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Puerarin AML-12 Hiicrelerinde Metotreksatin Neden Oldugu
Hepatoksisiteden Korur

Puerarin Protects from Methotrexate Induced Hepatotoxicity in AML-12 Cells
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Amag: Puerarinin (PR) metotreksat (MTX) nedenli hepatotoksisite tizerindeki etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.
Gerec¢ ve Yontem: Calismamiz AML-12 hiicre hattinda kontrol, PR, MTX, PR+MTX olacak sekilde dort grup olarak planlandi. Hiicre hatlarina
uygulanacak madde konsantrasyonlari MTT yontemi ile belirlendi. Oksidatif stresi irdelemek amaciyla stiperoksid dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
ekspresyon diizeyleri kantitatif gercek zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) analizi ile 6l¢iildi. MTX'in neden oldugu hepatotoksisitede
ve PR'nin hepatoprotektif etkilerinde apoptoz yolaklarinin roliinii degerlendirmek amaciyla qRT-PZR analizi ile kaspaz-3 (Cas-3), Cas-9, apoptotik

proteaz aktive edici faktor 1, Bax, Bel-2, p53, ikinci mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii/dogrudan apoptoz baglayici protein inhibitérii (smac/
DIABLO), topoizomeraz (Top) I, Top Il gen ekspresyonlari incelendi.

Bulgular: MTX SOD iizerinden antioksidan savunmayi zayiflatti, fakat serbest radikal artisi nedeni ile katalaz ve glutatyon ekspresyonunu artirdi.
PR+MTX grubunda, MTX grubuna goére, SOD ekspresyonu artti, katalaz ve glutatyon ekspresyonlari azaldi. PR grubunda, Cas-9, Apaf-1 ve Top | gen
ekspresyon diizeyleri azaldi. PR+MTX grubunda PR uygulamasi Bax, p53 ve smac/DIABLO ekspresyonunu artirarak ve Bcl2 ekspresyonunu azaltarak
hasarli yapilarin apoptozla ortadan kaldiriimasini saglad.

Sonug: PR, MTX'in neden oldugu hepatotoksisiteyi antioksidan etkileri ve apoptoz yolaklarindaki olumlu etkileri ile hafifletmistir. Fakat PR MTX'e
bagh gelisen DNA'daki cift iplik hasarini 6nleyemedigi ve PR grubunda Top | ekspresyonunda artis gelistigi icin, farkli doz calismalarina ihtiyag
duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, puerarin, hepatoprotektif, oksidatif stres, apoptoz

ABSTRACT
Aim: The purpose of this study was to look into the effects of puerarin (PR) on methotrexate (MTX)-induced hepatotoxicity in vitro.

Materials and Methods: We designed our research with four groups in the AML-12 cell line: control, PR, MTX, and PR+MTX groups. Administered
concentration levels to the cell lines were determined with the MTT test. To investigate oxidative stress, the expression levels of glutathione,
superoxide dismutase, and catalase were determined with quantitative real-time-polymerase chain reaction (qRT-PCR) analysis. To evaluate the
role of apoptosis pathways in MTX induced hepatotoxicity and the hepatoprotective effects of PR, gene expressions of caspase 3 (Cas-3), Cas-9,
apoptotic protease activating factor-1, Bel-2, Bax, p53, second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding
protein (smac/DIABLO), topoisomerase (Top) I, and Top Il were investigated with qRT-PCR.

Results: MTX impaired the antioxidant defense through SOD but elevated the expression of catalase and glutathione due to an increase in free
radicals. In the PR+MTX group, SOD expression increased and catalase and glutathione expression decreased compared to the MTX group. Cas-9,
Apaf-1, and Top | gene expression levels were reduced in group PR. In the group of PR+MTX, PR application increased the expression of Bax, p53,
and smac/DIABLO while decreasing the expression of Bel-2, which resulted in the elimination of damaged structures by apoptosis.
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Conclusion: PR alleviated the hepatotoxicity caused by MTX with its antioxidant effects and positive effects on apoptosis pathways. However,
different dose studies are needed because PR could not prevent double-strand damage in DNA due to MTX and there is an increase in Top |

expression in the PR group.

Keywords: Methotrexate, puerarin, hepatoprotective, oxidative stress, apoptosis

GRIS
Diinyada ikinci 6lim nedeni olan kanser, hiicresel homeostazis
ve fonksiyonun geri donusiimsliz bozulmasiyla karakterize
heterojen bir hastaliktir. Kanser tedavisi secenekleri
arasinda ameliyat, kemoterapi, radyasyon ve palyatif bakim
yer almaktadir’. Kemoterapi, kanseri tedavi etmek icin
kemoterapi ilaclarinin  kullanilmasidir. Metotreksat (MTX),
farkh malignitelerin ve psoriatik dermatomiyozit ve romatoid
artrit gibi otoimmiin bozukluklarin tedavisinde kullanilan
antineoplastik ve immiinosipresif bir ajandir’. Bir folat
antagonisti olan MTX, dihidrofolat rediiktazi kompetitif olarak
inhibe ederek niikleik asit sentezini etkiler®.

