UNIVERSITESI

SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI
BOBREK TOKSISITESI UZERINE ELLAGIK
ASIDIN KORUYUCU ETKISI

Sarab Hayder Weli WELI

2022
YUKSEK LISANS TEZI
TIBBI BIYOKIMYA

Tez Danigmani
Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN



SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI BOBREK TOKSISITESI
UZERINE ELLAGIK ASIDIN KORUYUCU ETKIiSi

Sarab Hayder Weli WELI

T.C.

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans Tezi
Olarak Hazirlanmistir

Tez Danismani
Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN

KARABUK
Ocak 2022



Sarab Hayder Weli WELI tarafindan hazirlanan “SICANLARDA METOTREKSAT
KAYNAKLI BOBREK TOKSISITESI UZERINE ELLAGIK ASIDIN
KORUYUCU ETKISI” baslikl1 bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak uygun oldugunu

onaylarim.

Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN
Tez Danigmani, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Bu caligma, jiirimiz tarafindan Oy Birligi ile Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir. 27/1/2022

Unvani, Adi SOYADI (Kurumu) Imzasi

Bagkan :Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN (KBU) e,

Uye  :Dog.Dr. Miislim KUZU (KBU) e,

Uye  :Dr.Ogr. Uyesi Mehmet BERKOZ (VYYU) e,

KBU Lisansiistii Egitim Enstitlisii Yonetim Kurulu, bu tez ile, Yiiksek Lisans

derecesini onamistir.

Prof. Dr. Hasan SOLMAZ

Lisansiistii Egitim Enstitiisii Mudiiri



“Bu tezdeki tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu, ayrica bu kurallarin ve ilkelerin gerektirdigi sekilde, bu
calismadan kaynaklanmayan biitiin atiflart yaptigimi: beyan ederim.”

Sarab Hayder Weli WELI



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI BOBREK TOKSIiSITESI
UZERINE ELLAGIK ASIDIN KORUYUCU ETKIiSi

Sarab Hayder Weli WELI

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

Tez Danismani:
Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN
Ocak 2022, 82 sayfa

Bu galismada metotreksat (MTX) in bobrek dokusu iizerindeki olumsuz etkilerinin
arastirilmas1 amaglandi. Ayrica ellagik asidin (EA) bobrek dokusunda MTX’1n neden
oldugu olas1 biyolojik degisikliklere kars1 koruyucu etkileri de degerlendirildi. Bu
calismada 250-300g agirhigindaki 32 adet wistar albino erkek sigan 4 gruba ayrildi:
Kontrol, EA (75 mg/kg intragastrik), MTX (20 mg/kg intraperitoneal), MTX+EA
(MTX, 20 mg/kg intraperitoneal; EA, 75 mg/kg intragastrik). Her grupta rastgele
secilen 8 adet sigan yer aldi. 10 giin boyunca normal kosullarda standart yem ile
beslendi. Deneme siiresinin sonrasinda, siganlara anestezi altinda kardiak perfiizyon
uygulandi, kan ve bobrek dokular1 biyokimyasal ve histopatolojik inceleme igin
alindi. MTX grubunda; kontrol grubuna gére serum iire, iirik asit, kreatinin ve toplam
protein diizeyleri ile bobrek dokusu MDA, TOS ve OSI anlamli derecede arttig
(p<0.05), bobrek dokusu GSH ve TAS diizeylerinin anlamli derecede azaldigi
(p<0.05) saptandi. MTX+EA grubunda ellagik asit verilmesiyle; MTX grubuna gore



serum tre, irik asit, kreatinin ve toplam protein diizeylerinde anlamli derecede
azalmalar (p<0.05), bobrek dokusu MDA, TOS ve OSI diizeylerinde anlamh
derecede azalma (p<0.05) ile bobrek dokusu GSH ve TAS diizeylerinde anlaml
derecede artma (p<0.05) saptanmustir. Histopatolojik degerlendirmelerde MTX
verilen grupta kontrol grubuna gore; bobrek dokusunda 6nemli derecede glomeruler,
tubuler ve interstisyel hasar saptandi. MTX+EA grubunda ise ellagik asit verilmesi
sonrasi bu hasarlarin 6nemli derecede azaltildigi tespit edildi. Calismadan elde edilen
sonuglara gore kemoterapide MTX kullanimina bagli bobrek dokusunda olusacak

yan etkileri azaltmak i¢in EA kullaniminin faydali olacagi sdylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Methotreksat, Ellagik asit, Oksidatif Stres, Toksisite, Bobrek
dokusu.
Bilim Kodu 1090
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This study attempted to investigate the adverse effects of methotrexate (MTX) on
renal tissue. Also, the protective effect of ellagic acid (EA) against possible
biological changes caused by MTX in renal tissue was investigated. In this study, 32
male Wistar albino rats weighing 250-300 g were divided into 4 groups: Control, EA
(75 mg/kg intragastrically), MTX (20 mg/kg intraperitoneally), MTX + EA (MTX,
20 mg/kg; EA, 75 mg/kg). Here, 8 rats in each group were randomly selected and fed
standard chow for 10 days under normal conditions. After the experimental period,
the rats underwent cardiac perfusion under anesthesia, and blood and kidney tissues
were collected for biochemical and histopathological studies. In the MTX group,
compared with the control group, serum levels of urea, uric acid, creatinine and total
protein, and levels of MDA, TOS and OSI in kidney tissue were significantly
increased (p < 0.05), and levels of GSH and TAS in kidney tissue were significantly
decreased (p < 0.05). When ellagic acid was administered in the MTX + EA group,

Vi



significant decreases in serum urea, uric acid, creatinine and total protein (p < 0.05),
significant decrease in MDA, TOS and OSI levels in renal tissues (p < 0.05) and
significant increase in GSH and TAS levels in renal tissues (p < 0.05) were observed
compared to the MTX group (p < 0.05). Histopathological examinations revealed
significant glomerular, tubular and interstitial damage in renal tissue in the group
receiving MTX compared to the control group. In the group MTX + EA it was found
that these damages were significantly reduced after the administration of ellagic acid.
According to the results of the study, it can be said that the use of EA is beneficial in
reducing the side effects that may occur in the kidney tissue due to the use of MTX
in chemotherapy.

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

GIRIS

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, hiicre Oliimiinden kacis ve hayati dokularin islevini
bozma kabiliyeti ile karakterize edilen kanser, viicudun herhangi bir bolimiinii
etkileyebilecek genis bir hastalik grubu ic¢in kullanilan genel bir terimdir. Son
yillarda artmis olan kanser hastaligi tadavisinde vazgecilmez antitiimdral ilaglardan
biri olan metotreksat (MTX), antikaserojen, antiinflamatuar etkileri nedeniyle kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilan sentetik bir folik asid analogudur [1]. ilk olarak
1948’11 yillarda ¢ocukluk donemi akut losemilerinde gegici remisyon saglamasinin
kesfiyle giindeme gelen MTX [2], 80'li yillardan giiniimiize kadar romatoid artrit gibi
cesitli romatizmal [3] ve antipsoriatik ajan olarak ta kullanilmaktadir [4]. Ayrica,
erken yas losemi-lenfomalar1 basta olmak iizere osteosarkom, bas ve boyun
kanserleri, meme kanseri, akciger kanseri, liroepitelyal kanserler gibi solid organ

tiimorlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [5].

Antimetabolit 6zelligi disinda, son yillarda yapilan ¢alismalar MTX’in,
antiinflamatuar, immunosupresif, antiproliferatif, antipsoriatik etkilerinin oldugunu
da ortaya c¢ikarmistir [6]. Bu da MTX’i kanser tedavisi disinda, romatizmal ve
psoOriazis gibi inflamatuar hastaliklar, sarkoidoz, Wegenergraniilomatozisi,
dermatomyozit, HIV ile iligkili bakteriyel, parazitik enfeksiyonlar, ektopik gebelik,
ilk trimesterde gebelik terminasyonlar1 ve gestasyonel trofoblastik hastaliklar gibi

jinekolojik ve obstetrik vakalarda da kullanimi &nerilen bir ajan haline gelmistir [7-
10].

Son zamanlarda karacigerde metabolize olan ve genis kullanim alanlarina sahip
MTX iizerine yapilan toksisite ¢alismalarinda MTX’in pnomoni, hepatotoksisite ve
nefrotoksisiteye neden oldugu, ayrica kardiyovaskiiler, hematolojik ve norolojik yan
etkiler gibi bir dizi advers reaksiyonlara neden oldugu belirlenmistir [11-13].



Yapilan c¢aligmalar, hepatotoksisite ve nefrotoksisite gibi MTX kaynakli gelisen
birgok yan etkinin reaktif oksijen radikallerinin (ROS) meydana getirdigi oksidatif
hasar nedeniyle oldugu ortaya konulmustur [13-15]. MTX NADPH iiretiminde rol
alan enzimleri inhibe ederek oksidatif stresi artirdigi bilinmektedir [16]. NADPH
hiicresel metabolizmaya, protein modifikasyonuna ve ROS detoksifikasyonuna
katilir [17]. Baz1 6nemli antioksidan enzimlerin etkinliginin NADPH'in mevcudiyeti

ile yliksek oranda iliskili oldugu kanitlanmistir [18].

Oksidatif stres, reaktif oksijen igeren bilesiklerin normal kosullar altinda oldugundan
daha yiiksek sayida oldugu bir hiicre veya hiicre grubunun spesifik bir durumudir
[19]. Kronik kardiyovaskiiler hastaliklar [20, 21] ve o&zellikle kardiyovaskiiler
yaslanmada [22] sorumlu bir faktor olan oksidatif stres, karaciger yapisini ve
fonksiyonunu ciddi sekilde etkiler [23] ve ayrica karaciger kanserine [24, 25] neden
olur. Son yillarda, oksidatif stresin ortadan kaldirilmasi ve neden oldugu hasarin
azaltilmasi igin 6zellikle bitkilerden elde edilen farkli fitokimyasallarin rolii tizerinde

birgok ¢alisma yapilmustir [25, 26].

Ellagik asit, farkli kimyasallar veya stresorlerin neden oldugu oksidatif strese karsi
kullanilan, kapsamli olarak calisilmis fenolik antioksidanlardan biridir [26]. EA
dogal bir polifenol antioksidandir ve siklosporin A ve izoniazid-rifampisin tarafindan
indiiklenen hepatotoksisiteye karsi koruyucu bir role sahip oldugu bulunmustur [27,
28]. EA, polifenol yapisi [29] ve yapisindaki hidroksil gruplarini ve laktonu
sayesinde dogrudan ROS'lar1 inaktive eder [30]. Ayrica, hiicrelerde NADPH oksidaz
enzimi gibi bazi 6nemli faz 2 antioksidan enzimlerinin ekspresyonunu ve aktivitesini

artirdi@1 birgok arastirmaci tarafindan kaydedilmistir [31, 32].

Bu ¢alismada, MTX tedavisinin olusturdugu oksidatif stresin neden oldugu bobrek
hasarmin  giicli  bir antioksidant ajan olan ellagik asit kullanilarak
azaltilmasi/Onlenmesi amacglanmaktadir. Bu amaca bagli olarak calismada MTX
kaynakli oksidatif bobrek doku hasari sonucu ellagik asidin bobrek dokusunda,
malondialdehit (MDA), indirgenmis glutatyon (GSH), toplam antioksidan seviye

(TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS) degerleri ile serumda iire, iirik asit, kreatinin



ve toplam protein diizeyleri lizerine etkisi analiz edildi. Ayrica bobrek dokusundaki

histopatolojik degisiklikler de 151k mikroskobu ile gozlemlenerek degerlendirildi.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. KANSER VE ANTINEOPLASTIK iLACLAR

Genetik bir hastalik olarak kanser, diinyada ve lilkemizde vaka sayisi, seyri ve
yiiksek Oliim oranlari nedeniyle sagligi tehdit eden énemli sorunlardan biridir [33].
Ekonomik olarak gelismis iilkelerde ana 6liim nedeni olan kanser, gelismekte olan
tilkelerde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Raporlar,
toplam oOliimlerin yaklasik %13"inilin (7,6 milyon) kanserden kaynaklandigini ve
kiiresel yiikiin, basta sigara olmak {izere kansere neden olan davraniglarin artmasinin
yani sira, diinya niifusunun hem yaslanmasina hem de biiyiimesine bagli olarak
biiyiik olgiide arttigimi gostermektedir [34, 35]. Goriilen vakalarin ¢ogunu akciger,

mide, Karaciger, kolon ve meme kanseri olusturmaktadir [36].

Kansere karsi uygulanan tedavilerin basinda gelen kemoterapi, hastaligin siirecini
yavaglatmak, geriletmek ya da durdurmak amaciyla uygulanan antineoplastik ilag
kullaniminin genel adidir. 1940’larin  basinda malign hiicrelerin biiylimesini
geriletme ve durdurulmasi amaciyla mekloretamin ve tiirevlerini de igceren ortalama
70 gesit antineoplastik ilaglar gelistirilmistir [37]. Antimetabolit grubunda halen

kullanilan tek form olan metotreksat, folik asidin 4-aminoN10-metil analogudur [38].

2.2. METOTREKSAT (MTX)

Eskiden ametopterin olarak da bilinen MTX, temel hiicre yapilarmin sentezi
esnasinda degisik basamaklarda orijinal olarak sentezlenen ve hiicre
proliferasyonunda piirin ve pirimidin sentezi i¢in gerekli bir enzim olan dihidrofolat

rediiktazi (DHFR) inhibe etmek ic¢in yapisal olarak tasarlanmis birka¢ folik asit



antagonistinden biridir [39]. Substrat ya da koenzim iizerindeki 6zgiil baglanma

noktalarina baglanarak enzimin ¢alisma mekanizmasini inhibe eder [40].

MTX, 1940’11 yillarda ilk olarak ¢cocukluk cagi 16semisi tlizerinde klinik ¢aligmalarda
kullanilmaya baslamistir. Yella Pragada Subbarow bu yillarda, karacigerden folik
asit ekstraksiyonu lizerinde durmus, ayn1 zamanda diger bazi aragtirmacilar da deney
hayvanlarina intravendz yolla folik asit vermisler ve bu uygulamanin kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu durdugunu belirtmislerdir. [41].

1950’lerde Subbarow ve arkadaslari’nin sentezledigi 4-aminopteroylglutamik asit
(aminopterin) ve ametopterin molekiilleri 16semide klinik kullanim i¢in onaylanmis

[42] ve yaygin olarak kullanilmaya baslamistir [43].

MTX’in malign ve malignite disinda birgok hastalikta tedavi amacl kullanimi
dolayistyla Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yiiksek basar1 derecesine sahip temel
ilaglar arasma alinmigtir. MTX, yiiksek dereceli lenfoblastik 16semi, lenfoma,
osteosarkom, bas ve boyun tiimorleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi kanserlerin
tedavisinde antiproliferatif olarak kullanilirken, romatoidartrit’de (RA), meme, testis,

bas ve boyun kanseri gibi kanser tiirlerinde de kullanilmaktadir [44].

Gorece diislik dozlarda otoimmun hastaliklarin tedavisinde etkin terapotik bir ajan
olan MTX, yiiksek dozlarda pek ¢ok malignite tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Klinikte folat antagonisti olarak yaygin sekilde kullanilan MTX,
ticari olarak Metotreksat LPF, Metotreksat Sodyum, NSC-740, Amethopterin ve

Rheumatrex olarak karsimiza ¢ikmaktadir [45].

