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OZET

Rat Karacigerinde Metotreksat ile Olusturulan Oksidatif Stres Uzerine
Rutinin Etkisi

Sunulan projede, rutinin rat karacigerinde metotreksat ile olusturulan oksidatif stres
tizerine olas1 koruyucu etkilerinin aragtirilmasi amaclandi.

Calismada 24 adet, Wistar Albino rat (2 aylik, erkek) ile Kontrol (K), Metotreksat
(M), Rutin (R), Metotreksat ve Rutin (MR) olmak tizere dort grup olusturuldu. K ve M
gruplarina distile su, R ve MR gruplarina ise rutin 50 mg/kg/giin oral gavaj yoluyla on bes
giin boyunca verildi. Ayrica, ¢alismanin sekizinci gliniinde M ve MR gruplarina metotreksat
20 mg/kg, K ve R gruplarina serum fizyolojik (% 0,9'luk) periton i¢i (i.p.) uygulandi.
Calismanin on altinc1 giliniinde karaciger dokular1 c¢ikarildi. Karaciger dokularinda
malondialdehit (MDA), vitamin C, total glutatyon (tGSH), nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADPH) diizeyleri ile glutatyon peroksidaz (GPx) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PD) aktiviteleri belirlendi.

M grubunda, diger gruplara gére MDA diizeyinde artig ve vitamin C diizeylerinde
azalis istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0,001). M ve MR gruplarinda tGSH diizeyinin
K grubuna kiyasla diisiik oldugu gozlendi (p<0,05). M grubu NADPH diizeylerinde ve GPx
aktivitesinde, K grubuna gore onemli diizeyde azalis oldugu belirlendi (p<0,001). R grubu
NADPH diizeyi M grubuna gore yiiksek, K grubuna gore diisiik bulundu (p<0,001). Ayrica
R ve MR gruplar1 GPx aktiviteleri K ve M gruplarina kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu
belirlendi (p<0,001).

Bu calismada, metotreksatin karaciger dokusunda oksidatif hasara yol agti1 ve
rutinin metotreksat kaynakli hepatik hasar iizerinde koruyucu ve iyilestirici etkileri oldugu
belirlendi. Sonu¢ olarak, rutinin kemoterapotik amacgla uygulanan metotreksatin yan
etkilerini azaltmada yararl olabilecegi 6ngoriildii.

Anahtar kelimeler: Rutin, karaciger, metotreksat, NADPH, vitamin C

VI



ABSTRACT

The Effect of Rutin on Methotrexate-Induced Oxidative Hepatic Damage
in Rat

In this project, it was aimed to investigate the possible protective effects of rutin on
methotrexate-induced oxidative hepatic damage in rat.

Twenty-four Wistar Albino rats (2 months old, male) were divided randomly into
four groups (n = 6) as Control (C), Methotrexate (M), Rutin (R), Methotrexate and Rutin
(MR). C and M received distilled water, R and MR groups received rutin (50 mg/kg/day),
orally, for fifteen days. M and MR groups were administered methotrexate (20 mg/kg)
intraperitoneally (i.p.) and C and R groups were administered saline (0.9 %) i.p. on the eighth
day of the study. Rats were sacrificed at the sixteenth day and liver tissues were removed.
The levels of malondialdehyde (MDA), vitamin C, total glutathione (tGSH) and the activities
of glutathione peroxidase (GPx) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) were
determined colorimetrically.

MDA levels increased and vitamin C levels decreased in the M group compared to
other groups (p<0.001). tGSH levels reduced in both M and MR groups compared to C group
(p<0.05). A significant decrease in M group NADPH levels and GPx activity compared to
C group (p<0.001) was observed. NADPH levels of R group were found to be higher than
M group and lower than C group (p<0.001). In addition, it was determined that the activities
of GPx in R and MR groups were lower than C and M groups (p<0.001).

In this study, it was determined that methotrexate caused oxidative damage in liver
and rutin had protective and ameliorating effects on methotrexate-induced hepatic damage.
Consequently, it may be suggested that rutin may be useful in reducing the side effects of
methotrexate, applied for chemotherapy.

Key words: Rutin, liver, methotrexate, NADPH, Vitamin C



1. GIRIS

Karaciger, viicuttaki en 6nemli organlardan biridir. Ayrica karacigerin, karaciger
hasaria neden olabilecek ilag ve ¢evre kirleticileri gibi kimyasallarin detoksifikasyonuna
benzer birgok gérevi bulunmaktadir (Cetin ve ark. 2008). Insan ve hayvan ¢alismalari, bazi
ilaglarin ve kimyasal ajanlarin potansiyel hepatotoksik etkilere sahip oldugunu gostermistir
(Adikwu ve Deo 2013). Tlaca bagli karaciger hasari, ilaglarin onaylanmamasi, geri ¢cekilmesi
ve pazarlama sonrasi diizenleyici faaliyetlerin en sik nedenlerinden biridir. Son on yilda,
ilaca bagli karaciger hasarinin 6nemli Ol¢lide artmasi, klinisyenler, akademisyenler,
diizenleyici kurumlar ve ilag sirketleri tarafindan biiytik ilgi gérmektedir. Hepatotoksisite,
binden fazla ilaca baglanmistir ve sessiz bir subklinik hastalik olarak mevcut olabilir veya
birden fazla klinik bulgu ile iliskilendirilebilir (Mahmoud ve ark. 2017). Ilaca bagh
hepatotoksisite, hepatoselliiler 6liim, inflamasyon ve akut karaciger yetmezligi ile
sonuglanabilir (Yuan ve Kaplowitz 2013, Mahmoud ve ark. 2017). Hepatotoksisite,
diinyadaki akut karaciger hastaliginin ve karaciger transplantasyonunun en &nemli
nedenlerinden biridir (Malayeri ve ark. 2020). Son zamanlarda, antikanser ilaclar ile yapilan
hepatotoksisite ¢aligmalarinda oksidatif stres iizerinde durulmaktadir (Nafees ve ark. 2015,
Armagan 2015, Pmar ve ark. 2018). Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
metotreksatin, karacigerdeki metabolizmasi sirasinda meydana gelen oksidatif reaksiyonlar
nedeniyle, toksik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Chladek ve ark. 1997). Ayrica,
metotreksat kaynakli karaciger toksisitesinin dnlenmesi ya da tedavisi i¢in ¢esitli antioksidan
ve antienflamatuar maddelerin kullanimi Onerilmektedir (Pinar ve ark. 2018). Rutinin,
hepatotoksisiteye kars1 koruyucu etkisini, reaktif oksijen tiirleri kaynakli oksidatif stresi ve
eszamanli inflamasyonu hafifleterek gosterdigi de one siiriilmiistlir (Nafees ve ark. 2015).
Bu anlamda, sunulan c¢alismada bir antikanser ilact olan metotreksat ve antioksidan
Ozelliklere sahip olan rutin kullanildi. Bu ¢alismada, rutinin metotreksat kaynakli karaciger
toksisitesinde oksidatif stres iizerindeki koruyucu ve iyilestirici etkileri biyokimyasal

parametreler ile degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

Metotreksat, dihidrofolattan tetrahidrofolat olusumunda goérev alan dihidrofolat
rediiktazi inhibe eden ve sonug olarak DNA sentezini ve hiicre proliferasyonunu inhibe eden
bir antimetabolittir. Metotreksat, folatin 4-amino, 10-metil analogudur (Sekil 2.1) (Olayinka
ve ark. 2016).

