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_RATLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI BOBREK HASARI
UZERINE MORIN HIDRAT’IN ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Viicudumuzda bulunan tiim hiicreler bir dizi metabolik olay gerceklestirir ve bunun
sonucunda bazi atik maddeler meydana gelmektedir. Viicudumuz atik maddeleri bosaltim
sistemi ile disar1 atmakta olup, bu gorevlerden birini ise bdbrekler araciligiyla
gerceklestirmektedir. Bobrekler viicuttaki metabolizmanin gergeklesmesinde 6nemli rol
oynayan organlardir. Bosaltim sistemi viicuda alinan birgok ilacin toksik metabolitlerini
viicuttan uzaklagtiracak bi¢imde gorev alir ve viicuttaki sivi elektrolit dengesini
korumaktadir. Kemoterapi, kanser tedavisinde kullanilan bir yontemdir. Kemoterapi de
kullanilan ilaglara kemoterapotik ilaglar denmektedir. Kemoterapdtik ilaglar her ne kadar
tedavi amagli kullanilmis olsalar da bircok doku hasarina sebebiyet vermektedir.
Metotreksat da, kemoterapdtik bir ilag olarak kullanir fakat ciddi nefrotoksisite,
hepatotoksisite ve pulmoner infiltrasyon vb. gibi hasarlara neden olur. Antioksidanlar
viicudumuzda olusacak serbest radikaller araciligiyla olusabilecek oksidatif strese karsi
koruma saglayabilen dogal bilesenlerdir. Morin hidrat beyaz dut, incir vb. gibi bir¢ok
bitkiden izole edilen sekonder bir metabolit olup gii¢lii antioksidanlar grubunda yer
almaktadir.

Bu tez ¢alismasinda MTX ile olusturulan bobrek hasarina karst morinin antiapoptotik ve
antioksidan etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu arastirmada 35 adet Wistar
albino cinsi erkek rat kullanildi1 ve her grupta 7 adet rat olucak sekilde 5 farkli deney
grubu olusturuldu. 1. Kontrol grubu; 10 giin boyunca serum fizyolojik oral olarak verildi.
2. Morin 100 grubu; 10 giin boyunca oral yoldan 100 mg/kg morin hidrat verildi. 3. MTX
grubu; 5. Gilinde intraperitoneal sekilde 20 mg/kg MTX tek doz enjeksiyon yapildi. 4.
MTX+Morin 50 grubu; 10 giin boyunca 50 mg/kg morin hidrat oral yoldan verildi ve 5.
glin tek doz intraperitoneal olarak 20 mg/kg MTX enjeksiyon yapildi. 5. MTX+Morin
100 grubu; 10 giin boyunca 100 mg/kg morin hidrat oral yoldan verildi ve 5. giin tek doz
intraperitoneal 20 mg/kg MTX enjeksiyon yapildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
MTX grubunda serum iire ve kreatinin diizeyleri ile birlikte doku MDA diizeyinde
onemli olglide artis tespit edilirken, antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD, KAT, GPx)
ve GSH diizeylerinde azalma tespit edilmistir. MTX’in apoptotik genler olan Bax ve
CYT-C ekspresyon seviyelerini arttirdigini ve bununla birlikte Bcl-2, prokaspaz-3,
prokaspaz-8 ve prokaspaz-9’un ekspresyon seviyelerinde ise onemli Ol¢iide azalmaya
neden oldugu tespit edildi. MTX ile birlikte verilen 50 ve 100 mg/kg dozlarindaki morin
hidrat’in oksidatif stres ve apoptotik markirlarin seviyelerini olumlu regiile ederek,
antioksidan ve anti-apoptotik etkiler segilemistir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore MTX kaynakli olusan bobrek hasari
iizerine morin hidrat’in her iki dozunun da etkili oldugu kanitlanmastir.

Anahtar Kelimeler: Antineoplastik ilaglar, apoptoz, bobrek, kemoterapi, metotreksat,
morin.



INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF MORINE HYDRATE ON
METHOTREXATE-INDUCED KIDNEY DAMAGE IN RATS

ABSTRACT

All cells in our body carry out a series of metabolic events, and as a result, some waste
materials are produced. Our body throws waste materials out with the excretory system,
and it performs one of these tasks through the kidneys. Kidneys are organs that play an
important role in the realization of metabolism in the body. The excretory system
functions to remove toxic metabolites of many drugs taken into the body and maintains
the fluid and electrolyte balance in the body. Chemotherapy is a method used in the
treatment of cancer. The drugs used in chemotherapy are called chemotherapeutic drugs.
Although chemotherapeutic drugs are used for therapeutic purposes, they cause many
tissue damage. Methotrexate is also used as a chemotherapeutic drug, but it has serious
nephrotoxicity, hepatotoxicity and pulmonary infiltration etc. cause such damage.
Antioxidants are natural components that can protect against oxidative stress that may
occur through free radicals that will form in our body. Morine hydrate is a secondary
metabolite isolated from many plants such as white mulberry and fig and is in the group
of strong antioxidants.

In this thesis, it was aimed to reveal the antiapoptotic and antioxidant effects of morin
against kidney damage induced by MTX. In this study, 35 Wistar albino male rats were
used and 5 different experimental groups were formed, with 7 rats in each group. 1.
Control group; Saline was given orally for 10 days. 2. Morin 100 group; 100 mg/kg
morin hydrate was given orally for 10 days. 3. MTX group; On the 5th day, a single dose
of 20 mg/kg MTX was injected intraperitoneally. 4. MTX+Morin 50 group; 50 mg/kg
morin hydrate was given orally for 10 days and a single intraperitoneal injection of 20
mg/kg MTX was given on the 5th day. 5. MTX+Morin 100 group; 100 mg/kg morin
hydrate was given orally for 10 days and a single intraperitoneal 20 mg/kg MTX injection
was given on the 5th day. Compared to the control group, a significant increase was
found in serum urea and creatinine levels, as well as tissue MDA levels, while a decrease
in antioxidant enzyme activities (SOD, KAT, GPx) and GSH levels were detected in the
MTX group. It was determined that MTX increased the expression levels of Bax and
CYT-C, which are apoptotic genes, and also caused a significant decrease in the
expression levels of Bcl-2, procaspase-3, procaspase-8 and procaspase-9.

Morin hydrate at 50 and 100 mg/kg doses given with MTX positively regulated the levels
of oxidative stress and apoptotic markers, and exhibited antioxidant and anti-apoptotic
effects.

According to the findings obtained as a result of the study, both doses of morin hydrate
were proven to be effective on kidney damage caused by MTX.

Keywords: Antineoplastic mediticine, apoptosis, chemotherapy, kidney, methotrexate,
morin.



1. GIRIS

Viicudumuzda bulunan hiicrelerin bircok metabolik olay gerceklestirmesi sonucunda
cesitli attk madde olusmaktadir. Olusan bu atik maddeler bosaltim sistemi ile viicuttan
uzaklastirilir (Basaklar, 2008). Bobrekler, bosaltim sisteminde gorev alan 6nemli bir
organdir. Viicutta gerceklesen metabolik olaylar sonucunda elde edilen atik maddelerin
bazilari viicut disina atarak, bazilarini ise viicut igerisinde tutarak hiicrelerin metabolik
olaylarin gergeklestirilebilmesi igin ihtiyag duyduklari uygun kosullar1 (pH, mineral
maddeler, organik maddeler vb.) saglarlar (Arslan, 2020). Viicutta bulunan sivilarin ana
kaynag1 agiz yolu ile alinan besinler tarafindan saglansada, metabolic faliyetler sonucu
olusan atik maddelerden de sivi meydana gelmektedir. Viicut sivilari igin gerekli
fizyolojik degerler sodyum (Na), kalsiyum (Ca), potasyum (K), su ve hidrojen gibi
maddelerdir. Bosaltim sistemi bircok 1ilacin toksik metabolitlerini  viicuttan
uzaklastirabilecek sekilde islevde bulunmakla birlikte elektrolit sivi dengesini de
korumaktadir (Vallon et al., 2006). Bir¢ok atik madde (iirik asit, kreatinin vb.) viicut
stvisinda birikerek toksik etkiye sebep olmaktadir, bu yiizden viicuttan atilmalar
gerekmektedir. Bu atik maddelerin ¢ogu bobrekler ile viicuttan uzaklastirihir (Turgut ve
Pandya, 2018; Yildiran ve Genger, 2018).

1.1. Bobrek

Viicudumuzda sirt kaslarima sag ve sol olarak yerlestirilmis iki tane bdobrek
bulunmaktadir. Karin boslugunun {ist ve arka tarafinda yer almakta olan bobreklerden sag
bobrek, lizerinde yer alan karaciger dokusu sebebiyle, sol bobrege kiyasla biraz daha
asagida yer almaktadir. Boyut olarak bobrekler, 11 ila 12 cm boyunda olup, yaklasik
olarak her bobregin agirligi 120-200 gramdir (Yildiran ve Genger, 2018; Uysal, 2021).
Bobrekler, tizerlerinde bulunan yag dokusu sayesinde bulunduklari yere tutunurlar. Yag
dokular1 bobrekleri soguk ve sicaga karsi korumaktadir. Bobreklerin yiizeylerinde ¢ok
saglam ama ince bir bag doku bulunmakta olup kapsiille etrafi sarili ve yapisinda az

miktarda elastik fibril bulunmaktadir. Bu kapsiil “copsula fibrosa” olarak adlandirilirken,



yag dokusunun oldugu kisim ise “copsula adiposa” seklinde adlandirilir (Mclaughlin,
2014).

Adrenal bez

Korteks T | P Renal kapsiil

Renal piramit P " , -4 ' Renal arter

Renal siitun

Papllla
Renal pelvis

Sekil 1.1. Bobregin genel goriiniimi (Uysal, 2021)

1.2. Bobrek Kesiti

Bobreklerin kesitlerine bakildiginda konveks olan margolateralis (dis kenar) ve daha
karmasik girintili ¢cikintili olan margomedialis (i¢ kenar)’dan olusmaktadir. I¢ kenarinda
hilum adi1 verilen bobregin igine girig-gikis yapabilen gukur bir bolge yer almaktadir. Bu
cukur bolge olan hilumda bobrek toplar ve atar damar, treter, bobregin lenfatik ve
sinirleri yer almaktadir. Bobrek kesiti; korteks renalis, medulla renalis, siniis renalis

olmak tizere li¢ farkli ana yapidan olugsmaktadir (Basaklar, 2008; Uysal, 2021).

1.2.1. Korteks Renalis

Korteks renalis ¢ok fazla kilcal damarlardan olustugundan graniiler goriinimii vardir.
Korteks renalis bobregin dis kismidir ama sadece dig kismi degil ayn1 zamanda medulla
kisminin araliklarin1 da doldurmaktadir. Bu sekilde medulla kisimlarini birbirinden ayirir.

Ayrimi gergeklestiren bu uzantilara “renal kolonlar” denir. Korteks renalis koyu bir renge



sahiptir ve etrafi bag dokudan yapilmis korteks ile sarilidir. Korteks igerisinde siizme

islemi gergeklestiren milyonlarca nefron bulunmaktadir (Basaklar, 2008).

1.2.2. Medulla Renalis
Medulla, korteks ile siniis renalis arasinda yer almaktadir. Medulla renalis’e malpigi

piramidi veya renal piramid denir. Kirmiziya benzer bir renkte ve c¢izgili olarak

goriilmektedir. Cizgi gorinimlii olmalarmi “papilla renalis” saglar ve bu papilla
renalisler idrarin pelvise akmasi i¢in kanallar bulundurur (Keeton, 2004; Elgin vd., 2010).

1.2.3. Siniis Renalis
Siniis renalis bobregin orta kisminda yer alan ve kaliksler yardimi ile idrarin, viicut disina

atilabilmesi i¢in biriktigi yerdir. Kalikslerin birlesimi ile siniis renalis ya da bir diger

ifade ile renal pelvisi meydana getirirler (Mclaughlin, 2014).

| N\
N

\ Ureter

N

Bobrek Kesiti

Sekil 1.2. Bobrek kesiti (Basaklar, 2008)



1.3. Bobregin Fizyolojik Yapisi

1.3.1. Nefronlarin Yapi ve Fonksiyonu

Nefronlar bobregin islevsel ve yapisal birimi olarak gorev alirlar. Bobreklerde bulunan
nefronlarin miktar1 yaklasik olarak 2 ila 2,5 milyon arasindadir. Uzunluklar1 spesifik
olarak degisse bile genel olarak 4-5 cm uzunlugundadir (Dogan, 2008). Yapisal olarak
dallanmazlar fakat ¢ok kivrimlidirlar (Beytur, 2019). Bir nefron, igerisinde afferent ve
efferent damar, glomerulus, bowman kapsiilii ve tiibiiliisler icermektedir. Tiibiiller ise
distal tlip, proksimal tiip, toplayicit kanallar ve henle kulbu gibi yapilar1 igermektedir.
(Elgin vd., 2010; Beytur, 2019).

1.3.1.1. Glomerulus

Kalpte pompalanan kanin dortte biri bobreklede siiziiliir (Arslan, 2020). Kan, glomerulus
bolgesine afferent arteriollerden akmaktadir. Daha sonra afferent arteriol kilcal damarlar
birleserek efferent kilcal damarlar olarak ortamdan ayrilirlar. Glomerulusun olusumu
afferent kilacal damarlarin renal korbiskiile girip daha sonra efferent kilcal damar olup
cikmasi ile gergeklesir. Glomerulus, idrarin meydana gelmesindeki ilk asamadir.
Glomerular kilcal damarlar her kilcal damarin sahip oldugu gibi endotel hiicreler arasinda
bosluklara sahiptir. Bu sebepten glomerulus kilcal damarlar1 ¢ok fazla gegirgendirler.
Glomerulusu meydana getiren kilcal damarlarin bowman kapsiilii igerisine itilmis gibi bir

goriiniimii vardir (Arslan, 2020).

1.3.1.2. Bowman Kapsiilii

Bobregin baslangi¢c kisminda yer alan fincan seklindeki yapidir. Aralarda bulunan bosluk
ve epitel hiicrelerden meydana gelmektedir. Aralarinda bulunan bosluga bowman kapsiilii
araligr denmektedir. D1 kismi (duvari) epitel hiicrelerden olusur. Kalpten pompalanan
kanin plazmasinda bulunan kreatinin su, tuz, iire, lirik asit ve glukoz gibi maddelerin
kapsiil duvarindan gegerek tubulusa ulasir. Kalpten pompalanan kanin bir dakikada yiizde
yirmi besi bowman kapsiiliinden ge¢gmektedir ve bu sekilde bir ya da iki litre kan siiziiliir

(Cengiz, 2018).



1.3.1.3. Proksimal Tiibiiliis

Proksimal tiibiiliisiin diiz ve kivrimli olarak iki kismi vardir. Kivrimli kistim mikroviluslu
epitel ile sarilidir ve ¢ogu dar bir liimene sahiptir. Burada bulunan mikroviluslar
sayesinde meydana gelen serbest ylizeyler emilimi arttirmaktadir. Bu kisim Once
biikiilerek islev goriirken daha sonra diiz bir yap1 olarak medullaya uzanir. Diiz kisimlari

ise medulla da bulunur ve birden daralarak henle kulbu ile birlesmektedir (Arslan, 2020).

1.3.1.4. Henle Kulbu

Distal tiibiil ve proksimal tiibiil arasinda bulunur ve medullada yer alir. Henle kulbunun

etrafi yassi hiicreler ile sarihidir (Cengiz, 2018).

