T.C.
Siileyman Demirel Universitesi
T1p Fakiiltesi
Noroloji Anabilim Dali

METOTREKSAT UYGULANAN RATLARIN SIYATIK SINIR VE
MEDULLA SPINALISINDE OKSIDAN / ANTIOKSIDANLARIN
DURUMU: KAFEIK ASIT FENETIL ESTER’IN ANTIOKSIDAN

KORUYUCU ETKISI

UZMANLIK TEZI

Dr. Ertugrul UZAR

DANISMAN

Yrd. Doc. Dr. Hasan Rifat KOYUNCUOGLU

Bu tez Siileyman Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
tarafindan 0994-TU-05 proje numarasi ile deteklenmistir.

ISPARTA-2006



ONSOZ

Uzmanlik egitimim siiresince ve tez ¢alismamda bana her tiirlii desteklerini
esirgemeyen tez danigmanim ve emektar hocam Yrd. Do¢. Dr. Hasan Rifat
KOYUNCUOGLU basta olmak iizere degerli hocalarim Do¢. Dr. Siileyman
KUTLUHAN ve Dog. Dr. Serpil DEMIRCI’ye, laboratuar imkanlarin1 kullandiran
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Nurten OZCELIK’e ve laboratuar
calismalarimda bana yol gosteren Dog. Dr. H. Ramazan YILMAZ ve Yrd. Dog. Dr.
Efkan UZ’a, laboratuar imkanlarin1 kullandiran Biyokimya Anabilim Dali Baskani
Prof. Dr. Namik DELIBAS’a, yardimlarin1 esirgemeyen Yrd. Doc. Dr. Recep
SUTCU’ye ve Dr. Hicran HILYILMAZ a, laboratuar calismamda emegi gecen basta
Dr. Serkan KILBAS, Dr. Vedat Ali YUREKLI ve Dr. Mustafa YILMAZ olmak
tizere tiim asistan arkadaslarima, projemizi destekleyen Siilleyman Demirel
Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimine, bu vesileyle
sevgisiyle hep yanimda olan sevgili esim ve hayat arkadasima ve sikintili anlarimda
bana nese kaynagi olan sevgili oglum Melih’e en derin sevgi ve siikranlarimi

sunarim.



KISALTMALAR

MTX. Metotreksat,

CAPE. Kaffeik asit fenetil ester

NAD. Nikotinamid adenin diniikleotid

MDA. Malondialdehit

BOS. Beyin omurulik s1vis1

SAM. S-adenozil metionin

SOD. Siiperoksit dismutaz

GSH-Px. Glutatyon peroksidaz

DHF. Dihidrofolat

DHFR. Dihidrofolat rediiktaz

GAR. Glisinamid ribozil 5 fosfat

AICAR. Aminoimidazol karbokzamid ribozil 5 fosfat
RA. Romatoit artrit

SAH. S-adenozil homosistein

ALL. Akut lenfoblastik 16semi

SSS. Santral sinir sistemi

PSS. Periferik sinir sistemine

THEF. Tetrahidrofolat

MTHF. Metilen tetrahidrofolat

NF-kB. Niiklear Faktor Kappa-B

OH. Hidroksil

dATP. Deoksiadenozin trifosfat

NO. Nitrik oksit

HIV. Human immunodeficiency virus

i.p. intraperitoneal

EMIT. Enzim Multiplied Immunoassay Yo6ntemi
HPLC. High performance liquid chromatographic
GSSG. Okside glutatyon

GSH. Rediikte glutatyon

LOOH. Lipid hidroperoksit

DTR. Derin tendon refleksi
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1. GIRIS ve AMAC

Metotreksat (MTX) losemi ve diger kanserlerde; antimetabolit
kemoterapotik ajan olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (1). Bununla birlikte diisiik
doz MTX, psoriazis ve romatoid artrit (RA) gibi otoimmiin hastaliklarda da

kullanilmaktadir.

MTX, bir folik asit analogudur. MTX’in asil etkisi dihidrofolatin
tetrahidrofolata doniisiimii icin gerekli olan dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini
inhibe etmesidir. Tetrahidrofolat eksikligi hiicre icinde folatin azalmasina yol acar ve
bu yiizden hem piirin hem de pirimidin sentezi azalir (2). Piirin ve pirimidin
niikleotidleri, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) sentezinde
onemli rol oynar. Ayrica T lenfositlerinin yasamasi ve gelisimi i¢in gereklidir. Piirin
ve pirimidin inhibitorii oldugundan MTX immiinsiipresif ve antikanser olarak
hastalarda kullanmilmaktadir (3). Folat eksikligi nedeniyle purin, primidin
metabolizmas1 ve biyolojik aminlerin sentezini igeren bir¢ok metabolik yol MTX
tarafindan etkilenir. Metabolik yollardaki bu degisiklikler MTX’in hem tedavi edici
hemde toksik etkilerinden sorumludur (4). MTX’in en cok bilinen yan etkileri
bobrek, karaciger, ince barsak ve santral sinir sistemi iizerinedir. MTX’in SSS
tizerine olan norotoksisitesi periferik sinir sistemine (PSS) gore daha fazla
goriilmektedir (5-10). MTX’e baghh norotoksisite Oliimle sonuglanabilen ciddi bir
durumdur (5). MTX norotoksisitesinin mekanizmasi heniiz tam olarak aciga
cikarilamamustir. Ancak son bilgiler olast mekanizmalardan biri olarak oksidatif

stresi sorumlu gostermektedir (6).

MTX’in bobrek, karaciger ve ince barsak gibi dokularda, kanda ve HeLa
hiicrelerinde oksidan antioksidan sistem {izerine etkisi arastirtlmistir (7-10). HelLa
hiicresi mitokondrisinde MTX in; piriivat dehidrojenaz, 2 okzogluterat dehidrojenaz
ve nikotinamid adenindiniikleotid (NAD)’e bagimli enzimler ile sitozolik
nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (NADP) bagimli dehidrojenazi inhibe ettigi
gosterilmistir (7). Babiak ve ark. MTX’in Hela hiicrelerinde viicudun Onemli
antioksidani olan glutatyon seviyelerini azalttigin1 saptamiglardir (7). Ratlara MTX

verilmesinin; kan, karaciger, bobrek ve ince barsakta glutatyon seviyelerini azalttigi,



inflamatuvar yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz aktivitesini ve lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehid (MDA) seviyelerini arttirdigi
bulunmustur (8, 9). MTX kullanimina bagh Iokoensefalopati gelisen hastalarda
BOS’ta S-adenozil metiyoninde (SAM) azalma oldugu ve MTX norotoksisitesinin
metiyonin metabolizmasinda bozulmaya bagli olabildigi bildirilmistir (11, 12).
Antioksidan olan SAM’1n BOS’ta azalmas1t MTX norotoksisitesinin mekanizmasinin

oksidatif stres lizerinden olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

Bu calismada amac; siyatik sinirde ve mediilla spinaliste MTX in oksidatif
hasara neden olup olmadigini ve olusabilecek oksidatif strese CAPE’nin koruyucu

etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metotreksat’in Metabolizmasi

Folata bagli enzimler tek karbon fragmanlarin transferi igeren
reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasinda en Onemlisi DNA sentezi igin
deoksiiiridilat’in metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu islem sirasinda
metilen tetrahidrofolat (MTHF) dihidrofolat’a (DHF) doniisiir. Dihidrofolat (pteroil
glutamik asid) ise tekrar kullanilmasi i¢in tetrahidrofolat’a (THF) doniismesi
gereklidir. Bu doniisiim icin dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine ve NADPHya
gereksinim vardir. MTX’in (4-amino 4-deoksi N10 metil pteroil glutamik asid)
molekiiler yapist DHF’a benzerdir (Sekil 1 ve 2). MTX’in yapisinda birden fazla
metil grubu vardir ve DHF taki OH grubu yerine NH2 bulunur. MTX diisiik dozlarda
oral olarak hemen hemen tamamen emilir. Baslangi¢ yar1 6mrii (dagilimi) 1,5-3,5
saattir. Terminal yar1 omrii 8-15 saattir. MTX ve metabolitleri biiyiik oranda bobrek
yoluyla elimine olur ve hiicrelere aktif tasima ile girer. MTX folilpoliglutamil
sentetaz ile 1-4 glutamat gruplarinin eklenmesiyle poliglutamat forma doniistiiriilen
bir ilactir. Poliglutamat yapi muhtemelen tiim hiicrelerde bulunur, poliglutamat
formun ol¢iimleri eritrosit, karaciger, fibroblastlar ve kemik iligi myeloid serisinde
Olctimleri yapilmistir. MTX poliglutamatlar: hiicre i¢inde tutulur ve DHFR enzimine

baglanarak DHF ile yer degistirir (2, 13).
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Sekil 1: MTXin molekiiler yapis1 (2).
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Sekil 2: Dihidrofolatin molekiiler yap1 (13).
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Sekil 3: Folik asitin molekiiler yapis1 (13)

2.1.1. Folat Antagonisti olarak MTX’in Mekanizmasi

Insanlarda viicudun ana yapilarindan folati sentezleme Ozelligi
olmadigindan dietle folat alimi zorunludur. DHFR, DHF’yi folat bagimli yollarda
temel bilesen olarak hizmet eden THF ye doniistiiriir. Chabner ve ark. MTX’in folat

antagonisti mekanizmasi olarak iki teoriyi 6ne siirmiislerdir (14).

A) Folatin azalma teorisi, intraselliiler folatin azalmas1 DHFR ’nin blokajina

dayanmaktadir (14).

B) Yarisma teorisi, niikleotidlerin sentezinde gorevli basamaklart MTX’in

dogrudan inhibe etmesine ve DHF birikimine dayanmaktadir (14).

MTX, DHFR’1 inhibe eder bu yiizden tetrahidrofolatin (THF) azalmasina
neden olur. MTX poliglutamatlart 5,10 metilen THF rediiktaz, glisinamid ribozil 5
fosfat (GAR) formiltransferaz ve aminoimidazol karbokzamid ribozil 5 fosfat
(AICAR) formiltransferaz enzimlerini dogrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki

inhibisyon piirin ve primidin metabolizmasinda inhibisyonla sonuglanir (2). Takiben



DNA ve RNA sentezini inhibe eder. 5-metil THF’1n azalmasi homosisteinin
remilasyonunda azalmaya ve homosistein ile adenozin diizeylerinde artmaya neden
olur. MTX, SAM miktarindaki azalmaya ek olarak dogrudan metionin sentetazi ve
metionin transportunu inhibe edebilir (6). Transmetilasyonun azalmasini takiben

poliaminlerin sentezini de azaltir (2).

2.1.2. Metotreksatin Antiproliferatif Etkisi

MTX, yiiksek dozlarda kanser tedavisinde antiproliferatif olarak kullanlir
(2, 11). Bununla birlikte, RA’da diisik doz MTX tedavisinin mekanizmasi
antiproliferatif etki ile aciklanmaz. Hirata; RA’da diisiik doz MTX ile endotel hiicre
proliferasyonunun dogrudan inhibe oldugu goriisiinde olmakla birlikte bazi
arastirmacilar lenfosit proliferasyonunun inhibisyonu hakkinda zit goriisler

bildirmislerdir (2, 15).

2.1.3. Metotreksatin immiinomodiilator Etkisi

Immiin mekanizmalar RA’nin patogenezinde 6nemli rol oynarlar. B ve T
hiicrelerindeki aktivite artisinin MTX ile baskilandig1 gosterilmistir. RA’I1 hastalarin
idrar, sinovyal sivi ve lenfositlerinde poliamin seviyeleri yiiksek bulundugu icin
poliaminler RA’nin patogenezinde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Poliaminlerin
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve immiin yanitta 6nemli gorevleri vardir (16).
MTX’in immiinomodulator etkisi poliaminlerin sentezindeki inhibisyon ile iliskili

olabilir (2, 16).

2.1.4. MTX in Antiinflamatuvar Etkisi

Metotreksat, RA’da ve psoriatik artritin tedavisinde antiinflmatuvar etkisi
nedeniyle kullanilmaktadir. TNF-o, interlokin 1-f  gibi sitokinler ile
metalloproteinazlar gibi inflamasyonun mediatorlerinin RA’da MTX tedavisi ile
azaldig1 gosterilmistir (17). Cronstein, MTX’in iki biyokimyasal mekanizma ile

antiinflamatuvar etkide roliiniin oldugunu 6ne siirmiistiir (18).