H/
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Sekil 2.1. Metotreksatin kimyasal yapisi (Olayinka ve ark. 2016).

Metotreksat, karacigerde bir enzimatik sistem araciligi ile baglica metaboliti olan 7-
hidroksimetotreksata doniisiir. Primer olarak bobrekler, az bir miktar safra ve diski ile
atildigr bildirilmektedir (Armagan 2015). Metotreksat, ¢esitli romatolojik (Malik ve
Ranganathan 2013), onkolojik (Ayad ve ark. 2014), dermatolojik (Sakthiswary ve Suresh
2014) ve enflamatuar hastaliklar1 tedavi etmek i¢in siklikla kullanilan bir dihidrofolat
rediiktaz inhibitoriidiir. Metotreksat, romatoid artrit (Malik ve Ranganathan 2013) ve sedef
hastaliginin (Roenigk ve ark. 1998) tedavisinde en cok tercih edilen steroid koruyucu
immiinsiipresandir. Metotreksatin diisiik dozda oral yolla uygulanmasi ile tamamina yakin
gastrointestinal sistemden emilirken, yiiksek dozlarda gastrointestinal sisteminden emilimi
az oldugu i¢in intravendz olarak uygulanmasi tercih edilmektedir (Armagan 2015). Bununla
birlikte, metotreksatin yiiksek dozda ve siirekli kullanimi ile 6zellikle karaciger lizerine
olumsuz yan etkileri oldugu (Holmboe ve ark. 2012), ayrica viicut agirhiginda belirgin bir
azalmaya yol ac¢tig1 rapor edilmistir (Mahmoud ve ark. 2017). Osteosarkom hastalarinda
yiiksek doz metotreksat kemoterapisinin, hepatotoksisite gelisimine neden oldugu

bildirilmistir (Holmboe ve ark. 2012). van Outryve ve ark. (2002), meme kanseri olan



hastada metotreksat tedavisi sirasinda, karaciger biyopsisinde ikinci derecede toksik hepatit
olgusunun sekillendigini rapor etmistir. Arastirmalar metotreksatin, kanser tedavisi sirasinda
veya sonrasinda, karaciger toksisitesi riskini arttirdigi bildirilmistir (King ve Perry 2001,
Mulder ve ark. 2019). Kisacasi, metotreksat, farkli kanser tilirlerini tedavi etmek amaci ile
kullanilan bir ilag olup, metotreksatin kullanimi ile sik goriilen bir komplikasyon olan
hepatotoksisite, metotreksatin klinik kullanimini sinirlamaktadir (Ali ve ark. 2017, Mehrzadi
ve ark. 2018).

Literatiir taramalarma gore, deneysel caligmalarda, metotreksat (20 mg/kg)
uygulanan ratlarda, hepatik lobiil, hepatositler ve siniizoidlerin normal histolojik yapisinin
bozuldugu bildirilmistir (Mahmoud ve ark. 2017). Mikroskobik incelemelerde, hepatik
steatoz, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hepatositlerin hidropik dejenerasyonu ve
vakuolizasyonu gibi bulgularin oldugu tespit edilmistir (Mahmoud ve ark. 2017).
Metotreksatin enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu, siddetli hepatosit dejenerasyonu, safra
kanal1 hiperplazisi, hiperemi, siniizoidal dilatasyon ve nekrozu indiikledigi gosterilmistir
(Erdogan ve ark. 2015, Moghadam ve ark. 2015). Metotreksat, steatoz, kolestaz, fibroz ve
siroz gibi karaciger hepatotoksisitesine neden olabilir (Vonen ve Merland 1984).

Serum aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT) ve alkalen fosfataz
(ALP) aktivitelerindeki artis, karacigerin hasarli yapisal biitiinliigiine baglanmustir, ¢linkii bu
enzimler normal olarak sitoplazmada bulunur ve hiicresel hasardan sonra dolagima salinir.
Bu enzimlerin hepatotoksisite durumunda degerlendirilmesi, karaciger hasarinin teshisinde
kullanilmaktadir (Hyder ve ark. 2013; Malayeri ve ark. 2020). Test edilen bu enzimler,
hepatoseliiler hasar i¢in duyarl ve kantitatif belirteclerdir. Enzimlerin dolasim diizeylerinin
Olctimi, ilaca bagh karaciger hasarini degerlendirmek i¢in yararl bir aractir (Mahmoud ve
ark. 2017). Onceki calismalar, metotreksat uygulamasini takiben, karaciger hasarmi gosteren
ALT, AST, ALP, gama-glutamil transpeptidaz, laktat dehidrogenaz ve bilirubin gibi
karaciger fonksiyon belirteclerinin serum seviyelerinin yiiksek olmasi ile metotreksatin
hepatotoksisiteye neden oldugunu gostermistir (Erdogan ve ark. 2015, Mahmoud ve ark.
2017, Hoshyar ve ark. 2019, Malayeri ve ark. 2020). Serum ALT aktivitesi, karacigerin
degerlendirilmesinde AST aktivitesine gore daha spesifiktir. Ayrica, AST aktivitesinin uzun
stireli karaciger toksisitesi i¢in spesifik bir belirleyici oldugu diisiiniilmektedir (Erdogan ve

ark. 2015). Ek olarak, metotreksatin serum albiimininde belirgin bir azalma ve artan toplam



bilirubin seviyelerine eslik eden bir durum sergiledigi rapor edilmistir (Mahmoud ve ark.
2017).

