Ali GUREL .2
Kiirgat KAYA 2.0

1 Firat Universitesi,
Tip Fakdltesi,
Nefroloji Bilim Dali,
Elazig, TURKIYE

2 pamukkale Universitesi,
Tip Fakdltesi,

Biyokimya Anabilim Dali,
Denizli, TURKIYE

2 ORCID: 0000-0001-8087-8814
° ORCID: 0000-0002-6353-7791

Gelis Tarihi : 23.07.2021
Kabul Tarihi : 06.09.2021

Yazigma Adresi
Correspondence

Ali GUREL
Firat Universitesi,
Tip Fakdltesi,
Nefroloji Bilim Dall,
Elazi§ - TURKIYE

draligurel@gmail.com

168

F.U.Sag.Bil.Tip.Derg.
2021; 35 (3): 168 -171
http://www.fusabil.org

ARASTIRMA

Balik Yagi, Metotreksat Kaynakli Nefrotoksisite ve
Hepatotoksisiteye Kargi Koruyucudur

Amag: Bu calismada metotreksat (MTX) kaynakli bébrek ve karaciger hasarina karsi balik yaginin
(BY) potansiyel koruyucu etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Dort gruba (n=7) ayrilan ratlarda; Kontrol grubu14 giin gavajla misir yagi ve
dguincl gun periton igine (i.p.) fizyolojik tuzlu su, BY grubuna 14 giin gavajla 1000 mg/kg BY ve
Gguincl gun i.p. fizyolojik tuzlu su, MTX grubuna 14 gln gavajla misir yagdi ve Gguncl gun i.p. tek
doz 20 mg/kg MTX, MTX+BY grubuna 14 giin sureyle gavajlal000 mg/kg BY ve uglincu gin i.p.
tek doz 20 mg/kg MTX enjekte edildi. Deney sonunda ratlar dekapite edilip, bdbrek ve karaciger
- 86 °C’de korundu ve biyokimyasal élgiimler yapildi.

Bulgular: Metotreksat uygulanmasiyla bobrek ve karaciger dokularinda tiyobarbitirikasit reaktif
substans (TBARS) seviyelerinin kontrol grubuna gére arttigi; siiperoksitdismutaz (SOD), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) aktivitelerinin ise azaldigi gorildi. MTX ile
birlikte BY uygulanmasi, tek basina MTX uygulanan grupla karsilastirildiginda TBARS seviyesinde
azalma; GSH, CAT, SOD ve GPx aktivitelerinde artig sagladi.

Sonug: Bu galismada MTX'in, bobrek ve karaciger dokularinda oksidatif hasara neden oldugu ve
BY’nin bu hasari engelledigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, oksidatif hasar, bébrek, karaciger, balik yagi

Fish QOil Is Protective Against Methotrexate-Induced Nephrotoxicity and
Hepatotoxicity

Objective: In this study, it was aimed to investigate the potential protective effects of fish oil (FO)
against methotrexate (MTX)-induced kidney and liver damage.

Materials and Methods: In rats divided into four groups (n=7); the control group was given corn oil
by gavage for 14 days and physiological saline intraperitoneally (i.p.) on the third day, FO group
was given 1000 mg/kg FO by gavage for 14 days and i.p. physiological saline on the third day,
MTX group was given corn oil by gavage for 14 days and i.p. single dose of 20 mg/kg MTX on the
third day, MTX+BY group was given 1000 mg/kg FO by gavage for 14 days and i.p. single dose of
20 mg/kg MTX on the third day. At the end of the experiment, rats were decapitated, their kidneys
and livers were preserved at -86 °C, and biochemical measurements were made.

Results: With the administration of MTX, thiobarbituricacid reactive substance (TBARS) levels
increased; superoxide dismutase (SOD), glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GPx) and
catalase (CAT) activities were decreased compared to the control group. Co-administration of FO
with MTX resulted in reduction in TBARS level and increase in GSH, CAT, SOD and GPx activities.

Conclusion: In this study, it was determined that MTX caused oxidative damage in kidney and
liver tissues and FO prevented this damage.

