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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, dinya genelinde vyuritilen tarama programlart ve tedavi
yaklagimlarindaki gelismelere ragmen, hdlen 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda yer
almaktadir (1). Yeni nesil antitimoral ajanlara dayali gelistirilen tedavi yaklagimlar
hastalarin yasam stresini uzatmakla birlikte, bu tedavilerin kisa ve uzun vadede

toksisite riskleri bulunmaktadir.

Metotreksat (MTX), antimetabolit o6zellikte bir ilag olup hiicre
proliferasyonunu baskilayict ve immiinosupresif etkileri nedeniyle uzun yillardir
romatolojik, onkolojik ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (2, 3). Buna karsin, ozellikle karaciger ve bobrek gibi hayati
organlarda toksisiteye yol agabilecegi bilinmektedir (3, 4).

Literatirde MTX’in neden oldugu karaciger toksisitesini azaltmaya yonelik
yapilan caligmalarda gervital, limon otu ve siyah kakiile gibi antioksidan ve
antiinflamatuar etkileriyle bilinen ¢esitli bitki ekstrelerinin etkinligi aragtirilmistir (5-
7). Bu kapsamda, dogal antioksidan bilesiklerden biri olan karnozinde (CAR) dikkat
¢cekmektedir.

Karnozin, ilk olarak 1900 yilinda Rus bilim insani Gulevitsch tarafindan
kesfedilen, memelilerde dogal olarak bulunan bir dipeptittir (8). Serbest radikalleri
temizleme, metal iyonlarini gelatlama ve pH tamponlama kapasitesi gibi gesitli
biyokimyasal ozellikleri araciligiyla oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasara
karst koruyucu etki gosterebildigi bildirilmistir (9). Dolayisiyla, oksidatif stresin
onemli rol oynadig ilag kaynakli toksisite modellerinde koruyucu etki

gosterebilecegi diistiniilmektedir.

Literatiir taramasinda, CAR’in MTX’e bagli gelisen hepatotoksisite
tizerindeki etkilerini dogrudan inceleyen bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu durum,
CAR’in  MTX kaynakli karaciger hasarina karst olast koruyucu etkilerinin

arastirilmasini bilimsel agidan anlamli ve gerekli kilmaktadir.

Bu dogrultuda ¢aligmamizda, siganlara MTX uygulanarak deneysel karaciger
hasart modeli olusturulmus; hepatotoksisitenin temel mekanizmalar incelenmis ve

CAR’1n bu toksisite tizerindeki olasi koruyucu etkileri aragtirilmistir. Deney sonunda



elde edilen karaciger dokularinda toplam oksidan durum (TOS), toplam antioksidan
durum (TAS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri ile birlikte NRF2 ve HO-1
genlerinin mRNA gen ekspresyon dizeyleri degerlendirilmigtir. Ayrica karaciger
fonksiyonlarini belirlemek tizere AST ve ALT dizeyleri, karaciger dokusundaki
inflamasyonu degerlendirmek amaciyla TNF-q, fibrozis streglerini incelemek igin
ise TGF-B1 duzeyleri ol¢ilmiistiir. Apoptozla iliskili mekanizmalari ortaya koymak
tizere BCL-2 ve BAX gen ekspresyonlart analiz edilmis, kaspaz-3
immiinohistokimyasal boyamast yapilmigtir. Karaciger doku butinligi ve
histopatolojik  degisiklikler ise hematoksilen-eozin (H&E) boyamast ile

degerlendirilmistir.
Amac

Metotreksata bagli olarak geligen hepatotoksisite, ilacin klinik kullanimini
kisitlayan onemli bir yan etki olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle MTX in
karaciger Uzerindeki toksik etkilerini azaltabilecek ajanlarin aragtirillmast,
kemoterapotik tedavilerin etkinligini artirmanin yani sira hastalarin  tedaviye

uyumunu ve toleransini iyilestirme potansiyeli tagimaktadir.

Bu dogrultuda c¢alismamizda MTX ile olusturulan hepatotoksisite modelinde
oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz mekanizmalarina iligkin gen ekspresyon
diizeyleri incelenmis; CAR’1n bu patofizyolojik siiregler tizerindeki olasi koruyucu

etkileri degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

Karaciger, abdominal bolgede sag st kadranda bulunan ve viicuttaki birgok
yasamsal islevi yerine getiren bir organdir. Bu islevler arasinda enfeksiyonlara karsi
savunma, enerji metabolizmasinin diizenlenmesi ve ¢esitli plazma proteinlerinin
sentezi yer almaktadir. Karacigerin temel gorevlerinden biri ise detoksifikasyondur.
Bu siiregte toksik bilesikler ¢ok sayida enzim aracilifiyla biyotranstformasyona
ugratilarak daha az toksik ve suda ¢ozinebilen formlara dontsturilir. Elde edilen

metabolitler safra veya idrar yoluyla viicuttan atilir (10, 11).

2.1.1. Karaciger Hiicreleri ve Fonksiyonlari

Karacigerin histolojik yapisi, farklt morfolojik ve islevsel ozelliklere sahip

cesitli hiicre tiplerinden olusur.

Karacigerin ana parankimal hiicreleri olan hepatositler, sintizoidal damarlar
cevreleyen hiicre kordonlart  seklinde dizilmigtir.  Sentez, metabolizma,

detoksifikasyon ve safra iiretimi gibi temel iglevlerden sorumludurlar.

Kupffer hiicreleri, siniizoidlerin i¢ ylzeyinde bulunan makrofajlardir.
Fagositozla patojenleri ortadan kaldirmanin yani sira, antijen sunumu ve c¢esitli

sitokinlerin tUretimi yoluyla bagisiklik yanitin1 dizenlerler.

Hepatik stellat hiicreleri (Ito hiicreleri, HSC), Disse araliginda yer alirlar.
Hasar durumunda aktive olarak kollajen ve diger matriks bilesenlerinin sentezini

artirirlar. Bu stireg, fibrogenez ve siroz gelisiminde rol oynar.

Safra kanali epitel hiicreleri (kolanjiyositler), safra kanallarim1 doserler ve

safranin taginmasinda gorev alirlar (12, 13).

2.1.2. ilaca Bagh Karaciger Hasar1

Ilaca bagl karaciger hasari tedavi amaciyla kullanilan ilaglar, bitkisel tirtinler
veya gida takviyelerine bagli olarak gelisen karaciger hasarini tanimlayan klinik bir

tablodur. Hepatotoksisite gelisimi ilacin kimyasal ozellikleri, ¢evresel faktorler ile






2.2.3. Metotreksatin Terapotik Etki Mekanizmalar

Metotreksatin terapotik etkisi ¢esitli molekiiler mekanizmalar araciligiyla
ortaya ¢ikmakta olup, bunlardan en oOnemlisi dihidrofolat rediktaz (DHFR)
enziminin inhibisyonudur. Bu inhibisyon, tetrahidrofolat (THF) sentezini engeller ve
tek karbon birimlerinin taginmasini bozarak purin niikleotidleri ile deoksitimidin
monofosfat ({TMP) sentezinin azalmasina yol acar. Ayrica MTX, timidilat sentaz
enzimini de inhibe eder (17).

timidilat sentaz

5,10-metilentetrahidrofolat + dUMP ————»dTMP + dihidrofolat

Boylece dTMP iretimi hem THF eksikligine bagli olarak dolayli bi¢imde
hem de timidilat sentaz enziminin inhibisyonu yoluyla dogrudan baskilanir. Bu
metabolik yolun engellenmesi: DNA ve RNA sentezinin duraksamasina, ATP
uretiminin azalmasina ve sonug¢ olarak hiicre proliferasyonunun baskilanmasina
neden olur. Bu sture¢, MTX’in antineoplastik etkisinin temel mekanizmasini

olusturur (18).

Metotreksatin antiinflamatuar ve immunmodiilator etkileri de bulunmaktadir.
Bu etkilerini ise S5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonikleotid (AICAR)Y1n 5-
formamidoimidazol-4-karboksamid ribontikleotid (FAICAR)’a dontsiimuni inhibe
ederek gostermektedir. Bu inhibisyon sonucunda AICAR birikimi meydana gelir.
Biriken AICAR, adenozin deaminaz (ADA) enzimini inhibe ederek hiicre ici
adenozin diizeylerinin artmasina neden olur. Artan adenozin, niikleozid tasiyicilar
araciligiyla hiicre disina taginir ve hiicrelerdeki reseptoriine baglanir. Bu baglanma
sonucunda ise proinflamatuar sitokinlerin tUretimi baskilanir ve bagisiklik
hiicrelerinin  aktivitesi sinirlanir (17, 18). Sekil 2.2’de MTX’in adenozin

metabolizmasi tizerindeki etkisi gosterilmigtir.






Buna ek olarak MTX, NAD" bagimli mitokondriyal enzimleri (pirtivat
dehidrojenaz, o-ketoglutarat dehidrojenaz, izositrat dehidrojenaz ve malat
dehidrojenaz) inhibe ederek hiicresel enerji tretimini daha da bozar. Ayrica MTX in
NADP* bagimli sitozolik enzimleri (malik enzim ve izositrat dehidrojenaz) inhibe
etmesi, NADPH iretimini azaltarak indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin
diismesine yol acar. Indirgenmis glutatyon (GSH), antioksidan savunmada gorevli
olan glutatyon peroksidazin substrati oldugundan, GSH’deki azalma antioksidan
kapasitenin digmesine ve hepatositlerin reaktif oksijen turlerine (ROS) karsi
duyarliliginin artmasina neden olur. Bu durum oksidatif stresin gelismesine ve sonug

olarak hiicresel hasarin siddetlenmesine yol agar (25).

Metotreksatin neden oldugu hicresel stres, karaciger dokusunda timor
nekroz faktori-a (TNF-a), interlokin-1B (IL-1B) gibi proinflamatuar sitokinlerin ve
akut faz reaktanlarindan C-reaktif proteinin (CRP) duzeylerinde artisa yol acarak
inflamatuar yanit1 tetikler. Bu suireg, hepatosit hasarini derinlestirerek MTX e bagl
gelisen hepatotoksisitenin temel patofizyolojik mekanizmalarindan birini olusturur

(7, 26).

Geligen doku hasart ve inflamatuar yanit, karacigerin yerlesik makrofajlar
olan Kupffer hiicrelerinden transforme edici biyime faktori beta-1 (TGF-1)
saliimina yol agar. Salinan TGF-f1, HSC’lerin aktivasyonunu tetikleyerek bu
hiicrelerin miyofibroblast benzeri bir fenotipe dontiserek aktive olmasina yol agar.
Aktive olan HSC’ler, ekstraselliler matriks (ECM) proteinleri ve tip I kollajen
sentezini artirarak fibrotik dokunun birikimine ve doku yeniden yapilanmasinin
bozulmasina yol acar. Dolayisiyla TGF-B1, karaciger fibrogenezinin baglatilmast ve

ilerlemesinde rol oynar (27).

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres Mekanizmasi

Serbest radikaller, yoringelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
tagtyan; bu nedenle son derece reaktif ve kararsiz ozellik gosteren molekullerdir.
Biyolojik sistemlerde ¢ogunlukla oksijen veya azot atomlan etrafinda olusurlar ve
buna gore reaktif oksijen tirleri (ROS) ile reaktif azot turleri (RNS) olmak tizere iki

ana grupta siniflandirilirlar (28).



Reaktif oksijen tirleri arasinda superoksit anyonu (O:), hidroksil radikali
(OHe), singlet oksijen (!02), hidrojen peroksit (H20:), lipit hidroperoksitleri ve
hipoklor6z asit gibi oksidanlar yer alir. Fizyolojik kosullarda bu molekiiller
antioksidan enzimler (6rnegin superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz)
tarafindan notralize edilerek hiicresel redoks dengesi korunur. Ancak ROS tiretiminin
artmast veya antioksidan kapasitenin yetersiz kalmasi durumunda oksidan—
antioksidan dengesi bozulur. Bu dengesizlik sonucu ROS hicre igi lipidler,
proteinler ve DNA bagta olmak tlizere ¢esitli biyomolekiillerle etkileserek yapisal ve
fonksiyonel bozulmalara neden olur. Bu sureg, oksidatif stres olarak

tanimlanmaktadir (29).

Oksidatif stresin birgok akut ve kronik hastaligin patogenezinde 6nemli bir
rol oynadigi bilinmektedir. Alzheimer ve Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklar,
kardiyovaskuler hastaliklar, diyabet, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, astim, inflamatuar
hastaliklar, ciddi yaniklar, gastrointestinal sistem hastaliklar ile iskemi-reperfiizyon
hasarlart oksidatif stresle iliskilendirilen baslica patolojiler arasinda yer almaktadir

(30).

2.3.1.Serbest Radikallerin Kaynaklar:
Reaktif oksijen tiirleri, endojen ya da ekzojen kaynakli olabilirler.

Hiicre icinde yiiksek oksijen tuketimine sahip organeller olan mitokondri,
peroksizom ve endoplazmik retikulum temel endojen ROS kaynaklaridir. Bu
yapilarda sirasiyla elektron tagima zinciri aktivitesi, yag asidi PB-oksidasyonu ve

protein katlanma siiregleri sirasinda ROS tretimi meydana gelir (31).

Ekzojen kaynaklar ise ¢evresel etmenlere bagli ROS olusumunu
kapsamaktadir. Ornegin ultraviyole (UV) 1sinlan, DNA’da ROS olusumunu
tetiklerken; iyonize radyasyon (X ve gama 1sinlari), su molekillerinin par¢alanmasi
yoluyla hidroksil radikali uretimine neden olabilir. Sigara dumani ise dogrudan

serbest radikaller icermesi nedeniyle ROS yukint artirmaktadir (32).






sirasinda lipooksijenaz, dioksijenaz ve laktoperoksidaz gibi enzimlerin kataliziyle

olugmaktadir.

Singlet oksijen yiiksek reaktivitesi nedeniyle DNA, proteinler ve membran
lipidleriyle etkilesime girerek; DNA’da zincir kiriklari, lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu gibi hiicresel hasarlara neden olur. Bu o6zellikleriyle oksidatif

stresle iligkili patolojik siireglerin gelisiminde énemli bir rol oynamaktadir (31).

2.3.2.3. Hidrojen Peroksit (H20:)

Hidrojen peroksit, hiicre iginde siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin
superoksit radikalini (O:"") detoksifiye etmesi sonucu olusan bir reaktif oksijen
turidir. Dustuk reaktivitesine ragmen daha giiclii oksidan tiirlerin olusumunda kilit

bir ara bilesik olarak goérev yapar.

Hidrojen peroksit fizyolojik kosullarda hiicre iginde sinyal iletimi, gen
ekspresyonu ve hiicre proliferasyonu gibi siireclerde diizenleyici rol oynar. Ancak,
gecis metalleri (ozellikle Fe?") varliginda Fenton reaksiyonuna girerek yuksek

derecede reaktif bir tiir olan hidroksil radikaline (OHe) dontigebilir (35).

2.3.2.4. Hidroksil Radikali (OHe)

Hidroksil radikali, hidroksit iyonunun radikal formu olup ROS’lar arasinda
en yiiksek oksidatif kapasiteye sahip olan molekiildur (36). Son derece reaktif olmasi
nedeniyle olustugu anda g¢evresindeki molekiillerle hizla etkilesime girer. DNA,
proteinler, membran lipitleri ve karbonhidratlar: hedef alarak ciddi hiicresel hasarlara

yol agabilir (37).