Metotreksat ile indiiklenen hepatotoksisitenin altinda yatan kesin mekanizmalar tam
olarak belirlenmis olmasa da, artan reaktif oksijen tiirleri ve azalan antioksidan enzim
aktiviteleri sonucu oksidan antioksidan dengenin bozulmasinin merkezi bir rol oynadigi 6ne
stiriilmistiir (Ali ve ark. 2017, Mahmoud ve ark. 2017, Pinar ve ark. 2018, Kalantari ve ark.
2019, Malayeri ve ark. 2020). Metotreksatin karaciger dokusunda miyeloperoksidaz
(Mehrzadi ve ark. 2018, Pinar ve ark. 2018), nitrik oksit (Mahmoud ve ark. 2017, Mehrzadi
ve ark. 2018, Hoshyar ve ark. 2019, Malayeri ve ark. 2020) ve malondialdehit (MDA) (Pinar
ve ark. 2018, Hoshyar ve ark. 2019, Malayeri ve ark. 2020) seviyelerini arttirdigina yonelik
calismalar bulunmaktadir. Antioksidan sistem ve metotreksat {izerine yapilan ¢aligsmalar,
metotreksatin karaciger glutatyon (GSH) (Mahmoud ve ark. 2017, Mehrzadi ve ark. 2018,
Malayeri ve ark. 2020) diizeyi ve siiperoksit dismutaz (SOD) (Mahmoud ve ark. 2017,
Hoshyar ve ark. 2019), katalaz (CAT) (Cetin ve ark. 2008, Malayeri ve ark. 2020), glutatyon
peroksidaz (GPx) (Mahmoud ve ark. 2017, Malayeri ve ark. 2020) ve glutation-s-transferaz
(Olayinka ve ark. 2016, Mahmoud ve ark. 2017) enzim aktivitelerini diistirdiigii rapor
edilmistir.

Metotreksat hiicrelerde sitosolik nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)’1
inhibe eder. Glutatyon rediiktaz, glutatyon seviyelerini korumak i¢cin NADPH’1 kullanir.
Glutatyon, oénemli bir sitosolik radikal temizleyicidir. Metotreksat glutatyon seviyesinde
azalmaya yol aag¢maktadir (Pmar ve ark. 2018). Reaktif oksijen tiirleri hiicresel
makromolekiillere zarar verebilir ve lipit peroksidasyonunu ve hiicre 6liimiinii baslatabilir
(Mahmoud ve ark. 2017). Bu nedenle, oksidatif stresin azaltilmasi, metotreksat kaynakl
hepatotoksisiteye karsi korunmak i¢in etkili bir stratejiyi temsil edebilir (Mahmoud ve ark.
2017). Metotreksat kaynakli karaciger toksisitesinin tedavisi i¢in c¢esitli antioksidan ve
antienflamatuar maddeler kullanilabilir (Pmar ve ark. 2018). Dogal ajanlar, uzun siireli
oksidatif stres ve ozellikle reaktif oksijen tiirleri ile iligkili olan karaciger fibrozu ve siroz
gibi karaciger hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde etkilidir (Kalantari ve ark. 2019).

Rutin rutosid, rutin trihidrat, kuersetin-3-O-rutinosid, fitomin ve sophorin olarak da
adlandirilan, bir narenciye flavonoiddir (Shenbagam ve Nalini 2011, Nafees ve ark. 2015).
Rutin, agirlikli olarak karabugday, kizilcik, dut, narenciye meyve ve meyve kabuklarinda

bulunan flavonoldiir (Singh ve ark. 2019). Ayrica, ¢ay, elma ve carkifelek ¢igegi gibi



bitkilerde de bulundugu bilinmektedir. Rutin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon-3-
ramnoglukosit) kimyasal olarak, disakkarit rutinoz ile birlikte flavonolik aglikon kuersetin
igeren bir glikozittir (Sekil 2.2) (Shenbagam ve Nalini 2011).

HaC,,
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Sekil 2.2. Rutin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon-3-ramnoglukosit) kimyasal yapist (Shenbegam ve
Nalini 2011).
Rutinin anti-oksidan, sitoprotektif, vazoprotektif, anti-karsinojenik, hepatoprotektif

(Aziza ve ark. 2014, Singh ve ark. 2019), renoprotektif (Nafees ve ark. 2015)
kardiyoprotektif (Lv ve ark. 2018) ve noroprotektif (Enogieru ve ark. 2015) gibi ¢esitli
etkileri bulunmaktadir (Ganeshpurkar ve Saluja 2017). Rutinin yiiksek metabolizma, zayif
emilim ve hizli atilim nedeniyle diisiik biyoyararlanimi, genellikle terapdtik bir ajan olarak
prospektif kullanimini kisitladig diisiintilmektedir (Enogieru ve ark. 2015, Maciej ve ark.
2018). Bir kuersetin glikonu olan rutin, bagirsakta kuersetine hidrolize edilir ve kuersetin
(%53) olarak emilir ve protokatesik asit, 3,4-dihidroksifenil-asetik asit, 3-hidroksifenil
asetik asit-3-(3-hidroksifenil) propiyonik asit gibi kuersetinin konjuge metabolitleri seklinde
de kolonda mevcuttur (Manach ve ark. 1995).

Rutinin, siklofosfamite (antikanser ajan) bagli hepatotoksisiteye karsi koruyucu
etkisini, niikleer faktér kappa B ve mitojen aktive protein kinaz sinyalizasyon yolagina
miidahale ederek reaktif oksijen tiirleri kaynakli oksidatif stresi ve eszamanl inflamasyonu
hafifleterek gosterdigi one siiriilmiistiir (Nafees ve ark. 2015). Singh ve ark. (2019), rutinin

eritrositlerin ve karacigerin antioksidan durumunu, niikleer faktor eritroid 2 ve



indiiklenebilir nitrik oksit sentaz sinyalizasyon yolaklarin1 diizenleyerek, t-biitil
hidroperoksite bagli oksidatif strese karsi korudugunu sunmuslardir. Caglayan ve ark.
(2019), rutinin oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu onleyerek, civa-kloriir kaynakli
hepatotoksisiteyi etkili bir sekilde baskiladigin1 gostermistir. Aziza ve ark. (2014), rutinin
ratlarda asir1 demir verilerek olusturulan hepatik oksidatif strese karsit GSH diizeyi, CAT ve
SOD aktivitelerini arttirarak, iyilestirici rolii oldugunu bildirmistir. Cok degerlikli metal
tyonlarii, 6zellikle ¢inko, kalsiyum ve demiri selatlamak igin giiclii bir yetenege sahip olan
rutinin, ratlarda karbon tetrakloriir kaynakli karaciger yaralanmalarina kars1 hepatoprotektif
etkisi oldugu rapor edilmistir (Khan ve ark. 2012). Shenbagam ve Nalini (2011), ratlarda
rutinin etanole bagl hepatotoksisite tizerindeki etkisini, lipit peroksidasyonunu onleyerek,
antioksidanlarin bilesimini optimize ederek, karaciger fonksiyon biyobelirte¢ enzimlerinin
aktivitelerini arttirarak, hepatoprotektif bir ajan oldugunu gdstermistir. Kadmiyum ve
etanole maruz kalan ratlarda rutinin, peroksidatif hiicre zari hasarini, serum bilirubin,
kolesterol seviyelerini azaltarak, karaciger fonksiyon bozuklugu riskini azaltabildigi rapor
edilmistir (Abarikwu ve ark. 2017). Erdogan ve ark. (2015), metotreksat kaynakli karaciger
hasarinda, rutinin karaciger serum ALT diizeyleri ve MDA diizeylerini diistirdiigiinii, SOD
ve GPx aktivitelerini ise yiikselttigini bildirmistir. Bu yiizden, rutin gesitli klinik durumlarda
tedavi amacli metotreksat kullanimi sirasinda gézlemlenen hepatik yan etkileri azaltmak i¢in
potansiyel bir adjuvan ilag olabilir.

