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OZET

Mukozit metotreksat (MTX) uygulamasi sonrasi en sik gorulen yan
etkilerden birisidir. Klinik éneminin anlagiimasina ragmen halen mukozitten
korunma ve tedavi igin standart bir yaklasim yoktur. Bu ¢alisma ile glutamin
(GIn) ve hidroksimetil butirat (HMB)'nin tek bagslarina ve birlikte kullaniminin
intestinal mukozitten korumada ki etkinliklerini karsilastirmak amaciyla
yapilmistir.

Calisma icin 50 adet Wistar albino cinsi sican toplam 5 gruba ayrildi.
TUm hayvanlara sakrifiye edilmeden 2 saat dnce histopatolojik olarak bagirsak
epitel hlcre proliferasyonunu saptamak i¢cin 50 mg/100gr basina
Bromodeoksiuridin (BrdU) uygulandi. Kontrol grubuna intraperitoneal serum
fizyolojik (SF) uygulandi. Diger tim gruplara intraperitoneal 20 mg/kg MTX
uygulandi. ilk iki gruba deneyin 3. giiniinden itibaren 5 giin plasebo olarak gavaj
yoluyla 6 mi/kg distile su verildi. Uglincti grup “MTX ve GIn” grubuna GIn 1 g/kg
dozunda 5 gln gavaj yoluyla verildi. Dérduncu grup “MTX ve HMB” grubuna
HMB 200 mg/kg dozunda 5 gin gavaj yoluyla verildi. Deneyin 3. gininde MTX
20 mg/kg intraperitoneal olarak uygulandi. Besinci grup “MTX, GIn ve HMB”
grubuna GiIn 1g/kg, HMB 200 mg/kg dozunda 5 gun gavaj yoluyla verildi.
Besinci gun tum gruplardan histopatolojik inceleme igin intestinal ve kan
ornekleri alindi. Elde edilen intestinal drnekler hem histolojik olarak incelendi
hem de apopitozu belirlemek igin kaspase-3 gen ifadesine bakildi. Alinan serum
orneklerinden Total antioksidan kapasite (TAOK) dluzeyleri ¢caligildi.

Calismada MTX uygulanan tim gruplarda ishal tespit edildi. Gerek Gin,
gerek HMB ve gerekse GIn-HMB kombinasyonunun ishal olusumunu onleyici
etkisi tespit edilemedi. Kript derinligi bakimindan degerlendirildiginde MTX alan
grubun kript derinliginin en az oldugu (p<0.05), buna karsin MTX-GIn ve MTX-
HMB grubunun kript derinliginin MTX grubuna kiyasla daha iyi olduklari
(p<0.05) ancak aralarinda istatistiksel farkliik olmadigi belirlendi (p>0.05).
MTX-GIn-HMB grubunun ise kontrol grubuna yakin kript derinligine sahip
oldugu ancak SF grubu ile aralarinda istatistiksel olarak farklilik oldugu

belirlendi (p<0.05). Park skorlamasinda en iyi sonuclarin SF grubunda oldugu
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tedavi gruplari arasinda ise en iyi sonuglarin MTX-GIn-HMB grubunda oldugu
belirlendi. Benzer gekilde enterosit cogalma indeksinin en yuksek MTX-GIn-
HMB grubunda oldugu belirlendi. Dokuda kaspaz-3 boyanmasi acisindan
bakildiginda en fazla apopitozun MTX grubunda oldugu diger gruplarla
kiyaslandiginda apopitotik hiicre ylzdesinin en disik MTX-GIn-HMB grubunda
oldugu saptandi. Kaspaz-3, ve-8 ifadelenmesinin en yliksek MTX grubunda
oldugu (p<0.05), diger gruplara gére en dusuk degerin ise MTX-GIn-HMB
grubunda oldugu ancak istatistiksel anlamli farkhlik olmadigi belirlendi (p>0.05).
Kaspaz-9 gen ifadelenmesinde en dustk degerin MTX-GIn-HMB grubunda
oldugu ancak diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadigi belirlendi (p>0.05).

Literattirde bilgilerimiz dogrultusunda MTX kullanimina bagli intestinal
mukozit gelisiminin dnlenmesi amaciyla GIn ile birlikte HMB kullaniminina dair
bir ¢calismaya rastlanilmamistir. Calisma sonuglarimiz kombine tedavinin gerek
GIn gerekse HMB'nin tek basina kullanimindan daha iyi sonuglar verdigini
gOstermektedir. Yapilacak klinik calismalarla elde ettigimiz bu verilerin
dogrulanmasi gerektigini dustinmekteyiz. Basarili sonuglar elde edilmesi
durumunda oral ve intestinal mukozitin dnlenmesinde yeni ufuklar agilacagini ve
tedavi stratejilerine olumlu katkilar saglayacagini  sdylemek mimkun

olabilecektir.



ABSTRACT

Mucositis is one of the most complications that is seen during
methotrexate (MTX) treatment. Though the clinical importance of mucositis is
realized well, there has not been implemented standard strategy in prevention
and treatment yet. In this study, glutamine (GIn) and pB-hydroxy -
methylbutyrate (HMB) were used combined or one by one, for the prevention of
intestinal mucositis, and there was made the comparison of the efficacy of
either methods.

For the study, fifty Wistar albino rats were divided to 5 groups. For
determining the degree of the gut epithelial proliferation, 2 hours before
sacrifying the animals, 50 mg/100gr Bromodeoxyuridine (BrdU) was applied to
all the animals where intraperitoneal %0.9 salin to the control rats. All of the
study groups got 20 mg/kg MTX intraperitoneally. At the third day of the
experiment, 6 ml/kg distilled water was given by nasogastric route for 5 days to
the first 2 groups of animals as placebo. The third group was “MTX ve GIn”
group and they were given 1 g/kg GIn for 5 days in the same route. “MTX and
HMB” group was designed as 4th group and was given 200 mg/kg HMB for 5
days by nasogastric route. In the third day of the experiment 20 mg/kg MTX was
exerted intraperitoneally. “MTX, GIn ve HMB” combination was used to the fifth
group and they had been given 1g/kg Gln with 200 mg/kg HMB by nasogastric
route for 5 days. On the fifth day of the experiment, blood and intestinal tissue
samples were obtained form all of the groups. Intestinal samples were
dissected for histopathological examination, and apopitosis was searched by
inquiring caspase-3 gene expression. Total antioxydant capacity (TAOC) was
studied in the serum samples too.

Diarrhea was the common symptom in the MTX groups and either GIn or
HMB or GIn-HMB combination did not prevent diarrhea. When compared, the
degree of the intestinal cripts were deepest in the MTX group (p<0.05), despite
that MTX-GIn and MTX-HMB groups were shown better scores in cript lengths
(p<0.05), there was no significant difference (p>0.05).

Though the MTX-GIn-HMB group had similiar results with the control group in

the depth of cript measures, there was statistically difference when compared
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with the salin group (p<0.05). When park scoring system was applied, the best
results were belonged to salin group, furthermore the MTX-GIn-HMB group had
higher scores among five study groups. Similarly “erythrocyte reproduction
index” was also highest in this group. When the tissue was inspected by
caspase-3 coating, apopitosis was highest in MTX group. The percentage of
apopitosis was lowest in MTX-GIn-HMB when compared to the among the
groups. Expression of caspase-3 and -8 genes were highest in the MTX group
(p<0.05) where lowest in the MTX-GIn-HMB group but there was no significant
difference (p>0.05). Though the Kaspase 9 expression was lowest in the MTX-
GIn-HMB group, there was no significant difference among the groups (p>0.05).
To our knowledge, there is not any study investigating Gln and HMB use
in the prevention of MTX induced intestinal mucositis. This research showed
that the combination GIn and HMB use is more effective then the seperate use
of both chemicals.
In our opinion the data from this study may be confirmed by future clinical
research. If it could be possible to get successful results in preventing oral and

intestinal mucositis, new horizons will come up on treatment strategy.



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, ¢ocuklarda 6lum nedenleri arasinda Amerika Birlesik Devletleri
ve birgok gelismis Ulkede ikinci sirada yer alirken Glkemizde 3. siradadir (Tablo
1). Cocuklarda eriskinlere kiyasla ¢ok daha nadir olup, tUm kanserlerin %0.5'i
15 yasindan kuguk ¢ocuklarda gorulmektedir. Cocuklarda siklhigi 15 yas altinda
milyonda 110-150 arasindadir’®**#. Su an diinyada yaklasik 25.000.000 kanserli
olgu oldugu bilinmektedir ve her yil 12.7 milyon kisi kansere yakalanmaktadir.
Olgularin %56’si gelismekte olan Ulkelerdedir. 2030 yilinda bu rakamin 21.4
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Her yil 7.6 milyon kisi kanserden
Olmekte iken 2030 yilinda bu rakamin 13.200.000'a ulasacadi tahmin
edilmektedir®.

Tablo1: Tlrkiye'de 1-14 yas grubu gocuklarda 6lim nedenleri (2008)°

" Olim nedeni Toplam (%)
Kalp Hastaliklan 30.1
Enfeksiyon Hastaliklar 13.5
Kanser 6.7
Kazalar 6.0
Serebrovaskiuler Hastaliklar 3.9
Digerleri 39.7

Cocuklarda ve ergenlerde sik gorulen kanser tdrleri akut lenfoblastik
[6semi, beyin tumodrleri, lenfomalar, yumusak doku ve kemik sarkomlaridir.
Ayrica c¢ocuklarda erken cocukluk ve ergenlik olmak Uzere iki yas grubunda
kanser sikliginda artis gorulir. Hayatin ilk yilinda en sik gorulen timorler
néroblastom, wilms timord, retinoblastom, rabdomiyosarkom, medulloblastom
gibi embriyonel timorlerdir. iki ile bes yaslar arasinda bu embriyonal timérlere
ek olarak akut l6semiler, hodgkin digi lenfomalar ve gliomlar sik gorilmeye

baslamaktadir. Ergenlik donemini gectikten sonra ise kemik maligniteleri,
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hodgkin lenfoma, gonadal germ hucreli timdrler, tiroid kanserleri ve malign
melanom gibi karsinom turleri daha sik kargimiza ¢gikmaktadir.

Cocukluk caginda kanserlerin buyuk bir gogunlugu tedavi edilebilmekte
olup uzun yasam beklentileri nedeniyle yuksek doz ve yogun kemoterapi (KT)
protokolleri uygulanmaktadir. Antineoplastik ajanlarin gogu htcre déngusinin
cesitli basamaklarina etki ettikleri icin gbzlemlenen yan etkilerin cogu hizli hicre
dongusu olan kemik iligi, oral ve intestinal mukoza, epidermis, karaciger gibi
doku ve organlar tzerine olur. En sik gorulen yan etkiler kemik iligi ve bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, bulanti ve kusma, karaciger bozuklugu, uUst ve alt
gastrointestinal mukozit, dermatit ve alopesidir. Bu akut yan etkiler cogunlukla
geri donuisumluddr. Hem KT hem de radyoterapi (RT) hastalarin hayat
kalitelerini arttirmak amaciyla kullaniimalarina ragmen bir ¢ok yan etkiye
sahiptirler. Tedaviye baglh gelisen agir yan etkiler hastalarda morbidite ve
mortaliteyi arttirmaktadir. Kanser tedavisinin diger onemli yan etkileri olan
noétropeni ve agir bulantiyla nispeten basa ¢ikilmis olmasina ragmen mukozit
halen tedavide doz kisitlayici neden olmaya devam etmektedir. Her yil ortalama
olarak KT ve RT sonucu olugsan 400.000 yeni oral kavite hasari
saptanilmaktadir’. Mukozit tedavisinde bir ¢ok ajan kullanilmakta olup sinirli
etkilere sahiptir. Bu nedenle mukozitin dnlenmesi ve tedavisi amaciyla birgok

ajan gerek hayvan galismalari gerekse klinik ¢calismalarla arastiriimaktadir.
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4.GENEL BILGILER

4.1. Metotreksat

Kliniklerde cok yaygin olarak kullanilan folik asite benzeyen folik asit
antimetaboliti bir antineoplastik ilagtir.

Antimetabolitler, deoksinukleik asit (DNA), ribonukleik asit (RNA),
proteinler ve diger temel hicre bilesenlerinin sentez zincirinin degisik
basamaklarinda substrat ya da koenzim olarak rol oynayan cgesitli dogal
metabolitlerin benzegikleridir. Antimetabolitler, cogu kez ¢odalma hizi yuksek
tumorlere etkili olmaktadir. En 6nemli toksik etkileri kemik iligi ve bagirsak
mukozas! epiteli Uzerindedir. Fetlse gebeligin butin doénemlerinde zarar
verebilirler®.  Antimetabolit ilaglara 5-Flourasil (5-FU), metotreksat (MTX),
sitarabin, merkaptopurin 6rnek gdsterilebilir.

Folik asit antagonistlerinin ilk defa Farber ve arkadaslari tarafindan
1948’de tanimlanmasiyla kanser KTsinde yeni bir donem aciimistir. Klinikte
simdiye kadar bircok folat analogu kullanilmigtir ancak MTX en yaygin
kullanilanidir ayrica MTX sodyum, MTX LPF, rheumatrex, amethopterin ve
NSC-740 olarak da isimlendirilmektedir®.

MN
HaN
)
| O H (CH;}
N““----.hh ol S
C=N-=CH-COzH
NH-

Sekil 1: Metotreksatin yapisal formili™
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Sekil 2: Folik asit yapisal formili™

Kimyasal olarak folik asitin 4-amino, N'°—metil analogudur. Kimyasal

MTX N-[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinil)metilamino] benzoil]-L-glutamik asittir.
4.1.1. Metotreksatin metabolizmasi

Folik aside bagli enzimler tek karbon fragmanlarin transferini iceren
reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasinda en 6nemlisi DNA sentezi igin
deoksiuridilatin metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu islem sirasinda
metilen tetrahidrofolat (MTHF) dihidrofolata (DHF) donusir. DHF'in ise tekrar
kullanilmasi igin tetrahidrofolata (THF) donusmesi gereklidir. Bu déndsim igin
dihidrofolat reduktaz (DHFR) enzimine ve NADPH’a gereksinim vardir. THF,
DNA ve RNA sentezi icin gerekli olan purin ve pirimidin nukleotidlerinin
sentezinin dénemli bir komponenti olan timidilatin Uretiminde rol oynar'?. Bu
nedenle MTX THF eksikligine yol agarak purin, pirimidin metabolizmasi ve DNA
sentezini igeren pek gok metabolik yolu etkiler®.

MTX'in molekuler yapisi DHF’ye benzer (Sekil 1 ve 2). MTX'in yapisinda
birden fazla metil grubu vardir ve DHF’deki hidroksil (OH) grubu yerine NH;
bulunur. MTX, DHF’yi THF'ye ¢eviren DHFR enzimini inhibe eder (Resim 1).
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Resim 1: DHFR’nin baglanma bdlgesi (Yesil renk ile gosterilen MTX mavi renk

ile gosterilen DHFR’nin aktif bolgelerine baglanir)

MTX’in sitotoksik etkisini gosterebilmesi icin folilpoliglutamat sentaz
enzimi tarafindan poliglutamasyona ugratiimasi gerekmektedir.
Poliglutamasyon islemi hem karaciger, kemik iligi, fibroblast ve eritrosit gibi
normal dokularda hem de malign dokularda yapilmaktadir. MTX
poliglutamatlarinin hiicre disina atiimlarinin zor olmasi nedeniyle, MTX’e oranla
hdcre icinde daha uzun sire kalir, diger bir deyisle poliglutamatlar bir tir depo
formudur. Bdylece metotreksat, folat metabolizmasini etkileyen enzimler
tzerinde artmis baskilayici etki gosterir'™.

Chabner ve arkadaglari MTX’in folat antagonisti mekanizmasini
aciklayacak iki farkh teori 6ne surmuslerdir. Birincisi folik asit azalma teorisidir.
Bu teoriye gore hire igi folik asitin azalmasi DHFR enziminin baskilanmasina
dayanmaktadir. Ikinci teori ise yarisma teorisidir. Bu teori ise niikleotidlerin
sentezinde goérevli basamaklari MTX’in dogrudan baskilamasina ve DHF
birikimine dayanmaktadir. MTX, DHFR'yi baskilayarak THF olusumunun
azalmasina neden olur(Sekil3). MTX poliglutamatlari 5,10 metilen tetrahidrofolat
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rediktaz, glisinamid-ribozil-5-fosfat  formiltransferaz  ve  aminoimidazol-
karbokzamid-ribozil-5-fosfat formiltransferaz enzimlerini dogrudan baskilar. Bu
enzimlerdeki baskilanma purin ve primidin metabolizmasinin baskilanmasina
neden olur™.

Bu yapi taslarinin Uretiilmemesi hiicre gogalmasi igin gerekli olan DNA ve
RNA sentezini baskilarken ayni zamanda enerji Uretimi igin gerekli adenozin
trifosfat (ATP) Uretimini baskilar. Ayrica THF’'ye donlisemeden kalan DHF
poliglutamatlar ve MTX'in poliglutamat tlrevleri toksik baskilayici metabolitler
seklinde birikir. Timidilat sentazin ve pdurinin sentezinde rol oynayan
transformilaz enzimlerinin baskilanmasi, MTX'in iki poliglutamat metaboliti
tarafindan yapilir. MTX'in hicrelerdeki toksik etkileri disaridan ilag olarak verilen
folinik asit (N5—formiltetrahidrofolat) tarafindan tersine dénduartlir ancak folik
asidin kendisi ise bu durumda THF’ye donusemediginden antidot etkinlik
gOstermez™.

Ayrica MTX antiinflamatuar etkiye de sahiptir. Proinflamatuar sitokinler
olan interlékin 1(IL-1), 2, 6 ve interferonY (INF-Y)'nin gen belirlenmesini azaltir,

siklooksijenaz-2 sentezini ve notrofil kemotaksisini inhibe eder.

Folat dihidrofolat
Folik Asit — dihidrofolik asit —® tetrahidrofolat
rediiktaz Rediiktaz

Sekil 3: Folik Asit Metabolizmasi

4.1.2. ilag Direnci

MTX kullanimini kisitlayan faktor direng gelisimidir. MTX'e kargi tumor
hlcrelerinde olugsan direng gelisimi dort nedene baglidir. Bunlar; ilacin hucre igi
aliminin azalmasi, degisime ugrayan DHF’nin MTXe karsi olan ilgisinin

azalmasi, poliglutamat olusumunda azalma ve gen ifadelenmesindeki artisa

14



bagli olarak DHFR sentezinde artistir. MTX’in hicre igine alinmasi; folik asit ve
L-I6kovorin ile paylasiimis bir tasiyici sistem gerektirmektedir'®.

Oysaki atilimi 6zgul baskilayicilara duyarli en az ¢ bilesik ile farkl bir
mekanizma tarafindan gergeklestirilir'’. Bu nedenle direng gelisimi MTX'in hiicre
icine alinmasinin azalmasi ya da atiiminin artmasi sonucu gergeklesir. ikinci
olarak hucre i¢ci MTX direkt etki edebilir ya da MTX’in disariya atilmayan uzun
zincirli poliglutamat turevlerine dénlsebilir™®.

MTX’in her iki formununda sitotoksik olmasina karsin poliglutamat formu
hicre icinde ¢ok uzun slre kalabilir ve onemli sitotoksisiteye yol acabilir.
Bdylece MTX'in poliglutamat formuna donismesinin azaltilmasi bir direng
mekanizmasi olabilir. MTX’in bazi timoér hucreleri tarafindan poliglutamata
donUsUimandn artmasi normal hucrelerle kiyaslaninca timorli  hacrelerin
O0limlinde artisa neden olur.

Direncin tGg¢lncli mekanizmasi hedef molekul DHFR ile ilintilidir. TGmor
hlcrelerinde mutasyon sonucu DHFR’nin MTX’e ilgisinin azalmasi, direng
gelismesine neden olur'™. Ayrica DHFR’nin asiri ifadelenmesi sonucu hiicrede
bol miktarda THF olusmasi da diren¢ gelisiminde rol oynayan onemli bir
faktordur. Direngli hicrelerde MTX'e ilgisi dusik DHFR mutantlarinin
olustuguda gosterilmigtir. MTX, hucrelere folati ve THF’i de tasiyan bir aktif
transport olayi ile girer; mutasyon sonucu bu mekanizmanin bozulmasinin da
direncte rol oynadidi deneysel timdr modellerinde gosterilmistir. Diger bir direng
mekanizmasi direncli hiicrelerde timidin sentaz aktivitesinin azalmasidir®.

