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OZET

Metotreksat (MTX), pek ¢ok kanser tedavisi yaninda, bazi inflamatuvar
hastaliklarda da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Hepatotoksisite basta olmak
lizere bir¢ok yan etkileri vardir. Bu ¢alismada MTX’ 1, sigcan karaciger dokusunda
meydana getirdigi hasara karsi silmarinin koruyucu etkilerinin incelenmesi
amagclanmustir.

Calismada 36 adet eriskin Sprague Dawley tipi erkek sigan kullanildi. Deney
hayvanlart her grupta 6 hayvan olacak sekilde 6 gruba ayrildi. 5 giinlik deney
stiresince Grup I’e 0,5 ml intraperitoneal (i.p) tek doz serum fizyolojik, Grup II’ye
karboksi metil seliilloz (CMC) oral olarak, Grup III’e 300 mg/kg silmarin oral yolla,
Grup IV’e tek doz 20 mg/kg (i.p) olarak MTX, Grup V’e tek doz 20mg/kg (i.p) MTX
ile birlikte oral olarak 300mg/kg dozunda silmarin, Grup VI’ya ise tek doz 20mg/kg
(i.p) metotreksat ile birlikte oral yolla CMC uygulandi. Deney sonunda siganlar
dekapite edilerek karaciger dokular1 ¢ikartildi. Rutin 151k mikroskobu takibi yapilarak
dokular parafin bloklara gomiildii. Bloklardan alinan kesitlere histokimyasal
boyamalar yapildi. Elde edilen bulgular incelenerek fotograflandi.

Histolojik incelemelerde, kontrol gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik g6z-
lenmedi. Grup IV ve Grup VI’da ki histopatolojik bulgular benzerdi. Bu bulgular;
vaskiiler konjesyon, siniizoidal dilatasyon, periportal inflamasyon, piknotik ¢ekir-
dekli hepatositler, yer yer dejenere hepatositler ve glikojen depolarinda 6nemli dere-
cede azalma seklindeydi. Bununla birlikte bu gruplarda TUNEL pozitifligi, Bax ve
Kaspaz 3 pozitif hiicreler diger deney gruplarina gore artmis olarak tesbit edildi. Te-
davi olarak Silmarin verilen Grup V deki doku hasarinin nispeten daha az oldugu
gozlendi.

Sonu¢ olarak metotreksatin karacigerde énemli derecede doku hasarina yol
actig1, Silmarinin bu hasar1 hafifletmek ile birlikte tam anlamiyla tedavi edemedigi
gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Silmarin, TUNEL, Bax, Kaspaz, Karboksi Metil

Seliiloz



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF SILYMARIN
ON THE METOTREXATE-INDUCED HEPATOTOXICITY IN RATS

Metotreksat (MTX) is a widely used drug for treatment of many kind of
cancer and also some inflamatory diseases. However, there are many side effects
including hepatotoxicity. In this study, it was purpossed to examine the protective
effects of Silymarin on rat liver damage caused by MTX administration.

Total of 36 adult Sprague Dawley rats were used. The animals were diveded
for 6 grupus including 6 animals each group. During 5 days of experimental stage, a
single dosage of 0.5 ml saline was applied intraperitonealy (i.p.) to Group I, orally
(CMC) was applied to Group I, 300 mg/kg Silymarin were orally given to Group I,
intraperitoneally a single 20 mg/kg dosage of MTX was applied to Group IV,
intraperitoneally a single 20 mg/kg dosage of MTX and orally 300 mg/kg Silymarin
were bapplied to Group V, i.p. a single 20 mg/kg dosage of MTX and orally CMC
were applied to Group VI. At the end of the experimental stage, the rats were
decapitated and liver tissue removed for futher research. For the routine light
microscopic evaluation, the tissues were bloced in paraffine. The histochemical
stains were applied to the section obtained from the bloced tissue. The observerd
finding were evaluated and photoghraphed.

In histological evaluation, there were no statistically differences between
first 3 groups. However, histopathological findings were similar in Group IV and
Group VI. These findings are including vascular congestion, sinusoidal dilatation,
periportal inflammation, hepatocyte with pyknotic nuclei, fragmentary degenerate
hepatocyt, important decrease in glycogen stores and minimal hepatic steatosis.In
addition, in these two groups, TUNEL positivity, Bax and Caspase 3 positive cells
were found to be hight compared to other experimental groups. However, the tissue
damaged was relatively low in Group V in which Silymarin apllied.

As a conclusion, tissue damage caused by MTX did not totaly restored by
silymarine application but partially improvoment was observed.

Key words: Methotrexate, Silymarin, TUNEL, Bax, Caspase, CMC
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1. GIRIS

Metotreksat (MTX), ¢esitli malignite ve kronik inflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde kullanilan antiproliferatif, antiinflamatuar ve antikanserojen etkili bir
folik asit antagonistidir (1). Tedavi amagh kullanilmasmin yani sira  Klinik ve
preklinik olarak ¢ok sayida deneysel ¢alismada da kullanilmistir (2). Antimetabolit
etkisi diginda immiinosupresif  etkileri de bulunmaktadir (3). MTX, akut
lenfoblastik 16semi, non hodgkin lenfoma, osteosarkoma gibi maligniteler yaninda,
juvenil idiopatik artrit, psoriazis, psoriatik artrit, vaskiilit, wegener graniilomatozu,
henoch schonlein purpurasi vaskuliti, sarkoidoz, sistemik lupus eritematozus,
eozinofilik fasiit, crohn hastaligi, tilseratif kolit ve juvenil idiyopatik artritte goriilen
uveitte de kullanilmaktadir (4).

MTX; akut losemilerin tedavisinde aralikli ama yiikksek doz kullanimi
yaninda psoriazisdeki gibi tedavinin uzun siirmesi nedeniyle, progresif hepatik
fibrosis ve siroza gidebilen karaciger hasarina sebep olmaktadir. Diisiik dozda uzun
doénem takip edilen hastalarin yaklasik %8’inde, transaminazlarin normalin ii¢ katina
yiikseldigi gosterilmis olup, MTX tedavisi alan psoriazisli hastalardaki siroz gelisme
riski de %7 civarindadir (5). Bu yan etkiler; tedavinin aksamasina, hatta kesilmesine
bile neden olmaktadir. Gastrointestinal, hepatik, renal ve kemik iligi toksisiteleri,
MTX’in en sik goriilen yan etkileridir (6). Ayrica alopesi, dermatit, defektif
oogenezis veya spermatogenezis, abortus ve teratojenite, akciger, cilt ve merkezi
sinir sistemi iizerine toksik etkileri bulunmaktadir (7). Oncelikli atilim yeri (%80-90)
bobrekler oldugundan, bobrek islevleri bozuldugunda toksisite riski artip
pansitopeniye neden olabilmektedir (1, 8). Hepatik toksisite MTX kullanimini ciddi
anlamda kisitlamaktadir (9). Bu etkiler, ¢cogunlukla reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) meydana getirdigi oksidatif stres sebebiyle olmaktadir (10). Serbest oksijen
radikal diizeylerinin artmasi risk olustururken, antioksidanlar bu riskleri ortadan
kaldirabilmektedir (11). Antioksidanlar kimyasal yapilart nedeniyle; zincir yapiyi
bozan, serbest radikal temizleyici ve metal baglayicilar olarak etki ederler (12).

Silmarinin de iiyesi oldugu flavonoidler, diisiik molekiiler agirlikli polifenolik
bilesenler iceren genis bir antioksidan grup olup antiinflamatuar ve antikanserojen
etkileri de bulunmaktadir. Siiperoksit anyonu, H202, perhidroksi, hidroksil, alkoksil

ve peroksil radikalleri gibi serbest oksijen tiirevlerinin olusumunu engellemektedir.



Silmarinin viral hepatit, toksik hepatit, karaciger yaglanmasi, siroz, iskemik hasar ve
radyasyon toksisitesinde gii¢lii antioksidan Ozelligi kanitlanmigtir (13). Yine
silmarinin glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerin yapimini da uyardigi bilinmektedir (14). Silmarinin tiimér nekroz faktor
alfa’nin (TNF-a)) neden oldugu apoptotik hiicre 6liimiine karsida koruyucu etkileri
vardir (15).

Karboksi metil seliiloz bir polisakkarit olup sodyum monoklor asetatin seliilozla
reaksiyonundan hazirlanir. Istya dayanikli olup solusyonlari seffaf, yar1 jelatindz bir
stvi olup besin, kozmetik ve farmasotik sanayinde kullanilir. Molekiil agirligi 350000
dir. Eritici 6zelligi olup adezyonlar1 onlemek icin abdomen cerrahisinde kullanilir
(16).

1.1. Karaciger

1.1.1. Karaciger Embriyolojisi

Karaciger, safra kesesi ve safra yollari, embriyolojik yasamin 4. haftasinda,
Oon bagirsagin kaudal kismindan, ventral bir ¢ikinti olarak gelisir (17). Son
caligmalara ait bulgular, hepatik divertikiil denen bu ¢ikintinin ve pankreasin ventral
tomurcugunun embriyonik endoderme ait iki farkli hiicre toplulugundan gelistigini
ileri stirmektedir. Gelismekte olan kalp belirli diizeyde Fibroblast Growt Faktor
salgilar ve bipotent hiicreleri etkileyerek hepatik divertikiil olusumunu uyarir (18).
Karaciger tomurcugu olarak nitelenebilen bu ¢ikinti, gelisen kalp ile orta bagirsak
arasindaki splanknik mezoderm kitlesine, septum transversuma dogru uzanir. Septum
transversum, diyaframin bir kismini1 ve buradaki, ventral mezenteri yapar. Karaciger
divertikulumu, ventral mezenter yapraklari arasinda biiyiirken, iki kisma ayrilir.
Divertikulum’un kranial daha biiyiik parcasi, karaciger taslagidir. Cogalan endoderm
hiicreleri karaciger hiicre kordonlar1 agin1 ve safra sisteminin intrahepatik kisminin
epitel oOrtiistinii meydana getirir (19). Bu hepatik hiicre kordonlari, endotelle doseli
bosluklarin ¢evresinde ag olusturarak karaciger siniizoidlerinin taslaklarin1 meydana
getirirler (18).

Karacigerin fibroz ve hematopoetik dokular1 ve Kupffer hiicreleri mezensim-
den koken alirlar. Karaciger 5. haftadan 10. haftaya kadar ¢ok hizli biiyiir ve karin
boslugunun biiyiik bir kismini doldurur (19).



Umblikal venden gelen kanin oksijen miktari, karacigerin gelisimini ve fonk-
siyonel segmentasyonunu belirler. 6. haftada baslayan hematopoez karacigere parlak
kirmiz1 bir renk verir. 9. haftayla birlikte karaciger fetusun toplam agirliginin yakla-
stk %10 unu olusturur. 12.haftada karaciger hiicreleri safra tiretimine baglar (18).

Onceleri sag ve sol loblar ayni biiyiikliiktedirler ancak sag lob, kisa zamanda
daha ¢ok biiytir. (19).

Baslangigta, ekstrahepatik safra kanallar1 epitel hiicreleriyle tikali iken daha
sonra bu hiicrelerin dejenerasyonuyla vakuoller olusur ve kanal gelisir. Hepatik di-
vertikiiliin kiiglik kaudal pargasi safra kesesini, divertikiiliin sapida sistik kanali olus-
turur. Hepatik ve sistik kanallari duodenuma baglayan kordondan safra kanali (kole-
dok) gelisir. Bu kanal baslangigta duodenum halkasinin 6n yiiziine baglidir ancak
duodenumun biiyiimesi ve rotasyonuyla arka yiize taginir. 13. haftadan sonra kanal-
dan gecerek duodenuma giren safra, mekonyuma koyu yesil bir renk verir.

Bu ince ve iki yaprakli membrandan asagidaki yapilar gelisir.

1. Kii¢iik omentum, karacigerden midenin kiigiik kurvaturuna (hepatogastrik
lig.) ve karacigerden duodenuma (hepatoduodenal lig.) uzanir.
2. Falsiform ligament, karacigerden karin 6n duvarina uzanir.

Umblikal ven, umblikal kordon (gébek kordonu) ¢ikip karacigere ulasirken
falsiform ligamentin serbest kenar1 boyunca uzanir. Mezogastriyumdan kaynaklanan
ventral mezenter ayni zamanda karacigerin visseral peritonunu da olusturur. (18).

1.1.2. Karaciger Anatomisi

Viicudun en biiyiik bezi ve organi olan karaciger, karin boslugunun {ist tara-
finda, regio hypochondriaca dextra’nin tiimiinii, regio epigastrica’nin biiyiik bir kis-
mint doldurur. Regio hypochondriaca sinistra’da ise, linea medioclavicularis sinist-
ra’ya kadar uzanir. Erkeklerde 1400 ile 1800 gr, kadinlarda ise 1200 ile 1400 gr agir-
ligindadir. Fetiiste karacigerin viicut agirhigina orani, eriskinlerdekinden daha fazla-
dir. Erigkinde viicut agirliginin %2’si, yeni doganlarda ise %5°1 kadardir. Kirmizimti-
rak kahverengi olan karaciger, saglam ve elastiki olmasina ragmen, gevrek ve kolay-
likla pargalanabilen bir yapiya sahiptir. Cok damarli olmasi nedeniyle, yaralanmalari

biiyiik kanamalara yol agmaktadir (20).



Karaciger 4 lobdan olusur;

1. Lobus hepatis dexter: Altinda safra kesesi bulunan en biiyiik kisimdir. Re-
gio hypochondriaca dextra’da bulunur. Tiim karacigerin 5/6 sin1 olusturur.

2. Lobus hepatis sinister: Karacigerin ikinci biiyiik par¢asi olan bu kisim re-
gio hypochondriaca sinistra ve regio epigastrica’da bulunur. Karacigerin 1/6 s
olusturur.

3. Lobus caudatus: Sag lobun visseral yiiziinde ve porta hepatis’in arka tara-
finda bulnur.

4. Lobus quadratus: Sag lobun visseral yiiziinde ve porta hepatis’in 6n tara-
finda bulunur (20).

Safra kesesi

Kuadrat

Karaciger
Inferior Goriiniis

_Sistik kanal
Heptik kanal
Hepatik
portal
ven

Safra kanall Vena kava inferior lob

Sekil 1. Karacigerin alttan goriinimi (21).

1.1.2.1. Kanlanmasi

1- V. portae hepatis (%70)

2- A. hepatica propria (%30) ile olmaktadir.

V. lienalis ile v. mesenterica superior’un L2 seviyesinde pankreas basi arka-
sinda birlesmesi ile v. porta hepatis olusur. Porta hepatis, barsaklardan absorbe edilen
besin maddeleri ve toksik maddeleri, dalakta harap olmus kan hiicrelerini ve pankre-
asin endokrin salgisi ile gastrointestinal kanalin enteroendokrin hiicrelerinin salgisini

igerir ve gastrointestinal sistemin abdominopelvik boliimiinden aldig1 oksijenden



fakir kan1 karacigere tasir. A. hepatica communis’in bir dali olan a. hepatica propria
ise aorta’dan aldig1 oksijenden zengin kan1 karacigere tasir.

A. hepatica ve v. porta hepatis, karaciger igerisinde birlikte dallanarak karaci-
gerin segmentasyonuna uyarlar ancak v. hepatica’lar bu segmentasyona uymazlar.
Karacigerde, portal venin dallari, hepatik arter ve safra kanal sisteminin dallar1 ‘por-
tal triad’ olarak adlandirilan bir olusumda bir arada bulunurlar.

Hepatik arter, hepatositleri kanlandiran siniizoidal kapillerleri destekler. Si-
nilizoidler, hepatositlerle siki iligki i¢cinde olup kan ve karaciger hiicreleri arasinda
maddelerin degisimi saglanmis olur. Siniizoidler santral vene, santral ven ise sub-
lobiiler venlere bosalir. Kan, karacigeri hepatik venler araciligi ile terkeder.

Karacigerin v. sentralis’lerinin birlesmesiyle olusan v.hepatica’lar diaph-
ragmanin hemen altinda v. cava inferior’a agilirlar (22).

1.1.2.2. Karacigerin Lenf Sistemi

Karaciger lenf iireten biiyiikk bir organ olup, ductus thoracicus’a gelen len-
fa’nin yaklagik 1/4-1/2’si arasindaki kismi karacigerden gelir. Karacigerin her iKi
yiizlinlin 6n boliimiiniin lenf damarlari, nodi lymphatici coeliaci’ye oradanda cisterna
chyli’ye drene olur. Her iki yiizliniin arka boliimlerinin lenf drenaji ise nodi lympha-
tici phrenici’ye ya da nodi lymphatici mediastinales posteriores’e drene olurlar (23).

1.1.2.3. Karacigerin Innervasyon Sistemi

Karacigerin innervasyonu, plexus coeliacus’dan koken alan sempatik ve para-
sempatik liflerle olur. Safra kesesi ise mideden duodenuma yaglh besinlerin gegisi
sirasinda, duodenum mukozasinda iiretilen kolesistokinin hormonun etkisiyle kasilir
(24).

Sinir lifleri torasik ganglia, ¢6lyak pleksus, vagus, safra yolu, portal ven ve
hepatik arter pleksusunu olusturan sag frenik sinirden meydana gelir. Arterler daha
cok sempatik lifler, safra yollar1 ise hem sempatik hem de parasempatik liflerle in-
nerve olur. Miyelinsiz sempatik lifler hepatositlere dalciklar gonderir (25).

1.1.3. Karaciger Histolojisi

Karin boslugunda diyaframa altinda, sag iist kadranda yer alan karaciger, Vii-
cudun deriden sonra en biiyiik organi ve bezi olarak kabul edilir (26).

Hem endokrin hemde ekzokrin sekresyon yapan bir organdir. Karaciger tiret-

tigi safrayi safra kanallar1 yoluyla duodenuma bosaltmasi nedeniyle ekzokrin, sentez-



ledigi baz1 maddeleri dogrudan kana vermesi 6zelligiyle de endokrin bir bez niteligi
tasimaktadir (27). Karaciger, kollajen ve elastik lif igeren bir kapsiil (Glisson kapsii-
1) ile ¢evrelenmis olup, periton ile kaphdir (28).

1.1.3.1 Karacigerin Yapisal Organizasyonu

1.1.3.1.1 Parankim

Karaciger, parankim hiicreleri olan hepatositlerden meydana gelir. Parankim,
birbirleriyle baglantili ve bir-iki hiicre kalinliginda olan ve bir binanin duvarlarini
andiran tabakalar agini igerir. Her bir tabakadaki hepatositler bu duvarin tuglalarina
ve karaciger siniizoidleri de duvardaki bosluklara benzetilebilir. Karaciger paranki-
minin organizasyonu ile ilgili ii¢ 6nemli karaciger lobiil modeli vardir (29).

Bunlar; klasik lobiil, portal lobiil ve karaciger asiniistidiir.

1. Klasik lobiil; Klasik hepatik lobiil, kabaca altigen seklinde doku kiitlesidir.
Herbir lobiiliin merkezinde, santral ven bulunur. Santral ven i¢ine siniizoidler direne
olur. Santral venden ¢evreye dogru hiicre tabakalar1 ve siniizoidler 1sinsal tarzda ya-
yilir. Lobiillerin koseleri portal alanlar olarak isimlendirilir ve portal triad olarak
isimlendirilen gevsek bag dokusunu icerir. Bu bag dokusu, karacigerin disina dogru
ilerleyerek fibroz kapstil (Glisson) ile devam eder. Portal alan, lobiillerin en disindaki
hepatositler ile sinirlidir. Lobiiliin periferinin son sirasindaki hepatositler ile bag do-
kusu elemanlar arasinda kalan dar mesafeye Mall araligi denir. Bu araligin, karaci-
gerde lenfatiklerin orijin aldig araliklardan biri oldugu diigiiniilmektedir (27, 30).

2. Portal lobiil; Ug santral ven arasinda yer alan {icgen sekilli alandir. Ortada
portal alan bulunur. Dis kenarlari, portal triada yakin {i¢ santral ven arasinda ¢izilen
hayali ¢izgilerdir.

Karacigerin ekzokrin fonksiyonunu vurgular. Karacigerin esas ekzokrin fonk-
siyonu, safra salinimidir. Klasik lobiiliin bu pargalarinda safra salgilanir ve aksiyal
safra kanalina direne edilir (27, 30).

3. Karaciger asinusu; Kan perflizyonu, metabolik aktivite ve karaciger pato-
lojisi arasinda en iyi korelasyonu saglayan yapisal linittir. Karaciger asinusu, hepatik
parankimin en kiigiik fonksiyonel {initini gosterir. Asinusun kisa ekseni, iki portal
alan arasinda, uzun ekseni iki santral ven arasinda bulunan baklava seklinde alandir.
Kisa eksene en yakin bdliim zon 1, en uzak bolim zon 3 olarak bilinir. 2. zon kara-

ciger asinlisiiniin santral bolgesidir (27).



. A .

