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OZET

Amag: Doksorubisin  (DOX) kemoterapdtik bir ajandir ve kanser tedavisinde yaygm olarak
kullanilmaktadir. DOX uygulamasina bagli olarak karacigerde oksidatif stres kaynakli toksik degisiklikler
oldugunu 6ne siiren bazi ¢aligmalar vardir. Bu ¢alismanin amaci, DOX'un karaciger dokusundaki oksidatif
hasarin1 molekiiler diizeyde ortaya koymak ve bu doku iizerinde DOX'un oksidatif hasarina kars1 N-asetil
sistein (NAC) ve Montelukast'in koruyucu etkisini degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Otuz alti erkek sican esit olarak 6 gruba ayrilmustir. Birinci grup kontrol olarak
kullamlds. ikinci gruba tek doz DOX verildi. Ugiincii ve dordiincii gruba 28 giin boyunca siras1 ile NAC ve
Montelukast verildi. Besinci ve altinct gruba 6nce tek doz DOX verildikten sona 28 giin boyunca sirasi ile
NAC ve Montelukast verildi. Deneyin sonunda anestezi altinda tiim hayvanlardan karaciger dokular1 alindu.
Bu drneklerde malondialdehid (MDA), Paraoksanaz ve Arilesteraz diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle
belirlendi.

Bulgular: Doxo verilen grupta control gurubuna gore MDA diizeyinin arttig1, paraoksanaz ve arilesteraz
diizeylerinin azaldig1 belirlendi. Ayrica DOX+NAC verilen grupta MDA ve Paraoksanaz seviyesinin arttig1
ancak kontrol grubu seviyelerine yaklasamadigi belirlendi.

Sonug¢: Doksorubisin uygulamasinin oksidatif stresi artirdigi ve NAC uygulamasimin ise artan oksidatif
stresi engelleyebilecegi kanaatine varildi NAC, sicanda DOX ile indiiklenen karaciger toksisitesinde
oksidatif stres ve antioksidan redoks sistemi tizerinde modiilator etkiye neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Doxorubicin, Liver, Montelukast, N-Acetylcysteine, Oxidative stress.

ABSTRACT

Obijective: Doxorubicin (DOX) is a chemotherapeutic agent and is widely used in cancer treatment. There
are some studies suggesting oxidative stress-induced toxic changes in the liver due to DOX administration.
The aim of this study was to reveal the oxidative damage of DOX in liver tissue at molecular level and to
evaluate the protective effect of N-acetyl cysteine and Montelukast against DOX oxidative damage.
Methods: Thirty-six male rats were equally divided into 6 groups. The first group was used as control. The
second group received a single dose of DOX. The third and fourth groups received N-Acetylcysteine and
Montelukast respectively for 28 days. The fifth and sixth groups received a single dose of DOX, followed
by N-Acetylcysteine and Montelukast for 28 days. NAC was given for 10 days. At the end of the
experiment, liver tissues were taken from all animals under anesthesia. Malondialdehyde (MDA),
Paraoxanase and Arylesterase levels were determined in these samples by spectrophotometric methods.
Results: It was determined that MDA level increased, paraoxanase and arylesterase levels decreased in the
group given Doxo compared to the control group. In addition, MDA and Paraoxanase levels increased in the
Doxorubicin+N-Acetylsitein group, but did not approach the control group levels.

Conclusion: It was concluded that Doxorubicin administration increased oxidative stress and NAC
administration could prevent the increased oxidative stress. NAC caused modulatory effects on oxidative
stress and antioxidant redox system in Doxorubicin-induced liver toxicity in the rat.

Keywords: Doxorubicin, N-Acetylcysteine, Montelukast, Liver, Oxidative stress.
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GIRIS

Doksorubisin (DOX), ovaryum, meme, karaciger ve akciger kanserleri ile [6semi ve lenfoma,gibi solid
tiimorlerin tadevisinde kullanilan bir anti-kanser ajandir. Kanser tedavisinde, timdr hiicrelerinin hiicre
boéliinmesini bloke edici 6zelliginden yararlanilmaktadir. Ancak toksik etkisi yiiksek bir antineoplastik
ajan olmasindan dolay1 organizmada bir¢ok organ ve doku iizerinde toksisiteye neden olmaktadir.
Yapilan c¢aligmalarla kalp, beyin, karaciger, bobrek, deri ve ovaryum, testis gibi {ireme organlari
tizerinde toksik etki gosterdigi bildirilmektedir (Injac et al., 2008; Koleini et al., 2019).

