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OZET

Metotreksat Hepatotoksisitesinde Bor ve B17 Vitamini Uygulamasi Sonrasi
Histolojik Degisiklikler ve Serum Tiyol-Disiilfit Dengesinin

Degerlendirilmesi

Amag: Bir folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX), baz1 kanser tiirlerinin yani
sira ¢esitli inflamatuar hastaliklarin tedavisinde de kullanilan kemoterapotik bir
ilagtir. Bu calismadaki amag; MTX’1n hepatotoksik yan etkisine kars1 Borik Asitin
(BA) etkilerini 151k mikroskobik ve biyokimyasal diizeyde incelemektir.

Gere¢ ve Yontem: Her grupta 6 Erkek Wistar Albino rat olacak sekilde; kontrol,
MTX, BA, B17, BA+B17, MTX+B17, MTX+BA, BA+MTX, MTX+BA+B17
olarak 9 gruba ayrildi. Deneylerin 11. giiniinde tiim gruplardaki ratlarin karaciger
dokular1 intraperitoneal (i.p) uygulanarak olusturulan anestezi (75mg/kg ketamin +
10mg/kg xylazine) altinda yapilan dekapitasyondan sonra midsagittal insizyonla
hizlica ¢ikarildi. %10’luk formaldehit ile tespit edildi. Parafin bloklar hazirland1 ve
bloklardan 4pm kalinliginda kesitler alindi. Hematoksilen & Eozin (H&E) ve
Masson Trichrom boyasi ile boyandi. Olympus BX43 fotomikroskop ile incelenip
fotograflandi ve skorlama yapildi. Ayrica ratlarin serumlarinda  gesitli
oksidan(disiilfide, %disiilfide/native thiol, MPO, LOOH) ve antioksidan(native thiol,
total thiol, katalaz, albiimin) karaciger fonksiyon testleri 6l¢iildii. Calismada Slgiilen
tim biyokimyasal testler Siemens ADVIA 1800 Oto Analizériinde (Siemens
healthycare GmbH, Erlangen, Germany) ¢alisildi.

Bulgular: Isik mikroskobik incelemelerde MTX verilen rat karacigerlerinde
siniizoidal dilatasyona, hepatosit dejenerasyonuna, vaskiiler konjesyon-tromboza,
inflamatuar infiltrasyon bulgularina rastlandi. Borik Asitin  koruyuculugunun
tedavisinden daha etkili oldugu gézlendi. MTX verilen gruplarda lipid hidroperoksit,
MPO ve disiilfid gibi oksidatif stres ile iligkili parametrelerin diizeyi artti, buna
karsilik native tiyol, total tiyol ve katalaz gibi antioksidan parametrelerin diizeyi
azaldi.

Sonug¢: Bu ¢alismada metotreksat ile meydana gelen karaciger hasarinda, borik asitin
koruyucu etkisinin tedavi edici etkisinden daha fazla oldugu belirlendi. Metotreksatin

olusturdugu oksidatif hepatotoksisite tiyol disiilfit dengesini bozarak oksidasyon



lehine kaymasina sebep oldu. Bulgularimiz 1s1§inda MTX tedavisine baslamadan
once hastalara hem lipofilik hem de hidrofilik 6zelliklere sahip olan amfipatik tiyol
donorleri (alfa-lipoik asit vb.) uygulanmasinin MTX’in yan etkilerini anlamli

diizeyde azaltacagi ongdrilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Borik asit, disiilfid, metotreksat, oksidatif stres, tiyol



ABSTRACT

Histological Changes After Boron and Vitamin B17 Application in
Methotrexate Hepatotoxicity and Evaluation of Serum Thiol-Disulfide Balance

Objective: Methotrexate (MTX), a folic acid antagonist, is a chemotherapeutic drug
used in the treatment of various inflammatory diseases as well as some types of
cancer. The purpose of this study; To examine the effects of boric acid (BA) against
the hepatotoxic side effect of MTX at light microscopic and biochemical level.
Materials and Methods: There will be 6 male Wistar Albino rats in each group
way; control was divided into 9 groups as MTX, BA, B17, BA + B17, MTX + B17,
MTX + BA, BA + MTX, MTX + BA + B17. On the 11th day of the experiments,
liver tissues of rats in all groups were removed rapidly by midsagittal incision after
decapitation performed under anesthesia (75mg / kg ketamine + 10mg / kg xylazine)
by intraperitoneal (i.p) application. It was fixed with 10% formaldehyde. Paraffin
blocks were prepared and 4um thick sections were cut from the blocks. It was
stained with Hematoxylin & Eosin (H&E) and Masson Trichrom stain. It was
examined and photographed with an Olympus BX43 photomicroscope. Scoring was
done using the Score method. In addition, various oxidant (disulfide,% disulfide /
native thiol, MPO, LOOH) and antioxidant (native thiol, total thiol, catalase,
albumin) liver function tests were measured in the sera of the rats. All biochemical
tests measured in the study were performed on the Siemens ADVIA 1800 Auto
Analyzer (siemens healthycare GmbH, Erlangen, Germany).

Results: Light microscopic examinations revealed sinusoidal dilatation, hepatocyte
degeneration, vascular congestion-thrombosis, and inflammatory infiltration in the
liver of rats given MTX. It was observed that the sparing of boric acid was more
effective than its treatment. In the groups given MTX, the level of oxidative stress-
related parameters such as lipid hydroperoxide, MPO and disulfide increased,
whereas the level of antioxidant parameters such as native thiol, total thiol and
catalase decreased.

Conclusion: In this study, it was determined that the protective effect of boric acid
was more than the therapeutic effect in liver damage caused by methotrexate.

Oxidative hepatotoxicity caused by methotrexate disrupted the thiol disulfide balance

Vi



and caused it to shift in favor of oxidation. In the light of our findings, it was
predicted that administering amphipathic thiol donors (alpha-lipoic acid, etc.) with
both lipophilic and hydrophilic properties to patients before starting MTX treatment
would significantly reduce the side effects of MTX.

Keywords: Boric acid, disulfide, methotrexate, oxidative stress, thiol
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1.GIRIS

Karaciger sindirim kanalinin hem endokrin hem ekzokrin fonksiyonu olan en
biiyiikk aksesuar bezidir. Deriden sonraki 2. biiylik organdir. Karaciger, kaburga
kemikleriyle ¢evrelenmis bir sekilde diyaframin hemen altinda karin boslugunun sag
ist kistmda bulunmaktadir [1, 2]. Safra yapimi ve salgilanmasinda, karbonhidrat, yag
ve protein metabolizmasinda, bazi maddelerin (ilag ve alkol gibi) islemden

gecirilmesinde rol oynar [1].

Metotreksat (MTX), (eski adiyla amethopterin), bir folik asit antagonistidir.
Antineoplastik ve immiinosupresif 6zelliklerinden dolay1; romatoid artrid, psoriazis
ve multiple skleroz gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilir.
Kemoterapotik 6zelliginden dolayr da akut lenfoblastik 16semi (ALL), osteojenik
sarkom ve akciger kanseri gibi birgok kanser tiiriinde kullanilir [3]. ALL ve romatoid
artrit gibi hastaliklarda 20mg/m? doz uygulanirken onkolojik hastaliklarda yiiksek
doz tercih edilmektedir. MTX, hiicrelerin sentez fazina etki eder. Dihidrofolat
rediiktaz, hiicre replikasyonunda anahtar enzim gorevindedir. MTX, bu enzime
baglanarak piirin ve pirimidin yapiminda gorevli tetrahidrofolat sentezini inhibe eder.
Niikleik asitlerin ve protein sentezinin engellenmesinden dolayi DNA defektleri
ortaya ¢ikar. MTX, sitotoksik bir ila¢ oldugu i¢in kanser hiicrelerini yok ederken
saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. MTX, karacigeri, akcigerleri, bobrekleri,

kemik iligini ve ince bagirsagi etkiler [4, 5].



Son yillarda yapilan g¢alismalarda, Borik asit (BA)’nin immiin sistemde,
kemik gelisiminde, hormon metabolizmasinda ve 6zellikle antioksidan sistemde ¢ok
etkili oldugu vurgulanmaktadir [6-8]. Borik asit (BA) ile birlikte, geleneksel tipta
kullanilan bor, dogal bir mineraldir. Ayrica endiistriyel, tarimsal ve kozmetik
uygulamalarda da kullanilmaktadir. BA'nin antioksidan [9], hepatoprotektif ve
antijenotoksik etkilerinin diginda, viicuttaki glutatyon miktarini arttirdigi ve reaktif
oksijen tiirlerini inhibe edip oksidatif hasari1 ortadan kaldirdigi da one stiriilmiistiir

[10].

B17 vitamini (Amigdalin, Laetril) ilk kez 1830’da Fransiz biyokimyacilar
tarafindan ac1 bademden elde edilmistir [9]. Kiraz, kayisi, badem, erik ve armut gibi
meyve c¢ekirdeklerinde bulunmaktadir [11, 12]. Amigdalin (B17), 1s1l islem ile
parcalaninca zehirli hidrojen siyaniir olugsmaktadir. B17 vitamini en ¢ok kansizlik,
astim, damar sertligi, kanser ve seker hastalig1 tedavisinde tercih edilmektedir. Bazi
caligmalarda tiimor gelisimini engelledigi sonucuna varilsa da hastaligi ileri boyutta
olan kisilerde tiimor gelisimini Onledigiyle ilgili net bir bilgi bulunmamaktadir. B17
vitamini parcalaninca ortaya ¢ikan hidrojen siyaniir miktar1 belirlenebilirse bir
bakima B17 vitamin miktar1 da belirlenmis olacaktir. Hidrojen siyaniir miktar1 kilcal
elektroforez, spektrofotometrik, elektrokimyasal ve kromatografik tekniklerle

belirlenebilmektedir [12, 13].

Bu ¢alismada, borik asitin ve B17 vitamininin MTX kaynakli1 hepatotoksik
yan etkisine karst koruyucu 6zelligini ve bu hepatotoksisiteyi tedavi edici etkisini
degerlendirmeyi amacladik. Bununla birlikte bu etkilerin tiyol-disiilfid homeostazisi

ile olan iliskisini bir diger primer amag olarak belirledik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

2.1.1. Karacigerin Lokalizasyonu

Viicut agirligmin % 2,5 ini olusturan karaciger deriden sonraki en biiyiik
organ olup yaklasik 1-2,5 kg agirhigindadir [2]. Yeni doganlarda viicutlarina oranla
daha biiyiiktiir. Karin boslugunun en iist kisminda bulunan karaciger boslugun sag
ist kadranin1 kaplarken sol iist kadranina dogru da uzanir ve diafragmanin hemen

altinda yer alir.

Intraperitonel bir organ olan karaciger, sag hipokondriyum ve epigastriyumun
bir kismini1 ve sol hipokondriyumu kapsar. Sadece diyafragmatik yiiziin arkadaki
kiiciik kismiyla safra kesesi, vena kava inferiyor ve porta hepatisin bulundugu

yerlerde periton gozlenmez [1].

2.1.2. Loblar

Diafragmaya gevsek bag dokusuyla tutunan karacigerde 2 yiiz, 2 kenar, 4 lob
ve yaygin damar ag1 mevcuttur [1, 2]. Diafragmaya temas eden iist ylize diafragmatik
yiiz, karin organlarima komsu alt yiize de visseral yiiz denir (Bkz. Sekil 2.1,2.2).
Karacigeri plevradan, akciger perikardindan ve kalpten ayiran altinda bulundugu
diaphragmadir [14]. Karaciger fibroz kapsiil yapisindaki glisson kapsiilii tarafindan
sarilir. Ve bu kapsiil damarlar gevresine uzantilar gondererek karacigeri lob ve
lobiillere ayirir [15]. Diafragmatik yiiziin posteriorunda bulunan area nuda ad1 verilen
kisim hari¢ tamamu periton ile kaplidir. Area nuda da karaciger diafragma ile direk
temas eder. Bu ciplak bolgenin sinirlarini diaphragma’dan karacigere uzanan
ligamentum (lig) coronarium ¢izer. Keskin bir 6n kenar (margo inferior) ve kiint bir
arka kenardan (margosuperoposterior) olusur [2]. iki ana loptan meydana gelir. Sol
lop sagdakinden kiiciiktiir. Hepatik hiicrelerden olusan karacigere girenler hepatik
arter ve hepatik portal vendir. Hepatik ven safra kanalina agilir (Bkz. Sekil 2.2.). Sol
lob sagdan sola dogru incelir. Onde yer alan visseraldeki lob Quadrat Lob’dur.

Arkada tistte yer alan lob ise Kaudat Lob’dur. Karacigerin tiim ligamentleri periton



tarafindan olusturulmustur. Farkli olarak ligamentum teres embriyonik kalintidir [2].
Ligamentum venozus fetal duktus venozusun kalintisidir ve Kaudat Lobun solunda
bulunur. Vena cava ise saginda bulunur [2, 16]. Karacigeri diyafragmaya baglayan
esas ligament diyafragma ve karaciger arasinda frontal plan boyunca bulunan
koroner ligamenttir [2, 16]. Omentum minus ligamenti ise karacigeri, duodonuma ve
mideye baglar. Karacigerin tutunmasina yardimci olan falciform ligament ise
karacigeri sag ve sol loba ayirir. Bu ligamentin posterior kismindaki kalinlagmaya

halka ligament (ligamentum teres) adi verilir.

Vena kava inferior — Karaciger
e Onden Gériinlis

Koroner
ligament

Sol lob

" Falkiform ligament

: Safra kesesi
Sag lob

Sekil 2.1. Karacigerin anterior gortiniimii. [17]

Safra kesesi w Kuadrat Karaciger
: Inferior Goriiniis

Safra kanali Vena kava inferior lob

Sekil 2.2. Karacigerin inferiyor goriinimi. [18]



Lobus caudatus
Vena hapatica
Vena cava inferior

Impressio oeosophagea

Fissura ligamenti venosum Area nuda

Impressio gastrica Vena porta

Ductus choledocus

Lobus sinister Lobus dexter

A. hepatica propnia Impressio renalis

Impressio
deodenalis

Porta hepatis

Lig. teres hepatis Imperssio colica

Lobus quadratus
Vesica biliaris

Sekil 2.3. Karacigerin visseral yiiz goriintimil. [19]

2.1.3. Damarlar1

Karaciger de lenf {iretimi olduk¢a fazladir. Yiizeyel lenf damarlar
diyafragmatik ve visseral yiizlerin 6n kisimlarin1 drene ediyorsa bu damarlar hepatik
noda gelir, arka kisimlarin1 drene ediyorsa inferior vena kavaya veya inferior frenik
noda gelir. Efferentleri ise diyafragmadan ge¢ip posterior mediastinal noda drene
olur [2]. Karacigerin quadrat ve kaudat loblari arasinda bulunan porta hepatis
lenflerin sinirlerin ve kan damarlarimin karacigere girip ¢iktigi yer oldugu igin
karacigerin kapisi olarak adlandirilir (Bkz.Sekil 2.3). Oksijenin %50’si hepatik portal
venden, diger yarisiysa aortun ¢olyak arterinin bir kolu olan hepatik arterden
gelmektedir [2, 16].

Intrahepatik venler karacigerdeki santral venlerin birlesmesiyle olusmakta
olup inferior vena kavaya acilirlar [2, 16]. Porta hepatiste pleksus ¢oliyakustan’tan

¢ikan dallardan da pleksus hepatikus olusur. Burada bulunan parasempatik dallar
n.vagus’tan, sempatik dallar da T7-Tg’dan gelir. Karacigeri kaplayan peritonun

duyusunu n.phrenicus tasir [2].



hepatik ven

| = < o ; hepatik arter

ana hepatik kanal
portal ven

Sekil 2.4. Karacigerin vaskiiler dallanmasi. [20]

2.2. Karaciger Embriyolojisi

Fetal hayatin 4. haftasina girerken 6n bagirsagin kaudal pargasinin disa dogru
cikintisindan dolay:r hepatik divertikiil olusur. Daha sonra hepatik divertikiil kalp ve
mide arasindaki septum transversuma uzanir. Septum transversum da, ventral
mezenteri ve diyaframin bir kismini olusturur. Hepatik divertikiil de biiylime
asamasinda iki kisma ayrilir [21, 22]. Kranial biiylik kism1 endoderm hiicrelerinin
cogaldig1 karaciger taslagidir. Ve safra kanallarmin intrahepatik tarafini saran
epitelyum ortiiyli ve karaciger hepatosit kordon agini meydana getirirler [22].
Endotelle dosenmis bosluklarin etrafinda hepatik kordonlar ag olustururlar ve
boylelikle karaciger siniizoidlerinin taslaklari da olusmus olur [21]. Hematopoetik
hiicrelerin, bag dokusu hiicrelerinin ve Kupffer hiicrelerinin kokeni de septum

transversum mezodermidir [23].

Karaciger besinci haftadan onuncu haftaya kadar, ¢ok hizli biiyiir. Karaciger
gelisimini gorebilmek icin umblikal venden karacigere gelen kandaki oksijen
miktarma bakilir [22]. Hematopoiezis altinci haftada baslar [21]. Hematopoetik
aktivite kemik iligi tarafindan yapilir [23, 24]. Safra yapimi, karaciger hiicrelerinde
onikinci haftada baglar [21]. Safra kesesi karaciger divertukulumunun kii¢iik kaudal

pargasindan, sistik kanal ise sapindan olusur [22, 23].



13. haftadan sonra koledok kanali, sistik kanal ve hepatik kanali duodenuma
baglayan kordon tarafindan olusur ve safranin bagirsaga akisi1 gerceklesmis olur [21,
23]. Koledok kanalinin duodenuma girdigi yer anteriordan posteriora dogru yer

degistirince koledok kanali duodenumun arkasindan geger [23].

Farinks
keseleri

ilkel barsak
kivrimlari

Sekil 2.5. Karaciger Embriyolojisi. [25]

2.3. Karaciger Histolojisi

Karaciger, sentezledigi bazi maddeleri kana dogrudan verdigi i¢in endokrin,
tirettigi safrayr safra kanallariyla duodenuma bosalttigi i¢in de ekzokrin bir bezdir
[1]. Karin boslugundaki diyafragmanin altinda yer alir [26]. Sindirim kanalindan
emilen besinler karaciger de islenip, viicudun diger dokular1 ve hiicreleri tarafindan
kullanilmak iizere depolanir [26]. Karacigere kanin ¢ogu portal venden, kalan az
kismi da hepatik arterden gelir. Ince bagirsaklardan emilenlerin gogu portal venden

karacigere gelir, lenf yoluyla tasinanlar sadece kompleks lipitlerdir [26].

Karaciger,
1.Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda,
2.Viicuda alinan baz1 maddelerin (ilag, alkol) islenmesinde ve detoksifikasyonunda,

3. Safranin (yag sindirimi igin gerekli) yapimi ve salgilanmasinda gorev almaktadir

[1].