1) Homosisteinin yeniden metilasyonunun inhibisyonu (18).

2) Adenozin salinmasi. In vitro ¢aligmalarda fibroblastlarda ve endotel
hiicrelerinde diisiik doz MTX’in adenozin salinimina yol ac¢tifi gosterilmistir

Adenozin antiinflamatuvar etkide merkezi rolii vardir. (18).

2.2. MTX’in Yan Etkileri

MTX tedavisi esnasinda ortaya c¢ikan yan etkiler oldukca yaygindir. Yan
etkinin siddeti degisiktir. 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’l1 hastalarin yaklasik %30’unda ila¢ toksisitesi

nedeniyle tedavi kesilir (2).

MTX toksisitesinin mekanizmasi hala tam anlagilmamistir. Ancak bazi yan
etkiler bahsedilen piirin, pirimidin, poliamin ve folat gibi metabolik yollarin
bozukluklari ile dogrudan iliskilendirilmistir. Kremer ve ark. ilk kez RA’l1 hastalarin
karaciger biyopsisinde MTX poliglutamatlarinin birikmesine folat eksikliginin eslik

ettigini gostermistir (19).

Degisik yollarda adenozin deaminazin (ADA) MTX tarafindan inhibisyonu
deoksiadenozin ve deoksiadenozin trifosfat (dAATP) 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 reaksiyonlar1 i¢in gereklidir. dATP
DNA sentezi i¢in gerekli olan riboniikleotid rediiktazi inhibe eder (2). Baggott ve
ark. MTX tedavisi ile ADA inhibisyonu gelistigini destekleyen veriler elde
etmislerdir (20).

MTX’in  vaskiiler hastalik icin risk  faktorii olarak  bilinen
hiperhomositeinemiye sebep oldugu bilinmektedir (2, 17). Metilasyon
reaksiyonlarmin belirleyicisi olan SAM/SAH oraninda azalmaya neden olur.
Metilasyon reaksiyonlarinin inhibisyonu toksisiteye neden olabilir (2). Son bir
calismada metionin metabolizmasinda polimorfizm ile lokoensefalopati arasinda

iliski kurulmustur (12).



2.3. Metotreksatin Norotoksisitesi

Metotreksat kanser tedavisinde sik kullamilan antimetabolit yapidaki
antifolat bir ilagtir. Antifolatlar, DHFR’1 inhibe eder ve purin ve timidin
biyosentezinin inhibe olmasina yol acar. Metotreksat losemiler, lenfomalar, meme
kanseri, bas ve boyun kanserlerinde kullanilir. MTX’in intratekal olarak tiimoriin
leptomeningeal yayilimim1 6nlemek veya proflaksi icin uygulanir (22). Yillardir
diisik doz MTX psoriazis ve RA gibi otoimmiin hastaliklarda da kullanilmaktadir
(2). Losemi tedavisinde yiiksek doz intravenoz veya intratekal MTX eklenmesi akut
lenfoblastik 16semili (ALL) cocuklarda artan yasam orani ile iliskilendirilmistir.
Fakat ilacin santral sinir sistemine belirgin toksik etkisi de vardir ve potansiyel
olarak siddetli norolojik morbiditeye yol acabilir. Toksik etkiler tedaviden hemen
sonra akut olarak ortaya ¢ikabilir veya uzun siire sonra progresif norolojik ve
kognitif bozukluklara yol acabilir (23). MTX’in neden oldugu nérotoksisitenin
yaygin ve nadir goriilen farkl tipleri bildirilmistir. Yaygin olarak ortaya ¢ikan klinik
bulgular bulanti, kusma, basagrisi, meningeal irritasyon ve tremordur.
Norotoksisitenin daha agir formlar1 olarak parapleji, ensefalopati, epileptik nobetler
hatta 6liim goriilebilir. MTX’in ¢ocuklarda zeka diizeyini gerilettigi, dikkat ve hafiza

problemlerine neden olduguna dair yayinlar vardir (24, 25).

MTX intravendz verildiginde santral sinir sistemine (SSS) penetrasyonu
dozla iliskilidir. SSS’de ila¢ konsantrasyonunu artirmak i¢in intratekal yol yaygin
olarak kullanilir. ALL’li hastalarda intratekal MTX tiimoriin leptomengeal
yaytliminin tedavisinde kullanilir. MTX alan 16semi hastalarinda yasam siiresinde
uzama ve radyoterapi gerekliliginin azalma ile iligkili bulunmustur. Bununla birlikte
intratekal MTX tedavisinde norotoksisite sik goriilen komplikasyondur. MTX
norotoksisitesi saptanan kisilerin serebral korteks, serebellum, bazal ganglionlarinda
fibrinoid nekroz, hyalin kalinlasma ve kalsifikasyon gibi vaskiiler yapida

degisiklikler bulunmustur (23).

MTX norotoksisitesi akut, subakut ve kronik olmak tuizere 3 farkli klinik
tanimlanmistir. Orta doz sistemik MTX verilmesinden 5-10 giin sonra subakut
toksisite tipik olarak ortaya c¢ikar. Semptomlar hemiparezi, ataksi, konfiizyon ve

epileptik nobetlerdir. Genellikle MTX nedenli subakut toksisite hafiftir ve geriye



dontistimlidiir. Sekel azdir veya hi¢ yoktur. Medulla spinalis ve beyindeki
degisiklikler subakut ve kronik toksisite iligkilidir (23, 25). Kronik toksisite MTX
verilmesinden sonra aylar sonra ortaya ¢ikar ve primer olarak lokoensefalopati
goriilir. Yiriime bozuklugu, nobetler, ataksi, spastisite, gorme defektleri,
hemiparezi, afazi, koma ve Oliimle seyredebilir. Kronik toksisite subklinik veya
yavas progresif seyirli olabilir (23). MTX in intratekal verilmesini takiben aseptik

menejiti iceren akut toksisite tanimlanmaistir.

Akut toksisitede; MTX enjeksiyonunu takiben 2-4 saat i¢inde basagrisi,
ense sertligi, bulanti, kusma ve ates ortaya cikar. Bazen bacaklara yayilan bel agrisi,
takiben duyu kaybi, parapleji, barsak veya mesane disfonksiyonu ile beyin ve spinal
kordda demiyelinizasyon olusabilir. Tranvers myelopati intratekal metotreksat
tedavisinin nadir komplikasyonu olup genellikle birka¢ enjeksiyondan sonra ortaya

cikar (23).

MTX tedavisi ile norotoksisite uzun siiredir bilinmesine ragmen
mekanizmasi tam olarak hala anlagilmamistir. Fakat multifaktoriyal olabilecegine
inanilmaktadir. MTX; folat, eksitator aminoasitler, homosistein, SAM/SAH,
adenozin ve biopterinlerin metabolik yollarmi etkiler (25). Beyinde kronik folat
azalmasi, eksitator aminoasitlerin artis1 ile birlikte rolatif homosistein artisi, biopterin
ve adenozin metabolizmasindaki degisiklikler akut veya kronik ndrotoksisitenin olasi
mekanizmalaridir. Akut toksisitenin adenozin diizeylerinde artigla kronik toksisitenin
ise homosistein, eksitator aminoasitler ve biopterinlerin artis1 ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. MTX’in BOS’ta yiiksek oranda olmasi, BOS’tan eliminasyonunun
gecikmesi, sik aralarla kullanilmasi ve birikici etkisi MTX tedavisine bagh

norotoksisite riskini artirmaktadir (23).

MTX’in ana hedefi DHFR enziminin inhibisyonudur. Bu nedenle DHF’1n
THF’a doniisiimiinii azalir. THF eksikligi intraselliiler folatin azalmasina yol acar.
Boylece hem piirin hemde pirimidin sentezi azalir ve takiben tiimor hiicrelerinde ve
normal hiicrelerde DNA sentezinde bozulmaya yol agar (26). Metotreksat; proteinler,
lipidler ve myelinin sekillenmesi icin ¢ok Onemli olan transmetilasyon
reaksiyonlarina da belirgin olarak miidahale eder. Muhtemelen demyelinizasyona

MTX’in transmetilasyon reaksiyonlarma etkisi yol acar. BOS’ta metionin ve



SAM’da azalma, SAH ve homosistein seviyelerinde artmaya neden olur. Artmis kan
homosistein seviyeleri endotel hiicre hasar1 ve infarktlarla neden oldugu
bilinmektedir. Bu MTX norotoksisitesinin vaskiiler yoniinii aciklayabilir (27).
Transmetilasyon reaksiyonlarinda SAM’1n metil vericisi olmasi ile miyelinizasyonun
siirdiiriilmesinde énemli rol oynar. Folat metabolizmasinin konjenital bozuklugunda,
human immunodeficiency viruse (HIV) bagl ensefalopatide ve beslenmeyle ilgili
folat eksikligi olanlarda da BOS’ta SAM diizeylerinde azalma bulunmustur (2, 28,
29). SAH metilasyon reaksiyonlar1 yoluyla SAM’a doniisiir. BOS’ta azalmis SAM
ve artmis SAH seviyeleri HIV pozitif bir hastada bildirilmistir (30). Beyinde bulunan
metil transferaz enzim aktivitesi; beyindeki SAM’in konsantrasyonu ile yakindan
ilgilidir ve dogrudan SAH tarafindan inhibe edilir. BOS’ta azalmig SAM/SAH oram
(metilasyon orani) metil transferaz enzimini inhibe edebilir. Boylece SSS’de
hipometilasyona ve sonucunda da demyelinizasyona yol acabilir. ALL’li hastalarda
MTX’in SAM eksikligi yaparak demyelinizasyona neden olabilecegi ileri
siiriilmiistiir (11). Benzer olarak Vitamin B12 eksikligi ile iliskili noropatinin
(subakut kombine dejenerasyon) patogenezinin SSS’de metilasyon reaksiyonlar ile
iliskili oldugu bildirilmistir (31). Oksidatif stresle iligkili ¢esitli deney modellerinde
SAM’1n antioksidan etkisi gosterilmistir. Beyin iskemi/reperfiizyon ile ilgili deneysel
calismasinda SAM’1in disaridan verilmesi ile beyin lipid peroksidasyonunu inhibe

etmistir (32).

2.4. MTX’e Bagh Metabolik Degisiklikler ve Olasi Klinik Sonuclari

Metotreksatin  bircok metabolik yolu etkilediginin kanitlar1  vardir.
SAM/SAH oraninda azalma, siilfiir iceren aminoasitler, homosistein, adenozin
seviyesinde yiikselme, tetrahidrobiyopterin seviyesinde azalma MTX’in yol agtifi

akut, subakut ve kronik norotoksisitenin sebebi olabilirler (25, 27).

2.4.1. Folat

MTX ile tedavi olan hastalarin BOS’unda 5-MTHF seviyesinin azaldigi
gosterilmistir. Folat eksikligi ile iligkili norolojik semptomlar; uykusuzluk,
unutkanlik, nobetler, huzursuzluk, depresyon ve psikozdur. Folat metabolizmasi,

homosistein ve biopterin metabolizmasi ile iligkili oldugundan patolojik bulgularin



direkt olarak folat azalmas1 yiiziinden olup olmadigim1 degerlendirmek giictiir. Folat

eksikligi olan hastalarda SAM seviyelerinde azalma gosterilmistir (25, 27).

2.4.2. SAM/SAH

Katekolaminler, indolaminler, kolin, kreatin, niikleik asitler, proteinler ve
fosfolipidler gibi c¢esitli molekiillerin metil verici SAM’dir. Beyinde SAM
seviyesinin azalmas1 hipometilasyona yol agabilir. Depresyon, Alzheimer Hastalig
ve Parkinson Hastalig1 gibi ¢esitli noropsikiyatrik hastaliklarda BOS’ta ve SAM
seviyesinde azalma bulunmustur (25). SAM eksikliginin SSS’de demiyelinizasyona
neden oldugu one siiriilmiistiir (33). Beyinde, spinal kordda demyelinizasyonu ve
metil transfer bozuklugu olan yenidoganlarin BOS’unda SAM’in azaldigi
bulunmustur (25). Bununla birlikte beyindeki metilasyon kapasitesini belirlemek i¢in
SAH seviyesi de goz oniinde bulundurulmalidir. SAH metilasyon reaksiyonlarinin
giiclii  bir inhibitoriidir. Bu yiizden SAM/SAH; metilasyon oram olarak
degerlendirilmektedir (25, 27).

