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ARASTIRMA

Deneysel Olarak Metotreksat Uygulanmig Ratlarda Oksidatif
Stres ve Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Enginar
Uygulamasinin Etkisi

Calismada, metotreksat (MTX) uygulanmis ratlarin kan dokusunda oksidatif stres ve antioksidan
enzim aktiviteleri (zerine enginar uygulamasinin etkisini arastirmak amaclanmigtir. Wistar-Albino
erkek ratlar; kontrol grubu, enginar uygulanan grup, MTX uygulanan grup ve MTX+enginar
uygulanan grup seklinde dért gruba ayriimistir. MTX ve enginar uygulamalarina ayni anda
baglanmistir. Enginar 1.5 g/kg/gun vicut agirhgi dozunda gavaj yoluyla 9 giin sure ile uygulanmis,
MTX ise 7 mg/kg/giin vicut adirhgr dozunda intraperitoneal olarak 3 gin uygulanmistir. Dokuz
glnlik deney periyodunun sonunda tum ratlar sakrifiye edilmis ve kan dokusu ornekleri
antikoagulant igeren tuplere alinmigtir. Calismada, enginarin MTX kaynakli hasar Uzerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla malondialdehid (MDA), rediikte glutatyon (GSH) dizeyleri, katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve sUperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri dlgtimustir. MTX
uygulanan grupta kontrol grubu ile karsilastiriidiginda MDA (P<0.001) diizeylerinde anlamli artiglar
saptanirken, GSH (P<0.001) dlzeyleri ile KAT (P=0.001), GSH-Px (P=0.001) ve SOD (P<0.001)
aktivitelerinin kontrol grubuna goére anlamli duslsler gosterdigi belirlenmistir. MTX+enginar
uygulanan grupta tim parametrelere ait degerler kontrol grubu degerlerine yaklagmistir.
MTX+enginar uygulanan grup MTX uygulanan grup ile karsilagtiriidiginda MDA duzeylerinin
dustigu, GSH dizeyleri ile KAT ve GSH-Px aktivitelerinin arttigi, SOD aktivitlerinin ise degismedigi
g6zlenmistir. Sonugta enginarin MTX'In neden oldugu toksisiteyi azaltmada kullanilabilecek dogal
bir antioksidan olabilecegdi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, enginar, malondialdehid, glutatyon, antioksidan

Influence of Artichoke Administration on Oxidative Stress and Antioxidant
Enzyme Activities in Experimentally Methotrexate Administered Rats

In this study, it was aimed to investigate the effect of artichoke administration on oxidative stress
and antioxidant enzyme activities in blood tissue of methotrexate (MTX) administered rats. Male
Wistar-Albino rats were divided into four groups as described; control group, artichoke treated
group, MTX treated group and MTX+artichoke treated group. MTX and artichoke applications were
started at same time. Artichoke was applied at a dose of 1.5 g/kg/day body weight for 9 days by
gavage, while MTX was administered intraperitoneally at a dose of 7 mg/kg/day for 3 days. At the
end of the 9-day experiment period, all animals were sacrificed and blood tissue samples were
removed into anticoagulant containing tubes. In this study, malondialdehyde (MDA), reduced
glutathione (GSH) levels, catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide
dismutase (SOD) activities were measured to determine the effects of artichoke on MTX-induced
damage. In MTX treated group, MDA levels (P<0.001) were detected to significant increases while
GSH (P<0.001) levels, CAT (P=0.001), GSH-Px (P=0.001) and SOD (P<0.001) activities were
detected to significant decreases when compared with control group. In MTX+artichoke group, the
values of all parameters approached the control group values. When MTX+artichoke group was
compared with MTX group, it was observed that MDA and GSH levels decreased, KAT and GSH-
Px activities increased, and SOD activities did not change. It was concluded that artichoke can be a
natural antioxidant that can be used to reduce toxicity caused by MTX.