A L
Y v _.Sanbralven ¢ / r v - Sartal ven . v _ Santralven
g il 0/ { / t l 0—/
\ A \ A 1 \ ,\
T Portal kanallar : T Partd kanallar - T Portal kanalr
Klasik Lobiil Portal Lobil Karaciger Asiniisd

Sekil 2. Karaciger lobiiliiniin histolojik siniflandirtlmasi (21)

Zonlara ayirma, karaciger parankiminde hepatik hiicrelerin vaskiiler perfiiz-
yonunun derece ve Kalitesiyle ilgili dejenerasyon, rejenerasyon ve spesifik toksik
etkilerin tanimlanmasi ve yorumlanmasi agisindan 6nemlidir. Siniizoidal kan akisinin
bir sonucu olarak, hepatositlerin oksijen basinci, metabolik aktivitesi ve hepatik en-
zimlerin dagilimi her ii¢ zonda degisiklik gosterir. Iskemi ve toksik maddelere maruz
kalmaya bagli olusan karaciger hasarinin dagilimi, bu zonal yorumlamayi kullanarak
aciklanabilir.

Zon 1°deki hiicreler, siniizoidal kandan gelen oksijen, toksik maddeler ve be-
sin maddelerini ilk alan hiicrelerdir ve safra kanal1 stazin1 takiben olusan morfolojik
degisiklikleri ilk gosteren bolgedir. Bu hiicreler, ayn1 zamanda dolasim bozulursa ilk
olen hiicreler olup ayni zamanda ilk rejenere olan hiicrelerdir. Diger yandan, zon
I11°teki hiicreler azalmis perfiizyon durumunda iskemik nekrozu ilk olarak gdsteren
hiicrelerdir. Yag birikimini de ilk olarak bu hiicreler gosterirler. Bu hiicreler, toksik
maddelere ve safra stazina ise en son yanit verirler. Zon I ve III arasinda, ayn1 za-
manda enzim aktivitesi, sitoplazmik organellerin say1 ve boyutlar1 ve sitoplazmik
glikojen depozitlerinin boyutlar1 arasinda degisiklikler bulunmaktadir. Zon II’deki
hiicrelerin fonksiyonel ve morfolojik karakteristikleri, zon | ve Il arasindadir (27,
30).



Zonlar  santral ven

Sekil 3. Karaciger lobiiliintin fonksiyonel siniflandirilmasi (31)

Santral vende lobiiliin periferine dogru 1sinsal sekilde uzanan tek ya da iki
hiicre kalinliginda hiicre kordonlar1 olustururlar. Eriskin karacigerinde pek¢ok hiicre
cift cekirdeklidir. Her bir ¢ekirdekte iki veya daha fazla iyi gelismis ¢ekirdekcik bu-
lunur

Her hiicrenin 3 tip ylizii vardir

1. Perisiniizoidal araliga bakan yiiz,

2. Komsu karaciger hiicresiyle arasinda tiibiiler bir aralik (safra kanalikiilii)
birakan, dolayisiyla safra kanalikiiliinii olusturan yiiz,

3. Komsu karaciger hiicresiyle sikica temas eden yiiz.

Perisiniizoidal araliga bakan yiizde ¢ok sayida, diizensiz sekil ve biiyiikliikte
uzun mikrovilluslar bulunur. Boylece bu yiiz 6 kat genisleyerek, sekresyon ve ab-
sorbsiyon i¢in genis bir yiizey olusturulabilir (32). Hepatosit yiizeyinden kanalikiile
dogru uzanan mikrovilluslar ATPaz gibi enzimleri tasiyan membran alanlarini barin-
dirirlar. Safra kanalikiilleri lobiiliin periferinde yer alan tek kath kiibik epitel ile dose-
li Herring kanallar1 ile devam eder. Herring kanallarinin epitel hiicrelerinin yiizeyin-
de de mikrovilluslar bulunur.

Hepatositler aktif sentez ve sekresyon yapan hiicreler olduklarindan dolay1
organelden zengin olmalar1 dogaldir. Agraniiler endoplazmik retikulumlari sayesinde
zararli toksik maddelerin detoksifikasyonunu gergeklestirebilirler. Toksik triinler
veya ilaglarin yikimi ve konjugasyonu igin gerekli enzimler agraniiler endoplazmik

retikulumu membranlarinda bulunmaktadir. Toksik ajanlara maruz kalindiginda, al-



kol, ila¢g kullanim1 sonrasinda agraniiler endoplazma retikulumu genisler. Agraniiler
endoplazma retikulumu kolesterol ve lipid sentezinden sorumlu enzimleri de igerir
(27).

Diiz endoplazmik retikulumunun membranlarinda yerlesik enzimler su fonk-
siyonlardan sorumludur.

1. Kolesterol ve safra tuzlarinin sentezi

2. Bilurubin, steroidler ve ilaglarin glukronik asit ile konjugasyonu,

3. Glikojenin glikoza yikimi,

4. Serbest yag asitlerinin trigliseritlere yikilimi,

5. Tiroid hormonlarindan iyodun uzaklastiriimasi,

6. Lipid de eriyebilen ilaglarin detoksifikasyonu.

Golgi aparatinin safra kanallarina yakin yerlesmesi safra sekresyonunda rolii
oldugunu akla getirir (27).

Peroksizomlar; Hepatositler hiicre basina yaklasik olarak 200-300 peroksi-
zom igerir. Bir peroksizom, degisik metabolik yollarda kullanilacak olan yaklagik
olarak 50 adet enzimi icermektedir (33). Mitokondriyonlar gibi oksijen kullandikla-
rindan dolay1 serbest radikal olusumuna neden olurlar. Peroksizomlarda hidrojen
peroksiti, su ve oksijene yikan katalaz enzimi vardir. Peroksizomlar, yag asitlerinin f3
oksidasyonu, glukoneogenez ve purin metabolizmasinda da gorev alirlar. Yine hepa-
tosit stoplazmasinda lipid ve glikojen de depolanir (27).

1.1.3.1.2 Bag Dokusu Stroma

Karacigeri en distan saran serdz zara, visseral periton adi verilir. Tek kath
yassi1 bir epitel tiirli olan mezotelyum ve altindaki ince bir bag dokusundan olusur.
Hilumda Glisson kapsiilii igeriye dogru girer ve porta hepatisten itibaren organ igine
dogru dallanan ve karacigere giren hepatik arterle portal venin damar yoluna ve safra
kanallarina eslik eden bag dokusu seklinde devam eder (29). Boylece karaciger lob-
lara ve lobiillere ayrilir. Sonugta karaciger bu bag dokusu bolmeleri ile sayilar1 yak-
lagik 1 milyonu bulan 1 mm ¢apinda ve 1-2 mm uzunlugunda “karaciger lobiillerine”
ayrilmig olur. Stroma i¢inde, kan damarlari, sinirler, lenfatik damarlar ve safra kanal-

lar1 da bulunur (30).
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Sekil 4. Karaciger lobiiliiniin yapilanmasi (34)

1.1.3.1.3. Siniizoidal Kapillerler (Siniizoidler)

Hepatosit tabakalar1 arasindaki vaskiiler kanallardir (30). Portal aralikta bulu-
nan portal venin ve hepatik arterin dallari, kanlarim1 karaciger hiicre kordonlar1 ara-
sinda bulunan diizensiz sekilli, 6zel, her yerde rastlanan kapillerlerden daha biiytik
damar sistemine (siniizoidlere) bosaltirlar (32). Hepatik sintizoidler ince, devaml
olmayan bir endotelle smirlidir. Bu devamli olmayan siniizoidal endotel, devamli
olmayan bir bazal laminaya sahiptir. Komsu endotelyal hiicreler arasinda biiyiik pen-

cereler bulunur.

Hepatik siniizoidler, diger sinlizoidlerden farkli bir hiicre tipi igerir. Bunlar
siniizoidal makrofajlar (Kupffer hiicreleri)’dir. Kupffer hiicreleri, mononiikleer fago-
sitik sisteme aittir (30). Bu hiicrelerin gelisimi kemik iliginde sirasi ile promonosit,
monoblast ve monosit farklilagmasi ile baglar. Monositler kanda kupffer hiicrelerine
doniiserek karacigerde yerlesirler. Stoplazmik uzantilari ile siniizoid duvarina tutu-
nurlar. Bu hiicreler kan yolu ile gelen antijenleri ve hasarlanmis eritrositlerden kay-
naklanan stoplazmik parcalar1 ve demiri fagosite ederler. Ferritin hemosiderin gra-
niilleri seklinde depolanabilir. Bu hiicreler disinda karacigerde pit hiicreleri olarak
isimlendirilen bir lenfosit subpopiilasyonu bulunur. Parankimal olmayan hiicrelerin
yaklasik %1’ini olusturan bu biiylik graniiler lenfositler diger organlarda yerlesen

Natural Killer hiicrelerin karsiligidir. Bu hiicrelerde kupffer hiicreleri gibi kemik iligi
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kokenlidirler. Karacigerde kalma stireleri yaklasik iki hafta kadardir. Hayatta kalma-
lar1 kupffer hiicrelerine bagimlhidir (27).

Safra Portal ven

kanali

Hepatik

Kupffer
P arter

hicresi

Kan akisi

Portal triad
Sekil 5. Karacigerdeki kan ve safra akig yonleri (35)

1.1.3.1.4. Perisiniizoidal Araliklar (Disse arahiklari)

Siniizoid endoteli ile hepatositler arasinda bulunur. Perisiniizoidal aralik, kan
ve karaciger hiicreleri arasinda materyallerin degisim alanidir. Perisiniizoidal aralik
(Disse araligi), hepatositlerin bazal yiizeyi ile siniizoidleri ¢evreleyen endoteliyal
hiicrelerin ve Kupffer hiicrelerinin bazal ylizeyi arasinda bulunur. Bu araliga, hepato-
sitlerin bazal ylizeyinden, kiiglik, diizensiz mikrovilluslar uzanir (30).

Endoteliyal tabakadaki biiyiik yariklardan ve devamli bir bazal laminanin
yoklugundan dolay1, siniizoidlerdeki kan plazmasi ve hepatosit plazma membrani
arasinda onemli bir engel olusmaz. Hepatosit tarafindan sentezlenen protein ve lipop-
roteinler, perisiniizoidal aralikta kana transfer edilir. Bu yol, safradan ziyade karaci-
ger salgilar icindir. Fetal karacigerde, kan damarlar1 ve hepatositler arasindaki ara-
lik, kan olusturan hiicre adalarini igerir. Eriskinlerde kronik anemi durumlarinda,
perisiniizoidal aralikta kan olusturan hiicreler tekrar goriilebilir (30). Siniizoidal
alanda yerlesen liposit veya ito hiicresi olarak (yag depolayan hiicre, stellat hiicre)

bilinen hiicrelerde bulunur. Mezenkimal orjinli olan bu hiicreler stoplazmik lipid
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damlalarinda retinil esterleri seklinde A vitamini depolarlar. Altin kloridle de belirle-
nebilen bu hiicreler rutin yontemlerle stoplazmalarinda yer alan lipid damlalar1 nede-
niyle kolay taninirlar. Bu hiicrelerden retinol olarak sallinan A vitamini proteinlere
baglanarak retinaya tasiirlar. Burada igerdigi 11-cis retinal opsin proteini ile bagla-
narak rodopsini olusturur. Rodopsin gérmeyi saglayan bir retina pigmentidir.

Ito hiicrelerinin ekstraselliiller matriks proteinlerini ve proteoglikanlari,
biiyiime faktorleri ve sitokinleri salgilayabildikleri ve prostoglandin ve tromboksan
A2 gibi regulatuar maddelere cevap olarak siniizoid liimeninin ¢apini
ayarlayabildikleri bilinmektedir. Normal sartlarda karaciger hiicrelerinin %5-8’ini
olusturan ito hiicrelerinin lipid depolamalar1 yani sira lipid yapisindaki antijenleri
Natural Killer hiicrelerine sunarak onlarin proliferasyonunu stimiile eden antijen
sunan hiicreler olabilecekleri 6ne siiriilmiistiir. Karaciger hasarin1 takiben ito
hiicreleri aktive olur. Hiicrelerde proliferasyon, kontraktilite ve kemotaksis goriiliir.
Icerdikleri desmin ve o aktin sayesinde kasilarak siniizoidin vaskiiler rezistansini
artirirlar (27).

Kronik inflamasyon, siroz gibi belirli patolojik sartlarda, Ito hiicreleri lipit ve
A vitamin depolama yeteneklerini kaybederler ve miyofibroblast karakteristikleri
olan hiicrelere doniisiirler. Bu hiicrelerin hepatik fibrojeneziste dnemli rol oynadikla-
1 gdzlenmistir. Bunlar, Tip I ve tip III kollajeni sentezler ve perisiniizoidal araliklar-
da depolarlar ve karaciger fibrozisine yol acarlar. Bu kollajen, portal araligin bag
dokusu ile ve santral veni ¢evreleyen bag dokusu ile devam eder. Perisiniizoidal fib-
16z stromadaki artis, karacigerin toksik maddelere kars1 erken bir sinyalidir. Ilaveten,
Ito hiicreleri karaciger hasarindan sonra ekstraselliiler matriksin yeniden yapilanma-
sinda da rol oynarlar (30).

1.1.3.2. Safra Yollarn

Safra kanalikiilleri, hepatositlerin yiizeyinde bitisik oluklardan olusan kii¢iik
kanallardir. Iki bitisik hepatositin mikrovilluslari, kanalikiiler liimene yayilir. Kanali-
kiillerin plazma membraninda ATPaz ve diger alkalen fosfatazlar lokalize edilebilir,
safra sekresyonu, aktif bir iglevdir. Safra akimi, santral ven bdlgesinden portal alana
dogrudur (kan akiginin tersi yonde). Portal alan yakininda fakat hala lobiiliin igin-
deyken safra kanalikiilleri birleserek kisa intrahepatik kanallari olusturur. Bunlar

Hering kanallaridir ve kiibik non-hepatik hiicrelerle doselidir. Bu kanal epiteli, safra
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yollarinin distal boliimii gibi devamli bir bazal lamina ile sinirlidir. intrahepatik safra
kanallar1 safrayi, hepatik kanallara tasirlar. Ekstrahepatik safra kanallar1 ise safrayi
safra kesesi ve duodenuma tasirlar (30).

1.1.3. Karaciger Fizyolojisi

1.1.4.1. Karacigerin Depo Islevi

Karaciger genisleyebilen bir organ oldugu i¢in, kendi kan damarlarinda bii-
yiik miktarlarda kan depolayabilir. Hepatik venlerdeki ve hepatik siniislerdeki kan ile
birlikte karaciger normal voliimii 450 ml yani yaklasik olarak viicudun toplam kan
hacminin %10’u kadardir. Karaciger, kan hacmi azaldiginda ekstra kan saglama ye-
tenegi olan ve kan hacmi asirt sekilde arttiginda ise kan deposu olarak gorev yapabi-
len venoz bir organdir (36).

1.1.4.2. Karacigerin Kan Temizleme Islevi

Barsak kapillerlerinden akan kan barsaklardan bir¢ok bakteriyi de beraberin-
de gotiirtir. Gergektende, karacigere girmeden once portal venlerdeki kan 6rneginden
kiiltiir yapildigr zaman hemen hemen daima kolon basili iirer. Oysa sistemik dola-
simdaki kanda kolon basili iiremesi son derece nadirdir (41).

Hepatik venoz siniislerde yer alan, biiyiik fagositik makrofajlar olan Kupffer
hiicrelerinin, siniisler iginden gegen kani son derece etkili bir sekilde temizleyebildik-
leri gosterilmistir. Barsaklardan portal kana girerek karaciger i¢inden gecip sistemik
dolagima ulagmay1 basaran bakterilerin sayis1t muhtemelen yiizde birden fazla degil-
dir (36).

1.1.4.3. Karacigerin Metabolik Islevleri

1.1.4.3.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Karbonhidrat metabolizmasinda karaciger su islevleri yiiriitiir:

1. Biiylik miktarda glikojen depolama,

2. Galaktoz ve fruktozu glikoza ¢evirme,

3. Glikoneogenez,

4. Karbonhidrat metabolizmasinin ara iiriinlerinden bir¢ok énemli maddelerin

olusturulmasi (36)
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1.1.4.3.2. Protein Metabolizmasi

Karaciger karbonhidrat ve yag metabolizmasindaki fonksiyonlarinin ¢ogunu
yapmasa bile viicut canli kalmaya devam edebilir. Ancak viicut, karacigerin protein
metabolizmasindaki islevlerinden vazgegemez (36).

Karacigerin protein metabolizmasindaki fonksiyonlari sdyle siralanabilir.

1. Yeni amino asitlerin yapimu,

2. Ure olusumu ile amonyagin viicut s1vilarindan uzaklastirilmasi,

3. Plazma proteinlerinin olusumu,

Gama globulinlerin bir boliimii disinda hemen biitiin plazma proteinleri ve al-
bumin karaciger hiicrelerinde yapilir.

4. Viicuttaki metabolik olaylar i¢in 6nemli amino asitlerin ve 6teki maddelerin
birbirine doniisiimleri ve esansiyel olmayan aminoasitlerin sentezi (36).

1.1.4.3.3. Yag Metabolizmasi

Karacigerin lipit metabolizmasi ile ilgili fonksiyonlari sdyle 6zetlenebilir.

1. Diger viicut fonksiyonlari igin enerji saglayacak yag asitlerinin oksidasyo-

nu,
2. Lipoproteinlerin sentezi,
3. Kolesterol ve fosfolipit sentezi,
4. Karbonhidrat ve proteinlerin lipitlere doniistiirilmesi,

Ince bagirsaklarda yaglarin emilmesinde rolii olan safra tuzlar1 karacigerde
yapilir (36).

1.1.4.3.4. Safranin Sentezlenip Salgilanmasi

Karacigerin 6nemli fonksiyonlarindan biri, normal diizeyi 500 — 1000 ml/giin
olan safra salgis1 salgilamaktir. Safranin iki 6nemli islevi vardir. Bunlardan birincisi,
yaglarin sindirimi ve emilimi, digeri ise kandan dnemli yikim {iriinlerinin atilmasidir.
Bunlar arasinda 6zellikle, hemoglobinin pargalanma iiriinii olan biliriibin ve karaci-
ger hiicrelerinde sentezlenen kolesterol yer alir.

Safra, su ve elektrolitlere ek olarak safra tuzlari, safra pigmentleri, kolesterol,
inorganik tuzlar, yag asitleri, biliriibin, lesitin birka¢ esansiyel kompanente de sahip-
tir. Safranin bilesiminde en fazla bulunan madde safra tuzlaridir (36, 37).

Insanda bulunan safra asitleri dort gesittir. Bunlar kolit asit, kenodeoksikolik

asit, deoksikolik asit, litokolik asittir. Kolit asit ve kenodeoksikolik asit karacigerde
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kolesterolden sentezlenen primer safra asitleridir. Bunlar glisin ya da taurin aminoa-
sitleri ile konjuge olmus sodyum tuzlar1 formunda safraya salgilanirlar (36). Primer
safra asitleri bagirsak limeninde bakteriler tarafindan dehidroksile edilerek deoksi-
kolik asit ve litokolik asit denilen sekonder safra asitlerine dontstiiriiliirler (37). De-
oksikolik asit geri emilip enterohepatik dolasima girer, karacigere gelir ve tekrar sal-
gilanir. Safra tuzlar bagirsaklarda iki onemli etkiye yol acarlar. Oncelikle besindeki
yag parcaciklari iizerinde deterjan etkileri vardir. Bu etki ile partikiillerin yiizey geri-
limini azaltarak yag partikiillerinin kii¢iik pargalara ayrilmasina imkan saglar. Buna
safra tuzlarinin emiilsifiye edici veya deterjan fonksiyonu denir. ikinci olarak, safra
tuzlar; yag asitlerinin, monogliseridlerin, kolesterol ve diger lipitlerin barsak kana-
lindan emilimine yardim ederler. Bunu lipidlerle kompleks olusturarak yaparlar. Olu-
san komplekslere micel ad1 verilir. Migeller safra tuzlarinin elektriksel ytikleri nede-
niyle ileri derecede ¢6ziiniir maddelerdir. Lipidler bu yap1 iginde mukozadan gecebi-
lir 6zellik kazanirlar ve daha sonra absorbe olurlar (36).

1.1.4.3.5. Bilirubin Olusumu

Bilirubin hem (demir) metabolizmasinin son iriinii olup, karaciger ve dalakta
yikilan yasli kirmizi kan hiicrelerinden kaynaklanmaktadirlar. Hemoglobin hem ve
globinden olusur. Globin genel protein havuzuna dahil olurken, hem’den demirin
ayrilmasiyla da bilirubin olusur. Daha sonra ayrilan bu demir tekrar kullanilir. Bili-
rubinin yaklasik % 80’1 mononiikleer fagositik sistem de hem’in yikilmasiyla olusur-
ken, geri kalan kismi da olgunlasmamis kirmizi kan hiicrelerinden, miyoglobulin ve
sitokromlardan kaynaklanir.

Bilirubin lipofiliktir ve salinmadan Once hepatik enzimlerle konjuge hale
gelmelidir. Serbest bilirubin plazmada proteine, baslica albumine bagli olarak taginir.
Indirekt bilirubin olasilikla karaciger hiicrelerinin membranlarindaki reseptore bag-
landiktan sonra hiicre i¢ine alinir. Ligandin, bilirubini glukuronil transferaz ile kon-
juge edilerek bilirubin diglukuronit’e ¢evrildigi Endoplazmik Retikulum’a tasir. Da-
ha ileri agsamada enerji gerektiren bir islemle bilirubin glukuronit (konjuge=direkt
bilirubin) safra kanalikiillerine salinir. Direkt bilirubin polardir bu nedenle ince ba-
girsaktan emilemez. Kolonda bakterilerce indirgenerek iirobilinojen denen renksiz
bilesige doniisiir. Urobilinojenin ¢ogu bagirsak bakterileri tarafindan okside edilerek

sterkobilin’e déniistiiriiliir. Diskinin rengini veren madde sterkobilindir. Urobilinoje-
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nin ¢ok az bir kism1 kolon mukozasindan emilerek portal dolasima aktarilir ve bob-
rege gelir. Burada sar1 renkli tirobiline gevrilerek atilir ve idrarin rengini verir (36,
38).

