T.C.

KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
FARMAKOLOJI ve TOKSIKOLOJI
ANA BIiLIM DALI

METOTREKSAT-INDUKLU GASTROINTESTINAL
HASARA KARSI SILIMARIN’IN KORUYUCU
ROLUNUN ARASTIRILMASI

DUYGU DURNA
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
DOC. DR. ASIM KART

2011-KARS



T.C. Kafkas Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans 6grencisi Duygu Durna yiiksek lisans tezi olarak hazirladig ™
Metotreksat-indiiklii gastrointestinal hasara kars1 silimarin’in  koruyucu
roliiniin arastirilmas1" adli bu calisma, yapilan tez savunmasi sinavi sonunda jiiri
tarafindan Lisaniisti Egitim Yonetmeligi uyarinca degerlendirilerek oy birlig ile

kabul edilmistir.

08 /09 /2011

Adi1 Soyadi Imza
Baskan: ..ccoeviiiiiiiiiniiiiiiiiiiinniiiisses deeeccsssessssseens

Bu tezin kabulu, Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim kurulunun ..../..../2011 tarih

VE i [oviiiiiiin, Sayili karartyla onaylanmustir.

Enstiti Midiira



ONSOZ

Bu arastirma Kafkas Universitesi Saghk bilimleri Enstitiisii Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir. Calismada
"Metotreksat-Indiiklii Gastrointestinal Hasara Kars1 Silimarin’in Koruyucu Rolii"

arastirilmistir.

Tez ¢alismam boyunca bana her tiirlii destegi saglayan, ¢alismamin her agamasinda
ilgisini esirgemeyen, bilgisi ve deneyimi ile yonlendiren danisman hocam, Sayin
Do¢. Dr. Asim Kart’a, ¢alismalarim esnasinda ve tezin hazirlanmasi siirecinde
katkilarin1 esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Abdullah Dogan, Do¢. Dr. Mahmut
Karapehlivan, Dog. Dr. Musa Karaman, ve Dog¢. Dr. Hasan Ozen’e en igten

tesekkiirlerimi sunarim.

Kars-2011 Duygu Durna



ICINDEKILER

ICINDEKILER

OZET

ABSTRACT

CIZELGELERIN LISTESI

SEKILLERIN LISTESI

RESIMLERIN LISTESI

SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

1. GIRIS

2. KAYNAK OZETLERI

2.1 METOTREKSAT

2.1.1 Metotreksatin Etki Mekanizmasi ve Kimyasal Yapisi
2.1.2 Metotreksatin Toksik Etkileri

2.2 SERBEST RADIKALLER

2.2.1 Serbest Radikallerin Kaynaklar:

2.2.1.1 Biyolojik Kaynaklar

2.2.1.2 intraselliiler Kaynaklar

2.2.2 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

2.2.2.1 Siiperoksit Radikali

2.2.2.2 Hidroksil Radikali

2.2.2.3 Hidrojen Peroksit Radikali

2.2.2.4 Nitrik Oksit Radikali

2.2.2.5 Singlet Oksijen Radilkali

2.2.2.6 Diger Reaktif Oksijen Tiirleri

2.2.3 Serbest Radikallerin Yol A¢tig1 Hasarlar
2.2.3.1 Serbest Radikallerin Lipit Uzerine Etkileri
2.2.3.2 Serbest Radikallerin Protein Uzerine Etkileri
2.2.3.3 Serbest Radikallerin Karbonhidrat Uzerine Etkileri
2.2.3.4 Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Sayfa No



v

2.3 ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI
2.3.1 Enzimatik Antioksidanlar
2.3.1.1 Siiperoksit Dismutaz

2.3.1.2 Katalaz

2.3.1.3 Glutatyon Peroksidaz

2.3.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.3.2.1 Glutatyon

2.3.2.2 Vitamin E

2.3.2.3 Vitamin C

2.3.2.4 Vitamin A

2.3.2.5 Melatonin

2.4 SILIMARIN

3. GEREC ve YONTEMLER

3.1 Gereg

3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.1.2 Kullanilan Alet ve Geregler

3.1.3 Hayvanlarin Temini ve Bakimi
3.2 Yontemler

3.2.1 Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve ila¢ uygulamasi
3.2.2 Biyokimyasal Analizler

3.2.2.1 Tum Kanda Glutatyon Tayini
3.2.2.2 Plazmada Malondialdehit Tayini
3.2.2.3 Kanda Total Sialik Asit Ol¢iimii
3.2.3 Histopatolojik Incelemeler

3.2.4 Istatistiki Analiz

4. BULGULAR

4.1 Biyokimyasal Bulgular

4.2 Histopatolojik Bulgular
5.TARTISMA VE SONUC
6.KAYNAKLAR

7. OZGECMIS

13
14
14
15
15
16
16
16
16
17
17
17
18
18
19
19
20
20
20
21
21
22
23
24
24
25
25
40
46
51
61



OZET

DENEYSEL METOTREKSAT INDUKLU GASTROINTESTINAL HASARA
KARSI SILIMARIN’IN KORUYUCU ROLUNUN ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, silimarinin deneysel metotreksat indiiklii gastrointestinal hasara karsi
koruyucu roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Denekler her bir grupta 10 fare olacak
sekilde tasit kontrol, metotreksat, silimarin ve metotreksat+silimarin gruplar1 olmak
tizere 4’¢ ayrildi. Kontrol grubundaki farelere % 0,9 NaCl, Silimarin grubuna 100
mg/kg dozda silimarin i.p. injeksiyon ile 7 giin boyunca verildi. Metotreksat
grubuna, metotreksat farelere i.p. injeksiyon seklinde 5 giin boyunca 15 mg/kg
dozunda uygulandi. Silimarin+Metotreksat grubundaki farelere  Silimarin,
metotreksat uygulamasindan 2 giin dnce baslanarak metotreksatla (5 giin) beraber 7
giin boyunca uygulandi. Ila¢ uygulamalarini takiben biyokimyasal ve patolojik
degerlendirmeler i¢in kan ve doku oOrnekleri alindi. Deney sonunda metotreksat
grubu plazma MDA seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu.
Metotreksat grubu tam kan GSH seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde
diisiik bulundu. Sadece metotreksat verilen farelerde plazma, mide ve barsak
dokusundaki TSA seviyesi kontrol ve metotreksat+silimarin verilen farelere gore
anlamli sekilde yiiksek gozlendi. Metotreksat’in mide ve barsak dokusu MDA
seviyeleri kontrol grubuna gbre anlamli bir sekilde yiikselttigi gézlendi. Silimarin’in
metotreksat+silimarin grubunda mide ve barsak dokusu MDA ve TSA seviyelerini
metotreksat grubuna goére anlamli bir sekilde disiirdiigii tespit edildi. Yapilan
patolojik incelemelerde metotreksat grubu farelerin mide dokusundaki epitel
tabakada siddetli dejenerasyon, nekroz, deskuamasyon ve oldukca yaygin 6dem
tespit edildi. Buna karsilik metotreksat+silimarin grubunda bu degisikliklerin daha az
siddette oldugu gozlendi. Sonu¢ olarak silimarin’in  metotreksat-indiiklii
gastrointestinal hasara karsi koruyucu roliiniin oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Silimarin, GI Hasar, GSH, MDA, TSA
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF SLYMARIN AGAINST
METHOTRAXATE INDUCED GASTROINTESTINAL INJURY

The aim of this master thesis is to investigate the protective effect of slymarin against
methotrexate - induced gastrointestinal (Gi) injury. The subjects are divided into 4
groups each containing 10 mice as control, methotrexate, silymarin and methotrexate
+ silymarin. 0.9 % NaCl and slymarin at 100 mg/kg were injected to the mice in
groups control and slymarin via i.p. route for 7 days, respectively. Methotrexate was
injected at 15 mg/kg to the mice in methotrexat group for 5 days. In
methotrexate+silymarin group, silymarin was injected along with methotrexate
starting from 2 days before methotraxate for 7 days. Following the experimental
period, blood and tissue samples were collected from the animals for biochemical
and pathological examinations. Plasma MDA levels in methotrexate group was
significantly higher than in control, and whole blood GSH concentrations was lower
in methotraxe group than in control. Plasma, intestinal and gastric TSA levels in
methotraxate only group were significantly increased compared to control and
methotraxate+silymarin groups. Furthermore, methotraxate significanly increased
MDA levels of gastric and intestinal tissues compared to control. Silymarin in
methotraxate+silymarin group significantly decreased MDA and TSA levels in
comparison to methotrexate only group. In histopathology, gastric tissue of
methotraxate treated mice showed degeneration, necrosis, desquamation and
widespread edema. However, these alterations were less severe in
methotrexate+silymarin group. In conclusion, silymarin could be protective against
methotrexate-induced Gl injury via antioxidant mechanism.

Keywords: Methotraxate, silymarin, Gl injury, GSH, MDA, TSA
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1. GIRIS

Kemoterapi viicutta yabanci hiicre, virus, protozoa ve bakterilerin iiremesini
gelisimini engellemek veya oldiirmek i¢in ilag uygulamasi olarak tanimlanir. Bu
uygulamalarin basinda da kanser tedavisi akla gelmektedir. Kemoterapide uygulanan
ilaglara da antineoplastik ilaglar denilmektedir. Antineoplastik ilaglar, diger alanlarda
kullanilan ilaglardan daha zehirli ve sagaltim indeksleri genellikle kiigiiktiir (53).
Antineoplastik ilaglar etki mekanizmalar1 veya kaynaklarina gére genellikle 7 grupta
incelenilmektedir. Bu ilaglar Tablol de siniflandirilmistir.

Cizelge 1. Kaynaklarma ve Etki Mekanizmalarma gore Antineoplastik ilaclar (53).

