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OZET

Bu caligmada siganlarda Metotreksat (MTX) kaynakli karaciger
hasarina karsi E vitamininin etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Calismada
32 adet erigkin erkek Spraque dawley tipi sigan kullanildi. Her grupta 8 adet
sican bulunacak sekilde dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresi (5
giin) boyunca intraperitonal (i.p.) serum fizyolojik verildi. MTX grubuna
sadece ¢aligmanin ilk giinli 20 mg/kg i.p. olarak tek doz MTX uygulandi. E
vitamini grubuna 5 giin boyunca 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak uygulandi.
Tedavi (MTX+E vitamini) grubundaki si¢anlara ise ¢alismanin ilk giinii 20
mg/kg i.p. MTX uyguland1 ve daha sonra ilk giinde dahil olmak {izere 5 giin
boyunca 100 mg/kg i.p. olarak E vitamini uygulandi. Deney siiresinin
bitiminde tiim hayvanlar sakrifiye edilerek karacigerleri alindi. Karaciger
doku ornekleri 151k mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirildi.
Karacigerdeki apoptozu degerlendirmek i¢in Flowsitometri teknigi
kullanildi. Karaciger doku orneklerinin bir kismi ise enzimatik pargalama
yontemi ile siispansiyon haline getirildikten sonra akim sitometrik
incelenmesi yapildi. Histopatolojik degerlendirmeler sonucunda, kontrol
grubu siganlarinin karaciger yapisi normal olarak izlendi. MTX grubuna ait
siganlarda hepatosit dejenerasyonu, sinlizoidal dilatasyon, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon, hepatosit hipertrofisi, hepatositlerde
vakuolizasyon ve piknotik ¢ekirdek bulgulart gézlendi. MTX grubunda
flowsitometride apoptoz indeksi diger gruplara yiiksek ¢iktt. MTX+E
Vitamini grubunda MTX’ in olusturdugu bozukluklarin 6nemli olciide
diizeldigi belirlendi. MTX+E Vitamini grubundaki apoptoz indeksinin ise
MTX grubuna gore anlamli olarak azaldig1 gozlendi. E vitamini grubundaki
karaciger histolojisi normal yapida izlendi. Akim sitometrik bulgularimizin
da bu histolojik sonuglar1 destekledigini belirledik. Ozetle metotreksat
karacigerde hasar olusturmaktadir. E vitamini koruyucu etkisiyle, MTX" in

karacigerde indiikledigi hasar1 diizeltmektedir.



Anahtar Soézciikler: Akim sitometri, E vitamini, Metotreksat, Sican,

Karaciger.



SUMMARY

The aim of this study was to investigate protective effects of vitamin
E against Methotrexate (MTX) induced liver damage in rats. In this
experiment, thirty two male Spraque dawley type rats were used. They were
divided into four groups of eight rats. Control group were injected
intraperitoneally (i.p.) with physiological saline for five days. Only the first
day of the experiment, 20 mg/kg of MTX was injected i.p. to the MTX group.
Vitamin E group were dosed by i.p. with 100 mg/kg of vitamin E for five
days. The rats of treatment group (MTX+vitamin E) were injected with 20
mg/kg of MTX on the first day of the study and for five days (incluiding the
first day) they were dosed by i.p. with 100 mg/kg of vitamin E. All animals
were sacrificed and their livers extracted at the end of the experimental
period. Liver tissue samples were evaluated histopathologically under light
microscope. The Flowcytometer technique was used to determine apoptosis.
A portion of the liver tissue were suspended by means of enzymatic digestion
and this solution was used for flow cytometric analysis. Histopathologically,
the structures of the liver tissue in control group was observed normally. We
observed hepatocyte degeneration, sinusoidal dilatation, mononuclear cell
infiltration, vascular congestion, hepatocyte hypertrophy, vacuolization in
hepatocytes and picnotic nukleus in the liver tissue of MTX group. In the
MTX+Vitamin E group, methotrexate-induced liver damage was
significantly reduced. The apoptotic index in the MTX+Vitamin E group was
significantly decreased when compared to the MTX group. The structures in
liver observed normally in the vitamin E group. Our histological findings
were supported by our flow cytometric data. In summary, methotrexate
causes damage in liver and vitamin E reduces the MTX-induced liver
damage.

Key Words: Flow cytometry, Methotrexate, Rats, Liver, Vitamin E
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1. GIRIS

Metotreksat kanser kemoterapisinde kullanilan, antimetabolit grubu bir
ajandir. Metotreksat etkisini dihidrofolat rediiktaz enzimi {izerinden gosterir.
Metotreksat dihidrofolat reduktaz enziminin aktif noktasina siki bir sekilde
baglanarak enzimi inhibe eder. Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu timidilat ve
purin niikleotidlerinin (adenin ve guanin) biyosentezinin durmasina yol agar (1).
Metotreksat 10semi, lenfoma gibi hematolojik maligniteler, osteosarkom, meme
kanseri, bag ve boyun tiimorleri gibi pek c¢cok kanser tiiri ve psoriasis,
dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi inflamatuar ve romatizmal
hastaliklarda siklikla kullanilmaktadir (2). Metotreksat tedavisinde cesitli yan
etkiler goriilebilmektedir. MTX tedavisinde en sik rastlanan yan etkiler bulanti,
kusma, transaminazlarda yiikselme ve stomatitdir (3). Yine agiz yaralari, kemik
iligi depresyonu, anemi ndtropeni trombositopeni, agiz ve bagirsak mukozasinda
ilserasyon, akcigerlerde infiltrasyon da goriilebilir (1,4). MTX’in olusturdugu
karaciger hasarinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ama ¢esitli goriisler
vardir. MTX, NAD+ bagimli mitokondrial enzimleri inhibe eder (5). Bu enzimler
NADPH olusturan ana enzimlerdir. MTX verilince NADPH seviyesi azalir.
Reaktif oksijen tiirlerine karsi 6nemli bir savas¢r olan rediikte glutatyonun
seviyesini koruyan glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan da NADPH kullanilir
boylece, MTX kullanimina bagl olarak diisen NADP seviyeleri, hepatositleri
reaktif oksijen radikallerine kars1 duyarlilagtiran glutatyon seviyelerinin diigmesine
ve bu da hepatosit hasarina sebep olur (2).

E vitamininin en O6nemli ozelligi antioksidan etkinliginin olmasidir.
Hiicrelerde membran fosfolipidleri’nin doymamis yag asitleri kendiliginden ya da
oksidan molekiillerin challenge reaksiyonu sonucunda kolayca oksitlenebilir ve
peroksid tlirevlerine doniisebilirler. Bu olaya lipid peroksidasyonu ad1 verilir (6,7).
Serbest oksijen radikalleri olusmasinin eslik ettigi bu olay zincirini membranda

Onleyen ve olustugunda nétralize eden en giiclii antioksidan faktor E vitaminidir



(6). Bu 6zelliginden dolay1 zincir kirici (chain breaking) antioksidan olarak bilinir
(8,9). E vitamini peroksidleri ve serbest oksijen radikallerini notralize ederek
gorev yapar (6,7). Bizde calismamizda metotreksat’la meydana getirdigimiz
karaciger hasarma karsi E vitamininin etkilerini arastirmayir amagladik.
Sonuglarimizi hem flowsitometri kullanarak hemde histopatolojik yontemlerle

inceledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger
2.1.1. Karaciger Embriyolojisi

Karaciger primordiumu 6nbagirsagin distal ucunda bir endodermal epitel
cikintis seklinde 3. haftanin ortasinda belirir. Hepatik divertikiil ya da karaciger
tomurcugu olarak bilinen bu ¢ikint1 perikard boslugu ve yolk sap1 arasindaki
mezodermal plagi yani septum transversumu penetre eden hizli proliferasyon
gosteren hiicrelerden meydana gelir. Karaciger (Kc) hiicreleri septumun igine
girmeye devam ederken hepatik divertikiil ile 6n bagirsak (duedonum) arasindaki
baglant1 daralarak safra kanallarini olusturur. Safra kanalindan kaynaklanan kiigtik
bir ventral ¢ikint1 safra kesesi ve sistik kanal haline gelir. Gelisimin sonraki
donemlerinde epitelyal ke kordonlari vitellin ve umblikal venlere karisarak hepatik
sinuzoidleri meydana getirir karaciger kordonlar1 parenkime farklanir ve safra
kanallarinin i¢ yiiziinii doserler. Hematopoietik hiicreler Kupffer hiicreleri ve bag

dokusu hiicreleri septum transversum mezoderminden koken alirlar (10,11).

Karaciger hiicreleri septum transversumun tiimiinii isgal ettifinde organ
karm boslugunda kaudale dogru biiyiir. Ayn1 anda karacigerle on bagirsak ve
karacigerle karin 6n duvari arasindaki septum transversum mezodermi membrandz
hale hale gelerek sirasiyla omentum minus ve ligamentum falsiformeyi olusturur.
Karaciger yiizeyindeki mezoderm iist ylizeydeki kiigiik bir alan diginda farklanarak
visseral periton haline gelir. Intrauterin hayatin 10 haftasinda kc agirhigi, viicut
agirhginin %10’ u kadardir. Hematopoietik fonksiyonlarda fazlalik ve sinuzoid
sayisiin yiiksekligi buna neden olarak gdsterilmistir. Doguma yakin karaciger

agirhig % 5° e diiger.