Kishi ve arkadaslari, ayni tedavi protokiinii alan toksik lokoensefalopatisi
olan ve olmayan ALL hastalarinda SAM/SAH oramim1 karsilastirmiglar ve toksik
Iokoensefalopatisi olan hastalarda daha diisiik bulmuslardir (11). Bu nedenle MTX’in
neden oldugu lokoensefalopatiden metionin metabolizmasindaki bozuklugun

sorumlu olabilecegini one siirmiislerdir (11,12).

2.4.3. Homosistein

Homositein son derece reaktif olan siilfidril grubunu iceren bir aminoasittir.
Ateroskleroz, miyokard infarktiisii ve inme i¢in bagimsiz risk faktorii olarak
bilinmektedir. Sistatiyonin beta sentaz veya metionin sentaz enzimlerinin eksikligi;
homosistiniiri, tromboembolizm, nobetler ve mental retardasyon icin yiiksek risk
olusturmaktadir (24). Homosisteinin farkli patofizyolojik mekanizmalar1 vardir.
Homosistein artist; vaskiiler endotele ve intimaya dogrudan toksiktir ve vaskiiler diiz
kas hiicre proliferasyonunun artmasina sebep olur (34). Ayrica kanda koagulasyon
oranlarinda degismeye yol agmakta, tromboza egilimi artirmakta ve oksidatif strese

neden olmaktadir (35).
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MTX in yiiksek ve diisiik doz tedavilerinin plazma homositein diizeylerini
arttirdigr gosterilmistir (12, 25). MTX tedavisinden sonra goriilen iskemik beyaz
cevher degisiklikleri, mikroanjiopati ve fokal norolojik defisitlerin BOS’ta artmis

homosistein yiiziinden olustugu diisiiniilmektedir (25).

2.4.4. Siilfiir Iceren Eksitator Aminoasitler

Siilfiir iceren aminoasitler, homosisteinden elde edilmektedir. Siilfiir iceren
aminoasitler, aspartat ve glutamat salinimi saglar ve eksitator aminoasitlerin noronal
ve glial membranlardan geri alimini inhibe eder. MTX’in olusturdugu astrosit hasart;
eksitatdr aminoasit gecisindeki artisa bagl olabilir (25). Retrospektif bir ¢alismada
Quin ve arkadaslari; kanser tedavisi icin MTX alan hastalarin BOS’unda siilfiir
iceren aminoasit diizeylerine bakmiglar. Siilfiir iceren aminoasit diizeyleri
norotoksisitesi olan  hastalarda  yiiksek saptanmisken kontrol grubunda

saptanamamustir (24).

Yapilan bir deneysel calismada Wistar sicanlara intraventrikiiler MTX
verilmesini takiben hipokampiisiin CA4 bolgesinin etkilendigi saptanmistir. MTX’in
beyin dokusundaki sitotoksik etkisinin nedeni olarak da monoaminlerin

dagilimindaki bozulma gosterilmistir (4).

2.5. MTX Toksisitesi ve Oksidatif Stres

Antikanser 1ilaclarla yapilan son zamanlardaki toksisite c¢aligmalarinda
oksidatif stres iizerinde durulmaktadir. Karaciger, bobrek, ince barsak ve SSS’deki
MTX’in yan etki mekanizmasi olarak oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir (6-10, 37,
38). HeLa hiicresi mitokondrisinde piriivat dehidrojenaz, 2-okzogluterat dehidrojenaz
ve nikotinamid adenindiniikleotid (NAD) bagimli enzimler ile sitozolik nikotinamid
adenindiniikleotid fosfat (NADP) bagimli dehidrojenazin MTX tarafindan inhibe
edildigi gosterilmistir (7). Babiak ve ark. MTX’in HelLa hiicrelerinde viiciidun
Oonemli antioksidan1 olan glutatyon seviyelerini azalttigim gostermislerdir (7).
Jahovic ve ark. 20 mg/kg tek doz MTX 1i.p. uygulanan sicanlarin kaninda, karaciger
ve bobrek dokularinda; myeloperoksidaz aktivitesinde artig, glutatyon seviyelerinde
azalma ve MDA seviyelerinde belirgin artis oldugunu bulmuslardir (8). Miyazono ve

ark. MTX’in yan etkisi olarak sican ince barsaginda SOD ve CAT aktivitelerinde
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artma, glutatyon seviyelerinde azalma oldugunu gostermisler ve MTX’in yol actig
ince barsak hasarinda oksidatif stresin énemli rolii oldugunu 6ne siirmiislerdir (9).
Benzer sekilde Devrim ve ark. MTX nefrotoksisitesinde oksidatif stresin 6nemli
roiinii koymuslardir (37). Uz ve arkadaslar1 benzer sekilde MTX alan si¢anlarin
bobrek dokularinda NO seviyelerinde artis1 bildirmislerdir (38). Bu nedenle MTX
toksisitesinden korunmak icin antioksidan ajanlarla birlikte kullanmasi gerekliligi

one cikmaktadir.

2.6. Kafeik Asit Fenetil Ester

Yapilan caligmalarda bal arilarinin iirettigi propolisin aktif bir komponenti
olan CAPE’nin antioksidan, antienflamatuvar, antiviral, immiinomodiilator ve

noroprotektif oldugu gosterilmistir (39-47).

Ar kovanlarinin catlak ve hasarlanmis yerlerinin tamirinde, dis ortamdan
izole edilmesinde, giris deliklerinin daraltilmasinda, kovanin igine giren zararli
maddeler, mikroorganizmalar ve boceklerin mumlanarak etkisiz duruma getirilmesi
islemlerinde "propolis" kullanilmaktadir (47, 48). Propoliste yaklasik 100 cesitten
fazla bilesen bulunmustur. Propolis, arilarin bitkilerden topladigi maddelere gore
degismektedir. Flavonoidler, kafeik asit ve esterleri propoliste en fazla bulunan ve

propolisin biyolojik olarak aktif bilesenleridir (46, 49, 50).

2.6.1. CAPE’nin Yapisi ve Kimyasal Ozellikleri

Yapica flavonoidlere benzeyen CAPE’nin iki halkasal yapis1 vardir (41).
Halkalardan bir tanesinde molekiiliin hemen hemen biitiin kimyasal 6zelliklerini
gosteren ve fonksiyonel olan iki "-OH" gruba vardir (sekil 4). Hidroksil gruplari,
aktif bir sekilde elektron alip vererek oksitleyici ve rediikleyici ozellik gosterirler.
Cok uzun aromatik ve alifatik yapida karbon gruplar tasidigi icin ayni zamanda
lipofilik ozelliktedir (39, 46). Boylece molekiiliin kolayca hiicre membran
yapilarindan gecmesi ve etki edecegi bolgeye ulagsmasi kolaylasir. Hiicre kiiltiirii ve
deney hayvan arastirmalarinda CAPE her tiirlii yoldan rahatlikla verilebilmekte ve

ilgili viicut bolgesine ulagimi kolay olmaktadir (51).

12



2.6.2. CAPE’nin Fonksiyonel Ozellikleri

CAPE, arilarin bitkilerden topladigi maddeler i¢inde bulunan keskin ve
giizel kokulu propolis maddesinin aktif bilesenlerinden biridir. Eskiden propolis
ampirik olarak antienflamatuar, immiinomodiilator, antioksidan, antimikrobik gibi
bircok sebeple tedavi amacgh kullanilmus, iyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir

(46, 49, 52).

CAPE; ornitin karboksilaz, 5-alfa rediiktaz, proteaz, lipooksijenaz, HIV-1
integraz gibi bazi enzimlerin potansiyel engelleyicisidir. Ayrica niiklear
transkripsiyon faktorii olan Niiklear Faktor Kappa-B (NF-kB)’nin aktivasyonununu
etkili ve spesifik olarak inhibe eder (39-41, 53). Pentilentetrazoliin neden oldugu
nobete bagli SSS’deki hasara karsit CAPE’nin noroprotektif ve antioksidan etkisi de

gosterilmistir (44).

2.6.3. CAPE’nin Antioksidan Etkisi

CAPE, linoleik asit ve arasidonik asitin 5- lipooksijenaz tarafindan
olusturulan oksijenasyonunu inhibe eder. Yaklasik olarak 10 micromol/L
konsantrasyonda in vitro kosullarda notrofiller veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi

tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini tamamen bloke eder (38, 39, 54, 55).

[lhan ve ark. tavsanlarda spinal kordda iskemi/reperfiizyon hasarna karsi
CAPE’nin ve metil prednizolonun koruyucu etkisini ve spinal kord dokusunda MDA,
SOD, CAT ve histolojik degisikliklere arastirmiglar. MDA seviyeleri CAPE
grubunda metil prednizolon grubuna gore belirgin olarak diisiik bulmuslardir, kontrol
grubuyla kiyaslandiginda CAPE grubunda ek doku hasar1 saptamamuglardir (54).
Sahin ve ark. spinal kord iskemi/reperfiizyon hasari olusturulan ratlarin spinal kord
dokusunda NO’da artis1 saptamislar. Spinal kord iskemi/reperfuzyonu yapilan ve
CAPE tedavisi uygulanan ratlarin spinal kordunda NO seviyesini kontrol grubu ile
benzer oldugunu bildirmislerdir (55). Sonug olarak, spinal kordu iskemi/reperfiizyon

hasarindan koruyucu ila¢ olarak CAPE’yi ileri siirmiislerdir (54, 55).

Diyabetik rat karacigerinde, intestinal reperfiizyon hasarinda ve testikiiler
torsiyon-detorsiyondan sonra CAPE’nin antioksidan koruyucu etki {izerinde

durulmustur (56-58). Yilmaz ve ark. streptozosinle diyabetik olan ratlarin
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karacigerinde MDA seviyeleri, SOD ve CAT aktivitelerini arastirmiglar. Diyabetik
ratlarin karacigerinde MDA seviyelerinin kontrol ratlara kiyasla artmis oldugunu ve
MDA seviyelerinin CAPE grubunda kontrol grubunun diizeyinde kaldigim
bildirmiglerdir. CAPE tedavisi verilen diabetik rat karacigerinde SOD ve CAT
aktivitelerinin azaldigini saptamislardir. CAPE serbest oksijen radikallerini siipiiriicii
etkisinden dolay: diabetik rat karacigerinde SOD ve CAT aktivitelerinde yiikselmeyi
engelledigi one siirlilmiistiir. Sonucta, diyabetik rat karacigerinde oksidatif hasari

CAPE’nin 6nledigi gosterilmistir (57).

Ozyurt ve ark. kanser tedavisinde kullanilan antikanser antibiyotiklerden
"bleomisin"e bagli olarak gelisen akciger fibrozisinin mekanizmasi konusunda
oksidatif stresi arastirmiglar. Calisma kapsaminda, CAPE’nin fibrozis iizerine etkisi
incelenmis, antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerinde bleomisin
grubunda kontrol grubuna gore anlamli azalma olurken myeloperoksidaz
aktivitesinde artis goriilmiistir. CAPE; CAT ve SOD aktivitelerini kontrol grubu
seviyelerine ylikseltirken myeloperoksidaz aktivitesini kontrol grubu seviyelerinde
kalmasin1 saglamistir. Fibrozisli dokudaki NO, MDA ve OH-prolin seviyelerinde
bleomisin grubunda, kontrol grubuna gore anlamli artis gozlenmis ve CAPE
grubunda biyokimyasal parametreler kontrol ile benzer diizeyde bulunmustur. Bu
sonuclar, CAPE’nin yiiksek antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisine sahip

oldugunu gostermistir (59).

Yagmurca ve ark. antikanser olan "doksorubusin"in bobrek iizerine toksik
etkisi ve bu toksik etkiye CAPE’nin koruyucu etkisini arastirmiglar. Doksorubusin
grubunda kontrol grubuna kiyasla myeloperoksidaz, NO, MDA seviyeleri renal
dokuda artmis ve CAT ve GSH-Px aktiviteleri azalmis olarak bulmuslardir.
Doksorubusinle birlikte CAPE verilmesinin lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonunda azalmaya neden oldugunu gormiislerdir (60). Benzer sekilde
Fadillioglu ve ark. doksorubusinin neden oldugu noronal oksidatif hasara karsi

CAPE’nin noroprotektif etkisini gostermislerdir (61).