1.3.1.5. Distal Tiibiil

Bu kisimda henle kulbundaki islev biter, ardindan distal tiibiil isleve girer. Distal tiibiil,
cok az sayida mikroviluslar ve genis liimenleri olan epiteller ile ortiiliidiir. Baslangici
glomerulusta bulunan afferent ve efferent kilcal damarlara temas haline girer ve buradaki
tiiblil hiicrelerinde histolojik degisiklikler meydana gelir. Distal tiibiiller kortekste
bulunan toplayici kanallara baglanarak medullaya giris saglar ve bu kisimda tekrar

birlesme olur (Basaklar, 2008).

1.3.1.6. Toplayic1 Kanallar

Bu kanallarm tek bir gorevi idrar1 (iire) tasimaktir. Idrara bu kisimda herhangi bir islem

uygulanmamaktadir (Elgin, 2010).

1.4. Kemoterapi

Kemoterapi kanser tedavisinde kullanilan ilagh bir tedavi yontemidir. Bu yontem tek
basina uygulanabildigi gibi farkli diger tedavi yontemleri ile de kullanilabilmektedir (Chu
and Sartorelli, 2018). Kelime anlami sitotoksik yani ilagh tedavi anlamina gelmektedir.

Kemoterapi damar ve agiz yolu (kapsiil) ya da krem seklinde uygulanabilmektedir. Bu



tedavi uygulandiginda kan dolagimina giris yapar ve boliinme esnasinda Ki hiicrelere
ciddi hasarlar verir. Bu hasari, hiicrede bdlinmeyi durdurmak veya boliinmeyi
engellemek seklinde gerceklestirir. Kemoterapideki amag¢ kanserli hiicrenin tamamini
hedef alarak yok etmektir ve tabi bunun yani sira yasam kalitesini de arttirabilmektir.
Fakat bir¢cok yontemde oldugu gibi kemoterapide de sadece hedef hiicre hasara ugramaz
hedef hiicrenin yaninda hizla ¢ogalan normal hiicreler de etkilenip hasara ugrar (Erkut
vd., 2009). Kemoterapide kullanilan ilaglar birgok anti kanser ila¢ ile birlikte
kullanilabilmektedir. Cilinkii kemoterapi ilaglarinin her biri farkli etki mekanizmalarina
sahiptir ve bu ilaglarin ciddi yan etkileri (nefrotoksisite, hepatotoksisite, nérotoksisite,
myelotoksisite) olmaktadir (Eren vd., 2012). Kemoterapi tedavisinde kullanilan ilaglara
kemoterapoétik ilaglar adi verilir. Bu ilaglar, etki mekanizmalar1 ve patojen etkenlerine
gore farkli gruplara ayrilir. Antineoplastik ilaglar bu gruplardan biridir (Chu and
Sartorelli, 2018).

1.5. Antineoplastik ilaclar

Antineoplastik ilaglar kemoterapide kullanilan en etkili ilaglardan olup kullanildiginda
kanser hiicrelerini ciddi anlamda etkilerler. Fakat ayni zaman da normal ¢ogalan ve
biiyiiyen saglikli hiicreleri de etkilemektedirler (Tuna, 2014). Genellikle hizli biiyiiyen
hiicreler diger hiicrelere gore antineoplastik ilaglardan daha g¢ok etkilenirler. Etkilenme
dereceleri kullanilan ilag tiiriine, dozuna ve Kisiye gore farkli etkinlik gosterir (Temel,
2015). Dogru ilaglarin, dogru dozlarda verilmesi her kanserli hasta i¢in ¢ok 6nem arz
etmekte ve hastalarin yasam kalitelerini artirmaktadir. Antineoplastik ilaglar niikleotit
sentezini baskilamaktadir. Boylece hiicrenin ¢ogalmasi ve biiyiimesini yavaslatmaktadir.
Antineoplastik ilaglar yiiksek miktarda kullanildiginda ciddi toksisite gosterir. Bunlar;
gastrointestinal sistem, norolojik, lenfotoksik hasar ve ciddi bobrek hasart yani
nefrotoksisiteye seklinde siralanabilir. Bobrekte genel olarak bobregin {i¢ ana kismini
hasara ugratir. Ilk olarak islevsellik gdsteren glomerulus, distal ve proksimal tiibiillerde
fonksiyonel bozukluklara sebep olmaktadir. Glomerulustaki islevsel bozukluk, genellikle
glomerular filtrasyon hizindaki azalma ile birlikte kreatininin-serum ve idrardaki protein-
kreatinin seviyelerindeki artis1 ile karakterizedir (Erkurt vd., 2009; Eren, 2012).



Proksimal tiibiillerdeki fonksiyonel bozukluk, idrardaki sodyum miktarinda artis ve
kalsiyum, klor, fosfat ve magnezyum miktarlarindaki azalmaya baglh olarak
goriilmektedir. Distal tibiillerdeki fonksiyonel bozukluk ise idrar pH’s1t ve
ozmolaritesindeki artisa baglidir. Bu durum, antineoplastik ilaglara bagli olarak 6zellikle
kemoterapi goren hastalarda nefrotoksisite gibi ciddi yan etkileri olusturmaktadir.
Kemoterapide siklikla kullanilan antineoplastik ilaglar alti alt grupta incelenmektedir
(Can, 2005).

1.5.1. Bitkisel Kaynakh Antikanserojenler

Bu ilag tiirleri bazi bitkilerden elde edilmekte olup kanser tedavisinde kullanilmaktadir.
Protein yapili hiicre iskeletini olusturan mikrotiibiilleri etkilemektedir. Bitkisel kaynakli
antikanserojenler genellikle hiicre dongiisiinde metafaz evresini etkileyerek RNA ve
protein sentezini inhibe etmektedir. Bitkisel kaynakli ilaglarin norolojik, dermatolojik,
reprodiiktif ve gastroinstestinal hasarlar gibi yan etkileri goriilmektedir. Bitkisel kaynakli
antikanserojenlerin vinkristin, vinblastin, paklitaksel gibi bir¢ok ilag ¢esidi bulunmaktadir
(Atasoy, 2016; Can, 2005).

1.5.2. Antitiimor Antibiyotikler

Antitiimor antibiyotikler hiicre dongiisiine bagli olmadan niikleik asitlerin iglevi ve
sentezi iizerinde etkilidirler. DNA ve RNA sentezini inhibe etmekte, DNA’nin
fonksiyonunu bozarak ta etkisini gosteren ilaglardir. Bu ilaglarin yan etkileri
gastroinstestinal, hemotopoetik ve kardiyak etkilerdir. Bu ilaglara doksorubisin,

dounorubusin, bleomisin, daktinomisin 6rnek verilebilir (Toptanci et al., 2016).

1.5.3. Hormon ve Hormon Antagonistler

Hormone ve hormon antagonistleri kanser gelisimini ve kanser biiylimesini yavaslatmak
amaci ile kullanilir. Dogrudan tiimorii etkiler ve viicutta kanser hiicrelerinin beslenmesini
saglayan hormonlari1 inhibe ederler. Bu ilaglar genellikle endokrin, gastroinstestinal ve
reprodiiktif bozukluklara sebep olmaktadir. Ostrojenler, progestinler, antiandrojenler,

ganodoktropin salgilatan hormonlar bunlara 6rnek verilebilir. Ostrojen ve antiandrojenler



genellikle prostat kanserinde kullanilirken progestinler, meme kanseri ve metastatik renal

karsinom kanserlerinde tercih edilen ilaglardir (Yumurtaci, 2004; Atasoy, 2016).

1.5.4. Alkilleyici Ilaclar

Alkilleyici ilaglar, hiicrede biiytimeyi veya fonksiyonlar1 durdurmak gibi etkilere sahiptir
(Temel, 2015). Bu etkilerini DNA ¢ift sarmalinda birden fazla yere kovalent olarak
baglanarak gergeklestirmektedirler. Burada ¢ift sarmalda bulunan guanin bazina alkil
gruplar1 eklenerek c¢ift sarmal yapinin olmas1 gerektigi baglanmay1 engeller. Baglanmanin
gerceklesmemesi sonucunda DNA ¢ift sarmalinda kirilmalar olusmakta olup bu da kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedir (Yumurtaci, 2004). Yani alkilleyici ajanlar bu
yapilar1 ile DNA, RNA ve protein sentezini inhibe eder. Alkilleyici ilaglara azotlu

hardallar, alkil siilfonatlar, triozen ve nitrozotire érnektir (Atasoy, 2016).

1.5.5. Diger Antineoplastik flaclar

Bu ilaglar genellikle hiicre dongiisiinde S fazina etki ederek protein, DNA ve RNA
sentezini inhibe eder. Bu gruba giren ilaclardan L-asparaginas ¢ocuklarda akut lenfosit
kanserlerinde kullanilan bir ilagtir. Karboplatin ve sisplatin de bu grupta yer alan
ilaglardandir (Kanmaz, 2019).

1.5.6. Antimetabolitler

Antimetabolitler genel olarak kemik iligine etki eder ve kemik iligi hiicrelerinin
cogalmasini baskilar. Antimetabolit ilaglar hiicre dongiisiinde S fazinda etkili olup DNA
cift sarmalim1 kirar ve DNA sentezi esnasinda gerekli olan enzimlerin iiretimini inhibe
eder. Bu antimetabolitler dogal metabolitlerin analogudur. Bunlar; folik asit, piirin ve

primidin olarak ii¢ ana kisma ayrilir (Temel, 2015; Ceyhan, 2017).



1.5.6.1. Piirin

Bu gruptaki ilaglar 6-tiogunin ve 6-merkaptopurin olarak bilinmektedir. Bu tiir ilaglarin
etki etmeleri i¢in hiicre igerisinde piirin bazin1 ve piirin niikleozitleri niikleotitlere

dondstirilmelidir (Yumurtaci, 2004; Boxtel, 2007).

1.5.6.2. Piirimidin

5-florourasil (5-FU), sitorobin bu grup igerisinde yer alan ilaglardir. 5-FU, DNA’da
bulunan timin ve RNA’da bulunan urasil bazlarina benzerlik gosteren florlu bir
primidindir. Sitorobin ise DNA ve RNA’ya katilmaktadir. Ama en fazla etkiyi DNA
polimerazi baskilayarak yapmaktadir. Bu sekilde ¢ogalan hiicreleri inhibe ederler (Boxtel,
2007; Ceyhan, 2017).

1.5.6.3. Folik Asit Analoglar:

Kanser tedavisinde malign olmayan bir¢ok hastalikta kullanilirlar.

Dihidrofolat
Folat Rediiktaz rediiktaz (DHFR)

Folik Asit —————— Dihidrofolik Asit —————> Tetrahidrofolik Asit (THF)

Dihidrofolik asit, DHFR enziminin aktif noktasina baglanarak THF sentezini
gergeklestirir. THF ise ATP, DNA ve RNA sentezlerinde gerekli olan piirin
molekiillerinin sentezlenmesinde gérev alir (Temel, 2015; Chu ve Sartorelli, 2018).

Bu ilag tiirleri bobrek ve karaciger gibi dokularda ciddi yan etkilere sahiptir. Ayrica
kemik iligi ve bagirsaklarda iilser olugsmasi goriilen yan etkiler arasinda yer almaktadir.

Folik asit analoglarinda kullanilan ana ilag metotreksattir (Kavram, 2016).
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Sekil 1.3. Folik asit kimyasal yapist

1.6. Metotreksat

Metotreksat (MTX) kemoterapi de 6zellikle neoplazmda sikga kullanilabilen folik asit
anti metabolitidir. Folik asit anti metaboliti olmakla beraber yapisal olarak da folik aside
benzemektedir (Cetinkaya et al., 2006). Anti metabolitlerin temel noktalar1 hiicre
siklusunda DNA, RNA ve protein sentezini durdurmaktir (Cinar, 2013; Kavram, 2016;
Giinay et al., 2019). MTX’da ayn1 sekilde dongiide bu baskilamay1 gergeklestirmektedir.
Anti metabolitlerin folik asit tlirevlerini ilk olarak Sydney Farber 1948’li yillarda
kemoterapi de kullanarak ortaya ¢ikarmistir (Akyiiz, 2015). Giiniimiizde birgok folik asit
analogu bulunmakla beraber halen yaygin olarak MTX tercih edilmektedir (Akyiiz,
2015). Folik asit antagonisti olarak bilinen MTX kimyasal agidan 4-amino N°-metilin
folik asit analogu olarak ge¢mektedir. Kimyasal adi ise N-[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinyl)
methylamino] benzoyl]-L-glutamiktir (Kocaman, 2012). MTX folik asit yapisinda yer
alan dihidrofolati (DHF), tetrahidrofolata doniistiiren DHFR enzimine etki eder. Buradaki
enzimi baskilayarak DNA, RNA ve protein sentezinde yer alan piirin ve primidin
niikleotitlerinin olusmamasini saglar. THF ler primidin ve piirin niikleotitlerin sentezinde
onemli bir alana sahip timidilatin tiretimini saglar. MTX’in sebep oldugu THF eksikligi
ile primidin ve piirin metabolizmalar1 bu sekilde DNA, RNA gibi bircok metabolik
yollar1 baskilamaktadir (Widemann and Adamson, 2006; Tian and Cronstein, 2007;
Kavala vd., 2014; Armagan, 2015; Akyiiz, 2015). Bu baskilamanin verdigi etki ile anti
metabolit ilag olarak kullanilan MTX, hem tedavi edici hem de toksik etkiler meydana

getirmektedir.
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Sekil 1.4. Metotreksatin kimyasal yapisi

1.6.1. Metotreksat Etki Mekanizmasi

Folik asit insan viicudunun ana yapilarinda yer almaktadir. Fakat insan viicudu folati
sentezleyemez bundan dolay1 da siirekli disardan diyet seklinde alinmaktadir. Folik asitin
temel bileseni THF dir (Kocaman, 2012; Kavram, 2016). DHFR enzimi gostermis oldugu
islev ile DHF’yi, THF’ye doniistiirmektedir. Chabner ve ¢alisma arkadaslar1 folik asit
(FA) antagonisti hakkinda ki 2 ana mekanizmay1 &nermistir (Chabner et al., 1985). ilk
olarak FA azalma teorisi agiklanmis olup bu teoriye gore hiicre icerisinde FA azalmasi
mekanizmada yer alan DHFR enziminin engellenmesine bagli olmasi iken bir diger teori
ise yarisma teorisi olup DHF birikmesine baghidir (Chan and Cronstein, 2010). Bu teoride
niikleotidlerin sentez asamasinda MTX’ 1n baskilanmasi ile saglamaktadir (Asci, 2010;

Armagan, 2015; Kavram, 2016).

Metotreksat, hiicre siklusun da sentez fazinda bulunan hucreleri etkilemektedir. Bu
esnada hiicre replikasyonunda rol alan DHFR enzimine baglanarak piirin ve pirimidin
yapilarinin olusmasi i¢in gerekli olan THF sentezini baskilamaktadir. Piirin ve pirimidin
yapilarinin olusamamasi hiicre proliferasyonunda ve hiicrelerin yasamsal faaliyetlerinin
stirekliligi agisindan gerekli olan protein, DNA ve RNA sentezini baskilamaktadir. DHFR
enzimini inhibe eden MTX, THF nin azalmasina sebebiyet vermektedir (Akyiiz, 2015).
THF nin azalmast veya DHF nin THF ye doniigiimii saglamanamadigindan dihidrofolat
poliglutamatlar ve MTX in poliglutamat ile zararli metabolitler halinde birikmeye sebep
olur. Poliglutamatlat hiicre icerisinde biriktiginde DHFR enzimlerine baglanip, DHF ile
yer degistirerek etkilerini gosterir. Poliglutamat metabolitler tarafindan timidilat sentezi

ve piirin sentezinde yer alan transformilaz enzimlerinin inhibisyonu yapilmaktadir.
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Hiicrelerde MTX’in toksik etkileri folinik asit (N5-formiltetrahidrofolat) ile antagonize
edilmektedir. FA, THF’ye donlisiimii saglanamadigindan antidot olarak kullanilamazlar.
Poliglutamatlar, 5-10 metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi, glisinamit ribozil 5 fosfat
formil transferaz ve amino imidazole karboksi zamid, ribozil 5 fosfat formil transferazlari
baskilamaktadir. ~ 5-metilentetrahidrofolatin  azalmast  homosistein ve adenozin
seviyelerinde artmaya sebebiyet verirken homosistein remidasyonunda azalmaya sebep
olmaktadir. Bu durum metionil transportunu ve metionin sentezini baskilamaktadir (Ase1,

2010; Cinar, 2013; Kavala vd., 2014; Armagan, 2015; Kavram, 2016).