Karaciger stroma ve parankima’dan olusur. Organ fonksiyonlarini yerine
getiren yapilar parankimadir. Parankimayi olusturan hiicre ve diger yapilarin
iskeletini meydana getiren bag doku kaynakli yapilar ve organa giren damar ve

sinirlerden olusan destek yapilarin hepsi de stromadir [1].

branch of

hepatic portal vein

~ — bilier duct

central vein

liver cells
portal area branch or hepatic artery

Sekil 2.6. Karaciger histolojisi. [27]
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Hepatik arter Dagitici ven

Portal ven
Dagitici ven
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Sekil 2.7. Ug boyutlu karaciger goriintiisii. [26]



2.3.1. Stroma

Karacigeri saran visseral periton serdz bir zardir. Mezotelyum (tek katli yassi
epitelin bir tiiri)) ve altinda bulunan ince bir bag dokusunun birlesiminden

olusmaktadir. Karaciger visseral peritonla ortilmiistiir (diyafragmatik yiiziindeki

areanuda’ harig) [1].

Glisson kapsiilii ( kapsiila fibroza), visseral peritonun altinda bulunan kollajen
ve elastik life sahip bir yapidir [1, 28]. Bag dokusu yapisinda olan kapsiil, hilumdan
iceriye girer. Porta hepatisten baglayarak karaciger i¢ine dogru dallanir [21, 29].
Karaciger boylelikle loblara ve lobiillere ayrilmis olur [1, 21].

Lobiillerin birlestigi kisimlarda bag dokusu arttigi igin enine kesitlerde
tiggenimsi alanlar olusur. Bu bolgelere portal alan ( Kiernan araligi) adi verilir [1,
21]. Karaciger lobuliinde portal alan sayis1 3-6 kadardir (Bkz. Sekil 2.8. ).

Her portal alanda 1 veniil (portal venin bir dali), 1 arteriyol (hepatik arterin
dal1), lenfatik damarlar ve 1 safra kanali bulunur [26]. Portal alandaki ¢ 6nemli
yapi, portal triyattir (portal ticgen) (Bkz.Sekil 2.6 ). Bu ii¢ yapmnin en biyligi
genelde veniildiir. Ince duvarli ve diizensiz liimenlidir. Arter, veniilden kiigiiktiir.
Duvart veniilden kalindir. Safra kanal epiteli tek katli kiibiktir [1]. Safra yollarinin
baslangic1 hepatosit aralarindaki safra kanalikiilleridir. Kanalikiillerin lobiil cevresine
degdigi nokta basit kiibik epitelden olusan Hering Kanallarina agilir. Hering
Kanallar1 da portal alandaki safra kanallarina bosalir [29].

Lobiilin bag dokusunda yalnizca retikiiler fibriller gorilir. Stromadaki

lobiillerin ¢evresindeki bu fibriller giimiisleme yontemiyle gosterilebilir [1, 21].



Hepatik
Triad

Sinuzoid

Sekil 2.8. Karaciger Lobiili 1. [30]

Safra kanal Hepatik arter dah
S,

Lenfatik kanal

-~ Portal ven dah

Sekil 2.9. Karaciger Lobiilii 2. [30]

2.3.2. Karacigerin Kan Dolasim
Karacigere iki kaynaktan kan gelir; %80’i dalak, pankreas ve sindirim

yolundan gelen kani tastyan portal venden, kalan kismi da oksijenden zengin kani

tasiyan hepatik arterden [26, 28]. Hepatik arter ¢olyak hattin bir dalidir.
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Hepatik arter ve portal ven hilumdan karacigere girerken bag dokusu kilifiyla
sarthidirlar. Ik olarak A.V. interlobarislere dallanirlar. Sonra giderek incelip portal
alanlara gelince A.V. interlobularis adin1 alirlar. Lobiil sinirin1 dolagirken de daha da
incelip dagitic1 arteriyol ve veniil adlarim1 alirlar [21]. Dagitict damarlardan ¢ikan
vendz ve arteryel kan birbirine karigip 6zellesmis kapiller tip siniizoidlere akip [28]
ordan da lobiiliin ortasindaki santral vene gecerler [26, 28]. Santral ven lobiillerin
tam ortasindadir. Buraya dokiilen siniizoidler de santral venden perifere dogru uzanir
(Bkz. Sekil 2.9). Lobiilde siniizoidlere paralel olarak uzanan hepatositlerden olusan
plaklara ‘hiicre kordonlar1’ ad1 verilir [21]. Lobiillerde kan ¢evreden merkeze aktigi
icin bagirsaklardan emilen biitiin maddeler once lobiil ¢evresindeki, sonra da

merkezdeki hiicrelere ulasir [26].

Lenfatik Sistem

Lobiiller de lenfatik damar goriilmez. Siniizoidler ile hepatositlerin endotel
hiicreleri arasindaki bosluk Disse araligidir. Burasi lenfin olugsmaya basladig1 yerdir.
Karacigerdeki lenfin protein miktar1 diger lenf sivilarindan fazladir. Albumin
globiilin miktar1 da plazmadan daha yiiksektir [21]. Bir miktar plazma buradan 6nce
Mall araligina (lobiil periferine) akar. Daha sonra da portal alanda bulunan lenfatik
damarlara bosalirlar. Disse araligi retikiiler fibrillere sahiptir. Karaciger lenf
damarlari, portal alandan baslar, birlesir ve duktus torasikusa kavusurlar. Duktus
torasikustaki lenf ¢ogunlukla karacigerden, kiiciik kism1 da mezenterik lenfatikler

yardimu ile bagirsaklardan gelir [21].

Safra kanall . xSa;fra kanali

) ; 4 J
p ? Karacigerin  Hepatik Santral kanal
portal venin arterin icine siniizoidler  (karacigerin disina
dali dall kan akis! kan akis)

Sekil 2.10. Karacigerdeki kan ve safra akis yonleri. [17]
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2.3.3. Parankima

Karacigeri olusturan hepatositler parankim hiicreleridir. Hepatositler duvarin
tuglalar1, sinilizoidler de duvar bosluklar1 gibidir. Parankimin organizasyonundan

kaynaklanan ti¢ karaciger lobiil tipi mevcuttur [29].

Klasik Karaciger Lobiilii

Santral ven g¢evresinde karaciger hiicreleri birbirleriyle anastomozlasip hiicre
kordonlarini olustururlar. Bu kordonlarin diger adi da Remark kordonlaridir [21, 28]
(Bkz. Sekil. 2.9).

Portal Lobiil

Safra salgilanigina gore bu ayrim yapilmistir. Klasik karaciger lobiiliiniin {i¢
tanesinin santral venleri birlestirilerek portal lobiiliin sinirlari ¢izilmis olur [21, 31].
Merkezde portal triat bulunur [28]. Burda lobiillerin {i¢iinde de olusan safra, ortadaki

portal alanda bulunan safra kanalina hepbirlikte akarlar [31] (Bkz. Sekil. 2.11).

Karaciger hiicrelerinin sentezledigi safra, karaciger hiicreleri arasindaki safra
kanalikiillerine (dar hiicrelerarasi bosluklar) salinir [28]. Kanalikiiller tiibiiler
bosluklardir ve ¢aplart 1-2 pm kadardir. Bu alanlarin sinirini iki hepatositin plazma
zarlar1 belirler ve oldukca az mikrovillus igerirler. Safra kanalikiillerinin olusturdugu
ag lobiil plaklar1 boyunca anastomoz yapar [26]. Alkalen fosfataz reaksiyonu ile ya

da giimiisleme ile segilebilirler [21].

Lobiiliin perifer kisminda, safra kanalikiil duvarlarindaki karaciger hiicreleri,
niikleusu koyu, soluk sitoplazmali, kiibik, organelden fakir, bazal membrana net
oturan hiicrelere doniisiir. Bu oturduklar1 bolge Hering kanalidir. Hering kanal1 portal
alandaki loblar arasindaki safra kanalina akar. Safra, kan akisinin tersine merkezden
cevreye dogru akar [21, 26, 28] (Bkz. Sekil. 2.5, 2.6). Safra kanallar1 net bir bag
dokusu kilifina sahiptir ve epiteli kiibikten prizmatige gecis gosterir [26].
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Diiz kas yapisina sahip lif yapisi elastiktir ve diiz kas hiicrelerine sahiptir. Ortak
safra kanali olan duktus hepatikus komminis karacigerden ¢ikar ve safra kesesinden
kaynaklanan sistik kanalla birlesir. Duodenuma bosalirken duktus koledokus adini
alir [32]. Duktus koledokus’un epiteli tek katli kiibikten prizmatik epitel
gecisindedir. Epitel hiicrelerinin ¢ekirdegi ovaldir. Golgi ve mitokondri bulunur.
Sitoplazma da mikropinositik vezikiiller ve kolesterol kristalleri bulunur. Bazal
lamina {izerinde epitelyum hiicreleri bulunur ve apikal yiizeylerinde ¢ok sayida

mikrovillus vardir [32].

Portal Asiniis (Hepatik Asiniis)

Komsu lobiiller i¢inde ayni interlobiiler venden beslenen hiicreler hepatik
asiniisdiir. Karaciger asiniisiiniin sinirlart hepatik arterden ve portal venin ug
dallarindan beslenmesiyle netlesmistir [28, 29]. Komsu iki lobiil i¢indeki veniilden
kanlanan hiicre gruplari ve dagitict arteriyoller tarafindan olusturulur. Komsu iki
lobiiliin santral venleri ile portal alanlarinin birlestirilmesiyle ortaya ¢ikan baklava
dilimi seklinde bir modeldir [32]. Karaciger asiniisliniin sinirlar1 1 hepatik arterin son
daliyla belirlenmektedir. Hepatositlerin periferik, santral ve ara zon olarak ti¢ kisma
ayrilmasi1 arterden gelen kanin, vendz siniizoidlerden akarken oksijenlenme ve

beslenmede olusturdugu farkli icerik ve kanlanmadan dolayidir [28].

A

K 4 B - a
Y y - Santral ven " \r y_~ Santral ven - v - Santral ven
- y ~/ ¢ i = 4

B
N ‘ \ \
" Portal kanallar . T Portal kanallar . T Portal kanallar

Klasik Lobiil Portal Lobiil Karaciger Asiniisii

Sekil 2.11. Karaciger lobiiltiniin histolojik siniflandirilmasi. [33]

Periferik Bolge (Zon I)

Lobiilde hepatik arteriyol ve portal veniil, periferden merkeze dogru ilerler.
Burasi oksijen ve besin maddelerinin alindigi ilk yer oldugu i¢in, hepatositler aktiftir.

Glikojeni en ¢ok depolayan ve plazma proteinini en fazla iireten bu zondaki
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hiicrelerdir [29]. Kandaki zararli maddelerin ilk etkiledigi hiicrelerdir. Glikojenin en
¢ok depolandigi hiicrelerdir. Daha az biriktigi yer ise i¢ zonlardir. A¢lik durumunda
glikojeni ilk periferik hiicreler bosaltirlar. Bu zondaki glikojen miktar tiikenmeden
diger zonlardaki hiicreler glikojen vermez [21]. Bu zonda en ¢ok gelisen organeller,
graniillii endoplazmik retikulum ve bol kristali mitokondrilerdir. Dolasim bozulunca

en geg olen ve ilk yenilenen hiicreler bu zondaki hiicrelerdir (Bkz. Sekil. 2.12).

Ara Bolge (Zon II)

Orta kisimdadir. Oksijenlenme ve beslenme bakimindan aradadir. Sinirlar
kesin olarak ayirt edilemez [28] (Bkz. Sekil. 2.12).

Santral Bolge (Zon I11)

Santral venin g¢evresinde bulunan en igteki hiicrelerden olusur. Periferik
zondaki hiicrelerden oldukga az aktiftirler ve az gelismis organellere sahiptirler. En
¢ok bulunan organel ise diiz endoplazmik retikulumdur [21, 31]. Perflizyon azalinca
hiicrelerin ilk iskemik nekroza ugradigi ve ilk yag birikiminin goriildiigii yerdir. ilag
metabolize eden enzimlerin en yogun oldugu bdlge santral bolgedir. Ayrica viral ve
toksik karaciger hasaria daha ¢ok ugrayan bolge de santral bolgedir [31] (Bkz. Sekil
2.12).

Zonlar  santral ven

Sekil 2.12. Karaciger lobiiliiniin fonksiyonel siniflandirilmasi. [18]
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2.3.4. Hepatositlerin Histolojik Ozellikleri

Hepatositler, siniizoidlerin arasinda siralanan hiicrelerdir. Ortalama gaplar1 20-
30 um’dir. Karacigerdeki hiicrelerin %80’ini olustururlar. Santral venden lobiil
periferine 1smsal halde uzanan 1- 2 hiicre kalinhigindaki hiicre kordonlarini
olustururlar. Bu hiicre kordonlar1 arasindaki bosluklarda da siniizoidal kapillerler yer
alir. Cogunlukla merkezde yerlesik tek ¢ekirdekleri bulunur ama iki veya daha ¢ok
cekirdekli hiicrelere de rastlanabilmektedir. Cogunlukla rRNA yapiminda gorevli 1
ya da daha ¢ok ¢ekirdekciklere sahiptir. Cok fazla mitokondri ve az miktar da diiz
endoplazmik retikulumunun  bulunmasindan dolayr  hepatosit sitoplazmasi
eozinofiliktir [26]. Karaciger epitel hiicresi islevsel 3 ylizeye sahiptir. Bunlar;
sinlizoidlere ve safra kanalikiiliine bakan yiiz, birde komsu hepatositlere temas eden

yiizdiir.

Hepatositlerin siniizoidlere baktig1 yiizlinde, diizensiz ve biiylik bol miktarda
mikrovillus bulunur. Mikrovilluslar, hiicredeki salgilama ve emilim ortamini

ortalama alt1 kez artirirlar.

Hepatositlerle siniizoidleri saran endotel hiicreleri arasindaki bosluk disse
aralig1 yani subendotelyal bosluktur [28]. Disse araliginda hepatosit mikrovilluslari
bulunur [26]. Siniizoidlerde bulunan kan endotel duvarindan ¢ok kolay gecer ve
hepatosit yilizeyiyle temas eder. Ek olarak ta fibrinojen, protrombin, lipoprotein,
albumin ve koagiilasyon faktorleri V, VII, IX gibi hepatositte sentezlenen molekiiller
de disse yardimiyla siniizoidlerdeki kana geger. Bu karacigerin endokrin 6zelligidir
[26, 28].

Disse araliginda mezengimal kaynakli Ito hiicreleri (yildizst hiicreler) bulunur.
depolarlar. Ito hiicrelerinin kollajen iireten hiicrelere déniismesi patolojik durumlarda
olur. Tip I kollajenin sentezi ve saliniminin yani sira biiylime faktorlerini, laminini ve
proteoglikanlar1 da salgilamaktadirlar [28]. Organelleri ¢ok azdir. Komsu

hepatositlerle iliski kuran uzantilari vardir.
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Safranin ilk salgilandigr boliimiin duvarlar1 safra kanalikiiliinii olusturan yiiz
tarafindan yapilir. Komsu karaciger hiicre membranlarinin kivrilmasiyla kisa
mikrovilluslara sahip safra kanalikiilii meydana gelir. Mikrovilluslarin boyu safranin
salgilanip salgilanmamasma gore degisir. Salgi olmazsa mikrovilluslarin boyu

artarak liimeni kapatir.

Safra kanalikiiliiniin hemen altinda komsu hiicre ile sik1 baglantida olan tarafta
ve lstiinde kalan taraflarda hiicreler arasinda siki baglanti olan zonula okludens
birimleri bulunur. Bu da safranin kanalikiil disina sizmasini Onler. Ayrica
hepatositlerde hiicrelerin hiicrelerarasi iletisim bdlgelerinde gap junctionlar da

oldukga ¢oktur. Bunlar da fizyolojik aktivitelerinin koordinasyonunda 6nemlidir.

2.3.5. Hepatositlerin Sitolojik Ozellikleri

Hepatositler; 1-2 ¢ekirdek igeren [26], yiiksek metabolik aktivitesi nedeniyle
cok sayida mitokondriye sahip olan [21], plazma proteinlerinin sentezinde gorevli
granillic endoplazmik retikulumu ve glikojen sentezi, lipid sentezi ve
detoksifikasyon gibi karaciger fonksiyonlarmin biiyiik kismini gergeklestiren diiz

endoplazmik retikulumu biinyesinde bulunduran multifonksiyonel hiicrelerdir.

Hepatosit c¢ekirdeklerinin bazilar1 polipoiddir. Yani haploid kromozom sayisi
ne kadarsa onun c¢ift katlar1 seklinde kromozom igerirler [26]. Eriskin bir insanin
karacigerinde mitoz ¢ok nadir olmakla birlikte hasar sonrasi onarim déneminde bol

miktarda mitoz gozlenir [21].

Karacigerde hepatositler, sferik veya oval sekilli, ¢cok sayida kristalara sahip,
yaklasik 2000 civarinda mitokondri bulundurmak tizere 6zellesmislerdir. Yiiksek

metabolik aktivitesi mitokondriden zengin olmasiyla agiklanmaktadir [21].

Hepatositlerde, protein sentezinde gorevli graniillii endoplazmik retikulum
(GER) ve glikojen sentezi, lipit sentezi ve detoksifikasyon ile iliskili diiz
endoplazmik retikulum (AGER) bulunur (21). Bir karaciger hiicresi igerisinde en

baskin organel AGER’dir. Bunun sebebi AGER’in ilaglar, toksinler ve metabolik
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uyaranlar nedeni ile olduk¢a yogun fonksiyon gostermesidir. Karbon tetrakloriir gibi
hepatotoksik ajanlarin metabelize edilmesi AGER’de gergeklesir [21]. Graniillii
endoplazmik retikulum, bazofilik cisimler olarak adlandirilan sitoplazmik kiimeleri
olustururlar. GER iizerinde bulunan bu poliribozomlarda albiimin, fibrinojen ve
protrombin gibi birkag tip protein sentezi yapilir. Genellikle GER iizerindeki
poliribozomlarda sentezlenen proteinler sitoplazmada depolanmazlar, dogrudan
hiicre disina sekrete edilirler [26]. Hepatositler dolasimdaki fazla glikozu alarak
sitoplazmalarinda glikojen olarak depo ederler. Bir polisakkarit olan glikojen,
elektron mikroskopu ile gergeklestirilen incelemelerde, GER kiimelerinde birikmis
elektron yogun graniiller bi¢iminde goriintiilenir. Glikojenin goriilmesi Best Karmin

ve PAS (Periodic Acid Schiff) boyalar ile saglanir.

AGER ayni1 zamanda, hidrofobik karaktere sahip bilirubinin hidrofilik hale
doniistiiriilmesinde de gorevlidir. Bu islem hidrofilik olan bilirubinin, safra kesesine
atilabilmesi i¢in glukronik asit ile konjuge edilmesiyle gerceklestirilir. Olusan
konjuge bilirubin (bilirubin glukronid /direk bilirubin) diftizyon yolu ile

sitoplazmadan safra kanalikiiline, buradan da safra igerisine atilir [26, 28].

Safra kanalikiillerine yakin yerlesimli olan golgi komplekside; lizozomlarin
sentezlenmesi, plazmadaki proteinlerin ve protein tiirevlerinin (glikoproteinler ve

lipoproteinler gibi) salgilanmasi gibi 6nemli rollerde gorev almaktadir [26].

