-SM grubunda yiiksek seviyelerde saptandi. MTX-PB grubunda MTX-SM
grubuna gore TNF-a ekspresyonu anlamli sekilde diisitk saptandi. Buna gore
probiyotiklerin, MTX 1n olusturdugu TNF-a artisin1 azalttigini syleyebiliriz.

Bizim ¢aligmamiza benzer sekilde endotoksin ve D-galaktosamin verilerek
karaciger hasar1 olusturulan ratlarda probiyotiklerin karaciger TNF-a seviyelerini
diisiirdiigii saptanmis (46). Xing ve arkadaslarinin karacigerde iskemi-reperfiizyon
hasar1 olusturulan ratlarda yaptiklar1 bir calismada probiyotiklerin serum TNF-a

seviyelerini diisiirdiigii saptanmis (47). Bununla birlikte Chirstensen ve arkadaslar
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yaptiklar1 ¢alismada dentritik hiicrelerin farkli laktobasil tiirlerine farkli sitokin
yanitlart verdigini saptamiglar (105). Maassen ve arkadaslarinin yaptiklar bir
calismada da iki cesit laktobasil verdikleri ratlarin barsak villuslarinda TNF-a
ekspresyonunun  arttigimi  saptamiglar  (106). Buna  gore  probiyotik
mikroorganizmalarin hepsinin ayni immunmodiilator etkiyi gosterdigini soylemek
glictiir.

Calismamizda gaita kiiltiirlerinde flora degisimin gosterilmesi ve sadece
MTX uygulanan sicanlarda goriilen iki 6liim ve biitiin gruplarda sicanlarda kilo
artmmna karst bu grupta goriilen kilo kaybi nedeniyle genel olarak deneyin,
diisiiniilen hipotezleri karsilama yoniinde basarili oldugu diisiiniilebilir. Klinik
goriinimde MTX toksisitesini dnleyen FA ve deneyde etkisini arastirdigimiz PB’in
sadece MTX alan farelere gore diger gruplarin daha iyi bir seyir izlemesi nedeniyle
MTX toksistesini dnlemede basarili oldugu diisiiniilebilir.

Calismamizda 20 mg/kg dozdan MTX uygulamasi serumdaki karaciger
fonksiyon testlerinin diigmesine sebep oldu. Bunun, daha 6nce de belirttigimiz gibi,
MTX’1in karacigerdeki akut toksik etkisi gectikten sonra, yeni hepatositlerin
olusturulmasi asamasinda kan ve doku oOrneklerinin alinmig olmasi nedeniyle
olabilecegini diisiinmekteyiz. Yine aym sekilde HE ile boyanarak yapilan
karacigerin histolojik incelemelerinde de MTX verilen gruplarda nekroz
izlemeyisimizin sebebi bu olabilir. Bunun i¢in baska calismalar yapilmasinin
faydali olacag kanisindayiz. Sadece MTX verdigimiz grupta yiiksek buldugumuz
karacigerdeki TNF-a ekspresyonu MTX ile birlikte probiyotik verilen grupta
anlamli sekilde diisiik saptandi. Buna gore probiyotiklerin MTX 1n artirdigi TNF-a
ekspresyonunu azalttigini sdyleyebiliriz. Notrofil infiltrasyonunun bir belirteci olan
MPO seviyelerini MTX alan grupta anlamhi sekilde yiliksek saptadik ve
probiyotiklerin MPO seviyelerini en az FA kadar diisiirdiigiinii saptadik. Giintiimiiz
onkoloji pratiginde MTX’1in toksik etkilerini azaltmak i¢in FA yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bizim calismamiz, bu konuda yapilacak baska caligmalara 11k
tutarak, MTX 1 toksik etkilerini 6nlemek i¢in verilen FA gibi kimyasal bir ajana
benzer sekilde, dogal yollardan etki eden probiyotiklerin de kullanilabilmesine katki