1.1.4.3.6. Karacigerin Diger Metabolik Fonksiyonlari

Vitaminlerin depo edilmesi; Karacigerin iyi bir vitamin kaynagi oldugu bi-
linmektedir. Ozellikle A vitamini basta olmak iizere, D ve Bi2 vitaminleri de depola-
nir. A vitamini eksikligini on ay, D vitamini eksikligini ti¢-dort ay, B12 vitamini ise
en az bir yil ya da daha uzun stire eksikliklerini 6nleyecek kadar depo edilebilir (36).

[laglarin, hormonlarin ve diger zararli maddelerin karaciger tarafindan detok-
sifiye edilip atilmasi; Karacigerdeki aktif kimyasal reaksiyonlar gesitli ilaglar1 zehir-
sizlestirerek safra ile viicuttan uzaklagtirmaktadir. Ayni sekilde i¢ salg1 bezlerinden
salgilanan Ostrojen, kortizol, aldosteron gibi tiim steroid hormonlar ve tiroksin de
karaciger tarafindan ya kimyasal olarak degistirilir ya da disar1 atilir. Boylece karaci-
ger harabiyetinde, ¢ok defa bu hormonlardan birinin ya da birgogunun viicut sivila-
rinda birikmesi, hormonal sistemin asir1 faaliyetine yol agar (36).

Kan pihtilagmast ile karacigerin iligkisi; kanda koagiilasyon isleminde kulla-
nilan maddelerin ¢ogu karacigerde yapilir. Bu maddeler fibrinojen, protrombin, glo-
bulin, faktér V, faktor VII, faktor IX ve faktor X’dur. K vitamini yoklugunda bu
maddelerin konsantrasyonu ¢ok diistiiglinden pihtilasma hemen hemen tamamen
ortadan kalkar (36).

Demir depo edilmesi; Viicutta kandaki hemoglobinde bulunan demir disinda,
demirin en biiyiik boliimii normalde karacigerde ferritin seklinde depolanir. Karaci-
ger hiicrelerinde, demirle az ya da cok miktarlarda birlesebilen bir protein olan
apoferritin bol miktarda bulunur. Béylece viicut sivilarinda demir miktar arttig1 za-
man, apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve gerektiginde bagka bir yerde kulla-
nilmak tizere saklanir. Dolasimdaki viicut sivilarinda demir diisiik bir diizeye indi-
ginde ferritin demiri serbestlenir. Boylece, karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi
bir demir deposu gorevi yapar (36).

1.1.5. Karacigerin Rejenerasyonu

Hepatositler metabolik olarak son derece aktif hiicrelerdir. Cesitli patolojik
durumlardan, toksik ajanlardan ve iskemiden kolay etkilenirler. Hiicreye zarar veren

ajanlarin en 6nemli hedeflerinden biri membran sistemi oldugundan dolayr memb-
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randan zengin endoplazmik retikulum, mitokondriler gibi organaller ¢abuk zarar g6-
riir. Endoplazmik retikulum dilatasyonu, mitokondri 6demi, krista kaybi, myelin fi-
giir olusumu en sik rastlanan organel degisiklikleridir. Hepatositler etkene bagli ola-
rak apoptoz veya nekrozla 6liime gidebilirler (27). Karaciger olaganiistii bir yenilen-
me yetenegine sahip olup cerrahi yolla ¢ikarilmasindan ya da hepatotoksik hasar son-
rasi kisa bir zaman iginde normal agirligin1 yeniden kazanabilir (39).

Akut karaciger hasar1 sonrasinda parankimal hiicreler yenilenir ve yerini nek-
rotik ve apoptotik hiicreler alir. Disse mesafesinde normalde bol miktarda tipl ve tip
I11 kollajen ve elastin ile birlikte glikoproteinler ve saf karbohidratlarda bulunur (40).
Rejenerasyon geride kalan hepatositlerin mitozu ve biiylimeleri ile saglanir. Rejenere
olan karacigerde parankimal hiicrelerin normalden biiyiik oldugu ve biniikleer hiicre-
lerin ¢ogaldig1 goriiliir. Hepatositlerde meydana gelen mitoz kanda dolasan salon
(Chalon) denen mitoz inhibitorii maddelerle kontrol edilir. Doku hasarinda ya da
karacigerin bir parcasinin ¢ikarilmasiyla kandaki salon miktar1 diiger, mitoz baskisi
kalktigindan hizli bir mitoz goriiliir. Rejenerasyon ilerledik¢e, yapilan salon miktar
artar, mitoz giderek azalir (32). Siirekli ve tekrarlanan karaciger hasarlarinda karaci-
ger hiicre rejenerasyonu ile birlikte bag dokusu artimi da hizlandigindan, giderek
karaciger bag dokusu artar ve siroz denen patolojik bir durum ortaya ¢ikar.

1.2. Metotreksat

Metotreksat, kimyasal olarak N-(4(((2,4-diamino-6-pteridinil) metil) metil-

amino)benzoil)-L-glutamik asittir.

N_. _N_ _NH,
= Y -
COOH N ‘ N
| N =
HOOCCH,CH,CHNHC NCH,
I | NH,
O CH, 2

Metotreksatin kimyasal formiilii

1.2.1. Farmakolojik Etkileri

1.2.1.1. Folat Antagonisti Mekanizmasi

Insanlar viicudun ana yapilarindan olan folat1 sentezleyemez bundan dolay1
dietle disardan almak zorundadir. Dihidrofolat rediiktaz, dihidrofolat’t folat bagiml
yollarda etkin rol oynayan tetrahidrofolat’a doniistiiriir. MTX’in folat antagonisti

mekanizmasi; ya dihidrofolat rediiktaz’1 bloke ederek intraselliiler folatin azalmasi
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veya niikleotidlerin sentezinde gorevli basamaklari, dogrudan inhibe edip dihidrofo-
latin birikmesi seklinde olmaktadir (41).

MTX, sentez fazindaki hiicreleri etkileyip hiicre replikasyonunda anahtar
enzim olan dihidrofolat rediiktaz’a baglanarak piirin ve primidin yapimi i¢in gerekli
tetrahidrofolat sentezini inhibe eder (41). Folik aside bagli enzimler tek karbonlu
bilesiklerin transferini iceren reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasinda en onemlisi
DNA sentezi i¢in deoksiiiridilat’in metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu
sirada  metilen tetrahidrofolat, dihidrofolat’a dontistir. Dihidrofolat’in  tekrar
kullanilabilmesi i¢in tetrahidrofolat’a doniismesi gereklidir. Bu doniisim igin
Dihidrofolat rediiktaz enzimine ve NADPH’ya ihtiya¢ vardir (9, 42). Metotreksat,
dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek DNA, RNA ve ATP sentezi i¢in gerekli
olan tetrahidrofolat sentezini durdurur, sonugta timidilat, piirin niikleotidleri ve
aminoasitlerin sentezinde azalmaya neden olurlar. Boylece niikleik asid ve protein
sentezini onlerler (43). Metotreksatin sitotoksik etkisini gosterebilmesi igin folil
poliglutamat sentaz enzimi tarafindan poliglutamasyona ugratilmasi gerekmektedir.
Poliglutamasyon viicutta hem normal dokular hemde malign dokularda yapilir. iste
bu poliglutamatlarin hiicre i¢inde birikmesi folat metabolizmasini etkileyen enzimler
tizerinde inhibitor etki gosterir (41). MTX poliglutamatlari, &zellikle hiicre i¢inde
birikip dihidrofolat rediiktaz enzimine baglamir ve dihidrofolat ile yer degistirerek etki
eder (44). Takiben DNA ve RNA sentezi inhibe olur tetrahidrofolat’in azalmasi
homosisteinin  uzaklagtirilmasinda azalmaya buda homosistein ile adenozin
diizeylerinde artmaya sebep olurken, SAM (S Adenozil Metyonin) miktarinda
azalmaya neden olur. Ilaveten dogrudan metionin sentetazi ve metionin transportunu
inhibe edebilir (45).

1.2.1.2. Metotreksatin Antiproliferatif Etkisi

MTX, yiiksek dozlarda kanser tedavisinde antiproliferatif olarak kullanlir (46,
47). Romatoid Artrit’de (RA) diisik doz MTX’1n endotel hiicre proliferasyonunu
dogrudan inhibe ettigini savunanlar yaninda lenfosit proliferasyonunu inhibe ettigi

goriisiine kars1 ¢ikan aragtirmacilar da vardir (46, 48).
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1.2.1.3. Metotreksatin immiinomodiilator Etkisi

RA’nin patogenezinde immiin mekanizmalar 6énemli rol oynarlarlar. MTX, B
ve T hiicrelerindeki aktivite artisin1 baskilamis olup RA patogenezinde rolii oldugu
diisiiniilen poliaminlerin, sentezini inhibe etmistir. Poliaminlerin hiicre proliferasyo-
nu, farklilagmasi ve immiin yanitta 6nemli gérevleri vardir (49, 50).

1.2.1.4. MTX in Antiinflamatuvar Etkisi

Metotreksat, RA’da ve psdriatik artritin tedavisinde antiinflmatuvar etkisi ne-
deniyle kullanilmaktadir. MTX tedavisi ile TNF-o (Tiim6r Nekrotizan Faktor-a),
interlokin 1B gibi sitokinler ve metalloproteinazlar gibi inflamasyon mediatorleri
azaltilmistir (51). MTX’1in homosisteinin yeniden metilasyonunun inhibisyonu ve
adenozin salinmasini artirmasi gibi iki biyokimyasal mekanizma ile antiinflamatuvar
etkinlik gosterebilecegi 6ne stiriilmistiir (41). Baggott ve ark. MTX tedavisi ile ade-
nozin deaminaz inhibisyonu gelistigini destekleyen veriler elde etmislerdir (52).

MTX’m, in vitro ¢alismalarda fibroblast ve endotel hiicrelerinde adenozin
salinimina yol agtig1 gosterilmistir (53). Adenozinin antiinflamatuvar etkisi nétrofil
adezyonunu ve serbest oksijen radikallerinin iiretimini baskilamasi seklinde olmak-
tadir (54). Metotreksat antiinflamatuar etkiye sahip olup proinflamatuar sitokinler
olan IL-1, 2, 6 (Interlokin-1, 2, 6) ve interferon y’nin gen ekspresyonunu azaltir, Sik-
looksijenaz-2 sentezini ve notrofil kemotaksisinide inhibe eder (4).

1.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

1.2.2.1. Absorpsiyon

MTX’in oral absorpsiyonu uygulanan doza baglhdir. Onceki calismalar diisiik
dozda MTX’in oral absorbsiyonunun %70 civarinda oldugunu gostermistir (55).
Ancak son zamanlarda diisiik doz uygulamada biyoyararlaniminin %50’den daha az
oldugu gostermistir (56). Besinler MTX’in absorpsiyonunu etkilemezler. Yiiksek doz
oral uygulamalar takiben gastrointestinal kanaldaki tastyicilarin doyurulmasi nede-
niyle absorpsiyon azalmaktadir. Intramiiskiiler olarak uygulamalarda ise absorpsiyon
tamdir (57).
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1.2.2.2. Dagihim

MTX hiicre membranlarindan aktif transport ile taginir. Serum konsantrasyo-
nu 0,1 umol/ml’yi astiginda hiicreler arasi1 gegiste pasif difiizyon rol oynar. MTX’1n
dokulara dagilimi iyidir ve 6zellikle bobrek, safra kesesi, dalak, karaciger ve deride
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Deney hayvanlarina oral ve i.v. yoldan
uygulandiginda inflamasyonlu eklemlere dagilimi, inflamasyon olmayanlardan daha
fazladir. MTX plasentay1 da gegebilmektedir (57).

1.2.2.3. Metabolizma

MTX absorbe edildikten sonra, karaciger hiicre i¢inde tekrar serbest MTX’e
doniisen poliglutamat formuna dondstiiriiliir. Etkin formu olan MTX-poliglutamat
dokularda uzun siire kalmaktadir. MTX karacigerde aldehid oksidaz enzimi aracilig
ile %10-15 oraninda 7-hidroksi metabolitine doniistiiriilmektedir (57).

1.2.2.4. Eliminasyon

Romatoid artrit ve psoriazisi olan veya diisiik dozda kemoterapi alan hasta-
larda (30 mg/mz2 ve daha az dozda) MTX’in yarilanma omriiniin 3-10 saat arasinda-
dir. Yiiksek dozlarda uygulandiginda ise eliminasyon yarilanma 6mrii 8-15 saat ola-
rak rapor edilmistir. (57). MTX temel olarak bobreklerden glomeriiler filtrasyon ve
aktif tlibiiler sekresyon araciligi ile atilmakta ve eliminasyonu doza ve uygulama
yoluna bagh olarak degismektedir. Insanda i.v. bolus uygulama sonrasinda uygula-
nan dozun %80-90°1 24 saat i¢inde degismeden idrar ile atilmaktadir. %10 veya daha
az oranda ise safra ile atildig1 gosterilmistir. MTX klirensi oldukca degiskenlik gos-
termekte olup yiiksek dozlarda klirens azalmaktadir. MTX’in klirensinin azalmasi
toksisitesinden sorumlu temel faktorlerden biri olarak gdsterilmistir (57). Ortalama
yar1 omrii 8-10 saattir (4).

1.2.3. Tedavide kullanim

Folik asit antagonisti bir antimetabolit olup 16semi, lenfoma, osteosarkom,
bas ve boyun tiimorleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi bir¢ok kanser yaninda
psoriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazi inflamatuvar hasta-
liklarin tedavisinde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (58). Ayrica otoimmun
hastaliklar disinda transplantasyon sonrasi graft versus host hastaliginin énlenmesin-
de kullanilir. Hiicre boliinmesini inhibe etmesi nedeni ile kanser tedavisinde uzun

zamandan beri kullanilan ilacin, santral sinir sistemi harig, oral ve intravendz uygu-
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lamalarinda, doku dagilimi iyidir (59). Yiiksek doz MTX uygulanmasi, uzun siireli
intravendz infiizyon seklinde yapilir. Lenfoma, akut lenfoblastik 16semi, meme kan-
seri, osteosarkoma, bas ve boyun kanseri gibi ¢esitli kanserlerin tedavi protokolleri-
nin 6nemli bir pargasini teskil etmektedir (57). MTX meningeal karsinomatozis, me-
ningeal 16semi ve lenfomanin profilaksi ve tedavisinde intratekal olarak kullanilir
(57). Lokoverin kurtarma tedavisi ile birlikte uygulanan yiiksek doz MTX, osteosar-
komun adjuvan tedavisinde kullanilan standart bir protokoldiir (9). MTX ‘i hem
tedavideki etkinligi hemde toksik etkileri hastadan hastaya degiskenlik gosterebilir
(2). Bu yiizden diger antineoplastik ilaglardan farkli olarak MTX genis bir doz arali-
ginda kullanilmaktadir. Akut lenfoblastik 16semi idame tedavisinde ve romatoid art-
rit, psoriazis gibi hastaliklarin tedavisinde haftada 20 mg/m2 dozda kullanilirken,
onkolojik hastaliklarda 1000-33000 mg/m2 gibi yiiksek dozlarda uygulanmaktadir
(57).

1.2.4. Yan Etkileri

Akut toksisitede; MTX enjeksiyonunu takiben 2-4 saat i¢inde basagrisi, ense
sertligi, bulanti, kusma ve ates ortaya cikar. Bazen bacaklara yayilan bel agrisi, taki-
ben duyu kaybi, parapleji, barsak veya mesane disfonksiyonu ile beyin ve spinal
kordda demiyelinizasyon olusabilir. Tranvers myelopati intratekal metotreksat teda-
visinin nadir komplikasyonu olup genellikle birka¢ enjeksiyondan sonra ortaya ¢ikar
(60). Piirin ve pirimidin sentezini inhibe etmesi apoptozisle sonuglanan DNA defekt-
lerine yol agabilir (5). RA’l1 hastalarin karaciger biyopsisinde, hem folat eksikligi
hemde MTX poliglutamatlarinin birikimi gosterilmistir (1). Astimda, MTX kullani-
minin bronkodilatator kullanim ihtiyacim1 %22 oraninda azalttigi ve semptomlarin
siddetini hafiflettigi (dispne, Oksiiriik) gosterilmistir (61).

MTX, vaskiiler hastalik i¢in risk faktorii olan hiperhomosisteinemiye de se-
bep olmaktadir (51). MTX kullanimina bagl l6koensefalopati gelisen hastalarda
BOS’ta bir antioksidan olan SAM (S-adenozil metiyonin)’daki azalma, MTX noro-
toksisitesinin, metiyonin metabolizmasindaki bozukluga bagli olabilecegini goster-
mistir (47, 62). MTX’in neden oldugu norotoksisite de yaygin klinik bulgular; bulan-
t1, kusma, basagrisi, meningeal irritasyon ve tremor olup nadiren parapleji, ensefalo-
pati, epileptik nobetler hatta 6liim goriilebilir. MTX’in ¢ocuklarda zeka diizeyini

gerilettigi, dikkat ve hafiza problemlerine neden oldugu bir ¢ok ¢alismada gosteri-
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mistir (63, 64). Folat, santral sinir sistemindeki nérotransmiterlerin metabolizma ve
sentezinde kullanilmaktadir. Eksikligi metotreksat toksisitesi gelisiminde bir risk
faktorii olup hastalarda tedaviye folik asit eklenmesi ile yan etkilerin azaltilabilecegi
diistiniilmektedir (65). Ancak ¢ogu yan etkiler; piirin, pirimidin, poliamin ve fenil
alanin metabolizmas1 bozukluklarina baglanmistir (66).

1.2.4.1. Karacigere Toksik Etkisi

MTX’in neden oldugu hepatotoksisitenin mekanizmasi tam olarak bilinme-
mekle birlikte toksisiteyi agiklayacak birka¢ mekanizma one siiriilmiistiir. MTX te-
mel metaboliti olan 7-hidroksimetotreksat’a karacigerde doniismekte ve karaciger
hiicrelerinde poliglutamat formunda depolanmaktadir. Uzun siire MTX tedavisi, po-
liglutamat formunun birikmi ve folat seviyesinin azalmasi nedeniyle hepatotoksisite-
nin sebebidir.

Yine MTX, sitozolik NADPDH (nikotinamid adenin fosfatdehidrojenaz) ve
NADP bagimli malik enzimi inhibe ederek hiicre ici NADPH’1in azalmasina neden
olmaktadir. NADPH, sitozolik antioksidan olan indirgenmis GSH (glutatyonun)’nin
devamliligin1 saglayan GSSG-R (glutatyon reduktaz) enzimi i¢in gerekmektedir.
MTX tedavisi nedeniyle GSH seviyesinin azalmasi, reaktif oksijen radikallerine kars1
hiicreleri koruyan antioksidan savunma sisteminin etkinliginin azalmasina neden
olmaktadir (58). MTX kullanimina bagh olarak azalan NADPH seviyeleri, hepatositleri
reaktif oksijen radikallerine kars1 koruyan rediikte glutatyon seviyelerinin diismesine,
bu da hepatosit hasarina neden olmaktadir (5).

Bir ¢alismada MTX verilen siganlarin kan, karaciger, bobrek ve ince barsakta
glutatyon (GSH) seviyelerinin azalmasina, inflamatuvar yanitin gostergesi olan mye-
loperoksidaz aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialde-
hid (MDA) seviyelerinin artmasina neden oldugu gosterilmistir (10). Bu durum stea-
tozis (viicutta asir1 yag toplanmasi), kolestazis (safra akiminin kesilmesi), fibrozis
(bag dokusu artim1) ve sonug olarak siroz gibi karaciger hasar1 yaninda bobrek hasa-
r1, kemik iligi supresyonu, mukozit, pulmoner fibrozis gibi ciddi yan etkilerin de se-
bebi olabilmektedir (58). Kronik MTX kullaniminda karacigerde histolojik olarak,
yag infiltrasyonu, inflamasyon, hiicresel nekroz ve bunlarin sonucunda da fibrozis
gelisebilecegi gibi klinik ve biyokimyasal bulgular yillarca goriilmeyedebilir. Kara-
ciger toksisitesi en iyi biyopsisi ile gosterilir ki bulgular, genellikle MTX’1n 10 y1l
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gibi uzun stire kullanim1 ya da MTX dozunun 1,5- 2,5 grami ge¢mesi halinde goriile-
bilmektedir (5). Tim bu nedenlerden dolayt MTX toksisitesinden korunmak igin
antioksidan ajanlarin kullanilmasi gerekliligi one stiriilmiistiir (67).