Etkili ve yaygin olarak kullanilan kanser tedavilerinden
kemoterapotik ilaclar sitotoksik yan etkilere yol agmaktadir.
Diisiik doz MTX alan kisilerde hepatotoksisite, nefrotoksisite,
testis fonksiyon bozuklugu ve kardiyotoksisite gibi ciddi yan
etkiler belgelenmistir?. Alkol alimi, anormal karaciger enzim
duzeyleri, karaciger hastaligi Oykusii ve obezite, diyabet
ve hiperlipidemi gibi kronik bozukluklarin varligi, MTX'in
neden oldugu hepatotoksisite riskini artirirt. MTX'in kan
aminotransferaz dizeylerini yiikselttigi bilinmektedir ve uzun
streli MTX tedavisinin fibrozis, yagl karaciger hastaligi ve
sirozun baslangicrile iliskisi bulunmustur®. MTX'in neden oldugu
hepatotoksisitenin mekanizmasi tam olarak anlasilmamasina
ragmen, son zamanlarda yapilan bazi calismalar oksidatif
stres ve enflamasyonun oOnemli faktorler oldugunu ©ne
stirmektedir. Calismalar, asir reaktif oksijen tiirlerinin ve nitrik
oksitin yetersiz antioksidan savunmayla birlestiginde, MTX'in
neden oldugu karaciger hasarinin gelisiminde 6nemli bir rol
oynadigini gostermistirz. Bu nedenle antioksidan ve anti-
enflamatuvar ozelliklere sahip dogal Griinlerin, MTX'in neden
oldugu hepatotoksisiteyi potansiyel olarak azaltabilecegi
one surilmistir?. Bir izoflavon glikozit olan puerarin (PR),
geleneksel Cin tibbinda karaciger hastaliklarinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan Pueraria lobata'da bulunan primer
antioksidandir. ~ Cesitli arastirmalarda  PR'nin  karaciger
lizerindeki olumlu etkileri bulunmustur. Ornegin; PR, sicanlarda
karbon tetraklorir ile olusturulan deneysel bir karaciger hasar
modelinde hepatoprotektif etkiler gostermistir®. Chen ve
ark!nin” sicanlar lizerinde yaptigi bir baska deneysel calismada
(2013), PR'nin kronik alkol tiiketimiyle tetiklenen karaciger
hasarini  onardigi bildirilmistir. Bu bilgiden vyola cikarak
arastirmamizda oksidatif stres, apoptoz ve DNA hasarini da
dikkate alarak PR'nin MTX ile birlikte AML-12 hiicre hattinda
karaciger hasarina etkilerini arastirdik.
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Arastirmamizda PR'nin MTX'in hepatotoksik etkileri lizerindeki
koruyucu etkisi incelenmistir. Glutatyon (GSH), katalaz (CAT)
ve sliperoksit dismutaz (SOD) enzimleri ve genleri kodlayan
kaspaz-3 (Cas-3), kaspaz-9 (Cas-9), apoptotik proteaz aktive
edici faktér-1 (Apaf-1), Bel-2, Bax, p53, ikinci mitokondri
tlirevli kaspaz aktivator/dusiik pl'li (smac/DIABLO) apoptoz
baglayici proteinin direkt inhibitori ve Top | ve Top Il proteinleri
arastirildi. Boylece apoptozda rol oynayan yolaklar arasindaki
etkilesimler ve bunlarin niikleer gen ekspresyonu Utzerindeki
etkileri arastinldi.

GEREG VE YONTEMLER

Gruplar

Calismamiz kontrol grubu, PR grubu, MTX grubu ve PR+MTX
grubu olmak Ulzere 4 gruptan olustu.