2.2.1. Metotreksatin Kimyasal Yapisi1 ve Metabolizmasi

Yapisal olarak folik aside benzediginden dolayi, MTX antineoplastik ajanlar arasinda
antimetabolitlerin folik asit metabolitleri grubunda yer almaktadir (Sekil 2.1), (Sekil
2.1), [46,47]. Metotreksat folik asidin 4-amino —N10— metil analogu olup
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enziminin inhibitoriidiir (Sekil 2.3), [48].
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Sekil 2.3. Dihidrofolatin molekiil yapisi [48].
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Sekil 2.4. Folik asitin tetrahidrofolata (THF)’e doniistimii [49].

Folinik asit ve diger tetrahidrofolat tiirevi koenzimler, vitamin seklindeki besinlerden
alinabilen folik asidin viicuttaki yararli seklidir. Timidilatin, purinlerin, metionin ve

glisinin sentezinde goérev alan bu koenzimler tek-karbon transferi reaksiyonlarinda



gorev alirlar. Bu, folik asidin dihidrofolat tiirevi (DHF) tizerinden tetrahidrofolat
(THF)’ a doniisiimii seklinde olur (Sekil 2.4). Ozellikle hiicre dongiisiiniin “S”
evresinde kuvvetli etki gosteren MTX, kil kokleri, kemik iligi ve spermatojenik
hiicreler gibi hizla boliinme gegiren hiicrelerde ve ¢ogalma kapasitesi fazla olan

bolgelerde de etki gostermektedirler [40, 48].
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Sekil 2.5. MTX-PGs’nin timidilat sentaz, Dihidrofolat rediiktaz ve AICAR
transformilazi inhibe ettigi metabolic yollar [50].

Tetrahidrofolat iiretiminde hiz sinirlayici enzim olan dihidrofolat rediiktazin giiglii
bir inhibitorii olarak piirin ve pirimidinlerin de novo tiretimini azaltir (Sekil 2.5) ve
DNA sentezine miidahale eder. Bu nedenle, hedef dokularda T limfositleri gibi
iltihapli hiicrelerin yiiksek bir doniisiimiiniin yaygin oldugu iltihapli hastaliklarda
uygulama bulabilmesi sasirtict degildir [51]. MTX’in metiyonin sentetaz iizerindeki
inhibisyonu ile metiyonin S-adenosil-L-metionine SAM yolu vasitasiyla lenfotoksik
poliaminlerin olusumunun engellenmesine sebep olmaktadir [52]. Poliaminler
putresin, spermidin ve spermin, ¢ogalma, farklilasma, protein sentezi ve bagisiklik
aracilt hiicresel reaksiyonlar dahil olmak iizere hiicre fonksiyonlar1 igin

gerekmektedir [53].



Ancak MTX'in hiicre dongiisiiniin engellenmesi kemik iligi baskilanmasi ve stomatit
gibi bircok yan etkisinin arkasindaki sugludur. Bununla birlikte, bu yan etkileri
azaltmanin bir yolu olarak folik asit veya folinik asidin yaygin kullanimi, anti-
enflamatuar etkililikte herhangi bir azalma ile baglantili degildir, bu nedenle, tek
basina folat antagonizmi ile varsayilan anti-enflamatuar etki mekanizmasina yonelik
bir ikilem yaratir [51]. Diger yandan yiiksek dozlardaki folinik asit, tastyici proteini
RFC-1 tarafindan MTX'in gastrointestinal alimiyla rekabet eder ve bdylece
antiinflamatuar etkilerine miidahale eder. Bununla birlikte, kirmizi hiicre folat
konsantrasyonlarindaki varyasyonlarla iligkili olmasina ragmen folat yolu
polimorfizmleri, MTX'de romatoid artritli hastalarda hastalik aktivitesinin habercisi

degildir [54].

2.2.2. Metotreksatin Farmakokinetik Ozellikleri

Inflamatuar otoimmiin hastaliklarin tedavisinde, MTX genellikle agizdan haftalik tek
doz olarak uygulanmaktadir. Klinik pratikte tedaviye 10 mg/hafta dozunda baslanir,
klinik cevaba veya intoleransa bagli olarak 2-4 haftada bir 5 mg'lik bir artigla
maksimum 20-30 mg/hafta doza kadar tedavi baslanmaktadir [55-60]. Diisiik
dozlarda (<25 mg/kg) oral yolla alinarak tamamina yakini gastrointestinal sistemden
absorbe olabilen MTX’in, artan dozlarinda gastrointestinal sistemde absorbsiyonu
azalmakta ve bu nedenlerden dolay1 6zellikle subkutan (SC) enjeksiyon seklinde
kullanimi son zamanlarda tercih edilen yontem olarak kullanilmaktadir. SC MTX'in,
oral forma kiyasla daha fazla klinik etkinlige ve gelismis tolere edilebilirlige sahip
oldugu gosterilmistir. SC MTX uygulamas1 su anda yetersiz klinik yanit veya oral
MTX ile intolerans durumlarinda &nerilmektedir [60, 61]. Juvenil Idiyopatik Artritte
(JTA), MTX'in 10 ila 20 mg/m2 dozunda etkili oldugu kanitlanmistir. Oral
uygulamadan sonra, MTX proksimal jejunumda indirgenmis folatlar1 ve MTX"
tasiyan proton-bagli folat tasiyict (PCFT/SLC46A1) tarafindan emilir [62] (Sekil
2.6).

Oral ve SC uygulanmasinda merkezi sinir sistemi hari¢ doku dagilimi iyidir. Merkezi
sinir sitemine, sistemik dolagimdaki dozun %3’ i kadar geger. Plevral ve peritoneal

kavite gibi viicut bosluklarma dagilimi yavas olmaktadir. Bundan dolayi, plevral



efiizyon ya da asit gibi nedenlerle meydana gelecek genislemeler, ilacin yavas
salimimina ve plazma konsantrasyonundaki artiga neden olur ve toksisite bulgular
gelisebilir. Plazma proteinlerine zayif bir sekilde (yaklasik %50) baglanir.
Stilfonamidler ve salisilatlar ile birlikte verilirse baglanma orani azalir ve buna bagh
olarak MTX toksisitesi ortaya cikabilir [40]. Insanda genellikle minimal diizeyde
metabolize olan MTX, karacigerde bir enzimatik sistem araciligiyla major metaboliti

olan 7- hidroksimetotreksata doniisiir [44].
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— "Serum Ibiimine protein bagl (dolasgimdaki MTX'in %42 ile

*Enterik tagima (proton-bagh folat tagiyic1 (PCFT/SLC46A1) ile) 57'si).
*Enterik metabolizma (4-amino-4-deoksi-N10-metilpteroik aside, *Diisiik folat tastyici grotein 1 (RFC1/SLC19A1) yoluyla hiicresel alim
MTX'in minér inaktif metaboliti, MTX'in %5'inden az1) ve eritrositl iikleer hiicreler, hepatositler ve sinoviyositler
* Karacigerde ilk gegis metaboli dahil hiicrelerde MTX poligl lara (MTX-Glu) doniisiim.

*Sinovyal sivi dagilim (pl; dakilerle karsilastirilabilir diizeylerde).
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*Enterohepatik geri doniisiim *Glomeriiler filtrasyon

* Tubiiler yeniden emilim
*Aktif tiibiiler sek : bazol. 1 branda organik anyon tasiyicilan
(OATS, SLC22A) 1 ve 3 ve RFCI yoluyla ve ardindan ATP'ye bagh akis
pompalari, ¢oklu ilaca direngli proteinler (MRPS, ABCC) 2 ve 4 ve meme
kanserine direngli protein (BCRP) yoluyla apikal membran boyunca atihim
(Kawase ve digerleri 2016)

Sekil 2.6. Oral uygulamadan sonra MTX'in farmakokinetik siireci; emilimi, dagilima,
metabolizmasi ve atilimi [44].

MTX ve metabolitleri %90°a kadar olan biiyiik bir kism1 48 saat igerisinde (¢cogu ilk
8-12 saat icerisinde) primer olarak bobrekler yoluyla glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler
sekresyonun kombinasyonu ile atilir. Az bir miktar1 da digki ve safra ile atilir. Bu
nedenlerden dolayi, renal kan akimini azaltan, nefrotoksik ya da zayif organik asit
yapisindaki ilaglarla kullanimi, renal atilimi azaltarak daha ciddi myelosupresyona
neden olabilir [63]. Eliminasyonun son asamasinda, olasi bobrek hasari nedeniyle
olusabilecek gecikmeler ilacin kemik iligi, gastrointestinal epitel ve cilt lizerindeki

toksik etkilerinin artmasina neden olur [54].



MTX'in hiicresel alimina, a ve B folat reseptorlerinin sinirlt katkistyla indirgenmis

folat tasiyici protein 1 (RFC1/SLC19A1) aracilik eder [59, 62] (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Metotreksat (MTX) tastyicilari, metabolik yollar ve hiicre i¢i enzim
hedefleri [44].

MTX'in hiicresel akisi, ¢ok sayida ilag ve kemoterapotik ajan igin tasiyici olarak
onemli bir rol oynayan ATP baglayici kaset proteinleri (ABCC) tarafindan yonetilir
[62, 63]. Hiicre i¢inde, intraseliller MTX'in bir kismi, folilpoliglutamat sentetazin
(FPGS) katalitik etkisi ile yedi kadar glutamat kalintist MTX'e eklenerek MTX
poliglutamatlara déniistiiriiliir [64]. Ug¢ glutamat kalintisindan daha uzun zincirlere
sahip MTX tiirevleri, ABCC exporter proteinleri i¢in substrat olusturmadigindan
hiicresel tutulumu arttirmistir. Poliglutamasyon, gama-glutamil hidrolaz (GGH)
tarafindan katalize edilen ve sabit bir hiicre i¢i MTX seviyesi lreten bir
deglutamasyon siireci ile tersine cevrilir [65, 66]. MTX-poliglutamatlar, oral
uygulamadan sonra kirmizi kan hiicrelerinde, nétrofillerde, mononiikleer hiicrelerde,
hepatositlerde ve sinoviyositlerde bulunur [67]. MTX poliglutamatlarin hiicre igi
birikimi, ilacin siirekli etkinligi ile sonuclanir ve nispeten kisa plazma eliminasyon
yarl Omriine ragmen haftada bir kez MTX uygulamasma izin verir [68]. MTX-

poliglutamat diizeylerinin romatoid artritli hastalarda klinik yanitla korele
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oldugundan, MTX poliglutamatlarinin ilacin aktif formu olduguna inanilmaktadir
[69].

2.2.3. Metotreksatin Yan Etkileri

Yasami tehdit edebilecek boyutlara ulasabilen MTX’in yan etkileri, bu ilacin
gastrointestinal emiliminin bireyler arasi degiskenligi nedeniyle degiskendir. Yan
etkiler ve siddeti uygulama dozuna ve sikligina baglidir. En sik rastlanan yan etkiler
hafif ve geri donistimliidiir ve genellikle iki hafta i¢inde sonumlanmaktadir [70].

MTX’in neden oldugu bazi yan etkiler ilacin piirin, pirimidin, folat ve poliamin gibi
metabolik yollarin bozukluklari ile dogrudan iligkilendirilmektedir. MTX esas olarak
psoriatik lezyonlarda oldugu gibi, folat metabolizmasini antagonize ederek
antineoplastik 6zellik gostermekte iken, neoplastik hiicreler yaninda hizli boliinen
diger hiicrelerde de niikleik asitlerin yapimini engellemektedir [71]. Oral iilserler ve
dispepsi tipik olarak en sik goriilen erken semptomlardir ve tedavinin baslamasindan
sonraki haftalar i¢inde ortaya ¢ikabilir. Erken dermatolojik raporlar esas olarak olasi
kemik iligi hasari ile ilgili gibi goriinseler de sonraki ¢aligmalar bunun karaciger
fonksiyonundaki degisiklikleri ile de ilgili oldugunu rapor etmislerdir [72]. MTX"in
kullanim dozu ve siiresine bagl olarak renal toksisite, norotoksisite, hematolojik

toksisite, kutanomukoz toksisite ve pulmoner toksisite ortaya ¢ikabilmektedir [73].

2.2.4. Patofizyoloji

Cesitli otoimmiin ve inflamatuar bozukluklarda yaygin kullanimima ragmen, diisiik
dozlarda dahi olsa MTX ilag toksisitesinden muaf degildir. MTX ile iligkili en yaygin
advers reaksiyonlar gastrointestinal belirtiler (bulanti, kusma, stomatit, istahsizlik) ve
hepatotoksisitedir. Genel olarak, MTX tedavisinin kesilmesinin ana nedeni, etkinlik
eksikligi degil, toksisitedir [74]. Dikkatli ve uygun hasta izlemesi (kan hiicresi
sayimi, karaciger enzimleri, kreatinin) ile yapilacak olan periyodik izleme MTX’in
etkilerinin erken gbzlenmesi agisindan 6nemlidir ve olusacak risklerin 6nemli 6lgiide

en aza indirilmesi bakimindan kayda deger goriilmektedir [75].
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Folat eksikligi ile iligkili olmayan toksisiteler arasinda nodiiloz, pulmoner fibroz,
uyusukluk, yorgunluk ve bdbrek yetmezligi yer alir. MTX'in molekiiler etki
mekanizmalarinin anlasilmasi, MTX ile iliskili toksisitelerin ¢ogunu agiklamaya

yardimci olabilir [76].

Bir folat antagonisti olan MTX’in etki mekanizmalar1 ve toksisitesi folik asidin
metabolik yolaklar1 incelenerek daha 1iyi anlasilabilir (Sekil 2.8). Folat,
tetrahidrofolata (THF) dondstiiriildiigii hiicrelere tasinir. Dihidrofolat rediiktaz
(DHFR), metiyonin sentaz (MS), timidilat sentaz (TS), aminoimidazol karboksamid
riboniikleotid transformilaz (AICRT) ve glisinamid riboniikleotid transformilaz
(GARFT) enzimlerini igeren pirimidin ve purin sentezleri i¢in gerekli bir dizi
metabolik reaksiyona Katilir. Folatlar hiicre iginde poliglutamasyona ugrarlar, bu da

azalmis akis ve artan alim nedeniyle hiicre i¢i depolarini arttirir [77].
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Sekil 2.8. Folat AICRT'nin metabolik yollar1 [77].

Metotreksat ve folinik asidin ana hiicre i¢i etki bolgeleri (Sekil 2.9)'da gosterilmistir.
Metotreksat hiicre dis1 konsantrasyonlar1 20 pmol/L'yi astiginda, hiicre zar1 boyunca
pasif difiizyon gercgeklesir. ATP baglayici kaset (ABCC) tasiyicilar (esas olarak
ABCC1-4, ABCG2) metotreksati hiicrelerden pompalar. Hiicre i¢i metotreksat

(folatin yani1 sira), hiicrelerde uzun siire tutulan aktif bir forma (metotreksat
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poliglutamat; MTXpglut) poliglutamasyona ugrar. Poliglutamasyon, hassas enzimler
icin metotreksatin afinitesini arttirir. Poliglutamatlanmis kuyruk (>5 glutamik asit
kalintis1) ne kadar uzun olursa, hiicrelerden difiizyon daha yavas olur ve inhibe
edilen enzimlere afinitesi daha giiglidiir. y-glutamil hidrolaz (GGH) ile hidroliz,
metotreksatin poliglutamasyonunu tersine cevirir. Bu, metotreksat ve kisa zincirli

MTXpglut'un hiicresel akis1 ile sonuglanir [77].
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Sekil 2.9. Metotreksat ve folinik asidin hiicre i¢i etki bolgeleri [77].