Biyolojik sistemlerde baglica Fenton reaksiyonu araciligiyla olusur. Bu

reaksiyonda H20», Fe? ile etkileserek OHe Uretir:
Fe? + H.O2 — Fe** + OHe + OH™ (Fenton reaksiyonu)

Ayrica, Oz~ ile H202’nin tepkimeye girdigi Haber-Weiss reaksiyonu da OHe

uretimine katkida bulunur:

0>~ + H202 — O2 + OHe + OH™ (Haber-Weiss reaksiyonu) (38).
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2.3.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Oksidatif Stres Mekanizmalari

Reaktif oksijen turlerinin diizeyleri SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimler tarafindan kontrol edilerek hiicrede oksidatif denge strduriliir.
Ancak ROS diizeyi antioksidan sistem tarafindan yeterince dengelenemediginde

oksidatif stres gelisir (39).

Bu surecgte hiicre zarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA’lar),
ROS’larin baglica hedefleri arasindadir. Reaktif oksijen turleri ile etkilesimleri
sonucunda membran lipidleri okside olur, bu da membran butinliginin
bozulmasina ve gecirgenligin artmasina neden olarak hucresel iglevleri olumsuz
etkiler. Lipid peroksidasyonunun ilerlemesiyle birlikte cesitli reaktif aldehitler ve
ikincil oksidasyon urinleri agiga ¢ikar. Bu reaktif bilesikler proteinler ve niikleik
asitlerle etkileserek hiicrede toksisiteye, yapisal bozulmalara ve fonksiyonel

kayiplara yol agabilirler (40).

Oksidatif stresin  siddetlenmesi, basta mitokondriyal disfonksiyon ve
endoplazmik retikulum (ER) stresini tetikleyerek enerji metabolizmasinin
bozulmasina yol agar (41). Bu suregte ATP duretiminin azalmasi, kalsiyum
homeostazinin bozulmasi ve proapoptotik sinyallerin aktivasyonu gerceklesir; bu
degisiklikler hiicrenin apoptoz veya nekroz gibi hiicre 6liimii yollarina yonelmesine

neden olur (42).

2.3.4. Antioksidan Sistem

Hiicre, ROS’un zararli etkilerine karst enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu sistemler, oksidatif stresin
kontroliinde ve hiicresel butinlagin korunmasinda kritik rol oynar (31, 43). Sekil

2.3’te Temel Antioksidanlar gosterilmistir.
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Minerallerin bir kismi antioksidan enzimler i¢in kofaktér gorevi goriirken,
bazilart bu enzimlerin yapisal bilesenleri arasinda yer alir ve bu rolleri sayesinde

antioksidan savunma sistemi igerisinde 6nemli bir yere sahiptir.

Selenyum, glutatyon peroksidaz enziminin aktif merkezinde selenosistein
formunda bulunan esansiyel bir elementtir ve hidrojen  peroksitin

detoksifikasyonunda kritik rol oynar (45).

Manganez mitokondriyal stperoksit dismutazin (MnSOD) kofaktori olup,

enzimin yapisal bitinligu ve katalitik aktivitesi igin gereklidir (46).

Bakir ve c¢inko sitoplazmik stperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) enziminin
kofaktorleridir. Bu enzimde bakir katalitik merkezde gorev alarak siiperoksit
radikalinin (O2+") hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene dontsimiini saglar.

Cinko ise enzimin yapisal stabilitesini korur (47).

2.3.4.2. Endojen Antioksidanlar

Hicreler, ROS’larin zararli etkilerine karsi korunmayi saglayan ¢esitli

endojen antioksidan sistemlere sahiptir (44).

2.3.4.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, ROS’u daha az reaktif ve zararsiz molekiillere

doniistirerek hiicresel redoks dengesinin sirdirilmesinde temel rol oynar (44).

2.3.4.2.1.1. Siiperoksit Dismutazlar (SOD)

Siiperoksit dismutazlar, aerobik organizmalarda yaygin olarak bulunan ve

oksidatif stresle miicadelede merkezi bir rol iistlenen antioksidan enzimlerdir.

Bu enzimler, yiksek reaktiviteye sahip O> - radikalini daha az zararl
bilesikler olan H.O: ve O2’ye donistirerek hiicre i¢i oksidatif yikiin azaltilmasina

katk1 saglar.
SOD’un u¢ temel izoformu tanimlanmistir:

SOD1 (Cu/Zn-SOD): Sitoplazmada bulunur ve aktivitesi bakir ile ¢inko

iyonlarina bagimlidir.
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SOD2 (Mn-SOD): Mitokondride lokalizedir. Manganez bagimli bir enzimdir

ve Ozellikle mitokondri kaynaklt ROS’un detoksifikasyonunda temel rol oynar.

SOD3 (Ekstraseliiler SOD): Hiicre dis1 matrikste yer alir. SOD1 gibi bakir ve

¢inko iyonlarina bagimli olarak iglev goriir (48).

2.3.4.2.1.2. Katalaz

Katalaz, peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda hem grubu bulunduran
onemli bir antioksidan enzimdir. Temel gorevi, H-O. molekiiluini daha az toksik

bilesikler olan su ve oksijene donustiirerek oksidatif hasari 6nlemektir:
2 H202 — 2 H20 + O2

Katalaz, son derece yiiksek katalitik kapasiteye sahip bir enzimdir. Tek bir
katalaz molekilt, saniyeler icerisinde milyonlarca H>O» molekiiliinii detoksifiye

edebilme yetenegine sahiptir (49).

2.3.4.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz tipki katalaz gibi H>O.’yi suya donistiren 6nemli bir
antioksidan enzimdir. Ancak GPx ile katalaz arasinda bazi farkliliklar
bulunmaktadir: Katalaz, esas olarak peroksizomlarda lokalizedir ve genellikle hiicre
ici H20> diizeyi fizyolojik sinirlarin tzerine ¢iktiginda aktive olur. Buna kargilik
GPx, hem hucre i¢i hem de hiicre dist kompartmanlarda aktif olup, H>0.’nin
fizyolojik diizeyde duzenlenmesine katkida bulunur. Hidrojen peroksit, GPx
tarafindan indirgenmis glutatyonun (GSH) kullanildigi bir reaksiyonla detoksifiye
edilir ve bu siirecte oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusur:

L0, +2 GSH — 2 H,O + GSSG (50).

2.3.4.2.2. Endojen Nonenzimatik Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar, reaktif tiirleri dogrudan nétralize ederek
veya serbest radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirarak oksidatif stresin
azaltilmasina katkida bulunur. Bu bilegikler, enzimatik antioksidan sistemlerle

birlikte ¢alisarak hiicresel redoks dengesinin korunmasina yardimei olur.
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Bu grupta baslica glutatyon (GSH), N-asetilsistein (NAC), urik asit,
melatonin ve koenzim Q10 (CoQ10) gibi bilesikler yer alir. Ayrica insan
plazmasinda bulunan bazi plazma proteinleri de antioksidan savunmaya onemli
olgiide katki saglar. Bu proteinler arasinda albimin, ferritin, transferrin,

haptoglobulin ve seriiloplazmin 6n plana ¢ikmaktadir (51).

2.3.4.2.2.1. N-asetilsistein (NAC)

N-asetilsistein, hem dogrudan hem de dolayli yollarla antioksidan etki
gosteren onemli bir bilesiktir. Yapisinda bulunan silthidril (-SH) grubu, ROS ile
dogrudan etkilesime girerek bu molekillerin noétralizasyonunu saglar. Bu etkilesim

sonucunda NAC oksitlenerek distlfid formuna dontsiir.

N-asetilsistein ayn1 zamanda GSH sentezinde 6nciil bir madde olarak gorev
yapar. Bu ozelligi sayesinde hiicre i¢gi GSH diizeylerini artirarak dolayli yoldan

antioksidan savunmaya katki saglar (52).

2.3.4.2.2.2. Glutatyon

Glutatyon y-glutamil, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan digik
molekul agirliklt bir tripeptittir. Cekirdek, mitokondri ve sitoplazma dahil olmak
tizere hemen hemen tim hiicresel kompartmanlarda ytksek konsantrasyonda bulunur
(53).

Glutatyon hiicresel farklilagma, yaglanma, programlanmis hiicre 6lumi,
ksenobiyotik detoksifikasyonu, enzim aktivitesinin diizenlenmesi ve protein ile
niikleotid sentezi gibi bir¢cok temel biyolojik siiregte rol alir. Antioksidan etkist,
buyik olgide GPx enzimi araciligiyla gergeklesir. GPx, H202 ve lipid peroksitleri
GSH kullanarak indirger. Bu reaksiyon sirasinda GSH, elektron kaybederek
oksitlenmig glutatyon (GSSG) formuna dontiigir. Olusan GSSG, glutatyon rediktaz
enzimi araciligiyla NADPH kullanilarak yeniden GSH’ye donutsturaliir. Bu dongi,

hiicre i¢1 redoks dengesinin korunmasinda kritik bir rol oynar (54).
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2.3.4.2.2.3. Koenzim Q (CoQ)

Koenzim Q, yapisal olarak bir benzoquinon tiirevi olup basta mitokondri i¢
zart olmak tizere gesitli hiicresel membranlarda bulunur. En temel fizyolojik gorevi,
mitokondride yer alan elektron tagima zincirinde elektronlarin kompleksler arasinda

aktarimini saglayarak; ATP tretimine katkida bulunmaktir.

Bunun yan sira lipofilik yapisi sayesinde ozellikle mitokondri i¢ zari, hiicre
membranlar ve plazma lipoproteinleri gibi yapilar tizerinde etkili bir antioksidan rol

ustlenerek serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 engeller (55).

2.4. NRF2/HO-1 yolag

NRF2/HO-1 sinyal yolagi, oksidatif stres ve inflamasyona karst hiicresel

savunma mekanizmalarinin dizenlenmesinde merkezi bir rol oynar.

Bu yolak diyabet, fibrozis, norotoksisite ve kanser gibi oksidatif stres temelli
birgok hastaligin patogenezinde kilit rol oynadigi igin terapotik bir hedef olarak
dikkat ¢gekmektedir (56).

2.4.1. NRF2'nin Yapisi ve islevi

Nikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (NRF2), NFE2L2 geni tarafindan
kodlanan ve hiicrede meydana gelen redoks dengesindeki degisimlere yanit vererek
oksidatif stres ile inflamasyona karst savunmayi diizenleyen bir transkripsiyon
faktorudur. Basta SOD, katalaz, hem oksijenaz-1 (HO-1) olmak uzere c¢esitli

antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin gen ekspresyonunu diizenler.

Normal fizyolojik kosullarda NRF2, sitoplazmada Kelch-benzeri ECH iligkili
protein 1 (KEAP1) ile kompleks olusturarak ubikuitin-proteazom sistemi araciligiyla

hizla yikilir ve hiicre i¢inde diisiik dizeylerde tutulur.

Ancak hiicre ROS, RNS veya agir metaller gibi stres faktorlerine maruz
kaldiginda, KEAP1’in yapisal konformasyonu degisir ve NRF2’ den ayrilir.
Sitoplazmada serbest hale gelen NRF2 de kisa suire igerisinde g¢ekirdege transloke

olur ve hedef genlerin promotér bolgelerinde yer alan antioksidan yanit
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aktivasyonuna yol agar. Aktive olan kaspaz-8, yurltici kaspazlardan ozellikle
kaspaz-3’1U aktive ederek apoptoz siirecini baslatir. Ayrica, kaspaz-8 tarafindan
parcalanan BH3 etkilesimli domain 6liim agonisti (BID), mitokondriyal yolu aktive
ederek intrinsik ve ekstrinsik yolaklar arasinda bir koprii olugsmasina aracilik eder.
Ikinci mitokondri kaynakli kaspaz aktivatori (SMAC) ise apoptoz inhibitor
proteinlerini (IAP) baskilayarak kaspaz aktivitesinin devamliligint saglar (67).

2.5.2. Kaspaz-3

Kaspaz-3, apoptoz siirecindeki en kritik yuritict enzimlerden biri olarak
kabul edilir ve baglatict kaspazlar (kaspaz-8, kaspaz-9) tarafindan aktive edilir. Bu
enzim, DNA parcalanmasinda gorev alan kaspazla aktive olan DNaz’1 (CAD) hedef
alir. Proliferatif hiicrelerde CAD, kaspaz ile aktive edilen DNaz inhibitora (ICAD)
ile kompleks olusturarak inaktif halde bulunur. Apoptotik sinyalin ardindan aktive
olan kaspaz-3, ICAD’yi pargalayarak CAD’ nin serbest kalmasini saglar. Serbestlesen
CAD, apoptozun karakteristik  biyokimyasal  bulgularindan  biri  olan
oligoniikleozomal DNA fragmantasyonunu gerceklestirir (70). Ayrica kaspaz-3,
hiicre iskeleti ve niikleer yapi proteinlerini hedef alarak hiicre kiigilmesi, kromatin
yogunlagmast ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi karakteristik morfolojik

degisikliklerin gelisimine aracilik eder (71).

Kaspaz-3 aktivasyonu, apoptoz surecinde geri donisii olmayan kritik bir
asamay1 temsil eder. Bu nedenle apoptozun en sik kullanilan biyobelirteglerinden
biridir. Kaspaz-3 duzeyleri, immunohistokimya, Western blot gibi yontemlerle

belirlenebilmektedir. (65).

2.5.3. BCL-2 ve BAX Proteinleri

Apoptoz siirecinin baglatilmasinda ve dizenlenmesinde rol oynayan temel
denge unsurlarindan biri BCL-2 protein ailesidir. Bu protein ailesi, 6zellikle hiicre
olimintn intrinsik yolaginin kontroliinde kritik islevler ustlenir. BCL-2 ailesi
uyeleri, antiapoptotik (BCL-2, BCL-XL) ve proapoptotik (BAX, BAK) proteinler
olarak iki ana gruba ayrlir. Bu iki grup arasindaki denge, mitokondriyal zar

gecirgenliginin dizenlenmesinde ve buna bagli olarak sitokrom c¢ saliniminin
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kontroliinde belirleyici rol oynar. Anti-apoptotik bir protein olan BCL-2, mitokondri
dis zarinda lokalize olarak zar butinligini korur ve sitokrom c¢’nin sitoplazmaya
salinimin1 engeller; boylece intrinsik yolagin baslatilmasini 6nler. Buna kargilik
BAX’in baskinligi mitokondriyal gecirgenligi artirarak apoptozun baglatiimasini
kolaylagtirir. Bu molekiler denge kanser, iskemik hasar ve norodejeneratif

hastaliklar gibi birgok patolojik stiregte kritik Sneme sahiptir (68, 69).

2.6. Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a)

Tumor nekroz faktori alfa (TNF-a), bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde
kritik rol oynayan gii¢li bir proinflamatuar sitokindir. Karaciger dokusunda TNF-
a'nin TNF-R1 reseptori araciligiyla aktive ettigi sinyal yollari, hepatositlerde
apoptoz ve nekroz gelisimini tetikleyerek ilaca bagli karaciger hasarina katkida
bulunur. Bu siiregte mitokondriyal disfonksiyon, ROS artisi ve inflamatuar hiicrelerin
aktivasyonu yer alir. Tiumor nekroz faktori alfanin (TNF-a)) bu etkileri, ilaca bagl

karaciger hasarinin patogenezinde merkezi bir rol oynamaktadir (72, 73).

