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1. OZET

Bir folik asit antagonisti olan Metotreksat (MTX), cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan sitotoksik kemoterapdtik bir ajandir. Genis kullanilim alanina
sahip olmasma ragmen doku ve organlarda ciddi yan etkileri oldugundan dolay1
kullanimi smirlanmaktadir. Bu calismada hem MTX kaynakli karaciger hasarina
kars1 giiclii bir antioksidan bir bilesikolan N-asetilsisteinin (NAS) etkilerine hemde
yeni kesfedilmis bir adipokin olan asprosinin serum ve dokuda MTX kaynakl
hasara bagli degisiminin olup olmadigininin belirlenmesi ve etkilerinin incelenmesi
amagclanmustir.

Bu c¢alismada8-10 haftalik 24adet, erkekWistar Albino si¢anlar kullanildi.
Kullanilan deney hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba
ayrildi.Kontrol grubuna 14 giinliik deney siiresince herhangi bir islem uygulanmada.
NAS grubundaki sicanlara 100mg/kg/giin NAS intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi.MTX grubundaki siganlara tek doz 20mg/kg metotreksat i.p. olarak
uygulandi. MTX+ NAS grubundaki sicanlara tek doz 20mg/kg metotreksat i.p.
uygulanmasi ile beraber 100mg/kg/giin NAS 1i.p olarak uygulandi.Tiim gruplardaki
siganlar 14 giinliik deney siiresi sonunda anestezi altinda dekapite edilerek doku ve
kan ornekleri alindi. Dokular rutin histolojik takip serilerinden gegirilerek parafin
bloklara gomiildii.Parafin bloklardan alinan kesitlere apoptozis i¢cin TUNEL yontemi
ve asprosin immiinreaktivitesi i¢in avidin-biotin-peroksidaz metodu uygulandi.

Calismamizda kontrol grubu ile NAS grubu arasinda bakilan parametrelerde
anlamli bir farklilik yoktu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTX grubunda

Total Oksidan Seviye(TOS) anlamli olarak artmis,Total Antioksidan Seviye(TAS) ve



asprosin seviyesi azalmistt. MTX ile karsilastirildiginda MTX + NAS grubunda ise
TOS anlami olarak azalmis ikenasprosin seviyesi artmisti.

Sonug¢ olarak, MTX’in TOS diizeyini arttirdigi, asprosin seviyelerini
azalttigi,tedavi olarak verilen NAS’in TAS ve asprosin’ni arttirdigi goriildii.
Asprosinin, karaciger doku hasarmin patofizyolojisi {izerindeki etkilerinin
aydinlatilabilmesi i¢gin MTX’in farkli doz ve siireleri ile yeni deneysel ¢alismalarin
gerekli oldugu kanaatine varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Metotreksat, Asprosin, N-asetilsistein



2. ABSTRACT

Investigation of NAS (N-acetylcysteine) Effects on Asprosin
Immunoreactivity in Liver Tissues of Experimental Methotrexate-Treated Rats

A folic acid antagonist, Methotrexate (MTX), is a cytotoxic chemotherapeutic
agent used in the treatment of various diseases. Although widely used, its use is
limited as it has serious side effects on tissues and organs. This study aimed to
investigate both the effects of N-acetylcysteine (NAS), a potent antioxidant
compound against MTX - induced liver injury, and to determine whether or not a
newly discovered adipokine, Asprosin, changes in serum and tissue due to MTX-
induced damage.

In this study 8-10 weeks aged, twenty-four male Wistar Albino rats were
used. The experimental animals used were divided into 4 groups of 6 animals in each
group.No treatment was applied to the control group during the 14 days of
experimental period. 100 mg / kg / day N-NAS was administered intraperitoneally
(i.p.) to the NAS group. MTX group received a single dose of ( i.p) 20mg / kg
methotrexate. MTX+NAS group received a single dose of ( i.p) 20mg / kg
methotrexate with 100 mg / kg / day NAS . Rats in all groups were decapitated under
anesthesia at the end of 14 days of experimental period and tissue and blood samples
were taken. Tissues were embedded in paraffin blocks through routine histological
follow-up series. TUNEL method for apoptosis and avidin-biotin-peroxidase method
for asprosin immunoreactivity were applied to the sections taken from paraffin
blocks.

In this study, no significant differences were observed between NAC and

Control group in terms of analysed parameters. Compared with the control group,



both TAS and asprosin levels decreased significantly while TOS levels increased in
MTX group. In Comparision with the MTX group, a significantly decreased TOS
levels and increased asprosin levels were observed in MTX+NAC group.

As a result of MTX-induced toxicity, We observed that the liver TOS level
increased while the asporsin level decreased. On the other hand NAC administration
improved liver injury by decreasing the TOS level and increasing the asporsin level.
We concluded that further experimental studies involving the treatment of MTX at
different doses and durations are needed to clarify the effects of asprosin on the
pathophysiology of liver tissue injury.

Key Words: Rat, Methotrexate, Asprosin, N-acetylcysteine



3. GIRIS

3.1. Karaciger

3.1.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, Sag hipokondriyum ile, epigastriyumun bir kismimi ve sol
hipokondriyumu isgal eden agirligr yaklasik 1.5 kg civarindadir. Karaciger karin
boslugunun apikal kisminda lokalize olmustur(1).Diyafragmatik yiiz ve visseral yiiz,
ile 6nve arka kenarlara sahiptir (2). Ksifosternal eklem hizasinda olan 6n kenari ile ,
linea medioklavikularis’te sagda 5°nci kikirdak kaburga, solda 5’nci interkostal
boslugu birlestiren ¢izgi iizerindedir.Organ area nuda bolgesi hari¢ visseral periton
ile ortiiliidiir. ki akciger ve plevra’lar1 kalbin ventrikiiler bolgeleriyle ve ayni
zamanda fibréz perikardiyumu  diyafragma vasitasiyla ayirmaktadir.Recessus
subphrenicus olarak tanimlanan aralik 6n yiiz ile diyafragma arasindadir.Kikirdak
kaburgalarin sag 10’ncusu ile linea medioklavikularis’in sol 5’nci kikirdak
kaburganin oldugu kisim ile karacigerin alt kenar1 uzanmaktadir(1).Karaciger; lobus
sinister, lobus dexter, quadrat lob, kaudat lob olmak iizere 4 lobtan
olusmaktadir.Kaudat lobun’un sag tarafinda vena kava, sol tarafinda ise venoz
ligament bulunmaktadir (1-3).Karacigerdeki ligamentlerin tiimii ligamentum teres
hari¢ periton tarafindan olusturulmustur (1).Frontal plan boyunca uzanan koroner
ligament diyafragma ve karaciger arasindabulunmaktadir(3).

3.1.1.1. Karaciger Damarlan ve sinirleri

Arter ve Venler

Karacigerde bulunan hepatik porttan kan akisini saglayan damarlar, karacigeri
inverve eden sinirler ve lenf kanallar karacigere giris ve ¢ikis yaparlar. (3). Aorttan

koken alan hepatik arter karacigere oksijen diizeyi yiiksek olan kanin 6nemli bir



kismini tasir (1). Portal venise mide ve barsak bolgesinden gelen vendz kanin
karacigere iletilmesini saglar (3).

Sinirleri

Sinirler ¢oliyak pleksustan dallara ayrilarak hepatis porta da hepatik pleksusu
meydana getiriler. Hepatik pleksus icerisinde bulunan parasempatik ve sempatik
sinirler ise n.vagus ve T7-T9’dan ayrilarak gelmektedirler. Karacigerin en disinda
bulunan peritonun zarinin sinirsel invervasyonu ise n.phrenicus ile olmaktadir (1).