1.6.2. Metotreksat Yan Etkileri

Metotreksatin yan etkileri olduk¢a fazla olup ilag etkisinin siddeti degiskenlik
gostermektedir. Sik olarak karsilasilan kusma, bulanti, ense sertligi, duyu kaybi, bel
agrisi, bagirsak ve mesane disfonksiyonu gibi hafif etkiler, ilag birakildigi zaman yavasga
etkilerini kaybedebiliyorken, bununla birlikte kemik iligi siipresyonu, mukozitis (gastro
intestinal mukoza) da olusan hasarlar da yer almaktadir (Kocaman, 2012). MTX’in uzun
stireli ve yliksek dozdaki kullanimlarinda daha ciddi ve kalict etkilere sebep olur. Bu
etkilerin basinda nefrotoksisite olmak {izere hepatotoksisite, pulmoner infiltrasyon ve
fibrozis takip etmektedir (Widemann and Adamson, 2006; Armagan, 2015; Famurewa et
al., 2019; Ezhilarasan, 2021). Yiiksek dozda kullaniminda sindirim sistemi tarafindan
metabolize edilir ve atilim1 salinir. Atilim1 gerceklestigi esnasinda emilim azalir. Verilen
dozun biiylik c¢ogunlugu idrarla atilmaktadir. Bu sekilde MTX atilimi tiibiiler ve
glomeriiler filtrasyonda gergeklesir. Bu sebeple renal kan akiminin azalmasina neden olur

ve nefrotoksik hasarlara sebep olur (Erkurt, 2009; Eren, 2012).

1.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar protein, DNA, lipit ve karbonhidratlar gibi okside olabilen bilesikler
iceren veya oksitlenen substratlara gore diisliik konsantrasyonlara sahip ve substratlarin
oksidasyonunu engelleyen maddeler olarak adlandirilmaktadir (Birangane et al., 2011).
Antioksidanlar, insan viicudunda serbest radikaller tarafindan olusabilecek oksidatif
strese karst koruma saglayan yapilardir. Serbest radikaller hiicre yapisinda bulunan

proteinlere, lipitlere, DNA’ya, niikleik asitlere, hiicre membranina ciddi hasarlar
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vermektedir. Antioksidanlar serbest radikallerin aktivasyonunu inhibe ederek hiicreye
verilen hasari engellemektedir (Senol, 2015). Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli
olarak iki farkli grupta incelenir. Eksojen ve endojen kaynakli antioksidanlar viicudu
serbest radikallerin vermis oldugu hasarlardan korumakla beraber, serbest radikallerin
etkinligini azaltmaktadir. Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar Tablol.1’de

gosterilmistir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Tablo 1.1. Antioksidanlarin siiflandirilmasi

. < 1 Eksojen Kaynakh
Endojen Kaynakh Antioksidanlar Artialait e lEr
Nor_lenz_lmatlk Enzimatik Antioksidanlar Vitamin Antioksidanlar
Antioksidanlar
Glutatyon -
4 _ Siiperoksit dismutaz (SOD) o
Melatonin Vitamin A (Beta karoten)
Urik asit
— Katalaz (KAT) . .
Bilirubin Vitamin B9 (Folik asit)
Koenzim Q
Glutatyon rediiktaz (GR) . .
Selenyum Vitamin C (Askorbik asit)
Lipoik asit .
Glutatyon peroksidaz (GPx) = .
Transferin Vitamin E (Alfa tokoferol)

1.7.1. Endojen Kaynakh Antioksidanlar

1.7.1.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Melatonin N-asetil-5-metoksi triptomin olarak bilinir. Epifiz bezinden {iretilip dolasim
sistemine katilmaktadir. Melatonin hiicre yapisinda bulunan lipit, protein ve DNA’y1
serbest radikallerin vermis oldugu hasara karsi koruma saglamaktadir. Melatonin
antioksidan1 SOD, KAT ve GPX enzimlerini uyarir. Melatonin hiicre membranina
saglamlik kazandirir ve bu sekilde hiicre membranina verilmek istenen hasar1 en aza

indirir. Melatonin sadece beyinde bulunan epifiz bezinde degil ayrica gastroinstestinal
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sistemde, kemik iligi hiicrelerinde, safra kesesinde de salgilanabilen bir hormon ¢esididir

(Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Bilurubin kirmizi kan hiicrelerinin pargalanmasi sonucunda meydana gelmektedir.
Dolasim sistemine karaciger dokusundan katilmakta olup, biyotransformasyon sonucunda
idrar ve safra yollarn ile disar1 atilmaktadir. Bilurubin, peroksil radikallerini

etkilemektedir (Karabulut ve Giinay, 2016).

Yaklagik olarak 66 KDA agirhigina sahip olan albiimin, viicutta ozmatik basinci
diizenleyen bir plazma proteindir. Albiimin proteini kanin konsantrasyonunu dengede
tutmaktadir. Alblimin sadece kanda degil kas, deri, ter ve safrada yliksek miktarda

bulunmaktadir (Karabulut ve Giinay, 2016).

Insanlarda piirin metabolizmasinda son iiriin olarak meydana gelen ve suda ¢oziinebilen
irik  asit plazmada {rat olarak yer almaktadir. Plazma icerisinde normal
konsantrasyonlarda yer alan iirat siiperoksit, singlet oksijeni ve hidroksili etkisiz hale

getirir (Kandemir, 2019; Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Koenzim Q10, ubikinon, vitamin Q10 olarak da adlandirilmaktadir. Dogal olarak
sentezlenebilmekte olup yaglarda ¢ozlinebilir. Hem hayvan hem de insanlarda
sentezlenebilirler. Hiicre membraninda ve lipoproteinlerin igerisinde yer almaktadir

(Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Alfa lipolik asit bir vitamin degildir. Asil gorevini Krebs dongiisiinde yapmaktadir.
Doéngiide gorev alan dehidrojenaz enzimi i¢in kofaktor olarak calismaktadir. Alfa lipolik
asit ¢ok iyi bir antioksidandir. Hayvan dokularinda en ¢ok bobrek ve karacigerde yer
alirken, bitkilerde domates, 1spanak gibi sebzelerde yer almaktadir (Karabulut ve Giinay,

2016).

Selenyum antioksidanina genellikle selenosistein denmektedir. Selenosisteinle amino asit
sentezinde kullanilmaktadir. Viicutta bircok selenosistein proteinleri yer almaktadir.
Selenosisteinler reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasini inhibe ederler. Bu baskilama GPx

enziminin aktivitesinde artisa neden olur (Kandemir, 2019; Karabulut ve Giinay, 2016).
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Transferrin antioksidan1 genellikle serumda bulunur. Viicut sivilarinda da ¢ok az
miktarda bulunur. Ana gorevi hiicrelere demir iyonunu tagimaktir. Boylelikle hiicrelerin

gelisim saglamasinda 6nemli bir rolii vardir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Seruloplazmin kanda bulunan bakir1 tasiyan bir antioksidandir. Bunun yani sira
seruplazmin eritrositlerde yer alan doymamis yag asitlerini, oksijen radikallerinin verdigi

hasara kars1 korumaktadir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Glutatyon (GSH) karaciger ve bobrek gibi dokularda yiiksek miktarlarda bulunan tripeptit
yapisina sahip suda ¢oziinebilen bir antioksidandir. Hiicrenin ¢ekirdeginde sentezlenen
GSH genellikle sitoplazmada yer alirken, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi
organellerde de yer alirlar. Glutatyon molekiilii baz1 vitaminleri ve hiicre membraninda

bulunan amino asitlerin taginmasini saglar (Karabulut ve Giinay, 2016).

1.7.1.2. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar igerisinde yer alan SOD, KAT, GPx ve GR gibi antioksidan
enzimler, c¢esitli biyomolekiilleri (DNA, RNA, protein vb.) serbest radikallerin
olusturabilecegi oksidaf hasara kars1 korur (Aslankog vd., 2019).

1.7.1.3. Siiperoksit Dismutaz Enzimi

Stiperoksit dismutaz enzimi reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 verilen ilk savunmadir.
Enzimatik bir antioksidan olan SOD siiperoksit radikalini (O2") oksijen (O.) ve hidrojen
peroksite (H202) katalizler. Agiga ¢ikan hidrojen peroksit ortamdan GPx ve KAT yolu ile
uzaklagsmaktadir (Caglayan, 2018; Elias et al., 2018).

SOD
202 +2H" ¢ > H202+0:

SOD’un bilinen ii¢ farkli izoformlar1 bulunmaktadir. Bunlar; manganez, ¢inko+bakir
(Zn+Cu) ve Cu SOD’dur. Cu ve Zn igeren SOD izoformu lizozom ve sitoplazmada,
manganez izoformu mitokondride ve Cu SOD izoformu ise plazmada yer almaktadir.

Hiicre yapisinda en fazla Zn+Cu SOD izoform bulunur. SOD diizeylerindeki azalma
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serbest radikallerin meydana gelmesinde artisa sebep olmaktadir (Karabulut ve Giilay,

2016).

1.7.1.4. Katalaz Enzimi

Katalaz enzimi dort farkli protein alt birimlerden olusmaktadir (Anitha and Rajadurali,
2014). Bu alt birimlerin yapisinda NADPH (B-nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)
molekiilii ve hem grubu yer almaktadir. KAT genellikle aerobik hiicrelerde bulunmakta
olup bu 6zellikten dolay1 karaciger ve eritrositlerde yogun bir bigimde yer almaktadir.
Doku igerisinde peroksizom, mitokondri ve endoplazmik retikulum organellerinde gorev
alir. KAT enzimi, dokulardaki H2O> ile reaksiyon vererek bu H20’leri su ve oksijene
doniistiirir. Bu doniisiim H20z’lerden olusabilecek hidroksil radikallerini engellediginden
dolay1 c¢ok 1iyi bir antioksidan etki gosterebilmektedir (Caglayan, 2018; Kasnak ve
Palamutoglu, 2015).

KAT
2H,O > 2H,0+ 02

1.7.1.5. Glutatyon Rediiktaz Enzimi

Glutatyon rediiktaz enzimi, flavoprotein cinsi bir enzim olup flavin adenin diniikleotid
(FAD) igermekte ve tetramer yapidadir. Igerisinde dért selenyum atomu
bulundurmaktadir (Margis et al. 2008). GR, reaksiyonun genellikle NADPH’1 bulunan bir
elektronu glutatyon disiilfit (GSSG) molekiiliine baglanarak reaksiyon sonucunda
tekrardan GSH’m agiga ¢ikmasini saglar. Bu sebeple serbest radikallerin olusturdugu
zararlar1 en aza indirmek veya engelleyebilmek icin NADPH’a gereksinim duyulur. Bu
sayede ¢ok etkili bir antioksidan olan GSH tutabilmektedir (Kasnak ve Palamutoglu,
2015; Karabulut ve Giilay, 2016).

GR
2GSSG + NADPH +H* » 2GSH +NADP*
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1.7.1.6. Glutatyon Peroksidaz Enzimi

Glutatyon peroksidaz enzimi hiicreleri, hidrojen peroksit kaynakli olusan oksidatif hasara
karsi korumaktadir. Bu enzim hiicrenin sitoplazmasinda yer almakta ve lipid
peroksidasyonu kontroliinde 6nemli bir yeri vardir. GPx dort farkli protein alt biriminden
olusmaktadir. Her alt biriminde selenyum atomu bulunmaktadir. GPx reaksiyonu hidrojen
peroksit ile elektron kaynagi olarak kullanmis oldugu GSH tepkimeye girip GSSG ve su
aciga ¢ikmasiyla gergeklesir. GPx enzimi selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz GPx
olarak iki farkli grubu bulunmaktadir. Selenyum bagimli GPx’in etki mekanizmasi
hidrojen peroksit ile organik hiperoksitleri etkilerken selenyuma bagimli olmayan GPx
ise en fazla organik hiperoksitleri etkileyebilmektedir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015;
Karabulut ve Giilay, 2016; Caglayan, 2018).

GPx
H.O, + 2GSH >  GSSG + 2H,0

1.7.2. Eksojen Kaynakh Antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidanlar genellikle disardan viicuda alinan antioksidanlardir.
Vitaminler E, A, C ve B9 olarak dort kisimda incelenir (Yadav et al., 2016; Aslankog vd.,
2019).

Vitamin E genellikle misir, soya, bugday veya pamuk yaginda bulunmaktadir. Yagda
cOziinebilen bir vitamin ¢esididir. E vitamini viicuttaki lipit peroksidasyonunu
engelleyerek asimetrik bir bilesik olarak bilinmektedir. Serbest radikallerin hiicre
membraninda olusturdugu hasar1 diizenlemeye yardimci olmaktadir (Senol, 2015; Ates,
2015). A vitaminleri ise provitaminler olarak bilinir ve yagda ¢oziinen vitaminlerdir.

Genellikle havug, siit, dut, patates ve incir de bulunur (Birange et al., 2011).

Askorbik asit (C vitamini) genellikle suda ¢oziinmektedirler. Serbest radikallerin
olusturmus oldugu hasarlara karsi koruma saglamaktadir. Incir, dut, portakal, limon,

domates gibi meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur (Ates, 2015; Kandemir, 2019).
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B9 (Folik asit) vitamini suda ¢oziinebilen bir vitaminidir. Folik asit genellikle
kuskonmaz, maydanoz, turunggiller ve brokoli gibi besinlerde yer almaktadir. Bu
vitaminler tek basina veya B grubu vitaminleri ile kullanilmaktadir (Guilland and

Aimone-gastin, 2013; Sobczynska-Malefora and Harrington, 2018).

1.8. Morin Hidrat

Yillardir alternatif tipta siklikla kullanilan bitkiler ya da bunlardan elde edilen {iriinler
(sebze ve meyveler) giinimiizde modern tipta da 6nemli bir yere sahiptirler. Bitkiler
sekonder metobolitler olarak bilinen birgok biyoaktif ozelliklere sahip fenolik ve
flavonoid bilesiklere sahiptir. Bu bilesikler canli organizmalarda antimikrobiyal,
antikanser, antienflamatuar ve antioksidan etki sergilemektedir (Mendoza-Wilson et al.,
2011; Sapmaz, 2015). Giintimiizde 6nemli bir antioksidan bilesik olarak karsimiza gikan
Morin hidrat bilesigi incir ve dut gibi meyvelerin sahip oldugu en 6nemli sekonder
metabolitlerinden biridir (Olonode et al., 2019).