4.1.3. Emilimi, dagihmi ve atilimi

MTX agiz yoluyla alindiginda %47-83 oraninda emilir. 40 mg/m®den
yuksek dozda alindiginda biyoyararlanimi ortalama %17,5’e kadar duser. Ayni
zamanda sut ve sut drunleriyle birlikte alimida biyoyararlanimini digurmektedir.
intramuskller uygulamalarda ise ortalama biyoyararlanimi %76’lara kadar
cikmaktadir. Parenteral uygulandiginda tamamiyla emilir. intravenéz bolus tarzi
uygulamalarda yarilanma émru ilacin dokuya gegis fazi olan alfa fazinda 2-8
dakika, ekskresyon ve metabolizma fazi olarak tanimlanan beta fazinda 0,9-2
saat ve hucreden salinim fazi olan gama fazinda ise 5.3-11 saattir. MTX
intravendz uygulamadan %41-51 oraninda serum proteinlerine 06zelliklede

albuminine baglanir ve sinir sistemi disinda tum vicuda yayilir. Serum MTX
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diizeyi 5x10° Molar'a (M) ulastiginda proteinlere baglanma kapasitesini asar
ve serumda baglanmadan serbest halde kalir. Normal tedavi dozunda
verildiginde serebrospinal siviya gegisi kotudur. Serebrospinal sivida terapotik
dizeyi saglamak i¢cin MTX yuksek dizeyde ya da intratekal olarak verilmelidir.
Plevral effizyon ve asit gibi UGg¢unclu boslukta toplanan sivilarada dagilim
gOsterir?"?,

Karacigerde ve hucre iginde folilpoliglutamat sentaz enzimi tarafindan
poliglutamatlara gevrilir. Az miktarda 7-hidroksimetotreksata metabolize olur, bu
maddenin suda ¢dzunurlugu 3-5 kat daha azdir. Ana maddenin %10-20’si ve 7-
hidroksimetotreksat, safra ile atilir ve enterohepatik dolagim ile yeniden emilir.
Asil olarak glomerdtler filtrasyon ve aktif tibuler sekresyon araciligiyla bobrekler
yoluyla atilir. Alinan ilacin %80-90’1 24 saat iginde degisime ugramadan idrar ile
atilir.

4.1.4. Klinik kullanimi

Akut lenfoblastik 16semi, hodgkin disi lenfoma, osteosarkoma gibi
malignitelerin yani sira, juvenil idiopatik artrit, psoriasis, psoriatik artrit, vaskulit,
wegener granulomatozu, henoch schonlein purpurasi, sarkoidoz, sistemik lupus
eritematozus, eozinofilik fasiit, crohn hastaligi, tlseratif kolit ve juvenil idiopatik

artritte gorulen Uveitte de kullanilir.

Romatoid artrit ve psoriatik artrit tedavisinde antiinflamatuar etkisi
nedeniyle kullaniimaktadir. Tumoér nekrozis faktor—alfa (TNF-a), interlokin 1-
beta (IL1-B) gibi inflamatuar sitokinler ile metalloproteinaz gibi mediatorlerin
romatoid artritte MTX tedavisi ile azaldi§i gosterilmistir®.

4.1.5. ilag Etkilegimleri

Aspirin, penisilinler, probenesid, non-steroidal antiinflamatuarlar,
sefalosporinler ve fenitoin, MTX’in renal atilimini baskilar ve toksik etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Omeprazolde MTX'in serum duzeyini arttirarak
toksik etkilerin ortaya c¢ikmasina neden olur. MTX warfarinin antikoagulan
etkisini arttirir; ilacin plazma proteinlerine baglanmasini kompetitif olarak
engeller. 5-FU’dan 24 saat dnce verildiginde ilacin antitimor aktivitesini arttirir.

Leukovorin, MTX'in toksik etkilerini engeller, ayrica antitimor etkinligini
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azaltabilir. Ayrica folik asit iceren maddeler ve L-asparaginaz, MTX’in antitimor
etkinligini azaltirlar®.

4.1.6. Toksisitesi ve Oksidatif stres

4.1.6.1. Kemik iligi supresyonu (baskilanmasi)

MTX'in baslica yiksek doz toksisitesidir. Ozellikle kétli huylu olmayan
tumorlerde, hastalarda miyelosupresyon olusmasi tedavinin ertelenmesine
neden olur. Nétropeni ilag dozuyla ilintilidir. Notrofil sayist MTX alimindan 4-7
gun sonra en duguk dizeyine ulasir ve ortalama 14. gunde normal duzeyine
tekrar doner. Trombositopeni, nétropeni ile paraleldir. Ayrica anemi kemik iligi
baskilanmasina ikincil olarak goralir®.
4.1.6.2. Sindirim sistemi hasari

Mukozit doz kisitlayici yan etkilerinden biridir. MTX tedavisinden sonraki
3-7. gunde olusur, nétropeni ve trombositopeniden dnce gerceklesir. Bulanti ve
kusma doza bagl olusur. intestinal kriptlerde apopitoz ve villéz atrofi olusur.
Goblet hicrelerindeki hasara bagl musin sekresyonunda ve bagirsak koruma
dzelligi olan proteinlerde azalma gergeklesir®. Ozellikle gastrointestinal sisteme
ait mukozit hastalarda beslenme, blyume gelisme ve yasam standartlarinda
bozulmalara sebep olacaktir.

Standart dozlarda genellikle mide bulantisi ve kusma goértilmez. Olusan
diyare bazen tedaviyi kesmeye sebep olacak kadar siddetli olabilir. MTX koliti
ya da peptik Ulseri olan hastalarda dikkatli kullaniimalidir®.
4.1.6.3. Hepatotoksisite

MTX karacigerde enzimatik bir sistem araciligiyla major ekstraselller
metaboliti olan 7-hidroksimetotreksata doniisiir?®>. MTX hticre iginde poliglutamat
formunda tutulur. MTX kullanimi ile hiicre igindeki poliglutamat formunun miktari
artar ve folik asit seviyeleri diiser. Bu da hepatosit nekrozuna sebep olur®.
Poliglutamat formunun seviyesinin artmasi intraselliler alanda ilacin varhgini
artinr. Bu mekanizmanin MTX'in hepatotoksik etkisinin sebebi oldugu
disindlmektedir?. Yiksek doz tedavide ilk 12-24 saat iginde baslayabilen
serum transaminazlari ve bilirubin duzeylerinde gecici yukseklige yol acar, 10
gun icinde normale doéner. Uzun sure ve dusuk dozda tedavi uygulanan

hastalarda da karaciger disfonksiyonu olusabilir. Uzun sureli kullanimlarda
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karaciger fibrozu ile birlikte kronik hepatoksisite ve siroz olusabilir, élumle
sonuglanabilir.
4.1.6.4. Akciger hasari

Doza bagimli olmaksizin kuru dksurukten, dispne, hipoksi, pndmonitise
ve gogus radyografisinde degisikliklere kadar degisik etkileri gorulebilir.
4.1.6.5. Uriner sistem hasari

Akut bobrek yetmezligi, azotemi ve idrar retansiyonuna yol agar. MTX ve
metabolitlerinin intratubuler ¢okmesine bagli olarak renal toksisite gelisir.
MTX’in kendisi tubdller Gzerine direkt toksik etki gosterir. YUksek dozlarda
kanamayla birlikte renal toksisite, nadiren renal tubuler nekroz ve proteinuri
g6zlenebilir?®.
4.1.6.6. Okuler hasar

Konjonktiva iltihabi, asir géz yasarmasi, katarakt, fotofobi ve gérmede
bulaniklik gorulebilir. Yuksek dozlarda nadiren kortikal kdrluk meydana gelebilir.
4.1.6.7. Norolojik hasar

intratekal tedavi sonrasinda serebrospinal sivida inflamatuar hicre
infiltrasyonu, ciddi bas agrisi, ense sertligi, nobet, kusma ve atesin eslik ettigi
akut kimyasal araknoidit gézlemlenebilir. Demans, ekstremitelerde spastisite ve
ileri evrede koma olarak kendini gosteren, intratekal MTX’ten aylar yillar sonra
ortaya c¢ikabilen kronik demiyelizan ensefalopatisi 6nemli ge¢ vyan
etkilerindendir. Yiksek doz MTX tedavisi alan hastalarin %5-15’inde gelisen,
parezi, afazi, davranigs bozuklugu ve ndbetlerin eglik ettigi akut serebral
disfonksiyon genellikle tedaviden sonraki ilk 6 gunde ortaya ¢ikar ve 48-72 saat
icinde duzelir. Tedaviden 2-4 ay sonra ortaya ¢ikan ve demans, motor parezi ile
birlikte ensefalopatinin goruldigu kronik ndrotoksisiteye de yol agabilir.
4.1.6.8. iskelet ve kas sistemi hasari

Osteoporotik kiriimalar, eklem ve kas agrilari olugabilir.
4.1.6.9. Ureme sistemi hasari

Oligospermi ve menstruel bozukluklar gérilebilir®.
4.1.6.10. Cilt hasan

Eritematéz deri dokuntuleri, kasinti, Urtiker, fotosensitivite ve
hiperpigmentasyona yol agar. Radyasyona benzer deri reaksiyonuna yol
acabilir.
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4.1.6.11. Metotreksata bagh oksidatif stres

Antikanser ilaglarla son zamanlarda yapilan toksisite ¢aligmalarinda
oksidatif stres Uzerine dikkat ¢cekilmektedir. Karaciger, bobrek, ince bagirsak ve
merkezi sinir sistemindeki MTX'in yan etki mekanizmasi olarak oksidatif stres
ayrica sorumlu tutulmaktadir?03132,

HelLa hucrelerinde mitokondride pirtivat dehidrojenaz, 2-oksogluterat
dehidrojenaz ve nikotinamid adenindinukleotid (NAD) bagimli enzimler ile
sitozolik NADP bagdimli dehidrojenazin MTX tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir. Babiak ve ark. MTX'in HelLa hicrelerinde vicudun o6nemli
antioksidani olan glutatyon seviyelerini azalttigini géstermislerdir®.

Jahovic ve ark. 20 mg/ kg tek doz MTX intraperitoneal uygulanan ratlarin
kan, karaciger, bobrek ve ince bagirsak dokularinda glutatyon seviyelerinde
azalma, inflamatuar yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz (MPO)
aktivitesinde artma ve malondialdehit (MDA) seviyelerinde belirgin artma
oldugunu bulmuslardir®.

Miyazono ve ark. MTX'in yan etkisi olarak rat ince bagirsaginda
superoksid dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitelerinde artma, indirgenmis
glutatyon (GSH) seviyelerinde azalma oldugunu goéstermigler ve MTX’in yol
actigl ince bagirsak hasarinda oksidatif stresin 6nemli roli oldugunu o6ne
strmislerdir®.

Uz ve arkadaslari benzer sekilde MTX alan ratlarin bébrek dokularinda
nitrik oksid seviyelerinde artigi bildirmislerdir®®>. Bu nedenle MTX toksisitesinden
korunmak i¢in antioksidan ajanlarla birlikte kullanmasi gerekliligi 6ne
surdlmektedir.

4.2. Sindirim sisteminin histolojik 6zellikleri

Sindirim sistemi, agizdan anuse kadar uzanan sindirim kanalindan ve bu
kanala agilan bezlerden olusur. Sindirim kanali, agiz boslugu, yemek borusu,
mide, ince ve kalin bagirsaklar ve anusi igerir. Sindirim kanalinin duvari
istisnalar disinda tunika mukoza, tunika submukoza, tunika muskularis ve tunika
seroza olarak adlandirilan dort buyuk tabakadan olusur.

Tunika mukoza; epitel ortlsu, lamina propriya ve muskularis mukozadan
olugsmustur. Lamina propriya, kan ve lenf damarlari igeren bir gevsek bag

dokusudur. Ayrica bazen bezler ve lenfoid doku icerir. Muskularis mukoza ise
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mukozayl submukozadan ayiran igte ince dairesel, dista longitudinal diz kas
hdcrelerinin  olusturdugu tabakalardan olusmustur. Muskularis mukoza
genellikle duz kaslardan olugsmakla birlikte bazi bdlgelerde ¢izgili kas igerir.
Tunika submukoza ¢ok sayida kan ve lenf damarlari ile submukozal sinir agi
(Meissner sinir pleksusu) igceren siki bag dokusundan olusmustur. Ayni
zamanda bezler ve lenfoid doku da igerebilir. Tunika muskularis ise kas
hlcrelerinin ydnune gore belirlenen iki tabakadan olusmustur. Limene yakin ig
tabakada kaslarin yonu genellikle dairesel, dis tabakada ise uzunlamasinadir.
Bu iki kas tabakasi arasinda myenterik (ya da Auerbach) sinir agi ile bag
dokusu iginde kan ve lenf damarlari bulunur. En Ustte yer alan tunika seroza ya
da adventisya tabakasi ince bir gevsek bag dokusu tabakasidir. Kan ve lenf
damarlari ile yag dokusundan zengindir. Bu tabaka mezotelyum olarak
adlandirilan tek kath yassi epitel ile oértuludur. Karin boslugunda seroza,
mezenterler ve periton ile devamlilik gdsterir. Sindirim organinin diger organ ya
da yapilara baglandigi bolumlerde serozanin yerini kalin bir adventisya alir.
Adventisya, icinde damar ve sinirlerin yer aldigi gevsek bag dokusundan
meydana gelir ancak mezotelyumu bulunmaz.

Sindirim kanalinin mukozasi bulundugu bdlgeye gore bir dlglide degisen
cesitli fonksiyonlara sahiptir. Kanalda yer alan organlarin hemen hepsinde
mukoza salgl yapma 6zelligindedir. Bu tabakadaki hucreler kayganlastirici ve
koruyucu etkisi olan mukus salgisi Uretir. Ozofagusta 6zofagiyal kardiyak
bezleri, midede mide bezleri, bagirsaklarda bagirsak bezleri ¢odu sindirimi
saglayan enzimlerden olusan c¢esitli maddeler salgilarlar. Bagirsak mukozasi bu
fonksiyonuna ek olarak emilim yapma yetenegindedir. Mukoza, icerdigi lenfoid
doku sayesinde immiinolojik korumada da rol alir. ince barsagin ileum
parcasinin lamina propriyasinin lenf folliktlleri Peyer plaklari olarak bilinir. Bu
folikUller mukozal immuan sistemin bir pargasi olarak gorev yaparlar. Muskularis
mukoza, mukozanin hareketini saglar ve bdylece yiyeceklerle olan temasini
artirir.

Ozofagus, gidalari yutaktan mideye tasiyan tiip seklinde bir organdir.
Yiizey epiteli keratinsiz cok katli yassi epiteldir. Ozofagusun bitip midenin
basladigi noktada bu epitel aniden, midenin tek katli prizmatik epiteline

doénusur. Lamina propriya diffiz lenfoid doku ve lenf follikllleri igerebilen gevsek
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bag dokusudur. Mideye yakin bélumde lamina proriya icinde mikoz salgi yapan
0zofagiyal kardiyak bezleri bulunur. Muskularis mukoza longitudinal seyirli diz
kas liflerinden olusan ince bir tabaka olarak izlenir. Submukoza kollajen ve
elastik liflerden zengin ¢ok miktarda kan damari ve lenf damari, sinir lifi ve
gangliyon hucresi iceren siki bag dokusudur. Bu doku icinde de mukdz salgi
yapan, gercek 6zofagus bezleri bulunur. Tunika muskuaris genellikle igte
sirkuler digta longitudinal seyirli kaslardan olugur. Bu tabaka 6zefagusun 1/3 Ust
bélimiinde tamamen cizgili kaslardan olusur. Ozefagusun orta boliimlerinde bu
tabakada hem cizgili hem duz kaslara rastlanirken, alt 1/3 bélimidnde sadece
diz kaslar bulunur. Tunika adventisya seroza 6zelliginde olmayan bag dokusu
Ozelligindedir.

Mide, anatomik olarak kardiya, korpus, fundus ve pilor bdlimlerinden
olusur. Histolojik olarak igerdigi bezlerin 6zellikleri farkli olan bolumler kardiya,
pilor ve fundustur. Mide duvari da genel histolojik tabakalar olan tunika mukoza,
submukoza, muskularis ve serozadan olugur. Ciplak gozle bakildiginda mide i¢
yuzandan girintili ¢ikintili oldugu go6ralur. Bu goérunumin sebebi mukoza ve
submukozanin liumene dogru yaptigi rugae adi verilen katlantilardir. Mide
epiteli, foveola veya gastrik gukurcuk denilen girintileri doser. Foveolalar dahil
batin mide ylzeyini doseyen epitelyum tek kath prizmatik epiteldir. Mide epiteli
hem 6rtl hem salgi epiteli 6zelligi gosterir. Lamina propriyada foveolalara agilan
mide bezleri bulunur. Bez epitelinde farkli histolojik ve fonksiyonel 6zelliklere
sahip bes cesit hicre yer alir. Bunlar, pepsinojen ve lipaz salgilayan esas
hlcreler, hidroklorik asit sentezleyen pariyetal hucreler, epitelin boyun
boélgesinde yerlesmis mukus salgilayan boyun mukus hucreleri, gastrin,
histamin ve somatostatin salgilayan enteroendokrin hicreler ve diger hucre
tiplerine donusebilen farklilagsmamis hicrelerdir.

ince bagirsaklar anatomik olarak duodenum, jejenum ve ileum olmak
Uzere Ug¢ bolumden olugur. Bu bolumlerin genel histolojik 6zellikleri birbirine
benzer. Ancak baskin olan fonksiyonlari ile paralel olarak histolojik 6zelliklerinde
degisiklikler gorulebilir. Ciplak g6zle bakildiginda ince bagirsaklarin limeninde
kivrimlar goralur. Plika sirkularis olarak isimlendirilen bu kivrimlar, mukoza ve
submukozanin transvers katlantilaridir. Yuzey epiteli ve altindaki lamina

propriya lumene dogru uzanarak villus denilen gikintilari olusturur. Bu yapilar
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absorbsiyon yuzeyini artirmaya yonelik olarak gelismistir. Villuslarin lamina
propriyalari, ¢ok sayida fibroblast, diz kas hicresi, plazmosit, eozinofil
granulosit ve makrofaj iceren gevsek bag dokusudur. Bu dokuda pencereli kan
kapiller agi ile lakteal olarak bilinen lenf kapillerleri yer alir. Laktealler 6zellikle
yaglarin tasinmasinda 6nemlidir. Absorbsiyon yizeyini arttiran bir baska yapi
da bagirsagin tek katli prizmatik epitelyum htcrelerinin ylzeyinde yer alan ¢gok
sayidaki mikrovilluslardir. ince bagirsaklarin yiizey alanini plika sirkllarislerin 3
kat, villuslarin 10 kat, mikrovilluslarin 20 kat arttirdigi soylenebilir. ince
bagirsaklari doseyen tek katli gizgili kenarh prizmatik epitelde iki farkli tip hiicre
bulunur. Bunlardan biri enterosit olarak bilinen absorbsiyon yapan mikrovilluslu
prizmatik hucrelerdir. Digeri absorbsiyon yeteneginde olmayip, mukozayi
koruyucu ve kayganlastirici 6zellikte mukus salgilayan goblet hicreleridir. Isik
mikroskobi duzeyinde izlenen ¢izgili kenari, enterositlerin apikal ylzlerinde yer
alan sik ve duzenli mikrovilluslar olusturur. Lamina propriyada izlenen ve
villuslar arasina agllan bagirsak bezleri tubuler bez 6zelligindedir. Bez epitelinde
yuzey epitelinde de yer alan enterosit ve goblet hicrelerinin yani sira
antibakteriyel ozellikleri ve fagositoz yetenekleri sayesinde bagirsagin normal
bakteriyel florasini kontrol eden Paneth hacreleri, polipeptid salgilayan
enteroendokrin hicreler, antijen tagiyan hucreler olan M hcreleri ve enterosit
veya goblet hicrelerine déniisebilen intermediyer hiicreler bulunur. Ince
bagirsaklarda da sindirim kanalindaki diger organlarda oldugu gibi lamina
propriyanin altinda duz kas hucrelerinden olusan muskularis mukoza bulunur.
Submukoza yogdun bir bag dokusu tabakasidir. Damar ve sinirlerden,
pleksuslardan (Meissner) zengindir. Duodenumda bu tabakada Brunner bezleri
olarak da bilinen seromukoz submukozal bezler bulunur. Salgilari duodenumu
mideden gelen asidik kimusun etkilerinden korurken, ayni zamanda pankreatik
enzim aktivitesi igin uygun ortam hazirlar. ince bagirsaklarin tunika muskularisi
icte sirkuler dista longitudinal seyirli diz kas tabakasidir. Seroza, mezotel ve
altinda uzanan ince bir bag dokusundan ibarettir.