2.7. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta-1 (TGF-p1)

Transforme edici buyume faktorii beta-1 (TGF-f1) hiicre biyiimesi, hiicre
farklilagmasi, apoptoz ve doku onarmmi gibi g¢esitli  biyolojik sireclerin
diizenlenmesinde rol oynayan ¢ok islevli bir sitokindir. Karaciger dokusunda TGF-

B1, fibrogenez stirecinin baglica diizenleyicisi olarak gorev yapar.

Her ne kadar TGF-B1 antiinflamatuar 6zelliklere sahip olsa da kronik doku
hasart durumlarinda agirt aktivasyonu, anormal doku yeniden yapilanmasina
(remodeling) ve kalict skar olusumuna yol acarak fibrotik siirecin ilerlemesine neden

olabilir (27).

2.8. Karnozin (CAR)

Karnozin, B-alanin ve L-histidin amino asitlerinden olusan endojen bir
dipeptittir (74). Ik olarak 1900 yilinda Gulewitsch ve AmiradZibi tarafindan
kesfedilmigtir (75).
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etkilesimi sonucunda olusan okside formu olan 2-oksokarnozinin gugli bir

antioksidan etki gosterdigi deneysel ¢aligmalarla ortaya konmugtur (83, 84).

2.8.3.2. Metal Iyon Selasyonu

Karnozin, Fe* ve Cu?" gibi gecis metallerini selatlayarak bu metallerin ROS

uretmesini engeller (85).

2.8.3.3. Reaktif Karbonil Tiirlerinin (RCS) Detoksifikasyonu

Karnozin, lipid peroksidasyonu ve glikasyon stireglerinde ortaya ¢ikan toksik
aldehit ve keton bilesiklerini (reaktif karbonil turleri) nétralize eder. Boylece bu
maddelerin neden oldugu ileri glikasyon (AGE) ve lipoksidasyon (ALE) triinlerinin

olusumu engellenerek hiicresel hasar azaltilir (86).

2.8.3.4. NRF2 Yolaginin Aktivasyonu

Karnozinin, fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) / protein kinaz B (AKT) sinyal
yolu iizerinden NRF2’yi aktive ederek hiicresel antioksidan savunmay1 giiglendirdigi
ortaya konmustur. Bu aktivasyon sonucunda, HO-1 basta olmak iizere cesitli
antioksidan savunma enzimlerinin ekspresyonu artmakta ve boylece hiicre oksidatif

stres kosullarinda korunmaktadir (87).

2.8.4. Karnozinin Antiinflamatuar Ozellikleri

Karnozin, niikleer faktor kappa B (NF-kB) sinyal yolunu inhibe ederek

inflamatuar yanit1 azaltir (82).

Interlokin-6 (IL-6) ve IL-1pB gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu

azaltarak inflamatuar siireci duzenler (88).

Bunlara ek olarak CAR, merkezi sinir sisteminde astrositlerin aktivasyonunu
baskilar ve inflamatuar sitokin Uretimini azaltarak noéroinflamasyonun

hafifletilmesine katk: saglar (89).
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2.8.5. Karnozinin Antiapopitotik Ozellikleri

Karnozin, oksidatif stresi ve mitokondriyal disfonksiyonu azaltarak
BAX/BCL-2 oranini dusturmektedir. Bu degisim, kaspaz-3 aktivasyonunun dolayli
olarak baskilanmasina katkida bulunmakta ve sonug olarak hepatositlerde apoptozun

azalmasina yol agmaktadir (90).

Ayrica CAR, merkezi sinir sisteminde ekstraselluler glutamat duzeylerini
azaltirken, inhibitér bir norotransmitter olan gama-aminobiitirik asitin (GABA)
salinmmim arttirir. Norotransmitter dengesi tizerinde sagladigi bu diizenleyici etki

sayesinde noroprotektif ve antiapoptotik bir rol tstlenir (91).

2.8.6. Karnozinin Dozlari, Uygulama Sekli

Preklinik ¢aligmalarda CAR, siklikla fare ve sigan gibi hayvan modellerinde
intraperitoneal (i.p.) yolla uygulanmaktadir. Deneysel karaciger hasart modellerinde
kullanilan CAR dozlar genellikle 100-250 mg/kg arali§inda olup, bu dozlarin hem
antioksidan hem de antiinflamatuar etkiler gosterdigi gesitli ¢aligmalarla ortaya

konmugtur (92, 93).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Sileyman Demirel Universitesi (SDU) Bilimsel Arastirma
Projeleri Yonetim Birimi tarafindan TTU-2024-9523 proje numarasiyla
desteklenmistir. Deneysel uygulamalar, SDU Deney Hayvanlart Uretimi ve Deneysel
Aragtirma Laboratuvarnt ile Tip Fakultesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Laboratuvari ig birligiyle yuratilmustur.

Calisma protokolii, SDU Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
tarafindan 05.09.2024 tarihli ve 327 sayili karar ile onaylanmis olup, deneyler etik
kurallara uygun sekilde gerceklestirilmistir.

3.1. Gerec

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢aligmada, Wistar Albino cinsi toplam 32 adet erkek sigan kullanilmigtir.
Deneye baglanmadan once tim hayvanlarin saglik kontrolleri yapilmis ve canli
agirliklart 6lgulmusgtir. Deney stresince siganlar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
dongustunde, 224+2°C sicaklikta, yeterli miktarda standart yem ve suya erigsim
saglayacak sekilde barindirilmistir. Hayvanlarin viicut agirliklant haftalik olarak

izlenmistir.

Calismada kullanilan siganlar geng eriskin doneminde olup 10-12 haftalik ve
200-300 gram agirlhigindaydi. Kontrol (K, n=8), Metotreksat (MTX, n=8),
Metotreksat+Karnozin (MTX+CAR, n=8) ve Karnozin (CAR, n=8), olacak sekilde
rastgele dort gruba ayrilmiglardir. Her grup ayn bir kafeste olacak sekilde toplam da

4 kafes igerisinde tutulmustur.

3.1.2. Kullanilan Malzemeler ve Aletler
1. Sogutmali santrifiij (Eppendorf 5415 R, Almanya)
2. Sogutmal1 santrifiij (Ntive NF 1200 R, Turkiye)

3. Santrifiij (Hettich Rotanta 460, Almanya)
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4. Mikro Santrifiy (Weightlab WN-CMv6000, Turkiye)

5. Derin dondurucu (-80°C) (Kirsch Bosch, Almanya)

6. Derin dondurucu (-80°C) ( (New Brunswick Scientific — U535, ABD)
7. Buzdolab1 (2-8°C) (Kirsch Bosch, Almanya)

8. Hassas terazi (Scaltec SPB 32, Isvigre)

9. Vorteks (Niive NM 100, Turkiye)

10. Vorteks (VELP Scientifica, Italya)

11. Otomatik pipet (Eppendorf, Almanya)

12. Otomatik pipet (Gilson, Fransa)

13. pH metre (Hanna Instruments, Portekiz)

14. Manyetik karistirict (Nive MK 481, Tiurkiye)

15. Biyokimya analizorii (Beckman Coulter AUS800, ABD)

16. Homojenizator (Janke & Kunkel Ultraturrax T-25 Basic Labortechnic,

Almanya)
17. Ultrasonik homojenizator (Bandelin SONOPULS HD2070, Almanya)
18. ELISA plate yikayici (Biotek ELx 50, ABD)
19. ELISA okuyucu (Biotek ELx 800, ABD)
20. Spektrofotometre (UV-1601 Shimadzu, Japonya)
21. Etiv (Simgek Laborteknik ET-055, Turkiye)
22. Distile su cihaz1 (Ekoloji EKO 100 PROF, Tirkiye)
23. Jelli, ptht1 aktivatorla, S ml hacimli kan alma tipleri (Vacusera, Turkiye)
24. 15 ml hacimli idrar santrifiy tiipi (Isolab, Almanya)
25. 1,5 ml hacimli kilitli kapakl1 tiip (Isolab, Almanya)
26. Ependorf tipt (Isolab, Almanya)

27. NanoDrop 2000 cihazi (Thermo Scientific, Tirkiye)
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Gergek zamanli PCR cihaz1 (Biorad CFX, ABD)
Mikrospektrofotometre (ALLSHENG Nano-400a, Cin)

Etiiv (MIKROLAB Mis, Tiirkiye)

cDNA Cihaz1 (BIONEER MyGenie 96 Thermal Block, Giiney Kore)
Termal dongu cihazi (Thermo Scientific, ABD)

Isik mikroskobu (Olympus CX21, Japonya)

Dijital kamera (Olympus DP26, Japonya)

Entellan (Merck, Almanya)

Doku takip cihazi (Leica ASP300S, Almanya)

Doku Gémme Unitesi (Leica Histocore, Almanya)

Mikrotom (Leica 2155, Almanya)

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1. Karnozin (Sigma-Aldrich, ABD)

2. Metotreksat (Kogak Farma, Tirkiye)

3. Fosfat buffer salin tablet (pH 7,4; P4417) (Sigma Aldrich, ABD)

4. Ketamin hidroklorir %10 (Ketasol, 100 mg/ml) (Richter Pharma,
Avusturya)

5. Ksilazin hidrokloriir %2 (Rompun, enjeksiyonluk ¢ozelti) (Bayer,
Almanya)

6. Formaldehit %10 (tamponlu, pH :6,9-7,1) (Tekkim, Turkiye)

3.1.4. Kullanilan Reaktif ve Kitler

1. Rat TNF-a ELISA kiti (Cusabio, Katalog no: CSB-E11987r, Cin)

2. Rat TGF- B1 ELISA kiti (Elabscience, Katalog no: E-EI-R0084, Cin)

3. Total Antioksidan Status (TAS) kiti (Rel Assay Diagnostics, Tirkiye)

4. Total Oksidan Status (TOS) kiti (Rel Assay Diagnostics, Tirkiye)
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5. AB.T.™ SYBR Green Master Mix (Atlas Biotechnology, Turkiye)
6. cDNA Sentez Kiti (Nucleogene, Tirkiye)

7. Tri Reagent (Nucleogene, Tiirkiye)

8. Urinary/CSF Protein kiti (Beckman Coulter, REF No: OSR6170)
9. AST reaktifi (Beckman Coulter, REF No: OSR6209)

10. ALT reaktifi (Beckman Coulter, REF No: OSR6107)

11. AST, ALT ve Urinary/CSF Protein testleri i¢in kullanilan kalibratorler ve
kontrol soliisyonlari (Beckman Coulter, System Calibrator, Urine/CSF Protein

Calibrator, System Control 1, Control 2)
12. RNA izolasyon kiti (GeneALL Ribospin, Kore)
13. RiboExTM soliisyonu (GeneAll, Seul/Kore)
14. Hematoksilen ve Eozin Soltisyonlart (Merck, Almanya)
15. Kaspaz-3 antikoru (Abcam ab184787, Ingiltere)

16. Immiinohistokimya (IHK/IHC) boyama kiti (EXPOSE Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB Detection IHC kit (ab80436), Ingiltere)

17. 3,3-diaminobenzidin (DAB) (Abcam, Ingiltere)

18. %3 lik H202 (Merck, Almanya)

3.1.5. Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu: Sigma-Aldrich firmasina ait fosfat buffer salin tablet (pH
7,4, urin Kodu: P4417) kullanilarak hazirlanmigtir. Bir tablet 200 ml distile su
icerisinde ¢ozdurilerek ¢ozelti elde edilmistir. Caligma siiresince kullanilmak tizere

toplam 1000 ml PBS hazirlanmis ve +4 °C'de saklanmisgtir.
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3.2.3. Karaciger Dokusunun Porsiyonlanmasi

Sicanlara ait karaciger dokulart histopatolojik ve imminohistokimyasal
degerlendirmeler i¢in %10’luk noétral formalin igerisine, biyokimyasal analizler i¢in
fosfat tamponuna, genetik analizler icin ise steril Eppendorf tiplerine alinmistir.
Formalin igerisine alinan doku oOrnekleri histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemelerde kullanilirken; genetik ve biyokimyasal analizler i¢in ayrilan tim doku

ornekleri analiz giiniine kadar -80 °C’de saklanmugtir.

3.2.4. Serum Numunelerinin Biyokimyasal Analizi

3.2.4.1. AST Ol¢iim Yéntemi

Aspartat aminotransferaz (AST) aktivitesi, IFCC tarafindan Onerilen
yontemin modifiye edilmis bir versiyonu kullanilarak Beckman Coulter AUS5S800
otoanalizorinde belirlenmistir. Bu yontemde AST, L-aspartat’taki amino grubunu a-
oksoglutarata transfer ederek transaminasyon reaksiyonunu katalize eder. Bu
reaksiyon sonucunda L-glutamat ve oksaloasetat olusur. Olusan oksaloasetat malat
dehidrogenaz enzimi araciligiyla L-malata indirgenirken eszamanli olarak NADH
NAD"a oksitlenir. NADH 1n tiketimine bagli olarak 340 nm dalga boyunda ol¢iilen

absorbans azalmasi o6rnekteki AST aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.2.4.2. ALT Ol¢iim Yéntemi

Alanin aminotransferaz (ALT) aktivitesi, IFCC tarafindan onerilen yontemin
modifiye edilmig bir versiyonu kullanilarak Beckman Coulter AUS800
otoanalizoérinde belirlenmigtir. Bu yontemde ALT, L-alanin’deki amino grubunu a-
oksoglutarata transfer ederek transaminasyon reaksiyonunu katalize eder. Bu
reaksiyon sonucunda glutamat ve pirtivat olusur. Olusan piriivat, laktat dehidrogenaz
(LDH) enzimi aracilifiyla laktata indirgenirken eszamanli olarak NADH NAD"a
oksitlenir. NADH’1n tiketimine bagli olarak 340 nm dalga boyunda olgllen

absorbans azalmasi ornekteki ALT aktivitesi ile dogru orantilidir.
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3.2.5. Sican Karaciger Dokularinin Biyokimyasal Analizleri

Karaciger dokulari hassas terazi ile tartildiktan sonra, her 1 birim dokuya 9
birim fosfat tamponu eklenerek doku stspansiyonu hazirlanmistir. Elde edilen
sispansiyonlar, homojenizatér ve sonikator kullanilarak homojenize edilmistir.
Homojenatlar, porsiyonlara ayrilarak 10.000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifii
edilmigtir. Elde edilen siipernatantlar, biyokimyasal analizlerde kullanilmak tzere
ayrilmigtir.  Biyokimyasal parametreler (TOS, TAS) ve enzimle iligkili
immunosorbent analizi (ELISA) yontemiyle ol¢tlen sitokin dizeylerinin (TNF-o,
TGF-B1) karsilagtinlabilir ve standardize edilebilir olmasi amaciyla doku
homojenatlarinin protein igerikleri, Giriner protein kiti kullanilarak 6l¢iilmus ve 6l¢im

sonuglart protein miktarina normalize edilmistir.