Bir sekonder metabolit olarak karsimiza ¢ikan morin hidrat (3,5,7,2',4'-pentahidroksi
flavon) bilesigi ilk olarak Moraceae ailesinin bir iiyesi olan Marus alba L (Beyaz dut)
olarak adlandirilan bitkiden izole edilmistir (Subash and Subramanian, 2009;
Nandhakumar, 2012; Sapmaz, 2015). Bu bilesik beyaz dut haricinde incir, badem ve cay
gibi bircok bitkiden de izole edilebilmektedir (Zhang, 2021). Yapilmis olan bazi
calismalarda Morin’in antioksidan, antiproliferatif, antienflamatuar, antineoplastik,
antiapoptotik, hepatoprotektif ve antidiyabetik gibi birden fazla biyolojik aktiviteye sahip
oldugu belirtilmektedir (Olonode et al., 2019; Caglayan, 2019; Mottaghi and
Abbaszadeh, 2021). Kimyasal yapisi sekil 1.5’de olan morin hidrat bilesiginin yiiksek
miktarlarda da kullanildiginda toksik etkilerinin olduk¢a az oldugu gézlemlenmektedir.
Bu ozelligi bakimindan diger eksojen kaynakli antioksidanlarla karsilastirildiginda

onemli avantaj saglamaktadir (Sang et al., 2017; Caglayan, 2019).
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Sekil 1.5. Morinin kimyasal yapis1

1.9. Apoptoz

Apoptoz ilk olarak 1972’11 yillarda Kerr ve ¢alisma arkadaslari tarafindan kullanilmis bir
terimdir (Pompei et al., 2015; Kartlagsmis vd., 2016). Bu terimin kokii Apo ayri anlamina
gelirken tozis ise diisen anlamin da kullanilmaktadir (Aktug, 2014). Kanserde sikc¢a
karsilasilan bir olay olmakla beraber hiicre 6liimiine sebep olan bir siire¢ olarak karsimiza
cikmaktadir. Apoptoz, genetik anlamda diizenlenmektedir. Bundan dolayr programli
hiicre 6liimii olarakta adlandirilabilmektedir. Programli hiicre 6liimii genel olarak farkli
yapida ve farkli enerjilere bagli olarak gelisen biyokimyasal sistemler ile karakterize
olmaktadir. Bir hiicrenin yasami ya da Oliimii kontrol etme yeteneginin miikemmel
teropatik varligr sebebi ile ¢ok siki caligmaktadir (Franklin and Mccubrey, 2000;
Darendelioglu, 2017). Apoptozda meydana gelebilecek herhangi bir terslik neticesinde
insanlarda otoimmiin hastaliklar, noérodejeneratif bozukluklar veya cesitli kanser
hastaliklar1 gibi birgok problem gozlemlenebilmektedir (Darendelioglu, 2017). Yasamsal
bir bilesen olarak karsimiza ¢ikan Apoptoz immiino sistem gelisimi, hiicre siklusu veya
cesitli kimyasal varligi ile hasara ugramis olan hiicrelerin kontrollii bir sekilde 6liimiine
sebebiyet vermektedir (Kartlasmig, 2016). Apoptoz; efektor, genetik diizenleme ve
baslama evreleri seklinde 3 farkli evrede incelenebilir (Renehan, 2001). ilk evre olan
baslama evresini etkileyen birgok faktor oldugu bilinmektedir. Bunlar gama 1simnlari,
antikanser ilaglar, 6lim reseptorleri aktivatorleri, ultraviyole 1sinlar veya interlokin-1 (IL-
1) gibi ¢esitli faktorler sayilabilir. Bu uyaranlar sirasiyla gen ekpresiyonunun
karekteristik modellerini olusturmaktadirlar. Bu evrenin yani sira efektér ve genetik

diizenlenme mekanizmalarinda genellikle Bcl-2 ailesine mensup proteinler gorev
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almaktadir. Bcl-2 ailesine mensup proteinler antiapoptotik (yasamsal genler) ve
proapoptotik (6liim emri veren genler) olarak smiflandirilirlar. Timor baskilayict gen
olan p53 iyi karakterize edilmis bir apoptotik ajandir. Bununla birlikte baslica efektor
kaspazlardan olan kaspaz-3, kaspaz-8, ve kaspaz-9 proteaz ailesinin en Onemli
elemanlarindandir (Renehan, 2001; Liileyap, 2008; Darendelioglu, 2017).

Baz1 calismalarda yer alan iki farkli apoptoz yolagi bulunmaktadir bunlar intrinsik
(mitokondriyal) ve ekstrinsik (dissal) yolak olarak bilinmektedir. Her iki yolaginda
aktiviteleri birbirlerine bagli olduklar1 ve bununla birlikte bir yolakta bulunan
molekiillerin bir diger yolakta bulunan molekiilleri etkilediklerini kanitlanmistir

(Ashkenazi, 2008; Ashkenazi et al., 2017; Gékhan vd., 2020).

Oliim Ligantlan,

INE FasL ~ Dig Yolak , Ig Yolak Bakteriyel
TRAIL enfeksiyon, ROS vb.
iz : faktorler

Sekil 1.6. Apoptotik sinyal yolaklari (Parrino et al., 2007)

1.9.1. Apoptozda intrinsik (Mitokondriyal) Yolak

Mitokondriyal yolak hiicre igerisinde gergeklesen uyarilar sonucunda mitokondrinin de
igeriye dahil olmasi ile olusan programli hiicre 6liimiine verilen addir (Ashkenazi, 2017).

Hiicresel stres tarafindan i¢ yolagin aktivasyonu proapoptotik BH3 proteinleri
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antiapoptotik gen olan Bcl-2, Mcl-1 ve Bcl-XL proteinlerini inhibe etmektedir (Aksit ve
Bildik, 2008). Proapoptotik proteinlerden olan Bax ve Bak genlerinin aktive edilmesi ve
bununla birlikte Bcl-2 proteinlerinin  oligomerilizasyonu mitokondriyal zarin
gergirgenliginin  bozulmasina sebep olmaktadir (Franklin and Mccubrey, 2000;
Kartlasmig vd., 2016). Bu olaymn ardindan mitokondride bulunan kaspaz uyaricis1 olan
sitokrom-c (CYT-C) veya smac proteinleri stoplazma igerisinde ¢ogalmaya baglar. Daha
sonra CYT-C, apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-1) ile Prokaspaz 9 bir
kompleks olusturmaktadir (Gokhan vd., 2020; Darendelioglu, 2017). Bu sekilde
Prokaspaz 9’un aktiflesmesi saglanir ve kaspaz 9 olarak adlandirilir. Kaspaz 9 ise
Prokaspaz 7 ve Prokaspaz 3’ i aktiflestirir ve bu kaspazlarin aktiflesmesi sonucunda
mitokondriyal yolaginda gdrev alan biitiin proteinler hiicre 6liimiine sebep olmaktadirlar

(Ashkenazi, 2008; Ashkenazi, 2017; Gokhan vd., 2020).
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2. KAYNAK OZETLERI

Metotreksat, folik asit antagonisti olarak bilinmektedir. Kemoterapétik bir ajan olan bu
ilag otoimmun hastaliklar, timdr ve iltihapli hastaliklar gibi birgok hastalik tiiriinde
tedavi amagli kullanilmaktadir. Kanser hastaligina karsi da kullanilan giiglii bir kimyasal
ilagtir. Bu ilag¢ hiicre metabolizmasinda engellere sebep olur ve tedavi amagli kullanilan
bu antimetabolitin bir¢ok yan etkisi de bulunmaktadir. S6z konusu yan etkiler MTX’in
etki mekanizmasindan kaynakli olusan folat eksikligi, piirin metabolizmasinda farkli

biyokimyasal aktiviteleri etkilemektedir (Famurewa et al., 2019; Ezhilarasan, 2021).

Kandemir ve ark. (2020) yapmis oldugu ratlarda akrilamid kaynakli nefrotoksisite ve
hepatotoksisiteye karst morin hidratin olas1t koruyucu etkileri arastirilmistir. Yapilan
aragtirmada akrilamid uygulanan grupta serum Kreatinin ve iire diizeylerinde ve MDA
seviyelerinde artis gbzlenmistir. Ayn1 zamanda KAT, GPx ve SOD gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde ve GSH diizeyinde azalma oldugu belirtilmistir. Bununla
birlikte morin ile tedavi edilen gruplarda MDA, iire ve kreatinin diizeylerinde azalma
oldugu goriilirken KAT, SOD, GPx ve GSH gibi antioksidan parametrelerde Gemli
diizeyde artis oldugunu belirtmislerdir. Bunun sonucunda akrilamid kaynakli olusan
nefrotoksisite ve hepatotoksisite hasarlarina karsi antioksidan etkiler gostermistir. Ek
olarak akrilamidin PI3K, mTOR ve Akt yolaklarinin seviyelerinde bir diisiis goriiliirken,
morin uygulamasindan sonra bu yolaklarin diizeylerinde artis gozlenmis olup antiotofajik
ve antiapoptotik etkiler sergileyip koruyuculuk gosterdiklerini rapor etmislerdir

(Kandemir et al., 2020).

Kaltalioglu ve ¢alisma arkadasinin (2016) yapmis oldugu arastirmada sisplatin kaynakli
nefrotoksisiteye karsi morin ve hesperidinin oksidatif stres iizerindeki, potansiyel
koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu aragtirma ¢aligmasi sonlandiginda MDA, SOD, KAT,
GSH, MPO (miyeloperoksidaz), NO (nitrik oksit) aktiviteleri Olgiilmiistiir. Sisplatine
maruz kalan ratlarin MDA ve MPO seviyelerinde bir artis meydana geldigini, bunlarla
birlikte SOD, GSH ve KAT aktivitelerinin de diistiigli gozlenmis olup, sisplatinin

olusturmus oldugu bu hasara karst morin ve hesperidin tedavisinde oksidatif stresi
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onlemekle beraber NO, KAT, GSH, MDA ve MPO diizeylerinde olumlu bir sekilde
etkilemis oldugu belirtilmistir. Sonug olarak morin ve hesperedinin kombine tedavisinde,
sisplatin kaynakli olusmus nefrotoksisitenin korunmasi i¢in 6nemli bir potansiyele sahip

oldugu vurgulanmistir (Kaltalioglu and Coskun-Cevher, 2016).

Kuzu ve ark. (2019) yapmis oldugu calismada dogal bir flavonoid olan morinin
siganlarda doksorubisin kaynakli karaciger ve bobrek hasarina karsi koruyucu etkileri
biyokimyasal, immunohistokimyasal ve histopatolojik olarak  arastirilmistir.
Doksorubisin kullanilan gruplarin karaciger ve bobrek dokularinda GSH, SOD, KAT,
GPx gibi aktivitelerinde azalma MDA diizeyinde ise artis Ol¢lilmistiir. Karaciger ve
bobrek dokularindaki hasar1 hem histopatolojik olarak hem de serum alanin transaminaz
(ALT), aspartat transaminaz (AST), kreatinin ve iire analizleri yapilmis olup morin ile
tedavi edilen gruplarda doksorubisinin neden oldugu, oksidatif hasarin azaldigi, karaciger
ve bobrek dokularindaki belirteglerde iyilesme goriilmiistiir. Histopatolojik incelemede
de karaciger ve bobrek dokularinda doku hasarinin 6nlendigi rapor edilmistir (Kuzu et

al., 2019).

KV ve ark. (2016) gerceklestirmis oldugu calismada sisplatin kaynakli bobrek ve
karaciger hasarin1 Onlemek igin antioksidan oOzellige sahip olan morinin etkilerini
incelemislerdir. Sisplatinin karaciger ve bobrek dokularinda GSH diizeyinde ve SOD,
KAT ve GPx gibi enzim aktivitelerinde azalma MDA diizeyinde ise artis oldugu
belirtilmistir. Elde ettikleri sonuglardan sisplatin kaynakli karaciger ve bobrek dokusunda
olusan hasara karsi morinin koruyucu etkileri oldugu rapor edilmistir (KV et al., 2016).

Vardi ve ark. (2013) yapmis olduklari ¢alismada MTX ile indiiklenen apoptotik hiicre
olimii ve bobrek hasarinda, kayisinin koruyucu roliinii histolojik ve biyokimyasal
parametrelerle degerlendirilmesi yapilmistir. Makalede MTX’e bagli olarak olusan
bobrek yetmezliginde iire ve kreatinin diizeylerinde 6nemli derece artis oldugunu
saptamislardir. Bunun yani1 sira MTX si¢anlarda lipit peroksidasyonunu dnemli dlciide
indiikledigini ve antioksidan aktivitelerini azalttigin1 da belirtmislerdir. Ayrica MTX’e
maruz kalan sicanlarin bobrek dokularinda glomeriilaskleroz ve apoptoz gibi 6nemli

histolojik hasarlara yol a¢mustir. Sonug¢ olarak calismada kayisinin tedavi amacl
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kullanim1 SOD, GPx ve KAT diizeylerini arttirdigin1 ve MTX’in nefrotoksisiteye vermis
oldugu hasar1 da en aza indirgedigi rapor edilmistir (Vardi et al., 2013).

Cetin ve ark. (2017) gergeklestirmis oldugu ¢alismada sicanlarda MTX ile indiiklenen
akut oksidatif stres ve nefrotoksisiteye Okse otu ekstraksinin koruyucu etkilerine
bakilmigtir. Bu c¢alismanin sonucunda MTX sicanlarda renal oksidatif strese ve
nefrotoksisiteye neden olmus ve Okse otu tedavisi uygulandiginda MTX grubundakilere
kiyasla GSH, GPx ve SOD gibi aktivitelerin diizeylerinde iyilesme oldugu sdylenmistir.
Yine ayni sekilde MTX ve okse otu grubu, MTX grubuna gore perirenal inflamasyon,
tiibiil distasyonu, parankimal kanama, glomeruler konjesyon ve dejenerasyon olmak
tizere MTX ile indiiklenen renal dejeneratif degisikliklerde iyilesme oldugu rapor

edilmistir (Cetin et al., 2017).

Ahmed ve ark. (2015) MTX’in bir¢ok hastalik (kanser, romatoid artrit) tedavisinde
kullanildigin1  sdylemis ama MTX kullanimi1 nefrotoksisite hasar1 sebebiyle
kisitlandirilmistir. Bu yiizden bu ¢alisma sarimsagin MTX kaynakli olarak olusmus olan
nefrotoksisite hasarina karsi koruyucu etki gosterip gostermedigi arastirilmistir. Calisma
sonucunda MTX’in renal antioksidan enzim seviyelerini azalttigin1 ayrica MDA ve NO
seviyelerini ise arttirmis oldugunu bunun yani sira serum iire ve kreatinin diizeylerinde de
artisa sebep olup bazi elektrolitlerde diizensizliklere yol actig1 gosterilmistir. Sarimsak
tedavisi ise antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini ve boylelikle sarimsagin bobrek
fonksiyonlarmi 1iyilestirdigini belirtmislerdir. Bunun yani sira sarimsak bobrek
morfolojisindeki degisiklikleri engellemis ve bobrekteki oksidatif stresi azalttigi rapor

etmislerdir (Ahmed et al., 2015).

Morsy ve ark. (2013) gergeklestirmis olduklari ¢alismada antikanser ve immunosupresif
bir ajan olan MTX’in neden oldugu nefrotoksisiteye karsi kurkuminin koruyucu etkileri
aragtirtlmistir.  Kurkumin tedavisinde GPx ve SOD aktivitelerinde artis oldugu
gozlemlenirken MDA seviyesinde ise azalma oldugu gozlemlenmistir. Ayrica kurkumin
tedavisinde serum iire ve kreatinin seviyelerinde 6nemli bir sekilde azalma oldugunu
belirtmislerdir. Histopatolojik incelemede kurkuminin koruyucu etkileri gosterilmistir.
Sonu¢ olarak kurkuminin antioksidan, antienflamatuar Ozellikleri ile ratlarda MTX

kaynakli olusan bobrek hasarint engelledigini ve bununla birlikte immiinohistokimyasal
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analizlerde de kurkuminin siklooksijenaz-2 ekspresyonu onemli diizeyde azaltmis

oldugunu rapor etmislerdir (Morsy et al., 2013).