Kc de 12. haftadan itibaren safra tiretilmeye baslanir. Bu sirada safra kesesi ve

sistik kanalda gelisir. Sistik kanal hepatik kanalla birlesip koledok kanalini



olusturur. Duedonum pozisyonunda meydana gelen degisiklikler nedeniyle

koledogun duedonuma giris yeri 6nden arkaya dogru yer degistirir (10).
2.1.2. Karaciger Gelisiminin Molekiiler Diizeni

Onbagirsak endoderminin tiimii karacigere 6zgii genleri eksprese edebilme
ve kc dokusunda doniisebilme o6zelligine sahiptir. Ancak bu olay cevredeki
ektoderm, non-kardiyak mezoderm ve 6zellikle notokord gibi dokulardan agiga
cikan bazi faktorlerle bloke edilir. Bu inhibitorlerin etkiside gelecekteki kc
bolgesinde kardiak mezoderm tarafindan salgilanan fibroblast biiylime faktorleri
(FGF-2) tarafindan bloke edilir (10,11). Anlasilacagi gibi barsak endoderminden
karacigere 0zgli genlerin eksprese olmasit kardiyak mezoderm tarafindan
salgilanan inhibe edici faktorleri inhibe eden maddeler sayesinde miimkiin olur.
Kardiyak mezodermden gelen talimatla karaciger bolgesindeki barsak endodermi
hepatositlere ve safra kanali hiicrelerine farklanir bu siirecte kismen hepatosit

niikleer transkripsiyon faktorleriyle de kontrol edilir (HNF 3 ve HNF 4) (10,12,13).

2.1.3. Karaciger Histolojisi

Karaciger diyafragmanin altinda abdominal boslukta yerlesmistir, viicudun
ikinci biiyiik organm1 ve en bliyiik bezidir. Agirligr yaklasik 1,5 kg’dir (14,15).
Karaciger, sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun diger
kisimlart tarafindan kullanilmak iizere depolandigi bir organdir. Bu yiizden
sindirim sistemi ile kan arasinda bir gecis bolgesi olusturur. Organa kanin %70-
80’ i portal venden gelir; geri kalan az bir boliimii hepatik arterle saglanir. Ince
bagirsaklardan emilen maddelerin ¢ogu portal ven yoluyla karacigere ulasir,
sadece kompleks lipitler (silomikronlar) lenf damarlariyla taginir. Karacigerin
dolasim  sistemindeki konumu; metabolitlerin  bir araya getirilmesi,
doniistiiriilmesi, biriktirilmesi, toksik maddelerin etkisizlestirilmesi ve elenmesi
icin ¢ok uygundur. Bu elenme karacigerin lipit sindirimi i¢in 6énemli bir dis

salgilamasi olan safrada gerceklesir. Karacigerin ayrica albiimin ve diger tastyici



proteinler gibi plazma proteinlerinin tiretilmesi gibi ¢ok 6nemli bir iglevi de vardir

(14).
2.1.4. Stroma

Karaciger anatomik olarak iki biiyiik (sag ve sol) lob ile iki kii¢iik (kuadrat
ve kaudat) loba ayrilir. Karacigeri disardan Glisson kapsiilii sarar (15). Hilumda,
organa portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol hepatik kanallar ve lenfatikler
cikar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger lopguklar1 arasinda sonlandiklari
(ya da koken aldiklart) portal alanlara dek bag dokusu ile ¢gevrilmistir. Bu noktadan
itibaren karaciger lopguklarindaki hepatositlere ve sintlizoidal endotel hiicrelerine

destek saglayan ince bir retikiiler lif ag1 olusur (14).
2.1.5. Karaciger Lobiilii

Karaciger lobiilii poligonal sekillidir. Yaklasik 0,7 x 2 mm boyutlarindadir.
Lobiillerin orta kisminda vena centralis bulunur. Kenar kisimlarinda ise portal
alanlar bulunur. Portal alan1 olusturan yapilar arteria hepatika’ nin bir dali, vena
porta’ min bir dali, safra kanallari, lenfatikler ve sinirlerdir. insan karaciger

lobiiliinde 3-6 portal alan bulunabilir.

Karaciger lobiilii icindeki hepatositler 1sinsal olarak dizilmistir ve plak
benzeri bir dizilim gosterirler. Bu plaklar arasindaki boslukta karaciger
siniizoidleri bulunur. Siniizoidler kesintili bir pencereli endotel tabakasindan
olusan diizensiz olarak genislemis damarlardir. Endotel hiicreleri altlarinda
bulunan hepatositlerden kesintili bir bazal lamina ve Disse araligi adi verilen
endotel alti bir boslukla ayrilmistir. Bu aralikta hepatositlerin mikroviluslari
bulunur. Sonug olarak kan endotel duvarindan kolayca geger ve hepatosit yiizeyi
ile temas eder. Boylece siniizoid liimeniyle karaciger hiicreleri arasinda aligveris
kolaylikla saglanir. Endotel hiicrelerine ek olarak, siniizoidler Kupffer hiicreleri
ad1 verilen makrofajlar1 da igerir. Bu hiicreler endotel hiicrelerinin igine bakan

yiizeyinde bulur. Baslica fonksiyonlar1 yasli eritrositleri metabolize etmek,



hemoglobini sindirmek, immiinolojik olaylarla ilgili proteinleri salgilamak ve
kalin bagirsaktan portal kana gegen bakterileri ortadan kaldirmaktir. Disse
araliginda Ito hiicreleri bulunur. ito hiicreleri yag depolar. Bu hiicreler A vitamini
yoniinden zengindir. Ayrica retinoidlerin alinmasi, depolanmasi, salinmasi, bazi
ekstraseliiler matriks proteinlerinin ve proteoglikanlarin sentezi, salgilanmasi gibi
gorevleri vardir. ito hiicreleri biiyiime faktorlerinin, sitokinlerin salgilanmas1 ve
cesitli diizenleyici maddelere (prostoglandinler, tromboksan A2) yanit olarak
siniizoid liimen ¢apinin diizenlenmesi gibi islevlerde goriir (14).
Santral ven

Hepatik
sinlizoidler

Safra kanali

Portal ven

Y.} anee
cgﬁnasm’:%}ﬁmn;g

Hepatik
arter

Sekil 1. Klasik Karaciger Lobiil Goriintimii (15)

2.1.6. Portal Lobul

Birbirine komsu {ii¢ karaciger lobiiliiniin ortalarinda yer alan vena
sentralisler arasindaki hayali {iggen alanlar olarak tarif edilir. Uggenin ortasinda
portal alan yer alir. Portal lobul karacigerin ekzokrin fonksiyonlar1 agisindan

onemlidir (15).



2.1.7. Karaciger Asiniisii; Kan perfiizyonu, metabolik aktivite ve
karaciger patolojisi arasinda en iyi korelasyonu saglayan yapisal {nittir (15).
Karaciger asinusu, parankimin en kii¢iik fonksiyonel birimini gosterir. Asinusun
kisa ekseni, iki adet portal triad arasinda, uzun ekseni iki santral ven arasinda
cizilen ¢izgidir. Kisa eksene en yakin boliim zon 1, kisa eksenden en uzak boliim

ve vena centralise en yakin kisim zon 3 olarak bilinir. 2. zon 1 ve 3 arasindaki

bolgedir.
| ’ ' .
| [ :
A ' A A A
' 4 -santral  y -, 44 1. santral . . santral
o ven ’ ! S ven [ . S ven
p \ A . A ' ')
N \
-~ portal v . portal \ portal
kanallar kanallar kanallar
Klasik Lobil Portal Lobil Karaciger Asinlisi

Sekil 2. Klasik Lobiil, Portal Lobiil Ve Karaciger Asiniisii Sematik
Goriiniim (15).

Zon smiflamasi, karaciger parankiminde hepatik hiicrelerin vaskiiler
perflizyonunun derece ve kalitesiyle ilgili dejenerasyon, rejenerasyon ve spesifik
toksik etkilerin tanimlanmasi ve yorumlanmasi siirecinde dnemlidir. Sintizoidal
kan akiginin bir sonucu olarak, hepatositlerin oksijen diizeyi, metabolik aktivitesi
ve hepatik enzimlerin dagilimi her {i¢ zonda degisiklik gosterir. Iskemi ve toksik
maddelere maruz kalmaya bagli olusan karaciger hasarinin degisken dagilimi, bu

zon siniflamasi ile agiklanabilir (15).

Zon 1 (periferik zon): oksijen ve besin oraninin en yiiksek oldugu alandir.
Rejenerasyon kabiliyeti yiiksektir. Zararli maddelerden ilk etkilenen bdlge yine

burasidir. Glikojen en ¢ok zon 1 de birikir

Zon 2 (ara zon): zonl ve zon3 arasinda kalan bolgedir.



Zon 3 (santral zon): yetersiz kanlanma durumunda en ¢ok etkilenecek zondur
(sentrilobiiler nekroz) (12). Ayn1 zamanda viral toksik ve oksijen azligina bagl

olusacak hasarda en ¢ok etkilenen bdlgedir.

Zonlar  Santral ven

Sekil 3. Karaciger Zon Siniflamasi (15)
2.1.8. Kan Dolasim

Karacigere kan alisilmisin disinda bir sekilde iki kaynaktan gelir; kanin
%80’1 abdominal organlardan gelen oksijenden fakir, besinden zengin kani tagiyan
portal venden, %20’si ise oksijenden zengin kan1 saglayan hepatik arterden gelir .
Kan, karaciger lobiiliinde periferden merkeze dogru akar. Sonug olarak oksijen ve
metabolitler ile bagirsaklardan emilen diger biitiin toksik olan ve olmayan
maddeler once lobiiliin ¢evresindeki hiicrelere, daha sonra merkezindeki hiicrelere
ulagir. Safra ise kanin ters yoOniinde, yani lobiiliin merkezinden g¢evresine dogru
ilerler. Cevrede safra, kiibik hiicrelerden olusmus safra kanalciklar1 ya da Hering
kanallarina girer. Kanalciklar portal alanlardaki safra kanallarinda kiibik ya da
prizmatik bir epitelle ortiiliidiir ve belirgin bir bag dokusu kilifina sahiptir. Bu
kanallar giderek genisleyip birleserek sag ve sol hepatik kanallari olustururlar ve

sonunda karacigeri terk ederler (14).