Kimyasallar

Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) (320-026-CL),
HAMS F 12 (318-010-CL) ve trypsin/EDTA (325-542-EL),
Multicell'den (Wisent Bioproducts, St-Bruno, QC, Kanada)
satin alindi. Dulbecco'nun modifiye Eagle medyumu (DMEM)
(320-026-CL), penisilin-streptomisin (Gibco 15070063), fetal
sigir serumu (FBS) (Gibco 26140079) ve L-glutamin (Gibco
25030081) Gibco'dan (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, ABD) temin edildi. Tiazolil Mavi Tetrazolyum Bromiir
(MTT), Biocompare'den (New York, ABD) alindi. Dimetil
siilfoksit (DMSO) (Merck 67-68-5) ve Fosfat tamponlu salin
(PBS) (Merck 524650), Merck-Millipore'dan (Darmstadt,
Almanya) elde edildi. PureLink RNA Mini Kiti (121-830-18A),
Invitrogen'den (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
alindi. SYBR Select Master Mix ve Yiiksek Kapasiteli cDNA
Reverz Transkripsiyon Kiti (8368814), Applied Biosystems'den
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) sagland.

PR ve MTX c¢dzeltileri %0,01 DMSO iceren sulu ¢cozelti icerisinde,
PR+MTX karisimi ise 1:1 oraninda hazirland.

Hiicre Kiiltiirii

AML-12 (alfa fare karacigeri 12) hiicreleri, 3 aylik bir farenin
normal karacigerinden izole edilen hepatositlerdir. AML-12
(ATCC®, CRL-2254™), 005 1siyla inaktive edilmis FBS; 100 1U/mL
penisilin, 10 mg/mL streptomisin ve %1 L-glutamin iceren besin
ortami, 1:1 oraninda EMEM, DMEM, HAMS F12 siselere ekilir ve
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37 °C'de %95 nem ve %5 CO, igeren inkiibatdre yerlestirilir.
Calismamiz 5. pasajda baslayip 12. pasajda sona erdi.

MTT Yontemiyle Dozun Belirlenmesi

Calismada  kullanilacak o degerlerini
belirlemek icin 96 kuyucuklu plaklara, her kuyucukta
1x10° hiicre olacak sekilde 180 pL AML-12 hiicresi ekildi.
Hiicrelerin plaka kuyucuklarina yapismasini saglamak icin 24
saat inkiibasyona birakildilar. Kontrol grubu disindaki tiim
gruplara tlim maddeler uygulanmis olup, dozlari Sekil 1'de
gGsterilmistir (20 pL hacimde). Daha sonra tim gruplar 24
saat siireyle inkiibatérde (37 °C, %5 CO,) birakildi. Kontrol
grubuna 90,01 DMSO iceren sulu ¢ozelti uygulandi. %0,01
DMSO iceren sulu PR ve MTX cozeltileri hazirlandi. 1:1 (v/v)
oraninda PR ve MTX birlestirildi. Her kuyucuga 20 pL MTT (5
mg/mL) sollsyonu verildi. Formazan kristallerini ¢c6zmek icin 3
saat sonra 200 plL %0,01 DMSO ilave edildi. Emilim degeri, 492
nm'de bir mikroplaka tarayici (Thermo Scientific Multiskan Go)
kullanilarak hesaplandi. Kontrol grubunun %7100 canli oldugu
kabul edildi ve IC, dozu probit analizi ile hesaplandi. MTT testi
tlim gruplarda dort tekrarli olarak yapildi.

tim gruplarin  IC

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

AML-12 hiicreleri, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde
kultir plakalarina 3 kez ekildi. 24 saat sonra deney gruplarinin
kimyasal uygulamalari AML-12 hiicrelerine IC,, dozunda 24
saat slreyle uygulandi. Elde edilen hiicrelerden RNA izole
edildi (PureLink RNA Mini Kit). Elde edilen RNA &rneklerinin
konsantrasyonlari ve saflik degerleri nanodrop (NaNoQ
OPTIZEN) ile belirlendi. RNA 6rneklerinden (ytiksek kapasiteli
cDNA reverz transkripsiyon kiti) cDNA sentezi gergeklestirildi.

qRT-PZR Analizi

SOD, CAT, GSH ile iliskili hicrelerin enzim ekspresyonlari ve
Cas-3, Cas-9, Apaf-1, Bax, Bcl-2, p53, smac/DIABLO, Top |, Top
[I'ile iliskili hiicrelerin gen ekspresyonlarinin kantitatif gercek
zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) analizi icin SYBR
Select Master Mix'in Quant Studio 6 Flex cihazi kullanildi. PZR
kosullari su sekilde belirlendi: 1 dongii, 50 °C'de 2 dakika ve
95 °C'de 10 dakika, ardindan denatiirasyon icin 50 dongii, 95
°C'de 15 saniye ve tavlama ve uzatma icin 60 °C'de 1 saniyeydi.
mRNA ekspresyon seviyeleri karsilastirmali esik dongtisti (2-
AACt) yontemi (Kullanicr Biilteni 2, Applied Biosystems) ile
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Sekil 1. Her tedavi grubunun MTT tahlil sonuglari. Dikey cubuklar standart sapmayi temsil etmektedir (n=4, ortalamaz+standart
sapma) (canhlik %'si=Orneklem absorbans ortalamasi/kontrol absorbans ortalamasi x 100)