Key Words: Methotrexate, artichoke, malondialdehyde, glutathione, antioxidant

Girig

Metotreksat (MTX), kanser ve otoimmin hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
antifolat ve antimetabolit ilagtir. MTX birgok kanser, romatoid artrit, sedef hastaligi,
immdinolojik anormallik ve sistemik inflamasyonu tedavi etmek amaciyla yaygin olarak
kullaniimaktadir (1, 2). Bu antimetabolitler, proteinlerin, RNA, DNA ve hicrenin diger
temel bilesenlerinin sentez zincirinde farkli asamalarda substrat veya koenzim olarak
hareket eden ¢esitli dogal metabolitlerin analoglaridir ve bu antimetabolitler genellikle
yuksek tip proliferasyon fraksiyonlu timérlerde etkilidir (3). Bircok kemoterapdtik ajanda
oldugu gibi MTX da kanser hiicreleri igin ylksek oranda segicilik gésterememekte, ayni
zamanda yiksek c¢ogalma oranina sahip olan normal hicreleri de etkiledigi
bilinmektedir. Bircok dokuda meydana gelen toksisite ve lipid peroksidasyon MTX'in
klinik kullanimini sinirlayan etkilerin basinda gelmektedir (4).

MTX ile indiklenen toksisitenin kesin mekanizmasi hala bilinmemekle birlikte,
reaktif oksijen turleri (ROT)'nin olusumuna bagl oksidatif stresin meydana geldigi
hipotezi Uzerinde durulmaktadir. Proksidan ve antioksidan savunma arasindaki
dengesizlik nedeniyle ROT (sUperoksit radikali (Oz27), hidrojen peroksit (H202) ve

43


mailto:emrekaya@firat.edu.tr

KAYAE. ve YILMAZ S.

hidroksil radikali (OH-))’nin agsiri Uretimi oksidatif stres
sirasinda hucreyi oksidatif strese dogru iter. Bunun
akabinde endojen antioksidan savunma mekanizmalari
da hicreyi oksidatif hasardan koruyamaz ve hiicre
hasari meydana gelir (5).

MTX, normal ve malign hiicreler arasinda ayrim
yapamamakta ve dolayisiyla normal hicrelerde bile
apoptoza ve lipid peroksidasyona neden olmaktadir (6).
Diyete katilan antioksidanlar, kemoterapatik ilaglarindan
kaynaklanan bazi yan etkileri azaltarak veya 6nleyerek
kemoterapinin antikanser etkilerini artirabilir. Bu amagla
birgok antioksidan denenmis ve etkili olduklar
belirtilmistir (7, 8).

Enginar (Cynara scolymus L.), Kuzey Afrika'nin
Glney Akdeniz bdlgelerinden kdken alan gok yillik otsu
bir bitkidir. Antik c¢agdan beri enginarin yapraklari
koloretik, hepatoprotektif, diliretik, antioksidatif,
antienflamatuar ve Kkolosterol sentezini inhibe edici
etkilerinden dolay! bitkisel ilaglarda yaygin olarak
kullaniimaktadir  (9). Tim bu etkilerin, enginarin
iceriginde bulunan luteolin, apigenin gibi flavonoitler ve
sinarin, klorogenik asit gibi kafeoil kinik asit turevleri
sayesinde meydana geldigi bilinmektedir. Bununla
birlikte dispepsi ve bagirsak sendromu gibi durumlarda
da sik¢a kullaniimaktadir (10).

Calismada; ratlarin plazmasinda malondialdehid
(MDA), kan dokusunda rediikte glutatyon (GSH)
dizeyleri ile katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve slperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan
enzimlerin aktiviteleri incelenerek, MTX'In
olusturabilecedi toksisiteye karsi enginarin etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar ve Calisma Diizeni: Calisma, Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar  Etik  Kurulu
Baskanligr'nin izni ile yapilmistir (Protokol No: 2017/27-
48). Calismada Firat Universitesi Deney Hayvanlar
Yetistirme Unitesi'nden temin edilen 28 adet 2.5 aylik
erkek Wistar-Albino cinsi ratlar kullaniimis ve Firat
Universitesi  Deneysel  Aragtirmalar ~ Merkezi'nde
arastirmanin deneysel bolimu gergeklestirilmistir. Ratlar,
%60-65 dlizeyinde nem, 25+2 °C sabit Is1 ve
havalandirmali odalarda; 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik olmak Uzere standart sartlarda barindiriimis ve
deneysel uygulamalar suresince ratlara standart ticari rat
yemi (pellet yem) ve musluk suyu ad libitum
saglanmigtir.

