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Oz

Bu ¢alismada asitretin (ACT) ve metotreksat (MTX) etken maddelerinin ve alfa lipoik asitin (ALA) rat beyin dokusunda Polifenol
Oksidaz (PO) aktivitesine etkileri arastirilmigtir. Calismada, toplam 50 tane Wistar albino erkek rat kullanilmistir. Calisma gruplart,
Kontrol grubu (K), ALA grubu, ACT+MTX grubu ve ACT+MTX+ALA grubu olarak olusturulmustur. 24 saat a¢ birakilmis olan
ratlara yapilan enjeksiyon islemleri her sabah ayni saatte gerceklestirilmistir. ACT, MTX ve ALA % 0.9’luk NaCl’de ¢oziilmiistiir.
ACT (20mg/kg/giin), MTX (20mg/kg/hafta), ALA (50mg/kg/giin) ve bunlarin kombinasyonlart da viicut agirligi diizeyinde
intraperitonal enjeksiyon ile ratlara verilmistir. Ratlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmis ve kalp perfiizyonundan sonra
beyinleri ¢ikarilmigtir. Ratlardan alinan beyin doku Orneklerinde, PO enzim aktivitesi Ol¢iilmiistir. ACT+MTX verilen grupta 3.
giinde K’ya gore yaklasik % 5 inhibisyon gozlenirken ALA’nin etkisi ile bu inhibisyon yerini aktivasyona birakmistir. ACT + MTX
kullanim1 beyin PO aktivitesinde 3. giinde inhibisyona neden olurken bu inhibisyon ilerleyen giinlerde aktivasyona dontigsmiistiir. Tek
basimna ALA verilen grup K grubu ile karsilastirildiginda; PO aktivitesi 3. giinde %7 inhibisyon gostermistir. 5. ve 7.giinlerde
inhibisyon seviyesinin yar1 yariya azaldigi gozlenmistir. Bdylece ¢alismamizin sonucu olarak ALA’nin beyin dokusunda antioksidan
etki gosterdigi soylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Beyin, Asitretin, Metotreksat, Polifenol Oksidaz

The Effects of Acetretin-Methotrexate Combination and A-Lipolic
Acid on Polyphenol Oxidase Activity in Rat Brain Tissue

ABSTRACT

In this study, the effects of acitretin (ACT) and methotrexate (MTX) active ingredients and alpha lipoic acid (ALA) on Polyphenol
Oxidase (PO) activity in rat brain tissue were investigated. A total of 50 Wistar albino male rats were used in the study. Study groups
were formed as Control group (K), ALA group, ACT+MTX group and ACT+MTX+ALA group.

Injections made to rats that were fasted for 24 hours were performed at the same time each morning. ACT, MTX and ALA were
dissolved in 0.9% NaCl. ACT (20mg/kg/day), MTX (20mg/kg/week), ALA (50mg/kg/day) and their combinations were given to the
rats by intraperitoneal injection at body weight level. Rats were sacrificed by cervical dislocation and their brains were removed after
cardiac perfusion. PO enzyme activity was measured in brain tissue samples taken from rats. While In the group given ACT+MTX,
approximately 5% inhibition was observed on the 3rd day compared to K, this inhibition was replaced by activation with the effect of
ALA. While the use of ACT + MTX caused inhibition in brain PO activity on the 3™ day, this inhibition turned into activation in the
following days. When the group given ALA alone was compared with the K group; PO activity showed 7% inhibition on 3" day. It
was observed that this inhibition level decreased by half on the 5th and 7th days. Thus, as a result of our study, it can be said that
ALA has an antioxidant effect in the brain tissue.
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Giris

Fenol oksidazlar, aktif bolgelerinde bakir igeren ve fenolik
bilesiklerin molekiiler oksijen ile oksidasyonunu katalizleyen
enzimlerdir. Bu bakir iyonu, aromatik bir bilesigin fenolik

grubunun quinone olarak bilinen bir reaksiyon grubuna
oksitlenmelerini saglar (Whitaker, 1995).

ACT, A vitaminin bir analogu olup sitolojik proliferasyonu
ve hiicre farklilagmalarimi diizenleyen monoaromatik bir
retinoiddir (Sekil 1). Ozelligi bakimindan lipofilik zayif bir
asittir. Suda az ¢6ziiniir. Kokusu ¢ok hafiftir, sari-yesil bir rengi
vardir.
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Sekil 1. ACT’in kimyasal yapist  (Bhuiyan &
Chowdhury, 2016)
ACT, etretinatin  aktif ve baskin  metabolitidir.

