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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI BOBREK TOKSIiSITESI
UZERINE MORININ KORUYUCU ETKISi

Seyda SECGIN

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Tez Damismani:
Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN
Eyliil 2021, 59 sayfa

Antimetabolit grubu ilaglarin genis kullanim alanlari olmasina ragmen bir¢ok yan
etkisi de mevcuttur. Meydana gelen bu yan etkileri yok etmede bitkisel kokenli
tirtinlerin (6zellikle flavonoidler) kullanimi birgok biyokimyasal ve farmakolojik
yararlanimindan dolay1 olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismanin amac1 Morin (3, 5,
7, 2 ', 4'-pentahidroksiflavon, MOR) flavonoidinin siganlarda Metotreksat (MTX)
antimetaboliti kaynakli bobrek toksisitesinde antioksidan, antienflamatuar ve
antiapoptotik etkileri arastirmak i¢in yapilmistir. Bu ¢alismada 32 deney hayvani her
bir grup 8 sicandan olusacak sekilde 4 gruba ayrildi. Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (MOR),
Grup 3 (MTX), Grup 4 (MTX+MOR) seklinde gruplar olusturulup MTX 20 mg/kg
intraperitonel tek doz, MOR ise 100 mg/kg dozunda intragastrik yolla 10 giin siire ile
uygulandi. Oksidatif stres belirtegleri olan malondialdehid (MDA), Total Oksidan
Seviyesi (TOS) degerlerinde MTX grubuna gore kontrol, MTX+MOR ve MOR
gruplar1 arasinda anlamli bir artis oldu (p<0.05). Total Oksidan Seviyesi (TOS)



degerlerinde ise MTX+MOR grubuna gére MTX grubunda anlamli bir artis oldu
(p<0.05). Antioksidan kapasite degerlendirilmesinde Total Antioksidan Seviyesi
(TAS), glutatyon (GSH), Oksidatif Stres indeksi (OSI) degerlerinde MTX+MOR
grubuna gére MOR gruplar1 arasinda anlamli bir azalis oldu (p<0.05). Olusturulan
bobrek toksisinde bobrek fonksiyon degerlerinin analizi igin serumda iire (p>0.05),
kreatinin (p>0.05), iirik asit (p<0.05) ve total protein (p<0.05) degerlerine bakildu.
Ozellikle MTX grubunda tiim degerlerde artis vard1 fakat sadece iirik asitte anlaml bir
artisin oldugu bulundu. Ayrica MTX+MOR grubunda ise bu degerlerin MOR ile
diizeltilebildigi tespit edildi. Bobrek dokusunun histopatolojik degerlendirilmesinde
MOR ve Kontrol grubunda normal histopatolojik bulgulara rastlandi. MTX,
MTX+MOR gruplarinda tiibiilller intersitisyel alanlar, glomeriiler yumakta;
enflamasyon, fibrozis, atrofi, dejenerasyon ve nekroz gibi patolojik bulgulara
rastlandi. Fakat bu patolojilerin MTX+MOR grubunda MTX grubuna goére anlaml
azaligin oldugu bulundu (p<0.05). Sonug olarak MTX’in bobrek dokusunda oksidatif
stres, enflamasyon ve apoptoz gibi bir¢ok etkisinin dokudaki biyokimyasal ve
histopatolojik bulgular sonucu varoldugu goriildi. MOR’un ise toksik etkisinin
olduk¢a az olmasi avantaji ile MTX’in sebep oldugu toksikasyonu ciddi oranda
azalttig1 goriildli, benzer ve destekleyici caligmalarla mekanizmalarin daha da

aydinlatarak katki da saglayacagi goriisiine varildi.

Anahtar Sozciikler : Metotreksat, Morin, Oksidatif stres, Toksisite, Bobrek dokusu.
Bilim Kodu 11090
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Antimetabolite is for widespread use in the field of education. My biological
flavonoids are used to benefit from these tools. This purpose was made for
investigations of Morine (3, 5, 7, 2, 4’-pentahydroxyflavone, MOR) flavonoid from
Methotrexate (MTX) antimetabolites, inflammation in the body, and antiapoptotic
treatments in mice. In this study, 32 experimental animals were divided into 4 groups,
each group consisting of 8 rats. Groups as Group 1 (Control), Group 2 (MOR), Group
3 (MTX), Group 4 (MTX+MOR) were formed and MTX was administered at a dose
of 20 mg/kg intraperitoneally as a single dose, and MOR at a dose of 100 mg/kg
intragastrically for 10 days. Done. There was a significant increase in malondialdehyde
(MDA), Total Oxidant Status (TOS) values, which are oxidative stress markers,
between the control, MTX+MOR and MOR groups compared to the MTX group
(p<0.05). There was a significant increase in Total Oxidant Status (TOS) values in the

MTX group compared to the MTX+MOR group (p<0.05). In the evaluation of

Vi



antioxidant capacity, there was a significant decrease in Total Antioxidant Status
(TAS), glutathione (GSH), Oxidative Stress Index (OSI) values between MOR groups
compared to MTX+MOR group (p<0.05). Serum urea (p>0.05), creatinine (p>0.05),
uric acid (p<0.05) and total protein (p<0.05) values were measured for the analysis of
kidney function values in the generated kidney toxicity. There was an increase in all
values, especially in the MTX group, but only a significant increase in uric acid was
found. In addition, it was determined that these values could be corrected with MOR
in the MTX+MOR group. In the histopathological evaluation of the kidney tissue,
normal histopathological findings were found in the MOR and Control groups. In
MTX, MTX+MOR groups, tubular interstitial areas were in the glomerular tuft;
Pathological findings such as inflammation, fibrosis, atrophy, degeneration and
necrosis were encountered. However, these pathologies were found to be significantly
decreased in the MTX+MOR group compared to the MTX group (p<0.05). As a result,
it was seen that many effects of MTX in kidney tissue such as oxidative stress,
inflammation and apoptosis were present as a result of biochemical and
histopathological findings in the tissue. MOR, on the other hand, has the advantage of
having a very low toxic effect, and it has been observed that it significantly reduces
the toxicity caused by MTX, and it has been concluded that similar and supportive

studies will contribute by further illuminating the mechanisms.

Key Word  : Methotrexate, Morin, Oxidative stress, Toxicity, Kidney tissue.
Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Folat antagonisti olan metotreksat (MTX) uzun yillardir psoriatik artrit, romatoid artrit
(RA), losemiler, neoplazmalar, otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yer almis
glinlimiizde ise vaskiilitler, sarkoidoz, inflamatuar bagirsak hastaliklari, sistemik lupus
eritematozus ve diger bag dokusu hastaliklari, ektopik gebelik ve tibbi diisiiklerin
tedavisinde de kombine veya tek basina verilen antimetabolit grubu bir ilagtir [1, 2].
Bircok hastaligin endikasyonunda yer alan MTX’in bir¢ok ciddi komplikasyonlari
vardir. Baglica bu komplikasyonlarin hiicre yenilenmesinin fazla oldugu kemik iligi,
bagirsak liimeni, karaciger ve bobrek dokusunda fazla goriildiigii klinik ve deneysel
calismalarda belirtilmektedir [1, 3]. Komplikasyonlar akut kullanimdan ziyade uzun
siire ve yliksek doz kullanimla dogru orantili olarak goriilmektedir. Antimetabolitler
normal hiicrede toksisite gostermezken hiicre proliferasyonunun S fazinda latent
sitotoksik etki yaparak hiicreyi apoptoza siiriikler. Bu metabolik durum bdobrek,
karaciger ve tiimor hiicresindeki etki mekanizmasini agiklamada karsimiza

cikmaktadir [4].

Eski ¢aglarindan bu yana bitkilerin sifa kaynagi olarak kullanimi farmakolojik bir
oneme sahiptir. Bitkisel kokenli maddelerin geleneksel tipta da ne derece bir yere sahip
oldugunu gittik¢e artan ilgi dogrultusunda gérmekteyiz. Organik ve bitkisel kokenli
trtinlerin kullanimi gittikge yayginlik kazanmaktadir. Bitki, meyve ve sebzelerin
dogrudan veya dolayli olarak kullanimi modern tipta ila¢ sanayisinde de yerini
almaktadir. Bu derece 6nemli olan ve fenolik bilesikler olarak adlandirdigimiz bu
maddeler antioksidan, antienflamatuar, antikanser, hipolipidemik, hipoglisemik etkisi
olan sekonder metabolitlerdir. Fenol bilesiklerden olan flavonoidin oksidatif strese
kars1 giiglii antioksidan etkisi ayrica hipoglisemik ve hepatorenal sistemde koruyucu

etkileri mevcuttur. Bu 6zelliklerinin yani sira enzimatik yollarda enzim inhibit6rii roli



ve cok fazla farmakolojik, biyokimyasal aktivitesinin oldugu literatiirde yer almaktadir

[5, 6].

Morin (MOR)’de bir¢ok bitkide bulunan bitkisel ila¢ olarak kullanilan bir
polifenoldiir. Bir¢ok hastaligin tedaviSinde kullanilabilecegine dair kanitlar
calismalarda yer almaktadir. Metabolizmadaki bir¢ok enzimin etkisine islevsel uyum
saglayarak antioksidan, anticflamatuar, noroprotektif, antibakteriyel, antineoplazmik,

antihipertansif etkiler gostermektedir [7].

MOR’un hidrofilik 6zelliginin az olmas1 sebebiyle MOR’dan sentezlenen morin-7-
stilffat sodyum (NaMoS)’un klinik kullanim alanini genisletebilecegi ve etkisinin
attirabilecegi yoniinde c¢aligmalar yer almaktadir. MOR’un antikanser 6zelligini
kanitlayict ¢aligmalar varken NaMoS’un fare melanom hiicrelerinde etkisine bakilan
caligmada sinyal iletim inhibitorii rold, hiicre proliferasyonunu durdurucu ve hiicreyi
apoptoza siirtikleyici 6zelligi oldugu tespit edilmistir. Fakat bu calismalarin arttirilarak

belirsizligi kanitlayici, destekleyici ¢aligmalarin olmasi gerektigi vurgulanmistir [8].

MOR uzun siireli ve yiiksek doz kullanildigi zaman toksikasyon etkisinin ¢ok az
olmast nedeniyle tedavi amaglh kullannmda oldukg¢a avantajli bir bilesik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [9]. Birgok yan etkisi bulunan antimetabolit grubu ilag MTX’in
toksikasyonlarinda MOR’un koruyucu etkisinin ortaya konmasi amaglandi. MORun
koruyucu etkilerinin ortaya cikarilmasi ile klinikte antimetabolit ilaglarla kombine

tedavi seklinde gida takviyesi olarak eklenebilecegi hipotezi kuruldu.



BOLUM 2

GENEL BILGIi

2.1. BOBREK

Bobrekler colomna vertebralis’in her iki tarafina yerlesmis etrafinda gevsek bag ve
yag dokusu ayrica On yiizliinde peritoneum’la ortiilii bir idrar1 kandan siizen bir
organdir. Sag bobrek sol bobrege gore karacigerin konumundan dolayr daha asagida

bulunur [10, 11].

Bobregin fonksiyonu arteryal kan basinci dengesi, bazi hormonlarin salgilanmasi,
metabolizasyonu ve atilimi, idrar olusumu, atik iriinlerin itrahi, viicut sivilarinin
osmalaritesinin ve elektrolit yogunlugunun diizenlenmesi, asit baz dengesi gibi

homoestazisin saglanmasindaki olaylardir [10, 11].

Bobregin kesitini inceledigimiz zaman distaki daha agik renkli kisma cortex renalis
icerisindeki daha koyu kisma medulla renalis denilir. Orta kisimda yer alan genis
bosluga ise siniis renalis adi verilmektedir. Siniis renalis’in igerisinde calix minor,
calix major ve pelvis renalis yer alir. Cortex renalis’te idrari siizen yapilar bulunurken,

medulla renalis’te toplayici kanallar yer almaktadir [10, 11].