Portal ven 5
Kupffer 2@ Hepatik
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Sekil 4. Karacigerde Kan ve Safra Akis Yonlerini Gosteren Sema (15)
2.1.9. Karaciger Hiicresi (Hepatosit)

Karaciger hiicreleri polihedral, 6 ya da daha fazla yiizeylidir ve
Hematoksilen eozinle boyanmis kesitlerde, ¢cok sayida mitokondri ve bir miktar
diiz endoplazmik retikulumunun bulunmasi nedeniyle hepatositin sitoplazmasi
eozinofiliktir. Her bir hepatositin ylizeyi, diger hepatositlerin yiizeyi ve Disse
aralig1 boyunca siniizoidlerin duvariyla temas halindedir. Hepatositin Disse
araligina bakan yiizeyinde bu araliga dogru uzanan ¢ok sayida mikrovilus bulunur.
Hepatosit, bir ya da iki tipik ¢ekirdek¢ik igeren bir ya da iki yuvarlak ¢ekirdege
sahiptir. Hepatosit siklikla glikojen igerir. Karacigerde bulunan glikojenin miktar1
giinlik ritme uyar; aym1 zamanda kisinin beslenme durumuna da baghdir.
Karaciger glikojeni glukoz i¢in bir depodur ve kandaki glikoz diizeyi normalin
altina diiserse mobilize olur. Bu sekilde hepatositler, kan glikozunu sabit bir
diizeyde tutar. Karaciger, vitaminler i¢in de en biiylik depolanma yeridir. A

vitamini kaynagi alinan besinlerdir ve besinlerle alinan diger lipitlerle birlikte



silomikronlar halinde karacigere ulasir. Karacigerde A vitamini Ito hiicrelerinde

depolanir (14).
2.1.10. Karaciger Yenilenmesi

Hiicreleri yavas yenilenmesine karsin, karacigerin olaganiistii bir
yenilenme yetenegi vardir. Karaciger dokusunun cerrahi yolla ¢ikarilmas: ya da
toksik maddelerin etkisiyle kaybi, karaciger hiicrelerinin bdliinmesini baslatan ve

dokunun esas kitlesi olusuncaya kadar devam eden bir diizenegi tetikler (14).
2.1.11. Safra Yollar

Hepatosit tarafindan iiretilen safra, safra kanalikiilleri, safra kanalciklar1 ve
safra kanallar1 yoluyla akar. Bu yapilar giderek birlesmek suretiyle bir ag olusturur
ve bir araya gelerek hepatik kanali meydana getirir. Hepatik kanal safra
kesesinden ¢ikan sistik kanalla birlestikten sonra ana safra kanali (koledok kanali)

olarak duodenuma devam eder (14).
2.1.12. Safra Kesesi

Safra kesesi karacigerin alt yiiziine baglanmis, armut bi¢iminde i¢i bos bir
organdir. 30-50 mL safra depolayabilir. Safra kesesinin baslica islevi safra
depolamak, suyun emilimi ile safrayr yogunlastirmak ve gerekli oldugunda
sindirim kanal1 i¢ine akitmaktir. Safra kesesinin diiz kaslarinin kasilmasi
kolesistokinin ile uyarilir. Bu hormon ince bagirsak epitelinde bulunan
enteroendokrin hiicreler (I hiicreleri) tarafindan iretilir. Kolesistokinin

salgilanmasi ise ince bagirsakta besinsel yaglarin bulunmasi ile uyarilir (14).
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2.2. Metotreksat
2.2.1. Metotreksat Yapisi

MTX kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. Folik asit
antagonistidir. Tlk kez 1948’ de ¢ocuklarin 16semilerini tedavi etmek amaciyla
kullanilmistir (16). Metotreksat kimyasal olarak folik asidin (4-amino, N10 - metil

) analogudur.

M N
HaN
ﬁ \]T/ CPEH
N ' CH3 / 0 H ufut};
|
V\\” CH;—N c-M-cH-co:H  methotrexate

Sekil 5. Metotreksat’in Molekiiler Yapisi (17).
2.2.2. Metotreksatin Etki Mekanizmasi

Diyetle vitamin seklinde besinler iginde alinan folik asidin (folat’in)
viicuttaki yararli sekli folinik asid ve tetrahidrofolat tiirevi koenzimlerdir. Bu
koenzimler, timidilatin, purinlerin, metionin ve glisin’in sentezinde rol oynayan
tek koenzim transfer reaksiyonlari igin gereklidir. Folik asidin, dihidrofolat (FH2)

izerinden tetrahidrofolat’a (FH4’e) doniisiimii su sekilde olur:

folat dihidrofolat
Folik asid ------------- > Dihidrofolik asid -------=====ennm-- > Tetrahidrofolat

rediiktaz rediiktaz
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H,N
C|02H

0 +|~1 (CH, ),
CHz c N-cH-co:H  dihydrofolate

Sekil 6. Dihidrofolat’in Molekiiler Yapisi (17).

H,N /
CIOZH
0 H {CHy)s
| ..
CHz c-N-ch-co;H  folic acid

Sekil 7. Folik Asit’in Molekiiler Yapisi (17).

Metotreksat dihidrofolat reduktaz (DHFR) {izerinden etki gosterir
(18,19). Metotreksat Dihidrofolat reduktaz enziminin aktif noktasina siki bir
sekilde baglanarak enzimi inhibe eder. Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu
timidilat ve piirin niikleotidlerinin (adenin ve guanin) biyosentezinin durmasina
yol agar. Bu yap1 taglarinin tiretilememesi hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan DNA
ve RNA’nin sentezini ve enerji iiretimi i¢in gerekli ATP iiretimini inhibe eder.
Ayrica  Tetrahidrofolat’a donlisemeden kalan dihidrofolat, dihidrofolat
poliglutamatlar ve metotreksatin poliglutamat tiirevleri adli toksik inhibitor
metabolitler seklinde birikir, timidilat sentazin ve piirin bazi sentezinde rol
oynayan transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, metotreksatin poliglutamat

metabolitleri tarafindan yapilir (1). Kandaki folat molekiiliinde tek bir glutamat
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vardir. Hiicre i¢ine girdiginde ise poliglutamat haline gecer. Poliglutamat yapisi
monoglutamatlara gore daha aktiftir (1). Metotreksat hiicre disindaki ilag
konsantrasyonu azalmaya baglar baslamaz hiicreden ¢ikmaya baslamaktadir. Bu
nedenle idrar pH’1nin yiiksek tutulmasi ve hastanin iyi hidrate edilmesi, bobrek

fonksiyonlarinin korunmasi agisindan ¢ok 6nemlidir (20).

Metotreksatin hiicrelerdeki toksik etkileri disardan ilag olarak verilen folik
asit (N5- formiltetrahidrofolat) tarafindan antagonize edilir; folik asidin kendisi ise

bu durumda tetrahidrofolat’a donilisemez ve antidotal etkinlik gostermez (1).
2.2.3. Metotreksatin Kullamim Alanlari

Metotreksat 16semi, lenfoma, gibi hematolojik maligniteler, osteosarkom,
meme kanseri, bas ve boyun tiimorleri gibi pek ¢ok kanser tiirii ve psoriasis,
dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi inflamatuar ve romatizmal
hastaliklarda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica intratekal olarak akut lenfoblastik
losemiler gibi malignitelerde leptomeningeal yayilimini 6nlemek ve idame
tedavisi i¢in de kullanilmaktadir (2,21-24). Metotreksat agiz yoluyla (10mg/m2)
verildiginde tama yakin bir oranda absorbe edilir.

Plazma proteinlerine nisbeten diisiik bir oranda (%50) ve zayif bir sekilde
baglanir. Sulfonamidler ve salisilatlar, bu ilagla birlikte verilirlerse baglanma
oranini azaltirlar ve metotreksatin toksisitesini artirabilirler. Metotreksat tiimor
hiicrelerinde ve karaciger ile bobrek hiicrelerinde uzun siire bagl kalir. Tiimor
hiicrelerindeki bu durumun tedavi yoniinden degeri vardir. Soyle ki yukarida
belirtildigi lizere, antimetabolitler istirahat halindeki hiicrelerde sitotoksik etki
yapmazlar. Fakat bu durumdaki hiicrede uzun siire kalan metotreksatin, latent
sitotoksik etkisi vardir; hiicre boliinmeye basladigi zaman bu etki belirgin hale
gecer ve hiicreyi 6ldiiriir. Standart doz uygulamalarinda sinir sistemine ve BOS’a

giremez ve terapdtik konsantrasyonlara ulasamaz; ancak yliksek doz
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uygulamalarinda BOS’ta terapotik konsantrasyonlara ulasildigi bildirilmektedir.

Meningeal tutulum yapan tiimorlerde tedavi i¢in intratekal verilmesi gerekir (1).
2.2.4. Metotreksatin Elimine Edilmesi

Bobreklerden hem glomeriiler filtrasyon hem de tiibiiler sekresyon
araciligiyla atilir. Oral dozun %90°1 12 saat i¢inde idrar ile atilir. Metotreksatin
bobrekten eliminasyon yarilanma 6mrii 8 saat kadardir. Az bir kism1 karacigerde

metabolize edilir (25).
2.2.5. Metotreksatin Dozu

Metotreksat, kullanildigi duruma goére degisen dozlarda verilir. Akut
lenfositik 16seminin idame tedavisinde diisiik dozda (5-25 mg/m2) oral verilir.
Haftada 2 kez 25 mg/m2 i.m. veya i.v. injeksiyon suretiyle de verilebilir; ayni
amacla ayda bir veya iki giin 175-525 mg/m2 dozunda i.m. verilebilir. Agir
psoriyaziste immun supresif olarak haftada 5 giin agizdan giinde toplam 2.5 mg
gibi diisiik dozda veya haftada bir 10-25 mg i.v. verilir. Koryokarsinomaya kars1
giin asir1 1 mg/kg i.m. dort doz injekte edilir ve bu uygulama 3 haftada bir
tekrarlanir. Osteosarkom, ¢ocukluk ¢agi l6semileri ve Hodgkin dis1 lenfomaya
kars1 kalsiyum folinat ile birlikte yiiksek dozda (100-12.000 mg/m2 dozunda) 10-
60 dakika siiren i.v. infuzyonla 3 haftada bir verilir. Infiizyonun sona ermesinden
sonra. 15 mg/m2 kalsiyum folinat agizdan 6 saatte bir 8 veya 10 kez verilir. Bu

yaklasima kanser kemoterapisinde, 16kovorin ile (folinik asitle) kurtarma denilir.