Farmakokinetik olarak daha etkin ve avantajli olmasindan dolay1
kullanimi olduk¢a yaygindir (Dogra & Yadav, 2014). Etki
mekanizmas1 tam olarak anlasilamamasi ile birlikte epitel
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasini diizenledigi diisiiniilen
retinoidlerin, antiinflamatuar ve immiinmodulatuar etkilerinin
oldugu da arastirilmaktadir (Menter vd, 2008; Yamauchi vd,
2003). Alzheimer hastaliginda retinoid sinyallemesinin
biyokimyasal, genetik ve diyetsel kanitlar1 vardir. Retinoidlerin,
mikroglia tarafindan gergeklestirilen bagisikligi  azalttig
gosterilmistir.  Peptit fibrillerin  stabilizasyonunu bozdugu
gozlemlenmigtir. Toksik etkileri nedeniyle retinoik asitlerin
kendisi insanlarda terapotik degere sahip olmadigr i¢in 16semi
ve/veya sedef hastaligi igin kullanilan sentetik retinoidler
alzheimer hastalig1t tedavi stratejilerinin odagi haline geldi.
Yapilan bir caligmada, bu onaylanmis ilaglar ile ratlarda
alzheimer proteinlerinin  {iretiminde bir azalma oldugu
gosterilmistir (Holthoewer vd, 2012).

MTX (4-amino-10-metilpteroilglutamik asit), bir folik asit
analogudur (Sekil 2.). Neoplastik olan veya olmayan
hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilan bir antimetabolittir.
Romatoid artrit gibi hastaliklarda diisiik doz kullanim1 6nerilir.
MTX kullaniminda dozun toksisiteye etkili oldugu 1iyi
bilinmektedir. MTX, selektif olmamasi nedeniyle kil kokii,
kemik iligi, beyin gibi saglikli dokularda da toksisiteye neden
olabilmektedir (Vardi vd, 2010). Yapilan ¢aligmalarda, MTX ile
tedavi olan hastalarda beyin omurilik sivist (BOS) igeriginde S-
Adenozil  Metiyonin(SAM)  eksilmesine neden oldugu
bildirilmistir. Bu eksikligin reaktif oksijen tiirlerinin artmasindan
kaynakli oldugu vurgulanmigtir (Kumari vd, 2016).
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Sekil 2. Metotreksat’in Kimyasal yapis1 (Lotfi vd, 2016)
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Beyin, viicut agirliginin %2’sinden daha azini olusturmasina
ragmen tim viicudun kullandigi  oksijenin  %20’sini
tiketmektedir. Bu nedenle beyin, biiyiik bir potansiyel oksidatif
kapasiteye sahiptir. Fakat oksidatif strese karst koyma
yeteneginin siirh olmasi, beyni oksidatif hasara karsi en duyarl
organ haline getirir (Kumar ve Khanum, 2013).

ALA; protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasinda
onemli fizyolojik etkileri olan besinsel bir koenzimdir. Serbest
radikallerin siipiiriilmesinde de 6nemli rol oynayan ALA, yagda
ve suda ¢Oziinebilir. Organik besin monomerlerinin ATP’ye
donistiiriilmesi igin gerekli olan multi enzim kompleksinin de
parcasidir (Data, 1995).

ALA, SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerini arttirici
etkiye sahipti., Aym zamanda molekiiler hasarlarin
onarilmasinda, asetilkolin {iretiminin arttirilmasinda da goérev
alir. Serbest radikallere kargt koruma ve lipit peroksidasyonunun
olugmasina karst koruma gibi gorevleri de vardir (Tetikgok vd,
2015). Yapisinda bulunan tiyol sayesinde antioksidan olarak etki
gosterir.  Serbest oksijen radikallerinin yakalanmasi ve
agirmetaller ile birlikte selat olusturmada ve antioksidanlarin
etkilerini arttirmada O6nemli rol oynamaktadir. Kan-Beyin
bariyeri (KBB) gecebilme 6zelligine sahiptir ve merkezi sinir
sistemi (MSS) igerisinde antioksidan olarak kullanilabilmektedir
(Patel & Roche, 1990).