1.3. Serbest Radikaller Ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusan
reaktif atom veya molekillerdir. Cesitli metabolik reaksiyonlar esnasinda siiperoksit
anyonu, nitrik oksit, peroksil radikali ve hidroksil radikali gibi ¢ok sayida serbest
radikaller olusmaktadir (68, 69). Serbest radikaller; pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da
notral olabilirler (70). Molekiiler oksijen, insan viicudunda biitiin hiicrelere kolayca
girebilen ve en ¢ok kullanilan bir molekiil olup serbest radikal denilince akla SOR
(Serbest Oksijen Radikalleri) gelmektedir (71). Fizyolojik sartlarda insan viicudunda
olusan SOR ile antioksidan koruyucu sistemi bir denge halindedir. Antioksidan sa-
vunma mekanizmalar ile serbest radikal arasindaki denge bozuldugunda oksidatif
stres ortaya ¢ikar. Oksidanlarin arttig1 veya antioksidanlarin yetersiz kaldigi durum-
larda organizmanin maruz kaldig1 “oksidatif stres” sonucu hiicresel mekanizmalar bo-
zulur (72). Eslesmemis elektronlar; bitisigindeki lipidler, proteinler ve karbonhidrat-
lar gibi molekiillere karsi ¢ok reaktif olup onlarla hemen reaksiyona girebilirler. Boy-

lece molekiiler yikim olur ve doku hasari meydana gelir (73).

Glutatyan

Red GSSG
Glutabyon H:0
0:

GSH Peroks:

MADPH Oksidaz Kata
5 07 —% h0,

Elektron - H:0
Transport Fe’

Zinciri

/" ONOO 0: e OH
NO Myelopanaidaz Cu*?

/ o-0:

NO Sentaz

Sekil 6. Serbest radikallerin olusum ve enzimatik detoksifikasyonu (74).

Hiicrelerin ¢ogu, koruyucu mekanizma olarak da serbest radikalleri ortaya ¢1-

karabilir. Karaciger detoksifikasyon i¢in serbest radikalleri kullanirken, nétrofiller
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patojenleri yok etmek i¢in serbest radikalleri tiretebilir. Notrofillerin aktive olmasi ile
ortaya ¢cikan NADPH oksidaz, SOD, nitrik oksit sentaz ve Myeloperoksidaz gibi en-
zimler; stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroklorik asit gibi reak-
tif tirinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar. Dokuda artan radikaller membranlarda hasara
dolayisiyla gegirgenlik artis1 ve hiicresel 6liime neden olurlar (71). Beyin yiiksek
oranda oksijen tiiketir bundan dolayidir ki oksidatif hasara oldukga hassastir. Mito-
kondrial elektron tagima sisteminde norepinefrin, dopamin gibi bazi ndérotransmitter-
ler otooksidasyona ugrayabilir. Hipoksi ya da iskemi gibi bir durumda oksidan etki

ve doku hasar1 meydana gelebilir (72).

Tablo 1. Oksijen kaynakli reaktif bilesikler (68)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit, (O 2 ) Hidrojen peroksit, (H20,)
Hidroksil, (OH ) Hipoklordz asit, (HOCI )
Peroksil, (ROO") Singlet oksijen, (*O2")
Alkoksil, (RO™) Ozon, (0Os)

Nitrik oksit, (NO") Peroksinitrit, (ONOO )
Azot dioksit,( NO) Lipid hidroperoksit, (LOOH)

1.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hidroksil, siiper oksit, nitrik oksit ve lipid
peroksid radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki
en O6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (75). SOR iginde en
onemlileri siiper oksit radikali, hidroperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil
radikali, singlet oksijendir. Aslinda H202 ve 102 serbest radikal degildirler ancak ser-
best radikal 6zelligi gosterebilirler. Biyolojik agidan diger 6nemli serbest radikaller
veya onlari benzerleri ise lipid hidroperoksid, lipid peroksid radikali, lipid alkoksi
radikali, nitrik oksit ve nitrojen dioksit, peroksinitrit, diazot trioksit ve hidrojen nit-
rit gibi radikallerdir (75).
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1.3.1.1. Siiper oksit radikali

Insan viicudundaki pek ¢ok molekiil (6rnegin mitokondriyal elektron trans-
port sistemi elemanlarinin bir kismi) oksijenle direkt olarak reaksiyona girerek siipe-
roksit olusturabilir. Stiperoksit radikali bu sekilde fizyolojik olarak olustugu gibi ya-
banct mikroorganizmalar1 6ldiirmek iizere aktif fagositler tarafindan koruyucu amag-
la da dretilebilir. (73)

1.3.1.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit normal olarak her aerobik hiicrede bulunur ve hiicre solu-
numu sirasindaki ¢esitli metabolik islemler ve oksidatif stres sonucunda tiretilir (73).
Bu molekiiliin kendisi reaktif degildir. Fakat diger molekiilleri okside etme yetenegi
vardir. Hidrojen peroksit (H20,), oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgen-
mesi ya da siiperoksitlerin enzimatik/nonenzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu
olusur. Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki ferril demir (Fe 1V) ve perferril
demir (Fe V) olusumuna neden olur. Bu formdaki reaktif demir ¢ok gii¢lii oksitleyici
ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baglatabilir. Belirtilen potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle, biyolojik sistemlerde
olusan H,O,’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi1 gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki
onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler.
Ultraviyole 1sinlart ile kolaylikla pargalanabilmektedir. Enzimatik olarak Katalaz ve
glutatyon peroksidaz ile non-enzimatik olarak da piruvat, fenton reaksiyonunu etki-
leyerek hidrojen peroksit zararsiz hale getirilir (76).

1.3.1.3. Hidroksil Radikali

Yiiksek reaktivite yetenegi olmasindan dolayr hemen hemen tiim biyolojik
molekiillerle reaksiyona girebilir. Cok kisa omiirlii olmasindan dolay:1 reaksiyona
girmeden Once hiicreye diffiizyonu giigtiir. Ancak bu radikalin ¢ok kiigiik miktarlari
bile dokularda asir1 hasar yapabilmektedir (77). Biyolojik sistemlerde iiretilen en
giiclii reaktiviteye sahip radikal olup Fenton Reaksiyonu ile tiretilmektedir (78).

H,0, +Fe*™ — OH'+OH +Fe™ (Fenton reaksiyonu)

Hidroksil radikali ayrica hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile Haber-
Weiss reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir.

H,O,+ 0, - OH +OH + O,  ( Haber-Weiss reaksiyonu) (79).
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1.3.1.4. Hipokloroz Asit

Notrofillerdeki primer graniillerde bol bulunan myeloperoksidaz (MPO)
enzimi ile hidrojen peroksit ve klor iyonlarindan hipokloréz asit sentezlenir (80).

1.3.1.5. Singlet Oksijen

Oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik formudur. Singlet oksijen (*Oy),
serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi agisindan Onem
tasimaktadir. Singlet oksijen, oksijenin elektronlarindan birinin digsaridan enerji
almasi sonucu kendi donilis yoniinden ters yonde olan farkli bir yoriingeye yer
degistirmesi ile olusabilir (81). Bu molekiil ger¢ekte bir serbest radikal olmamasina
ragmen Serbest radikal reaksiyonlari esnasinda iiretilmesinden dolay1 serbest oksijen
radikalleriyle birlikte degerlendirilir. (77).

1.3.1.6. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) bir¢ok biyolojik olayda gorev alan ¢ok kisa yart dmiirlii bir
serbest radikaldir. NO’in arjininden sentezi Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi ile
gerceklesir. Bu reaksiyonda O, ve NADPH’a ihtiya¢ vardir. Flavin mononiikleotid
(FMN), Flavin Adenin Diniikleotid (FAD) ve Tetrahidrobiopterin bu enzimin koen-
zimleri olup, reaksiyon sonucunda L-sitriilin ve NO agiga ¢ikar (82, 83). Nitrik Oksit
Sentaz enziminin ii¢ izoformu tanimlanmistir; néronal NOS (Tip I NOS, nNOS),
indiiklenebilir NOS (Tip II NOS, iNOS) ve endotelyal NOS (Tip III, eNOS) Endo-
telyal NOS ve noronal NOS, yapisal NOS olarak da bilinir ve bunlarin aktiviteleri
hiicre i¢i kalsiyumu tarafindan diizenlenir (82). NO bir dizi nitrojen oksitlere donii-
sebilir. (84).

1.3.1.7. Karbon Merkezli Radikaller

Okside edici bir serbest radikalin biyolojik bir molekiilii etkilemesi sonucun-
da karbon merkezli radikaller olusmaktadirlar (77). Karbon merkezli radikal, mole-
kiiler bir diizenleme ile izole ¢ift bag formundan, konjuge dien formuna gecer (85).
Bu radikaller ilgili peroksil radikallerini olusturmak tizere oksijen molekiilii ile ¢ok
hizli bir sekilde birlesirler. Ayrica peroksil radikalleri, alkoksil radikallerini olusturan

reaksiyonlara da katilabilmektedir (86).
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Tablo 2. Serbest radikal kaynaklar1 (87, 89).

Endojen kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri
Oksidan enzimler: ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, galaktoz oksidaz,
siklooksijenaz,

Lipooksijenaz, monoamin oksidaz

Notrofil, makrofaj, monosit, endotelyal hiicreler
Otooksidasyon reaksiyonlari

Ekzojen kaynaklar

Iyonize Radyasyon

Hava Kirliligi

Sigara

Giines Is181

Is1 Soku

[laclar

1.3.2. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri

1.3.2.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Hiicrelerin membranlarinda bulunan poliansatiire yag asitleri, okside edici
serbest radikallerden kolaylikla etkilenebilirler. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif
hasart, lipid peroksidasyonudur (90). Lipid peroksidasyonu tepkimeleri metal katali-
zorler esliginde, serbest radikallerin; doymamis yag asiti zincirinin alfa-metilen grup-
larindan bir hidrojen uzaklastirmasi ile baslar. Uzaklasan hidrojen atomu sebebiyle,
karbon atomu iizerinde ortaklasmamis bir adet elektron kalir, bu da yag asidi zinciri
tizerinde radikal olugsmasina neden olur. Olusan lipid radikali kararsiz bir bilesiktir.
Molekiil, stabil duruma gelebilmek i¢in, molekiil i¢i baglarini tekrar diizenler ve kon-
juge dien yapisina doniisiir. Bu konjuge dien, fizyolojik kosullarda oksijen ile birles-
meye egilimli oldugundan okside olur ve peroksil radikalini olusturur.

Lipid peroksil radikali, membran yapisinda bulunan diger ¢oklu doymamis
yag asitlerini etkiler ve yeni lipid radikallerinin olusmasina yol acar. Lipid peroksil
radikali ise agiga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksite donisiir.

Boylece tek bir substrat radikal diger yag asitlerini tetikleyerek birden fazla lipid
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hidroperoksit olusmasina neden olur. Bu tetikleme olaylar ortamda bulunan oksijen
ve antioksidan miktarma bagl olarak devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu
SOR’leri  hiicre membranindaki doymamis Yyag asitleri, fosfolipidler ve
glukolipidlerin peroksidasyonuna neden olarak membran hasar1 ve fonksiyon
kaybma sebep olur. Insanlarda birgok hastalifin etyopatogenezinde, bu hasar
sug¢lanmaktadir. Lipid peroksidasyonuna neden olan SOR eksojen ya da endojen
kaynakli olabilir (91, 92). Kemoterapi, Radyoterapi, iskemi ve bazi ilaglarla olusan
SOR’leri, lipid peroksidasyonuna neden olmakta ve bunun sonucunda aldehitler,
hidrokarbon gazlar1 ve malondialdehit (MDA) olusmaktadir. Mutajenik, genotoksik
ve karsinojenik bir bilesik olan MDA, doku, kan kompenentleri ve viicut sivilarinda
Olciilerek lipid peroksidasyonunun derecesi degerlendirilebilinir. MDA, ii¢ veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin SOR ile peroksidasyonu sonucunda meydana
gelir. MDA ve diger iriinler, hiicrelerde gegirgenlik ve inflamasyon artigina,
arasidonik asid salinimina ve bunun sonucu olarak organellerde sisme ve membran
rliptiiriine neden olmaktadir. Ayn1 zamanda, DNA’da bazlar ile reaksiyona girerek
zincir kopmalarina yol agmaktadir (91, 93).

Malondialdehit (MDA); Lipid peroksidasyonu hiicresel komponentlere en
cok zarar veren reaksiyonlardan biri olup reaksiyon sonucunda malondialdehit
(MDA) ve 4-hidroksinonenal gibi iriinler olusur. MDA ii¢ karbonlu bir
ketoaldehitdir. Biyolojik orneklerde lipid peroksidasyonunun ve serbest radikal
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan en kolay ve yaygmn yontem, MDA’nin
Tiobarbitiirik asit ile tepkimesidir. Ancak yiiksek performansli sivi kromatografisi,
serbest MDA 6l¢iimiinde en giivenilir yontemdir (94, 95).

1.3.2.2. Serbest Radikallerin Karbohidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbohidratlar tizerine onemli etkileri vardir. Glukoz,
mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak siiperoksit
ve hidrojen peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, protein
capraz baglanmalarina yol acarak bazal zar kalinlasmasina neden olur. Serbest radi-
kaller, bu etkilerinden dolay1 diyabet, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, psdriasis,

romatoid artrit, kanser gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde énemli rol oynamaktadir
(95).
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1.3.2.3. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin oksidasyonunun biyokimyasal sonuglar1 olarak enzim aktivitesin-
de azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein
agregasyonu, proteolize artmig/azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozul-
mast, gen transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki artis olarak sira-
lanabilir (95).

1.3.2.4. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiic-
rede mutasyona ve Olime yol acabilir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girerek degisikliklere neden olur. Hidrojen peroksit hiicre zarin-
dan kolayca gecerek hiicre ¢ekirdegine ulagir ve DNA hasarina hatta hiicre 6liimiine
neden olabilir. Siiperoksit anyonu, guanin gibi yliksek elektron igeren bolgelerdeki
molekiillerle daha kolay tepkimeye girer (96).

Oksidatif DNA hasar1 6 alt baslikta degerlendirilebilir.
DNA baz hasar1
DNA seker hasari
8-5'-siklopiirin-2'-deoksiniiklosidler
DNA protein ¢apraz baglari
Abazik bolgeler
Tek ve ¢ift DNA zincir kiriklar

Oksidatif hasar sonucu olusan modifiye DNA bazlar1 birgok kanser tiiriinde art-
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maktadir. Bu durum, spontan mutasyonlara neden olup kanser etiyolojisinde rol oynaya-
bilir. Inflamasyon ve infeksiyon sonucu bakterisidal aktivitenin artmasina bagli olusan
oksidatif patlamanin DNA hasarina neden oldugunu gosteren galismalar vardir (97).
Sonug olarak, olusan serbest radikaller hedef DNA molekiiliinde hasara neden olurlar
(75).

1.3.2.4.1. DNA Onarim

DNA’daki hasar, transkripsiyon ya da replikasyonu durdurabilir ve yiiksek oran-
da mutasyonlara neden olabilir. Bu durum hiicre ¢ogalmasi agisindan kabul edilemez
sonuglardir. Her Hiicre genomundaki biitiinliigi korumak i¢in, hasarli DNA’y1 onaran
mekanizmalar gelistirmislerdir. DNA onarim mekanizmalari sulardir. (98).

1. Aninda onarim

2. Baz kesip ¢ikarma onarimi
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Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi

3
4. DNA cift zincir kirig1 onarimi
5. Zincirler arasi ¢apraz baglarin onarimi
6. Yanlis eslestirme (mismatch) onarimi
Oksidatif hasar sonucu olusan modifiye bazlar baz kesip ¢ikarma onarimi ile dii-

zeltilebilir.

BAZ KESIP CIKARMA ONARIMI

aminsizlesmis C
GCTUATCCE
gﬁﬁﬁ!ﬁﬁﬁ hidrojen-bad ik
baglanmiy baz giftleri

CGAGTAGG

5I

URASIL DNA
U GLIKOZILAZ

G CT ATCC
eksik hark
gﬁin!iﬁﬁ DMA sarmnah

CGAGTAGG

- AP ENDONUKLEAZ ILE
— FOSFODIESTERAZ, SEKER
FOSFATI CIKARIYOR

GCT AT CC
tek nukleatid
DA sarmal
CGACTAGG

DA POLIMERAZ YENI
NUKLEOTIDLER EKLIYOR, DA
LIGAZ CENTIG KAPATIVOR

GCTCATLCC

CGAGTAGG

Sekil 7. Baz kesip ¢gikarma onarimi (97).

1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek yapilarin oksidasyonunu 6nleyen veya azaltan maddelere antioksidanlar,
olaya ise antioksidan savunma sistemleri denilmektedir. Antioksidan sistemler organ,
yas, cinsiyet ve ¢evresel faktorlerden etkilenebilir. Antioksidan sistemler hiicre i¢i ve
dis1 ortamlarda farklidir (99). Normal sartlarda SOR iiretimi ve yikimi arasinda bir
denge vardir. Organizmada olusan oksijen radikalleri ile koruyucu antioksidan sa-

vunma sistemi arasindaki dengenin radikaller lehine bozulmasi oksidatif stres olarak
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tanimlanir. Antioksidan sistemler, enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilir
(70).

1.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD aerobik hiicrelerde oksidatif strese karsi temel savunma sistemi olarak
bilinen bir metalloenzimdir. SOD, siiperoksit anyonunun, enzimatik dismutasyonunu
gerceklestirerek siiperoksit anyonunu, hidrojen peroksite dontstiiriir. Yani SOD oksi-
jen toksisitesinden koruyucu sistemin en 6nemli ve ilk basamaginda rol alir. Olusan
H202, Katalaz ve GSH-Px (Glutatyon Peroksidaz) tarafindan oksijen ve suya parcala-
nir (93).

1.4.1.2. Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin bir enzimi olan sitokrom oksidaz siiperoksiti detoksifiye
eder (100).

1.4.1.3. Katalaz

Yapisinda demir iceren bir tetramer olup, H202’1 dogrudan parcalayarak etki
eder (100).

1.4.1.4. Glutatyon Peroksidaz

Bu enzim; GSH-Px, SOD, 02’1 yok ederken ortaya ¢ikan H202 ve lipid hidro-
peroksitlerinin rediikte glutatyon (GSH) varliginda rediiklenmesi reaksiyonunu kata-
lizler. GSH-Px, basta karaciger olmak iizere eritrositler, kalp, akciger, bobrek, goz ve
beyin gibi dokularda bulunmaktadir (101). Rediikte glutatyonu yiikseltgerken
H202’yi de suya gevirir ve boylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidatif
strese kars1 korur. Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabi-
lir (74, 102).

1.4.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)

Okside glutatyonu (GSSG) rediikte hale ¢evirir. Glutatyonun indirgenme re-
aksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha
sonra GSH’m iki sisteini arasinda bulunan disiilfid kdprisiine transfer ederek okside
glutatyona aktarmis olur (74, 102).

1.4.1.6. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz, pentoz fosfat yolunun hiz kisitlayici enzimi
olup intraselliiler NADPH 1n da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH serbest radikal-
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lerin detoksifikasyonunda gorev alan GSH-Px enziminin aktivitesi i¢in gerekli olan
indirgenmis GSH’y1 olusturur (103).

G6PD, vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde serbest radikalle-
re karst koruyucu olup vaskiiler endotelyal hiicrelerde NADPH’1 kofakt6r olarak
kullanan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin aktivitesi i¢in de gereklidir.
Eksikliginde eNOS yeterli aktivite gdstermez ve siiperoksit radikali {iretmeye baslar.
Boylece LDL (Diisiik Dansiteli Lipoprotein) oksidasyonu tetiklenebilir (104).

1.4.1.7. Paraoksonaz

Paraoksonaz bir organofosfat olan paration’un viicuttaki aktif metaboliti olan
paraoksonun hidrolize edilmesiyle olusur ki aktivite ve stabilitesi icin Ca*? iyonu
gereklidir (105).

1.4.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

1.4.2.1. S-adenozil metionin

Hiicrenin biiytime ve farklilasmasinda 6nemli rolii olan SAM’1n in vivo anti-
oksidan aktivitesi, glutatyon prekiirsorii olmasindan kaynaklanmaktadir (106).

1.4.2.2. Glutatyon

Oksidatif stresin dl¢imiinde kullanilir. (107). Karacigerde sistein, glisin ve
glutamattan sentezlenmektedir. Peroksitlerle ve serbest radikallerle reaksiyona gire-

rek onlar zararsiz tiriinlere ¢evirir (108).

G-5-5-G
yilkseltgenmis

Glutatyon peroksidaz

NADPH+H 2H,0

2G-SH

+
NADP indirgenmis

Sekil 8. Glutatyonun oksidasyon-rediiksiyon siklusu (109)
1.4.2.3. C vitamini

Hidroksil ve siiperoksit radikallerini direkt olarak temizleme yetenegi vardir
(110).
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1.4.2.4. E Vitamini

Hiicre membranlarinda lipid peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonunu
durdurur (110).

1.4.2.5. Karoten

Vitamin A’nin prekiirsoriidiir. Hiicre membranlarinda bulunur. Serbest radi-
kal temizleyicisidir (111).

1.4.2.6. Koenzim Q10’un Antioksidan Fonksiyonu

Hiicre ve organellerin membranlarinda CoQ10’un 6zellikle indirgenmis for-
mu (ubikinol) bulunur. Ubikinol antioksidan 6zelligi ile lipid peroksidasyonunu en-
geller. Ubikinol, lipid peroksil radikallerinin olusumunu engeller (112, 113).

1.4.2.7. Seruloplazmin

Demiri +2 degerlikli halden +3 degerlikli hale yiikseltgeyerek Fenton reaksi-
yonunu inhibe eder. Boylece serbest radikal olusumunu engeller (114).