2.7. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, hiicre metabolizmas1 esnasinda biyokimyasal

reaksiyonlarla ortaya c¢ikan, en dis tabakasinda bir siire icin bile olsa eslesmemis
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elektron tastyan atom olarak tanimlanmaktadir. Eslesmemis elektronlar bitisigindeki
lipidler, proteinler ve karbonhidratlar gibi molekiillere karsi cok reaktiftir ve
hiicrelerde hasara 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 cikarabilir. Karaciger detoksifikasyon icgin serbest radikalleri
kullanirken, notrofiller patojenleri yok etmek icin serbest radikalleri iiretebilir.
Ayrica viicutta serbest oksijen radikalleri bir¢cok hastaligin progresyonunda ve

etyolojisinde rol oynamaktadir (62-64).

Antioksidan savunma mekanizmalar1 ile serbest radikal olusumunu
hizlandiran etmenler arasindaki denge bozuldugunda oksidatif veya oksidan stres
ortaya cikar. Beyin genis oranda oksijen tiiketir ve oksidatif hasara hassastir.
Mitokondrial elektron tasima sisteminde norepinefrin, dopamin gibi bazi
norotransmitterlerin  otooksidasyonu hipoksi ve iskemi sirasinda oksidan
yapilanmayla ve doku hasariyla sonuclanir. Siiperoksit ve nitrik oksitin birlesmesiyle
oksidatif hasar gelisir. Her iki molekiil kan akimi1 regiilasyonu ve noérotransmisyonda
onemli gorevler goriir. Bu molekiillerin metabolizmasi veya iiretilmesindeki bozulma
patolojik sonuglar1 ortaya cikarabilir (62). Serbest radikallerin oksidatif stres veya
oksidatif hasar nedeniyle bircok hastalikla iliskili olduguna inanilmaktadir. Ornegin
Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki major biyomolekiillerin oksidatif hasari
artirdigr calismalarda gosterilmistir (65). Kanser, ateroskleroz, norodejeneratif
hastaliklar, diabetes mellitus’u iceren bir¢ok hastalikta oksidatif hasarin rol oynadig:
diisiiniilmektedir. Oksidatif hasar hastaligin baslangicinda veya patolojisinde rol
oynuyorsa basarili antioksidan tedavi hastalii Onleyebilir veya baslangicim

geciktirebilir (62-65).

Serbest radikal denildiginde ilk olarak akla gelen biyolojik ortamlarda
bulunan serbest oksijen radikalleridir. Oksijen molekiiliine bir elektronun transfer
edilmesi yoluyla oksijenin indirgenmesi ile siiperoksit serbest radikal anyonu (O;™)

olusmaktadir (63).
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02 + e 2 02"

Oksijen molekiiline 2 elektron aktarilarak indirgenmesi sonucunda ise

hidrojen peroksit serbest radikali (H,O,) olusmaktadir (52).
O, + 2 + 2H+ > H->0,

Hidrojen peroksit, serbest radikaller arasinda 6zel bir oneme sahiptir. Ciinkii
ortamda gecis metal iyonlar1 bulunuyorsa, kolaylikla parcalanarak biyolojik
sistemlerde daha fazla hasar olusturan ve oksijen radikallerinin daha reaktifi olan
hidroksil radikaline (OH) doniisiir. Ornegin; Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu demir

iyonlarini katalizlemektedir. Formiilii; H,O, + Fe** > "OH + OH + Fe™* ‘dir (64).

2.7.1. Siiperoksit Radikali ( O,")

Siiperoksit molekiilii, serbest radikal olarak bilinmesine ragmen, biyolojik
dokularda fazla hasar olusturmaz. Bu molekiiliin 6nemli olan yonii, bir hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarini indirgeyici Ozelliginin
bulunmasidir (63, 64). Aynt zamanda O, ; NO ile reaksiyona girerek peroksinitriti
(ONOQO") olusturmaktadir. Siiperoksit radikali, ortam pH’sinin diisiik oldugu
durumlarda bir proton alarak daha reaktif olan hidroperoksil radikaline (HO;y)
doniistir. Fakat ortam pH’s1 fizyolojik sinirlarda iken olusan hidroperoksil formu

%1’1in altindadir (64).

2.7.2. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Hidrojen peroksit normal olarak her aerobik hiicrede bulunur. Hiicre
solunumu sirasindaki cesitli metabolik islemler ve oksidatif stres sonucunda iiretilir

(64).

Bu molekiiliin kendisi reaktif degildir. Fakat diger molekiilleri okside etme
yetenegi vardir. Ultraviyole 1sinlart ile kolaylikla pargalanabilmektedir. Enzimatik
olarak CAT ve glutatyon peroksidaz ile non-enzimatik olarak da piruvat, fenton

reaksiyonunu etkileyerek hidrojen peroksit zararsiz hale getirilir (66, 67).
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2.7.3. Hidroksil Radikali (OH)

Yiiksek reaktivite yetenegi olmasindan dolayr hemen hemen tiim biyolojik
molekiillerle reaksiyona girebilen bir serbest radikaldir. Cok kisa émiirlii olmasindan
dolay1 reaksiyona girmeden once hiicreye diffiizyonu giictiir. Ancak bu radikalin ¢ok

kiiciik miktarlart bile tiretilmis oldugu dokularda asir1 hasar yapabilmektedir (63).

2.7.4. Tekil oksijen ('0,)

Bu molekiil gercekte bir serbest radikal degildir. Ancak serbest radikal
reaksiyonlar1 esnasinda iiretilmesinden dolay1 serbest oksijen radikalleriyle birlikte

degerlendirilen reaktif oksijen tiiriidiir (64).

2.7.5. Karbon Merkezli Radikaller (R)

Okside edici bir serbest radikalin biyolojik bir molekiilii etkilemesi
sonucunda karbon merkezli radikaller olusmaktadirlar. Karbon merkezli radikal,
molekiiler bir diizenleme ile izole cift bag formundan, konjuge dien formuna gecer.
Bu biyolojik molekiiller, protein, karbonhidrat, lipid veya niikleik asit olabilir. Bu
radikaller ilgili peroksil radikallerini (ROO") olusturmak {iizere oksijen molekiilii ile
cok hizli bir sekilde birlesirler. Ayrica peroksil radikalleri, alkoksil radikallerini
(RO) olusturan reaksiyonlara da katilabilmektedir (63-65, 68).

2.8. Serbest Oksijen Radikali Olusumuna Neden Olan Kaynaklar

Serbest oksijen radikallerinin ortaya cikmasinda iki Oonemli kaynak rol

oynamaktadir (69):
A) Serbest oksijen radikali olusumuna neden olan endojen kaynaklar;

- Ksantin oksidaz, adenozin deaminaz gibi piirin katabolizmasinda rol alan

enzimler (38).

- Intoksikasyon, iskemi, travma gibi durumlara bagl olarak meydana gelen

oksidatif stres (55-60).
- Hiicre mitokondriumunda bulunan elektron transport sistemi (69).

- NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetazi iceren plazma

membrani enzimleri ve lipid peroksidasyonu (40).
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- Peroksizomlarda bulunan enzimler ve niikleus membrani ve endoplazmik

retikulumda bulunan elektron transport sistemleri (71).

- Makrofaj gibi fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen

solunumsal patlama (72).

-Tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler,

antibiyotikler gibi kiiciik molekiillerin otooksidasyonu (73, 74).
- Yaslanma (74, 75).
B) Serbest oksijen radikali olusumuna neden olan ekzojen kaynaklar;
- Iyonizan ve non iyonizan radyasyon (76).
- Giines 15181 (77).
- Elektromagnetik alan (78).

- Metotreksat, cisplatin, doksorubisin, bleomisin gibi ¢esitli antineoplastik

ajanlar (37, 38, 59, 79).

- Anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, solventler, hava kirliligi,

sigara (73, 80).
- Stres ve egzersiz (81).

- Alkol gibi bagimlilhik yapan maddeler ve yiyeceklerde bulunan cesitli
maddeler (73, 82, 83).

2.9. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri

2.9.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Hiicrelerin membranlarinda bulunan poliansatiire yag asitleri (PUFA),
okside edici serbest radikaller tarafindan kolaylikla etkilenebilmektedirler.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif hasar1 lipid peroksidasyonu olarak
bilinmektedir (74). Lipid peroksidasyonu sonucunda hiicrede kendiliginden devam
eden zincirleme reaksiyonlar baslamaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan lipid
peroksil radikalleri (LOO") bir sonraki poliansatiire yag asidini okside ederek yeni
zincirleme reaksiyonlar1 baslatirlar (74). Zincirleme reaksiyonlar sonucunda

hidroperoksitler olugsmaktadir. Hidroperoksitler de daha zararli radikal 6zelligi olan
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tiirlere, ozellikle aldehitlere cevrilirler. Aldehitlerin ¢cogu biyolojik olarak aktiftirler
ve lipid hidroperoksitler parcalandig1 zaman olusurlar. Bunlardan en c¢ok bilineni 4-
hidroksi-2-nonenaldir (84, 85). Bu bilesikler olustuklar1 yerlerden hiicrenin diger
kistmlarina gecerek hasar olusturabilmektedirler. Hidroksinonenal; Alzhemer
Hastalig1, Parkinson Hastaligi, Diyabetes Mellitus ve Ateroskleroz gibi cesitli

hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynmaktadir (86).

2.9.2. Proteinlerde ve Niikleik Asitlerde Meydana Gelen Yapisal
Degisiklikler

Poliansatiire yag asitleri serbest radikal etkilerine duyarli olmalarina karsin
protein ve niikleik asitler bu zararli etkilere kars1 daha direncglidir. Bunun baslica
sebebi, siddetli hasar olusturucu zincirleme reaksiyonlarin protein ve niikleik asit
molekiillerinde gerceklesme ihtimalinin ¢ok zayif olmasidir (87). Serbest radikaller
DNA molekiiliine ¢cok yakin bir bolgede meydana geliyorsa, okside edici radikaller
tarafindan DNA molekiilii kolaylikla hasara ugratilabilmektedir (88).

2.10. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler

2.10.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

S-adenozil metionin: Tiim hiicrelerde metioninden sentezlenir. Hiicrenin
biiyime ve farklilagmasinda ©nemli rolii vardir. Beyin iskemi/reperfiizyon rat
modelinde disardan SAM verilmesi lipid peroksidasyonunu azalttigr gosterilmistir.
SAM’m in vivo antioksidan aktivitesi glutatyon prekiirsorii olarak tanimlanmistir

(32).

Glutatyon: Oksidatif stresin Ol¢iimiinde kullanilan antioksidandir. Rediikte
glutatyon (GSH)/ okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalir. GSH
ve GSSG, high performance liquid chromatographic (HPLC) ve spektrofotometrik
tekniklerle tespit edilir (80). Tripeptid yapisinda olan bu molekiil, karacigerde
sistein, glisin ve glutamattan sentezlenebilmektedir. Bir antioksidan olarak Onemli
gorevleri olan glutatyon, peroksitlerle ve serbest radikallerle reaksiyona girerek
onlar1 zararsiz iriinlere c¢evirir. Bu sayede hiicreleri serbest radikallerin neden
olabilecegi oksidatif hasara kars1 koruyabilmektedir. Glutatyon, proteinlerdeki -SH

gruplarin1 da indirgenmis halde tutarak onlarin okside olmasini engelleyebilir (81).
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C vitamini: Ekstraselliiler sivilarda bulunmaktadir. Hidroksil ve siiperoksit

radikallerini direkt olarak temizleme yetenegi vardir (89).

E Vitamini: Hiicre membranlarinin lipid kisimlarinda ve ekstraselliiler
stvilarda bulunarak lipid peroksitlerinin inaktivasyonunu saglar. Lipid peroksit
zincirini kirarak zincirleme olarak devam eden lipid peroksidasyonu reaksiyonlarini

durdurur (89).

B-Karoten: Vitamin A’nin prekiirsoriidiir. Hiicre membranlarinda bulunur.
Serbest radikal temizleyicisidir. Peroksitlere kars1 dogrudan etki ederek onlar1 inaktif

hale getirir (79, 81).

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

inhibe eder (90, 91).