Glomerulus’tan baslayip papilla renalis’teki foramen papillare ile son bulan kanal
sistemine tubulus renalis denir. Tubulus renalis’in birinci boliimiinii idrar kanalciklar
olusturur ve bu boliim idrarin kandan siiziilme isleminin oldugu yerdir. Bu bolim
bowman kapsiilii ve i¢erindeki glomerulus ad1 verilen damar agindan olusmustur. Bu
damar agina ve etrafindaki bowman kapstiliine corpusculum renale denir. Bir bobregin
cortex kisminda yaklasik olarak 1.250.000 tane corpusculum renale bulunur.
Corpuculum renale ile buna bagh idrar kanalcigi nefron adi verilen kandan idrari

siizme isini yapan birimleri olusturur. Ikinci bdliimii ise idrarmn tasinmasinda gérev



alan toplayict kanallar meydana getirir. Bu kanal sistemi sirastyla proksimal tiibiil,
henle kulpu, distal tiibiil, toplayic tiibiil ve kanallardan olusur. Henle kulpu idrarin
yogunlastirilmasi ve dillizyonunda rol alir. Henle kulpunun inen ince kolu suya ¢ok
gecirgen NaCl ye ise az gegirgen iken ¢ikan ince kolu tam tersidir. Distal tubuliin
duvarindaki modifiye epiteloid hiicrelerden renin sentezlenir ve salgilanir. Ayrica
burada yer alan macula densa hiicreleri sodyum (Na) iyon konsantrasyonu azaldiginda
glomertlar filtrasyonuda azaltirlar. Bu durum macula densa hiicreleri tarafindan
jukstra glomeriiler apparata iletilerek renin sentezlenir ve salgilanir. Bunun neticesinde
meydana gelen anjitensin Il damarlar1 daraltarak bu diisen kan basincin

arttirilmasinda rol alir [10, 11].

2.2. METOTREKSAT

MTX, antineoplastik grubunun sentetik folik asit antimetaboliti olarak etki gosteren
bir ilagtir [3, 12]. Bilim adamlar1 1940’11 yillarda New York’ta ¢ocukluk ¢agi
16semisiyle bas edebilmek i¢in bircok deneysel, klinik c¢alismalar iizerine durmaya
baglamiglardir. Bu yillarda Hint kokenli Amerikali biyokimyact Yella Pragada
Subbarow da karacigerden folik asit ekstraksiyonu iizerine c¢alismaktaydi. Bu
durumdan haberi olan diger bilim insanlar1 deneysel ¢alismalarinda hayvanlara
intraven6z yolla folik asit vermisler ve hayvanlarda kanser hiicrelerinin
proliferasyonunun durdugu gézlemlemislerdir. Fakat verdikleri preparatin tam olarak
ne igerdigi ile ilgili fark etmedikleri bir durum s6z konusuydu. Daha sonra Faber ve
ark. [13] bu deneyi klinige tasiyarak, hastalara verilen folik asit takviyeleri sonucunda
hastalarda kotiiye giden klinik bir durum s6z konusu oldu. Tabi yine de her sey bitmis
degildi. Timor hiicresini bu bilesikten yoksun birakarak tiimoér hiicresi
proliferasyonunun ortadan kaldirilabilecegi oldukga akilli bir fikirdi. Faber’in verdigi
destek ile Subbarow ve ark. hiicre proliferasyonunda énemli bilesik olan folik asit
antagonistini tedavide kullanilirsa, DNA ve RNA sentezindeki aksaklikla tiimor
hiicresinin biiyiimesi baskilanacagi hipotezine varmiglardir [14]. Daha sonra
Subbarow ve meslektaslar1 4-aminopteroylglutamik asit (aminopterin) ve ametopterin
molekiillerini sentezlemislerdir. 1950°de de bu molekiiller 16semide klinik kullanim

igin tavsiye edilmistir [15].



Amenopterin molekiiliiniin kararsizligt ve sentezinin zorlugundan dolayir analog
Amethopterin kliniklerde yaygin olarak kullanilmaya baglamistir [14]. Yapilan diger
calismalarda aminopterinin steroide benzer etkilerini gézlemleyerek bu duruma dikkat
cekip RA, psoriatik artrit, sedef hastaliginda aminopterin uygulamiglar ve yan
etkilerinin yaninda iyilesmeler de gézlemlemislerdir [3, 16, 17]. Fakat gelisen bu yan
etkiler (yara iyilesmesinde gecikme, ishal, alopesi, oral iilserasyon gibi) klinik
kullamimmm kisitlayan sorunlar olarak ortaya ¢ikmistir. Daha sonra MTX (N-10-

metilaminopterin) molekiilii Subbarow tarafindan sentezlenmistir [14].

MTX’in hem malign hem de malignite disinda ¢ok fazla hastaligin tedavisinde
kullanilmasindan dolayr Diinya Saglik Orgiitii'nce de basar1 derecesi biiyiik temel
ilaglarin arasinda kabul edilmektedir [2]. Klinikte en yaygin olarak kullanilan folat
antagonisti olan bu ilag piyasada karsimiza Metotreksat LPF, Metotreksat Sodyum,
NSC-740, Amethopterin ve Rheumatrex olarak ¢ikmaktadir [18].

2.2.1. Metotreksatin Kimyasal Yapis1 ve Metabolizmasi

Kimyasal yapisi folik asite (pteroil glutamik asit, C19H19N7Og) benzeyen MTX (4-
amino-4-deoksi-N 10-metilpteroil-L-glutamik asit, C2oH22NgOs) zayif bir karboksilik
asittir [19]. Birden fazla metil grubu olan MTX’te dihidrofolat (DHF) bilesiginin
hidroksil grubunun oldugu yerde NHz> yer alir (Sekil 2.1), [3, 15].



Eolik asit H

Sekil 2.1. MTX ve folik asitin kimyasal formiiliizasyonu [20].

Bu benzerlikle birlikte afinitesi folik asite gére daha yiiksek olan MTX dihidrofolatin
(DHF), tetrahidrofolata (THF) doniisimii asamasinda goérev alan dihidrofolat
rediiktazin (DHFR) inhibisyonunda 6énemli rol oynar. Bu inhibisyon sonucunda DHF
ortamda dihidrofolatglutamat seklinde birikerek hiicrede transformilaz enzimlerinin
baskilanmasiyla poliglutamatlar; 1-4 glutamat gruplar ile folilpoliglutamil
sentetazlarinda (FPGS) eklenmesi sonucu MTX- PGs (poliglutamil tiirevleri) meydana
gelir [1, 21].

MTX-PGS’ler DHFR’1n inhibisyonu ile ortamda THF olusumuna engel olarak, 5-10
metilen THF rediiktaz, aminoidazol karbokzamid ribozil 5 fosfat (AICAR)
formiltransferaz, glisinamid ribozil 5 fosfat (GAR) formiltransferaz enzimlerini
baskilar ve piirin niikleotitleri, pirimidin timidilat sentezine etki ederek hiicre
proliferasyonu i¢in gerekli DNA, RNA’nin sentezi inhibe eder ve yiiksek enerjili

ATP’nin tiretimini olumsuz etkiler [22].

Poliglutamatlar viicutta hepatositler, fibroblast, sinovyosit, kemik iligi, eritrositlerde
Olctimleri yapilmis olup viicudun neredeyse ¢ogu hiicresinde bulundugu kaynaklarda
yer almaktadir. [2, 23]. Immiin hiicre sinifinda yer alan nétrofil, T hiicre ve makrofaj
gibi ¢esitli hiicrelerle etkilesimi olan adenozin, bir¢ok giiclii fizyolojik 6zelligi olan

onemli bir antienflamatuardir. Hiicre icinde MTX-PGS’nin inhibe ettigi AICAR
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formiltransferaz enzimi sonrasinda AICAR birikimi ektraseliiler siviya adenozin
salinimina sebep olur [24]. Adenozinin immiin hiicrelerle olusan antienflamtuar
etkisinin yaninda; homosistesinin metiyonine doniisiimii sirasinda baskilanmaya sebep
olan MTX, hiicrede homosistein birikimi ile adenozin salinmasina sebep olur [25].
Adenozinin ekstraseliiller siviya salinmasina sebep olan bu olaylar MTX’in

antienflamatuar ve immiinosupresif etkileridir (Sekil 2.2), [2, 25].

ABCB1
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I
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Dihydrofolate AICAR
/\ transformylase
Thymidylate
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Tetrahyarofolate Dihydrofolate

10-9ormy! AICAR

/

5,10-methylene
tetrahydrofolate

IMP
MTHFR
5-methyltetrahydrofolate
1
dTMP B12 AMP
: Methionine
Pyrimidine synthase Purine
synthesis Homocysteine Methionine synthesis

Sekil 2.2. MTX-PGS’nin inhibe ettigi metabolik yollar [26].

MTX’in transmetilasyon tepkimelerine de DHF rediiktazi inhibe etmesiyle metil

vericileri agsagl yonde baskilayarak belirgin etkisi oldugu bilinmektedir [27].

Metiyonin sentetaz iizerindeki inhibisyonu ile metiyonin, SAM Yyolu vasitasiyla
lenfotoksik poliaminlerin olusumunun engellenmesine yol agmaktadir [28]. Yapilan
bir klinik ¢alisma da romatoid artritli hastalarda sinovyal sivi ve dokularinda
idrarlarinda belirgin sekilde poliamin (spermin ve spermidin) birikimi oldugu tespit

edilmistir [29]. Monositlerce H202 ve NH3’e doniistiiriilen poliaminler bu sekilleriyle
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potansiyel bir lenfotoksik iiriin olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fakat bu olay MTX’in
ana etki mekanizmasi1 olarak goriillmemekte katkida bulunan etki olarak
gosterilmektedir (Sekil 2.3), [2].

P folic acid HOMOCYSTEINE-METHIONINE
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1 ts — ¥
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u Y Y : \
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N 1
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Y

PURINES
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Sekil 2.3. MTX in transmetilasyon tepkimesi mekanizmasi [30].

MTX ¢ok hizli boliinen lenfosit hiicrelerinin ve enflamasyonda gorev alan hiicrelerin
hiicre ¢ogalmasina engel olunmasi ile endikasyonunda yer alan hastaliklarin
tedavilerinde diisiik dozlarda verilerek (LD-MTX) tedavi protokollerinde yer
almaktadir [2]. Ayni zamanda piirin, piirimidin inhibitorii olmasi dolayisiyla kanser
hiicrelerine etkisi disiiniilerek diisiik doz olarak (LD-MTX) immiinosupresif ve
yiiksek doz (HD-MTX) olarak antineoplastik amagh tedavilerde kullanilmaktadir [3,
30].

Antimetabolitler normalde istirahattaki hiicrelere sitotoksik etkisi yokken, MTX hiicre
proliferasyonunda niikleik asit ve protein sentezini bozdugundan dolay1 hiicre
dongiisiindeki G1 fazinda ilerleme olmaz ve S asamasinda latent sitotoksik etki
gostererek hiicreye apoptoza siirlikler. Bu olay bobrek, karaciger hiicrelerinde uzun
stire bagli olarak kalan MTX’in kanser hiicrelerinde tedavi ediciligi agisindan oldukca
onemlidir [15, 22].



2.2.2. Metotreksatin Farmakokinetigi

1947°den beri HD-MTX antineoplastik amaglh kanser tedavilerinde kullanilmaktadir.
LD-MTX ise ilk 1950°de antienflamatuar etkisi ile psoretik artirit ve sedef hastaliginin
tedavisinde 1980 yilinda ise RA hastaligmin tedavilerinde de kullanilmaya
baglanmistir [31]. LD-MTX klinikte enflamatuar otoimmun hastaliklarin tedavisinde
baslangicta bir haftalik 10 mg dozunda oral kullanim uygulanir. Tedavideki yanita
gore 2-4 haftada 5 mg artis ile 20-30 mg/hafta doza kadar c¢ikarilabilmektedir.
Paranteral olarak 6zellikle subkutan metotreksat (SC-MTX) son yillarda kullanimi
yayginlagsmis olup oral yola gore etkinligi ve tolerasyonu yiiksek olmasiyla daha fazla
fayda goriilmektedir [32-34]. MTX oral alim ile absorbsiyonu jejenumun’da bagirsak
bakterilerince 4 amino 4 deoksi N10 metilpterroik aside doniisiir sonra da karacigerde
aldehit oksidaz enzimi aracilifiyla daha toksik olan major metaboliti 7
hidroksimetotreksata (7-OH-MTX) dondisiir [31]. Dolagimdaki MTX in yaklasik %35-
50 si plazma proteinine baghdir [3, 31]. Hiicre iginde MTX-PGS’ye doniisen
poliglutamat tiirevleri sinoyosit, notrofil, eritrosit, hepatosit ve mononiikleer
hiicrelerde rastlanir. MTX hiicre igerisine alimi indirgenmis folat tasiyicilari ile olup
v-glutamil hidrolaz ve folilpoliglutamat sentetaz enzimleri araciliiyla reversibl olarak
poliglutamat formlarina doniistiiriiliirler. Bu poliglutamasyon transmembran proteini
olan ATP baglayici kaset (ABCC) ailesi tastyicilar tarafindan olup MTX’in hiicreden
disar1 ¢ikigini azaltir ve bu sebeple hiicre i¢inde yarilanma Omriinii arttirir. MTX-
PGS’nin hiicre i¢inde birikimi etkisinin uzun siireli olmasi tedavilerde de aralikli

uygulamaya izin verir (Sekil 2.4), [2].
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Sekil 2.4. MTX-PGS’nin hiicre i¢i mekanizmasi [2].