PR: Puerarin, MTX: Metotreksat, PR+MTX: Puerarin+metotreksat kombinasyonu
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analiz edildi. GSH gen dizilerinin bir kopyasini elde etmek igin
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nden “Niikleotid" secildi.
Daha sonra ilgili organizma/gen adi arama kutusuna girilerek
FASTA belirlenerek ilgili genler dizayn edildi. Deney gruplari
kontrol grubuyla karsilastirilarak gen ekspresyonundaki
rolatif kat degisimleri hesaplandi ve -aktin mRNA ifadesine
normalize edildi (Tablo 1).

istatistiksel Analiz

MTT testi ile elde edilen canhlik yilizde verilerine probit
analizi uygulanarak IC.~degeri hesaplandi. IC  dozlarinda
AML-12 hiicre hattinin 24 saat siireyle AML-12 hiicrelerine
uygulanmasinin ardindan, gen ekspresyonlarinin rélatif kat
degisim degerlerine one-way ANOVA testi ve post-hoc Tukey
uygulandi. P<0,05'teki degerler anlamli kabul edildi. Probit
analizi ve ANOVA testi Statistical Package for the Social
Sciences 20 yazilimi (IBM) ile yapildi.

BULGULAR

PR, MTX ve PR+MTX kombinasyonunun AML-12 hiicre
hatlarinin canhhgr lzerindeki etkisini degerlendirmek icin
24 saatlik bir sure boyunca MTT analizleri yapildi. MTT tahlili

Tablo 1. qRT-PZR analizi icin degerlendirilen genlerin primer

dizilimleri

Gen Primer dizilimler (ileri/geri)
oD F: AGCTGCACCACAGCAAGCAC®
R: TCCACCACCCTTAGGGCTCA
CAT F: TCCGGGATCTTTTTAACGCCATTG?
R: TCGAGCACGGTAGGGACAGTTCAC
GSH F: ACTTGGCACTCCTCTCCTGA
R: AGGCACTAGAACCTGCTGGA
Cas3 F: GGTATTGAGACAGACAGTGG™
R: CATGGGATCTGTTTCTTTGC
Cas-9 F: GAGTCAGGCTCTTCCTTTG™
R: CCTCAAACTCTCAAGAGCAC
Apaf-1 F: GATATGGAATGTCTCAGATGGCC"
R: GGTCTGTGAGGACTCCCCA
Bax F: TTCATCCAGGATCGAGCAGA™
R: GCAAAGTAGAAGGCAACG
Bel-2 F: ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA™
R: ACAGTTCCACAAAGGCATCC
F: CACGAGCGCTGCTCAGATAGC™
pS3 R: ACAGGCACAAACACGCACAAA
F: CTCTGTGGCTGAGGGTTGAT™
SR R: TIGTAGATGATGCCCACAGG
Top| F: TCATACTGAACCCCAGCTCC™
R: GTCCTGCAAGTGCTTGTTCA
Top Il F: CTTCTCTGATATGGACAAACATAAGATTCC'™
R: GGACTGTGGGACAACAGGACAATAC
qRT-PZR: Kantitatif gercek zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu, Cas: Kaspaz
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sonuglarl, AML-12 hiicre hattinin 24 saat boyunca farkh
konsantrasyonlarda PR, MTX ve PR+MTX kombinasyonuna
maruz birakilmasinin, Sekil 1'de gdsterildigi gibi, doza bagli
olarak hicre canliiginda bir azalmaya neden oldugunu
gosterdi. IC50 dozlari PR'de 3,28 puM, MTX'te 7,97 pM ve
PR+MTX'de 18,98 uM olarak belirlendi.

PR uygulamasi SOD ekspresyon diizeylerini kontrol grubuna
gore anlamh derecede artirdi (p<0,0001). MTX uygulamasi
SOD ekspresyonunda kontrol grubuna gore anlamli artisa
yol acsa da (p<0,01), PR grubuna gdre anlamli derecede
distikti (p<0,0001). PR grubuyla karsilastirildiginda PR+MTX
grubunda SOD ekspresyon diizeyleri anlamli derecede distiktu
(p<0,0001). PR+MTX ve MTX gruplari arasinda anlamli bir
fark bulunmazken, Sekil 2A'da gosterildigi gibi SOD ifadesi
PR+MTX'te daha ylksekti.