Metotreksat menenjiyal 16semi veya lenfomalarin profilaksisi ve tedavisi
ve menenjiyal karsinomatozisin tedavisi icin 12 mg/m2 (maksimum 15 mg)
intratekal enjekte edilir, uygulama BOS’ta tiimor hiicresi kaybolana kadar 2-5
giinde bir tekrarlanir ve BOS tiimdrden temizlendiginde de iki doz pekistirme
uygulamasi yapilir. Yukarida sayilan timorlerden baska, metotreksat meme, testis
ve akciger kanserleri, bas ve boyun kanseri ve mikozis fungoides'in tedavisinde de
kullanilabilir (1).
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2.2.6. Metotreksata Resistans Olusmasi

Timor hiicrelerinde mutasyon sonucu dihidrofolat reduktazin (DHFR)
metotreksata afinitesinin azalmasi, rezistans gelismesinde rol oynar (1,26,27).
Ayrica DHFR geninin asir1 ekspresyona ugramasi (gen amplifikasyonu) sonucu
hiicrede bol miktarda tetrahidrofolat olugsmasi da rezistansta rol oynar. Rezistan
hiicrelerde metotreksata afinitesi diisik DHFR mutantlarinin  olustugu da
gosterilmistir. Metotreksat, hiicrelere folati ve tetrahidrofolati da tasiyan bir aktif
transport olayi ile girer; mutasyon sonucu bu mekanizmanin bozulmasimin da
rezistansta rol oynadigi deneysel tiimorlerde gosterilmistir. Diger bir rezistans

mekanizmasi, timidin sentaz aktivitesinin azalmasidir (1,28-30).
2.2.7. Metotreksat Yan Etkileri

Metotreksat tedavisinde c¢esitli yan etkiler goriilebilmektedir. MTX
tedavisinde en sik rastlanan yan etkiler bulanti, kusma, transaminazlarda yiikselme
ve stomatitdir (3). Yine agiz yaralari, kemik iligi depresyonu, anemi, notropeni,
trombositopeni, agiz ve bagirsak mukozasinda iilserasyon, akcigerlerde
infiltrasyon da goriilebilir (1, 4). MTX teratojeniktir bu yiizden gebelik siiphesi
olan kadinlarin ve gebelerin kullanmasi kontrendikedir (31). MTX, testisler
tizerine toksik etki olusturur ve infertilite yapabilir (32). MTX tedavisi sonrasinda
erkeklerde, oligozoospermi goriilebilir hiicresel ve kromozomal degisiklikler
gozlemlenmistir (33). Hepatotoksik ve nefrotoksik etkileri vardir; akcigerlerde
infiltrasyon yapabilir (4). Metotreksatin en belirgin toksik etki gosterdigi
organlardan biriside karacigerdir (34-36). MTX karaciger disinda; Kemik iligi
akciger bobrek, ince barsak gibi organlar iizerinde de 6nemli hasarlara sebep
olmaktadir (37). MTX kullanim:1 sonrasinda dokularda apoptoz artis1 meydana
gelmektedir. MTX uygulamasindan 6 saat sonra yapilan incelemelerde sigan ince

barsaginda apoptoz orani en yiiksek seviyeye ¢ikmistir (38).
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2.2.8. Metotreksatin Hepatotoksik Etkisi

Metotreksatin olusturdugu karaciger hasarinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir ama ¢esitli goriisler vardir. MTX, NAD+ bagimli mitokondrial
enzimleri inhibe eder (5). Bu enzimler NADPH olusturan ana enzimlerdir. MTX
verilince NADPH seviyesi azalir. Reaktif oksijen tiirlerine karsi 6nemli bir savasci
olan rediikte glutatyonun seviyesini koruyan glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan
da NADPH kullanilir (2). Boylece, MTX kullanimina bagli olarak diisen NADP
seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen radikallerine kars1 duyarlilagtiran glutatyon
seviyelerinin diismesine ve bu da hepatosit hasarina sebep olur (39). Hiicre i¢inde
MTX poliglutamat formunda tutulur. MTX kullanimi1 ile hiicre i¢indeki
poliglutamat formunun miktari artar ve folik asit (FA) seviyeleri diiser (40). Bu da
hepatosit nekrozuna sebep olur. Ozetle hepatotoksisitenin sebebi olarak; NADPH
azalmasinin oksidatif strese karsi hepatositlerde hassasiyet gelistirmesi ya da
MTX’ in hepatositlerde uzun vadede birikimi sonucu olusan MTX-poliglutamat

formlariin olusmasi diisiiniilebilir (40,41).

2.3 E Vitamini
2.3.1 E Vitamini Yapisi

E vitamini ilk defa 1922 yilinda Evans ve Bishop tarafindan bulunmustur
(42). Tlk olarak bu maddeye x maddesi ad1 verilmistir (43). 1936 yilinda ise Evans
tarafindan bugday tohumu yagindan iiretilmistir (44). E vitamininin 4 tokoferol ve

4 tokotrienol olmak 8 tiirevi vardir (45, 46).

Besinler i¢inde en fazla bulunan ve en giiglii E vitamini etkinligi gosteren
tiirev a-tokoferoldur (47). Bu madde dogal olarak D izomeri halinde bulunur;
sentetik olarak rasemik sekli yapilir ve ilag olarak bu sekli kullanilir. Fiziksel

Ozellikleri bakimindan bir siv1 yagdir. Tokoferol’un besinler iginde bulunun beta,
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gama, delta, eta ve zeta tiirevlerinin E vitamini etkinligi, o-tokoferol’unkine gore
oldukga diisiiktiir. Tokoferollar kimyaca izoprenoid zinciri ile substitiie edilmis 6-
hidroksikroman (tokol) tiirevleridir. Diisiik derecede olmak {iizere, besinler
igindeki tokotrienollar da E vitamini etkinligi gosterirler. Kural olarak besinler
icindeki E vitamini etkinliginin yaklasik %80’ inin o-tokoferola bagh oldugu, geri
kalan %20’sinin diger tokoferol tiirevlerinden ve tokotrienollardan ileri geldigi
kabul edilmektedir (6). Alfa-tokoferol’un kimyasal olarak 6lglimiine ait yerlesmis
yontemler bulundugu ve digerlerinin kimyasal olarak olgiimii zor oldugu i¢in,
besinlerin E vitamini etkinligi degerlendirilirken sadece o-tokoferol miktari
Olgiiliir; ayrica, besin iginde diger tiirevlerin varhigindan ileri gelen ve a-
tokoferolunkinin %25’ine (toplamin %20’sine) esit degerde ilave bir E vitamini

etkinliginin daha bulundugu kabul edilerek bu deger dl¢iime ilave edilir (6).

E vitamini hububat tanelerinde (bunlarin yag fraksiyonunda), misir yagi,
pamuk yagi, soya yagi ve diger bitkisel sivi yaglarda ve bunlardan yapilan
margarinlerde, et, hayvansal yag, karaciger, balik eti, tavuk eti ve yumurtada
bulunur (6,48). Kizartma, kaynatma ve saklama sirasinda Onemli oOlgiide

parcalanir. Anne siitiinde oldukga fazladir (6).
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Sekil 8. E Vitamininin Molekiiler Yapisi (49)
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2.3.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim ve karacigere tasinmasi yagda ¢dziinen vitaminlere benzer. Viicutta
daha ¢ok yag dokusunda toplanir (6,50); depolanan miktar1 fazla degildir.
Plasentay1 zor geger. Emziren kadinlarda meme bezleri tarafindan siit igine
nisbeten fazla miktarda salimir. Normal plazmadaki konsantrasyonu bireyler
arasinda degiskenlik gosterir ve ortalama 0.4-0.5 mg/dl kadardir. Plazmadaki total
lipit diizeyinde meydana gelen degisimler E vitamini diizeyine de yansir. Bu
nedenle plazma E vitamini diizeyine bakarak yeterliliginin degerlendirilmesinde
mutlak E vitamini konsantrasyonundan daha c¢ok, plazma E vitamini/total lipit

oranina bakilir. Oranin 0,8mg/dl’n altina diigmesi eksiklik anlamina gelir (6).

2.3.3. Antioksidan Etki

E vitamininin en O6nemli ozelligi antioksidan etkinliginin olmasidir,
Hiicrelerde membran fosfolipidleri nin doymamis yag asitleri kendiliginden ya da
oksidan molekiillerin challenge reaksiyonu sonucunda kolayca oksitlenebilir ve
peroksid tlirevlerine dontisebilirler. Bu olaya lipid peroksidasyonu adi verilir (6,7).
Serbest oksijen radikalleri olugsmasinin eslik ettigi bu olay zincirini membranda
onleyen ve olustugunda nétralize eden en giiclii antioksidan faktor E vitaminidir
(6). Bu 6zelliginden dolay1 zincir kirici (chain breaking) antioksidan olarak bilinir
(8,9).

E vitamini, hiicre ve membran lipidleri tizerindeki bu etkisi nedeniyle bu
membranlar1 oksidatif zedelenmeye kars1 korur. Boylece eritrosit membraninin
stabilitesini artirir; ayni etkiyi diger hiicrelerde de gosterir. Eritrosit membrani ve
bronkoalveoler sistemin epitel membrani gibi viicutta yiiksek oksijen alan yerlerde
E vitamini daha ¢ok bulunur.E vitamini (Tok-OH), peroksidler tizerindeki
notralize edici etkisini, kendisinin bir fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline

(ROO*) transfer etmek suretiyle iki basamakta yapar:
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ROO* + Tok-OH — ROOH + Tok-O*
ROO* + Tok-O* — ROOH + Sabit vitamin metaboliti

Sonugta, olusan tokoferoksil metaboliti nispeten sabittir ve lipid
peroksidasyonunu baglatmak i¢in yeterince reaktif degildir. Bu oksidasyon iiriinii,

glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yolu ile atilir (6).

2.4. Apoptoz

2.4.1. Apoptozun Tanim

Apoptoz programlanmis hiicre dliimii anlamina gelir. Insan viicudunda
hiicreler dmriinii tamamladiginda, ya da hasar gordiiklerinde diger hiicrelere zarar
vermeden ortadan kaldirilmalidirlar. Apoptoz genetik olarak kontrol edilir.
Apoptoz yunanca yaprak dokiimii anlamina gelir (51-52). Hiicre o6liimleri
fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin bu 6liim sekli fizyolojik hiicre dliimii

(physiological cell death) olarak da adlandirilir (53,54).