MTX’in insan viicudunda metabolizmas1 %5 oranda olup geri kalan kismi atilir.
Metabolitin ¢ogunlugu olusturan kismi (%60-90’1) bobrekten atilim ile, gok az kismi
biliyer atilim ve az bir miktar1 ise enterohepatik yolla geri emilim ile olmaktadir [3,
35]. Renal atilim glomeriiler filtrasyon, tiibiillerden sekresyon ve yeniden emilim ile
gergeklesir [18]. MTX’in viicutta kalis siireci doz ve verilis yoluna gore degismekte
hatta ayn1 kosullarda verilen farkli bireylerde bile farklilik gosterebildigi goriilmiistiir.
MTX’in atilimda bu kadar 6nemli organ olan bobrekte meydana gelebilecek fonksiyon
bozuklugu veya bobrek fonksiyonunu etkileyen diger ilaglarla birlikte verilmesi
durumunda toksikasyon ve bir¢ok yan etki géz 6niinde bulundurmak gerekmektedir
[2, 18].

2.2.3. Metotreksatin Yan Etkileri
MTX’in uygulama dozu ve sikligindaki artis veya azalislar, tedavi siiresinin uzunlugu

veya kisaligl, hastalarin sahip olduklari bazi hastaliklar MTX’in toksik etkisini

arttirarak oniimiize hastaligin agir semptomlari olarak gelmektedir [36]. Dozla alakali
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olarak siklikla ALT-AST yiikselmesi, gastrointestinal sistemde oral iilserasyon ve agr1,

bulanti, kusma, stomatit, ishal gibi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir [3].

MTX sitotoksik ajan olarak birgok Ozellige sahip olup, bu toksisitesi sadece tiimor
hiicrelerine 6zgii degildir [14]. Karaciger, bobrek, mide-bagirsak mukozasi, kemik
iligi hiicreleri iizerine toksik etkileri ile karsilasilmaktadir. Bu yan etkiler tam
mekanizmasi agiklanamasa da hiicre i¢inde biriken poliglutamat tiirevlerinin olugsmasi
ile alakal1 oldugu yapilan deneysel ¢alismalar ve klinikte karsimiza ¢ikmaktadir [36,
37].

MTX-PGS’lerin olugsmasi sonrasinda baskilanan olaylar ile transmetilasyon
tepkimelerinin inhibisyonu, poliamin birikmesine, THF eksikligi ile DNA ve RNA
onciilleri olan pirimidin timidilat’in ve piirin de nova sentezlerinin azalmasina sebep

olmaktadir [2, 30].

Yine MTX-PGS’nin  Adenozin deaminazin inhibisyonu sonucu adenozin,
metabolitleri (deoksiadenozin, deoksiadenozin trifosfat (dATP)) birikimi ile bu
metabolitlerin yogunluklarinin artis1 kromozom kiriklarina sebep olmaktadir. Ayrica
homosistein-metiyonin-poliamin mekanizmasindaki S-adenozil homosistein (SAH)
hidrolaz enziminin inaktivasyonu ile metilasyon tepkimelerini baskilayip toksisite
orani artmaktadir [30, 38].

Metilasyon tepkimelerinde homosistesin-metiyonin doniisiimiindeki inhibisyon hiicre
icinde hiperhomosisteinemiye sebep olmakta ve vaskiiler hastaliklar1 olan kisilerde

toksisite oranini arttirdig1 ¢aligmalarda gorilmektedir [30, 39].

MTX in antifolat 6zelligi dolayisiyla en biiyiik etki gosterdigi bir diger organda
karacigerdir. Hepatositlerde folat azalmasi ve MTX-PGS’nin birikmesinden dolay1
toksisite meydana gelmektedir. MTX in yan etkilerinin folik asit ve folinik asit
takviyesi ile incelenen bir ¢alismada her iki folat grubununda karaciger enzimleri
lizerinde iyilestirici sonuglara ulagilmistir [30]. NAD® (nikotinamid adenin
diniikleotit) bagimli malat dehidrogenazi izositrat dehidrogenaz, 2-oksogluterat

dehidrojenaz, piruvat dehidrojenaz mitokondrial enzimleri, malik enzimi ve
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nikotinamid adenozin difosfat bagimli dehidrojenaz sitozolik enzimi inhibisyonu
NADPH’1n da kaynagini olusturan enzimler oldugu i¢in prolifere hiicredeki NADPH
seviyesi de azalmis olur [3]. MTX hiicre igi reaktif oksijen tiirlerine kars1 antioksidan
savunma gorevi goren glutatyon rediiktaz enziminin ¢alismasinda 6enmli rol oynayan
Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat’in (NADP(H)) azalmas ile rediikte glutatyon
(GSH) azalir, oksidatif stres seviyesi artar ve hepatositlerde hasar meydana
gelmektedir [1].

HD-MTX antiproliferatif etkisiyle akut 16semi, nispeten yiiksek HD-MTX ile siddetli
psoriazis meydana gelmektedir. Yiiksek MTX maruziyeti serbest radikal olusturma
sebebiyle toksisite olusturarak hepatorenal sistemi etkiler bundan dolay: oksidatif
stresten  sorumlu tutulmaktadir [40]. Toksik kimyasallarin atilmi  ve

detoksifikasyonunda 6nemli role sahip karaciger ve bobrek birlikte calisan organdir.

2.2.3.1. Metotreksatin Bobrek Toksisitesi

MTX atiliminin %90’min bobrekten olmasi dolayisiyla toksisitesinin ¢ok oldugu
dokular arasinda yer almaktadir [3]. Eliminasyonu glomeriilerden filtre edilir, aktif
tiibiiler sekresyonla birlikte tekrardan emilir [2]. [lacin farmakokinetiginde bu derece
oneme sahip olan bobregin, tedavi uygulanan hastalara verilirken fonksiyonu goz
onilinde bulundurulup doz ayar1 ona gore yapilmali hatta tolerasyon durumuna gore
doz azaltimina gidilmeli veya tedavide sonlandirilma islemi yapilmasi gerekebilir
[41].

MTX ve metabolitlerinin itrahinin ¢ok biiyiik kismi renal yolla olurken tiibiillerde
birikmesi potansiyel bir toksikasyondur [3]. MTX’in bobrek toksikasyonunun
mekanizmasi; kimyasalin direk toksikasyonu, DNA sentezi aksakliginin beraberinde
getirdigi enzim inhibisyonlar1, nétrofil infiltrasyonu ve oksidatif stresitir [42, 43].
Notrofillerin kiimelesmesi ve ayni zamanda aktiflesmesi serbest radikaller ve
miyeloperoksidaz (MPO) sentezini meydana getirmektedir [42]. Ratlarla yapilan
caligmalarda intraperitonal (i.p) MTX uygulamasi sonucu MPO, Malondialdehid
(MDA) artisi, GSH diizeyinde azalma ile oksidatif stres ile ilgili anlamli sonuglara
vartlmistir [40].
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MTX in nefrotoksisitesi hem LD-MTX hem de HD-MTX kullanim dozlarinda da
oldugu yapilan deneysel ¢alismalar ve klinik vaka raporlarinda karsimiza ¢ikmaktadir
[44]. Akut 16semi gibi kanser tedavisinde HD-MTX kullanimi sonrasinda serum
kreatinin seviyesi artis1, idrarda kan ve {iremi tablosuyla akut bobrek yetmezligi (ABY))
gelisebilecegi yapilan calismalar ile kanitlanmigtir [45]. HD-MTX uygulamasinda
gelebilecek ABY ’ye karsi iiriner alkalizasyon ve yeterli idrar ¢ikisi saglanmalidir [46].
RA tedavisinde kullanilan dozun diisiik olmasi bile MTX’inde bobrek tiibiil ve
glomertillerinin fonksiyonlarinda bozukluklar, kreatinin seviyesinde artma oldugu
goriilmiistiir [44, 47]. Seideman ve ark. deneysel olarak 11 hasta ile yaptigi 15mg/hafta
doz ile glomertiler filtrasyon hizinda (GFR) %11 ve tiibiiler sekresyonda %14 azalma
oldugu bildirilmistir. Bu oran belki az gibi dursa dahi uzun dénem maruziyetinin
bobrek fonksiyonlarinda yetmezlige kadar sonuglanabilecegi goz ardi edilmeyecek

giiclii ihtimallerdendir [47].

MTX uygulamasi ile renal hasar olusturulan 6ktem ve ark calismasinda lipid
peroksidasyonu i¢in belirleyici katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) parametrelerinde azalma, MDA seviyesinde artis oldugu
gozlemlenmistir [48]. Oktem ve ark. diger bir calismasinda ise MTX kaynakli
nefrotoksisitede dokularda ksantin oksidaz, ADA ve nitrik oksit seviyelerinde belirgin
artts gozlenmistir [49]. Baska bir ¢alismada ise MTX kaynakli nefrotoksisitede
dokularda ksantin oksidaz, ADA ve nitrik oksit seviyelerinde belirgin artis

gozlemlenmistir [50].

2.3. FLAVONOID

Flavonoidler, sebze, meyve, sarap, cay, kakao ve soyada bulunan flavanoller,
flavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler, ve izoflavonlar olarak gibi cesitli alt gruplari
olan biyokimyasal ve farmakolojik ozellige (antienflamatuar, antimikrobial,
sitoprotektif etki, enzim inhibitdrii, antimutajenik, antioksidan) sahip polifenollerdir
[51-53]. Flavonoidler 4000 den fazla izole edilmis halde bulunan ‘Tamamlayict Tip’
veya ‘Alternatif Tip’ ta da gare arayiglarinda 6nemli yeri vardir [51]. Dogada yaygin
olarak bulunan bu Onemli bilesik 1940’1 yillarda olduk¢a merak uyandirmis

giintimiizde de etkilerinden oldukga yararlanilmaktir [6].
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Flavonoller flavonoidlerin alt siniflarindan olan ve en fazla yapi gesitliligine sahip en
cok yiikseltgenebilme 6zelligine sahip gruptur. Amorf veya kristalimsi yapist olup
rengi sar1 ya da sartya yakin, oksijene dayaniklilig1 az olan bilesiklerdir. Flavonollerin
yapisinda bulunan hidroksil grubunun varhigi ile ilgili antioksidatif etki arasindaki
baglar arastirmalarda yer almaktadir. Morin’de bu antioksidan 6zellige sahip bir

flavonoldiir [6].

2.4. MORIN

MOR Maclura pomifera, Chlorophora tinctoria, Morus tinctoria, Maclura tinctoria
Psidium guajava ve Prunus dulcis bitkilerinden izole edilen bir flavonoidtir. [9].

Moraceae familyasina ait birgok bitkide bulunan morin (3, 5, 7, 2 ', 4'-
pentahidroksiflavon) sarimsi renkte bir flavonoldiir (Sekil 2.5,2.6), [54, 55].

HO OH

HO O

OH
OH O

Sekil 2.5. Morinin molekiiler formiilii (C15H1007) [56].
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Sekil 2.6. Morin’in elektron mikroskobu kristal yapist [57].

MOR’un suda c¢oziiniirliigiiniin az olmast sebebiyle klinik kullanim agisindan
smnirlama  getirmektedir. Yapilan deneysel c¢aligmalarda hidrofolik 6zelliginin
arttirtlmasit i¢in morin hidrat NaMoS seklinde kullanilarak etkilerine bakilmasi
caligmalara olumlu sekilde etki edecegine inanilmistir. MOR’un antiaterosklerotik,
antialerjik,  antihiperiiresemik, antineoplastik, antimutajenik, sitoprotektif,
antioksidan, antienflamtuar, hepatoprotektif, kardiyoprotektif, noéroprotektif,

nefroprotektif biyolojik etkileri vardir [5, 58, 59].