Antineoplastik ilaclar Bazi ornek ilacglar
Alkilleyici ilaglar Dakarbazin
Antimetabolitler Metotreksat

Bitki kaynakli ilaglar Vinkristin

Antibiyotikler Doksorubisin

Enzimler L-aspajinaz

Hormonlar ve hormon antagonistleri Ostrojen ve antagonistleri
Diger maddeler Sisplatin

Metotreksat (MTX) antineoplastik ilaglarin antimetabolitler grubunda yer almaktadir.
MTX lenforetikiiler neoplazmalar ve insanlarin koryokarsinomlar1 basta olmak
tizere, genis spektrumlu bir folik asit analogudur (53). Bu ilacin viicutta tedavi edici
ozelliginin yaninda bazi toksik etkiler meydana getirdigi literatiirde bildirilmistir. Bu
toksik etkileri en aza indirmek i¢in basta bitkiler olmak {izere ¢esitli yontemler
koruyucu olarak uygulanmaktadir. Zaten bitkilerin tedavi edici o6zellikleri, ilkel
caglardan bu yana bilinmekte ve kullanilmaktadir. Gelismis iilkelerde yasayan
insanlarin biiyiik bir kismi ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in geleneksel uygulamalar

gelistirmislerdir. Diinya Saghk Orgiitii insanlarin % 80’inin baslica geleneksel



ilaglara giivendigini ve geleneksel tedavilerin biiyiik bir kismini bitki 6ziitlerini veya
bitkilerin aktif bilesenlerini kullanarak yaptiklarint 1993 yilinda rapor etmistir (45).

Tedavi amagli kullanilan bitkilerden biri de silimarindir. Silybum marianum L.
Gaertn. (devedikeni), Asteraceae familyasina ait bir bitkidir. Silimarin, S. marianum
L. tohumlarindan elde edilen bitkisel kaynakli bir flavonoiddir. S. marianum L.
tohumlari, karaciger ve safra kesesi hastaliklari ile toksin zehirlenmelerine karsi
karacigeri korumada; ayn1 zamanda mantar zehirlenmeleri, yilan sokmasi, bocek
siriklart gibi durumlarin tedavisinde de 2000 yildan beri kullanilmaktadir. S.
marianum L. tohumlarindan elde edilen ekstreleri bol miktarda silimarin
icermektedir (100). Bu c¢alismada da metotreksatin etkilerine karsi silimarinin

koruyucu etkisi arastirilmaktadir. (19).

2. KAYNAK OZETLERI

2.1 METOTREKSAT

Kliniklerde ¢ok yaygin olarak kullanilan antimetabolit etki mekanizmasina sahip bir
antineoplastik ilagtir (32). Malignite ve psoriasisde 1950°’1i yillardan itibaren yogun
olarak kullanilmaktadir. Romatoid artrit (RA) tedavisinde FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan 1988’de onaylanmig olup hastaligin tedavisinde en gok
kullanilan modifiye ila¢ oldugu bildirilmektedir (10). MTX’in etkileri baslica 3

grupta toplanabilir. Bunlar;

a) Metotreksat’in antiproliferatif etkisi: MTX, yiiksek dozlarda 16semi, lenfoma,
osteosarkom, bag ve boyun tiimoérleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi kanserlerin

tedavisinde antiproliferatif olarak kullanilir (109).

b) Metotreksat’in antiinflamatuar etkisi: MTX, RA’da ve psoriatik artritin

tedavisinde antiinflamatuar etkisi nedeniyle kullanilmaktadir (50).



C) Metotreksat’mm immunmodiilatér etkisi: Immiin mekanizmalar RA’nin
patogenezinde O6nemli rol oynadigi bildirilmistir. B ve T lenfositlerdeki aktivite

artisinin MTX ile baskilandig1 gosterilmistir (56).

2.1.1 Metotreksat’in Etki Mekanizmasi ve Kimyasal Yapisi

MTX folik asit sentezinde rol alan ve ara basamakta yer alan dihidrofolati (DHF)
tetrahidrofolata (THF) c¢eviren dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe
etmektedir (27). MTX, folik asit, DHF’nin kimyasal yapisi Sekil 1, 2 ve 3 te
gosterilmistir. MTX’1n molekiiler yapist DHF’a benzemektedir (27). Tetrahidrofolat
plrin ve pirimidin sentezinin 6nemli bir parcast olan timidilatin iiretiminde rol
oynamaktadir (32). Piirin ve pirimidin niikleotidleri deoksiriboniikleik asit (DNA) ve
riboniikleik asit (RNA) sentezinde rol oynamaktadir. Bu nedenle MTX, THF
eksikligine yol agarak piirin, pirimidin metabolizmasi ve DNA sentezini igeren pek
cok metabolik yolu etkilemektedir. Bu metabolik yollar {izerinde yaptig1 degisiklikler
ile MTX’1n hem tedavi edici etkileri hem de toksik etkileri ortaya ¢gikmaktadir (48).
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Sekil 1. Metotreksat’in kimyasal yapisi (109).
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Sekil 2. Folik asidin molekiiler yapis1 (90).
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Sekil 3. Dihidrofolatin molekiiler yapisi (90).



2.1.2 Metotreksat’in Toksik Etkileri

Metotreksat tedavisi esnasinda ortaya ¢ikan toksik etkiler oldukca yaygin olup toksik
etkinin siddeti degiskenlik gostermektedir. Bulanti, kusma, transaminazlarda
yiikkselme ve stomatit gibi istenmeyen etkilerin siklikla dozla iligkili oldugu
bildirilmektedir (68, 46, 24, 105).

Gebelik ve Laktasyon: MTX, 30 mg’a kadar olan kullanimlarinda kadin
fertilitesini olumsuz etkilememekte fakat erkekte geriye doniisiimlii steriliteye neden
olabilmektedir. Embriyotoksik oldugu i¢in dogurma g¢agindaki kadinlarda uygun
kontrasepsiyon yapilmalidir. Gebe kalmak isteyen kadin en az 3 ay oOnce ilaci
kesmeli ve folat1 almaya devam etmelidir. Clinkii metotreksat folat eksikligine neden
olabilmekte ve bu da fetiiste noral tiip defektlerine yol acabilmektedir. Benzer
sekilde erkeklerde de konsepsiyondan 3 ay dnce ilac1 kesmelidirler. MTX’1n gebelik
ve laktasyonda kontrendike oldugu bildirilmistir (80). MTX enfeksiyonlara karsi
duyarliligin  artmasina, spermazoidlerde degismeye ve oligospermiye neden
olmaktadir (47).

Gastro Intestinal Sistemdeki (GIS) Toksik Etkileri: Istahsizlik, mide bulantisi,
kusma, ishal, kilo kaybi gibi istenmeyen etkiler hastalarin biiyiik kisminda hafif
seyreder ve kisa siirer. Ancak hastalarin % 2,5’unda ilac1 kesecek sekilde olabilir.
Yine ¢esitli siddette agrili iilser ve eritemden olusan stomatitler gériilebilir. GIS yan
etkileri (bulanti, kusma) hastalarin % 50’sinde goriilmekte, ilacin alimindan saatler
icinde baglamakta ve birka¢ giin i¢inde diizelmektedir. MTX’in peptik iilser
lyilesmesini  bozdugu bildirilmistir. Peptik iilser MTX igin goreceli bir
kontrendikasyondur (10).

Kutanoz Toksik Etkiler: Alopesi, glines 1s1gma hassasiyet, eritem, lrtiker ve
kutan6z vaskiilit olabilir. Ayrica romatoit nodiillerin sayisinda da artis

goriilebilmektedir (54, 115).



Renal Sistemdeki Toksik Etkileri: Diisiik doz haftalik MTX ile renal toksisite
bildirilmemistir. Ilag bobreklerden atildig1 igin renal yetmezlikte kullanilmamalidur.

Renal fonksiyonlarin diizenli takibi gereckmektedir (115).

Neoplastik Toksik Etkiler: Son yillarda metotreksat kullanan olgularda lenfoma
sikliginda artis gozlenmektedir. Hemotolojik malignite sikliginda ise artis

saptanmustir (54).

Akciger Uzerine Toksik Etkileri: MTX ile pulmoner toksisite akut veya kronik
olabilmektedir. Pulmoner reaksiyon % 3-5 siklikta bildirilmistir. Akut baslayan
oOksiiriik, nefes darligi, hafif ates, tasipne, akciger bazallerinde iki tarafli rallerin
ortaya ¢ikmasi hekimi uyarmalidir. Hastanin 60 yasin iizerinde olmasi, akciger ve
plevra hastaliklarinin varligi, daha 6nce baska modifiye edici ajanlarin kullanilmis
olmasi, albiiminde distklik, sigara, diyabetes mellitus MTX’m akcigerlere
toksisitesini kolaylagtirmaktadir (54, 47, 115).

Karaciger Uzerine Toksik Etkileri: MTX kullanimma bagli olarak diisen NADP
(Nikotin amid difosfat) seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen radikallerine
(siiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve hipoklorit radikalleri
gibi) kargt duyarlilagtiran glutatyon seviyelerinin diismesine ve bu da hepatosit

hasarina sebep olmaktadir (103).

Diger Toksik Etkiler: Bas agrisi, kilo kaybi, yorgunluk, ates, poliartralji, bas

donmesi, grip benzeri semptomlar goriilmektedir (47).

Antikanser ilaglar ile yapilan toksisite ¢alismalarinda oksidatif stres ilizerine dikkat
cekilmektedir. Karaciger, bobrek, ince barsak ve merkezi sinir sistemindeki MTX 1n
meydana getirdigi toksik etkilerin etki mekanizmasi olarak oksidatif stres sorumlu
tutulmaktadir (68, 46, 24, 105). Miyazono ve ark. (2004) MTX’1n yan etkisi olarak
rat ince barsaginda siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitelerinde
artma, GSH (Glutatyon) seviyelerinde azalma oldugunu géstermisler ve MTX 1 yol

actig1 ince barsak hasarinda oksidatif stresin dnemli rolii oldugunu 6ne siirmiiglerdir



(70). Benzer sckilde Devrim ve ark. (2005), MTX nefrotoksisitesinde oksidatif
stresin 6nemli roliinii ortaya koymuslardir (24). Uz ve ark. (2005) MTX alan ratlarin
bobrek dokularinda nitrik oksit seviyelerinde artis oldugunu bildirmislerdir (105). Bu
nedenle MTX toksisitesinden korunmak igin antioksidan ajanlarla birlikte
kullanilmasi tavsiye edilmektedir. MTX’1n gastrointestinal, hepatik, renal ve kemik
iligi toksisiteleri en sik goriilen toksik etkilerdir (91). Risk faktorleri renal
fonksiyonlarda bozukluk, folik asit eksikligi ve katrimaksazol tedavisi (trimetoprim-

stilfametoksazol) ve ileri yastir (10) .