Sunulan galigma ile metotreksat kaynakli oksidatif streste bir flavonoid olan rutinin
rat karaciger dokusu iizerine koruyucu etkilerinin arastirilmas1 amaglandi. Rutinin karaciger
dokusu tizerine koruyucu etkisi, MDA, Vitamin C, tGSH, NADPH diizeyleri ile GPx ve
G6PD aktivitelerinin belirlenmesi ile biyokimyasal yontemlerle ortaya konuldu. Sunulan
calisma ile kemoterapotik olarak kanser tedavisinde kullanilan metotreksatin karaciger
dokusunda meydana getirdigi yan etkilere karsi, rutinin koruyucu ya da destekleyici etkinligi
olup olmadig1 belirlenerek, rutinin olasi etkilerinin kanser ve kemoterapi ile ilgili yapilacak
bilimsel caligmalara katki saglayabilecegi Ongoriildii. Ayrica projeden elde edilmesi
hedeflenen bulgularin karacigerde oksidatif hasar ile olugsacak hepatotoksisite tedavisinde
rutinin kullanim1 konusunda yapilacak bilimsel caligmalara da katki saglayabilecegi

distinildii.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Sunulan ¢alismada, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen, 24 adet, 2 aylik, erkek Wistar Albino
rat kullanildi. Caligma protokolii Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onayland1 (2019/07-12, 10/09/2019) ve deneysel ¢alismalar
etik kurallara uygun olarak gerceklestirildi. Ratlar, adaptasyon amaciyla, projede 6ngoriilen
deneme planina baslanmadan 1 hafta once temin edildi. Ratlarin standart polipropilen
kafeslerde, 20-22°C'lik oda 1sisinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlikta barinmalar1 ve
standart rat yemi ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Ratlara 20 mg/kg
metotreksat (Kogak, Tiirkiye) tek doz periton i¢i (i.p.) uygulandi (Mahmoud ve ark. 2017).
Rutin (Rutin hydrate, Abcr, Almanya) uygulamasi i¢in, rutinin 50 mg/kg/rat/giin distile suda
¢ozeltisi hazirland1 ve oral gavaj yoluyla verildi (Kamel ve ark. 2014). Ratlardan, her grupta

esit sayida (n=6) olacak sekilde dort grup olusturuldu.
Gruplar:

Kontrol (K) Grubu: Ratlara 0,5 ml distile su oral gavaj yolu ile on bes giin boyunca verildi.
Sekizinci giin %0.9'luk serum fizyolojik (0,5 ml/rat) bir kez periton i¢i uygulandi.

Metotreksat (M) Grubu: Ratlara, 0,5 ml distile su oral gavaj yolu ile on bes giin boyunca

verildi ve sekizinci giin metotreksat 20 mg/kg dozda periton i¢i uygulandi.

Rutin (R) Grubu: Ratlara rutin 50 mg/kg/giin (0,5 ml distile suda ¢ozdiiriilerek) dozunda
oral gavaj yolu ile on bes giin boyunca verildi. Sekizinci giin %0.9'luk serum fizyolojik (0,5

ml/rat) bir kez periton i¢i uygulandi.

Metotreksat ve Rutin (MR) Grubu: Ratlara rutin 50 mg/kg/giin (0,5 ml distile suda
cozdiirtilerek) dozunda oral gavaj yolu ile on bes giin boyunca verildi. Sekizinci giin

metotreksat 20 mg/kg dozda periton i¢i uygulanda.

Calismanin on altinct giinii, tiim ratlar ksilazin+ketamin anestezisi altinda sakrifiye

edilerek, karaciger dokular1 alind1.



3.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Distile su cihazi (Thermo scientific, Almanya ve Prizma, Tiirkiye), spektrofotometre
(UV 2100 UV-VIS Recording Spectrophotometer Shimadzu, Japonya), santirifiij cihazi
(Niive NF 1200 R, Tiirkiye), multikanal pipet (KF10858, Isolab, Almanya), yar1 otomatik
pipetler (Brand, Almanya), su banyosu (WiseBath fuzzy control system, Wisd, Almanya),
manyetik karistirict (Heidolph MR 3001, Almanya), pH metre (Orion 420A, Japonya), derin
donduruculu buzdolab1 (Ariston MTB 401 INFTK, Italya), vorteks (Labnet, Amerika), buz
makinas1 (Hoshizaki FM-80EE, Avrupa) hassas terazi (Pioneer Ohaus PA214C, Amerika),
ultrasonik homojenizatér ve gii¢ kaynagi (Bandelin Electronic UW 2070, Almanya), ELISA
okuyucu (BioTek MQuant, Amerika) kullanildu.

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Fosfat tamponu (PBS, P4417, Sigma, Amerika), bakir siilfat bes hidrat (CuSO45H-0,
UN3077, Carlo Erba, Ispanya), sodyum potasyum tartarat (Na-K tartarat tetrahydrate,
474117, Carlo Erba, Ispanya), sodyum karbonat (Na,COs, AM1157792, Merck, Almanya),
sodyum hidroksit (NaOH, B1366762706, Merck, Almanya), folin fenol belirteci (Folin-
Ciocalteu’s reagent, E463562, Carlo Erba, Ispanya), sigir serum albiimini (BSA, A2153
Sigma, Amerika) trikloroasetik asit (TCA, 807, Merck, Almanya), tiyobarbitiirik asit (TBA,
1.08180.0025 Merck, Almanya), 1,1°,3,3’-tetraetoksipropan (A0385302, Acros Organics,
Almanya), siilfiirik asit (%96 H2SOs, UN1830, Carlo Erba, Ispanya), L-askorbik asit
(A5960, Sigma, Amerika), tioiire (T7875, Sigma, Amerika), 2,4-dinitrofenil hidrazin
(D19303, Sigma, Amerika), disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4, 6580, Merck, Almanya),
disodyum etilendiamintetraasetat dihidrat (Na>-EDTA, E1644, Sigma, Amerika), rediikte
glutatyon (rGSH, G4251, Sigma, Amerika), sodyum azid (Na-azid, S8032, Sigma, Amerika)
hidrojen peroksit (H202, 1.08600, Merck, Almanya), amonyum siilfat ((NH4)2SOa, 1216,
Merck, Almanya), glutatyon rediiktaz (G3664 Sigma, Amerika), NADPH (N1630, Sigma,
Amerika), Tris (VWR 28811.295, Merck, Almanya), hidroklorik asit (%37 HCI,
K30667014, Merck, Almanya), magnezyum kloriir (MgClz, M2670, Sigma, Amerika) beta-
NADP* sodyum tuzu (N8160, Sigma, Amerika), G-6-P monosodyum tuzu (G7879, Sigma,
Amerika).