Ratlar dért gruba ayrilmis olup kontrol grubundaki
ratlara herhangi bir uygulama yapilmamigtir. Diger
gruplara sirasiyla; enginar, MTX ve MTX+enginar
uygulanmistir. Enginar yaprak ekstrakti Ari Mihendislik
(Ankara/Turkiye) firmasindan temin edilmis ve ratlara
gunlik uygulanacak doz tartilarak distile suda ¢6zilerek
gunlik olarak hazirlanmistir. MTX ve enginar
uygulamalarina ayni anda baslanmistir. Enginar, 1.5
g/kg/guin vicut agirhdr dozunda gavaj yoluyla 9 gin sire
ile, MTX ise 7 mg/kg/gin vicut agirhgi dozunda
intraperitoneal (i.p.) olarak 3 gun sire ile uygulanmstir.
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MTX+enginar grubunda da MTX 7 mg/kg/gin vicut
agirhgi dozunda i.p. olarak 3 gun sdire ile enginar ise 1.5
g/kg/giin vicut agirhgi dozunda gavaj yoluyla 9 guin sire
ile uygulanmistir. Galismada kullanilan MTX ve enginar
uygulama dozlari daha o6nceki c¢alismalara goére
belirlenmistir (11, 12). Calisma sonunda kan dokusunda
MDA, GSH duzeyleri ile KAT, GSH-Px ve SOD gibi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik
olarak belirlenmistir.

Biyokimyasal Analizler: Dokuz gunlik deney
periyodunun sonunda tim gruplardaki ratlar sakrifiye
edilerek kan ornekleri etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) igeren tiplerde toplanmis ve plazmalarin
ayrilmasi igin tipler 10 dk boyunca +4 °C’de 3.000
rom’de santrifij edilmistir. Plazma MDA, tam kan ise
GSH ve GSH-Px tayini icin kullaniimigtir. EDTA’h kan
ornekleri plazmalari ayrildiktan sonra serum fizyolojik ile
3 kez yikanmig ve eritrositlerde KAT ve SOD aktiviteleri
ile hemoglobin dizeyleri belirlenmistir.

Plazma orneklerinde MDA dizeylerinde meydana
gelen degisiklikler spektrofotometrik olarak Placer ve
ark. (13)dan modifiye edilmis olan ydnteme gbre
Olcllmustir. Bu metot lipid peroksidasyonunun aldehit
urinlerinden olan MDA ile tiyobarbitirik asit (TBA)'in
reaksiyonu temeline dayanmaktadir. GSH tayini Ellman
(14) tarafindan bildirilen metotla yapiimigtir. Bu ydntem,
5,5'dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ilave edildiginde
sulfidril gruplarinin  meydana getirdigi sari rengin
spektrofotometrik olarak olglilmesi temeline dayanan bir
yontemdir. KAT aktivitesini belirlemek icin Aebi metodu
(15) kullanilimigtir. KAT, H202'in yikimini katalizleyen bir
enzimdir. H202'in KAT enzimi tarafindan yikim hizi, 240
nm dalga boyunda H202'in 15131 absorbe etmesinden
faydalanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
GSH-Px aktivitesi 6lgim0 igin Beutler metodu (16)
kullanilmigtir.  GSH-Px, GSH’un okside glutatyon
(GSSG)a oksidasyonunu H202 kullanarak katalizler.
GSSG'un olusum hizi glutatyon rediktaz (GR)
reaksiyonu vasitasiyla Olgilir. SOD aktivitesi Sun ve
ark. (17)nin  modifiye ettikleri metoda gbre tayin
edilmistir. SOD aktivite 6lgimi, ksantin-ksantin oksidaz
sistemi ile Uretilen O2'nin nitroblue tetrazolium (NBT)'u
indirgeyerek renk olusmasi esasina dayanan metot ile
Olguimistur. Frankel ve ark. (18)'nin metodu hemoglobin
dizeyi tayininde kullaniimigtir. Ferrisiyanlr
hemoglobindeki Fe*?yi oksitleyerek +2 degerden +3
degerli demire gevirerek methemoglobine dénlismesine
neden olur. Bunu takiben potasyum siyanid ile stabil bir
pigment olan siyanomethemoglobin meydana gelir. 546
nm’'de siyanomethemoglobinin absorbansi okunarak
hemoglobin diizeyleri belirlenmistir.