Materyal ve Yontem

Calismalar, Ondokuz Mayis Universitesi Etik Kurulu
(2018/13) tarafindan onaylanmustir. Deneyde kullanilan ratlar,
Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (DEHAM)’nde iretilip
yetigtirilmistir. Agirliklar1 200 — 250 gram arasinda degisen 50
adet Winstar albino tipi erkek rat kullanilmigtir.

Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi:

Grup 1 (K) : Kontrol grubu, hi¢ bir islem uygulanmayan
grup,

Grup 2 (ALA grubu): 50 mg/kg/giin ALA verilen grup,

Grup 3 (ACT + MTX grubu): 20mg/kg/giin ACT ve
20mg/kg/hafta MTX verilen grup,

Grup 4 (ACT + MTX + ALA): 20mg/kg/giin ACT ve
20mg/kg/hafta MTX ve 50mg/kg/giin ALA verilen grup.

Grup 2, Grup 3, Grup 4'iin her birinde 15 adet, K Grupta ise
5 adet rat kullanilmustir.  Ratlar, enjeksiyondan 6nceki son 24
saat boyunca a¢ birakilmistir. Enjeksiyon islemleri, her sabah
aym saatte yapilmustir. Enjeksiyondan sonraki 3., 5. ve 7.
Giinlerde de ratlar, sakrifiye edilmistir. % 0.9 NaCl ile kalp
perfiizyonu yapildiktan sonra beyin ¢ikarilmigtir. Elde edilen
beyinler, deneysel islemler i¢in -80 °C'lik derin dondurucuda
saklanmigtir. Daha sonra derin dondurucudan ¢ikarilmig olan
beyinlere sirasiyla homojenizasyon, sonikasyon ve santrifiij
islemleri uygulanmigtir.  Santrifiijden sonra elde edilen
stipernatant, Polifenol oksidaz (PO) aktivite tayini igin
kullanilmistir. PO aktivitesi Hung ve Boucias (1996) yontemiyle
belirlenmistir.

PO aktivitesi i¢in; 20 mM L-DOPA igeren 950 pL fosfat
tampon ¢ozeltisine 50 uL homojenat hizla ilave edilmistir. Daha
sonra, 420 nm'de egriye karsi bir dakika ig¢inde absorbans
degisimi okunarak aktivite belirlenmistir. Sonugta bir enzim
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birimi, reaksiyonun meydana geldigi kiivette 1 dakikada 0.001
art1s olarak tanimlanmustir.

Tim veriler, SPSS 22.0 istatistik yazilimi kullanilarak
degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki fark Kruskal Wallis testi
ile de kontrol edilmistir.

Bulgular

ALA’nin enjeksiyonunu takiben 3.giinde PO aktivitesinin
K’ya goére % 7 inhibisyon gosterdigi (p>0,05), 5.giinde K ile
hemen hemen aymi seviyede oldugu ve 7. giinde ise tekrar

inhibisyon gosterdigi gozlenmistir. ACT+MTX grubu K ile
karsilastirildiginda, 3.glinde %5 inhibisyon (p>0,05) gosterirken
5.giinde K ile ayn1 aktivitede oldugu ve 7.gilinde ise yaklasik %5
civarinda aktivasyon gosterdigi goriilmiistir. ACT+HMTX+ALA
grubu K ile karsilastirildiginda ise ACT+MTX grubunda oldugu
gibi 3.glinde %5’lik inhibisyon gozlenirken 5.giinde K ile aym
aktiviteyi gosterdigi gozlenmistir. 7.glinde ise aktivitesinde
%2’lik bir artig (p>0,05) oldugu gozlenmistir (Sekil 3.).

AKTIVITE

AN

GRUPLAR

Sekil 3. ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA verilmis ratlarin beyin dokusundaki PO aktivitesinin glinlere gore karsilastirilmast

ACT+MTX kombinasyonuna ALA eklenmesini takiben
3.giinde PO aktivitesinde az bir artis goriilmiistiir. 5.giinde
aktivite degerleri hemen hemen ayni iken 7.giinde aktivitenin
daha da arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.).
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Sekil 4. Rat beyin dokusundaki PO aktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmast
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Tartisma

