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ONSOZ

Bu caligma, her biri, ayr1 ayri, giiclii birer antioksidan olan sumak ve D vitaminin,
karaciger dokusu iizerinde yikici etkisi oldugu bilinen ve tip alaninda belli hastaliklara
kars1 yaygin olarak kullanilan metotreksat isimli ilacin, karaciger {lizerindeki olumsuz
etkilerini azaltic1 rollerini, ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimlarinda ortaya koymak, calisma
sonunda her iki antioksidanin da karaciger hasarini azaltic1 ya da tamir edici etkilerine dair
olumlu sonug¢ elde edildigi takdirde, hayatlarinin bir doneminde ya da hayat boyu
metotreksat kullanmak zorunda kalan oldukg¢a fazla sayidaki hastanin, metotreksat isimli
ilag ile birlikte, sumak ve D vitamini kullanmalarinin faydali olabilecegine dair, literatiire
katki yapmak ve bu konu ile ilgili daha genis kapsamli ¢calisma yapilabilmesine 6ncii olmak

amaglanmustir.

Bu bilimsel arastirma projesi Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi tarafindan
proje numarast 2021/2-34 M ile desteklenmistir. Destekleri i¢in Kahramanmaras Siitcii
Imam Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine

tesekkiir ederiz.

Projenin baglama tarihi 20/05/2021 ve bitis tarihi 13/12/2023 tiir.

Proje Yiiriitiiciisii
Dog¢. Dr. Alper YALCIN
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OZET

Metotreksat (MTX), kanser ve enflamatuar hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir ajandir. Ancak karaciger iizerinde ciddi toksik etkileri vardir. Sumak (RhAus
coriaria L.) ve D vitamini (VD) her ikisi de giiclii antioksidanlar ve serbest radikal
temizleyiciler olarak iglev goriir. Buna ragmen, MTX aracili karaciger hasarlar tizerindeki
etkileri hala bilinmemektedir. Bu nedenle, mevcut ¢calisma siganlarda MTX'in neden oldugu
hepatotoksisiteye kars1 sumak ve VD'nin olas1 hepatoprotektif potansiyelini belirlemek igin
tasarland1. Altmis ii¢c adet sican, her grupta esit sayida olacak sekilde; kontrol, sumak 6zii
(SE) (500 mg/kg), VD (200 IU/kg), ay¢igek yag1 (SO) (1 ml/kg), SE + VD, MTX (8. giinde
tek doz 20 mg/kg), MTX + SE, MTX + VD ve MTX + SE + VD olarak gruplandirilmistir.
MTX grubu, transmisyon elektron mikroskobunda kontrol grubuna kiyasla ciddi karaciger
hasar1 gdsterdi. Immiinohistokimyasal incelemelerde MTX grubunda, 6énemli &lgiide artmis
gegici reseptor potansiyeli melastatin 2 (TRPM?2), kaspaz-3 ve tiimor nekroz faktorii alfa
(TNF-a) ekspresyonu gozlendi. MTX uygulamasi ayrica, serum alanin transaminaz (ALT)
ve doku malondialdehit (MDA) gibi karaciger fonksiyon belirteglerinde 6nemli artislarla
sonuglandi. Dikkat c¢ekici bir sekilde, SE ve VD'nin aym anda uygulanmasi tiim
degisiklikleri iyilestirdi. SE ve VD, sicanlarda MTX'in neden oldugu karaciger hasari

tizerinde sinerjik koruyucu etki gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, hepatotoksisiste, methotrexate, sumak, vitamin D
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ABSTRACT

Methotrexate (MTX) is a commonly used agent in treatment of cancer and
inflammatory diseases. However, it has serious toxic effects on the liver. Sumac (Rhus
coriaria L.) and vitamin D (VD) both function as powerful antioxidants and free radical
scavengers. Despite this, their effects over MTX-mediated liver damages still remain
unknown. Thus, the current study was designed to establish the possible hepatoprotective
potential of sumac and VD against MTX-induced hepatotoxicity in rats. Sixty-three rats were
grouped as: control, sumac extract (SE) (500 mg/kg), VD (200 IU/kg), sunflower oil (SO) (1
ml/kg), SE+VD, MTX (a single dose of 20 mg/kg on day 8), MTX+SE, MTX+VD, and
MTX+SE+VD with equal numbers of animals. The MTX group showed severe liver damage
on transmission electron microscopy compared to the control group. In the
immunohistochemical examinations, the MTX group had significantly increased transient
receptor potential melastatin 2 (TRPM2), caspase-3, and tumor necrosis factor alfa (TNF-a)
expression. MTX administration also resulted in significant increases in liver function
markers such as serum alanine transaminase (ALT) and tissue malondialdehyde (MDA).
Noticeably, administering SE and VD concurrently improved all changes. SE and VD

showed synergistic protective effect on liver damage induced by MTX in rats.