3.2.5.1. Doku Protein Iceriginin Belirlenmesi (Uriner Protein Kiti ile)

Karaciger doku homojenatlarinin toplam protein diizeyi, Beckman Coulter
AUS800 otoanalizorinde caligtlan uriner protein kiti  kullanilarak piragallol
kirmizisi-molibdat boya baglama prensibine dayanan yontemle belirlenmistir. Bu
yontemde piragallol kirmizisinin proteinlerle etkilegsmesi sonucu 600 nm dalga
boyunda maksimum absorbans gosteren mavi-mor renkli bir kompleks olusur.
Olusan bu kompleksin absorbans degeri, 6rnekteki protein konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

3.2.5.2. TNF-a Ol¢iim Yontemi

Karaciger dokusu siipernatantlarindaki TNF-a diizeyleri, ticari olarak temin
edilen ELISA kiti ile kantitatif olarak belirlenmistir (Rat TNF-o ELISA Kit, Katalog
No: CSB-E11987r, Wuhan, Cin). Kitin 6l¢iim araligt 6,25-400 pg/ml, duyarlilig ise
1,56 pg/ml olarak bildirilmistir. Tim analiz siireci uretici firmanin talimatlarina

uygun sekilde yuratilmistir.

Kite ait 400 pg/ml konsantrasyonundaki standart ¢ozelti, standart diltient
kullanilarak sirasiyla 200, 100, 50, 25, 12,5 ve 6,25 pg/ml olacak sekilde dilte
edilmistir. Kor (blank) olarak standart diliient (O pg/ml) kullanilmigtir. Tim standart
cozeltiler ¢ift ornek (duplike) halinde galigilmistir.
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Sican karaciger dokusu siipernatantlari, kit prosediiriine uygun olarak 1:200
oraninda dilie edilmistir. Analiz sonunda standartlara ve numunelere ait optik
dansite (OD) degerleri elde edilmis, standartlara ait OD degerleri kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturulmus ve bu egri yardimiyla doku stpernatantlarindaki

TNF-a konsantrasyonlart hesaplanmigtir.

Elde edilen degerler, uygulanan dilisyon faktori (x200) ile carpilarak
duizeltilmis; sonuglar doku protein miktarina oranlanarak ng/g protein birimiyle ifade

edilmistir.

3.2.5.3. TGF- p1 Olciim Yontemi

Karaciger dokusu supernatantlarinda TGF-B1 dizeyleri, ticari olarak temin
edilen ELISA kiti ile kantitatif olarak belirlenmistir (Rat TGF-B1 ELISA Kit,
Katalog No: E-EL-R0084, Wuhan, Cin). Kitin ol¢gim aralig1 31,25-2000 pg/ml,
duyarlilig ise 18,75 pg/ml olarak bildirilmigtir. Tim analiz streci tretici firmanin

talimatlarina uygun sekilde yuratilmustir.

Kite ait 2000 pg/ml konsantrasyonundaki standart ¢ozelti, standart diltient
kullanilarak sirasiyla 1000, 500, 250, 125, 62,5 ve 31,25 pg/ml olacak sekilde diltie
edilmistir. Kor (blank) olarak standart diliient (O pg/ml) kullanilmigtir. Tim standart
cozeltiler ¢ift ornek (duplike) halinde galigilmistir.

Sigan karaciger dokusu stipernatantlari, herhangi bir seyreltme yapilmaksizin
dogrudan analiz edilmistir. Analiz sonunda standartlara ve numunelere ait optik
dansite (OD) degerleri elde edilmis, standartlara ait OD degerleri kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturulmug ve bu egri yardimiyla doku orneklerinin TGF-f1
konsantrasyonlart hesaplanmistir. Sonuglar doku protein miktarina oranlanarak ng/g

protein birimiyle ifade edilmistir.

3.2.5.4. Total Oksidan Durum (TOS) ve Total Antioksidan Durum (TAS)

Ol¢iim Yontemi

Karaciger doku stpernatantlarinda TOS ve TAS dizeyleri, Rel Assay
Diagnostics’e ait ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Rel

Assay Diagnostics, Turkiye). Kitlerin Beckman Coulter AUS800 otoanalizoriine
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aplikasyonu yapilmig olup 6l¢iim sonuglart doku protein miktarlarina gére normalize

edilerek sunulmustur.

3.2.5.4.1. TOS Ol¢iim Yontemi:

Numune igerisindeki oksidan maddeler, kitte bulunan ferréz iyon selator
kompleksini ferrik iyon haline okside etmistir. Olusan ferrik iyonlar asidik ortamda
kromojen ile reaksiyona girerek renkli bir kompleks meydana getirmistir. Bu
kompleksin renk yogunlugu, numunedeki toplam oksidan madde miktariyla dogru
orantili olup, spektrofotometrik olarak olgiilmis ve boylece TOS degeri
belirlenmistir.  Yontemin  kalibrasyonu  hidrojen  peroksit  kullamlarak

gerceklestirilmistir (94).

3.2.5.4.2. TAS Ol¢iim Yontemi:

Numune igerisindeki antioksidan maddeler, kitte bulunan koyu mavi-yesil
renkli 2,2'-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit] (ABTS) radikal soliisyonunu
renksiz forma indirgemistir. Bu indirgenme sonucunda meydana gelen absorbans
degisimi 660 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgilmiistiir. Elde edilen
absorbans degisimi, numunedeki TAS miktart ile dogru orantilidir. Yontemin
kalibrasyonu, E vitamini analogu olan Trolox standardi kullanilarak

gerceklestirilmistir (95).

3.2.5.4.3. Oksidatif Stres indeksi (OSI):

Elde edilen TOS (umol H20-/g protein) ve TAS (mmol Trolox Eq/g protein)
degerlert kullanilarak oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmigtir. OSIL TOS
degerinin TAS degerine oraninin yizde cinsinden ifade edilmesiyle belirlenmistir.

Hesaplama agagidaki formiil kullanilarak yapilmistir:

OSI (%) = (TOS / TAS) x 100 (96)
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3.2.6. Genetik Analizler (Karaciger Dokusu BCL-2, BAX, NRF2/HO-1

Ekspresyon Diizeylerinin Tayini)

3.2.6.1. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.2.6.1.1. RNA Izolasyonu

Elde edilen karaciger doku ornekleri DNaz/RNaz ve pirojen igermeyen,
onceden etiketlenmis eppendorf tiiplerine alinarak analiz giiniine kadar -80°C’de
derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Calisma glintinde oda 1sisina getirilen doku
ornekleri {izerine 1000 ul Geneall RiboExT™ soliisyonu (Seul/Kore) eklenmis ve
sonikator kullanilarak disiik hizda homojenize edilmigtir. RNA izolasyonu GeneAll
Ribospin RNA izolasyon kiti (Seul/Kore) ile asagidaki protokole uygun olarak
yapilmistir.

1. Homojenize edilen 6rnekler oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmis ve

tizerine 200 pl kloroform ilave edilerek 15 saniye boyunca vortekslenmistir.

2. Supernatantin Uzerine 1:1 oraninda % 70’lik etanol eklenmis ve pipetle

kargtirilmigtir.

3. Kanigim 12.000 g’de 15 dakika santrifiiy edilerek ¢ faz olusumu

saglanmigtir:
-Alt faz (Renkli)
-Orta faz (Ince Beyaz Opak)
-Ust faz (Renksiz Seffaf)

4. Yaklagik 450 pl’lik tst seffaf faz dikkatlice alinarak EzPure Filtresine (Sart
Renkli) aktarilmig ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir.

5. Filtrasyon sonrasi elde edilen lizat+RBI karigimi, mavi renkli Type W spin

kolona aktarilmistir.
6. 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilerek sivi uzaklastirilmistir.

7. Kolon tizerine 500 pl RBW ¢ozeltisi eklenmis ve 10.000 g’de 30 saniye

santrifiij edilerek gegis sivisi atilmigtir.
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ornekler artan konsantrasyonlarda (% 70’ten % 100’e kadar) etanol serilerinden
gecirilerek  dehidratasyon  saglanmigtir.  Ardindan  dokulardaki  lipitlerin
uzaklagtiritlmast igin iki kez ksilolden gecirilmistir ve sicak parafin banyolarinda

islem gorerek parafin infiltrasyonu gergeklestirilmistir.

Ertesi sabah cihazdan ¢ikarilan ornekler, sicak parafinle bloklanmak tizere bir
doku gébmme tnitesine (Leica Histocore Arcadia H; Leica Microsystem, Nussloch,
Almanya) aktarimugtir. Karaciger dokulan dizgin bir sekilde metal gomme
kaliplarina yerlestirilmistir ve parafinle sabitlenerek bloklar olusturulmustur. Olusan
bloklar sogutma platformuna alinarak yaklagik bir saat bekletilmistir ve tam olarak
donmalar1 saglanmistir. Donan bloklar, metal kaliplardan ayrilarak kesit alma

islemine kadar uygun kosullarda buzdolabinda saklanmustir.

Her bir parafin bloktan, histopatolojik ve immunohistokimyasal
degerlendirme i¢in otomatik rotary mikrotom (Leica 2155; Leica Microsystem,
Nussloch, Almanya) yardimiyla 4-5 um kalinliginda seri kesitler hazirlanmistir.
Kesitlerin biri rutin hematoksilen-eozin (HE), digeri kaspaz-3 immiunohistokimyasal
ekspresyonunun degerlendirilmesi i¢in lamlar tzerine yerlestirilmistir. Lamlar bir

gece oda sicakliginda bekletilerek kesitlerin iyice yapigsmast saglanmistir.

Ertesi gin HE boyama i¢in ayrilan kesitler, boyama koprilerine
yerlestirilmeden once 60°C’deki etivde 1,5 saat bekletilerek parafinin erimesi
saglanmigtir. Daha sonra boyama islemi oncesinde parafinin tamamen
uzaklagtirillmast i¢in kesitler sirasiyla tG¢ kez 30 dakika boyunca ksilolden
gecirilmigtir. Rehidrasyon amaciyla %100, %90 ve %80 etanol serilerinden
gecirildikten sonra saf suya alinmigtir. Ardindan kesitler 15 dakika Harris
hematoksilen ve 3 dakika eozin solisyonlarinda boyanmistir. Boyama islemi
tamamlandiktan sonra kesitler yeniden artan konsantrasyonlarda alkol serileriyle
dehidrate edilmistir ve ksilol ile seffaflastinlmistir. Uzerlerine Entellan (Merck,
Almanya) damlatilarak lamel kapatilmistir. Hazirlanan lamlar bir gece oda

sicakliginda kurutularak mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmistir.

Tum kesitler Olympus CX21 151k mikroskobu ile incelenmistir ve goriintiler
Olympus DP26 model dijital kamera ile kaydedilerek bilgisayar ortamina
aktarilmigtir. Mikroskobik degisiklikler kor olarak degerlendirilmistir. Her bir
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karaciger kesitinde gozlemlenen dejeneratif hiicre sayisina gore puanlama
yapilmistir: Hi¢ dejeneratif hiicre yoksa O puan; 1-3 hiicre ig¢in 1 puan; 4-7 hicre
icin 2 puan; sekizden fazla dejeneratif hiicre varliginda ise 3 puan verilmigtir. Her
sicana ait histopatolojik  degisiklikler on farkli alanda degerlendirilerek
puanlanmigtir. Morfometrik analizler ve mikrofotografi igslemleri, Database Manual
Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Co., Tokyo, Japan)
kullanilarak gerceklestirilmigtir.

3.2.7.2. immiinohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal analizler igin karaciger doku ornekleri polilizinli
lamlara alinarak, streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz yontemine gore
boyanmistir. kaspaz-3 (Anti-Caspase-3 antibody [EPR18297], ab184787), (Abcam,
Cambridge, Ingiltere) antikoru ile immiinohistokimyasal boyama yapilmistir ve
antikor 1:100 dilisyon oraninda kullanilmigtir. Boyama islemi i¢in sekonder kit
olarak EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC kit (ab80436)
ve kromojen olarak 3,3-diaminobenzidine (DAB) (Abcam, UK) kullanilmistir.

Boyama prosediirii, histopatolojik boyama yontemlerinde verilen ayrintilara
gore yapilmistir. 1k olarak kesitler ii¢ ayn ksilol serisinden gegirilerek deparafinize
edilmistir. Ardindan dereceli alkol serileriyle rehidre edilmistir. Sonrasinda kesitler
10 dakika boyunca distile suyla yikanmistir. Boyama igleminin tiim agamalari nemli

kamaralarda gerceklestirilmigtir.

Ik adim olarak endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla,
kesitler %3'luk hidrojen peroksit (H202) ¢ozeltisi iginde 10 dakika bekletilmistir. Bu
asamanin ardindan kesitler 10 dakika sireyle tamponlu fosfat solisyonu (PBS, pH
7,2) iginde iki kez yikanmigtir. Ardindan sitrat tampon soliisyonunda 2 defa S5’er
dakika mikrodalga firinda kaynatilmistir. Non spesifik antijenik baglanmalari

engellemek i¢in 20 dakika siireyle blokaj serumu ile inkiibe edilmigtir.

Sonraki adimda fazla serum atilmistir ve yikama islemi yapilmadan primer
antikor kesitlere eklenmistir. Primer antikor kesitler tizerinde bir gece boyunca
+4°C’de inkiibe edilmigtir. Ertesi giin kesitler ayni gekilde PBS ile yikanmistir.

Bunun ardindan kesitler 30 dakika boyunca streptavidin ile inkiibe edilmistir ve iki
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kez PBS ile 10’ar dakika sureyle yikanmistir. Ardindan kesitler 20 dakika boyunca

biotinli serumla inkiibe edilmistir ve ayn1 prosediirle PBS kullanilarak yikanmustir.

Boyama islemi yeni hazirlanmig 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) substrat1 ile 5-10 dakika inktbasyona birakilarak tamamlanmigtir. Zemin
boyamasi i¢in Harris hematoksilen kullanilmistir. Son olarak kesitler artan alkol
serileriyle dehidre edilip ksilol ile seffaflagtinlmistir. Entellan (Merck, Almanya) ile
lamel kapatilmistir ve 151k mikroskobu (Olympus CX41) ile incelenmistir.

Negatif kontroller i¢in primer antikorlarin yerine antikor sulandirma sivilari
kullanilarak ayni prosedirler tekrarlanmistir. Mikrofotograti ve morfometrik
analizler Database Manual CellSens Life Science Imaging Software System
(Olympus  Corporation, Tokyo, Japan) kullanilarak  gergeklestirilmistir.
Immunohistokimyasal boyanma siddeti O ile 3 arasinda semikantitatif olarak
degerlendirilmistir: 0 = negatif, 1 = hafif ekspresyon; 2 = orta ekspresyon; 3 =
siddetli ekspresyon.

Istatistiksel analizler gruplar arasindaki farklani degerlendirmek igin
yapilmistir. Immunohistokimyasal skorlamalar igin ImageJ 1.48 (National Institutes

of Health, Bethesda MD) programi kullanilmistir.

3.2.8. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics
30.0 (ABD) yazilimi ile gerceklestirilmistir. Grafiksel gosterimler GraphPad Prism 8
(ABD) programi kullanilarak hazirlanmistir.