Transferrin: Dolasgimda serbest halde bulunan demiri baglayarak

antioksidan 6zellik gosterir (90, 91).

Bilirubin: Serbest radikalleri tutma yetenegi vardir. Hidroksil ve siiperoksit

radikallerinin temizleyicisidir (90, 91).

Urik asit: Plazmada normal konsantrasyonlarda bulundugunda, hidroksil,

peroksil ve siiperoksit radikallerini temizleme yetenegi vardir (90, 91).

Albiimin: Geg¢is metallerini baglama 6zelligi vardir. Lipid hidroperoksit

(LOOH) ve hipoklorit (HOCI) baglayicisidir (90).
Glukoz: Hidroksil radikalini tutarak onun zararl etkilerini engeller (92).
Piruvat: Giiclii antioksidandir ve H,O, baglayici 6zelligi vardir (93).

Sistein:  Hipoklorit ve  serbest radikal temizleyici  Ozelligi

bulunmaktadir(74).

Taurin: Memelilerin beyin, kalp ve bobreginde yiiksek oranda bulunan yar1
esansiyel aminoasittir. Taurinin yararli etkisi lipid peroksidasyonunu ve notrofil

infiltrasyonunu inhibe ederek antioksidan etkisi gosterilmistir. Taurin ratlarda
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MTX’in yol agtigi doku hasarini Onlemistir. Ksenobiotiklere baglanma yetenegi

vardir. Hipoklorit ile de reaksiyona girerek etkisini azaltir (94).

Melatonin: Pineal bezden salgilanan indolamin yapisinda bir hormondur.
Yiiksek lipofilik 6zelligi olup membranlar1 kolaylikla gecer. Melatonin antioksidan

olarak ozellikle "OH radikalini ortadan kaldirmada cok etkilidir (8, 78).

2.10.2. Enzimatik Antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler; Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), CAT (CAT)
ve Siiperoksit Dismutaz (SOD)’dir (81, 87).

2.10.2.1. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px yapisinda bir metal olan selenyumu bulundurdugu igin
metalloenzim grubunda degerlendirilir. Bu enzim, rediikte glutatyonun okside
glutatyona cevrildigi in vitro ortamda gerceklesen reaksiyonda hidrojen peroksidi

yiiksek spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir (sekil 5).

Sekil 5°te gosterildigi gibi GSH un GSSG haline doniistiigii reaksiyonda
glutatyon peroksidaz enzimi hidrojen peroksiti suya indirger. Daha sonra glutatyon
rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon
tekrar rediikte hale doniistiiriilebilir (81, 87).

Reaksiyon su sekildedir;

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

NADP* GSH H>0,

GR GSH-Px

NADPH GSSG H20

Sekil 5: Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasinda doniisiimii (78).
(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=0kside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz,
GR=Glutatyon rediiktaz, HO,=Hidrojen peroksit)

Hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonda olmasi durumlarinda glutatyon

peroksidaz enzimi CAT enzimine gore daha etkilidir (95).
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2.10.2.2. Katalaz

Bu antioksidan enzim, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Bu
enzimin molekiil kiitlesi 240.000 daltondur. Her biri ferriprotoporfirin grubu iceren
dort alt tiniteden olugmustur. Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda +3 degerlikli Fe

atomu bulunan protoporfirin IX halkasidir (95).

Hemen hemen biitiin memeli hiicrelerinde katalaz enzimi bulunur ve
ozellikle hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda

etkilidir (95).

Cesitli dokularin katalaz enzimi aktiviteleri oldukc¢a biiyiik farkliliklar
gosterebilmektedir. Katalaz enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu dokular karaciger
ve bobrektir. Bu enzimin aktivitesinin en diisiik seviyede goriildiigii yerler ise destek
dokularidir. Bu enzim dokularda baslica mitokondri ve peroksizom partikiillerine
bagli olarak bulunmaktadir. Buna ek olarak endoplazmik retikulumda ve
sitoplazmada da aktivite gostermektedir. Okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda
olusan hidrojen peroksiti direkt olarak suya doniistiirir. Bu enzimin aktivitesi,
ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonunun ¢ok fazla arttifi durumlarda belirgin
olarak artmaktadir. Ortamdaki H,O, konsantrasyonunun diisiik oldugu hallerde ise
hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (glutatyon

peroksidaz gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (96).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri, benzer etkisi olmasina ragmen
hiicre i¢indeki yerlesim yerleri ve etki yerleri bakimindan farklilik gostermektedirler.
Katalaz enzimi peroksizomlarda daha etkili iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve

mitokondride daha etkilidir.

Katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir; 2H,0, = 2H,0 + O,

2.10.2.3. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz, tek bir enzim degil aslinda bir enzim grubudur. Bu
enzim grubu, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite doniismesini katalize

etmektedir.
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Bu enzim grubunun katalizledigi reaksiyon asagida gosterilmistir;
2 02._ +2H+ = H202+ 02

Metalloenzim grubundan sayilmaktadir. Bunun nedeni yapisinda metal
bulunmasidir. Bu enzimin insanda var olan iki farkli tipi olan Cu-Zn SOD ve Mn-
SOD dir. Bu enzim grubunun canlida bulundugu bolgeye gore degisiklik gosteren ii¢
farkli izoformu tespit edilmistir. Eger enzim ekstraselliiler alanda bulunuyorsa
ekstraselliiler SOD (ec-SOD), sitoplazmada bulunuyorsa sitoplazmik SOD (Cu, Zn-
SOD) ve mitokondride bulunuyorsa mitokondrial SOD (Mn-SOD)’dur (97).
Hiicrenin sitoplazmasinda bulunan Cu, Zn-SOD’un molekiil agirhigi 32.000
daltondur. iki alt iinitesi bulunan bu SOD izoformunun bir iinitesinde Cu atomu,
diger iinitesinde ise Zn atomu bulunmaktadir. Hiicrenin mitokondrisi i¢inde bulunan
Mn-SOD ise 23.000 dalton agirhigindadir ve iki alt biriminden her birisi bir Mn

atomu icermektedir. Bu birimlerdeki mangan atomlar1 +3 degerliklidir (78, 98, 99).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada; 8-12 haftalik ve agirliklart 200-250 gram arasinda olan 19
adet Wistar-Albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Deney hayvanlarinin bilimsel amagla
kullanilmas! icin Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu onayi

alind1 ve calismamiz etik kurul kurallarina uygun olarak yapildi.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Deney, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Arastirma Anabilim Dali Laboratuvarinda yiiriitiildii. Ratlar rastgele olarak {i¢ gruba
ayrildi. Grup 1; Kontrol grubu (n=6), Grup 2; MTX grubu (n=6), Grup 3; MTX +
CAPE grubu (n=7) Her calisma grubundaki ratlar standart mevsimsel 151k ve 1s1
kosullarinda (~22° C) bulunduruldu. Her biri ayr1 kafeslere konan ratlara yeteri kadar

icme suyu ve standart rat pellet yemi verildi.

Deney sirasinda gruplara yapilan injeksiyonlar Tablo 3’de gosterilmistir.
Calismanin ilk giinii kontrol ve MTX grubuna intraperitoneal (i.p.) olarak serum
fizyolojik (grup 3’e uygulanan CAPE ile aym1 hacimde) verilirken MTX + CAPE
grubuna 10 umol/kg CAPE i.p. uygulandi. Calismanin 2. giinii MTX ve MTX +
CAPE gruplarina metotreksat 20 mg/kg/giin i.p. yoldan tek doz verildi. Ayrica
MTX+CAPE grubuna 10 pmol/kg CAPE 1i.p olarak aym giin verildi ve kontrol
grubuna ayni1 hacimde serum fizyolojik i.p. verildi. Daha sonra 5 giin boyunca MTX
+ CAPE grubuna 10 pumol/kg/giin CAPE’ye devam edildi. Toplam olarak MTX
CAPE grubuna CAPE 7 giin verilmis oldu. Kontrol ve MTX grubuna ise 7 giin

boyunca ayn1 hacimde serum fizyolojik verildi.
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Tablo 3. Deneyde gruplara yapilan injeksiyonlar

Giinler Kontrol Grup MTX grup | MTX+CAPE grup
1. glin SF SF CAPE

2. giin SF MTX MTX+CAPE

3. giin SF SF CAPE

4. glin SF SF CAPE

5. giin SF SF CAPE

6. giin SF SF CAPE

7. giin SF SF CAPE

SF; serum fizyolojik, MTX; metotreksat, CAPE; Kafeik asid fenetil ester

3.3. Anestezi ve Gerekli Materyaller

Ratlar, son injeksiyondan 24 saat sonra (deneyin 8. giinii) intramuskiiler 25
mg/kg ketamin hidroklorid (ketalar, Eczacibasi) ile anestezi yapilarak sakrifiye edildi
ve portal venden ve intrakardiyak kan alindi. Siyatik sinir ve mediilla spinalis doku
ornekleri alindi. Doku 6rnekleri biyokimyasal ¢aligsmalar yapilana kadar -20°C ’lik

derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.4. Kimyasal Maddeler

Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagent (2N), kloroform, n-Butanol, etanol
MERCK firmasinin; glutathione rediiktaz, glutathione-reduced form (GSH
C10H17N306S), glycine (amino asetic acid; aminoethanoic acid; glycocoll)
(C2H5NO2), nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form NADPH;
C21H27N7014P2Na2) nitroblue tetrazolium (NBT C40H30CI2N1006), Xanthine
(C5H4N402), Xanthine Oxidase, Caffeic acid phenethyl ester SIGMA firmasinin;
potassium cyanide (MW:65.12 g/mol), potassium ferrocyanide (MW:422,41 g/mol)

J.T.Baker firmasinin; Methotrexate assay Dade Dehring firmasinin iiretimidir.
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3.5. Deneyde Kullanmilan Cihazlar

1 Sogutmali santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)
2 Derin dondurucu Facis (Fransa)

3 | Hassas terazi Scaltec (Isvicre)

4 | Vorteks (karstirici) Niive NM 100 (Tiirkiye)

5 | Otomatik pipetler Gilson (Fransa), Eppandorf

6 | UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601 (Japonya)
7 Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)

8 | Viva (ilag diizeyi ol¢iim cihaz1) | Dade Dehring (Almanya- ABD)

3.6. Numunelerin Korunmasi, Homojenizasyonu ve Deney Icin

Hazirlanmasi

3.6.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

Dokularin  homojenizasyonunda pH: 7.5, 0,2 mM Tris-HCl tamponu
kulanildi (100). Biyokimyasal ¢alismalarda bu tampon kullanildi.

3.6.2. Homojenizasyonda Yapilan Islemler ve Numunelerin

Hazirlanmasi

Dokularin agirliklart yas olarak tartildi ve dokular soguklugu muhafaza
edilerek cam tiipe aktarildi. Doku iizerine 2 ml Tris-HCl tamponu eklendi. Buz
doldurulmus plastik kap icerisine yerlestirilen cam tiipteki doku 16000 devir/dakika
hizda homojenize edildi. Son hacim, doku agirliginin az veya ¢ok olmasina bagh
olarak doku agirliginin 2.5 kati olacak sekilde tampon ilave edilerek tampon
miktarlar1 kaydedildi. Tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi.
Homojenatin 1s1s1 artirilmadan ependorf tiiplerine aktarildi ve tiiplerin {izeri
numaralandi. Yas doku agirligi ve ilave edilen tampon miktarlar1 kaydedildi. Elde
edilen homojenatlardan MDA ve homojenat protein tayini (Lowry metodu ile)

yapildi.

Homojenatlar, 5000 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 °C sogutmali
santrifiijde santrifiij edilerek siipernatan elde edildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT,

GSH-Px ve protein tayinleri yapildi. Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol
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(3/5, vlv) ile vortexlenip cam tiipte 3200 devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle
+4°C ’de santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite

tayini yapildi.

3.7. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Enzim aktiviteleri ve MDA diizeyleri Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarinda spektrofotometrik yontemle ol¢iildii.

3.7.1. Siiperoksit Dismutaz Enzimi Aktivitesinin Tayini

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi Sun ve arkadaslarinin

metoduna gore yapildi (101).
Kullanilan Reaktifler;

SOD reaktifi [0.3 mmol/litre ksantin, 0.6 mmol/litre EDTA (2 Na tuzu), 150
umol/litre NBT, 400 mmol/litre Na,COs3, 1g/litre bovine serum albumin (BSA)], 167
Ullitre ksantin oksidaz (XO), 0.8 mmol/litre CuCl, .