Hepatosit lizozomlar1, pigment graniilleri, kismi olarak sindirilmis sitoplazmik
organeller gibi yapilar1 biinyesinde bulundururken; ferritin yikim {iriinii ve erime
ozelligine sahip ferritin ile erime 6zelligi olmayan hemosiderin seklindeki demiri de

depolar [28].

Hepatositler igerisinde dikkat c¢ekici gorevleri olan bir bagka organel ise
peroksizomlardir. Her hepatositte yaklasik 200-300 peroksizom mevcuttur ve bu
peroksizomlar igerisinde katalaz, alkol dehidrogenaz ve D-aminoasit oksidaz gibi

cesitli metabolik yollarda gorevli yaklasik 50 adet enzim bulunmaktadir [28].
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Peroksizomlar sahip olduklar1i bu enzimler ile sitoplazmik metabolik

aktivitenin toksik bir {iriinii olan H2O2’yi metabolize eder. Piirinlerin fazlasini {irik

aside yikar. Miyelin, kolesterol ve safra asitlerinin yapiminda gorevli lipitlerin

sentezine de katilirlar [26].

2.3.6. Siniizoid

Portal araligin ¢evresinde hepatositler 1 hiicre kalinlig1 kadar periportal bag
dokusuna dayali bir tabaka olarak bulunmaktadirlar. Portal araliktaki portal ven ve
hepatik arterin dali, kanlarini siniizoidlere bosaltir. Arteryel ve venoz kan igerirler.
Lobiildeki siniizoidler lobiil ortasindaki santral vene akarlar. Siniizoidler retikiiler lif

agiyla sarilidir [26].

Karaciger siniizoidlerinin caplari 9-15 pm’dir. Duvarlarinda aralarinda 2pum
bosluklar bulunan yassilasmis endotel hiicreleri yer alir. Bu hiicrelerde ¢ap1 100 nm
olan diyaframsiz ve gecirgen pencereler mevcuttur [29]. Endotel hiicrelerindeki
organellerin de sitoplazmalar1 az, c¢ekirdekleri kiiciik, yass1 ve koyu boyanmustir.

Sitoplazmalarinda kiigiik pinositik vezikiiller mevcuttur.

Siniizoidler ayrica adi Kupffer hiicreleri olan makrofajlar1 da icerir. Kuppffer
hiicreleri endotel hiicrelerinin liimene bakan tarafindadir ve onlardan daha biiyiiktiir.
Bu hiicrelerin yildiz seklinde olma nedeni diizensiz sitoplazmik uzantilara sahip
olmalanidir [28]. Cekirdegi endotel hiicreninkinden daha yuvarlak, daha biiyiik ve
soluktur [29]. Kupffer hiicreleri ne birbirleriyle ne de endotelle sitoplazmik bir
baglanti kurmaz. Bu yiizden go¢ yetenekleri (migrasyon) vardir. Madde alisverisini
sitoplazmik uzantilar1 ile yaparlar. Kupffer hiicrelerinde lizozomlarin ¢ok oldugu,
cok miktarda filopoda (yalanci hiicre ayakciklar1) ve endositik vezikiil igerdikleri
elektron mikroskobunda goriilmektedir [29]. Kupffer hiicreleri mononiikleer
fagositik sistemin tyesidir. Hemoglobini sindirmek, eritrositlerin yasli olanlarini
metabolize etmek, bakteri, viriis ve timor hiicrelerini etkisizlestirmek esas
gorevlerindendir [26, 29]. Ayrica immiinomodiilator gorevleri olan ¢esitli sitokinleri

de salgilarlar.
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Plazma proteinlerini de az miktarda sentezleyip salgilarlar. Diger kupffer
hiicrelerinin mitotik boéliinmesiyle olussalar da kokeni kemik iligi de olabilir.
Intravital boya (tripan mavisi) ya da ¢ini mirekkebi gibi 6zel madde

enjeksiyonlariyla fagositoz 6zelligi gosterilebilirler.

Cesitli viral ajanlara kars1 karacigeri koruyan, eski adi pit olan NK hiicreleri de

bu bolgede bulunmaktadir.

2.3.7. Karacigerin Yenilenmesi (Rejenerasyon)

Karacigerin rejenerasyon yetenegi oldukca iyiydir. Sebebi ne olursa olsun
karacigerde olusan hasar ¢ok kisa siirede onarilir [26]. Insanlarda sinirli olsa da
ratlarda karacigerin %751 ¢ikarildiginda 1 ay da kaybedilen doku yerine konulabilir.
Karacigerin bu yenilenme siireci, saglam kalan hepatositlerin Chalon (mitoz
inhibitoril) yardimiyla mitoz boliinme gegirmesi ile gergeklesir. Chalon miktar
rejenerasyon islemi azaldik¢a diiser ve mitoz da giderek azalir (20). Karaciger hasari
tekrarladiginda, hepatosit rejenerasyonuyla birlikte bag dokusu da artar ve sonunda

karaciger bag dokusu artis1 ile karakterize siroz meydana gelir.

2.4. Karaciger Fizyolojisi
2.4.1. Karaciger Fonksiyonlari

Karaciger dolagimla iligkili konumu nedeniyle, kesintisiz olarak siirdiiriilen
bir¢ok faaliyetin merkezidir. Karaciger ana hatlar itibari ile vaskiiler, metabolik ve
salgilama fonksiyonlarina sahiptir [21]. Karacigerin organizmada {istlendigi
fonksiyonlar1 anlasilsin diye, kanlanmasina ve genel dolasim igerisindeki konumunaa
bakilir. Ozofagusun abdominal kismindan baslayarak, mide, bagirsaklarin tiimii,
dalak ve pankreasin vendz kaninin tamami, kalbe donmeden oOnce islenmek igin
karacigerden ge¢mek zorundadir. Boylece karaciger, organizmadaki metabolik
faaliyetlerin merkezi konumuna getirilmis olur. Karacigerin temel gorevleri; kanin

depolanmasi, filtrasyonu ve safra olusumudur [21, 28].
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Karacigerin Depo Fonksiyonu

Karciger, kendi kan damarlarinda biiyiikk miktarda kan depolayabilir.
Karacigerdeki kan voliimii 450 ml.’dir (viicudun kan hacminin %10’u kadar). Kan
miktar1 azaldigi zaman karaciger fazladan kan saglayabilir ve kan miktart

arttigindaysa kan deposu seklinde kullanilabilir. Vendz organdir [21]. Karaciger iyi

bir vitamin kaynagidir. Ozellikle A, D ve Bp2 vitaminlerini depolar. A vitamini

eksikligini 10 ay, D vitamini eksikligini 3-4 ay ve B2 eksikligini de en az 1 yil idare
edecek kadar depo edelebilir [21]. Demirin ¢ogu ferritin seklinde karacigerde
depolanir. Karaciger hiicrelerinde bol bulunan apoferritin demirle birlesebilen bir
proteindir ve bu birlesmeyle ferritin olusur. Dolasimdaki viicut sivilarinda demir
miktar1 azalirsa ferritin demiri serbestlenir. Yani apoferritin-ferritin sisteminin gorevi

demir deposu olmus olur [21].

Karbonhidrat Metabolizmasi

Karaciger kandaki glikoz miktarinin devamimi saglar. Hipoglisemide,

karaciger glikojeni parcalayarak enerji gereksinimini karsilar (glikojenolizis).

Protein Metabolizmasi

Plazma proteinlerinin olusumundan, aminoasitlerin yapimindan, amonyagin
viicut sivilarindan uzaklastirilmasi i¢in lire olusumundan ve plazma proteinlerinin

(alblimin, globiilin gibi...) sentezinden sorumludur.

Plazma proteinlerinin % 90’1 hepatitlerde yapilir (gama globulinlerin bir

kismi olan antikorlar harig). Antikorlar plazma hiicrelerinde yapilir [34].
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Yag Metabolizmasi

Karaciger, lipoprotein sentezinde, kolesterol ve fosfolipit sentezinde,
karbonhidrat ve proteinlerin lipitlere doniistiiriilmesinde ve ince bagirsaklarda yag

emiliminde gorevli safra tuzlarinin yapimindan sorumludur [34].

flac, Hormon ve Zararh Diger Maddelerin Karaciger Tarafindan

Detoksifiye ile Atilmasi

Karacigerin kimyasal ortami, bazi ilaglar1 zehirsizlestirip safra ile viicuttan
uzaklastirir. I¢ salgi bezlerinden salgilanan steroid hormonlar (éstrojen, kortizol,

aldosteron) ve tiroksin de kimyasal olarak degistirilir ya da disar1 atilir.

Kan Pihtilasmasinda Karacigerin Rolii

Fibrinojen, protrombin, globulin ve faktor V, VII, IX ve X, koagiilasyon
isleminde kullanilan maddelerdir ve karacigerde yapilirlar. K vitamini yok
oldugunda bu maddelerin konsantrasyonu diiser ve pihtilagma neredeyse tamamen

ortadan kalkar [35].

Safra Sentezi ve Salgilanmasi

Safra salgilamak, karacigerin 6nemli fonksiyonlarindandir. Safra, yaglarin
sindiriminde ve emiliminde 6nemli bir rol oynadig1 gibi ayn1 zamanda kandaki bazi
yikim triinlerinin de (biliriibin, Kolesterol gibi) atilmasinda rol oynar [36]. Safra da
su ve elektrolitlerin yanisira safra tuzlar1 ve pigmentleri, inorganik tuzlar, lesitin,
kolesterol, yag asitleri ve bilirlibinde bulunmaktadir. Safranin yapisinda en ¢ok safra

tuzlar1 bulunmaktadir [34, 36].
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Safra Asit ve Tuzlan

Safra asitinin bulundugu yapilar; kenodeoksikolik asit, deoksikolik asit,
litokolik asit ve kolit asittir. Karacigerde kolesterolden sentezlenen primer safra
asitleri kenodeoksikolik asit ve kolit asittir.

Safra tuzlarinin bagirsak kanalindaki etkilerinden en Onemlisi, besinlerde
bulunan yag partikiilleri lizerindeki deterjan etkileridir. Bu sayede partikiillerin yiizey
gerilimi azalir ve yag partikiilleri daha kii¢iik pargalara ayrilabilir (safra tuzlarinin
emiilsifiye edici deterjan etkisi). kinci etkisi ise yag asitlerinin, monogliseridlerin,
kolesterol ve tiim lipitlerin bagirsak kanalindan emilmesine yardimci olmasidir.

Bunu da lipidlerle kompleks (migel) olusturarak yaparlar [34, 36].

Bilirubin Olusumu

Bilirubin, karaciger ve dalakta yikilan yasli kan hiicrelerinden olusur ve hem
(demir) metabolizmasinin son irtiniidiir [28]. Hemoglobin, hem ve globuline ayrilir.
Hem’den demir ayrilinca biliriibinin % 80’1 olusur. Geri kalan kismi ise heniiz
olgunlagsmayan kirmizi kan hiicrelerinden (miyoglobulinler, sitokromlar gibi...)

kaynaklanir.

Safra Taslar:

Safra tasi, kalsiyum icermez. Ana bileseni kolesteroldiir. Safra taslarmi
olusturan etmenlerden biri safra stazidir. Boylece safra taslari, kesede birikmis
safradan olusur. ikincisi, safrani kolesterolle asir1 doymasindan kaynaklanir [36].
Safra taslarindan dolay1 safra akimi durursa ve safra kanalikiillerinin ¢evresindeki

siki baglantilar pargalanirsa sarilik (kanda artmig safra pigmentleri) olusabilir [36].
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2.5. Karaciger Enzimleri

Karaciger hasarinin degerlendirilmesinde kullanilan enzimler:

1. Aminotransferazlar (ALT, AST)
2. Gama glutamil transferaz (GGT)
3. Alkalen fosfataz (ALP)

4. Laktat dehidrogenaz (LDH)

5. 5’Niikleotidaz

2.5.1. Aminotransferazlar (AST, ALT)

ALT (alanin aminotransferaz, eski adiyla SGPT) ve AST (aspartat
aminotransferaz, eski adiyla SGOT), hepatosit hasar1 sonucunda kana salinan
intraselliiler enzimlerdir. Normal ALT seviyeleri erkeklerde 29-33 TU/L, kadinlarda
19-25 TU/L arasinda degisir. Esik degerleri cinsiyet ve viicut kitle indeksine gore
ayarlanir [37, 38]. Bu seviyelerin tizerindeki degerler karacigerde hasar oldugunu

gosterir [39].

AST, karaciger, kalp kasi, bobrek, beyin ve diger organlarda da bulunurken;
ALT, oncelikle karacigerde bulunmaktadir. Bu yiizden hepatoselliiler hasara 6zel bir

belirtegtir [40].

2.5.2.Alkalen fosfataz (ALP)

Biliyer epitel hasarin1 olusturan intra-ekstrahepatik kolestaz olusturan
nedenler serumdaki ALP seviyesini artirir. ALP seviyeleri safra kanal obstriiksiyonu
ile yiikselir. Serum ALP seviyesi, daha ¢ok karaciger ve kemiklerden kaynaklanir.
Gebelik siirecinde alkalen fosfataz plasentadan seruma salindigi i¢in serumdaki ALP
seviye artig1 fizyolojik kabul edilir. O ve B kan grubuna sahip olanlarda, yagl
yedikten sonra serum ALP diizeylerinde bagirsaktan dolayr artis olabilir [40].
Diyabetes mellituslu hastalarda da ALP yiikselmeleri gozlemlenmistir. [41, 42].
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2.5.3.Gama glutamil transferaz (GGT)

Hepatositlerde, biliyer epitel hiicrelerinde ve bobrekte, vezikiila seminaliste,
pankreasta, dalakta, kalp ve beyinde bulunur. Bu organlarda patoloji meydana
gelince serumdaki GGT miktarlar1 artabilir. Fenitoin ve barbitiirat kullanimi ise
GGT’yi yiikseltebilir. Alkol karacigerden atilirken GGT kullanilir. Fazla alkol
tiketiminde GGT artig1 klasiktir. Normal yeni doganlarda serum GGT miktari

yetigkin referans araliginin 6-7 katidir [42].

2.5.4.Laktat Dehidrogenaz (LDH)

Serumda 5 izoenzim formunda bulunur [40]. Karaciger kokenli izoenzimi
ifade eden bant en yavas go¢ edendir [43, 44]. Hepatitlerde artar. LDH degerlerinin
artmasi akut miyokard enfarktiisiinde ge¢ donemde bir belirtectir [43].

2.5.5. 5°’Niikleotidaz

Karacigerde, beyinde, bagirsakta, kalpte, kan damarlarinda ve pankreasta

mevcuttur ama yalnizca hepatobiliyer doku tarafindan seruma salinabilir [40].

2.6. Metotreksat (MTX)

Metotreksat (MTX), bir folik asit antagonistidir. Ilk kez 1948’de Akut
Losemi’de kullanilmistir [45]. Immiinomodiilatér ve antiinflamatuar etkileri
mevcuttur. MTX, en ¢ok I6semi, karsinoma ve osteosarkoma tedavisinde kullanilsa
da romatoid artrit, psoriasis, sarkoidoz ve vaskulitte gibi hastaliklarin tedavisinde de
tercih edilen antineoplastik (sitotoksik) bir ilactir [35, 46]. Sitotoksik ilaclar, kanser
tedavisi disinda; saglikli hizli boliinen hiicreleri de etkilemektedirler. Bu nedenle
toksiktirler. Toksik etkisi en ¢ok karaciger iizerine bilinse de, akciger, bobrek,
bagirsak, kemik iligi gibi organlarda da onemli hasarlara yol agmaktadir [47].

Haftada bir giin tek doz uygulanmas: tercih edilmektedir. Metotreksat kullananlarda
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kusma, diyare, istahsizliga bagli kilo kaybi, bag donmesi ve davranis degisiklikleri
goriilebilmektedir. Hepatotoksisite dozdan bagimsiz olarak olusmaktadir. Tedavi
baslangicinda karaciger enzimleri hafif yiikselse de birka¢ haftada normale doner.
Tedavi boyunca ilk alt1 ay ayda 1 kez daha sonra da {i¢ ayda bir kan sayimi, kreatinin
ve transaminaz takibi olmalidir. Metotreksat kullanan hastalar mutlaka folik asit
almalidirlar. Folik asit metotreksatin etkisini disiirmedigi gibi yan etkilerini de

azaltmaktadir.

MTX, aktif olan folik asiti bloke eder ve mitoz bolinme durur. Otoimmiin
hastaliklarda hizli mitoz boliinmeye ugrayan hiicrelerin tiremeleri durur ve bagisiklik

sistemi azalir, kanser hiicrelerinin gogalmasi durur.

Folik asitin 4-amino, Njo-metil analogudur [48, 49]. Bagirsaklardan emilir.
Sonrasinda NADPH bagimli dihidrofolat rediiktaz yardimiyla tetrahidrafolat formuna
indirgenir. MTX, yiiksek konsantrasyonlar da difiizyonla hiicreye girebilir [49].
Metotreksatin dihidrofolata karsi afinitesi yiiksektir. MTX, yap1 olarak folik asit
gibidir. Dihidrofolat1 (FH2) tetrahidrofolata (FH4) doniistiiren dihidrofolat rediiktazi
inhibe ederek tetrahidrafolat sentezini inhibe etmis olur. Ve boylece de timidilat -
purin nukleotidlerinin biyosentezi de durur. Tetrohidrofolat, deoksiuridilik asitin
(dUMP) deoksitimidilik asite (dTMP) doniisiimiinde de gereklidir. Bu doniisiim
olmazsa timidilat sentezlenemez. Hiicre ¢ogalmasinda gorevli DNA ve RNA’nin
sentezi ve enerji Uretiminde gerekli ATP iiretimi de inhibe olur. Boylece hiicre 6liimii
gerceklesir [45, 49, 50]. Tetrahidrofolat gibi MTX’da hiicrede poliglutamatla birlesir.
Cok biiyiik ve negatif elektrik yiiklii oldugu i¢in hiicre disina ¢ikamaz [51]. Engiiglii
neoplastik etkisini de S fazinda gosterir.

Folatrediktaz ~ Dihidrofolat rediktaz
Folikasit —— Dihidrofolik asit —>—p Tetrahidrofolat

1

MTX

Sekil. 2.13. MTX’in Dihidrofolat rediiktaz1 inhibe etmesi.
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Metotreksat poliglutamat formuna metabolize edilir. Dihidrofolat rediiktaz1 da
durduran poliglutamatlar hiicre disinda yeterli ilag olmasa da hiicre iginde
kalabilirler. Ama MTX, hiicre disinda ila¢ miktar1 azaldig1r an hiicreden ¢ikar. Bu
ylizden idrarin pH’1inin fazla olmasi, hastanin oldukga iyi hidrate edilmesi, en ¢ok
bobrek fonksiyonlari i¢in 6nemlidir [49]. MTX; psoriasis ve romatoid artrite benzer
inflamatuar hastaliklarda etki gosteren tek ilagtir [35, 50]. Osteosarkoma, intrakranial
lenfoma ve ALL gibi hastaliklarda tek ya da kombine tedavi seklinde kullanilir.
Dozlarin standart sekline direng gelistirdigi icin 1970’ten sonra hafif (0.5 -1 gr/m?)
ve yiiksek (> 1 gr/m?) dozlari denenmeye baslanmistir [46, 52]. Yiiksek doz
tedavisiyle birlikte kemik iliginin baskilanmasi, mukozit, diyare ve iilser gibi yan
etkileri goriilse de en dnemli yan etkisi hepatotoksisitedir [35, 53]. Yiiksek miktarda
MTX uygulamasindan sonra 1-2 giinlilk araliklarla plazmada bulunan MTX
miktarina bakilmalidir. Folat seviyesi azaliyorsa artirmak icin l6kovorin verilmelidir

[52].