2.2 SERBEST RADIKALLER

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hiicre metabolizmasinda ortaya ¢ikan, en dis
tabakalarinda eslenmemis elektron tasiyan ve diger biyolojik materyallerle
reaksiyona girme egiliminde olan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Serbest
radikaller hiicrede lipit, protein, DNA ve karbonhidrat gibi énemli hiicresel yap1 ve
bilesikler tizerine etkilidir. Membrani olusturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler
gibi doymamis yag asitleri ve membran proteinleri radikaller ig¢in olduk¢a gekici
hedeflerdir (34). Oksidanlarin arttigi veya antioksidanlarin yetersiz kaldig
durumlarda organizmanin maruz kaldig1 “oksidatif stres” sonucunda bozulan
hiicresel metabolizma, molekiiler yikim ve doku hasarint olusturmaktadir. Oksidatif
hasarin olustugu dokuda artan radikal metabolitler ve bunlarin olusturdugu lipit
peroksidasyonu ile protein ve DNA oksidasyonu sonucu hiicre membraninda kontrol

kaybolmakta, gegirgenlik artis1 ve hiicresel 6liim gelismektedir (34).

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) terimi, okside edici etkileri olan hem oksijen tiirlerini
hem de bazi nonradikal bilesikleri ifade eden genis bir terimdir. Tiim oksijen
radikalleri ROT ’tur, ancak tiim ROT ’lar oksijen radikali degildir (39). Serbest
radikaller yasam igin gereklidir. Elektron transferi, enerji tiretimi ve pek ¢ok diger
metabolik islevde temel olusturmaktadir. Fakat yiiksek ROT olusumuna bagh
zincirleme reaksiyonlar kontrolsiiz bir sekilde meydana gelirse hiicrede hasarlara

neden olmaktadir. Uzun yillardan beri serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif



hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde serbest radikaller ve reaktif
molekiiller ile bunlarin reaksiyonlari ve iriinlerindeki artisin hiicresel yasami tehdit

ve tahrip ettigi, genetik mutasyonlara da yol agtig1 bildirilmektedir (12).

2.2.1 Serbest Radikal Kaynaklari: Serbest radikaller normal metabolik oksidasyon-
rediiksiyon  reaksiyonlar1  sirasinda,  organizmada  yabanci = maddelerin
(ksenobiyotiklerin) metabolize edilmesinde veya organizmanin radyasyon gibi dis
etkilere maruz kalmasi sonucunda olusabilir (55, 116). Organizmada serbest radikal

kaynaklar1 baslica iki grupta toplanabilir.

2.2.1.1 Biyolojik Kaynaklar: Aktiflesmis fagositler, antineoplastik ajanlar,
radyasyon, bagimlilik yapan maddeler, cevresel ajanlar, stres bunlara drnek olarak
verilebilir (54, 51, 71, 81).

2.2.1.2 Intraselliller Kaynaklar: Kiiciik molekiillerin oksidasyonu, enzimler ve
proteinler, mitokondrial elektron transport zinciri, endoplazmik retikulum (ER) ve
niikleer membran transport sistemi, peroksizomlar, plazma membrani, oksidatif stres
yapici durumlar bunlara drnek olarak verilebilir (15, 54, 82).

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da nétral olabilirler (3). Biyolojik
sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu olusmaktadir (42), ve
reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ve diger reaktifler olmak iizere
i¢c gruba ayrilir (97). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden
olusan radikallerdir (Cizelge 2) (54).



Cizelge 2. Biyolojik sistemlerdeki 6nemli Reaktif Oksijen ve Nitrojen tiirleri (54).

Biyolojik Onemi Olan Baz1 Serbest Radikaller

Radikaller Non - radikaller
Stiperoksit, O Hidrojen peroksit, H,0,
Hidroksil, OH" Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, RO; Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet oksijen, 'O,
Hidroperoksit, H,O, Peroksinitrit, ONOO

2.2.2 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen, canli organizmalar1 olusturan molekiillerin yapisina girmesi, besin kaynagi
olan maddelerde temel element olmasi, aerobik canlilardaki oksidasyon rediiksiyon
reaksiyonlart ve solunumda rol oynamasi nedeniyle énemlidir (102, 28). Molekiiler
oksijen tasidigr iki ortaklanmamis elektrondan dolayr bir diradikal olarak
degerlendirilir (64). Viicuttaki molekiiler oksijenin % 95 - 98’i enzimatik yollarla
suya cevrilirken, geri kalan kismi elektron eklenmesi sonucu hiicre i¢i organellerin
yapilarin1 ve fonksiyonlarini degistiren, membranda oksidatif yikima neden olan
reaktif oksijen tiirevlerini meydana getirir. Oksijenden olusan Onemli serbest
radikaller arasinda siiperoksit anyonu ( O, ), hidrojen peroksit (H20O,), hidroksil
radikali (OH") ve singlet oksijen (*O,) yer almaktadir (5, 106, 116).

Oksijen elektron alarak en son suya indirgenir. Oksijene bir elektron eklenmesi
sonucu siiperoksit anyonu, iki elektron eklenmesi sonucu hidrojen peroksit, ii¢
elektron eklenmesi sonucu hidroksil radikali ve en son dort elektron eklenmesi ile su

olusur (Reaksiyon 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 ) (116, 38, 40).

O, e Siiperoksit anyon radikali (O, )  (Reaksiyon1.1)
0O, e Hidrojen peroksit ( H20;) ( Reaksiyon 1.2)
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H,0, e Hidroksil radikali ( OH") ( Reaksiyon 1.3)

OH e Su (H0) ( Reaksiyon 1.4)

2.2.2.1 Siiperoksit Radikali ( O, ) : Molekiiler oksijene bir elektron baglanmasiyla
olusan siiperoksit anyonu bir serbest radikal olmasina karsin ¢ok reaktif degildir.

Lipit mebranlarinin gegirgenlik yetenegini azaltir bu nedenle iiretildigi yerde g¢evrili

olarak kalir (103).

2.2.2.2 Hidroksil Radikaller (OH") : Hidrojen radikali 3 sekilde meydana gelebilir.
Hidroksil radikali hidrojen peroksitin gegis metalleri varliginda indirgenmesi ile
(Fenton Reaksiyonu) hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu (Haber-
Weiss Reaksiyonu) ve suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi

sonucunda meydana gelmektedir (15, 103, 97).

2.2.2.3 Hidrojen peroksit ( H,O, ): Dogal oksijen molekiilii baska bir molekiilden
iki elektron almigsa peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 H* molekiilii ile birlesirse
H20, olusur. Hidrojen peroksit, siiperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu veya
spontan olarak iiretilebilmektedir. H,O, aslinda radikal olmamakla birlikte tretildigi
bolgede kalan siiperoksidin aksine membranlar1 gecen, sitosole diffiize olan ve uzun
Oomiirli bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksidin ulasamadigi yapilara
kolaylikla ulasabilir. Burada siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar
verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir. Hidrojen
peroksit baska bir sekilde de serbest Fe*? ile reaksiyona girerse demir okside olurken
hidroksil radikali olusur. H,O, bir serbest radikal degildir ancak yapisinda su
bulundurmasindan dolay1 biyolojik membranlardan gecebildigi i¢in ¢ok 6nemli bir
molekiildiir. Bagta hidroksil ve hipoklordz asit olmak tiizere bir¢ok oksidanin

olusmasina yol actig1 bildirilmistir (22).

2.2.2.4 Nitrik Oksit (NO) : Nitrik Oksit (NO), nitrik oksit sentetaz (NOS) olarak

bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi ile olusur (35). NO serbest bir radikaldir.
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Fizyolojik ve patofizyolojik olaylarin 6nemli bir aracisidir. Makrofajlar, notrofiller
ve mast hiicreleri en fazla oranda NO iireticileridir. Indiiklenebilir NOS (inos)
tarafindan iretilen nitrik oksit, konagin ¢ok 6zel olmayan savunma mekanizmasi
olup, antimikrobiyal etkiye sahiptir. Aktivitesinin sepsis, astim, romatoit artrit,
tiiberkiiloz, doku reddi, multiple skleroz gibi pek ¢ok durumda arttig1 gosterilmistir
(29).

2.2.2.5 Singlet Oksijen (*O,) : Singlet oksijen ortaklanmamus elektronu olmadig
icin radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiridiir. Oksijenin yiiksek enerjili ve
mutajenik formudur. Singlet oksijen in vivo ortamda sitokrom P450, endoperoksit
sentetaz ve myeloperoksidaz reaksiyonlariyla olustugu gibi iyonize radyasyonla da
olusabilir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucunda meydana gelebilir veya serbest
radikal reaksiyonlarina yol agabilir (7). Singlet oksijenin delta ve sigma olmak iizere
iki formu bulunmaktadir. Biyolojik olarak en 6énemli formunun delta singlet oksijen
oldugu bildirilmistir (43, 15, 95).

2.2.2.6 Diger Reaktif Oksijen Tiirleri: Reaktif oksijen tiirlerinin diger bir grubu,
organik peroksitler (ROOH) ve bunlarin hemolitik yikim iiriinleri olan alkoksi (RO)
ve hidroksiperoksil (ROO) veya indirekt olarak hidro ve semikinonlar veya
nitroaromatlardir. Ayrica karbon merkezli organik radikaller (R), tiyil radikalleri
(RS) gibi 6nemli radikaller vardir (15, 73, 108).