Karacigerin DOX hasarina karsi en savunmasiz organlardan biri oldugu bilinmektedir. DOX aracili
karaciger hasarinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, serbest radikal olusumunda ve
lipid peroksidasyonunda artmanin yani sira antioksidan enzimlerde azalmanin rol oynayabilecegini
desteklemektedir (AlAsmari et al., 2021; Osataphan, Phrommintikul, Chattipakorn, & Chattipakorn,
2020).

Organlar tizerindeki toksisitesinden dolay1 bu etkiyi ortadan kaldiracak veya en aza indirecek
birgok ajanla ¢alismalar yapilmaktadir. Bunlardan biri de N-asetilsistein (NAC)’dir. NAC, etkili bir
antioksidan olan glutatyon olusumunda rol oynayan mukolitik bir ajandir. NAC, serbest radikaller
tarafindan olusturulan doku hasarina karsi koruyucu etkiye sahiptir (Chen et al., 2007; Maheswari,
Saraswathy, & Santhranii, 2014).

Montelukastin antiinflamatuar ve antioksidan etkileri bir¢ok yazar tarafindan vurgulanmustir.
Sener et al. montelukastin termal hasar sonrasi reaktif oksijen radikallerinden ve lipid
peroksidasyonundan kaynaklanan oksidatif hasara karsi koruyucu oldugunu gostermislerdir (Sener et
al., 2005). Tugtepe et al. montelukastin, oksidan-antioksidan durumunu dengeleyerek ve inflamatuar
mediatorlerin  olusumunu diizenleyerek bobrek iizerinde koruyucu etkileri oldugu sonucuna
varmuslardir (Tugtepe, Sener, Cetinel, Velioglu-Ogiling, & Yegen, 2007). Coskun et al. montelukastin
miyeloperoksidaz (MPO) diizeylerini azaltarak veya azaltarak akciger, karaciger, kalp ve bdbrek
dokular iizerinde belirgin bir etkisi oldugunu bulmuslardir (Coskun et al., 2011). Mohamadin et al.
montelukast uygulamasinin karacigeri lipopolisakkaritin neden oldugu oksidatif hasardan korudugunu
gosterdi (Mohamadin, Elberry, Elkablawy, Gawad, & Al-Abbasi, 2011).

Lipid peroksidasyonu, membranda bulunan yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri
tarafindan yikilmasi reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan yag asitlerinin
peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asidle Olgiilebilen malondialdehid (MDA) meydana gelir. Bu
yontem lipid peroksid seviyelerinin Olgiilmesinde siklikla tercih edilen bir metoddur. Lipid
peroksidasyonu, hiicre hasarlarina yol acan degisiklikler yaparak hastalik patogenezinde 6nemli bir rol
oynarlar (BahCEcIOGLu & Yilmaz, 2000)

Paraoksonaz (PON1) ve Arilesteraz (ARE), aktif merkezleri benzeyen ve ayni gen tarafindan
kodlanan enzimlerdir. PON1 enzimi LDL’nin oksidasyonunu 6nleme ve ¢ok sayida serbest radikali
notralize etme Ozelliginden dolayr antioksidan Ozellik gostermektedir. ARE ise, PONI1’deki
degisimlerden etkilenmedigi kabul edilmektedir (Gil, Pla, Gonzalvo, Hernandez, & Villanueva, 1993;
Nurlu Ayan, Karasu, & Kavutgu, 2019; Yavas & Kilitci, 2023).

Bu ¢alismanin amaci, DOX'un karaciger dokusundaki oksidatif hasarin1 molekiiler diizeyde
ortaya koymak ve bu doku lizerinde DOX'un oksidatif hasarina karst NAC ve Montelukast'in
koruyucu etkisini degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM

Etik Kurul Onay Bilgisi

Calismamz icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna
bagvuruldu ve 2022-2200189432 protokol kodu ile etik kurul onay1 alindu.