Apoptoz insan viicudunda embriyolojik gelisim sirasinda birgok yerde
fizyolojik olarak gozlenmektedir. Dokularda hiicre populasyonun korunmasi ve
yaslanma gibi olaylarda fizyolojik olarak meydana gelir. Bunun yaninda hiicreler,
hastaliklar veya =zararli ajanlar tarafindan zarar gordiiglinde veya immun
reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar (55,56).

Apoptoz i¢in sinyal geldikten sonra hiicrede bir¢ok degisim gozlenir.
Hiicre boyutlar1 kiiclilmeye baslar. Cekirdek kondanse olmaya baglar, hiicre
iskeleti yikilir ve gekirdek zari erir. Cekirdek DNA’sinda pargalanma olur (54,57).

Apoptoz sirasinda apoptotik hiicrelerin membranlarinda degisimler olur.
En belirgin degisim normalde hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyinde yer alan
negatif yiikli fosfotidilserin birimlerinin hiicre membranin dis yiizeyine
¢ikmasidir. Bunun sonucunda kollektin (Clq) adi verilen ¢esitli proteinler

apoptotik hiicre zarina baglanmaktadir. Ayrica normalde hiicre zarinda gizlenmis
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olan N-asetil glikozamin apoptozda agiga ¢ikar ve makrofajlar tarafindan taninirlar
(54,58). Apoptotik hiicrelerde goriilen diger bir olay ise hiicre igeriklerini i¢eren
ve vezikiiller bigiminde apoptotik hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu yapilara
apoptotik cisim ismi de verilir. Bu degisimler apoptotik slirecin sonlarina dogru

goriiliir (54,59).

2.4.2. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Hematoksilen-eozin boyama, giemza boyama, floresan mikroskopi ,
elektron mikroskopi, faz kontrast mikroskopi, TUNEL yo6ntemi, kaspas-3 yontemi,
agaroz jel elektroforezi, ELISA western blotting, flowsitometri ve annexin V

yontemleri kullanilabilir (54)
2.4.3. Apoptozda Flow Sitometri

Flow sitometri lazer kaynakli florometre ile parcacik 1s1k yayilimi analizi
bilesiminden olusur. Flow sitometride farkli molekiiller, hiicreler ve parcaciklar,
diisiik ve dik agili 151k yayilimi kullanilarak biiyiikliik ve sekil olarak ayrilabilir.
Bu hiicreler, molekiiller veya pargaciklar 13-phycoerithrin, FITC ve rhodamine-
GG gibi 6zel floresan isaretleyicilerle veya boya igaretli antikorlarla isaretlenebilir
(51). Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre yilizey
proteininin saptanmasi1 miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir.
Kolay uygulanabilir olmasi, ¢ok zaman almamasi ve kantitatif sonug verebilmesi
acisindan klinikte apoptozun belirlenmesi agisindan kullanighidir. Apoptoz flow
sitometri uygulamasinda iki sekilde belirlenir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,

b. Anneksin V kullanilarak (54,60, 61).
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2.4.4. Apoptozda Anneksin V Yontemi

Anneksin V yontemi; hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde
membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin bulunmaktadir. Eger hiicre
apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan fosfatidilserin molekiilleri
hiicre zarmin dis yiiziine hareket ederler. Bu yer degistirme hiicre membran
biitiinligliniin  bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken ddnemlerinde
meydana gelir. Anneksin V, hiicrenin dis ylizeyine transloke olan fosfatidilserine
baglanabilen bir protein oldugu igin, floresan bir madde o6rnegin FITC ile
isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir FITC-Anneksin-V
komplesinin hiicre yilizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile

oOlgiilebilmektedir. (54,60,62-64).

2.5 Flowsitometri

2.5.1. Flowsitometri (Akimsitometri)

1956 yilinda Coulter, bir partikiiliin kiiciik bir delik boyunca geg¢isi
siresince elektriksel iletkenlikteki degisiklikler oldugunu bulmustur. Bu
degisiklikler ile partikiil sayisinin saptanabildigi bir yontem gelistirmistir Biiyiik
partikiillerin daha fazla iletkenlik degisikligi yaptig1 ortaya ¢ikmistir. Bu yontemle
partikiiliin biiylikliigli ve hacmi de degerlendirilmektedir (65).

Bilgisayar ve optik teknojisinde ilerlemeyle birlikte florokrom boyalardada
gelismeler olmustur, 1965 yilinda flow sistemiyle spektrofotometre
birlestirilmistir. Fuelgen teknigi ile boyanan hiicrelerde DNA miktarinin
Olciilebilmesi saglanmistir. Bu yeni hali ile flowsitometri (FCM), simultane olarak
4 parametre Olgebilen ve 2 parametreli histogram seklinde veriler elde edilebilen
modern sekline daha da yaklagmistir. Argon laserin 1969 ve "slit scaning"
tekniginin 1971 yilinda sisteme eklenmesi ile her bir hiicre ve niikleusu, sahip

olduklar biiytikliik ve hacimlerine ve diger baz1 baska 6zelliklerine gore, dar bir

21



kanaldan gegerken tirettikleri floresana bagli olarak farkli floresan dalga boyu
sinyali seklinde tespit edilebilir hale gelmiglerdir. Aslinda FCM sistemi, kanaldan
gecerken hiicrelerin yaydigi 1sik sagimi ile olusan sinyali yakalayan ve bunu
amplifiye eden bir seri dedektor sistemidir. Bu sekilde dijital olarak elde edilen
elektriksel sonuclarin bilgisayar analizi ile, hiicre hakkinda bilgiler edinmek

miimkiin olabilmektedir (66).
2.5.2. Flowsitometri’nin Calisma Prensipleri

FCM; hiicrelerin veya diger partikiillerin cihaz i¢ine bir sivi1 igerisinde ve
tek sira halinde alinarak fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin 6l¢iildiigi ileri bir tani
yontemidir (65-67). Bu kompleks sistem, bir¢ok farkli sistemin birlesimi ile ortaya
c¢ikan oldukga karmasik bir yapiya sahiptir. FCM sistemini olusturan alt sistemlerin

baslicalar1 sunlardir;

1) Hiicre veya diger biyolojik partikiilleri toplayan ve tasiyan sistem
2) Akim sistemi (sheat ve akim kabini (flow chamber)

3) Lazer sistemi

4) Sferik sekilli ve ¢apraz yerlesimli silindir filtreler

5) Odaklama aynalar1

6) Optik ve elektriksel sinyal detektorleri

7) Verilerin toplandig, saklandig1 ve analiz edildigi Bilgisayar Sistemi

8) Hiicreleri ayirabilen "cell sorting" sistemi
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Sekil 9. Flowsitometri Sisteminin Semasi (70).

FCM c¢alismasinin ilk asamasinda; 6zel yontemlerle taze veya parafine
gomiilii dokulardan hazirlanan ve niikleik asitlere baglanan ve baglandiklar1 yerde
floresan veren florokrom boyalarla isaretlenen 6rneklerin, "Sheat Fluid" i¢inden
gecirilerek "Flow Chamber"a ulagmalar1 saglanir. Bu geg¢is sirasinda hiicreler tek
sira halinde olup, ge¢is sirasinda lazer 15181 altinda uyarilarak goriintir hale gelirler
(67,68,69). Lazer kaynagi olarak genellikle Argon iyonu kullanilir. Bu sekilde
hiicreye bagli florokromun lazer 1sinlar1 ile aktiflesmesi, 15181n yogunluguna bagl
olarak hiicrenin boyutu, i¢ yapisi, yiizey morfolojisi ve hiicrelerin canlilig

hakkinda bilgi edinme olanagi saglar (67-69).

Boyanin floresan emisyonu hassas fotodiodlarda toplanir ve "Photomultiply
Tubes" (PMTs) ismi verilen 6zel sistemle elektrik sinyaline gevrilerek amplifiye

edilir ve bilgisayar sistemine aktarilir. Boylece birka¢ dakikalik siire i¢ginde 10.000-
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1.000.000 hiicrenin gegisi saglanir ve herbirinin Ozellikleri teker teker
belirlenebilir (67-69).

Central core

Single flow

Sekil 10. Flowsitometride Hiicrelerin Tek Sira Halinde Gegisini Gosteren Sema
(70).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneysel Calisma Plani
3.1.1. Etik Kurul Onay1 ve Deney Hayvanlarinin Temini

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onay1 aliarak baslandi. Calismamizda kullanilan siganlar KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden saglandi. Calismada, 200-250 gr
agirliginda Spraque dawley cinsi 32 adet eriskin erkek sigcan kullanildi. Calisma
stiresince sicanlarin bakimi, beslenmesi, barinmasi ve deney siiresince takibi igin
KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’ nde bulunan odalar kullanildi.
Calismada kullanilan siganlarin tamami Cerrahi Arastirma Merkezi’ nden
saglandig1 icin, deney sirasinda sicanlarda cevresel degisikliklerden kaynaklanan

stres veya uyum problemi yasanmadi.
3.1.2. Sicanlarin Calisma Siiresince Bakimi ve Laboratuvar Sartlar:

Si¢anlar calisma siiresince, her zamanki beslenme ve barinma kosullarinda
bulundular. Deney siiresi boyunca laboratuvardaki sicaklik ortalama 22 + 2 °C,
nispi nem ortalama %350 = 5 olarak tutuldu. Siganlarin bulundugu ortama 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma kosullar1 saglandi. Sicanlara
icme suyu olarak, cerrahi arastirma merkezinde normal sartlarda kullanilan ¢esme
suyu verildi ve standart sican yemi ile beslendi, herhangi ilave bir besin
kullanilmadi. Calisma siiresince si¢anlarin barinmasinda standart Tip III kafesler

kullanildi (Resim 1).
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Resim 1. A ve B, Deney Hayvanlarinin Barinmasinda Kullanilan Tip III Kafesler.
3.1.3. Calisma Gruplar

Calisgma dort gruptan olusturuldu ve her bir grupta esit sayida olacak
sekilde siganlar rastgele olarak gruplara ayrildi. Gruplarin 6zellikleri ve ¢alisma
sirasinda gruplardaki siganlara uygulanan islemler Tablo 1° de verilmistir.