Metotreksat ve MTXpglut tarafindan DHFR, timidilat sentaz ve AICRT-GARFT
olmak Tlzere ii¢c enzim inhibe edilir. Metotreksatin DHFR'ye baglanmasi,
stokiyometrik ve rekabetcidir; THF sentezini durdurmak i¢in %95 inhibisyon
gereklidir. Bu, sirasiyla pirimidin ve plirin sentezinde yer alan timidilik asit ve inozin
monofosfatin THF tiikkenmesine ve sentezinin azalmasma neden olur. DHFR'in
inhibisyonundan kaynaklanan diisiik THF ve N5-metil THF konsantrasyonlar1 ayrica
homosistein ve metabolitlerinin ve uyarici amino asitlerin N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerinin uyarict agonistleri birikmesine neden olur. Azalan
metiyonin arzi, nihayetinde noronal miyelin kilifinin sentezinin azalmasina neden
olur. Timidilatin inhibisyonu ise pirimidin sentezinin azalmasina neden olmaktadir.
AICRT-GARFT enzimlerinin inhibisyonu nedeniyle de piirin sentezi azalir.
Dolayisiyla hem dogrudan enzim inhibisyonu ve hem de THF'lin tiikkenmesi yoluyla
DNA, RNA ve protein sentezi MTX ve MTXpglut tarafindan bloke edilmektedir
[78-81).
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Metotreksat sitotoksisitesinin siddeti ve tiiri hem konsantrasyona hem de maruz
kalma siiresine bagli olarak degisir. Yiiksek konsantrasyonlara (dakikalar veya
saatler boyunca mmol/L) kisa siireli maruziyet tolere edilebilecegi gibi, aym
zamanda akut bobrek, karaciger ve merkezi sinir sistemi toksisitesine de yol acabilir
[77]. Uzun siireli diisiik konsantrasyonlar ise (6rn. 24-48 saat boyunca 0.05-0.1
umol/L) kemik iligi ve gastrointestinal etkiler dahil yasami tehdit eden toksisiteye
neden olabilir [82]. Poliglutamasyon, hiicreler 6 saat boyunca 2 upmol/L'lik
metotreksat konsantrasyonlarina maruz kaldiginda meydana gelir ve bu, HD-MTX
ile iligkili daha yiiksek toksisite insidansi ve siddetini ortaya ¢ikarir [83]. HD-MTX'i
takiben metotreksatin DHFR inhibitdr aktivitesinin yaklasik 1/100-1/200ne sahip
olan 7-hidroksi-metotreksat olusur [84]. 7-hidroksi-metotreksat da poliglutamatlagir
ve bu form hiicrelerde uzun siire kalarak toksisitenin artmasina neden olur [77].
Ekstra folat, intraseliiler olarak DHFR tarafindan THF'e indirgemesi, MTX kaynakli
DHFR inhibisyonda ekstra folatin neden MTX toksisitesi i¢in bir antidot olarak
kullanilamayacagini agiklar. Ayrica, dneysel bir caligmada folik asidin metotreksatin

bobrek geri emilimini azalttigi da gosterilmistir [85].

2.2.5. Bébrek Dokusu Toksisitesi

Metotreksat (MTX)’in da dahil oldugu bircok cesitli ilaglar ve toksinler bdbrek
tarafindan metabolize edilmekte ve salgilanmaktadir. Bu mekanizma da ilaca baglh
nefrotoksisiteye onemli Ol¢iide katkida bulunmaktadir. Diisiik doz MTX'in bobrek
hasar1 gosterebilecegi iyi belgelenmis [44, 86] olmakla birlikte, MTX kaynakl
bobrek hasarnin altinda yatan mekanizma bilinmemektedir. Yiiksek doz MTX'in,
asit idrarda MTX ve onun ana metaboliti olan 7-OH-MTX'in ¢okelmesi yoluyla
bobrek hasarina neden olabilecegi ve bunun da intratiibiiler obstriiksiyona ve bobrek

fonksiyonunda bozulmaya katkida bulunabilecegi bildirilmistir [87].

Kalp debisinin (RBF) yaklasik %25'ine denk gelen yiiksek renal kan akiminin bir
sonucu olarak bobrege yiiksek oranda ila¢ ve toksin iletimi, bobregi yiiksek dereceli
ila¢ konsantrasyonlarina maruz birakmaktadir [87, 88]. TALH tiibiiler hiicrelerinin,
ozellikle Henle kulpundakiler, Nal-K1-ATPaz giidiimlii tasima ile aktif ¢dziinen

taginmasiyla iligkili yiiksek metabolik oranlar1 nedeniyle olusan nispeten hipoksik
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ortam bu hiicrelerin asir1 hiicresel is yiikii, nefrotoksik ile iligkili yaralanma riskini
artirmaktadir [81]. MTX gibi bazi ilag ve metabolitler bobrek medtrSullasinda ve
interstisyumda yliksek konsantrasyonlarda birikerek dogrudan toksisite yoluyla
bobrek hasarina ve ayrica azalmis prostaglandin ve artan tromboksan iiretiminden
kaynaklanan iskemik hasara neden olabilmektedir [81, 87]. Ayrica, MTX ile iligkili
bobrek hasarinin, adenozin plazma konsantrasyonunun indiiklenmesi ve ardindan
bobrek parankimindeki Al reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla aracilik ederek,
bobrek kan akisini azaltarak ve dolayisiyla bobrek fonksiyonunu azaltarak
olabilecegi oOne siiriilmiistir [89]. MTX uygulamalari sonucu olusan toksik
metabolitleri ve ROS, bobrek metabolizmasi igerisinde yerel antioksidanlar1 bastirir

ve tlibiiler hasari tesvik ettigi de diistiniilmektedir [88] (Sekil 2.10).

Yiiksek metabolik hizlar ve hiicrelerin iy yiikii
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Sekil 2.10. ilaca bagh nefrotoksisite riskini artiran bobrek faktorleri [77].

MTX'in %90'imdan fazlasi bobrekler tarafindan atilmaktadir [77, 90]. MTX'in neden
oldugu bobrek fonksiyon bozuklugunun etiyolojisine, MTX'in ve onun
metabolitlerinin renal tiibiillerde ¢okeltilmesi veya MTX'in renal tiibiiller {izerindeki
dogrudan toksik etkisinin aracilik ettigi diisiiniilmektedir. MTX, asidik pH'ta az
¢Oziiniir ve metabolitleri 7-OH-MTX ve DAMPA, sirastyla MTX'ten alt1 ila on kat

daha az ¢ozlinir [91].
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Metotreksat, pH'1 4.8-5.5 olan zayif bir asittir ve asidik bir ortamda az ¢oziiniir. Idrar
pH'1 5.5't¢ 2 pmol/L iizerinde renal metotreksat konsantrasyonlari iretilebilir [77].
Idrar pH'sinda 6.0'dan 7.0'a bir artis, MTX ve metabolitleri olan 7-OH-MTX ve
DAMPA’nin alt1 ila on kat daha az ¢oziinmesine neden olur. 7-OH-MTX ayrica
tiibiiler sekresyonda metotreksat ile rekabet edebilir. Bu nedenle asidik idrarda
metotreksat ve metabolitler renal tiibiillerde ¢okelerek oligiirik olmayan, genellikle
geri doniisimlii bobrek yetmezligine neden olur. idrar pH'm1 5'ten 7'ye ¢ikarmak
metotreksat ¢oziintirliigiinii 23 kat, 7-OH-MTX'1 12 kat ve DAMPA'y1 17 kat
artiracaktir. Yeterli hidrasyon ve idrar akisi metotreksata bagli bobrek yetmezligi

riskini ve bunun sonuglarini azaltabilir [82, 92, 93].

Yiiksek dozlardaki MTX'nin neden oldugu akut tiibiiler nekroza bagli akut bobrek
yetmezligi nadir (%2-4) goriilmekle birlikte ciddi ve sliphelidir [82]. Bu toksisite,
bobrek tiibilllerinde MTX veya metabolitlerinin ¢okelmesi [94] nedeniyle
obstriikksiyona ve renal klirensin azalmasina ve dolayisiyla MTX yiiksek
seviyelerinin uzamasina neden olur. MTX ayni1 zamanda tiibiiler epitel iizerinde
dogrudan bir toksin gorevi gorebilir [95] ve afferent arteriyol devazo konstriksiyona
neden olabilir [96].

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada uzun siireli diisiik doz MTX uygulamasinin
bobrek dokusunda MTX birikmesine ve oksidatif streste bir artis yoluyla ciddi

glomeriiler ve tiibiiler hasara neden oldugunu gosterilmistir [97].

MTX esas olarak renal atilimla temizlendiginden, MTX'in neden oldugu bdbrek
fonksiyon bozuklugu, MTX'in eliminasyonunun gecikmesine yol agmakta ve sonugta
ortaya slirekli yiikksek plazma MTX konsantrasyonu ¢ikmakta ve MTX
toksisitelerinde belirgin bir artiga yol agabilmektedir [98].

MTX redoks degistirici Ozellikleri, ilacin immiinosupresif etkilerinin 6nemli bir
mekanizmasi olarak one ¢ikmaktadir. Diisiik doz MTX'in, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimi yoluyla transforme T hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi
bulunmustur [99, 100]. MTX ile indiiklenen ROS olusumuna tetrahidrobiopterin
tilkenmesi aracilik edebilir. MTX, DHFR'nin gii¢lii bir inhibitériidir. DHFR,
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dihidrobiopterinin nitrik oksit sentazlar (NOS'lar) tarafindan NO sentezi i¢in gerekli
bir  kofaktdor olan tetrahidrobiopterine  indirgenmesini  katalize  eder.
Tetrahidrobiopterinin tiikenmesi NOS'u ayirarak NO sentezinin kaybina ve ROS
tiretiminde artisa neden olur [101]. Farelerde, hem tetrahidrobiopterin hem de
dihidrobiopterin, endotelyal NOS'u (eNOS) esit afinite ile baglar. Tetrahidrobiopterin
NO iiretimini tesvik ederken, dihidrobiopterin eNOS ayrismasint ve siiperoksit

tiretimini tesvik eder [102].

MTX tedavisi yapilan vahsi tip farelerde dihidrobiopterin seviyelerinde bir yiikselme
ve bir azalma tetrahidrobiopterin: dihidrobiopterin orani ile sonuglanmigtir [102]. In
vitro olarak, doniistiiriilmiis insan T hiicre hattinda (jurkat hiicreleri) MTX ile
indiikklenen apoptozun, artan ROS {iretimi ve Jun-N-terminal kinaz (JNK)
aktivasyonunun aracilik ettigi bulunmustur. T hiicrelerinin aksine, MTX, goriiniise
gore FLS'lerde T hiicrelerine kiyasla asir1 diisik NOS enzim seviyeleri nedeniyle,
FLS'lerde ROS sentezini ve JNK aktivasyonunu indiiklemede basarisiz oldu
diistiniilmektedir [103]. Ayrica, yapilan baska bir calismada, MTX'in IL6 ile
indiiklenen ROS olusumunu ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir

[104].

2.2.6. Metotreksat Toksisitesi ve Oksidatif Stres

MTX, bir dihidrofolat rediiktaz inhibitoriidiir ve daha genel olarak konusursak,
bircok NAD(P)H'ye bagli oksidorediiktazdir ve klinik kullanimi ¢esitli toksisitelerle
iligkilidir. DHFR'nin tiim hiicresel havuzunun inhibisyonunu indiiklemek i¢in ytiksek
MTX dozlar1 gerekmektedir ve yan etkilerinin artan sikligi ve siddeti ile iliskilidir
[14].

MTX, glikoz metabolizmasina dahil olan bircok enzimi inhibe ettigi goriilebilir. Bu
sekilde inhibe edilen enzimlerin tiimii dehidrojenaz  enzimleridir ve

NAD+/NADP+nin NADH/NADPH'ye indirgenmesinde rol oynar [105].

Hem G6PD hem de 6PGD enzimleri, oksitlenmis glutatyonun azaltilmasinda,

NADPH oksidaz yoluyla serbest radikallerin iiretilmesinde, kolesterol {iretimi,
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steroidojenezde nihai kullanim igin pentoz fosfat yolaginda NAD(P)+'nin
NAD(P)H'ye indirgenmesini katalize eder. Kalan enzimler biiylik ol¢cide TCA
dongiisii reaksiyonlarinda yer alir ve bu da mitokondri iginde NAD+nin NADH'ye
indirgenmesine neden olur. Cogalan hiicrelerde, pentoz fosfat yolu ve malik enzimin
etkileri hiicresel NAD(P)+ rejenerasyonunun en Onemli kaynagi olarak kabul
edilmektedir [14]. Bu enzimlerin bloke edilmesiyle, hiicresel olarak glutatyonu
yeniden olusturma ve oksidatif stresle bas etme yetenegi engellenir. Oksidatif stresle
miicadelede hiicrelerin glutamine bagimliligini vurgulayan glutaminaz-2 {iretiminin
kaybi, NAD(P)H iiretiminin azalmasina, glutatyon iiretiminin azalmasina ve kanser
hiicrelerini iyonlastirict radyasyonla indiiklenenler gibi oksidatif streslere duyarh
hale gelmesine neden olmaktadir [106]. MTX dozlar arttikga hem normal hem de
anormal hiicreler i¢in Olimciil oldugunu kanitlayan daha biiyiikk bir oksidan

tamponlama engeline neden olur [107].

Invivo MTX metabolizmasi, folilpoliglutamil sentetaz  enzimi  yoluyla
poliglutamasyon ile dogal folatlara benzer bir yol izler [109, 110]. Ozellikle ii¢ veya
daha fazla glutamat kalintis1 iceren MTX poliglutamatlar, degistirilmemis MTX'ten
daha uzun siire ve daha yiiksek enzim etkinligiyle hiicrelerde tutulur. Poligliitamatl
metotreksatin hiicresel konsantrasyonlari, dolagimdaki ilacin yoklugunda bile

hiicresel etki baslayincaya kadar yiikselir [108].

Oksidan strese artan duyarlilikla birlikte azalmis NADH ve glutatyon, metotreksat
tedavisine benzer bir etkiye neden olur [109]. Organizmalar, reaktif oksidanlarin
seviyesini ve bunlarin neden oldugu hasar1 siirlamak igin bir¢ok savunma
mekanizmasi gelistirmislerdir [110]. Hiicrenin serbest radikallerden kaynaklanan
oksidatif hasara karsi koymak icin antioksidan savunma sistemine ragmen, DNA ve
proteinlerin radikalle iligkili hasarinin kanser, arteriyoskleroz, artrit, eurodejeneratif
bozukluklar gibi yasa bagli hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi 6ne
siriilmistiir. Reaktif oksijen tiirleri, DNA bazlar1 dahil olmak iizere hiicresel
bilesenlerle etkilesime girer ve hasarli bazlar veya iplik kopmalari olusturur [111].
Oksijen radikalleri, eklentiler olusturarak DNA ile reaksiyona giren ara maddeler

olusturan lipidleri veya proteinleri oksitler.
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2.3. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, reaktif oksijen iceren bilesiklerin normal kosullar altinda oldugundan
daha yiiksek sayida oldugu bir hiicre veya hiicre grubunun spesifik bir durumudur.
Biyolojik sistemdeki oksidan tiirler lehine oksidan-antioksidan denge oraninin
bozulmasi olarak da tanimlanabilir [112]. Bu, i¢ savunma sisteminin oksidan tiirleri
noétralize etme potansiyeline sahip olmadig1 anlamina gelir. Bu oksidan tiirler reaktif
oksijen tiirleri (ROS) veya reaktif nitrojen tiirleri (RNS) [113] veya oksitlenmis
lipidler olabilir [114]. Baslica ROS’lar ve onlarin detoksifikasyon yollar1 (Sekil
2.11)’de 6zetlenmistir [115].