Kontrol, MTX ve PR gruplari arasindaki CAT ekspresyon diizeyleri
karsilastinldiginda, MTX grubunda CAT ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu ortaya cikti
(p<0,0001). Kontrol ve PR gruplariyla karsilastirildiginda
PR+MTX grubu, Sekil 2B'de gosterildigi gibi anlamli 6lclide
daha ylksek diizeyde CAT ekspresyonu sergiledi (sirasiyla;
p<0,0001 ve p<0,001).

GSH ekspresyon diizeylerinin istatistiksel analizi, MTX
uygulanan gruplarda hem kontrol hem de PR gruplarina
gore bir artis oldugunu ortaya cikardi (p<0,0001). Kontrol
grubuna gore PR uygulamasi, Sekil 2C'de gosterildigi gibi GSH
ekspresyon dizeylerini artirdi (p<0,01).

Cas-3 gen ekspresyonu PR (p<0,0001), MTX (p<0,05) ve
PR+MTX (p<0,0001) gruplarinda kontrol grubuna gére daha
yliksekti. MTX uygulamasi, PR grubuyla karsilastirildiginda Cas-
3 gen ekspresyonunu anlamh diizeyde azaltti (p<0,0001). Cas-
3 gen ekspresyonu PR+MTX grubunda PR grubuna gére daha
yliksek belirlendi (p<0,0001) (Sekil 2D).

MTX uygulamasiyla Cas-9 gen ekspresyonu kontrol grubu ve
PR grubuna gore anlaml diizeyde artti (p<0,0001). PR+MTX
grubunda Cas-9 gen ekspresyonu MTX grubuna gore azalsa
da bu fark anlamh degildi. Cas-9 gen ekspresyonu PR+MTX
grubunda PR grubuna gore daha yiksekti (p<0,0001). PR tek
basina uygulandiginda Cas-9 gen ekspresyonu kontrol grubuna
gore anlamh diizeyde yiiksek bulundu (p<0,001) (Sekil 2E).

Kontrol ve PR gruplari ile karsilastinldiginda MTX uygulamasi
Apaf-1 gen ekspresyonunu anlamli diizeyde artirdi (p<0,0001).
Apaf-1 gen ekspresyonu PR+MTX grubunda MTX grubuna gore
azalsa da bu fark anlamli degildi. Kontrol ve PR gruplari ile
karsilastinldiginda PR+MTX grubunda Apaf-1 gen ekspresyonu
daha yiiksekti (p<0,0001) (Sekil 2F).

Bax gen ekspresyonu PR uygulamasiyla kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde artti (p<0,0001). MTX uygulamasi Bax gen
ekspresyonunu PR grubuna gore azaltti (p<0,0001). PR+MTX
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grubunda Bax gen ekspresyonu kontrol grubuna gore daha
yiiksek (p<0,05), PR grubuna gore ise anlamli derecede distiktt
(p<0,0001) (Sekil 3A).

MTX uygulamasi Bel-2 ekspresyonunu PR grubuna gore anlamh
derecede arttirdi (p<0,001). Bcl-2 ekspresyonu PR grubunda
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kontrol grubuna gore anlamli derecede duslkti (p<0,05)
(Sekil 3B).

PR ve MTX uygulamalari p53 gen ekspresyonunu kontrol
grubuna gore anlamli derecede arttirdi. Bu artisin istatistiksel
anlamhhgr PR grubu ve MTX grubunda p<0,001, PR+MTX
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Sekil 2. SOD (A), CAT (B), GSH (C), Cas-3 (D), Cas-9 (E) ve Apaf-1 (F) rélatif mRNA ekspresyonu

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05, t: p<0,01, ¥: p<0,001, §: p<0,0001.

*PR grubuyla karsilastinldiginda p<0,05, t1: p<0,01, ¥¥: p<0,001, §§: p<0,0001.

C: Kontrol grubu, PR: Puerarin grubu, MTX: Metotreksat grubu, PR+MTX: Puerarin+Metotreksat kombinasyon grubu

197



AKINCI ve ark. Puerarinin Metotreksata Karsi Hepatoprotektif Etkisi

Nam Kem Med J 2023:11(3):193-201

grubunda p<0,0001 olarak belirlendi. p53 uzerindeki gen
ekspresyonunun PR+MTX grubunda PR grubu ve kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu gorildi (p<0,0001)
(Sekil 3C).

PR uygulamasi smac/DIABLO gen ekspresyon diizeyini kontrol
grubuna gore artirdi (p<0,0001). PR+MTX grubunda smac/
DIABLO gen ekspresyonu kontrol grubuna gére anlamli derecede
yiiksekti (p<0,001). PR+MTX grubunda smac/DIABLO gen
ekspresyon diizeyi PR grubuna gore daha diistiktii (p<0,0001).
PR MTX ile uygulandiginda istatistiksel olarak anlaml olmasa
da smac/DIABLO gen ekspresyon diizeyinin MTX grubuna gére
daha yiiksek oldugu gorildi (Sekil 3D).