1. Grup: Kontrol Grubu Si¢anlar (n=8): Bu gruptaki sicanlara deney
stiresi (5 glin) boyunca intraperitonal (i.p.) olarak serum fizyolojik verilip ¢alisma
stiresince kendi kafeslerinde serbest¢e beslenmeleri saglandi.

2. Grup: MTX Grubu Sicanlar (n=8): Bu gruptaki sicanlara sadece
deneyin ilk giinii 20 mg/kg MTX i.p. olarak uygulandi.

3. Grup: MTX+E Vitamini Grubu Sicanlar (n=8): Bu gruptaki siganlara
caligmanin ilk giinii 20 mg/kg MTX i.p. olarak uygulandi ve deney siiresince ilk
giinde dahil olmak tizere 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak uygulandi.

4. Grup: E Vitamini Grubu Sicanlar (n=8): Bu gruptaki si¢anlara 5 giin
boyunca 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak verildi.
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Tablo 1. Calismada Kullanilan Gruplar ve Gruplara Yapilan Uygulamalar

GRUPLAR UYGULAMA DENEK SAYISI

1. Grup (Kontrol 5 giin boyunca sadece serum 8
Grubu) fizyolojik verildi.
2. Grup (MTX Grubu) | Sadece galismanin ilk giinii 8

20 mg/kg MTX i.p.

uygulandi.
3. Grup (MTX+E Sadece calismanin ilk giinii 8
Vitamini Grubu) 20 mg/kg MTX i.p. ve 5

giin boyunca 100 mg/kg E
vitamini i.p. uygulandz.

4. Grup (E Vitamini 5 gilin boyunca 100 mg/kg E 8
Grubu) vitamini i.p. verildi.

Calismanin deney asamasi ve dokularin elde edilmesi islemlerinin tiimii
KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde 6zel olarak hazirlanmis hayvan
takip ve cerrahi miidahale odalarinda gergeklestirildi. Uygulamalar her giin ayni

saatler arasinda (saat 11.00-12.00 arasinda) yapildi.
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3.2. Histolojik Islemler

3.2.1. Karaciger Dokularmin Elde Edilmesi
Tim siganlar deney siiresinin bitiminde (5. giin sonunda) anestezi

altindayken kansizlastirma yontemi ile sakrifiye edilerek steril sartlar altinda
karacigerler ¢ikarildi ve hassas terazide tartildi. Tiim sicanlarda doku takibi

asamasinda karacigerin sag tarafi kullanilmisgtir.

Resim 2. Karaciger dokusunun elde edilmesi.

3.2.2 Doku Takibi Asamasi
Doku takibi asamasinda asagidaki islemler uygulandi:

1. %70’ lik alkol 24 saat
2. %90’1l1k alkol 24 saat
3. %96’ lik alkol 24 saat
4. %100’k alkol 24 saat
5. %1001k alkol 1 saat

6. Ksilen+parafin 5 dakika
7. Ksilen 5 dakika
8. Ksilen 5 dakika
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9. Dokular eritilmis parafin igerisinde once 58 °C’ lik etiivde ii¢ kez 15 dakika,
sonrasinda ise 2 saat bekletildi.

10. Dokular oda sicakliginda bloklandi.

3.2.3. Kesitlerin Alinmasi

Kesitler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarindaki Leica RM 2255 marka mikrotom ile alindi. Dokuya kadar
20um’ lik kesitler alinarak dokunun parafini atildi. Dokuya ulasildiginda 5 pm’ lik
kesitler alindi. Kesitler benmari igindeki 45 °C’ lik sicak su iizerine koyularak

kirisikliklarin agilmasi saglandi ve lam tizerine yerlestirildi.

3.2.3. Kesitlerin Hematoksilen ve Eozin ile (H.E.) Boyanmasi

Tim dokulardan kesitlerin alinmasi tamamlandiktan sonra boyama
islemine baslandi. Boyama sirasinda H.E. boyalar1 kullanildi. Tiim kesitlerin
parafini 58°C’lik etlivde iyice eritildi ve sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1) Ksilen 5 dakika

2) Ksilen 5 dakika
3) %100’liik alkol 5 dakika
4) %96’ ik alkol 5 dakika
5) %70’lik alkol 5 dakika
6) Distile su 2-3 dakika
7) Hematoksilen 35 saniye
8) Musluk suyu 5 dakika
9) Asit alkol 1 kez batirilip ¢ikartildi
10) Distile su 1 dakika
11) Amonyakli su 10 saniye
12) Distile su 1 dakika
13) Eozin 30 saniye
14) Distile su 1 dakika
15) %70’lik alkol 5 dakika
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16) %9611k alkol 5 dakika

17) %100°1iik alkol 5 dakika
18) Ksilen 5 dakika
19) Ksilen 5 dakika

20) Entellan ile kapatma.
Fotograflar Olympus BX51 (Japan) fotomikroskoplu 1sik mikroskobunda

incelendi ve resimler dijital ortama aktarildu.

3.2.4. Periyodik Asit Schiff Boyasi
Periyodik Asit Schiff (PAS) boyast yapilarak hepatositlerde glikojen

birikimleri degerlendirildi.

3.2.4.1. PAS Boyas1 Boyama Protokolii: Preparatlar 60°C’lik etiivde 1
saat bekletilerek deparafinize edildi. Daha sonra asagidaki islemlerden gegirildi
(72).

1-Periyodik ASIt......oveinieiiii 3-5dk
2-Suda yikand1
3-Prepartlar iyice kurutuldu

4-Schiff pipetle doku iizerini kaplayana kadar dokiildii. 5-20 dk arasi bekletildi

(dokular kirmizi olana kadar).

5-Suda yikandi

6-Hematoksilen boyasinda bekletildi.............................. 2 dk
7-Suda yikand1

8-Asit alkole batirilip ¢ikarildi
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9-Suda yikandi
10-Amonyakta tutuldu..................oc 5-10 sn
11-Suda yikandi
12-Alkol serilerinden gegildi
13-Kurutulup iizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi.
3.3. Flowsitometrik Islemler

3.3.1. Flowsitometrik Analiz I¢cin Dokularin Deparafinizasyonu
Calisma kapsamina alinan parafin bloklar Hedley metodundan modifiye edilen

yontemle asagidaki sira izlenerek kimyasal ve mekanik yolla deparafinize edildi
(72).

1) Parafin bloga gomiilii dokulardan Leica RM 2255 marka mikrotom kullanilarak

50 mikron kalinliginda her blok i¢in 3 adet kesit hazirlandi ve lama alind1.
2) Kesitler 1 saat siire ile etiivde bekletildi ve parafinin erimesi saglandi.
3) Her bir kesit 10 dakika siire ile iki kez ksilenden gegirildi.

4) Kesitler rehidratasyon islemi igin iki kez %2100 etanol, daha sonra ise sirasiyla

%75 ve %50 etanol serilerinden 10'ar dakika siireyle geg¢irildi.
5) Tiim kesitler 12 saat boyunca distile suda bekletildi.

6) Lamin tizerindeki materyal bistiiri ucu ile her bir olgu i¢in ayr1 bir petri kutusuna

kazindi

7) Petri kutusundaki dokular ince bir makas ile materyal ¢amur kivamina gelene

dek mekanik olarak pargalandi. Her bir yeni olgu i¢cin makas ucu 6zenle temizlendi.
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8) Petri kutularindaki materyal {izerine 0.5-1 mL distile su eklendi ve Pastor pipeti

kullanilarak dokular tiiplere aktarildi.

9) Siispansiyon naylon DNA mesh (Spectramesh-nylon, 50 micron Backman-
Coulter)' den gegirildi ve siiziilerek yabanci partikiillerin tamamen uzaklagmasi

saglandi.

10) Her bir siispansiyondan 300 mikrolitre 6rnek alindi ve BD Pharmingen Pe
ANNEXIN V Apoptosis Detection Kit (Cat: 559763 Lot: 5306537) ile boyandi.

11) Ornekler oda 1s1sinda karanlikta 20 dakika bekletildikten sonra flow sitometrik

analize gecildi.
3.3.2. Flowsitometri Analizi

Flowsitometri Analizi BD Accuri C6 Cytometer cihaziyla yapildi ve FCM
bilgisayarina aktarildi. FCM histogramlarinda saptanan apoptoz piki yiizde
oranlart " BD Accuri C6 Cytometer software (Version 1.0.264.21) " analiz

programi kullanilarak degerlendirildi.
3.4. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in SPSS (Statistical Package for the Social Sciences
version 22) programi ve Microsoft®Excel programi kullamildi. Degerlendirme
sonuglarinin tanimlayict istatistikleri; kategorik degiskenler icin say1 ve yiizde,
sayisal degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, minumum, maksimum olarak
verildi. Gruplar aras1 karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi kullanildh. Istatistiksel
anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi. Kruskal-Wallis testi anlamli
¢ikanlarda, ikili karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi
kullanildi, anlamlilik seviyesi p<0.0083 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sican Agirhiklarina Ait Bulgular

Tablo 2. Sican Agirhiklarina Ait Bulgular

Tim | 1.glin 2.glin 3.glin 4.glin 5.glin
Gruplar | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama
N=32 + ss +ss +ss +ss +ss

235.63 238.34 235.84 232.44 232.19
+13.35 | £13.54 +14.98 +19.49 +22.36

Istatistiksel olarak sican agirliklar1 degerlendirildiginde birinci ve 2 giin

agirliklart arasinda anlamli bir fark bulunmadi. 3. 4. ve 5. Giinlerde ise siganlarin

agirliklar arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii p<0.005

Tablo 3. Deney Gruplarinin Karaciger Agirligina Ait Ortalama ve Standart

Sapmalar

Gruplar (N=32)

Karaciger Agirhiklan (gr)*

Kontrol Grubu (n:8)

12,575 £ 0.9347

MTX Grubu (n:8)

12,138 + 1,3928

MTX+E Vitamini Grubu (n:8)

11,737 £1,7129

E Vitamini Grubu (n:8)

14,150 £1,9420

*. Tim gruplar igin karaciger agirliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmadi (p=0,54). p>0,005
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Tablo 4. Deney Gruplarinin Flowsitometri Sonuglarina Ait Ortalama Ve Min-Max

Degerleri
Gruplar Flowsitometrik yiizdeler (%)*
Kontrol Grubu (n:8) 0,263 (0,1-0,4)
MTX Grubu (n:8) 34,038 (30,9-37,9
MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 11,125 (9,4-12.9
E Vitamini Grubu (n:8) 0,950 (0.5-1.7)

*: Tiim gruplar i¢in flowsitometrik sonuglar arasinda istatiksel olarak anlaml1 fark
saptand1 (p <0,083). Metotreksat grubundaki flowsitometrik yiizde degeri diger
gruplara gore anlamli olarak artti. Metotreksat+ E vitamini grubundaki
flowsitometrik yiizde degeri ise Metotreksat grubuna gore anlamli olarak azaldi (p

<0,083).