Nitrik oksit sentaz =———————Nitrik oksit
NO*

A

Peroksinitrit
ONOO
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Ksantin oksidaz Glutatyon peroksidaz

Sekil 2.11. Baglica ROS’ lar ve detoksifikasyon yollar1 [115].

Hiicresel metabolizma basta olmak iizere sinyal iletimi ve gen transkripsiyonu gibi
bircok yasamsal faaliyetler i¢in temel bir unsur olan molekiiler oksijen ayni zamanda
dokunun tahrip olmasinin ve/veya normal islev gérme yeteneginin bozulmasinin da
bir nedeni olabilmektedir (Sekil 2.12). Oksidanlar, serbest radikaller, oksijensiz
radikaller (OFR) veya daha genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirilirlar. Baz1 durumlarda ROS, temel biyolojik islevlere hizmet etmek igin
0zel olarak tretilirken, diger durumlarda bunlar metabolik siire¢lerin yan {riinleridir

[116]. Ortalama bir insanda her giin her viicut hiicresine saldiran yaklasik 10.000—
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20.000 serbest radikal vardir [32]. Nitrik oksitler (NO), vaskiiler diiz kas hiicre
gevseme ve ¢ogalmasi, anjiyogenez, trombosit agregasyonu, lokosit adezyonu
tromboz, vaskiiler tonus ve hemodinamik diizenleme islevlerini gergeklestirmektedir

[36, 117].

ROS

l

Zincirleme tepki

Membran hasar:

v \)r’
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| g - Y
Lipid peroksidasyonu > Oksidatif hasar ; Knlr,:l:m
Nekroz Apoptoz

Sekil 2.12. Oksidatif stres kaynakli hiicresel hasar [116].

Oksidatif stres, kronik kardiyovaskiiler hastaliklar [118, 119], yaslanma [120],
karaciger yapist ve fonksiyonu bozukluklart [121] ve kanseri [122], farkli
norodejeratif hastaliklar [6], AIDS, diyabet, katarakt, Alzheimer ve Parkinson gibi
cok cesitli patolojik durumlarin ana nedenlerinden biri oldugu bulunmustur [123-

130].
2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI
Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasarin

onlenmesi icin genel olarak viicutta ve hiicresel bazda "antioksidan savunma sistemi"

ad1 verilen oksidatif strese kars1 giiglii bir savunma sistemleri vardir. Serbest radikal
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tutucular ve bazi enzimler olusturdugu savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi

etkilidir [131].

ROS ve metabolitlerinin yiiksek derecede toksik etkilerinden kurtulmak i¢in doganin
kendisi, eksojen veya endojen kaynaklardan dogrudan veya dolayli yollarla
uygulanan bazi koruyucu onlemler gelistirmistir. ROS ile karsilasabilen ve ROS'un

neden oldugu hasara direnebilen maddeler topluca antioksidanlar olarak

adlandirilabilir (Cizelge 2.1), [132].

Cizelge 2.1. Biyolojik sistemlerdeki baslica antioksidan enzim ve bilesikler [132].

Antioksidan Enzimler Endojen Bilesikler Ekzojen Bilesikler
Siiperoksit dismutaz (SOD) Askorbik asit Polifenoller

Katalaz (CAT) Glutatyon (GSH) Karatenoidler

Glutatyon peroksidaz (GPx) Alfa-tokoferol Flavanoidler

Glutatyon rediiktaz (GR) Urik asit Kurkuminoidler Alkaloidler

Hiicrelerdeki endojen antioksidan bilesikler, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik

olmayan (metabolik ve besleyici) antioksidanlar olarak siniflandirilabilir.

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
rediiktaz (GRx) gibi ROS'un nétralizasyonunda dogrudan rol oynayan baglica
enzimatik antioksidanlar, molekiillerin son yoriingesinden elektron transfer ederek
detoksifikasyon saglarlar [133]. Serbest radikallere kars1 ilk savunma hatt1 olan SOD,
stiperoksit anyon radikalinin (O;7) indirgenerek hidrojen peroksite (H,0,)
dismutasyonunu katalize eder. Olusan oksidan (H,0,), katalaz (CAT) veya glutatyon
peroksidaz (GPx) tarafindan su ve oksijene (O2) donistiiriiliir. Selenoprotein GPx
enzimi, indirgenmis glutatyonu (GSH) oksitlenmis glutatyona (GSSG) oksitlemek
icin kullanarak H,0,'yi uzaklastirir. Bir flavoprotein enzimi olan glutatyon rediiktaz,
indirgeyici giic kaynagi olarak NADPH ile GSSG'den GSH'yi yeniden iiretir.
Hidrojen peroksitin yani sira GPx, glutatyonu (GSH) oksitlerken lipit veya lipit
olmayan hidroperoksitleri de azaltir (Sekil 2, 13) [134].
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Sekil 2.13. Enzimatik antioksidanlarin genel etki mekanizmasi [116].

Siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonu
reaksiyonunu Katalizleyerek hiicre i¢in daha az zarar olan H,O,’yu olusturur. SOD
enzimi SOD1, SOD2 ve SOD3 olmak iizere ii¢ izoenzim halinde bulunur. Metal
kofaktorleri olarak bakir (Cu) ve c¢inko (Zn) iceren SODI1 sitozolde bulunur.
Mitokondriyal izoform olan SOD2 metal kofaktor olarak manganez (Mn) igerirken,
hiicre dis1 formu kodlayan SOD3 ise bakir (Cu) ve ginko (Zn) igerir [129, 130]
Glutatyon peroksidaz (GPx) ve CAT oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi en

onemli enzimatik savunma mekanizmalaridir [131, 135].

Tetramerik yapida ve 4 selenyum atomu igeren Glutatyon (GSH) enzim ailesi,
Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon S-transferaz (GST) ve Glutatyon rediiktaz
(GR) olmak iizere ii¢ ana grupta toplanirlar [136, 137]. GPX, hidrojen peroksidlerin
indirgenmesinden sorumlu olan sitozolik bir enzimdir. GPx ve Glutatyon rediiktaz
(GR), birlikte ¢alisir ve glutatyon harcayarak H,O,’nin rediiksiyonunu katalizlerler
[131]. GSH’lerin tiikenmesi durumunda hiicrede H,O, konsantrasyonunda artis
meydana gelir ve DNA hasarina neden olabilir. Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile
meydana gelen okside glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktazin katalizledigi ters
reaksiyon katilir ve bir protonun NADPH’den GSSG’ye aktarimi ile tekrar GSH'a
dontisiir [136, 138].
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Glutatyon peroksidaz, GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 ve GPx5’ten olusan bes izoform
halinde bulunur. Sitozolik bir izoform olan GPx1, dokularda yaygin olarak
bulunurken, GPx2 ise gastrointestinal bir formdur. GPx3, plazma ve epididim
stvisinda bulunur. Diger bir sitozolik enzim olan GPx4 (fosfolipid hidroperoksid
glutatyon peroksidaz) da monomerik selenyum atomu ihtiva eder ve membrane
fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirgeyerek detoksifiye eder. Membrana
bagli en 6nemli antioksidanlardan olan vitamin E yetersizliginde, GPx4 membrani
peroksidasyona karsi korunmasini saglar [136-140]. GPx5 ise epididimde
bulunmaktadir. GSH’lar solunum patlamasi1 sirasinda fagositik hiicrelerde
olusabilecek zarari, serbest radikal peroksidasyonu ile Onler. Eritrositlerde de
olusabilecek oksidatif strese karsi en etkili antioksidan olan GSH’lar, aktivitesindeki

azalma sonucu artan hidrojen peroksite bagli olarak siddetli hiicre hasarina neden

olabilir [136- 138].

Katalaz, yapisindaki hem- grubundan dolayr hemoprotein olarak kabul edilmektedir
[141]. Karaciger, bobrek, miikoz membran, kemik iligi ve kanda yiiksek
konsantrasyonda olup, H2O; olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif
tepkimeyle, H,0; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle

hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir [142].

2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Metabolik antioksidanlar ve besleyici antioksidanlar olarak ikiye ayrilan enzimatik
olmayan antioksidanlar askorbik asit (C vitamini), GSH, E vitamini, beta-karoten ve

flavonoidler gibi antioksidanlardan olusmaktadir [143, 144].

Suda ¢6ziinen bir vitamin olan askorbik asit (C vitamini), lipit peroksidasyonunu
baslatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona karsi korunmasini
saglar. Oksidanlarin anti-proteazlar1 inactive etmesini engeller. C vitamininin
antioksidan potansiyeli, O, ¢ ve OHenin dogrudan uzaklastirilmasi ile ilgilidir.
Ayrica, E vitamini rejenerasyonunda gorev alan askorbik asit, tokoferoksil
radikalinin a-tokoferole indirgeyerek, oksitlenmis E vitamininin yenilenmesinde rol

oynar. Antioksidan etkilerinin yaninda diisiik konsantrasyonlarda, organizmada
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fenton reaksiyonu olarak bilinen, ferri demiri (Fe*?) ferro demire (Fe*?) indirgeyerek
hidrojen peroksitle etkilesimi olan siiperoksit radikali {iretimine neden olur. Bu etkisi
nedeniyle askorbik asit ayn1 zamanda pro-oksidan olarak da kabul edilmektedir [144-
148).

Yagda ¢oziinen ve zincir-kirict bir antioksidan olan a-tokoferol’iin en 6nemli gorevi
oksijen serbest radikallerine kars1 membrane lipidlerindeki yag asitlerini korumaktir.
Plazma membrana, endoplazmik retikuluma ve mitokondri membranina
fosfolipitlerinin a-tokoferol affinitesi ¢ok yiiksektir. Tokoferoller fenolik bir
hidrojeni peroksidasyona ugramis bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit
radikaline aktarir ve serbest radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmasini saglarlar
[117]. Olusan serbest a-tokoferol radikali diger bir serbest peroksit radikaliyle
reaksiyona girer ve boylece a-tokoferol geri doniislii oksidasyona ugramaz [149,
150].

A vitamininin 6ncli maddesi olan B-karoten yagda ¢oziinen bir antioksidan olarak
serbest radikalleri biyolojik hedeflerle reaksiyona girmeden dogrudan yakalayabilir.
Ayrica zincir kiran bir antioksidan olarak O2  ve serbest radikallerin olusumunu
engel olur [151-154].

Oksidatif hasara kars1 hiicre korumasinda 6nemli rol oynayan GSH, sitozolde ve
mitokondride bulunur. GSH ayrica ¢ekirdekte DNA onarim ve ekspresyonu igin

gerekli olan siilthidril proteinlerinin redoks durumunu korur [155].

C ve E vitaminlerine gore daha etkili olan antioksidanlar olan flavonoidler, radikal
stipirme i¢in ideal yapidadirlar. Flavonoidlerin antioksidan aktivite yapisi, H+ ve
elektronlarin dondr ajami olarak reaktivite; olusan flavanol radikalinin stabilitesi;
diger antioksidanlara kiyasla reaktivitesi; selat gecis metalleri kapasitesi; ¢oziiniirliik
ve membranlarla etkilesimi olmak tlizere bes faktor tarafindan belirlenebilir.
Flavonoidlerin serbest radikalleri siipirme aktivitesi, oksidasyon potansiyelinin

biiyiikliigiiyle ters orantilidir [156].
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2.4.3. Antioksidan Olarak Fitokimyasallar

Fitokimyasallar, genel olarak bitkilerden elde edilen kimyasallar olarak
tanimlanabilir. Bu kimyasallar, bitki metabolizmasindaki rollerine bagli olarak
birincil veya ikincil bilesenler olarak siniflandirilir. Birincil bilesenler, sekerler,
amino asitler, proteinler, niikleik asitlerin piirin ve pirimidinlerini, klorofilleri vb.
ierir. ikincil bilesenler, alkaloidler (amino asitlerden tiiretilen), terpenler (bir grup
lipit) ve fenolikler (karbonhidratlardan tiiretilen) gibi geri kalan bitki kimyasallaridir
[157].

Antioksidanlar, viicutta, meyve ve sebze gibi bitkilerde dogal olarak bulunan ikincil
bilesenler veya metabolitlerdir. Bir antioksidan, hassas bir substratin oksidasyonunu
engelleyen herhangi bir sey olarak basit terimlerle tanimlanabilir. Bitkiler, duyarl
substratin oksidasyonunu 6nlemek i¢in karotenoid, flavonoid, sinnamik asit, benzoik
asit, folik asit, askorbik asit, tokoferoller ve tokotrienolleri igeren ¢ok etkileyici bir
antioksidan bilesikler dizisi retir [157]. Yaygin olarak bilinen antioksidanlardan
bazilar1 beta-karoten, askorbik asit ve alfa tokoferoldiir [155]. Beta-karoten, A
vitamininin Onclisii olarak bilinir; karacigerde ve ince bagirsagin mukoz
membranlarinda A vitaminine doniistiiriilir. Beta karoten, viicuda toksik etki
olmaksizin neredeyse sinirsiz miktarlarda alinabildiginden daha giivenli bulunmustur
[148]. Askorbik asit, ¢ok islevli dzelliklere sahiptir. Kosullara bagli olarak askorbik
asit, bir antioksidan, pro-oksidan, bir metal selator, bir indirgeme ajani veya bir
oksijen tutucu olarak islev gorebilir. Askorbik asit, metal igeren sulu sistemlerde,
bunlar1 indirgeyerek, daha diisiik degerlikli hallerinde daha aktif oksidasyon
katalizorleri haline gelen bir pro-oksidan gorevi gorebilir. Ilave metallerin

yoklugunda askorbik asit, yiiksek konsantrasyonlarda etkili bir antioksidandir [157].

E vitamini, iyi bilinen antioksidan fonksiyonlara sahip bir bilesikler grubudur. E
vitamini bilesikleri arasinda tokoferol ve 6zellikle a-tokoferol, en gii¢lii biyolojik
aktiviteye sahiptir. Tokoferol, yaygin olarak memeli dokusunda bulunur [158]. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu geciktirerek doku esnekligini koruyan,
dogal olarak olusan bir antioksidandir ve glutatyon peroksidazin Onemli bir

bilesenidir. Eksikligi, kardiyovaskiiler hastalik (konjestif kardiyo miyopati),
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hizlandirilmis ateroskleroz, iskelet kasi miyopatisi, artmis kanser riski, yaslanma,
katarakt ve bozulmus bagisiklik fonksiyonunun gelismesine katkida bulunan faktor
olarak belirtilmistir [159]. C vitamini (askorbat), E vitamini (tokoferol) ve
kartonoidler gibi kiiclik molekiilli diyet antioksidanlari, antikarsinojenler ve

dejeneratif hastaliklara karsi savunma olarak 6zel ilgi uyandirmistir [58].