Key Words: Methotrexate, oxidative damage, kidney, liver, fish oil

Girig

Metotreksat (MTX) dihdrofolat rediiktaz enzim inhibisyonuyla etki eden birfolik asit
antagonisti olup, antineoplastik ajan olarak hematolojik ve solid timérlerin tedavisinde,
enflamatuar bagirsak hastaliklari, romatoid artrit gibi otoimmin, inflamatuar
hastaliklarda, ektopik gebelik ve gestasyonel trofoblastik hastaliklar gibi jinekolojik
patolojilerde kullanilmaktadir (1). Ote yandan ciddi yan etkileri MTX'in kullanimini
sinirlamaktadir. Gastrointestinal sistem, karaciger, bdbrekler ve sinir sistemi olmak
Uzere cesitli organ ve dokularda yan etkiler gézlemlenebilir. Bu yan etkiler oksidatif stres
ve inflamatuvar sureclerle iligkilendirilmistir (2).

Balik yaginin (BY) n-3 ¢oklu doymamis yag asitleri DHA ve EPA ydniinden zengin
olmasi nedeniyle faydal etkileri vardir. n-3 yag asitleri, normal biyiime ve gelisme icin
gerekli olup, ayrica hipertansiyon, diyabet, koroner arter hastaligi, ¢esitli otoimmun ve
inflamatuar hastaliklar, karsinogenezin &nlenmesi ve tedavisinde olumlu etkileri
bildirilmistir. Bu yararl etkileri, biyolojik membranlarin yapisinda yer almalariyla birlikte
¢ogu dokuyu oksidatif hasara karsi korumalariyla iligkilendiriimektedir (3).

Bu galismada MTX kaynakli bobrek ve karacigerin oksidatif hasarina karsi BY'nin
potansiyel koruyucu etkilerinin arastirlmasi amaglandi. Bu amagla oksidatif stres
belirteci olarak tiyobarbitirik asit reaktif substans (TBARS) diizeyi, ve antioksidan
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belirtecler olan siperoksitdismutaz (SOD), indirgenmis
glutatyon (GSH), glutatyonperoksidaz (GPx) ve katalaz
(CAT) aktiviteleri élguldu.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Calismanin etik kurul
onayi, Adiyaman Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulundan alindi (2019/051).

Kimyasallar: Metotreksat (Kogak Farma, 500
mg/20 ml) ve balik yadi [Solgar Omega-3 950 mg
(yumusak jelatin kapsiil; her bir kapstl 504 mg EPA 378
mg DHA iceren)] eczaneden, o6teki tum kimyasallar
analitik saflikta veya mevcut en yiksek safliktaydi ve
Sigma-Aldrich’den alindi.

Deney Hayvanlan ve GCalisma Tasarimi:
Calismada 28 adet Spraque Dawley erkek rat kullanildi.
Calisma stresince poliprolen kafeslerde, 21 °C ortam
sicaklidinda ve 12 saatlik aydinhk- karanlik déngusinde
tutulan ratlara yem ve su “ad libitum” olarak verildi.

Ratlar 4 gruba ayrldi (n=7). Kontrol grubundaki
ratlara 14 gin sireyle giinde bir kez gavajla misir yagi
verildi ve Gglincu gln tek doz fizyolojik tuzlu su periton
icine enjekte edildi. BY grubundaki ratlara 14 gin
sureyle giinde bir kez gavajla 1000 mg/kg BY verildi ve
Uglncu gun tek doz fizyolojik tuzlu su periton igine
enjekte edildi. MTX grubundaki ratlara 14 gun sureyle
gunde bir kez gavajla misir yagi verildi ve Uguncu gun
tek doz 20 mg/kg MTX periton icine enjekte edildi.
MTX+BY grubundaki ratlara 14 gin siireyle giinde 1 kez
gavajla1000 mg/kg BY yagi verildi ve Gglinci gin tek
doz 20 mg/kg MTX periton icine enjekte edildi. On
besinci gun ksilazin-ketamin karisimi ile genel anestezi
uygulanan ratlar dekapite edildi. Bdbrek ve karaciger
dokulari hizla c¢ikarildi ve biyokimyasal ol¢imler
yapilmak Uzere hizlica -86 °C’de dondurularak saklandi.