Verilerin  normal  dagilima uygunlugu  Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren degiskenler i¢in varyans homojenligi
Levene testi ile kontrol edilmistir. Normal dagilim ve homojen varyans kosullarini
karsilayan verilere tek yonli varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Tek yonla
varyans analizi sonucunda anlamli farklilik saptanan durumlarda Tukey post-hoc

testi ile ¢oklu kargilagtirmalar gerceklestirilmistir.

Normal dagilim gostermeyen ve/veya varyans homojenligi saglamayan

veriler Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmistir. Kruskal-Wallis testinde anlaml

45



farklilik belirlenen degiskenlerde ikili karsilagtirmalar Dunn post-hoc testi ile

yapilmis ve sonuglara Bonferroni diizeltmesi uygulanmisgtir.

Tum analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmigtir.
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5. TARTISMA

Metotreksat antiinflamatuar, immiinsupresif ve antineoplastik ozellikleri
nedeniyle cesitli inflamatuar ve neoplastik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir ajandir (18, 97). Her ne kadar klinik uygulamalarda MTX’e bagli
hepatotoksisite genellikle uzun sireli ve yitksek doz tedaviyle iliskilendirilse de,
deneysel c¢aligmalarda akut tek doz uygulamalar sonrasinda da toksik etkilerin ortaya
cikabilecegi gosterilmistir. Metotreksata bagli gelisen hepatotoksisitede basta
oksidatif stres olmak iizere bir dizi patofizyolojik mekanizmanin rol oynadig

belirtilmektedir (23, 24).

Karnozin serbest radikal temizleme, metal iyonlarinin gelatlama yetenegi ve
pH tamponlama kapasitesi gibi ¢esitli biyokimyasal 6zellikleri araciligiyla oksidatif

stresin neden oldugu hticresel hasara kars1 koruyucu etki gosteren bir dipeptittir (9).

Calismamizda, MTX grubundaki siganlara 21. giinde tek doz 20 mg/kg MTX
i.p. yolla uygulanirken (7), CAR grubundaki sicanlara 24 gin boyunca 100
mg/kg/giin dozunda CAR 1i.p. yolla verilmistir (93). 25. giinde elde edilen serum ve
karaciger doku orneklerinde MTX’in oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyon
uzerindeki etkileri ile CAR’in bu stregler iizerindeki olast koruyucu etkileri

degerlendirilmistir.

Serum biyokimyasal parametrelerinden AST ve ALT dizeyleri MTX
grubunda kontrol ve CAR gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmusg
(AST igin sirastyla p=0,015, p=0,007; ALT igin sirastyla p=0,016, p=0,004), CAR
uygulamast bu artist anlamli derecede azaltmistir. (AST ig¢in p=0,030, ALT ig¢in
p=0,033)

Oksidatif stres parametrelerinden TOS ve TAS dizeyleri karaciger
dokusunda olgillerek OSI degerleri hesaplanmigtir. Metotreksat grubunda TOS
dizeyleri kontrol ve CAR gruplarina kiyasla anlamli sekilde yiiksek (sirasiyla
p=0,011, p=0,002), TAS diizeyleri ise anlamli derecede diigiik saptanmistir (her iki
kargilagtirma i¢inde p=0,001). Metotreksat+Karnozin grubunda bu degisiklikler
tersine donmiig, TOS anlamli olarak azalirken (p=0,043); TAS anlamli dizeyde
artmistir (p=0,044). Oksidatif Stres Indeksi degerleri de MTX grubunda anlamli
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bi¢imde artarken (her iki karsilagtirma iginde p=0,001), CAR tedavisi bu artist
anlamli diizeyde baskilamigtir (p=0,003).

Transforme edici buyume faktori beta-1 (TGF-f1) diizeyleri agisindan

gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0,337).

Proinflamatuar bir sitokin olan TNF-o dizeyi, MTX grubunda kontrol ve
CAR gruplarina kiyasla anlamli sekilde yuksek bulunmus (sirasiyla p=0,002,
p=0,012); CAR uygulanmasi bu artig1 anlaml1 bigimde baskilamistir (p=0,014).

Antioksidan yanitla iligkili gen ekspresyonlarinin analizinde, MTX grubunda
NRF2 ekspresyonunun anlamli bi¢gimde azaldig1 saptanmistir (p=0,013). Karnozin
uygulamast NRF2 diizeylerinde artis egilimi gostermis olsa da bu artig istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0,729). Benzer sekilde, HO-1 ekspresyonun MTX
grubunda anlamli dizeyde azaldigr belirlenmistir (p=0,004). CAR uygulamast ise
HO-1 diizeylerinde tekrar artis saglamig olmakla birlikte, bu artis istatistiksel olarak
anlamlt bulunmamistir (p=0,3725).

Apoptoz ile iligkili belirteglerden BCL-2, MTX grubunda hem kontrol hem
de CAR gruplarina kiyasla anlamli sekilde dusik saptanmistir (sirasiyla p=0,023,
p=0,039). Metotreksat ile birlikte CAR uygulanmast BCL-2 ekspresyonunu artirmis;
ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,719). BAX diizeyleri
ise MTX grubunda hem kontrol hem de CAR gruplarina gore anlamli sekilde
yikselmig (sirasiyla p=0,007, p=0,003), CAR tedavisi bu artigt anlamli diizeyde
baskilamigtir (p=0,021). Ayrica kaspaz-3’in immiunohistokimyasal
degerlendirmesinde MTX grubunda belirgin pozitif boyanma saptanirken, diger

gruplarda ekspresyon minimal diizeyde kalmisgtir.

Histopatolojik incelemelerde MTX grubuna ait karaciger kesitlerinde belirgin
hiperemi, yaygin hepatosit nekrozu ve belirgin Kupffer hiicre proliferasyonu
izlenmistir. Buna karsilik kontrol ve CAR gruplarinda hepatik doku mimarisinin
korundugu gorilmustir.  Metotreksat+Karnozin grubunda ise MTX grubunda
gozlenen hiperemi ve hepatosit nekrozunun belirgin sekilde azaldigi, Kupffer hiicre
proliferasyonunun geriledigi ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun minimal dizeyde

oldugu dikkati ¢ekmistir.
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Metotreksat ile olusturulan deneysel hepatotoksisite modellerinde literatiirde
farkli doz ve uygulama siireleri bildirilmistir. En sik kullanilan protokol tek doz
20 mg/kg i.p. yolla uygulama olup, baz1 ¢alismalarda ise daha digiik dozlarin tekrarli
enjeksiyonlari tercih edilmigstir (5-7, 24, 98).

Ali ve arkadaglar, MTX (tek doz, 20 mg/kg, 1.p.) ile olusturduklarn karaciger
hasarinda klorojenik asidin (CGA) hepatoprotektif etkilerini arastirmis ve MTX
grubunda anlamli diuzeyde artan serum AST ve ALT dizeylerinin CGA 6n
tedavisiyle azaldigint gostermistir (99). Benzer sekilde amomum subulatumun
(MEAS) hepatoprotektif etkisinin arastirildigr bir ¢alismada da MTX (tek doz, 20
mg/kg, 1.p.) uygulamasiyla AST, ALT, alkalen fosfataz (ALP) ve bilirubin
dizeylerinin anlamli gekilde arttig; MEAS uygulamasinin bu artig1 azalttig
bildirilmistir (7). Calismamizda da benzer sekilde MTX grubunda serum AST ve
ALT duzeyleri diger gruplara kiyasla anlamli diizeyde yiksek bulunmustur. Mevcut
literatirde CAR’in karaciger hasarint oOnlemedeki rolinl aragtiran yayinlar
bulunmaktadir. Yan ve arkadaglari, asetaminofen ile olusturduklari deneysel
karaciger hasart modelinde 4 hafta boyunca 1 ve 2 g/kg dozlarinda i¢gme suyuna
karistirilarak uygulanan CAR’1n, asetaminofene bagli olarak artan serum AST ve
ALT dizeylerini anlamli sekilde azalttigint bildirmigtir (100). Alsheblak ve
arkadaglari, karbon tetrakloriir (CCla) ile hepatotoksisite olusturulan si¢anlarda serum
AST ve ALT dizeylerinin belirgin sekilde yukseldigini; ancak 6 hafta boyunca
gunlik 250 mg/kg/giin dozunda i.p. olarak CAR uygulamasi sonrasinda bu enzim
diizeylerinin anlamli derecede azalarak, kontrol grubuna yakin degerlere geriledigini
bildirmigtir (92). Bizim c¢alismamizda da MTX+CAR grubunun AST ve ALT
diizeyleri, MTX grubuna gore anlamli sekilde diisiik saptanmugtir.

Oksidatif stresin degerlendirilmesinde TAS, TOS ve OSI gibi parametreler
yaygin olarak kullanilmaktadir (94). Ozgégmen ve arkadaslarinin MTX (tek doz, 20
mg/kg, 1.p.) ile olusturulan hepatotoksisiteye karsi ramelteon uygulamasinin
koruyucu etkilerini aragtirdiklar: ¢aligmalarinda, MTX in karaciger dokusunda TOS
ve OSI duzeylerini artirdigint buna karsilik TAS diizeylerini azalttigini bildirilmigtir
(101). Gurler ve arkadaslart dexpanthenoliin MTX (tek doz, 20 mg/kg, i.p.) kaynakli
karaciger hasarina karsi koruyucu etkisini incelemis, MTX grubunda TOS ve OSI

diizeylerinin arttigini; TAS diizeylerinin ise azaldigim bildirmislerdir (102). Ilhan ve
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arkadaglart MTX (tek doz, 20 mg/kg, 1.p.) uygulamasinin karaciger dokusunda TOS
ve OSI duzeylerini yukselttigini, TAS dizeylerini azalttigini ve boylece oksidatif
dengenin bozuldugunu bildirmislerdir (103). Mahmoud ve arkadaslart ise MTX (tek
doz, 20 mg/kg, i.p.) uygulamasinin lipid peroksidasyon belirteci olan Malondialdehit
(MDA) diizeylerini artirdigini, antioksidan savunma sisteminin temel bilesenleri olan
GSH dizeylerini ve SOD aktivitesini azalttigint gostermistir (104). Calismamizda da
bu bulgularla uyumlu olarak MTX grubunda TOS ve OSI diizeylerinde anlaml1 artis,
TAS dizeylerinde ise anlamli azalma saptanmigtir. Bu degisiklikler, MTX’in
karaciger dokusunda oksidatif stresi artirdigini gostermektedir. Ayrica, CAR
uygulamast TOS ve OSI diizeylerini anlamli sekilde azaltirken, TAS diizeylerini
anlamli bi¢imde artirmistir. Bu bulgular, CAR’1n oksidatif stres tizerindeki etkisini
aragtiran diger caligsmalar ile benzerlik gostermektedir. Sahin ve arkadaslari,
iskemi/reperfiizyona bagli karaciger hasart modelinde, CAR (iskemi 6ncesi, 100
mg/kg, 1.p.) uygulamasinin MDA diizeylerini anlamli sekilde azalttigini ve GSH
dizeyleri ile katalaz aktivitesini artirdigini  bildirmistir (93). Benzer sekilde,
karaciger dist dokularda gercgeklestirilen bazi deneysel calismalarda da CAR’in
antioksidatif etkileri gosterilmistir. Ornegin, Milewski ve arkadaslar tiyoasetamid ile
hepatik ensefalopati modeli olusturduklart c¢aligmalarinda, CAR (tiyoasetamid
enjeksiyonundan 2 saat once, 100 mg/kg, i.p.) uygulamasinin beyin dokusunda
reaktif oksijen tirlerinin uretimini anlamli gekilde azalttigi, GSSG/GSH oranini
normale yaklastirdigi ve tiyoredoksin rediktaz aktivitesindeki artigt baskilayarak
redoks dengesini yeniden sagladigi bildirilmistir (105). Ayrica adjuvan artrit modeli
olusturulan siganlarda yapilan bir bagka ¢aligmada, CAR uygulamasinin (28 giin, 150
mg/kg/glin, oral gavaj) beyin dokusunda MDA, 4-hidroksinonenal (4-HNE)

diizeylerini ve protein oksidasyonunu azaltigr rapor edilmistir (106).

Oksidatif stres karsisinda hiicrenin hayatta kalmasini saglayan en onemli
savunma mekanizmalarindan biri NRF2/HO-1 sinyal yoludur. Bu yol artan reaktif
oksijen turlerine yanit olarak NRF2’nin aktive olmast ile birlikte, HO-1 gibi
antioksidan enzimlerin uretimini diizenleyen genlerin ekspresyonunu artirarak hiicre

ici redoks dengesinin korunmasina katkida bulunur (39).

Fayez ve arkadaslart MTX (tek doz, 20 mg/kg, 1.p.) ile olusturulan karaciger

hasarinda a-lipoik asidin koruyucu etkilerini arastirdiklart ¢aligmalarinda, MTX
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uygulanan siganlarin karaciger dokularinda NRF2 gen ekspresyon diizeylerinin
anlamli olarak azaldigi, HO-1 diizeylerinde ise anlamli olmamakla birlikte digis
egilimi bulundugu bildirilmistir (107). Benzer sekilde Azadian ve arkadaslari,
astaksantin tedavisinin MTX (tek doz, 20 mg/kg, i.p.) kaynakli karaciger hasarina
karst koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, MTX grubunda NRF2 ve HO-
1 ekspresyonlarinin anlamli dizeyde azaldigini bildirmiglerdir (108). Calismamizda
elde edilen bulgular da literatirle benzerlik gostermektedir. Metotreksat uygulamasi
karaciger dokusunda NRF2/HO-1 sinyal yolunun baskilanmasina neden olmus, bu
durum antioksidan kapasitenin azaldigint ve redoks dengesinin bozuldugunu
dustindirmektedir. Ayn1 zamanda TAS duzeylerindeki azalma ile NRF2/HO-1 gen
ekspresyonundaki baskilanma arasinda bir paralellik olmast antioksidan yanitin hem
biyokimyasal hem de molekiiler dizeyde zayifladigim disiindiirmektedir. Ote
yandan, CAR uygulamast NRF2 ve HO-1 gen ekspresyonlarinda artis saglamis olsa
da, bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bir diizeye ulagsmamistir. Literatiirde
CAR’in genellikle 100-250 mg/kg araliginda kullanildigr dikkate alindiginda,
calismamizda tercih edilen 100 mg/kg dozunun istatistiksel anlamlilik diizeyine
ulagan bir yanit olusturmak igin yeterli olmamis olabilecegi diginiilmektedir. Bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde, CAR’in  MTX’in NRF2/HO-1 yolag
tizerindeki baskilayict etkisini kismen azaltabilecegi ve hiicre i¢i redoks dengesinin
korunmasina katki saglayabilecegi goriilmektedir. Ayrica literatirde de benzer
sekilde, farkli oksidatif stres modellerinde CAR’in NRF2/HO-1 sinyal yoluna
etkilerini inceleyen caligmalar bulunmaktadir (92, 109, 110). Karbon tetraklorir
(CCla) ile olusturulan karaciger hasart modelinde CAR uygulamasinin (6 hafta, 250
mg/kg/glin, 1.p.) karaciger dokusunda NRF2 gen ekspresyonunu anlamli bigimde
artirdigt  rapor  edilmigtir; ancak bu ¢alisgmada HO-1  ekspresyonu
degerlendirilmemigtir (92). Ayrica deksametazon ile olusturulan oksidatif stres
altinda osteoblast hiicreleri ve kemik dokusunda, CAR’1n (in vivo, 0.5-7.5 umol; in
vitro, 0.01-5 mM) NRF2/HO-1 yolunu aktive ederek oksidatif hasar1 azalttig
gosterilmistir (109). Bir bagka calismada ise tiyoasetamid ile olusturulan karaciger
hasar1 modelinde CAR igeren tedavi protokoliunin (6 hafta, 200 mg/kg/giin, oral
gavaj) karacigerde NRF2 ve HO-1 ekspresyonlarini yiikselttigi rapor edilmistir
(110).
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Oksidatif stres ve inflamasyon patofizyolojik stiregler igerisinde kargilikli
etkilesim ic¢inde yer alan iki temel mekanizmadir. Artan reaktif oksijen tirleri
inflamatuar yanitt baslatabilirken, aktive olan inflamatuar surecler de oksidatif
dengenin bozulmasina neden olarak bu donginin sirdirilmesine katkida bulunur

(111).