2.7. B17 Vitamini (Amigdalin)

Amigdalin ilk 1830’da Pierre-Jean Robiquet ve Antoine Boutron-Charlard
isimli Fransiz biyokimyacilar sayesinde aci bademden elde edilmistir [12].
Amigdalin, en yaygin nitrilositlerden biridir ve dogada en ¢ok bulunan siyanojenik
glikozittir. Kayisi, badem, erik ve seftali gibi meyve ¢ekirdeklerinde bulunur [11,
12]. Baz1 laboratuvar ¢alismalarinda tiimor gelisiminin engellenmesiyle ilgili olumlu
sonuglar elde edilse de hastaligi ileri boyutta olanlarda amigdalinin tiimor olusumunu
onledigine dair net bilgiler bulunmamaktadir. Bu yilizden anti-kanserojen etkisi var
m1 yok mu, varsa da ne miktarda var bunun netlesebilmesi i¢in detayli bilimsel
caligmalar gerekmektedir [11]. Amigdalin analizi i¢in spektrofotometre,
kromatografi ve enzim bagli imminosorbent analizi (ELISA) kullanilabilmektedir
[54, 55]. Amigdalinin icerigini belirlemek icin gelistirilen HPLC yontemleri de
mevcuttur [54, 56, 57]. Amigdalin ile bunun par¢alanmasiyla olugan hidrojen siyantir
miktar1 arasinda dogru orant1 oldugu icin hidrojen siyaniir miktarinin belli olmasi bir
bakima amigdalin miktarinin da belli olmasi anlamina gelmektedir [11, 13].
Amigdalin diizeyi mevsimsel farkliliklar ve isleme sekline goére ciddi boyutta
degiskenlik gostermektedir [11, 57-60].
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Tablo.2.1. Bazi gida maddelerinin amigdalin igerikleri [57].

s - Amigdalin Igerigi : S —— Amigdalin

Cekirdek ici (mg/g) Islem Giirmiis Gudalar icerigi (mg/g)
Kayisi 14.37 Kavrulmus badem 0.12
Visne 2,68 Badem Siitii 0.05
Kiraz 189 Badem Unu 0.03
Nektarin 0,12 Elma Suyu (%100 sikma) 0,09
Seftali 6,81 UHT Elma Suyu 0,004
Yesil Erik 17.49 Elma Piiresi 0.02
Siyah Erik 10.00 Seftali igecedi 0,04
Mor Erik 2,16 Kavrulmus kabak ¢ekirdef Tespit edilmenus
San Erik 1.54
Kirmuz Enk 0.44
Elma 2.96
Armut 1.29
Dolmahk Kabak 0.21
Salatalik 0,07
Sakiz Kabag 0,06
Kavun 0,12

Aci bademin tath tiirlerinde daha ¢ok amigdalin bulundugu gdsterilmistir
[61]. Kayisinin aci, yart act ve tath ¢esitlerindeki amigdalin icerigi yaklasik olarak
40,06 mg/g, 0,99 mg/g ve 0,06 mg/g seklinde siralanabilir [62]. Islenmis {iriinlerin
amigdalin igeriginin (0,004-0,120 mg/g) daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
yiizden islenmis gidalarda toksik etkinin olmadigi belirtilmistir [63]. Amigdalinin
parcalanmasi i¢in 1s1l iglem ve askorbik asit gerekmektedir [11, 64, 65]. Amigdalini
parcalayan B-glikozidaz aktivitesi bitkilerde ve birtakim bagirsak bakterilerinde de
bulunur [12]. Amigdalin sindirildikten sonra goriilen zehirlenmenin asil nedeni ince
bagirsagin alt bolgesindeki mikroorganizmalarin pargaladigi amigdalin ile olusan
hidrojen siyaniiriin emilimidir [66]. Antibiyotik uygulamasindan dolayr bagirsak
florasinin ¢ogu imha edilir. Ve bundan dolay1 amigdalin siyaniire ve benzaldehite
tamamen parcalanamadigi i¢in amigdalinin metabolize olmasinda bagirsak

bakterilerinden gelen enzimlerin ciddi katki sagladig1 belirtilmistir [67].

Amigdalinin emilen kismimin %62- 96’smin sindirimden sonraki ilk 1 giin
icerisinde idrarla atildigi yapilan hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir [67].
Amigdalinin bobrekler ile atilma orani karacigerle atilma oranindan oldukga
yiiksektir. Amigdalinin par¢alanmamis formu zehirleyici etki gostermez. Amigdalin
parcalaninca meydana gelen hidrojen siyaniir zayif asidik (pKa: 9,22) 6zelliktedir ve
bagirsaklar tarafindan hizlica emilir. Emilen hidrojen siyaniir kanla viicudun

tamamina yayilir ve 6liime neden olabilecek zehirlenmelere yol agabilir [64, 67].
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Amigdalin, alyuvar azalmasindan kaynaklanan anemi, diyabet, astim, hipertansiyon,

ateroskleroz ve tiimor tedavisi i¢in alternatif tipta kullanilmaktadir [68-71].

1845 yilina kadar amigdalin Rusya’da anti-kanserojen olarak kullanilmistir
[72]. Fakat 1953’de Kaliforniya Tip Birligi Komisyonu bu kullanimla ilgili iddialarin
yanlis olduguna karar vermistir ve 1959°da Kaliforniya’da kabul olan bir yasayla
amigdalin  kullanimi1 engellenmistir. Cogu {lkenin ilgili kurumlar1 tarafindan
yasaklanmasina ragmen amigdalin hala kullanilmaktadir [73, 74]. 1970’lerin en ¢ok
tercih edilen alternatif tip ilac1 olan amigdalin bu yillarda ortalama 70.000 Amerikali

kanser hastasinin tedavisinde kullanilmistir [75, 76].

Amigdalinin insan prostat kanserinde apoptoza tesviki saptanmistir [77].
Park ve ark.’min [57] yaptigi calismada, amigdalinin insan kolon kanseri hiicre
dongiisiindeki DNA’y1 bozdugu igin anti-kanserojen etkisi oldugu ve bu yiizden
kanser ilac1 olarak tercih edilebilecegi bildirilmistir. Makarevi¢ ve ark.’nin [78]
gerceklestirdigi calismada da amigdalinin prostat kanseri lizerinde 6nemli derecede
anti-timor etkisi oldugu igin tedavide kullanimi {izerinde daha ¢ok arastirma

yapilmasi gerektigi belirtilmigtir.

Aghadavod’un yaptigi taramalarda, amigdalinin damar rahatsizligi ve seker
tedavisinde, kanser olusumunun durdurulmasinda olumlu etkisi oldugu séylenmistir
[71].

Amigdalinin hastalig1 ileri boyuttaki kisilerde net olarak tiimér olusumunu
engelledigiyle ilgili kesin verilerin olmadigi, fakat tedavi etkisinin var olup
olmadigimin agikliga kavusturulmaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir [74]. Konu
heniiz netlik kazanmasa da amigdalin tabletleri ticari olarak “laetril” veya vitamin

“B17” isimleriyle takviye seklinde satilmaktadir [79].

2.8. Borik Asit (BA)

Bor, metalle ametal arasi yar1 iletken 6zellikli, 5 atom numarali, 10.81g atom
agirhikli, 2.84g/cm® yogunluklu, periyodik sistemde iigiincii grubun basindaki

elementtir. Iki izotopa sahiptir. Ortalama 250 ¢esit bor minerali mevcuttur ve dogada
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serbest halde degil, diger elementlerdeki oksitlerle birlikte B203 (boroksit) halinde
bulunurlar [80]. Oksijenle bag yapabilirler. Metal-bor oksijen bilesimine borat adi
verilir. Bor daha ¢ok Mg, Na, Ca gibi metallerle birlesik olarak bulunur [81].
Boroksit ayni zamanda sik goriilen bir bor bilesigidir. Okyanuslardan buharlasip
havaya karisan BA, yagmurlarla topraga inen Bor, canlilar i¢in dnemli bir elementtir.
Bitkiler ile insanlara yayilmaktadir. Borun canlilara gegmesinin birgok yontemi
mevcuttur. Hava ve su temasi, bor mineralleriyle temas, bordan zengin havzalardaki
sularin kullanimi, bol miktarda bor igeren gidalar tiiketmek, fabrikalarda galismak
ve deterjan gibi temizleyicileri kullanmak ornek olarak verilebilir. Bor insan

viicuduna, deri, agiz ve solunum yoluyla da girebilir.

Ancak, bor besin zinciri yoluyla biyolojik olarak birikemez. Meyve, sebze,
baklagil ve cerezler olduk¢a cok bor iceren besinlere Ornektirler. Borca fakir olan
besinler ise, balik, et ve siit tirtinleridir. Erik kurusunun 100 graminda, giinliik viicut

ihtiyacina yatecek miktarda (2-3 mg) bor bulunmaktadir [81].

Tablo 2.2. Besin Tiirlerine gore Bor Konsantrasyonu (pg/g) [82]

Besin Tiiri Bor Konsantrasyonu
(ng/g)
Elma 2.73
Muz 3.72
Kiraz 1.47
Seftah 1.87
Armut 22
Portakal Suyu 0,41
Kuru Erk 27
Kuru Uziim 25
Taze Fasulye 0.46
Brokoh 1.85
Salatalik 0.015
Havug 0.75
Findik 16

Kaynaklardan alinan bor dozlari, insan ve hayvanda akut toksisite olusturacak
boyutta degildir. Fakat bor iyonu, sudaki canlilara biiylik zararlar verebilmektedir

[83]. Kronik etkilerinin incelendigi ¢alismalarda agizdan verilen borun biiyiime,
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6lim Ve iireme oranlarma etkisinin pek olmadig1 gdsterilmistir. Igme suyunda

mevcut olan %0,25 bor biiyiimeyi yalnizca 30 giinde durdurmustur.

Borun hava yoluyla alindiginda zararli olmadigi gozlemlenmistir [84]. Bor
bilesiklerinin viicuda girme yollar1 solunum, sindirim veya mukoz membranlardir.
Hangi yolla girerse girsin, %85-90 kadar1 ilk 1 giin i¢inde idrarla viicuttan atilir [84].
Coziinmiis bor bilesikleri alindiktan sonra en fazla kemiklerde, tirnaklarda, killarda,
karacigerde ve dalakta birikir. Literatiirde borun insanlar tizerindeki etkilerini
belirlemek i¢in yapilmis ¢alismalarda gidalarla normal alindiginda bor ve bilesikleri
insan sagligimmi olumsuz etkilememistir [83]. Hastalara beyin tiimérlerinin nétron
yakalama ile tedavisinde verilen boraks miktar1 20 g*dir. Oldiiriicii doz ¢ocuklarda 5-
6 g, yetiskinlerde ise 10-25 g'dir [84]. Borun insan viicuduna yararli etkileri de
vardir. Viicut minerallerinin (Kalsiyum, D vitamini gibi) diizenlenmesinde rol
oynamasi, kalsiyum ve magnezyum miktarim1 koruyarak kemik yapisin1 korumasi
ornek verilebilir. Ayrica borun kiiciiklerin 6grenme yeteneklerine katkida bulundugu;
sportif performans ve atletik yapilarimi da gelistirdigi bilinmektedir [85, 86].
Kaynaklarin bazilarinda bor tozlariyla temasin sperm miktarinda diisiiklik yaptig
iddia edilse de diinyada ve iilkemizde yapilan arastirmalarda borun kisirlik
yapmadigi sonucuna varilmigtir [82]. Kanser tedavisinde kullanilan yontem Bor
Notron Yakalama Terapisi (BNTC)’dir. Beyin kanser tedavisinde hasta olan
hiicrelerin secilerek yok edilmesinde ise yararken saglikli hiicrelere de minimum
diizeyde zarar vermektedir. Ayrica goz iltihaplarinda sterilizasyon amagh da

kullanilmaktadir.

Yukaridaki kullanim alanlarinin disinda bor birde antibakteriyel olarak, tipta,
dis macununda, parfiimde, sampuanlarda ve kimya sanayisinde ¢esitli boya tiirlerinde

de kullanilmaktadir.

Sonug olarak bor saglikta, kanserden obeziteye kadar olduk¢a onemli bir
yerdedir. Bunun yami sira petrol gibi 6nemli bir maden olan borun en biiyiik
rezervine sahip lilke de Tirkiye’dir. Dogal bir mineral olan bor, borik asit (BA) ile
birlikte, geleneksel tipta kullanilmasinin yani sira endiistriyel, tarimsal ve kozmetik
uygulamalarda da yaygin kullanilmaktadir. Cogu calismada, BA'nin antioksidan [9],

hepatoprotektif ve antijenotoksik etkileri oldugu goésterilmistir. Bunun disinda,
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BA'nin glutatyonun viicuttaki miktarini arttirdigi ve diger reaktif oksijen tiirlerini

inhibe edip oksidatif hasar1 yok ettigi de 6ne stirilmektedir [10].

2.9.Oksidan ve Antioksidan Sistemler

2.9.1. Serbest Radikaller

Ana iskeletinde oksijen olan radikallere serbest oksijen radikalleri ad1 verilir
[87]. Serbest radikaller tiim canli hiicrelerde eser miktarda iretilirler. Asir
tiretilirlerse hiicre ve doku hasar1 olustururlar. Serbest radikallerin bu etkileri
antioksidan adi verilen enzim veya molekiiller tarafindan ortadan kaldirilir.
Organizmalardaki oksidan tiretimi ve antioksidan defans arasinda 6nemli bir denge
bulunmaktadir. Uretilen oksidan ajanlar, antioksidanlar tarafindan ortadan
kaldirilirken aralarinda bir dengesizlik olusur. Iste oksidatif stresin meydana gelme
nedeni de budur. Oksidan ajanlar protein, lipit ve karbonhidratlarin yiikseltgenmesine

ve DNA hasarma yol agtiklari i¢in 6nemli derecede toksik etki gosterirler [88].

Onemli serbest oksijen radikalleri;

1) H2O> (Hidrojen peroksit)
2) Oz - (Stiperoksit radikali)
3) HO- (Hidroksil radikali)

Hidrojen peroksit serbest radikal degildir. Reaktif oksijen tiirlerine dahil
edilebilir. Metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikallerinin ana kaynagidir.
Organizmalarda hidrojen peroksit siiperoksit radikallerinden olusur [89]. Hidrojen
peroksit proteinlerde hem grubundaki demirle tepkimeye girerek reaktif demir
formlarini olusturur. Siiperoksit radikali, canlilarda olusan ilk radikaldir. Siiperoksit
fazla hasara yol agmaz. Ancak siiperoksit radikal anyonu (hidrojen peroksit) 6liimciil
hidroksil radikallerinin olusumuna katki saglar. Aktive edilen fagositik 10kositlerden
¢ok sayida siiperoksit iiretilir [89]. En reaktif radikal hidroksil radikalidir. Her

biyolojik molekiile saldirarak oksidatif hasar olusturabilir. Olusturdugu en bilinen
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biyolojik hasar lipit peroksidasyonu adi verilen serbest radikal reaksiyonudur.

Hidroksil radikali fagositoz ve bazi enzimatik katalizlerde iiretilmektedir [89].

Serbest Radikallerin Etkileri

Lipitlerin Oksidasyonu

Serbest radikallerin hiicrelere en o6nemli etkisi hiicre zarindaki lipitlerin
peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu radikallerin poliansatiire yag asitlerine,
hiicre zarindaki Kkolesterole veya lipoproteinlere saldirdigi bir  zincirleme
reaksiyondur. Lipit peroksidasyonu kontrolsiiz oldugunda hiicresel disfonksiyona ve
hasara neden olur [89, 90]. Lipit peroksidasyonu, hiicre membran akiskanligini ve
gecirgenligini bozar. Lipit peroksidasyonundan kaynaklanan membran hasar1 geri

doniistimsiiz olur [89, 91].

Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu

Karbonhidrat molekiilleri lipit ve proteinlerden daha az oksidatif hasara

maruz kalirlar [89].

DNA Hasar

Hidroksil radikali piirin ve pirimidin bazlarini okside ederek DNA hasarina
yol agar. Hasara ugrayan DNA’nin tamiri sirasinda mutasyonlar olusabilir. Bu

nedenle de bazi proteinlerin sentezi inhibe olur.

2.9.2. Antioksidan Sistemler
Viicutta meydana gelen serbest radikalleri metabolize eden, diizeylerini kontrol

altina alan, serbest radikal olusumunu yok edip temizlenmesini artiran ya da

olusabilecek hasar1 durduran, onaran savunma mekanizmalari vardir. Savunmay1
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yapan maddelere antioksidan maddeler denir. Aerobik hiicrelerdeki antioksidan

sistemler endojen ya da eksojen olabilir.

Endojen antioksidanlar; enzimatik (mitokondriyal oksidaz sistemi, siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon transferaz
(GST), glutatyon rediiktaz(GR) gibi) ya da nonenzimatik (transferrin, ferritin,
glutatyon, bilirubin, albumin, iirik asit, a-tokoferol, seriiloplazmin gibi) olabilir [90-
93].

Ekzojen antioksidanlar; E vitamini, folik asit, C vitamini, asetilsistein,

allopurinol, mannitol ve demir selatorleri sayilabilir [89-93].

Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Oksijen radikalini substrat olarak kullanip siiperoksitin hidrojen peroksite
cevrilmesini saglayan bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon oksidatif strese karsi ilk

savunmadir [89, 90, 93].

Katalaz (CAT)

Katalaz hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristiran bir enzimdir.

Peroksizomda bulunur. Hiicreyi oksidatif stresten korur. Daha ¢ok kan, karaciger ve
bobrekte bulunur [89, 90, 93].

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx enzimi hiicrelerin sitozoliinde bulunur. SOD tarafindan olusan H2O> ve
yag asiti peroksitlerini yok eder. GPx enziminin fagositik hiicrelerdeki rolii
onemlidir. Fagositoz sirasinda meydana gelen serbest radikal peroksidasyonundan
fagositik hiicrelerin hasar gdrmesini dnler. GPx, intraeritrosit oksidatif strese karsi en

etkili antioksidanlar arasindadir [89, 90].
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Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST, organizmadaki ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorevlidir.

GST, lipit peroksitlerine kars1 selenyumdan bagimsiz olarak etki gosterir [89, 93].

Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon peroksidaz sayesinde H20: gibi diger lipit peroksitleri de
yiikseltgenirken GSH, okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Bu durumu tersine ¢evirip
tekrar rediikte glutatyona (GSH) doniismesini saglayan enzim ise glutatyon
rediiktazdir [89, 93].

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Sitokrom oksidaz siiperoksit radikalini suya gevirir [89].