Kalin bagirsaklar genel histolojik tabakalar agisindan ince bagirsaklara
benzer. Ancak, plika sirkularis ve villus icermemeleri yodnunden ince

bagirsaklardan farklilik gésterir®*?°.
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4.3. Mukozit

Mukozit, agiz boslugu ve gastrointestinal kanalin mukozasindaki gesitli
nedenlerle olusan zedelenme ve gelisen inflamatuar reaksiyon olarak
tanimlanir.  Agizdan baglayarak tum gastrointestinal kanal boyunca
gorilebilir™38.

Mukozit, sitotoksik KT ve RT uygulamasi sonrasi olgularda goértlen en
sik ve en agir yan etkilerden birisi olup tedaviye bagli ortaya ¢ikan akut toksisite
icerisinde 6nemli bir yer tutar. Hafif hassasiyetten ¢ok sayida birlesik Ulserlere
ve kanamali lezyonlara kadar degisen genis bir yelpazede olabilir. Genellikle
agri, kanama, Ulserasyon, agiz kurulugu, tat degisikligi ve beslenme bozuklugu
gibi semptomlar birbirini izler. immiin sistemi baskilanmis olgularda mukozit gibi
epitelyal butlinligin bozuldugu bu bdlgeler enfeksiyon ajanlarinin vicuda girig
noktasini olusturur. Sivi ve besin aliminin agrili, yetersiz olmasi sonucunda
dehidratasyon ve malnutrisyon goézlenir. Mukozitte agri yaninda psikososyal
sonuglarda 6nemlidir. Konugsma ve iletisim zorlagir. Depresyona egilim vardir.
Mukozit hastanin rahatini, beslenmesini, konusmasini, gulimsemesini,
iletisimini kisacasi yasam kalitesini bozan onkolojik tedavinin zamaninda
devamini engelleyen ve dolayisiyla sag kalimi etkileyen onemli bir klinik
sorundur®.

Onkolojide mukozitin  dneminin anlasilmasi ve olgularin yasam
kalitelerindeki degisimlerin gbzlenmesi Uzerine Ozellikle molekiler dizeyde
patolojisinin daha iyi anlasiimasi, sikhginin belirlenmesi, tim merkezlerce
kullanilabilecek standart tanimlamalarda bulunulmasi ve uygun tedavi
Onerilerinin belirlenmesi planlanmistir. Bu amagla son yillarda ¢ok merkezli,
birgok disiplinin isin igine girdigi ¢alisma gruplari olusturulmaktadir. Oral Mukozit
Denetimi (POMA: Prospective Oral Mucositis Audit), Cok Uluslu Kanserde
Destek Tedavi Birligi (MASCC: Multinational Association of Supportive Care in
Cancer), Uluslararasi Oral Onkoloji Dernegi (ISOO:International Society for Oral
Oncology), ingiltere Cocukluk Cagi Kanser Calisma Grubu ve Pediatrik Onkoloji
Hemsire Forumu Mukozit Calisma Bolumi (Mucositis Study Section,
UKCCSG/PONF (United Kingdom Children’s Canser Study Group / Pediatric

Oncology Nursing Forum), agiz bakim grubu gibi c¢alisma gruplari
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olusturulmustur . Bu gruplar tarafindan olusturulan protokoller ve oneriler ile
basarili tedavi modaliteleri hedeflenmektedir.
4.3.1. Mukozit patofizyolojisi

Son yillarda artan aragtirmalar ve gozlemler mukozit patofizyolojisinin
¢ok karmasik oldugunu gostermektedir. Epitel ile mukozayi olusturan butin
diger hicreler arasindaki dinamik etkilesim anlasiimaya baglamistir. Onkolojik
tedavi alan bir hastada 6nce KT veya RT’nin dogrudan etkisi ile bazal epitel
hicrelerinde DNA sarmali kirilir. Boylece doku hasari ve hicre oluma
gergeklesir.

DNA zedelenmesi diginda serbest oksijen radikalleri (SOR) ve araci
molekul olusumu gibi dolayli mekanizmalarda doku hasari ve hucre dlimunde
rol alr*®*4  SOR endotelde, fibroblastlarda, makrofajlarda ve epitel
hlcrelerinde Nuclear Factor kappa B (NF-kB) ve Nuclear Respiratory Factor 2
(NRF-2) gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eder. NF-kB sitokinler, radyasyon,
antineoplastik ilaglar gibi hicre digi uyarilara maruz kalan hicrelerin yok
edilmesini belirleyen genlerin aktivasyonunda etkilidir. NF-kB aktivasyonu hem
pro-apoptotik hemde anti-apoptotik yolaklari etkiler. NF-kB uyarimi yapan birgok
faktor vardir. Bakteri ve bakteri duvari Grunleri, virUsler, inflamatuvar sitokinler
(IL-1,IL-2,1L-12,IL-15,IL-17,IL-18, TNF-a), buyume faktorleri, sitotoksik ilaglar,
radyasyon, sok ve hiperglisemi NF-kB aktivitesini arttirlar. NF-kB aktivasyonu
pro-apoptotik mekanizmalari tetiklediginde hem timér hicre 6lUumi hem
mukozaya toksik yan etkiler artmaktadir*'****. Makrofajlar TNF-a, IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinler yaparak doku hasarini ilerletirler. TNF-a, NF-kB ve
sifingomyelinazi aktive ederek mukozada daha fazla hicre 6limune neden olur.
Ayrica dogrudan veya dolayl epitel kdk hlcre harabiyeti olustukga yenilenme
kapasitesi kaybedilir. Sonugta epitel incelmeye baslar. Atrofi, mukozal incelme
ve Ulserasyon birbirini izler.

4.3.2. Mukozit gorulme sikhgi

Oral ve gastrointestinal mukozitin gorilme sikligi tam olarak
bilinmemektedir. Mukozit gortulme sikliginin arastirildigi ¢calismalarda genellikle
ayni protokolli almis hasta gruplar icin mukozit oranlari bildirilmistir. idame

tedavilerinde %10°’dan az, primer tedavilerin agirligina gére %40-80, kok hucre
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transplantasyonunda ise en az %80 oraninda mukozit goéraldagu
bildiriimektedir*.

Erigskin kanserlerinde standart protokoller i¢cin mukozit sikhdr %40-70
olarak verilmektedir. Cocukluk ¢agi i¢in rakamlar belirsizdir. Cocukluk cagi
kanserlerinde erigkine gére 3 kat fazla oral mukozit gézlendigi bildirilmistir*.
Son calismalarda oral mukozitin kanserli c¢ocuklarda 9%52-80 oraninda
gorildigi bildiriimektedir®®. Buna karsin gocukluk yas grubunda tedaviye bagli
intestinal mukozit gérulme sikligina ait guvenilir veri yoktur. Bu durum sorunun
gercgek klinik boyutunu gizlemektedir. Orointestinal mukozitin gergek sikliginin
iyi bilinmemesi gunluk uygulamalarda mukozit sorunun gerekenden az dikkate
alinmasina neden olmaktadir.

4.3.3. Mukozit gelisiminde risk faktorleri

Mukozit onkoloji pratiginde sik gbézlenen bir sorundur. Her hastada
mukozit riski ayni degildir. Oral ve intestinal mukozit gelisimine etkili faktorler
hasta kaynakli ve tedavi kaynakli olmak Gzere ikiye ayrilir.
4.3.3.1. Hastaya ait risk faktorleri

Yas, cinsiyet, agiz saglhig! ve hijyeni, tukruk salinim fonksiyonu, bireye ait
genetik faktorler, timor tipi ve yerlesim yeri, eslik eden diger hastaliklardir.

Cocuk olgularda muhtemelen ylksek hicre dongusl nedeniyle daha agir
ve daha sik mukozit deneyimi oldugu goézlenmistir. Yirmi yastan 6nce ve 50
yastan sonra mukozit riski artar. Erigkin yas grubunda kadinlarda mukozitle
daha sik karsilasilmasina karsin g¢ocukluk ¢aginda cinsiyete ait herhangi bir
farklilik g6zlenmemektedir*®4%47.

Malnutrisyon, periodontolojk sorunlar, kotl adiz hijyeni ve yetersiz tukrik
fonksiyonu oral mukozit gelisimini arttiran etmenler olarak belirlenmistir. TUkruk,
epiteli kaplayan bir 6rtl olarak bakterilere ve gevresel faktorlere karsi koruyucu
bir katman olusturur. Yapisinda lizozim, laktoferrin, salgisal immunglobulinler
gibi biyolojik aktif molekiller bulundurur. Bu koruyucu faktorlerin azalmasi
nedeniyle tikrik yapimi az olan hastalar mukozit gelisimine daha duyarhdir®®.

Cesitli galismalarda olgularin mukozit gelisimi igin genetik olarak yatkinlik
tasiyabilecegi ya da kematerapétik ajanlara verilen farmakodinamik cevaplarda
genetik farkliliklar olabilecegi gosterilmistir*®. Bu nedenle ayni kemoterapotik

ajanlarla tedavi edilen olgularin bir kisminda mukozit gelisirken digerlerinde
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gelismemekte ya da olusan mukozit degisik siddetlerde olabilmektedir. Genetik
yatkinhdin en ¢ok arastirilan érneklerinden biri MTX tedavisi alan hastalarda
5,10-metilentetrahidrofolat reduktaz(MTHFR) genindeki (C677T) polimorfizmdir.
Bu polimorfizme bagl olarak MTX kullanimi sonrasinda degisik derecelerde
mukozit gelisir®®. MTHFR TT genotipinde MTHFR aktivitesi daha diisiiktiir ve
mukozit dogal genotipe gére daha agir seyreder*®.

Kanserin tipi ve tumodrin yerlesimi mukozit gelisim riskini etkileyen
faktorler arasindadir. Bas-boyun vyerlesimli yumusak doku sarkomlari,
nazofarenks karsinomu, hodgkin disi lenfoma mukozit riskinin daha yuksek
oldugu gruplardir®*#2%,

Eslik eden saglik sorunlarida mukozit gelisme riskini artirabilirler. Bobrek
veya karaciger fonksiyonlarinda bozulma olmasi hastada ila¢ eliminasyonunu
engelleyerek mukotoksik etkiyi arttirir. Ayrica agizdan soluk alan gocuklarda ve
maske ile oksijen alan olgularda mukoza kolaylikla gelisir ve mukozit daha kolay
olusur.
4.3.3.2. Tedaviye ait risk faktorleri

Olgunun aldigi kemoterapdtik ilaglar, ilag dozu, ilag sikhgi, es zamanl KT
ve RT almasi, RT bolgesi, hematopoetik kdk hiicre nakli ile nakil tipidir.

KT protokolindeki ilaglar ve dozlan ¢ocukluk ¢agi kanserlerinde tedaviye
bagh mukozit riskini belirleyen en onemli faktorlerdir. Standart doz KTlerde
mukozit orani daha dusuktur. Hodgkin lenfomada ABVD KT protokolu ile
mukozit riski %3, hibrit protokollerde %8 dir. Akut myeloid I6semide kullanilan
fludarabin ylUksek doz sitarabin ve granulosit koloni uyarici faktérden olusan
FLAG protokoliinde mukozit gelisim riski %70 dolayindadir %442,

Mukozit yapici etkileri en fazla olan kemoterapdtikler timidin sentetaz
inhibitorleri, topoizomeraz Il inhibitérleri, primidin analoglari, purin analoglari,
yuksek dozlarda alkilleyici ajanlar ve antrasiklin grubu ilaglardir. Bu grup ilaglar
arasinda sitozin arabinozid, sisplatin, daunomisin, doksorubisin, etoposid,
taksol, vinkristin, vinblastin, bleomisin ve melfalan NF-kB uyarimi yaparak
mukozit gelisimine neden olurlar®®.(Tablo 2) MTX NF-kB baskilanmasina yol
acarak antiinflamatuar etkinlik gosterir. MTX ayni zamanda hem oral mukozada,
hemde ince bagirsak mukozasinda hasar yapmaktadir. MTX intestinal

hlcrelerde apoptozise neden olurken goblet hicrelerinde de yikima neden olur.
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MTX'in ayrica TNF yapimini arttirmasinin yaninda T lenfosit ve makrofajlarin
sayisini arttirdigida gdsterilmistir®.

Yuksek doz KT uygulamalarinda mukozit sikhgr daha fazladir. KT'ye
ikincil mukozitlerde kur sayisi artttkga mukozit olasiligi da artmistir. Bolus
inflzyon tarzinda kullanilan ilaglarda mukozit riski uzun sureli inflizyonlara ya da

diisiik dozda tekrarlanan ilaglara gore daha ylksektir®.

Tablo 2: Mukozite neden olan kemoterapotik ajanlar

Alemtuzumab Bleomisin L-asparaginaz Siklofosfamid  Sitarabin Bustlfan
Dositaksel Doksorubisin  Kapesitabin Florourasil Gemsitabin Karboplatin
Gemtuzumab  Hidroksitre Daunorubisin  Idarubisin interlokin 2 Epirubisin
Lomustin Melfelan Etoposid Mitomisin Mitoksantron Irinotekan
Oksaliplatin Paklitaksel Methotreksat  Pentostatin Prokarbazin Mekloretamin
Topotekan Trastuzumab Pemetrksed Vinblatin Vinkristin Tiotepa
Tretinoin

RT alan hastalarda mukozit riski artar. Bu risk RT nin uygulandigi alana,
toplam doza ve ginlik fraksiyona gére degisim gdstermektedir®*. Gunlik RT
dozlari ya da fraksiyonu artarsa mukozitin siddeti alinan doza ve fraksiyon
sayisina paralel olarak artis gosterir. Oral mukozit 40 gray (Gy) dozda
belirginlesirken 50 Gy dozunu asan dozda RT tukruk bezlerinde kalici hasara
neden olur. Bas boyun bolgesine alinan RT de agiz mukozasi, tukrik bezleri ve
damarlar etkilenir. Bag boyun bdlgesi kanserleri nedeni ile RT alan yetigkinlerde
ve kok hicre transplantasyonu nedeni ile total vicut isinlanmasi yapilan
hastalarda mukozit orani yiiksektir®>. Mukoza komplikasyonlarinin en agir grubu
kok hucre transplantasyonu yapilan hematolojik onkolojik vakalardir. Allojenik
kemik iligi transplantasyonunda otolog nakillere oranla daha yiksek mukozit
tanimlanmigtir. Oral mukozitin kOk hicre transplantasyonu yapilan hastalarda
sagkalimi kisaltan bir faktor oldugu bilinmektedir.

4.3.4. Mukozitin klinik 6zellikleri
Mukozal bariyerin yikilmasi olan mukozit KT ve RT etkisi ile baglica agiz

ve gastrointestinal kanalda goruliir*®*#.
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Mukoza hasarinin derecesine ve yerlesimine gore klinik bulgular farkhlik
gosterir. Oral mukozitte erken klinik belirtiler KT uygulamasini izleyen 4-8.
gunlerde eritemle baglar, 7-14 gunde biter. Sert damak ve gingiva KT
mukozitlerine direngli iken RT mukozitleri gingiva, dil kdku, ve sert damakta
keratinize epitel alanlari dahil butiin oral mukozada belirti verebilir.

Bas boyun RT’si alan hastalarda 10 Gy dozda ilk bulgular olusur, hasta
yanma tanimlar. Oral mukozitin ana bulgusu agri ve yutma gucligudur, fizik
bakida en hafif olarak mukoza eritemi ve atrofi gorulir, bu dénemde besin
alimina bagl yanma hissi mevcuttur®®*?*®. Lezyon ilerledikge mevcut olan agri
siddetlenir. Olgular baslangi¢ta sulu ve yumusak gidalar alabilirler. Sert
baharatli yiyecekleri tolere edemezler. Bulanti, kusma ve tukrik salgisi artar.
Agiz icinde fibrindz yalanci membranlar olusurken enfeksiyon tabloya eklenir.
Daha agir mukozitte narkotik analjezik gereksinimi gosteren giddeti agri
olusabilir.

Ulserler KT’nin 7-10. giininde, RTnin ise 30 Gy dozunda baslar.
Kanama, beslenememe, tikrik azalmasi ve konusamama siddetli oral
mukozitte gorultr. Agir mukozitte sepsis riski Gnemli sorundur.

Klinik ve semptomatik dizelme KT mukozitlerinde inflzyon bitiminden 3
hafta sonra, RT mukozitlerinde tedaviden 2 hafta sonra baglar. Kok hucre
transplantasyon alicilarinda mukozitli giin sayisi, antibiyotik gereksinimi, opioid
ihtiyaci ve total parenteral beslenme geregi ila¢g dozlarina bagli olarak diger KT
protokolleri alan olgulara gére daha fazladir®®*"#,

Agiz, 6zefagus ve rektum mukozasi onkolojik tedaviden sonra bir hafta
kadar batunliGga suardurebilir. Toraks, bas boyun RT’si alan olgularda akut
radyasyon 0Ozefajiti gorulebilir. Ayrica MTX, 5-FU, taksan grubu ilaglar 6zofajite
neden olurlar. Bu tabloda agrili yutma ve retrosternal agri baslica bulgulardir™.

Bu belirtiler KT baslangicindan itibaren ilk birkag gun igerisinde ortaya
cikabilirse de genelde KT bittikten sonra godzlenir. Epitelde incelme ve
Ulserasyon olugur. Lamina propriyadaki bag doku htcrelerinin ¢ogalmasinda
meydana gelen dedisiklik sonucunda vaskuler gegirgenlik ve inflamatuar hucre
birikiminde artis meydana gelir. Fibroz dokuda iskemi olugur.

intestinal epitelde hasar daha hizli gelisir. Bulanti, kusma, ishal, karin

agrisi agirhkli semptomlardir. Hipermotilite ve diyare KT verilmesinden itibaren
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yaklasik 3. gunde baglar. KT'ye ikincil intestinal mukozitlerde geri emilim ylzeyi
hasarlandigindan asiri sivi ve elektrolit kaybi olabilir®*®°,

intestinal mukozit oral mukozitten daha énce baslar ancak daha erken
geriler. Bu semptomlara ek olarak gastrointestinal sistemde obstruksiyon,
perforasyon ve enfeksiyon ile komplike olabilir’ .

Tum sitotoksik ilaglar kript hucrelerinde apopitoza ardindan kript
hipoplazisine ve sonrasinda da tepkisel kript hiperplazisine neden olurlar. ince
bagirsaktaki epitelyal kdk hucreler KT sonrasi hasara ugrarlar ve 6zgul hicre
gruplarina bolunemez ya da farklilasma gostermezler. Boylece vill6z mukoza
yenilenemez dolayisiyla hizla yapi ve fonksiyon kaybina ugrar®’.

Mukozit ince bagirsakta kolona gore daha belirgindir. Bunun sebepleri
arasinda ince ve kalin bagirsakta belirlenen pro ve antiapopitotik proteinlerin
farkli olmalari ile ince bagirsak ve kolondaki kok hucrelerin yerlesim yerlerinin
farkli olmalari sayilabilir. Cogu olguda RT’nin kesilmesinden 2-3 hafta sonra,
veya KT’den 2 hafta sonra kendiliginden iyilesme olur. Abdominal RT‘den sonra
6 aydan 3 yila kadar bagirsak semptomlari surebilmektedir. Sonug¢ olarak
mukozitin olusumu kanser tedavisinin tipi, segilen ilaglar, doz ve zamanlama ile
iligkilidir®®-545558

Kolon Uzerine etkili oldugu gosterilen kemoterapdtik ajan irinotekandir.
Kript hdcreleri apopitoza ugrar ve hipoplazi gelisir. Lamina propriyada
mononukleer hicre infiltrasyonu ve eozinofillerde artis gorullr. Epitelin
kolumnar yapisi degiserek kubik bir hal alir. Goblet hicreleri azalir ve mukus
salgisi artar. Sonu¢ olarak tim bu degisiklikler sonucunda ishal goéraltr. KT
disinda batina uygulanan RT’de benzer degisikliklere neden olur.