Metotreksat uygulamasinin inflamatuar yanitt uyardigi da bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir (98, 104, 112, 113). Montasser ve arkadaslarinin MTX (1 ay, 13,4
mg/kg/hafta, 1.p.) ile olusturulan karaciger toksisitesinde balanites aegyptiaca
ekstresi, melatonin ve ursodeoksikolik asidin  hepatoprotektif  etkilerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, MTX’in karaciger dokusunda olgilen TNF-a
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artirdigini ve bu artisin,
MTXin reaktif oksijen tiirleri olusturarak notrofil infiltrasyonunu ve proinflamatuar
sitokin salinimini tetiklemesinden kaynaklandigini bildirmislerdir (98). Mahmoud ve
arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise siganlara MTX (tek doz, 20
mg/kg, 1.p.) uygulanarak hepatotoksisite modeli olusturulmustur. Caligmada
karaciger dokusunda TNF-q, IL-1p ve IL-6 duzeylerinin 6l¢iildigi ve bu sitokinlerin
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttigi bildirilmistir. Bu artisin MTX’in
olusturdugu oksidatif stres sonucu gelisen inflamatuar yanit1 yansittigi, uygulanan
nitazoksanid tedavisinin ise bu inflamatuar yamiti belirgin sekilde azalttig
belirtilmigtir (104). Bizim calismamizda da benzer sekilde karaciger dokusundaki
TNF-a duzeylerinin, MTX grubunda anlamli sekilde arttig1 ve CAR uygulamasinin
bu artigt belirgin bigimde azalttigi saptanmistir. Bu bulgu, CAR’1n doku diizeyinde
ortaya ¢ikan MTX kaynakli inflamatuar yanita karsi hepatoprotektif bir etki
olusturabilecegini diisiindirmektedir. Ayrica literatirde de CAR’in antiinflamatuar
etkilerini gosteren calismalar da bulunmaktadir (92, 114-116). Ornegin, Fouad ve
arkadaglart trikoloroasetik asit (TCA) uygulamast ile hepatoseliler kanser
olugturulan sigan modelinde, CAR uygulamasinin (2 hafta, 10 mg/kg/gin, i.p.)
karaciger dokusundaki TNF-o ve NF-xB dizeylerini anlamli sekilde azalttigini
bildirmistir (115). Benzer sekilde Alsheblak ve arkadaslari, CCls ile indiiklenen
hepatik hasar modelinde uygulanan CAR’1n (6 hafta, 250 mg/kg/giin, i.p.) karaciger
dokusunda TNF-a ve nitrik oksit (NO) diizeylerini anlamli bigimde azalttigini, buna
karsilik antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10 diizeyini artirdigini bildirmistir (92).
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Oksidatif stresle iligkili sinyal yollarindaki bozulmalar hiicre i¢i apoptotik
suregleri tetikleyebilir. Bu sturecte BCL-2 ailesi proteinleri ve kaspazlar énemli rol
oynamaktadir (65). Literatiirde Ali ve arkadaglar1 klorojenik asidin MTX (tek doz, 20
mg/kg, 1.p.) ile olusturulan hepatotoksisiteye karsi koruyucu etkilerini aragtirdiklar
caligmalarinda, MTX uygulanan si¢anlarda kaspaz-3 dizeylerinin anlamli sekilde
arttigint bildirmiglerdir (99). Benzer sekilde, Fayez ve arkadaslari da alfa lipoik
asidin hepatoprotektif etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda MTX (tek doz, 20
mg/kg, 1.p.) grubunda kaspaz-3 diizeylerinde belirgin bir artig saptamiglardir (107).
Bir diger ¢aligsmada ise morin uygulamasinin MTX (tek doz, 20 mg/kg, i.p.) kaynakli
karaciger hasarina karst koruyucu etkisi, yalnizca kaspaz-3 diizeyi ile degil ayni
zamanda BCL-2 ve BAX duzeyleri tizerinden de degerlendirilmistir. Caligmanin
sonuglarina gore MTX grubunda BAX ve kaspaz-3 diizeyleri anlamli gekilde
artarken, BCL-2 diizeyleri azalmigtir. Morin uygulamasi bu artist baskilamig, BCL-2
diizeylerini ise arttirarak apoptozun Onlenmesine katki saglamistir (117). Benzer
sekilde ¢aligmamizda da MTX grubunda BAX ve kaspaz-3 diizeylerinde anlamli bir
artty gozlemlenmistir. Buna karsilik, CAR uygulamast bu artigt belirgin gekilde
baskilamig; ayrica MTX grubunda azalan BCL-2 dizeylerinin CAR tedavisi
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da artis egilimi gosterdigi
belirlenmigtir. Literatirde de CAR’in antiapoptotik etkilerini gosteren g¢aligmalar
simrlt da olsa mevcuttur (118). Ornegin Baykara ve arkadaslarimin etanol ile
induklenmig karaciger hasart modelinde CAR’1n (etanol uygulamasindan 1 saat once,
100 mg/kg, oral gavaj) karaciger dokusunda BAX, BCL-2 ve kaspaz-3 diizeyleri
tizerindeki etkisini incelemiglerdir. Etanol uygulanan grupta BAX ve kaspaz-3
dizeylerinin artigi, BCL-2 duzeylerinin ise azaldigi rapor edilmistir. Karnozin
uygulamast bu degisiklikleri tersine ¢evirerek BAX ve kaspaz-3 dizeylerini
diustirmiis, BCL-2 duzeyini ise artirmigtir (118). Bu bulgular, CAR’1n MTX ile
induklenen hepatik apoptozu azaltarak hiicre olimiini sinirlayabilecegini ve

antiapoptotik bir etki gosterebilecegini dugiindirmektedir.

Apoptoz disinda MTX’in hepatotoksisitesinde rol oynayan bir diger onemli
mekanizma da fibrozis siirecinde etkili olan TGF-B1 yanitidir. Literatirde, MTX
uygulamasini takiben TGF-1 diizeylerindeki artisin ilacin uygulanmasinin hemen

ardindan degil, deney hayvanlarinin belirli bir siire boyunca gozlemlendigi ve
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sakrifikasyonun bu siirenin sonunda gergeklestirildigi modellerde ortaya ¢iktig
bildirilmistir (119, 120). Ornegin Dibekoglu ve arkadaslarinin galigmasinda, deneyin
1. giiniinde siganlara tek doz 20 mg/kg MTX 1.p. yolla uygulanmig, hayvanlar 10.
ginde sakrifiye edilerek karaciger dokulari incelenmis ve TGF-B1 duzeylerinin
belirgin sekilde arttigr rapor edilmistir (119). Bir bagka ¢alismada ise siganlara MTX
4 hafta boyunca haftada iki kez 0,5 mg/kg dozunda 1.p. yolla uygulanmis, bu siirenin
sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek karaciger dokular1 degerlendirilmis ve TGF-$1
diizeylerinin anlamli1 sekilde arttig1 bildirilmigtir (120). Bizim ¢alismamizda ise MTX
uygulamasini takiben 4. giinde sakrifikasyon uygulanmistir ve yapilan ol¢iimlerde,
TGF-B1 diuzeylerinde gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir. Bu durum, MTX
uygulamasini takiben oksidatif stres ve proinflamatuar belirteclerin erken dénemde
hizla yikselmesine karsin, TGF-B1 diizeylerindeki artisin daha geg¢ ortaya ¢ikmasiyla
iligkili olabilir.

Literatirde MTX’in karaciger dokusunda yapisal bozulmalara yol agarak
histopatolojik diizeyde hasar olusturdugu gosterilmistir (7, 98). Sudarsanan ve
arkadaglarinin ¢aligmalarinda MTX’in karaciger Uzerindeki zararli etkileri ve bu
etkilere kargt amomum subulatum uygulamasinin potansiyel koruyucu roli
aragtinlmistir. Histopatolojik analizler sonucunda MTX (tek doz, 20 mg/kg, i.p.)
uygulanan si¢anlarin karaciger kesitlerinde siniizoidal dilatasyon, sitoplazmik
vakuolizasyon, hepatosit bintkleasyonu, periportal inflamasyon, safra kanali
hiperplazisi ve lobller yapinin bozulmast gibi degisiklikler gozlemlendigi
bildirilmistir (7). Benzer sekilde Montasser ve arkadaglarinin gerceklestirdigi bir
diger ¢aligmada i1se MTX (1 ay, 13,4 mg/kg/hafta, i.p.) grubuna ait karaciger
kesitlerinde hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, portal triadta fibrotik doku
olusumu; ayrica hepatositlerde steatoz ve nekroz bildirilmistir (98). Calismamizda da
literatiirle uyumlu sekilde, MTX grubunda diger gruplara kiyasla belirgin hiperemi,
hepatositlerde sigsme, vakuolizasyon, nekroz, siniizoidlerde genisleme, Kupffer hiicre
proliferasyonlart ve inflamatuar hiicre infiltrasyonlart gibi patolojik degisiklikler
izlenmistir. Karnozin uygulamasi ise bu doku hasarini ve yapisal bozulmalar
hafifletmis, MTX kaynakli histopatolojik hasarin azalmasina katkida bulunmustur.
Bu bulgular, CAR’in hepatoprotektif etkilerini gosteren diger calismalarla da
ortigmektedir (93, 118, 121).
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Calismamizin baglica kisitlamalarindan biri, MTX uygulamasinin tek doz
olarak gerceklestirilmis olmasidir; dolayisiyla MTX’in kronik maruziyetine bu

caligmada yer verilmemistir.

Karnozin uygulamasi ise 100 mg/kg dozunda yapilmigtir. Literatirde CAR’1n
250 mg/kg’ a kadar ulasan daha yiiksek dozlarda kullanildigi ¢aligmalar bulunmasina
ragmen,, bu dozlarin tercih edilmesi ¢alisma maliyetini belirgin bigimde

artiracagindan uygulanamamusgtir.

Molekiiler analizlerde, oksidatif stres ve apoptozla iligkili temel gostergeler
arasindan NRF2, HO-1, BAX ve BCL-2 genlerinin mRNA ekspresyonlar
degerlendirilmistir. MTX’in etkiledigi bilinen NF-xB, PI3K/Akt ve ER stresiyle
iligkili PERK, CHOP gibi diger sinyal yolaklar ile ilgili transkripsiyon faktorleri
mevcut kaynaklarin sinirliligr nedeniyle bu ¢alismada incelenememigtir.

Ayrica mRNA ekspresyonlart degerlendirilen bu genlere (NRF2, HO-1,
BAX, BCL-2) ait protein duzeylerinin Ol¢iilmemis olmast da ayri bir kisitliliktir.

Biitce, cihaz erisimi ve laboratuvar altyapisindaki yetersizlikler nedeniyle protein

analizleri gerceklestirilememistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda MTX’in karaciger dokusunda olusturdugu patolojik
degisiklikler ve CAR’1n bu hasara karsi koruyucu etkileri degerlendirilmistir.

Karaciger dokusunda MTX’e bagli olusan oksidatif stres, inflamasyon ve
apoptoz siiregleri yapilan biyokimyasal, genetik ve immiinohistokimyasal analizlerle
degerlendirilmistir. Metotreksat grubunda, TOS ve OSI diizeylerinin artisi, MTX’in
karacigerde oksidatif stres gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir. Ayrica
karaciger dokusunda artmig TNF-a dizeyleri de oksidatif stresle yakindan iligkili
olan inflamasyon strecinin, MTX uygulamasi ile tetiklendigini gostermektedir. TAS
diizeyleri ile NRF2, HO-1 mRNA ekspresyon diizeylerindeki azaligin da antioksidan
sistemin baskilandigini gostermektedir. Ek olarak MTX, apoptoz belirtegleri olan
BAX ekspresyonunu ve kaspaz-3 immunreaktivitesini arttirirken, BCL-2
ekspresyonunu azaltmigtir. Bu sonuglar MTX’e bagli olusan oksidatif stresin
apoptozun mitokondriyal yolagini aktive ettigini disindirmektedir. Karnozin

uygulamasi ile oksitadatif stres, inflamasyon ve apoptozun azaldig saptanmusgtir.

Karaciger hasarinin belirteci olarak kullanilan serum AST ve ALT
diizeylerinin, MTX grubunda diger gruplardan daha yiiksek oldugu saptanmigtir.

Histopatolojik analizlerin sonuglan elde edilen diger bulgulart desteklemektedir.

Bu sonuglar CAR’in antiapoptotik, antioksidan, antiinflamatuar etkiler
gostererek MTX kaynakl1 hepatotoksisiteye karst potansiyel koruyucu bir ajan olarak
kullanilabilecegini diigindirmektedir. Ancak CAR’in hangi doz ve siirede
kullanilacag ve MTX kaynakli diger dokularda olusan hasarlar tizerindeki potansiyel
koruyucu etkilerinin, ileride yapilacak kapsamli ¢aligmalar ile ortaya konulmasi

faydali olacaktir.
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OZET

Metotreksat ile Karaciger Hasari Olusturulmus Sicanlarda Karnozinin

Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Metotreksat (MTX), klinikte yaygin olarak kullanilan bir antimetabolit olup
karaciger tizerinde toksik etkiler olusturabilmektedir. Literatirde MTX in oksidatif
stres, inflamasyon ve apoptoz sireglerini tetikleyerek hepatotoksisiteye neden
olabildigi bildirilmigtir. Bu c¢alismada MTX’e bagli gelisen karaciger hasarinda
karnozinin (CAR) olast koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda 32 adet Wistar Albino tiri erkek sican Kontrol, MTX,
MTX+CAR ve CAR olmak tzere 4 gruba ayrilmigtir. MTX+CAR ve CAR
grubundaki siganlara 24 giin boyunca 100 mg/kg/giin dozunda CAR intraperitoneal
(1.p.) olarak uygulanmistir. Deneyin 21. giininde MTX ve MTX+CAR grubundaki
sicanlara 20 mg/kg dozunda MTX i.p. olarak uygulanmistir. Kontrol grubuna ise
CAR uygulanan grupla ayn1 miktarda SF i.p. olarak uygulanmisgtir.