Ek olarak Hassanein ve ark. (2019) MTX kaynakli olarak gerceklestirdikleri
nefrotoksisiteye kars1 izokinolin tipi alkoloidten elde edilen berberin bilesigini
kullanmiglardir. Yapmis olduklar1 bu ¢alismada Bax, Bcl-2, Cas-3, NF-Kf ve P38 gibi
apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Calismanin sonucunda MTX’in
proapoptotik genleri indiikledigini, antiapoptotik genleri ise baskilayabildigini rapor
etmiglerdir. Bu sonuglarin yani sira biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklerin
belirgin bir sekilde oldugunu belirtmislerdir. Berberinin MTX ile kullanimi sonucunda

MTX’in sebep oldugu bobrek hasarini engelleyebildigini rapor etmislerdir (Hassanein et
al., 2019).
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3.1. Materyal
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Kullanilmig olan biitiin cihazlar ve ekipmanlar tablo 3.1 de belirtildigi gibi tercih

edilmistir.

Tablo 3.1. Deney esnasinda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar

CIHAZLAR VE EKIiPMANLAR | MENSEI ULKE SIRKET
TissueLyser Il Almanya Qiagen

Santrifiij Almanya Hettich universal 320R
SpectraMax Plus 384 Mikroplaka Almanya Molecular Devices
Okuyucu

Otoklav Japonya Hirayama

Derin dondurucu (-80) Ingiltere Nuaire

Buzdolabi Tiirkiye Arcelik
Elektroforez tank sistemi ABD Bio-Rad
Spektrofotometre Japonya Shimadzu
Mikropipet seti ABD Eppendorf
Manyetik karistirict Almanya Ika

Saf su cihazi CIN Human

Trans blot sistemi ABD Bio-Rad

pH metre ABD Thermo

X ray cihazi ABD Carestream
Calkalayici Kore Jelotech

Buz makinesi Japonya Hoshizaki

Hassas terazi Almanya Denver instrument
Vortex ABD Genie Il
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Kullanilan materyal ve kimyasallarin bir ¢ogu tablo 3.2 de yer alip biitiin materyal ve

kimyasallar gereken sterilizasyon saglanarak kullanilmistir.

Tablo 3.2. Deney esnasinda kullanilan materyal ve kimyasallar

MATERYAL VE KIMYASAL ISIMLER | MENSEI SIRKET
MTX Istanbul Kocak Farma
Morin hidrat Amerika Sigma Aldrich
HCI (hidroklorik asit) Almanya Sigma Aldrich
TBA (tiyobar biitirik asit) Almanya Merck KGaA
TCA (trikloro asetik asit) Amerika Bioscience
Dinitrobenzoic asit Amerika Sigma Aldrich
NAOH (sodyum hidroksit) Almanya Sigma Aldrich
(NH4)2 SO4 (amonyum siilfat) Amerika Sigma Aldrich
CHPO (cumene hidroperoxide) Almanya Merck Schuchardt
H2 O2 (hidrojen peroksit) Amerika Sigma Aldrich
gn[;n :;th?r:,(gzi(.’zg:YT-Q Cas-3, Cas-8, Cas- | A erika Santa Cruz
Antikor_lar (Bax, CYT-C, Cas-3, Cas-8, Cas- ingiltere Abcam

9, B-aktin, Bcl-2)

Tris base Amerika Sigma Aldrich
Xanthine Amerika Sigma Aldrich
15 ml santrifiij tiipleri Almanya LabSolute

50 ml santrifiij tiipleri Almanya LabSolute

1,5 ml ependorf tiipleri Almanya IsoLab

0,5 ml ependorf tiipleri Almanya IsoLab

3.2. Deney Hayvanlari

Calismada Bingdl Universitesi Deneysel Arastirmalar ve Uygulamalar Merkezin de
yetigtirilmis olan 35 adet 250-300 gr Wistar Albino cinsi erkek ratlar kullanildi.
Calismadan 7 giin 6nceden ratlar alinip her grubun arasinda istatiksel fark olmayacak
sekilde 5 gruba ayrilip kafeslere konularak 24-25 °C ortam kosulunda 12 saat aydinlik 12

saat karanlik bir dongii saglanip, beslenme bigimleri ise su ve standart yemleri ile yapildi.
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Bu calisma Bingél Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul tarafinda 23.09.2020

tarihli toplanti sayis1 2020/03 ve karar sayis1 03/07 olan izinle belgelendirilmistir.

3.3. Yontem

3.3.1. Calismada Kullamlan Kimyasallar

Metotreksat (50 mg/5 ml Kogak Farma / Istanbul), 20 mg/ml intraperitoneal olarak

uygulandi.
Morin hidrat: %85 saflikta (CAS Numarasi: 654055-01-3, Sigma Aldrich, ABD), 50 ve

100 mg/kg dozlarinda saf su ile ¢ozdiiriilerek oral yolla uygulandi.

3.3.2. Deney uygulamalari

Deneyde kullanilan ratlar her gruba 7 adet gelecek sekilde 5 gruba ayrilmustir.

Kontrol grubu: Bu grupta bulunan ratlara 10 giin boyunca oral yoldan serum
fizyolojik uygulandi ve deneyin 5. gilinlinde intraperitoneal serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi.

Morin 100 grubu: Ratlara 10 giin boyunca oral yoldan 100 mg/kg morin hidrat
verildi ve deneyin 5. giiniinde intraperitoneal serum fizyolojik enjeksiyonu
yapildi.

MTX grubu: Ratlara 10 giin boyunca oral yoldan serum fizyolojik uygulandi ve
deneyin 5. giinlinde intraperitoneal yoldan tek doz 20 mg/kg MTX enjeksiyonu
yapildu.

MTX + Morin 50 grubu: Ratlara 10 giin boyunca oral yoldan 50 mg/kg morin
hidrat verildi ve deneyin 5. giiniinde intraperitoneal yoldan tek doz 20 mg/kg
MTX enjeksiyonu yapildi.

MTX + Morin 100 grubu: Ratlara 10 giin boyunca oral yoldan 100 mg/kg morin
hidrat verildi ve deneyin 5. giiniinde intraperitoneal yoldan tek doz 20 mg/kg
MTX enjeksiyonu yapildi.
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o (METOTREKSAT)

Sekil 3.1. Deneysel tasarim
3.3.3. Numunelerin Alinmasi
Son MTX ve morin uygulamasindan 24 saat sonra si¢anlara hafif sevofluran (Sevorane

%100 liquid, Abbott Laboratories, Istanbul, Tiirkiye) anestezi uygulanarak &tenazi

yapildi. Calisma igin gerekli olan bobrek dokulart alinip biyokimyasal analizleri
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yapilincaya kadar buzdolabinda -20 °C saklandi. Laboratuvar analizlerinden 6nce dokular
cikartilip sivi azot yardimi ile TissueLyser Il cihazi kullanilarak 5 mikron boyutuna kadar
ogiitiliip analizler i¢in gereken miktarlar tartildi ve uygun tamponlar ile sulandirilarak

tekrardan TissueLyser Il cihazi kullanilip homojenizasyon islemi yapildi.

3.3.4. Biyokimyasal Parametrelerin incelenmesi

Protein analizleri i¢in bobrek dokulari TissueLyser II cihazi kullanilarak toz haline
getirildi. Daha sonra MDA, GSH, GPx analizleri i¢in %]1,15 KCI eklenerek sulandirilip
homojenizasyon saglandi. Sulandirilan 6rnekler MDA i¢in 3500 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenirken, GSH ve GPx igin 11000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Analizler i¢in
stipernatant kisim ayrildi. SOD tayini i¢in bobrek dokulari Tris-HCI (pH:7,4) tamponu ile
sulandirilip 7000 rpm’de 60 dakika santrifiijlenerek siipernatant kisim alindi. KAT tayini
icin dokular Triton-X100 ile sulandirilip homojenize edilir. Homojenize edilen dokular
3500 rpm‘de 10 dakika santrifiijlenip siipernatant kisim ayrilir bdylece analiz yapilmasi

icin uygun hale getirildi.

3.3.5. Biyokimyasal Analizlerin Asamalar1 ve Kullanillan Kimyasallarin
Hazirlanmasi (Serum iire ve Kreatinin, MDA, GPx, GSH, SOD, KAT)

3.3.5.1. Serum Ure ve Kreatinin Tayini

Ratlardan alinan kanlar sar1 kapakli serum tiiplerine aktarildi ve 4000 rpm’de +4 °C 10
dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Mindray Perfect Plus 400 cihazi vasitasiyla

serum tre ve kreatinin seviyeleri analiz edildi.

3.3.5.2. MDA Tayini

Homojenize edilen orneklerin MDA tayini icin Placer ve arkadaslarinin uygulamis
oldugu metottan yararlanilmistir (Placer et al. 1966). Metod da MDA, lipit
peroksidasyonunun bir aldehit {iriinii olarak ge¢cmekte olup, yontemde kullanilan

TBA’nin analiz esnasinda pembe renkli bir yapr olustugu gozlemlenir. Analiz i¢in
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kullanilan maddelerden sonra dlgiimler ELISA cihazinda 532 nm dalga boyunda &lgiim

alinip hesaplamalar i¢in standart grafik kullanildi.

MDA Analizinde kullanilan ayraglar;

1.

TBA c¢ozeltisi: tiyobarbiitirik asitten 0.67 gr tartildi. Daha sonra %10’luk
perklorik asitten 80 ml eklenip ¢6ziinmesi saglandi ve {izeri 100 ml’ ye

tamamlayacak sekilde saf su eklendi.

. TCA ¢ozeltisi: %10°luk TCA ¢ozeltisi igin 10 gr trikloroasetik asit tartilip 100 ml

saf suda ¢ozdiirtildi. Bu ¢ozelti hazirlandiktan sonra kahverengi 151k almayan cam

siselere katildi ve +4 °C saklandi.

. Renk ayraci: hazirlanan TBA ve TCA cozeltilerinden elde edilen bir ayragtir.

Hazirlanmasi i¢in 3 birim TCA dan 1 birim de TBA dan alindi. Renk ayraci deney

yapilmadan hemen 6nce taze hazirlandi.

MDA Analiz metodu;

1.

© 0o~ w N

5 grup igin ayr tiiplere doku homojenatindan 125 pL katildi. 1 tiipte kor olacak
sekilde ayarlandi. (K6r’e homojenat yiiklenmedi.)

1120 pL renk ayracindan katildu.

Kor’e 125 pL distile su ve 1120 pL renk ayraci katildi.

100 °C su banyosunda 20 dakika hazirlanan soliisyon kaynatildi.

Kaynamadan sonra sogutup 3500 rpm’de 7 dakika santrifiij yapildu.

532 nm‘de ELISA okutucuda oOlgtiliip hesaplamasi 1,1,3,3-tetraethoxypropane
kullanilaraktan hazirlanan asagida ki standart grafik ile yapildi.
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MDA Standart Grafigi
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Sekil 3.2. MDA analizi i¢in kullanilan standart grafik

3.3.5.3. GPx Tayini

Hazirlanmis olan homojenatlarin GPx tayinleri Matkovics ve arkadaglarinin yapmis

oldugu yontemle yapildi (Matkovics, 1988).

GPx Analizinde kullanilan ayraglar;

1. Tampon I: tris (hidroksimetil) aminometandan 6,057 gr ve Na, EDTA’dan 0.372
gr tartilip 1 L de ¢ozdiiriildi (pH:7,6).

2. Tampon I1: 48,46 gr Tris tartildi hacmi 1 L saf suya ayarlandi (pH: 8,9) .

3. Red GSH ¢o6zeltisi: 6 mg red glutatyon tartildi tampon I ile 10 ml tamamlanda.
(deney esnasinda taze hazirlandi)

4. CHPO (cumene hidroperoxide) ¢ozeltisi: 5 uLL CHPO alindi ve tampon I ile 10 ml
tamamlandi.

5. DTNB ¢ozeltisi: 0.099 gr DTNB tartild1 ve hacmi 25 ml metanol ile tamamlandi.

6. TCA ¢ozeltisi: %10’luk hazirlandi.
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GPx Analiz metodu;

1. Homojenatlardan 125 uL katild1 ve tizerlerine 75 pL tampon I’den eklendi.

2. Sadece Ornek igeren tiiplere 25 puL cumen katildi sonra kor dahil hepsine 25 pL
red GSH c¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

3. Tiiplere 250 uL TCA katilip tekrar 5 dakika bekletildi ve 3500 rpm de 10 dakika
santrifiij yapildi.

4. Siipernatanttan 250 pL alind1 ve 500 pL tampon II, 25 uLL DTNB katildi.

5. Oda sicakliginda 5 dakika bekletip 412 nm dalga boyunda okuma yapildi.
Hesaplamalar1 “[Absorbans (kontrol) - Absorbans (6rnek)] * 0,76989 / g protein”

formiiliine gore yapildi.

3.3.5.4. GSH Tayini

Homojenize edilen 6rneklerin GSH tayini Sedlak ve Lindsay yapmis oldugu metoda gore
yapilmistir (Sedlak and Lindsay, 1968). Bildirilen bu metod da gore 5.5’-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik) asitin (DTNB), siilfidril gruplar1 ile indirgendigi ve bu indirgenme
sonucunda ¢ozeltide sar1 renk meydana gelmektedir. Olusan sar1 renk 412 nm de 6l¢tiimii

alindi.

GSH Analizinde kullanilan ayraclar;

1. Tris (hidroksimetil) aminometan: 4,8 gr hidroksimetil aminometan tartildi 50 ml
saf suda ¢ozdiriildii pH HCl ile 8,9’a ayarlandi. Daha sonra tizeri 100 ml saf suya
tamamlandi.

2. DTNB c¢ozeltisi: 0,099 gr DTNB tartilir ve 25 ml methanol de ¢ozdiiriildii. Bu
¢ozelti kullanilmadan hemen 6nce hazirlandi ve her zaman taze kullanilda.

3. %10’luk TCA ¢0zeltisi hazirlandi.

GSH Analiz metodu ;
1. 500 pL hazirlanan homojenattan alindi. 2 ml TCA iizerlerine eklendi ve
vortekslendi.
2. 2500 rpm de 5 dakika santrifiij yapildi ve elde edilen siipernatanttan 125 pL

alindi.
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3. 500 pL tris tamponundan eklendi.

4. 25 uL DNTB eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

5. 412 nm de ELISA okutucuda 6l¢iim alindi ve sonuglar standart grafige gore
hesaplandi.

GSH Standart Grafigi

R* =0,9996

Absorbans (412 nm)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35

GSH Konsantrasyonu (nM)
Sekil 3.3. GSH analizi i¢in kullanilan standart grafik

3.3.5.5. SOD Tayini

Hazirlanmis olan homojenatlardan SOD tayini Sun ve arkadaslarimin sunmus olduklari
yonteme gore yapildi (Sun et al., 1988). SOD o6l¢iimiiniin oldugu bu deneyde ksantin-
ksantin oksidazin, serbest radikallerin NBT ile indirgenmesi ile olusur ve bunun
sonucunda olusan renkli ¢6zeltinin Sl¢iimii 560 nm dalga boyunda alindi. Cozeltide
olusan renk mavi olup bu olusan formazon, Ol¢iilen absorbans degerinde maksimum
Olctim verir. SOD’un oldugu ortamda enzim, siiperoksiti hidrojen perokside doniistiiriip
NBT nin indirgenmesini azaltir. Enzim konsantrasyonu ile olusan renk birbirleri ile ters

orantili olup olugan formazonun verdigi absorbans ile hesaplama yapilmaktadir.
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SOD Analizinde kullanilan ayraclar ;

1. SOD o6lgiim karigima:
e 0,3 mM xantihine i¢in 0,0037 gr xantihine 80 mL saf su ile ¢ozdiirtildii.
e 0,6 mM EDTA i¢in 0,0070 gr EDTA tartilip 40 mL saf suda ¢ozdiiriildii.
e 150 mM Nitroblue tetrazolyum (NBT) i¢in 0,0049 gr NBT tartildi ve 40 ml saf
suda ¢ozdurildii.
e 0,4 M NaCOsz ig¢in 1,0176 gr Na; COstartildi ve 24 mL saf suda ¢ozdiiriildii.
e BSA ¢ozeltisi i¢in 0,012 gr BSA tartildi ve 12 ml su ile tamamlandi.
2. Xantihine oksidaz (XO) ¢0zeltisi i¢in:
e 0,502 gr (NH4)SOg4 tartildi ve 1,9 ml saf suda ¢ozdiiriildii. Hazir bekleyen bu
karisimi kullanmadan 6nce 0,101 pL XO ¢ozeltisi eklendi.
3. Tampon I:
e 0,2mM Tris — HCI i¢in 0,0037 gr Tris tartildi ve 100 mL ¢6zdiiriildiikten sonra
pH:7,4’e ayarlandi. Son hacmi 150 mL tamamlandi.
4. CuCl; ¢ozeltisi igin:
e 0,0080 gr CuCl; tartild1 ve 60 ml saf suda ¢ozdiiriildii.