Top | gen ekspresyonu MTX uygulamasiyla kontrol grubu ve
PR grubuna gore anlaml diizeyde artti (p<0,001 ve p<0,05).
PR+MTX grubunda MTX grubuna gore Top | ekspresyonunda
azalma gozlendi, ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
PR grubunda Top | gen ekspresyonu kontrol grubuyla
karsilastirildiginda yiiksekti (p<0,01) (Sekil 3E).

PR ve MTX uygulamalari Top Il gen ekspresyonunu kontrol
grubuna gore arttirdi. Bu artisin istatistiksel anlamhhgr PR
grubunda p<0,01, MTX grubunda p<0,001, PR+MTX grubunda
p<0,0001 olarak belirlendi. Top Il ekspresyonu PR+MTX
grubunda PR grubuna gére daha yiiksekti (p<0,001) (Sekil 3F).

TARTISMA

Sonuclarimiza goére PR uygulamasinin in vitro olarak
MTX kaynakli karaciger hasarina karsi koruyucu etkisi
vardir. Calismamiz PR'nin MTX ile iliskili karaciger hasari
gelisimi tzerindeki etkilerini arastiran ilk calismadir. Ayrica
arastirmamiz, MTX kaynakli karaciger hasarinin altinda yatan
mekanizmalara 1sik tutarak 6zgiinligiini korumaktadir.

SOD ve CAT huicrelerde bulunan antioksidan enzimlerdir. SOD,
stiperoksit anyonunu H,0.)'ye donistiirerek uzaklagtirir ve
bu da CAT tarafindan H,O'va indirgenir. Onceki aragtirmalar
MTX'in SOD diizeylerini azaltarak oksidatif strese neden
oldugunu ortaya cikarmistir’. Calismamizda PR uygulamasi
antioksidan etki gostererek SOD ekspresyonunu artirirken,
MTX uygulamasi PR grubuna goére SOD diizeylerini anlamh
dizeyde azaltti. Literatlire gore PR sinir sistemi hastaliklari,
solunum hastaliklari, osteoporoz ve karaciger hastaliklari gibi
bircok hastalikta antioksidan ve anti-enflamatuvar aktiviteyi
saglamaktadir. Ayrica PR, deneysel calismada MTX'in neden
oldugu bobrek hasarini hafifletmistir™.

Literatlire gore hicredeki stperoksit anyonu miktari
detoksifikasyon kapasitesini astiginda, CAT aktivitesi artarak
antioksidan savunmayi gliclendirir ve CAT, GSH rediiktaz
aktivitesini arttirarak GSH olusumuna katkida bulunur®.
Hiicrelerin hidrojen peroksite maruz birakilmasinin  CAT
fonksiyonunu arttirdigi da bilinmektedir'®. Calismamizda MTX
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uygulamasinin hicrenin serbest radikallere maruziyetini ve
CAT ekspresyonunu arttirdigi goriildii. MTX ile PR uygulamasi
CAT seviyelerindeki bu artisi hafifletti.

GSH, antioksidan gorevi goren diisiik molekiil agirhkh bir
tripeptittir. GSH serbest radikallerle birlestiginde oksitlenmis
glutatyon (GSSG) ve diger distilfitleri Gretir®. Oksidatif stresin
hastaliga neden olmasini 6nlemek igin yiiksek miktardaki
serbest radikallere yanit olarak GSH diizeyleri yiikselebilir'”-™.
Arastirmamizda GSH dizeylerinin MTX grubunda anlamh
derecede yliksek oldugu bulundu. Bu durum, MTX uygulamasiyla
seviyeleri artan serbest radikallere tepki olarak gelisti ve hiicre,
oksidatif strese karsi koruyucu etkisi olan GSH seviyelerini
artirabildi. Bu gruptaki yuksek CAT ekspresyonu ayni zamanda
GSH dizeylerinin artmasina da katkida bulunmustur. PR+MTX
grubunda PR'nin oksidatif strese karsi koruyucu etkisine bagli
olarak GSH diizeylerinin, tek basina MTX uygulanan gruba gore
daha dislk oldugu gorildi. Hicreler surekli olarak serbest
radikallere maruz kaldiginda, indirgenmis GSH'nin distilfidlere
dénlsmesinin bir sonucu olarak bunlarin miktarlari disebilir.
Hayvanlar lzerinde vyapilan deneysel calismalarda MTX
uygulamasinin karaciger dokusundaki GSH diizeyini azalttigi
gosterilmistir. GSH eksikliginin MTX kaynakh karaciger dokusu
hasarina etki ettigi diisiintilmektedir?.