2.2.3 Serbest Radikallerin Yol A¢ctig1 Hasarlar

Serbest radikaller, genelde i¢c ve dis etkenlere bagli olarak iiretimindeki artis ve
antioksidan sistemin yetersizligine bagli olarak basta membran lipitleri olmak {izere,
proteinler, karbonhidratlar ve DNA ya Onemli zararlar verebilmektedirler. Bu
zararlar hiicrenin cinsine, maruz kalinan strese ve siddetine bagli olarak; toksik,

mutajenik veya karsinojenik olabilir (107, 33, 79).
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2.2.3.1 Lipitler Uzerine Etkileri: Serbest oksijen gruplarinin biyolojik sistemlerdeki
en Onemli etkileri lipitler iizerine olanidir. Bu olay lipit peroksidasyonu olarak bilinir
ve kisaca hiicrelerdeki zar fosfolipitlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine
doniismesi olarak tanimlanir (110). Bunun sonucunda membran akiskanliginda
bozulma ve permeabilite degisiklikleri meydana geldigi bildirilmistir (54). Serbest
radikallerin zararl etkilerinden en ¢ok etkilenen yap1 membran lipitleridir (15).

Lipit peroksitler daha sonra MDA ve hidroksi nonenal gibi yikim iiriinlerine
dontstirler. Bu yikim {riinleri de DNA ve proteinler ile reaksiyona girebilir ve
mutajeniktirler. Ug veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu MDA olusmaktadir. MDA lipit peroksidasyonunun siddeti ile orantili olarak
artar. Ayn1 zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonu ve ¢apraz

baglanmasina neden olabilir (66).

2.2.3.2 Proteinler Uzerine Etkileri: Proteinlerin serbest radikal hasarlarindan ne
derece etkilenecegi proteinin aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve
stilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi daha yiiksek oldugundan
triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitleri igeren
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenmektedirler (79, 77). “Hem”
proteinleri de serbest radikallerin olusturdugu hasarlardan biiyiik 6l¢iide etkilenirler,
ozellikle oksihemoglobin, siiperoksit ve hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek
methemoglobini olusturur (54, 88, 11, 26). Serbest radikallerin proteinler iizerinde
neden oldugu baslica degisiklikler aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin
fragmantasyonu, proteinlerin agregasyonu ve ¢apraz baglanmalar olarak siralanabilir
(28) .

2.2.3.3 Karbonhidratlar Uzerine Etkileri: Serbest radikallerin etkisiyle,
monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehit
yapisinda iirlinler meydana gelir. Okzoaldehidler, DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda c¢apraz bag olusturabilme o6zelliklerinden dolay1
antimitotik etki gosterirler. Bu yiizden kanser ve yaslanma gibi olaylarda etkili

olduklari diisiiniilmektedir (101).
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2.2.34 DNA Uzerine Etkileri: Iyonize edici radyasyonla olusan serbest
radikallerin mutajenik etkilerinden dolayt DNA iizerinde 6nemli hasarlara neden
oldugu bilinmektedir (38, 63). Ayrica aktive olmus notrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit, membrandan gecgerek hiicre c¢ekirdeginde hasarlara yol
acabilmektedir. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakinlarinda olusursa purin ve
primidin bazlarina etki ederek mutasyona neden olur. Singlet oksijenin niikleik
asitlerle tepkimeye girme yetene§i daha smnirlidir. Siiperoksit anyonu gilclii bir
oksitleyici oldugundan guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdélgeler igeren
molekiillerle daha kolay tepkimeye girerler (54).

Birgok biyomolekiil ile reaksiyona girerek, fizyolojik dengeye hasar veren ve
patolojik durumlarin olusmasina yol acan serbest radikallere karsi, viicuta bir¢ok
savunma mekanizmasi vardir. Viicutta enzimatik ya da enzim yapida olmayan bu

savunma bilesikleri antioksidanlar olarak adlandirilir.

2.3 ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Serbest radikaller organizmalarda siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma
sistemi tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir. Bu mekanizmada
serbest radikallerin olusumu ile bunlarin antioksidan sistem tarafindan ortadan
kaldirilmasi arasinda bir denge s6z konusudur ki bu dengeye oksidatif denge adi
verilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma serbest radikallerin olumsuz
etkilerinden zarar gérmez. Antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi
veya serbest radikal olusumunun artmasi nedeniyle oksidatif dengenin serbest
radikaller yoniine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana gelir (92, 44). Az
miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, 6rnegin bakterilerin notrofiller
tarafindan oksijen radikalleri ile Oldiiriilmesi gibi, organizmaya yararli olabilir.
Bunun yaninda fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif stres
ile hiicrede DNA, proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve enzimlerin zarar gérmesine
yol agabilir (97, 79). Viicudun serbest radikallerin olusturdugu bu zararli etkilere

kars1 kullandig1 savunma mekanizmasi antioksidanlardir.
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Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olup, hem dogrudan hem de dolayl
olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin, kanser yapici ve toksik radikallerin istenmeyen
etkilerine karsi organizmayir koruyan maddelerdir. Bu antioksidan maddelerin
basinda vitamin C, A, E, melatonin, bilirubin gibi molekiillerle, SOD, CAT,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) gibi enzimler
gelmektedir (67). Antioksidant etkili molekiillerin en oOnemlileri Cizelge 3 de

gosterilmistir.

Cizelge 3: Enzimatik ve Non-Enzimatik Antioksidanlar (111) .

Enzimatik Antioksidanlar Non-Enzimatik Antioksidanlar
Glutatyon

Stiperoksit Dismutaz Vitamin E

Katalaz Vitamin C

Glutatyon Peroksidaz Vitamin A
Melatonin

2.3.1 Enzimatik Antioksidanlar

2.3.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD) : ilk olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich
tarafindan tanimlanan siiperoksit radikallerinin katalitik olarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen ve lipit peroksidasyonu inhibe eden bir

metalloenzim oldugu bildirilmistir (54, 65, 72) (Reaksiyon 1.9).
20, + 2H' SoD _, H,0, + O (Reaksiyon 1.9)

Siiperoksit dismutazlar, merkezlerinde bulunan gec¢is metallerine gore, Cu/Zn-SOD,

Mn-SOD ve Fe-SOD olmak iizere ii¢ smifa ayrilir (54, 41). Cu/Zn-SOD iki esit
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molekiil agirliklr alt tiniteden olusur ve her alt linitesinde bir bakir ve bir ¢inko atomu
icerir ve hiicrelerde en bol bulunan SOD izomeridir (73). Hayvan hiicrelerinde
Cu/Zn-SOD’ lar daha ¢ok sitosolde yerlesmekle beraber lizozomlarda, ¢ekirdekte ve
i¢ ve dis mitokondrial membran bosluklarinda bulunmaktadir (54). Mn-SOD lar
bakteri, bitki ve hayvan dokularinda bulunabilir. Mitokondrial bir protein olup
kovalent bag olusturamayan esit molekiil agirlikli dort alt Giniteye sahiptir. Mn-SOD
aktivitesi bulundugu dokulara ve tiire gore degisiklik gostermektedir. Fe-SOD da

diger SOD tiplerine gore siiperoksitin dismutasyon orani diistiktiir (54).

2.3.1.2 Katalaz (CAT) : Katalaz, 1937 yilinda Sumner ve Dounce tarafindan sigir
karacigerinden izole edilmistir. Katalaz, SOD’a benzer bir dismutasyon mekanizmasi
ile hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene pargalayarak biyolojik sistemleri
H,0O,’in zararl etkilerine kars1 korur (54, 79, 42) (Reaksiyon 1.13).

2H,0; «CAT 0, + H)O ( Reaksiyon 1.13)

2.3.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi
olarak glutatyonu kullanarak hidrojen peroksit ve organik hiperoksitlerin
indirgenmesinden  sorumlu  bir enzimdir. Mitokondri, sitozol ve hiicre
membranlarinda bulunur (22). Bu enzimin iki ana tipi tanimlanmistir. Bunlardan biri
aktif bolgesinde selenosistein formunda kovalent bagli selenyum igeren selenyuma
bagimli GSH-Px (Se-GSH-Px) dir. Se-GSH-Px, organik hidroperoksitler ve H,O;’e
karst aktiftir. Digeri ise GST (Glutatyon-S-Transferaz)  olarak adlandirilan,
katalizleme islemi i¢in selenyuma bagimli olmayan H,O,’e kars1 ihmal edilebilir bir
aktivite gosteren, daha c¢ok organik hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
olan tiptir (41, 36, 17).
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2.3.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.3.2.1 Glutatyon (GSH): Cok 6nemli bir antioksidan olan glutatyon, glutamik asit,
sistein ve glisinden meydana gelen diisiik molekiil agirlikli bir tripeptiddir (54, 41).
Hiicrede en fazla sitozol, mitokondri ve niikleusta bulunur. Hiicre i¢i glutatyonun
biiylik bir kismi indirgenmis olarak (tiyol), daha az bir kismi da okside glutatyon
(GSSG) formunda bulunur (41, 25, 74). GSH antioksidan 6zelligini tiyol grubu
saglar. Glutatyon hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerinin
temizleyicisi olmakla beraber, diger serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hiicreyi oksidatif hasarlara karsi korurlar. Bundan baska proteinlerdeki
stlfidril  (-SH) gruplari1  rediikte halde tutarak protein ve enzimlerin
inaktivasyonunu engellerler (54, 13). Glutatyon dokularda birbiriyle dengede
bulunan, indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG) olmak tizere iki
sekilde bulunur. Hiicre i¢i GSH, selenyum iceren glutatyum peroksidaz (Se-GSH-Px)
enzimi ile GSSG’ ye donistiirtliir(57).

2.3.2.2 Vitamin E (Tokoferol): Ilk olarak 1922 yilinda izole edilen E vitamini, a, B,
v, O-tokoferol olarak adlandirilan bilesiklere verilen genel bir isimdir. Bu bilesikler
arasinda dogal dagilim olarak ve biyolojik aktivitesi en yliksek olan a-tokoferoldiir.
Membranca zengin olan mitokondri ve mikrozom gibi yapilarda yogun olarak
bulunmaktadir. (41, 83). Lipit peroksidasyonunun erken sathalarinda membranda
serbest radikal toplayici etkisiyle, hiicre membraninda bulunan doymamis yag
asitlerini serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyarak, lipit peroksidasyonuna

kars1 ilk savunma hattini olusturur (54).