4.3.5. Mukozitin tani kriterleri

Gastrointestinal mukozitin degerlendirilmesi, belirti ve bulgularin ortaya
cikmasi ve bunlarin sikligina baglidir. Kemoterapotik ajanlardan 5-FU, MTX,
irinotekan, taksanlar ve monoklonal antikorlar diyareye neden olurken; vinka
alkoloidleri, platinumlar, talidomid konstipasyona yol acgarlar.

4.3.6. Mukozit evreleri

Mukozit dinamik ve devamli bir streg olup 5 patobiyolojik evreden olusur.

Bunlar; baslangi¢, hasara yanit ve mesaj olusumu, sinyal c¢ogalmasi,

Ulserasyon ve iyilesme donemleridir (Tablo 3) #'42434%,

29



Tablo 3: Mukozit evrelemesi

Biyolojik Evre

Tanimlama ve yorumlar

Evre 1: Baslangi¢

Bazal epitelde DNA hasari ve serbest oksijen
radikalleri olusumu sonucu submukozada hiicre ve
damarlarda hasar olusumu meydana gelir

Evre 2: Upregulasyon ve haberci uretimi

Apoptoz ve inflammatuar sitokinlerde artis olusur.

Evre 3: Sinyalizasyon ve Amplifikasyon

inflamatuvar sitokinler doku hasari olusturur ve
sinyalizasyonu arttirirliar.

Evre 4: Ulserasyon

Mukozal butinlidin bozulmasina bagh c¢ok agril
lezyonlar olusur, bunlar da bakteri, virus, mantar igin
giris yolu olusturur.

Evre 5: iyilesme

Mukozal butinligu olusturmak icin epitel hticrelerinin
¢ogalmasi, farklilasmasi ve gogl meydana gelir.
Mukozit azalmis mutlak nétrofil sayisi ile birliktelik
gOsterir

Histolojik olarak 5 farkl evreden olugsan mukozit klinige farkh siddette

yansimakta ve ayni kemoterapodtik ajan her olguda farklh klinik bulgular

vermektedir. Bu Klinik farklilk igin Amerikan Ulusal Kanser Enstitisinun

toksisite kriterleri kullaniimaktadir (Tablo4-5)%.
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Tablo 4 : Radyasyona Bagli Olmayan Mukozit icin Amerikan Ulusal Kanser

Enstitisi’nun Genel Toksisite Kriterleri-1

Yok

Yok

Yok

Yok

Yok

Yok

Yok

Hafif  disfaji,
normal yemek
yiyebilir

Adrisiz
Ulserler, eritem
veya hafif agri

Yemek yiyebilir

Tedavi
oncesine gore
24 saat iginde
1 atak

Disfaji, yumusak

ve plre
kivaminda ve
SIvI gidalar
alabilir

Agrili eritem,
odem veya
Ulser fakat
yiyebilir ve
yutkunabilir
Medikal

miidahale veya
cerrahi
gerekmeyen
tedavi

Abdominal agdri,
mukus veya kan
icerikli gayta

Oral alim
belirgin  olarak
azalmistir

Tedavi 6ncesine
gore 24 saat
icinde 2-5 atak

Iv hidrasyona
ihtiyac duyan
disfaji

iv hidrasyon
ihtiyaci olan

agrili eritem,
o6dem veya Ulser

Hospitalizasyon
veya cerrahi
ihtiyaci

Abdominal  agri,
ates, bagirsak
hareketlerinde
degisiklik, ileus
veya peritoneal
bulgular,radyolojik
olarak veya
biyopsi ile tani
koyma

Agizdan alim

yoktur, iv  sivi
ihtiyaci vardir

Abdominal  agri,

diyare, ates,
radyolojik

olarak veya
biyopsi ile tani
koyma

Tedavi Oncesine
gore 24 saat
icinde 6 veya
daha fazla atak
veya iv. s
ihtiyaci

Tam obstriiksiyon
(tGkurugund  yutamaz)
enteral veya parenteral
nutrisyon ihtiyaci, veya
perforasyon

Agir Ulserasyon,
parenteral veya enteral
nutrisyon destegi veya
profilaktik entubasyon

Hayati tehdit eden
kanama,acil cerrahi
midahale

Perforasyon veya
cerrahi miidahale
gerekliligi veya toksik
megakolon

Perforasyon, kanama
veya nekroz veya
hayatr  tehdit eden
diger komplikasyonlar;
cerrahi miidahale
gerekir

Parenteral  nutrisyon

ihtiyaci, yogun bakim
gerekliligi,hemodinami
k sok
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Tedavi 6ncesine
gore 24 saat
icinde 4’ten az

gaita ¢ikisl

Tedavi 6ncesine
gore kolostomi

getirisinde  hafif

kivamsiz, sulu
artis
>5-< 10 mlkg

gunlik diyare

Diyette
modifikasyon,
gaita  kivamini
yumusatan

ajanlar

Enstitisi’nun Genel Toksisite Kriterleri-2

Gunluk 4-6 kez
gaita cikisi veya
gece gaita ¢ikisi

Tedavi o6ncesine

gére  kolostomi
getirisinde  orta
dereceli kivamsiz,
sulu artis; normal
aktiviteyi

kisitlamaz

>10- <15 ml/kg
gunlik diyare

Laksatifgerekliligi

Aralikli,
miidahaleye
gerek yok

Glinde 7'den fazla
gaita
cikisl,inkontinans,
dehidratasyon
acisindan
parenteral destek

ihtiyaci
Tedavi Oncesine
gore kolostomi

getirisinde agir
dereceli kivamsiz,
sulu artig;normal

aktiviteyi kisitlar

>15 ml/kg gunlik
diyare

Opstipasyon, elle
veya lavman ile

bosaltma ihtiyaci

Cerrahi olmayan
mudahale

gerekliligi

Tablo 5. Radyasyona Bagli Olmayan Mukozit igin Amerikan Ulusal Kanser

Yogun bakim
gerekliligi,
hemodinamik
sok

Yogun bakim
gerekliligi,
hemodinamik
sok

Obstruksiyon
veya toksik

megakolon

Cerrahi
midahale
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4.3.6.1. Baglangi¢ evresi

Mukozite neden olan birincil olay kemoterapdtik ajanlarin ya da
radyasyonun uygulamasini takiben oksidatif stres sonucunda hizli doku
zedelenmesidir. SOR olusur. SOR direkt olarak ya da NF-kB gibi hasara yol
acan ikincil araci molekulleri uyararak hicre ve dokulara hasar verir. Bu
asamada mukoza tamamen normal gorinimdedir. Endotel ve epitel
hicrelerinin etkilenmesi ile dongu devam eder (Resim 2).
4.3.6.2. Hasara yanit ve mesaj olugsumu evresi

SOR DNA hasarina yol acgarak tum hicre klonunun élimine yol agar.
Ayni zamanda p53 ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerini dogrudan uyarabilir.
NF-kB mukozit olusumunda anahtar 6zellige sahiptir. NF-kB RT, KT, enfeksiy6z
ajanlar, fizyolojik stres ve inflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilir.

NF-kB aktivasyonu 200’den fazla genin regulasyon artigi ile sonuglanir.
Bu gen UrUnlerinin gogu mukoza uUzerine toksiktir. NF-kB pro apoptotik ve anti
apoptotik yolaklara da etki eder. Bax geni aktivasyonu ile mukoza hucrelerinin
oluma hizlanir.

NF-kB artisi proinflamatuar sitokinlerin yapimina yol agar bu da bag doku
ve endotelde erken hasari tetikler. RT ve KT etkisiyle hicre zarinda bulunan
sfingomyelin, sfingomyelinaz ve seramid sentaz araciligi ile hidrolize olur.
Fibroblast yikimi olur. Fibronektin ve metalloproteinazlarin salgilanmasi artar
bunun sonucunda kollajen yikimi ve epitel bazal membraninda pargalanma
gerceklesir. Sonugta bltin mukozada doku zedelenmesi ve apoptozis

gergeklesir (Resim 2) %°.
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Resim 2: Mukozit baslangi¢ ve hasara yanit mesaj olusmasi evreleri

4.3.6.3. Sinyal ¢cogalma evresi

KT ve RT’nin baslangi¢ta olusturdugu saldiriya bagl salinan haberci
molekuller pozitif geri bildirimde bulunarak doku hasarini arttirir. Bu dénemde
birincil doku hasari sonunda pek ¢ok gen ve biyolojik olarak aktif proteinler
tetiklenmistir. Bu proteinler submukozada birikirek doku zedelenmesini strdurdr.
Kaspaz, mitojen etkinlestiriimis protein kinaz (MAPKA) ve siklooksijenaz 2,
tirozin kinaz yolagi ile NF-kB baglantili transkripsiyon faktorlerini aktive eder.
Proinflamatuar sitokinler, proapoptotik yolak ve NF-kB ile etkileserek mukozit
siddeti ve suresini arttir. Dokudaki biyolojik karmasa sonucunda mukoza

bUtlinltigu bozularak Ulserlesme baglar (Resim 3) %.
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Resim 3: Haberci sinyallerin gogalmasi

4.3.6.4. Ulserlesme evresi

Mukoza butinligunian bozulmasi, yerel bakteri kolonizasyonu ve bakteri
hicre duvari drunlerinin submukozal nifuz etmesi sonucunda mukozal
lezyonlar gelisir. Bu donemde mononukleer hicre birikimi olurken
proinflamatuar sitokin salinimi devam etmektedir. Histolojik olarak agizda
fibrin6z eksuda igeren Ulserler, ince bagirsakta kript ve villus atrofisi, goblet
hiicre sayisinda azalma gérulur. Ulser gelisimi ile birlikte submukozaya
gecen bakteriyel Urlnlere bagli olarak makrofajlardan proinflamatuar sitokin

salinimi devamlilik gosterir (Resim 4)%.
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Bakteriyel kolonizasyon

Hiicre duvarinda bulunan aktive makrofajlar

IL-1B, IL-6, TNF(I

Resim 4: Ulserlesme

4.3.6.5. lyilesme evresi

Mukozanin iyilesme donemi submukozada hicre digi matriks ve
mezankim hdcrelerinin uyarilari ile baglar. Epitel hicreleri hasarli alanlara gog
ederek yuzeyi kaplar, ¢ogdalip farklilagsarak mukoza yeniden yapilandirilir. Bu
surecte Epidermal Growth Faktér Beta (EGF-B), Transforming Growth Faktor
alfa (TGF-a), IL-1p, interferon alfa (IFN-a) gorev almaktadir. Bu yapilanma ile
iyilesme evresi tamamlanmasina karsin mukoza zedelenmeden &nceki
durumuna tamamen dénemedigi icin yeni bir hasara ¢ok daha duyarli hale gelir.
4.3.7. Mukozitin sonuglari ve maliyeti

ileri derecede mukoziti olan hastalarin % 35’inde bir sonraki KT dénguisi
gecikir. Hastalarin yaklasik % 60’inda doz azaltimina giderken yine yaklagik %
30’'unda tedavi kesilir. Standart doz KT almakta olan ve agir mukozit gelisen
hastalarin  yaklagsik  %70’inin  yeterli nutrisyonu saglayabilmek igin
nazogastrik/nazoduodenal tup ile beslenmesi gerekmektedir. Bu hastalarin %

60’'Inda ates ve sonrasinda hastaneye yatis ihtiyaci gelismektedir.
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Yuksek doz KT alan hastalarda ise nazogastrik/nazoduodenal tup ile
beslenme orani % 87’ye ¢ikmaktadir ve bu hastalarin % 80’nin opioid analjezik
ihtiyaci olmaktadir®.

Mukoziti olan hastalarin % 4’Unde gastrointestinal kanama gelisirken bu
oran mukozit olmayan hastalarda % 1’den daha azdir. Gastrointestinal mukozit
olan déngiilerde 3 kat fazla enfeksiyon gelistigi gérilmustir®'. Tedavi esnasinda
gelisen mukozit ekonomik agidan da 6nemlidir. Grade 1-2 mukozit her tedavi
déngisiinde 2725 $’'a mal olurken bu tutar Grade 3-4 icin 5565 $'dir®".

Agir gastrointestinal mukozit gelisen hastalarin KT esnasinda hastanede
yatis suresi mukoziti olmayanlara gére ortalama 8.2 giin daha fazladir®" %,

4.3.8. Mukozitin 6nlenmesi ve tedavisi

Klinik 6neminin anlagiimasina ragmen halen mukozitten korunma ve
tedavi igin standart bir yaklasim yoktur. Oral mukozitin dnlenmesi ya da
hafifletiimesi dncelikli bir konudur.

Destek bakim, agiz hijyeninin saglanmasi, agiz saghginin periyodik
kontroli ve hasta egitimi mukozitten korunmada en 6nemli basamaklardir.
Degerlendirme ve izlem icin objektif oral mukozit Olcekleri gereklidir. Bu
Olceklerin olusturulmasi igin birgok ¢alisma grubu olusturulmustur. Olusturulan
her 6lgegin birbirinden farkl sinirlamalari ve tutarsizliklari nedeni ile gegerli bir
degerlendirme 6l¢edi halen bulunmamaktadir.

Mukozitin  6nlenmesinde en etkili yontem duzenli agiz bakimi
yapiimasidir. Temel bakim disinda mukozit proflaksisi i¢in hem topikal hem
sistemik pek ¢ok ilag veya dogal madde uygulanmistir ¢,

Mukozitten korunma ve sagaltim uygulamalarinin ¢ogu tek merkez
deneyimi seklindedir. Etkinligi kanittanmamis, ancak yararli olmasi mumkun
olan yaklasimlar genis bir grubu olusturmaktadir. Klinik ¢alismalarin gogunda
rastgele secimle yapilmamig, ileriye donik olmayan, cift koér calismalarin
olamamasi, yetersiz hasta sayisi, metod hatalari, zit veriler nedeniyle bu

calismalardan elde edilen verilerin kullanimi sinirlidir*®¢%¢¢,
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4.3.8.1. Oral mukozitten koruyucu yaklagimlar

Mukozitten korunmak ve tedavi amaciyla birgok ajan kullaniimaktadir.
Polimiksin, amfoterisin B, Tobramisin gibi antibiyotikli pastiller, klorheksidin,
povidon iyodin, hidrojen peroksit (H202) gibi antimikrobiyal ilaglar, granulosit
koloni uyarici faktor (G-CSF)/ granulosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-
CSF), biyolojik cevap degistiriciler, TGF-3, Palifermin (Keratinosit blyime
faktori-1(KGF-1)) gibi buyume faktorleri, benzidamin hidroklortr, papatya suyu,
zerdagal (curcumin) gibi antiinflamatuar maddeler, sukralfat, glutamin,
prostoglandin E2, vitamin E, allopurinol, amifostin, N-asetil sistein gibi hicre
koruyucular kullaniimaktadir. Ayrica propantelin, pentoksifilin, difenhidramin,
pilokarpin, siklooksijenaz 2 inhibitorleri, kriyoterapi ve dusuk enerjili laser de bu
amagla kullaniimaktadir. Bunlarin disinda alternatif yontemler olarak dogal bal,
aloe vera da tedavi ve korunma amaciyla denenmektedir.
4.3.8.2. Antimikrobiyal ajanlar

Topikal antibiyotikler ve antiseptik solUsyonlar en ¢ok arastirilan gruptur.
Polimiksin, tobramisin, ve amfoterisin B (PTA) igceren pastiller, flukonazol ve
protegrin gibi bircok madde koruma amagli olarak uygulanmistir. Meta
analizlerde PTA igeren pastillerle yapilan calismalarda RT alan bas boyun
kanseri olan olgularda bolgesel olarak mukoziti kontrol ettigi ancak daha genis
ve iyi kurgulanmis calismalarla bu etkinin gosterilmesi  gerektigi
saptanmigtir®”859,

Kok hucre nakli yapilan hastalarda mukozit icin 6nleyici antibiyotik
kullanimi dnerilmektedir. Iseganan oral ¢alkalama 6nerilen antibikrobiyal bir
ilactir. Iseganan kullaniminin plasebodan farkli bir etki gdostermedigi de ortaya
konulmustur®. Oral povidon iyodin ve H,O» yeni granulasyon dokusu olusurken
hicre buyumesini baskilar. Ancak mukozitte etkinligi gosterilememigstir. Agizda
kolonizasyonu azaltma amaci ile halen klorheksidin kullanimi vardir®®. Mukozit
tedavisinde klorheksidin ile yapilmig plasebo ya da tedavisiz olgu gruplarinin
arastinldigi calismalarin meta analiz sonucunda klorheksidinin mukozitten

koruyucu etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir®’.
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4.3.8.3. Bliyume faktorleri ve sitokinler

G-CSF ve GM-CSF dermis ve submukozada makrofaj ve noétrofil artisina
yol acar. Endotel hicrelerini ve keratinositleri uyarabilecekleri dusunulmustar
46,53,70,71 .

Meta analiz sonuglari G-CSF kullaniminin RT alan bas boyun kanserli
olgularda ciddi mukoziti dnlemede zayifta olsa etkisi oldugunu ortaya koyarken
GM-CSF kullaniminin plasebo ya da tedavisiz olgularla kargilastirildiginda
arada bir farklilik olmadigini géstermistir®”.

Palifermin rekombinant insan KGF’si yapisindadir. KGF mukoza
batinliglu saglanmasinda ve zedelenmelerden sonraki iyilesme slrecinde Kilit
rol oynar. Hayvanlarda epitel dokunun yenilenmesini hizlandirdigr gosterilmistir.
Epitel hicre apoptozisine engel olur ve DNA sarmal kirik olusumunu onler.
Epitelde onarim ve farkhlasmayi arttirir. Oral ve intestinal mukoza bariyerini
radyasyon ve KT'den korur. Dokintl, kasinti, eritem, oksuruk, agizda tat
degisiklikleri, rinit artralji gibi yan etkileri vardir. Maliyeti ¢ok ylksek olmasi
sebebi ile palifermin sadece ¢ok siddetli mukozit olan olgularda tercih edilir,
ancak maliyet-etkinlik konusu ve verilecegi hasta gruplari halen
arastiriimaktadir’™,
4.3.8.4. Anti-inflamatuvar tedavi

Benzidamin klorir TNF-a ,IL-1B ve prostoglandin sentezini azaltarak
antiinflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal, analjezik etki yapar. Benzidamin
meta analizlerde az miktarda da olsa koruyucu etkisi olan bir ajan olarak
tanimlanmaktadir®’.

Prostoglandin E1, prostoglandin E2, kortikosteroid, %71’lik topikal
tretinoin, aloe vera, papatya suyu antiinflamatuar etkisi olan uygulamalara
orneklerdir. Ancak ¢ift kor c¢alismalarda ve meta analizlerde gdsterilmis
etkinlikleri yoktur %%,
4.3.8.5. Hiicre koruyucular

Sukralfat kaplayici bir tabaka olusturarak mukozayi lokal iritanlardan
korur. Mukozal kan akimi, mukus yapimini, prostoglandinleri uyarir. Ancak zit

sonug vermis bazi calismalarda vardir*®7,
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Bu gune kadar sikralfat ile yapilan toplam 516 olgunun irdelendigi 9
calismada orta ve ciddi siddette olan mukozitleri Onleyebildigi ayrica ciddi
mukozitleri %33 oraninda azaltti§i gosterilmistir®’.

Baslica antioksidanlar ve serbest radikalleri uzaklastirici maddeler bu
grubun diger uyeleridir. Amifostin, prostoglandinler, N-asetil sistein,
glutamin(GIn), vitamin E, azelastin hidroklorlr, allopurinol jel hlcre koruyucu
gruba ornektir.