istatistiksel Analiz: Elde edilen veriler ortalama +
standart hata olarak belirlenmis ve istatistiksel analizler
SPSS 22 programi kullanilarak yapilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen verilerin Shapiro-Wilk normallik
testi sonucunda normal dagilim gdsterdigi belirlenmistir.
Gruplar arasindaki degerlendirme igin tek yonlu varyans
analizi (One-way ANOVA) ve ileri analizler icin de
Tukey’'s HSD testi kullanilmistir. P<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlaml kabul edilmigtir (19).
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Bulgular

Tablo 1 kan dokusunda kontrol ve deney
gruplarinda MDA ve GSH dlzeylerini, Tablo 2 ise KAT,
GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini
g6stermektedir. Enginar uygulanan grup kontrol grubuyla
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. MTX uygulanan grup kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda MDA (P<0.001) dlzeyinin istatistiksel
olarak anlamh derecede arttigi buna karsihik GSH
(P<0.001) duzeyi ile KAT (P=0.001), GSH-Px (P=0.001)
ve SOD (P<0.001) aktivitelerinin anlamli derecede
azaldigi saptanmistir. MTX+enginar uygulanan grupta
tim parametrelere ait degerler kontrol grubu degerleri
duzeyine yaklasmistir. MTX+enginar uygulanan grup
MTX uygulanan grup ile karsilastirildiginda MDA
dizeylerinin distigu, GSH dizeyleri ile KAT ve GSH-Px
aktivitelerinin ise arttigi belilenmisken SOD aktivitlerinin
degismedigi saptanmistir.

Tartigsama

MTX ile iligkili toksisitenin mekanizmasi tam olarak
anlagilmamis olsa da, son galismalar bunun oksidatif
strese bagl olabilecegini diisiindirmektedir (5, 7, 20).
Oksidatif hasar sonucu meydana gelen serbest radikaller
organizmanin endojen savunma sistemini asacak
sekilde olustuklarinda metabolizma olumsuz
etkilenmektedir. Lipid peroksidasyonun bir belirteci olan
MDA duzeyindeki artis, birgok bilesik tarafindan
meydana gelmis toksisite ve karsinojenezinin ana
belirtilerinden  biridir (21, 22). Calismada, MTX
uygulanmis ratlarin plazmasinda MDA diizeylerindeki
artis MTX'in olusturdudu lipid peroksidasyonun bir
gOstergesi olarak degerlendirilebilir. Birgcok arastirmada
farkl dozlarda MTX uygulamasi sonrasi birgok dokuda
artmis MDA duzeyleri gosterilmis ve bu artis oksidatif
hasar sonucu meydana gelen serbest radikallerin
etkilerine baglanmistir (7, 23). GSH, birgok toksik
maddenin  detoksifikasyonunda  6nemli  bir  rol
oynamaktadir. MTX, malik enzimin aktivitesini inhibe
ederek hiicre igi nikotinamid adenin dinlkleotit fosfat
(NADPH)'In azalmasina neden olmaktadir. Bunun
sonucunda GSH metabolizmasinda yer alan ve NADPH’|
kofaktor olarak kullanan GR’Iin aktivitesinde azalma

Deneysel Olarak Metotreksat Uygulanmis Ratlarda ...