Ellagik asit, farkli kimyasallar veya stresorlerin neden oldugu oksidatif strese karsi
kullanilan, kapsamli olarak c¢alisilmis fenolik antioksidanlardan biridir. EA'nin
oksidatif streste potansiyel ve mekanik roliinii anlamak i¢in EA'nin biyolojik

sistemdeki antioksidan yetenegini lizerine son yillarda 6nemli ¢alismalar yapilmustir.

2.5. ELLAGIK ASIT

Ellagik asit (EA) dogal ve kuvvetli bir antioksidandir. Kimyasal adi 2,3,7,8-
tetrahidroksi-kromeno [5,4,3-cde] -kromen5,10-dion'dur. Yapi, dort hidroksil grubu
ve iki lakton fonksiyonel grubundan olusur. Ikiden fazla hidroksil grubunun varlig
nedeniyle bu fenolik bilesik polifenolik olarak simiflandirilmistir. EA'nin  giiclii
antioksidan potansiyelinin ana sebebi iki ¢ift hidroksil grubu igermesidir. Deneysel
sonuglar ayrica EA'nin gallik asit, kafeik asit, proto-katekuik asit, epikatesin ve
kaempferole benzer antioksidan aktiviteye sahip oldugunu, ancak ferulik asitten daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Barch ve ark. [160], bu iki ¢ift
hidroksil grubunun EA'nin antikanserojenik aktivitesinde 6nemli bir rol oynadigini
ortaya cikarmislardir. Hidroksil, nitriir, nitrik oksit, CCI300 radikali, ABTS (2,2'-
azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
gibi farkli serbest radikaller oldugunda radikaller ¢ozelti icinde EA ile reaksiyona
girer ve bu radikallerin konsantrasyonu énemli 6l¢iide azalir [30]. EA'da iki aromatik
halkanin varhig, dogada ve suda ¢Oziiniirliiglin diismesine biiyiik katkida

bulunmustur (Sekil 2.14). Bu, dogal kaynaklarda ortaya ¢ikmasinin nedeni olabilir.
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Sekil 2.14. Ellagik asitin kimyasal yapis1 [113].

Ellagik asit, sert kabuklu yemislerde, sebzelerde ve meyvelerde bulunmaktadir (161-
163]. Ceside ve iklim kosullarina gore degisen oranlarda bulunabilen EA, 6zellikle
ahududu meyvelerinde yiiksek miktarlarda bulunmustur. Kakadu erigi meyvelerinde
cilek ve bogiirtlene gore daha yliksek miktarda serbest EA (%70'ten fazla) bulundugu
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [163, 164]. Okaliptiis globulus [165], Epilobium
hirsutum [166] ve Terminalia chebula [167] da iyi EA kaynaklaridir. Nar oksidatif
stres i¢in kullanilan 6nemli EA kaynaklarindan biridir [168]. Momordicacharantia'da
bulunan EA'nin diyabetik sicanlarin karacigerindeki oksidatif stresi, fibrozu ve

inflamasyonu 6nledigi gosterilmistir [169].

EA, cesitli saglik kosullarin 1iyilestirilmesinde ©6nemli ve faydali bir rol
oynamaktadir. Vattem ve Shetty [170]’nin EA'nin biyolojik islevleri {izerine yaptigi
calismada, EA'min dis strese karsi hiicresel yaniti siirdiirmek i¢in enzim yanitini
modiile ettigini gostermistir. EA'nin sinir sistemi tizerindeki giiglii néro-koruyucu
etkilerini gosteren iki derleme yaynlanmistir [171, 172]. Giiglii bir anti-kanserojen
role sahip olan EA’nin [173, 174], metabolitleri de tibbi agidan 6nemlidir [175-177].

2.5.1. Ellagik Asidin Antioksidan Aktivitesi

EA, gicli bir dogal antioksidandir. Fujitave ark. [178], askorbik asidin

otoksidasyonunun inhibisyon mekanizmasini tanenler ve flavonoidlerin yardimiyla
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incelemis ve ellagitanninlerin otoksidasyonun inhibisyonunda etkili oldugunu
gostermislerdir. Nanosaniye puls radyoliz teknigi, sigan karaciger mikrozomlarin dah
pidperoksidasyonunu inhibe etmede EA'nin antioksidan aktivitesinin arkasindaki
gercek mekanizmayi belirlemek igin kullanilmistir [30]. Benzer sekilde, EA'nin ve
baz1 tiirevlerinin antioksidan kabiliyetinin mekanizmasi, farkli yogunluk fonksiyonel
seviyeleri kullanilarak ¢aligilmistir [179]. Buna gore {i¢ farkli reaksiyon mekanizmasi
belirlenmistir; (1) hidrojen atom transferi (HAT), (2) elektron transferi ve ardindan
proton transferi (SET-PT) ve (3) sirali proton kaybi elektron transferi (SPLET). HAT
mekanizmasinin tiim ortamlarda EA ve tlirevleri tarafindan tercih edildigi
goriilmiistiir. Larrosa ve ark. [180], yaptiklar1 ¢alismada EA ve ellagitanninlerin
vaskiiler sagliktaki roliinii incelemis ve EA'nin plazmada bulunan metabolitlerden
biri oldugu, trolitinler gibi diger metabolitlerin de plazmada serbest veya konjuge
formda mevcut oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar, EA ve ellagitanninlerin
metabolitlerinin daha aktif oldugu ancak daha az radikal temizleme kapasitesine
sahip oldugu sonucuna varmiglardir. Bayraktar ve ark. [181], EA'nin in vitro radikal
temizleme ve antioksidan Kkapasitesini, farkli spektroskopik teknikler veya
metodolojiler kullanarak incelemislerdir.  Yazarlar, EA'nin bir linoleik asit
emiilsiyonunun lipidperoksidasyonunu inhibe ettigini (%71,2) bulmuslardir. Ayrica
EA, incelenen tiim radikaller i¢in etkili bir radikal temizleme aktivitesine sahip
oldugu rapor edilmistir. EA'nin hidroksil, siiperoksit radikal ve hidrojen peroksite
kars1 gliglii antioksidan Ozellikleri nedeniyle, farkli terapdtik uygulamalarda bir

antioksidan olarak kullanilabildigi gosterilmistir.

Barch ve Rundhaugen [182], yaptiklart transfeksiyon c¢alismalarinda EA'nin
kinonrediiktaz (QR) geninin transkripsiyonunu indiikledigini gdsteren ve bu
indiiksiyonun QR geninin antioksidan yanit veren bileseni araciliiyla gergeklestigini
dogrulamiglardir. Mitomisin-C ve hidrojen peroksit uygulanan Cin Hamsteri
yumurtalik (CHO) hiicrelerinde EA, hidrojen peroksit kaynakli reaktif oksijen
tirlerine kars1 yiiksek reaksiyon gostermistir [183]. Ayrica, EA'nin DNA'nin ¢ift
sarmalini alkilleyici ajanlarin neden oldugu hasardan korudugu bulunmustur. Meyer
ve ark. [184], EA’nin LDL oksidasyonu iizerindeki antioksidan aktivitesini
kullanarak katesin, kuersetin, siyanidin vekafeik asitinsinerjik veya antagonistik

etkilerini incelemistir. EA'nin diger polifenollerle 6nemli bir antagonistik etki
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gosterdigi bulunmustur. Bu yazarlar ayrica, bu antagonistik etkilesimin arkasindaki
mekanizmanin, EA'daki katesin igindeki dihidroksil gruplar1 ve karbonil gruplari
arasindaki hidrojen baglanmasina bagli olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Benzer
sekilde, CHO kiiltiir hiicrelerinde EA, hidrojen peroksit ve Bleomisin tarafindan
indiiklenen DNA hasarin1 6nemli 0Olglide korumustur [184, 185]. Si¢anlarda
uygulanan EA, alkole bagli toksisiteye kars1 giiclii bir antioksidan oldugu
gbzlemlenmistir [186]. Bununla birlikte, deneysel sonuglar, EA kompleksinin giiglii
potansiyel antioksidan oOzelliginin serbest EA ile karsilastirildiginda karbon
tetrakloriir kaynakli karaciger toksisitesinde daha iyi hepato-koruyucu aktivite
sagladigimi da gostermistir [187]. EA antioksidanin artirilmig giicii, bu nedenle
kronik hastaligin tedavisinde verimli olabilir. Ornegin, Kumar ve ark. [188], EA'nin
oral uygulamasinin sicanlarda antioksidan statiisiinii 6nemli 6l¢iide korudugunu
gosterdi.  Yazarlar ayrica EA'min  ornitindekarboksilaz ~ ekspresyonunun
transkripsiyonelinaktivasyonunu etkiledigini ve bdylece EA'nin kolorektal kansere

kars1 kemo-0nleyici etkinligini isaret ettigini rapor etmistir.

2.5.2. Oksidatif Streste Ellagik Asit

EAnin cesitli yollar1 diizenleyerek oksidatif streste faydali etkiler irettigi
bilinmektedir. Bunlar arasinda Nrf2 (niikleer eritroid faktdr 2) kullanilarak
antioksidan yanitin aktivasyonu [189, 190], NF-kB (niikleer faktor-kappa B)
yardimiyla siklooksijenaz 2 (COX-2) [191, 192] ve sitokinlerin inhibisyonu [193],
hiicre sagkalimi veya apoptozun modiilasyonu [194], biyolojik antioksidanlarin ve
antioksidan enzimlerin aktivitesini artirillmasi bulunmaktadir [195]. Bu oksidatif stres
caligmalarinin detaylar1 (Sekil 2.15)'da gosterilmektedir. EA'nin bazi 6nemli
kaynaklarimi ve farkli in vitro ve in vivo stresorlerin neden oldugu oksidatif stresi
gostermektedir. Oksidatif stresin antioksidan enzimlerde, DNA hasarinda ve
oksitlenmis DNA'da calisildigi gosterilmistir. Mekanizma galigmalar1 sitokinlerin,
transkripsiyon faktorlerinin, kinaz enzimlerinin ve hiicre 6zelliklerinin belirlenmesini
icermektedir. Bu calismalarda oksidatif stres, birka¢ endojen ve eksojen faktor
kullanilarak incelenmistir. Endojen faktorler arasinda beyin, kalp, karaciger ve
bobrek hastaliklart gibi hastaliklar ve ilgili kanserler yer alirken, Eksojen faktorler

UV ve y-radyasyonlar1 ve kimyasal kaynakli oksidatif streslerdi. Ayrica, tavsanlarda
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Termal olarak oksitlenmis lipidlerin neden olduguoksidatif stres EA kullanilara

kartirilmig GSH tedavisi ile zayiflatilmigtir [196].
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Sekil 2.15. EA'nin farkli organ bolgelerindeki oksidatif stresteki rolii. [197].

2.5.3. In Vitro Oksidatif Streste Ellagik Asit

Cin Hamster akciger (V79-4) ve insan osteojenik sarkom (HOS) hiicrelerinde,
hidrojen peroksit kullanilarak oksidatif stresi indiiklemis, V79-4 hiicrelerinde EA (4—
100 pg / mL) ve Bax'in yukari regiilasyonu ve kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla HOS
hiicrelerinde apoptoz tedavisinde antioksidan enzimlerden (SOD, CAT, GPx)
aktivitesinin dnemli olciide arttign bulunmustur [31]. Insan fibroblast (IMR-90)
hiicrelerinde, hidrojen peroksit tarafindan indiiklenen oksidatif stresi tedavi etmek
icin 10 pg/mL EA kullanilmig, DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonunun onemli
Olglide azaldigi, hiicre ici GSH’nin ise arttigt bulunmustur. Ayrica hidrojen
peroksitin neden oldugu oksidatif stresten hiicreleri korudugu bulgusuna ulasilmistir
[198]. Khanduja ve ark. [199], hidrojen peroksit kaynakli oksidatif stresin normal
insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) EAmm lipid

peroksidasyonu onemli Gl¢iide inhibe edildigini ve PBMC hiicrelerinde oksidatif
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strese karst DNA hasarint korudugunu bildirmistir. Bu ¢alismalar, hidrojen peroksit
kaynakli oksidatif stresin ve buna bagli olumsuz etkilerinin EA ile azaltilabilecegini

acikca gostermektedir [200].

Diger bir galismada da UV-A ile indiiklenen oksidatif streste EA'nin koruma
mekanizmasi incelenmistir. SOD, MDA, LDH ve HO-1 gibi oksidatif stres
belirtegleri calisildigr bu aragtirmada EA'min antioksidan sistemi, Nrf2 hiicrelerinin
yukar1 regiilasyonu ve stabilizasyonu yoluyla etkinlestirdigini bulgusuna ulagilmistir.
Mevcut sonuglar ¢ergevesinde EA'nin bir ilag veya kemoterapotik ajan olarak veya
ciltte radyasyona bagli oksidatif stresi iyilestirmek ic¢in gida takviyesi olarak

kullanilabilecegi sonucuna varmistir [201].

EA ile muamele edilmis hiicrelerde siiperoksit anyonlarinin ve hidroksil
radikallerinin olusumunu hem enzimatik hem de enzimatik olmayan sekilde inhibe
ettigi sonucuna varmislardir. Benzer sekilde, PC-12 hiicreleri demir, hidrojen
peroksit ve t-BHP'nin indiikledigi oksidatif strese maruz birakilmis, 6,2-26 uM

dozlarinda uygulanan EA ile stresin indirgendigi 6l¢iilmustiir [202].

Insan karaciger hiicre hatlarinda, karbonil siyaniir ve rotenon ile indiiklenen oksidatif
stres 18 saat siireyle 10 pM konsantrasyonda uygulanan EA ile azalmistir. Hiicre
olimi, GSH, ALT ve AST yiikselmesi kontrol altina alinmasi EA’nin sito-koruyucu

etkileri oldugunu diisiindiirmektedir [203].

Oksidatif stres sirasinda lipid peroksidasyonu, fenolik bilesikler kullanilarak kontrol
edilebilen 6nemli bir faktordiir. In vitro ¢aligmalar, EA'nin astrositler gibi hiicresel

caligmalarda lipid peroksidasyonunun iyi bir inhibitorii oldugunu gostermistir [204].

Sonug olarak, in vitro ¢aligmalar ¢cogunlukla, tedaviyi insan deneklere yaymak i¢in
onemli noktalardan biri olan insan hiicre kiiltiirlerine odaklanmistir. Calismalarin
cogu, EA mekanizmasimnin antioksidan savunma sisteminin belirli genlerinin

aktivasyonunu igerdigini gostermistir.
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2.5.4. In Vivo Oksidatif Streste Ellagik Asit

Farelerde embriyo ve plasenta dokularinda yapilan ¢alismalarda tetrakloro-dibenzo
p-dioksinin (TCDD) hayvanlarda oksidatif stresi indiikledigi bulunmustur. Fetal
dokularda TCDD'nin neden oldugu oksidatif hasara karsi, EA'nin E vitamininden
daha iyi koruma sagladigin1 gostermistir [205]. EA, farelerde siiperoksit anyonlarini,
lipid peroksidasyonunu ve DNA hasarin1 6nemli Ol¢lide azaltmis ve bu da fetal
gelisimde yararli bir rol oldugunu diisiindiirmiistiir. Benzer sekilde, farelerin beyin
dokusunda TCDD'nin neden oldugu oksidatif strese karst EA ve vitamin E aktivitesi
karsilastirildiginda ise E vitamininin EA'ya karsi daha iyi koruma sagladigi rapor
edilmisgse de EA yine de sinir sistemindeki oksidatif stres i¢cin faydali bir ajan olarak
kullanilabilir sonucuna varilmistir [205]. Vijayapadma ve ark. [206], TCDD ile
indiiklenen oksidatif streste EA'min CYP1Al aktivitesinin baskilanmasina araci
oldugunu ve antioksidan mekanizmayr giiclendirdigini gostermistir. CYP1Al
aktivitesindeki azalmanin, EA'nin CYP1Al'e dogrudan baglanmasindan veya aril

hidrokarbon reseptor antagonizminden kaynaklanabilecegi one siirilmiistiir.