Biyokimyasal Olgiimler: Dokular, tim
homojenatin  1:10 (w/v) dilisyonunu elde etmek
amaciyla, soguk zincir sartlar altinda, 0.2 M Tris-HCI
tamponu (pH: 7.4) igerisinde homojenize edildi. TBARS
olcimleri  icin  dogrudan  homojenat  kullanildi.
Homojenatlarin 3220 rpm'de 30 dk (4°C)
santrifijlenmesiyle elde edilen slpernatanlardan SOD,
CAT ve GPx aktiviteleri ile GSH diizeyleri belirlendi. Bir
lipit peroksidasyon indeksi olan TBARS seviyeleri
Yagi'nin yontemi kullanilarak o6lgildi (4). Bu yontemde
iki molekul tiyobarbiturik asit bir molekiul TBARS ile
reaksiyona girerek pembe renkli Griin olusturur. Uriinler
spektrofotometrik  olarak 532 nm’de  Olgllerek
degerlendirildi ve sonuglar nmol/g doku olarak gdsterildi.
SOD, CAT ve GPx hicresel enzimatik antioksidan
savunma sistemi Uyeleridir. SOD, superoksit anyonunu
hidrojen perokside donustirerek, CAT ve mitokondride
GPx hidrojen peroksidi suya indirgeyerek serbest oksijen
radikallerine karsi en glg¢li savunmayl yapan ilk
antioksidan savunma hattini olustururlar (5). SOD, CAT
ve GPx aktivitelerinin belirlenmesinde spektrofotometrik
yontem kullanildi ve sonuglar unite/mg doku proteini
olarak ifade edildi. SOD aktivitesinin belirlenmesinde
Sun ve ark. (6), yontemi kullanildi. Bu ydntemde
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ksantininksantinoksidaz tarafindan Urik aside gevrilmesi
esnasinda olusan sUperoksit radikali ortamda bulunan
nitrobluetetrazolyum (NBT) ile reaksiyona girerek mor
renkli formazon olusturur. Ortamda SOD bulunmasi
halinde olusan siliperoksit radikali hidrojen perokside
donusturileceginden NBT reduksiyonu ve dolayisiyla
formazon olusumu azalacaktir. Formazon azalmasi
spektrofotometrik olarak 560 nm’'deki absorbans
azalmasi Olcllerek belirlenmistir. NBT rediksiyonunu
%50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesi 1 U SOD
aktivitesi olarak kabul edilmektedir. CAT aktivitesi Aebi
(7) metoduna goére, ortamda bulunan hidrojen peroksidin
CAT etkisiyle yikimlanmasinin 240 nm dalga boyunda
absorbans azalmasi seklinde takip edilmesi prensibine
dayanan ydntemle belirlendi. Birim zaman basina
absorbans farki, CAT aktivitesinin bir Olglisii olarak
kullanildi. GPx aktivitesi Paglia ve Valentine (8)'in
yontemine gbre belirlendi. Bu ydntemde, hidrojen
peroksidi suya indirgeyen GPx, rediikteglutatyonu da
okside forma dénusturir. Ortamda glutatyonrediiktaz ve
NADPH bulunmasi halinde okside glutatyon tekrar
rediikte glutatyon haline indirgenir. Ortamdaki NADPH
azalmasi 340 nm’de absorbans azalmasi seklinde takip
edilir. Absorbansdaki bu azalma GPx aktivitesiyle dogru
orantiidir. GSH, ikinci hat antioksidan savunma sistemi
Uyelerinden biridir. Serbest radikallere elektron vererek
onlari temizler. GSH duzeyleri Sedlak ve Lindsay (9)’in
yontemine gore 412 nm dalga boyunda 6lgim yapilarak
spektrofotometrik olarak belirlendi.Bu yontemde GSH’in
yapisinda bulunan sulfidril gruplar 5, 5’-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek sari-yesil renkli
kromojen bilesik olusturur. Doku GSH dizeyleri
nmol/mg doku proteini olarak ifade edildi. Beyin dokusu
protein miktarinin  belirlenmesinde Lowry metodu
kullanildi (10).

istatistik Analizler: Istatistiksel analizler 1BM
SPSS 21 programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal
dagihm gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile
analiz edildi. Gruplar arasi degiskenlerin
karsilastirimasinda tek yonliu varyans analizi (ANOVA)
testi kullanildi. Levene testi analizine gbére homojen
varyans gosteren degiskenler igin Tukey HSD ve
homojen varyans godstermeyen degiskenler igin Games-
Howell testleri post hoc testleri olarak kullanildi.
Sonuglar ortalamaz standart hata (SEM) olarak ifade
edildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi (glven aralidi %95).