2.3.2.3 Vitamin C (Askorbik asit): Organizmada bir¢ok hidroksilasyon
reaksiyonunda indirgeyici olarak gorev yapar (41). Siiperoksit ve hidroksil radikalleri
ile kolaylikla reaksiyona girerek bu radikallerin temizlenmesinde gorev yapar (54). C
vitamininin diger bir 6zelligi de antioksidan 6zelliginin yani sira oksidan olarak da
gorev yapmasidir. Ciinkii C vitamini ferri demiri (Fe™) ferro demire (Fe*®) indirger

bdylece fenton reaksiyonunda H,0; ile etkilesmeye uygun olan ferro demir olusur.
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Reaksiyon sonucunda ise siiperoksit radikalinin olusmasina yol agar. Bu 6zelliginden

dolay1 bir prooksidan olarak degerlendirilir (54, 8).

2.3.2.4 Vitamin A: A vitamininin metabolik 6n maddesi olan pB-karoten son derece
giiclii bir singlet oksijen temizleyicisidir. Ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil
radikalleri ile de dogrudan reaksiyona girerek lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonunun onlenmesinde rol alir. B-Karoten diisiikk oksijen seviyelerinde etkili
oldugundan daha yiiksek oksijen seviyelerinde etkili olan vitamin E nin antioksidan

etkisinin tamamlayicisidir (54).

2.3.2.5 Melatonin: Pineal bez hormonu olan melatonin, hidroksil radikalini
temizleyen en gii¢lii ajanlardan biridir (54, 86). Lipofilik olmasi nedeniyle hemen
hemen tiim hiicre organellerine ve bir¢ok dokuya kolaylikla girip daha genis bir
alanda etki gosterebilir, hiicre ¢ekirdegine girerek DNA’ y1 oksidatif hasarlara karsi
koruyabilir, yiiksek konsantrasyonlarda dahi toksik etki gdstermez ve prooksidan
aktiviteye sahip olmadigi bildirilmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1 diger antioksidan
maddelere gore daha fazla etkiye sahiptir (23, 87) Yasa bagh olarak iiretiminde
azalma oldugu bildirilmistir (54).

Diger antioksidan maddeler ise bilirubin, albumin, trik asit, seruloplazmin,

transferin, glukoz, piruvat, taurin, karoten, sistein olarak siralanabilir (111).

2.4 SILIMARIN

Silybum marianum L. Gaertn. (devedikeni), Asteraceae familyasina ait bir bitkidir
(100). Silimarin, slybum marianum (Meryemana dikeni) bitkisinin tohumlarindan
elde edilen karmagik bir bilesik olup baslica komponentini slybin olusturmakla
beraber yapisinda diger flavolignanlardan isosilybin, silychristin, silydianin ve
flavonoid bir yap1 olan taxifolinden olusur. Slybin, Silimarin kompleksi iginde en
etkin antihepatotoksik madde olarak bilinir (85). Klasik olarak slybum marianum

bitkisinin ekstrakti tarih boyunca baglica karaciger ve gastro-intestinal hastaliklarin
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tedavisinde kullanilmis olup gilinlimiizde de siroz, kronik hepatitis, alkolle ilgili
karaciger hastaliklarinda ve gesitli ¢cevresel toksik maddelere karsi kullanilmaktadir
(59). Silimarin kuvvetli antioksidan, serbest radikal siipliriicii ve hiicre
membranlarinin stabilizasyonunda etkisi olan bir maddedir. Bu etkileri bir¢ok
calismada gosterilmis olup hiicre koruyucu etkisinde bu 6zelliklerinin rolii oldugu
bildirilmektedir (2, 6, 58). Serbest radikal iiretimine bagli olusan bir ¢ok toksisite ve
hastalik durumlarinda silimarin koruyucu olarak kullanilmistir. Ornegin, antrasiklin
tiirevi antitimor ilaglar1 kullanimini takiben serbest radikal iiretimi ve oksidatif strese
bagli olusan kardiotoksisite silimarin ile 6nlendigi bildirilmistir (16).

Yine bobreklerde yapilan iskemi-reperflizyon sonucu serbest radikal iiretimi ve
oksidatif strese bagli olusan nekroz ve hiicre 6liimii silimarinle 6nlenebilmistir (99).
Silimarinin lipooksijenaz yolaginda 16kotrien sentezini Onleyerek antiinflamatuar
etkiye sahip oldugu ve bu etkiye bagli olarak midede iilser olusumuna kars1 koruyucu
rol aldig bildirilmistir (1). Silimarin immunomodiilatér ve anti-inflamatuar etkiye
sahip oldugu kanitlanmis bir bilesiktir (52).

Ozellikle son yillarda ¢evresel toksik maddelerin yol agtign organ
toksikasyonlarina karsi silimarinin koruyucu rolii arastirilmig ve bu tip toksik etkilere
kars1 koruyucu olarak degerli bir kemoterapdtik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Genelde
karaciger koruyucu rolii ilizerinde durulmakla beraber silimarinin metotreksatin
ozellikle gastrointestinal sistemde meydana getirdigi toksik etkilere kars1 koruyucu
rolii hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Bu ¢alisma ile MTX kaynakli GI hasara

kars1 silimarinin koruyucu roliiniin arastirilmasi amaglanmustir.

3. GEREC ve YONTEMLER

3.1 Gereg¢

Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligin’den 40

adet 3 aylik Swis-Albino irki erkek fare arastirmada materyal olarak kullanilmistir.
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3.1.1 Kullamlan kimyasal maddeler
Metafosforik asit (Merck)

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Merck)
Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,4.2H,0) (Merck)
5,5’-(2-ditoyobis nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma)
Sodyum sitrat (Merck)

Rediikte glutatyon (GSH) (Merck)

Tiyobarbiitirik asit (TBA) (Merck)

Triklor asetik asit (TCAA) (Merck)

Vanadyum (IIT) kloriir (VCI 3) (Merck)
N-(1-Naftil)etilendiamin dihidrokloriir (NEDD)
Sulfanilamid (SULF) (Lancaster)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)

Cinko siilfat (ZnSO4) (Merck)

1, 1, 3, 3-tetraetoksipropan (TEP) (Sigma)
n-Biitanol (Merck)

Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

3.1.2 Kullanilan Alet ve Geregler

Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)

Santrifiij (Heraeus christ)
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Su banyosu (SB100, Niive)

Otomatik pipetler (10-100 uL, 100-1000 uL) (Eppendorf)
Hassas terazi (Scaltec)

Vorteks (Labinco)

Derin dondurucu (So-low Environmental Equip. Co.)
Distile su cihaz1 (Heidolpph, type-mono, Dest-3000)
Manyetik karistirici (Labinco-532)

pH metre (Consort C 732)

3.1.3 Hayvanlarin Temini ve Bakim

Hayvanlar, her grupta 10 tane olmak {izere 4 gruba ayrilarak, paslanmaz celik
kafeslerde, sessiz, sicakligin 17+2°C ve nemin % 60-65 arasinda kontrol altinda
tutuldu. Ayrica 12 saat 151k, 12 saat karanlik 151k dongiisiiniin saglandig1 bir odada

barindirildilar. Standart pellet yem ve icme suyu ile beslendiler.

3.2.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve ila¢ Uygulamasi

Denekler her bir grupta 10 fare olacak sekilde kontrol, metotreksat, silimarin ve
metotreksat+silimarin gruplari olmak tizere 4 gruba ayrildi. Tasit madde (silimarin
icin) kontrol grubundaki farelere 7 giin boyunca i.p olarak % 0,9 NaCl i¢inde
hazirlanmisg propilen glikol 75/25 (v/v) ile injekte edildi. Silimarin grubunda,
farelere 100 mg/kg dozda silimarin (% 0,9 NaCl i¢inde hazirlanmis propilen glikol
75/25 (v/v) de ¢ozdiiriilerek) i.p injeksiyon ile 7 giin boyunca verildi. Metotreksat
grubunda, farelere metotreksat (% 0,9 NaCl i¢inde hazirlanmig propilen glikol 75/25
(v/v) de gozdiiriilerek) i.p injeksiyon seklinde 5 giin boyunca 15 mg/kg dozunda
uygulandi.  Silimarin+Metotreksat grubundaki farelere Silimarin, metotreksat
uygulamasindan 2 giin 6nce baslanarak metotreksatla (5 giin) beraber 7 giin boyunca
uyguland:. Ilag uygulamalarmi takiben kan &rnekleri alinarak, akabinde fareler

yiksek doz pentobarbital ile Otenazi edildi. Biyokimyasal ve patolojik
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degerlendirmeler i¢in kan, barsak ve mide dokular: alinarak biyokimyasal analiz i¢in
-70 C de sakland1.

3.2.2 Biyokimyasal Analizler

3.2.2.1 Tiim kanda glutatyon tayini (GSH) : Tiim kanda GSH analizi Beutler ve
ark (1963) bildirdigi metod’a gore yapildi (9).

Deneyin Prensibi: EDTA’l1 kanin distile su ile hazirlanan hemolizatinda, siilfidril (-
SH) gruplart tagimayan tiim proteinler ¢oktiiriicii ¢ozeltiyle ¢oktiiriiliir ve berrak
stvida SH gruplarinin DTNB (5,5’-(2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile olusturdugu sar1

renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede dlgiiliir.

Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Coktiiriicii Cozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl alinarak, bir
miktar distile suda ¢6ziildii ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Fosfat Cozeltisi (0,3 M Na,HPO, ): 53,4 g Na,HPO42H,0 distile suda ¢oziilerek,
hacim litreye tamamlandi.

DTNB (Ellman’s ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alind1 ve % 1°lik sodyum sitrat ile hacim
100 mIl’ye tamamlanda.

Sodyum Sitrat Cozeltisi (% 1): 1g sodyum sitrat alinarak hacim distile su ile100
ml’ye tamamlandi.

Standart GSH Cozeltisi: 20 mg GSH distile suda ¢6ziildii ve hacim 100 ml’ye
tamamlandi.