3.1.2. Karacigerin Embriyolojisi

Embriyolojik donemin 4.haftasinda, 6n bagirsagin kaudal tarafindan ventral
bir ¢ikint1 olugmasiyla karaciger gelismeye baslar(4).Son yillarda yapilan ¢aligmalar
sonucu, embriyonik endodermden koken alan hepatik divertikiil ve pankreasin
ventral kismi farkli iki hiicre toplulugundan gelistigi dusiiniilmektedir. Gelisimi
devam eden kalp belirli bir miktarda Fibroblast Growt Faktor salgilar Growt Faktor
ise Dbipotent hiicreleri tetikleyerek hepatik divertikiil olusumunu aktive
eder(5).Hepatik divertikiil, gelismekte olan kalp ve bagirsagin arasinda bulunan
splanknik mezoderme, septum transversum yoniinde ilerler. Septum transversum,
diyaframin belli kismin1 ve bu kistmda bulunan ventral mezenteri olusturur.
Karaciger divertikulumu, mezenterin alt yapraklarinin arasinda gelisme
gerceklestirken, iki kisima ayrilmaktadir. Divertikulumda olusan biiyiik  kisim,
karacigerin 1ilk halidir. Sayilar1 artan hiicreler karacigerde hiicre kordonlar
toplulugunu  ayrica safra sisteminin intrahepatik bdoliimiin epitel ylizeyini
olustururlar. Karaciger 5.Hafta ve 10. Haftalar arasinda hizli bir gelisme gosterir ve
karin boslugunun biiylik bir boliimiinii doldurur (6). V.Umblikalisten gelen kandaki

oksijen diizeyi, karacigerin gelismesini ve fonksiyonel segmentasyonunu



etkiler.6.haftada gergeklesen hematopoez karacigerinkirmizi renkte goriinmesini
saglar. 9. haftayla birlikte karaciger fetustaki toplam agirligin yaklasik %10’unu
olusturur. 12. haftada karaciger hiicreleri safra iiretimine baglar (5). Baslangicta, dis
hepatik safra yollar1 epitel hiicreleriyle kapali iken sonralar1 epitel hiicrelerin
dejenerasyonuyla vakuoller olusur ve safra yollar1 gelisir. Hepatik divertikiiliin
kiiciik kaudal pargasi safra kesesini, divertikiiliin sapida sistik kanali olusturur.
Hepatik ve sistik kanallar1 duodenuma baglayan kordondan safra kanali (koledok)
gelisir. Bu kanal baslangicta duodenum halkasinin 6n yiiziine baghdir ancak
duodenumun biiylimesi ve rotasyonuyla arka yiize tasinmaktadir. 13. haftadan
sonraki siirede kanaldan gecis yaparak duodenumun igine giren safra, mekonyumun
koyu yesil renk almasini saglar.

Bu iki yaprakli ve ince olan membrandan asagidaki yapilar gelisir

1. Kiiciik omentum, karacigerden midenin kii¢iik kurvaturuna (hepatogastrik

lig.) ve karacigerden duodenuma (hepatoduodenal lig.) uzanir.

2. Falsiform ligament, karacigerden karin 6n duvarina uzanir.

Umblikal ven, umblikal kordon (gobek kordonu) ¢ikip karacigere ulasirken
falsiform ligamentin serbest kenar1 boyunca uzanir. Mezogastriyumdan kaynaklanan
ventral mezenter ayni anda karaciger dokusunun visseral peritonunu meydana getirir.
Karacigerin, diyafram ile dogrudan temas eden ¢iplak bolgesi (area nuda) harig
peritonla ortiliidiir (5).

3.1.3. Karaciger Histolojisi

Dort adet zayifca sinirlanmis lobdan olusan karaciger, insan vucudundaki en
bliyiik bezdir. Karaciger igerisinde kollejen lif ve elastik lifler bulunan kapsiil ile

ortiilmiis olup, periton ile sarilmistir (7). Karaciger lob¢ugunun mimarisinin {i¢ adet



kavramsal yaklasimi bulunmaktadir yapisal parametrelere dayali olan karaciger
lobgugunun klasik kavrami, birbirine komsu lobiillerden ayni safra kanalina safra
bosalim1 yaklagimina dayal1 portal lobiil kavrami ve birbirine komsu lobiillerin venoz
sinlizoidleri boyunca oksijenin dagilim derecelendirilmesine dayali karaciger
asinusu kavrami;

3.1.3.1. Klasik karaciger lob¢ugu

Hekzagon bir yap1 olarak tarif edilen kan siniizoidlerinin birlestigi merkezi
bir veniil iceren polihedral bir yapidir. Portal venin ve hepatik arterin birer dallar1 ve
bir safra kanali seklinde portal triadi olusturan yapilar, genellikle altigenin aci
olusturan bolgelerinde yer almaktadirlar.

Portal lobiilde, Portal triad merkezi eksende yer almakta olup,etrafi saran
hepatosit parenkimasindan safray1 toplamaktadir (7). Bunlar; Klasik lobiil, portal
lobiil ve karaciger asiniistidiir. Karaciger asinusu, Kan akisi, metabolizma aktivitesi
ve karaciger hastaliklar1 arasinda 1iyi bir baglanti saglayan yapisal
kisimdir.Karacigerin asinusu, hepatik parankimin en kiiciik fonksiyonel iinitini
gosterir. Asinusun kisa ekseni, iki portal alan arasinda, uzun ekseni iki santral ven
arasinda bulunan baklava seklinde alandir. Kisa eksene en yakin bolim zon 1, en
uzak boliim zon 3 olarak bilinir. 2. zon karaciger asiniisiiniin santral bolgesidir (8).

3.1.3.2. Hepatosit

Hepatosit,bir hepatik lobiiliin foksiyonel olan ekzokrin ve endokrin
hiicresidir. Hepatosit, sinlizoideal bosluklar ile cevrili olup, birbirlerine yaklasarak
hiicre biiyiikliigiinde plaklar meydana getirirler. Perisiniizoidal aralik hepatositleri
sinlizoidde bulunan kandan ayrilmasimi saglar. Bir hepatositin iki adet hiicresel

bolgesi bulunmaktadir. Bazolateral bolge ve apikal bolge, bazolateral bolgede fazla



miktarda mikrovillus bulunmaktadir ve yiizii disse araligina bakmaktadir.Bazolateral
bolge bir kistm kan kaynakli maddelerin emilmesine ayrica plazmada bulunan
proteinlerin sentezine katkida bulunur. Apikal bolge ise, mikrovilluslarin ¢evreledigi
bir girinti seklinde goriliir, hepatositlerin bir dis salgi {iriinli olan safranin disariya
cikmasmi engellemek iizere kenar kisimlarinin kapatmasimi saglayan safra
kanalikiillerinin kenar kisimlarin1 Ortmektedir. Hepatosit, plazmada bulunan
proteinlerin iiretiminde gorev alan iri endoplazmik retikulumunun yanisira glikoz
sentezi,yag sentezi ve toksinlerin atilim mekanizmalar ile iliskili olan cok iyi
gelismis bir yap1 seklinde diizgiin ylizeyli endoplazma retikulumunu igerir. Diizgiin
yiizeyli endoplazma retikulumunun membranlarda yerlesik olan enzimlerin su
fonksiyonlardan sorumludurlar:

1) Kolestrol ve safra tuzlarinin sentezi

2) Bilirubin, steroidler ve ilaglarin gliikuronid ile konjiigasyonu

3) Glikojenin glikoza yikilimi

4) Serbest yag asitlerinin trigliseritlere esterlesmesi

5) Tiroid hormanlar1 olan trityodotironinden ve tiroksinden 1iyodun

uzaklastirilmasi
6) Diizglin yiizeyli endoplazma retikulumunun O©nemli oOlclide gelistigi

fenobarbital gibi lipidde eriyebilir ilaglarin detoksifikasyon islemi (7).