Hayvanlar

Caligmada erigkin wistar albino olan ratlar kullanildi (ortalama agirliklart 200-250 gr). 36 adet rat her
grupta esit sayida olmak iizere 6 gruba ayrilmistir. Deney hayvanlarinin bakim ve uygulamalari ulusal
ve uluslararasi yasalara uygun olarak yapildi. Ratlarin 12 saat aydinlik/karanlik periyodunda ve oda
sicakliginda (21+3°C) yeterli su ve standart sican yemi ile (adlibitum) barinmalar1 saglandi.
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Deney Gruplari

G1 (n=6): Kontrol grubu

G2 (n=6): DOX (2 mg/kg, IP);

G3 (n=6): NAC (50 mg/kg/giin gavaj);

G4 (n=6): Montelukast (10 mg/kg/giin IP)

G5 (n=6): DOX (2 mg/kg Doksorubisin, IP)+ NAC (50 mg/kg/giin gavaj)

G6 (n=6): DOX (2 mg/kg Doksorubisin, IP)+ Montelukast (10 mg/kg/giin IP)

G2, G5 ve G6 gruplarina tek doz DOX uygulandi. G3ve G4 grubuna 28 giin boyunca sirast ile
NAC ve Montelukast verildi. G5 ve G6 grubuna 6nce tek doz DOX verildikten sona 28 giin boyunca
siras1 ile NAC ve Montelukast verildi. Verilen bu ilaglar literatiir taramasi yapilarak belirlendi
(AlAsmari et al., 2021; Coskun et al., 2011; Kockar et al., 2010; Mohamadin et al., 2011). 29. giinde
ratlar anestezi altinda sakrifiye edilerek karaciger doku ornekleri alindi ve doku &rnekleri 6l¢iimler
yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Doku homejinantlarin hazirlanmasi

Tartilan doku iizerine 140 mM KCI tamponu (pH: 7,4), 1:9 (w/v) oraninda eklendi. Doku
homojenizatorii yardimiyla buzlu ortamda 10-15 sn kadar homojenize edildi ve elde edilen
homojenatlar santrifiij edildikten sonra (3000 rpm, +4 °C’de 5 dk ) siipernatanlar 6lgiim yapilincaya
kadar -80 °C’de saklandi.

Dokuda MDA ol¢iimii

Karaciger dokusunda MDA tayini, tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren MDA pembe renkli bir
kompleks olusturmaktadir. Bu ¢6zeltinin absorbansinin spektofotometrik 6l¢iimii (532 nm) ile lipid
peroksidasyonun diizeyi belirlenmektedir. Doku MDA diizeyleri nmol/g olarak ifade edilmistir.

PONL1 ve ARE aktivitelerinin analizi

PONL1 ve ARE aktiviteleri Beckman Coulter AU680 otoanalizoriinde, Erel tarafindan gelistirilen ticari
kitler ~(Relassay, Tiirkiye) kullamlarak yapilmigtir. Bu metotta, paraokson hidroliz
(dietilpnitrofenilfosfat) orani, 37 °C'de 412 nm dalga boyunda absorbsiyon artisi izlenerek
olciilmektedir. Uretilen p-nitrofenol miktar, pH 8.5'da 18290 M *' cm™ olan molar absorpsiyon
katsayis1 ile hesaplanmistir. Arilesteraz aktivitesini 6lgmek igin bir substrat olarak fenil asetat
kullanilmistir. Reaksiyon sonucu olugan fenol, 1310 M *!' cm™ mol molar sogurma katsayisindan
yararlanilarak hesaplanmistir. Bir iinite arilesteraz aktivitesi, 1 pmol iiretilen fenol/dakika denklemi ile
yukaridaki sartlar altinda hesaplanmistir. Doku PON1 ve ARE diizeyleri U/g olarak ifade edilmistir.