1.4.2.8. Transferrin

Dolasimda serbest halde bulunan demiri baglayarak antioksidan 6zellik goste-
rir (114).

1.4.2.9. Bilirubin

Serbest radikalleri tutma yetenegi vardir. Hidroksil ve siiperoksit radikalleri-
nin temizleyicisidir (114).

1.4.2.10. Urik asit

Plazmada normal konsantrasyonlarda bulundugunda; hidroksil, peroksil ve
siiperoksit radikallerini temizleme yetenegi vardir. Urik asit, pH’s1 5.75 olan zayif bir
organik asittir. Fizyolojik pH’da monosodyum iirat formundadir. Insanlarda piirin
yikiminin son {riinii olup singlet oksijen ve peroksinitriti temizler ve gegis metalle-
riyle selat olusturur. Lipid peroksidasyonunu onler. Ayrica, iirik asit LDL’yi Cu*?
aracili oksidasyondan korur (114).

1.4.2.11. Albiimin

Gegis metallerini baglayabilir. Lipid hidroperoksit ve hipoklorit baglayicisidir
(115, 116).

1.4.2.12. Glukoz

Hidroksil radikalini tutarak onun zararl etkilerini engeller (115, 116).
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1.4.2.13. Piruvat

Giiglii antioksidan olup H202 baglar (115, 116).

1.4.2.14. Sistein

Hipoklorit ve serbest radikal temizleyici 6zelligi bulunmaktadir (90).

1.4.2.15. Taurin

lipid peroksidasyonunu ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe ederek antioksidan
etki gosterir. Taurin ratlarda MTX’in yol agtig1 doku hasarini 6nlemistir. Ksenobio-
tiklere baglanma yetenegi vardir. Hipoklorit ile de reaksiyona girip etkisini azaltir
(117).

1.4.2.16. Melatonin

Melatoninin giiglii antioksidan kapasitesi elektron verme 6zelligine baglanir.
Melatonin hidroksil radikallerini nétralize eder ve hidroksimelatonin olusur. Ayrica,
melatoninin peroksil radikaller, singlet oksijen ve hidrojen peroksit ile etkilesebilir.
Melatoninin ~ metabolitleri  olan  6-hidroksimelatonin,  N-asetil-N-formil-5-
metoksikinuramin ve N-asetil-5-metoksikinuraminin serbest radikalleri detoksifiye
edebilir. Melatonin reaktif oksijen triinleriyle direk etkilesmesi yaninda glutatyon,
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin aktivitelerini arti-
rip; nitrik oksit sentaz ve lipoksijenaz gibi prooksidan enzimlerin etkisini azaltabilir
(118).

1.4.2.17. Alfa Lipoik Asit (ALA)

Mitokondrisi olmayan hiicrelerde, ALA; NADPH yoluyla glutatyon ve tiyo-
redoksin rediiktaz ile dihidrolipoik asit ’e indirgenebilir. ALA okside veya rediikte
olabilen iki siilfiir molekiilii igerir. Bu 6zelligi ALA’ya giiclii bir antioksidan 6zellikle
birlikte baz1 enzimler i¢in kofaktor olma &zelligi saglar. Pirtivat dehidrogenaz ve o-
ketoglutarat dehidrogenaz gibi enzimlerin kofaktdrii olup piruvatin asetil-CoA’ya
oksidatif dekarboksilasyonunda rol oynar. ALA reaktif oksijen iriinlerini temizler,
ekzojen ve endojen antioksidanlarin rejenerasyonu, metal iyonlar1 selasyonu, memb-

ran lipid peroksidasyonun 6nlenmesi ve okside proteinlerin onarimini saglar (119).

1.5. Nekroz
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Hiicre oliimii, nekroz ve apoptoz olmak {iizere iki farkli sekilde gergeklesir.
Nekroz hiicrenin kendi iginde gergeklesen olaylardan ziyade dis faktorler sonucu
ortaya cikar. Nekrotik 6liim ¢ogunlukla bir hiicre hasar1 ile ortaya ¢ikar. Hasarlanan
hiicre once su alarak siser ve sonra pargalanir. Hiicrelerin pargalanmasi sonucu
ortaya c¢ikan prostoglandinler, I6kotrienler, serotonin, histamin gibi Vvazoaktif
aminler, yakinlarindaki damar endotelini uyarir. Bu, selektin yapimini uyarir.
Selektin ise plazma membraninin dis yiizeyine yapisarak l6kositlerin burada
yavaslamasi ve yapigmasini saglar. Daha sonra integrin ligandlar1 ayni hiicre
parcalanma tirlinleri ile uyarilir ve 16kositler hiicre hasarinin oldugu bolgeye dogru
¢ekilmeye baslarlar. Bu olaylarin ardindan kizariklik, 6dem ve agr1 ile tanimlanan
inflamatuar reaksiyonlar baslar (120).

Nekroz, es zamanl gergeklesen iki olaydan kaynaklanir

1. Hiicrenin enzimatik sindirimi

a.  Hiicrenin kendi enzimleri tarafindan sindirimi (otoliz)
b.  Hiicrenin I6kositler tarafindan sindirimi (heteroliz)

2. Protein denatiirasyonu

1.5.1. Hiicre Oliimiiniin Morfolojisi

1.5.1.1. Sitoplazma Degisiklikleri

a. Eozinofili artis1 (asitlik artar) olur.

b. Hiicre i¢i protein yapisi bozulur.

c. Sitoplazmik RNA miktar1 (bazofili) azalir.

d. Sitoplazmada vakuolizasyon olur.

e. Hiicre i¢i organel par¢alanmasi gortiliir

1.5.1.2. Cekirdek degisiklikleri

e Karyoliz; Piknotik ¢ekirdegin parcalanmasidir.1-2 giin i¢inde ¢ekirdek ta-

mamen kaybolur. DNAaz aktivitesi artar. Cekirdek bazofilisi azalir.

e Piknoz; Cekirdegin biiziilmesi ya da DNA’nin pargalanmasiyla olusan

DNA fragmentlerinin diffiizyonla gekirdek disina ¢ikmasiyla gergeklesen
bir nevi ¢ekirdek degisimidir. Kromatin yogunlagmasi da belirgin olarak
gortliir.

o Karyoreksis; Piknotik ¢ekirdegin par¢alanmasidir (121)

Tablo 3. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar
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NEKROZ APOPTOZIS
Iskemi, Biiyiime faktorii eksikligi,
Hipertermi, Hiicre yaslanmasi,
Hipoksi, HIV,
NEDEN o _
Litik viral enfeksiyon, Kanser ilaglari,
Toksik maddelerin yiiksek Radyasyon,
konsantrasyonlari, Yiiksek doz glukokortikoid,
Siddetli oksidatif stres. Fas veya TNFR-1 reseptdrlerinin
Aktivasyonu,
Sitotoksik T lenfositler,
Cok siddetli olmayan oksidatif stres.
Hiicre membrant biitiinliigii- | Hem fizyolojik hemde patolojik sartlarda
MORFOLOJIK niin kaybi, goriiliir,
DEGiSiKLiKLER Kromatin“flo?cuIation”u, Hiicre blizistir,
Hiicre sismesi, Membranlarda tomurcuklanmalar goriiliir,
Organellerin parcalanmast, Kromatin niikleer membranin altinda yo-
Endoplazmik retikulumun gunlagir,
Dilatasyonu, Apoptotik hiicre membranla kapl, igerisin-
Biiyiik vakuollerin olusumu, | de niikleus ve organelleri igeren apoptotik
Hiicre lizisi cisimciklere parcalanir.
BiYOKIMYASAL | ATP gerekmez, ATP gerekir +4 derecede gergeklesemez,
DEGiSIKLiKLER +4 derecede gerceklesir, DNA 180-200 baz ¢ifti veya katlar1 olacak

DNA rastgele parcalantr,
Hiicreler gruplar halinde dliir,
Patolojik etkiler sonucu
olusur,

Inflamasyona neden olur.

sekilde kirilir ve bu DNA parcalar1 agaroz
jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
verir,

Fosfatidilserin translokasyonu vardir,
Apoptotik cisimcikler makrofajlarca fagosi-
te edilir,

Hiicreler tek veya birkaci1 bir arada 6liir,
Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir,

Inflamasyon gériilmez.
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Sekil 9. Apoptozis ve nekroz (122)

1.6. Apoptozis

Hiicrenin intihar1 olarak da bilinen apoptozis, organizmada; biyolojik gorevi-
ni tamamlamig veya hasarlanmis hiicrelerin, ¢evre hiicrelere zarar vermeden ortadan
kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen, programli, biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklerin meydana geldigi bir hiicre 6limiidir. Bu fenomen, Kerr
tarafindan*“biiziisme nekrozu ” olarak tanimlandi ancak 1972’de Andrew Wyllie ve
Alistair R. Currie, bu siireci nekrozdan ayirt etmek igin “apoptozis” terimini kullan-
dilar (123). Apoptozis, nekrozdan tamamen farklidir. Nekrozda hiicre membran bii-
tiinliigli bozulur, hiicre siser ve lizise ugrar. Yine nekroz bir grup hiicre veya dokuda
bir bolgeyi tutarken, Apoptozis tek bir hiicreyi tutar. Apoptozis ile hiicre, genetik bir
program dahilinde 6lim siirecine girer ve bu olay, DNA‘ nin par¢alanmasi ile sagla-
nir (124, 125). Oksidatif stres, hiicre i¢i elektron dengesi bozuldugunda ortaya ¢ikar.
Mitokondriyal islev bozulmasi sonucu enerji kaynagmin yok olmasi neticesinde
apoptozis meydana gelir. Hasarlanma, antioksidan savunma diizeneklerinin yetersiz
kaldig1 durumlarda gergeklesir (126). Serbest radikal olan peroksinitrit, nitrik oksit
ve siiperoksitin etkilesiminin bazi hiicre serilerinde apoptozu indiikledigi goriilmiis-

tiir (127, 128).

37



Apoptozis birkag asamada gergeklesir

1. igeriden ya da digaridan gelen bir faktdrle apoptozis baslatilir. DNA hasari,
hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis, hiicre i¢i pH’da diisme, metabolik ve/veya hiicre
siklus bozukluklart meydana gelir (125).

2. Hiicre igerisindeki proteazlar aktive olur. Hiicre i¢inden ve disindan gelen
sinyaller hiicre icindeki kaspaz ad: verilen proteazlari aktive etmektedir. Oliim resep-
torleri adaptor proteinler aracilifiyla, i¢ sinyaller ise mitokondri araciligiyla kaspaz-
lar1 aktive eder. Sinyaller mitokondri dis zarinda gegirgenligi arttirir. Mitokondri dis
zarinin gegirgenligi bazi proteinler ile saglanmaktadir. Bunlarin en 6nemlisi bcl-2
grubu proteinlerdir. Bu proteinlerin bir kismi1 pro-apoptotik iken diger kism1 anti-
apoptotiktir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya sali-
verilmesini indiiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c salinmasini baskilarlar
(129).

3. Hiicre biiziisiir, mikrovillus ve baglant1 bolgelerini kaybederek komsu hiic-
relerden ayrilir. Bu goriiniim muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanal-
lar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baghdir. Hiicre birkag¢ dakika icinde
yaklasik 1/3 lik hacmini kaybeder (130).

4. Niikleer kromatin yogunlasarak niikleer membran altinda toplanir. Endo-
niikleazlar DNA’y1 parcalar. Bu sirada organeller saglamdir. Endoplazmik retiku-
lumda dilatasyon, mitokondride sisme olur.

5. Plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile
¢evrilmis DNA pargalar1 ve organellerden olusan apoptotik cisimciklere parcalanir
(131).

6. Hiicre yilizeyi molekiillerinin degismesinden dolay1 bu apoptotik yapilar
komsu hiicreler ya da fagositer hiicrelerce kolaylikla taninarak inflamasyona yol ag-
madan ortadan kaldirtlir (132).

Histolojik olarak, apoptotik cisimler, bazofilik niikleer materyali olan veya
olmayan yuvarlak, oval sitoplazmik kitleler halinde goriiniirler. Kromatin kiimeleri
Intrastriiktiirel olarak hilal seklinde goriiliir (133). Apoptotik cisimler, dokuda
daginik kiimeler halindedir ve fagosite edildiklerinde makrofajlardan inflamatuar
mediator salgilamaz (134). Rezidiiel hiicrelerin, bosluklari doldurmasindan dolayi,

dokunun biiziismesi normal yapinin ¢ok az bozulmasi ile sonuglanir. Bu sebeple
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atrofinin tamamlanmasi siirecinde olarak tamamen normal goriintimdedir (135).

1.6.1. Apoptozisin Inhibisyonu ile iliskili Hastahklar

1. Kanserler: Folikiiler lenfoma P53 mutasyonlar ile olusan karsinomlar,
Hormon bagimli tiimoérler, Akciger kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri

2.0toimmun bozukluklar: Sistemik lupus eritamatozus, immun iliskili glome-
rulonefritler, Otoimmun diabet, Greft rejeksiyonu

3. Viral infeksiyonlar: Herpes viriis, Poliovirus, Adenovirus

1.6.2. Apoptozisin Aktivasyonu ile Iliskili Hastaliklar

1. AIDS

2. Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Am-
yotrofik lateral skleroz, Retinitis pigmentoza, Serebellar dejenerasyon

3. Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi

4. Iskemik hasarlar: Myokard infarktiisii, Inme, Reperfiizyon hasari (136)

1.6.3. Apoptozisin Regiilasyonu

1.6.3.1. p53 gen aracili apoptozis

Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir.

Genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon, kimyasallar vb.), eritropoietin gibi
sitokinlerin olmamasi durumunda siire¢ ¢esitli uyarilarla veya DNA’nin tek yada g¢ift
iplik parcaciklari, niikleozitlerin azalmas1 veya DNA’ya bagl transkripsiyon faktor
p53 gibi faktdrlerde apoptozisi baslatabilir (137). Oliim sinyali, gen ekspresyonu ile
kontrol edilir. p53 apoptozu uyarici bir proteindir. Bir¢ok anti-tiimoér ilag, hedef
olarak hiicre DNA’smi1 seger ve p53 seviyesini artirir. Bu aktivasyon ya hasarin
tamirine ya da apoptoza yol acar (138). P53 normalde inaktiftir. Ancak DNA hasari
olustugunda aktifleserek siklin bagimli kinaz inhibitoru olan p21°i harekete gecirir.
Bu da hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalip S fazina gecisini engelleyerek hiicre
dongiistiniin durmasina neden olur. Hiicre DNA’sin1 tamir edebilirse blokaj kalkar,
edemezse p53 geni tekrar harekete gecip Bcl-2 gen ailesi liyelerinden proapoptotik
olarak bilinen bax proteinini aktive eder ve hiicreyi apoptozise gotiirerek DNA’ s1
hasarli hiicreyi ortadan kaldirir (139, 140).

1.6.3.2. Bcl-2/Bax

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozisin diizenlenmesinden sorumludur. Hiicrenin

yagsamasi i¢in bunlar denge halindedir. Bcl-2 anti-apoptotik bir protein olup, asir
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salmimi, sitokrom ¢ salinmasini ve kaspaz 3’tin aktive olmasimi inhibe eder (141).
Eger Bax/Bcl-2 orani artarsa, sitokrom ¢ mitokondriden salinip bir seri olaylarla kas-
paz 3’i aktive eder (142). Bax/Bcl-2 gen ailesinin iiriinleri, ayrica mitokondri ve
¢ekirdek zarlarinin yani sira endoplazmik retikulum zarinda da bulunur (143). Bcl-2,
24-26 kD’luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve iirettigi protein, mitokondri-
nin dis zar1 iizerinde yerlesmistir (144). Bu protein, iyon aligverisini diizenler ve za-
rin par¢alanmasii engeller. Ozellikle antiapoptotik olan Bcl-xL’nin, mitokondriyal
hasar1 engelleyerek apoptozisi inhibe etmektedir. Bax ise sitozolde bulunur ve apop-
totik uyarilar sonucu mitokondri membranina baglanip “pore” olusmasini saglar
(141). Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c¢ ve AIF (Apoptosis Inducing
Factor) gibi mitokondri zar1 iginde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AIF, ge-
kirdege dogru giderken, sitoplazmadaki sitokrom c ise bir sitoplazma proteini olan
Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1)’in aktive eder. (137). Sitokrom ¢’nin
Apaf-1’¢ baglanmasi prokaspaz-9’u aktive ederek"apoptosom™ denilen kompleksi
olusturur (145). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonuna neden
olur. Apaf-1 aynm1 zamanda ATP’ye de baglanir (137). Bu durumda apoptozis enerji
gerektiren bir mekanizma ile baslatilmis olur (141).

1.6.3.3. Kaspazlar

Kaspazlar, sitoplazmada zimojen (inaktif prekiirsor) olarak bulunan ve aktif
merkezlerindeki sisteinden dolay: sistein proteazlar olarak isimlendirilen bir enzim
grubu olup bunlar aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Simdiye kadar 14
tanesi tanimlanmis olup ¢ogu apoptozisde rol oynamaktadir (146, 147). Kaspazlar,
DNA endoniikleazini baglayan proteini yikarak DNA kiriklarina sebep olurlar.
Membran i¢ yiliziinde bulunan fosfotidilserini, membranin dis yiizeyine gegirir, intra-
selliiler adhezyon molekiilleri (ICAM) ve trombospondini agiga ¢ikarirlar (129).
Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunurlar. Bazi {iyeleri, 6rnegin kaspaz 12, golgi
aparatinda, kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondride bulunabilir (148). En 6nem-
li baslatic1 kaspazlar, tip I apoptozis (mitokondri aracili, intrinsik) i¢in kaspaz 8, tip
Il apoptozis (ekstrinsik) i¢in kaspaz 9, tip III apoptozis (endoplazmik retikulum ara-
cil1) icin kaspaz 12’°dir. Kaspaz 3 aktivasyonu programlanmis hiicre 6liimiinde geri

doniisiimsiiz olaylarin en 6nemli gostergesi olmaktadir (149).
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Hiicrede inaktif olarak bulunan kaspazlar, birbirlerini aktiflestirerek proteoli-
tik bir olaylar dizisine neden olurlar. Kaspaz 2, 8, 9, 10 baslatict kaspaziar, Kaspaz
3, 6, 7 ise efektor kaspazlar olarak bilinir (150). Proteolitik enzimler olan kaspaz 3, 6
ve 7 aktive olduklarinda kinazlar, sitoskletal proteinler ve transkripsiyonel regiilatorle
gibi gesitli proteinleri pargalarlar. CAD (Caspase activated deoxyribonuclease) ve PARP
(poly ADP-ribose polymerase) apoptozu gosteren DNA pargalanmasina katkida bulunan
iki aktive kaspaz olup CAD sitozolden ¢ekirdege gecerek DNA’y1 pargalar (151).
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Sekil 10. Apoptotik siire¢ ve bu siirecte yer alan proteinler (152)

Oliim sinyallerini alan efektdr kaspazlar hiicre iskelet proteini olan aktin,
nukleer membran proteini laminin A, DNA tamirinde rolii olan poli adenozin difosfat
riboz polimeraz gibi proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre yapisini olustururlar.
Kaspazlar indirekt olarak Ca+2 bagimli endonukleazlar1 aktive ederek DNA’da 180—
200 ve katlar1 olacak sekilde baz ¢ifti ayrilmalarina (fragmantasyon) neden olurlar.
Inflamatuvar kaspazlar ise (kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) lenfokin iiretiminden so-

rumludur (153, 154).

1.6.3.4. Apoptozisin Sitotoksik Regiilasyonu
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1.6.3.4.1. Granzim veya Perforin Sistemi

Patojenle infekte olmus hiicreler ve tliimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasin-
da rol alirlar. Granzim ve Perforinler, sitotoksik T lenfositler ve Naturel Killer, hiicre-
lerinin stoplazmik salgi graniillerinde bulunurlar (137). Sitotoksik T lenfosit resepto-
rli hedef hiicreye baglandiginda, perforinler salgilanir ve bunlar hedef hiicre {izerinde
dairesel bir por meydana getirirler. Bu perforin poru, hiicre i¢i kalsiyumda hizli bir
artisa neden olur. Granzim B, reseptor araciligi ile vezikiil i¢inde agilan delikten he-
def hiicreye girer. Bu andan itibaren granzim B, DNA par¢alanmasini ve apoptozis
ile birlikte prokaspaz aktivasyonunu baglatir. Granzim A ise perforinle sinerjik etki
yapar ve kaspaz bagimsiz yolda apoptozisde gorev alir (137).