Subat 2020

meydana gelmekte, boylece GSSG’'un GSH donlsimu
azalmaktadir (23, 24). Calismada meydana gelen GSH
dizeylerindeki disis NADPH’In azalmasi ve MTX veya
metabolitlerinin  GSH ile konjugat meydana getirip
vucuttan atiimini kolaylastirmasi sirasindaki kullanimina
baglanmaktadir. MTX uygulanan grupta GSH-Px
aktivitesindeki azalma  ise, substratin  (GSH)
mevcudiyetindeki azalmaya ve ayrica protein
yapisindaki ROT kaynakli degisikliklere bagli olabilir (20,
24). KAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler
ROT’lerine kars! ilkk savunma hattini olusturan enzimler
olup, MTX uygulamasi ile bu enzim aktivitelerinde dusls
belirlenmistir. MTX'in neden oldudu oksidatif stresin KAT
ve GSH-Px aktivitelerini dustrmesi, MTX'In sebep
oldugu ROTnin bu enzimler Uzerine go6stermis
olabilecegi inhibisyon etkisi nedeniyle olabilir (20, 24).

Bazi calismalarda  farkh  dozlarda  MTX
uygulamasina bagli olarak, dokularda oksidatif stres
sekillendigi ve lipid peroksidasyon dizeyleri ile
antioksidan enzim aktivitelerinde degisimler oldugu
bildirilmistir (5, 7, 20, 23, 25-27). Dhanesha ve ark. (25)
gerceklestirdikleri in vitro g¢alismada MTX uygulamasi
sonrasi eritrositlerde MDA duzeylerinin arttigini, KAT,
GSH-Px, GST ve SOD aktivitelerinin azaldigini
bildirmiglerdir. Ayni zamanda E vitamini takviyesinin
oksidatif stresi azalttigini, antioksidan enzimlerin
aktivitelerini artirdigini, MTX kemoterapisi ile birlikte E
vitamini takviyesinin 6nemli oldugunu belirtmiglerdir.
Elango ve ark. (26) psoriasisli hastalarda oksidatif stres
Uzerine MTX'in etkisilerini degerlendirdikleri
arastirmalarinda MTX uygulamasi sonrasi plazma MDA
dlzeylerinin arttigini, KAT, SOD ve total antioksidan
dizeylerinin dustidund bildirmiglerdir. Doostan ve ark.
(27) ratlarda nar cekirdegi ve kabugunun metanolik
ekstrelerinin MTX kaynakl oksidatif stres ve lipit profili
degisikliklerine karsi etkilerini arastirdiklar
¢alismalarinda MTX (10 mg/kg intramuskular)
uygulamasi sonrasi istatistiksel olarak serum MDA
dlzeylerinin 6nemli derecede arttigini, serum SOD ve
GSH-Px aktivitelerinin  azaldigini, KAT ve total
antioksidan kapasitenin degismedigini bildirmislerdir.
Arastirmacilarin hepsi antioksidan enzimlerdeki ve lipid
peroksidasyon diizeylerinde

Tablo 1. MTX uygulanan ratlarda enginarin plazma MDA ve tam kan GSH diizeyleri Gizerine etkileri

Parametreler Kontrol Enginar MTX MTX+ Enginar P
MDA (nmol/mL) 7.88+0.13° 7.92+0.10° 8.95+0.242 8.22+0.17° P<0.001
GSH (umol/mL) 47.09+0.952 46.66+1.132 40.57+1.11° 46.53+0.982 P<0.001

&b: Ayni satirda farkll harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 2. MTX uygulanan ratlarda enginarin kan dokusunda KAT, GSH-Px ve SOD aktiviteleri Uizerine efkileri