Keywords: Antioxidants, hepatotoxicity, methotrexate, sumac, vitamin D
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1. GIRIS

Metotreksat (MTX), otoimmiin ve dermatolojik hastaliklarin tedavisinde en etkili ve
yaygin kullanilan ilaglardan biridir (Ezhilarasan 2021). Karaciger, bobrek, kemik iligi,
gastrointestinal sistem ve noronlar lizerindeki sayisiz olumsuz etkisi nedeniyle MTX diizenli
olarak izlenmelidir (Pannu 2019). MTX'in hem akut hem de kronik kullanimda toksik etkileri
vardir (Barak ve ark. 1984). Hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan antioksidan savunma
sisteminin viicuttaki etkinligini azaltir (Cetinkaya ve ark. 2006). Bunun nedeni, oksidanlar ve
antioksidanlar arasinda yer alan dengenin, oksidanlar lehine kaymasidir. Dokulardaki
antioksidan/oksidan dengesi korunmazsa, hiicresel hasara neden olabilecek bazi patolojik
degisiklikler meydana gelebilir (Akbulut ve ark. 2014). MTX'in en énemli yan etkilerinden
biri hepatotoksisitedir (Malayeri ve ark. 2022), bu durum hayati tehdit edici olabilir (Hafez ve
ark. 2015) ve hatta 6liime neden olabilir (Barak ve ark. 1984).

Cesitli ¢evresel degisiklikleri algilama ve bunlara uyum saglama yetenegi, tiim
hiicrelerin hayatta kalmasi ic¢in kritik 6neme sahiptir ve gegici reseptor potansiyeli (TRP)
kanallar1 bu algilama ve adaptasyon siireclerinde dnemli roller oynar (Yamamoto ve ark.
2010). TRPM2, reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan aktive edilen Ca** gegirgen segici
olmayan katyon kanali olusturan bir TRP protein siiper ailesi liyesidir (Takahashi ve ark.
2011). Hiicrelere Ca”" akisina aracilik eder, lizozomal Ca®" salim kanali olarak islev goriir
(Sumoza-Toledo ve Penner 2011) ve hiicre 6liimiine aracilik eder (Hara ve ark. 2002).

TNF-0, giiclii proinflamatuar aktiviteye ve c¢esitli proinflamatuar mediatorlerin
salgilanmasini tesvik etme yetenegine sahip dnemli bir proinflamatuar sitokindir (Wang ve
ark. 2020). Oksidatif stres, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu artirarak oksidatif stres
ve inflamasyon arasindaki etkilesime yol agar (Sayed ve Morcos 2007; Sayed 2008) ve bu da
daha fazla doku hasarma sebep olur (Ciire ve ark. 2015). Oksidatif stres dahil olmak tizere
cesitli mekanizmalar (Tousson ve ark. 2014) ve TNF-a gibi enflamatuar mediatorlerin
salinmasi (Cetiner ve ark. 2005), MTX toksisitesinin olasi nedenleri olarak gosterilmistir.

Apoptozun en Onemli belirtegleri, bir dizi yapisal ve diizenleyici protein
boliinmesinde kismen veya tamamen rol oynar (Pefia-Llopis ve ark. 2003). Porter ve
Janicke'ye (1999) gore kaspaz-3, apoptotik hiicrelerdeki proteinlerin biiylik kismini
parcalayan en etkili kaspaz ailesidir ve apoptozda da 6nemli bir rol oynar (Boeddeker ve

Alexandra 2015). MTX'in oksidatif DNA hasarina ve apoptoz yollarinin aktivasyonuna yol



actig1 bildirilmistir (Prestigiacomo ve ark. 2017).

Sumak (Rhus coriaria L.), Akdeniz bolgesinde yaygin olarak kullanilan ve saglikli
gida bilesenlerine sahip olan bir baharattir (Khalil ve ark. 2021). Cesitli calismalar, sumagin,
icerdigi bilesiklere bagli olarak, terapdtik potansiyelini bildirmistir (Batiha ve ark. 2022).
Sumak, flavonoidler, tanenler, polifenoller, ucucu yaglar ve organik asitler dahil olmak iizere
bir¢cok fitokimyasal tiirlinden zengindir (Elagbar ve ark. 2020). Karaciger hasarini onleme
ozelliginin yan1 sira, antioksidan, antiviral, antibakteriyel, antihemolitik, iltihap &nleyici ve
serbest oksijen radikal siipiiriicii 6zelliklere sahiptir (Korkmaz 2021). Sumak, kanser, diyabet
ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok hastaliga kars1 koruyucu potansiyele
sahiptir (Alsamri ve ark. 2021).

Tipik olarak diyet yoluyla tiiketilen D vitamini (VD), cildin giines 1s18§ina maruz
kaldiginda {irettigi steroid bir hormondur (Caprio ve ark. 2012). 7-dehidrokolesterol (pro-
Vitamin D3), D3 (kolekalsiferol), 1,25-dihidroksikolekalsiferol ve D2 vitamini
(ergokalsiferol) icerir (Wiseman 1993). Kolekalsiferol, viicudu besleyen ana VD formunu
olusturur ve besinsel takviye agisindan, tek VD formu olarak diisiiniilmelidir (Vieth 2020).
VD oksidatif stresi onler, kronik iltihab1 azaltir ve mitokondriyal solunum fonksiyonunu
saglam tutmaya yardime1 olur. VD, cesitli patolojik durumlarda olumlu etkileri olan giiglii bir
antioksidan olarak insan sagligim1 korumak i¢in gereklidir (Wimalawansa 2019). Oksidatif
stres, bir¢cok hastaligin patolojisine katkida bulunan VD yetersizligi ile siddetlenir (Camara ve
Brandao 2019).