3.1.3.3. Golgi aygit1

Salgilanan  proteinlerin  glikolizasyonuna ve lizozimal enzimlerin
cesitlenmeleri islemine katkida bulunur (7).

3.1.3.4. Lizozom

Yasam siiresini doldurmus olan veplazmada bulunan
glikoproteinleri,bazolateral kisimda hepatiklektin membran reseptorii ile i¢ine alarak
parcalar (7).

3.1.3.5. Peroksizomlar

Peroksizomlar, hiicre zar ile ¢evrelenmis olup, hidrojen peroksit olusturan
cok sayida oksidaz igermektedir. Hidrojen peroksitin zararli bir iiriin olmasi sebebi
ile,hidrojen peroksit katalaz sayesinde yikima ugratilir. Bu gergeklesen yikim,
karaciger hepatosit hiicreleri ve bdbrek hiicrelerinde gerceklesmektedir.
Peroksizomlarin olusumu vucutta var olan peroksizomlardan tomurcuklanmayla
meydana gelmektedir. Bu sekilde, peroksizomlarda bulunan proteinleri
tagimaktadir.Peroksizomun igerisinde birbirinden farkli metabolik olaylarda gorev
alacak c¢ok sayida enzim ¢esidi bulunmaktadir (7).

3.1.3.6. Bag Dokusu Stroma

Karaciger, distan visseral periton ile sarilidir.Viseseral periton yass1 tek kattan
olusan mezotelyumdan ve onun hemen altin ince bag dokudan meydana gelir.Hilum
kisminda Glisson kapsiiliiniin igerigirmesi ve hepatik portaldan itibaren organin
icerisine dallanma gosteren ve karacigere giris yapan hepatik arter ile portal venin
damar yolu ile ve safra kanallar ile beraber bag dokusu bi¢giminde devam etmektedir
(9).Bu sekilde karaciger lob ve lobiiller olarak kisimlara ayrilir.Sonu¢ olarak

karaciger bu sayedel milyon civarinda genigligi 1 mmve uzunlugun 1-2 mm olan
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karaciger lobiilleri olusur. Stroma igerisinde ise sinir, damar ve safra kanallar1 yer
alir (10).

3.1.3.7. Siniizoidal Kapillerler (Siniizoidler)

Hepatosit tabakalar1 arasindaki vaskiiler kanallardir (10).Portal araliin
etrafinda  hiicreler  periportal bag  dokuya  yaslanmig  bir  sekilde
bulunmaktadirlar.Portal aralik i¢erisinde yer alan portal ven ve hepatik arterdeki kan
farkli yerlerde bulunan kapillerlerden biiyiik olan siniizoidlere aktarirlar (7).Hepatik
sinlizoidler ince, devamli olmayan bir endotelle siirlidir.Bu devamli olmayan
sinlizoidal endotel, devamli olmayan bir bazal laminaya sahiptir.Komsu endotelyal
hiicreler arasinda biiylik pencereler bulunur.Hepatik siniizoidler, diger siniizoidlerden
farkli bir hiicre tipi icerir.Bunlar siniizoidal makrofajlar (Kupffer hiicreleri)’dir.
Kupffer hiicreleri, mononiikleer fagositik sisteme aittir(10).Bu hiicrelerin gelisimi
kemik iliginde siras1 ile promonosit, monoblast ve monosit farklilasmasi ile
baslar.Monositler = kanda  kupffer  hiicrelerine = doniiserek  karacigerde
yerlesirler.Uzantili yildiz sekilli bu hiicrelerin govdelerinin biiyiik boliimii liimende
izlenir.Stoplazmik uzantilar ile siniizoid duvarma tutunurlar. Bu hiicreler kan yolu
ile gelen antijenleri ve hasarlanmis eritrositlerden kaynaklanan stoplazmik parcalar
ve demiri fagosite ederler. Ferritin hemosiderin graniilleri 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 kokenlidirler.
Karacigerde kalma siireleri yaklasik iki hafta kadardir. Hayatta kalmalar1 kupffer

hiicrelerine bagimlidir (8).
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3.1.3.8. Perisiniizoidal Araliklar (Disse araliklary)

Siniizoid endoteli ile hepatositler arasinda bulunur. Perisintizoidal aralik, kan
ve karaciger hiicreleri arasinda materyallerin degisim alanidir. Perisiniizoidal aralik
(Disse aralig1), hepatositlerin bazal yiizeyi ile siniizoidleri ¢evreleyen endoteliyal
hiicrelerin ve Kupffer hiicrelerinin bazal yiizeyi arasinda bulunur. Bu araliga,
hepatositlerin bazal yiizeyinden, kii¢iik, diizensiz mikrovilluslar uzanir. Endoteliyal
tabakadaki biiyiik yariklardan ve devamli bir bazal laminanin yoklugundan dolayz,
sinlizoidlerdeki kan plazmasi ve hepatosit plazma membrani arasinda onemli bir
engel olusmaz. Hepatosit tarafindan sentezlenen protein ve lipoproteinler,
perisiniizoidal aralikta kana transfer edilir. Bu yol, safradan ziyade karaciger salgilari
icindir. Fetal karacigerde, kan damarlar1 ve hepatositler arasindaki aralik, kan
olusturan hiicre adalarim1 igerir. Eriskinlerde kronik anemi durumlarinda,
perisiniizoidal aralikta kan olusturan hiicreler tekrar goriilebilir. Siniizoidal alanda
yerlesen liposit veya ito hiicresi olarak (yag depolayan hiicre, stellat hiicre) bilinen
hiicrelerde bulunur. Mezenkimal orjinli olan bu hiicreler stoplazmik lipid
damlalarinda retinil esterleri seklinde A vitamini depolarlar. Altin kloridle de
belirlenebilen bu hiicreler rutin yontemlerle stoplazmalarinda yer alan lipid damlalar
nedeniyle kolay taminirlar. Bu hiicrelerden retinol olarak sallman A vitamini
proteinlere baglanarak retinaya taginirlar. Burada icerdigi 11-cis retinal opsin proteini
ile baglanarak rodopsini olusturur.Rodopsin gérmeyi saglayan bir retina pigmentidir
(10).

Ito hiicrelerinin ekstraselliiller matriks proteinlerini ve proteoglikanlari,
bliylime faktorleri ve sitokinleri salgilayabildikleri ve prostoglandin ve

tromboksanA2 gibi regulatuar maddelere cevap olarak siniizoid liimeninin ¢apini
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ayarlayabildikleri bilinmektedir. Normal sartlarda karaciger hiicrelerinin %5-8’1ini
olusturan ito hiicrelerinin lipid depolamalar1 yani sira lipid yapisindaki antijenleri
Natural Killer hiicrelerine sunarak onlarin proliferasyonunu stimiile eden antijen
sunan hiicreler olabilecekleri One siiriilmiistiir. Karaciger hasarin1 takiben ito
hiicreleri aktive olur. Hiicrelerde proliferasyon, kontraktilite ve kemotaksis gortiliir.
Icerdikleri desmin ve o aktin sayesinde kasilarak siniizoidin vaskiiler rezistansini
artirirlar (10).

Kronik inflamasyon, siroz gibi belirli patolojik sartlarda, ito hiicreleri lipit ve
A vitamin depolama yeteneklerini kaybederler ve miyofibroblast karakteristikleri
olan hiicrelere dontislirler. Bu hiicrelerin hepatik fibrojeneziste ©6nemli rol
oynadiklar1 gézlenmistir. Bunlar, Tip I ve tip III kollajeni sentezler ve perisiniizoidal
araliklarda depolarlar ve karaciger fibrozisine yol acarlar. Bu kollajen, portal araligin
bag dokusu ile ve santral veni ¢evreleyen bag dokusu ile devam eder. Perisiniizoidal
fibroz stromadaki artig, karacigerin toksik maddelere karst erken bir
sinyalidir.llaveten, Ito hiicreleri karaciger hasarindan sonra ekstraselliiler matriksin
yeniden yapilanmasinda da rol oynarlar (10).