3.7.2. Katalaz Enzimi Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’nin metoduna gore c¢alisildi
(102). Hidrojen peroksit (H,O,;) 240 nm ’de maksimum absorbans verir. Deney
ortamina ilave edilen H,O, katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanmakta, bu ise
kendini ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde gostermektedir.
Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon

su sekildedir:

CAT

H202 L Hzo + 1 02

Kullanilan reaktifler;

Fosfat tamponu (pH 7.50 mM), absorbans1 0.500 nm’ye H,0; ile ayarlanmig
olan H,O; ’1i fosfat tamponu (H,O, ¢ozeltisi).
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3.7.3. GSH-Px Enzimi Aktivitesinin Tayini

GSH-Px (EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore
calisildi (103).

Kullanilan Reaktifler;

150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNj3;, GSH rediiktaz, 2 mM
H,0,, fosfat tamponu (pH=7.50 mM).

3.8.4. Malondialdehit Miktarimin Tayini
Hardly ve Dropper’in metoduna gore ¢alisildi (104).
Kullanilan reaktifler;

29 mmol/litre tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi (pH’s1 2.8), 6 M HCI ve n-

Butanol kullanilda.

3.7.5. Ekstraksiyonlu ve Ekstraksiyonsuz Numunelerde Lowry Metodu

ile Protein Tayini

Alkali cozeltide bakir-protein  kompleksi olusarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir
renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru

orantilidir (105).
Kullanilan reaktifler;

CuSOy, NasSitrat, Na,CO3;, NaOH, Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi.

3.8. Enzim Multiplied immunoassay Yontemi ile Metotreksat Diizeyine

Bakilmasi

Enzim Multiplied Immunoassay (EMIT) ayirma basamag olmayan bir
yontem olarak bilinir. Haptene bagli bir isaret olarak enzim ve belirleyici sistem
olarak enzim substrat reaksiyonu kullanilir. Bu yontem ilk olarak Rubenstein ve
arkadaslan tarafindan 1972’de tamimlanmistir. EMIT in temeli hapten antikor iliski
miktarinin enzim isareti olarak belirlenebilmesine dayanir. Bizim calismamizda

ratlarm medulla spinalis siipernatan o6rneklerinde EMIT yontemi ile otomatik ilag

28



analizorii ile MTX diizeylerine bakildi (84). Fakat deney grublarimizda MTX diizeyi

<0.0001‘in altinda ¢ikan sonuglar nedeniyle anlamli bir fark bulunmadi.

3.9. istatistiksel Analizler

[statistikler, Windows® uyumlu SPSS® 9.0 programu ile yapildi. Gruplarda
yer alan sonuglarin normal dagilima sahip olup olmadiklarini belirlemek i¢in non-
parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Gruplar
normal dagilim gosterdiginden, gruplarin karsilastirilmasinda parametrik testlerden
one-way ANOVA testi uygulandi. Post Hoc testlerden LSD (Least Significant
Difference) ile gruplar arasi anlamlilik incelendi. Degerler aritmetik ortalama +
standart sapma olarak verildi ve istatistiksel anlamlilik i¢in; p<0.05 olan degerler

anlamli olarak kabul edildi.

29



4. BULGULAR

Rat medulla spinalisinde MDA seviyeleri ve SOD, CAT ve GSH-Px

enzimlerinin aktivite sonuclari, Tablo 1 ve Sekil 1-4’de gosterilmistir.

Medulla spinalis dokusunda MTX grubunda; SOD, CAT, GSH-Px
aktiviteleri ve MDA seviyeleri kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml diizeyde artis saptandi (Sirayla; p= 0.002, p= 0.0001, p= 0.0001, p= 0.003).
MTX+CAPE grubu, MTX grubu ile karsilastirildiginda medulla spinalis SOD, CAT,
GSH-Px aktiviteleri ve MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisme belirlendi (sirayla; p=0.005, p=0.0001, p=0.002, p=0.002). MTX+CAPE
grubunda medulla spinalis SOD, CAT ve MDA degerleri ile kontrol grubunun
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. MTX+CAPE grubunda
GSH-Px aktivitesi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli yiiksek bulundu
(p=0.022).

80

07 ]| |

60 -

50 - | [

40 -

MDA (nmol/g yas doku)

Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 1. Medulla spinaliste malondialdehit (MDA) seviyeleri.
" Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 1: Rat medulla spinalisinde malondialdehit seviyeleri ve sliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri.

Gruplar SOD CAT GSH-Px MDA
U / g protein k / g protein Ulg protein nmol / g yas doku

(I) Kontrol (n=6) 0.423 £ 0.057 0.078 £ 0.040 5.62£0.75 4723 +6.57
(II) MTX (n=6) 0.288 +0.029 0.211 £0.045 8.80+1.15 63.49 + 8.62
(IIT) MTX+CAPE(n=7) 0.401 £0.074 0.082 +£0.022 6.86 £ 0.84 46.95+7.79

P degerleri

I-1I 0.002 0.0001 0.0001 0.003

I-1IT IAD IAD 0.022 IAD

II-111 0.005 0.0001 0.002 0.002

[AD: istatistiksel olarak anlamli degil; MTX: metotreksat; CAPE: Kafeik asit fenetil ester; MDA: Malondialdehid; SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT: Katalaz;
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
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Sekil 2. Medulla spinaliste siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri.
&
; Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 3. Medulla spinaliste katalaz (CAT) aktiviteleri.
&
; Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 4. Medulla spinalis dokusunda gruplardaki GSH-Px aktiviteleri.
&
; Gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Rat siyatik sinirinde MDA seviyeleri ve SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivite
sonuglari, Tablo 2 ve Sekil 5-8’de gosterilmistir.

MTX grubu, siyatik sinir dokusunda CAT, GSH-Px aktiviteleri ve MDA
seviyesi kontrol grubuna gore anlamli diizeyde istatistiksel olarak artis saptandi
(sirayla; p= 0.0001, p= 0.0001, p= 0.0001). MTX+CAPE grubunda ise CAT ve
GSH-Px aktiviteleri ve MDA seviyesi MTX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
azalma bulundu (sirayla; p= 0.0001, p= 0.002, p= 0.002). MTX+CAPE grubunda
siyatik sinir  SOD ve CAT aktiviteleri ile MDA seviyeleri kontrolle
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi ancak GSH-Px
aktivitesi MTX+CAPE grubunda kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak
yiiksek bulundu (p= 0.022). Gruplar arasinda siyatik sinir SOD aktiviteleri arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.
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Table 2. Rat siyatik sinirinde malondialdehit seviyeleri ve siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri.

Gruplar SOD CAT GSH-Px MDA
U / g protein k / g protein Ulg protein nmol / g yas doku
(I) Kontrol (n=6) 0.735 £ 0.147 0.246 + 0.041 6.201 +2.404 271.56+ 48.07
(ID MTX (n=6) 0.833 +0.157 0.417 +0.048 14.259 + 3.284 411.62+ 65.65
(IIT) MTX+CAPE (n=7) 0.740 £ 0.158 0.249 + 0.026 9.517 + 1.257 276.06+ 37.14
p degerleri
I-1I IAD 0.0001 0.0001 0.0001
I-1I0 IAD IAD 0.016 IAD
- 111 IAD 0.0001 0.002 0.0001

[AD: istatistiksel olarak anlamli degil; MTX: metotreksat; CAPE: Kafeik asit fenetil ester; MDA: Malondialdehid; SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT: Katalaz;
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
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Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 5. Siyatik sinir dokusunda MDA seviyeleri.
&
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05).

Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 6. Siyatik sinir dokusunda CAT aktiviteleri.
;Gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 7. Siyatik sinir dokusunda GSH-Px aktiviteleri.
&
; Gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

* % * %

Kontrol MTX MTX+CAPE

Sekil 8. Siyatik sinir dokusunda SOD aktiviteleri.
ek
; Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilik yok (P>0.05).
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S. TARTISMA

Metotreksatin hem diisiik doz hem de yiiksek dozda norotoksisiteye neden
oldugu bildirilmektedir (23-25). Ancak MTX norotoksisitenin mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Son arastirmalarda antineoplastiklerin hiicre toksisitesi
mekanizmasindan oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir (8-10). Medline
taramalarinda MTX’in medulla spinalis ve siyatik sinir lizerine toksik etkisiyle ilgili
olgu bildirimleri olmakla birlikte MTX’in oksidatif stres iizerinden toksik etkisi
olduguyla iliskili bilimsel ¢alismalara rastlayamadik. Bundan dolay1r bu calismada
MTX’in siyatik sinir ve medulla spinalis iizerinde norotoksisitesinin olusmasinda
oksidatif stres iizerinden bir etkisi olup olmadigimi arastirdik. Bunun yani sira
oksidatif stresin varliginda, MTX norotoksisitenin CAPE ile onlenip 6nlenemeyecegi

de ¢alismamizin ikinci amaci olmustur.

Oksidatif stres varliginin gostergesi olan SOD, CAT, GSH-Px gibi
antioksidan enzim aktiviteleri ile glutatyon, NO ve MDA parametreleri oOlciiliir. Biz
arastirmamizda bunlardan imkanlarimiz dahilinde SOD, CAT, GSH-Px ve MDA’ y1
degerlendirdik.

Krokower ve Kamen, 10 mg/kg (diisiik doz) i.p. MTX’in rat beyninde hizl
bir sekilde birikip bir hafta boyunca MTX poliglutamatlarin yiiksek seviyelerde
bulundugunu gostermislerdir (107). Kobaylarda deneysel olarak diisikk doz MTX’in
serebellumun purkinje hiicrelerinde dejenerasyona yol actifi El-Badawi ve ark.
tarafindan gosterilmistir (108). Yapilan bir¢ok deneysel calismada i.p. yolla 20
mg/kg MTX in ratlara verilmesi ile rat, bobrek, karaciger ve incebarsak dokularinda
oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir. Calismamizda MTX ile ilgili doku
toksisite ¢calismalarinda daha 6nceden tanimlandigi gibi tek doz i.p. 20 mg/kg MTX
ratlara verildi (8-10).

Deneysel olarak MTX’in noral tiip defekti yaptigi bilinmektedir (109).
Klinik olarak hastalarda MTX’in paraparezi, norojen mesane, afazi, hemiparezi,
bilin¢g bulanikligi gibi SSS ve polinoropati, kauda equina sendromu, radikiilit gibi
periferik sinir sistemi (PSS) semptomlarina neden olabilmektedir. MTX’in bu yan

etkileri kanser hastalarinda tedaviye uyumu bozmaktadir (110, 111). MTX’in ALL
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hastalarinda medulla spinalisi de i¢ine alan somatosensoryal yolun bozulmasina

neden oldugu gosterilmistir (112).

Brock ve ark. ALL’li 40 yasindaki bir hastada tek doz 12 mg intratekal
MTX verilmesini takiben akut fatal ensefalomyelit vakasini takip etmisler. Bu
hastada bel agrisi, iiriner retansiyonu takiben assendan paralizi ve solunum
yetmezligi gelistigini ve MTX verildikten 12 giin sonra hastanin 06ldiigiinii
bildirmislerdir (23). Moore ve ark. benzer bir vakaya otopsi yapmiglar. Beta amiloid
prekiirsor protein ile boyanan mikroskobik incelemede beyin, medulla spinalis ve
sinir koklerinde multifokal aksonal hasara iligkin kanitlart bulmuslardir (113). MTX
kullantm1 sonrasi serebral fonksiyonlarda bozulma ve polindropati gelisen bir olgu
Cinbis ve ark. tarafindan bildirilmistir (111). Bu hastada ALL tanis1 konuldugunda
SSS tutulumu yokken 2 kez yiiksek doz (1 g/m?) MTX tedavisinden sonra jeneralize
tonik klonik konviilsiyonlar takiben uykuya meyil, afazi, flask paralizi gelismis ve
DTR' leri alimamamis. T1 agirlikli beyin MRG' de niikleus kaudatus ve putamen
hipointens, T2 agirlikli incelemede yaygin hiperintensite degisiklikleri ile ENMG'de
yaygin duyusal ve motor polindropati ile uyumlu bulgular bildirmislerdir (111).
Sonucta MTX norotoksisitesi tanis1 konulan hastada yaklasik 6 ay gecmesine ragmen
DTR'lerin alimamadigi ve yaygin parezinin devam ettigini saptamiglardir (111).
Birtas ve ark. intratekal MTX tedavisinden iki giin sonra ndrojen mesane gelisen
ALL hastasinin lumbosakral MR goriintiilemesinde kauda equina bolgesinde kontrast
madde sonrasi opaklagsma gormiisler fakat BOS incelemesinde l6semik tutulum
bulgusuna rastlamamislar. Ayni zamanda konstipasyonu da olan hasta “MTX’e bagh
kauda equina sendromu” olarak degerlendirilmistir. Norolojik bulgularin
baslangicindan alt1 ay sonra tiim semptomlar1 kaybolmus ve yapilan ultrasonografik
Olctimde rezidii idrarinin olmadig1 bildirilmistir (110). Bay ve ark. intratekal MTX ile
tedavi edilen kanserli vaka serisinde, kemoterapi sonrast dort ALL ve iki lenfomali

hastada tedaviye bagli myelopati gelistigini rapor etmislerdir (114).