Bu calismanin amaci, bir sigan modelinde, SE ve VD'nin MTX aracili karaciger
hasarina karst koruyucu oOzelliklerini arastirmaktir. Bu amagla transmisyon elektron
mikroskobu ile tim gruplarin karaciger dokularindaki histopatolojik degisiklikleri
degerlendirdik. Ayrica, genellikle oksidatif hasarin bir gostergesi olarak bilinen
malondialdehit (MDA) ve karaciger hasar1 i¢in en spesifik belirte¢ olan serum alanin
aminotransferaz (ALT) gibi biyokimyasal parametrelerle birlikte, karaciger TRPM2, TNF-a

ve  kaspaz-3  ekspresyonundaki  immiinohistokimyasal  degisiklikler  arastirildi.



2. MATERYAL VE YONTEM (METOD)

2.1. Sumak ekstraktinin kaynagi ve hazirlamsi

Sumak meyveleri, Adiyaman'daki yerel bir pazardan taze ve temiz olarak temin edildi.
Meyveler distile su ile temizlendikten sonra karanlikta ve oda sicakliginda kurutuldu.
Ogiitiilmiis kuru meyveler, -20°C'lik dondurucuda, analiz edilene kadar sakland.
Ogiitiilmiis malzeme bes kat konsantrasyonda damitilmis su (g/ml) ile birlestirildi, iki
saat boyunca oda sicakliginda (22°C) yikandi ve daha sonar, toplanan siipernatan
kullanilarak, 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Doner bir buharlastiric1 ve 40°C'de bir
vakum kullanilarak siipernatanlardan gelen solvent buharlastirildi. ince liyofilize toz
olusturmak i¢in elde edilen fraksiyon, temiz suda ¢oziildii ve -51°C’de vakum altinda

dondurularak kurutuldu (Dogan ve Celik 2016).
2.2. Deneysel tasarim

Bu calisma, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (2021/03/03, karar no: 01). SE ve
VD'nin MTX aracili hepatotoksisite iizerindeki etkilerini incelemek icin 8-10 haftalik,
200-300 g agirhiginda toplam 63 erkek Wistar albino sigan kullanildi. Ratlar (n=7)
rastgele dokuz esit gruba ayrilarak, sicakligi 22+2 °C ve 12 saat aydinlik-karanlik
dongiisii olan ortamda, istenildigi kadar standart yem (Korkutelim Yem Gida San. Tic.,

Antalya, Tiirkiye) ve su ile beslendi. Gruplar su sekilde tasarlandi:
e Kontrol grubu: Herhangi bir ilag verilmedi.

e Sumak ekstrakti (SE) grubu: 1 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiis 500 mg/kg
liyofilize SE, 21 giin boyunca giinliik olarak oral gavaj (o0.g.) ile verildi (Dogan A ve
Celik 2016).

e D Vitamini (VD) grubu: Ayg¢igek yaginda eritilmis 200 [U/kg VD (DEVIT-3® Deva,
Tiirkiye), 21 glin boyunca giinliik olarak o.g. (Dabak ve ark. 2009) ile verildi.

e Aycicek yagt (SO) grubuna: 21 giin boyunca giinliikk 1 ml’kg SO o.g yoluyla
uygulandi.



SE+VD grubu: 500 mg/kg liyofilize SE ve 200 IU/kg VD, o.g. yoluyla giinliik olarak
uygulandi. 21 giin boyunca.

MTX grubu; 8. giinde 20 mg/kg'lik tek doz MTX (Methotrexate®, Kocak Farma,
Tiirkiye) intraperitoneal (ip) olarak verildi. Karacigerin MTX'e maruz kalma siiresi 14

giin olarak tasarlandi1 (Erdogan ve Yalgin 2020).

MTX+SE grubu; Liyofilize SE (500 mg/kg), 21 giin boyunca giinliikk olarak
o.g.yoluyla verildi. 20 mg/kg MTX tek doz olarak 8. giinde i.p. olarak verildi.

MTX+VD grubu; VD (200 IU/kg) o.g. 21 giin boyunca her giin o.g yoluyla verildi. 20
mg/kg MTX tek doz olarak 8. giinde i.p. olarak verildi.

MTX+SE+VD; Liyofilize SE (500 mg/kg) ve VD (200 1U/kg), o.g. yoluyla verildi. 21
giin boyunca her giin. 20 mg/kg MTX tek doz olarak 8. gilinde i.p. olarak verildi.

Deney sonunda tiim gruplardaki hayvanlara ketamin (75 mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) verildi ve siganlar anestezi altinda iken intrakardiyal olarak kan alindi.
Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) incelemek i¢in karaciger dokularinin bazi
kisimlart alindi ve %2,5 glutaraldehit ile isleme tabi tutuldu. Immunohistokimyasal
inceleme i¢in, kalan karaciger dokulari, rutin laboratuvar islemleri sonrasinda parafin ile
bloke edildikten sonra %10 formalin ile tespit edildi. Kanlar santrifiij edildikten sonra
geri kalan karaciger dokular1 ve serum ornekleri biyokimyasal analizler i¢in -80 o C'de

saklandi.
2.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Elektron mikroskobunda kullanilmak iizere 1 mm3 doku ornekleri +4 °C'de yeni
yapilmis %2,5 glutaraldehit fiksatifine yerlestirildi, fosfat tamponunda durulandi ve
ardindan taze fosfat tamponuna yerlestirildi. %1 osmiyum tetroksit ile post-fiksasyon
yapildi. Dehidrasyonun ardindan artan seride etil alkol ve doku pargalar1 epon igerisine
gomiildii. Ultramikrotomla (UCT-125; Leica Microsystems GmbH, Wien, Avusturya)
kesilen ultra ince kesitler, uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlandi ve bir TEM (JEM-

1011; JEOL Ltd, Tokyo, Japonya) ile incelendi.