3.1.3.9. Safra Yollan

Safra kanalikiilleri, hepatositlerin yiizeyinde bitisik oluklardan olusan kiiciik
kanallardir.Safra kanalikiilleri, 6 yiizlii hepatositlerin 4 yiiziinde tam bir halka
olustururlar.iki bitisik hepatositin mikrovilluslari, kanalikiiler liimene yayilir.
Kanalikiillerin plazma membraninda ATPaz ve diger alkalen fosfatazlar lokalize
edilebilir, safra sekresyonu, aktif bir islevdir. Safra akimi, santral ven bdlgesinden
portal alana dogrudur (kan akisinin tersi yonde). Portal alan yakininda fakat hala

lobiiliin icindeyken safra kanalikiilleri birleserek kisa intrahepatik kanallar1 olusturur.
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Bunlar Hering kanallaridirve kiibik non-hepatik hiicrelerle déselidir.Bu kanal epiteli,
safra yollarmin distal boliimii gibi devamli bir bazal lamina ile sinirlidir.Intrahepatik
safra kanallar1 safrayi, hepatik kanallara tasirlar.Ekstrahepatik safra kanallar1 ise
safray1 safra kesesi ve duodenuma tasirlar (10).

3.1.4. Karaciger Fizyolojisi

3.1.4.1. Karacigerin Depo Islevi

Barsak kapillerlerinden akan kan barsaklarda bulanan bakterilerle karigarak
karacigere gotiiriir. Portal venden, karacigere girmeden once alinan kannumunesi
sonucu kiiltiir yapildiginda kolon basili tiremesi goriiliir. Fakat sistemik dolagimdan
aliman kan numunesinde kiiltiir yapildiginda kolon basili tiremesi goriilmez. Hepatik
vendz siniislerde bulunan, Kupffer hiicrelerinin fagositik 6zelliklerinde dolayi, kan
siniisler icerisinden ge¢isi sirasinda temizledikleri goriilmiistiir. Bakteri Kupffer
hiicresiyle karsilastigt zaman, Kupffer hiicresinin igine giren bakteri sindirilinceye
kadar burada tutulur(11).

3.1.4.2. Karaciger enerji metabolizmasi

Karaciger bol; miktarda glikojen depo etme, galaktoz ve fruktozu glikoza
doniistiirme, Glikoneogenez, karbonhidrat metabolizmasinin ara iiriinlerinden bir¢ok
onemli maddelerin olusturulmast gibi islemleri karbonhidrat metobolizmasinda
gergeklestirir (11).Karaciger karbonhidrat ve yag metabolizmasindaki faaliyetlerinin
cogunlugunda aksama meydana gelse dahi viicut canliligmi korur. Viicut, i¢in
karacigerdeki protein metabolizmast vazge¢ilmezdir.Protein metabolizmasindaki
karacigerin gorevleri; Vucutta amino asitlerin liretimi, metabolizma sonucu {irenin
meydana gelisi ve amonyagin viicuttan atilmasi vucutta gerceklesenreaksiyonlar icin

gerekliproteinlerin ve diger meteryallerin birbirleriyle etkilesimi esansiyel olmayan
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aminoasitlerin sentezi seklinde 6zetlenebilir (11).Karacigerin lipit metabolizmasi ile
ilgili ise yag asitlerinin oksidasyonu lipoprotein sentezi karbonhidrat ve proteinlerin
lipitlere doniistiiriilmesi fonksiyonlar1 seklinde Ozetlenebilir. (11). Metotreksat
sadece kanserli hiicrele karsi degil, enerji metabolizmasinda gorev alan karaciger
hiicrelerinide olumsuz etkilerler. (12). Klinik sahada genis kullanim alanlar1 olmasi
ve karaciger hiicreleri iizerinde hasar olusturmasindan dolayr daha fazla Gnem
kazanmstir (13).

3.2. Metotreksat

Bir folat asit antagonisti olan metotreksat (MTX), ilk olarak 1948 de akut
16semili c¢ocuklarda kullanilmistir(14).Metotreksat antineoplastik 6zelligi olan
16semi, karsinoma, osteosarkoma hastaliklarinda tercih edilen bir ilagtir. Metotreksat;
Bu hastaliklardan baska; romatoid artrit, psoriasiz, 16semi, sarkoidoz, vaskulit ve
baz1 otoimmun hastaliklarda da tercih edilen bir etkendir (15,16). Hiicreyi 6ldiiren
yada hiicrenin fonksiyonunu durduran bu tiir ilaglar kanser ve saglikli hiicrelere
kars1 etki ettikleri igin bu hiicrelere toksik etkileri vardir(12).Klinik kullanim
alanlariin genis olmasi ve karacigerde toksik etki olusturmasindan dolay1 daha fazla
onem kazanmustir (13). MTX sadece karacigere degil bunun yaninda bdobrek, ince
barsak, kemik iligi, akciger gibi organlara da 6nemli hasarlar olusturmaktadir (17).
MTX’in oral absorpsiyonu viicuda alman MTX miktarina baghdir. Gegmis
zamanlarda yapilan ¢alismalar MTX in diisiik dozda aliminin absorbsiyonunun %70
civarinda oldugunu gdstermistir(18).MTX’in dokulara 1yi dagilim gosteren bir
ajandir ve Ozellikle bobrek, safra kesesi, dalak, karaciger ve deride yliksek
konsantrasyonlara ulasir. MTX bobreklerde haftalar, karacigerde ise aylar boyunca

kalmaktadir(19).
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3.2.1. Metotreksatin karaciger iizerine etkileri

MTX’in karaciger hasar1 Tlizerine olan olumsuz etkileri heniiz tam
aciklanmamis olsada hiicre hasari iizerine bazi1 mekanizmalar diisiiniilmektedir. MTX
karacigerde 7-hidroksimetotreksat metabolitine doniismekte ve poliglutamat seklinde
depo edilmektedir. Bu sebeple uzun zamanli MTX tedavisi alinmasi karacigerde
poliglutamatin artmasina ve folat seviyesinde diismeye neden olmaktadir.

Poliglutamatlarin karaciger hiicrelerinde birikmesi, hepatotoksisitenin énemli
nedeni olarak diistiniilmektedir. MTX sitozolik NADPDH (nikotinamid adenin
fosfatdehidrojenaz) ve NADP bagli olan malik enzimin inhibesini gerceklestirerek
hiicrenin  igindeki NADPH  azalmasmisaglamaktadir.  NADPH, GSH
(glutatyonun)’nin devam etmesini gerceklestiren GSSG-R (glutatyon reduktaz)
enzimi i¢in gereklidir. Organizmaya MTX uygulanmasi sonucu GSH seviyesindeki
azalma, antioksidan savunma sisteminin zayiflamasina neden olmaktadir (20). Bir
calismada siganlara MTX verilmesinin kan, karaciger, bobrek ve ince barsakta
bulunan glutatyon (GSH) miktarinin diismesine, myeloperoksidaz etkinliginin artisi
ile malondialdehid (MDA) miktarininyiikselmesine sebep olmustur (21). Bu
seviyelerdeki degisiklikler sonucu olarak steatozis, kolestazisve karacigerde siroz
gibi bobreklerde hasar, kemik iliginin baskilanmasi, mukozit, pulmoner fibrozis gibi
ciddi yan etkilerolusturmaktadir (20). Kronik MTX kullanimlarinda karacigerde
histolojik agidan, yag infiltrasyonu, inflamasyon, hiicrelerde nekroz ve sonug olarak
fibrozis sekillenmektedir. Bunlarin disinda MTX kullaniminda uzun yillar belirtiler
gizlilik gosterebilmektedir (22). MTX tedavisi sirasinda olusabilen hepatotoksisite,
non- spesifik yagl degisiklikler, niikleer polimorfizm, hepatosit nekrozu, kronik

portal inflamasyon, fibrozis ya da siroz seklinde ortaya c¢ikabilmektedir
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(23)Karaciger toksisitesinin gosterilmesinin en iyi yolu biyopsisi olup bulgular,
genellikle MTX’1in 10 yil gibi uzun siire kullanim1 ya da MTX dozunun 1,5- 2,5
grami ge¢mesi halinde kendini gosterebilmektedir (24). Bu nedenlerden dolayt MTX
toksisitesinden korunmak veya azaltmak i¢in antioksidan birlikte kullanmasi
gerekliligi distiniilmektedir