Ancak calismalarda mukozit sikligi ve siddetine etkisi net olarak
gosterilememigtir. GIn ile ilgili ¢galismalarda oral formlarinin plasebodan farkli
olmadigi ancak damar i¢i uygulamalarda mukoziti 6nlemede etkin olabilecegi
gOsterilmigstir®.
4.3.8.6. Kriyoterapi

Mukozitin onlenmesi i¢in buz pargalarinin veya buzlu soduk suyun
kullanimini ifade eder. Pratikte gocukluk ¢aginda klinik kullanimi yoktur *>7¢.
4.3.8.7. Dusuk enerjili laser uygulamasi

Farkli dalga boylarinda etkinligi olan diguk enerjili helyum neon lazeri
uzun sureler kullanilmig. Standart protokol yoktur. Antiinflamatuar etki yaptigi ve
agri kontrolinde 6nerildigi bilinmektedir. Yan etkisi az veya yoktur. Pahali, 6zel
cihaz ve deneyimli ekip gerektirmesi nedeniyle yaygin kullanilmamaktadir’”".
4.3.8.8. Dogal maddeler ve alternatif yaklagimlar

Dogal bal topikal olarak RT mukozitlerinde verilmis ve koruyucu etkisi
oldugu 6ne strilmastir™.

Koyun sutd ile yapilmis yogurdun MTX alan siganlarda ince bagirsakta
mukoza yikimini azaltti§i, mukoza koruyucu etkisi savunulmustur®.

PV701 ve c¢inko desteginin mukozit gelisimini geciktirdigi ve iyilesmeyi
hizlandirdi§i bildirilmistir’®. Ancak meta analiz sonuglarinda cginko ile ilgili daha
cok calisma yapilmasi gerekliligi izerinde durulmaktadir®’.

Adacayi, rezene, papatya suyu, meyan koku, ratanya gibi bitkiler oral
mukoziti dnleyici olarak kullaniimistir. Zerdacal antiinflamatuar, anti oksidan,
hidcre koruyucu etkisi bilinmektedir. NF-kB baskilanmasi ve apoptozisin
onlenmesi 6nemli etki mekanizmasidir®. Ancak etkinlikleri yeterince

kanittanamamistir.
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4.4. Glutamin

Temel olarak protein sentezinde gorev alan aminoasitler ayrica sinyal
kaskatlarinin tetikleyicisi olarak, 6nemli substratlar i¢gin dncul molekdl olarak ve
enerji metabolizmasinin duzenlenmesinde gorev alirlar. Dodada esansiyel ve

esansiyel olmayan olarak siniflandirilan 20 aminoasit vardir.

GIn, vicutta en vyaygin bulunan aminoasittir ve birgok metabolik

fonksiyonda 6nemili role sahiptir®®. Clinkl Gln, iki amonyum grubu igerir.

Birincisi glutamat prekirsoru digeri kandaki serbest amonyum, vicudu
yuksek amonyum seviyelerinden koruyan nitrojen mekigi olarak iglev gorar. Gin,
hicre tarafindan GIn sentetaz araciligiyla sentezlenebildigi igin esansiyel

olmayan bir aminoasittir®.

Sekil 4: Glutaminin kimyasal formtil(®

GIn’in yara iyilesmesinde dolayli bir rola vardir. Fibroblastlar, epitelyal
hicreler, enterositler, lenfositler ve makrofajlar gibi hizla ¢cogalan hicreler igin
bir enerji kaynagidir. GIn, fizyolojik durumda birgok organda yeteri miktarda
uretilirken blyUk cerrahi operasyon, travma ya da sepsis gibi agir katabolik
durumlar GIn Uretimini sinirlandiriir®®. Bu durumlarda endojen Gin depolari ve
sentezi hizli bir sekilde dusUs godsterir. Bunun sonucunda GIn miktarinda
azalma meydana gelir. Bu azalma koétl prognoz ile ilintilidir®®>. Ancak yerine
koyma ile nitrojen dengesinin ve immunosupresyonun iyilestiriimesi

mUmkiandar®e.
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GIn dokular arasinda nitrojen transferini saglar ve bobrek amonyumunun
en onemli kaynagidir. Protein sentezini duzenler. Tum hucrelerin nukleik asit
biyosentezinin en énemli 6énclil maddesidir. iskelet kaslari GIn'in en énemli
sentez ve depolama yeridir. Buradaki konsantrasyonu dolasan kandakinin 30
katidir®.

Gastrointestinal sistemden emilen aminoasitlerin bir kismi karacigere
giderken bir kismi hicre i¢i aminoasit havuzunda toplanip protein ve diger
nitrojenli maddelerin sentezinde kullanilir. GIn ise enterositlerde metabolize olur
ve bu hdcreler icin gerekli enerjinin buyuk kismini saglar. Bu yuzden
gastrointestinal kanal viacutta Gin'in en blyuk kullanicisidir.  Enterositlerin
baslica enerji kaynagdi olan GIn intestinal epitel hucrelerinin proilerasyonunu
blyume faktorlerine verilen yanitlari diizenleyerek gergeklestirir®®®. Gin ince
bagirsak hucrelerinin mitokondrilerinde glutaminaz aktivitesi sayesinde dnce
glutamata daha sonra alfa ketoglutarata donlugurek Trikarboksilik asit (krebs)
dongusune katilarak ATP dretiminde énemli bir rol Ustlenir.

Kolonositler ise enerji kaynagi olarak kisa zincirli yag asitleri ve GIn'i
kullanirlar®®. Bagirsak ve bagisiklik sisteminde birgok hiicre hizla prolifere
olmaktadir. GIn, bu durumu hem enerji hem de biyosentetik 6ncul molekul
kaynagi islevi gorerek kolaylastinir®>. Bagirsak mukozasinin homeostazis'i,
Lieberkihn kriptalarinda yerlesmis olan hicrelerin proliferasyonu ve apoptozis
ile hdcrelerin eliminasyonu arasindaki denge ile saglanir. Apoptozis sonucu
ortadan kaldirilan hiicreler hem kriptlerde hem de villiislarda bulunur®.

Gastrointestinal sistem gibi GIn’e ylksek oranda bagimli olan organlar
stres durumlarinda hasarlanmaya yatkin hale gelmektedirler. Uzun slren stres
durumlarinda GIn azalmasinin etkileri, barsagin apoptotik yanitlarini etkiler.
Fizyolojik stres durumlarinda Gin, intestinal epitel hicrelerini koruyucu etki
gosterir. Bu etkinin, 1s1 sok proteinleri ailesi gibi hticre koruyucu protein uyarimi
ile iligkili oldugu da distnilmektedir’#2%, Gin, Bcl-2 ve CD45-RO antiapoptotik
protein belirlenmesini lenfositlerde arttirirken, T lenfositlerde Fas ve Fas ligand
proapoptotik proteinlerin belirlenmesini azaltmaktadir®™. Ayrica GIn, aktive T
hicrelerinde  apoptozisi baslatan kaspaz-3 ve kaspaz-8 duzeyini
azaltmaktadir®®. GIn'in bir diger potansiyel mekanizmasi, glutatyon yolagi

Uzerinde meydana gelmektedir. Glutatyon bir antioksidan olup reaktif oksijen
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molekdillerini detoksifiye eder ve anti-apoptotik etkilere sahiptir®®®. Bunlara ek
olarak GIn, TNF-a ile iligkili apoptoziside intestinal hucrelerde
onleyebilmektedir”. Yapilan bir calismada GIn diizeyinin azalmasi ile kaspaz-3
ve kaspaz-8 aktivasyonu olustugu ve sonugta hicrelerin apoptozise gittigi
ancak GIn destegi veriimesi ile ince bagirsak kokenli epitel hucrelerinde
apoptozisin onledigi bildirilmistir®®. Bu nedenle beslenme protokollerine Gin
eklenmesi gastrointestinal sistemi koruyucu etki gostermektedir. Gin, bagirsak
duvarinin batinlagunin korunmasina yardimci olarak, septisemi ve ¢oklu organ
yetmezligine yol acabilecek bakteriyel translokasyonu énler®'%.

Dokulari serbest radikal hasarina kargi koruyan major bir antioksidan
olan glutatyon sentezinin dnculigunu de yapabildiginden, sok sonrasi mukozal
hasardan korunmada ve iskemi sonrasi reperfiizyonda rol oynayabilir''.

GIn ile zenginlestiriimis total parenteral beslenmede jejunal mukozanin
agirhgi, DNA ve nitrojen igerigi artar ve anlamli olarak villoz atrofi azalir'®. Gin
ilave edilmis enteral ve parenteral diyet ile beslenmenin KT ve RT’ye badli
mukozit olusumunu azalttigi bildirilmektedir'®%419,

Etkin bir bariyer olusturmak suretiyle antioksidan koruma &zelligini
artirarak  gerceklestirdigi savunma iyilesmesi araciligiyla  bagirsagin
korunmasina yardimci olmasindan baska, GIn optimal immun savunmayi baska
yollardan da kolaylastirir. Lenfosit proliferasyonu ile nétrofil ve makrofajlarin
fonksiyonlarini optimal olarak yerine getirmeleri agisindan da esansiyel 6zellikte
bir maddedir. Plazma GIn duzeylerinin diguk oldugu durumlarda, T lenfositleri
baskilanir, nétrofillerin bakterisidal fonksiyonlari bozulur, makrofajlarin fagositik
aktiviteleri ve IL-1 yapimi azalir'®,

4.5. HMB (B — hidroksi B — metilbutirat)

HMB (B — hidroksi B — metilbutirat) esansiyel dalli zincirli bir aminoasit
olan 16sin metabolitidir. HMB ayni zamanda avokado, narenciye, karnibahar,
yonca ve anten baligi gibi bazi bitki ve hayvanlarda da bulunmaktadir. HMB’nin
ticari olarak uretilen kalsiyum HMB monohidrat (CaHMB) seklinde besin destegi
formu mevcuttur'®.

insan ve hayvanlar (izerinde yapilan calismalarda HMB'nin protein

% Bu nedenle

sentezini arttirdigi, protein yikimini ise azalttigi gosterilmigtir
deneysel olarak HMB, atletler tarafindan performans gelistirici ve kas kitlesini
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arttirici madde olarak kullaniimaktadir'®

. Yakin zamanda yapilan arastirmalarin
cogu, yagsiz vucut kitlesi (YVK) kaybi olan insanlarda HMB’nin kullaniminin
hasar, sakatlik ya da mortalite Uzerine olan etkileri konusunda yogunlagmistir.
Bu arastirmalara gore, YVK kaybi olan yasli ve AIDS/kanser gibi kronik
hastaligi olan insanlarda, diger aminoasitlere gére HMB destedinin daha faydali
oldugu gosterilmigtir'®110111.112,

YVK’nin kaybi, hastalik sureclerini etkilemekte ve mobilite ile kendine
kendine yetebilirlik ile iligkili olan hayat kalitesini etkilemektedir. Kayip YVK’'nin
yerine konmasli, bu sureglerin ve hayat kalitesinin iyilestiriimesinde oldukga
etkilidir.

YVK kaybi olan populasyonlarda, YVK'nin yeniden kazandirilmasi,

113,114,115,116,117 Bunun OIaS|

morbidite =~ ve  mortaliteyi  azaltabilecektir
mekanizmalari; fiziksel fonksiyonlarin geligtiriimesi, immun fonksiyonlarin
saglikh bir sekilde slUrdurGlmesi ve yara iyilesmesine destek olmak olarak
dusunulmektedir.

HMB’nin yalniz basina ya da diger aminoasitlerle birlikte kullaniminin,
yasl bireylerde, AIDS’li hastalarda ve ileri evre kanseri olan ya da kritik
durumdaki hastalarda meydana gelen YVK kaybini iyi bir sekilde gerilettigi ve
saghga olumlu etki ettigi gosterilmigtir'®®110.111.112118.119

Losin protein sentezinin dizenlenmesini saglar ve nitrojen dengesinin
saglanmasina yardim eder. Buna ek olarak vucudun protein kullanabilirligini

120,121,122

arttirmada da belirte¢ olarak kullaniimaktadir . Lésin metaboliti olan

HMB’nin kas proteolizis’ini inhibe ettigi ve protein dongusunud diuzenledidi
gOsterilmigtir'?3124125126
4.5.1. Kimyasal Ozellikler

HMB’nin kimyasal formuli CsH4O3 tur (Sekil 5). HMB, ticari olarak
uretilmektedir, organik kimyasal sentez yoluyla duretilen HMB, kalsiyum
tuzlarinin da eklenmesi ile CaHMB monohidrat [Ca(CsHgO3)2-H,0] seklinde

ticari formda piyasada bulunmaktadir.
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Sekil 5: HMB nin kimyasal yapisi

4.5.2. HMB’nin Farmakodinamik Ozellikleri
4.5.2.1. Metabolizmasi

Losin  metabolizmasinda ilk basamak, kas hucrelerinde o-
ketoisokaproat'in (KiK) transaminasyonudur.

KiK, kas hiicrelerinden salinarak karacigere tasinir. Karacigerde ise
KiK’in blylik bélimi, mitokondri'de izovaleril koenzim-A (izovaleril-koA)'ya
okside olur ve daha sonra asetoasetat ile asetil-koA’ ya metabolize olur. KiK’in
yaklasik %5'i ise, sitozolik bir enzim olan KiK-dioksijenaz araciligi ile HMB’ye
metabolize olur. Uretilen HVIB dolagima verilir (Sekil 6)'%°.

70 kg agirhginda bir insan glnde yaklasik olarak 0,2-0,4 g HMB Uretir.
Bu miktarda HMB; 6zellikle stres ve yara iyilesmesi gibi metabolik surecler igin

yeterli olup olmadigi kesinlik kazanmamigtir'?'2,
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‘l'T Asetoasetat
Kolesterol Asetil KoA + Asetil KoA

Sekil 6: HMB metabolizmasi

HMB ayrica iskelet kasi hucrelerinde kolesterol sentezi igin bir oncul
maddedir Cok asamali sure¢gte HMB, kas hucrelerinin sitozol boéluminde [3-
hidroksi-B-metilglutaril-koenziim A (HMG-KoA) vya ardindan kolesterole
donagturalir. Kas hacreleri, hicre membraninin stabilizasyonunu idame
ettirebilmek igin gerekli olan kolesteroli HMG-KoA'dan elde ederler ¢unku
dolasimdan absorbe edilen kolesterolden yararlanamazlar'®.
4.5.2.2. Protein yikiminin etkilenmesi

YVK’ nin kaybi; kronik hastaliklar, akut hastaliklar, kanser ve kronik yara
iyilesmesi gibi dolagsimda inflamatuar sitokinlerin dolagimdaki miktarlarinin
artisina yol acan durumlarla iligkilidir. Bu durumlarda protein yikimi da
artmaktadr''®127:128

Proteolizis-iligkili faktor (PIF), kanserlerde tUmor kitlesinden salinir ve
dolagimdaki miktar artar'?®. Protein yikim asamasinda farkl sinyallerin uyardigi
her iki yolak protein yikimini saglayan diuzenleyici faktor olan NF-kB’yi aktive
etmektedir. NF-kB’nin nlkleustaki aktivitesinin artmasi sonucunda proteinleri
yikan enzimler olan proteozomlarin Uretimi artar. Sonugta protein yikimi artig
gOsterir'?"128.129,

TNF-a, IFN-Y, Angiotensin Il ve Lipopolisakkaritler (LPS), apopitozu

ekstrensek olarak baslatan prokaspaz-8’i aktive ederek kaspaz-8'e donusturlr.
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Kaspaz-8, hiucre membraninda yer alan bir protein olup, hicredeki bir diger
protein olan prokaspaz-3’U aktive eder. Kaspaz-3 ve intraseluler diger proteinler
arasinda etkilesim sonucunda, nukleustaki protein yikiminda artis meydana
gelir. HMB, kaspaz-8'in aktivasyonunu inhibe eder'®'#'° HMB, NF-kB
tarafindan baslatilan protein yikimini azaltarak, etki gosterir. Bu mekanizmada
apopitozu baslatan kaspaz-8 aktivasyonu azaltarak gerceklestirir. Bdylece
HMB, protein sentezinin idame ettirilmesinde ve protein yikiminin énlenmesinde
oldukca 6nemli bir rol Ustlenmektedir.

Kanser hastalarinda, PIF kas hicre membranindaki arasidonik asiti
aktive ederek inflamatuar mediatorlerin hiicre stoplazmasinda Uretilmesini
arttinr. Bu inflamatuar mediatorler ve intraselller proteinler arasindaki etkilesim
sonucunda NF-kB aktive olur. HMB, arasidonik asit Urlnleri ile intraselller
proteinler arasindaki bu etkilesimi bozarak NF-kB’nin aktivasyonunu oOnler.
Bunlarin sonucunda protein yikimi azaltiimaya caligilir'?"'213,
4.5.2.3. Protein sentezini direkt arttirici etki

HMB, protein sentezini direkt olarak arttirici etkiye sahiptir. Bu etki,
protein sentezini kontrol eden bir hlcre igi proteini olan mTOR (mammalian
target of rapamisin-memelilerde rapamisin hedefi) aktivasyonu Uzerinden

1 mTOR yolagi buylme faktorleri, hormonlar, aminoasitler,

saglanmaktadir
glikoz ve stres tarafinda aktive edilmektedir. mTOR, protein sentezi i¢in gerekli
olan mekanizmalari ribozomlar tizerinden aktive etmektedir'. insilin benzeri
bliyime faktori-1 (IGF-1), mTOR'u kas hucrelerinde aktive eden buylime
faktorlerinden biridir. HMB, mTOR'’u ve IGF-1 Gzerinden meydana gelen mTOR
aktivitesini arttirmaktadir’""'3*,

Bu nedenle HMB, blytime hormonu ve IGF-1 ile iligkili olarak yasla iligkili
doku yanitinda meydana gelen azalmayl da Onleyebilecektir. Boylece
sarkopeninin 6niine gegilmesi mimkiin olacaktir'*'%,
4.5.2.4. Yasgh gonullulerde yara iyilegsmesinin geligtiriimesi

HMB’nin arginin (ARG) ve GIn ile kombine sekilde kullaniimasi
sonucunda, deneysel yara iyilesmesi modellerinde kollajen depolanmasinda
artis oldugu gosterilmistir. 14 gunlik randomize kontrollu, ¢ift kdr bir galismada
2 kuguk steril politetrafloroetilen (PTFE) tupu, 35 saglikli génallide (ortalama

yas 75,4 yil) deltoid kas bdlgesine subkutan olarak implante edilmis.
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Gondullulere gunde 2 defa, 3 g HMB, 14 g ARG ve 14 g GIn igeren karigim
(HMB/ARG/GIn, n=18) ya da esansiyel olmayan aminoasit karisimi (placebo,
n=17) verilmis. Tlpler daha sonra 7. ve 14.gunlerde kollajen matriks
depolamasinin  dederlendiriimesi amaciyla c¢ikariimig. Kollajen matriks
depolamasinin degerlendiriimesinde hidroksiprolin birikmesine bakilmig'®.