Membranlarda Bulunan Antioksidanlar

Vitamin E, hiicre membranindaki uzun zincirli poliansatiire yag asitlerini
oksidatif hasardan korur. E vitamini eksikliginde serbest radikallerden kaynaklanan
lipit peroksidasyonu daha sik goriilir [90]. Vitamin C, siiperoksit ve hidroksil
radikali ile etkilesime girer. En ¢ok 16kositlerde olmak iizere oksidatif hasara karsi
onemli bir rol oynar [94]. Vitamin A, pek c¢ok hiicrenin biiylimesi Ve
farklilagmasinda regiilator rolii vardir. Solunum yolundaki epitel hiicrelerinin

biitiinligiiniin devam etmesinde oldukga etkilidir [93].

Bilirubinin Antioksidan Ozelligi

Lipit peroksidasyonunda antioksidan olarak en az E vitamini kadar etkilidir.
Serumda yiiksek biliriibin toksiktir.
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Bilirubin oksidatif stresle tetiklenir. Uzun siireli oksidanlardan kaynakli hiicre

hasarinda koruyucu bir rolii oldugu soylenir [95].

Tiyol-Disiilfid Homeostazisi

Tiyoller, siilfidril grubu igeren organik bilesiklerdir. Antioksidan ozellikleri
en basta gelir. Enzim ve koenzimlerin aktif merkezilerinde bulunurlar. Disiilfid
kopriileriyle (S-S) proteinlerin tersiyer - quarterner yapilarini olustururlar. Sinyal
iletimi ve apoptozis gibi fonksiyonlara sahiptirler [96]. Intraselliiler ortamdaki en
onemli tiyoller, glutatyon ve tiyoredoksindir. Okside formu (glutatyon disiilfid)
“GSSG”, rediikte formu “GSH” seklindedir [97]. Organizmada ki total tiyol havuzu,
ya proteinlere baglh formlarda bulunan intraseliiler ve ekstraseliiler tiyollerden ya da
rediikte/okside glutatyon gibi serbest formlardan olusur. Sitoplazmada bulunan
GSH/GSSG ciftinin gorevi, protein-tiyol gruplarini oksidasyondan korumaktir [96].
Hiicrelerden dolasima salinmis GSH’1n ¢ogunlugu eritrositlerde toplanir. Bu yilizden
plazma diizeyleri diisiiktiir. Distilfid formu agirlikta olan sistin havuzu, serum ve
ekstraseliiler ortamdaki en 6nemli tiyol-disiilfid kaynagidir. Kanda indirgenmis
haldeki serbest tiyollere ek olarak GSH, homosistein, sistein ve sisteinilglisin de
sayilabilir. Homosistin, sistin, sistinilglisin ve GSSG’de okside formdaki serbest
tiyollerdir [96]. Tiyol bilesiklerinin hipokloréz asit (HOCI) ve kloraminleri
yakaladig bilinmektedir. Bu ylizden de tiyol plazmada HOCI’yi yakalayan en 6nemli
antioksidandir [98]. Serbest tiyol grubu igeren bilesikler, radikallerle direkt veya
indirekt reaksiyona girdigi i¢in ya da protein {izerindeki serbest tiyol gruplariyla geri
dontisimlii baglar olusturdugu igin, proteinlerin oksidatif hasara ugramalarin
Onleyebilmektedirler. Aminoasitlerin ¢cogu, H2O2 varliginda, kiigiik degisikler gegirir.
Tiyol gruplar tiiketilir ve protein iizerinde siilfid tiirevleri olusur. Boylece proteinde
yapisal degisiklikler meydana gelir [99]. Tiyol miktarlarinin tayini, proteinlerin
oksidasyondan ne kadar etkilendiklerini gosterdigi i¢in onemlidir [99]. Diyabet, ,
bobrek yetmezligi, KVH, siroz, bazi nérolojik bozukluklar ve fel¢ gibi hastaliklarda,
tiyol miktarinin distiigii kanitlanmistir [96].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Histolojik Yontemler

Histolojik caligmalar igin doku Kkesitleri almir ve histo-patolojik

degerlendirmeleri yapilir [100].

Histoloji canliy1 olusturan elemanlarin yapilarint mikroskobik diizeyde
inceler ve degerlendirir. Once hiicrenin temel yapisal dzelliklerini daha sonra da

dokularin, organlarin ve sistemlerin mikroskobik yapisini inceler.

3.2. Dokular Histolojik incelemeye Hazirlama

. Tespit (Fiksasyon)

. Suyunu alma (Dehidratasyon)

. Saydamlastirma

. Parafinle muamele (Parafinizasyon)
. Blok hazirlama

. Kesit hazirlama

~N oo o1 B~ W N P

. Boyama

1. Tespit (Fiksasyon)

Ormegin alindiktan sonra fiksasyona konma siirecidir. Ik hedef, dokuyu

miimkiin oldugunca en hizli ve bozulmadan stabil hale getirmektir.

Bu islemde amaca gore farkli soliisyonlar kullanilmaktadir. En yogun tercih

edilen soliisyon formalindir. %10’luk kullanilmasi yeterlidir.
Formalin disinda doku 6zelligine bagl olarak;

%2’lik gluteraldehit
%70-90 etanol

36



Bouin

Zenker soliisyonlari’da kullanilabilmektedir.

Yag bakimindan zengin dokular da alkol kullanilmaz. Doku hacminin 10 kat1
kadar tespit soliisyonu kullanilmalidir. Kullanilan kabin hacmi de buna gore
secilmelidir. Tespit olan dokular sertlesir. Kaplarin agizi materyalin sertlestikten
sonra, parcalanmadan ¢ikarilabilmesi i¢in yeterince genis olmalidir. Tespit soliisyonu
buharlagmasin ve dokiilmesin diye kaplar kapakli olmalidir. Materyallerin biitiin
ylizeyleri soliisyonla temas etmelidir. Gerekirse dokuya zarar vermeyecek sekilde

doku iizerine agirlik konularak bekletilebilir. Siiresi bir geceden az olmamalidir.

2.Suyunu Alma (Dehidratasyon)

Doku i¢indeki su alinir ve yerine alkoliin ge¢cmesi saglanir. Boylece dokular
sertlesir ve mikrotomla daha kolay kesilebilir hale gelir. Sonra alkol uzaklastirilarak
yerine ksilol gecirilir. Son olarakta ksilol uzaklastirilip yerine parafin konulur. Her
bir basamaktaki tutma siireleri dokuya ve boyama sekline gore 15 dakika ile 1 saat

arasinda degismektedir.

3. Saydamlastirma

Ksilolle yaglar eritilir ve doku saydamlastirilir. Yine siire dokuya bagli olarak

degismektedir.

4. Parafinizasyon

Dokular 58-65 °C parafinde en az 2 saat tutulur. Dokularda ki ksilol yerine
parafin ge¢mis olur. Eger 6rnek kemikse ilk once iglerinde bulunan kalsiyum alinir

ve yumusamasi saglanir. Bu islemde 6zel hazirlanan %5°lik formik asit ya da %8°lik

HCL + %10°luk formik asit kullanilmaktadir. Yontemin adi dekalsifikasyondur.
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5. Blok Hazirlama

Sertlesmis dokular parafin i¢ine goémiiliir ve bloklar hazirlanir. Bloklar

soguyunca artik kesilmeye hazirdir.

Sekil. 3.1. Blok hazirlama ve kesit alma. [100]

6. Kesit hazirlama

Icinde doku gomiilii parafin blok, mikrotom adi verilen kesici alete
yerlestirilerek kesilir. Kesitler 35-40°C su banyosuna birakilir ve dokunun diizgiin
yayilmasi saglanir. Lam yardimiyla alinir. Lamlar etiive konulur ve bdylece doku

icindeki parafin erir gider. Lamda sadece doku kesiti kalmis olur.

7. Boyama

Lamdaki dokunun boyanabilmesi i¢in ilk olarak parafinden uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu yiizden en az 1,5 saat ksilolde bekletilir. Daha sonra alkol

serilerinden gegirilir. Ardindan boyama gergeklestirilir.
Boyama, hiicre ve dokularin boyalar1 farkli tutmalarina dayanir. Boyalarin

blyiik kismi suda, az kismi ise ise alkol veya asetonda eritilip hazirlanir. Hangi

boyanin segilecegine dokunun ozelligine gore karar verilir. Boyamadan sonra
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ornekler entellan ile kapatilir ve kurumasi beklenir. Artik preparatlar mikroskopta

incelenmeye hazirdir.

3.3. Histolojik Boyama Yontemleri

Bazi 6rnekler;
- Hematoksilen-Eozin: Rutin boyamada kullanilir.
- Prusya mavisi: Boya degildir fakat demir birikimi sayesinde koyu boyar.
- Masson Trichrom: Kas, bag ve sinir dokusu ayriminda kullanilir.
- Sudan Trichromi: Hiicre i¢indeki lipitleri boyar.
- Glimiis Trichrom: Retikiilin liflerini gostermede kullanilir.
- Giemsa ve Toluidin Blue: Mast hiicrelerini metakromatik boyar.
- PTAH: Noronal tiimoérlerde kullanilir. Cizgili kasi, glial lifleri ve kollajeni
histolojik olarak gostermek ilizere tasarlanmistir.

- PAS: Glikojen boyasidir.

Isik mikroskobik incelemelerde boyanmamis preparatlarin dokularindaki
kirma indisleri birbiriyle yakin oldugu i¢in ayrintilar gézlemlenemez. Ancak Farkl
boyalar kullanilarak dokularin ve hiicrelerin bilesenleri birbirinden ayirdedilebilir.
Bu ayirt etme de kullanilan tekniklerde; renk degisikligi yapilir. Boylelikle boyanan
doku i¢inden gegen 151g1n dalga boyu degistirilmis olur.

Calismamizda; Hematoksilen & Eozin ve Masson Trichrom boyalarini
kullandik.

3.3.1. Hematoksilen

Hematoksilen’in boyama ozelligini kazanabilmesi i¢in oksidasyonla
hematein’e doniismesi gerekmektedir. Hematoksilen tam olarak bazik bir boya
degildir, amfoteriktir. Fakat 6zellikleri bazik bir boya gibidir ve asidofilik dokulari
boyamaktadir. Mordant ile kullanilir ve boylece doku komponentleri ile boya
arasindaki baglanma kalic1 olur. Bu gorev icin genellikle demir tuzlan tercih edilir.

Degisik amagclar ile kullanilan ¢esitli tipleri bulunmaktadir. En ¢ok kullanim amaci,
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nukleer boyamadir. Bu sekilde kullanildigi zaman hematoksilenden sonra asit

boyalarin sulu soliisyonlari ile boyama yapilir [101].

3.3.2. Eozin

Floresan 6zelligine sahip anyonik (asit) bir boyadir. Eozin, hematoksilen ile
kombine edilebilen sitoplazmik bir boyadir. Alkolde de eriyebilir. Daha ¢ok su ile
hazirlanan %1°lik soliisyonlar1 kullanilmaktadir. Hematoksilen ve eozin (H&E), ¢ok
yaygin ikili boyama yontemidir. Ciinkii ¢ok miktarda farkli dokulari net gosterebilir.
Hematoksilen nukleus DNA’sin1 ve asidik yapilar1 mavi-lacivert boyar. Cok iyi
nuklear detay olusturur. Eozin ise tam tersine sitoplazmay1 ve bag dokusu liflerini,

pembe- kirmizi tonlarinda boyar [101].

3.3.3. Masson Trikrom

Kollajenin arttig1 hastaliklarda kullanilmaktadir.

Tespit i¢in Bouin ya da %10 nétral formalin kullanilir.

4-5 um kalinliginda kesit alinir.

Weigert demir hematoksilen+Asit fuksin+Anilin mavisi kullanilarak ¢alistirilan ti¢lii
boyamadir.

Kollajen: Mavi

Cekirdekler: siyah

Sitoplazma: kirmizi

Kas lifleri: kirmizi

Kollajenin ¢ok oldugu dokularda anilin mavisi yerine light green de kullanilabilir.

Kollajen lifler: Yesil boyanr.

Calismamiz Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onayr (karar no:2020-2-17) ile Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’'nde yapilmistir. Tiim prosediirler etik kurallara ve

Helsinki Ilkeler Bildirgesi’ne bagl kalinarak gerceklestirilmistir.
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Wistar Albino cinsi, 54 adet 8 haftalik (150-300 gr) erkek rat kullanildu.
Hayvanlar rastgele sec¢ildi ve 9 gruba ayrildi. 10 giin boyunca 12 saat
aydinlik/karanlik 1sikta, standart oda sicakliginda ve nemde tutuldu. Klasik yem ve
su ile beslendi. 1 giin arayla sular degistirildi ve kafesleri temizlendi. Caligmanin 11.
giiniinde karaciger dokular1 alindi ve % 10’luk nétral tamponlu formalinle fikse
edildi.

Deney Gruplan

MTX, s.c. ; BA ve B17°de i.p. olarak uygulanmustir.

Grup 1: (Sham Grubu): 10 giin boyunca salin enjeksiyonu yapildi.

Grup 2: Wistar albino ratlara 1 giin MTX uygulandi. Sonraki 14 giin salin
enjeksiyonu yapildi. Buradaki amag¢ metotreksatin karacigerde olusturacagi olasi
hasar1 6lgmektir.

Grup 3: Wistar albino ratlara 7 giin boyunca BA, 8 giin de salin enjeksiyonu
uygulandi. Buradaki amag¢ ise borun karacigerde tek basmna nasil bir etki
gosterecegini gormektir.

Grup 4: Wistar albino ratlara 7 giin boyunca B17 vitamini uygulandi. Sonraki 8 giin
ise salin enjeksiyonu yapildi. Buradaki ama¢ B17 vitaminin karacigerde tek basina
nasil bir etki gosterecegini gormektir.

Grup 5: Wistar albino ratlara 7 giin boyunca BA, sonraki 7 giin B17 vitamini
uygulandi. Sonraki 1 giin ise salin enjeksiyonu yapildi. Buradaki amag ise BA ve
B17 vitaminin karacigerde birlikte nasil bir etki gosterecegini gérmektir.

Grup 6: Wistar albino ratlara 1 giin MTX verildi. Ardindan da 7 giin boyunca B17
vitamini uygulandi. 7 giin de salin enjeksiyonu yapildi. Buradaki amag¢ ise MTX
hepatotoksisite hasarinda B17 vitamininin iyilestirici giiciine bakmaktir.

Grup 7: Wistar albino ratlara 1 giin MTX verildi. Ardindan 7 giin boyunca da BA
uygulandi. 7 giin de salin enjeksiyonu yapildi. Buradaki amag ise metotreksatin
hepatotoksisite hasarinda BA’nin iyilestirici giiciine bakmaktir.

Grup 8: Wistar albino ratlara 7 giin boyunca BA verildi. Ardindan 1 giin MTX
uygulandi. 7 giinde salin enjeksiyonu yapildi. Buradaki amag¢ ise BA’in koruyucu
etkisini incelemektir.

Grup 9: Wistar albino ratlara 1 giin MTX verildi. Ardindan 7 giin boyunca BA

sonraki 7 giin de B17 vitamini uygulandi. Buradaki ama¢ ise metotreksatin
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hepatotoksisite hasarinda hem BA’in hem de kanser koruyucu etkisi oldugu

literatiirde gegen B17 vitamininin ikili kombine sekilde iyilestirici giliciine bakmaktir.

Sirasiyla enjeksiyonlar yukarida belirtilen giinlerde yapildi. Her grupta ratlar
uygun anestezi ile sakrifiye edildi. Sonra karaciger dokulariin birer pargasi formol
fiksatifine konularak histolojik doku takibi yapildi (doku morfolojisi incelenmek
icin). Hematoksilen Eozin ve Masson Trikrom ile boyandi. Masson Trikrom boyasi
uygulanarak portal alan fibrozis artisi, santral ven c¢aplart karsilastirildi. Ayni
zamanda biyokimya analizleri i¢in, jelli ve pihtilasma aktivatorlii tiip igerisine direkt
kalpen kan bosaltilarak alindi. Biyokimyasal olarak karaciger hasarmin spesifik
gostergeleri olan ALT (Alanin Aminotransferaz), AST (Aspartat Aminotransferaz)
ve ALP (Alkalen Fosfataz),enzimlerinin serum seviyelerine; TDH (Tiyol Disiilfit
Dengesi), MPO (Miyeloperoksit), Katalaz, Albiimin, IMA (iskemi modifiye
albiimin), HDL (Yiiksek yogunluklu lipoprotein), GGT (Gama Glutamil Transferaz)
ve LDH (Laktat Dehidrogenaz) degerlerine bakildi.

Calismamizda tiim gruplardaki ratlarin  karacigerleri, i.p uygulanarak
olusturulan anestezi (75mg/kg ketamin + 10mg/kg xylazine) altinda yapilan

dekapitasyondan sonra midsaggital insizyonla hizlica ¢ikarildi.

- %10’luk formaldehit ile tespit edildi.

- Histolojideki doku hazirlama prosediirti uygulanarak parafin bloklar hazirlandi.

- Hazirlanan bloklardan 4pm kalinliginda kesitler alindu.

- Kesitler Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Masson Trikrom ile boyandi.

- Hazirlanan preperatlar Olympus BX43 fotomikroskop ile incelenip fotograflandi.

- Skorlama yapildu.
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Tablo 3.1. Calisma gruplari

| ginde 1 giind: 1 giinde . ginde 3.giinde 6 giinde 7 giinde fginde 0.ginde |10.ginde
lgup falmen.  [Salmen. falmery.  [Salmen.  Palmen.  Palmeny.  [Salmem.  Palmeny. [alnem Salnen),

Lomp  [SubMTX  [Salmenj. Salmery.  PSalmen.  Palmen.  Palmen.  [Salmem.  Palmeny. [SalnemSalnen

faup [[p.BonkA [lp.BorkA  [lp.BomkA [lp.BokA |lp.BomkA [lp.BonkA [lp.BonkA |Salmery. [Salinen)[Salnen).

Houp [IpBI7 Ip.B17 Ip.B17 [p.B17 [pB17 [pB17 [p.B17 Salinen). (Salin enj [Salin enj,
Saup  [Ip. Ip. Ip. [p. Ip. Ip. Ip. Salinen). (Salin enj [Salin enj,
y - [Bonk A +B17 |Bork A +B17Bonk A +B17|Bark A +B17Bork A +B17|Bork A +B17
Bonk A +B17
fop  RubMTX  [pB17 IpB17 [pB17 [pB17 [pB17 Ip.B17 IpB17  [Salin en Salin en,

Tow MK [pBukA  [pBukA [pBukA [pBukA [pBukA [pBukA [pBukA e famen,

fow [pBokA [pBukA  [pBukA [pBokA [pBukA [pBukA [pBakA  [WBMIX [ebnen famen,

b (OMTS  [pBukA  [pBukA+ [pBmkA- [pBokA+ [pBukA+ [pBUkA+ [pBork [saimen e
[p.B17 Ip.B17 [p.B17 [p.B1T [p.B17 [p.B1T A+
[p.B17

Cikarilan dokular % 10’luk nétral tamponlu formaldehit soliisyonunda 24 saat

tespit edildi. ilk uygulama doku fiksasyonu (tespiti) metoduna gore saglandi.
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Tablo 3.2. Doku takibi metodu

Formaldehit 24-48 saat

Cesme suyu 2 saat

% 75 Alkol 1 gece oda sicakliginda
% 96 Alkol 2 saat

%100 Alkol 2 saat

Ksilen 15 dk.-30 dk.