3.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusan
reaktif atom veya molekiillerdir. Cesitli metabolik reaksiyonlar esnasinda siiperoksit
anyonu, nitrik oksit, peroksil radikali ve hidroksil radikali gibi ¢cok sayida serbest
radikaller olugmaktadir (25). Molekiiler oksijen, viicutta hiicrelere giren ve fazla
miktarda kullanilan molekiildiir. Serbest radikal denildiginde akla SOR (Serbest
Oksijen Radikalleri) gelmektedir (26). Normal sartlar altinda viicutta olusan SOR ile
antioksidanlar karsilikli bir denge igerisindedirler. Antioksidanlarla serbest radikal
icerisindeki dengenin bozulmasi halinde oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidanlarin
yiikseldigi veya antioksidanlarin azaldigir olaylarda organizmanin maruz kaldig
“oksidatif stres” e bagli olarak hiicre mekanizmalarinda aksamalar ortaya ¢ikar (27).
Kendi aralarinda bir bag olusturmamis elektronlar; yanindaki lipidler, proteinler ve
karbonhidratlar gibi molekiillere kars1 reaksiyona girmeye hazirdirlar. Boylece
molekiiler yikim sonucu doku hasar1 olusur (28). Baz1 hiicrelerde serbest radikallerin
cikist hiicrelerin  koruyucu mekanizmasindan kaynakli olabilir. Karacigerde
detoksifikasyon islemi i¢in serbest radikaller kullanir, ndtrofiller ise patojenleri
ortadan kaldirmak icin serbest radikalleri olusturabilir. Dokularda sayica artis
gosteren radikaller hiicre membraninda gecirgenlik artisi sonucu hiicresel Oliime

sebep olurlar(26).
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3.3.1. Serbest oksijen radikalleri ve oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hidroksil, siiper oksit, nitrik oksit ve lipid
peroksid radikalleri gibi kimyasal yap1 olarak farklilik gosterir. Canli organizmadaki
serbest radikaller igerisindeki onemli radikaller oksijen kaynakli olanlardir (27).

3.4. Antioksidanlar

3.4.1. Antioksidanlarin mekanizmalar

Serbest radikallerin  zararli etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla
organizmanin gelistirmis oldugu savunma sistemine antioksidanlar denilmektedir
(29).Etkilerini oksijen konsantrasyonunu azaltmak ve lipid peroksidasyon’unun
baslamasina engel olarak gosterirler. Bu etkilerden farkli olarak antioksidanlar gegis
metal iyonlarina baglanarak etkinligini kaybettirirler ve peroksitlerin alkol gibi
nonradikal {riinlere doniisiimiinde gorev alabilmektedirler. En belirgin 6zellikleri
okside olmus substratlara kiyasla ¢ok az konsantrasyonlarda dahi, substratin okside
olmasini geciktirmesi ve inhibe etmeleridir (30). Farkli yapilardaki serbest radikaller
icin hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara ihtiya¢ vardir. Hidrofilik antioksidanlar
sitozol ve ekstraseliiler sivilarda, lipofilik Ozellikteki antioksidanlar ise
membranlarda ve lipoproteinlerde bulunurlar (31).Antioksidanlar1 birgok faktore
gore yapisal ozelliklerine gore, ¢Ozlniirliik 6zelliklerine gore, insan viicudundaki
yerlesimlerine gore siniflandirmak miimkiindiir. (32).

3.4.2. N-asetilsistein

Asetilsisteinin, solunum yollarinda mukolitik ve ekspektoran etkisinden
faydalanilmaktadir. Mukusun viskositesi azaltarak solunum yollarinda bulunan
balgam yogunlugunu ve yapiskanliginiakici hale getirir(24). Asetilsistein akciger ve

karaciger dokusunda glutatyon sentezi igerisinde yer alarakglutatyon sentezinin
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artisina neden olur. Asetilsistein serbest oksijen radikallerini baglayarak hiicre
hasarmi onler. NAS karacigerdeki toksik etkisini, glutatyon sentezinde artisa neden
olarak serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak etkinligini gostermektedir(33).
Metotreksat karacigerde metabolize edilme sirasinda bir kismi ise sitokrom P 450
enzim sistem sayesindedaha farkli olan bir liriine doniistiiriiliir(34, 35).Bu iiriin ise
glutatyon ile birleserek idrar yoluyla wvucut disar1 atilir. Yiksek sevilerde
metotreksatin vucuda verilmesi, olusan metabolitinde artmasina neden olur;
glutatyonun azalmasina bagli olarak metabolitin inaktivasyonu da azalma meydana
gelir (36).Boyle durumlarda asetilsisteinin vucuda verilmesi, karacigerde glutatyonun
normal seviyelere ulagsmasini saglamis olur.Glutatyon ise metabolitle birleserek
muhtemel hiicre hasarlarinin 6niine gegmis olur(37).NAS’ karaciger hastaliklarinda
serbest oksijen radikallerin zararlarin1 azaltmak  ve toksinleri uzaklastirma
ozelliginden dolayiyararli oldugu bilinmektedir. NAS; karacigerde kan akigindaki
artty, GSH miktarinin yiikseltmesigibi yararli etkileri bulunmaktadir(38).NAC’in
kullanim alanlarinda, kalp damar hastaliklari, kanser, toksisite ve karacigerde
parasetamol toksisite tedavisi i¢inkullanilmaktadir (39). Yapilan bir ¢alismada
etanol ile beslenen siganlara NASilave edilmesinin karacigerde inflamasyonu
azalttigi, steatozu artirdigi, proinflamatuvar sitokin gen ekspresyonunu azalttigi ve
IGF-1 ve IGF-2 diizeyini artirdigi goriilmiistiir (40). Yapilan ¢alismalarinda
rifampisin, metotreksat ve siklosporin A gibi hepatotoksisitesi yiiksek olan ilaclarla
olusan hepatitin NAS uygulamasi ile 6nlenebilecegi goriilmiistiir(41-43).

3.5. Asprosin

Asprosin, pro-fibrilinin C-terminal bdliimiinden sentezlenen plazma glikoz

diizeylerini artirmak icin karaciger hiicrelerine etki eden glikogenik bir protein olup
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enerji ve lipit metabolizmasinaetkilibir adipokindir. Esas salinim yeri beyaz yag
dokusu olup plazmada nanomolar seviyelerde dolasir. Daha 6nceki g¢alismalarda
Asprosin uygulanmis farelerde kandaki glikoz seviyesinde artis asprosinin glikoz
iiretiminde roliiniinun olabilecegini diisiindiirmektedir; farelerde ve insanlarda
Yapilan bir ¢calismada aclik sirasinda karacigerde asprosinin glikoz iiretimiyle ve
insiiliinle iligkisi oldugu belirlenmistir (44-46).Bununla birlikte glukoz salinimindaki
degisimlerinde karaciger hasarinina neden olabilecegi bilinmektedir. (47, 48).