Sicanlarda akrilamidin sebep oldugu karaciger ve bobrek dokularindaki toksisiteye
karst morinin etkilerinin arastirildigi bir calismada antiapoptoz, antienflamatuar
etkilerinin yaninda hiicrelerde gergeklesen organel hasari ve yanlis DNA katlamast ile
proteinlerin lizozomal bozulmasiyla otofaji denilen hiicre i¢i yikima kars1 antiotofajik
etki gosterildigi bulunmustur [9]. MOR ’un sisplatin ile indiiklenen bobrek dokusunda;
transkripsiyon 3 (STAT3) ve sinyal doniistiiriicii aktivasyonun inhibisyonu ile
antikanser 0zelligi, TNF-a ve IL-1B ekpresyonunu zayiflatmasi ile antienflamatuar
etkisi ve ROS a kars1 antioksidan etkilerinin ayn1 zamanda Bax ve kaspas 3

ekpresyonun aktivasyonu saglayarak bobrek tiibiillerinde antiapoptotik etki
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gostermistir [58]. MOR gut hastaligi gibi hiperiiriseminin oldugu klinik durumlarda
ksantin oksidaz aktivasyonunun inhibe ederek iiratin yeniden emilimini engellemeyi
saglamaktadir [60]. MOR’un antienflamatuar etki mekanizmasi belirsizligi devam
etmekle birlikte enflamatuarli dokuda enflamatuar sitokinlerinin interlokin (IL)
tiretimini baskilamasi, TNF-a diizeyinin azalamasi, mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) iiretimi ve niikleer faktor kappa NF- kB inhibiyonu sonucunda antieflamatuar
etki gosterebilecegi yapilan calismalarla desteklenmektedir [61, 62]. Enflamatuar
yanitta lipoksijenaz (LOX) ve siklooksijenaz (COX) enzim yolaklarinin inhibisyonu
ile MOR antieflamatuar etki gosterdigi litaratiirde yer almaktadir [63]. Oksidatif
stresle ilisgkili, hiperglisemi durumunda ROS etkisi sonucu MOR mitokondriyal
apoptozu Onleyerek karaciger hiicre hasarma karsi koruyuculugu antioksidan
ozelligiyle agiklanmaktadir [64]. Non-steroid antienflamatuar (NSAID)’lar uzun siireli
kullanimlarda enflamatuar ve harabiyet olusturmaktadir. Giiglii NSAID olan
indometazinin sebep oldugu hasara ve eflamasyona karst MOR mide hiicresinin
apoptozunu 6nlemis ve gastroprotektif rol oynamustir [65]. Tip2 diabette pankreas B
hiicrelerinde ve alzheimer hastaliginda beyinde anormal amiloid olusumu mevcuttur.
Bu iki hastaligin birbiri ile iliskini arastiran birgok ¢alisma vardir. Quercetin,
kaempferol, myricetin gibi hidroksiflavonlarin amiloid olusumunda inhibisyon
etkisinin morin hidrata goére daha az olmasi sonucu morin hidratin yeni bir IAPP
(adacik amiloid polipeptiti) amiloid inhibitoriinii temsil edecegi vurgulanmistir [66].
Ug farkli insan kardiyosinde oksijen radikallerine maruziyette MOR, MDA seviyesini

azaltarak toksik olmayan bir antioksidan 6zellik gostermistir [54].

Bircok antienflamatuar amacl kullanilan ajanlar canli organizmaya verilirken toksisite
etkilerine kars1 dikkat edilmektedir. MOR ise bu konu da ¢ok yiiksek dozlarda bile
toksisitsinin olduk¢a az oldugu bildirilmistir [9, 67].

2.5. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI, OKSIDATIF STRES

Oksijen canlida hiicrelerin temel ihtiyaci olan enerjiyi sagladig i¢in kritik bir 6neme
sahiptir. Serbest oksijen radikalleri ise bu enerji ihtiyacinin karsilanmasi sirasinda
ortaya cikan bir veya daha fazla serbest elektronu en dis tabakasinda barindiran, kisa

Oomiirli, molekiiler agirligi diisiik, kararsiz, yiiksek reaktiviteye sahip ¢ogunlukla
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zararli maddelerdir. Bu serbest elektron barindirma 6zelliginden dolay1 serbest oksijen
radikalleri ile tepkimeye giren her bir molekiil reaktif hale gelmektedir. Bu reaktivite
hiicrelerin DNA, lipit ve protein yapisina zarar vermekte ve bu reaktivite ileri asamada
hiicredeki degisikliklere bagl ciddi doku hasarlarin1 meydana getirmektedir. Bu
tepkimeyi sadece antioksidan maddeler terse gevirebilmektedir. Ama serbest oksijen
radikallerinin bakterilerin fagositasyonunda, mitokondrial respirasyonda, hiicresel
sinyalizasyonda, ksenobiyotiklere karsi savunmada, karaciger detoksifikasyonunda
yararl etkileri de mevcuttur [36-38, 68-71].

Hidroksil Radikali (OH), hidrojen peroksit (H20.), peroksil radikali (ROO),
perhidroksil radikali (HOO"), siiperoksit radikali (O2), nitrik oksit radikali (NO),
alkoksil radikali (RO, singlet oksijen radikali (1:O2), hiperoksi radikali, hipoklordz
asit radikali (HOCI) olmak {izere bir¢ok reaktif oksijen iriinleri (ROS) tiirevi yer
almaktadir. Serbest radikallerin hiicrede hasar olusturmasi {i¢ mekanizma ile
olugmaktadir. Bu mekanizmalar disiilfit bag olusumu, DNA hasar1 ve membran
lipitlerinin peroksidasyonudur. Disiilfit bag olusumu, hiicrede milimolar diizeyde
bulunan glutatyon (GSH) ve benzeri tiyollerin oksidasyonu sonucunda meydana gelen
ROS’un proteinlerdeki siilfiir ile birlesmesi ile meydana gelmektedir. DNA hasari,
ROS’un DNA zincirini bozmas1 sonucunda mutasyona ve genomik bozukluklara agik
hale getirmesi ile olugur. Membran lipitlerinin peroksidasyonu, ROS’un membran lipit
yapisini bozarak membranin sertlesmesine bdylece membran gecisinin zorlanmasina

sebep olmaktadir. [36-38, 68-72].

Serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerini ortadan kaldirmak veya minimuma
indirmek i¢in hiicreler antioksidan maddeler tiretirler. Bu antioksidan iiretimi hiz1 ile
serbest oksijen radikali olusum hiz1 arasinda dengesizlik meydana gelir ve bu
dengesizlik serbest oksijen radikallerine dogru kayarsa oksidatif ya da oksidan stres
meydana gelir. Dolayisiyla oksidatif stres iki sekilde meydana gelebilmekte bunlardan
birincisi antioksidan sistem baskilanirsa, ikincisi ise serbest oksijen radikalleri fazla
iretilirse meydana gelir. Bu oksidatif stres sonucunda birgok doku ve hiicrede yapisal
ve islevsel hasar, tahribat meydana gelmektedir. Oksidatif stresten beyin, kalp gibi
oksijeni fazla tiiketen organlar daha fazla etkilenmektedir. Ozellikle ateroskleroz,

alzhemier, parkinson gibi dejeneratif hastaliklarda onemli bir etkisi mevcuttur.
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Oksidatif stres hiicresel boliinme mekanizmasint bozdugu ve genomik kararsizliga
neden oldugu i¢in tiimoral olusumlara sebep olmaktadir. Ayrica hiicre membran lipit
ve proteinlerini yikar, membran ge¢isini zorlastirir, bagisiklik sistemi hiicrelerini
yikar, immun sistemi zayiflatir ve DNA’y1 mutasyonlara karsi savunmasiz hale

getirmektedir [36-38, 68, 69, 71].

2.6. ANTIOKSIDAN MEKANIiZMA

Antioksidan mekanizma, serbest radikallerin yikimlayici etkisini notralize etmek igin
ortaya ¢ikan bir savunma mekanizmasidir. Antioksidanlarin ROS’u nétralize etmesi
icin dort asamasi vardir. Bunlar; temizleme (Scavenging), baskilama (Quencher),
onarma (Repair) ve zincir koparma etkisidir. Antioksidanlar enzimatik (Glutatyon
Peroksidaz, Glutatyon-S-Transferaz, Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon Rediiktaz,
Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz, Katalaz) ve non-enzimatik (Glutatyon, E Vitamini,
Transferrin, Taurin, Alblimin, p-Karoten, Piruvat, Melatonin, Glukoz, Sistein,
Bilirubin, laktoferrin, C Vitamini, Seruloplazmin, Polifenol, S-Adenozil Metionin)
olmak tizere iki temel sinifa ayrilirlar [36, 37, 68-70, 73, 74].

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), tetramerik yapida ve metaloenzim grubunda yer alan
bu antioksidan hiicre membranindaki hidrojen peroksitleri alkolle/suya indirgeyerek
detoksifiye etmektedir. Fagositik hiicrelerde ve eritrositlerde oksidatif strese karsi
savunmada yer alan oOnemli bir antioksidandir. Eger hiicre sitoplazmasi ve
mitokondriyonda bu antioksidanin azalmasi hidrojen peroksitleri arttirir ve hiicre
hasarina/yikimina neden olur. Hiicre membranindaki vitamin E’nin herhangi bir
sebeple azalmasi durumunda membrandaki fazla olusacak hidrojen peroksite karsi

koruma gorevinde yardimer olmaktadir [36, 37, 68-70].

Stiperoksit dismutaz (SOD), 1968 yilinda ilk kez ortaya konulan bu antioksidan enzim
superoksiti hidrojen peroksit ve oksijene doniistiirerek oksidatif strese karst gorev
almaktadir. Bu antioksidanin biiyiik bir kism1 extraselliiler siv1 ve sitolazmada az bir
kismi1 ise mitokondride yer almaktadir. Metaloenzim grubundadir ve SOD oksidatif
strese kars1 olusacak antioksidan mekanizmanin Onciilerindendir. Hiicrede en fazla

bakir ve ¢inko iyonlarini barindiran formu bulunur. SOD daha ¢ok hiicre igerisinde
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gorev alir ve oksijen tiiketimine ihtiya¢ duyan organlarda daha fazla ihtiva etmektedir

[36, 37, 68-70, 75].

Katalaz (CAT), biiyiik bir ¢cogunlugu peroksizomlarda yer alan ve yapisinda dért hem
grubu bulunan bir hemoproteindir. GSH-Px gibi hidrojen peroksiti suya indirgeyerek
detoksifiye eder. Fakat GSH-Px mitokondriyonda ve sitoplazmada fazla miktarda
bulunurken CAT peroksizomlarda daha fazla bulunmaktadir [36, 37, 68-70, 76].

Glutatyon, tripeptid yapida olan bu antioksidan hiicreleri oksidatif stresten korumada
ve oksidatif stresin oranini belirlemede kullanilmaktadir. Sentezi karaciger dokusu

tarafindan yapilmakta ve ROS’un zararl etkisini zararsiz hale doniistiirmektedir [36,

37, 68-70].

E vitamini, hiicre membraninda ve ekstraselliiler sivida bulunan tokoferol yapisinda,
dort ¢esidi olan bir antioksidandir. En fazla a-tokoferol hali bulunan ve zincir koparma
ozelligi ile 6ne ¢ikmis bir antioksidandir. C vitamini, E vitamini gibi ekstaselliiler
yapida bulunan temizleme (Scavenging) 6zelligi olan bir antioksidandir. B-Karoten,
temizleme (Scavenging) 6zelligi olan hiicre membraninda yer alan vitamin A’nin

onciisii olan bir antioksidandir [36, 37, 68, 69, 77].

Melatonin, corpus pinelaeden salgilanan, hiicre membranindan kolay gegen, indolamin
yapisindaki bir antioksidandir. S-Adenozil Metionin, hiicre biliyiimesinden sorumlu
glutatyon prekiirsorii olan bir antioksidandir. Transferrin, kardiovaskiiler sistemdeki
serbest demiri baglayan bir antioksidandir. Bilirubin, serbest oksijen radikallerini tutan
bir antioksidandir. Piruvat, H20.’yi baglayici bir antioksidandir. Taurin,
ksenobiyotikleri baglayici ve lipid peroksidasyonu indirgeyici bir 6zelligi mevcuttur.
Albiimin, lipit hidrojen peroksidi toplar. Sistein hipoklorid, glikoz ise hidroksil radikal
tutucusudur [36, 37, 68, 69].
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEMLER

Calismaya Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Hayvan Deneyleri yerel etik
kurulunun (Protokol no: 2020/12) 28 nolu karar1 ile 21/04/2020 tarihinde baslandi.
Aym zamanda c¢alismamiz Karabiik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigiiniin TYL-2020-2336 karari ile desteklendi.

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calismada kullanilan deney hayvanlar1, Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calismamizda 250-300
gr agirliginda 32 erkek sigan kullanildi. Siganlar deney siirecine kadar standart bakim
odasinda 20-24 C°’de, %50-60 oda neminde, 12 saat 1s1kl1 ortamda (08:00-20:00), 12
saat karanlik ortamda (20:00-08:00) bakim uygulanarak ve pelet yem ile ad libitum
olarak beslendi.