Ksilen miktar1 kadar parafin

eklendi 1 saat, 65 C

Sadece Parafin 2 saat, 65C

Dokular parafine gomiildii, mikrotomla 4um inceliginde kesitler alindu.

Alnan kesitler preparat haline getirildi.
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Tablo 3.3. Hematoksilen-Eozin boya prosediirii

Etiivde deparafinizasyon 2 saat-1 gece
Ksilol 30 dakika

% 100 (Absolii) Alkol 2 dakika

% 96 Alkol 2 dakika

% 75 Alkol 2 dakika

Suda Calkala 15-30 saniye
Hematoksilen 2-5 dakika

Suda yikama Boya gidene kadar
Eozin 1dk.-3dk

Suda yikama Boya gidene kadar
% 75 Alkol Daldir ¢ikar

% 96 Alkol 2 dakika

% 100 Alkol 2 dakika

Ksilen En az 30 dakika
Entellan ile kapatildi

Sonug: Niikleuslar hematoksilen ile mor-mavi, sitoplazma ise eozinle pembe

boyanir.
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Tablo 3.4. Masson Trichrom boya prosediirii

Etlivde deparafinizasyon

2 saat-1 gece 65 C

Ksilen 30 dk.
%100 Alkol 2 dk.
%96 Alkol 2 dk.
% 75 Alkol 2 dk.
Distile suda calkala 15 sn.
Esit miktarda A ve B soliisyon karigimi | 10 dk.
damlat

C soliisyonundan damlat 4 dk.
D solusyonundan damlat 4 dk.
E soliisyonundan damlat 10 dk.
F soliisyonundan damlat 5 dk.
Distile sudan gegir 10 sn.
%96 Alkol 2sn
% 100 Alkol 2sn.
Ksilen 2 dk.
Ksilen 2 dk.

Mounting medium ile lam kapama

A Soliisyonu: Weigert Iron Hematoxylin A

B Soliisyonu: Weigert Iron Hematoxylin B

C Soliisyonu: Picric Acid Alcholic Soliisyonu

D Soliisyonu: Ponceau Acid Fuchsin Soliisyonu
E Soliisyonu: Phosphomolybdic Acid Soliisyonu

F Soliisyonu: Light Green Soliisyonu

Sonug: Sitoplazma, kirmizi
Eritrositler, sar1
Kolajen, yesil
Cekirdekler, koyu kahve-siyah
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3.6. Biyokimyasal Yontemler

3.6.1. Cahsilan Parametler

Tiyol Disiilfid Homeostazisi (nativ tiyol, total tiyol, disiilfid)
LOOH

MPO

Katalaz

Albumin

ALT

AST

ALP

3.6.2. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

DTNB, Trizma base, EDTA, sodyum borohidrat, metanol, formaldehit Triton
X-100, sodyum kloriir, siilfiirik asit, xsylenol orange tetrasodyum, -O-dianisidin
dihidroklortir, hidrobenzoik asit, amonyum demir (2) siilfat hekzahidrat , fosfat
tamponu, sodyum asetat, siilfiirik asit, fosfat tampon, hidrojen peroksit, amonyum

molibdad .(Tiim malzemeler Sigma-Aldrich’den temin edilmistir.)

Albiimin, ALT, AST ve ALP testleri ise Siemens ADVIA 1800 Automatic
Analyzer (siemens healthycare GmbH, Erlangen, Almanya) cihazinin ticari kitleri

ile galisiimustr.

3.6.3. Cihazlar

Vortex (Labnet/VVX100)

Santrifiij (Niive/NF 800-R)

-80 °C derin dondurucu (Sanyo/MDF-U53865)
Otomatik pipet (Socorex/Acura 825)

Otomatik analizor (Siemens Advia 1800)
Spektrofotometre (Hitachi)
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3.6.4. Yontemler

10 giin siire ile enjeksiyonlar1 yapilan Wistar Albino ratlar 11. giinde kanlar
toplanarak Ankara Sehir Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda LOOH, MPO
ve diizeyleri Roche Cobas 501 otomatik analizorii ile Nativ Tiyol, Total Tiyol, Tiyol

Disiilfid parametreleri ise Siemens Advia 1800 otomatik analizériinde 6l¢iildii.

Serum Tiyol Disiilfid Homeostazis Diizeylerinin Ol¢iimii

Tiyol disiilfid homeostaz testleri, Erel ve Neselioglu tarafindan tanimlanan
yontem kullanilarak Siemens Advia 1800 otomatik analizoriinde kolorimetrik

yontem ile 6l¢iildii (102).

Calismamizda otomatik analizorde yontem iki Kit ile caligildi. Birinci Kit
dogal tiyol reaktifi ve DTNB’den olusan iki reaktifli bir Kitti. Ikinci kit ise
sodyum borahidrat, total tiyol reaktifi ve DTNB’yi kapsayan bir kitti. Birinci kit ile
numunelerdeki dogal tiyol igerigi, Ikinci kit ile dogal tiyol ve indirgenmis

tiyollerden olusan toplam tiyol igerigininin dl¢iimii gerceklesti.

Serum LOOH Diizeylerinin Ol¢iimii

Lipid hidroperoksit, ksilenol turuncusu yotemi ile Olgiildi. Yontem, ilk
olarak Jiang ve ark. tarafindan tarif edilen asidik bir ortam igerisinde, Fe*?‘nin
LOOH ile Fe*™® ‘e oksidize olmasi ilkesine dayanir (79,83). Olusan Fe*3, ksilenol
turuncusu (o-cresosulfonephtalein-ksilenol 3,30-bismethylimino-diasetik asit; XOF)
ile kompleks olusturarak, 550-570 nm'de maksimum absorbans veren mor bir boya
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Spektrofotometrik Ol¢timlerde roche marka

Cobas C 501 model otomatik analizor kullanilmistir.
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Serum MPO Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum MPO Diizeylerinin Olgiimii 0,1 ml numune ile 2,9ml pH: 6 olan 0,167
mg/ml O-dianisidine ve 0,0005% H.O; igeren 50 mM fosfat tamponu karistirilir.
Serum MPO aktivitesi ortamda H20, varken O- dianisidinin MPO ile oksidasyonu
prensibine dayanir (143). Ortamdaki enzim aktivitesine bagli olarak, zamanla olusan

sar1 renkli tirtiniin siddeti, 460 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Albiimin Ol¢iim Yéntemi

Albiimin testinde serum albiimini BCG’ye baglanarak 596/694nm’de bir son
nokta reaksiyonu olarak 6l¢iilen bir albiimin-BCG kompleksi olusturur.
Laboratuvar analizleri Ankara Sehir Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda

ADVIA Chemistry cihaziyla gergeklestirildi.

Ph 4,2
Albiimin+BCG boya = Albumin-BCG

ALT, AST, ALP Ol¢iim Yontemi

ALT, AST ve ALP testleri, Siemens ADVIA 1800 Automatic Analyzer

(siemens healthycare GmbH, Erlangen, Almanya) cihazimnn ticari Kitleri ile ¢aligildu.

Katalaz Ol¢iim Yontemi

Katalaz enzimi hidrojen peroksidi tiiketerek ortaya su ve oksijen ¢ikartir
[102]. Geriye kalan hidrojen peroksit sonradan eklenen amonyum molibdat ile
birleserek bir kompleks olusturur. Sar1 renkli bu kompleksin absorbansi 412 nm’de

Olciilerek sonuglar kU/L olarak ifade edilir.
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Istatistiksel Yontemler

Veriler, verilerin normal dagilip dagilmadigini belirlemek i¢in gorsel
(histogramlar, olasilik grafikleri) ve istatistiksel yontemler (Kolmogorov-Smirnov
testi ve Shapiro-Wilktest) kullanilarak degerlendirildi. Tanimlayici analizler, normal
dagilim gostermis degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma (ortalama + SD)
kullanilarak sunuldu. Veriler normal olarak dagitildigindan, parametreleri gruplar
arasinda karsilastirmak igin tek ydnlii ANOVA vyapildi. Istatistiksel anlamlilik
sonucunu cikarmak icin genel% 5 tip 1 hata kullanildi. Istatistiksel analizler ve
rakamlar SPSS yazilim versiyonu 20 (SPSS Inc. Chicago, IL, ABD) kullanilarak
yapild.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplar

4.1.1. Grup 1 (Kontrol Grubu)

Sekil 4.1. Grupl 1s1k mikroskobik goriintiileme; A,C: 40X, B,D: 100X.

Grup 1°de siniizoidler, hepatositler, siniizoidal hiicreler ve portal alanlar
normal gozlendi, fibrozis goriilmedi. Parankim hiicrelerinin (hepatositler) santral ven
etrafina diizenli olarak yerlesip hepatosit kordonlarin1 olusturdugu gézlemlendi. Bu
kordonlar arasinda sintizoidlerin diizglin bir sekilde dizildigi izlendi. Hepatositlerde
vezikiiler niikleuslar ve asidofilik stoplazma mevcuttu. Hepatik lobiillerin etrafindaki
portal alanlarda portal ven dali, safra duktusu ve arteriyol gdzlemlendi. Inflamatuar
infiltrasyon, vaskiiler konjesyon-tromboz, siniizoidal dilatasyon ve hepatosit
dejenerasyonu bulgular1 gériilmedi.
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4.1.2. Grup 2 (MTX)

HEMAT OKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

Sekil 4.2. Grup2 1sik mikroskobik gériintiileme; A,B,C,D: 40X.

Tek doz MTX uygulanan grup 2'de wvaskiiler konjesyon, siniizoidal
dilatasyon, inflamatuar infiltrasyon, hepatosit dejenerasyonu ve hepatositlerde
hidropik degisiklikler saptandi. Bundan dolay1 grup 2’deki hayvanlar kontrol ile
kiyaslandiginda tiim parametreler bakimindan hasarin artmis oldugu goézlemlendi
(P<0.001). Kolajen lif artis1 yok, kilcal dilatasyon var, vaskiiler yapilar korundu.
Hiicre ig¢i vakualizasyon, Kapiller vazodilatasyon, sitoplazmik bulgular ayirt

edilmekte.
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4.1.3. Grup 3 (BA)

g HEMAT OKSILEN-EOZIN MASSON TRICHROM
W 5907
: L) " -

Sekil 4.3. Grup3 151k mikroskobik goriintiileme; A,C: 40X./ B,D: 100X.

Bu grupta BA’in ratlara verilme amacit BA’ten beklenen etkilere daha saglikli
bir yorum yapabilmek i¢in 6nce tek basina karacigere nasil bir etkide bulunacagina
bakmaktir. Yapilan histolojik incelemelerde kontrol grubuna yakin 151k mikroskobik
gortintiiler elde edildi. Grup 3'te uygulanan BA'ya bagh olarak lobiil ¢evresinde
tikaniklik ve hepatositlerin ¢ekirdegi etrafinda sitoplazmik vakuoller gorildi.
Vaskiiler yapilarda patolojik degisiklik saptanmadi ve hepatosit hiicre zar1 da
korundu. Vaskiiler bolgede sorun yok, sitoplazmik degisiklikler belirgindir, dokuda
tikaniklik belirtileri var, hidropik dejenerasyon ayirt ediliyor. Vaskiiler bolgede
kollajen lifleri belirgindir, vaskiiler yap1 korunmustur ve endotel hasari tespit

edilmemistir.
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4.1.4. Grup 4 (B17)

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

Sekil 4.4. Grup 4 151k mikroskobik goriintiilleme ; A,C: 40X / B,D:100X.

Hepatosit dejenerasyonu oldukga belirgindir. Damar i¢inde kolloid benzeri

birikimler vardir.
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4.15. Grup 5 (BA+B17)

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

Sekil 4.5. Grup 5 151k mikroskobik goriintiileme ; A,C: 20X / B,D:100X.

Bu gruba ait karacigerler histolojik olarak incelendiginde hepatosit
dejenerasyonu, sintizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon-tromboz agisindan goriilen
degisikliklerin sadece grup 2’ye gore net ve istatistiksel bakimdan anlamli (p<0.05)
azalma gosterdigi gozlemlendi. Inflamatuar infiltrasyon bakimmdan 2 grup

arasindaki farkin istatiksiksel bakimdan anlamsiz oldugu gozlemlendi.
Sadece B17 verilen 4.gruba gore bu gruptaki dejenerasyon alanlar1 daha azdir.

Konjesyon yoktur. BA dejenerasyonu az da olsa engellese de Kkoloidi

engelleyememistir. Kolloid birikimi hala mevcuttur.
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4.1.6. Grup 6 (MTX+B17)

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

Sekil 4.6. Grup 6 151tk mikroskobik goriintiileme A,C: 20X / B,D:100X.

Sadece MTX verilen grup 2’ye gore sonuglarin daha kotii oldugu gozlemlendi.
Sitoplazmik dejeneresyon yoktur. Vaskiiler dilatasyon mevcuttur. Caligmadaki
parametrelere gore grup 2-6 arasinda istatiksiksel olarak anlamli bir fark yoktur.
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4.1.7. GRUP 7 (MTX+BA)

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

RO B
Ao
Cogi (Ve €4 23

-
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N

Sekil 4.7. Grup 7 151k mikroskobik goriintileme A,C:40X / B,D:100X.

Once MTX sonra BA uygulanan ve BA'nimn terapétik etkisini gdézlemlemeyi
amaglayan 7. grupta damar tikaniklig1 bulgular1 vardir. Interstisyel alandaki yerlerde
mononiikleer hiicre infiltrasyonu bulundu. Portal alan etrafindaki (lobiiliin
cevresinde) hepatositlerde hidropik dejenerasyon gozlendi. Vaskiiler konjesyon
bulgular1 hala mevcut. Merkeze dogru hepatosit yapist korunmus gibi gériinmektedir.

Kolajen lifte artig saptanmamustir.
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4.1.8. GRUP 8 (BA+MTX)

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM
¥ =T T 7 ‘% \

Sekil 4.8. Grup 8 151k mikroskobik gériintiilleme A,C:40X / B,D:100X.

Portal alan etrafi az dejeneredir. Once BA uygulanip ardindan MTX
uygulanan ve BA'nin koruyucu etkisinin gdzlenmesinin amaglandigr grup 8’deki
hepatosit dejenerasyonunun MTX verilen grup 2'ye gore ¢ok daha az oldugu
belirlendi. Hepatik lobiil yapisinin korundugu ve kontrol grubuna benzer oldugu,
hepatosit sitoplazmalarinda vakuolizasyonun daha az oldugu goriildii. Fibrozis
yoktur. BA’nin koruyucu etkisinin tedavi edici 6zelliginden daha etkili oldugu

gozlemlenmistir.
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4.1.9. Grup 9 (MTX+BA+B17)

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

e (" ".. ".'
S 3 ~'-.’”(-: )

{

Sekil 4.9. Grup 9 151k mikroskobik goriintiileme 40X,100X.

BA ve B17°nin kombine etkisi tek baslarina olan etkilerine kiyasla MTX
tedavisinde daha cok etkili olmustur Portal alan etrafi az dejeneredir. Vakuolizasyon

daha azdir.
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4.2. Gruplararasi Kiyaslama

4.2.1. Kontrol-MTX

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

o

F
A
y

;
&%
/

Sekil 4.10. grup 1(A, C)- grup 2(B, D) / 40 x.

Kontrol grubunda siniizoidler, hepatositler, siniizoidal hiicreler ve portal
alanlar normal olarak gozlenirken tek doz MTX uygulanan grup 2’de inflamatuar
infiltrasyon, vaskiiler konjesyon, siniizoidal dilatasyon ve hepatosit dejenerasyonu
periportal alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve hepatositlerde hidropik
degisiklikler saptanmigtir. MTX verilen gruptaki hayvanlar grup 1 ile
kiyaslandiginda her parametre bakimindan hasarin fazlalagsmis oldugu gozlemlendi.

Yani sonuglarda anlamli bir fark goriilmektedir. (P<0.001)
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4.2.2. Kontrol-MTX-BA

HEMATOKSILEN-EOZIN MASSON TRIKROM

Sekil 4.11. Grupl: A1, A2; Grup 2: B1, B2; Grup 3: C1, C2 /40X, PA: Portal Alan.

Grup 1 (kontrol), grup 2 (MTX) ve grup 3( BA) karsilastirildiginda grup 3'te
lobiil ¢evresinde tikaniklik ve hepatositlerin  ¢ekirdegi etrafinda sitoplazmik
vakuoller goriildii. Vaskiiler yapilarda patolojik degisiklik saptanmadi ve hepatosit
hiicre zar1 da korundu. Sitoplazmik degisiklikler belirgin, dokuda tikaniklik belirtileri
var, hidropik dejenerasyon ayirt ediliyor. Vaskiiler bolgede kollajen lifleri belirgindir

ve endotel hasar tespit edilmemistir.
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4.2.3. MTX-(MTX+BA)-(BA+MTX)

HEMATOKSILEN - EOZIN MASSON TRIKROM

Sekil 4.12. Grup2: D1, D2; Grup7:E1, E2; Grup8: F1, F2, Portal Area (PA), Portal Ven (PV),
Central Ven (CV).

Parametrelere gore grup 2 ve 7’de, karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST,
ALP) ve oksidasyonu yansitan testlerin (distilfid,% disiilfid / dogal tiyol, MPO,
LOOH) artt1g1, antioksidan parametre (dogal tiyol, toplam tiyol, katalaz, alblimin)
seviyelerinin de 6nemli dl¢giide azaldig1 gézlemlenmistir (p <0,05). BA'nin terapotik
ve koruyucu etkisini degerlendirmek i¢in 7. ve 8. gruplar grup 2 ile karsilastirilds;
Grup 7'de tiim oksidan parametre diizeylerinin arttig1 ve tiim antioksidan parametre
diizeylerinin azaldigi belirlendi. Grup 8'de tim oksidan parametre diizeylerinin
azaldign ve tiim antioksidan parametre diizeylerinin arttigi belirlendi. Once BA
uygulanip ardindan MTX uygulanan ve BA'nin koruyucu etkisinin gézlenmesinin
amaglandig1 grup 8’deki hepatosit dejenerasyonunun MTX verilen grup 2'ye gore
¢ok daha az oldugu belirlendi. Hepatik lobiil yapisinin korundugu ve kontrol grubuna
benzer oldugu, hepatosit sitoplazmalarinda vakuolizasyonun daha az oldugu goriildii.
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Fibrozis bulunmadi. Borun koruyucu etkisinin tedavi edici 6zelliginden daha etKkili

oldugu gozlemlendi.

MTX tan dolay1 olusan hepatotoksik doku hasarlar1 Sekil. 4.2°de gosterilmistir.
Karaciger dokusunda ortaya ¢ikan inflamatuar infiltrasyon, hepatosit dejenerasyonu
siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon-tromboz; MTX ve MTX+borik asit

gruplarinda kontrol grubuna gore artmis bulunmaktadir.
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4.2.4. Kontrol-MTX-(MTX+B17)

+ HEMATOKSILEN-EOZIN AMASSON TRIKROM

Sekil 4.13. Grup1:A1,A2 / Grup2:B1,B2 / Grup6:C1,C2/100X.