Metotreksat norotoksisitesinin PSS ve SSS’ye toksik etkisinin patofizyolojik
mekanizmas1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Fakat son zamanlardaki
calismalarda oksidatif stresin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (6). Oksidatif stres
organizmada molekiiler hasarlara sebep olarak ©Onemli hiicresel yapilar1 ve

fonksiyonlar1 etkileyen reaktif oksijen radikallerinin konsantrasyonlarindaki artigla
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seyreden bir durumdur. Antioksidan savunma sistemini etkileyerek oksidatif strese
yol agan pek cok neden vardir. Bunlarin bir kismi egzersiz ve psikolojik stresler gibi
endojen orijinli, diger bir kismi1 da yiyecekler, ¢esitli antikanser ilaclar, alkol, sigara,
cevre kirliligi gibi faktorler ile iyonize (Gamma 1sinlar1) ve non-iyonize radyasyonu

(elektro manyetik alan) i¢ine alan eksojen orijinli nedenlerdir (78).

Serbest radikaller, zincir reaksiyonlart ile yeni iiriinler olusturabilen olduk¢a
reaktif ve stabil olmayan maddelerdir. Bircogu normal biyolojik siireclerde ortaya
ciksalar da potansiyel olarak hasar olusturma ozellikleri vardir. Serbest radikal
olusumlarin1 Onleyen veya olusabilen iiriinleri etkisizlestiren bir¢cok mekanizma
bulunur. Bunlar arasinda beslenmeyle ilgili olanlar (non-enzimatik) ve endojen
enzimatik antioksidan savunma mekanizmalar1 yer alir. Oksidan ve antioksidan
maddeler arasindaki var olan denge artan reaktif oksijen tiirlerine bagli olarak veya
antioksidanlarin azalmasiyla ilgili olarak bozulabilmektedir. Bunun sonucu olarak
kanser tiirlerini bile i¢ine alan bir ¢cok hastalik meydana gelebilmektedir (62-64, 87).
Reaktif oksijen {iriinlerinin oksidatif hasara yol agma mekanizmalarinin basinda
poliansatiire yag asitlerinin fosfolipid zincirlerinin lipid peroksidasyonu gelmektedir.
Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan “malondialdehit”

seviyesi bir biyomarker olarak bilinmektedir (84, 85).

Baslica antioksidan enzimler; siiperoksit anyonlarini ortadan kaldiran SOD,
hidrojen peroksit miktarim1 azaltan GSH-Px ve CATdir. Dokularda ortaya ¢ikan
oksijen radikalleri antioksidan enzim aktivitelerini degistirmektedir. Ortamda
stiperoksit radikalinin artmis olmasi SOD enzim aktivitesini, hidrojen peroksit
radikallerinin artmis olmast GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerini dolayli olarak
artirmaktadir (62). MTX norotoksisitesinin mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Fakat son zamanlarda oksidatif stresin, muhtemel mekanizma
olabilecegi lizerinde durulmaktadir. Tiptaki son arastirmalarda antitiimor ilaglarin
yan etkilerinin oksijen radikalleri ve siiperoksit radikalleri ile iligkili oldugu
belirtilmektedir (9, 10). MTX’in ratlarin karaciger, bobrek ve ince barsak
dokularinda oksidatif strese yol agtigi bildirilmektedir (8—10). Jahovic ve ark.
tarafindan 20 mg/kg tek doz MTX 1i.p. uygulanan ratlarin kaninda, karaciger ve
bobrek dokularinda myeloperoksidaz aktivitesinde artma, antioksidan etkinligi olan

glutatyon seviyelerinde azalma ve MDA miktarinda belirgin artisa yol actifini
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gostermislerdir. Jahovic ve ark. antioksidan bir madde olan melatoninin MTX’le
birlikte ratlara verilmesi ile MTX’in artirdigt oksidan parametreleri normal
seviyelere diisiirdiiglinii gostermislerdir. Benzer sekilde Jahovi¢ ve ark. bagka bir
calismada, MTX’in yan etkisi olarak rat ince barsaginda glutatyon seviyelerinde
azalma ve MDA seviyesinde artis oldugunu gostermislerdir (8). MTX’in yol actig
ince barsak hasarinda oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu One siirmiislerdir.
MTX’in gastrointestinal sistem toksisitesi iizerinde Miyazono ve ark. benzer bir
calisma yapmuslardir. Intravenoz olarak ratlara 20 mg/kg MTX verilmesi ile rat ince
barsaginda olusturulan oksidatif hasar1 noétrofil infiltrasyonunun gostergesi olan
myeloperoksidaz aktivitesi ile iligkilendirmislerdir. Ayrica antioksidan ozellikli N-
asetilsisteinin rat ince barsaginda oksidatif stresi Onledigini gostermislerdir (9).
Cetiner ve ark. MTX’in toksik etkisi nedeniyle hepatik, renal ve intestinal dokularda
glutatyon seviyelerinde belirgin azalma ile birlikte myeloperoksidaz aktivitesinde,
kollojen iceriginde ve lipid peroksidasyonununda artist bulmuslardir. Ek olarak
serumda sitokin TNF-a yiikselmesi ve histolojik analizler ile MTX’in neden oldugu

sistemik inflamatuvar cevabi gostermislerdir (94).

Miketova ve ark. MTX tedavisi alan ALL’li hastalarda MTX
norotoksisitesinin olast mekanizmalarindan biri olan oksidatif hasar1 arastirmislar.
SSS’de en yaygin fosfolipid olan fosfotidilkolinin oksijenle birlesmis ve oksijenle
birlesmemis diizeylerine BOS’ta bakmisglar. ALL tedavisi sirasinda BOS’ta oksijenle
birlesmis fosfotidilkolin diizeylerinin MTX’in yogun verildigi konsoludasyon
doneminde en yiiksek seviyede oldugunu bulmuslar ve MTX norotoksisitesi ile ilgili
olarak SSS membran fosfolipidlerinde oksidatif hasar olusma hipotezini ©ne
siirmiislerdir (6). MTX, DHFR’yi inhibe ettiginden dolay1 timidilat sentezini dolayl
olarak etkileyerek DNA sentezini baskilamaktadir. Birde ATP sentezini azaltarak
enerji metabolizmas: lizerine MTX’in olumsuz etkisi vardir. Ayrica MTX,
nikotinamid adenozin difosfat dehidrojenaz ve malik enzimi inhibe ederek
NADPH’nin azalmasi ile hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerine karst en Onemli
antioksidan olan glutatyonun azalmasimi saglar (7). Sonug¢ olarak hiicrelerin
antioksidan savunma mekanizmast bozularak MTX nedeniyle oksidatif strese maruz
kalabilir ve dokularda SOD, CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzim diizeylerinde

artma ve ortamda serbest radikallerin ¢ogalmasiyla lipid peroksidasyonu
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gerceklesebilir.  Yaptigimiz literatiir taramalarinda MTX’in  neden oldugu
norotoksisite ile ilgili olarak mediilla spinalis ve siyatik sinirde antioksidan enzim
aktiviteleri ve MDA seviyeleri ile ilgili veriye rastlamadik. Calismamizda; MTX alan
ratlarin medulla spinalis ve siyatik sinir dokularinda MDA seviyeleri, kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Bu da MTX
ile ilgili doku hasarini ve tek doz 20 mg/kg i.p. MTX alan Wistar ratlarinin medulla
spinalis ve siyatik sinirinde lipid peroksidasyonuna neden oldugunun bir
gostergesidir. Lipid peroksidasyonu; serbest oksijen radikalleri ve hiicre
membranlarinin hasart ile iligkilidir. MTX+CAPE grubunda medulla spinalis ve
siyatik sinirdeki MDA seviyeleri, MTX grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
diisiik bulunurken kontrol grubu MDA degerleri ile karsilastirildiginda anlamh bir
fark bulunmadi. CAPE’nin MTX alan ratlarda proflaktik olarak verilmesi ile siyatik
sinir ve medulla spinalis dokularinda lipid peroksidasyonunu (hiicre membrani
hasarin1) ve oksidatif stresi Onledigini soyleyebiliriz. Sud’ina ve ark. CAPE’nin
10umol/litre konsantrasyonda ksantin/ksantin oksidaz sisteminde serbest oksijen
radikallerinin olusmasin1 bloke ederek antioksidan (serbest oksijen radikalini
onleyici) etkisi oldugunu bildirmislerdir (39). CAPE’nin diisiik konsantrasyonlarda
NO olusumunu inhibe ettigi ve serbest oksijen radikali olusumunda onemli bir faktor
olan Niiklear Faktor Kappa-B (NF-kB) aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (44,
45).

Bu calismada; siyatik sinirdeki SOD aktivitesi gruplar arasinda
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Medulla spinalis
dokusunda ise SOD aktivitesi MTX grubunda kontrolle karsilastirildiginda anlamli
bir diigiis goriildii. SOD viicudumuzda serbest oksijen radikalerinin olusturdugu
hasara karsi anahtar rol oynayan endojen antioksidan bir enzimdir. SOD enzimi,
stiperoksit radikalini daha az reaktif olan hidrojen peroksite doniistiiriir. Stiperoksit
radikali ortmadan uzaklagsmaz ise nitrik oksitle reaksiyona girerek giiclii bir oksidan
ajan olan peroksinitrite doniigiir. Neticede SOD enzimi siiperoksit radikaline ve
peroksinitrite maruziyetten hiicreleri korumaktadir (98). MTX alan ratlarin medulla
spinalisinde SOD enzim aktivitesinin diismesi, oksidatif stres yiiziinden in vivo
ortamda artmis siiperoksit radikalleri nedeniyle SOD enzimi medulla spinaliste asir1

tiikketilmis olabilir. MTX+CAPE grubunda medulla spinalisteki SOD enzim aktivitesi
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MTX grubu ile karsilastirildiginda anlaml olarak bir yiikselme goriiliirken, kontrol
grubu ile MTX+CAPE grubu arasinda SOD degerlerinde bir fark goriilmedi. Bu
bulgular MTX nedeniyle ortaya ¢ikan siiperoksit radikalini CAPE’nin serbest radikal
stipiiriicii etkisiyle azalttigin1 ve SOD enzim aktivitesinde degisiklige gerek olmadan

normal degerler arasinda kaldigim1 gostermektedir.