Deneyin Yapihisi: Kor, standart ve test olarak isaretlenen tiiplerden test tiipiine,
EDTA’l1 kandan 200 pl, standart tiipiine standart ¢ozeltisinden 200 ul alind1. Uzerine
1,8 ml distile su (kanin hemoliz olmasi igin) ve 3 ml ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi. Kor
olarak isaretlenen tiipe 800 pl distile su iizerine 1,2 ml ¢oktiiriicii ¢ozelti pipetlendi.
Tiipler karistirild1 ve buzlu suda 5 dakika bekletilip, 3000 devirde 10' sanrifiij edildi.
Kor tlipi aynen alindi, standart ve test olarak isaretlenen yeni tiiplere 2’ser ml
siipernatant alindi. Biitlin tliplere 8’er ml fosfat ¢ozeltisi ilave edilip karistirildi. 1ml
DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda kore kars: standart ve testin optik dansitesi

okundu.
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Sonuclarin Hesaplanmasi: Tiim kan GSH konsantrasyonu mg/dl olarak asagidaki
formiilden yararlanilarak hesaplandi.

GSH (mg/dl) = (Testin Optik Dansitesi / Standardin Optik Dansitesi) x Standardin
konsantrasyonu (20 mg/dl).

3.2.2.2 Plazmada MDA (Malondialdehit) Tayini: Plazmada MDA analizi
Yoshioka ve ark.’nin (1979) bildirdigi yontemle yapildi (112).

Deneyin Prensibi: Tiyobarbiitirik asit (TBA) tepkimesinde lipit icerik, diisiikk pH ve
TBA varliginda 1sitildiginda 535 nm’de minimum pik olusturan stabil kirmizi-pembe
renk meydana gelir. Kirmizi-pembe renk, MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin
birlesmesi sonucu olusan kromojenden dolayidir. MDA’ nin bir kismi1 peroksidasyon
sirasinda, biiyilk ¢ogunlugu ortam asitlestirildikten sonra uygulanan 1sitma

asamasinda LPO’nun yikilmasi sonucu olusur.

Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik asit (% 20): 20g triklorasetik asit (TCAA) distile suda ¢o6ziildi ve

hacim 100ml’ye tamamlandi.

Tiyobarbiitirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbiitirik asit (TBA) distile suda ¢oziildii

ve hacim 250 m1’ye tamamlandi.

Standart Cozelti: 0,494 ml 1.1.3.3-tetraetoksipropan (d: 0,92; % 97; MA: 220,3)
100 ml alkolde ¢oziilerek, 20 mmol/L’lik stok standart ¢ozelti hazirlandi. Bundan 0,1

ml alinarak hacmi 100 ml’ye tamamlandi ve 20pmol/L’lik standart ¢ozelti elde edildi

Deneyin Yapihisi: Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tiipleri alind1 ve test
tiiptine 0,5 ml plazma pipetlendi. Kor tiipiine 3 ml ve test tlipiine 2,5 ml %20’lik
TCAA ilave edildi. Daha sonra her iki tiipe 1ml TBA alind1 ve tiipler 90°C’lik su
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banyosunda 30 dakika inkiibe edildi, sogutuldu ve iizerine 4 ml n-biitanol
pipetlenerek 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra n-biitanol tabakasi
baska bir tiipe aktarilarak 535 nm’de kore karsi testin absorbansi spektrofotometrede

okundu.

Sonuclarin hesaplanmasi:
MDA (umol/L) = (Testin Optik Dansitesi / Standardin Optik Dansitesi) x Standardin
konsantrasyonu (20pmol/L)

3.2.2.3 Kanda TSA (Total Sialik Asit) Ol¢iimii

Cahsmada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar:

%5’lik Perklorik Asit Cozeltisi (V/V): 7,04 ml Perklorik asit alinarak bir miktar

distile su iceren balon joje’ye konuldu ve hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

Ehrlich Ayraci: 5 gr P-dimetilaminobenzaldehid 50 ml yogun HCI asit igerisinde
¢oziildii ve tizerine 50 ml distile su ilave edilerek hacmi 100 ml’ye tamamlandi

(Ehrlich Ayraci, her 6lgiimden dnce taze olarak hazirlandi).

TSA Olgiim Metodu: TSA 6lciimii Sydow’un (1985) metodu kullanilarak yapild:
(98). 0.2 ml Serum {izerine 1,5 ml perklorik asitten ilave edildi. 100°C’de 5 dakika
kaynatildi ve sogutuldu. Tiipiin dibinde olusan tortu 2500 rpm’de 4dakika santrifiij
edildi. Siipernatanttan 1 ml alinarak diger temiz tiiplere aktarildi. Uzerine 0,2 ml
Ehrlich ayiraci ilave edilerek 100°C’de 15 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminden
sonra tlipler tekrar sogutuldu ve 1 ml distile su ilave edilerek 525 nm’de optik
dansiteleri1 (OD) spektrofotometrik olarak okundu. NANA (Sigma) standardindan
100 mg/dl stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Stok standart ¢ozeltiden, 100, 75, 50, 25
ve 12,5 mg/dl konsantrasyonunda diliisyonlar yapildi. Elde edilen OD’ler asagida
belirtiler formiil kullanilarak hesaplandi.
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Sonuclarin hesaplanmasi:
TSA (mg/dl) = (Testin Optik Dansitesi / Standardin Optik Dansitesi) x Standardin
konsantrasyonu (25mg/dl)

3.2.3 Histopatolojik incelemeler

Calismanin 8. giinlinde 6tenazi edilen ve sistemik nekropsileri yapilan deneklerin
tamamindan mide ve barsak dokularindan histopatolojik bulgular1 belirlemek
amaciyla doku ornegi alinip %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit
yapildi. Daha sonra tespit edilen dokular rutin islemlerden gecilerek parafin bloklar
hazirlandi. Elde edilen bu bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alindi ve
hematoksilen eozin ile boyanarak dejenerasyon, nekroz ve yangisal hiicre

infiltrasyonu yoniinden degerlendirildi.

3.2.4 istatistiki Analiz

Gruplarda veriler, ortalama=standart sapma olarak verildi. Istatistiki analizler, SPSS
10.0 programiyla yapildi. Daha sonra verilere tek yonlii Varyans Analizi uygulandi
ve gruplar arasindaki farklar Tukey testi ile tespit edildi. P’nin 0,05 den kiigiik

oldugu degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Biyokimyasal Bulgular

4.1.1 Tam Kan Rediikte Glutatyon (GSH), Plazma Malondialdehit ve Total
Sialik Asit Seviyeleri

Gruplarda uygulama sonrasi tam kan GSH, plazma MDA ve TSA konsantrasyonlari
Cizelge 4, Sekil 4-6’da sunulmustur. Metotreksat uygulanan grupta tam kan GSH
konsantrasyonu  kontrol = grubuna gbére anlamli bir disis gosterirken
metotreksat+silimarin uygulanan farelerdeki GSH seviyeleri ile kontrol grubundaki
fareler arasinda istatiksel bir fark gozlenmedi. Sadece silimarin verilen gruba ait
GSH degerleri diger gruplara gore anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (p< 0,05).
Plazma MDA seviyeleri metotreksat uygulanan grupta kontrol ve silimarin grubuna
gore yiiksek tespit edildi. Metotreksat+silimarin uygulanan grupta silimarin
uygulamasi plazma MDA seviyesini diislirerek kontrol grubundaki degerlere
yaklagtirmasina ve normallestirmesine ragmen istatistiksel olarak metotreksat
grubundan farkli degildi (p<0,05). Plazma TSA konsantrasyonlar1 kontrol ve
metotreksat+silimarin ~ verilen gruplar arasinda istatistiksel olarak farkl
bulunmazken, sadece metotreksat verilen farelerde plazma TSA seviyesi kontrol ve
metotreksat+silimarin verilen farelere gore anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<
0,05).
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Cizelge 4: Deneysel gruplarda uygulama sonrasi tam kan rediikte glutatyon (GSH),
plazma malondialdehit (MDA) ve total sialik asit (TSA) konsantrasyonlart.

Parametre Kontrol Metotreksat Met+Sly Silimarin

GSH 20,09+2.21° 12,92+2.59° 18,66+1,80° 24,96+1,08°
MDA 13,04+0,53* 16,01+1,79° 14,62+3,02" 11,17+1,15°
TSA 58,55+1,45" 61,19+1,26° 59,08+1,67°  47,03+1,13°

ab.¢: Ayni satir iginde farkls iist simgeli harflerle gosterilen degerler istatistiksel
olarak anlamli farklar1 géstermektedir, p < 0,05. Degerler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir.
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4.1.2 Barsak Dokuda Rediikte Glutatyon (GSH), Malondialdehit (MDA) ve
Total Sialik Asit (TSA) Seviyeleri

Deney yapilan gruplarda uygulama sonrasi barsak dokuda rediikte GSH, MDA ve
TSA konsantrasyonlar1 Cizelge 5, Sekil 7-9’da sunulmustur. Silimarin uygulanan
gruptaki farelerin barsak dokusundaki GSH seviyeleri kontrol grubu farelere gore
anlaml bir sekilde yiiksek bulundu. Kontrol, metotreksat ve metotreksat+silimarin
uygulanan gruplarda barsak doku GSH seviyeleri arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi. Kontrol grubu farelerle silimarin grubu farelerin barsak dokusundaki
MDA seviyeleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken metotreksat grubu
farelerin barsak dokusundaki MDA seviyeleri kontrol grubu farelere gére anlamli bir
sekilde yiiksek bulundu. Metotreksat+silimarin uygulanan gruptaki farelerin barsak
dokusundaki MDA seviyeleri metotreksat grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik
bulundu. Kontrol grubu farelerle silimarin uygulanan farelerin barsak dokusundaki
TSA seviyeleri arasinda anlamli bir fark gozlenmezken metotreksat grubu farelerin
barsak dokusundaki TSA seviyeleri kontrol grubu farelere gore anlamli bir sekilde
yiksek bulundu. Metotreksat+silimarin grubu farelerin barsak dokusundaki TSA

seviyeleri metotreksat grubuna gore anlamli bir gekilde diisiik bulundu.
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Cizelge 5: Deneysel gruplarda uygulama sonrasi barsak doku rediikte glutatyon
(GSH), malondialdehit (MDA) ve total sialik asit (TSA) konsantrasyonlari.