3.4. Doku Homojenizasyonu

Biyokimyasal analizlerde kullanilacak  karacier =~ doku  numunelerinin
homojenizasyonunu hazirlamak amaci ile 1 g karaciger dokusu alindi ve 10 ml fosfat
tamponunda ultrasonik homojenizatér ile homojenize edildi. Homojenat igeren tiipler
+4°C'de, 5000 rpm'de, 30 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonrasi slipernatantlar elde edildi.
Siipernatantlar, total protein ve oksidan antioksidan parametrelerin analizleri yapilincaya
kadar -80°C'de muhafaza edildi. Karaciger dokusu homojenatlarinda, total protein, MDA,
tGSH, Vitamin C ve NADPH diizeyleri ile G6PD ve GPx aktiviteleri, kolorimetrik olarak
Olctldii.

3.5. Total Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Protein diizeylerinin belirlenmesinde Lowry ve ark. (1951) tarafindan bildirilen

yontem ve protein standarti olarak da sigir serum albumini kullanildi.

Prensip: Alkali ortamda Cu* proteinin yapisini olusturan peptit baglariyla

+1

birleserek Cu™*’e indirgenir ve biliret kompleksini olusturur. Daha sonra, Folin ve
Ciocolteu’nun fenol reaktifi ilave edilir ve fosfotungstik ve fosfomolibdik asitlerin

indirgenmesiyle molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri meydana gelir.

Yapihisi: Numune ve standart tiiplerine 10 pl doku homojenati ve standart ¢ozeltisi
eklendi. Kor tiipiine 10 pl distile su eklendi. Tiiplere calisma reaktifinden (0.1 N NaOH’te
% 2’lik Na,CO3’in ¢ozeltisi, % 1’lik CuSOs ¢ozeltisi, % 2’lik Na-K tartarat ¢ozeltisi
(98v/v/v)) 2,5 ml eklendi. Tiipler vortekslendi ve 25 °C sicaklikta 10 dakika bekletildi.
Hacimsel olarak bire bir oranda distile su ile hazirlanan folin-fenol reaktifi 0,25 ml
miktarinda tiiplere eklendi. Tiipler karigtirildi ve 25 °C sicaklikta 30 dakika bekletildikten
sonra, absorbanslar spektrofotometrede 700 nm’de kore karsi okundu. Sigir serum albiimini,
standart olarak kullanildi. Protein diizeyleri, standart ile ¢izilen absorbans-konsantrasyon

grafigi lizerinden hesaplandi.



3.6. Malondialdehit Diizeylerinin Belirlenmesi

Malondialdehit diizeylerinin belirlenmesinde Ohkawa ve ark. (1979) tarafindan

bildirilen yontem ve MDA standart1 i¢in 1,1°,3,3’-tetraetoksipropan kullanildi.

Prensip: Doku MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH:3.5’te, doku homojenatinin
kaynar su banyosunda bir saat inkubasyonu sonucu, lipit peroksidasyonunun sekonder {iriinii

olan MDA’nin TBA ile olusturdugu pembe renkli kompleks meydana gelir.

Yapilisi: Analiz tiiplerine 0,25 ml karaciger homojenati, kor tiipiine ise 0,25 ml
distile su konularak, tiim tiipler tizerine 0,5 ml % 10’luk TCA, 0,5 ml % 0,67’lik TBA
eklendi. Tipler karistirildi ve su banyosunda 95°C’de 30 dakida inkiibe edildi. Tiipler +4
°C’de 4100 rpm’de 10 dakika santriifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarin, absorbanslari
spektrofotometrede 535 nm’de okundu. Malondialdehit standart kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak hesaplandi. Dokularin MDA diizeyi nmol/g doku olarak sunuldu.

3.7. Vitamin C Diizeylerinin Belirlenmesi

Vitamin C diizeylerinin belirlenmesinde Haag (1985), tarafindan bildirilen yontem

ve vitamin C standarti i¢in L-askorbik asit kullanildi.

Prensip: Vitamin C (askorbik asit) hafif oksitleyici etkenlerle dehidro askorbikasite
dontisiir, dehidro askorbik asit hafif asit soliisyonlarda yavas bir sekilde diketogulonikasite
dontigiir. Dehidro askorbik asit ve diketogulonik asit, 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile
reaksiyona girerek bis 2,4-dinitrofenilhidrazonu olusturur.

Yapihsi: Mikropleyt kuyucuklarina ornek, standart ve korden (distile su) 50 pl
eklendi. Her kuyucuga %6 TCA’dan 50 pul eklendi ve karistirildi. Her kuyucuga 20 pl renk
reaktifi (temel c¢ozelti (50 ml 4,5M H2SOs c¢ozeltisinde 1 g dinitrofenil hidrazin
¢ozlindirilir, bir gece +4°C’de bekletilip, ertesi giin siiziiliir), %S5 tiotire ve % 0,611k CuSO4
cozeltileri (20v/v/v))’inden eklendi ve karistirildi. Mikropleytin iizeri jelatin bantla sikica
kapatildi, karistirildi ve 38°C’de 4 saat inkiibe edildi. Her kuyucuga soguk 100 pl 12 M
H2SO4’den eklendi. ilk 5 dakika icerisinde kuyucuklardaki optik dansite, ELISA reader

cihazinda 520 nm’de belirlendi.
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3.8. Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Dokularda glutatyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in rat tGSH kiti (Bioxytech GSH-
420TM Kiti, OxisResearch, Amerika) kullanildi. Bu amagla iretici firmanin belirttigi
prosediir takip edildi. Sonuglar, bu parametreye 0zgii standart egrinin kullanilmasi ile

hesaplandi. Dokularin tGSH diizeyi umol/g protein olarak sunuldu.