Bulgular

Bdbrek ve karaciger dokusu TBARS ve GSH
seviyeleri ile SOD, GPx ve CAT aktiviteleri Tablo 1 ve
2'de verilmistir. Bu galismada MTX uygulanmasi, bdbrek
dokusunda TBARS seviyelerinin kontrol grubuna goére
anlamli  sekilde artmasina, SOD, GPx ve CAT
aktivitelerinin  anlamli  sekilde azalmasina, GSH
aktivitesindeyse istatistiksel anlamliiga ulagsmayan
azalmaya neden oldu. MTX ile birlikte BY uygulanmasi,
tek basina MTX uygulanan grupla karsilastirildiginda
TBARS seviyesinde anlamli bir azalmaya; SOD, GPx ve
CAT aktivitelerinde anlamli artisa, GSH aktivitesindeyse
istatistiksel anlamliliga ulagmayan artisa neden oldu.
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Tablo 1. MTX ve BY uygulanan ratlarin bébrek dokularindaki TBARS ve GSH seviyelerindeki ve SOD, GPx ve CAT

aktivitelerindeki degisiklikler (n=7)

Bébrek TBARS (nmol/g yas GSH (nmol/mg doku SOD (U/mg doku GPx (U/mg doku CAT (U/mg
doku) prot) prot) prot) doku prot)
Kontrol 106.8214.972 10.68+0.88% 4.73+0.132 0.8910.012 760.38+59.707
Balikyagi 117.1943.342 12.59+0.59° 4.8610.102 0.9410.032 791.22423.492
Metotreksat 135.88+1.04° 10.3440.402 3.78+0.13° 0.77+0.02° 607.13+28.19°
Met+BY 122.42+3.05% 11.07+0.15% 6.36+0.372 0.95+0.022 780.97+30.30*

ab: Ayni siitun iginde farkli Gst simgeler taglyan ortalamalar istatistiksel olarak anlamli sekilde farklidir (p<0.05). Ortalama + SEM

Tablo 2. MTX ve BY uygulanan ratlarin karaciger dokularindaki TBARS ve GSH seviyelerindeki ve SOD, GPx ve CAT

aktivitelerindeki degisiklikler (n=7)

Karaciger TBARSd(nmoI/g yas GSH (nmol/mg SOD (U/mg GPx (U/mg doku CAT(U/mg doku
oku) doku prot) doku prot) prot) prot)
Kontrol 61.50+6.05 7.30+0.49% 3.79+0.01° 1.12+0.032 2020.69+137.352
Balikyagi 60.16+3.97 8.22+0.54 4.3040.20%* 1.20+0.082 2461.61£116.96°
Metotreksat 69.05+5.07 5.29+0.16" 2.63+0.04° 0.89+0.00° 1184.05+78.59°
Met+BY 64.43+7.06 5.95+0.70% 5.03+0.18°¢ 1.25+0.042 1560.41+137.35°

ab: Ayni siitun iginde farkli Ust simgeler taglyan ortalamalar istatistiksel olarak anlamli gekilde farklidir (p<0.05). Ortalama + SEM

Karaciger dokusunda, MTX uygulanmasi TBARS
seviyelerinde kontrol grubuna gére anlamli olmamakla
birlikte artisa; GSH, SOD, GPx ve CAT aktivitelerinin
anlamli sekilde azalmasina neden oldu. MTX ile birlikte
BY uygulanmasi, tek basina MTX uygulanan grupla
karsilastirildiginda  TBARS seviyesinde  anlamh
olmamakla birlikte fark edilir sekilde azalmaya; GSH,
SOD, GPx ve CAT aktivitelerindeyse anlamli artisa
neden oldu.

Tartisma

Sitotoksik bir antineoplastik ajan olan MTX, bir¢ok
malignitenin tedavisinde kullanilan bir folat
antimetabolitidir.  Imminsiresif/  modilatér  etkisi
nedeniyle romatoid artrit ve baz 6teki romatizmal ve
inflamatua rhastaliklarin tedavisinde de kullaniimaktadir
(11). Hdicre icine girdikten sonra olusan MTX-
poliglutamatlar, dihidrofolat rediiktaz enzimini potent
bicimde inhibe eder. Dihidrofolat rediiktaz enziminin
inhibisyonu, sentezi igin tetrahidrofolata ihtiyag duyan
timidin ve purinlerin sentezini bloke ederek protein
sentezini durdurur (12). Metotreksat, basta ylksek
proliferasyon 6zellikli dokular olmak Uzere bir ¢ok doku
ve organda, dozunun azaltilmasini/  kesilmesini
gerektiren ciddi yan etkilere neden olur. Hepatotoksisite,
nefrotoksisite, pulmotoksisite, hematotoksisite,
norotoksisite,  kardiyotoksisite,  gastrointestinal  ve
gonadaltoksisite ve neokarsinogeniketki baslica yan
etkileridir (13). Yan etkiler doz, uygulama yolu,
uygulama sikhigi ve birlikte folinik asit kullanim durumuna
baghdir.