3.2. KULLANILAN MALZEMELER

Caligma siiresince kullanilan kimyasal malzemeler ¢izelgede gosterildi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal malzemeler.

e Metotreksat Fisher BioReagent
e Morin (2',3,4',5,7-Pentahidroksi-flavon) ABCR

e Alfa ketamin Aven Kimya
e Ksilazin Aven Kimya
e Amonyum siilfat Isolab

o Asetik asit Isolab

e Siilfat pentahidrat AFG

e Bovine serum albumin AFG

e N-butanol-1 Carlo Erba
e Di-sodyum hidrojen fosfat AFG

e Benzoik asit Acros

e FEtanol Carlo Erba
e Etilen diamin asetik asit Carlo Erba
e Fenol Merck

e Folin-Ciocalteu'nun fenol reaktifi Merck

e Formaldehit Isolab

e Glutatyon reduktaz Carl Roth
e Metafosforik asit Carlo Erba
e Piridin Carl Roth
e Potasyum dihidrojen fosfat AFG

e Potasyum sodyum tartarat AFG

e Sodyum dihidrojen fosfat Acros

e Sodyum nitroprosid Merck

e Sodyum dodeksi siilfat Carlo Erba
e Sodyum hipoklorid Carlo Erba
e Sodyum hidroksit Isolab

e Sodyum karbonat AFG

e Sodyum klorid AFG

e Sodyum sitrat AFG

e 11 3,3-Tetrahidropropan Sigma

e Tiobarbitiirik asit Sigma

e TAS Kiti Rel Assay (Sican) 96'lik Rel Assay
e TOS Kiti Rel Assay (Sigan) 96'lik Rel Assay

21




Calisma siiresince kullanilan cihazlar gizelgede gosterildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Kullanilan laboratuvar arag ve geregleri.

e ELISA mikroplate okuyucu Thermo
e Derin dondurucu (-80 C°) Niive FR 490
e Homojenizator Bioprep-24

e Santrifiij cihaz1

Niive NF 1200

e FEtiv Niive

e Su banyosu Niive ST 30

e Hassas terazi Radwog As 220
e Distile su cihaz1 Niive

e \Vorteks Velp ZX3

e Mikropipet seti Isolab

e Ph metre AD 1000

3.3. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Her bir grupta 8’er adet sican olacak sekilde 32 adet 250-300 gr agirhigindaki si¢an

dort ayr1 gruba boliindii.

1. Kontrol Grubu: ilk giin %0,9 serum fizyolojik (SF) intraperitonel (i.p) yolla
diger 10 giin siire ile her bir sigana intragastrik yolla tris-base HCI uyguland.
2. Morin (MOR): Gruptaki her bir sicana 10 giin siire ile 100 mg/kg dozunda

intragastrik yolla MOR (tris-base HCI ¢oziicii i¢inde) uygulandi [78].

3. Metotreksat Grubu (MTX): Gruptaki her bir sicana 20 mg/kg MTX %0,9 SF

icinde ¢Ozdiirtilerek ilk giin tek doz olarak i.p yolla uyguland [48].

4. Metotreksat + Morin (MTX + MOR): Gruptaki her bir sicana 20 mg/kg MTX
%0,9 SF i¢inde ¢ozdiiriilerek ilk giin tek doz olarak i.p. yolla, diger 10 giin siire
ile 100 mg/kg dozunda intragastrik yolla MOR (tris-base HCI ¢6ziicii iginde)

uygulandi.
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Morin (MOR) ¢6zeltisinin hazirlanmast:

MOR, 300 gr si¢cana 30 mg etken madde 900 uL tris-base HCI tamponunda pH=9
olacak sekilde hazirlandi ve her bir sicana 100 mg/kg olacak sekilde 2. ve 4. gruplara

intragastrik gavaj ile uygulandi.

3.4. NUMUNE ALINMASI

Deneme siiresinden bir giin sonra 90/10 mg/kg ksilazin/ketamin uygulanarak deneme
gruplar anestezi altina alind1. ilk 6nce siganlarin thorax boslugu agilarak kalbin apex
boliimiinden 10’luk enjektor ile 4-8 mL intrakardiyak punksiyon ile kan alindi. Daha
sonra abdomen boslugu da agilarak her iki taraftaki bobrek dokusu alindi. Alinan her
bir siganin iki bobrek dokusu ikiye boliinerek dort esit parca elde edildi ve farkl
bobrege ait iki par¢a doku analizleri i¢in bir numune kabina, yine iki farkli bobrege ait
diger iki doku ise histopatolojik analiz i¢in baska bir numuna kabina alindi. Bobrek
dokular1 biyokimyasal ¢alismalar i¢in ilk 6nce SF ile kanlar temizlendikten sonra sivi
azot ile kademeli dondurulup numune kabina alindi. Histopatolojik ¢alismalar i¢in ise
%10’luk formaldehit soliisyonu igeren numune kaplarina konuldu. Kalbin apex
bolimiinden alinan kanlar biyokimyasal ¢aligmalar i¢in sar1 kapakli jelli tiiplere
aktarildi. Aktarilan bu kan 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum kismi
ayrilip biyokimyasal dl¢limler yapilincaya kadar -80 C° sicaklikta saklandi.

35. CALISMA ORNEKLERININ HAZIRLANMASI VE ANALIZ
METOTLARI

3.5.1. Doku Homojenizasyonu

Siv1 azot yardimi ile dondurulan ve daha sonrasinda derin dondurucuda (-80 C°)
saklanan bobrek dokulari ¢aligma giinii ¢ikarilarak tartildi. Tartilan dokularin iizerine
1/10 (w/v) olacak sekilde fosfat tamponu ilave edildi. Fosfat tamponu ilave edilen bu
cam tiipler kuru buz igerisinde 10.000-12.000 devirde 1-2 dk. manuel homojenizator
yardimui ile homojenize edildi. Bu elde edilen homojenatlar +4 C°*de 5000 rpm’de 30
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dk. santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant eppendorf tiiplerine aktarildi ve daha sonra

bu siipernatanlar, analize kadar derin dondurucuda (-80 C°) saklandi.

3.5.2. Dokuda Malondialdehit (MDA) Analizi

Calismada malondialdehit (MDA) analizi Ohkawa ve ark. [79] kullandigi modifiye
yontemle analiz edildi. Deneyin prensibi, lipit peroksidasyon iiriinleri arasinda en
kararli olan MDA’nin 95 C°’deki TBA ile reaksiyona girmesi sonucunda meydana
gelen pembe kirmizi renkli iiriiniin mikroplatelere yerlestirilmesi ile 532 nm dalga

boyunda ELISA cihazinda spektrofotometrik olarak dl¢iilerek degerlendirilmesidir.

Kullanilan reaktifler;

Stok tetrametoksipropan cozeltisi: Tetrametoksipropan 0.92 gr olacak sekilde
tartild1 ve 1 mL distile suda ¢ozdiirildii.

Giinliik tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 10 mL‘lik hazirlanan stok tetrametoksipropan
¢ozeltisi 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve kullanim esnasinda 1/10 oraninda

seyreltilerek kullanilir.

SDS c¢ozeltisi: SDS 8.1 gr kadar tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanarak

¢Ozdiirildi.

TBA c¢ozeltisi: TBA 0.8 gr kadar tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanarak 1s1

etkisiyle ¢ozdiiriildii.

Asetik Asit ¢ozeltisi: 20 mL kadar asetik asit 100 mL’ye distile su ile tamamlandi ve

pH 3,5 olacak sekilde ayarlandi.
n-biitanol-piridin ¢ozeltisi: Stok piridinin 1 m1’si 15 mL n-biitanol ile karistirilarak

hazirlandi. MDA o0l¢iimiindeki tiim reaktifler ihtiyaca gore yazilan oranlarda

ayarlanarak hazirlandu.
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Deneyin Yapihisi: SDS, Asetik Asit, TBA ¢ozeltisi ve distile su belirlenen oranlarda
tiiplere almarak 95 C°’de 30 dk. siire ile su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda tiipler sogumasi i¢in musluk suyunun altinda bekletildi. Daha sonra tiiplere
distile su ve 2,5 mL n-biitanol-piridin eklendi. Tim tiipler vortex kullanilarak
beyazlasincaya kadar karistirildi. Vortexlenen bu tiipler 4000 rpm’de 15 dk. santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant platelere alinip 532 nm dalga boyunda
ELISA cihazinda kére kars1 spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

3.5.2. Doku Rediikte-Glutatyon (GSH) Analizi

Calismada rediikte GSH analizi, Beutler ve ark. [80] metotu ile analiz edildi. Deneyin
prensibi, numunelerde yer alan glutatyon ile 5,5’- ditiyobis 2-nitrobenzoik asit
(DTNB)’in reaksiyonu sonucunda olusan sart renkli kompleksin mikroplatelere
yerlestirilmesi ile 412 nm dalga boyunda ELISA cihaz1 kullanilarak kolorimetrik

olarak dlciilerek degerlendirilmesidir.

Kullanilan ¢ozeltiler;

Coktiiriicii: Tipe 0.2 gr EDTA, 1.67 gr metafosforik asit, 30 gr NaCl ekleyerek 100

mL’ye distile su aracilig1 ile tamamlanarak ¢ozdiiriildii.

Fosfat ¢ozeltisi: Disodyum fosfat (Na2HPO4) 26.7 gr kadar tartilip 500 mL’ye distile

su araciligi ile tamamlanarak ¢ozdiriildi.

DTNB: DTNB 40 mg kadar tartilip %1 sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 mL’ye distile

su araciligi ile tamamlanarak ¢ozdiriildi.

GSH standardi: GSH 40 mg kadar tartilip 100 mL’ye distile su aracilig ile
tamamlanarak ¢ozdiiriildii. GSH Ol¢limiindeki tiim reaktifler ihtiyaca gore yazilan

oranlarda ayarlanarak hazirlandi.

Deneyin yapilisi: Deneyin kor, standart ve numune hazirlama olmak iizere iic asama

vardir.
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Kor hazirlamisi: 2 mL distile su ile 3 mL ¢oktiiriicii kullanilarak hazirland.

Standart hazirlamisi: 0.2 mL GSH standardi, 3 mL ¢oktiiriicii, 1.8 mL distile su
eklenerek karistirildi ve yaklasik 5 dk. beklenildi. Bekleme sonrasinda tiipteki bu
karisim adi siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii ve yaklasik 1 mL siipernatant bagka bir
tiipe alindi. Daha sonra bu tiipe 0.5 mL DTNB ve 4 mL fosfat ¢ozeltisi eklenerek distile
suya kars1 10 dk icerisinde ELISA cihaz ile okutuldu.

Numune hazirlamisi: Doku siipernatanti 0.2 ml alindi iizerine 1.8 mL distile su
eklendi, karistirildi sonra 3 mL ¢oOktiiriicii eklendi, karistirildi ve 5 dk. beklendi.

Bundan sonraki yapilan islemler ise standart hazirlanisi ile aynidir.

3.5.3. Doku Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

Calismada kullanilan bu metot Erel’in [81] olusturdugu prensip iizerine yapilmistir.
Ferrik iyonlarin kromojen soliisyonu karsisinda olusturdugu turuncu renkli
kompleksin 530 nm’de 25 C° sicaklikla ELISA cihazinda kolorimetrik olarak
Olciilerek degerlendirilmesidir. Bu analiz esnasinda Total Oksidan Status kiti (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep/Tirkiye) kullanildi. Test, hidrojen peroksit ile kalibre

edildi ve sonuclar pmol H202 equiv/L olarak elde edildi.

3.5.4. Doku Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

Calisma sonucunda elde edilen bobrek dokusundaki TAS degeri Erel’in [82]
olusturdugu metotta gore analiz edildi. Bu analiz metottu antioksidan molekiillerinin
kararli ve renkli ABTS (2,2 -Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))
radikalini indirgemesi sonucunda bu renkli 6zellikteki radikalin dekolarize olmasi
prensibine dayanir. Bu metot esnasinda Rel Assay brand kit (Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep/Tiirkiye) kullanildi ve 660 rpm’de 25 C° ELISA cihazinda kolorimetrik
olarak c¢ift okuma ile degerlendirildi. Test, vitamin E esdegeri olan Trolox ile kalibre

edildi ve sonuglar mmol Trolox Equiv/L olarak elde edildi.
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3.5.5. Doku Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Calisma sonucunda elde edilen TOS’un TAS’a oram1 OSI olarak kabul edildi.
Kisaca; TOS (umol H202 equivalent/L) / TAS (umol Trolox equivalent/L) formiilii
kullanilarak OSI degeri elde edildi [83-85].

3.5.6. Dokuda Total Protein Analizi

Calisma sonucunda elde edilen bobrek dokusuna ait total protein analizi Lowry ve ark.
[86]'nin olusturdugu metot ile analiz edildi. ELISA cihazinda kore kars1 550 rpm’de

mg protein/mL cinsinden sonuglar elde edildi.