Apoptoz, canli organizmalarda homeostazi saglayan
programlanmis hiicre 6limini ifade etmektedir. Apoptozun
diizenlenmesinde genlerin yani sira RNA, protein sentezi
ve enerji de anahtar rol oynamaktadir. Oksidatif stres ve
enflamasyondan etkilenen diyabet, enfeksiyon ve timor
gibi bircok hastalikta apoptotik yolaktaki anormalliklerin
ortaya ¢iktigr bilinmektedir. Hem i¢ (mitokondriyal) hem
de dis yolaklar apoptozun gelisimine katkida bulunur. DNA
hasari ve hipoksi, apoptozu tetikleyen hiicre ici sinyallerdir.
Kemoterapdtik ilaclar, radyasyon gibi dis faktorler ve 6lim
reseptorlerinin aktivasyonu hiicre disi sinyallere érnek olarak
gosterilebilirler®®. MTX cesitli dokularda apoptozu indiikler®.
MTX'in indiikledigi apoptoz, kanser hiicrelerinin yok edilmesini
saglayarak kanser tedavisinde faydali bir etkiye sahiptir. Ancak
apoptoz yolaklarindaki anormalliklerin karaciger de dahil
olmak {izere cesitli organlarda olumsuz etkileri olabilir. Ornegin;
bir dizi deneysel arastirmada MTX'in sicanlara uygulanmasi,
apoptoz mekanizmalari yoluyla karaciger dokusu hasarina yol
acmistir3?',

Birbirlerini proteolitik sekilde aktive eden kaspazlara sistein
proteazlar denmektedir. Cas-9 baslatici kaspazlardan biri iken
efektor kaspaza ornek olarak Cas-3 verilebilir. DNA onarimi ve
replikasyonunda rol oynayan enzimleri etkisiz hale getirirler?.
Bir hiicre apoptoza ugradiginda mitokondriden sitokrom-c
salinimiartar. Sitokrom-c, Apaf-1ve ATP, sitozolde "apoptozom"
olarak bilinen bir kompleks olusturur. Cas-9 apoptozom ile ve
Cas-3 Cas-9 ile aktive edilir. Arastirmamizda MTX grubunda
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Apaf-1 ve Cas-9 ekspresyon diizeylerinin yiksek oldugu
tespit edildi. Bu grupta Cas-3 ekspresyon dizeyinin yliksek
olmamasi yolagin Cas-3'e kadar ilerlemedigini gostermektedir.
Sicanlarda MTX uygulamasiyla olusturulan deneysel karaciger
hasari modeli, MTX'in Cas-9 ve Cas-3 aktivitesini artirarak
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karaciger dokusunda apoptoza neden oldugunu gostermistir?.
Calismamizda, PR ile MTX birlikte uygulandiginda hem Apaf-1
hem de Cas-9 gen ekspresyonunun MTX grubuna goére azalmasi,
PR'nin MTX'in neden oldugu hepatotoksisiteye karsi koruyucu
etkisine isaret etmektedir.
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Sekil 3. Bax (A), Bel-2 (B), p53 (C), smac/DIABLO (D), Top | (E) ve Top Il (F) rélatif mRNA ekspresyonu
*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05, t: p<0,01, ¥: p<0,001, §: p<0,0001.

*PR grubuyla karsilastirldiginda p<0,05, t+1: p<0,01, ¥+: p<0,001, §§: p<0,0001.

C: Kontrol grubu, PR: Puerarin grubu, MTX: Metotreksat grubu, PR+MTX: Puerarin+Metotreksat kombinasyon grubu
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Bel-2 ailesi, kaspazlar, p53 ve sitotom-c gibi proteinler
apoptozu regiile ederler. Bcl-2 ailesi hem proapoptotik hem
de antiapoptotik proteinleri icerir. Calismamizda arastirdigimiz
parametrelerden biri Bax'in proapoptotik etkiye sahip olmasi,
Bel-2'nin ise antiapoptotik proteinlerden biri olmasidir®.
Calismamizda MTX ile birlikte PR uygulamasi, kontrol
grubuna gore Bax gen ekspresyonunu artirdi ve hasarli
yapilarin apoptozunu indiikledi. Chen ve ark'na® gore (2012),
iskemik pulmoner arter diiz kas hucrelerinde PR tedavisi Bax
seviyelerini ylikselterek apoptozu artirmistir. Son arastirmalar,
izoflavonlarin ve flavon glikozitlerin, kanser hiicrelerinin
yok edilmesine katkida bulunan Bax proteininin lretimini
destekledigini gdstermistir?+2,