Tablo 5. Flowsitometrik analizde apoptoz indeksi yiizdelerinin istatistik

degerlendirilmesi

Gruplar | 1-2 1-3 1-4 2-3 2-4 3-4

(K-M) | (K-ME) |(K-E) |(M-ME) | (M-E) | (ME-E)

P degeri | 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tiim gruplar arasinda karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi

(p<0,0083).
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4.2. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu ve deney grubuna ait karaciger doku kesitlerinde incelenen
yapisal degisiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaglarinin  yapmis olduklari
skorlamaya gore degerlendirildi (73). Gruplar arasinda gozlenen degisikliklerin
“p” degerleri agagida verilmistir.
Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirilmesi skorlandi.
(-) skor (negatif skor): Higbir yapisal degisikligin olmamasi,
(+) skor (1 pozitif skor): Hafif derecede,
(++) skor (2 pozitif skor): Orta derecede,
(+++) skor (3 pozitif skor): Ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

Tablo 6. Histolojik Bulgularin Skorlamasi

Deney gruplarn | Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Kruskal-
Wallis p
Kontrol Metotreksat Metotreksat+E | E vitamini degeri
vitamini

Histolojik skor | 0 1+ 2+ 3+ | 0 1+ 2+ 3+ |0 1+ 2+ 3+ |0 1+ 2+ 3+

Hepatositlerde |8 0 0 0 |0 O 1 7 [0 4 4 O 8 0 0 O p<0,0083
dejenerasyon

Piknotik 8 0 0 0|0 8 0 0|71 0 O 8 0 0O p<0,0083
cekirdekler
Siniizoidal 8 0 0 0|03 3 2 |7 1 0O 8 0 0O p<0,0083
dilatasyon

Mononiikleer 8 0 0 0OjJ]O O 1 7 |0 1 6 1 8§ 0 0 O p<0,0083
hiicre

infiltrasyonlari

Vaskiiler 8 0 0 0|0 O 7 3|1 7 0 O 8 0 00 p<0,0083
konjesyon

Hemoraji 8 0 0 0O|]0O O O 8|6 20 0 8 0 00 p<0,0083

Histolojik bulgularin analizinde tiim gruplar arasinda karsilikli yapilan

karsilastirmalarda anlamli fark gézlendi (p<0,0083).
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Tablo 7. Histolojik bulgularin farklarinin karsilastirmasi

Gruplar Hepatosit | Piknotik | Sin. Mono. | Vas.kon. | Hem.
dejen. cekirdek | dilat. | infilt.

1-2 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000
(K-M)

1-3 0,000 0,317 0,317 | 0,000 |0,001 0,000
(K-ME)

1-4 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000
(K-E)

2-3 0,001 0,001 0,001 | 0,004 |0,000 0,000
(M-ME)

2-4 0,000 0,000 0,000 | 0,000 |0,000 0,000
(M-E)

3-4 0,000 0,317 0,317 | 0,000 |0,001 0,000
(ME-E)

Hepatosit dejen.: Hepatosit dejenerasyonu

Sin. Dilat.: Sintizoidal dilatasyon

Mono. Infilt.: Mononiikleer hiicre infiltrasyonu
Vas.kon.: Vaskiiler konjesyon

Hem.: Hemoraji

*Mann Whitney U testine gore P<0,0083 anlamli kabul edilmistir. 1. ve 4.
grup karsilastirmasinda anlamh fark yoktur. 1. ve 3. grup karsilastirmasindaki
piknotik c¢ekirdek ve siniizoidal dilatasyon istatistigi ve 3. ile 4. grup
karsilastirmalarindaki piknotik c¢ekirdek ve siniizoidal dilatasyon anlaml

cikmamustir. Diger grup karsilastirmalar1 anlamli olarak bulundu.
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4.3. Flowsitometrik Bulgular
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Resim 3. Kontrol, Metotreksat, Metotreksat + E Vitamini, E Vitamini Gruplarina Ait
Flowsitometrik Apoptotik Indeks Yiizdelerine Ait Histogram.

APOPITOTIK INDEKS YUZDELERI

40
35
30
25
20
15
10

(9]

0,4

T —
I

KONTROL METOTREKSAT METOTREKSAT+ E E VITAMINI
VITAMINI

o

B APOPITOTIK INDEKS YUZDELERI
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Resim 5. Kontrol Grubuna Ait Kesit (PAS X 400). Normal histolojik bulgular gézlenmekte.
Hepatositlerin glikojen yogunluklari normal bulunmustur.
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Resim 6. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (H.E X 400).
( 1 ) ) Mononiikleer hiicre infiltrasyonu, (* ) Vaskiiler konjesyon bulgular1 gézlenmekte.

Resim 7. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (H.E X 400). () Hepatositlerde atrofi, (‘ )
Siniizoidal dilatasyon, (t ) Piknotik ¢ekirdek bulgular1 gézlenmekte.
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Resim 8. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (PAS X 400). (A ) Piknotik ¢ekirdekler, ( 4mmm)
Hepatosit sitoplazmast iginde vakuol yapist , (™ ) Siniizoidal dilatasyon, ( > ) Hepatosit

dejenerasyonu, ( l' ) Vena sentralis etrafindaki hepatositlerde hipertrofi bulgular1 gézlenmekte.

Resim 9. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (PAS X 400). (@ ) Hepatositlerde glikojen

depolar1 bosalmus. ( ) ) Hepatositlerde atrofi, (™= ) Siniizoidal dilatasyon, ( t) Piknotik
cekirdek bulgular1 gozlenmekte.
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Resim 10. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E. X400).

( 4= Sinuzoidal dilatasyonda azalma, ( 1 § ) Hepatosit sitoplazmalarinda belirgin diizelme
gozlenmekte.

Resim 11. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (PAS X400).

( 1 ) Hepatosit sitoplazmalarinda metotreksat grubuna gore belirgin diizelme ve hepatositlerdeki
glikojen yogunlugunda artma gozlenmekte.
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Resim 12. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E. X 200). (4= ) Eozinofilik
sitoplazmali hepatositler gézlenmekte.

Resim 13. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E X 400).
(4= ) Fibroblast ¢ekirdekleri, ( > ) Eosinofilik sitoplazmali hepatosit gézlenmekte.
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Resim 14. E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E X400). Normal histolojik bulgular
gozlenmekte.

Resim 15. E Vitamini Grubuna Ait Kesit (PAS X400). Normal histolojik bulgular gézlenmekte.
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5. TARTISMA VE SONUC

Metotreksat uzun yillardir kanser kemoterapisinde, inflamatuar,
romatolojik ve otoimmun hastaliklarda kullanilmaktadir. MTX % 50’ ye yakin bir
oranda plazma proteinlerine ve albiimine baglanarak tasinir. (1) En yogun olarak

karaciger ve bobrek dokularinda bulunur (74).

MTX, hiicre siklusunda S fazindaki hiicreleri etkiler. Dihidrofolat
rediiktaz’a baglanarak plirin ve primidin yapimi i¢in gerekli tetrahidrofolat
sentezini inhibe eder (28). Kronik diisik doz MTX, fibrozis ve siroz yaparken
yiiksek doz MTX, karaciger fonksiyon testlerinde ani bozulmaya neden olur (75).
MTX nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ve nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADP) seviyelerini azaltir. Ozellikle NADP énemli bir antioksidan olan
indirgenmis glutatyonun (GSH) devamliigmi saglayan glutatyon reduktaz
(GSSG-R) enzimi i¢in gerekmektedir., MTX GSH seviyesinin azalmasi,
stiperoksid anyonu, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroklorik
radikaller gibi reaktif oksijen radikallerine karsi hiicreleri koruyan antioksidan

savunma sistemlerinin etkinliginin azalmasina neden olur. (2)

Stiperoksit, serbest hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiriinleri, karaciger de devamli olarak sentezlenmekte ve yikilmaktadir.
Meydana gelen oksidatif stres, reaktif oksijen iirtinleri ve ¢esitli sitokinlerlerle
birlikte; hepatositte bulunan, Kupffer ve Ito hiicrelerinin hasarlanmasina neden
olmaktadir. Siirekli hale gelen bu etki hepatositlerin apoptoza gitmesine ve sonucta

fibrozis olugsmasina neden olabilir (76,77).

MTX daha ¢ok karacigerde metabolize olur ve bobrek yoluyla atilir.
Alindiktan 24 saat i¢cinde 7-OH metotreksat olarak renal filtrasyon, tiibiiler
reabsorbsiyonla bobreklerden atilir. Az bir oranda safra yolu ile de elimine

edilebilir (74,78).
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MTX in en sik goriilen yan etkilerinden biriside hepatotoksisitedir. Tedavi
goren hastalarda tedavi kesilmesine neden olan Onemli bir yan etkidir.
Hepatotoksisite alinan dozla baglantilidir ayrica obezite, diabet alkol kullanima,
yas ve gecirilmis karaciger hastaligina bagli olarak degisik hasar derecelerinde
ortaya ¢ikabilir (79). Yiiksek doz MTX’ in hepatotoksisiteye yol agmasi sik olarak
gbzlenir bu nedenle metotreksatla kanser tedavisi olumsuz olarak etkilenmektedir
(80).