MTX+B17 grubunda sonuglar MTX verilen gruptan ¢ok farkli degildir.
Sitoplazmik dejeneresyon yoktur. Vaskiiler dilatasyon mevcuttur. Calismadaki
parametrelere gore grup 2 ve 6 arasinda istatiksiksel olarak anlamli bir fark

gorilmemistir.
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4.2.5. BA-B17-(BA+B17)

Sekil 4.14. Grup 3:A1,A2 / Grup 4:B1,B2 / Grup 5:C1,C2 /Hematoksilen:40X, Masson:100X.
B17 Wistar Albino ratlara tek basina uygulandiginda hepatosit hasarinin

olduk¢a cok oldugu goriildii. Fakat BA ile birlikte verildiginde sonuglarin olumlu
oldugu gozlemlendi.
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4.2.6. Kontrol-(MTX+BA)-(BA+MTX)

Sekil 4.15. Grupl: A1,A2/ Grup7: B1,B2/ Grup8: C1,C2/ Hematoksilen:40X, Masson:100X.

BA’nin profilaktik kullaniminin tedavi edici etkisinden ¢ok daha etkili oldugu

ve hepatotoksisiteyi onledigi gozlemlendi.
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4.2.7. (MTX+B17)-( MTX+BA)-( MTX+BA+B17)

Sekil 4.16. Grup 6: A1,A2/ Grup7:B1,B2/ Grup 9:C1,C2/ 100X.

B17°nin MTX hasarina pek etkisi olmamistir. Ama BA ile birlikte

uygulandiginda hepatotoksisiteye olumlu etkisi oldugu gozlemlenmistir.
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Tablo 4.1. BA’in ve B17’nin MTX a Etkileri.

Grup2 (MTX)

Siniizoidal dilatasyorn hepatosit dejeerasy omuve hepatositlerde hidropilk
degiziklikler saptand: Kolajen hf artiz vole kileal dilatasyonvar, vaslkiiley
rvapilar korundn.

Grup 6 (MIX+B17)

Sadece MTX verlen grup 2 ve gére sonuglann daha kétiioldugn
igizlemlendi. Sitoplazmik dejeneresyonyoktur. Vaskiiler dilatasyon
rneveuttur. Galismadakd parametrelere gére grup 2-6 arasindaistatikesikesel
olarak anlaml: bir fark voliur.

Grup7 (MIX+BA)

Cnece MTX sonra BA uygulanan ve BAmun terapitk  etldsing
gézlemlemeyi amaglayan 7. grupta damar tikamklig bulgulan vardsr
Interstisyel alandalka yerlerde mononiikleer hilcre mfiltrasyonu bulmdn
Portal alan etrafindaki (lobiiliin gevresinde) hepatositlerde hidropil
dejenerasyon gizlendi. Vaskiiler konjesyvon bulgulan hala mewveut
MMerkeze dogm hepatosit vapis: korunmusg gibi gérinmelktedir. Kolajen
lifte arts3 saptammamagtir.

Grup 8 (BAMIX)

Portal alan etrafi az dejeneredir. Once BAuygulamip ardmdan MTX
uygulanan ve BAnimkonmuen etlisinin gézlenmesinin amaglandi @ grup
% delihepatosit dejenerasyomummn M TX venlen grup 2've gire cok daha
az oldugu belirlendi. Hepatik lobiil vapismm konmdugn ve komtrol
igrubuna benzer oldugu, hepatosit sitoplaznalannda valuoliza syornm daha
az oldugu gérildii. Fibrozis gérilmedi. BA un konmyucu etkisinin tedav
edici zellifmden daha etkili oldugn gézlemlemmistir.

Grup9 (MIX+BA+BI7)

EAve Bl T'minkombine etkisi tek baglanna olan etlalenne kiyvaslaMTX
tedavisinde daha gol etlili obmnustur. Portal alan etrafiaz dejeneredi.

(Vakuolizasyondaha azdm.
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3.5. Skorlama

Her gruptaki kesitler histolojik agidan, hepatosit dejenerasyonu ve sintizoidal
dilatasyon g6z Oniinde tutularak incelendi. Kesitlerin herbiri 0-3 arasinda (sirayla
hasarsiz, az miktarda hasar, orta hasar ve siddetli hasar) skorlama yontemiyle

skorlandi.

Tablo 4.2 Skorlama.

Karaciger Normal 0
Hasar Az 1
Hasar Orta 2
Hasar siddetli 3
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Hepatosit Dejenerasyonu ve Siniizoidal Dilatasyon Skorlamasi

1.GRUP
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Zonl 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
Zon 2 0 0 0 1 0 0
1 0 1 1 0 1
0 0 0 0 0 0
Zon 3 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
2.GRUP
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat5 Rat 6
Zonl 1 1 1 1 0 1
1 2 2 2 1 1
2 1 2 1 1 1
zZon 2 2 2 2 2 1 1
2 1 3 0 1 1
2 2 2 2 1 1
Zon 3 2 3 3 1 2 2
3 2 1 1 2 2
2 3 2 0 3 2
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3.GRUP

Ratl | Rat2 Rat 3 Rat 4 Rat5 Rat 6
Zonl 1 1 0 0 1 1
1 0 0 0 1 0
1 0 0 0 1 1
Zon 2 1 2 0 0 1 0
1 1 0 0 1 1
2 2 0 0 1 0
Zon 3 0 0 1 0 1 0
0 1 0 0 1 0
0 1 0 0 1 0
4.GRUP
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Zonl | 2 0 1 2 1 1
2 1 1 2 1 1
2 2 1 1 1 1
Zon2 | 2 1 2 3 1 2
2 2 2 3 1 2
2 3 2 2 1 2
Zon3 |1 1 2 1 2 1
1 1 1 2 2 1
0 2 2 1 2 1
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5.GRUP

Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat5 Rat 6
Zon 0 0 0 0 0 0
1
1 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
Zon 1 2 1 1 0 0
2
2 1 1 0 0 0
1 1 1 0 0 0
Zon 0 1 1 0 0 0
3
1 1 1 0 0 0
2 0 1 0 0 0
6.GRUP
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Zonl |1 0 3 0 3 1
1 0 3 1 3 1
3 0 3 1 3 2
Zon2 | 2 2 3 2 3 2
1 1 3 1 3 2
3 1 3 1 3 2
Zon3 | 1 1 3 2 3 2
0 2 3 2 3 1
3 2 3 2 3 2
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7.GRUP

Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Zonl |1 2 0 2 2 2
1 2 2 1 2 2
1 2 2 2 2 1
Zon2 | 2 2 1 1 0 1
2 2 1 1 1 1
2 1 1 1 0 2
Zon3 |1 0 1 1 0 2
2 2 2 2 1 2
1 0 0 0 0 1
8.GRUP
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Zonl | O 1 0 0 0 0
0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0
Zon2 | 0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 1
0 1 0 0 1 0
Zon3 |0 0 0 1 0 0
0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 0
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9.GRUP

Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Zonl 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0
Zon 2 1 1 1 0 1 1

1 0 1 0 0 1

1 1 1 1 0 1
Zon3 |2 0 2 1 0 2

1 0 1 0 1 1

0 0 2 0 0 1

Tablo 4.3. Skorlama istatistigi

Kontrol BA BA+MTX MTX+BA MTX
(@) (b) (c) (d) (e)
Skorlama 0,11+0,09 defh 0,5120,42 defh 0,1440,09 defh 1,27+0,25 &bee! 1,5940,37 @beet
B17 BA+B17 MTX+B17 MTX+BA+B17 | p-degeri
(f ) (h) Q)
Skorlama | 1,51+0,20 &bce: 0,38+0,39 defh 1,94+0,85 abce 0,49+0,31 defh <0,001

a Kontrol grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
fark;

b BA grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark;

¢ (BA + Mtx) grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark;

d Mtx + BA grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark;

e Mtx grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark;
fB17 grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark;
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g (BA + B17) grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark;

h (Mtx + B17) grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplart arasinda istatistiksel olarak
anlaml: fark;

1 (Mtx + BA + B17) grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmustur.

4.3. Biyokimyasal Analiz Sonugclar:

Calisilan biyokimyasal testler; karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST, ALP),
oksidasyonu yansitan testler (disiilfide, %disiilfide/native thiol, MPO, LOOH) ve
antioksidan parametre (native thiol, total thiol, katalaz, alblimin) testleri seklinde 3

gruba ayrildi.

Laboratuvar parametrelerine gore; grup 2, 4, 6 ve 7° de diger gruplarin tam
tersine karaciger fonksiyon (ALT, AST, ALP) ve oksidasyonu yansitan test
(distilfide, %disiilfide/native thiol, MPO, LOOH) diizeylerinin yiikseldigi (p<0,05),
antioksidan parametre (native thiol, total thiol, katalaz, albiimin) diizeylerinin ise

anlamli bir sekilde azaldig1 (p<0,05) saptanmuistir.

Biyokimyasal parametrelere gore deney gruplarimiz ikiye ayrilmustir;

A) Grup 1(kontrol), 3(BA), 5(BA+B17), 8(BA+MTX), 9(MTX+BA+B17)
B) Grup 2(mtx), 4(B17), 6(MTX+B17), 7(MTX+BA)

A ve B gruplar arasinda anlamli fark vardir. Fakat gruplarin kendi i¢lerinde
birbirleriyle anlamli farklar bulunmamaktadir (Bkz. Tablo 9).
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AST, UIL

4.3.1. Karaciger Fonksiyon Testleri

1259

1007

ALT, UL

- I I

Kontrol BA BAHMX  Mtx+BA  Mtx B17

Sekil 4.17. ALT sonuglari.

BA+B17

Mbe+B17  Mix+BA+B17

2507

2007

150+

1007

o+

Kontrol BA BA*MX  MbeBA Mt B17

Sekil 4.18. AST sonuglart.
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BA+BA7

Mtx+B17 Mtx+BA+B17




ALP, UIL

250

200+

150

100

Albumin, g/dL

K3
Kontrol BA BA+MEx  Mb+BA Mt B17  BA*BI7  Mix+B17 Mix+BA+B17
Sekil 4.19. ALP sonuglart.
4.3.2. Antioksidan Parametreler
35
337 E
304 T
287
254 i
Kontrol  BA  BAMIX MueBA  Mx  BI7  BASBI7  Mx+B17 Mux+BA+B1T

Sekil 4.20. Albumin sonuglari.
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Total Tiyol, pmoliL

Katalaz, UL

1057

1004

1
Kontrol

1
BA

BAWMX  Mu+BA  Mtx  B17

BA+B17

Mix+B17 Mtx+BA+B17

2807

2709

260

2504

2404

Sekil.4.21. Katalaz sonuglari.
Kotrol  BA  BA*Mx Mu+BA  Mix  BI7  BA*BIT  Mx+B17 Mix+BA+BI7

Sekil 4.22. Total tiyol sonuglari.
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Disdlfid, pmoliL

MNativ Tiyol, pmoliL
5]

2007

180

!

I

!

T
Kontrol

BA BAHMDX  Mix+BA  Mix

B17

Sekil 4.23. Nativ tiyol sonuglari.

4.3.3. Oksidan Parametreler

BA+B1T

Mix+B17 MoctBA+B17

T
Kontrol

BA

BA+Mix  Mix+BA Mix

Sekil 4.24. Disiilfid sonuglari
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LOOH, pmoliL

Kontrol BA BA*Mix  Mtx+BA  Mix  B17  BA+BI7  Mix+B17 Mix+BA+B17

Sekil.4.25. LOOH sonuglari.

330+

3009

2307

2004

MPO, UIL

150+ -

1007 Z|Z
T

Kontrol  BA  BAiMix  Mtx+BA  Mx  B17  BA+BI7  Mix+B17 Mix+BA+B17

Sekil 4.26. MPO sonuglari

Tiim gruplarda calisilan rat sayisi altisar (6) adettir. Uygulanan biyokimyasal
testler;MPO, miyeloperoksidaz; LOOH, lipit hidroperoksit; ALT, AST, alanin
aminotransferaz, aspartat aminotransferaz; alkalin fosfataz ve ALP’dir. (Bkz. Tablo
9)
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Tablo 4.4. Caligma gruplarindaki ratlarin laboratuvar bulgulari..Degerler, ortalama + SD olarak ifade
edilir. p degeri, Tek yonlii varyans analizi [ANOVA];

Variable Control BA BAMx  Mix+BA Mix BI7 BABIT  MIX#BI7T MIXBA<BIT p-value
(a) (b) (¢ (@ (®) (i g (h) (1)

Nativ Tyol (umol) 235£79%% 2089642 2)edDéeft (0420 |oboes 93250 2heer |05 ebees  )3):0Qdelt |G Qabeer 207293 (]

Total Tiyol (umolL) 27163862 2672738 D65:] §dei D55edfebest M3daboss D5Qe3fencer DTRT3deh D63 lobees 2656982 <0001

Diifid(umoll) (84188 Melgieh Dl)ieh edSbie JRelIen MelJew  [GfER s (906 Q|

MPO(UL) 9019,5%% 1202361462 129233 6% 20147 Sebee DG Ashear 00053 [2bees [[1£33%8 DADeg) Acbeet 20430782 <0001

LOOH (ymol) 10:09%% 100805 10210865 [De09eext  [x9beer  Dafrenr (08B [ J006%E <00

Katalaz (UL) 100,008 97D dde 03 foett  Ggaddabens  e3labes  GRYdebenr  QQa)ddelt  gu3Jabenr  3)dh (]

Albumin (g/dL) Mplddeh  Rfleth Jp| gl x| 3dbes Qg debear  DOE)3aben B del )R 3ues 34| flel Q0]

ALT(UL) 59705 4a60%f 413 6e [05e198e0ce 1080 8ebeet  103e01%hee  46e60%8  [12213Dbce SLEl0]%E <0001
AST(UL) 9898 G100l Gl ddeld [70xdT8ebeer [80:309abces TTe3GQeheer  @)£D30%  [8BaAD9bce 5R020E <001
ALP(UL) ToA 0%t 730038 glalffdet 180e303ece (7438 3%0ee G0e3G e TGe2030H  [[23980ce 9|73 <001

a Kontrol grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplari arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
fark;

b BA (Borik asit) grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark;

¢ BA + Mtx (Borik asit + Metotreksat) grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark;

d Mtx + BA (Metotreksat + Borik asit) grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark;

e Mtx (Methotrexate) grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark;

f B17 (Vitamin B17) grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlaml: fark;

g BA + B17 (Borik asit + Vitamin B17) grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h) gruplart arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark;

h Mtx + B17 (Methotrexate + Vitamin B17) grubu ile 1,3,5,8,9 (a,b,c,g,1) gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark;
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1 Mtx + BA + B17 (Mtx + Borik asit + Vitamin B17) grubu ile 2,4,6,7 (d,e,f,h)
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (Bkz. Tablo 9)
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5. TARTISMA

Bu calismada, Borik Asitin (BA) ve B17 vitamininin Metotreksat (MTX)
kaynakl1 hepatotoksik yan etkisine karsi koruyucu 6zelligini ve bu hepatotoksisiteyi
tedavi edici etkisini degerlendirmeyi amagladik. Bununla birlikte bu etkilerin tiyol-

disiilfid homeostazisi ile olan iligkisini bir diger primer amag olarak belirledik [103,
104].

MTX; antimetabolit, antiproliferatif, antiinflamatuar ve immiinsiipresif
Ozellikleri nedeniyle birgok hematolojik, romatizmal, dermatolojik, otoimmiin
hastaliklarin ve kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir [35, 103-110].
Bununla birlikte, hepatotoksisite, ince bagirsak hasari, akut bobrek yetmezligi,
akciger infiltrasyonu, kolestazis (safra akiminin kesilmesi), steatozis (viicutta asiri
yag toplanmasi), fibrozis (bag dokusunun ¢ogalmasi) ve siroz gibi yan etkilere yol
act1ig1 da bildirilmistir [16, 17, 105, 111]. Hepatobiliyer sistem, metabolit atiliminda
bobrekler ile birlikte ¢alistigi icin yiiksek doz MTX kullanimi renal tiibiillerde ¢okme
yaratarak akut renal yetmezlige de neden olabilmektedir [111, 112]. MTX
eliminasyonundaki gecikmeyle nefrotoksisite, MTX’1n yiiksek doz kullanimi ile de
akut bobrek yetmezliginin olustugu raporlanmigtir [113]. MTX’in birikmesi
bobreklerden sonra en c¢ok karacigerde oldugundan dolayr yiiksek doz
uygulandiginda hepatotoksisiteye de sebep olabilmektedir [106, 114]. En sik goriilen
yan etkisi olan hepatotoksisite sadece malign hiicrelerin degil saglam hiicrelerin de
etkilenmesinden dolayr meydana gelmektedir. Ozellikle kendini yenileyebilen kemik
iligi hiicrelerinde toksik etki gosterirler. Toksisiteye eslik eden diger faktorler de;
diyabet, yashlik, renal yetersizlik ve alkol tiikketimidir. Cesitli ¢alismalarda MTX'in
oksidatif parametrelerin diizeyini artirdigi ve antioksidan parametrelerin diizeyini
diisiirdigii  belirlenmis ve hepatotoksisitenin  serbest oksijen radikallerinin
yiikselmesinden dolay1 artan oksidatif stresten kaynaklandigi rapor edilmistir [40,
105, 107]. Literatiirde kanser tedavisinde tercih edilen MTX’in hepatotoksisite
etkisini azaltmak i¢in melatonin, L-Karnitin [108], metionin [115], nikotinamid [115]
ve folik asit [116] gibi antioksidan yapilarin koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir [12, 106-108, 115-117]. MTX, folik asitten poliglutamat tiirevleri

olusturarak hepatositlerde depolanir [118]. Boylece folat antagonisti gibi davranmis
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olur. MTX kullanimindan dolay1 hiicre i¢cinde poliglutamat formu birikir ve folik asit
seviyesi azalir [119]. Poliglutamat tiirevleri toksiktir ve bu yilizden de hepatosit
nekrozunu olusturur. Bu Dbilgiler 1s1ginda  arastirmacilarin  bazilar1  ise,
hepatotoksisitenin nedeni olarak; NADPH’in azalmasiyla hepatositlerde oksidatif
strese karsi hassasiyet olusmasi ya da MTX’in hepatositlerde birikiminden dolay1
MTX-poliglutamat formunun ortaya c¢ikmast seklinde bahsetmislerdir [120].
Poliglutamat tlirevleri hiicre i¢cinde tutulur ve dihidrofolat rediiktaz enzimine (DHFR)
baglanarak dihidrofolat (DHF) ile yer degistirir [18, 19]. MTX, DHFR enzimini
inhibe eder ve bdylece DHF’in Tetrahidrofolat (THF)’a doniisiimiinii durdurmus
olur. THF’a doniisemeyen DHF ise hiicrede birikir [118, 121]. THF sentezi inhibe
olunca pirimidin timidilat ve piirin niikleotidlerinin sentezi durur. Bu ylizden DNA,
RNA sentezi ve ATP yapimi inhibe olur [118]. MTX, piirin ve pirimidin inhibitorii
oldugu i¢in immiinsupresif ve antineoplastik olarak kullanilir [122]. MTX, prolifere
hiicrelerde NADPH’in ana kaynagini olusturan enzimleri inhibe eder [123]. Bu
yiizden MTX kullanim1 hiicre i¢i NADPH seviyelerini azaltabilir. Bu durum da
rediikte glutatyon seviyelerini diisiiriir. Boylece hepatosit hasar1 meydana gelir [47].
ROS (reaktif oksijen tiirleri)’a kars1 glutatyon seviyesini koruyan glutatyon
rediiktazda NADPH’1 kullanilir. Boylelikle, azalan NADPH miktari, hepatositleri
reaktif oksijen radikallerine kars1 duyarlilagtiran glutatyon seviyelerinin diismesine
sebep olur. Boylece hiicreler ROS’un neden oldugu strese kars1 koyamazlar. Bu da
hepatosit hasarina neden olur Sonugta; MTX’in karaciger ve bobrekte meydana
getirdigi doku hasarinda roliin ¢cogunun ROS’un meydana getirdigi oksidatif stres
oldugu ortaya konmustur [103, 120]. Bu bilgiler 1s1§inda MTX’1n neden oldugu
karaciger hasarinin esas olarak oksidatif stresten kaynaklandigi gosterilmistir [107,
124]. MTX'e bagli hepatotoksisitenin nedeni birka¢ olas1 mekanizma ile a¢iklanmaya

calisilmigsa da asil nedeni heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Dogal bir mineral olan BA'nin bircok c¢alismada antioksidan [9] ve
hepatoprotektif [125] etkileri oldugu gosterilmistir. BA'nin viicuttaki glutatyon
miktarmi artirdi@i, diger reaktif oksijen tiirlerini inhibe ettigi ve oksidatif hasari
onledigi de one striilmistiir [10]. Borik asitin koruyucu oldugunu tespit etmemiz ve
oksidatif stres olusumu sonrasi gergeklesen hiicre hasarinin esas olarak tiyol-distilfid
dengesinin  bozulmasindan kaynaklandigin1i 6ngérmemiz MTX uygulamasinin

olusturacagi yan etkilerin 6niine ge¢mek icin yol gosterici olmustur. MTX’in yan
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etkilerini 6nlemek i¢in antioksidan 6zellige sahip tiyol dondrii ilaglar veya takviye
edici ajanlarin kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda, MTX kaynakl
karaciger harabiyetinin mekanizmasinin anlagilmasi ve bu toksikasyona kars1 BA’nin

etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmstir.