SOD Analiz metodu;

1. Olgiim karisiminda 980 pL katild1 ve drnek katilacaklara 200 puL &rnek kor tiipe
ise 200 uL tampon I katildu.

2. Tiplere 20 uL XO katild1.

3. 20 dakika 25 °C inkiibe edip tiiplere 400 pL CuCI katildi. 560 nm de okuma
yapildi.

SOD aktivitesinin hesaplamasi1 U/g proteinler seklinde dokuda spesifik olarak aktiviteleri
“EU/g protein = AAkor-AAnumune / AAkor” formiilii ile hesaplandi.

3.3.5.6. KAT Tayini

Bobrek dokusundaki KAT aktivitesi icin Aebi’nin yapmis oldugu yontem kullanilmistir
(Aebi, 1983). KAT aktivitesinin H2O2 yikma hiz1 ile H2O2in 15181 240 nm dalga boyunda

absorbe etmesi ile spektrofotometre de 6l¢iim yapilmaktadir.
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KAT Analizinde kullanilan ayraglar;

1. 50 mM’lik pH: 7,0 olan fosfat tamponu hazirland.
2. 30 mM’lik H20z i¢in 0,34 puL %30’luk H202 10 ml fosfat tamponu ile karigtirildi.

KAT Analiz metodu;

1. Kore 20 ml 6rneklerden ve 10 ml fosfat tamponundan eklendi.

2. Diger tiiplere 20 ml 6rneklerden yiiklendi ve 6l¢iim alinmadan hemen 6nce 10 ml

H20; eklenip 6l¢tim alindi. 1. dlglimden 30 saniye sonra 2. 6l¢iim alindi ve iki
Olgim arasindaki farkla KAT aktivitesi hesaplandi. KAT aktivitesinin
hesaplamasi asagidaki formiile gore yapildi. Veriler k/g proteinler seklinde
dokuda spesifik olarak aktiviteleri “k = (2.3/30) x ( log A1/A2) x Diliisyon

faktori” olarak hesaplandi.

3.3.6. Western Blot Analizi I¢in Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Bu
Yontem Kullamilarak Hedef Proteinlerin Analizi

Western blot analizi i¢in kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi asagida yer alan basamaklarda

oldugu gibi gerceklestirildi. Ilk iki basamakta deneyde pH ayarlamak icin kullanilan 0,1
M NaOH ve 0,1 M HCI hazirlanigi bulunmaktadir.

100 ml NaOH c¢ozeltisi i¢in; 4 gr NaOH tartildi bir miktar suda manyetik
karistiric1 yardimi ile ¢ézdiiriiliip 100 ml saf su ile tizeri tamamlandi.

100 ml HCI ¢ozeltisi i¢in; %36’ ik HCI asitten 8,5 ml alinip iizeri 100 ml saf su
ile tamamlandi.

1 L PBS ¢ozeltisi i¢in; 8 gr NaCl + 0,2 gr KCI + 1,44 gr Na;HPO4 kimyasallar
hassas terazi de tartilip 1 L saf suda ¢ozdiiriilerek, pH 7,4’e ayarlandi.

10X lik TBS ¢ozeltisi i¢in; 80 gr NaCI + 2 gr KCI + 30 gr tris base kimyasallari
tartilip 1 L saf suda ¢ozdiirtilerek, pH 7,4’¢ ayarlandi.

10X lik yiiriitme tamponu i¢in; 30 gr tris base + 144 gr glisin + 10 gr SDS
kimyasallar tartilip 1 L saf suda ¢ozdiirtilerek, pH 8,3 ayarlandi.

10 ml yiikleme tamponu igin; 0.5ml/10ml %5°lik gliserol + 0,5 M Tris-Cl pH:6,8
olucak + %10’luk SDS alindi ve sonra %0,05 Bromofenol mavisi ve %25

Merkaptoetanol katilarak 10 ml saf su ile ¢ozeltinin iizeri tamamlandi.
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Hedef proteinlerin analiz iglemi asagida yer alan protokole gore takip edildi.

1.

10.

11.
12.

13.

TissueLyser Il cihazi kullanilarak toz haline getirilmis olan dokulardan 20 mg
hassas terazi de tartilip PBS ¢ozeltisi ile yikama islemi yapildi. PBS ¢ozeltisi
icinde pipetaj yapilip yikandiktan sonra santrifiijlenip protein izolasyonu islemi

icin hazir hale getirildi.

. Satrifiijden sonra dokular buz igerisinde bekletilerek iizerine fenil metan siilfonil

florit (PMSF) ve proteaz inhibitoér kokteyli (PIC) eklenip proteaz aktivitelerinin

bozulmasi engellendi.

. Olusan homojenat +4 °C 1400 rpm’de 30 dakika santrifiijlendi. Santrifiij

isleminden sonra olusan fazdan siipernatant kisim alinip 6érnekler ependorf tiiplere

aktarildi. Protein miktarlariin 6l¢ililmesi i¢in Bradford yontemi ile 6l¢iim alindi.

. Yapilan 6l¢iim sonrasinda 6rnekler -80 °C dolapta western blot analizi yapilana

kadar saklandi.

. Daha sonra ornekler dolaptan alinip yiikleme tamponu eklenerek 95 °C sicaklikta

denatiirasyon islemi yapildi.

. Denatiirasyon isleminden sonra SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakirlamid

jel elektroforez) yontemi ile %12°lik jel hazirlamip 6rnekler yiiklendi. Ornekler

yiiriitme tamponu varligiyla yiirtitildi.

. Daha sonra Bax, CYT-C, Cas-3, Cas-8, Cas-9, Bcl-2 genleri ve housekeeping gen

olarakta B-aktin i¢in yiiriitme islemi yapildiktan sonra polivinilidenflorit (PVDF)

membrana aktarmasi gerceklestirildi.

. Membrana aktarilan proteinler %5’lik BSA ile 1 saat boyunca blotlanmasi yapildu.

. Blotlanma isleminden sonra membranda sabitlenmis olan proteinleri her bir gen

icin ayr1 olacak sekilde primer antikora katildi ve 6 saat inkiibe edildi.
Devaminda membranlar primer antikorundan ¢ikarildi ve 5 defa 5’er dakika
olarak %0,1 TBS-T (Tris tampon tuzu-tween 20) varliginda yikandi.
Yikanan membranlar uygun sekondere alinarak 2 saat boyunca inkiibe edildi.
Sekonderden alinan membranlar tekrardan 5 defa 5’er dakika olarak %0,1 TBS-
T ile yikandi.
Yikamadan alinan membranlar ECL ¢ozeltisi ile 10 saniye inkiibe edildi ve X-
Ray goriintiileme cihazi kullanilarak membran da isaretlenerek olusan protein

bantlar filmlere aktarildi.
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14. Sonug olarak alinan bu bantlar image lab yazilim programi ile sentezlenme
oranlar1 hesaplandi.

15. Hesaplanan bu oranlar kontrol grubuna kiyasla yiizde degisimi yapildi ve
housekeeping gen olarak kullanilan B-aktin’e goére de normalize edilerek

gerceklestirildi.

Tablo 3.3. Western blot analizinde kullanilan antikorlar

Antikorlarin Adi Antikorlarin Marka / Ozellikleri
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-7382;
Bel-2 Mouse monoclonal
CYT-C Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-13156;
Mouse monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-70501,;
Cas-8 Mouse monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-70505;
Cas-9 Mouse monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-65496;
Cas-3 Mouse monoclonal
B-aktin Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-47778;
Mouse monoclonal
Bax Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-20067;
Mouse monoclonal
Sekonder Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:1000, sc-2005;

Anti-Mouse HRP

3.3.7. istatiksel Analiz

Elde edilen tiim sonuglar en az ii¢ kez tekrarlandi. Istatistiksel analizler Graphpad Prism
5.01 programu ile yapildi ve deneylerde karsilastirilabilir veri gruplarimin istatistiksel
farkliliklar1 ve 6nem seviyeleri One-way Analysis of Variance (ANOVA) Newman-Keuls
Post-Hoc testi ile degerlendirildi ve veriler p<0,05 seviyesinde anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Serum Ure ve Kreatinin Diizeyleri

Yapilan ¢alismada, ratlarda MTX ile indiiklenen bobrek toksisitesi tizerine morin hidratin
etkileri biyokimyasal ve molekiiler yonden arastirilmistir. Deneysel sonuglarda morin ile
tedavinin oksidatif stresi ve apoptozu azaltarak MTX‘in neden oldugu bobrek hasarini

azalttig1 tespit edilmistir.

Bobrekler, organizmalarda bir¢ok islevi olan Onemli organlardir. Genel anlamda
bobreklerin islevi asit-baz dengesini, kan basincini, hiicre disi sivi hacmini ve elektrolit
dengesini diizenlemektedir (Kandemir et al., 2017). Ayrica bobrekler gesitli ilaglar ve
toksinleri, gida katki maddeleri ve bazi metabolik atiklarin idrar yolu ile viicuttan disari
atilmas1 gorevini gerceklestirir. Viicudumuza giren birgok yabanct maddenin atilmasi
sirasinda bobrek hasar1 meydana gelebilir. Ornegin; diisiik miktarlardaki pestisitler, agir
metaller, ¢esitli toksik ajanlar ve steroid olmayan agr1 kesiciler ve kemoterapotik ilaclar
farkli yollar ile viicuda alinarak bobrek hasarina neden olabilmektedir (Singh et al.,
2014). Bobrek hasarmin belirlenmesinde 6nemli biyomarkirlar olarak iire ve kreatinin
seviyelerine bakilmaktadir. Serum kreatinin ve iire seviyelerindeki artis bobrek hasarinda
onemli testler olarak kabul edilir ve siklikla bobrek fonksiyon testlerinde kullanilmaktadir
(Yousef et al., 2010). Viicutta proteinlerin yikilmasi ile ortaya ¢ikan amonyak, 6ncelikle
karacigerde iireye doniistiiriilmektedir. Daha sonra kana gecen {ire, idrar yoluyla disari
atilmaktadir. Ure degerleri; glomerulonefrit ve diyabetik nefropati gibi bdbrek
rahatsizliklarinda, aminoglikozidler ve kortikosteroidler gibi ¢esitli 1ilaglar da,
dehidrasyon, gastrointestinal kanamalar gibi farkli durumlarda yiikselmektedir. Kreatinin,
kaslar i¢in enerji deposu olaraktan gorev yapan kreatinin fosfatin yikimiyla meydana
gelen bir tiriindiir. Kreatinin, organik anyon tastyici 2 (OAT 2), organik katyon tastyici 2
ve 3 (OKT 2 ve 3), toksin ekstriizyon proteini 1 ve 2 (TEP 1 ve 2) gibi ilag tasiyicilari
yolu ile glomeriiler filtrasyon ve renal tiibiiler sekresyon yoluyla idrarla atilir (Nakada et
al., 2019).
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Metotreksat, antineoplastik bir ila¢ olup romatiroit artrit ve deri hastaliklar1 gibi bir¢ok
rahatsizlikta antimetabolit bir ajan olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte bu
antineoplastik ilag RNA, protein, timidilat ve DNA sentezini inhibe etmektedir. MTX,
hiicrenin antioksidan metabolizmasini azaltir ve ROS’a olan duyarlilig1r artirmaktadir
(Nedelcu et al., 2019; Yu and Zhou, 2020; Frohman et al., 2020). MTX kullanimu ile
birgok yan etki olugsmaktadir (Bangert and Costner, 2007; Nedelcu et al., 2019). Bunlarin
basinda bobrek hasar1 gelmektedir. Bobrek hasari, MTX atilimi glomeriiler filtrasyon ve
tibliler kisimda gergeklesir ve bu esnada renal kan akisinin yavaslamasi gibi problemlere

neden olmaktadir.
Bircok calismada ratlar da MTX ile nefrotoksisite indiiklenmis ve serumda iire ve

kreatinin seviyelerinde 6nemli derecede artis oldugu saptanmistir (Armagan et al., 2015;

Asci et al., 2017; Kandemir et al., 2017).
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Sekil 4.1. Bobrek dokusunda MTX ve morinin serum iire diizeyi tizerindeki etkileri. MTX, MTX+Morin 50
ve MTX+Morin 100 gruplar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir artig gézlemlenmistir (p<0,001).
MTX+Morin 50 ve MTX+Morin 100 gruplart MTX grubu ile kiyaslandiginda ise iire diizeyinde anlamli bir
azalma gozlemlenmistir (p<0,001). Veriler ortalama = SEM ile hesaplanmistir (Kontrol vs diger gruplar
"p<0,001; MTX vs diger gruplar #¥p<0,001)
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Arab ve arkadaslarmin yapmis olduklar1 c¢alismada MTX kullanilarak olusan
nefrotoksisiteye karsi deve siitli kullanilarak bobrek hasar1 {izerindeki iyilestirici
etkilerine bakmuglardir. Elde ettikleri sonuglara gére MTX serum {ire ve kreatinin
diizeylerinde artisa neden olmustur. (Arab et al., 2018). Yapilan benzer bir ¢alismada
ratlarda MTX kullanilarak bobrek toksisitesi indiiklenmis ve elde ettikleri sonuglara gore
MTX’in serum iire ve kreatinin diizeylerinde artisa sebep oldugunu bildirmislerdir (Jalili
et al., 2020).

Serum Kreatinin Diizeyi
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Sekil 4.2. Bobrek dokusunda MTX ve morinin serum kreatinin diizeyi iizerindeki etkileri MTX,
MTX+Morin 50 ve MTX+Morin 100 gruplar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh bir artig
gbzlemlenmistir (p<0,001). MTX+Morin100 grubunun MTX grubu ile karsilastirlldiginda anlamh bir
azalma gozlemlenmigtir (p<0,001). Veriler ortalama = SEM ile hesaplanmistir (Kontrol vs diger gruplar
"p<0,001; MTX vs diger gruplar #p<0,01; ##p<0,001)

Moodi ve arkadaslarimin yapmis olduklar1 arastirmada karaciger ve bobrek hasarini
incelemislerdir. Arastirma da bobrek fonksiyonu testlerindeki sonuglarda iire ve kreatinin
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla énemli diizeyde artis tespit etmislerdir (Moodi et
al., 2020).

Yapilan bir¢ok c¢alismada morin hidrat’in, kemoterapdtiklerden kaynaklanan bobrek
hasarlarinda koruyucu etkiler sergileyerek bobrek fonksiyon testlerinin en Onemli

parametrelerinden olan serum iire ve kreatinin diizeylerini toksik gruba gore Onemli
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diizeyde iyilestirdigi belirtilmektedir (Kuzu et al., 2019; Kandemir et al., 2020; Gao et al.,
2021; Comakl et al.,2022).