2.4. TRMP2, kaspaz-3 ve tiilmor nekroz faktorii alfanin (TNF-0) immiinohistokimyasal
boyamasi

Parafin bloklarindan alinan kesitler Poli-L-Lizin slaytlarina aktarildi, temizlendi,
rehidre edildi ve daha sonra antijen geri kazanimi i¢in sitrat tampon ¢ozeltisinde (pH:6) yedi
kez S'er dakika mikrodalga firinda (750 W) kaynatildi. Oda sicakliginda 20 dakika
sogutulduktan sonra kesitler, fosfat tamponlu salinle (PBS: P4417; Sigma Chemical Co.) her
biri, 5 dakika boyunca ii¢ kez yikandi, ardindan hidrojen peroksit blok ¢ozeltisi (TA-125-HP;
Lab Vision Corp. USA) ile endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in 5 dakika siireyle
inkiibe edildi. Daha sonra kesitler, zemin boyamasin1 dnlemek i¢in 5 dakika boyunca Ultra V
Block (TA-125-UB; Lab Vision Corp.) ile isleme tabi tutulmadan 6nce, her biri, 5 dakika
siireyle PBS ile {i¢ kez yikandi. Daha sonra kesitler, sirasiyla; TRPM2, kaspaz-3 ve TNF-a
immunboyamast i¢in, sirasiyla primer antikorlar olan, anti-TRPM2 (1:200, bs-2888R, Bioss),
anti-kaspaz-3 (1:200, ab184787, Abcam) ve anti-TNF-o (1:200, ab220210, Abcam) ile, 60
dakika boyunca inkiibe edildi. Bunu takiben kesitler, ikincil antikor (biyotinlenmis ke¢i anti-
fare/tavsan Ig G, TP-125-BN; Lab Vision Corp.) ve streptavidin peroksidaz (TS-125-HR;
Lab Vision Corp.) ile 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda kesitlerin {izerine AEC
substrat+AEC kromojen soliisyonu (AEC substrat, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-
002-HAC; Lab Vision Corp.) dokiildii. Kesitleri temizlemek i¢in PBS kullanildi. Daha sonra
Mayer'in hematoksilen ile boyanan doku kesitleri, Large Volume Vision Mount (TA-125-
UG; Lab Vision Corp) ile muamele edilmeden 6nce, PBS ve damitilmis su igerisinde yikandi.
Hazirlanan slaytlaridegerlendirmek ve fotograflamak icin bir Leica DMS500 mikroskobu
kullanildt (Leica DFC295). Karaciger dokusunda TRPM2, kaspaz-3 ve TNF-a
immiinoreaktivitesinin prevalansini yansitan histoskor, asagidaki derecelendirme Olgegi
kullanilarak hesaplandi: 0,1, %25; %0,4, 26; %0,6, %51; 0,9, %76 ve immiinoreaktivitenin
yogunlugu: 0, boyanmamuis; 0,5, az boyanma; 1, biraz lekelenme; 2, orta diizeyde boyanma;
3, giiclii boyanma. Histoscore su sekilde hesaplandi: yayginlik x yogunluk (Yalcin ve ark.
2017).

2.5. Karaciger dokusunda malondialdehit (MDA) seviyesinin dl¢iimii
Doku lipit peroksidasyonu (toplam MDA), kiiciik degisikliklerle, Ohkawa ve ark.'na
uygun olarak o6l¢iildii. (1979), Ohkawa ve arkadaslarinin ¢alismasinda kullanilan reaksiyon

bilesenleri (1979) ikiye ayrild1 ve bu ¢alismada, 95°C'de 60 dakika 1sitilan reaksiyon karisimi
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45 dakika 1sitildi. MDA seviyeleri mililitre basina nanomol (nmol/ml) cinsinden Sl¢iildii.
2.6. Serum orneklerinde ALT seviyesinin ol¢iimii
Siganlarin serum ALT diizeyleri, Cobas 8000 C701 (Roche Diagnostics GmbH, Manheim,

Almanya) marka biyokimya otoanalizoriinde orijinal kitler kullanilarak Sl¢tildii.

2.7. Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler SPSS yazilimi siiriim 25.0 (IBM Inc., Chicago, IL) kullamlarak
yapildi. Verilerin normal dagilip dagilmadigini belirlemek i¢in Shapiro Wilk testi kullanildi.
Gruplarin TRPM2, kaspaz-3, TNF-o, MDA ve ALT bulgularini karsilagtirmak i¢in tek yonli
varyans analizi (ANOVA) yapildi. Grup ortalamalar1 arasindaki anlamlilik Tukey'in ¢oklu
aralik testi kullanilarak belirlendi. Ortalama farklar p<0.05'te anlamli kabul edildi. Sonuglar
ortalama+SS olarak rapor edildi.



3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Ultrastriiktiirel bulgular

Kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD gruplar1 normal hepatosit organelleri, safra
kanalikiilleri ve siniizoidal morfoloji sergiledi (Sekil 1A-E). MTX grubunda belirgin krista
kayb1, mitokondri genislemesi ve hepatositlerde dejeneratif degisiklikler goriildii. Ek olarak
parankimin bazi kisimlarinda kollajen liflerinde, lipit vakuollerinde ve daha biiyiik safra
kanalikiillerinde artis gorildii (Sekil 2A-D). MTX+SE grubunda bazi hepatosit
mitokondrileri dejeneratif degisiklikler gosterirken diger yapilar normaldi (Sekil 2E).
Hepatositler, mitokondri, safra kanalikiilleri ve diger yapilar, MTX+VD (Sekil 2F) ve
MTX+SE+VD (Sekil 2G) gruplarinda tipik ultrastriiktiirel 6zellikler sergiledi. Bu bulgular,
SE ve VD'nin, MTX'in karaciger dokusu iizerindeki sitotoksik etkilerini, kontrol grubunun

histopatolojik bulgulartyla tutarli bir sekilde azalttigini agik¢a gostermektedir.