Prensip: Yontem, kromoforik bir tiyon olusumuna dayanir. Reaksiyon i¢in {i¢ adim
vardir.ilk olarak numune tamponlanir ve indirgenmis duruma (GSH) yiikseltgenmis
glutatyonu (GSSG) azaltmak i¢in indirgeyici madde, tris (2 karboksietil) fosfin (TCEP)
eklenir (Burns ve ark. 1991). Kromojen, 4-kloro-1-metil-7-triflorometilkinolinyum
metilsiilfat, numunede bulunan tim tiyoller ile tiyoeterler olusturarak ilave edilir. PH
degerini 13'ten daha fazla yiikseltmek i¢in baz ilave edilmesi iizerine, GSH-tiyoeter'e 6zgii

bir b-eliminasyonu, kromoforik tiyon ile sonuglanir.

Yapilisi: Mikropleyt kuyucuklarina 6rnek, standart ve korden 100 pl eklendi. Her
kuyucuga 100 pl buffer, 100 pl kromojen, 100 pul color developer (her bir ekleme islemi
sonras1 karigtirma yapildi) eklendi ve karistirildi. Oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, kuyucuklardaki optik dansite, ELISA reader

cihazinda 420 nm’de belirlendi.

3.9. NADPH Diizeylerinin Belirlenmesi

Dokularda NADPH diizeylerinin belirlenmesi icin NADP/NADPH Quantitation kiti
(MAKO038, Sigma-Aldrich, Amerika) kullanildi. NADPH analizi igin iretici firmanin
belirttigi prosediir takip edildi. Sonuclar, bu parametreye 6zgii standart egrinin kullanilmasi

ile hesaplandi. Dokularin NADPH diizeyi nmol/g doku olarak sunuldu.

Prensip: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, bircok redoks reaksiyonunda
indirgenmis (NADPH) ve oksitlenmis (NADP) formlar arasinda degiserek yer alan
enzimatik bir kofaktordiir (Berrios-Rivera ve ark. 2002). NADP/NADPH Quantitation kiti,
hiicre i¢i niikleotitlerin, NADP ve NADPH'min ve bunlarin oraninin hassas bir sekilde
saptanmasi i¢in uygun bir ara¢ saglar. Bu ticari kit NADP ve NADPH i¢in spesifiktir ve
NAD veya NADH'yi tespit etmez. NADPt (NADP ve NADPH) veya NADPH o6lgiiliir.
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Yapilisi: Mikropleyt kuyucuklarina ornek, standart ve korden (distile su) 60 pl
eklendi. Her kuyucuga 50 ul extraction bufferdan eklendi. Mikropleytin {izeri jelatin bantla
sikica kapatildi, karistirildi ve 60°C’de 30 dakika inkiibe edildi, daha sonra buz iizerinde
sogutuldu. Her kuyucuga 50 pl master reaction mix eklendi. Mikropleytin lizeri jelatin bantla
sikica kapatildi, karistirildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 10 pl
NADPH developer eklendi. Mikropleytin iizeri jelatin bantla sikica kapatildi, karistirildi ve
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Her kuyucuga 10 pl stop solution eklendi.
Absorbanslar, ELISA reader cihazinda 450 nm’de belirlendi.

3.10. Glutatyon Peroksidaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz, rediikte glutasyonu kullanarak H202’nin suya doniistimiinii
katalizleyen bir enzimdir. Dokularda GPx aktivitelerinin belirlenmesinde Beutler (1975),

tarafindan bildirilen yontem kullanildi.

Prensip: Glutasyon peroksidaz, H>O> varliginda GSH’yi okside glutasyon (GSSG)’a
dontigmesini katalize eder. H2O2’nin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG,
glutasyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a doniistiirtiliir. GPx aktivitesi, deney
ortamindaki NADPH’mm NADP*’ya c¢evrilmesi ile optik dansiditede meydana gelen
absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak dlciilmesi ile hesaplanir. Glutatyon

peroksidaz aktivitesi U/g protein olarak sunuldu.

Yapihisi: Tiirlere 6rnek ve kor (distile su) 20 pl konuldu. Tiim tiiplere, 2650 pl
EDTA’l fosfat tamponu (50 mM) 100 ul rGSH (150 mM), 100 ul NADPH (2 mM), 10 pl
glutatyon rediiktaz, 0,01 ml Na-azid eklendi. Tiipler karistirildi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Her bir tiipe 100 pl H202 ¢ozeltisi eklendi. Absorbanslar, spektrofotometre

cihazinda 340 nm’de belirlendi.

3.11. Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz aktivitesinin belirlenmesinde Beutler (1971),

tarafindan bildirilen yontem kullanildi.
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Prensip: NADP" indirgenmesinden dolay1 olusan NADPH’in absorbans vermesi
esasina dayanir. Aktivite tayini, 25°C’deki NADP*’nin 340 nm’deki absorbans degisimi
spektrofotometrik olarak Olclilmesi ile hesaplanir. Dokularin G6PD aktivitesi U/g protein

olarak sunuldu.

G-6-PDH
G-6-P + NADP" ——» glukonat -6-P + NADPH + H'

Yapihisi: Tiiplerden 6rnek tiiptine 200 pl 6rnek+400 ul distile su; kor tiiptine ise 600
ul distile su konuldu. Daha sonra, tiipler iizerine 100 pl Tris-HCIl tamponu (1 M), 100 pl
MgCl2 (0,1 M) eklendi. Tipler karistirildi ve 37°C’de 10 dakika bekletildi. Tiiplere 100 pl
G-6-P (6 mmol/L) ve 100 ul NADP (2 mmol/L) eklendi. Spektrofotometre cihazinda 340

nm’de absorbanslar, 2 dakika boyunca absorbans takip edilerek belirlendi.

3.12. istatistiksel Analizler

Elde edilen wveriler SPSS 22.0 bilgisayar programinda istatistiki olarak
degerlendirildi. Normalite ve varyans analizleri sonrasi, ¢oklu gruplarin karsilastirilmasi
One way ANOVA ve post-hoc Duncan testi ile belirlendi. p<0,05 6nem diizeyi istatistiki

olarak onemli kabul edildi.
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4, BULGULAR

Karaciger dokusunda MDA, Vitamin C, tGSH, NADPH diizeyleri ile GPx ve G6PD

aktivitelerine iliskin veriler Cizelge 4.1’de sunuldu.