Baska bir oksidatif stres etkeni olan Siklofosfamid (CP), spermde, plazma MDA
seviyesinde ve eritrosit SOD'de anormallige neden oldugunu belirlenmis, CAT
aktivitesinde, nekrozda ve olgunlagsmamis germ hiicrelerinin iretiminde azalma,
tikaniklik ve testikiiler atrofi olusmasma neden olmustur. EA kullanimina bagh

olarak bu etkilerde kayda deger azalmalar olmustur [207].

2.5.5. Insanlarda Ellagik Asit ve Oksidatif Stres

EA'nin insan oksidatif stresindeki etkinligi ile ilgili sinirli literatiir mevcut olup,
calismalarin ¢ogu, spesifik insan hiicre dizilerine dayanmaktadir. Zhang ve ark. [208]
yaptiklar1 ¢alismalarda EA'nin gelecekteki aragtirmalar igin gii¢lii bir antikanser ajan
potansiyeli tasidigini rapor etmislerdir. Ornegin Stoner ve ark. [209] dondurularak
kurutulmus siyah ahududularin (BRB) tolere edilebilirligini belirlemek ve plazma ve
idrardaki spesifik polifenolik bilesikleri 6lgmek ig¢in 11 insan denek fiizerinde bir

klinik ¢alisma bildirmistir. Giinliik olarak dondurularak kurutulmus BRB aliminin iyi
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tolere edildigini ve plazma ve idrarda 6l¢iilebilir antosiyaninler ve EA bulundugunu
rapor etmis ve oksidatif strese karsi yardimci olabilecegini 6ne siirmiislerdir.
Morillas-Ruiz ve ark. [210], EA igeren antioksidan takviyeli i¢ceceklerin egzersizin
neden oldugu oksidatif stres {izerindeki etkilerini test etmis, bazal ile egzersiz sonrasi
plazma TBARS arasinda anlamli bir fark belirlenememistir. Ancak egzersiz sonrasi
antioksidan igeren icecek alan grupta karbonil miktariin %29 azaldig1 gozlenmistir.
Calisma sonucunda, EA igeren antioksidan takviyenin egzersizin neden oldugu
oksidatif strese %70 oraninda karsi koyabilecegini ve bu nedenle saglikli kabul
edildigini ileri siiriilmiistiir. Ayn1 grup tarafindan egzersizle indiiklenen oksidatif
stres lizerine EA antioksidan igeren igecek ile benzer sonuglar bildirilmistir [210].
Bununla birlikte, bu caligsmalar, incelenen deneklerdeki EA eyleminin mekanizmasi
hakkinda bilgi igermmemektedir. Hayeshi ve ark. [211], EA ve kurkuminin insan
serum GST seviyeleri lizerindeki etkilerini incelemis, EA ve kurkuminin zaman ve
konsantrasyona bagli olarak GST MI1-1, M2-2 ve P1-1 inaktivasyonu sagladigi
goriilmiistiir. Bu sonuclar, malignitelerde GST asir1 ekspresyonu vakalarinda kemo-
modiilatérler olma rolleri agisindan insan GST'lerinin se¢ilmis polifenolik
bilesiklerle olan etkilesimini anlamamizi saglamistir. Benzer sekilde Chen ve ark.
[212], EA igeren nar suyunun insan plasenta gelisimi sirasinda oksidatif stres
tizerindeki koruyucu roliinii bildirmislerdir. Bununla birlikte yazarlar, plasental
trofoblastta in vitro oksidatif stresi incelemis ve nar suyunun fetiis gelisimi sirasinda

plasenta hasarini 6nleyebilecegini 6ne siirmiistiir.
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

Bu ¢alisma, Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Deneysel Arastirmalar Etik Kurulu
Bagkanligi’nin Protokol No0:2020/11, 08/04/2020 tarihli onayi ile etik kurul izni
alind1. Karabiik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigiiniin TYL-

2020-2337 karari ile desteklendi.

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismada hayvan materyali, Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen 32 adet, iki aylik erkek
Wistar-Albino cinsi 250-300 gr agirhginda sigan kullanildi. Siganlar standart
sartlarda 20-24°C sabit 1s1, %50-60 diizeyinde nem ve havalandirmali odalarda; 12
saat gilin 15181 ve 12 saat karanlik ortamda olmak tizere, pelet ve ad-libitum yemi ile

beslendi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasalar

Metotreksat, Ellagik asit, Alfa ketamin, Amonyum siilfat, Asetik asit, Siilfat
pentahidrat, Bovine serum albiimin, N-butanol-1, Ksilazin, Di-sodyum hidrojen
fosfat, Benzoik asit, Etanol, Etilen diamin tetra asetik asit, Fenol, Folin-Ciocalteu'nun
fenol reaktifi, Glutatyon reduktaz, Formaldehit, Metafosforik asit, Potasyum
dihidrojen fosfat, Potasyum sodyum tartarat, Sodyum dihidrojen fosfat, Sodyum
nitroprosid, Sodyum dodeksil siilfat, Sodyum hipoklorid, Sodyum hidroksit, Sodyum
karbonat, Sodyum klorid, Sodyum sitrat, 1,1,3,3-Tetrahidropropan, Piridin,
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Tiobarbitiirik asit, TAS Analiz Kiti (Rel Assay (Sigan) 96'lik) TOS Analiz Kiti(Rel
Assay (Sigan) 96'lik).

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

ELISA Mikroplate Okuyucu (Thermo), Vorteks (Velp ZX3), Homojenizator
(Bioprep-24), Etiiv (Niive), Ph Metre (AD 1000), Derin Dondurucu (-80 C°) (Niive
FR 490), sogutmali santrifiij (Niive NF 1200), manyetik karistirict (Termal
N11150M), Su Banyosu (Niive ST 30), Mikropipet Seti (Isolab), Distile Su Cihaz1
(Niive), Hassas Terazi (Radwog As 220), pH metre (AD 1000),

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Deney Prosediirii

Deneme grubunda yer alan 32 adet sigan her grupta 8 hayvan yer alacak sekilde

rastgele 4 gruba ayrildu.

1. Kontrol grubu: Bu grupta yer alan her bir sigana; ilk giin intraperitonal yolla
%0,9 serum fizyolojik, diger 10 giin boyunca her bir sigcana intragastrik yolla
(%10 DMSO igeren serum fizyolojik ¢6zeltisi) uygulandi

2. EA grubu: Bu grupta yer alan her bir sigana; 10 giin boyunca 75 mg/kg ellagik
asit (%10 DMSO igeren serum fizyolojik ¢ozeltisi i¢inde ¢Ozdiiriilerek)
intragastrik yolla uygulandi [213].

3. MTX grubu: Bu grupta yer alan her bir sigana; ilk giin tek doz MTX 20 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) yolla uygulandi [214].

4. MTX + EA grubu: Bu grupta yer alan her bir sigana; ilk giin tek doz 20 mg/kg
MTX intraperitoneal (i.p.) yolla, diger 10 giin boyunca 75 mg/kg ellagik asit
(EA) (%10 DMSO igeren serum fizyolojik cozeltisi iginde ¢ozdiiriilerek)

intragastrik yolla uygulandi.
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Ellagik asit (EA) ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Ellagik asit, her bir sigana 75mg/kg icerecek sekilde %10 DMSO igeren serum
fizyolojik iginde ¢6zdiiriilerek giinliik olarak vortekste karistirilarak hazirlandi [213].

3.2.2. Numune Alinmasi

Calismamizin 11. giiniinde tiim gruplardaki siganlar; 90/10 ksilazin-ketamin ile genel
anesteziye alindi. Goglis boslugu makasla agilarak kardiak perfiizyon uygulandi.
Alman kan 6rnekleri 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek elde edilen serumlar
biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -40 C°’de saklandi. Siganlarin her iki
bobrek dokulari alinarak serum fizyolojikle yikandi. Bobreklerin biri biyokimyasal
analizler i¢in siv1 azot ile dondurularak derin dondurucuda analize kadar -40°C’de
muhafaza edildi, digeri ise ikiye boliinerek histopatolojik degerlendirmeleri igin

%10’luk formaldehit igerisine aktarildi.

3.2.3. Doku Homojenizasyonu

Analizlerin oncesinde bobrek dokular1 derin dondurucudan alindi, oda 1sisina
getirildi. Bobrek dokusu numuneleri cam tiiplerde tartildi tizerine, 1/10(a/h) olacak
sekilde soguk fosfat tamponu ¢ozeltisi ilave edildi. Dokular, homojenizator
yardimiyla 10000-12000 devir/dk hizda 1-2 dk homojenize edildi. Elde edilen
homojenantlar sogutmali santrifiij cihazinda +4 °C’de 30 dk siireyle 5000 rpm’de
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarda biyokimyasal analizler gergeklestirildi.
Bobrek dokusu siipernatantlarinda; malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), toplam
antioksidan kapasite (TAS) ve toplam oksidan kapasite (TOS) analiz edildi. Oksidatif
stres indeksi (OSI) = TOS/TASx10 formiiliinden matematiksel olarak hesaplandi.

3.2.4. Doku Malondialdehit (MDA) Analizi

Malondialdehit analizi [215]’nin  metoduna gore yapildi. Testin prensibi;
numunelerdeki malondialdehit (MDA)’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C de
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reaksiyona girmesi sonucu pembe renkli bir kompleks olusturmasi sonrast ELISA

cihazinda kolorimetrik olarak 532 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina baglidir.

Soliisyonlar

Stok malondialdehit standart soliisyonunun hazirlanmasi: 1,1,4,4 tetrametoksipropan
0.92 g tartild1 1 mL suda ¢ozdiiriildii.

Gilnliikk c¢alisma tetrametoksipropan soliisyonunun hazirlanmasi: 10 mL  ‘lik
hazirlanan ¢6ziim stok tetrametoksipropan c¢ozeltisi distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi. Calisma sirasinda 1/10 oraninda sulandirilarak ¢alisma standartlar elde

edildi ve analizde kullanild:.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) soliisyonu: 8.1 g sodyum dodesil siilfat (SDS) tartilip

balon jojeye aktarildi, distile su ile ¢ézdiirtilerek 100 mL’ye tamamlanda.

Asetik asit soliisyonu: 20 mL asetik asit pH 3,5 olgiiliip 100 mL’ye distile su ile
tamamlandi.

n-biitanol-pridin soliisyonu: Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-biitanol ile karistirilarak

hazirlandi.

TBA soliisyonu: Tiyobarbiturik asit 0.8 g tartildi, balon jojeye aktarildi, distile su ile

cozdiiriilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Deney

Kapakli deney tiiplerine asagidaki islemler uygulandi.
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Cizelge 3.1. MDA deneyinin yapilist.

Kor Standart Numune
Distile su pL 400 350 350
Numune(homojenat) pLL - - 50
Standart (1/10) puL - 50 -
Asetik asit soliisyonu pl 750 750 750
SDS soliisyonu pL 100 100 100
TBA soliisyonu pL 750 750 750

Tiipler 95 C°’de 30 dk su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonra musluk suyu
ile sogutularak tizerlerine 500 uL distile su ve 2.500 pL n-biitanol-pridin eklendi
Tiipler iyice kapaklar1 kapatilip vorteks yardimi ile beyazlasincaya kadar karistirildi.
Arkasindan 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant sivisindan 1 mL
alinip 532 nm dalga boyunda ELISA cihazinda kore karsi kolorimetrik olarak
Olciildi. Kaliprasyon egrisi araciligi ile MDA diizeyleri hesaplandi.

3.2.5. Doku Glutatyon (GSH) Analizi

Doku GSH analizi Beutler ve ark. [216] nin tarif ettigi yonteme gore yapildi. Prensip
numunelerde bulunan glutatyon ile Ellman’s soliisyonu DTNB’in reaksiyonu
sonucunda olusan sar1 renkli bilesik mikroplakalarin kuyucuklarina deney gruplarina

gore yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda ELISA cihazi kullanilarak 8lgiildii.
Soliisyonlar

Coktiiriicti soliisyonu: Etilendiamintetraasetik asid (EDTA) 0.2 g, metafosforik asit
1.67 g, sodyum kloriir 30 g olacak sekilde tartilip distile su ile ¢ozdiiriildii ve 100

mL’ye tamamlandi (3 hafta dayanir).

DTNB (Elmans soliisyonu): Dinitrobenzoik asit (DTNB) 40 mg olacak sekilde

tartilip %1 sodyum sitrat ile 100 mL’ye distile su ile tamamlanarak hazirlandi
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Fosfat soliisyonu: Disodyum fosfat (Na;HPO,4) 26.7 gr olacak sekilde tartilip 500

mL’ye distile su ile tamamlanarak hazirlandu.

GSH standard soliisyonu: GSH 40 mg olacak sekilde tartilip 100 mL’ye distile su ile

tamamlanarak hazirlandi.

Deney;

1. Kor: Tiipe 2 mL distile su ile 3 mL ¢oktiiriicii ekleyerek soliisyon hazirlandi.

2. Standart: Tiipe 3 mL ¢oktiiriicti, 0.2 mL GSH standardi, 1.8 mL distile su
eklendi karistirildi ve yaklasik 5dk beklendi. Daha sonra tiipteki igerik adi
stizge¢ kagidi ile siiziildii ve 1 ml siipernatant alind1 baska yeni bir tiipe
aktarildt bu tiipe 4 mL fosfat ve 0.5 ml DTNB c¢ozeltisi eklenerek
karistirildiktan sonra distile suya kars1 10 dk icerisinde ELISA okuyucuda
412 nm dalga boyunda okunarak dl¢iildii.

3. Numune: Tipe 0.2 ml doku siipernatantt alimir, 1.8 mL distile su ile
karigtirilir daha sonra 3 mL ¢oktiirlicii eklenerek karistirildt 5 dk beklendi

Bundan sonraki yapilan islemler standarttaki gibidir.

3.2.6. Doku Toplam Oksidan Seviye (TOS) Analizi

Doku siipernatantindaki TOS diizeyleri Erel’in tarif ettigi yonteme gore yapildi
[217]. Prensip ferrik iyonlarin kromojen ¢ozeltisi karsisinda olusturdugu turuncu
renkli karisimin 530 nm’de 25 C° sicaklikla ELISA okuyucuda absorbansi okunarak
Olglildii. Total oksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Tiirkiye)
kullanilarak analiz edildi. Test, hidrojen peroksit ile kalibre edildi ve sonuglar pmol
H202 equiv /L olarak kabul edildi.