Sekil 3-1 Kontrol grubu (A), SE grubu (B), VD grubu (C), SO grubu (D) ve SE+VD
grubu (E) gruplarindaki sican hepatositlerinin elektron mikrograflari. Normal
morfolojiye sahip hepatositler (n: ¢ekirdek), mitokondri (siyah ok ucu) ve safra
kanalikiilleri (siyah ok). A, B, D ve E X5000, C X6000.



Sekil 3-2 MTX grubu (A,B,C,D), MTX+SE (E), MTX+VD (F) ve MTX+SE+VD
(G) gruplarindaki sican karacigerinin elektron mikrograflari. A ve B X5000, C ve D
X 7500. Hepatositlerde dejenerasyon (siyah yildiz), mitokondride krista kaybi (siyah
ok ucu) ve lipit vakuollerinde artig (beyaz ok ucu). Parankimde kollajen artis1 (siyah
ok) ve kanalikiillerin genislemesi (beyaz ok). n: ¢ekirdek. E X7500, F ve G X5000.
MTX+SE grubunun bazi hepatositlerinde mitokondriyal dejenerasyon (beyaz ok
ucu). E, F ve G'de normal hepatosit ¢ekirdegi (n), F ve G gruplarinda mitokondri
(siyah ok bas1) ve safra kanalikiilleri (siyah ok).



3.2. TRPM2 ekspresyonuna yonelik immiinohistokimyasal bulgular

MTX uygulmasini takiben, 0&zellikle, sicanlarin hepatositlerinde TRPM2
immiinoreaktivitesi goriildiic (Sekil 3 A-I). TRPM2 ekspresyonunu igeren grup
karsilagtirmalarinda kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD gruplar1 arasinda, anlamli olmayan bir
fark goriildi (p>0,05). TRPM2 ekspresyonu, MTX grubunda kontrol grubuna goére anlamli
derecede yiiksekti (p < 0.05). MTX grubuyla karsilagtirildiginda MTX+SE, MTX+VD ve
MTX+SE+VD ile tedavi edilen siganlarin hepatositlerinde, TRPM2 immiin boyamasi
onemli Ol¢iide azaldi (p < 0.05). TRPM2’nin ekspresyonu, ozellikle MTX+SE+VD
grubunda, MTX+SE ve +MTX+VD gruplarina gore oldukga diisiik bulundu (Tablo 1, p <
0,05).

Sekil 3-3 Karaciger dokulari, TRPM2 immiinoreaktivitesi i¢in Mayer Hematoksilen
karsit boyast ile Streptavidin biyotin peroksidaz kompleks yontemiyle boyandi.
Kontrol grubu (A), SE grubu (B), VD grubu (C), SO grubu (D) ve SE+VD (E)
gruplari. MTX grubunda (F) artmis TRPM-2 immiinoreaktivitesi (siyah ok).
MTX+SE grubu (G), MTX+VD grubu (H) ve MTX+SE+VD (I) gruplari
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Tablo 3-1 Deney gruplarinda TRPM2, kaspaz-3 ve TNF-o immiinoreaktivitelerinin

histoskorlari

Gruplar TRPM?2 KaspaZ-3 TNF-a
Kontrol 0.220°+0.064 0.258°+0.109 |[0.287%+0.128
MTX 2.308°+0.467 |2.755+0.168 1.850°+0.072
SE 0.282£0.053  |0.340°+0.067 0.267£0.090
VD 0.250%£0.038 | 0.283°+0.059 0.297£0.050
SO 0.208°£0.033  ]0.255°+0.039  |0.297°+0.098
SE+VD 0.192°+0.030 [0.337°+0.048 0.300°+0.092
MTX+SE  [1.493°£0.245 |2.467°+0.099 1.010°+0.107
MTX+VD  [1.232°40.063 |1.825°%0.110 0.678°+0.182
MTX+SE+VD |0.870°+0.078 | 1.462°+0.099 0.647°+0.147

P* values  |<0.001 <0.001 <0.001

abede Ayn satirdaki farkli iist simgelere sahip sayisal degerler, 6nemli dlgiide farklilik
gosterir (P <0.05, Tukey testi) *: Tek Yonlii ANOVA.

3.3. Kaspaz-3 ekspresyonuna yonelik immiinohistokimyasal bulgular

Sicanlarin karacigerinde kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD gruplarinda benzer
kaspaz-3 ekspresyonu goriildi (Sekil 4 A-I) (p>0,05). Kaspaz-3 immiinreaktivitesi, MTX
grubunda, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artti (p<0.05). Ancak MTX grubunun
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aksine kaspaz-3 immiinoreaktivitesi, MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarinda
o6nemli Olciide azaldi (p < 0.05). Kaaspaz-3 ekspresyonu, MTX+SE+VD grubunda,
MTX+SE grubuna goére anlamli (p<0,05) olarak daha az gézlenmesine ragmen, MTX+VD
grubunda anlamli (p>0,05) bir azalma gozlenmedi (Tablo 1, p > 0,05).