MTX’ in neden hepatotoksik oldugunun mekanizmasi tam olarak ortaya
konulmamustir (2). Hepatotoksisite mekanizmasi olarak oksidatif stresin sorumlu
olabilecegi disilinlilmektedir. Literatiirde daha once yapilan calismalar da ;
MTX’in hepatotoksisite, nefrotoksisite ve GIS toksisitesinden oksidatif stres
sorumlu tutulmaktadir (81,82). Biz de ¢alismamizda daha onceki c¢alismalarda
antioksidan 6zelligi kanitlanmis olan E vitamininin, MTX’in hepatotoksik etkisine
kars1 verecegi cevabi arastirdik.

Literatiirde MTX ratlara degisik dozlarda ve uygulama yollar ile
verilmistir. Biz ¢alismamizda MTX’1 intraperitoneal yolla tek seferde 20 mg/kg
dozunda uyguladik (2,41,83). Sener ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada MTX 20
mg/kg/i.p. tek doz olarak uygulanmis ve sonrasinda bes giin siire ile L-Karnitin
500 mg/kg uygulanmis, karaciger dokular1 histolojik agidan incelenmistir. MTX
grubunda hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon,
bulgularinin oldugu gozlenmistir (83). Bizde bu calismadaki sonuglara benzer
olarak yapmis oldugumuz c¢alismada MTX grubundaki hepatositlerde
dejenerasyon, sintizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hepatositlerde piknotik
cekirdek bulgularini bulduk.

Karaciger, toksik maddelerin eliminasyonunda ve atilimi sirasinda 6nemli
gorev alan bir organdir. MTX ve metabolitlerinin viicuttan atiliminda hepatobiliyer
sistem, bobrekler ile birlikte calisir. MTX karaciger ve bdbreklerde cok
birikmektedir bu sebepten dolayi, yiiksek doz uygulanmasi hepatotoksisite ve
nefrotoksisiteye neden olur (82,84)
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Yapilan bir calismada MTX verilen sicanlarin karaciger ve bobrek
dokularinda MDA seviyeleri artmig ve glutatyon sulfohidroksit seviyeleri azalmig
olarak tespit edilmis ve antioksidan olan melatoninin bu etkileri 6nledigi
bulunmustur (41). Bizde ¢alismamizda metotreksatin hepatotoksisitesine karsi bir
antioksidan olan E vitaminini kullandik. Bu ¢aligmadaki sonuglara benzer sekilde
E vitamini kullaniminin karaciger hasarini azalttigini gézlemledik.

Karacigerdeki ve diger dokulardaki meydana gelebilecek cesitli hasarlari
onlemek ve etkin bir tedavi i¢in E vitamini kullanimin1 igeren ¢ok sayida ¢alisma
yapilmustir (85-92). E vitamininin kuvvetli antioksidan etkisi ¢ok uzun zamandir
bilinmektedir ve bu etki cesitli tedavi modaliteleri agisindan degerlendirilmeye
calisilmaktadir (86,87,93)

E vitamini serbest radikalleri ve oksijen radikallerini notralize ederek
antioksidan etkinlik gdsterir (94). E vitamini, lipit yikim reaksiyon zincirini
engeller ve serbest radikalleri durdurur. Hiicre ve organellerin membran lipitleri
tizerindeki bu etkisi nedeniyle membranlar1 oksidatif hasara karsi korur. Boylece
genel olarak membran stabilitesini saglar. (94) E vitamini serbest oksijen
radikallerini; hiicre zarlarina, nukleik asitlere ve hiicre organellerine zarar
vermeden Once kendine ¢eker ve baglar. Doymamis yag asitleri ve diger yaglari
iceren hiicresel membranlara yerleserek oksidatif hasarlar1 engeller. E vitamininin
eksikliginde hiicresel membranlarin serbest radikallerden zarar gordiigii ve hiicre
igine kalsiyum iyonlarinin gegisinde artis oldugu belirtilmistir (1,86,87,95).

Etanol bagimli karaciger hasarinda serbest radikallerin reaktif oksijen
tiirlerini artirarak ve antioksidanlar1 azaltarak karacigere toksik etki yaptigini ve E
vitaminin de bu etkilerden karacigeri korudugu bulunmustur (87).

Karacigerdeki hasar eger erken donemlerinde belirlenip etkin bir tedavi
gelistirilmezse, hepatosit dejenerasyonundan baslayip fibrozis hatta siroza kadar
uzanan irreversible hasarlar meydana gelmektedir (96)

Non-alkolik steatohepatit olgularinda; yaglanma makrovezikiiler 6zellikte
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olup, ozellikle ZON 3 ve vena sentralis ¢evresinde olmaktadir. E vitamini
tedavisinin, Non-alkolik steatohepatit olgularinda fibrozis ve inflamasyonu da
azalttig1 bulunmustur (97).

Alkolik karaciger hastaliginda ise MDA seviyeleri yiikselirken E vitamini
seviyeleri diiser. Alkoliin yaptig1 bu oksidan etkiye karsi tedavide antioksidan
etkili E vitamini kullanim1 klinik yarar saglamistir (98,99).

Karaciger hasarinin en ileri evrelerinden birisi olan sirozda E vitamini
seviyeleri anlamli sekilde diisiik bulunmustur ve E vitamini eksikliginin siroz
etyopatogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (100-102).

Yaptigimiz calismada Sican agirliklar1 degerlendirildiginde birinci ve 2.
giin agirliklar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi. 3. 4. ve 5.
giinlerde ise sicanlarin agirliklart arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii.
Karaciger agirhigina ait ortalama ve standart sapmalar incelendiginde ise gruplar
icin karaciger agirliklar1 arasinda istatiStiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi.

Calismamizda MTX uygulanan gruplara ait doku orneklerinde; hepatosit
kordonlarinin 1sinsal diziliminin bozuldugu, hepatositlerin dejenere oldugu,
hepatositlerdeki glikojen depolarinin azaldigi, sinuzoidlerde genisleme, vaskiiler
konjesyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu oldugu goriildii. Yine bu grupta
piknotik  cekirdekli hepatositler, 0Ozellikle vena sentralis c¢evresindeki
hepatositlerde vakuol olusumu ve hipertrofi gézlendi.

Yaptigimiz annexin v ile flowsitometri ¢aligmasinda kontrol grubuna ait
apoptotik indeks yiizdesi %0,4 iken metotreksat verilen gruptaki apoptoz indeksi
yiizdesi %34,4 olarak bulduk buda bize metotreksata bagli olarak apoptozun
onemli derecede arttigini gostermektedir. Bu bulgumuz istatistiksel olarakta
anlamlidir.

MTX ile birlikte E vitamini verilen tedavi grubunda ise sinuzoidal
genisleme, vaskiiler konjesyon ve inflamasyonu gosteren mononiikleer hiicre

infiltrasyonunun azaldigi goriilmiistiir, hepatosit dejenerasyonunda belirgin

47



sekilde azalma ve hepatosit glikojen depolarinin metotreksat grubuna gore daha
fazla doldugu tesbit edildi. Yapmis oldugumuz flowsitometrik analizde
metotreksat + E vitamini grubundaki apoptotik yiizde %9,4’ e dismiistiir.
Apoptoz’ a giden hiicre ylizdesindeki bu biiyiik diisiislin E vitamininin antioksidan
etkisinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Calismamiza benzer sekilde Vardi ve ark (103), deney hayvanlarina MTX
uygulamis ve antioksidan olan [ Karoten vermislerdir. MTX verilen grupta
karacigerde siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve apoptotik hiicreler
gostermislerdir. Tedavi gruplarinda ise kontrole yakin bulgularin oldugunu tesbit
etmislerdir. Doku diizeyinde MTX verilen grupta MDA degerlerinde anlamli artig
olurken tedavi gruplarinda kontrole yakin MDA seviyesi oldugunu bildirmislerdir.

Uraz ve ark. (39) yaptiklar1 bir ¢alismada ALT, ALP ve gamaglutamil
transferaz (GGT) seviyelerini MTX alan grupta anlamli sekilde yiiksek
saptamislardir. Yine yapilan bir calismada ratlarda MTX kullanimiyla, karaciger
dokularinda MDA ve MPO diizeyleri artarken, histopatolojik olarak da hasar
bulgular goriilmekte iken thiamin pirofosfatla bu bulgular iyilestirilmistir (104).

Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada (105), ratlarda MTX (20 mg/ kg ip tek
doz) kullanimi ile mikroskobik hasar skorlamasi anlamli derecede artarken
montelukast ile gerilemistir. Bizde yaptigimiz ¢alismada metotreksat verdigimiz
grupta meydana gelen hasar1 E vitamini verdigimiz grupta azaltmay1 basardik.
Yine yapilan bir ¢alismada karaciger dokusunda, mikroskobik diizeyde patolojik
bulgular goriiliirken resveratrol verilerek karaciger dokusunda biyokimyasal ve
histopatolojik diizelme saglanmustir (106).

Sonug olarak, MTX ile meydana gelen karaciger hasari, E vitamini ile
azaltilabilir. Mevcut literatiir bilgileri ve bizim ¢alismamizin sonuglarina gore, E
vitamini antioksidan etkisiyle metotreksatin karacigerde meydana getirmis oldugu
hasar1 6nemli derecede azaltmaktadir. Flowsitometrik olarak 6l¢tiigiimiiz apoptoz
indeksi yilizdesini metotreksat grubunda %34,4 bulmus iken E vitamini

eklenmesiyle apoptoza giden hiicre yilizdesi %9,4 ¢ diismiistiir. Bu istatistiksel
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olarakda anlamli bir bulgudur. Calismamizda buldugumuz sonuglardan yola
cikarak daha fazla sayida sican ve parametre kullanilarak, E vitamini farkli
dozlarda verilerek, yeni antioksidan cesitleri denenerek farkli ¢alismalar
yapilabilir. Flowsitometri ile degisik histopatolojik yontemleri birlestirerek

yapilacak caligmalarin literatiire katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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