Tek basina MTX alan ratlarin medulla spinalis ve siyatik sinir dokusunda
CAT ve GSH-Px aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirgin olarak
yiiksek bulundu. Endojen antioksidan enzimlerden olan CAT ve GSH-Px ortamdaki
hidrojen peroksiti suya indirgeyerek zararsiz hale doniistiirir. MTX nedeniyle
noronal dokulardaki bozulmaya kars1 adaptif bir cevap yiiziinden ya da in vivo uzun
siireli ortamdaki asir1 hidrojen peroksit birikimi nedeniyle oksidatif stresten dokulari
korumak i¢in GSH-Px ve CAT aktiviteleri artmig olabilir. MTX+CAPE grubunda
hem medulla spinalis hemde siyatik sinirde CAT ve GSH-Px aktiviteleri MTX
grubundan anlamli olarak diisiiktii. Bu sonuglarimiz oksidatif stresle ilgili literatiirle
uyumlu olup néronal dokularda MTX tarafindan olusturulan oksidan maddelere karsi
CAPE’nin giiclii antioksidan ve radikal siipiiriicii etkisini gostermektedir. Benzer
olarak Fadillioglu ve ark. doksorubusinin neden oldugu noronal oksidatif hasari,
CAPE’nin 6nledigini gostermislerdir (61). Ilhan ve ark. tarafindan yapilan deneysel
alerjik ensefalomyelit calismasinda olusan lipid peroksidasyonunu, NO artisini,
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklikleri, norolojik defisitleri ve
histopatolojik bozulmayr CAPE’nin diizelttigi gosterilmistir (115). Bir bagka
calismada Parkinson hastaligi’nin deneysel modelinde 6-hidroksidopamininin neden
oldugu noronal dokudaki mitokondiyal hasarin CAPE tarafindan Onlenebildigi
gosterilmistir ve Parkinson hastaliinda CAPE’nin noroprotektif etkisinin olabilecegi
one siiriilmiistiir (45). Ilhan ve ark.’1nin bir baska calismasinda pentilentetrazoliin
indiikledigi nobetleri olan farelerde CAPE’nin nobet siddetini azalttigi, beyin
dokusunda reaktif oksijen radikallerinin olusumunu Onleyerek noroprotektif etkisi
oldugunu ortaya koymuslardir (44). Glutamatin neden oldugu serebellar hiicre
Olimiine ve hipoksik iskemik beyin hasarini iceren norotoksisiteye karsi CAPE’nin
noroprotektif ajan oldugu gosterilmistir (115, 116). NF-kB’nin giiclii olarak blokaji,
caspase-1, caspase-3 ve caspase-9’un inhibisyonu kadar reaktif oksijen tiirlerinin

inhibisyonu CAPE’nin noroprotektif etkisi ile iligkili olabilir (118, 119). CAPE
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reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu ndrotoksisiteyi belirgin olarak bloke ettigi
icin, bu calismadaki bulgular MTX norotoksisitesinde oksidatif strese karsi

CAPE’nin noroprotektif etkisi oldugunu desteklemektedir.

Metotreksat ile ilgili toksisitenin oksidatif stresle iliskisi SOD, CAT ve
GSH-Px enzimi disinda adenozin deaminaz ve ksantin oksidaz gibi piirin yikan
enzimlerle iligkisi arastirllmistir (38). Adenozin deaminaz enzimi, adenozini inozine
ve deoksiadenozini deoksiinozine doniistiirerek piirin metabolizmasini etkileyen
onemli bir enzimdir. Piirin metabolizmasindaki diger enzim ksantin oksidazdir. Bu
enzim hipoksantini ksantine, ksantini iirik asite doniistiiriir ve piirin katabolizmasinin
son reaksiyonunu saglayarak toksik siiperoksit radikalini iiretir. Bu nedenle piirin ve
serbest oksijen radikali arasinda ksantin oksidaz Oonemli bir enzimdir. Adenozin,
adenozin deaminazin substratidir. Ksantin ise ksantin oksidazin substratidir. Hasarl
dokularda adenozin ve ksantinin artist bu enzimlerin aktivitelerin veya gen
ekspresyonlarinit artirir.  Ksantin oksidazin artmis aktivitesi ile ortaya c¢ikan
stiperoksit radikali ile yiiksek miktardaki nitrik oksit reaksiyona girerek peroksinitrite
doniisiir. Peroksinitrit ise takiben dokuda hasara neden olur. Uz ve ark.’nin yaptigi
calismada MTX injekte edilen ratlarin bobrek dokularinda adenozin deaminaz,
ksantin oksidaz enzim aktivitelerinde ve nitrik oksit seviyesinde artis saptamislardir.
CAPE ile birlikte MTX verilen grup, sadece MTX verilen grupla karsilastirildiginda
adenozin deaminaz ve ksantin oksidaz enzim aktiviteleri ile nitrik oksit seviyesinde
anlamlh bir diisiis goriilmiistir. DNA katabolizmasinin belirteci olarak diisiiniilen
adenozin deaminaz ve ksantin oksidazin MTX ile iliskili olarak artmasi renal dokuda
niikleik asit yikimini1 ve reaktif oksijen radikalerinin ortaya ¢iktigi One siiriilmiis ve

CAPE’nin MTX’in yol actig1 oksidatif hasar1 6nledigi gosterilmistir (38).

Santral sinir sisteminde MTX’in oksidatif strese neden olmasinin olasi
mekanizmalarindan biri de MTX’in homosisteini artirmast ve glutatyonun Onciisii
olan SAM’yi azaltmasi olabilir. MTX tedavisinden sonra homosistein akut
yiikselmesi MTX ile ilgili norotoksisitenin homosistein ile iliskisi arastirma konusu
olmustur (27). Hiperhomosisteiniirinin eglik ettigi MTHFR enzim eksikligi olan
hastalarda siddetli norolojik defisitler, nobetler ve zeka geriligi goriiliir. Nobetler,
ataksi, hemipareziyi iceren norotoksisite dzellikle intratekal veya sistemik MTX gibi

antifolat tedavi ile iliskilendirilmistir. Methotreksat, niikleik asit sentezi icin gerekli
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olan 5,10 MTHF olusumunu inhibe eder. Ek olarak MTHF metionin sentezinde yani
homosisteinin metionine remetilasyonunda gorevli metionin sentazin substratidir.
Metioninin aktif formu SAM’dir. SAM, SSS miyelinizasyonu icin gerekli metil
grubu vericisidir. MR goriintiileme ile yiiksek doz MTX kemoterapisinin
demiyelinizasyona yol actigi goriilmiistiir (11). MTX; BOS’ta SAM’1n azalmasina
dolayisiyla metionin sentezinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. MTX
tedavisinin toksisitesinde MTHFR’in polimorfik genotipinin etkili oldugu O©ne
stiriilmiistiir (12). Bu veriler MTX norotoksisitesinde oksidatif stresin rol oynadigini
desteklemektedir. Ciinkii SAM aslinda viicudumuzda dogal olarak bulunan
antioksidan bir maddedir ve SAM’nin azalmasi oksidatif olaym olusmasi lehine
yorumlanabilir. MTX ile eszamanli artii gosterilen homosistein aminoasiti ise
oksidatif stresi baslattigi, tau proteinini hiperfosforile ettigi ve apoptozise yol acarak
bircok noropatolojik siirece katildigi bilinmektedir (120). SAM’1n in vivo oksidatif
stresle iligkili deneysel calismalarda beyin iskemi/reperfiizyon modelinde antioksidan
oldugu gosterilmistir. SAM’1n in vivo olarak antioksidan aktivitesi ana hiicresel
antioksidan olan glutatyonun 6ncii maddesi olmasina baglanmaktadir. SAM’1n
disardan  verilmesi intaselliler #SAM’in  seviyesini, transmetilasyon ve
transsiilfiirasyon reaksiyonlarimi etkiledigi, demirin otooksidasyonunu dogrudan

inhibe ettigi ve endojen glutatyon seviyelerini artirdig: bilinmektedir (32).

Sonug olarak; MTX antioksidan enzim aktivitelerinde yaptig1 degisiklikleri
ile lipid peroksidasyonuna yol acarak rat medulla spinalinde ve siyatik sinirinde
oksidatif strese neden olmaktadir. MTX norotoksisitesinde oksidatif stresin dnemli
rolii anlagilmaktadir. MTX’in neden oldugu oksidatif stres belirtegleri olan
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklikler ve lipid peroksidasyonu iizerine
CAPE’nin onemli derecede koruyucu etkisinin oldugu goriilmektedir. Ancak, bu

hususta daha ¢cok molekiiler ve klinik ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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6. OZET

Metotreksat yaygin olarak kullanilan sitotoksik antikanser bir ilagtir. Kanser
hastalarinda MTX’in neden oldugu norotoksisite dnemli klinik bir problemdir ancak
MTX norotoksisitesinin mekanizmast heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu

calismanin amaglart;

1). Rat siyatik sinir ve spinal kordunda, MTX’in neden oldugu
norotoksisitenin patogenezinde MDA, SOD, CAT ve GSH-Px’in olas1 roliinii

arastirmak.

2). Rat siyatik sinir ve spinal kordunda MTX’in neden oldugu
norotoksisitede CAPE’nin antioksidan koruyucu etkisinin olup olmadigim

belirlemektir.

Toplam 19 adet Wistar rat ii¢ deneysel gruba ayrildi. Grup 1; Kontrol grup,
Grup 2; MTX grup, Grup 3; MTX+CAPE grup. Deneyin 2. giiniinde tek doz
intraperitoneal olarak (i.p.) 20 mg/kg MTX, grup 2 ve 3’e verildi. Grup 3’e CAPE 10
pumol/kg/giin i.p. olarak 7 giin verildi. Deneyin 8. giinii ratlar sakrifiye edildi.
Ratlarin siyatik sinir ve medulla spinalis dokularinda CAT, GSH-Px, SOD enzim
aktiviteleri ve MDA seviyelerine bakildi. Siyatik sinir ve spinal kord dokusunda
kontrol grubu ile karsilastirldiginda CAT ve GSH-Px aktivitelerinde artis bulundu.
MTX+CAPE ile MTX grup karsilastirildiginda CAT ve GSH-Px aktivitelerinde
azalma saptandi. MTX grupta spinal kord dokusunda SOD aktivitesi kontrolle
karsilastirildiginda azalma saptanirken siyatik sinirde anlaml fark bulunmadi. Spinal
kord dokusunda SOD aktivitesi MTX+CAPE grubunda MTX grupla
karsilastirlldiginda anlamli derecede artis bulundu. MTX grup ile kontrol grubu
arasinda SOD aktivitesi agisindan anlamli fark goriillmedi. MDA seviyesi MTX
grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti.
MTX+CAPE grubunda MDA seviyeleri MTX grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli derecede diisiik bulundu.

Bu sonuglar; MTX’in rat siyatik sinir ve medulla spinalisinde oksidatif
stresi artirdigimi ve CAPE’nin antioksidan etkisi nedeniyle oksidatif strese karsi

koruyucu etkisini gosterir.

Anahtar kelimeler: Kafeik asit fenetil ester, Metotreksat, Oksidatif stres,

Siyatik sinir, Medulla spinalis.
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7. ABSTRACT

Methotrexate (MTX) is widely used as a cytotoxic chemotherapeutic drug.
MTX-associated neurotoxicity is an important clinical problem in cancer patients,

but the mechanisms of MTX-induced neurotoxicity have not yet been known exactly.

The aims of the current study were (1) to investigate the possible role of
MDA, SOD, CAT and GSH-Px in the pathogenesis of MTX-induced neurotoxicity
and (2) to determine whether there is a putative protective effect of CAPE on MTX-
induced neurotoxicity in the spinal cord and sciatic nerve of rats. A total of 19 adult
Wistar male rats were divided into three experimental groups. Group I, control
group; group II, MTX-treated group; group III, MTX+CAPE-treated group. MTX
was administered to MTX and MTX+CAPE groups intraperitoneally (i.p.) with a
single dose of 20 mg kg-1 on the second day of experiment. CAPE was administered
to MTX+CAPE group i.p. with a dose of 10 umol kg-1 day-1 for 7 days. The rats
were sacrificed at the 8" day of experiment. The activities of the enzymes SOD,
CAT and GSHP-x, and levels of MDA were studied in the sciatic nerve and spinal
cord tissues of the rats. In the sciatic nerve and spinal cord tissue, the activities of
CAT and GSH-Px were increased in MTX group in comparison with control group.
CAPE treatment with MTX decreased CAT and GSH-Px activities in the neuronal
tissues of rats significantly in comparison with MTX group. In the spinal cord tissue,
the activity of SOD in the MTX group decreased to comparison with control group
but in the sciatic nerve not significant difference. In the spinal cord of rats, the
activity of SOD was increased in CAPE+MTX group when compared with the MTX
group. There were no significant differences in the activity of SOD between the rats
in the MTX+CAPE group and the control group. The level of MDA was higher in
MTX group than the control group. CAPE administration with MTX injection caused

a significant decrease in MDA level when compared with MTX group.

These results reveal that MTX increases oxidative stress in sciatic nerve and
spinal cord of rats and CAPE has a preventive effect on the oxidative stress via its

antioxidant capacity.

Key words: Caffeic acid phenethyl ester, methotrexate, oxidative stres,

sciatic nerve, spinal cord.
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