1.6.3.4.2 Fas-Fas Ligand1 veya CD9S Yolu

Apoptozisin salgidan bagimsiz mekanizmasi; hipoksi, hipertermi, radyasyon
ve kemoterapi gibi DNA hasarina neden olan hiicre dis1 sinyallerin hiicre zarindaki
olim reseptorlerini aktive edip apoptotik siireci baslatmasidir. Bu membran
proteinleri i¢inde en Onemlisi tiimor nekrosis faktér reseptor ailesi olup, bu
reseptorlerin en onemlileri FAS (CD-95) ve TNFR-1 reseptorleridir (155, 156).
TNF’nin TNFR-1’e baglanmasiyla da benzer olaylar olusabilir. Fas ve TNFR-1’in
sitoplazmik uzantisi, bir 6lim bdlgesini kapsamaktadir. Fas’in sitoplazmik bolimii
FADD (Fas Associating protein with a Death Domain protein) ve RIP (Receptor
Interacting Protein) ile etkilesim halindedir. Oliim bélgeleri iceren FADD ve RIP
proteinleri, prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozisi dogrudan aktivlestirir. Aktive
olan kaspaz-8 de diger kaspazlari uyarir. Bu mekanizma; bir immiin uyar1 sonucu
aktive olmus T hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi, viriis ile infekte hedef hiicrelerin
yok edilmesi, tiimor hiicrelerinin 6ldiriilmesi ve birgok patolojik durumdaki

hiicrelerin uzaklastirilmasi gibi olaylar igerir (137).
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Sekil 11. Apoptozisin Sekillenmesi (157)

1.6.4. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

a. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri

b. Immunohistokimyasal Yéntemler

c. Biyokimyasal Yontemler

d. Immunolojik Yéntemler

e. Molekuler Biyoloji Yontemleri (152).

1.6.4.1. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri

1.6.4.1.1. Isik Mikroskobu Kullanim

Hemotoksilen boyama, morfolojik goriintiileme yontemleri iginde en ucuz ve
en kolay olanidir. Hiicre kiigiilmesi, sitoplazmik kii¢iilme, kromatinin kondanse ola-
rak nukleus zariin periferinde toplanmasi, nukleusun kiiciilmesi veya parcalara bo-
linmesi gibi degisiklikler gozlemlenebilir. Giemsa boyamada ise nukleus morfoloji-

sine dayanilarak apoptotik hiicreler saptanir (152).
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1.6.4.1.2. Floresan Mikroskobu ve Lazerli Konfokal Mikroskobu

Hoechst boyasi, propidium iyodur gibi floresan maddelerin DNA’ya baglanip
hiicrenin kromatini, dolayisiyla niikleusu goriiniir hale getirmesine dayanan bir yon-
temdir (158).

1.6.4.1.3. Elektron Mikroskobu

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi yontemdir.

Apoptotik hiicrelerdeki sitoplazmik kiigiilme, kromatin kondansasyonu ve
fragmantasyonu, hiicre zari, nukleus zar1 ve mitokondrideki gibi olaylar incelenebil-
mektedi (158).

1.6.4.1.4. Faz Kontrast Mikroskobu Kullanimi

Sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, "flask" veya "plate"lerde biiytitiildiigii ca-
lismalarda kullanilmaktadir (158).

1.6.4.2. Histokimyasal Yontemler

1.6.4.2.1 Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin bulun-
maktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan fosfatidil-
serin molekdilleri hiicre zarmin dis yiiziine geger. Dis yiizdeki fosfatidilserin ler, flo-
resan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirilir, boy-
lece apoptotik hiicreler saptanmis olur (158).

1.6.4.2.2. TUNEL Yontemi (TdT-mediated nick and labeling technique)

Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End Labeling

kelimelerinin kisaltmasidir.

TUNEL, apoptotik sinyal kaskadinda DNA kiriklarinin saptanmasinda yaygin
kullanilan bir yontemdir ve ilk defa 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaglar1 tarafindan
tanimlanmistir (159). Bu yontemde olusan DNA kirik uglari, kimyasal olarak spesifik
uclardir. Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla pargalandiklarinda kromatin ag
biitiinligiinii kaybeder ve 3’-OH iceren DNA parcaciklarinin sayist artar (160).
Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi, ortama eklenen biotin-dUTP’yi,
parcalanmig DNA pargaciklarinin serbest 3’-OH uglarina transfer eder (161). Biotin
ile isaretlenmis DNA pargaciklari avidin eklendiginde goriiniir hale gelirler (160).
DNA pargalarinin serbest 3’°OH kismi biotin, digoxigenin ya da florescein gibi

niikleotidler vasitasiyla modifiye edilmis enzimatik etiketler ile belirlenebilir (162).
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Bu teknikte flovsitometriyle apoptotik hiicrelerin yiizdelerini 6l¢gmek miimkiindiir.
DNA kaybindan kagimmak i¢in kesitler dondurma mikrotomuyla alinabilir. Parafinle
bloklanan kesitler ise sirasiyla deparafine ve dehidrate edilir sonra bir¢ok tampon ve
¢ozeltinin kullanildigr bir dizi islemden gegcirilir. Doku kesitleri {izerinde genellikle
hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra preparatlar incelenir. Cokga kullanilan
bir yontemdir. Ancak tiim bu ¢alismalarda apoptozu belirlemek i¢in kullanilmis olan
terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili dUTP labeling (TUNEL) giivenilirligi
kisitlidir. TUNEL incelemesi, DNA dizisinde kirig1 olan tiim hiicreleri, hiicre hasari
tipinin nekroz (DNA ¢6ziilmesi daha rastgeledir) veya apoptoz (DNA dizi kirilmasi
¢ok bol miktardadir) olmasini ayirt etmeden boyamaktadir (163).

1.6.4.2.3. M30 Yontemi

Apoptotik hiicrelerde sitokeratin 18'in kaspazlarla kirilmasi sonucu ortaya ¢i-
kan yeni antijenik bdlgelerin immunohistokimyasal yontemle boyanmasidir. Sadece
sitokeratin 18 salgilayan epitelyal kaynakli dokularda kullanilabilir (158).

1.6.4.2.4. Kaspaz-3 Yontemi

Yalnizca apoptotik hiicrelerdeki aktif kaspaz—3 belirlenebilmektedir. Bunun
icin, dokunun kaspaz-3 salgilayip salgilamadigi belirlenmeli ve calisilan dokuda
apoptozise yol acan ajanin kaspaz-3’e etkisi bilinmelidir (158).

1.6.4.3. Biyokimyasal Yontemler

1.6.4.3.1. Agaroz jel Elektroforezi

DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir bagka yontemdir. Apoptoziste DNA 180
baz ¢ifti ve katlarina karsilik gelen interniikleozomal bolgelerden kirildig: icin mer-
diven goriintiisii olugsmaktadir. Bu bulgu apoptozisin karakteristik 6zelligidir ve nek-
rozla ayrimin yapilmasinda da 6nem arzeder (158).

1.6.4.3.2. Western Blotting Yontemi

Apoptozise 6zgii bazi proteinlerin salinimlar1 (6rn. bcl-2) veya kiriklarin
(6rn. Kaspa3) saptanmas1 miimkiin olmaktadir (158).

1.6.4.3.3. "Flow" Sitometri

Floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste salindik-
lar1 bilinen herhangi bir hiicre ylizey proteininin saptanmasinda rol oynar. Kolay uy-

gulanabilir olmasi, kisa siirede ve kantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan klinikte
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apoptozisin saptanmasinda kullanish bir yontemdir. iki farkli sekilde uygulanmakta-
dur:

a- Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,

b- Anneksin V kullanilarak yapilmaktadir. (158).

1.6.4.4. immunolojik Yontemler

1.6.4.4.1. ELISA

Kiiltiirii yapilmis hiicre populasyonlarinda, insan plazmasinda DNA fragman-
tasyonununun tespiti, ayni sekilde M30 diizeylerinin 6l¢timii de miimkiin olmaktadir
(158).

1.6.4.4.2. Fluorimetrik Yontem

Kiiltiirti yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan
bir yontemdir (158).

1.6.4.5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

1.6.4.5.1. DNA Microarray

Yeni ve ¢ok pahali bir yontem olmasi yaninda gelecekte bu yontemle ayni
anda ve kisa bir siirede yiizlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA' larinin)
tespiti miimkiin olabilecektir. Boylece, apoptozise 6zgii hiicre yiizey 6liim reseptorle-
rinin salimim1 hakkinda genis bilgi elde edilebilecektir (158).

1.7. Silmarin

Silybum marianum L. Gaertn (devedikeni), Asteraceae familyasina ait bir bit-
kidir. Bu bitkinin tohumlari, karaciger ve safra kesesi hastaliklari ile toksin zehirlen-
melerine kars1 karacigeri korumada; ayn1 zamanda mantar zehirlenmeleri, yilan sok-
mast, bocek 1siriklart gibi durumlarin tedavisinde de 2000 yildan beri kullanilmakta-
dir. S. marianum L. tohumlarinda bol miktarda silmarin i¢ermektedir. Kimyasal ola-
rak silmarin; silibin (silibinin), izosilibin, silikristin, silidianin ve dehidrosilibinin ad1
verilen izomer flavanolignanlardan olusmaktadir (164). Yani silmarin birden ¢ok fla-
vonolignan izomerinin karistmindan olusmus komplex bir yapidir. Bu bilesik hemen
hemen sadece karaciger i¢in koruyucu olarak kullanilmakta ve disiik oral biyoyarar-
lanim1 nedeniyle, ¢oziiniirliigiinii ve oral biyoyararlanimini dolayisi ile terapotik ak-
tivitesini artirmak i¢in nanoemiilsiyon formiilleri elde edilmistir (165). Silmarinin

ana maddesi olan silibin yaklasik olarak %60’1n1 kapsar (166).
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1.7.1. Farmakolojisi
1.7.1.1. Etki Mekanizmasi
Silmarinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte literatiirde 4

farkli mekanizmasi aciklanmistir:

1. GSH’1n hiicresel igerigini arttirir ve serbest radikal temizleyicilerle birlikte
lipit peroksidasyonuna kars1 etki gosterir.
2. Hepatotoksik ajanlarin hepatositlere girmesini onleyen hiicre membrani

stabilizatorii gibi davranir.

3. Karacigerin rejenerasyonunu stimiile ederek RNA polimerazin hiicre ge-
kirdegindeki aktivitesini uyarici etki yapar.

4. Hepatositlerin siroza neden olan kollajen fibrillerin yapimindan sorumlu
olan miyofibroblastlara doniismesini baskilar (167). Son zamanlarda yapi-
lan aragtirmalarda Silmarinin Gstrojenik aktivitesinin oldugu, ilag tasiyici-
larin (P-glycoprotein) diizenlenmesinde gorev aldigr ve niikleer faktor
kappa B’nin baskilanmasiyla DNA ekspresyonu iizerine spesifik etkileri-
nin oldugu ortaya konmustur (168, 169). Silmarin suda ¢6ziinmediginden
dolay1 bitkisel ¢ay olarak tiiketilemez. Standart kapsiillii bitki ekstresi kul-
lanilir.

1.7.1.2. Absorbsiyonu

Oral alim1 sonras1 emilim nispeten az olup, yapilan ¢aligsmalarda sicanlarda

oral uygulamadan 24 saat sonra safrada %2-3 oraninda tespit edilmistir. Hayvanlarda
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ve insanlarda oral alim1 takiben pik plazma konsantrasyonuna 4 ila 6 saat sonra ulasir
(170).

1.7.1.3. Eliminasyon

Karacigerde sulfat ve glukuronik asit ile konjuge edilerek safrayla atilir. Son-
ra bagirsak florasi etkisiyle hidrolize ugrar ve yeniden emilir. Silmarin hayvan mo-
dellerinde oral olarak alindiginda, emilim oraninin %35 civarinda oldugu gosteril-
mistir (171). Silmarinin ortalama yarilanma 6mrii 68 saat olup genelde safra yoluy-
la, daha az miktarda idrar yoluyla atilir (172, 173).

1.7.2. Silymarinin Etkileri

Silmarin, baz1 kimyasallarin karsinojenik etkilerini inhibe eder. insan prostat
karsinomunda, silmarinin mitojenik sinyal yolaklarini ve hiicresel dongii diizenleyici-
lerini baskiladigi goriilmistiir. Silmarin ayrica steroid hormonlara bagli timorleri
inhibe eder ve antianjiojenik etki gosterir (169, 174, 175). Silmarinin hepatoprotektif
etkilerinde ana mekanizmalar antioksidasyon etki olup lipid peroksidasyonunu engel-
leyip, giiclii detoksifikasyon ve glutatyon azalmasina karsi koruyucu etkiler yapar.
Yine caligmalarda liopoksijenazi inhibe ederek karacigerde lokotrien olusumunu
engelledigi, hepatositlerde protein sentezini arttirdigi, timor Onciillerinin aktivitesini
azalttig1, mast hiicre stabilizasyonunu sagladigi, immun fonksiyonlar1 diizenledigi
gosterilmistir (176). Antioksidan 6zelligine bagl olarak silmarinin bazi bazi nérode-
jeneratif hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegi diistiniilmistiir (177, 178).

Silmarinin hiicre kiiltiirlerinde farklilasmay1 baskiladigi ve oksidatif stresin
tetikledigi apoptoza kars1 primer hippokampal néronlart korudugu; glutatyon perok-
sidaz, stiperoksid dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin pankreatik aktivi-
tesini uyardigi, makrofajlardaki ve T-lenfositlerdeki interlokin 1p, interferon-y, in-
terferon-a gibi inflamatuar sitokinlerin tiretimini inhibe ederek pankreastaki  hiicre-
lerini de korudugu gosterilmistir (169, 175, 177, 179).

Bobrek nakillerinde kullanilan soguk iskemi/reperfiizyon islemi sirasinda
olusan serbest radikaller, bobrek tiibiil hiicrelerini etkileyerek; protein-DNA biyosen-
tezinde ve laktat dehidrogenaz aktivitesinde artisa sonug¢ olarakta kimyasal hasara
neden olmuslardir. Silmarin kullanim1 bu gibi nefropatolojik etkileri ya azaltilmis ya
da tamamen ortadan kaldirilmistir (169). Yine si¢anlarda cisplatin ile olusturulan

nefrotoksisitede silmarinin koruyucu etkisi arastirilmis ve cisplatinden dnce silmarin
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uygulanmasinin glomerular ve bobrek toksisitesinde 6nemli diisiislere neden oldugu
gozlenmistir (169, 180).

Anti-anjiojenik etkisi ise insan gébek kordonu toplar damar endotel hiicreleri
tizerinde ¢alisilmis, etkisinin doz bagimli oldugu ve vaskiiler endotel biliyiime fakto-
riiniin azaltmasiyla iliskili oldugu bulunmustur. Ayn1 etki insan ovaryum kanserinde
de kanitlanmistir. (169, 181). Silmarinin fotokarsinogenesise karsi koruyucu oldugu,
deride lokal silmarin uygulamasini takiben Ultra Viyole B nedenli tiimoriin, silmarin
uygulanmamis hayvanlardaki timor blyiikligiiyle karsilastirildiginda azaldiginin
tesbiti ile anlagilmistir. (182, 183). Aymi sekilde insan melanoma hiicrelerinde de
ultra viyole uygulamasina karsi koruyuculugu gostermistir (184).

Silmarin ultraviyolenin tetikledigi oksidatif stres, inflamasyon, immiin cevap
ve DNA hasar1 gibi tehlikeli etkileri baskilar ve azaltir. Silmarin sitotoksiteyi ve kas-
paz aktivitesini ortadan kaldirir. Bcl ve Bax oranini arttirir. Ayrica silmarin atherosk-

leroza kars1 adhezyon molekiillerini’de etkiler (169, 185, 186).
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Sekil 12. Silmarinin etki mekanizmalar1 (168).
Fakat silmarinin asil aktivitesi igerdigi flavano-lignanlar ve diger polifenolik
bilesikler ile antioksidan gibi davranmasi ve buna bagli olarak serbest radikal onleyi-

ci etki gostermesidir (187).

1.7.2.1. Karaciger Uzerine Etkileri
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Silmarin birgok yararli etkilerinden dolayr dikkat ¢ekmistir. Karacigeri
kimyasallara karst koruma ve antioksidan etkileri disinda kolesterol diisiirme,
kardiyoprotektivite ve noroprotektif aktiviteleri’de vardir (169). Temel aktivitesi
polifenolik igeriginin antioksidan etkisidir. Bu ylizden bu konudaki ¢ogu ¢alisma
polifenolik igerigi tizerinde odaklanmistir (188). In vivo ve in vitro ¢alismalarda
cesitli toksinlere karsi koruyucu etkisi farkli organ ve hiicre tipleri {lizerinde farkli
mekanizmalarla kanitlanmis olup o6zellikle oksidatif stresle miicadelede serbest
oksijen tirtinlerini ortadan kaldirmasiyla dikkat ¢ekmektedir (169). Silmarin 30 yili
askin bir siiredir klinik olarak alkole bagli karaciger hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (189). Silmarin KC hastaliklarinin tedavisinde olduk¢a 1iyi
arastirtlmis bir bitkidir (190). Eczanelerde kapsiil halinde satilan bu madde ozellikle
karacigerde c¢oklu etkileri sebebiyle birgok karaciger hastast tarafindan
kullanilmaktadir (13). Silmarinin medikal uygulamalarinda en ¢ok siroz, hepatit gibi
karaciger hastaliklarindan koruyucu olmasi lizerinde durulmaktadir (191, 192). Bu
hastaliklarda silmarin, destekleyici tedavi amagl kullanilmaktadir (193, 194). Birgok
toksin serbest radikal mekanizmalarla hasar verici etkiler olusturur. Silmarinin
karaciger yenilenmesindeki sasirtici etkisi protein sentezini uyarmasi, hiicresel
glutatyon seviyesini arttirmast ve lipid peroksidasyonunu baskilamasiyla
aciklanabilir (169). Hayvan modellerinde ve insan hepatositlerinin primer kiiltiiriinde
karbon tetraklorid, D galaktozamin, tioasetamid, etanol, parasetamol, benzopiren,
thallium, bakteriyel endotoksinleri, viral hepatit, toksik hepatit, alkol nedenli
karaciger hastaliklarina bagli Kkaraciger hasarma karst koruyucudur (195).
Hepatoprotektif bir ajan olarak tanimlanan silmarin ve onlarin preparasyonlar: alkol
tilkketimi ile iliskili karaciger hastaliklari, kronik hepatit, siroz tedavisi ve g¢evresel
toksin etkilerinin tedavisinde destekleyici olarak kullanilmaktadir (13, 14).

Silmarinin aktif komponentlerinden olan Silybum marianum’da hasarli
karaciger dokularmin rejenerasyonunda etkilidir (196). Ayrica Amanita mantari
zehirlenmelerinde de koruyucu etkileri bulunmaktadir. Silmarinin antioksidan etkisi,
protein sentezini uyarmasi ve hiicre yenilenmesine sebep olmasi sebebiyle bir¢ok
kanser tipinin yayilmasini azaltabilecegi diistiniilmektedir (180, 197, 198). Hepatik
stellat hiicreleri karaciger fibrogenesisinde rol oynarlar. Cesitli etkilere yanit olarak

cogalip myofibroblastlara doniisiirler. Silmarin sican hepatik stellat hiicrelerinin
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myofibroblastlara doniisiimiinii ve fibrosis i¢in gerekli hiicre dig1 matriks igeriginin
gen ekspresyonunu da azaltmistir. Bu g¢alismalar silmarinin anti-fibrotik etkisini
kanitlamaktadir (169, 199). KC fonksiyonlari; serum Alkalen fosfataz, Alanin amina
transferaz, Aspartat amino transferaz, antioksidatif - oksidatif stres parametreleri ve
KC histopatolojisi ile degerlendirilir (165). Silmarinin karaciger ve safra
hastaliklarina karst koruyucu, antikarsinojenik, antiapoptotik, antioksidan, hiicre
cogalmasini arttiran, norotoksinlere ve kardiyotoksinlere karsi koruyucu, dstrojenik
ve anti Ostrojenik etkileri vardir (13, 169).