Daha onceki caligmalarda ifade edildigi gibi adipokinlerin miktarindaki
degisikliklertip II diyabet, metabolik sendrom hipertansiyon ve astim gibi bir ¢ok
hastaliklarin olugmasinda ve c¢esitli inflamatuvar ajanlarin etkinliklerinin degisiminde
etkili oldugu ve bu degisimlerin bircok dokuda oldugu gibi karacigerde de bir ¢ok
fizyolojik ve patolojik durumu tetikleyebilecegi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
adipokinlerin plazmadaki miktarlarinin degisimlerine bagl olarak olarak karacigerde
hasar apoptozis, notrofilik kemotaksis ve karaciger kuppfer aktivasyonunda
degisimler ile insiilin direnci gibi bir ¢ok fizyolojik olayda etkili oldugu ifade
edilmistir (49).

3.6 Arastirmanin amaci

Calismada deneysel olarak metotreksat uygulanan sicanlarin karaciger
dokularinda asprosin immiinreaktivitesi iizerine NAS (N-asetilsistein)’in etkilerinin

incelenmesi amaglanmustir.
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4. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 27.06.2018 tarih ve 121 Sayil
karar1 ile etik olarak uygun bulunmus olup Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) biriminde ile Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji boliimii laboratuvarinda yapildi. Caligmanin tiim giderleri Firat
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin
TF.19.08 proje no’ lu karar1 geregince karsilandi.

4.1. Deney Hayvanlarinin Beslenmeleri Barindirilmalar:

Deneylerde kullanilan 24 adet 8-10 haftalik eriskin erkek Wistar Albino
sicanlar FUDAM biriminden temin edildi. Deney hayvanlarinin bulunduklart ortamin
1s1s1 22-25 °C arasinda sabit tutulmus olup, 12 saat 151k ve 12 saat 1s1ksiz ortamda
takip edildi. Deney hayvanlar1 6zel olarak yaptirilmis kafeslerde beslendi. Tiim
deney hayvanlarina standart sican yemi verilerek yeterli miktarda su ve yiyecek
alimlar1 saglandi.Hayvan yemleri Elazig Yem Sanayi A.S.’ninfabrikasi’nda

hazirlandi. Yemlerinigerikler Tablo 1’ de gosterildi.
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Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Misir (%) 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 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg Bi, 2,4 mg Bo, 1,2
mg Be, 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

4.2. Deney Gruplarmin Olusturulmas:
Agirliklart 200-250 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 24 adet Wistar Albino
cinsi erkek sicanlarher grupta alti hayvan olacak sekilde dort farkli ¢aligma grubu

olusturuldu;
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Grup I (Kontrol grubu)(n=6): Deney siiresi olan 14 giin boyunca herhangi
bir islem yapilmadi.

Grup II (NAS grubu)(n=6): 14 giinliik deney siiresi boyunca 100mg/kg/giin
NAS i.p olarak uygulandi.

Grup III (MTX grubu)(n=6): Tek doz 20mg/kg metotreksat i.p. olarak
uygulandi.

Grup IV (MTX+NAS grubu)(n=6):Tek doz 20mg/kg metotreksat i.p.
uygulanmasi ile beraber 14 giinliik deney siiresi boyunca 100mg/kg/giin NAS i.p
olarak uygulandi.

4.3. Doku Orneklerinin Alnmasi

Deneyin sonunda tiim gruplara ait deney hayvanlar1 ketamin (75mg/kg) +
xylazine (10mg/kg) i.p uygulanarak dekapite edildi.Dekapitasyonun ardindan deney
hayvanlarininkaraciger dokular1 ¢ikarilarak rutin histolojik seri takip islemi
uygulandi.

4.4. HistolojikCalisma

Tim gruptaki deney hayvanlarindan almman karaciger dokusu, % 10’luk
formolde tespit edildikten sonra ¢esme suyunda yikamaya alindi.Yikanan dokular
klasik histolojik takip serilerinden gegirilerek (Tablo 5) parafin bloklara gémiildii.Bu

bloklardan 4—6 pum kalinliginda kesitler alindu.
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Tablo 2. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1.5 saat

3 %96 Alkol 1 30 dakika
4 %96 Alkol II 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol 1T 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1.5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 GOomme

4.5. Terminal deoxynucleotidyl transferase(TdT)-mediated deoxyuridine
triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling (TUNEL) Metodu

Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda kesitler polilizinli lamlara alindiktan
sonra tretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTagPlus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen kesitler, dereceli alkol
serilerinden gecirilip phosphate buffered saline (PBS) ile yikanmaya alindi. 0.05%
‘lik proteinaz K ile 15 dakika inkiibe edilen dokulardaha sonraendojen peroksidaz
aktivitesinin engellenmesi icin % 3 hidrojen peroksid ile 10 dakika inkiibe
edildi.Dokular PBS ile yikandiktan sonra 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe

edilip, 37° C’de nemli ortamdagalisma soliisyonu ile 60 dakika inkiibasyona
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birakildi. Ardindandokular Stop/Wash Buffer’da 10 dakika bekletildi.Daha sonra
Anti-Digoxigenin-Peroksidaz ile 40 dakika muamele edilen dokulara
Diaminobenzidine (DAB) substratt damlatilip apoptotik hiicreler goriintiilendi.
Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan dokular, entellan ile kapatilip
1sikmikroskobunda incelenerek degerlendirilip fotograflandi.Kesitlerde 10'luk
bliylitmede normal ve apoptotik ortalama 500-1000 hiicre sayildi. Apoptotik
hiicrelerin, toplam (normal-apoptotik) hiicrelere oranlanarak apoptotik indeks (AI)’i
hesaplandi.Boyama prosediiriitablo 3’deverilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. TUNEL Boyama Prosediirii

Islem Siire

1 60°C etiiv Bir gece
3X15

2 Xyl dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir. .
6 1:500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H20O») 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme 60 dakika

) 37°C’de
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 1-5 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. ...
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4.6. Immiinohistokimyasal Calisma

Parafin bloklardan 4-6 pm kalinliginda alian kesitler lamlara alinip
deparafinize edildi. Ardindan alkol serilerinden gecirilen kesitler sitrat tampon
soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildu.
Kaynatmanin ardindan sogutmak i¢in oda 1sisinda bekletilen dokular PBS (Phosphate
Buffered Saline), ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesininin
engellenmesi i¢in 6 dakika hidrojen peroksid solusyonu uygulandi. PBS ile 3x5
dakika yikanana dokulara 5 dakika blok soliisyonu uygulandiktan sonra 1/250
oraninda dilue edilen asprosin primer antikor (anti- asprosin antibody, FNab09797,
Fine Test, China) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular,
primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra primer
antikor ile uyumlu sekonder antikor ile 30 dakika nemli ortamda oda 1si1sinda inkiibe
edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip
Streptavidin ile 40 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi.
Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen solusyonu
damlatilip 151k mikroskobunda gdriintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak tiim
gruplar PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan
dokular PBS ve distile sudan gegirilerek su bazli kapatma solusyonu ile kapatildi.
Hazirlanan preparatlar aragtirma mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve

fotograflandi.
Boyamada immiinreaktivitenin yayginligi ve esas alinarak histoskor

olusturuldu. Histoskor= yayginlik x siddet
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4.7. Biyokimyasal Calisma

Jelli biyokimya tiipleri icine alinankan oOrnekleri 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve serumlar1 ayrildi. Serum 6rnekleri -80°C’de ¢alisma giiniine kadar
saklandi. Serum 6rneklerinde ELISA yontemi ile Total Antioksidan Seviyesi (TAS)
ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) 6l¢iildii.