Parametre Kontrol Metotreksat Met+Sly Silimarin

GSH 2,84+0,07° 2,91+0,22° 2,63+0,41° 3,52+0,27"
MDA 1,06+£0,13*  2,15+0,21° 1,51+0,33" 1,05+0,08°
TSA 2,36+0,21° 4,43+0,51° 2,45+0,46° 2,39+0,47°

abe. Ayni satir iginde farkli list simgeli harflerle gosterilen degerler istatistiksel
olarak anlaml farklar1 géstermektedir, p < 0,05.
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4.1.3 Mide Dokusunda Rediikte Glutatyon (GSH), Malondialdehit (MDA) ve
Total Sialik Asit (TSA) Seviyeleri

Uygulama yapilan gruplarin mide dokusundaki rediikte GSH, MDA ve TSA
konsantrasyonlar1 Cizelge 6, Sekil 10-12’de sunulmustur. Metotreksat uygulanan
gruptaki  farelerin  mide  dokusundaki ~GSH  seviyeleri  kontrol ve
metotreksat+silimarin grubuna gore istatistiki olarak farkli bulunmazken silimarin
grubu farelerdeki mide dokusu GSH seviyeleri kontrol grubu farelere gore anlamli
bir sekilde yiikksek bulundu. Metotreksat uygulanan guptaki farelerin mide
dokusundaki MDA seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek
bulundu. Silimarin grubu farelerin mide dokusundaki MDA seviyeleri
metotreksat+silimarin grubuna gore istatistiksel olarak farkli bulunmazken
metotreksat+silimarin grubu farelerin mide dokusundaki MDA seviyeleri metotreksat
grubuna gore anlamli bir sekilde diisik bulundu. Silimarin uygulanan gruptaki
farelerin mide dokusundaki TSA seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmazken, metotreksat+silimarin grubu farelerin mide dokusu TSA
seviyeleri metotreksat grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik bulundu. Metotreksat
grubu farelerin mide dokusundaki TSA seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir

sekilde yiiksek bulundu.
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Cizelge 6: Deneysel gruplarda uygulama sonrasi mide dokusu rediikte glutatyon
(GSH), malondialdehit (MDA) ve total sialik asit (TSA) konsantrasyonlari.

Parametre  Kontrol Metotreksat Met+Sly Silimarin

GSH 1,05+0,13% 0,96+0,08° 0,99+0,05° 1,50+0,26°
MDA 0,43+0,03° 0,64+0,11° 0,53:+0,08° 0,45+0,04°
TSA 0,27+0,03 0,72+0,08° 0,43+0,05" 0,33+0,04

ab.¢: Ayni satir iginde farkli iist simgeli harflerle gosterilen degerler istatistiksel
olarak anlamli farklar1 géstermektedir, p < 0,05.
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konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).
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Sekil 5. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi plazma malondialdehit (MDA)
konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).
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Sekil 6. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi plazma total sialik asit (TSA)

konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).
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Sekil 7. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi barsak doku rediikte glutatyon (GSH)
konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).
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Sekil 8. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi barsak doku malondialdehit (MDA)
konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).

Barsak Malondialdehit (MDA) Konsantrasyonlar

pmol/gr

Kontrol Metotreksat Metotreksat+Silimarin
GRUPLAR

Silimarin
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Sekil 9. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi barsak doku total sialik asit (TSA)
konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).

Barsak Total Sialik Asit (TSA) Konsantrasyonlari

mg/gr
W

Kontrol Metotreksat Metotreksat+Silimarin Silimarin

GRUPLAR
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Sekil 10. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi mide dokusu rediikte glutatyon
(GSH) konsantrasyonlar1 (ortalamaztstandart hata).

Mide Rediikte Glutatyon (GSH) Konsantrasyonlari

L&

L6

L4

12

mg fgr
=

0.4

0.6

0.4

0,2

Kontrol Metotreksat Metotreksat+Silimarin Silimarin
GRUPLAR
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Sekil 11. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi mide dokusu malondialdehit (MDA)
konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).

Mide Malondialdehit (MDA) Konsantrasyonlar:

0.8

a7

0,6

’

0,5

0,4

umol/gr

0,3

0,2

0,1

Metotreksat Metotreksat+Silimarin Silimarin

GRUPLAR
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Sekil 12. Deneysel gruplarda uygulama sonrasi mide dokusu total sialik asit (TSA)
konsantrasyonlari (ortalama+standart hata).

Mide Total Sialik Asit (TSA) Konsantrasyonlari

29

8

o7

0.6

0.5

mg/gr

0.4

0.3

0.2

0.1

Metotreksat Metotreksat+Silimarin Silimarin

GRUPLAR
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4.2 Histopatolojik Bulgular

Calismada kontrol (Resim 1) ve Silymarin (Resim 2) grubunda yer alan
deneklerin mide dokularinin normal yapida oldugu goriildi. Arastirmada 5 giin
stireyle Metotreksat uygulanan deneklerin midelerinde 4 vakada siddetli, 2 vakada
ise orta derecede olmak iizere Tunika mukazanin Lamina epitelyalisinde
dejenerasyon, nekroz ve deskuamasyon tespit edildi (Resim 3). Mukoza yiizeyine
yakin olan Paryetal hiicrelerde de belirgin dejenerasyon ve nekroz gozlendi. Bir
denekte ise lamina propriyada genis nekroz alanina rastlandi (Resim 4) . Siddetli
derecede etkilenen deneklerde daha belirgin olmak {izere Tunica mukaza ile Tunica
muskularis arasinda olduk¢a yaygin 6dem ile orta derecede mononiikleer hiicre
infitrasyonuna tespit edildi. Metotreksat ile birlikte Silimarin uygulanan deneklerde
ise, 1 vakada siddetli, 2 vakada orta, 3 vakada hafif derecede olmak {izere
dejenersyon ve nekroza rastlandi (Resim 5). Siddetli, dejenerasyon ve nekrozun
sekillendigi vaka haricinde diger deneklerin midelerinde yangisal hiicre infitrasyonu

ve ddeme rastlanmadi.

Calismada yer alan deneklerin mide disindaki organlari normal yapida oldugu

goriildil.
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Resim 1: Kontrol grubunda yer alan bir fare midesinin gortiniimii, (HE, x185).
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Resim 2: Silimarin grubunda yer alan bir fare midesinin goriiniimii, (HE, x90).
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Resim 3: Metotreksat grubunda yer alan bir fare midesinde, Lam epitelyalisde
dejenerasyon (D), nekroz (N), siddetli 6dem (O) ve mononiikleer hiicre infitrasyonu
(M), (HE, x90).
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Resim 4: Metotreksat grubunda yer alan bir fare midesinde fokal nekroz (F), (HE,
x370).
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Resim 5: Metotreksat ile birlikte Silimarin (met+sily) verilen grupta yer alan bir
farenin midesinde lamina epitelyalisde orta derecede dejenerasyon (D) ve nekroz (
N) ile hafif mononiikleer hiicre infitrasyonu (M ), (HE, x185).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada metotreksat-indiikli GIS hasara kars1 silimarinin koruyucu etkisi
arastirtlmistir. MTX kanser kemoterapisinde ve romatoid artritte yaygin sekilde
kullanilan antimetabolit bir ilagtir (20). Metotreksat tedavisi esnasinda ortaya ¢ikan
yan etkiler olduk¢a yaygin ve uzun vadeli klinik kullanimi, gastrointestinal toksik
etkileri sebebiyle smirlidir (68, 46, 24, 105, 20). MTX’a bagh baslica toksik
etkilerden biride intestinal hasar ve enterokolittir (75). MTX’e bagli ince bagirsak
hasarinda ROT’nin 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (35). Calismamizda metotreksat
grubu farelerin barsak dokusundaki MDA seviyesi kontrol grubuna gore yliksek
bulunmustur. Bu durumda lipit peroksidasyonunun rol oynadigini diisiinmekteyiz.
MTX uygulamasini takiben lipit peroksidasyonunda MDA’nin arttigi Onceki
calismalarda gosterilmistir (14). Ayrica GIS regiilasyonunda antioksidan aktivitenin
onemli rol oynadig: bildirilmistir. Glutatyon ve glutatyon ile ilgili enzimlerin GIS
tizerindeki koruyucu rolii olabildigi ve deneysel c¢alismalarda SOD’un lokal
koruyucu etkisinin saptandigi rapor edilmistir (94, 49). Williams ve ark.’nin (1990)
yapmis oldugu bir ¢calismada kontrol grubuna kiyasla inflamatuar bagirsak hastalig
olan hastalarda, notrofil ve monositlerin yliksek oranlarda SOR’leri {irettigi
bildirilmistir (69). Ayrica ¢ok sayida deneysel ¢alismada bildirildigine gore
inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalarin fagositik hiicrelerinde artma ve asiri
artmis SOR’nin mevcut oldugu tespit edilmistir (117). Yapilan ¢alismalarda deneysel
kolit modelleri tizerine, tedavi amacli, bircok madde denenmistir. Bu denenen
maddelerin bir kismmin antioksidan ajanlar oldugu rapor edilmistir. Ornegin, aktif
tilseratif kolit durumunda antioksidan enzim aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde
azalma tespit edildigi gosterilmistir (78). Miyazono ve ark. (2004) MTX’1n yan etkisi
olarak rat ince bagirsaginda SOD ve CAT aktivitesinde artma, GSH seviyelerinde
azalma oldugunu gostermisler ve MTX 1n yol agtig1 ince bagirsak hasarinda oksidatif
stresin onemli rolii oldugunu 6ne stirmiislerdir (70). Fakat calismamizda oksidatif
stres yaptigimi diislindiiglimiiz metotreksat uygulanan gruptaki farelerin mide
dokusundaki GSH seviyesini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir fark
gozlenmedi. Diger taraftan kanda metotreksat grubu GSH seviyesini kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak diisiik bulduk. Hiicreler oksidatif strese maruz kaldiklarinda,
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savunmada gorevli antioksidan enzimlerin hem aktivitelerinde hem de gen
ifadelerinde bir artma meydana geldigi rapor edilmektedir. Literatiirde bildirildigine
gore cok asir1 miktarda oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde bu mekanizmanin
bozulmas1 hiicrelerin antioksidan enzim aktivitesinde ve bu enzimlerin gen
ifadelerinde bir azalma meydana getirirken, orta siddetteki oksidatif stresin
hiicrelerdeki antioksidan enzim aktiviteleri ve gen ifadelerinde artma meydana
getirdigi bildirilmektedir (89). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ¢esitli stres
faktorlerinin SOR olusumunu hizlandirdigini ve lipit peroksidasyonlarina yol actigini
gostermektedir. /n vivo ve in vitro yapilan deneylerde endojen GSH’in cesitli
hasarlarda mide mukozasi biitliinliigiiniin korunmasinda oOnemli bir mediator
olabilecegi goriisii ileri siiriilmektedir. Oksidatif stres ile GSH diizeylerinin azaldig:
bilinmektedir. Kanser, diyabet, alkolik karaciger hastaligi, katarakt, AIDS ve
Parkinson hastalig1 da dahi olmak iizere bir¢ok dejeneratif hastaligin patogenezinde
bozulmus GSH durumu gosterilmistir (18). Benzer sekilde Devrim ve ark. (2005)
MTX nefrotoksisitesinde oksidatif stresin énemli roliinii ortaya koymuslardir (24).
GI hasara ek olarak, hepatik, renal, kemik iligi toksisiteleri en sik goriilen toksik
etkilerdir (91). Antikanser ilaglarla yapilan toksisite ¢alismalarinda oksidatif stres
iizerine dikkat ¢ekilmektedir. GI hasara benzer sekilde karaciger, bobrek ve merkezi
sinir sistemindeki MTX 1 toksik etkilerinden oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir
(68, 46, 24, 105). Kuralay ve ark. (2003), deneysel kolit modelinde oksidatif strese
cevap olarak SOD aktivitesinin arttigin1 ve bu artisin da antioksidan ajanlarla
azaldigini bildirmiglerdir (60). Bu nedenle MTX toksisitesine karsi koruyucu olarak
antioksidan ajanlarla birlikte kullanilmasi tavsiye edilmektedir (91). Bu ajanlardan
biri de silimarin olup g¢alismamizda silimarinin koruyucu etkisi incelenmistir.
Silimarin kuvvetli antioksidan, serbest radikal siipiiriicii ve hiicre membranlarinin
stabilizasyonunda etkisi olan bir maddedir. Bu etkileri bircok caligmada gosterilmis
olup hiicre koruyucu etkisinde bu 6zelliklerinin rolii oldugu bildirilmektedir (2, 6,
58). Calismamizda oksidadif stres sonucu olusan lipit peroksidasyonunun gostergesi
olan  MDA’nin kan, barsak ve mide dokusundaki seviyeleri incelendi.
Metotreksat+silimarin grubu farelerin barsak ve mide dokusundaki MDA seviyeleri
metotreksat grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur. Bu sonuglar