Sekil 3-4 Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi igin Streptavidin biyotin peroksidaz
kompleksi yontemi ve Mayer Hematoksilen karsit boyasi ile boyanmis karaciger
dokular1. A) kontrol grubu B) SE grubu C) VD grubu D) SO grubu E) SE+VD
grubu F) MTX grubunda artmis kaspaz-3 immiinoreaktivitesi (siyah oklar) G)
MTX+SE grubu H) MTX+VD grubu I) MTX+SE+VD grubu

3.4. TNF-a ekspresyonuna yonelik immiinohistokimyasal bulgular

Karaciger dokularinda TNF-immiinohistokimyasi1 yapildiginda kontrol, SE, VD, SO
ve SE+VD gruplarinda benzer TNF-a ekspresyonlar1 goriildii (Sekil 5 A-1) (p > 0.05).
TNF-a ekspresyonu MTX grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede artt1 (p<0,05),
ancak MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarinda MTX grubuna gore anlamli
olarak azaldi. Ancak MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarinin karaciger dokularinda,
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MTX+SE grubuna kiyasla, TNF-a ekspresyonu, belirgin sekilde daha diisiiktii (Tablo 1, p
<0,05).

Sekil 3-5 TNF-a immiinoreaktivitesi i¢in Streptavidin biyotin peroksidaz kompleksi
yontemi ve Mayer Hematoksilen karsit boyasi ile boyanmis karaciger dokulari. A)
kontrol grubu. B) SE grubu. C) VD grubu D) SO grubu E) SE+VD grubu F) MTX
grubunda artan TNF-o immiinoreaktivitesi (siyah oklar). G) MTX+SE grubu H)
MTX+VD grubu I) MTX+SE+VD grubu

3.5. MTX, SE ve VD'nin, MDA diizeyine etkileri

Istatistiksel analizde kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD gruplar arasinda MDA
diizeyleri acisindan anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p > 0,05). MTX grubundaki MDA
diizeyleri ise kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksekti (p < 0,05). MTX grubuyla
karsilastirildiginda MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarinda MDA diizeyleri
anlaml derecede diistiktii (Tablo 2, p < 0,05).
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Tablo 3-2 Deney gruplariin karaciger MDA ve serum ALT diizeyleri

Mean+Std. Deviation Mean+Std. Deviation
Gruplar MDA (nmol/g) ALT (units/T)
Kontrol 1,67°+0,26 52.25"+2.76
MTX 3.58%+0.65 59.75%+3.11
SE 2.09°+0.51 52.70°+3.64
VD 2.06°+0.70 52.62°+3.20
SO 2.05°+0.21 50.95™+3.70
SE+VD 2.12°40.86 47.78%+6.43
MTX+SE 2.15°+0.32 45.20°+6.40
MTX+VD 2.13%+0.65 54.00°+5.19
MTX+SE+VD 2.27°+0.96 48.80°°+7.39
P* values <0.0001 <0.001

b parkls iist simgelere sahip ayni siitunlardaki sayisal degerler, onemli 6l¢iide farklilik
gostermektedir (P<0.05, Tukey testi) *: Tek Yonli ANOVA.

3.6. MTX, SE ve VD'nin, serum ALT aktivitesi iizerine etkileri
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Serum ALT enzim aktivitesi Olgiildiigiinde, kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD
gruplarinin benzer sonuglara sahip oldugu gorildi (p > 0,05). Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, MTX grubunda ALT aktivitesinin anlamli diizeyde arttig1 gozlendi
(p<0.05). Ancak, MTX grubuyla karsilastirildiginda, serumdaki ALT aktivitesindeki artis,
MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarinda anlamli derecede diistiktii (Tablo 2,
p<0,05).
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TARTISMA

Karaciger toksisitesi MTX’in 6nemli bir yan etkisi olarak rapor edilmistir (Ewees ve
ark. 2019). MTX'in toksisitesi oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyonla iliskilendirilmistir
(El-Sheikh ve ark. 2015). MTX, ROS iiretimini artirir, enzimatik veya enzimatik olmayan
antioksidan sistemi bozarak hepatoseliiler oksidatif hasara neden olabilir (Vardi ve ark.
2010; Mehrzadi ve ark. 2018), daha diisiik adenosin trifosfat iiretimiyle sonuglanacak
sekilde, mitokondriyal disfonksiyona ve mitokondriyal elektron zinciri kompleksinin
aktivitelerini azaltmaya yol acabilir (Kolli ve ark. 2014). Isik mikroskobik incelemede
MTX uygulamasmin siganlarin karacigerinde 6nemli derecede anormal dejeneratif
degisikliklere yol actifi gozlemlenmistir (Yiicel ve ark. 2017; Bu ve ark. 2018; Tiirk ve
ark. 2020). TEM bulgularimiz, MTX'in neden oldugu hepatotoksisite bulgularinin
fibrozdan mitokondriyal hasara ve dejenere hepatositlere kadar degistigini gosterdi ve
karaciger hasarini, ultrastriiktiirel diizeyde dogruladi (Al-Ali ve ark. 2005; Maha 2009;
Elsawy ve ark. 2020). Mevcut calismanin ultrastriiktiirel bulgulari, sigan karaciger
dokusuna iligkin oOnceki bir raporda benzer sekilde bildirildigi gibi, MTX kaynakh
hepatotoksisite ile oksidatif stres arasinda bir baglantiy1 agik¢a gostermektedir (Erdogan ve
Yalgin 2020). Baz1 bitkisel takviyelerin kullaniminin, MTX'in neden oldugu karaciger
hasarinin 6nlenmesi ve/veya tedavisinde dnemli yararh etkilere sahip oldugu gosterilmistir
(Ali ve ark. 2014). VD, iskelet homeostazisindeki geleneksel roliine ek olarak kritik bir
fizyolojik diizenleyici olarak tammnmaktadir. Onceki calismalar VD'nin hepatoprotektif
etkilerini ortaya koymustur (Ozerkan ve ark. 2017; Ahmed ve ark. 2019; Almasmoum ve
ark. 2019). D vitamini veya esdegerlerinin karaciger hastaliklarindaki terapotik potansiyeli
Keane ve ark.2 018 tarafindan gosterilmistir. Bu c¢alismada, SE ve VD'nin birlikte
uygulanmasinin  karaciger hasarmmi ultrastriiktiirel seviyede acikg¢a iyilestirmesi,
muhtemelen, SE (Bursali ve Koksal 2011; Korkmaz 2021) ve VD'nin (Wimalawansa 2019;
Keles ve ark. 2022) antioksidatif potansiyeli nedeniyledir, Her iki antioksidanin karaciger
dokusu Tlizerindeki restoratif Ozellikleri, SE ve VD'nin karaciger dokusunu iyilestirici
ozelliklerini gosteren Onceki aragtirmalarla tutarlidir (Kazemi ve ark. 2020; Ghaeni Pasavei