TAS (Rat TAS Katalog no: YLA3389Ra YL Biotechnology Co., Ltd,
Shanghai, CHINA) ve TOS (Rat TOS Katalog no: YLA1392Ra YL Biotechnology
Co., Ltd, Shanghai, CHINA) diizeyleri, kitlerin katalogunda belirtilen prosediirlere
uygun olarak dl¢tildii. Rat TAS elisa kitinin 6l¢lim araligi: 1-300 pg/ml, Intra-Assay:
CV degeri <%10, Inter-Assay: CV degeri <%12, Sensitivitesi 0,54 pg/ml idi. Rat
TOS elisa kitinin 6lglim araligr ise: 0,02-60 U/ml, Intra-Assay: CV degeri <%10,
Inter-Assay: CV degeri <%12, Sensitivitesi 0,013 U/ml idi. Plate yikamalarinda
otomatik yikayici Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA), absorbans
okumalarinda ChroMate, Microplate Reader P4300 cihazlar1 (AwarenessTechnology
Instruments, USA) kullanildi. Test sonuglarinin birimi serum o6rnekleri i¢cin U/ml,
doku ornekleri i¢in ise diliisyon faktori ile ¢arpilarak U/mg cinsinden belirtildi.

4.8. Istatiksel analizler

Istatistiksel analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Sayisal 6lgiimler
medyan ve minimum - maksimum olarak &zetlendi.lkiden fazla grup arasinda genel
karsilastirmada Kruskal Wallis testi kullamldi. Iki grup arasinda karsilastirmasinda
Mann Whitney U testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.050

olarak alind.
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5. BULGULAR

5.1. Biyokimyasal Bulgular

5.1.1. Serum TAS ve TOS Diizeyleri

Tim gruplara ait serumTAS ve TOSdiizeylerinin degerlendirilmesi ig¢in
yapilan biyokimyasal calismada; TASdiizeyleri; Kontrol ve NAS gruplarinda
benzerdi.Kontrol grubuyla kiyaslandiginda MTX grubunda TAS diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi.MTX grubu ile
kiyaslandiginda ise MTX+NAS grubunda TAS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde artmis  gdzlendi.TOSdiizeyleri;Kontrol ~ve  NASgruplarinda
benzerdi.Kontrol grubuyla kiyaslandiginda; MTX grubunda TOS diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis izlendi.MTX grubu ile kiyaslandiginda
ise MTX+NAS grubunda TOSdiizeyleri anlamli olarak azalmis gozlendi.Tablo 4.

Tablo 4.Serum TAS Ve TOS Diizeyleri

TAS (U/ml) TOS (U/ml)
Mean (min-maks) Mean (min-maks)
KONTROL 1,64 (1,46-1,82) 17,32 (16,78-17,83)
NAS 1,87 (1,51-2,23) 17,38 (15,88-18,62)
MTX 1,26 (1,02-1,37)* 22,97 (21,19-24,80)°
MTX+NAS 1,56 (1,44-1,68)" 18,99 (18,38-19,63)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
"MTX grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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5.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Asprosinimmiinreaktivitesi i¢in yapilan boyamanin 11k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; asprosin immiinreaktivitesi karaciger dokusunda hepatositlerde
(siyah ok) gozlendi. Karaciger dokusunda asprosin immiinreaktivitesi;Kontrol (Sekil
1) ve NAS (Sekil 2) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda MTX
(Sekil 3)grubunda asprosin immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmig olarak izlendi. MTX grubu ile kiyaslandigindaise MTX+NAS(Sekil 4)
grubundaasprosin immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis
gbzlendi. Tablo 5.
Tablo 5.Asprosin immiinreaktivitesihistoskoru

HiSTOSKOR

Mean (min-maks)

KONTROL 1,06 (0,80-1,80)
NAS 1,23 (0,80-1,80)
MTX 0,26 (0,20-0,40)a

MTX+NAS 1,80 (1,20-2,70)b

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
PMTX grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda asprosin immiinreaktivitesi

(siyah ok)

Sekil 2.NAS grubuna ait karaciger dokusunda asprosin immiinreaktivitesi

(siyah ok)
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Sekil 3.MTX grubuna ait karaciger dokusunda asprosin immiinreaktivitesi

(siyah ok)

Sekil 4.MTX+NAS grubuna ait karaciger dokusunda asprosin

immiinreaktivitesi (siyah ok)
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5.3. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi  altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi  karaciger
dokusundahepatositlerde gozlendi(siyah ok).

TUNEL pozitifligi; Kontrol(Sekil 5), NAS (Sekil 6), MTX (Sekil 7) ve
MTX+NAS (Sekil 8) gruplarinda benzerdi. Tablo 6.
Tablo 6.Apoptotik Indeks (%)

Apoptotik indeks (%)

Mean (min-maks)

KONTROL 2,50 (1,00-4,00)
NAS 2,16 (1,00-4,00)
MTX 2,83 (1,00-4,00)

MTX+NAS 2,50 (2,00-3,00)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 5.Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler

(siyah ok)

Sekil 6.NAS grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (siyah

ok)
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Sekil 7.MTX grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (siyah

ok)

Sekil 8. MTX+ NAS grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif

hiicreler (siyah ok)
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6. TARTISMA

Bir folik asit antagonisti olan MTX otoimmiin hastaliklar, habis tiimorler ve
enflamatuar hastaliklar dahil olmak Tlizere c¢esitli rahatsizliklarin tedavisi ve
profilaksisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (50,51). MTX karaciger ve
bobreklerde hasara neden oldugu gibi diger bir ¢ok doku ve organda ciddi toksik
etkilerinin olmasi nedeniyle kullanimi sinirlanmaktadir(52).

MTX kaynakli hepatotoksisitenin molekiiler mekanizmast tam olarak
anlagilamamistir.Ancak yapilan klinik ve deneysel caligmalarda MTX’a bagli artan
oksidatif stres ve folat antagonisti olmasina bagli olarak piirin metabolizmasit dahil
bir ¢cok biyokimyasal yolu degistirmesi iki farkli yoldan karacigerde ciddi hasara
neden olabilecegini gostermistir (53). MTX ROS firetimini artirarak anti oksidan
savunma aktivitelerinde degisim meydana getirmekte, hiicresel biiyiimeyi
engelemekte ve metabolizmay1 bozarak hepatotoksisiteye neden olmaktadir (52-54).
Yapilan c¢aligmalarda, total antioksidan ve oksidan dengenin bozulmast MTX
kaynakl1 hepatotoksisitenin gelismesini ve ilerlemesini arttirdig1 gosterilmistir (54).

Bozkurt ve ark.yaptig1 bir ¢calismada sicanlarda MTX uygulamasindan sonra
TAS seviyesinin diistiigii TOS seviyesnin arttig1 ve karacigerde hasar meydana
geldigini ifade etmigslerdir (55).Yine Moghadam ve ark.min yaptig1 bir bagska
calismada ise MTX kaynakli hepatotoksisitede TAS diizeylerinde anlamli bir azalma
gozlenmistir (56).

Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda MTX grubunda TAS
diizeyi dismiis, TOS artmig iken apoptotik hiicre sayist istatistiksel olarak
artmamistir. Tedavi olarak NAS verilen grubta ise TAS yiikselmis, TOS diismiistiir.