Bobrekler ve karaciger organizmada homeostaz,
toksin/ metabolit/ ilag eliminasyonu ve karmasik
metabolik islevlerden sorumlu organlardir. Metotreksat
kaynakli nefrotoksisite ve hepatotoksisite; oksidatif
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hasar, inflamasyon ve apopitozis patolojik streglerine
baglanmaktadir (14).

Bu calismada 20 mg/kg tek doz MTX uygulanmasi
rat bébrek ve karaciger dokularinda kontrol grubuna
gbre TBARS diizeylerinde artisa ve SOD, GPx, GSH,
CAT aktivitelerinde azalmaya neden oldu. Bu sonuglar
MTX etkisiyle olusan oksidatif hasari saptayan onceki
calismalarla uyumluydu. Pinar ve ark. (15, 16), tek doz
20 mg/kg MTX uygulamasinin rat bébrek ve karaciger
dokularinda ve testis dokusunda MDA seviyelerini
anlamli sekilde arttirdigini ve SOD, CAT ve GPx
aktivitelerini anlamli sekilde azalttigini gostermistir. Fikry
ve ark. (17), calismalarinda bir hafta arayla 2 kez 14
mg/kg oral MTX verilmesinin rat kalp dokusu MDA
seviyesinde anlamli bir artisa ve GSH seviyesi ile CAT
aktivitesinde anlamli bir azalmaya neden oldugunu
saptamislardir. Yalgin ve Giirel (14), benfotiamin
uygulamasinin  MTX aracili nefrotoksisitede, anlamli
biyokimyasal ve histolojik iyilesmeyle sonuglandigini
saptamiglardir. Ote yandan Vardi ve ark. (18), MTX
aracil hepatotoksisiteye bagli artan oksidatif stresin beta
karoten uygulamasiyla 6nemli Olglide geri
dondirdldagini ortaya koymuslardir. Hafez ve ark. (1),
bir TNF—a inhibitéri olan etanercept ve bir INOS
inhibitérii olan aminoguanidinin ayri ayri ve kombine
olarak kullanimlarinin MTX kaynakli bébrek ve karaciger
hasari tzerine etkilerini aragtirmiglar ve her iki ajanin da
oksidatif stres yolaklarini baskilayarak organ koruyucu
etki yaptiklarini saptamiglardir.

Metotreksat yan etkilerine karsi BY’nin etkilerinin
arastinldigi az sayida galisma vardir. Vanderhoof ve ark.
(19), bahk yaginin MTX kaynakli mukozal hasar
iyilestirdigini; Horie ve ark. (20), DHA'nin farelerde oral
MTX uygulamasinin neden oldugu ince bagirsak
hasarini gicli sekilde engelledigini; Nadhanan ve ark.
(21), BY’nin MTX'in kemikler tzerinde olusturdugu yan
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etkileri engelledigini ortaya koymuslardir. Metotreksat
yan etkilerini oksidan-antioksidan sistem Uzerinden
degerlendiren Elbarbary ve ark. (22), akut lenfoblastik
I6semi hastalarina tedavilerinde kullanilan MTX ile
birlikte balik yagi kaynaklh 1000 mg omega-3 yag asidi
vermis ve bu gruptaki hastalarin tam kan SOD ve GPx
aktiviteleri ile serum total antioksidan kapasite ve MDA
duzeylerinde anlamli  bir dizelme  olustugunu
go6stermislerdir.

Bir baska calismadaysa sarimsak suyu ekstresinin
MTX kaynakl nefrotoksisitede etkisi arastiriimis ve MTX
uygulamasi ©6ncesi verilen sarimsak suyunun renal
fonksiyonlari ve dokuda antioksidan enzim duzeylerini
artirdidi ortaya konulmustur (23). Bu ¢alismada 1000 mg
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