saglayacaktir.
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6. OZET

Probiyotiklerin Ratlarda Metotreksat Toksisitesi Uzerine Olan
Etkileri

Metotreksat (MTX); solid ve hematolojik kanserlerde antineoplastik ve bazi
inflamatuvar hastaliklarda da antiinflamatuvar olarak yaygin sekilde kullanilan folik
asit antagonisti bir ilagctir. MTX 1n gastrointestinal sistem, karaciger, bobrek, cilt ve
kemik iligi {izerine olan toksik etkileri iyi bilinmektedir. Bu toksisite, diger yollarla
beraber antioksidan sistemler tizerinden de olusmaktadir. MTX toksisitesi folik asit
ile Onlenebilmektedir. Probiyotikler uzun yillardan beri insanligin dogal besin
kaynagi olarak kullandiklar1 yogurt, kefir ve diger fermente siit iiriinlerinde bulunan
mikroorganizmalar olup antioksidan etkinligi ortaya konulmustur. Bu calismada
MTX’1in karaciger tizerine olan toksik etkisini onlemede probiyotiklerin roliinii
arastirmay1 amacladik.

Deney kirk sekiz adet erkek Wistar Albino rat ile uygulandi. Gruplarin
yarisina ilk giin intraperitoneal MTX, diger yarisina plasebo olarak serum fizyolojik
(SF) ve folik asit (FA) uygulandi. Daha sonra yedi giin boyunca gruplarmm yarisina
orogastrik yolla skim milk (SM), digerlerine probiyotik (PB) verildi. Ratlar MTX,
folik asit (FA), SE, PB, SM kullanimina goére; SF-SM, SF-PB, FA-SM, FA-PB,
MTX-SM, MTX-PB, MTX-FA-SM, MTX-FA-PB olmak {iizere 8 gruba ayrildu.
Sekizinci giin tiim ratlar sakrifiye edilerek intrakardiyak kan alindi ve karaciger
doku ornekleri alindi. Serumda karaciger fonksiyon testleri, folik asit, MDA, GSH;
eritrositlerde MDA, GSH seviyeleri c¢alisildi. Karaciger dokusundan hazirlanan
homojenatlarda MPO, GSH, MDA seviyeleri calisildi. Karaciger dokusunun
histolojik incelemesi ve immunhistokimyasal olarak Bax, Cas3, Cas8 ve TNF-«
ekspresyonlari arastirildi.

MTX verilen gruptan iki rat ex oldu ve ratlarin ortalama viicut agirliklar
diger gruplarda artig gosterirken bu grupta azaldi. Probiyotik verilen gruplarda gaita
kiiltiirlerinde flora degisimleri saptandi. Karaciger fonksiyon testleri MTX verilen
grupta anlamlh sekilde diisiikk saptandi. Karaciger MPO seviyeleri MTX verilen
grupta diger gruplara gore anlamli sekilde yiiksekti ve probiyotik uygulamasi bu
yiiksekligi diisiirdii. Doku diizeyinde baktigimiz TNF-o ekspresyonu MTX alan
grupta belirgin sekilde yiiksekti ve probiyotiklerin bu yiiksekligi azalttigin1 saptadik.

Sonug¢ olarak ratlarda MTX i olusturdugu toksik etkileri probiyotiklerin
engelleyebilecegini saptadik. Elde ettigimiz sonuglara dayanarak bu konuda
yapilacak yeni arastirmalar sayesinde, kemoterapotik ajanlarin toksik etkilerini
azaltmada veya engellemede probiyotiklerin katkis1 olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Metotreksat, probiyotik, apopitozis, oksidatif stres,
hepatotoksisite
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7. SUMMARY

The Effects of Probiotics on Methotrexate Toxicity in Rats

Methotrexate (MTX) is a folic acid antagonist which is commonly used as
an anti-neoplastic agent in solid and haematologic malignities and as an anti-
inflamatory agent in some inflamatory diseases. The toxic effects of MTX on
gastrointestinal system, liver, kidneys, skin and bone marrow are well known. This
toxicity consists of anti-oxidant systems additionally to the other ways. MTX
toxicity can be prevented by folic acid. Probiotics are the microorganisms inside of
the yoghurt, kefir and the other types of fermenteted milk products which are used
as natural foods by people in many years and their antioxidant effects have been
shown. In this study we aimed to research the role of the probiotics on the
hepatotoxicity of MTX.