Calismadaki serum TAS/TOS degerleri bircok calisma ile paralellik gostersede
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apoptotik hiicre sayisinin artmamasi olduk¢a dikkat ¢ekmistir.Bu durum apoptozda
fakli sinyal yolaklarinin devreye girebilecek olmasi ve karacigerin rejenerasyon
yetenegi gibi organ {lizerinde meydana gelen akut hasara karsi ani cevap
olusturmasina bagli olarak apoptoza giden hiicre sayisinda anlamli bir artisin
meydana gelmemis olabilecegini  diisiindiirmekle birlikte yapilan giincel
caligmalarda; uzun donemde ortamdaki ROS’un apoptozu indiikleyebilecegi ve
hepatositlerde hiicre i¢i ROS olusumu ve apoptosisi uzun donemde tetikleyebilecegi
belirtilmistir(57,58). Ayrica kisa donemde ve aralikli dozlarda MTX ‘in  adenosin
salinimina aracilik etmesi ve adenosininanti-enflamatuar ve anti-apoptotik yolaklarin
aktivasyonunda etkili olmasi, MTX in dolayli olarak anti-enflamatuar ve anti-
apoptotik karakter gosterdigini bildirmislerdir.

Bu calismada MTX kaynakli hepatotoksititede NAS 1n artmis oksidatif strese
kars1 TAS / TOS dengesinde iyilestirici etkilerinin oldugu gortilmiistiir.(59,60).NAS
giicli. bir antioksidan, antienflamatuar ve hepatoprotektifdir. ~Aym1 zamanda
siilthidril grubu  ve GSH sentezi i¢in bir rol oynamaktadir (61).NAS hiicrelerde
hayati bir rol oynamakta, apoptozun diizenlenmesi ve ROS siipiiriiclisii olmasi
nedeniyle klinikte kanser tedavisinin yani sira kalp hastaliklari, kolit ve pankreatit
gibi hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir(62, 63).Yaygin
kullanilmasimna ragmen NAS'nin antioksidan fonksiyonlar1 ve mekanizmalar1 iyi
bilinmemektedir.Fakat H >0; olusumunun hedeflenmis inhibisyonu ve hiicre igci
sisteini, GSH sentez yoluna yonlendirerek GSH'nin hiicre i¢i igerigini artirip
hiicreleri oksidatif strese karsi korudugu bilinmektedir(64).AL-Ali ve ark.Yaptiklari
bir ¢alismada yiiksek doz parasetamola bagli olusan karaciger hasarinda NAS,

hiicrelerde GSH seviyesini artirarak toksititeye karst koruyucu ve etkin bir bilesik
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oldugunu ifade etmislerdir(65).Ciralik ve ark.Yaptiklar1 bir ¢alismada 5 giin 150
mg/kg NAS verilen sicanlarda mtx kaynakli ince barsak hasarmma karst NAS’ n
antioksidan enzim seviyeleri artirarak dokuda hasar1 giderici yonde etkilerinin
oldugunu ifade etmislerdir(66).Bugiine kadar bir¢ok calismada karaciger, bobrek ve
testis gibi birgok organda toksisiteye neden olmaktir (67- 69).

Karacigerin ¢ok fonksiyonel gorevler yerine getirmesi enerji ve lipid
metabolizmasinda etkin gorev almasi ve hasarlanmasinda bir¢ok mekanizmanin
etkili olmasi1 karaciger iizerinde multidisipliner alanlarda ¢aligmalara devam
edilmektedir. Adipokinlerin miktarindaki degisiklikler tip II diyabet, metabolik
sendrom, hipertansiyon ve astim gibi pek cok hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve ¢esitli
inflamatuvar ajanlarin etkinliklerinin degisiminde etkili oldugu ve bu degisimlerin
bircok dokuda oldugu gibi karacigerde de bir ¢ok fizyolojik ve patolojik durumu
tetikleyebilecegi bilinmektedir (49).

Yapilan calismalarda adipokinlerin plazmadaki miktarlarinin degisimlerine
bagl olarak olarak karacigerde lipid meatbolizmasinda degisimler, hasar, apoptozis,
notrofilik kemotaksis ve karaciger kupffer aktivasyonunda degisimler ile insiilin
direnci gibi birgok fizyolojik olayda etkili oldugu ifade edilmistir(70).Bu ¢alismada
MTX uygulamasindan sonra tedavi olarak verilen NAS‘mn asprosin iizerindeki
etkileri incelenmistir. MTX ile induklenen siganlarda, inflamasyon ve apoptoz
tizerinde etkili olabilecegi ileri siirlilen ve bu konu hakkinda ¢ok az literatiir bilgisi
olan asprosin’nin bu ¢aligmada; hepatositlerde immiinreaktivitesinin anlamli sekilde
azaldigi, tedavi olarak verilen NAS’in ise asprosin immiin reaktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirdigi goriilmiistiir. Asprosin, pro-

fibrilinin C-terminal boliimiinden sentezlenen plazma glikoz diizeylerini artirmak
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icin karaciger hiicrelerine etki eden glikogenik bir protein olup enerji ve lipit
metabolizmasinda etkili bir adipokindir. Esas salinim yeri beyaz yag dokusu olup
plazmada nanomolar seviyelerde dolasir. Daha oOnceki caligmalarda asprosin
uygulanmis farelerde kandaki glikoz seviyesinde artis asprosinin glikoz {iretiminde
rolliniinun olabilecegini diisiindiirmektedir; Bununla birlikte glukoz salimimindaki
degisimlerinde karaciger hasarina neden olabilecegi bilinmektedir (44, 45). Farelerde
ve insanlarda yapilan bir ¢alismada aglik sirasinda karacigerde asprosinin glikoz
{iretimiyle ve insiilin ile iliskisi oldugu belirlenmistir (46, 47, 48)Ozellikle, asprosin
hepatik glukoneogenezi uyararak hiicrelerde cAMP seviyesini yiikseltilmesi ve kan
sekeri diizeylerinde degisim meydana getirmesi nedeniyle diyabetin gelisimine
zemin hazirlayabilecegi ifade edilmistir (46).Bunun yaninda Wang ve ark. nin
iskelet kas1 iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada asprosinin inflamasyonda ve insiilin
direncinde etkili olabilecegini ifade etmislerdir. Ayrica, bir bagska calismada ise
asprosin’in inflamasyon, hiicresel fonksiyon bozuklugu ve apoptoz {izerinde
etkilerinin oldugu belirtilmistir(71). Lee, T. ve arkadaslarinin yaptiklar bir calismada
ise enflamasyona ve fonksiyon bozukluklarinda [ hiicre fonksiyonunun
korunmasinda asprosin’nin yeni tedavi yaklagimlarinin belirlenmesinde etkili
olabilecegi kanaatine varmislardir(72). Alan M. ve arkadaglarinin yaptigr bir
calismada asprosin diizeyleri, insiilin direnci, ile pozitif korelesyonun oldugunu ifade
etmiglerdir (73).Bizim ¢alismamizda daliteratiirlere dayanilarak MTX’in enerji
metabolizmasi1 ve dolayisyla lipid metabolizmasi iizerinde olumsuz etkilerininin
olabilecegi ve bundan dolay1 hepatositlerde meydana gelen hasara bagli asprosin
immiinreaktivitesinin azalmig olabilecegi ve tedavi olarak verilen NAS ‘in hepatosit

hasarin1 6nleyerek asprosin salinimini artirdiginidiisiinmekteyiz.
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Sonug olarak; MTX’in TOS diizeyini arttirdigi, asprosin ve TAS seviyelerini
azalttig, tedavi olarak verilen NAS’in TAS ve asprosin diizeyini arttirdigi, asprosin’in
karaciger doku hasariin patofizyolojisi iizerindeki etkilerinin aydinlatilabilmesi i¢in basta
MTX olmak iizere farkli olusturulacak karaciger hasari modellerinde yeni deneysel

calismalarin gerekli oldugu kanaatine varilmistir.
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