14 gun sonra, HMB/ARG/GIn verilen grupta, plasebo grubuna oranla
hidroksiprolin igerigi %67 daha yuksek bulunmustur: Sonugta HMB/ARG/GIn’
nin oral yoldan uygulanmasi ile saglikh yagh gonullilerde kollajen sentezi
onemli oranda artmakta ve yara iyilesmesi oranlarinda artis gérilmektedir'*®.
4.5.3. HMB’nin klinik guvenilirligi

HMB, klinik gavenilirlik g¢alismalarinin  bircoguna konu olmustur.
Hayvanlar Uzerinde yapilan toksisite calismalarinda, HMB’ye maruziyetin
herhangi bir yan etkisinin bulunmadig gosterilmistir'’.

in vitro genotoksisite testleri negatif bulunmus. in utero maruziyet ile ilgili
ratlarda yapilan calismalarda, fetus Uzerine herhangi bir ciddi yan etkisinin
bulunmadigi gosterilmigtir. HMB’nin klinik gavenilirligi ve tolere edilebilirligi,
saglikli eriskinler Uzerinde oldugu gibi, YVK kaybi olan AIDS ve kanser hastalari
Uzerinde de iyi bir sekilde tanimlanmistir. Bu galismalardan bazilar 24 haftaya
kadar olan surelerde yapilmistir'®®'*, Onerilen doz, HMB igin giinde 3g’dir. Bu
dozda kullanildiginda (kombine edilen maddelerin dozu farkli olsa da), guvenilir
ve iyi tolere edilebilir gorilmektedir. HMB’nin saglik durumunu etkileyecek ciddi
yan etkileri bulunmamaktadir. Dahasi, HMB desteginin bazi hematolojik
parametreler (izerine olumlu etkisinin oldugu bile sdylenmektedir'®®'®°

Karaciger fonksiyonlarini gosteren kan testlerine gére, HMB ile plasebo
kullanan hastalar arasinda bilirubin, alkalen fosfataz, laktat dehidrojenaz,
aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz, gama-glutamil transpeptidaz
ve demir parametreleri agisindan anlamli fark bulunmamaktadir. Yine plasebo
ve HMB kullananlar arasinda kreatin fosfokinaz, glikoz, Urik asit, kan Ure azotu
(BUN), kreatinin, BUN/kreatinin orani, sodyum, klor, fosfor, protein, alblmin ve
globulin agisindan da anlamli farkhlik gézlenmemigtir. Potasyum duzeyleri
icinse, HMB kullanan grupta klguk fakat anlamli dizeyde (-%1,9) azalma
kaydedilmistir. Yine HMB kullanan hastalarda albumin/globulin oraninda %5

kadar bir artis saptanmistir. Beyaz kire sayisi, eritrosit, hemoglobin, hematokrit
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veya trombosit sayisi acgisindan ise, HMB ya da plasebo kullanan hastalar
arasinda anlamli farklilik olmadi§i tespit edilmistir'®.
4.6. Oksidatif Stres ve Total Antioksidan Kapasite

Elektronlar atomun yapisinda orbital adi verilen uzaysal bdlgede belirli
enerji diizeylerinde, birbirine zit dengeli ciftler halinde bulunurlar®. Serbest
radikaller; radikal olmayan bir atom veya molekullden bir elektron ¢ikmasi ya da
ilavesi sonucu elektron ciftinin dengesinin bozulmasiyla olusan, dis
yorungesinde eslesmemis elektron tasiyan, organik ve inorganik molekdller ile
reaksiyona girebilme yetenegine sahip, ylksek oranda reaktif kisa omurli

141

bilesiklerdir'*'. Normal metabolizma sirasinda ya da patolojik hicre ic¢i veya
hlcre disi olaylarla ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkileri oksidatif stres olarak
adlandinlir. Bu radikaller ortamdan uzaklastirnimadigi takdirde, enzim ve
proteinleri inaktive ederek (kovalent baglanma teorisi) ya da serbest radikalin
kendisi birincil olarak (serbest radikal teorisi) hucre hasarina veya 6limine
neden olabilirler™'. Sonugta serbest radikaller erken yaslanma, kanser,
otoimmun hastaliklar, inflamatuar hastaliklar gibi bircok hastaliklarin
etyopatogenezinde suglanmaktadirlar'*?43144,

Dogal bir sure¢ olan oksidatif stres, oksijene ihtiya¢ duyan tim canl
sistemlerde, cesitli basamaklarda olusmaktadir. Biyolojik sistemler, 06zgul
mekanizmalar ile bu stresi kontrol altinda tutar. Kontrol mekanizmalarinin
yetersiz oldugu durumlarda oksidatif hasar meydana gelmektedir'*®.

4.6.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolli nedeniyle hayati 6neme
sahip olan oksijen, yer aldigi biyokimyasal tepkimelerde gerceklesen enzim
inhibisyonlari ve olusan oksijen radikalleriyle toksik etkide
yapabilmektedir'?144.146.147

Oksijen radikalleri, biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest
radikallerin en 6nemlisidir. SOR normal hicre metabolizmasinda oksijen iceren
birgok biyokimyasal indirgenme reaksiyonlari sonucunda olusabilmektedir.
Olusan SOR hucrede protein, lipid, DNA ve nukleotid koenzimler gibi birgok
biyolojik materyale zarar verebilmektedir'* 146147148
4.6.1.1. Serbest Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari

| - Normal biyolojik iglemler
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1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
Il - Oksidatif stres yapici durumlar
1-Iskemi - hemoraiji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2-Ksenobiotik maddelerin etkisi
3 -Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) Indolamin dioksijenaz
c-) Triptofan dioksijenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksijenaz
f-) Lipooksijenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hucrelerinden salgilanma
6 - Uzun sureli metabolik hastaliklar
7 - Diger nedenler: Sicak soku, gines isini, sigara
Il - Yaglanma stireci® '

Vicutta Uretilen radikaller her zaman zararli olarak goérulmemelidir.
Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullaniimasi icin reaktif formlarina
cevrilmesi zorunludur. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, steroid yapidaki ¢ok
sayida bilesiklerin ve eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekullerin sentezi, cok
saylda oksidaz ve hidroksilaz enzimleri ve sitotoksik etkilere sahip hicrelerin
fonksiyonlari igin radikal yapimi zorunludur'®.

En Onemli SOR &rneklerine; O, (Stperoksit) Radikali, H.O> (Hidrojen
Peroksit), OH'(Hidroksil Radikali) ve Singlet Oksijen’dir (Oz). Bunlarin diginda;
HOCI (Hipoklorid), ROO (Peroksil Radikali), RCOO (Organik Peroksit Radikali),
HO, (Perhidroksil Radikali), RO (Alkoksil Radikali) sayilabilir.

4.6.2. Antioksidan sistemler
Serbest radikallerin potansiyel olarak toksik olduklari bilinmektedir.
Organizmanin olusacak toksik etkilerden korunabilmesi igin antioksidan sistemi

adi verilen bir savunma sistemi mevcuttur'®. Bu sistemin temel 6geleri olan
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antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta
toplanabilirler'”.
Major antioksidanlar
Enzimatik
e Superoksit dismutaz
o Katalaz
e Glutatyon peroksidaz

e Glutatyon reduktaz

Enzimatik olmayan
Vitaminler
e Vitamin E
e Vitamin A
e Vitamin C
e Koenzim Q

e [3-keroten

indirgen ajanlar
e Glutatyon
e Sistein

e Tioredoksin
Baglayici proteinler

e Albumin

e Seruloplazmin

e Laktoferrin

e Transferin

Enzim bilegenleri
e Cinko

e Selenyum
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Digerleri

e Urik asit
e Biliriibin

e Eritropoetin

Antioksidan molekdller endojen ve ekzojen kaynakli yapilar olup, oksidan
molekullerin neden oldugu hasari hem htcre i¢gi hem de hicre disi savunma ile
etkisiz hale getirirler. Hlcre disi savunmada albumin, bilirubin, transferrin,
seruloplazmin, Vit C, Vit E, sulfhidril gruplari, Urik asit ve diger tanimlanmamig
molekiilleri gérev almaktadir'®'",

Asil oksidan savunmayi hlcre igi serbest radikal toplayici enzimler
saglamaktadir. Oksidanlar ile antioksidanlar arasinda denge bozulursa oksidan
molekuller organizmanin yapi elemanlari olan protein, lipid, karbonhidrat,
nikleik asit ve vyararli enzimleri bozarak zararli etkilere yol acarlar.
Antioksidanlar, hucreleri olusabilecek oksidatif hasara karsi degisik sekillerde
koruma Ozelliklerine sahiptirler. Bu koruyucu fonksiyonlar radikal olusumunun
engellenmesi, radikallerin olusturduklari hasarin azaltilmasi, hasara ugrayan
molekullerin eliminasyonunun arttirilmasi,  hasarli molekdllerin onarilarak
mutasyonlarin en aza indirgenmesi seklinde siralanabilir.

4.6.3. Total Antioksidan Kapasite (TAOK)

Normal kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagli gelisen oksidatif stres ile micadele eden
kompleks bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Vicudun olusan oksidan
durumlara karsi redoks ayarini surdUrebilmesinde kan ¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Kan, antioksidanlarin bitlin vicuda tasinmasini ve dagitilmasini
saglar'®®. Total antioksidan kapasiteye (TAOK) en biylk katki plazmada
bulunan antioksidan moleklllerden gelmektedir. Plazmada serbest demiri
toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest radikalleri
kapan zincir kirici antioksidanlarda bulunmaktadir. Proteinler plazmanin ana
antioksidan bilesenini olustururlar. Proteinlerin serbest sulfidril gruplari onlarin

antioksidan cevabindan sorumludur. Plazmanin serbest sulfidril gruplari
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proteinlere aittir ¢cinkd ayni sekilde sulfidril gruplarina sahip olan linoleik asitin
serum total serbest sulfidril seviyesine etkisi dnemsizdir. Proteinlerin saglikli
bireylerde guclu serbest radikal reaksiyonlarina karsi serum TAOK'un %49’unu
olusturdugu bulunmustur. Ayni zamanda TAOK seviyesi ile serum total sulfidril
icerigi arasinda iliski bulunmustur. Vitamin C’nin guc¢li serbest radikal
tepkimelerini erteledigi ve bastirdigi gosterilmigtir. Saglikli bireylerde guglu
serbest radikal tepkimelerine karsi Olcllen serum TAOK'un %5’ini Vitamin C
olusturmaktadir. Plazmada antioksidanlar etkilesim icindedir. Bu etkilesimden
dolay! bilesenlerin tek baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir etki
olugmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatin da
tokoferoll yeniden aktiflestirmesini saglamasi verilebilir. Plazma ve vicut
sivilarinda bulunan bitlin antioksidanlarin toplam etkisini TAOK yansitir. Total
antioksidan durumun 6lgimu, antioksidanlarin tek tek 6lcimunden daha degerli
bilgiler verebilir. Bu yuzden kanin antioksidan durumunu saptamada bireysel
antioksidanlar yerine bunlarin toplam antioksidan degerini veren TAOK olgumu
yayginlasmaktadir'®®'*,

Plazmadaki TAOK’un dnemli miktarini olusturan molekuller Tablo 6’da

siralanmigtir',

Tablo 6: TAOK’u olusturan molekuller

Antioksidanlar Miktan (%)
Total Siilfidril 48.89
Vitamin C 5.00
Urik asit 3.83
Vitamin E 1.88
Biluribin 1.69
Diger 38.71
Total 100
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4.7. Apopitozis

Cok hacreli bir organizmanin doéllenmesinden baslayarak hicrelerinde
mitoz, farkhlasma ve hicre O6luminin duzenlenmesi buyuk 6nem tagir. Bir
hlcrenin, yasamasi, bdlinmesi, farklilagsmasi ya da dlmesi segeneklerinden
hangisine yonelecedi konusundaki karar, hlcre igi ve hiicre digindaki etkenlerin
etkilesimlerine baglidir. Dig ortamdan gelen sinyaller hiucre ylzeyinde bulunan
cesitli reseptorlerle hicre igine iletilir. iletilen mesajin hangi yanita yol agacag!
hdcrenin i¢ ortamindaki karmasik bir dizi etken tarafindan belirlenir. Hicrenin
O6lumu yonundeki yol apopitozla sonuglanir. Hicrenin yasamini bolinmeden
surdirmesi, c¢ogalmasi ya da Olmesi segeneklerinden hangisinin
gerceklesecegini belirleyen Ug¢ temel etmen vardir. Bunlar besin maddelerinin,
baylume faktorlerinin ve hicre disindan gelen ve hicredeki algaclar araciligiyla
hicreye iletilen 6lum sinyallerinin varligi ya da yoklugudur. Bu etmenler diginda
hdcrenin hasar gérmesi ya da DNA yapisinin bozulmasida 6lim ya da yasam

kararinin verilmesinde belirleyici rol oynar (Resim 5).

Hiicre ici bilgi

Genotip

Hucre soyu

Gelisim asamasl

Hucre déngusundeki asama
Metabolik durum

Disandan gelen bilgi DNA hasari

Sinyal molekulleri \

Diger hucrelerle ve
yapisma yuzeyi ile
Etkilesim

Hiicre yaniti

/ Mitoz

___—~» Apopitoz

< q

Substratlarla etkilegim = — Durgunluk

T
Fiziksel ve kimyasal Farklilasma

degdisiklikler

Resim 5: Apopitozis hiicre dongusu
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4.7.1. Tanim ve tarihge

Apopitozis kelime anlami olarak c¢igceklerin ta¢g yapraklarinin ya da
agaclarin yapraklarini dokmesi ile benzestirilen, “yaprak dokme” anlamina gelen
bir terimdir. Programli hicre 6lumu adiyla da anilan bu slreg, hlicrede bazen
yeni proteinlerin sentezini, hicre iskeletinin yikimi i¢in bazi proteaz enzimlerin
ve DNA nin parcalanmasi igin DNAaz larin aktif hale gegmesini tetikleyen, aktif
olarak duzenlenen bir sdrectir. Embriyologlarin  19. yuzyillin sonundaki
g6zlemleriyle gundeme gelen programli hicre oOlumi kavrami 1965 de
bdceklerin baskalasiminda da tanimlanmig, 1971 yilinda Wylie, Kerr ve Currie,
programli hucre 6lumd morfolojisini tanimlamis ve “apopitoz” terimini ilk kez
kullanmiglardir'®®'%,

Apopitoz  ¢ok hulcreli bir organizmanin embriyonik ddnemdeki
gelisiminden baglayarak erigkin bir organizma olarak varolmasina ve
yaslanmasina dek bircok gelisim asamasinda organizmada homeostazisin
surmesini saglayan onemli bir fizyolojik iglevdir. Apopitoz, homeostazisin
korunmasinda embriyonik donemde ekstremitelerin ve ic¢i bos organlarin
olusumunda, disi fetlisde Wolf ya da erkek fetisde Mller kanallarinin kérelmesi
sirasinda ve merkezi sinir sistemi gelisiminde néron sayisinin dizenlenmesinde
yer alir. Ayrica dogumdan sonra T ve B lenfositlerin se¢ciminde temel bir islev
yaratar. DNA’s1 agir hasar goren ya da virUsle infekte hicrelerin dlimunde
temel bir rol oynar'. Blyume faktorlerinin ortamdan gekildigi kosullarda
(emzirme sonunda meme bezinin, dogum sonrasi uterusun) organlarda
gergeklesen kugulmenin de temel mekanizmasi, ilgili organlardaki hicrelerin
apopitozla dlumuadur.

Hulcre zarinin ya da hicredeki metabolik sirecglerin ¢ok hizli ve agir
bicimde hasar gérdugu ve hizla bozulan zar gecirgenliginin hicrenin sismesi ve
zarin patlayarak hdcre i¢i maddelerin disari sagilmasiyla sonuglanan nekrotik
surecten farkl olarak apopitozda zar butinligl bozulmaz. Apopitoz ve nekroz
disinda otofaji, parapitozis ve onkozis gibi farkli hicre olumua tipleri de
tanimlanmigsa da apopitoz disindaki isimlendirmelerin biyokimyasal ya da
morfolojik tanimlari ve klinik 6nemleri tizerinde bir uzlagsma bulunmamaktadir'®,

Nekroz ve apopitoz ile 6lum; morfolojik 6zellikleri, olugsumlarinda yer alan

biyokimyasal surecler, tetikleyen mekanizmalar ve sonuglari agisindan énemli
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farkhliklar gosterir (Tablo 7). Apoptotik bir uyarinin ardindan hicre yapistigi
zeminden ve komsu hicrelerden ayrilarak kugulur, ¢ekirdek iginde kromatin
yogunlasir, strecin ilerlemesiyle hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar. Bu
parcalar ¢evredeki komsulari ya da profesyonel fagositler tarafindan fagosite
edilir. Apoptotik slregte inflamasyon olusmaz.
4.7.2. Apopitozun Biyokimyasi

Tanimlandidi gunlerden bu yana gecgen yaklasik 40 yil icinde apopitozun
tim cok hucreli canlilarda dnemli olclide korunan ve hem temel adimlar, hem
de uygulayici proteinlerdeki 6zdes yapilar agisindan birbirine benzeyen genetik
bir yolla belirlendigi saptanmistir. Apopitoz hiicre disindan tetiklenen ekstrensek
yolak ve hucre iginde tetiklenen intrensek yolak olmak Uzere iki temel yolakla
baslatilir. Mitokondri araciligiyla dizenlenen hucre i¢i yolak aslinda hucre disi
ve hicre ici etkenlerin ortaklastigl bir mekanizma olusturur.

Tablo 7: Apopitoz ve Nekrozla Oliim Arasindaki Temel Farkliliklar

Apopitoz Nekroz
Morfolojik Kigiilme, c¢ekirdekte kromatin Sisme, hiicre gecirgenliginin
ozellikler yogunlagsmasi, tomurcuklanmayla hizla artmasi ve bleblesme, hiicre

apoptotik  cisimlerin  olugsmasi,  igeriginin dis ortama dagilmasi
komsu hiicreler tarafindan fagosite

edilme

Tetikleyen Hiicre disindan (TNF a, biyime Ani toksik etki sonucu zar
mekanizmalar  faktor eksikligi, antikanserojen gegirgenliginin ¢ok bliyiik olclide
ilaglar, oksidatif stres, DNA hasari) bozulmasi

Hiicre i¢ginden (mitokondri, ER)

Biyokimyasal Hire iginde proteolitik enzimlerin Hiicrede c¢ok hizh bir enerji
degisimler aktivasyonu, hiicre ici proteinlerin ' yetmezligi ya da toksik etki
ve DNA nin yikimi (kaspaz ve DNAz sonucu zar gegirgenliginin hizla
aktivasyonu), artmasiyla osmotik dengenin

bozulmasi, hiicrenin patlamasi

Sonuglari Apopitoza ugrayan hiicrenin | Hucre ici maddelerin
inflamasyon olusturmaksizin = dagilmasiyla olusan inflamasyon

ortamdan temizlenmesi
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ister hiicre igi, isterse hiicre disi mekanizmayla bagslamis olsun, apoptotik
sure¢ kaspazlar adi verilen proteolitik enzimler tarafindan gerceklestirilir.
Kaspazlar, bugtine dek bir dizine farkh tard tanimlanan, sitoplazmada inaktif
proenzimler halinde bulunan, aktif katalitik bodlgesinde sistein iceren ve
substratlarini  aspartat iceren 6zgul bir bdlgeden kesen proteaz

enzimlerdir.(caspase=cysteine-dependent aspartate spesific proteases).

4.7.2.1. Kaspazlar
4.7.2.1.1. Kaspazlarin biyokimyasi

Birgok proteazda oldugu gibi kaspazlar 6zgll proteoliz aktivasyonunda
kullanilmak Uzere inaktif zimojenler olarak sentezlenir ve prokaspaz adini

alirlar™®.

inaktif prokaspaz enzimleri apopitoz sinyalinin alinmasiyla birlikte
aktiflesirler ve aktiflesen bu kaspazlar diger inaktif kaspazlan aspartik asit
birimlerinden keserek selale etkisiyle aktiflestirirler'®. Kaspazlar apopitotik yolda
“‘baglaticilar” ve “bitiriciler” olmak Uzere iki grupta toplanirlar. Apoptotik 6lim
islem sirasina gore kaspazlardan ilk gorev alanlar baslatici ya da &ncu
kaspazlardir ve bunlarin uzun oncul bolgeleri bulunur. Apopitotik yolun daha
sonraki agamalarinda gorev alan kaspazlarin diger Gyeleri ise efektor kaspazlar
olarak adlandinlir. Baslatici kaspazlar efektor kaspazlari aktive eden
proteazlardir. Kaspaz-2, 8, 9 ve 10 baslatici, kaspaz-3, 6 ve 7 ise efektdr
kaspazlardir. Baglatici kaspazlarin G¢ onemli 6zelligi vardir; farkli sekillerde
gelen uyarilari, genel bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda bitirici kaspazin
aktiflesmesini saglayarak apopitotik sinyalin gogalmasini saglarlar, 6limun en
son basamaginda bir kontrol noktasi olarak bulunurlar. Efektér kaspazlar hicre
cekirdeginde (laminler), DNA tamir enzimlerinden PARP, fodrin, Rb,
sitoplazmada (aktin) ve hucre iskeletinde bulunan bir¢ok yapisal ve islevsel
proteinleri parcalayan proteazlardir. Efektor kaspazlar katepsin veya kalpein
(Ca* tarafindan aktive edilen hiicre hareketinde ve adezyonda rol alan proteaz)
gibi diger proteazlar tarafindan da aktive edilebilmektedir'®’.

Her bir kaspaz enziminin optimum kesme bdlgesi vardir ve bu bdlge
aspartik kesim noktasinin N-terminalinde bulunan doért aminoasitlik bir motiftir

(P1-P4). Bu motifin gorevi, kaspazin hedef proteininin secimini belirlemektir.
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Ayrica bu motif ilgili kaspazin peptid inhibitdrlerle inaktive olmasina aracilik
etmektir. Bu dort aminoasitlik motif kaspazlarin G¢ boyutlu yapisinin 6zgulluk
g6stermesinde de dnemli bir etkiye de sahiptir'®’.