3.2.7. Doku Toplam Antioksidan Seviye (TAS) Analizi

Doku siipernatantindaki TAS diizeyleri Erel’in tarif ettigi yonteme gore yapildi
[218]. TAS diizeyi, Rel Assay Brand kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye)

kullanilarak analiz edildi. Prensip antioksidan molekiillerinin kararli ve renkli ABTS
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(2,2 '-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) katyonik radikalini
rediiklemesi sonucu ortaya ¢ikan bu renkli 6zellikteki radikalin dekolarize olmast
yontemine dayanir. Kit talimatlarina gore reaktif 1 ve siipernatantin mikroplakalarin
kuyucuklarma deney gruplarma gore yerlestirilerek 660 rpm’de 25 C° ELISA
cihazinda ilk okuma yapildi. Sonra reaktif 2 ilave edilerek ayni dalga boyunda ikinci
okuma gergeklestirildi. Her bir numune igin iki okuma arasindaki absorbans farki
tanimlandi. Kalibrator olarak E vitaminin esdegeri olan Trolox kullanildi ve sonuglar

mmol Trolox Equiv/L olarak elde edildi.

3.2.8. Doku Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Oksidatif stres indeksini (OSI) hesaplamak icin ¢alismamizda elde edilen TOS un
TAS’a oram OSI olarak kabul edildi OSI = TOS (umol H202 equivalent/L) / TAS
(umol Trolox equivalent/L) x10 formiilii kullanilmigtir [219-221].

3.2.9. Dokuda Toplam Protein Analizi

Calismamizda bobrek dokusu enzim aktivitesini Ol¢iilmek igin toplam protein
diizeylerine [222]'nin ydntemine gére bakildi. Sonuglar ELISA okuyucuda kore karsi
550 rpm’de mg protein/mL olarak verildi.

3.2.10. Serum Analizleri

Derin dondurucuda -40 °C’de saklanan serumlar analiz giinii ¢ikarildi oda 1sisina
getirilerek serumda iire, trik asit, kreatinin, total protein diizeyleri otomatik
otoanalizor cihazinda kit ile analiz edildi. Ure, kreatinin ve iirik asit sonuglart mg/dL

olarak verildi. Toplam protein ise g/dL olarak verildi.

3.2.11. Histopatolojik Analizler

Siganlardan alinan bobrek dokulart %10°luk nétral tamponlanmig formaline (NTF)
(104003, Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) konuldu. Daha sonra érnekler
3-4 mm’lik daha kiigiik parcalara ayrilip, takip kasetlerine alinarak NTF’de 48 saat
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stire ile fikse edildi. Fiksasyon muayenenin ardindan takiben parcalar 24 saat
boyunca ¢esme suyu altinda yikanan dokularin trimleri gergeklestirildi, daha sonrasi
2x45 dakika %70, %80, %95 ve %96’ lik artan alkol serilerinden sirasiyla gegirilerek
dehidre edildi (Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD) ve ksilol (108661, Merck, USA)
ile2x30 dakika seffaflagtirildi. Seffaflama isleminin ardindan 2x30 dakika paraffin
(Surgipath EM-400, Leica, GER) igerisinde bekletildi. Doku takibi ig¢in Leica TP
1020 (Leica, GER) doku takibi cihazi kullanildi (GER). Gomme islemi ardindan
bloklar sogumaya birakildi. Mikrotomu ile parafin bloklardan Leica FINESSE ME+
(Leica, GER) 5 um’lik kesitler 151k mikroskopik incelemeler i¢in lamlara alindi ve 2
saat boyuyca 37°C’lik etiivde bekletildi. Kesitlere genel histolojik yapiyr izlemek
amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi kullanildi. Kesitler
deparafinizasyon basamag igin sirasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki ksilol

icerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan boyama islemi gerceklestirildi.

Histopatolojik Degerlendirme: Renal hasar interstisyel, tubuler ve glomeriiler
degisikliklerin derecesi ve yayginligina gore semikantitatif olarak belirlendi. Buna
gore dokular; interstisyel degisiklikler (interstisyel fibrosis, interstisyel nefrit ve
vaskiiler konjesyon), tubuler degisiklikler (tubuler dejenerasyon, tubul liimeninde
hyalen silindirler, tubuler bazal membran distorsiyonu ve tubuler nekroz), glomeriiler
degisiklikler (glomeriiler atrofi, glomeriiler inflamasyon, glomeriiler hiperselliilerite,
glomeriiler deposit, glomeriiler bazal membran distorsiyonu) yoniinden incelendi.
Her kesitten X20’lik biiyiitmede 10 alan incelendi. Hasarin siddetine gore; 0
(degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir) olarak skorlandi. Maksimum hasar
skoru interstisyel degisiklikler icin 9, tubuler degisiklikler i¢in 12 ve glomeriiler
degisiklikler i¢in 15 idi. Preparatlar 151k mikroskobu ve goriintli analiz sistemi ile

incelenerek skorlandi ve fotograflar ¢ekildi [223].
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Cizelge 3.2. Hematoksilen & Eozin boyama protokolii.

%100 Alkol 2 dakika

%96 Alkol 2 dakika

%80 Alkol 2 dakika

%80 Alkol 2 dakika

Distile suda yikama 3 dakika

Hematoksilen 3 dakika

Akar su 5 dakika

Akarsuda yikama Daldir ¢ikar

Amonyakli su Doku mor renk alana kadar
Akar su Daldir ¢ikar

Distile suda yikama 5 dakika

Eozin 1,5 dakika

% 80 Alkol yikama 3 dakika + 3 dakika

% 96 Alkol yikama 3 dakika + 3 dakika

% 96 Alkol yikama 3 dakika + 3 dakika

Ksilol 5 dakika + 5 dakika + 5 dakika
Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatildi

3.2.12. istatistik Analizler

Tiam istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel
yazilim programi ile yapildi. Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma (SS)
olarak ifade edildi. Bu 6zellikler bakimindan gruplari karsilastirmada Kruskal Wallis
testi yapildi. Farkli gruplart belirlemede Dunet ¢oklu karsilagtirma testi kullanildi.

[statistiksel olarak anlamlilik diizeyi %5 olarak alindu.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. BOBREK DOKUSU BiYOKIMYASAL BULGULARI

4.1.1. Bobrek Dokusu MDA ve GSH Degerleri

MTX uygulamasi bobrek dokusu MDA diizeylerinde kontrol ve EA gruplarina gore
artisa (p<0.05) neden olurken, EA ile MTX birlikte uygulamast MDA diizeylerinde
MTX grubuna gore diisiise neden oldu (p<0.05). MTX uygulamasi bobrek dokusu
GSH seviyelerinde kontrol ve EA gruplarina gore anlamli diisiise sebep olurken
(p<0.05), EA ile tedavi edilmesi MTX grubuna gore anlamli artislar (p<0.05) ortaya
konuldu. Bobrek dokusu ortalama MDA degerleri (nmol/mg protein) Sekil 4.1 ve
Cizelge 4.1°de sunuldu.

Cizelge 4.1. Bobrek dokusunda MDA, GSH degerleri

MDA GSH
Gruplar
(nmol/mg protein) (numol/ mg protein)
Kontrol 1,08+0,20 117,48+12,58
EA 1,05+0,19 140,91+8,61
MTX 2,58+0,48%P 65,23+7,92%P
MTX+EA 2,06+0,58°1 80,03+8,31°%4
Veriler, aritmetik ortalama +SS olarak verildi.
a. MTX ile kontrol c. MTX+EA ile kontrol ve EA
b. MTX ile EA. d MTX+EA ile MTX
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3,507

3,00

MDA degerleri (nmolfmg protein)

1 e @

I | | |
Kontrol EA MTX EA+MTX

Sekil 4.1. Gruplar arasinda MDA (nmol/mg protein) degerleri.

MTX uygulamas1 bobrek dokusu GSH degerlerinde kontrol ve EA gruplarma gore
anlamli diislise sebep olurken (p<0.05), EA ile tedavi edilmesi MTX grubuna gore
artiglar (p<0.05) tesbit edildi. Bobrek dokusu ortalama GSH degerleri (nmol/mg
protein) Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1’de sunuldu.

150,004 ‘

125,00

100,00

GSH degerleri (umolfmg protein)

75.00-‘ - -

50,007

I I | [
Kontrol EA MTX EA+MTX

Sekil 4.2. Gruplar arasinda GSH (umol/mg protein) degerleri.
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4.1.2. Bobrek Dokusu TAS, TOS ve OSI Degerleri

MTX uygulanmasi bobrek dokusu TAS degerlerinde kontrol ve EA gruplarina gére
diisiise (p<0.05) neden olurken TOS ve OSI degerlerinde ise ciddi artisalara (p<0.05)
neden oldu. EA ile MTX birlikte uygulandiginda MTX grubuna gore TAS
degerlerinde artis (p<0.05) neden olurken TOS ve OSI degerlerinde ise ciddi
diisiisler gdzlendi. Ortalama bobrek dokusu TAS ve TOS ve OS] diizeyleri Sekil 4.3,

Sekil 4.4, Sekil 4,5 ve Cizelge 4.2°de sunuldu.

Cizelge 4.2. Bobrek dokusunda TAS, TOS ve OSI degerleri

TAS TOS .
OsI
Gruplar (mmol Trolox (nmol H,0, (AU)
equiv/L) equiv/L)
Kontrol 1,96+0,21 9,26+1,05 0,45+0,05
EA 2,26+0,42 8,94+1,48 0,41+0,09
MTX 1,30+0,27%" 14,44+1,44%P 1,09+0,28%°
MTX+EA 1,89+0,17° 10,65+1,80° 0,54+0,1°
Veriler, aritmetik ortalama £SS olarak verildi.
a. MTX le kontrol c. MTX+EAile MTX
b. MTX ile EA.

3,009

2,507
2,00+ é é

1,004

TAS degerleri (mmol Trolox eqv/L)

501

[ | |

I
Kontrol EA MTX MTX+EA

Sekil 4.3. Gruplar arasinda TAS (mmol Trolox eqv/L) degerleri.

45



17,507

15,00+

IR

| | | |
Kontrol EA MTX MTX+EA

TOS degerleri (umol H202 eqv/L)
_lé
1

8
1

Sekil 4.4. Gruplar arasinda TOS (umol H,0, eqv/L) degerleri.

1,507

1,257

OSI degerleri
8
1

y
w
1

50 ; ‘
25

I | | I
Kontrol EA MTX EA+MTX

Sekil 4.5. Gruplar arasinda OSI (AU) degerleri.
4.2. SERUMDA BiYOKIMYASAL ANALIZ BULGULARI
4.2.1. Serum Ure, Urik Asit, Kreatinin ve Toplam Protein
MTX uygulamasi ile bobrek hasarina bagli olarak serum iire, irik asit, kreatinin ve

toplam protein degerlerinde kontrol grubuna gore ciddi artislara (p<0.05) neden oldu.
Ancak MTX ile birlikte EA uygulamasi yapildiginda MTX gruplarina gére anlamli
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diisiisler (p<0.05) tespit edildi. Ilave olarak EA tedavisi iire, iirik asit ve kreatinin
seviyelerinde kontrol grubu degerlerine yakin bir diisiise neden oldu. Ortalama serum
iire, tirik asit ve kreatinin degerleri Sekil 4.6 Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Cizelge
4.3 *de sunuldu.

Cizelge 4.3. Serum iire, iirik asit, kreatinin ve toplam protein degerleri.

Ure Urik asit Kreatinin Toplam
Gruplar )
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) protein (g/dl)
41,50+1,70 1,3+0,29 0,11£0,02 | 3,98+0,41
Kontrol
39,5+1,58 0,95+0,23 | 0,13+0,03 | 3,93+0.49
EA
56,5+3,99%° | 2.1+0,23*" | 0,21£0,03%" | 5,04+0,38%°
MTX
41,541,489 | 0,95+0,19% | 0,13+0,03¢ | 4,69+0,63%¢
MTX+EA

Veriler, aritmetik ortalama +SS olarak verildi.

a. MTX ile kontrol c. MTX+EA ile kontrol ve EA
b. MTX ile EA. d MTX+EA ile MTX

. .

o

g’ 55,001

S 5000

E 45,004

35,00

I

I I I
Kontrol EA MTX EA+MTX

Sekil 4.6. Gruplar arasinda serum iire (mg/dL) degerleri.
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2,507

2,007

1,50
1,00 l

50

Serum iirik asit degerleri (mg/dl)

Kontrol EA MTX EA+MTX
Sekil 4.7. Gruplar arasinda serum {irik asit (mg/dL) degerleri.
-
s
™

a

054

Kreatinin degerleri (mg/dl)

| | | |
Kontrol EA MTX EA+MTX

Sekil 4.8. Gruplar arasinda serum kreatinin (mg/dL) degerleri.

48



6,007

5,50

5,007

4,501

4,007

Total protein degerleri (g/dl)

3,50

3,007

I
Kontrol

I I
EA MTX

I
EA+MTX

Sekil 4.9. Gruplar arasinda serum toplam protein (g/dL) degerleri.

4.3. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Histopatolojik analizler sonucunda EA ve kontrol grubuna ait bobrek dokusunda
normal histolojik bulgular saptandi (Sekil 4.10; a, b). MTX ve MTX+EA gruplarinda
ise interstisyel fibrozis, tubuler dejenerasyon, vaskiiler konjesyon, interstisyel nefrit,
tubiil liimeninde hiyalin silindir, tiibiiler bazal membran distorsiyonu, glomerular
yangi, atrofi, tiibiiler nekroz, bazal membran bozuklugu ve hiicre artig1 gibi patolojik
bulgulara rastlandi (Sekil 4.10; c, d). En yiiksek hasar skoru 5.62 + 0.56 oram ile
MTX grubunda saptandi (Cizelge 4.4). MTX grubu ile kontrol ve ellagik asid grubu
karsilastirildiginda istatiksel anlamli bir artisin oldugu bulundu (p<0.05). MTX grubu
ille MTX+EA grubu karsilastirildiginda istatiksel anlamli bir azalisin meydana

geldigi bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.4. Histopatolojik hasar skoru tablosu

Gruplar | Interstisyel Hasar | Tubuler Hasar Glomeriiler Hasar
Kontrol 1.62+0.37 1.00+0.18 0.25+0.16
EA 2.1240.35 1.37+0.32 0.37+0.26
MTX 5.37+0.26%" 5.62+0.56*° 2.50+0.26"
MTX + EA 3.75+0.25%¢ 3.37+0.46%° 1.12+0.54%¢

Veriler, aritmetik ortalama £SS olarak verildi.
a. MTX ile kontrol
b. MTX ile EA.

c. MTX+EA ile kontrol ve EA
d.  MTX+EA ile MTX
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HE, x100.

Sekil 4.10. Bobrek dokusu histopatolojisi fotomikrografisi. a) Kontrol, b) EA, c)
MTX, d) MTX+EA grubu
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BOLUM 5

TARTISMA

Kanser diinyada ve {ilkemizde baslica saglik sorunlarindan birisi olarak
tanimlanmaktadir. Vaka sayisi, seyri ve yliksek 6liim oranlari ile beraber bir yandan
da mevcut tedavi yontemlerinin olumsuz etkileri ve bunlarin ortadan kaldirilmasina

yonelik ¢caligmalar da yapilmaktadir.