ve ark. 2021; Zhang ve ark. 2021).

Oksidatif stres, hiicre i¢i Ca®" diizeylerini yiikselten (Fonfria ve ark. 2004) ve hiicre
Oliimiine neden olan (Lange ve ark. 2009) TRPM2 kanalim1 aktive etmektedir. MTX
grubundaki TRPM2 ekspresyonu, diger tiim gruplarla karsilagtirildiginda, anlamli derecede
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yiiksek bulundu. TRPM2 ekspresyonu, karaciger dokusunun MTX aracili oksidatif strese
tepkisi olarak, TRPM2 kanallarinin aktivasyonu yoluyla, yiikselmis olabilir. TRPM2
inhibisyonunun, hiicre 6liimiinii 6nlemek ve hiicrelerin oksidatif strese ve muhtemelen
diger zararl uyaranlara kars1 hayatta kalmasina izin vermek i¢in potansiyel bir in vivo
siire¢ oldugu belirlenmistir (Miller 2004). TRPM2 inhibisyonunun akciger dokusundaki
oksidatif stresi azalttig1 (Yal¢in ve ark. 2020) ve karaciger hasarini onardig1 (Feng ve ark.
2019) gosterilmistir. Antioksidan E vitamini, TRPM2 kanal aktivitesini inhibe ederek
dorsal kok ganglionu iizerinde iyilestirici etki gdstermistir (Naziroglu ve Ozgiil 2013).
Dogal bir antioksidan olan kurkumin, sican hepatositlerinde TRPM2 ve Ca2+ artisini
onleyerek hepatoprotektif potansiyel gostermistir (Kheradpezhouh ve ark. 2016). Bu
calismada, yukarida bildirilen literatiirlerle uyumlu olarak (Yalgin ve ark. 2020; Feng ve
ark. 2019; Naziroglu ve Ozgiil 2013; Kheradpezhouh ve ark. 2016), SE ve VD
antioksidanlarinin, MTX+SE, MTX+VD ve ozellikle MTX+SE+VD gruplarinda, ROS'u
azaltarak, karaciger dokularinda TRPM2 ekspresyonunu dnemli 6l¢iide azalttig1 belirlendi.
Bu bulgu, Hong ve arkadaslarinin (2020), ROS'un baskilanmasinin TRPM2 aktivasyonunu
azalttigina dair ¢alismasi ile uyumludur. SE ve VD'nin antioksidan, ROS temizleyici ve
oksidatif stresi dnleyici 6zellikleri, TRPM2 iyon kanallarinin inhibe edilmesinde etkin rol

oynamis olabilir.

Bu c¢alismada MTX grubunundaki sigcanlarin karaciger dokularinda kaspaz-3
ekspresyonunun, sicanlarda (Fayez ve ark. 2018; Bu ve ark. 2018). 2018) ve farelerde (Al-
khawalde ve ark. 2022) yapilan onceki ¢aligsmalarla tutarli olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu belirlendi. MTX grubunda kaspaz-3 ekspresyonunun daha yiiksek olmasi, TRPM2
kanallarinin, apoptoz ve kaspaz aktivasyonu indiiklemesi nedeniyle olabilir (Sun ve ark.
2018). Calismamizda, MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarinda, MTX grubuna
gore, apoptotik aktivitede anlamli azalma tespit edildi. Istatistiksel analizlerde bu azalma
ozellikle MTX+SE+VD grubunda dikkat gekiciydi. SE (Isitk ve ark. 2019) ve VD'nin
(Yalgin ve ark. 2020) antiapoptotik 6zelliklerini ifade eden arastirmacilarin bulgularina
paralel olarak, SE ve VD ayr ayr anti-apoptotik 6zellikler sergiledi ancak bu etki, her iki
antioksidanin da kullanildig1 grupta oldukca anlamliydi.