Bu tez ¢alismasinda serum tire ve kreatinin diizeylerine (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2) bakildi.
Kontrol ve morin 100 grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark tespit edilmedi. MTX
uygulanan grupta serum iire ve kreatinin diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir artig
oldugu (p<0.001) belirlendi. MTX kaynakli olusan hasar1 en aza indirmek amaciyla
uygulanan MTX+Morin 50 ve MTX+Morin 100 tedavi gruplarinda ise serum iire ve
kreatinin diizeylerinde azalma tespit edildi. Serum iire ve kreatinin diizeylerinde
gergeklesen azalma MTX+Morin 100 grubunda uygulanan dozun MTX+Morin 50
grubuna kiyasla daha etkili oldugu istatiksel olarak gézlemlendi. MTX uygulanan ratlarda
serum iire ve kreatinin diizeylerinde meydana gelen artis daha dnce yapilan c¢alismalarin
sonuglari ile uyum gostermektedir (Arab et al., 2018; Jalili et al., 2020; Moodi et al.,
2020).

4.2.  MTX kaynakh Oksidatif Stres ve Lipit Peroksidasyonu Uzerine Morin
Hidratin Etkileri

Baz1 ¢alismalarda MTX’in testis, plasenta, beyin, karaciger ve bobrek gibi dokular da
serbest radikal olusumunu arttirmis ve buna paralel olarak MDA seviyesinde de artis
meydana gelmistir, boylelikle toksikasyonlara sebep oldugu belirtilmistir (Welbat et al.,
2020; Pinar et al., 2018; Hafez et al., 2012; Ekinci-Akdemir et al., 2018; EImansy et al.,
2021). Biyolojik sistemlerde bulunan serbest radikallerin birgogu ROS olarak
bilinmektedir. Serbest radikaller, hidroksil radikalleri, siiperoksit anyon radikalleri, lipit
radikalleri ve NO gibi molekiillerdir (Zulaikhah, 2017). Viicutta serbest radikallerin artis1
oksidatif hasara sebep olabilmektedir. Oksidatif hasar sonucunda DNA, karbonhidratlar,
proteinler ve lipitler gibi makro molekiillerin yapilarini bozar (Kandemir et al., 2017).
Ayrica MTX hiicre igerisinde bulunan bazi antioksidanlarin (SOD, KAT, GSH, GPx)
islevini olumsuz sekilde etkilemektedir. Boylelikle hiicre icerisinde oksidatif stresin
artmasini hizlandirarak gesitli hiicresel hasara yol agmaktadir (Ekinci-Akdemir et al.,
2018; Elmansy et al., 2021).

SOD, KAT, GSH ve GPx hiicrede antioksidan savunmada gorev alan Onemli

parametrelerdir. Onemli enzimatik antioksidanlardan biri olan SOD hiicre igerisinde
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serbest radikal olarak bulunan O ‘nu suya donistiirerek viicut igin zararsiz hale
getirmektedir. KAT ise hiicreler i¢in potansiyel tehlike arz eden H20:‘yi H.O’ya
doniistirmektedir (Wafa et al., 2011). Bu yiizden SOD ve KAT antioksidanlar1 birlikte
caligsarak oksidatif hasar1 6nleyebilmek i¢in ilk savunma mekanizmasini olusturmaktadir
ve hiicreyi zararl aktif oksijenlere karst korumaktadir (Boujbiha et al., 2009; Kalender et
al., 2013; Caglayan, 2018). GPx hiicre de sitoplazma igerisinde bulunan bir enzimatik
antioksidandir. Bu antioksidan substrat olarak GSH’1 kullanmaktadir. GPx’in asil islevi
¢oziinebilen alkil peroksidazlar ve H20. azaltmaktir. GPx oksitlenen GSH varliginda
H20, suya doniistiirebilmektedir (Bebe and Panemangalore, 2003; Demir et al., 2011;
Kalender et al., 2013). GSH, serbest radikallerin ve elektrofilik molekiillerin triinlerini
bir araya getiren bir antioksidandir. Ayrica, organizmada hiicreyi agir metaller ve serbest

radikallerin olusturdugu toksik etkilere karsi koruma saglamaktadir (Joshi et al., 2014).

SOD

U/g protein

Sekil 4.3. MTX ve morinin bobrek dokusu SOD enzim aktivitesi tizerine etkileri. MTX grubunun kontrol
ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma gozlemlenmistir (p<0,001). MTX+Morin50 grubunun kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlemlenmistir (p<0,05), MTX grubu ile kiyaslandiginda ise dnemli bir
fark goriilmemistir. MTX+Morinl00 ile MTX grubuna bakildiginda SOD aktivitesinde anlamli bir artis
gozlemlenmistir (p<0,05). Veriler ortalama + SEM ile hesaplanmustir. (kontrol vs diger gruplar “p<0,001;
*p<0,05; MTX vs diger gruplar ##p<0,001; #p<0,05 )
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Samdanci ve arkadaslarinin (2019) yapmis oldugu c¢alismada MTX’in karaciger
dokusunda ki hasarim1 indirgeyebilmek i¢in molsidomin antioksidan1 kullanilarak
koruyucu etkileri arastirilmistir. Elde ettikleri bulgulara goére enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlardan bazilarinin (SOD, KAT ve GPx-GSH) seviyelerinde MTX
gruplarinda azalma gozlemlenir iken molsidomin tedavi uygulanan gruplar da antioksidan
parametrelerin aktivitelerini korudugunu hatta MTX grubuna kiyasla 6nemli derecede

artis oldugu belirtilmistir (Samdanci et al., 2019).

Kandemir ve arkadaslart (2017) gergeklestirdikleri ¢aligmada MTX kaynakli olusan
bobrek hasarina karsi eksojen kaynakli antioksidanlardan silimarin ve naringin
maddelerinin doku tizerindeki iyilestirici etkileri arastirilmistir. Bu arastirma sonucunda
MTX grubunda kontrol ile karsilastirildiginda ciddi azalma meydana geldigi belirtilmis
olup MTX ile birlikte tedavi amaci ile kullanilan silimarin ve naringin gruplarinda ise
enzimatik ve nonenzimatik parametrelerde MTX grubuna gore artis olusturdugu

belirtilmistir (Kandemir et al., 2017).
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Sekil 4.4. MTX ve morinin bobrek dokusu KAT enzim aktivitesi tizerine etkileri. MTX ve MTX+Morin 50
grubu kontrol grubu Kkarsilastirildiginda MTX ve MTX+Morin 50 grubunda anlamli bir azalma
gozlemlenmistir (p<0.001). MTX+Morin 50 grubu MTX grubu ile kiyaslandiginda anlamh fark
gozlemlenmistir (p<0,05). MTX+Morin 100 grubu kontrol ile kiyaslandigin da anlamli fark oldugu ve
MTX grubu ile kiyaslandiginda anlaml bir artig gézlemlenmistir (p<0,05 ve p<0.001). Veriler ortalama +
SEM ile hesaplanmustir. (kontrol vs diger gruplar "“p<0,001; "p<0,05; MTX vs diger gruplar ##p<0,001;
#p<0,05)
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Elsawy ve arkadaslar1 (2021), yaptiklari ¢alismada MTX kaynakli olusan nefrotoksisiteye
karst narenciye meyvelerinden elde edilen naringin antioksidanini tedavi amaciyla
kullanip doku hasarmi en aza indirgemeyi amaglamislardir. Arastirma bulgularinda
enzimatik olmayan GSH yaninda SOD, KAT ve GPx aktivitelerinin seviyelerinde MTX
uygulanan gruba kiyasla anlamli bir artig gosterirken, MTX grubunun ise kontrol grubuna

kiyasla 6nemli diizeyde azalma gergeklestigini tespit etmislerdir (Elsawy et al., 2021).

Morin ¢esitli organizmalarda farkli kemoterapdtik ajanlar kullanilarak deneysel olarak
Olusturulmus bobrek hasarlarin da oksidatif stresi azaltarak nefroprotektif etkiler

sergilemistir (Kandemir et al., 2020; Gao et al., 2021).

Kandemir ve arkadaglari (2020) yaptiklar1 ¢alismada siganlarda akrilamid kaynakli
nefrotoksisite karsin morin hidratin koruyucu etkilerini arastirilmiglardir. Caligma
bulgularinda dokuda antioksidan enzim aktivitelerinde 6nemli dl¢iide akrilamid grubuna

gore artirarak hasara ugrayan dokuyu korudugu belirlenmistir (Kandemir et al., 2020).

Gao ve arkadaslar1 (2021) morin bilesigini civcivler lizerinde aflatoksin Bl kaynakl
olusan bobrek hasarini minimum diizeye indirgeyebilmeyi amaglamislardir. Calismada
aflatoksin B1 maddesi dokularda ciddi etkiler olusturdugu goézlemlenmis olup enzim
(SOD, KAT, GPx) aktivitelerinin ve GSH diizeylerinde morin gruplarinda artis oldugu
belirtilmistir (Gao et al., 2021).



46

GPx

40—

U/g protein

Sekil 4.5. MTX ve morinin bobrek dokusu GPx enzim aktivitesi tlizerine etkileri. MTX ve kontrol grubu
kargilastirildiginda MTX grubunda anlamh bir azalma gozlemlenmistir (p<0.001). Buna karsin MTX+
Morin 50 grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma (p<0,01), MTX grubu ile
kiyaslandiginda anlamh bir artis gdézlemlenmistir (p<0,01). MTX+ Morin 100 grubu MTX grubu ile
kiyaslandiginda anlaml bir artis gézlemlenmistir (p<0,001). Veriler ortalama + SEM ile hesaplanmistir
(kontrol vs diger gruplar “p<0,001; "p<0,01; MTX vs diger gruplar ##p<0,001; #p<0,01)

Kuzu ve arkadaslar1 (2019) siganlarda doksorubisin kaynakli hepatorenal toksisite
tizerinde morinin koruyucu etkilerini incelemislerdir. Calismada birgok parametre
bakilmasinin yani sira bobrek dokusu icin belirgin fonksiyonlara (iire ve kreatinin) ve
enzimatik parametrelerde bakilmistir. Enzimatik parametrelerden SOD, GPx, KAT
aktivitelerinde doksorubisinin olusturmus oldugu etkiyi azalttigi ve bu parametrelerde ki
seviyelerde artis oldugu belirtilmistir. Bunun yan1 sira nonenzimatik parametrelerden

GSH seviyelerinde de artis oldugu gosterilmistir (Kuzu et al., 2019).

Abdel-daim ve arkadaslar1 (2017) diosmin kullanarak MTX’in neden oldugu hepatorenal
toksisiteyi azaltmayr amaglamiglardir. Calismalarin bulgularinda diosminin GSH
seviyelerinde artis meydana getirdigini ve MTX kaynakli oksidatif stresi azalttigini
gostermiglerdir. Bunun yaninda yine g¢alismada SOD, KAT ve GPx enzimlerinin

aktivitelerinde de artis gézlendigini bildirmislerdir (Abdel-daim et al., 2017).



47

GSH
20- .
E 154 1
* %
= wrns
o 10— KKKk
©
e
[ 5
0 1 1
RS S
S .&\(\ .Q
N N\ o \
@0 X® @O
S
QY

Sekil 4.6. Bobrek dokusunda MTX ve morinin GSH diizeyi tizerindeki etkileri. MTX ve MTX+ Morin 50
grubu kontrol grubu karsilagtinldiginda MTX ve MTX+ Morin 50 grubu grubunda anlamli bir azalma
gozlemlenmistir (p<0.001). MTX+ Morin 50 grubu MTX grubu ile kiyaslandiginda ise anlaml bir fark
gozlemlenmemistir. MTX+ Morin 100 grubu MTX grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak bir artis
gozlemlenmistir (p<0,05). Veriler ortalama + SEM ile hesaplanmistir (kontrol vs diger gruplar “"p<0,001;
"p<0,01; "p<0,05; MTX vs diger gruplar ##p<0,001; #p<0,05 )

Bir dizi aragtirma sonucunda MTX’in SOD, KAT ve GPx gibi antioksidanlarin
aktivitelerini onemli bir sekilde inhibe edildigi bildirilmigtir (Safaei et al., 2018;
Mehrzadi et al., 2018; Akacha et al., 2020; Roghani et al., 2020; Goudarzi et al., 2021;
Elsawy et al., 2021). Bunun yani sira tedavi edici olarak kullanilan morin de bobrek
karaciger, beyin ve testis gibi dokularda oksidatif stresin azaltilmasinda oldukc¢a etkili
oldugu belirtilmistir (Kuzu et al., 2019; Olayinka et al., 2019; Celik et al., 2020; Olayinka
etal., 2021; Kuzu et al., 2018).

Bu tez calismasinda ki ama¢ MTX kaynakli olusan bobrek toksisitesini morin hidrat
maddesinin belirlenmis dozlarda her iki madde kombine bir sekilde kullanarak olusan
oksidatif stresi minimum seviyeye ¢cekmektir. Deney sonunda alinan bobrek dokularin da
bazi enzim (SOD, KAT, GPx) ve enzim olmayan (GSH) antioksidanlarin aktiviteleri
Ol¢iildii. Alinan sonuglara gore SOD, KAT, GPx enzimlerinde ve GSH degerlerinde
gruplara gore artiglar ve azalmalar gozlemlenmistir. MTX grubu kontrol ile
karsilastirildiginda antioksidan parametrelerde 6nemli diizeyde azalma meydana gelmis

ve ciddi anlamda doku hasarina sebebiyet vermistir. MTX’in meydana getirdigi hasara
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karst iki farkli morin dozu uygulanmis (50-100 mg/kg dozlari) elde edilen sonuglarda
morinin yiiksek dozu olan 100 mg/kg dozu daha etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan

caligmada elde edilen veriler literatiir ile tam bir uyum saglamistir.

Ayrica antioksidan parametrelerin baskilanmasi sonucunda olusan oksidatif stres artisi ile
hiicrede lipit peroksidasyonunun diizeyinde artig olmaktadir. Lipit peroksidasyonunun
(LPO) yaygin olarak kullanilan gostergelerden birt MDA seviyesidir. MDA, doymamis
yag asitlerinin ROS tarafindan gergeklestirilen peroksidasyonu sonucunda olusan son
uriindiir. MDA seviyesi dolayli olarak doku ve hiicre hasarini da temsil etmektedir (Su et
al., 2008).
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Sekil 4.7. Bobrek dokusunda MTX ve morinin MDA diizeyi tizerindeki etkisi. MTX ve MTX+ Morin 50
grubu kontrol grubu karsilastirildiginda MTX ve MTX+ Morin 50 grubu grubunda anlamli bir artig
gbzlemlenmistir (p<0.001). MTX+ Morin 100 grubu ile MTX grubu kiyaslandiginda anlamli bir azalma
gozlemlenmistir (p<0,001). Veriler ortalama + SEM ile hesaplanmistir. (kontrol vs diger gruplar
"p<0,001; "p<0,01; MTX vs diger gruplar ##p<0,001; #p<0,01)

Yapilan bir¢ok ¢alismada MTX’in serbest radikallerin olusumunu tetikleyerek hiicre de
LPO seviyesinde ciddi artiglara sebep oldugu bildirilmistir (Abdelraheem and Khedr,
2014; Owumi et al., 2019; Abd EI-Twab et al., 2019; Sahindokuyucu-Kocasari et al.,
2021). Yapilan ¢alismada elde edilen verilere gore MTX’in bobrek dokusunda ki MDA
diizeyi kontrol grubuyla kiyaslandiginda yiiksek derecede arttigi, bununla birlikte MTX

ile beraber verilen morin-50 ve morin-100 gruplarinda ise MDA diizeyleri kontrol
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grubunun seviyesine yaklastirdigi goriilmistiir, bilhassa morin-100 uygulanan grupta
MDA diizeyini daha fazla azalttig1 tespit edilmistir (sekil 4.7). Yapilan birgok ¢alismada
kemoterapotik ilaglarin bobrek toksisitesini azaltmak amaciyla morin’in LPO olusumunu
azalttigin1 bunun beraberinde MDA seviyesinde de azalma oldugu belirtilmistir (Ijaz et

al., 2021; Kandemir et al., 2020; Celik et al., 2020).