Istatistiksel analiz

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir. Istatistiksel analiz SPSS, siiriim 19.0
kullanilarak gergeklestirilmistir. (SPSS, IBM Sirketi). Siirekli degiskenler icin iki grup arasindaki
karsilagtirma Mann-Whitney U testi kullanilarak yapilmistir. Coklu karsilagtirmalar tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile gergeklestirilmistir. P degerinin 0.05'ten kiiciik olmas1 anlamlilik diizeyi olarak
kabul edilmigtir.

BULGULAR

Gruplara ait MDA diizeyleri sirasiyla Tablo 1. ve Sekil 1.’de sunuldu. DOX uygulanan ratlarda (Grup
2) karaciger MDA (p<0.05) diizeylerinde kontrol grubuna gore 6nemli artislarin oldugu, diger yandan
doksorubisin uygulamasini takiben NAC (grup 5) ve Montelukast verilen grupta (Grup 6) karaciger
MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldig1 goriildii (p<0.05).
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Tablo 1. MDA analiz sonuclari

Grup MDA (nmol/g doku) P degeri
Gl 44.04+6.98

G2 54.09+3.37 0.020%»
G3 10.30+3.33 <0.001%°
G4 12.84+2.23 <0.001%r
G5 17.10+£1.63%° <0.001%
G6 17.19+1.21" <0.001*

G1: Kontrol grubu; G2: DOX; G3: NAC; G4: Montelukast; G5: DOX + NAC; G6: DOX + Montelukast
Grup Karsilastirmalari: §p= grupl ve grup 2; §p= grup 1 ve grup 3; {p= grupl ve grup 4; #ip= grup 2 ve grup 5;
*grup 2 ve grup 6.
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Sekil 1: Grup-MDA Grafigi

Gruplara ait PON1 diizeyleri sirasiyla Tablo 2 ve Sekil 2’de sunuldu. DOX uygulanan ratlarda (Grup
2) karaciger PON1 diizeylerinde kontrol grubuna goére onemli azalisin oldugu (p<0.05) ve DOX
uygulamasimi takiben NAC (grup 5) ve Montelukast verilen grupta (Grup 6) karaciger MDA
diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldig1 goriildii (p<0.05).

Tablo 2. PON1 analiz sonuglari

Grup PONL1 (U/g) P degeri
Gl 72.67£9.45

G2 43.56+9.95 <0.001%
G3 60.29+1.07 0.020%
G4 97.40+6.35 <0.001%°
G5 57.25+8.81 0.018%
G6 47.59+5.73 0.342*

G1: Kontrol grubu; G2: DOX; G3: NAC; G4: Montelukast; G5: DOX + NAC; G6: DOX + Montelukast
Grup Karsilastirmalari: §p= grupl ve grup 2; §p= grup 1 ve grup 3; {p= grupl ve grup 4; #p= grup 2 ve grup 5;
*grup 2 ve grup 6..
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Sekil 2: Grup-Paracksonaz Grafigi

Gruplara ait ARE diizeyleri Tablo 3 ve Sekil 3’de sunuldu. Montelukast verilen grupta (Grup 4)
karaciger ARE diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldig1 goriildii (p<0.05).

Tablo 3. ARE analiz sonuclari

Grup ARE (U/g) P degeri
G1 590.93+19.84

G2 574.56+12.50 0.120%
G3 584.9248.63 0.510fp
G4 565.15+18.13 0.041%
G5 564.21+10.75 0.156%
G6 568.41+11.36 0.394*

G1: Kontrol grubu; G2: DOX; G3: NAC; G4: Montelukast; G5: DOX + NAC; G6: DOX + Montelukast
Grup Karsilastirmalari: §p= grupl ve grup 2; §p= grup 1 ve grup 3; {p= grupl ve grup 4; #p= grup 2 ve grup 5;
*grup 2 ve grup 6.
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TARTISMA

DOX, kat1 tiimérler ve kan kanserleri de dahil olmak iizere cesitli kétii huylu hastaliklari tedavi etmek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, hem normal hem de kanserli hiicreler {izerindeki
olumsuz etkisi nedeniyle etkinligi sinirhdir (Kara & Kilitgi, 2023). Bilgi¢c ve arkadaslar tek doz
doksorubisinin akut karaciger hasarina yol agabilecegini gostermistir (Bilgic & Ozgocmen, 2019). Bu
nedenle, calismamizda biz de tek doz doksorubisin uyguladik.