Cizelge 4.1. Karaciger dokusu oksidan ve antioksidan parametreler (X + Sh)

Gruplar MDA Vitamin C tGSH NADPH GPx G6PD
nmol/g pg/g doku pmol/g nmol/g doku  U/g protein Ulg
doku protein protein
K 31,78+1,17°  193,29+15,46° 42,46+3,132  250,95+2,92°  87,61+8,04% 2,55+0,56
M 50.12+3,60° 138,2349,51°  33,88+227" 201,69+9,87¢  59,40+6,75" 2,82+0,25
R 27,55+1,48° 201,5249,87%  37,47+0,97® 228,95+1,78°  33,23+6,02° 2,35+0,17
MR 32,4740,94°  174,94+£5,06  35,19+0,60° 235,7143,75%  29,36+2,93° 2,96+0,28
p <0,001 <0,01 <0,05 <0,001 <0,01 >0,05

> Oneway Anova Post Hoc Duncan testine gére ayni siitundaki ortak harfi tasimayan degerler arasindaki fark

Onemlidir.
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Sekil 4.1. Gruplarin MDA diizeyleri.
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M grubunda, diger gruplara gére MDA diizeylerinde artig (p<0,001) istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (Sekil 4.1).
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Vitamin C (ug/g doku)
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K Grubu M Grubu R Grubu MR Grubu

Sekil 4.2. Gruplarin Vitamin C diizeyleri.

M grubunda, diger gruplara gére Vitamin C diizeylerinde azalis (p<0,01) istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (Sekil 4.2).

K Grubu M Grubu R Grubu MR Grubu
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Sekil 4.3. Gruplarin tGSH diizeyleri.

15



M ve MR gruplarinda tGSH diizeylerinin K grubuna kiyasla diisiik oldugu belirlendi

(p<0,05) (Sekil 4.3).

K Grubu M Grubu R Grubu MR Grubu
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Sekil 4.4. Gruplarin NADPH diizeyleri.

M grubu NADPH (p<0,001) diizeyleri ile GPx (p<0,01) aktivitelerinde K grubuna
gore onemli diizeyde azalis oldugu belirlendi. R grubu NADPH diizeyleri M grubuna gore
yiiksek, K grubuna gore diisiik bulundu (p<0,001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Gruplarin GPx aktiviteleri.
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Ayrica R ve MR gruplart GPx aktivitelerinin, K ve M gruplaria kiyasla 6nemli
derecede diisiik oldugu belirlendi (p<0,01) (Sekil 4.5).

K Grubu M Grubu R Grubu MR Grubu

G6PD (U/g protein)

o

Sekil 4.6. Gruplarin G6PD aktiviteleri.

G6PD aktiviteleri bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.6).
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5. TARTISMA

Metotreksat ile indiiklenen hepatotoksisitenin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir, ancak hem serbest radikallerin hem de enflamatuvar sitokinlerin
hepatotoksisiteye neden oldugu 6ne siiriilmektedir (Ali ve ark. 2017, Malayeri ve ark. 2020).
Daha once yapilan ¢alismalar, metotreksat kaynakli karaciger hasarinda serbest radikallerin
asir1 liretimi ile lipit peroksidasyonun artmasiin ve enzimatik ya da enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemlerinin tiikkenmesinin rol oynadigin1 bildirmektedir (Moghadam
ve ark. 2015, Kalantari ve ark. 2019, Malayeri ve ark. 2020).

Lipid peroksidasyonu, yag asitlerinin yapisinda bulunan karbon-karbon ¢ift
baglarinin oksidatif bozunmasi olarak tanimlanabilir. Lipid peroksidasyonu, hiicre zarinin
hasar gérmesine neden olur ve hiicrenin fizyolojik islevini degistirir (Erdogan ve ark. 2015).
Malondialdehit, lipid peroksidasyonun bir metabolitidir ve hiicrelerde oksidatif stresin bir
gostergesi olarak kullanilir (Pinar ve ark. 2018, Malayeri ve ark. 2020). Onceki ¢alismalar
ratlarda metotreksatin (20 mg/kg tek doz i.p.) karaciger MDA iretimini tetikleyerek,
toksisiteye yol agtigini bildirmistir (Erdogan ve ark. 2015, Mahmoud ve ark. 2017, Malayeri
ve ark. 2020). Literatiire uyumlu olarak, sunulan ¢alismada da metotreksatin (20 mg/kg tek
doz 1.p.), MDA diizeylerini 6nemli diizeyde arttirarak, oksidatif karaciger hasarina neden
oldugu belirlendi. Erdogan ve ark. (2015) metotreksat sonrasi rutin uygulamasinin, karaciger
MDA diizeylerinde azalmaya neden oldugunu ve bunun da lipit peroksidasyonunda bir
azalmaya isaret ettigini bildirmistir. Benzer sekilde, sunulan ¢alismada metotreksat dncesi
ve sonrasinda rutin uygulamasinin MDA diizeylerini azalttig1 belirlendi. Bu sonuglara gore

rutinin hepatotoksisite tizerine koruyucu roliiniin oldugu séylenebilir.

C vitamininin anti-oksidatif (Savran ve ark. 2017) ve antikanser (Lee 2009, Yiang ve
ark. 2014) etkileri oldugu bilinmektedir. /n vivo ve in vitro ¢alismalar, C vitamini ve yaygmn
kullanilan antikanser ilaglarla kombine tedavinin, antikanser aktivitelerini arttirdigini
gostermistir (Vetvicka ve Vetvickova 2012, Yiang ve ark. 2014). Klinik kanser tedavisinde,
C vitamini takviyelerinin hastalarda plazma A, C, E vitaminlerinin diizeylerini arttirdig1
(Tokarski ve ark. 2013), mortalite ve hastalik niiksiinii azalttigi (Nechuta ve ark. 2011)
bildirilmistir. Arastirmalar, C vitamininin ilaglar, agir metaller, organofosfat insektisitler ve

baz1 kimyasal maddelerden kaynaklanan hepatotoksisite iizerine olumlu etkilerinin
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oldugunu gostermistir (Adikwu ve ark. 2013). Vitamin C’nin karaciger fonksiyonlariin ve
karaciger antioksidan durumunun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi one siiriilmektedir
(Traber ve ark. 2019). C vitaminin, ratlarda karacigerde metotreksat kaynakli oksidatif stresi
antioksidan redoks sistemini modiile ederek azalttig1 ve karaciger hasarini dnlemede olumlu,
etkili bir rolii olabilecegi bildirilmistir (Savran ve ark. 2017, Jamali ve ark. 2018). Diisiik
molekiil agirlikli antioksidanlardan biri olan vitamin C (Olayinka ve ark. 2016), GSH ve E
vitamini ile birlikte oksidasyon hasarlarina karsi ilk savunma hatt1 olup, hiicresel redoks
dengesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Traber ve ark. 2019). Kronik hepatit hastalarinda
plazma C vitamini seviyesinde 6nemli bir azalma oldugu bildirilmistir (Yamamoto ve ark.
1998). Olayinka ve ark. (2016), metotreksatin karaciger vitamin C diizeyini azalttigini
bildirmistir. Literatiire uyumlu olarak, sunulan calismada metotreksatin karaciger vitamin C
diizeyini azaltt1g1 belirlendi. Shenbagam ve Nalini (2011), rutin (100 mg/kg, 30 giin) verilen
ratlarda karaciger vitamin C diizeyini degistirmedigini bildirmistir. Bu ¢alismaya uyumlu
olarak rutinin (50 mg/kg, 15 giin) karaciger vitamin C diizeylerine etkisinin olmadigi
belirlendi. Négre-Salvayre ve ark. (1991), rutinin E ve C vitaminlerinin serbest radikal
temizleme kapasitesini arttirdigini bildirmistir. Shenbagam ve Nalini (2011) etanol ile
birlikte rutin uygulanan ratlarda etonoliin azalttig1 karaciger vitamin C diizeylerini, rutinin
arttirdigini rapor etmistir. Benzer sekilde, sunulan ¢alismada metotreksat ile birlikte rutin