43. MTX ve Morin Hidratin Baz1 Apoptozla iliskili Protein Ekspresyon
Diizeyleri Uzerine Etkisi

Apoptoz, hiicre icin dogal bir 6liim mekanizmasi olup hiicrenin homeostazinin
korunmasinda etkili araglardandir. Bu mekanizma, gerek duyulmayan veya islevini
yitirmis olan hiicreleri ortadan kaldirarak doku biitlinliiglinii korumaya yardimci
olmaktadir (Pfeffer et al., 2018). Ancak apoptoz ¢ok az ya da ¢ok fazla gerceklesmesi ile
doku biitiinliigiine zarar veren bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Apoptozun
aktiflesmesinde DNA hasar1 basta olmak tizere kontrolsiiz ¢ogalma ve oksidatif stres gibi
farkli etkenler bulunabilmektedir (EImore, 2007; Salva et al., 2018). Apoptoz i¢ ve dis
yolak olmak {izere iki farkli sekilde aktiflesmektedir. Di1s yolak, hiicre diginda bulunan
oliim reseptorlerinin tetiklenmesi ile aktive edilen Prokaspaz-8 araciligiyla diger proteaz
enzimlerinden olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 (Cas-3, Cas-6, Cas-7) enzimlerini
aktive ederek apoptozu tetiklemektedir (Salva et al., 2018; Ehrhardt et al., 2011). i¢ yolak
ise radyasyon, hipoksi, toksinler, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve oksidatif stres gibi
uyaranlar ile antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2, Bcl-XL vb.) inhibisyonu ile ayni zamanda
bazi proapoptotiklerin (Bax, Bad vb.) tetiklenmesi sonucunda mitokondri membran
potansiyelinin degismesi ile sitoplazmaya proapoptotik CYT-C gibi proteinlerin salinimi
gergeklesir. Sitoplazma igerisine gegen CYT-C proteini apaf-1 ile birleserek Prokaspaz-9’
lar1 aktiflestirerek apoptozom yapisini kazanirlar. Bu yapi sistein proteazlari olan Cas-
3’leri aktiflestirerek apoptozu gergeklestirir (Elmore, 2007; Ehrhardt et al., 2011; Pfeffer
etal., 2018; Salva et al., 2018).

Mahmoud ve arkadaslar1 (2018) erkek siganlarda MTX ile olusturduklar1 bobrek hasari
sonucunda MTX’in apoptozun i¢ yolaginda onemli gorevleri olan Bax ve Bcl-2 gen
ekspresyon diizeylerindeki degisimleri vurgulayarak MTX’in uygulandigi gruplarda Bax
ekspresyon seviyesinde artis oldugunu, Bcl-2 ekspresyon seviyesinde ise azalma
oldugunu bildirmislerdir (Mahmoud et al., 2018).
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Hassanein ve arkadaglar1 (2018) MTX ile indiiklenmis bobrek hasar1 sonucunda apoptotik
belirteglerden olan Bax, Bcl-2 ve Cas-3’iin gen ekspresyonlarinda 6nemli degisiklikler
oldugunu belirtmislerdir. MTX’in Bax ve Cas-3 gen ekspresyonlarini artirdigini1 ayrica
Bcl-2 gen ekspresyonunu ise azalttigini boylelikle MTX’in renal apoptozu indiikledigi
bildirmislerdir (Hassanein et al., 2018). Benzer sekilde Shalaby ve arkadaslar1 da (2019)
MTX’in bobreklerde Cas-3 gen ekspresyonunda artis oldugunu belirtmislerdir (Shalaby
etal., 2019).

Folik asit antagonisti olan MTX ile yapilan diger ¢alismalarda MTX’in bdbreklerde
apoptotik hiicre 6liimiine sebep oldugunu ortaya koymustur. Calismada Bcl-2, Bax, CYT-
C, Cas-8 ve Cas-3 gibi bircok gen ekspresyonlar1 ele alinmistir. Baz1 arastirmacilar
MTX’in Bcl-2 gen ekspresiyon diizeyinde azalmaya Bax, CYT-C, Cas-3 ve Cas-8 gibi
genlerin ekspresyonlarinda ise artisa Sebep olarak apoptozu indiikleyebildigini
belirtmislerdir (Paul et al., 2015; Abdelaziz et al., 2020; Wei et al., 2021). Benzer olarak
Aladaileh ve arkadaglarinin (2019) gergeklestirdikleri bir ¢caligmada MTX ile indiiklenen
bobreklerde apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu ortaya konulmustur. Hiicre 6liim
mekanizmasi olan apoptoza Bcl-2, Bax, Cas-3 ve Cas-9 gibi gen ekspresyonlarinda

onemli derecede artis ve azalmalar oldugunu rapor etmislerdir (Aladaileh et al., 2019).

Morin hidrat’m bir grup arastirmaci tarafindan bobrek dokusundaki antiapoptotik Bcl-2
ve proapoptotik Bax, Cas-3 ve CYT-C gibi gen ekspresyon diizeylerinde etkili oldugu
belirtilmistir. Belirtilen bu ¢aligmada morinin apoptotik hiicre 6liimiine neden olan
akrilamidin bu genler iizerindeki etkisini azalttigin1 rapor etmislerdir (Kandemir et al.,
2020). Kemoterapotik bir ilag olan ifosfamid kaynakli olugsan bobrek hasarmni en aza
indirmek i¢in morin kullanilmis ve ¢alisma da MRNA ekspresyon seviyeleri
incelenmistir. Calisma sonucunda Bcl-2 ekspresyon seviyesinde ifosfamidin kontrole
kiyasla azalma oldugunu ancak morin kullanilan gruplarin ifosfamid kullanilan gruba
kiyasla artis oldugunu belirtmislerdir (Comakli et al., 2022). Yapilan farkli ¢caligmalarda
morinin sadece bobrek hasar1 degil ayn1 zamanda karaciger, akciger, kalp ve beyin gibi
birgok doku tizerinde de koruyucu etkisi oldugu anlagilmistir (Wei et al., 2015; Kuzu et
al., 2018; Kuzu et al., 2019; Kiigiikler et al., 2020; Ozdemir et al., 2020; Yesildag et al.,
2022).
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Sekil 4.8. Bobrek dokusunda MTX’in ve morin maddelerinin apoptoz ile iliskili protein ekspresyon
diizeylerindeki etkileri. (A) Western blot teknigi ile analizleri verilmis tiim gruplarda B-aktin (43 kDa)
yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Bax (23 kDa), Bcl-2 (26 kDa), CYT-C(15 kDa), Prokaspaz-8 (55 kDa),
Prokaspaz-9 (46 kDa) ve Prokaspaz-3 (34 kDa) proteinlerinin ekspresyon diizeyleri. (B) apoptotik
proteinlerin grafikleri. (1) Proapoptotik Bax, (I1) Antiapoptotik Bcl-2, (111) Bax-Bcl-2, (IV) CYT-C, (V)
Prokaspaz-8, (V1) Prokaspaz-9 ve (VII) Prokaspaz-3 protein ekspresyon oranlari Graphpad 5.1 prism analiz
programu ile dlgiilmiistiir. Veriler ortalama + SEM ile hesaplanmustir. (kontrol vs diger gruplar ““p<0,001;
*p<0,01; MTX vs diger gruplar ##p<0,001; #p<0,01 "p<0,05)
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Bu tez ¢alismasinda MTX’in bobrek dokusunda sebep oldugu toksikasyona karsi tedavi
amaciyla uygulanan morin hidratin molekiiler diizeydeki etkilerini daha ayrintili bir
bicimde incelemek igin antiapoptotik Bcl-2 ve proapoptotik Bax proteinlerinin
seviyelerine bakildi (Sekil 4.8. A). Elde edilen sonuglara gore Bcl-2 gen ekspresyon
seviyesinde sadece MTX uygulanan grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli bir sekilde azalma oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte MTX+Morin 50
grubunun MTX grubuna nazaran arttigi, MTX+Morin 100 grubunun ise MTX grubuna
gore istatiksel olarak onemli diizeyde artis sergiledigi gézlemlendi (Sekil 4.8. B 11). Bax
proteinin gen ekspresyon diizeyinde ise MTX grubunun kontrol grubu ile kiyaslandiginda
onemli diizeyde bir artis oldugu gozlemlenirken MTX+Morin 50 grubunun MTX
grubuna nazaran azaldigi, MTX+Morin 100 grubunun ise MTX grubuna gore istatiksel
olarak 6nemli bir azalma sergiledigi gozlemlendi (Sekil 4.8. B 1). Ancak, Bax/Bcl-2
oranlarmin hesaplanmasi yalnizca Bcl-2 veya yalnizca Bax ekspresyon diizeylerindeki
degisimlerden daha 6nemlidir. Bax/Bcl-2 oranindaki artisin mitokondri {izerinde bulunan
porlarin agilmasina ve sitoplazma igerisine proapoptotik CYT-C’nin salinmasina sebep
olarak apoptozu indiiklemektedir (Reed, 1997; Darendelioglu, 2017). Yapilan hesaplama
sonucunda MTX uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla Bax/Bcl-2 oraninda anlamli
bir artis oldugu gézlemlendi. MTX+Morin 50 ve MTX+Morin 100 grubunun MTX grubu
ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma oldugu gozlemlendi (Sekil 4.8. B I11). Bu gen
ekspresyon diizeylerine ve hesaplamalara ek olarak apoptozu tetikleyen CYT-C protein
ekspresiyon diizeyinde MTX uygulanan grubun kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak
onemli bir artis oldugu gézlemlenirken, MTX+Morin 50 ve MTX+Morin 100 grubunun
MTX grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma gézlemlendi (Sekil 4.8. B 1V). Bunun
yant sira apoptotik Prokaspaz-9 ve Prokaspaz-3 protein ekspresyonu diizeylerini de
arastirdik. Prokaspaz-9 proteinin seviyesinde MTX uygulanan grup kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatiksel olarak onemli bir azalma goézlemlendi. MTX+Morin 50 ve
MTX+Morin 100 grublar1 ise MTX grubu ile kiyaslandiginda artis oldugu gdézlemlendi
(Sekil 4.8. B VI). Bu sonuca gore Prokaspaz-9 enzimindeki azalma, aktif kaspaz-9’un
ekspresyon diizeyinde artis oldugu anlamina gelmektedir. Ayn1 sekilde Prokaspaz-3 gen
ekspresyon diizeyinde kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir azalma oldugu
gozlemlenirken, MTX+Morin 50 grubu ve MTX+Morin 100 grubunun MTX grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak 6nemli bir sekilde arttig1r gézlemlendi (Sekil 4.8. B

VII). Ayrica apoptotik Prokaspaz-8 gen ekspresyon seviyesine de incelendi. Prokaspaz-8
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gen ekspresyon seviyesinde kontrolle kiyasla istatiksel olarak énemli bir azalma oldugu
gozlemlenirken, tedavi amaciyla kullanilan MTX+Morin 50 ve MTX+Morin 100
gruplarinin MTX grubu ile kiyaslandiginda onemli derecede artis oldugu tespit edildi
(Sekil 4.8. B V). Yapilan ¢alismanin sonunda elde edilen tiim veriler literatiir ile

benzerlik gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, Wistar albino cinsi erkek ratlarda MTX ile indiiklenen
bobrek hasarina karsit morin hidrat’in koruyucu etkilerinin olup olmadigini arastirmak
icin deneysel hayvan modelleri kullanildi. Calisma i¢in 5 farkli deney grubu tasarlandi ve
bu gruplar i) Kontrol, ii) Morin, iii) MTX, iv) MTX+Morin 50, v) MTX+Morin 100
olarak adlandirildi. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore kemoterapdtik ajan olan
MTX’in bobrek hasarini belirlemede sik¢a kullanilan testlerden serum iire ve kreatinin
seviyelerinde artis oldugu tespit edildi. Bununla birlikte MTX’in antioksidan savunma
sistemini azalttigin1 ve MDA seviyesini de arttirdigi tespit edildi. Bir antioksidan olarak
bilinen morinin 50 ve 100 mg/kg dozlarimn MTX ile kombine bir bigimde
kullanildiginda antioksidan savunma sistemini giiclendirdigini ve MDA seviyesini
azalttig: tespit edilmistir. Antioksidan olarak kullanilan morinin 50 mg/kg dozuna kiyasla
morin 100 mg/kg dozunun bobrek hasarini onlemede daha etkili oldugu saptanmustir.
Calismada ayrica enzim (SOD, KAT, GPx) ve nonenzim (GSH) aktivitelerde 6lgiildii.
Olgiilen sonuglarda elde edilen verilere gére SOD, KAT, GPx ve GSH diizeylerinin MTX
gruplarinda azaldig tespit edildi. Ayrica antioksidan olarak kullanilan morinin 50 mg/kg
ve 100 mg/kg dozlar1 uygulanan gruplarda bu antioksidan parametrelerde MTX grubuna
kiyasla 6nemli diizeyde artis tespit edildi. Ek olarak bu calismada MTX ve morinin
bobrek dokusundaki apoptotik etkileri de arastirilmistir. Calisma sonucunda MTX’in
apoptozun i¢ ve dis yolaklar1 (Bcl-2, Bax, CYT-C, Prokaspaz-3, Prokaspaz-8, Prokaspaz-

9) tlizerinde ilgili genlerin seviyelerinde dnemli etkiler tespit edildi.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda kullanilan morin hidratin, MTX kaynakl1 olarak ortaya
cikan bobrek hasarinda antioksidan ve antiapoptotik etkilere sahip oldugu belirlenmistir.
Daha Onceki galismalarda MTX ile indiiklenen bobrek hasarinda morinin antioksidan ve
antiapoptotik etkileri incelenmediginden bu tez ¢alismasinin gelecekte bu alanda
yapilacak olan ¢aligmalara siklikla referans olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica morin
MTX’in sebep oldugu bobrek toksikasyonuna karsi destekleyici bir tedavi olarak
uygulanabilecegi tespit edildi.
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3. Caligma belirtilen siirede tamamlanamaz ise ek siire talebinde bulunulmas:

4. Calisma bitiminde sonug raporunun génderilmesi

/QDS( 0/ A TILarA D)
. Bahri Prof. Dr. Mehmet Nuri ACIK

Baskan Baskan Yardimcist
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Dr. Ogr. Uyesi Aykut ULUCAN Vet. Hekim Perihan ACIK
Uye BUDAM Sorumlu Veteriner Hekimi
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Ars. Gor. Emre SAHIN ustafa RSVAN Nihat KORLAELCI

BUHADYEK Sckreteri STK Sivil Uye




OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi1 Soyadr: Sevda SAG
Dogum tarihi: 05.07.1995
Dogum Yeri: Merkez/BATMAN
Uyrugu: T.C.
Adres: Onur Mahallesi 45036 Sokak No:16/1 Seyhan/ADANA
Tel: 0541 947 85 86
E-mail: svdsg72@gmail.com
Egitim
Lise: Batman Ticaret Meslek Lisesi
Lisans: Bingdl Universitesi / Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&liimii
(2015-2019)
Yabana Dil Bilgisi

Ingilizce:

Orta Diizey