Kaspazlar; NH,-terminal bolge, bayuk alt Gnite, klguk alt Gnite ve katalitik
alt Uniteleri birbirine baglayan baglayici bolge olmak Uzere doért alt Gniteden
olugur. Butun prokaspazlar yluksek oranda birbirlerine benzerlik godsteren
proteaz bolgesi icerir. Bu bdlge iki alt Gniteden olusur. Blyuk alt Gnite yaklasik
20kDa (p20) ve kuguk alt Gnite yaklasik 10kDa (p10)’dur. Bazi prokaspazlarda
bu alt Uniteler arasinda 10 aminoasitlik kisa bir baglayici bélge bulunmaktadir.
Buylk ve kuglk alt birimler birbirleriyle etkilesime girerek enzimin aktif
merkezini olustururlar. Her prokaspaz cgesitli uzunluklarda bir 6n bdlge veya
NH.-terminal peptid bolgesi icermektedir ve bu 6n bdlgeler dizenleyici olarak
gOrev yaparlar. Kaspazlarin 6n bolgeleri c¢esitlilik gdsterir. Baglatici ve
inflamatuar kaspazlarin 100 aminoasitten daha uzun bir 6n bdlgesi bulunurken;
efektor kaspazlarda ise 30 aminoasitten daha kisa bir 6n bolge vardir.

Baglatici kaspazlarin kaspaz aktive edici toplayici alan [caspase-
recruitment domain (CARDs)] ya da olumu etkileyen alan (DED: death effector
domain) adi verilen iki 6nemli bdlgesi vardir. CARD ve DED kaspazlarin 6n
bdlgelerinin 6zel motifleridir ve protein-protein etkilesiminde goérev alirlar. Bu
bolgeler prokaspazlar ve adaptdrleri arasinda homofilik etkilesime aracilik
ederek prokaspaz aktivasyonunda 6nemli rol oynarlar. Aktivasyonlari sirasinda
aspartat (P1) - X (P2) baginin ayrilmasi ile proenzimden, kiguk ve buyuk alt
Uniteleri iceren aktif enzim olusur. Ayrilma noktasinda aspartatin bulunmasi
kaspazin otoaktif ya da aktive edilebilir olmasiyla uyumludur. Ayriima
isleminden sonra 2 buyuk ve 2 kiguk alt Gniteden olusan tetramer yapisina

sahip kaspaz yapisi izlenir'®'. (Resim 6)
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Resim 6: Kaspazin 2 kiguk 2 blayuk alt Gniteden olusan tetramerik yapisi (Yesil

ile gosterilen alan buyuk alt Gnite, mavi ile gosterilen kuguk alt Gnite)

4.7.2.1.2. Kaspazlarin siniflandiriimasi

Kaspazlar dizin homolojilerine ve P4 rezidulerine gore 3 gruba ayrilirlar
192 (Tablo 8).

Birinci grupta yer alan kaspazlarda uzun CARD igeren bir dncul alan ve
P4 pozisyonunda triptofan ya da I6sin bulunur. Bu grupta yer alan kaspaz-1, 4
ve 5 inflamatuar kaspazlar olarak tanimlanirlar. ikinci gruptaki kaspazlarda ise
kisa bir 6n alan ve P4 pozisyonunda aspartat bulunur. Bu grupta kaspaz-3 ve 7
ile Caenorhabditis elegans apopitotik kaspaz CED-3 yer alir. Apopitozisin en
onemli efektdrleri olan bu kaspazlarin ¢ok fazla sayida substratlari vardir. Yine
bu grupta yer alan kaspaz-2’nin apopitozisteki rol tam olarak anlagilamamakla
birlikte P4’deki aminoasit benzerligi yuzinden bu grupta yer almaktadir. Ancak
baylik oncul alana sahip olmasi ve dizilim benzerligi dolayisiylada birinci
gruptaki kaspazlara da benzerlik gésterir'®. Ugiincii gruptaki kaspazlar uzun bir
on alan ve P4 pozisyonunda I6sin ya da valin igerirler. Bu grupta baslatici
kaspazlar olan kaspaz-8, 9 ve 10 yer alir. Kaspaz-6 P4’deki aminoasit yapisiyla
bu grupta yer almakla birlikte dizilim ve fonksiyon agisindan ikinci guptaki
kaspazlara benzer (Sekil 7).

Kaspazlar hucrede iki onemli biyolojik yolda goérev almaktadirlar;
enflamatuar sinyal yolu ve hicre 6lim yolu. Kaspaz ailesinin 7 Gyesi (kaspaz-2,
3 ve 6, 10) apopitotik 6lim yolunda goérev alirken, diger Ugl (kaspaz-1,4 ve 5)

proinflamatuar sitokinleri aktiflestirerek savunma sisteminde gorev alir.
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iki yol birbirinden farkli olsa da sitokin aktivatorii kaspazlar ve apopitotik
kaspazlar buylk benzerlikler gosterirler'®. Bu siniflandirmalarin diginda kalan
kaspaz-14 keratinositlerde Uretilir ve epidermal farkhilasma surecinde aktif
olarak cgalisir. Apopitozisi baslatan uyaran her olursa olsun dakikalarla saatler
arasinda degisen suregte hucrelerde apopitozisin karakteristik morfolojik
Ozellikleri gozlemlenir. Bu fiziksel degisim kaspaz substratlarinin ayrilmasi
sonucu olugur. Kaspazlarin farklilastirici 6zellikleri de vardir. Bu yeniden
yapllanma bazen apopitozise benzer morfolojik 6zellikler gdsterebilir.
Kaspazlarin bu islevleri yaparken nasil farkli aktiviteler gosterdigi konusundaki

bilgiler halen yetersizdir'®

. Ayrica inflamatuar kaspazlar dogal immin cevabin
surdirilmesinde de gérev alirlar. Ornegin kaspaz-1 proinflamatuar sitokinlerden

prointerldkin-1B ve prointerldkin-18’i aktive eder'.

Tablo 8: Apopitozda Gorev Alan Kaspazlar ve Fonksiyonlari

Alternatif isimlendirme  Onciil Alan Fonksiyonlari
1 ICE CARD Inflamasyon
2 ICH-1, NEDD-2 CARD ER stresle uyarilan apopitozis
3 Apopain, CPP32, Yama — Apopitozis ve farklilagsma
4 ICH-2, TX, ICE(rel)-ll CARD inflamasyon; muhtemelen ER
stresle uyarilan apopitozis
ICH-3, TY, ICE(rel)-lll CARD inflamasyon
Mch-2 — Apopitozis ve farklilagsma
ICE-LAP3, Mch-3, CMH- — Apopitozis ve farklilagsma
1
8 MACH, FLICE, Mch-5 DED DED Ekstrensek yolak apopitozisi ve
farklilagsma
9 ICE-LAPG6, Mch-6, CARD intrensek yolak apopitozisi ve
APAF-3 farklilagsma
10 Mch-4, FLICE2 DED DED Ekstrensek yolak apopitozisi ve
farklilagsma
12 — CARD Muhtemelen inflamasyon, bir ¢ok
insanda fonksiyonsuz ve kesilmis
14 — — Kornifikasyon
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Sekil 7: Apopitozda Goérev Alan Kaspazlarin Ait Olduklari Gruplar ve Yapilari

4.7.3. Hiucre disi uyarilarla apopitozun tetiklenmesi 6lum algaglari ve
Apopitoz

Apopitoz, 6lum algagclari adi verilen birbiriyle yapisal olarak akraba olan
birkac algac¢ tarafindan aktif olarak uyarilir. En iyi bilinen érnekleri TNF-a ve Fas
algaclaridir. Oliim algaclari hiicre zari igine tutunmus, bir ucu hicre disina, bir
ucu hulcre igine bakan, hulcre igi tarafinda prokaspaz 8 in aktiflenmesini
saglayan bir 6lum bolgesi (death domain) bulunan algaglardir.

Hucre zarinda bulunan kendileri icin 6zgun algaclara baglanan ligandlar
algacin trimerik (lU¢ bilesenden olusan) bir yapiya dénismesine yol acgarlar ve
hicre icinde adaptdor molekilller adi verilen bir dizi molekille etkileserek

prokaspaz-8'i iki farkli buyUklUkte parcaya boler. Baslatici kaspaz denen aktif
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kaspaz 8, inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-
7’nin bir zincir bigiminde aktiflenmesine yol acgar.

Aktiflenen tium kaspazlar hicre makromolekullerini pargalayarak tipik
apopitoz morfolojisinin olusumuna yol agarlar'®.

Aktif kaspaz-8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik
olarak aktiflesmesine yol agar. Bid, mitokondriden sitokrom C, bazi bagka
proteinlerin (SMAC) ve kalsiyumun serbestlemesine yol agar. Bdylece 6lum
algaclari yolu mitokondriyal yolu da aktiflemis olur. Hlcreye sitotoksik T
algaclari yoluyla ulasan Fas ligandi, ya da TNF-a, hucre ylzeyinde bulunan
kendine 6zgu algaclarina baglanarak apopitozu uyarabilir. Fas algacinin ligandi
aktiflenmis T lenfositlerde ayrica dalak, testis, karaciger ve bdbrek hucrelerinin

ylzeyinde ifade edilir'®

. Cesitli virUslerle infekte hicrelerde ya da p53’ln
aktifflenmesi sonucu Fas algacinin ifadesi, o hucrenin sitotoksik T lenfositler
tarafindan 6ldiriimesini sagdlar. FAS ve TNF-a disinda TRAIL ve TRAIL
algaclari da hiicre icinde benzer yollarla 6limii uyarabilir. TRAIL algaclarinin
FAS algacindan farkli olarak karaciger, néronlar, miyositler, kolon, brons epiteli,
Leydig hlcreleri gibi dokularda yapisal bigimde ifade edildigi ve TRAIL’in de bu
dokularda bulundugu gosterilmistir'.

Hucre disindan gelen sinyallerin hicre icinde apopitotik makinayi
calistirmasina aracilik eden yollardan biri de sfingolipid yoludur. Sfingomiyelin,
hicre zarinin yapitaglarindan biridir. Radyasyon ve KTnin yani sira 6lum
algaclari araciligiyla da aktiflenebilen bir enzim olan sfingomiyelinaz tarafindan
seramid’e donusturullr. Seramid, ayrica serin palmitol transferaz tarafindan da
sentezlenebilir. Seramid ve seramidaz enzimiyle seramidden olusturulan
sfingozin, Bid yapimini degisik yollarla artirarak mitokondriyal yol Gzerinden
apopitozu tetikler'®®.

4.7.4. Hiicre igi apopitotik yollar

Mitokondri, hicre iginde ATP dretiminin kaynagi olmasinin yani sira,
hicre ici ya da disi yollardan gelen 6lum sinyallerinin Uzerinde birlestigi bir
organeldir. Mitokondri i¢ ve dis zarla gevrili yapidadir, bu zarlar tipki hicre
zarinda oldugu gibi bir zar potansiyeline sahiptir. Dis zar gegirgenliginde artis
sonucu mitokondri zari potansiyelinin bozulmasi dig zarda hizli bir sismeyi

izleyerek iki zar arasinda bulunan cesitli proteinlerin hicre sitoplazmasina
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¢lkmasina yol agar. Bu kaglis, ya zarda olusan gecirgenlik saglayan gbézenek
araciliiyla ya da dis zarin patlamasiyla olusabilir. Temel olarak mitokondrideki
solunum zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom c, apopitoz indukleyici
faktor (AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzimi sitoplazmaya dagilir.
Sitokrom c, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1 (apopitotik
proteaz aktive eden faktdr) molekuline baglanarak apopitozom adi verilen
yapinin olusumunu saglar'.

Apopitozom, kaspaz-9'u aktiflestirmek Uzere keser, kaspaz-9, diger
kaspazlari proteolitik bir zincir halinde aktiflestirerek apopitozun gergeklesmesini
saglar.

Mitokondride dig zar potansiyelinin degismesi Bcl-2 ailesi adi verilen bir
protein grubu tarafindan dizenlenir. Hiicrede antiapopitotik aile Uyeleri olan Bcl-
2, Bcl-x, yine ayni ailenin Uyeleri olan Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3 proteinleri
gibi proapopitotik proteinler tarafindan baskilanir. Ailenin proapopitotik Uyeleri
normal kosullarda inaktif durumdadir, bu nedenle mitokondriyal zar gegcirgenligi
Bcl-2 ve benzerlerinin etkisi sayesinde degdismez. Ancak blyume faktorunun
uzaklastirlmasi Bad’in, kalsiyum artisi Bim’in, ultraviole isini Bmfnin
proapopitotik grubun aktiflesmesine yol agarlar, sonugta Bcl-2, proapopitotik aile
uyeleri tarafindan baskilanir, Bcl-2 tarafindan inaktif durumda tutulan ve yine
ayni aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek mitokondri dis zarinda
gegirgenlik saglayan gbézeneklerin olusumuna, zar potansiyelinin degisimine yol
acar. Bu da uygulamaci kaspazlarin aktivasyonu ve apopitozla sonuglanir.
Kaspazlar inhibitor apopitoz proteinleri (IAP) denen bir grup protein tarafindan
baskilanir.

Endoplazmik  retikulum (ER)'da, apopitotik sureci baglatabilen
organellerden digeridir. Protein katlanmasinda temel bir islev yapan ER’de bu
katlama iglevi bozuldugunda, katlanmamig proteinlerin yol agtigi bir stres ortaya
cikar'™'. Bu stresin asiri olmasi ya da uzamasi, proteaz ve kinazlarin dogrudan
aktivasyonu ve hucre igi kalsiyumun artisiyla mitokondriyal yolu aktive eden bir
etki olusturur’. ER ile mitokondri arasinda yer degistirerek hiicre icinde gok
dusuk bir derisimde tutulan kalsiyumun da énemli bir apopitotik dizenleyici
oldugunu gosteren bulgular vardir. Hucre iginde ER depolarinda kalsiyum

dlzeyi dusukse seramid, oksidatif stres gibi apopitotik uyarilar 6lime yol
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acmamaktadir. Calismalar ER’den salinan kalsiyumun mitokondride duzeyinin
artigint  ve  bunun da mitokondriyal apopitotik yolu uyardigini
dustndirmektedir'™.

p53, DNA gardiyani da denen ve bu gune dek Uzerinde en ¢ok calisilan
tumor baskilayici proteinlerden biridir. p53 sitoplazmada bulunan ve DNA nin ya
da hicrenin agir bicimde hasar gormesi durumunda, DNA da belli genlerin
aktivasyonuna, bdylece yapimlarinin artmasina (Bax, Apaf-1, Fas) belli genlerin
de baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-X) yol acgarak apopitozu tetikleyen bir
transkripsiyon faktoradur. DNA hasari, hipoksi ya da onkogenlerin aktivasyonu,
surekli yapilan ama ubikitinleyici bir protein (mdm2) tarafindan belli bir hizda
yikilan p53 Un fosforillenmesine, fosforillenme ubikitinlemenin bozulmasina yol
acar. Miktari artan p53 cekirdege gecerek ilgili genlerin ifade edilmelerini
degistirerek hlcreyi apopitoza sokar. Yukarida belirtilen yollarla aktiflenen
kaspazlar hucre iskeletinin bilesenleri olan aktin, miyozin, spektrin gibi
proteinleri keserek apopitozun ilk doneminde gézlenen morfolojik bulgular olan
hdcrenin kigllmesi ve yapistigi ortamdan ayrilmasi sonucunu verir. Aktin ve
miyozinin etkilesimi, hlcrenin zarla sarili tomurcuklar halinde kopusuna yol
acar. Kaspazlar ¢ekirdek laminasini parcalar, endojen DNAz lar ise DNA yi1 200
ya da 200 an katlari baz ciftlik parcalar halinde keser. Bu nedenle apopitotik
hdcrelerin DNA si jel elektroforezinde 200 ve kati olan baz pargalari halinde
siralanir, buna merdiven kalibi (ladder pattern) adi verilir. Transkripsiyon
faktorleri gibi proteinler, ribozomlar, RNA, Golgi ve endoplazmik retikulum gibi

tim organeller pargalanir'”

. Mitokondri zar potansiyelinin bozulmasinin hemen
ardindan normal hucrede cift tabakali hicre zarinin dis katinda bulunmayan bir
fosfolipid olan fosfatidilserin dis yapraga gecer ve oksitlenir. Bu degisim
apopitotik hudcrelerin makrofajlar ya da komsu hdcreler tarafindan fagosite
edilmesi icgin bir sinyal olusturur. Zarla sarili apopitotik cisimlerin fagositozuyla

apopitotik stre¢ tamamlanmis olur (Resim 7).
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5. MATERYAL ve METOD

Mersin Universitesi hayvan etik kuruldan etik onayr alindi. Mersin
Universitesi Yenisehir Kampusiti Hayvan Deneyleri Laboratuarinda yetistirilen
25 erkek, 25 disi toplam 50 adet Wistar albino cinsi sigcan deneye alindi.
Siganlar toplam 5 gruba ayrildi. Her grupta hormona bagl etkileri diglama adina
5 erkek 5 disi toplam 10 adet sigan yer aldi. Bes gruba ayrilan siganlar 5 gun
boyunca sivi ve gida tiketimi, malnutrisyon, dehidratasyon, tarti alimi ve kaybi,
ishal yénunden gunlik olarak takip edildi. Tum hayvanlar sakrifiye ediimeden 2
saat dnce histopatolojik olarak bagirsak epitel hicre proliferasyonunu saptamak
icin 50 mg/100gr basina Bromodeoksiuridin (BrdU) uygulandi. Besinci gun
(MTX uygulamasinin 72. saatinde) sonunda 10 mg/kg/doz ksilazin ve 90
mg/kg/doz ketamin intraperitoneal anestezi uygulamasi ardindan si¢anlardan
cerrahi olarak jejunal doku ornekleri alindi. Es zamanli TAOK igin vena kava
inferiordan kan 6rnegdi alindiktan sonra siganlar dekapite edildi.(Resim 8A-8B)
Jejunal dokularin bir kismi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalina histolojik, immunhistokimyasal ve elektron
mikroskobi calisiimak Gzere iletildi. Kaspaz-3, -8 ve -9 i¢in alinan doku érnekleri
Mersin Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimiinde caligiimak tizere epandorf
tiplerine alinarak Mersin Universitesi Hayvan Deney Laboratuarinda -80°C de
saklandi. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda
TAOK caligilmak Uzere alinan kan 6rnekleri NF615 NUVE ( NUVE Sanayi
Ltd.Sti, Ankara, Tarkiye ) santriflj cihazinda 3000 devirde 5 dakika santrifQj
edildi. Serum &rnekleri -80°C de Mersin Universitesi Deney Hayvanlari
laboratuarinda saklandi.

Birinci grup, “Kontrol” grubu:

MTX yerine 0.8 mil/kg serum fizyolojik (%0.9 NaCl-SF) intraperitoneal
uygulandi, distile su plasebo olarak 6ml/kg gavaj yoluyla 5 gun sureyle verildi.

ikinci grup, “MTX” grubu:

Her hayvana distile su 6 ml/kg dozunda plasebo olarak gavaj yoluyla her

glin ayni saatte 5 giin sireyle verildi. Intraperitoneal olarak 20 mg/kg MTX

deneyin 3. gununde uygulandi.
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Ugiincii grup “MTX ve GIn” grubu:

GIn 1 g/kg dozunda her gun ayni saatte ratlara 5 gunlik deney slrecince
gavaj yoluyla verildi. Deneyin 3. guninde MTX 20 mg/kg dozunda
intraperitoneal olarak her hayvana uygulandi.

Dérdiincii grup “MTX ve HMIB” grubu:

HMB 200 mg/kg dozunda her gin ayni saatte ratlara 5 gunluk deney
surecince gavaj yoluyla verildi. Deneyin 3. gininde MTX 20 mg/kg dozunda her
hayvana intraperitoneal olarak uygulandi.

Besinci grup “MTX, GIn ve HMB” grubu:

GIn 1g/kg ve HMB 200 mg/kg dozunda her gun ayni saatte ratlara 5
gunlik deney surecince gavaj yoluyla verildi. Deneyin 3. gininde MTX 20

mg/kg dozunda her hayvana intraperitoneal olarak uygulandi.