The experiment was practiced by forty eight male Wistar Albino rats. In the
first day of experiment half of the groups were administered MTX intraperitoneally
and the other half of the groups were administered isotonic saline (SF) and folic
acid (FA) intraperitoneally as placebo. Then half of the groups were given
probiotics (PB) and the other half were given skimmy milk (SM) by orogastric way
for seven days. Rats were divided in to eight groups according to their MTX, FA,
SF, PB, SM administrations as; SF-SM, SF-PB, FA-SM, FA-PB, MTX-SM, MTX-
PB, MTX-FA-SM, MTX-FA-PB. In the eighth day all the rats were sacrificed and
taken intracardiac blood samples and liver tissues. The liver function tests, folic
acid, MDA, GSH were evaluated in serum, MDA and GSH were evaluated in
erytrocytes. MPO, MDA, GSH were evaluated in liver tissue. The liver tissueses
histological examination and Bax, Cas3, Cas8 and TNF-o expressions were
evaluated.

Two rats died in the group which were administered only MTX and the
mean of body weights of this group was reduced while the other groups’ were
increasing. Flora changes were determined in the faeces cultures in the groups
which were given probiotics. Liver function tests were significantly reduced in the
Methotrexate group. The liver MPO concentrations were significantly increased
according to the other groups and probiotic administration reduced this elevation.
The TNF-a expression in the liver tissues were significantly increased and we
determined probiotic administration reduced this elevation.

In conclusion we determined that probiotics can inhibit toxic effects of
MTX. According to our results we think that probiotics may be contribute to reduce
or to prevent the toxic effects of chemotherapeutic agents through the new studies
about this issue.

Key Words: Methotrexate, probiotic, apoptosis, oxidative stress, hepatotoxicity
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EK-1
Deney protoloiinde kullamilan malzemeler:

1. Eriskin erkek Wistar albino sican (48 adet)
Beslenme tiipii 4 F
Standart rat yemi
Skim milk
Eter
Bistiiri
Pens

Insiilin enjektorii

A S A T LR

Eppendorf tiipii
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. Biyokimyasal tiip
. EDTA’L tiip

—_ =
N =

. Hassas terazi d= 0,1 mg. hassasliginda (SPB 33, Scaltec, isvigre)
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. Formaldehit
. Steril idrar kabi

—_ =
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. Polilizinli lam

—
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. Milimetrik asetat kagidi

. Glutathione. Sigma G4251

. DTNB (5-5' ditiobis=2-nitrobenzoik asit). Sigma 8130

. Metafosforik asit. Sigma M6288

. Disodyum fosfat (Na2HPO4). Sigma S0876

. Malondialdehid. (HPLC Kiti)

. Myeloperoksidaz. (ELISA Kiti)

. PT Modulle Buffer konsantre 1/100 (TA050-PM1X Labvision, Fremont,

N NN ===
W N = O O 0

Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)

24. Tris Buffer Saline Konsantre Twin 1/20. (TA-999-TT Labvision, Fremont,
Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)

25. Hazir Hidrojen Peroksit

26. HRP kit 125 mlit. Polivalan (TP 125-HL Labvision, Fremont, Kaliforniya,
Amerika Birlesik Devletleri)
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27.

28.
29.

30.

31.

DAB kromojen (TA-125-HD Labvision, Fremont, Kaliforniya, Amerika
Birlesik Devletleri)

TNF-a antikor (02605, Hystopathology, Pecs, Macaristan)

Caspase-8 rabbit poliklonal (R-B 1200-P, Labvision, Fremont, Kaliforniya,
Amerika Birlesik Devletleri)

Caspase-3 rabbit poliklonal (R-B 1197, Labvision, Fremont, Kaliforniya,
Amerika Birlesik Devletleri)

Bax mouse monoklonal (AB 16837, Abcam, Cambridge, ingiltere)
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