3.5.7. Serum Analizleri

Dondurulmus serumlar deney giinii derin dondurucudan (-80 C°) c¢ikarilarak
otoanalizor cihazi ile analizleri yapildi. Serumlar derin dondurucudan ¢ikartilarak oda
1s1sina getirildi. Serumda total protein, iire, iirik asit, kreatinin diizeyleri kitle otomatik
otoanalizdr cihazi ile gergeklestirildi. Ure, kreatinin ve iirik asite ait sonuglar mg/dL

olarak elde edildi. Total protein ise g/dL olarak elde edildi.

3.5.8. Histopatolojik Analiz

Histopatolojik analizler sirasinda hassas terazi (Bel Engineering, Italy), kronometre
(Isolab Laborgerate GmbH), distile su cihaz1 (Niive NDS), doku takip cihazi (Leica
TP 1020), mikrotom (Leica RM 2155), 1sik mikroskobu (Nikon Eclipse Ci),
gorintiilleme yazilimi (Hayear®) kullanildi. Histopatolojik analizler Oncesi
makroskobik olarak si¢anlarin karin boslugu agildi ve bobrek diseke edilerek ¢ikarildi.
Makroskobik muayenenin ardindan bobrek dokusu trimlenerek uygun biiytikliikte
parcalar elde edildi ve bu parcalar %10’luk tamponlu nétral formalinde tespit edildi.
Formalin tespitinden sonra uygun bilyiikliikte kiicliltilen doku ornekleri takip
kasetlerine alindi. Bir gece boyunca ¢cesme suyu altinda yikanan dokular otomatik
doku takip cihazinda (Leica TP 1020) diisiikten-yiiksek dereceli alkole dogru (50, 70,
80, 96’lik ve absolut alkol) dehidre edildi ve ksilol ile seffaflastirildi. Ksilollii parafin

27



ve 56-58°C’de erimis parafinde ikiser saat tutulan dokulardan parafin bloklar
hazirlandi. Bu parafin bloklar rotary mikrotom (Leica RM 2155) ile kesildi ve alinan
5 mikrometre (um) kalinligindaki kesitler su banyosu igerisinde lamlara transfer edildi.
Etiivde kurutulan kesitler ksilol serileri ile absolut, 96, 80, 70 ve 50’lik alkollerden
gegirilerek hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip (Luna, 1968) entallen yardimiyla
lamelle kapatildi. Siire¢ sonunda elde edilen preparatlar 151k mikroskobunda (Nikon
Eclipse Ci) olasi1 lezyonlar yoniinden degerlendirilerek 0’dan 6’ya kadar skorlamaya
gidildi. Bulgu yoklugu 0, varlig: ise hafiften siddetliye 1-6 arasinda degerlendirildi.
Tespit edilen histopatolojik bulgular mikroskoba bagli dijital kamera (Hayear®) ile
mikroskobik olarak goriintiilendi [87].

3.5.9. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel analizi i¢in
Microsoft Excel (version 2016) ve SPSS (version 21.0) kullanildi. Tiim sonuglara ait
tanimlayict istatistiklerde ortalama + standart sapma degerlerine yer verildi.
Parametrelerin normal dagilima uyup uymadiklart Shapiro Wilk normalite testi
kullanilarak test edildi. Parametrelerin varyans homojenligi Levene testi ile test edildi.
Normal dagilim gosteren verilere ait gruplarin karsilastirilmasinda One Way Anova
testi uygulandi1 ve varyanst homojen veriler i¢in Tukey HSD testi, varyansi homojen
olmayan veriler i¢in Dunnett T3 testi uygulandi. Normal dagilim gdstermeyen verilere
ait gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi uygulandi (p<0.05 istatistiki
olarak anlamli kabul edildi).
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BOLUM 4
BULGULAR
4.1. BOBREK DOKUSUNA AiT BiYOKIMYASAL BULGULAR

Bobrek dokusuna ait MDA, GSH, TOS, TAS, OSI biyokimyasal bulgular gizelge

4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Bobrek dokusunda MDA, GSH, TOS, TAS ve OSI degerleri.

MDA GSH TOS TAS )
mmol osi
nmol/mg umol/mg pumol H20: Trolox
protein protein equiv/L EquiviL
Grup 1:
1.18+0.27 116.51+£33.54 10.51+2.29 1.54+0.20 0.70+0.19
Kontrol
Grup 2:
1.10+£0.43 122.05+34.36 6.71+2.159 1.88+0.32° 0.35+0.08°
MOR
Grup 3:
2.64+0.98% 65.47+14.95° 12.36+2.54 1.42+0.20 0.87+0.15
MTX
Grup 4:
2.02+0.80 76.00+24.83° 8.46+2.00° 1.43+0.24 0.62+0.21°
MTX+MOR
4p<0.05 Grup3vs Grup 1, 2,4 ®n<0.05 Grup 4 vs Grup 3
°p<0.05 Grup 3vs Grup 1, 2 9p<0.05 Grup 2 vs Grup 1, 3

®p<0.05 Grup 2 vs Grup 1, 3, 4

4.1.1. Bobrek Dokusu Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

MTX ve MOR’un bobrek dokusu iizerine etkisinin arastirildigi bu ¢alismada grup 1
(Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait MDA diizeyleri

sirastyla 1.184 = 0.271, 1.103 £+ 0.425, 2.639 + 0.980, 2.022 + 0.798 nmol/mg protein
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olarak bulundu (Sekil 4.1). Dort grupta normalite testi olan Shapiro Wilk testi ile test
edildi ve tiim gruplarin normal dagilim gosterdigi bulundu. Levene testi ile gruplarin
varyanslarinin homojen dagilim gdstermedigi bulundu ve gruplarin arasinda ortalama
bakimindan anlamli bir fark bulundu (p<0.05). Dunnett T3 testi ile MTX grubuna gore
kontrol grubu, MTX+MOR grubu ve MOR grubunda anlamli bir azalisin oldugu
goriildii (p<0.05). Ayrica MTX grubuna gére MTX+MOR grubunda anlamli azalisin
oldu goriildii(p<0.05).

Doku MDA nmol/mg protein

35

25

15
OIS i -
0

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

]

[

Sekil 4.1. Bobrek dokusu MDA diizeyleri (nmol/mg protein).

4.1.2. Bobrek Dokusu Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait GSH
analizi degerleri sirasiyla 116.512 + 33.543, 122.053 + 34.360, 65.468 + 14.945,
75.997 + 24.828 umol/L protein olarak bulundu (Sekil 4.2). Levene testi ile gruplarin
varyanslarinin homojen dagilim gdstermedigi bulundu ve gruplarin arasinda ortalama
bakimindan anlamli bir fark bulundu (p<0.05). Dunnett T3 testi ile MTX grubuna gore
kontrol ve MOR grubunda anlamli bir artisin oldugu bulundu(p<0.05). Ayrica MTX
grubuna gére MTX +MOR grubunda anlamli bir artisin oldugu bulundu (p<0.05).
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Doku GSH pumol/mg protein
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Sekil 4.2. Bobrek dokusu GSH analizi degerleri (umol/mg protein).
4.1.3. Bobrek Dokusu Total Oksidan Seviyesi (TOS) Diizeyleri

Grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait TOS
aktivite dilizeyi degerleri sirasiyla 10.506+2.287, 6.706+2.154, 12.356+2.538,
8.464+2.000 pmol H20; equiv /L olarak bulundu (Sekil 4.3). Tiim gruplar normalite
testi olan Shapiro Wilk testi ile test edildi ve tiim gruplarin normal dagilim gosterdigi
bulundu. Varyanslarin homojen olup olmadigi Levene testi ile test edildi ve homojen
dagilim gosterdigi bulundu. Gruplar arasinda ortalama bakimindan anlamli bir fark
vardr (p<0.05). Tukey HSD testi ile MOR grubuna gére kontrol ve MTX grubunda
anlamli bir artisin oldugu bulundu. Ayrica MTX grubuna gore MTX+MOR grubunda
anlamli bir azalisin oldugu bulundu (p<0.05).
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Doku TOS pmol H202 equiv /L
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Sekil 4.3. Bobrek dokusu TOS Aktivite Diizeyleri (umol H20z equiv/L).

4.1.4. Bobrek Dokusu Total Antioksidan (TAS) Aktivite Diizeyleri

Grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait TAS
aktivite diizeyi degerleri sirasiyla 1.535+0.200, 1.880+0.324, 1.421+0.200,
1.431+0.239 mmol Trolox Equiv/L olarak bulundu (Sekil 4.4). Her bir grup normalite
testi olan Shapiro Wilk testi ile test edildi ve tiim gruplarin normal dagilim gosterdigi
bulundu. Levene testi ile gruplarin varyanslarinin homojen dagilim gosterdigi
bulundu. Gruplarin arasinda ortalama bakimindan anlamli bir fark elde edildi (p<0.05).
Tukey HSD testi ile MOR grubuna gore kontrol, MTX ve MTX+MOR grubunda
anlamli bir azalisin oldugu bulundu (p<0.05). Ayrica MTX grubuna gore MTX+MOR
grubunda artigin oldugu goriildii fakat anlamli olarak bulunamadi (p>0.05).
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Doku TAS mmol Trolox Equiv/L

2.5

15
} I
0

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

=

Sekil 4.4. Bobrek dokusu TAS aktivite diizeyleri (mmol Trolox Equiv/L).

4.1.5. Bobrek Dokusu Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Aktivite Diizeyleri

Grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait OSI
aktivite diizeyi degerleri sirastyla 0.697+0.191, 0.353+0.075, 0.872+0.153,
0.616+0.210 olarak bulundu (Sekil 4.5). Dort grupta normalite testi olan Shapiro Wilk
testi ile test edildi ve tiim gruplarin normal dagilim gosterdigi bulundu. Gruplarin
varyanslarinin homojen olup olmadigi Levene testi ile test edildi ve homojen dagilim
gostermedigi bulundu. Gruplarin arasinda ortalama agisindan anlamli bir fark bulundu
(p<0.05). Dunnett T3 testi ile MOR grubuna gore kontrol, MTX ve MTX+MOR
gruplarinda anlaml bir artigin oldugu bulundu. Ayrica MTX+MOR grubuna gére MTX
grubunda anlamli bir artisin oldugu bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.5. Bobrek dokusu OSI Aktivite Diizeyleri

4.2. SERUMDA BiYOKIMYASAL ANALIiZ BULGULARI

0.8

0.6

0.4

) ‘Iil
0

Grup 3 Grup 4

Serumda {ire, kreatinin, total protein ve iirik aside ait biyokimyasal bulgular ¢izelge

4.2’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. Serumda iire, kreatinin, total protein ve tirik asit degerleri.

Ure Kreatinin ~ Total protein ~ Urik Asit
mg/dL mg/dL g/dL mg/ dL
Grup 1:
41.13+4.40 0.12+0.07 3.93+1.02 1.26+0.31
Kontrol
Grup 2:
42.00+3.12 0.17+0.17 3.71£1.17 0.91+0.42
MOR
Grup 3:
56.00+22.51 0.22+0.07 4.98+0.76 2.23+0.892
MTX
Grup 4:
42.63+4.27 0.21+0.10 4.80+0.74 0.91+0.31
MTX+MOR

p<0.05 Grup 3 vs Grup 2, 4
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4.2.1. Serumda Ure Diizeyleri

Intrakardiyak kanlardan elde edilen serumlarin grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup
3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait iire degerleri ise sirasiyla 41.125 +4.390, 42.000
+ 3.117, 56.000 = 22.507, 42.625 + 4.274 mg/dL olarak bulundu (Sekil 4.6). Tim
analiz gruplari normal dagilim gosterdi ve varyanslari homojen olarak
dagilmamaktaydi. Gruplarin arasinda ortalama agisindan anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05). Dunnett T3 testine gore gruplar arasinda anlamli bir iliski bulunamadi
(p>0.05).

Ure mg/dL
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.6. Serumda iire diizeyleri (mg/dL).

4.2.2. Serumda Kreatinin Diizeyleri

Grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait kreatinin
degerleri ise sirastyla 0.119 £+ 0.073, 0.174 £ 0.171, 0.215 £ 0.066, 0.206 + 0.099,
mg/dL olarak bulundu (Sekil 4.7). Gruplarin varyanslari homojen dagilim
gostermekteydi fakat gruplar arasinda ortalama agisindan anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05). Tukey HSD testine gore gruplar arasinda anlamli bir iliski ortaya
konulamadi (p>0.05).
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Kreatinin mg/dL
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Sekil 4.7. Serumda kreatinin diizeyleri (mg/dL).