Parametreler Kontrol Enginar MTX MTX+ Enginar P

KAT (k/g Hb) 55.06+1.452 52.28+3.09% 33.08+2.93" 58.29+7.182 P=0.001
GSH-Px (U/mg Hb) 548.27+34.032 525.75+28.332 385.04+25.34° 519.96+20.032 P=0.001
SOD (U/g Hb) 75.07+1.322 71.37+2.142 60.26+2.99° 68.03+2.032 P<0.001

ab: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).
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meydana gelen bu degisiklikleri Oz duzeylerindeki
yikselisle ve MTX uygulamasi sonrasi artmis ROT
Uretimi sonucu meydana gelen oksidatif stres ve
antioksidan  sistemdeki dengenin  bozulmasi ile
aciklamislardir.

Ali ve ark. (7) rat karacigerinde MTX kaynakli
apoptoz, inflamasyon ve oksidatif strese karsi klorojenik
asidin koruyucu etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda
MTX (20 mg/kg tek doz i.p.) uygulamasi sonrasi lipid
peroksidasyon dizeylerinin arttigini, KAT, GSH-Px,
SOD, GR gibi antioksidan enzim aktiviteleri ile GSH
dizeylerinin azaldigini belirlemiglerdir. El-Sheikh ve ark.
(23) ratlarda MTX (20 mg/kg tek doz i.p.) uygulamasi
sonras! karaciger ve bobrek dokusunda ¢drek otunun
aktif bileseni olan timokinonun etkilerini inceledikleri
calismalarinda, Mahmoud ve ark. (28) MTX (20 mg/kg
tek doz i.p.) uygulamasi sonrasi ratlarin serebrumunda
berberinin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, Heidari
Khoei ve ark. (29) MTX (30 mg/kg oral gavaj)
uygulamasi  sonrasi  farelerin  testis dokusunda
astaksantin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, Morsy
ve ark. (30) ratlarda MTX (7 mg/kg/gin i.p. 3 gin)
uygulamasi sonrasi bébrek dokusunda zerdegaldaki ana
biyoaktif madde olan kurkuminin etkilerini inceledikleri
calismalarinda, gercgeklestirdigimiz c¢alismaya benzer
sonuglar elde etmiglerdir. Arastirmacilar 7, 23, 28-30)
elde etmis olduklari sonuglari, MTX'in oksidan 6ncull bir
6zellige sahip olmasina, oksidatif strese sebep olarak
antioksidan enzimlerin etkinligini distirmesine ve hayati
6neme sahip doku ve organlarda lipid peroksidasyon
diizeyini artirmasina baglamislardir.

Hicresel antioksidan sistemi ROT'nin neden
oldugu hasarin minimum dizeye dusurilmesine
yardimci olur. Genellikle, antikanser ilaglarinin toksik yan
etkilerini en aza indirmek igin bazi antioksidan ajanlarin
kullaniminin faydali olabilecedi dislUnulmektedir (8).
Calismada meydana gelen toksisitenin MTX kaynakl
oksidatif strese ve hiicre membraninda olusan hasara
bagl olarak meydana geldigi disinilmektedir. MTX ile
birlikte uygulanan enginarin MDA duzeyini azaltmasi,
antioksidan enzim aktivitelerini artirmasi oksidatif hasara
kars! bir koruma olustugu anlamina gelmektedir. Cesitli
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calismalarda, enginarin antioksidan etkisi sinarin,
klorojenik asit ve flavonoidler gibi bilesenlerin metalik
iyonu selatlama ve radikal supirme etkilerine
baglanmistir (8, 10, 11).

MTX gibi bircok kemoterapétik ajaninin  tedavi
amagli kullanimi esnasinda meydana gelebilecek yan
etkilerin veya oksidatif stresin hafifletimesi amaciyla
antioksidanlarin kullanimina basvurulmustur (8, 31-33).
Sharma ve ark. (31, 32) ratlarda kemoterapdétik bir ajan
olan sisplatinin toksik etkilerine karsi enginarin etkilerini
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