dogrultusunda silimarinin oksidatif hasara kars1 barsak ve midede koruyucu bir etki
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olusturdugu ve bununda antioksidan 6zelliginin sonucu oldugunu diisiinmekteyiz.
Serbest radikal tiretimine bagli birgok toksisite ve hastalik durumlarinda silimarin
koruyucu olarak kullanilmistir. Ornegin silimarin ve aktif bilesenlerinin, hayvan
modellerinde tiiberkiiloz ve kemoterapide kullanilan ilaglarin hepatotoksik etkilerine
karst koruyucu ozellikleri vardir (30). Antioksidan ozelligi bilinen silimarinin
etkilerine benzer olarak antiinflamatuar, antiproliferatif ve immiinmodiilator etkileri
olan leflunomid adli bir ajanla yapilan ¢alismada bu ilacin metotreksata bagl ince
bagirsak hasarinda oksidatif stres sorumlu tutulmus ve oksidatif parametreleri
diizelttigi bildirilmistir (61). Silimarin ayrica protein sentezini tesvik ederek
karacigerin  yenilenmesine yardimct  olmaktadir.  Silimarinin  hepatobiliyer
hastaliklarda karaciger koruyucu ve ilaglara bagli hepatotoksisitede faydali oldugu
bildirilmistir (84). Baska bir ¢alismada da si¢anlarda sisplatin kullanimina bagh
nefrotoksisite ve dolayli olarak olusan hepatotoksisiteye karsi silimarinin toksik
etkileri azalttigi rapor edilmistir (62). Yapilan baska bir caligmada elde edilen
sonucglarda MTX’m siganlarin ince bagirsagindaki zararli etkilerine karsi senil
sarimsak Oziitiiniin koruyucu olabilecegi gosterilmistir (113). Sicanlarda MTX’mn
intestinal toksisitesine karsi alfa-lipoik asitin olasi koruyucu etkisinin arastirildigi bir
calismada MTX’a bagh intestinal toksisiteye karsi diizelme oldugu bildirilmistir
(20). Yine baska bir ¢alismada da prostaglandin E’nin sentetik bir analogu olan OP-
1206’nin muhtemelen MTX uygulanmasina bagli olarak olusan ince bagirsak
hasarma kars1 koruma saglayarak kemoterapiye yardimci olabilecegi rapor edilmistir
(35). Ayrica etkilerinin antioksidan 6zelliklerinin sonucu oldugu disiiniilen
proantosiyanidinin MTX kaynakli zararlara karsi sicanlarin ince bagirsaklarini
koruyabilecegi gosterilmistir (37). Bir ¢alismada sarimsak veya silimarin verilmesi
karaciger toksisitesini anlamli derecede diislirmesine ragmen, kombine yontemin
hepatotoksik gelismeyi onlemede daha etkili oldugu bildirilmistir (93).

Aragtirmamizda MTX indiiklii toksik hasara karsi Silimarinin koruyuculugunu
belirlemek i¢in biyokimyasal olarak kan, barsak ve mide dokusundaki TSA degerleri
de incelendi. Renal hastaliklarda, seker hastaliginda, merkezi sinir sistemi
hastaliklarinda, behget hastaliginda, bakteriyal enfeksiyonlarda, chron, psoriazis,
artrit gibi inflamatuar hastaliklarda total sialik asit miktarinda 6nemli diizeyde artis

goriilmektedir. Caligmamizda metotreksat grubu farelerin plazma TSA seviyeleri
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kontrol ve metotreksat+silimarin grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek gozlendi.
Ayrica metotreksat grubu farelerin barsak ve mide dokusundaki TSA seviyeleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiliksek bulundu. Miyokard infarktiisii
sonrasi, diyabet ve kanser hastalarinda sialik asit miktar1 yiiksek oldugu bildirilmistir
(21, 96). Bir bagka ¢alismada yasa bagli olarak artan serbest radikaller sonucu olusan
hiicre hasari, enzim inaktivasyonu ve bunlara bagl olarak sekillenen hiicresel
bozukluklar sonucu plazma sialik asit diizeylerinin arttigi rapor edilmistir (4, 104).
Calismada artan TSA diizeylerinin membran yapisinda sekillenen hiicresel harabiyet
sonucu membranlardan sialik asit salinimina bagli olarak artabilecegi goriisiinii
paylasmaktadirlar (104). Fakat birgok farkli hastalikta sialik asit diizeyinin yiiksek
olmasii agiklayan bir mekanizma halen ¢ok net degildir. Olgiimii yapilan
parametrelerden GSH ve TSA ile iliskili olarak Warren ve Felsenfeld (1962) sialik
asit biyosentezinde glutatyona gereksinim duyuldugunu rapor etmislerdir (114).
Serbest radikallerden etkilenen membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu sonucunda gelisen lipit peroksidasyonundan sonra olusan lipit
hidroperoksitlerin aldehit ve karbonil bilesiklerine doniismesi sonucunda MDA
meydana gelmektedir. MDA oksidatif hasarin, sistemik dolasimda diizeyi
saptanabilen dolayli bir gostergesidir. Plazma MDA konsantrasyonu enzimatik
olmayan oksidatif lipitperoksit pargalanmasi sonucu olugsmaktadir. MDA proteinlerin
amino gruplarina, fosfolipitler ve niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini
gostermektedir (21). Bazi ¢alismalar degisik tiirdeki kanser tiplerinde diisiik MDA ve
artmis GSH seviyelerini gostermektedir (31, 76). Fakat kanserde MDA ve GSH
seviyeleri ile ilgili bir goriis birligi yoktur. Bir ¢alismada da mide kanserinde serum
TSA seviyelerinin arttigi rapor edilmistir. Ayrica GSH azalmis ve MDA’nin da
arttigi fakat istatistiki olarak anlamli bulunmadigi rapor edilmistir. GSH daki
diismeninde glutatyonun TSA sentezinde kullanilmasi ve artmis oksidatif stres
nedeniyle olabilecegi degerlendirilmektedir. Ayrica bahsedilen ¢alismada TSA ve
GSH seviyeleri arasinda ve GSH ile MDA seviyeleri arasinda zayif bir iliski
saptandigini bildirmistir (21).

Arastirmamizda mide ve barsak dokusu histopatolojik yonden incelendi ve
calismamiz1 destekleyecek nitelikte patolojik bulgular saptadik. Metotreksat grubu

farelerin mide dokusundaki epitel tabakada siddetli dejenerasyon, nekroz,
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deskuamasyon ve olduk¢a yaygmm Odem tespit ettik. Buna karsilik
metotreksat+silimarin grubu farelerin mide dokusundaki epitel tabakada orta
derecede dejenerasyon ve nekroz saptanirken Odeme rastlanmadi. Silimarin
kullanilarak yapilan bir baska ¢alismada I/R gruplarinda % 60 oraninda ¢ok 6nemli
diizeyde tiibiiler hasar meydana gelmistir. Silimarinin verilen grupta kontrol grubuna
yakin sonuglar elde edilmesi silimarinin ROT etkisini 6nleyebileceginin gostergesidir
(99).

Sonug olarak, bu bulgular 1s1ginda MTX’in olusturdugu gastro-intestinal
hasara karsi1 silimarinin koruyucu oldugu gozlenmektedir. Silimarinin antioksidan
etkisine ek olarak degisik mekanizmalara bagli koruyucu o6zellikleri bulundugu
literatiirde rapor edilmisse de, bu ¢alismanin kapsami dahilinde koruyucu etkiyi
olusturan o6zelliklerinden  birisinin  de silimarinin  antioksidan  6zelliginden
kaynaklandig1 ve silimarinin metotreksat indiiklii GI hasara kars1 kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.
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