4.2.3. Serumda Total Protein Diizeyleri

Grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait total
protein degerleri ise sirastyla 3.925 + 1.021, 3.713 + 1.173, 4.975 + 0.761, 4.800 +
0.738 g/dL olarak bulundu (Sekil 4.8). Tiim gruplar normal dagilim gdstermedi ve
gruplarin varyanslarinin homojen dagilim goésterdigi bulundu. Gruplarin arasinda

ortalama agisindan anlamli bir fark vardi (p<0.05).
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Sekil 4.8. Serumda total protein diizeyleri (g/dL).

4.2.4. Serumda Urik Asit Diizeyleri

Grup 1 (Kontrol), grup 2 (MOR), grup 3 (MTX), grup 4 (MTX+MOR)’e ait iirik asit
analizi degerleri ise sirasiyla 1.262 + 0.312, 0.912 + 0.416, 2.225 + 0.888, 0.912 +
0.309 mg/dL olarak bulundu (Sekil 4.9). Tiim gruplar normal dagilim gosterdigi
bulundu. Gruplarin varyanst homojen dagilim gostermedigi bulundu. Gruplar arasinda
ortalama bakimindan anlamli bir fark vardi (p<0.05). Dunnett T3 testi ile MTX
grubuna gére MTX+MOR ve MOR gruplarinda anlamli bir azalisin oldugu bulundu
(p<0.05).

37



Urik Asit mg/dL
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Sekil 4.9. Serumda iirik asit diizeyleri (mg/dL).

4.3. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Histopatolojik analizler sonucunda MOR ve kontrol grubuna ait bobrek dokusunda
normal histolojik bulgular saptandi (Sekil 4.10; a, b). MTX ve MTX+MOR
gruplarinda ise interstisyel fibrozis, interstisyel nefrit, vaskiiler konjesyon, tubuler
dejenerasyon, tubiil limeninde hiyalin silindir, tiibliler bazal membran distorsiyonu,
glomerular yangi, atrofi, hiicre artis1, bazal membran bozuklugu ve tiibiiler nekroz gibi
patolojik bulgulara rastland1 (Sekil 4.10; c, d). En yiiksek hasar skoru 6.75+2.30 orani
ile MTX grubunda saptandi (Cizelge 4.3). MTX grubu ile kontrol ve morin grubu
karsilastirildiginda istatiksel anlamli bir artisin oldugu bulundu (p<0.05). MTX grubu
ile MTX+MOR grubu karsilastirildiginda istatiksel anlamli bir azalisin meydana
geldigi bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.3. Histopatolojik hasar skoru tablosu.

Gruplar Hasar Skoru

(MeanzStandart Deviasyon)

Kontrol 0.67+0.49
MOR 0.83+0.58
MTX 6.75+2.302 0
MTX+MOR 3.83x1.47
4p<0.05 Grup 3vs Grup 1, 2 bp<0.05 Grup 3 vs Grup 4

Sekil 4.10. 10’luk biiyiitmedeki histopatolojik bulgular (a: Kontrol, b: MOR, ¢: MTX,
d: MTX+MOR grubu).

39



BOLUM 5

TARTISMA

Cagimizin morbite ve mortalite oran1 yiiksek olan kanser hastalig1 icin tip, gegmisten
giintimiize birgok tedavi metotu ile hastaligin prognozunu iyilestirerek daha kaliteli
yasam siirdiirmeyi amaglamistir. Tibbi tedavi yontemlerden kemoterapide akilleyici
ajanlar, antimetabolitler, kortikosteroidler, antitiimér antibiyotikler, topoizomerraz
inhibitdrleri ve mitotik inhibitdrler olan antineoplastik ilaglar yer almaktadir. flaglarin
icerigindeki sitotoksik maddelerin tedavi amacinin yaninda oldukc¢a ciddi yan
etkileriyle karsilasilmaktadir. Hiicre proliferasyonun hizli oldugu mukozal alanlarda,
kil folikiillerinde, bazi ilaglarin 6zellikle metabolizasyonlarinin ve itrahinin ¢ok

oldugu organlarda gesitli toksik etkiler bag gostermektedir [88, 89].

Antimetabolitler vitaminlerle ilgili yapilan ¢aligmalar sonucu bulunan ve alkilleyici
ajanlarla birlikte antikanser ilaglarin temelini atan ajanlardir [90]. Antimetabolit grubu
ilaclar sadece kanser tedavisinde kullanima 6zgii olmayip romotolojik, otoimmiin
hastaliklar ve bakteriyel baz1 hastaliklar gibi ¢esitli tedavi protokollerinde yer alan bir
ilagtir. Antimetabolitler hiicresel olaylarda koenzim olarak rol oynayan dogal
metabolitlerle benzerliginden dolay1 analog gérevi goriir. Bundan dolay1 biyokimyasal
tepkimelerde benzer metabolitin yerine gecerek o yolakta blokaj veya metabolik yolu
degistirerek hiicrenin metabolizmasini bozar. Antimetabolitler niikleozid ve niikleotit
analogu, piirin ve pirimidin analogu ve antifolatlar olmak iizere alt gruplara ayrilir.
Metotreksat antifolat grubunda yer alan ve hiicre siklusunun “S” fazinda sitotoksik etki
yapan bir antimetabolittir [89, 91, 92].

Bu calisma MTX’in bobrek dokusuna verdigi hasart belirlemek ve ayrica MTX’in
zararli etkisine karst MOR’un koruyucu etkisini ortaya koymak amaciyla yapildi.
MTX; vaskiilitler, akut losemiler, ostesarkomlar, meme kanseri, akciger kanseri

enflamatuar bagirsak hastaliklari, RA, psoriatik artrit, sarkoidoz, sistemik lupus
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eritematozus gibi bag dokusu hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin tedavi protokoliinde
uzun yillar yer almis antimetabolit bir ilagtir. Bu kadar genis kullanimina ragmen
bircok yan etkisi yer almaktadir. Ornegin; bagirsak liimeni, karaciger, kemik iligi,

bobrek dokusu, mide tizerine ciddi toksik etkileri mevcuttur [2, 37, 38].

Kanserde bir¢cok tamamlayict ve alternatif tedavi (TAT) yontemi kullanilmaktadir.
TAT kullannminin yayginligiyla ilgili iilkemiz dahil on dort Avrupa tilkesinin oldugu
bir calismada %15-%73 genis dagilimli olarak, ortalama ise %36 oraninda sayisal veri
elde edilmistir. Yapilan arastirmalarin igerigine bakildiginda bitkilerden yapilan
karisimlarin - kullanimi  olduk¢a yaygin olup TAT kullanimin gittikge arttigi
bildirilmistir [88].

Kanserde kullanilan bitkisel igerikler incelendiginde karsinojenlerin olusumunu
baskilayici veya etkilerini ortadan kaldiric1 antikanserejonik maddeler oldugu tespit
edilmistir. Bunlar A, C, E vitaminleri, selenyum, -karoten, indoller, flavonoid gibi
bitkisel kaynakli dogal 6gelerdir [91].

MOR suda ¢6ziiniirliigii az olan ve bitkilerden elde edilen bir flavonoiddir. MOR’un
literatiire gore bircok biyolojik etkisi mevcuttur. Bunlar; kardiyoprotektif, antialerjik,
antineoplastik, sitoprotektif, antihiperiiresemik, antimutajenik, ndroprotektif ve
nefroprotektif etkidir. Bu ¢alisma MOR’un nefroprotektif etkisinden yararlanarak
MTX’in bobrek dokusuna karsi yaptigr etki onlenebilir mi ya da durdurulabilir mi
hipotezi lizerine yapild1 [5, 59, 60].

Calismamizda MTX ve MOR’un bobrek dokusu iizerine etkisinin gézlenebilmesi i¢in
deney grubu dorde ayrildi ve literatiire uygun olarak 10 giin siire ile ila¢ uygulamasi
yapildi. MTX doz uygulamasi ve siire se¢imi konusunda keskin sinir1 olan ve ayrica
bu smurlar asildigi zaman ciddi yan etkileri olan bir antimetabolit ilagtir. Bu
ozelliginden dolay1 deneysel calismalarin ¢ogunlugunda yararli etkisinin toksik

etkisini gegmemesi i¢in kisa siire ve etkin dozda uygulanmustir.

MTX in biiyiik bir ¢ogunlugu (%60-90) renal dokudan atilmaktadir. Bu sebepten
dolay1 bobrek toksikasyonun biiylik oldugu bir dokudur. MTX metabolitleri
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glomeriiler yumaktan siiziiliir ve tiibiillerden aktif sekresyon gerceklestikten sonra
distal tliblilden aktif yeniden emilim meydana gelmektedir. Bundan dolayr MTX
metabolitleri renal tiibiillerde birikerek; tiibiillerin dogrudan epitel hiicrelerine toksik
etki yapar ve tiiblillerde kristallesen MTX metabolitleri intratiibiiler obstriksiyona yol
acarak renal hasar meydana getirmektedir. Bobrekte meydana gelen hasar sonucu
bobregin fonksiyonlarinda da aksakliklar goériilmesi kagmilmazdir. MTX’in renal
Klirens ve kreatinin Kklirensi (CLgr) ile iliskisi hiicre dist1 plazma adenozin
konsantrasyonunun artisi, bobrek parankim dokusunda al reseptorlerinin aktivasyonu
sonucu renal kanlanmanin azalmasi, tuz ve su tutulumu ile iliskili oldugu seklinde
aciklanmigtir. LD-MTX ve HD-MTX kullanimlarda akut ve kronik bobrek
yetmezliklerinin goriildiigii klinik ¢aligmalarda bildirilmistir. Bébrek fonksiyon testi
olan serum kan iire nitrojeni (BUN) ve kreatinin diizeylerinde artig, iremi ve idrarda
kan gibi vakalarm oldugu bildirilmistir. Ozellikle bbrek rahatsizlig1 olan hastalarda
dogru doz verilmesi gerektigi vurgulanmistir. Ayrica renal kanlanmanin azalmasina
sebep olabilecek distal tiiblilden geri emilimi etkileyecek zayif organik asit igeren ilag
ve nefrotoksik ilaglarin MTX’le birlikte kullanimi renal atilimin azalmasina sebep
olabilmektedir. MTX kullanirken hidrasyonun saglanmasi bobrek fonksiyonunu
saglanmasi i¢in 6nemlidir. Bobregin fonksiyonlarindan olan eritropoeziste renal
hasardan etkilenmektedir. Kemik iligi tizerindeki toksik etkisi pansitopeni tablosunun
ortaya c¢ikmasina sebep olabilmektedir. MTX plazma konsantrasyonunu
etkilemesinden dolay1 bobregi ciddi oranda etkileyen bir unsurdur. Ciinkii bobrek
kanin stiziildiigi yerdir [2, 3, 31, 40-42, 93, 94]. Meydana gelen MTX’in sebep oldugu
nefrotoksisite mekanizmalarinda oksidatif streste yer almaktadir. MTX renal dokuda
antioksidan savunma sisteminin azalmasina ve lipit peroksidasyon tirlinlerinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir [48]. MTX’in nefrotoksisitesinde 6zellikle HD-MTX
tedavilerinde akut bobrek hasari meydana gelme oram1 %2 — 12 oraninda oldugu
kaynaklarda yer almaktadir. Bu tabloyu oOnlemek amacli {riner alkolizasyon,
hidrasyon, lokoverin (kalsiyum folinat) kurtaricisi baslatila bilinmektedir. MTX
klirensinin bozulmasi viicudun bu toksik maddeye karsi maruz kalma siiresinin
arttirdi@i igin toksik etkilerde artmaktadir. Bu toksik etkiler mukozit, miyelosupresyon

ve hepatotoksisite gibi komplikasyonlardir [95].
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Kolli ve ark. [42] erkek siganlara MTX 7 mg/kg dozunda 3 giin boyunca uygulama
yapilmis ve sonrasinda 151k mikroskopisi ve biyokimyasal analizler gerceklestirilmis.
MTX ile tedavi edilen siganlarin bobreklerinde kontrollerle karsilastirildiginda notrofil
infiltrasyonu belirteci miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinde 6nemli artis olmus,
protein ve lipit peroksidasyonuna bakmak i¢in protein karbonil igerigi ve MDA
diizeylerinde ve serum kreatinin diizeyinde 6nemli dlglide artis oldugu bulunmustur.
Antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GSH-PX diizeylerine 6nemli 6l¢iide azalmistir.
Calismamizdaki TAS, TOS, OS] analizleri ve lipit peroksidasyon degerlendirilmesine
ek olarak MPO ve protein karbonil igerigine bakilarak oniimiizdeki ¢alismalarda yer
verilebilecek farkli belirteglerin varligina 1sik tutan bu ¢alisma ile calismamiz benzer
analizlerlede birbirini desteleyici ve katkida bulunabilir niteliktedir. Ayrica MTX’in
doz ve wverilis siiresinin farkli olmasi iki calisma arasindaki serum Kreatinin

diizeylerinin istatistiksel karsilastirilmasinda farklilar dogurmasina sebep olmustur.