uygulamasinin metotreksatin neden oldugu vitamin C diisiisiinii engelledigi gézlemlendi.

NADPH, okside glutatyonun rediiklenmesinde glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan
kosubstrat olarak kullanilan bir molekiildiir (Malayeri ve ark. 2020). Metotreksat tarafindan,
NAD(P)-bagimli dehidrojenaz ve NADP malik enzimlerinin inhibe edildigi ve bilinmeyen
bir mekanizma ile metotreksatin hiicrede NADPH varligin1 azaltabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(Caetano ve ark. 1997, Uraz ve ark. 2008, Pimnar ve ark. 2018, Kalantari ve ark. 2019,
Malayeri ve ark. 2020). Literatiire uyumlu olarak, sunulan ¢aligmada metotreksatin karaciger
NADPH diizeyini azalttigi belirlendi. Diger yandan rutin uygulamasi da NADPH
diizeylerinde diislise neden oldu. Rutinin karacigerde NADPH diizeylerine etkileri ile ilgili
bir literatiire rastlanilmadi. Metotreksat ile rutinin birlikte uygulandigr grubun NADPH
diizeylerinin metotreksat uygulanan gruba gore yliksek oldugunun belirlenmesi, rutinin

oksidatif stres varliginda karacigeri koruyucu etkinliginin oldugunu diisiindiird.

Glutatyon rediiktaz tarafindan kullanilan hiicresel NADPH'nin azalmasi ile GSH

diizeylerinin azaldig: bildirilmistir. Glutatyon, 6nemli bir sitosolik radikal temizleyicidir
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(Pmnar ve ark. 2018). Caligmalar metotreksatin, karaciger GSH diizeyinde azalmaya yol
actigimi bildirmektedir (Olayinka ve ark 2016, Mahmoud ve ark. 2017, Malayeri ve ark.
2020). Onceki ¢alismalara benzer sekilde bu calismada da, metotreksatin tGSH diizeylerini
azalttigi belirlendi. Aym1 zamanda, metotreksat ile birlikte rutinin, azalan NADPH
diizeylerini arttirdigi, tGSH diizeylerini azalttigi bulundu. Shenbagam ve Nalini (2011),
rutinin (100 mg/kg, 30 giin) ratlarda karaciger GSH diizeyini degistirmedigini bildirmistir.
Bu calisma ile uyumlu olarak sunulan g¢alismada da rutinin karaciger tGSH diizeyini
degistirmedigi belirlendi. Caglayan ve ark. (2019), civa-klorid ile birlikte rutin (50 mg/kg)
uygulamasinin kontrol grubuna gore GSH diizeylerini diisiirdiigiinii rapor etmistir. Benzer
sekilde bu calismada rutinin metotreksat ile kullaniminin tGSH diizeyini, kontol grubuna

kiyasla diistirdiigli belirlendi.

Sunulan ¢alismanin sonuglariyla uyumlu olarak, dnceki ¢aligmalar da, metotreksatin
karaciger GPx aktivitesinde azalmaya neden oldugunu rapor etmistir (Erdogan ve ark. 2015,
Mahmoud ve ark. 2017, Pinar ve ark. 2018, Malayeri ve ark. 2020). Shenbagam ve Nalini
(2011), rutinin (100 mg/kg, 30 giin) karaciger GPx aktivitesini degistirmedigini bildirmesine
ragmen sunulan ¢alismada rutinin karaciger GPx aktivitesini anlamli derecede diisiirdiigii
belirlendi. Caglayan ve ark. (2019), civa-klorid ile birlikte rutin (50 mg/kg) uygulamasinin
kontrol grubuna gore GPx aktivitesini azalttigini rapor etmistir. Benzer sekilde bu ¢alismada
da rutinin metotreksat ile kullaniminin GPx aktivitesini, kontrol grubuna kiyasla diisiirdiigii
belirlendi. Erdogan ve ark. (2015) metotreksat ile rutinin birlikte GPx aktivitesini,
metotreksata kiyasla yiikselttigini bildirmistir. Aksine, sunulan c¢alismada ise rutinin
metotreksat ile kullaniminin GPx aktivitesini, metotreksat gruplarina kiyasla diisiirdiigi

belirlendi.

Jahovic ve ark. (2003), metotreksatin G6PD aktivitesini inhibe ederek, NADPH nin
azalmasina, glutatyon rediiktaz aktivitesinin inhibisyonuna ve son olarak GSH ddngiisiiniin
inhibisyonuna katkida bulundugunu 6ne stirmektedir. Sunulan ¢aligmada metotreksatin ve

rutinin GOPD aktivitesini degistirmedigi belirlendi.
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6. SONUC

Sunulan ¢alismada metotreksatin MDA diizeylerini arttirarak ve antioksidan (Vit C,
tGSH, NADPH, GPx) diizeylerini azaltarak karaciger dokusunda oksidatif strese neden
oldugu belirlendi. Rutinin, artan MDA diizeyini azaltarak, bilhassa vitamin C ve NADPH
diizeylerini arttirarak, metotreksat kaynakli oksidatif stresi dnledigi gdzlendi. Sonug olarak,
bu calisma, rutinin metotreksat kaynakli oksidatif hepatik hasar iizerinde koruyucu ve
tyilestirici etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, rutinin kemoterapinin yan
etkilerini azaltmada yararli olabilecegi ongoriilmekte olup, kemoterapide metotreksat ile
klinik uygulamalarda potansiyel ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. ileriki
calismalarda, rutinin hepatoprotektif potansiyelinin altinda yatan kesin mekanizmalari

belirlemek i¢in daha fazla arastirma yapilmasi 6nerilmektedir.
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