Bu caligmanin sonuglart doksorubisinin uygulamasinin MDA seviyelerinde énemli bir artisa
neden oldugunu gostermistir. Sonuglarimiz, DOX tedavisinden sonra karacigerde MDA artisina iligkin
onceki raporlarla uyumludur (Bulucu et al., 2009; Coskun et al., 2011; E. S. Park et al., 2003; Powell
& McCay, 1995). DOX, ROS iiretimine yol agan antioksidan redoks doéngiisiine ugrar; DOX
semikinon radikalleri iiretir, bunlar da molekiiler oksijenle reaksiyona girer ve uygulamadan sonra
erken bir asamada diger ROS'lar1 saglar. DOX sitokrom P-450 enziminin aktivasyonu nedeniyle sigan
karacigerinde oksidatif strese neden oldugu da bildirilmistir (Kogkar et al., 2010).

Bu calismamizda DOX ile birlikte, NAC veya Montelukast ilave edildiginde doku MDA
seviyelerini artirarak, kontrol grubu seviyesine yaklastirarak bu etkileri hafifletebilecegini varsaydik.
Calismamiz, NAC veya Montelukast’in DOX’un neden oldugu biyokimyasal hasar1 iyilestirebilecegi
sonucuna varilmstir. Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, NAC veya Montelukast’in karacigerin DOX
kars1 olumsuz reaksiyonlari iizerindeki olumlu etkisini gosteren ilk ¢calismadir.

Prasanna ve arkadaslar1 oksidatif stresin DOX kaynakli karaciger hasarinin birincil nedeni
oldugunu bildirmislerdir. DOX kaynakli oksidatif stresin bir sonucu olarak, elektronlar oksijenden
kaybolur ve siiperoksit radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimine yol agar. Yiiksek ROS
seviyeleri de lipid peroksidasyonunda artisa neden olarak sonugta hepatositlere ve karacigere zarar
verir (Prasanna, Renu, & Valsala Gopalakrishnan, 2020). Calismamizda, DOX+NAC grubunda
DOX+Montelukast grubuna gore PONI seviyesini artirdigi  bulunmustur (p<0.05). Yapilan
calismalarda NAC oksidanlar1 dogrudan temizledigi ve hiicre i¢i GSH'1 arttirdig1 gosterilmistir Ki bu
da ROS ile iliskili oksidatif stresten korur (Im & Lee, 2011; Kara & Kilit¢i, 2023; M.-S. Park, So, &
Bahk, 2015). Cesitli ¢alismalarda, NAC ilavesinin sigan karacigerinde artan MDA seviyelerini
azalttig1 tespit edilmistir (Bulucu et al., 2009; Kilciksiz et al., 2008; Liu et al., 2007; Mansour, Hafez,
Fahmy, & Hanafi, 2008; E. S. Park et al.,, 2003). Benzer sekilde, Bulucu ve ark. DOX+NAC
uygulamasiyla sicanlarin karacigerinde GSH-Px aktivitesinin degismedigini gozlemlemistir. NAC
hem giiclii bir antioksidan hem de indirgenmis glutatyonun (GSH) onciisiidir (Liu et al., 2007;
Mansour et al., 2008; Ozcelik, Erisir, Giiler, & Baykara, 2020).

SONUC

Sonug olarak, DOX+NAC uygulanan ratlarin karaciger dokusunda MDA degerlerinin incelenmesinde;
NAC'm karacigerdeki MDA igerigini azalttigi, ancak kontrol degerlerine geri dondiiremedigi
bulunmustur. Doksorubisin grubundaki karaciger sonuglarimiz, Doksorubisin uygulanan hayvanlarin
ve insanlarin farkli dokularinda genel bir antioksidan anormallik ile tutarlidir. Bununla birlikte, NAC,
siganda Doksorubisin ile indiiklenen karaciger toksisitesinde oksidatif stres ve antioksidan redoks
sistemi iizerinde modiilator etkiye neden olmustur. NAC'n antioksidan sistemler iizerindeki faydali
etkileri karacigerdeki lipid peroksidasyon seviyelerinin diizenlenmesi olmustur.
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