Sigan serumlarinin biyokimyasal analizleri sonucunda, MTX uygulamasinin
serum AST ve ALT diizeylerini anlamli sekilde artirdigi belirlenmistir. Karaciger
dokusunda TNF-a diizeylerinde de benzer bi¢cimde artis saptanmistir. Gen
ekspresyon analizleri, MTX’in karaciger dokusunda BAX mRNA ekspresyonunu
artirdigini; NRF2, HO-1 ve BCL-2 ekspresyon dizeylerini ise azalttigini
gostermistir. Immiinohistokimyasal degerlendirmelerde kaspaz-3
immiunreaktivitesinin MTX grubunda belirgin sekilde arttifi gozlemlenmistir.
Oksidatif stres parametrelerinden TOS ve OSI diizeyleri MTX grubunda artarken,
antioksidan kapasite gostergesi olan TAS duzeyi ise azalmistir. Karnozin
uygulamasi, MTX in olusturdugu bu degisiklikleri biiyiik ol¢iide tersine ¢evirmisgtir.
Uygulama sonucunda serum AST, ALT ve TNF-a duzeyleri ile BAX, kaspaz-3, TOS
ve OSI diizeyleri azalirken; BCL-2, NRF2, HO-1 ekspresyonlari artmustir.
Histopatolojik incelemelerde elde edilen bulgular da bu biyokimyasal ve molekiiler
sonuglari destekler niteliktedir.

Calismamizin  sonuglart  dikkate alindiginda, CAR’in antiapoptotik,
antioksidan ve antiinflamatuar etkileri araciligiyla MTX kaynakli hepatotoksisiteye
karst potansiyel bir koruyucu ajan olabilecegini ongormekteyiz. Ancak CAR’in
koruyucu etkilerinin doz, uygulama siiresi ve molekiler etki mekanizmalari
acisindan daha ayrintili bi¢imde ortaya konabilmesi ig¢in ileri dizey, kapsamli
caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Hepatotoksisite, Inflamasyon, Karnozin, Metotreksat, Oksidatif
Stres
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ABSTRACT

Investigation of the Protective Effects of Carnosine in Methotrexate-Induced
Liver Injury in Rats

Methotrexate (MTX) is an antimetabolite widely used in clinical practice and
is known to exert toxic effects on the liver. Previous studies have reported that MTX
may induce hepatotoxicity by triggering oxidative stress, inflammation, and
apoptosis. This study aimed to investigate the potential protective effects of
carnosine (CAR) against MTX-induced liver injury.

In our study, 32 male Wistar albino rats were divided into four groups:
Control, MTX, MTX+CAR, and CAR. Rats in the MTX+CAR and CAR groups
received carnosine (CAR) intraperitoneally at a dose of 100 mg/kg/day for 24 days.
On day 21 of the experiment, rats in the MTX and MTX+CAR groups were
administered methotrexate (MTX) intraperitoneally at a dose of 20 mg/kg. The
Control group received an equivalent volume of saline intraperitoneally, similar to
the CAR-treated groups.

Biochemical analysis of rat serum samples revealed that MTX administration
significantly increased serum AST and ALT levels. A similar increase was observed
in TNF-a levels in liver tissue. Gene expression analysis demonstrated that MTX
elevated BAX mRNA expression while reducing NRF2, HO-1, and BCL-2
expression levels in liver tissue. Immunohistochemical evaluation showed a marked
increase in Caspase-3 immunoreactivity in the MTX group. Among oxidative stress
parameters, TOS and OSI levels were elevated in the MTX group, whereas TAS, an
indicator of antioxidant capacity, was decreased. Carnosine (CAR) administration
largely reversed these MTX-induced alterations. Following CAR treatment, serum
AST, ALT, and TNF-a levels as well as BAX, Caspase-3, TOS, and OSI levels
decreased, while BCL-2, NRF2, and HO-1 expression levels increased.
Histopathological findings were consistent with and supported the biochemical and
molecular results.

Considering the results of our study, we suggest that CAR may serve as a
potential protective agent against MTX-induced hepatotoxicity through its anti-
apoptotic, antioxidant, and anti-inflammatory effects. However, further advanced and
comprehensive studies are required to clarify the optimal dose, duration of
administration, and detailed molecular mechanisms underlying the protective effects
of CAR.

Keywords: Carnosine, Hepatotoxicity, Inflammation, Methotrexate, Oxidative
Stress

69



10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

KAYNAKLAR

Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2018. CA: a cancer journal for clinicians.
2018;68(1):7-30.

Hagner N, Joerger M. Cancer chemotherapy: targeting folic acid synthesis. Cancer Management
And Research. 2010:293-301.

Bath RK, Brar NK, Forouhar FA, Wu GY. A review of methotrexate-associated hepatotoxicity.
Journal Of Digestive Diseases. 2014;15(10):517-24.

Asci H, Ozmen O, Ellidag HY, Aydin B, Bas E, Yilmaz N. The impact of gallic acid on the
methotrexate-induced kidney damage in rats. Journal Of Food And Drug Analysis.
2017;25(4):890-7.

Abdul-Hamid M, Abdel-Reheim ES, Hegazy W, Allam A, Othman SI, Alwaecle MA, et al. Effect

of gervital in attenuating hepatotoxicity caused by methotrexate or azathioprine in adult albino
rats. Environmental Science and Pollution Research. 2022;29(31):46788-801.

Shahani S, Mehraban N, Talebpour Amiri F, Abedi SM, Noaparast Z, Mohammadinia S, et al.
Aqueous extract pretreatment decreases methotrexate-induced hepatotoxicity at lower dose and
increases 99mTc-phytate liver uptake, as a probe of liver toxicity assessment, in rats. Annals of
Nuclear Medicine. 2023;37(3):166-75.

Drishya S, Dhanisha SS, Guruvayoorappan C. Antioxidant-rich fraction of Amomum subulatum
fruits mitigates experimental methotrexate-induced oxidative stress by regulating TNF-a, IL-1p,
and IL-6 proinflammatory cytokines. Journal of Food Biochemistry. 2022;46(4):¢13855.

Gulewitsch W, Amiradzibi S. Carnosine, a new organic base of meat extracts. Berichte Der
Deutschen Chemischen Gesellschaft. 1900;33:1902-3.

Boldyrev AA, Aldini G, Derave W. Physiology and pathophysiology of carnosine. Physiological
reviews. 2013,

Baran B, Karasu Z. Karaciger sirozu ve komplikasyonlari. 2019.

Cebi A, Diraman E, Sezgin FG, editors. Karacigerde detoksifikasyon. International Conference
on Design; 2021.

Juza RM, Pauli EM. Clinical and surgical anatomy of the liver: a review for clinicians. Clinical
Anatomy. 2014;27(5):764-9.

Wang H, Liang X, Gravot G, Thorling CA, Crawford DH, Xu ZP, et al. Visualizing liver
anatomy, physiology and pharmacology using multiphoton microscopy. Journal of Biophotonics.
2017;10(1):46-60.

Goktas HG, Bacanli M, Basaran N. Ilaclarin Neden Oldugu Karaciger Hasan ve Hasarin
Belirlenmesinde Kullarulan Biyogostergeler. Journal of Literature Pharmacy Sciences.
2014;3(1):17-26.

Cronstein BN, Aune TM. Methotrexate and its mechanisms of action in inflammatory arthritis.
Nature Reviews Rheumatology. 2020;16(3):145-54.

Savran M. Ratlarda metotreksat kaynakli karaciger ve bobrek hasarinda C vitamininin koruyucu
etkisinin arastirilmasi: SDU Tip Fakiiltesi; 2011.

Pile KDvG, G. G. Methotrexate. Compendium of Inflammatory Diseases. 2016:187-8.

Uygur AG, Singirik E, Yiicel AH. Metotreksat kaynakli hasarlarda alfa lipoik asit’in koruyucu
etkisi. Arsiv Kaynak Tarama Dergisi. 2019;28(3):227-36.

Riksen NP, Barrera P, van den Broek PH, Van Riel P, Smits P, Rongen G. Methotrexate
modulates the kinetics of adenosine in humans in vivo. Annals of the Rheumatic Discases.
2006;65(4):465-70.

70



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Howard SC, McCormick J, Pui C-H, Buddington RK, Harvey RD. Preventing and managing
toxicities of high-dose methotrexate. The Oncologist. 2016;21(12):1471-82.

Goodkin DE, Rudick RA, Medendorp SV, Daughtry MM, Schwetz KM, Fischer J, et al. Low-
dose (7.5 mg) oral methotrexate reduces the rate of progression in chronic progressive multiple
sclerosis. Annals of Neurology: Official Journal of the American Neurological Association and
the Child Neurology Society. 1995;37(1):30-40.

Perrotta FM, Ambrosino P, Lubrano E. Long-Term Survival of Methotrexate as First-Line
Therapy in Rheumatoid Arthritis, Psoriatic Arthritis and Undifferentiated Arthritis. Journal of
Clinical Medicine. 2024;13(24):7540.

Ahmed ZSO, Hussein S, Ghandour RA, Azouz AA, El-Sakhawy MA. Evaluation of the effect of
methotrexate on the hippocampus, cerebellum, liver, and kidneys of adult male albino rat:
Histopathological, immunohistochemical and biochemical studies. Acta Histochemica.
2021;123(2):151682.

Kalantari H, Asadmasjedi N, reza Abyaz M, Mahdavinia M, Mohammadtaghvaei N. Protective
effect of inulin on methotrexate-induced liver toxicity in mice. Biomedicine & Pharmacotherapy.
2019;110:943-50.

Armagan 1. Metotreksat'in karaciger ve bobrekte neden oldugu hasarda oksidatif stresin rolii.
Medical Journal of Stileyman Demirel University. 2015;22(4).

Sahindokuyucu-Kocasari F, Akyol Y, Ozmen O, Erdemli-Kose S, Garli S. Apigenin alleviates
methotrexate-induced liver and kidney injury in mice. Human & Experimental Toxicology.
2021;40(10):1721-31.

Dooley S, Ten Dijke P. TGF-B in progression of liver disease. Cell and tissue research.
2012;347(1):245-56.

Phaniendra A, Jestadi DB, Periyvasamy L. Free radicals: properties, sources, targets, and their
implication in various diseases. Indian Journal of Clinical Biochemistry. 2015;30(1):11-26.

Halliwell B, Gutteridge JM. Free radicals in biology and medicine: Oxford university press;
2015.

Liguori I, Russo G Curcio F, Bulli G, Aran L, Della-Morte D, et al. Oxidative stress, aging, and
diseases. Clinical Interventions in Aging. 2018:757-72.

Phaniendra A, Jestadi DB, Periyasamy L. Free radicals: properties, sources, targets, and their
implication in various diseases. Indian Journal of Clinical Biochemistry. 2015;30:11-26.

Jomova K, Raptova R, Alomar SY, Alwasel SH, Nepovimova E, Kuca K, et al. Reactive oxygen
species, toxicity, oxidative stress, and antioxidants: chronic diseases and aging. Archives of
Toxicology. 2023;97(10):2499-574.

Ghosh A, Shcherbik N. Effects of oxidative stress on protein translation: Implications for
cardiovascular diseases. International Journal of Molecular Sciences. 2020;21(8):2601.

Hojo Y, Okado A, Kawazoe S, Mizutani T. In vivo singlet-oxygen generation in blood of
chromium (VI)-treated mice: an electron spin resonance spin-trapping study. Biological Trace
Element Research. 2000;76:85-93.

Halliwell B, Clement MV, Long LH. Hydrogen peroxide in the human body. FEBS letters.
2000;486(1):10-3.

Bedwell S, Dean R, Jessup W. The action of defined oxygen-centred free radicals on human
low-density lipoprotein. Biochemical Journal. 1989;262(3):707-12.

Halliwell B. Oxidants and human disease: Some new concepts 1. The FASEB Journal
1987;1(5):358-64.

Fenton HJH. LXXIII.—Oxidation of tartaric acid in presence of iron. Journal of the Chemical
Society, Transactions. 1894;65:899-910.

71



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Ma Q. Role of nrf2 in oxidative stress and toxicity. Annual Review of Pharmacology and
Toxicology. 2013;53(1):401-26.

Marnett LJ. Lipid peroxidation—DNA damage by malondialdehyde. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis. 1999;424(1-2):83-95.

Ma Q. Transcriptional responses to oxidative stress: pathological and toxicological implications.
Pharmacology & Therapeutics. 2010;125(3):376-93.

Thimmulappa RK, Chattopadhyay I, Rajasckaran S. Oxidative stress mechanisms in the
pathogenesis of environmental lung diseases. Oxidative Stress in Lung Diseases: Volume 2.
2020:103-37.

Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser J. Free radicals and antioxidants
in normal physiological functions and human disease. The International Journal of Biochemistry
& Cell Biology. 2007;39(1):44-84.

Janciauskiene S. The beneficial cffects of antioxidants in health and discases. Chronic
Obstructive Pulmonary Diseases: Journal of the COPD Foundation. 2020;7(3):182.

de Vega RG, Fernandez-Sanchez ML, Ferndndez JC, Menéndez FVA, Sanz-Medel A. Selenium
levels and glutathione peroxidase activity in the plasma of patients with type II diabetes mellitus.
Journal of Trace Elements in Medicine and Biology. 2016;37:44-9.

Li L, Yang X. The essential element manganese, oxidative stress, and metabolic diseases: links
and interactions. Oxidative Medicine and Cellular Longevity. 2018;2018(1):7580707.

Hitchler MJ, Domann FE. Regulation of CuZnSOD and its redox signaling potential:
implications for amyotrophic lateral sclerosis. Antioxidants & Redox Signaling.
2014;20(10):1590-8.

Wang Y, Branicky R, Noé A, Hekimi S. Superoxide dismutases: Dual roles in controlling ROS
damage and regulating ROS signaling. Journal of Cell Biology. 2018;217(6):1915-28.

Heck DE, Shakarjian M, Kim HD, Laskin JD, Vetrano AM. Mechanisms of oxidant generation
by catalase. Annals of the new York Academy of Sciences. 2010;1203(1):120-5.

Rhee SG, Yang K-S, Kang SW, Woo HA, Chang T-S. Controlled elimination of intracellular
H202: regulation of peroxiredoxin, catalase, and glutathione peroxidase via post-translational
modification. Antioxidants & Redox Signaling. 2005;7(5-6):619-26.

Mironczuk-Chodakowska 1, Witkowska AM, Zujko ME. Endogenous non-enzymatic
antioxidants in the human body. Advances in Medical Sciences. 2018;63(1):68-78.

Moldeus P, Cotgreave 1A, Berggren M. Lung protection by a thiol-containing antioxidant; N-
acetylcysteine. Respiration. 1986;50(Suppl 1):31-42.

Vazquez-Meza H, Vilchis-Landeros MM, Vazquez-Carrada M, Uribe-Ramirez D, Matuz-Mares
D. Cellular compartmentalization, glutathione transport and its relevance in some pathologies.
Antioxidants. 2023;12(4):834.

Aquilano K, Baldelli S, Ciriolo MR. Glutathione: new roles in redox signaling for an old
antioxidant. Frontiers in Pharmacology. 2014;5:196.

Lépez-Lluch G, Rodriguez-Aguilera JC, Santos-Ocafia C, Navas P. Is coenzyme Q a key factor
in aging? Mechanisms of Ageing and Development. 2010;131(4):225-35.

Thiruvengadam M, Venkidasamy B, Subramanian U, Samynathan R, Ali Shariati M, Rebezov
M, et al. Bioactive compounds in oxidative stress-mediated diseases: targeting the NRF2/ARE
signaling pathway and epigenetic regulation. Antioxidants. 2021;10(12):1859.