Calismamizda tek basmma ALA kullaniminin beyin PO
aktivitesini azalttigi gozlemlenmistir. ACT+MTX grubunda PO
aktivitesi K grubu ile karsilastirildiginda 3. giinde inhibisyon
gozlenirken, 5. giindeki aktivitenin hemen hemen K ile ayni
seviyeye geldigi fakat 7. giinde yerini aktivasyona birakmustir.
Bu kombinasyona ALA eklendiginde ise 3.giinde goriilen
inhibisyonun  ALA’nin etkisiyle %2’lik bir aktivasyona
doniistigi fakat 5. ve 7. giinlerde 6nemli bir degisiklik olmadigi
belirlenmistir. Tek basina ALA verilen grupta da K’ya gore tiim
giinlerde inhibisyon goézlenirken inhibisyonda 6nemli degerin 3.
giinde goriildiigi, 5. ve 7. glinlerde ise inhibisyonun azaldigi ve
degerinin neredeyse birbirinin ayni oldugu da belirlenmistir.

Dogal olarak iretilen hem hayvansal hem bitkisel bir
antioksidan olan ALA (Goraca vd, 2011), E vitamini ve C
vitamininin rejenerasyonunu saglamada ve  reaktif oksijen
tiirlerinin notralize edilmesinde olduk¢a 6nemli rollere sahiptir
(Rochette vd, 2013). ALA’nin alzheimer ve biligsel bozukluklar
gibi hastaliklarda da koruyucu etkiye sahip oldugu ifade
edilmistir. ALA ile tedavi edilen hayvanlarda mitokondriyal
fonksiyonlarin artist  ve Dbiligsel islevlerin gelistigi de
gosterilmistir. ALA’nin bu denli biligsel bozuklugu azaltici
etkileri, alzheimer ve bunlarla iligkili bir gok demans hastaliginin
tedavisinde bagarili olabilecegini diisiindiirmiistir (Head vd,
2009).

MTX, c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
antimetabolit olmasina ragmen selektif olmamasi nedeniyle kil
kokii, kemik iligi, beyin gibi saglikli dokularda toksisiteye
neden olabilmektedir (Vardi vd, 2010). Yapilan bir ¢alismada,
MTX ile tedavi olan hastalarda beyin omurilik sivist (BOS)
iceriginde S-Adenozil Metiyonin (SAM) eksikligi bildirilmistir.
Bu eksikligin reaktif oksijen tiirlerinin artmasindan kaynakli
oldugu vurgulanmistir (Kumari vd, 2016). An vd (2017)’de,
farelerde ve hastalarda yaptigi ¢alismalarda ACT ve ACT ile
kombin olarak kullanilan MTX’in karaciger ve diger organlarda
ciddi yan etkilerinin oldugunu belirtmiglerdir. Athoumani Ali vd
(2020) ise ACT ve MTX 1n rat akciger dokusunda fenol oksidaz
aktivitesini  arttirdigini, ACT+MTX kombinasyonuna bir
antioksidan olan ALA ilavesi ile bu aktivitede azalma oldugunu
gozlemislerdir. Ayrica Athoumani Ali vd (2020), ACT+MTX’in
akciger dokusunda fenolik bilesiklere neden oldugunu ALA'nin
ise ACT+MTX tiirevi fenolik bilesiklere karst koruyucu
etkisinin oldugunu da belirtmiglerdir.

Sonuc¢

Calismamizda; ALA nin, beyin dokusunda ilk giinlerde PO
aktivitesini azalttigi sonucuna dayanarak oksidatif strese karsi
koyma yetenegi smirli olan beyin dokusu igin antioksidan
ozelligini gosterdigini soyleyebiliriz. ACT+MTX
kombinasyonunun da 5. giline kadar PO aktivitesini azalttig1 5.
giinden sonra ise aktiviteyi artirdigt fakat ACT+MTX
kombinasyonuna ALA eklenmesi ile ilk giinlerdeki inhibisyonun
da yerini aktivasyona biraktigi gozlemlenmistir. Bu durum;
kombinasyondaki ALA’nin, PO’ bir pargasi olarak goérev
yaptigin1  diisiindiirmektedir. Bodylece beyin dokusunda
ACT+MTX kaynakli radikal olusumuna kars1 koruyucu etkisini
gosterdigi de sOylenebilir. Sonuc¢ olarak giin araliklarinin
siklagtirilarak hatta saatlik degerlendirmelerin de yapilabilecegi
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yeni ¢aligmalarin arttirilmast soru igaretlerinin aydinlatilmasina
katk1 saglayacaktir.
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