Silmarinin etkileri; serbest radikalleri ve lipid peroksidasyonunu azaltmasi
sebebiyle bir antoksidan oldugu gibi, antifibrotik aktiviteye de sahiptir ve ayni
zamanda hepatosit hiicre membran reseptorlerindeki toksin baglayicilari inhibe
ederek toksin blokaj ajani gibi ¢alisir (190). Yine hiicre i¢i serbest radikallerini de
anlamli  diizeyde azaltmaktadir  (200). Farelerde  silmarinin ~ Amanita
zehirlenmesinden hemen once uygulanmasi, karaciger toksitesini %100 engelledigi,
ilk 24 saat iginde uygulanmasi durumunda ise agir karaciger hasar1 ve Olimiinii
engelledigi goriilmistiir (201). Etanol ve karbon tetrakloriir gibi etkenler
fibrinogenezi indiiklediklerinden, stellate hiicreler myofibroblaslara doniiserek,
karacigerde kollajen birikimini saglarlar (202). Hayvanlarda silmarin; asetaminofen,
CCLA4, radyasyon ve asirt doz demir, fenilhidrazin, alkol, soguk iskemisi ve amanita
phalloides’in yol agtigt KC hasarimi azaltmaktadir (190). Silmarinin hepatik dokuda
belirgin anti-inflamatuvar etkileri pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir. Bu etkiler; mast
hiicre stabilizasyonu, noétrofil migrasyon inhibisyonu, kupffer hiicre inhibisyonu,
l16kotrien ve prostoglandin sentez inhibisyonu ile ger¢eklesmektedir (203). Silmarin
alkolik KC hasarinin, akut ve kronik viral hepatitlerin ve toksinle indiiklenen KC
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmatadir (190). Hepatik sitokrom P450 enzimini
inhibe ettigi (204) ve diyete bagli hiperkolesterolemide, silmarinin etkisiyle HDL
kolesteroliinde artis ve total kolesterolda diisiis saptanmistir (205). Amanitine
kullananlarda, viral hepatitlerde, alkolik olmayan steatohepatitlerde, ilaglarda ve
karacigerin diger toksik hasarlarinda yiiksek etkinligi gosterilmistir (206).
Nanoemiilsiyon formlari ise toksik madde ile karsilasildiginda; glutamat oxaloasetat
transaminaz, piriivat transaminaz, total bilirubin ve doku lipit peroxidazlarinda

azalmaya; albumin, globulin ve doku glutatyonunda artmaya neden olmustur (165).
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Promyelositik 16semili 34 yasinda bir kadindal8ay boyunca Metateraksat ve 6-
merkaptopiirin ile yapilan kemoterapi sirasinda karacigerde doza bagli olarak
hasarlar olusmus ancak hastaya 4 ay siiresince bu ilaglara ek olarak 800 mg silmarin
verildiginde aminotransferaz seviyelerinin normale dondigi gorilmistir (169).
Bagka bir ¢aligmada karaciger enzim yiiksekligi olan hastalarin 4 haftalik takibinde
420 mg/giin silmarin uygulanmasinin enzimleri belirgin olarak diisiirdigi ve
karaciger biyopsilerinin histolojik incelemelerinde anlamli diizelmeler goériilmiistiir
(207). Plasebo kontrollii bir ¢alismada, siroz yoniinden pozitif biopsisi olan 170
hastaya silmarin 3X140 mg/giin verilip, 2—6 yil takip edilmis, alkole-bagli siroz
hastalarinda anlamli bir iyilesme saptanirken portal hipertansiyonu olan non-alkolik
siroz hastalarinda ise etkisiz bulunmustur (208). Yine hayvan ¢alismalarinda,
ribozomlarin olusumunu ve DNA sentezini dnemli derecede artirdigi goriilmiistiir
(209, 210). Silmarinin yapisinda bulunan isosilybin B’nin prostat kanserinin
profilaksi ve tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (211). Son zamanlarda
amanitine bagli karaciger sitotoksisitesinde TNF- a’nin rolii arastirilmistir ve TNF-
a’nin etkilerini 6nledigi gosterilmistir (212). Kronik hepatitli hastalarda, 3—-12 aylik
silmarin tedavisi klinik ve laboratuar iyilesme ve karaciger fonksiyonlarinda belirgin
bir diizelmeye neden olmustur. (188). Serbest radikallere karsi olan antioksidan
yetenegi sayesinde lipid peroksidasyonu’nu engelleyerek membran stabilizasyonu
saglamast ve intraselliler ~GSH konsantrasyonunu arttirici ~ ozelligiyle
aciklanmaktadir. Ayrica; silmarin, siiperoksit anyonu gibi radikallerin ve NO
tiretimini de azaltmaktadi. Silmarinin, KC koruyucu islevi de vardir. Koruyucu yapist

pro-apoptotik Bax protein diizeylerinin azalmasina yol agmaktadir (200).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde ve ¢alismanin
etik onayi, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan almarak yapildi.

2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan en az 8 haftalik erigkin Sprague Dawley tipi erkek si-
canlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezin’den temin edildi. Hayvan-
larin bulunduklar1 ortamin sicakligi 22-25°C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12
saat 151k altinda ve 12 saat karanlikta takip edildi. Ratlar havalandirma sistemi bu-
lunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde
beslendi. Yemler 6zel gelik kaplarda, su ise paslanmaz celik bilyeli biberonlarda
normal ¢esme suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasi’nda 6zel
olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin
bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 4’de belirtilmistir. Ratlarin deneysel

uygulama yapilacak safthaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 4. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Maisir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 1U D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg B, 0,006 mg
B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin
Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4
mg Antioksidan ve 200 mg Ca. ** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur

2.2. Cahisma Gruplarimmin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulama

Calismada her grupta 6 sigan (n=6) olmak sartiyla 6 grup olusturuldu.

Grup | (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina sadece deneyin ilk giinii tek
doz 0,5 ml Serum fizyolojik intra peritoneal olarak verildi.
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Grup Il (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina 5 giin siireyle Karboksimetil-
seliiloz perioral verildi.

Grup 111 (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina 5 giin siireyle Silmarin, 300
mg/kg/giin perioral uygulanda.

Grup IV (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1. giin Metotreksat 20
mg/kg intra peritoneal dozunda uygulandi.

Grup V (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1. giin Metotreksat 20 mg/kg
dozunda intra peritoneal olarak verildi ilave olarak Karboksimetilseliiloz igerisinde
¢Ozdiiriilmis Silmarin, 300 mg/kg/giin dozunda perioral 5 giin siireyle uygulandi.

Grup VI (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1. giin Metotreksat 20
mg/kg tek doz intra peritoneal uygulandi, ilaveten 5 giin siireyle Karboksimetilselii-
loz perioral verildi.

2.3. Dokularin Alinmasi

Deneyin sonunda tim gruplardaki siganlar ketamin (75mg/kg) + xylazine
(10mg/kg) intra peritoneal uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi.
Dekapitasyonun ardindan siganlarin karaciger dokulari hizla ¢ikarilip %10
formaldehitle tespit edilip ardindan histolojik ve histokimyasal incelemeler igin
parafin bloklar hazirlandu.

2.3.1. Histokimyasal Inceleme

Her gruptan alinan karaciger dokulari, % 10’luk formaldehit tespit soliisyo-
nunda 24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi.
Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip serilerin-
den gecirildi. Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildii. Alinan Spm lik kesitlere
Hematoksilen Eozin (H&E), Massonun tiglii boyast ve Periodic acid Schiff (PAS)
teknikleri ile boyama yapildi.

2.3.2. immiinohistokimyasal Inceleme

Karaciger dokusunda bax ve kaspaz 3 immiinreaktivitesinin belirlenmesi igin
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki

Tablo 6’da ayrintil1 olarak verilmistir
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Tablo 5. immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol | 10 dakika
2 Xylol 11 10 dakika
3 Xylol 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ...

alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasimi engellemek icin Ultra V Block soliisyonu ile muameleden
sonra primer antikor ( Bax mouse monoclonal 1gG, Santa Cruz Biotechnology, sc—
7480, California, USA,; caspase 3 Rabbit polyclonal 1gG, Abcam, ab2302, London,
UK) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder
antikor (biyotinli anti-mouse / rabbit 1gG, Diagnostic BioSystems, KP 50A, Plea-

santon, USA), streptavidin horseradish peroksidaz ve 3-Amino—9-ethyl carbazole
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kromojeni uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif
kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate buffered saline
(PBS) kullanild1, diger basamaklar ayni sekilde uygulandi. PBS ve distile sudan gegi-
rilen dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel N-
800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.
Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde boyanmanin yay-
ginligr esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yayginligi 0’dan +3’¢ kadar say1

ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 6).

Tablo 6. Immiinohistokimyasal boyanma yaygmliginin derecesi

Derece Anlam1
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

2.3.3. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindu.
Uretici firmanin talimatlar1  dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 7).

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Metil
Green ile yesile boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren
hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas alindi.
TUNEL boyamanin yayginligi 0’dan +3’e kadar sayr ile semi-kantitatif olarak
skorlandi (Tablo 8).
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Tablo 7. TUNEL boyama prosediirii

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5  Kaesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izili. .
6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 pul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

Tablo 8. TUNEL boyama yayginliginin derecesi

Derece Anlam
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli
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2.3.4. Agaroz jel Elektroforezi lle DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

Agaroz orta biiylikliikte ve biiyiilk DNA molekiillerini elektroforezle ayirmak
i¢cin en yaygin destek ortamidir. Ayristirilacak molekiillerin biiyiikliigiine bagl olarak
genelde % 0.3 ile 2 agaroz konsantrasyonlar1 kullanilir. En ¢cok 50 kb’a kadar olan
niikleik asitler agaroz jel elektroforezi ile ayrigtirilabilir. Agaroz konsantrasyonu
ayarlanarak jelde molekiillerin hareket ettigi porlarin ¢api degistirilebilir. Jelin
konsantrasyonu arttik¢a, porlarin ¢ap1 kiigiiliir. Boylece kiiciik DNA pargalar1 igin
yiiksek, biiyilk DNA parcalar i¢in ise diisiik agaroz konsantrasyonlar1 kullanilarak
niikleik asitlerin en iyi sekilde ayrilmalar1 saglanir. Agaroz jeller genellikle floresan
bir boya olan ethidium bromide ile boyanir ve Ultra Viyole 15181 altinda DNA
pargalar1 goriintiilenir. DNA’nin jelde goriiniir hale gelmesi, ethidium bromide’in
DNA’nin iki zinciri arasma girerek 300 veya 360 nm dalga boyundaki 15181
sogurmasi sonucu floresan etki gostermesi ile gergeklesir. Apoptotik hiicrelerdeki
endoniikleaz aktivasyonu kromatinin oligoniikleozomal pargaciklara ayrilmasina
neden olur. Bu enzim kalsiyum ve magnezyum bagimli olup, DNA’da tipik olarak
180-200 baz cifti ve katlar1 biciminde bir parcalanmaya yol agar. Bu parcalanma
paterni, agoroz jel elektroforezinde merdiven bi¢iminde “ladder pattern” izlenir ve
apopotoz i¢in tipiktir. Agaroz jel elektroforez giivenilir sonuglar veren Kalitatif bir

analiz yontemidir (213).

DOKUDAN DNA iZOLASYON PROTOKOLU
Proteinaz K Tamponu

EDTA: 4ml 0-5M pH:8
Tris-HCI: 4ml 1M pH:8
NaCl:  6ml 5M

SDS:  10ml %10’ luk SDS
24 ml ediyor. Uzerine 176 ml dd su konur.
lgr proteinaz K bir miktar tamponda ¢0ziiliip, stogun iizerine ilave edilir.

Tampon -20 °C de saklanmalidir.
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DTT Stogu hazirlanmasi: Su ile 1M’lik stok hazirlanir.

DNA fragmentasyon analizi

O N o g A~ WD e

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.

Mercimek biliyiikliigiinde doku parcasi alindi.

Uzerine 500ult proteinaz K tamponu + 20ult DTT kondu.

1 gece 37°C’lik benmaride shaker calistirilarak bekletildi.

17.000 g’de 20dk + 4 °C de santrifiij edilir.

Ustteki siipernatan yeni tiipe alindi.

Uzerine 3ult RNAase konur ve 37°C’lik benmaride 1 saat bekletilir.

600ult fenolkloroform izoamilalkol (25:24:1) vortekslenir.

Aldigin miktara esit hacimde kloroform, izoamilalkol (24:1) koy.
13.000’de 15dk santrifiij edildi.

Ustteki kism1 yeni tiipe al.1\10 kadar sodyumasetat ekle pipetaj yapildi.
13500°de 15dk santrifiij edildi.

Ustteki siipernatan yeni tiipe aktarildi.

50ult amonyum asetat eklenir. Cok hafif vortekslendi.

Uzerine -20 °C’de sogutulmus 800ult saf alkol eklendi. 5-10 kez alt iist
edildi. Oda 1sisinda 10dk bekletildi.

1 gece -20 °C’de bekletildi.

13.500°de 15dk santrifiij edildi.

DNA pelleti dipte goriildii. Ust kisim atildi ve DNA %70°lik 800plt alkolle
alt iist edilerek yikand.

17.000°de 15dk santrifiij edilerek iist kisim atildi. DNA kurutuldu.

50 plt suyla (dd H2O) sulandirildi (214).

DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin dl¢iilmesi

DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin belirlemesi Ultra Viyole

spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA oOrneginin igerisinde bulundugu
soliisyon tarafindan absorbe edilen Ultra Viyole miktar1 6rnekteki DNA miktart ile
dogru orantilidir. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda olgiiliir. Bu dalga
boyundaki Ol¢limlerde ¢ift iplikli DNA icin absorbans degeri 50 pg/ml’lik
konsantrasyon degerlerine karsilik gelir. Ultra Viyole absorbanst DNA’nin safliginin
belirlenmesinde de kullanilabilir (260 nm’de niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler

pik verir). Saf bir DNA 6rneginin 260 ve 280 nm’deki absorbans orani (A260nm/

59



A280nm) 1.8°dir. Bu deger elimizdeki DNA 6rneginin verimini gosterir. Dolayisiyla
buldugumuz deger 1.8’¢ ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. 1.8’den diisiik
degerler ornekte fenol ya da protein kontaminasyonu, 1.8’den biiyiik degerler ise
RNA kontaminasyonu varligin1 gosterir (215). Hasta ve kontol grubuna ait DNA
ornekleri 6lgiilerek konsantrasyonlar1 ve safliklari belirlendi. 1.8’e yakin olmayan
degerlere sahip 6rneklerin DNA’lar tekrar izole edildi.

Agaroz jel elektroforezi

DNA fragmentasyonunun belirlenmesi i¢in jele 30ug DNA yiiklendi. Elde
edilen irtnlerin biiyiikliiklerini tanimlayabilmek icin % 1.5’luk jel kullanildi.
Kullanilan elektroforez diizenegine uygun hacim; toz halindeki agarozun 0.5X TBE
tamponunda manyetik karistiricili bir mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziilmesi ile
olusturuldu. Ardindan kaynamis ¢ozelti 55-60 °C’ye sogutularak 0.25 pg/ml EtBr
ilave edildi. Kuyular1 olusturacak olan tarak, tabagina yerlestirildikten sonra
hazirlanan jel, hava kabarcigi kalmayacak sekilde buraya dokiildi. Jelin
polimerizasyonu sonrasi tarak dikkatlice ¢ikarilarak jel platformu 0.5XTBE tamponu
ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Bu tampondan jelin {izerini 1-2 mm
gececek kadar eklendi. Ornekler ve belirteg DNA, 6X yiikleme boyasi ile 5:1
oraninda karigtirilarak kuyulara 15’er ul yiiklendi. Giig¢ kaynagi agilarak 90 V’a
ayarlandi. Yaklasik yarim saat sonra giic kaynagi kapatildi. Jel goriintilleme
sisteminde Ultra Viyole 1sin1 altinda incelendi (216, 217).

NA fragmentasyonunda olusan bantlarin yerlerinin belirlenmesi i¢in
1000BP’lik DNA boyut markirn kullanildi. DNA fragmentasyonunun olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in ise saglikli hayvanlardan elde edilen doku
orneklerinden elde edilen DNA kullanilmisti. DNA fragmentasyon diizeyinin
belirlenmesi i¢in LabWorks programi kullanilmistir (LabWorks 4.0; UVP Inc.,
Cambridge, UK) (214).
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3. BULGULAR
3.1. Histokimyasal Bulgular
Kontrol grubuna ait siganlarin karaciger dokulari incelendiginde v. sentralis,
portal alan, hepatositler, siniizoidler ve siniizoidal Kupffer hiicreleri ve endotel

hiicreleri normal yapida gozlendi. ( Sekil: 13-18)

Sekil 13 . Kontrol grubunda portal alan (—), hepatositler(==>), siniizoidler ve sinuzoidal
hiicreler normal yapida izlenmekte. H &E X 200
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Sekil 14. Kontrol grubunda vena sentralis ( + ), hepatositler (— ) ve siniizoidler normal
yapida gozlenmekte. H &E X 200

Sekil 15. Kontrol grubunda vena sentralis etrafinda zon I1I’de bulunan hepatositlerdeki ( — )
glikojen igerigi ayirtedilmekte. PAS X 200
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Sekil 16 . Kontrol grubunda vena sentralis etrafindaki hepatositlerin olduk¢a yogun glikojen
depoladigi (—) gozlenmekte. PAS X 400

E ~ ‘ ¥
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Sekil 17. Kontrol grubunda periportal alandaki hepatositlerin yogun miktarda glikojen
icerdigi (— ) izlenmekte. PAS X 400
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Sekil 18. Kontrol grubunda portal alan, periportal bolgedeki hepatositler (—) normal yapida
izlenmekte. Masson Trikrom X 400

5 giin CMC uygulanan gruba ait karaciger dokular1 kontrol grubuna benzer
sekilde ayirtedildi (Sekil: 19-23).
T T T
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Sekil 19. CMC uygulanan grupta portal alan ve hepatositler (—) normal yapida
gozlenmekte. H &E X 200
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Sekil 20. CMC uygulanan grupta portal alan ve zon I’deki siniizoidler, Siniizoidlerdeki
endotel hiicreleri (—) ve Kupffer hiicreleri &=>) normal yapida izlenmekte.
Masson Trikrom X 400

Sekil 21. CMC uygulanan grupta portal alan, hepatositler (—) ve hepatositlerin glikojen
icerigi normal yapida gozlenmekte. PAS X 400
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Sekil 22. CMC uygulanan grupta Zon III’deki hepatositlerin glikojen igerigi ( — ) belirgin
olarak izlenmekte. PAS X 200

Sekil 23. CMC uygulanan karacigerde vena sentralis, hepatositler (— ) normal yapida
izlenmekte. PAS X 400
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5 gilin siiresince silmarin uygulanan gruba ait karaciger dokular1 kontrol
grubuna benzer olarak tespit edildi (Sekil: 24-27).

:;\: 3 Fade 2 ’::

Sekil 24. Silmarin uygulanan grupta vena sentralis, hepatositler (—), siniizoidler ve

siniizoidal hiicreler normal yapida gozlenmekte. H &E X 200

Sekil 25. Silmarin uygulanan grupta portal alanda hepatositlerin glikojen igerigi ( — ) normal
olarak izlenmekte. PAS X 200
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Sekil 26. Silmarin uygulanan grupta Zon III’deki hepatositlerin (— ) glikojen igerigi kontrol
grubuna benzer sekilde izlenmekte. PAS X 200

Sekil 27. Silmarin uygulanan grupta portal alan, hepatositler (—), siniizoidler ve Siniizoidal

hiicreler normal yapida gézlenmekte. Masson Trikrom X 200

Tek doz MTX uygulanan grubun karaciger dokular1 incelendiginde vaskiiler

konjesyon, siniizoidal dilatasyon, periportal alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu,

68



yer yer nekroze alanlar, piknotik ve heterokromatik c¢ekirdekli hepatositler ve
hepatositlerde glikojen depolarnin belirgin sekilde azalmis oldugu gozlendi (sekil:
28-38).

Sekil 28. Metotreksat uygulanan grupta periportal alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu
(—) gozlenmekte. H &E X 200

Sekil 29. Metotreksat uygulanan grupta vaskiiler konjesyon (+) ve sinuzoidal dilatasyon
(—) gozlenmekte. H &E X 200
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Sekil 30. Metotreksat uygulanan grupta vaskiiler konjesyon (+) ve sinuzoidal dilatasyon
(—) izlenmekte. PAS X 200

Sekil 31. MTX uygulanan grupta periportal bolgedeki hepatositlerin bazilarinda glikojenin
varlig1 (—) ayirt edilmekte. PAS X 200
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Sekil 32. MTX uygulanan grup karacigerinde vaskiiler konjesyon ve siniizoidal dilatasyon
(+) izlenmekte. PAS X 400

Sekil 33. MTX uygulanan grubta mononiikleer hiicre infiltrasyonu (‘ ), Zon l1I°de
glikojen depolar1 bosalmig hepatositler (—) yaninda glikojen i¢eren hepatositler (=)

ayirtedilmekte. PAS X 400
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Sekil 34. MTX uygulanan grupta vaskiiler konjesyon (+) ve siniizoidal dilatasyon (—)
izlenmekte. Masson Trikrom X 200

", . . ._‘J ':, ;("' ' "»"” i x { ':l ._.,';‘(.., *““':"\":\ ¢* >
Sekil 35. MTX uygulanan grupta Zon 111’de piknotik ¢ekirdekli hepatositler (— )
ayirtedilmekte. Masson Trikrom X 200

72



Sekil 37. MTX uygulanan grupta hepatositlerde makrovezikiiler yaglanma (— )
gozlenmekte. H &E X 400
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Sekil 38. MTX uygulanan grupta periportal bolgede az sayida heterokromatik ¢ekirdekli
hepatositler(— ) izlenmekte. Masson Trikrom X 200

Metotreksat ile birlikte silmarin uygulanan gruba ait deneklerin karaciger
dokular1 yapisal olarak, sadece metotreksat uygulanan deneklerin karaciger
dokularina gore belirgin bir iyilesme gosterdi. Glikojen depolarinda yer yer
azalmalar olmakla birlikte grup IV’e gore daha az olmakla birlikte vaskiiler
konjesyon ve dilatasyon ayirtedildi (sekil: 39-43).
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Sekil 39. Tek doz metotreksat ile birlikte silmarin uygulanan grupta glikojen depolari

bosalmis (— ) ve glikojen igeren hepatositler &> ) izlenmekte. PAS X400

Sekil 40. Tek doz metotreksat ile birlikte silmarin uygulanan grupta glikojen depolar1 dolu
hepatositler (— ) gézlenmekte. PAS X400

75



".

Sekil 41. MTX ile birlikte silmarin uygulanan grupta zonI’de glikojen depolar1 dolu
hepatositler (— ) izlenmekte. PAS X400

Sekil 42. MTX ile birlikte silmarin uygulanan grupta hepatositler (—) normal gériiniimde
izlenmekte. Masson Trikrom X200
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Sekil 43. MTX ile birlikte silmarin uygulanan grupta vaskiiler konjesyon ( + ) izlenmekte
PAS X 200.

Tek doz MTX ile birlikte CMC uygulanan grubun karaciger dokular
incelendiginde yalnizca MTX verilen gruba 6zgii bulgularin varligi gozlendi (Sekil:
44).