MTX'in aracilik ettigi hiicresel stres, proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a'nin,
artan seviyeleri ile tanimlanan inflamatuar yanita yol agar (Hafez ve ark. 2015). Mevcut

caligmada, onceki ¢alismalarla (Tiirk ve ark. 2020; Yiicel ve ark. 2017) uyumlu olarak,
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MTX'in, sigan karaciger dokularinda TNF o ekspresyonunu onemli olgiide arttirdig
belirlendi. TNF a ekspresyonu, asirt ROS olusumuna bagli olarak MTX'in neden oldugu
karaciger dokusu stresiyle iliskili olabilir. Ancak SE ve VD tedavileri, MTX uygulamasina
bagli artan proinflamatuar sitokin diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltarak antiinflamatuar etki
gosterdi. Elde ettigimiz bu bulgular, SE (Isik ve ark. 2019) ve VD'nin (Kitson ve ark 2016)

antiinflamatuar 6zelliklerine baglanabilir.

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif stres ve lipid peroksidasyon,
MTX'in neden oldugu karaciger toksisitesi ile iligkilendirilmistir (Uraz ve ark. 2008).
MDA, genellikle oksidatif hasarin bir gostergesi olarak bilinen, lipit peroksidasyonunun
son iirliniidiir. MDA seviyesi, organizmalardaki ROS diizeylerini gosterebilir (Porter
1984). MTX kaynakli oksidatif stresin, sigan karaciger dokusunda MDA diizeylerini
yiikselttigi rapor edilmistir (Fayez ve ark. 2018; Tiirk ve ark. 2020; Mehrzadi ve ark. 2018;
Savran ve ark. 2017). Bu calismada MTX'in neden oldugu oksidatif hasar1 belirlemek
amaciyla karaciger dokusunda MDA 6l¢iimii yapildi ve MTX grubunda, kontrol grubuna
gore, literatiirle uyumlu olarak MDA diizeyinde anlamli bir artis gézlendi. Artan MDA
diizeyi, lipid peroksidasyonunun, MTX'in neden oldugu hepatotoksisitenin gelisimine
katkida bulunan 6nemli bir sorun oldugunu gostermektedir. Ote yandan, SE ve VD,
muhtemelen serbest radikal siipiiriicii yetenekleri sayesinde, MTX kaynakli lipid
peroksidasyonuna karst ROS'u azaltarak, karaciger dokusu MDA seviyelerini dnemli
ol¢iide diisiirerek, ultrastriiktiirel ve immiinohistokimyasal sonuglar1 iyilestirmistir. Ilaglara
bagli olusan karaciger hasarinin, son yillarda, ila¢ kullanimindan vazge¢me nedenlerinden
biri oldugu tespit edilmistir (Holt ve Ju 2006). MTX toksisitesi genellikle karaciger
enzimlerindeki artisla iligkilidir (Famurewa ve ark. 2017). ALT ve AST karaciger hasarinin
yaygin biyobelirtegleridir. AST, aym1 zamanda kalp kasi, iskelet kasi ve eritrositlerde de
bulundugundan ALT, karaciger hasarinin en spesifik belirtecidir (Goorden ve ark. 2013).
Artan serum ALT diizeyleri karaciger hasar1 agisindan, yiliksek bir 6zgiilliige ve rasyonel
duyarhiliga sahiptir (Wedemeyer 2010). Bu calismada, hepatik fonksiyon belirteci ALT'nin
serum seviyeleri, MTX uygulamasindan sonra karaciger hasarini gosterecek sekilde,
onemli Ol¢lide artti. ALT seviyesindeki bu artis, MTX'in karaciger i¢in toksik oldugunu
gosteren ¢esitli calismalarla (Tiirk ve ark. 2020; Mehrzadi ve ark. 2018; Fayez ve ark.
2018) tutarlidir. Calismamizda, MTX ile birlikte uygulandiginda, SE ve VD’nin, serum

ALT seviyeleri 6nemli Olglide azaltarak karacier fonksiyonunu iyilestirdigi belirlendi.
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ALT enziminin, karaciger hiicrelerinin membrani yoluyla salinmasinin inhibisyonu, SE
(Pourahmad ve ark. 2010) ve VD'nin (Wiseman 1993) lipid peroksidasyonundan membrani

stabilize etme ve koruma etkisine atfedilebilir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak, bu calismada elde edilen bulgular, SE ve VD'nin antioksidan, anti-
inflamatuar ve anti-apoptotik mekanizmalar yoluyla, hem ayr1 ayr1 ve hem de birlikte
kullanildiklarinda, MTX'in neden oldugu karaciger hasarina karsi, sinerjik koruyucu bir
potansiyele sahip oldugunu gosterdi. Tip sahasinda pek c¢ok hastaligin tedavi
edilmesinde ya da hastaliklarin ilerlemesinin durdurulmasinda yaygin bir kullanima
sahip olan MTX, kullanim dozu ve siiresine bagli olarak, hastalarin farkli organlar1 ve
ozellikle karaciger dokusu lizerinde yan etki gostermektedir. Bu yan etkiye bagl olarak
hastalarin, saglikli organlar1 zarar gérmekte, zarar géren organlar i¢in ayrica bir tedavi
programini glindeme getirmek suretiyle hem ekonomik kayba (tedavi masrafi, is giicii
kayb1 v.b) sebep olmakta, ayrica, hastalarin yasam siirelerinin kisalmasina yol
acabilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin 1s1ginda, MTX kullanan fazla
sayidaki hastanin, bu ilag ile birlikte, MTX’in karaciger iizerindeki yan etkilerini

azaltmak amaci ile, sumak ve VD kullanmalarinin faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.
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