MTX’in bu yan etkisinden dolay1 calismamizda bobrek dokusu tercih edildi. Dogal
flavonoid olan MOR’un MTX kaynakli nefrotoksisitesine karst koruyucu etkileri
arastirildi. Calismamizda MOR ile oksidatif hasar belirtecleri MDA, GSH, antioksidan
kapasite i¢in TAS, TOS, OSI seviyeleri, bobrek fonksiyon testi iire, kreatinin, iirik asit
gibi biyokimyasal belirteclerin seviyeleri ve histopatojik inceleme ile renoprotektif
etkilerine bakildi. Calismamizin sonucuna gore MTX grubu ile kontrol grubu,
MTX+MOR grubu ve MOR grubu arasinda anlamli iliski bulundu. Bu sonugta
gosteriyor ki antioksidan olan MOR MTX’in renal doku iizerine yaptigi hasari

azaltmaktadir.

Literatiir taramasi yapildiginda MTX in renal toksik etkisine karst MOR flavonoidinin
koruyuculugu iizerine ¢ok az ¢calisma yer almaktadir. MTX in renal toksikasyonlarinin
mekanizmalari ile ilgili aciklayici calismalar diger toksik etkilerinin oldugu dokulara
nazaran daha az oldugu i¢in bizim ¢alismamiz bu konuda olduk¢a aydinlatict ve
katkida bulunabilecek niteliktedir. HD-MTX kullanim olgularinda nefrotoksik
etkilerin oldugu bilinirken LD-MTX kullaniminda 59 yasindaki kadin bir hastada
yavas ilerleyen bir bobrek fonksiyon bozuklugu oldugu fark edilmistir. Kadimin
bobrek biyopsisinde bobrekte glomertiler fibroz ve vaskiiler skleroz patolojik sonucu

tespit edilmistir [45]. Bizim g¢alisgmamizda histopatolojik incelememiz sonucunda
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interstisyel fibrozis, interstisyel nefrit, vaskiiler konjesyon, tubuler dejenerasyon, tubiil
liimeninde hiyalin silindir, tlibliler bazal membran distorsiyonu, glomerular yangi,
atrofi, hiicre artigi, bazal membran bozuklugu ve tiibiiler nekroz gibi patolojik
bulgulara en fazla MTX grubunda rastlandi. Bu sonug ile ¢alismamiz MTX kaynakli
bobrek dokusundaki hasarlarin neler oldugunu aciklayict nitelikte olup bobrek

fonksiyonlariin bozulmasindaki sebebin aydinlatilmasina katkida bulunmustur.

Romotoid artrit gibi uzun siire ve diisiik dozda MTX alan hastalarda uzun dénemde
gelisen toksikasyonlardan biri de renal hasar oldugunu belirtmistik. LD-MTX
kullaniminda CLr degeri bireyler arasi ¢esitlilik gostermekle birlikte RA hastalarinda
genellikle glomeriiler filtrasyonun azalmasiyla CLr diigiis goriilmistir [31]. 77
hastanin dahil edildigi klinik bir calismada CLr diisiikten yiiksege dogru seklinde 4
grup olusturulmus ve MTX uygulamasi sonrasi 2 ve 8 saat sonrasinda kan ornekleri
alimmistir. Cikan sonuglarda CLr diisiik olan 1. Grup ve sirasiyla 2., 3., 4. gruplarda
bobrek fonksiyon bozuklugu giderek daha da azalan seklinde sonug elde edilmistir
[41]. Calismamiz sonucu elde ettigimiz serum analizlerindeki bobrek fonksiyon testi
olan iirik asit diizeyinin MTX grubunda diger gruplara gére anlamli bir artisin oldugu
ayrica MTX’le birlikte MOR kullaniminin {irik asit diizeyinde anlamlhi azalis ile

olumlu etki gosterdigi sonucuna varilmstir.

Klinik bir ¢alismada RA hastalarinda LD-MTX (15mg/2 doz) ve corasprin kombine
tedavisinde oOzellikle coraspinle diisiik doz bile olsa MTX kullanimi bobrekte
glomertiler ve tiibiiler hasar olusmustur ve bu durum klinikte olduk¢a 6nemli bir durum
oldugu vurgulanmistir. Ayrica bu tarz hastalarin belli araliklarla serum kreatinin
seviyelerinin takibi ile bobrek fonksiyon degerlendirilmesi yapilmasi gerektigi
belirtilmistir [47]. Bizim c¢alismamizda MTX toksikasyonunda serum kreatinin
diizeyinde artis gozlendi fakat anlamli sonug elde edilmedi bunun sebebininde deney

stiresinin kisith olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Bobrek fonksiyon bozuklugu olan 120 hastanin (66 yeni, 54 6énceden) dahil edildigi
RA’l1 ve MTX tedavisi uygulanan bir klinik ¢alismada glomeriiler filtrasyon hizi baz
alinarak bobrek fonksiyon degerlendirilmesi yapilmistir. Ortalama 23 ay siiren bu

caligmada iki grup hastada %30 toksisite goriilmiistiir. %35,8 oran ile renal toksisite
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goriilmiis ve iki grup arasinda toksisite oraninda ¢ok farklilik gézlemlenmemistir (66
hastada 23, 54 hastada 12) [96]. Deneysel ¢alismamizda bobrek dokusunda MTX’in
olumsuz sonuglarini histopatolojik ve doku analizlerimizde daha anlamli sonuglar elde
etmis olmamiz bobrek fonksiyonunun bozulabilecegine katkida bulunabilir nitelikte
olmasina karsin serum analizlerinde bu sonuglar1 elde edemememizin sebebini yine

deney siiresinin az olmasi ve verilen ila¢ dozuyla ilgili olabilecegi kanaatindeyiz.

Oktem ve ark. [48] yaptign sican modiillerinin  kullanildigi MTX’in renal
toksikasyonunda oksidatif stres belirteci MDA seviyesinde artis ve antioksidan
durumu degerlendirmek i¢in SOD, CAT, GSH-PX seviyelerinde azalma oldugu tespit
edilmistir. Antioksidan olan kafeik asitin MTX’le birlikte verildigi grupta ise MDA
seviyesinde azalig ve SOD, CAT, GSH-PX seviyesinde artis ile oksitadif koruyuculuk
saglanmigtir. Calismamizda bakilan antioksidan kapasite ve oksidatif stres
degerlendirilmesinde TAS, TOS ve OSI diizeylerindeki sonuglar bu c¢alismayi
destekler nitelikte olup kullandigimiz MOR maddesiyle koruyuculuk saglanmasi

antioksidan 6zelliginin oldugunu géstermistir.

Glukarpidaz 2012 yilinda ABD tarafindan bobrek fonksiyonunun bozuk olan
hastalarda MTX klirensinin bozulmasi ve beraberinde gelen serumdaki seviyesini
azalmak i¢in piyasaya sunulan bakteriyel bir enzimdir. Artmis serum MTX
konsantrasyonunda 1 uM/L'den fazla azalttig1 ve bunun yaninda kusma, hipotansiyon,
kizariklik, bas agris1 gibi yan etkilerinin oldugu kaynaklarda belirtilmistir. Pediatrik,
yetigkin toplam 3887 hastaya uygulanan glukarpidaz ve profilaktik tedavi (hidrasyon,
triner alkolizasyon, l6koverin, diyaliz) uygulanmis bir klinik caligmada bobrek
yetmezligi sebebiyle 6liimle sonuglanan tedaviler olmustur [48]. Calismada kullanilan
flavonoid olan MOR’in toksik etkisinin olmadig1 dolayistyla klinik kullanimda yan

etki goriilmemesi agisindan avantajli bir koruyucu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sisplatin kaynakli hepatik ve renal hasarda MOR’un (50 mg/kg, 100 mg/kg oral)
koruyuculugunu arastiran bir ¢alismada serbest radikal siipiirme o6zelligi ve
enflamatuar sitokinlerin modiilasyonu ile MOR hepatorenal dokuda antioksidan
koruculugu olabilecek bir bilesik olarak gdsterilmistir. Ayrica MOR iki farkli dozda
kullanilarak etkisine bakilan bu ¢alismada yliksek dozda daha etkin oldugu ve negatif
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bir sonuca sebep olmadig1 tespit edilmistir [67]. Bizim ¢alismamizda renal dokuda
bakilan oksidatif stres belirteglerinden olan MDA, TOS, OSI ve antioksidan kapasite
degerlendirilmesi i¢in kullanilan TAS, GSH diizeylerinde MTX alan gruba gore, MTX
ile MOR’un (100 mg/kg) birlikte verildigi grupta flavonoidin pozitif etkisi istatistiki

sonuglara yansidi.

Sisplatin kaynakli renal toksisitede MOR’un etkilerinin ne oldugunu belirten bir
caligmada da toksikasyon mekanizmalar1 arastirilmistir. Sisplatinin nefrotoksik
mekanizmasi net olmasa da apoptoz ana neden olarak bilinmektedir. Wei ve ark.” nin
yaptigr calismada sisplatin  kaynakli nefrotoksisitede apoptoz durumunu
degerlendirmek bax ve kaspaz3 aktivasyonlari ayn1 zamanda tiimor baskilayici p53
aktivasyonlarina bakilmis bobrek hasarinda oldukca oOnemli belirtecler oldugu
bildirilmistir. Bu belirteglerin MOR ile 6nemli derecede azaltildigi ise ¢alisma
verilerinde yer almaktadir. Sisplatinin bobrekte serbest radikal (Hidroksil-OH,
stiperoksit anyonu- O>") iiretmesi ve lipid peroksidasyonuna sebep oldugu i¢in SOD
ve GSH-PX aktivasyonlarina bakilmig, MOR ile bu belirteclerin azaldigi sonucuna
vartlmistir  [58]. Calismamizda olusturulan renal toksisitede MOR’nin etkisi
histopatolojik olarak inceleme ile yapilmis olup anlamli sonug elde edilmistir. Fakat
ontimiizdeki c¢aligmalarda immiinohistokimyasal analizlerle daha ayrintili bulgular

elde edilebilir.

Doksorubisin (DOX) de antineoplastik amagli kullanilan ve oldukga toksik etkisi
bulunan bir ilagtir. DOX bobrek, kalp ve karacigerde oksitadif stres, enflamasyon ve
apoptotik etkiye sebep oldugu kaynaklarda yer almaktadir. Kuzu ve ark.’nin yaptigi
deneysel calismada SOD, CAT, GSH-PX, GSH, MDA oksidatif hasar belirtecleri
hepatorenal dokuda incelenmis ve MOR ile koruyuculuguna bakildiginda antioksidan
etki gostermistir. Ayrica her iki dokudaki hasar i¢in hem histokimyasal hem de serum
ALT, AST, iire, kreatinin degerleri ile fonksiyon degerlendirilmesi yapilmis ve
MOR’un bu degerleri azalttig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada enflamatuar sitokinlerin
(NF-xB, TNF-0, IL-1B) seviyelerinde MOR diizenleyici etki gostermistir.
Histopatolojik incelemede DOX grubunun renal dokusunda kortekste ve medulla da
tiibiiler epitelde pihtilasma nekrozu, hiperemi ve interstisyel damarlarda kanama

goriilmiis MOR (100mg/kg) alan grupta hafif nekroz ve orta derece hiperemi
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goriilmiistiir [97]. Bu literatiir ¢alismamizdaki bobrek toksisitindeki MOR etkisinde
doku analizi MDA, GSH ve histopatolojik analiz sonuglarimizi destekleyici

niteliktedir.

Sicanlara MOR 6n uygulamasi ile MTX’ in farmakokinetigindeki degisiklikleri
inceleyen bir deneysel calismada MTX’in total klirensi %72 ve renal klirensi %42
oraninda azaldig1 rapor edilmistir. Ayrica sadece MTX verilen gruplarda sistemik
maruziyetin artmasi sebebiyle yarilanma omriinde de artis gdzlemlenmistir. Sonug
olarak MOR 6n uygulamasi ile MTX’in renal atilimi ve plazma farmakokinetiginde

onemli Olciide degisikler tespit edilmistir [98].

Calisma elde edilen biyokimyasal ve histopatolojik analizler sonucunda MTX’in
yiiksek toksisitesinin MOR’nin antioksidan ve antienflamatuar 6zelligi ile bobrek
hasarin1 azaltilabilecegi kanaatine varildi. Ayrica bu konuyla ilgili yapilacak

caligmalara da katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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