Sekil 44. Metotreksat ile birlikte karboksi metil seliilloz uygulanan grupta genel anlamda
glikojen depolarinin bogaldig: fakat yer yer glikojen igeren hepatositlerin ( — ) de varligi
ayirtedilmekte. PAS X 200
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3.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.2.1. Bax Immiinreaktivitesi

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1sik
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; bax immiinreaktivitesi kontrol, CMC ve
Silmarin grubunda +1 yayginliginda gozlendi (Sekil: 45-46-47). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MTX ve MTX + CMC gruplarinda bax immiinreaktivitesinde
belirgin bir artis vardi ve +3 yayginhiginda oldugu gorildi (Sekil: 48-49).
Silmarin’in tedavi olarak verildigi MTX + SIL grubunda ise MTX ve MTX + CMC
gruplarina gore bax immiinreaktivitesinde belirgin azaldigi, kontrol grubuna yakin
oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil: 50). Negatif kontrolde herhangi
bir boyanma saptanmadi (sekil: 51).

Sekil 45. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda +1 pozitifliginde Bax immunreaktivitesi
(—) X 400
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ger dokusunda +1 bax pozitifliginde

Sekil 46. CMC verilen gruba ait karaci

immunreaktivitesi (—) X 400

+1 pozitifliginde bax

kil 47. Silmarin verilen gruba ait karaciger dokusunda

Se

immunreaktivitesi (—) X 400
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Sekil 48. MTX verilen gruba ait karaciger dokusunda +3 pozitifliginde Bax

immunreaktivitesi (—) X 400

Sekil 49. MTX ve CMC verilen gruba ait karaciger dokusunda +3 pozitifliginde bax

immunreaktivitesi (—) X 400
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Sekil 50. MTX ve silmarin verilen gruba ait karaciger dokusunda +2 pozitifliginde bax

immunreaktivitesi (—) X 400

Sekil 51. Negatif kontrol X 200
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3.2.2. Kaspaz 3 immiinreaktivitesi

Kaspaz 3 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; kaspaz 3 imminreaktivitesi kontrol,
CMC ve Silmarin grubunda +1 yaygmliginda gozlendi (Sekil: 52-53-54). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda MTX ve MTX + CMC grublarinda kaspaz 3
immiinreaktivitesinde belirgin bir artis vardi ve +3 yaygmliginda oldugu goriildi
(Sekil: 55-56). Silmarin’in tedavi olarak verildigi MTX + SIL grubunda ise MTX ve
MTX + CMC gruplarina gore kaspaz 3 immiinreaktivitesinde belirgin azaldigi,
kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil: 57).
Negatif kontrolde herhangi bir boyanma saptanmadi (sekil: 58).

Sekil 52. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda +1 pozitifliginde Kaspaz

immunreaktivitesi (—) X 400
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Sekil 53. CMC verilen gruba ait karaciger dokusunda +1 pozitifliginde kaspaz

immunreaktivitesi (—) X 400

Sekil 54. Silmarin verilen gruba ait karaciger dokusunda +1 pozitifliginde kaspaz

immunreaktivitesi (—) X 400
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Sekil 55. MTX verilen gruba ait karaciger dokusunda +3 pozitifliginde kaspaz

immunreaktivitesi (—) X 400

Sekil 56. MTX ve CMC verilen gruba ait karaciger dokusunda +3 pozitifliginde

kaspaz immunreaktivitesi (—) X 400
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Sekil 57. MTX ve silmarin verilen gruba ait karaciger dokusunda +2 pozitifliginde

kaspaz immunreaktivitesi (—) X 400

Sekil 58. Negatif kontrol X 200
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3.3. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol, SIL ve CMC
grubunda +1 yaygmhginda goézlendi (Sekil: 59-60-61). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda MTX ve MTX + CMC gruplarinda belirgin bir artig vardi ve +3
yayginliginda oldugu goriildii (Sekil: 62-63). Silmarin’in tedavi olarak verildigi
MTX + SiL grubunda ise MTX ve MTX + CMC gruplarina gore belirgin azaldig,
kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil: 64). Pozitif
kontrol i¢in meme dokusu (Sekil: 65) kullanildi. Negatif kontrolde TUNEL
pozitifligi saptanmadi (sekil: 66)

Sekil 59. Kontrol grubunda TUNEL pozitif hiicreler (—) X 400

86



Sekil 60. Silmarin grubunda TUNEL pozitif hiicreler (—) X 400

Sekil 61. CMC grubunda TUNEL pozitif hiicreler (—) X 400

87



Sekil 62. MTX grubunda artmig TUNEL pozitif hiicreler (—) X 400

Sekil 63. MTX + CMC grubunda artmis TUNEL pozitif hiicreler (—) X 400
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Sekil 64. MTX + Silmarin grubunda TUNEL pozitif hiicreler (—) X 400

kil 65. TUNEL pozitif kontrol. Meme dokusu X 400.

Se
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Sekil 66. TUNEL negatif kontrol X 200.
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3.4. DNA Fragmantasyon Bulgulari
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Sekil 67. DNA fragmentasyon jel goriintiisii.
M: 100 bg’lik Marker, Kontrol, CMC: Karboksimetil seliilloz, MTX: Metatraksat,
MTX+CMC: Metatraksat+Karboksimetil seliiloz, MTX+Sil: Metatraksat+Silmarin,

Sil: Silmarin

Kontrol, Silmarin ve Karboksimetil seliiloz verilen hayvanlardan elde edilen
karaciger doku orneklerinde apoptozis tespit edilmemigti. MTX, MTX+CMC ve
MTX+SIL gruplarinda apoptozisin varlig1 tespit edilmistir. Silmarinin MTX’in neden

oldugu apoptozisi engellemedigi ancak azalttig1 belirlenmistir.
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4. TARTISMA

MTX, antikanserojen, antiinflamatuar, antimetabolit etkili bir ilag olup
l6semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun tiimérleri, akciger, meme kanseri
yaninda psoriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi baz
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (58).
MTX, S fazindaki hiicreleri etkileyip hiicre replikasyonunda anahtar enzim olan
dihidrofolat rediiktaz’a baglanarak piirin ve primidin yapmmi ig¢in gerekli
tetrahidrofolat sentezini inhibe eder (41). Klinikte genis kullanim alanlar1 olmasiyla
birlikte, karaciger tizerine olan toksik etkisinden dolay1 da dikkat ¢ekmektedir (5).
Kronik diisik doz MTX, fibrozis ve siroza neden olurken yiikksek doz MTX,
karaciger fonksiyon testlerinde ani bozulmaya neden olur (218).

MTX’in bobrek, karaciger, ince barsak ve kan hiicrelerinde oksidan
antioksidan sistem ftizerine olan etkisi arastirilmis ve mitokondrilerde piriivat
dehidrgenaz, 2 okzogluterat dehidrogenaz ve nikotinamid adenindiniikleotid
(NAD)’e bagimli enzimler ile sitozolik nikotinamid adenindiniikleotid fosfat
(NADP) bagimli dehidrogenazlar1 inhibe ettigi gosterilmistir (219). Sitosolik
nikotinamid adenin fosfatdehidrojenaz (NADPDH) ve NADP bagimli malik enzimin
inhibe olmasi, hiicre i¢ci NADPH’1n azalmasina neden olmaktadir. NADPH, 6nemli
bir sitozolik antioksidan madde olan indirgenmis glutatyonun (GSH) devamliligini
saglayan glutatyon reduktaz (GSSG-R) enzimi igin gerekmektedir. MTX tedavisi
nedeniyle GSH seviyesinin azalmasi, siiperoksid anyonu, hidroksil radikalleri,
hidrojen peroksit ve hidroklorik radikaller gibi reaktif oksijen radikallerine kars
hiicreleri koruyan antioksidan savunma sistemlerinin etkinliginin azalmasina neden
oldugu bilinmektedir (58).

MTX aracili toksisite gelisiminin serbest oksijen radikalleri ve hidrojen
peroksit ile iligkili oldugu anlasilmis ve buna yonelik olarakta, dokular1t MTX 1n
yaptig1 harabiyetten korumak i¢in melatonin, nikotinamid, metiyonin, E vitamini ve
N-asetilsistein gibi antioksidan ajanlar denenmistir (10, 220, 221). Aym sekilde L-
Carnitin, nikotinamid, metionin , melatonin , folik asit (10, 222, 224), ursedoksikolik
asit gibi antioksidan maddelerin koruyucu etkilerini gosteren birgok deneysel
caligmalar yapilmistir (225).

Son zamanlarda reaktif oksijen metabolitlerinin, hepatotoksisitede temel rol
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oynadig1 iddia edilmistir (58). Serbest oksijen radikalleri olarak isimlendirilen
stiperoksit, serbest hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirtinleri, karaciger gibi yogun fizyolojik ve metabolik olaylarin gectigi bir ortamda
stirekli olarak tiretilmekte ve detoksifiye edilmektedir. Oksidatif stres, ROS ve ¢esitli
sitokinler sebebiyle; hepatosit, Kupffer ve Ito hiicrelerinin etkilesimiyle gelisen
proinflamatuvar olaylara, hepatositlerin apoptoza gitmesine ve sonugta fibrogenezin
olusmasina katkida bulunmaktadir (226, 228).

Silmarin deve dikeni bitkisinden (Silybum marianum) elde edilen bir
flavonoid olup literatiirde, pek ¢ok kimyasal madde ve toksin ile olusan karaciger
hasarin1 6nlemede etkili oldugu bildirilmistir (176).

Silmarinin hepatoprotektif etkilerinde ana mekanizmalar antioksidan rol al-
masi1 olup lipid peroksidasyonunu engellemesi, glutatyon azalmasina engel olarak
giiclii detoksifikasyon ve koruyucu etkiler yapmaktadir. Yine galismalarda liopoksi-
jenaz enzimini inhibe ederek karacigerde l6kotrien olusumunu engelledigi, hepatosit-
lerde protein sentezini arttirdigi, timor onciillerinin aktivitesini azalttigi, mast hiicre
stabilizasyonunu sagladigi, immun fonksiyonlar1 modiile ettigi ve antiinflamatuvar
ve antifibrotik etkileri gosterilmistir (176). Antioksidan 6zelligine bagl olarak silma-
rinin bazi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegi diistintilmistiir
(177, 178).

Silmarin igerdigi flavano-lignanlar ve diger polifenolik bilesikler ile
antioksidan 06zellik gostermekte ve buna bagli olarak serbest radikal tutucu islevi
bulunmaktadir (229).

Silmarin glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve katalaz gibi antioksi-
dan enzimlerin pankreatik aktivitelerini uyarir ve makrofajlardaki ve T-
lenfositlerdeki interlokin 1B, interferon-y, interferon-a gibi inflamatuar sitokinlerin
tiretimini inhibe ederek pankreastaki B hiicrelerini de korumaktadir (169, 175, 177,
179).

Silmarin ultraviyolenin tetikledigi oksidatif stres, inflamasyon, immiin cevap
ve DNA hasar gibi tehlikeli etkileri baskilar ve azaltir. Silmarinin apoptoz sinyal
yollarinda, kaspaz aktivasyonu iizerine koruyucu etkileri vardir. Silmarin sitotoksite-
yi ve kaspaz aktivitesini ortadan kaldirir. Bel ve Bax oranini arttirir. (169, 185, 186).

Deneysel caligmalarda MTX, ratlara farkli dozlarda ve farkli uygulama
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yollar1 ile verilmistir. Biz; MTX’1, daha onceden doku toksisite ¢alismalarinda
belirlendigi gibi tek doz olarak ve 20 mg/kg intraperitoneal olarak verdik (6, 10).

Yaptigimiz bu ¢alismada MTX ve MTX ile beraber CMC uygulanan gruba ait
doku orneklerinde; Remark kordonlarinin 1sinsal yapisinin bozuldugu, hepatositlerin
normal yapilarint korumadigi, hepatositlerdeki glikojen depolarmin azaldigi,
sinuzoidlerde genisleme, vaskiiler konjesyon ve Ozellikle portal alanlarda daha
yaygin olmakla birlikte mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriildii.Yine bu grupta
piknotik c¢ekirdekli hepatositler, makrovezikiiler yaglanma ve hiperkromatik
cekirdekli hepatositler ayirtedildi. MTX ile birlikte silmarin verilen tedavi
grubundaki si¢an karaciger dokularinda bazi alanlarda sinuzoidal genisleme, vaskiiler
konjesyon ve inflamasyonun belirtisi olan mononiikleer hiicre infiltrasyonunun
azaldig1, yine hepatosit glikojen depolarinin kontrol grubuna benzer sekilde doldugu
teshit edildi.

MTX kullanim1 ile ilgili karaciger histolojisi lizerine yan etkileri yag
infiltrasyonu, inflamasyon, hiicresel nekroz ve nihayet fibrozis olarak bulunmustur
(5). MTX makrovezikiiler yagl degisiklige neden olan ilaglar arasindadir. MTX ile ilgili
toksisitenin histolojik 6zellikleri minor yaglh degisiklik, hepatosit anizoniikleozis, hafif
portal inflamasyon ve fokal nekrozdan, daha ciddi hepatoselliiler nekroz, fibrozis ve
siroza kadar degisir. Yine ilacin yiiksek kiimiilatif dozda verildigi bazi hastalarda, diger
risk faktorleri olmadan da karaciger yaglanmasi gibi patolojiye rastlanabilir (230).

Vardi ve ark. (231) calismamizdakine benzer sekilde deney hayvanlarina
MTX uygulamis ve tedavi olarak bir antioksidan olan f Karoten vermislerdir. Calis-
malarinda MTX verilen deney hayvanlariin karaciger dokularinda c¢aligmamiza
benzer sekilde siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve apoptotik hiicreler gos-
termiglerdir. Tedavi gruplarinda ise kontrole yakin bulgularin oldugunu tesbit etmis-
lerdir. Doku diizeyinde MTX verilen grupta MDA degerlerinde anlamli artis olurken
tedavi gruplarinda kontrole yakin MDA seviyesi oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, MTX uygulanan deneklerin karacigerlerinde meydana ge-
len histopatolojik degisikliklerin; oksidatif hasarin artmasina bagli oldugunu, silma-
rin uygulanmasinin bu degisiklikleri iyilestirdigi ve bu olumlu etkilerin antioksidan
ozellikten kaynaklandigini diisinmekteyiz.

Jahovic ve ark. (10) MTX verilmesinin kan, karaciger, bobrek ve ince
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barsakta glutatyon (GSH) seviyelerinin azalmasina, inflamatuvar yanitin gostergesi
olan myeloperoksidaz aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun gostergesi olan
malondialdehid (MDA) seviyelerinin artmasina neden oldugunu gostermislerdir.

Son zamanlarda reaktif oksijen metabolitlerinin hepatotoksisitede temel rol
oynadig1 iddia edilmistir (58). Serbest oksijen radikalleri olarak isimlendirilen
stiperoksit, serbest hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
irlinleri, karaciger gibi yogun fizyolojik ve metabolik olaylarin seyrettigi bir ortamda
stirekli olarak tiretilmekte ve detoksifiye edilmektedir. Oksidatif stres, ROS ve ¢esitli
sitokinler sebebiyle; hepatosit, Kupffer ve Ito hiicrelerinin etkilesimiyle gelisen
proinflamatuvar olaylarin, hepatositlerin apopitoza gitmesine ve sonugta
fibrogenezin olugsmasina katkida bulunmaktadir (226, 228).

Miyazono ve ark. (232) MTX’in rat ince barsaginda siiperoksid dismutaz
(SOD), katalaz aktivitelerini ve GSH seviyelerini azalttigini gésterip MTX’in yol
actigl ince barsak hasarinda, oksidatif stresin dnemli rol oynadigini 6ne siirmiislerdir.

Serbest radikaller, dokular {lizerindeki dogrudan zararh etkilerinin yani sira,
ilgili dokularda 1okositlerin birikimini tetikler ve bdylece aktive  notrofiller
araciligiyla dolayli olarak doku hasarimi agirlastir. Daha 6nceki ¢alismalarda MTX
aracili oksidatif karaciger hasarina katkida bulunan nétrofil birikimininin kantitatif
bir belirteci olarak, myeloperoksidaz diizeyleri kullanilmistir (10). Myeloperoksidaz
notrofil infiltrasyonunun bir belirtecidir. Aktive nétrofiller myeloperoksidaz, elastaz,
proteaz gibi bazi enzimler salgilar ve oksijen radikallerini agiga ¢ikarirlar (233).
Bunun yaninda serbest oksijen radikallerinin, lipid peroksidasyonu yoluyla hiicre
membranindaki hasar olusumunda temel bir rol oynadigi bilinmektedir. Lipid
peroksidasyonun en Onemli iirlinii malondialdehidtir. MDA, lipid peroksitlerinin
diizeylerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmakta olup lipid peroksidasyonunun
derecesi ile yakin korelasyon gostermektedir (234, 235).

Silmarinin hepatoprotektif etkisi in vitro ve in vivo pek cok calisma ile
gosterilmis olsa da, etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Silmarinin etki
mekanizmasi; serbest radikallere karsi antioksidan gibi davranmasi ve sitokin
tiretimi lizerindeki immun regulatuar etkisi seklinde olmaktadir (236).

Srivastava ve ark. (209) yaptiklari ¢alismalarinda silmarinin tiimor nekroz

faktor alfa’nin (TNF-o) neden oldugu apopitotik hiicre 6liimiine karsi1 da koruyucu
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etkili oldugunu (15) Sonnenbichler ve ark. (209) da hepatosit RNA-polimeraz |
aktivitesini artirdigini tesbit etmiglerdir.

Calismamizda apoptotik proteinler oldugu bilinen Bax ve kaspaz 3’iin
immiinohistokimyas1 ile birlikte DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL ve
Agaroz jel elektroforezi yapilmasi sonucunda; MTX verilen deney grubunda
apoptozun artig1 tedavi olarak verilen silmarinin apoptozu azalttig1 gosterilmistir.

Kaspaz oranindaki artis bir dokuda apoptozise egilimin arttigini
gostermektedir (237). Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle, agir DNA hasarina
yanit olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Indiiklenen p53, bir pro-
apoptotik bcl-2 ailesi iiyesi olan bax’in ekspresyonunu arttirarak mitokondri
araciligiyla veya Fas ekspresyonunu arttirarak ekstrinsik yolla apoptozisi baglatabilir
(238, 239).

Apoptozis gelisiminde superoksit, peroksinitrit ve hidroksil radikali gibi
radikal olusumundaki artisin yol agtigi  oksidatif stresin etkin rol oynadigi
saptanmigtir. Bu radikallerin hem mitokondri, hem plazma membrani, hem de genom
tizerine etkilerle apoptotik siireci tetikleyebildigi bildirilmistir (238, 242).

Kaspazlar olarak bilinen bazi sitoplazmik proteinler apopitozis siirecinde rol
oynamaktadir. Bunlardan bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9) dnciil kaspazlar olarak bilinirken,
digerleri (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. ~ Sitokrom C’nin sitoplazmaya
¢ikmasi sonucu inaktif olan prokaspaz-9 aktif kaspaz-9’a, aktif kaspaz-9 ise efektor
kaspazlarin, Ozellikle kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden olur ki, bu durum
apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna neden
olur (238, 239, 241, 243).

Calismamizdaki 151k mikroskopik olarak  gosterilen piknotik ve
heterokromatik ¢ekirdekli hepatositlerin varligi da bu kaspazlarin aktive edildigine
dair immiinohistokimyasal calismay1 destekleyici bir bulgu olabilir.

Silmarin ve bilesiklerinin hayvan ve insan c¢alismalarinda hepatoprotektif
ozelliginin oldugu saptanmis ve hepatoprotektif etkisinin ana mekanizmasinin
serbest radikal siipiiriiclisii olmasindan kaynaklandigr goriilmistiir . Silmarin ve
tiirevlerinin bilinen en 6nemli 6zelliklerinden biri, antikanser aktivitesidir. Burada ise
silmarin, kemoterapétikler tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi dokulari

korumada bir antioksidan olarak etki etmektedir (169).
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Valenzuella ve ark. (168) Silmarinin hiicre rediikte glutatyon seviyesinde
artisa neden oldugunu, Zhao ve ark. (244) SOD aktivitesini arttirdigini, Bosisio ve
ark. (245) ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir. Mira ve ark.
(246) ise silmarinin hiicre membranini radikal hasarindan korudugunu ve lipid
peroksidayonunu engelleyerek hepatosit membraninda lipid igerigini diizenledigini
bildirmislerdir.

Sonug olarak;

1) 20mg/kg verilen MTX 1 sigan karaciger dokusunda histopatolojik ve
apoptotik degisiklere neden oldugu,

2) MTX ile beraber Silmarin kullanimimin karaciger dokusunda bulgulari
azaltmasina ragmen tamamen iyilestirmedigi,

3) MTX ve Silmarinin uygulanan doz ve siiresinde degisiklikler yapilarak
yeni ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu,

4) MTX’mn klinikte ¢cok genis kullanim alan1 olmasindan dolay1 karaciger
dokusunda yaptig1 degisiklerin patofizyolojisinin  farklt mekanizmalarinin
aydinlatilabilmesi gerekliligi,

5) Gelecekte daha ileri ve ayrintili ¢alismalar yapilarak MTX kullanimiyla
birlikte meydana gelebilecek istenmeyen etkileri 6nlemek amaciyla Silmarin ile
iliskili tedavi yaklasimlarinin klinik kullaniminin gilincel olabilecegi, kanaatine

varilmistir.
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