Liu X-F, Zhou D-D, Xie T, Malik TH, Lu C-B, Li H-J, et al. Ntf2, a potential therapeutic target
against oxidative stress in corneal diseases. Oxidative Medicine and Cellular Longevity.
2017;2017(1):2326178.

72



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

63.

66.
67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

Loboda A, Damulewicz M, Pyza E, Jozkowicz A, Dulak J. Role of Nrf2/HO-1 system in
development, oxidative stress response and diseases: an evolutionarily conserved mechanism.
Cellular and Molecular Life Sciences. 2016;73:3221-47.

Panieri E, Buha A, Telkoparan-Akillilar P, Cevik D, Kouretas D, Veskoukis A, et al. Potential
applications of NRF2 modulators in cancer therapy. Antioxidants. 2020;9(3):193.

Tenhunen R, Marver HS, Schmid R. The enzymatic conversion of heme to bilirubin by
microsomal heme oxygenase. Proceedings of the National Academy of Sciences.
1968;61(2):748-55.

Yuan L, Wang Y, Li N, Yang X, Sun X, Tian He, et al. Mechanism of action and therapeutic
implications of Nrf2/HO-1 in inflammatory bowel disease. Antioxidants. 2024;13(8):1012.

Maines MD. Heme oxygenase: function, multiplicity, regulatory mechanisms, and clinical
applications. The FASEB journal. 1988;2(10):2557-68.

Ryter SW, Alam J, Choi AM. Heme oxygenase-1/carbon monoxide: from basic science to
therapeutic applications. Physiological Reviews. 2006;86(2):583-650.

Wang H, Cheng Q, Bao L, Li M, Chang K, Yi X. Cytoprotective role of heme oxygenase-1 in
cancer chemoresistance: focus on antioxidant, antiapoptotic, and pro-autophagy propertics.
Antioxidants. 2023;12(6):1217.

Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic Pathology.
2007;35(4):495-516.

FH I. Death and anti-death: tumour resistance to apoptosis. Nat Rev Cancer. 2002;2:277-88.

Ghorbani N, Yaghubi R, Davoodi J, Pahlavan S. How does caspases regulation play role in cell
decisions? apoptosis and beyond. Molecular and Cellular Biochemistry. 2024;479(7):1599-613.

Cory S, Adams JM. The Bcl2 family: regulators of the cellular life-or-death switch. Nature
Reviews Cancer. 2002:2(9):647-56.

Youle RJ, Strasser A. The BCL-2 protein family: opposing activities that mediate cell death.
Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2008;9(1):47-59.

Enari M, Sakahira H, Yokoyama H, Okawa K, Iwamatsu A, Nagata S. A caspasc-activated
DNase that degrades DNA during apoptosis, and its inhibitor [CAD. Nature. 1998;391(6662):43 -
50.

Slee EA, Adrain C, Martin SJ. Executioner caspase-3,-6, and-7 perform distinct, non-redundant
roles during the demolition phase of apoptosis. Journal of Biological Chemistry.
2001;276(10):7320-6.

Ding WX, Yin XM. Dissection of the multiple mechanisms of TNF-a-induced apoptosis in liver
injury. Journal of Cellular and Molecular Medicine. 2004;8(4):445-54.

Schwabe RF, Brenner DA. Mechanisms of liver injury. I. TNF-o-induced liver injury: role of
IKK, JNK, and ROS pathways. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver
Physiology. 2006;290(4):G583-G9.

Bonaccorso A, Privitera A, Grasso M, Salamone S, Carbone C, Pignatello R, et al. The
therapeutic potential of novel camosine formulations: perspectives for drug development.
Pharmaceuticals. 2023;16(6):778.

Gulewitsch W, Amiradzibi S. Ueber das Carnosin, cine neue organische Base des
Fleischextractes. Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft. 1900;33(2):1902-3.

Bellia F, Vecchio G, Rizzarelli E. Carnosinases, their substrates and diseases. Molecules.
2014;19(2):2299-329.

Creighton JV, de Souza Gongalves L, Artioli GG, Tan D, Elliott-Sale KJ, Turner MD, et al.
Physiological roles of carnosine in myocardial function and health. Advances in Nutrition.
2022;13(5):1914-29.

73



78.

79.

30.

81.

82.

83.

34.

85.

36.

87.

38.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Cesak O, Vostalova J, Vidlar A, Bastlova P, Student Jr V. Carnosine and becta-alanine
supplementation in human medicine: narrative review and critical assessment. Nutrients.
2023;15(7):1770.

de Jager S, Vermeulen A, De Baere S, Van der Stede T, Lievens E, Croubels S, et al. Acute
balenine supplementation in humans as a natural carnosinase-resistant alternative to carnosine.
Scientific Reports. 2023;13(1):6484.

Artioli GG, Sale C, Jones RL. Carnosine in health and disease. European Journal of Sport
Science. 2019;19(1):30-9.

Tanaka K-I, Kawahara M. Carnosine and lung disease. Current Medicinal Chemistry.
2020;27(11):1714-25.

Solana-Manrique C, Sanz FJ, Martinez-Carrién G, Paricio N. Antioxidant and neuroprotective
effects of carnosine: therapeutic implications in neurodegenerative diseases. Antioxidants.
2022;11(5):848.

Aldini G, de Courten B, Regazzoni L, Gilardoni E, Ferrario G, Baron G, et al. Understanding the

antioxidant and carbonyl sequestering activity of carnosine: direct and indirect mechanisms. Free
Radical Research. 2021;55(4):321-30.

Ihara H, Kakihana Y, Yamakage A, Kai K, Shibata T, Nishida M, et al. 2-Oxo-histidine—
containing dipeptides are functional oxidation products. Journal of Biological Chemistry.
2019;294(4):1279-89.

Hipkiss AR. Carnosine, a protective, anti-ageing peptide? The International Journal of
Biochemistry & Cell biology. 1998;30(8):863-8.

Aldini G, Facino RM, Beretta G, Carini M. Carnosine and related dipeptides as quenchers of
reactive carbonyl species: from structural studies to therapeutic perspectives. Biofactors.
2005;24(1-4):77-87.

Zhao K, Li Y, Wang Z, Han N, Wang Y. Carnosine protects mouse podocytes from high glucose
induced apoptosis through PI3K/AKT and Nrf2 pathways. BioMed Research International.
2019;2019(1):4348973.

Fresta CG, Fidilio A, Lazzarino G, Musso N, Grasso M, Merlo S, et al. Modulation of pro-
oxidant and pro-inflammatory activities of ml macrophages by the natural dipeptide carnosine.
International Journal of Molecular Sciences. 2020;21(3):776.

Caruso G, Di Pietro L, Cardaci V, Maugeri S, Caraci F. The therapeutic potential of carnosine:
Focus on cellular and molecular mechanisms. Current Research in Pharmacology and Drug
Discovery. 2023;4:100153.

Wang Q, Sadati S, Kabthymer RH, Gadanec LK, Lawton A, Tripodi N, et al. The impact of
carnosine on biological ageing—A geroscience approach. Maturitas. 2024:108091.

Neelakandan A, Bae O-N, Majid A, Burak CA, Rajanikant G. Neuroprotective potential of
carnosine in cerebrovascular discases. International Journal of Peptide Research and
Therapeutics. 2022;28(1):29.

Alsheblak MM, Elsherbiny NM, El-Karef A, El-Shishtawy MM. Protective effects of L-
carnosine on CCl4-induced hepatic injury in rats. European Cytokine Network. 2016;27(1):6-15.

Sahin S, Uylas U, Sahinturk V, Alatas O. Protective effect of carnosine on hepatic ischemia-
reperfusion injury in rats. Osmangazi Tip Dergisi. 2018;42(3):269-76.

Erel O. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status. Clinical
Biochemistry. 2005;38(12):1103-11.

Erel O. A novel automated method to measure total antioxidant response against potent free
radical reactions. Clinical Biochemistry. 2004;37(2):112-9.

Altindag O, Erel O, Soran N, Celik H, Selek S. Total oxidative/anti-oxidative status and relation
to bone mineral density in osteoporosis. Rheumatology International. 2008;28:317-21.

74



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Chen C, Liu Y-h, Cheng S-B, Wu S-l, Zhai X-j. The hepatoprotective effects of XCHD and
MglG against methotrexate-induced liver injury and inflammation in rats through suppressing
the activation of AIM2 inflammasomes. Pathology-Research and Practice. 2020;216(4):152875.

Montasser AOS, Saleh H, Ahmed-Farid OA, Saad A, Marie M-AS. Protective effects of
Balanites aegyptiaca extract, Melatonin and Ursodeoxycholic acid against hepatotoxicity
induced by Methotrexate in male rats. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine.
2017;10(6):557-65.

Ali N, Rashid S, Nafees S, Hasan SK, Shahid A, Majed F, et al. Protective effect of Chlorogenic
acid against methotrexate induced oxidative stress, inflammation and apoptosis in rat liver: An
experimental approach. Chemico-Biological Interactions. 2017;272:80-91.

Yan S1, Wu St, Yin Mc, Chen Ht, Chen Hc. Protective effects from carnosine and histidine on
acetaminophen-induced liver injury. Journal of Food Science. 2009;74(8):H259-H65.

Ozgdemen M, Asc1 H, Dogan HK, Ilhan I, Pekgoz S, Mustafaoglu A. A study on Wistar Albino
rats: investigating protective role of ramelteon on liver damage caused by methotrexate. Drug
and Chemical Toxicology. 2022;45(6):2678-85.

Giirler M, Sclcuk EB, Ozerol BG, Tanbek K, Taslidere E, Yildiz A, et al. Protective effect of
dexpanthenol against methotrexate-induced liver oxidative toxicity in rats. Drug and Chemical
Toxicology. 2023;46(4):708-16.

Ilhan I, Asci H, Candan IA, Savran M, Imeci OB, Sevuk MA. Cannabidiol mitigates
methotrexate-induced hepatic injury via SIRT-1/p53 signaling and mitochondrial pathways:
Reduces oxidative stress and inflammation. Drug and Chemical Toxicology. 2025;48(1):210-8.

Mahmoud NM, Elshazly SM, El-Shaarawy F, Zaitone SA, Aldahish AA, Ahmed GA, et al.
Nitazoxanide mitigates methotrexate hepatotoxicity in rats: role in inhibiting apoptosis and
regulating endoplasmic reticulum stress. Frontiers in Pharmacology. 2024;15:1491249.

Milewski K, Hilgier W, Fresko I, Polowy R, Podsiadlowska A, Zotocifiska E, et al. Carnosine
reduces oxidative stress and reverses attenuation of righting and postural reflexes in rats with
thioacetamide-induced liver failure. Neurochemical Research. 2016;41(1):376-84.

Ponist S, Slovak L, Kuncirovd V, Fedorova T, Logvinenko A, Muzychuk O, et al. Inhibition of
oxidative stress in brain during rat adjuvant arthritis by carnosine, trolox and novel trolox-
carnosine. Physiological Research. 2015;64.

Fayez AM, Zakaria S, Moustafa D. Alpha lipoic acid exerts antioxidant effect via Nrf2/HO-1
pathway activation and suppresses hepatic stellate cells activation induced by methotrexate in
rats. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2018;105:428-33.

Azadian R, Mohammadalipour A, Memarzadeh MR, Hashemnia M, Aarabi MH. Examining
hepatoprotective effects of astaxanthin against methotrexate-induced hepatotoxicity in rats
through modulation of Nrf2/HO-1 pathway genes. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of
Pharmacology. 2024;397(1):371-80.

Li Xy, Gu Xy, Li Xm, Yan Jg, Mao X1, Yu Q, et al. Supplementation with carnosine, a food-
derived bioactive dipeptide, alleviates dexamethasone-induced oxidative stress and bone
impairment via the NRF2 signaling pathway. Journal of the Science of Food and Agriculture.
2025;105(2):1091-104.

Afifi NA, Ramadan A, Erian EY, Sedik AA, Amin MM, Hassan A, et al. Synergistic effect of
aminoguanidine and 1-carnosine against thioacetamide-induced hepatic encephalopathy in rats:
behavioral, biochemical, and ultrastructural evidence. Canadian Journal of Physiology and
Pharmacology. 2021;99(3):332-47.

Biswas SK. Does the interdependence between oxidative stress and inflammation explain the
antioxidant paradox? Oxidative Medicine and Cellular Longevity. 2016;2016(1):5698931.

Elsawy H, Algefare Al, Alfwuaires M, Khalil M, Elmenshawy OM, Sedky A, et al. Naringin
alleviates methotrexate-induced liver injury in male albino rats and enhances its antitumor
efficacy in HepG2 cells. Bioscience Reports. 2020;40(6).

75



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

Cure E, Kirbas A, Tumkaya L, Cure MC, Kalkan Y, Yilmaz A, et al. Protective effect of
infliximab on methotrexate-induced liver injury in rats: unexpected drug interaction. Journal of
Cancer Research and Therapeutics. 2015;11(1):164-9.

Chen M, Luo J, Ji H, Song W, Zhang D, Su W, et al. Carnosine reduces serum uric acid in
hyperuricemia rats via restoring hepatorenal dysfunction and enhancing uric acid excretion by
inhibiting inflammation. Journal of Functional Foods. 2023;110:105863.

Fouad AA, Qutub HO, Al Rashed AS, Al-Melhim WN. Therapeutic effect of carnosine in rat
model of experimental liver carcinogenesis. Environmental Toxicology and Pharmacology.
2017;56:10-4.

Fleisher-Berkovich S, Abramovitch-Dahan C, Ben-Shabat S, Apte R, Beit-Yannai E. Inhibitory
effect of carnosine and N-acetyl carnosine on LPS-induced microglial oxidative stress and
inflammation. Peptides. 2009;30(7):1306-12.

Kizil HE, Caglayan C, Darendelioglu E, Ayna A, Giir C, Kandemir FM, et al. Morin ameliorates
methotrexate-induced hepatotoxicity via targeting Nrf2/HO-1 and Bax/Bcl2/Caspase-3 signaling
pathways. Molecular Biology Reports. 2023;50(4):3479-88.

Baykara B, Micih SC, Tugyan K, Tekmen I, Bagriyanik H, Sonmez U, et al. The protective
effects of carnosine in alcohol-induced hepatic injury in rats. Toxicology and Industrial Health.
2014;30(1):25-32.

Dibekoglu C, Kemertas K, Aygun H, Erbas O. Ivermectin Attenuates Methotrexate-Induced
Liver Fibrosis by Reducing TGF-} and Syndecan-1 Expression. Medicina. 2025;61(6):1036.

Abbas NA, El-Sayed SS, Abd El-Fatah SS, Sarhan WM, Sarhan O, Abdelghany E, et al.
Losartan prevents methotrexate-induced liver and lung injury in rats via targeting PPAR -y/TGF-
B1/SMAD3 and Nrf2/redox signaling. Zagazig University Medical Journal. 2023;29(1):135-48.

Grandini NA, Costa MR, Gregolin CS, Siqueira JS, Vieira TA, Ferron AJT, et al. Effects of
carnosine supplementation on markers for the pathophysiological development of metabolic
dysfunction-associated steatotic liver disease in a diet-induced model. Molecular and Cellular
Endocrinology. 2024;582:112138.

76