Kanser hastalig1 tadavisinde vazge¢ilmez antitiimoral ilaglardan biri olan metotroksat
psoriat artrit, romatoid artrit (RA) I6semiler, neplazmalar, otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir [1, 44, 224]. MTX o6zellikle hiicre dongiisiiniin “S”
evresinde kuvvetli etki gosterip DNA replikasyonunda anahtar enzim olan
dihidrofolat rediiktaz’a baglanarak piirin ve pirimidin  yapimi igin gerekli
tetrahidrofolat sentezini inhibe eder [108]. MTX hiicre igi azaltilmig folat diizeylerini
tilketen bir antifolat ilagtir. Hiicre i¢i azaltilmis folat diizeylerinin bu tlikenmesi,
hiicre proliferasyonun hizli oldugu kil folikiillerinde, kemik iligi, oral mukoza mide-

bagirsak yolu gibi organlarda gesitli toksik etkiler bas gostermektedir [53, 54, 225].

MTX’ in hem tedavideki etkinligi hem de toksik etkileri hastadan hastaya
degiskenlik gosterdigi i¢in diger antineoplastik ilaglardan farkli olarak MTX genis
bir doz araliginda uygulanmaktadir [79]. Akut lenfoblastik 16seminin siirekli
tedavisinde ve psoriat artrit, RA gibi hastaliklarin tedavisinde haftada 20 mg/m2
dozda uygulanilirken, onkolojik hastaliklarda 1000-33000 mg/m2 gibi yiiksek
dozlarda kullanilmaktadir [226]. Bu o6zelliginden dolayr caligmalarin birgogunda
yararlt etkisinin toksik etkisini ge¢gmemesi i¢in kisa slire ve etkin dozda
kullanilmistir. Calismada; MTX dozu daha onceden doku toksisite ¢aligmalarinda

belirlendigi gibi tek doz olarak ve 20 mg/kg i.p olarak uyguland: [227].
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Metotreksat (MTX) birincil atilim yeri (%60-90) renal doku olmasi nedeniyle
bobreklerde yan etkileri ve toksikasyonun biiyiik boliimii meydana gelmektedir.
Ayrica MTX kalintilar1 glomertilerden filtre edilmekte ve tiibtillerden aktif sekresyon
gerceklestikten sonra distal tiibiilden aktif reabsorpsiyon islev gerceklesmektedir.
Boylece MTX kalintilar1 renal tiibiillerde c¢okerek tiibiillerin dogrudan epitel
hiicrelerine toksik etki gostermekte ve tiibiillerde kristallesen MTX kalintilart tiibiiler

i¢i obstruksiyona yol agarak renal harabiyete neden olmaktadir [2].

Fitokimyasallarin son yillarda hastaliklardan korunma ve tedavi {izerindeki olumlu
etkilerinden dolaya tipta kullanimlar1 gittikce artmaktadir. Fitokimyasallar, genel
olarak bitkilerden elde edilen, tedavide tamamlayici olarak kullanilan ucuz ve dogal
yapilarindan dolay1 giivenli olmalar1 agisindan tercih edilmektedir. Bir¢ok ¢alismada
fitokimyasallarin ~ antioksidan, antiapoptotik, nefrotoksisite, hepatotoksisite,

kardiyotoksisite gibi 6zellikleri oldugu gostermistir.

Ellagik asit (EA) polifenol olarak siniflandirilan dogal ve giiglii bir antioksidandir.
EA’nin yapisiin iki ¢ift hidroksil gruba sahip olmasi giiclii antioksidan
potansiyalinin ana sebebidir [160]. EA'nin bir linoleik asit emiilsiyonunun lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigini (%71,2) gostermislerdir. Ayrica EA'nin hidroksil,
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikallerine karsi kuvvetli antioksidan etkileri
nedeniyle farkli terapdtik uygulamalarda bir antioksidan olarak kullanilabildigi

bilinmektedir [181].

Biitiin bu kanitlardan yola ¢ikarak, ellagik asidin nefrotoksisite etkilerini incelemek
icin bobrek dokusu ve serumundaki biyokimyasal parametreler ve oksidatif stres

belirteglerini ayrica histopatolojik incelemeler yapildi.

Lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan MDA, serbest radikallerin sebep
oldugu oksidatif stresin bir gostergesidir. MTX, ROS'un artmasma sebep olarak
mitokondrinin fonksiyon bozukluguna ve apoptozise neden olur (228, 229), MTX in
hepatositlerde uzun vadede birikimi sonucu hepatosit nekrozuna sebep olur. Bu
caligmada Cizelge 4.1. incelendiginde MTX uygulamasini takiben MDA seviylerini

artirarak bobrek dokusunun lipid peroksidasyon seviyelerinde yiikselmeler
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belirlendi. Ek olarak, EA MTX ile birlikte uygulanmasi, sigan bdbrek dokusu lipid
peroksidasyonunda onemli bir iyilesme ile sonuglandi. ROS olusumunun neden
oldugu MTX kaynakli bobrek doku hasarina karsi bobrek dokusu antioksidan
savunma sistemini giiglendirerek bobreklerin  korunmasinda, 6zeliklede MTX
kaynakli bobrek hasarina karst koruyuculukta énemli bir rol oynamaktadir. Jahovic
ve ark, yaptiklart deneysel ¢alismada MTX uygulanan siganlarin kan, bobrek,
karaciger ve ince barsak dokularinda MDA {iretiminin arttigin1 ve GSH diizeylerinin

azaldigini bildirmislerdir [12].

MTX, hiicre i¢inde sitozolik nikotinamid adenin fosfat dehidrojenaz (NADPH) nin
azalmasina sebep olur. Bunun sonucu olarak NADPDH ve NADP bagimli malik
enzim bloke edilir. NADPDH, glutatyon reduktaz (GSSG-R) enzimi igin de
gerekmektedir. Bu enzim sitozolik antioksidan olan indirgenmis GSH’nin Seviyesini
korumaktadir. Boylece, MTX kullanimina bagli olarak GSH seviyesinin ve hiicreleri
ROS’lara kars1 koruyan antioksidan savunma mekanizmalarinin etkinliginin azalmasi
ile sonu¢lanmaktadir [230]. Bu ¢alismada Cizelge 4.1. incelendiginde MTX
uygulamas1 GSH seviyeleri diismesine sebep olmustur. Yapilan baska bir ¢alismada
[231] 7 giin boyunca 20 mg/kg intraperitoneal MTX enjeksiyonu yapilan siganlarin
bobrek dokusu GSH, nitrik oksit, katalaz diizeylerinde azalis; MDA, ADA
diizeylerinde artis tespit edilmistir. Ayrica serum {ire, kreatinin seviylerinde artig

gosterilmistir.

59 yasinda bir kadin hastanin uzun siireli diisiik doz MTX kullanimina bagli ilerleyen
bobrek fonksiyon bozuklugu oldugu bildirilmistir. Hastanin bdbrek biyopsisinde
vaskiiler skleroz ve glomeriiler fibroz saptanmistir [232]. Calismamizda
histopatolojik inceleme sonucunda tubuler dejenerasyon, interstisyel fibrozis,
vaskiiler konjesyon, tubiil liimeninde hiyalin silindir, glomerular yangi, atrofi,
interstisyel nefrit, tiibliler nekroz bazal membran distorsiyonu, bazal membran
bozuklugu gibi patolojik bulgulara en ¢ok MTX grubunda tespit edildi. Deneysel
calismamizdaki MTX kaynakli bobrek dokusu hasarlar1 yapilan ¢alismalarda elde

edilen bulgularla uyum saglamaktadir.
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Lee ve ark’nin [233] toplam 23 ay siiren galismasinda bdbrek fonksiyon bozuklugu
olan 120 hastanin (66 yeni gelistirilmis, 54 Onceden gelistirilmis) dahil edildigi
romatoid artrit ve MTX tedavisi kullanilan bir klinik ¢alismada glomeriiler filtrasyon
hiz1 baz alinarak bobrek fonksiyon degerlendirilmesi yapilmistir. Calismada iki grup
hastada %30 toksisite bildirilmistir. %5,8 oran ile renal toksisite saptanmis ve iki
grup hasta arasinda toksisite oraninda ¢ok farklilik gézlemlenmemistir (66 hastada
23, 54 hastada 12).

Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda stirekli olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot seviyeleri (RNS) meydana gelmektedir.
Dengeli bir sekil viicudumuzda bulunan savunma mekanizmalar1 (antioksidan) bu
oksidanlar1 parcalayarak azaltmaktadir. Viicudumuzda oksidan ve antioksidanlar
denge igindedir. Cizelge 4.2. incelendiginde MTX verilen grupta EA ve kontrol
grubuna gore total antioksidanlarin azaldig1 ve oksidanlarin ise arttig1 goriilmektedir.
MTX ile birlikte EA verildiginde ise MTX verilen gruba gore TAS’da 6nemli
derecede artma, TOS’da ise onemli derecede azalma goriilmektedir. Bu sonuglar
bize MTX’in viicuttaki oksidatif stresi onemli derecede arttirdigini, EA’in ise
MTX kaynakli oksidatif stresi onemli derece azaltarak kanser tedavisinde
kullanilan bu ajanin viicuttaki yan etkilerini ve nefrotoksisteyi azaltmada yardimci
bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir. inan ve ark [234] yaptiklari
calismada; sicanlarda EA’in uygulamasi ile piridinin neden oldugu oksidatif hasari
tyilestirdigini; TOS ve OSI degerlerini diisiirdiigiinii, TAS degerini ise yiikselttigini

tespit etmislerdir.

Ellagik asit, NF-kB (niikleer faktor-kappa B), aktivator protein (AP1) ve c-fos gibi
transkripsiyon faktorlerini uyararak antioksidan enzimlerin ekspresyonlarini
arttirmanin yaninda, oksidorediiktaz gibi bir¢ok antioksidan enzimin aktivitesini
artirarak oksidatif stresi baskilamaktadir [235]. Ayrica prokarsinojenler olarak da
bilinen sitokrom-P450 ailesine etki ederek ve mitokondriyal aktiviteyi azaltarak
reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) olusmasini inhibe etmektedir [236]. Bu veriler,
antioksidan ajanlarin  gen ekspresyonunu diizenleyerek apoptoz olusumunu
onleyebildigini gosteren bulgularla  desteklenmektedir. Ornegin, ellagik asidin

sisplatin verilen siganlarin bdbreginde antioksidan enzimleri aktive ederek

54



nefrotoksisiteyi diizelttigi gosterilmistir [237]. Ayrica karacigerde antioksidan sistem
araciligiyla tetra-kloriir indiiklii olusan hepatotoksisiteyi diizelttigi rapor edilmistir
[238]. Pulmoner disfonksiyonlara sebep olan siklofosfamidinin sigan akcigerinde
oksidan hasara yol agtig1 EA verilmesinin ise bu hasar1 diizelttigi bildirilmistir [239].
Ellagik asidin kalpte GSH, CAT, SOD aktivitesini artirdigi; ROS, ksantin oksidaz
(KO) ve tiyobarbitiirik asit reaktif tiirleri (TBARS) seviyesini ise azaldigi da
gosterilmistir [240, 241].

EA’nin, DNA’da oksidatif hasarin biiyiikk bir kismimi bloke ederek kanser
ilerlemesini biiyiik 6lgiide durdurdugu yoniindeki bilgiler giin gegtikge artmaktadir
[242, 243]. EA Kkarsinogenlerin DNA’ya direkt baglanmasmi bloke ederek
antimutajenik etki saglamaktadir [244]. Ayrica ksenobiyotik metabolizmasinin
enzimlerini engellemektedir [245]. Bu veriler, kanser olusumunu O6nleyebildigini
gosteren bulgularla desteklenmektedir. Ornegin, Pb toksisitesine maruz kalan
bildircinlarda EA takviyesi karaciger dokusunda kaspaz-3 ve -9 seviyelerini azaltarak
Pb kaynakli apoptozu hafiflettigi bildircinlarda yumurta verimi performansini
artirdigi tespit edilmistir. Ayrica karaciger ve bobrek dokularinda MDA seviyesini
diisiirdiigi ve GSH, GSH-Px, CAT aktivitesini artirdigin1 gdsterilmistir [246].
Ellagik asidin uygulanmasi karbon tetrakloriire karsi hepatoprotektif bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir [247]. Sigan kemik iliginde kromozomal aberasyonlar1 alfa-
tokoferol kadar diisiirdiigii [248], lenfositlerinde de radyasyon indiikliit DNA zinciri
kirtlmalarin1 tamir ettigi bildirilmistir [249]. Ellagik asidin, CP indiiklii olusan
hepatoksisiteyi diizelttigi rapor edilmistir [250]. Ayrica, EA’nin kansere karsi
koruyucu etkisinin quersetinden ve vitamin E den daha giiclii oldugu da ortaya
koymustur [251, 252].

Warpe ve ark, ellagik asidin DOX ile indiiklenen kardiyotoksisitede koruyucu
aktivitesini tespit ettigi calismasinda EKG ve hemodinamik parametreler incelenmis,
EA’in antioksidan etkisi ile histopatolojik incelemede ellagik asit ile muamele
edilmis doksorubisin ile indiiklenen grup sigan kalbinin mikroskobik Kkesitinde, daha
az inflamatuar hiicre infiltrasyonu, nekroz ve kalp kas1 lifinde hiperemi saptanmastir.
Bizim yaptigimiz MTX uygulanan grupta bobrek dokusunda onemli derecede

glomeruler, tubuler ve interstisyel hasar tesbit edildi. MTX ile olusan bu yan etkilerin
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EA verilmesi ile 6nemli derecede azaltildig1 ortaya konuldu. Caligma histopatolojik

sonuglart bu ¢aligmalarla uyum igindedir [253].
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

1. Siganlara tek doz 20 mg/kg MTX'n intraperitoneal uygulanmasi, MTX
uygulanmayan gruplarla kiyasla ortalama serum iire, iirik asit, kreatinin ve
toplam protein anlamli olarak azaltmistir. Bobrek dokusu MDA, TOS ve OSI
diizeylerinin arttig1 ve ayrica GSH ve TAS diizeylerinin anlamli derecede

azaldig1 gosterilmistir.

2. MTX+EA grubuna 75 mg/kg EA'in oral yoldan verilmesi MTX'in olumsuz
etkilerine karsi deneme hayvanlarini korumustur. MTX+EA grubunda; MTX
grubuna gore serum {ire, {irik asit, kreatinin ve toplam protein anlamli 6l¢iide
azalmis, EA verilmesi sonras1 serum iire, iirik asit, kreatinin diizeyleri, kontrol
grubu seviyesine kadar inmistir. MTX+EA grubunda, MTX grubuna gore;
bébrek dokusu MDA, TOS ve OSI diizeyleri anlamli derecede azaldigi ve
ayrica (GSH ve TAS) anlamli derecede arttigini gosterilmistir.

3. Histopatolojik bulgularda MTX grubuna ait bobrek dokusunda yapisal
bozukluklar gosterilmistir. Bu histopatolojik degisiklikler MTX+EA grubunda
EA uygulamas: ile MTX grubuna gore anlamli olgiide azaldigi ortaya

konulmustur.
4. Kemoterapi tedavisinde MTX kullanimina bagli bobreklerde olusabilecek

zararli etkileri azaltmak i¢in ellagik asidin kullaniminin faydali olacagini

diisiiniiyoruz.
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