Vitamin B17 tamamen toksik olmasa da Beta-glikosidaz tarafindan sekere,
hidrojen siyaniire, benzaldehite ya da asetona hidrolize edilebilmektedir. Diyette az
alim1 sonucu spesifik ve patolojik eksiklik durumlar1 gelismesi onun vitamin olma
durumunu dogrular. Yapilan bazi bilimsel arastirmalarin 1s18inda, B17 vitamini’nin
kanserli hiicrelerin olusumunu engelledigi ve bulunan kanserli hiicreleri de yok ettigi
sonuclar1 elde edilmistir. Fakat net olarak kanitlanamamustir. Yine de anti-kanser
vitamini adi da bilinmektedir. B17 vitamininin viicuda alininca hidrojen siyaniir
olusturarak kanser hiicrelerini ortadan kaldirmaktadir. Fakat enzimler salgilandiktan
sonra dokulara ulasirken sadece B17 vitamini yeterli olmamaktadir. Beslenme
diizeninin anti-kanserojen olmasi ve egzersizle desteklenmesi tavsiye edilmektedir.
Klinik testlerde B17 vitamini diger vitaminlerle birlikte alindiginda kanserde daha
fazla etkisi olabilmektedir. Fakat B17 vitamininin kanser hiicrelerini ortadan
kaldirmasi ve yayilimini durdurmasi tizerindeki etkisi i¢in daha cok bilimsel
arastirma gerekmektedir. Ulusal Tip Enstitiisii ve Amerikan Gida ila¢ Dairesi B17
vitaminini kanser 6nleyici olarak tanimlamistir. Amerikan Kanser Dernegi raporunda
ise B17 vitamininin kanser tedavisi ile ilgili herhangi bir somut kanitin bulunmadig:
one siirlilmektedir. B17 vitaminiyle ilgili yapilan arastirmalarda bu vitamin agizdan
alindiginda siyaniir zehirlenmesine yol acabilmektedir. Siddetli zehirlenme de ise
nobet, koma ve nefes durmasi goriilmektedir. B17 vitamini hakkinda 2 g¢esit goriis
bulunmaktadir. B17’yi destekleyen kisim bu vitaminin kanser tedavilerinde etkili
oldugunu savunsa da Amerika ve cesitli saglik kuruluslarinda ki agiklamalarda
B17’nin kanser tedavisine etki etmedigini, aksine zehirlenmelere sebep olabilecegini
belirtmektedir. Tiirkiye’de bu konuyla ilgili yapilan bilimsel aragtirma veya Saglik
Bakanligi’nin bir Onerisi yoktur. Biz sonuglarimizda B17 vitamininin siyaniir
zehirlenmesi gibi yan etkilerinden dolayr hasar olusturmus olabilecegini
diisiinmekteyiz (Bkz. Sekil. 4.4, 4.6).

Bu calismada iki 6nemli sonug dikkat ¢ekmektedir:
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1. MTX ve MTX+BA verilen gruplar histolojik olarak degerlendirildiginde, her
iki grupta da siniizoidal dilatasyon, hepatosit dejenerasyonu ve hiicre igi
vakuolizasyon gibi hepatotoksik hasarlarin meydana geldigi goriilmektedir (Bkz.
Sekil 4.12). Laboratuvar parametreleri degerlendirildiginde, hepatosit hasarini
yansitan test diizeylerinin (ALT, AST ve ALP) arttig1 (p <0.05), oksidan parametre
diizeylerinin (lipid hidroperoksit, MPO, disiilfid ve% distilfid / dogal tiyol orani)
arttig1 (p <0.05) ve antioksidan parametrelerin (dogal tiyol, toplam tiyol, albiimin ve
katalaz) diizeylerinin azaldig1 (p <0.05) goriilmektedir. Yani tespit edilen bu sonuglar
MTX'in hepatosit hasarina ve oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir.
Oksidan-antioksidan  dengesinin  bozulmasmin ana sebebinin tiyol-disiilfid
homeostazinin bozulmasi olabilecegini diisiinmekteyiz. Tiyol disiilfid homeostazi,
antioksidan ve oksidan kisimlardan olusur ve fizyolojik kosullar altinda denge
halindedir. Dogal tiyol seviyesi bu dengenin antioksidan tarafin1 yansitirken, disiilfid
seviyesi oksidan tarafi yansitir. Tiyol gruplart ¢esitli nedenlerle oksitlenebilir ve bu
nedenle disiilfid baglar1 olusur. Disiilfid baglar1 ayrica indirgeme yoluyla tiyol
gruplarina geri doniistiiriilebilir. Baska bir deyisle, tiyol-disiilfid homeostaz1 tersine
cevrilebilir bir dengededir. Bu denge bir¢ok hastalik durumunda bozulur [16].
Calismamizda MTX uygulanan gruplarda dogal tiyol diizeyindeki azalma, ve disiilfid
diizeylerindeki artis, tiyol-disiilfid dengesinin oksidasyon lehine bozuldugunu
gostermektedir. Ayrica onceki caligmalar metotreksatin neden oldugu oksidatif stresi
kantitatif olarak olgmek igin birgok oksidan ve antioksidan parametrenin
degerlendirilmesini gerektirmistir [36, 47]. Ancak bu c¢alismada gergeklestirilen
tiyol-disiilfid dengesinin Ol¢iimiiyle hem antioksidan hem de oksidan diizeyler es
zamanl olarak tek bir test profiliyle belirlenebilmektedir. Calismamiz bu acidan

essizdir.

2. Calismamizda, MTX enjeksiyonundan once verilen BA ‘nin (Grup 8)
MTX'in neden oldugu oksidatif hasar1 6nleyerek koruyucu bir etkiye sahip oldugu
goriilmistiir. Ayrica MTX uygulamasindan sonra verilen BA’nin MTX'in neden
oldugu oksidatif hasar1 ortadan kaldirmadigi ve terapdtik etkisinin olmadigir da
acikca goOriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.15). BA’nin koruyucu oldugunu belirlemek ve
oksidatif stres sonrasi hiicre hasarinin esas olarak tiyol-disiilfid homeostazinin
bozulmasindan kaynaklandigin1 tahmin etmek, metotreksat uygulamasinin yan

etkilerini 6nlemek i¢in yol gosterici olmustur.
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MTX'in yan etkilerini onlemek i¢in tiyol igeren ilaglarin veya antioksidan
0zelligi olan takviye ajanlarinin kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Glutatyon ve N-
asetil sistein antioksidan ve hidrofilik 6zellikleri nedeniyle pek ¢ok hastalikta siklikla
tercih edilmektedir [35, 49]. Histolojik goriintiilemeler ve laboratuar parametreleri
incelendiginde MTX uygulamasi, hem kanda hem de karaciger hiicrelerinde oksidatif
strese bagli hasara neden olmaktadir. Bu nedenle hem hidrofilik hem de hepatosit
hiicre zarindan gecebilmesi icin lipofilik 6zellige sahip bir tiyol dondrii ajan olan a-

lipoik asit kullanilmasinin daha etkin olabilecegini 6ngormekteyiz.

Laboratuvar verileri daha detayli olarak incelendiginde oksidatif stresin esas
olarak tiyol disiilfid homeostazisinin bozulmasindan kaynakli olabilecegini
diisinmekteyiz. Tiyol distilfid homeostazisi antioksidan ve oksidan kisimlardan
olusan bir denge durumudur. Bu denge durumunun antioksidan tarafini native tiyol
diizeyi yansitirken oksidan tarafimi disiilfid diizeyi yansitir. Tiyol gruplarn cesitli
nedenlerle okside olabilir ve boylece disiilfid baglari olusur. Distilfid baglar1 ise
rediiksiyon ile tekrar tiyol gruplarina doniisebilir. Yani tiyol-disiilfid doniistimii
reversibledir ve denge halindedir. Bu denge pek cok hastalik durumunda bozulur
[126]. Bizim caligmamizda da MTX uygulanan gruplarda (Grup MTX ve MTX
+BA) native tiyol diizeyinin azalamasi, disiilfid diizeyinin ve % disiilfid / native
thiol oraninin artmasi tiyol-disiilfid dengesinin oksidasyon lehine bozuldugunu
gostermektedir. Ayrica Onceki c¢aligmalarda, metotreksatin olusturdugu oksidatif
stresin  Kkantitatif olarak o6lgiilebilmesi i¢in oksidan ve antioksidan birgok
parametrenin degerlendirilmesine gereksinim duyulmustur [103, 127, 128]. Fakat
bizim c¢alismamiz sadece tiyol-disiilfid dengesi Ol¢iilerek hem antioksidan hem de
oksidan diizeyinin ayn1 anda saptanabilecegini ortaya koymasi itibari ile 6zgiin bir

caligmadir.

Serbest radikallerin zararlarin1 bazi maddeler azaltir veya tamamen yok eder.
Bunlardan biri de BA’dir [129]. Periyodik Tablonun 13. grubunda yer alir. Hidroksil
gruplart yardimiyla biyomolekiiller ile etkilesebilmektedir. Borik asit, enzim
reaksiyonlarinda, hiicre membran fonksiyonlarinda, mineral ve hormonal
metabolizmalarda 6nemli rol oynamaktadir. BA’nin, oksidatif hasara karst DNA i¢in
koruyucu oldugu one siiriilmektedir [129]. Ek olarak, hipolipidemik, antikoagiilan,

antiosteoporotik, antiinflamatuar ve antineoplastik etkilere de sahip oldugu
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gosterilmistir. Borik asit’in koruyucu ve antioksidan etkilere sahip oldugu bazi

caligsmalarda gosterilmistir.

Sener ve ark.nin ¢aligmasinda [130], metotreksat tek doz 20 mg/kg/i.p olarak
uygulandiktan sonra 5 giin boyunca L-Karnitin 500 mg/kg verilmis ve ¢alismanin
sonunda da dokular histolojik olarak incelenmistir. MTX grubunda hepatositlerde
dejenerasyon, sinilizoid dilatasyonu, vaskiiler konjesyon bulgular1 gozlemlenmistir.

Bizim ¢alismamizda da benzer bulgular olusmustur.

Uraz ve ark.nin yaptig1 ¢alismada [5] MTX 1n karacierde ki hasarma karsi
UDCA (Urseloksikolik asit)’nin koruyucu etkisi arastirilmistir; MTX tek doz 20
mg/kg/i.p seklinde uygulanmistir. MTX verilen grupta sadece hepatosit nekrozu
olusmustur. Bizim calismamizda ise siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon-

trombozis, hepatosit dejenerasyonu, inflamatuar infiltrasyon gézlemlenmistir.

Al-Motabagani’nin yaptig1 ¢alismada [110], iki hafta boyunca MTX 0.5
mg/kg/i.p (diistik doz) uygulanmistir ve dokular histolojik olarak degerlendirilmistir.
MTX grubunun portal alanlarinda hiicre infiltrasyonu, hepatosit stoplazmasinda
vakuoalizasyon goriilmiistiir. Calismamizda ise bu sonuglarin yanisira siniizoidal

dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve trombozis meydana gelmistir.

Reaktif oksijen metabolitleri organ yetmezliklerinde ve bazi ksenobiyotiklerin
hepatik ve renal toksisitesinde rol oynadigindan dolayr1 MTX inda hepatik toksisiteye
etki ettigi diisliniilmiistiir [131]. MTX, dihidrofolat rediiktaz enzimini baglar. Bu
enzim de dihidrofolatin tetrahidrafolata rediiksiyonunu katalizler, DNA sentezinde ve
hiicre boliinmesinde gerekli piirin, pirimidin ve timidilat sentezi i¢in gerekli bir
enzimdir. MTX yiiksek doz uygulandiginda hepatositlerde DNA sentezi inhibe olur

ve hiicre nekrozu meydana getirilir.

Jahovic ve ark.nin ¢aligmasinda [132] 20 mg/kg MTX tek doz uygulanmig ve 5
giin 10 mg/kg melatonin verilmistir. Bobrek ve karaciger dokulariyla alakali oksidan
ve antioksidan parametrelere bakilmistir. MTX uygulaninca Malondialdehit (MDA)
seviyesi artmis, GSH seviyesi de azalmistir. MDA seviyesindeki artma notrofil

infiltrasyonunu gosterir.
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Serbest radikaller kisa Omiirlii, paylasiimamis elektron iceren reaktif
molekiillerdir. Bunlar yan iriin olarak olusabildikleri gibi ayrica ilaglarin ve
kimyasal maddelerin etkisiyle de ortaya c¢ikabilmektedirler. Bu radikaller serbest
aminoasitle, niikleik asitle, proteinle, lipoproteinle, lipitle, karbonhidratla ve bag
dokusu makromolekiilii ile de, canli organizmada bulunan tim biyomolekiillerle
reaksiyona girip geri doniisiimlii ya da donilisiimsiiz etkiler olusturabilmektedirler
[133]. Bu radikallerin olusma hizi, bunlar1 yokeden savunma sistemlerinin hizlariyla
dengede oldugu siirece, organizmayi etkileyemezler. Fakat bu denge bozuldugu
zaman, bu radikaller zararlidir. Ve oksidatif stres olarak etki gosterirler. Hiicreleri,
reaktif oksijen tiirlerinden koruyan antioksidan savunma sistemleridir. Bu sistemler
enzimatik ve nonenzimatik olmak {iizere ikiye ayrilirlar. Enzimatik olanlar; Katalaz,
Siiperoksit dismutaz, Glutatyon peroksidaz, Glutatyon rediiktaz, Methemoglobin

rediiktaz, Glutatyon S-transferaz’dir. Nonenzimatik olanlar ise; vitamin E, rediikte

nikotinamid adenin diniikleotit-NADH_, Glutatyon, vitamin C ve rediikte

3

nikotinamid adenin diniikleotit fosfat-NADPH dir. Glutatyon (GSH), non-enzimatik

antioksidanlarin en 6nemlisi’dir [134].

MTX ile alakali baska organlarda ve baska antioksidan maddelerle yapilan
calismalar da mevcuttur. Yiincii ve ark.nin calismasinda, MTX’in ince barsak
mukozasin1 bozdugu ve E vitamini verilmis grupta da bu zararin azaldigin

gormiislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismadaki sonuc¢larimiz;

1. Metotreksat (MTX) ile meydana gelen karaciger hasarinda, Borik Asit’in

(BA) koruyucu etkisinin tedavi edici etkisinden daha fazla oldugu gozlendi (Bkz.
Sekil 4.15).

2. Histolojik ve biyokimyasal parametreler degerlendirilerek elde edilen sonuglar,
MTX’e bagl olarak gelisen hepatotoksik hasarin oksidatif stresle iliskili oldugunu

desteklemektedir.

3. MTX uygulamasi sonucu olusan oksidatif hepatotoksisitenin, tiyol disiilfit
dengesini bozarak oksidasyon lehine (disiilfid olusumu) kaymasia sebep oldugu

gozlendi (Bkz. Tablo 9).

4. Bu calismada B17 vitamininin (amigdalin) tek basina olusturdugu etki ve
MTX’a bagli hepatotoksik hasarin ortadan kaldirilmasina yonelik etkisi arastirildi.
Fakat histolojik ve biyokimyasal parametreler incelendiginde beklenenin aksine
hepatotoksik yan etkileri ortadan kaldirmadigi hatta dogrudan kendisinin karaciger

hasar1 olusturdugu gozlendi.
Bu bilgiler is18indaki 6nerilerimiz;

1. MTX’in oksidatif stresle iliskili yan etkilerini dnlemek icin antioksidan 6zellige
sahip tiyol dondrii ilaglar veya takviye edici ajanlarin kullanilabilecegini

diistiinmekteyiz (alfa lipoik asit, glutatyon ve N-asetil sistein gibi).

2. MTX’m tek ve vyiiksek doz seklinde uygulanmasi siniizoidal dilatasyon,
inflamatuar infiltrasyon, hepatosit dejenerasyonu ve vaskiiler konjesyon-tromboz
gibi hasarlar1 olusturmaktadir. BA’nin MTX’ten Once uygulanmasi, MTX’in
karacigerde neden oldugu hasari azaltmistir MTX’in neden oldugu toksik etkilerin
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azaltilmasinda BA’nin  koruyuculugunun alternatif bir tedavi olabilecegi

diisiincesindeyiz.

3. Amigdalinin (B17 vitamini) ince bagirsakta bakteriler tarafindan parcalanmasiyla
ortaya ¢ikan hidrojen siyaniiriin intoksikasyona sebep oldugu bilinmektedir [67].
Calismamizda kullanilan amigdalinin olusturdugu hepatotoksisitenin hidrojen
siyaniir intoksikasyonu sebebiyle gerceklesmis olabilecegini dngdrmekteyiz. Buna
gore amigdalinle birlikte bagirsak bakterilerini etkisizlestirecek antibiyotiklerin
kullaniminin hidrojen siyaniir olusumunu 6nleyerek amigdalinin zararli etkilerinin

olugmasini engelleyebilecegini diisiinmekteyiz.
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