Calismamizda hiicre hasarinin bir gostergesi olarak, MTX
grubunda hiicre o6limini o6nleyecek sekilde Bcl-2 gen
ekspresyon duzeylerinin yiikseldigi goriildi. Bu sonug, daha
once vyapilan calismalarda rapor edilen, kronik hepatitli
bireylerde kan transaminaz duzeylerine paralel olarak Bcl-2
ekspresyonunun arttigi bulgusuyla desteklenmektedir?®. Ayrica
otoimmiin hepatitli hastalarin karacigerindeki enflamasyon
ile Bel-2 ekspresyon diizeyinin korele oldugu belirlenmistir?’.
Ek olarak, Bcl-2 diizeylerindeki artis hepatokarsinogenez
gelisiminde rol oynamaktadir?®. Yapilan bir klinik arastirmada
hepatit hastalarinda antiviral tedavi ile Bcl-2 ekspresyonunun
distigu tespit edilmistir?. Calismamizda MTX+ PR grubunda
Bcl-2 gen ekspresyonunun MTX grubuna gore daha dustlik
oldugu gorildi. P53, hiicrelere hasarli DNA'yr onarma firsati
veren bir transkripsiyon 6gesidir. Hasar onarilamaz oldugunda
Bel-2'yi  baskilarken Bax ve Apaf-1 dretimini artirarak
apoptozu tetikler®®. Calismamizda PR+MTX grubunda DNA
hasarina karsi bir savunma mekanizmasinin sonucu olarak p53
diizeyleri artti. Hayvanlarda asetaminofenin neden oldugu
deneysel hepatotoksisite modeli, p53'liin karaciger hasarina
karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir ve bu da
bizim sonuclarimizla tutarhdir?3°.

Yakin zamanda tanimlanmis bir apoptoz protein inhibitori
(IAP) baglayici proteini olan Smac/DIABLO, apoptoz sirasinda
mitokondriden salinir ve kaspazlar tizerindeki IAP inhibisyonunu
hafifleterek apoptozu gugclendirir®'. Arastirmamizda PR
uygulamasiyla giiclendirilmis smac/DIABLO ekspresyonunun
hasarli yapilarin giderilmesinde koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu varsayiyoruz. Bel-2 smac/DIABLO salinimini azaltir®,
Arastirmamizin bulgulari gruplarda Bcl-2 ve smac/DIABLO
transkript diizeylerinin ters orantili oldugunu gostermektedir.

DNA-Top'lar, DNA  replikasyonu,  transkripsiyonu  ve
kromozom segregasyonu dahil olmak lzere DNA vyapisinin
metabolizmasinda ve diizenlenmesinde onemli enzimlerdir.
Top | enzimleri genellikle bir monomerden olusur ve DNA cift
sarmalinin tek zincirini kirar. iki veya daha fazla alt iiniteye
sahip Top Il enzimleri, DNA'nin her iki sarmalini da sarmalini
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da kirabilir®. Top'larin diizeyi, enfeksiyon, enflamasyon veya
oksidatif stres gibi hiicresel hasara neden olan cesitli kosullara
hiicresel yanit olarak yikselir**. Calismamizda MTX ile PR
uygulandiginda Top | diizeyinin, MTX grubuna gore azalmasi
DNA'daki tek zincir hasarinin azaldigini gostermektedir. PR
grubunda Top | seviyesinin artmasi bu hilicreye uygulanan PR
dozunun vyiiksek oldugunu gostermektedir. Arastirmamizda
MTX ile birlikte uygulanan PR miktarinin ¢ift zincirli DNA
hasarini onarmada yetersiz kaldigi gorildi. Sonug¢ olarak
PR+MTX grubunda Top Il diizeyinin yiiksek oldugu belirlendi.

SONUG

Arastirmamiz, cesitli kanser hastaliklarinda yaygin olarak
kullanilan bir tedavi secenegi olan MTX'in hepatotoksisitesinde
PR'nin etkili olabilecegini ortaya koydu. PR, MTX uygulamasina
bagll olarak karaciger dokusunda oksidatif stresi, apoptotik
yollardaki anormallikleri ve DNA tek sarmal hasarini hafifletti.
Calismamiz hayvanlar lizerinde yapilacak deneyler ve klinik
cahismalar icin yol gosterici olacaktir. PR, MTX'in neden oldugu
cift sarmalli DNA hasarini 6nleyemedigi ve PR grubunda Top
| ekspresyonunda artis oldugu icin farkli doz calismalarina
ihtiyag vardir.
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