Resim 8: Dekapitasyon sonrasi intestinal dokularin ¢ikariimasi ve kan ornegi
alinmasi (A: Normal intestinal doku gérinumu, B: Konjesyone, ddemli bagirsak

duvari)

67



5.1. Isik mikroskobik doku takip ve inceleme protokoli

Histolojik inceleme: Elde edilen dokular %10 nétral formalin ile 48 saat
tespit edildikten sonra rutin yontemle takip edildi ve parafin bloklara gomulda.
Parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 pm’lik kesitlerin immuinohistokimyasal
olarak igaretlenecek olanlari poly-L lysine kapli lamlar Uzerine, hematoksilen
eozin ile boyanacaklar ise normal lamlar Uzerine alindi. Tim 11k mikroskobik
gorintilemeler Olympus BX50™
takili Nikon CoolPix 5000™ (Nikon Corp. Tokyo, Japonya) dijital fotograf

makinesi ile gerceklestirildi.

(Olympus GmbH, Almanya) 1sik mikroskobuna

5.2. Bagirsak mukoza hasari skorlamasi ve kript derinligi él¢limleri

Bu amaclarla alinan kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi. Bagirsak
mukoza hasari ilk kez Park ve arkadaslar tarafindan tarif edilen yonteme gore
semi-kantitatif olarak degerlendirildi'™.

Mukozal hasar 0 ile 8 arasinda derecelendirildi:

0: Normal mukoza,

1: Villus ucunda subepitelyal bosluk olusumu,

2: Artmis subepitelyal alan,

3- Tum villus kenari boyunca epitelyal ayrilma,

4- Villuslarda soyulma (epitel kaybi),

5- Villus dokusunun kaybi,

6- Kript tabakasinda infarkt,

7- Tum mukoza boyunca infarkt,

8- Tum bagirsak duvari boyunca infarkt, biciminde skorlandi.

Kript derinligi 6l¢iimii igin iTEM 5.0° (Olympus GmbH, Almanya) gériintii
analiz yazihmi kullanildi. Bu amagla hematoksilen eozin ile boyanmis
kesitlerden elde edilen mikrofotograflar Gzerinde secilen, boyuna kesilmis 10
adet villus ve bunlara komsu 10 adet kriptin derinligi dlgulerek ortalamalari
alindi.

5.3. immiinohistokimyasal isaretleme

Mikrotomla poly-L lysine kaph lamlara 4um kalinliginda alinan kesitlerin
parafinleri giderildi. Daha sonra rehidratasyon iglemi igin derecesi giderek
azalan alkol serilerinden gegirilerek distile suya alindi. H2O; i¢inde bekleterek

endojen peroksidaz aktivitesi engellendi. Fiksasyon ve sicak parafine
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gomullmekten kaynaklanan antijen maskelenmesini ortadan kaldirmak igin
kesitler tripsin (pH:7,6) icinde 37°C (Bio-Optica Milano Spa®) 30 dakika inktbe
edildi. Taze hazirlanmig PBS ile yikandiktan sonra 2N HCI solusyonunda 37°C
30 dakika bekletildi. Asitin etkisini notralize etmek icin kesitler 10 dakika
boyunca 0,1M di-sodyum tetraborat c¢ozeltisine konuldu ve sonra g¢esme
suyunda yikandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kesitler lamlar Gzerinde pap-
pen ile ¢evrildi. Nonspesifik antikor baglanmasini ve bundan dolayi olugabilecek
zemin boyamasini engellemek icin kesitler Novocastra ™ Protein Block
damlatilarak 8 dakika beklendi. Dokularin Uzerindeki protein blok
uzaklastirilarak yikama yapilmadan PBS icinde %0.5’lik sigir serum albumin
(BSA) ile 1/20 oraninda dilte edilmis Bromodeoxyurudine (Brdu) (Kat. No: NCL-
BrdU Novocastra, Leica Biosystems, Wetzlar, Almanya) antikoru damlatilarak
buzdolabinda 1 gece inkube edildi. Kesitlere biotin ile baglanmis anti fare
sekonder antikoru (Kat No: D01-125, GBI Inc. Mukiltea, WA, ABD) damlatildi.
Streptavidin peroksidaz enzim reaktifi ve diaminobenzidin (DAB) damlatilarak
antikor baglanmasi goraltr hale getirildi. Daha sonra kesitlere hematoksilen ile
zit boyama yapildi ve entellan ile kapatildi.

Aktif kaspaz-3 immuanohistokimyasi i¢in de yukaridaki protokol kullanildi
ancak farkli olarak primer antikor (Kat. no: 9661S, Cell Signaling Technology
Inc. Danvers, MA, ABD) 1/400 oraninda dilie edildi ve HCI ile di-sodyum
tetraborat agsamalari uygulanmadi.

Negatif kontrol icin kesitlere primer antikor icermeyen %0,5 PBS-BSA
damlatildi. Daha sonra protokole ayni sekilde devam edildi.

5.4. Elektron mikroskop takibi

Elektron mikroskobik inceleme igin alinan dokular dncelikle 1mm®lik
parcalara bolindu ve yaklasik 4—6 saat %2,5’lik gluteraldehit solUsyonunda
fikse edildi. Fiksasyon sonrasi dokular fosfat tampon solisyonuna alindi. Daha
sonra EDTA c¢ozeltisinde dekalsifikasyon iglemi yapildi. Dekalsifikasyonun
tamamlandigi ginden itibaren rutin elektron mikroskobik takip isleminden sonra
dokular epoksi rezin bloklara gomuldu.

Bu bloklardan ultramikrotom (Leica Ultracut UCT125, Leica Avusturya-
Viyana) ile 70 nm kaliniginda kesitler, 300 g6zenekli bakir gridlere alindi ve

uranil asetat ve kursun sitrat soltsyonlari ile kontrastlandi.
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Kontrastlanan kesitler transmisyon elektron mikroskobu (Jeol JEM1011,
Tokyo, Japonya) ile goruntulendi. Mikroskoba eklenmis dijital kamera
(Megaview lll, Olympus GmbH, Germany) ile incelenen kesitlerin fotograflari
cekildi ve degerlendirme yapildi.

5.5. Kaspaz -3,-8,-9 Gen ifadesi
5.5.1. Materyal
Mersin Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuarinda -80 derecede

saklanan doku ornekleri 1,5 ml’lik ependorf tlplere alindi. Doku o&rneklerini

parcalamak icin (MagNA Lyser Green Beads, ROCHE Katalog No;
03358941001) kiti kullanildi. Dokularin pargalanmasi igin (MagNA Lyser
Instrument, ROCHE Katalog No; 03358968001, Almanya ) cihazi
kullanildi.(Resim 9)

Resim 9 : MagNA Lyser Homojenizatér Cihazi

Dokulardan RNA izolasyonu igin yuksek saflikta RNA izolasyon kiti (High
Pure RNA Tissue Kit, ROCHE katalog no; 12033674001) kullanildi. Total RNA
izolasyonu agsamasinda Nuve marka santriflj (ependorf tapler igin) ve karistirici
(vorteks) cihazi kullanildi.
RNA o6rneklerini komplementer DNA'ya (c-DNA) ¢evirmek igin;

- Transkriptor c-DNA sentez kiti (ROCHE katalog no; 04379012001)

- Kuru 1s1 blogu ve thermalcycler cihazi kullanildi.

- Universal Probe Library Primer Probe dizayni ve Real Time Ready
Primer Prob dizayni kullanilarak Lightcycler 480 Real Time PCR cihazi ile

orneklerin rolatif ekspresyon analizi saglandi.(Resim 10)
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Resim 10 : Lightcycler 480 Real-Time PCR cihazi

5.5.2. Doku orneklerinden RNA izolasyonu

Her ornek igin; dokular 30-35 mg tartildi ve Roche MagNA Lyser
Homojenizator de 350 pL High Pure RNA Tissue Kit Tisssue Lysis / Binding
Buffer ile MagNA Lyser Green Beadler igerisinde 6500 devirde 40sn
homojenizasyon iglemine tabi tutuldu. +4°C‘de 2dk soguk blok Uzerinde tutuldu.
Tekrar 6500 devirde 40 sn homojenizasyon iglemine tabi tutuldu, 5-10 dk +4°C
de soguk blok Uzerinde bekletildi. Beadler tzerine 175er uL absolute Ethanol
eklendi ve izolasyon agsamasina gegcildi ve asagidaki protokol uygulandi.

izolasyon yiiksek saflikta RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Tissue Kit,
ROCHE) kullanilarak vyapildi. Ornek sayisi kadar filtreli toplama tipleri
hazirlanarak numaralandirilan ve hazirlanan karisim filtreli tlp igerisine
konularak tuplerin kapaklari kapatildi. 30sn 13000xg(gravite)'de santrifij
edilerek toplama tupleri atildi. Filtreli tipler yeni toplama tuplerine aktarilarak
her bir 6rnege 90 yL DNaz inktibasyon buffer ve 10 uL DNaz-I eklendi. 15 dk
*15-"25°C’de inkibasyona birakildi. Filtreli tplerin icerisine 0,5 ml yikama
tamponu-| ilave edilerek 15 sn 8000xg’de santriflj edildi ve toplama tupleri
atildi. Filtreli tipler yeni toplama tlplerine konuldu. Filtreli tiplerin igerisine 0,5
ml yikama tamponu-ll eklenerek 15sn 8000xg’de santrifuj edildi ve toplama

tupleri atildi. Filtreli tlpler yeni toplama tlplerinin Gzerine konularak filtreli
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tuplerin igerisine 0,3 ml yikama tamponu-Il ilave edilerek 2dk 13000xg’'de
santrifij edildi ve toplama tipleri atildi.

Filtreli tapler kapakh 1,5 ml’'lik ependorf tiplere aktarildi, her 6rnege 100
pL elisyon buffer eklenerek 1 dk 8000xg’de santriflij edilerek RNA izolasyon
protokolli sonlandirildi. izolasyonun tamamlanmasini takiben eliisyon tampon
icerisindeki RNA'lar -80°C’de saklandi.(Sekil 8)

525 pL Lysate+absolute ethanol
karigimi filtreli tiplere alinir

J

Filtreli tipler 13000 devirde 30 sn

santrifdj edilir

90uL DNase incubation buffer
+10uL DNase Work sol. eklenir

' J

Alttaki tip uzaklagtirilir

Oda sicakliginda 15 dk beklenir

500 uL Wash buffer Il eklenir

ll

8000 devirde 15 sn santrifij
500 uL Wash buffer Il eklenir

N\

ll

Alttaki tip uzaklagtirilir

8000 devirde 15 sn santrifij

| 300 uL Wash buffer Il eklenir

N\

J

Alttaki tip uzaklagtirilir

13000 devirde 2 dk santrifijj

100 uL ektion buffer Il eklenir

N\

NN VNN

g

Alttaki tip uzaklagtirilir

8000 devirde 1 dk santrifiij

ll

Total RNA

Sekil 8: Total RNA sentez basamaklari
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5.5.3. c-DNA sentez agamasi

Elde edilen RNA’lari c-DNA’ya donustirmek igin Transkriptor First Strand
c-DNA sentez kiti (ROCHE) kullanildi.
Kitin icerigi;
Random primer
PCR icin gerekli saflikta su
Transkriptor revers traskriptaz reaksiyon tamponu
Koruyucu RNaz inhibitor
Deoksinukleotit karigimi
Transkriptor revers traskriptaz enzimi

Kullanima baglamadan once butin solusyonlar ve RNA dOrnekleri buz
Uzerinde tutularak ¢ézduruldl. c-DNA sentezi 2 basamakta gergeklestirildi.

1. basamakta hazirlayacagimiz karisimin iceriginde her érnek igin;
2 uL random primer
2 uL PCR igin gerekli saflikta su
9 uL RNA 6rnegi kullanildr.

Kuru 1si blogunda 65°C'de 10 dk inkibasyona birakilmistir.
inkubasyondan sonra 2. basamaga gegildi.

2. basamakta hazirlanacak karigimin igerigi;
4 uL transkriptor revers traskriptaz reaksiyon tamponu,
0,5 uL korucuyu RNaz inhibitor,
2 uL deoksinlkleotit karigim
0,5 L transkriptor revers traskriptaz enzimden olusturuldu.
2. basamakta hazirladigimiz karigim, 1. basamakta hazirlanan karisim
(inkibasyondan sonra buz Uzerinde sogutulan) Uzerine eklendi. Karigimin son
hali termalcycler cihazina yliklendi ve asagidaki protokol uygulandi;
25°C’de 10 dakika
50°C’de 60 dakika
85°C’de 5 dakika

Yukaridaki 1s1 donguleri kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmis, c-DNA
sentezi tamamlandi. Bu asamadan sonra c-DNA ornekleri 1,5 ml’'lik kapakli

ependorf tlplere alinarak -20 °C’de muhafaza edildi(Sekil 9).
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2 uL H.0 \

2 uL Random hekzamer primer
9 uL RNA

13 uL — 10 dk 65°C’de inkiibe edildi

13uL +7uL=20 pL

0.5 uL (tip 1)
4.0 yL H,O (tup 2) RT-PCR’da c-DNA igin

0.5 L (tip 3) asagidaki protokol uygulandi
2.0 L (tp 4)

7 ul — 10 dk Oda sicakliginda inktbe edildi

_

Sekil 9: c-DNA protokolu

5.5.4. Real-Time PCR agsamasi

Doku dizeyinde kaspaz 3-8-9 ekspresyonu calismasi icin gerekli cihazlar ve
kitler;

-Lightcycler 480 Il Cihazi (ROCHE, Aimanya)

-MagNA Lyser Cihazi (ROCHE, Aimanya)

-Lightcycler 480 Multiwell Plate 96 (ROCHE kat no: 04729692001); ornekleri
pipetlemek amagli

-Lightcycler 480 Sealing foil (ROCHE katalog no:04729757001); plate igine
pipetlenen ornekleri 6rtmek igin kullanilan seffaf kapatici

-Realtime ready catolog assay primer probe dizayni (ROCHE kat.no:
05532957001)

-Master Mix; Lightcycler 480 probe master (ROCHE kat.no:04707494001)
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-High pure RNA Tissue Kit (ROCHE kat no; 12033674001)
-MagNA Lyser Green Beads (ROCHE kat no; 03358941001);
dokulari parcalama amacli
-Transcriptor first strand c-DNA synthesis kit (ROCHE kat no; 04379012001)
c-DNA sentezi igin kullanildi
5.5.5. Ekspresyon galismasi igin izlenilen yontem
Real-Time PCR da kullanilan karigim;,
Beta aktin referans gen + kaspaz 8 ve kaspaz 9 hedef gen karisimi (Real Time
ready assay):

— 1 uL Primer & Probe (Real Time Ready)

— 10 pL Probe Master

— 4 uL PCR grade water

15 pL total hacim

Kaspaz 3 hedef gen karigimi (UPL):
— 0,4 uL F primer
- 0,4 yL R primer
— 0,4 yL Probe XX
— 10 pL Probe Master

— 3,8 uL PCR grade water
15 pL total hacim

Herbir 6rnek icin yukaridaki karisimlara 5’er yL cDNA eklenerek Light Cycler
480 sistemine ait plakalar Uzerinde ¢aligildi. (Beta aktin standartlari ile)
Real-Time PCR protokolUnln ilk agsamasinda;
*Inkiibasyon agamasi

95°C’de 10 dakika DNA polimerazin aktive olmasi igin bekletildi.
*Amplifikasyon agsamasi

3 asamada gerceklestirilerek, asagidaki dongu 45 defa tekrarlandi.

1.Basamak; 95°C’de 10 saniye DNA’nin cift iplikli yapidan tek iplikli

yaplya gecmesi (denatlrasyon)

2.Basamak; 60°C’de 30 saniye primerlerin baglanmasi (annealing)

3.Basamak; 72°C’de 1 saniye DNA zincirinin uzamasi (elongation)

saglandi.
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*Sogutma asamasi;

40°C’de 1 dakika bekletildi.

Bu islemler Lightcycler 480 Il Real-Time PCR cihazi (ROCHE, Almanya)
ile gercgeklestirildi. Degerlendiriime cihazin kesin kantitasyon analiz kisminda
yapildi. Bu yontemler ve kullanilan standart degerleri her bir hasta icin optimize
edilmis ve standartlardan yola ¢ikarak kantitatif sonuglar hesaplandi.

Real-Time PCR cgalismasi icin her bir érnek igin dnceden PCR tlplerine
hazirlanmis olan 10 yL RNA’dan elde edilen c-DNA’lar -20°C’ den ¢ikartilarak
oda isisina getirildi. Real-Time PCR c¢alismasi igin reaksiyonda kullanilacak

olan karisim 1,5 ml’ lik eppendof tlpler i¢erisinde hazirlandi.

Tablo 9: Kaspaz-3,-8,-9 genleri icin Real Time PCR amplifikasyon protokolu

Cycle Analysis mode °c Acg.mode |Time Ramp
rite
DEN 1 none 95°C None 00:10:00 4.4
95°C  [None 00:00:10 (4,4
AMP 45 quantification 60°C None 00:00:30 2,2
72°C Single 00:00:01 [4,4
COOL |1 none 40°C  [None 00:01:00 (2,2

Calismada kullanilan farkh sicakliklar ve nedenleri;

1-95'C’de 10 dakika bekletilerek ortamdaki DNA polimerazin aktif hale gegmesi
saglandi.

2- 95°C’de 10 sn, amplifikasyon programi basladiginda c-DNA'lar tek iplikli hale
gegirildi.

3- 60'C'de 30 sn cogaltiimasi istenilen spesifik bolgeye uygun primerlerin
baglanmasi saglandi

4- 72°C’de 1 sn; Primerlerin uzamasi asamasidir. Buradaki single modu okuma

yapilacagl anlamina gelmektedir.
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5- 40°C'de 30 sn sogutma asamasidir, kullandigimiz Uriinleri cihazdan
¢likarabilmemiz i¢in sogutma modu uygulandi

Calisma sonucunda ¢lkan sonuglarin  amplifikasyon  egrileri
g6zlemlenerek kantitatif modda crossing point (cp) degerleri belirlendi. Yapilan
calismada hem referans gen hem hedef gen oldugu icin, ¢ikan sonuglar Hedef
gen ( Kaspaz 3-8-9) /| Referans gen (Beta aktin) formull ile hesaplandi.
Formilde veriler yerine konuldugunda gikan sonug¢ ekspresyon dizeyi olarak
belirlendi.

Calisma kapsaminda Beta aktin referans geni ve kaspaz -3,-8,-9 hedef
gen bolgesine 6zgu primerler sentezletildi. c-DNA’lar Real-Time PCR teknigi ile
tagman prob yontemi kullanilarak g¢ogaltildi. Bu amplifikasyon sirasinda cift
zincirli DNA tagman prob ydntemi kullanildi.

5.5.6. Tagman Prob Yontemi

Hedefe 6zgul problar kullaniimistir. Bu testte problarla testin 6zgullagu
arttinlmigtir. Problardan biri 3’ ucundan floresans boya ile isaretli (dondr boya),
digeri 5’ ucundan alici boya ile isaretlendi. Problar hedef amplikonlar Gzerinde
birbirine yakin (1-5 nukleotit uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uglar yan
yana gelmektedir. ki boyanin yan yana gelmesiyle agiga gikan enerji ikinci prob
Uzerindeki alici boyay! etkileyerek floresans olusumuna yol ag¢maktadir.
“Fluoresance resonance energy transfer (FRET)” olarak adlandirilan bu enerji
transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine diger bir ifade ile PCR siklusu suresince olusan amplikonlarin
miktarina bagli olarak artmaktadir.

Tagman sisteminde 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Prob’'un 5’ ucunda raportor florokrom (6-carboxyfluorescein=6-
FAM), 3’ucunda ise baskilayici florokrom (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine
=TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek iplikli hale getirilen hedef molekul Gzerinde,
primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef
molekul arasindaki hibridizasyon devam ettigi surece raportdr florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef nlkleik asite baglanmasini takiben

bagslatilan primer uzamasi prob’'un baglandigi noktaya kadar geldiginde,
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sentezin devam edebilmesi icin taq DNA polimeraz enzimi 5—3’ nlkleaz
aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yikmaya baglar.

Bdylece raportdr florokrom serbest hale geger ve sinyal olusturur. Her
siklusta Uretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de
artmaktadir.(Sekil 10)

1) Aynilma prob
floresein
primer [raportdr prob) ba S-kII|EI"|I'II:I [quencer
| I | i ) .8 prob )

A N |

2) Baglanma/ Prob

hibridizawunu Fnlimfraz ? Hibridizasvnnrib
TTTTI%" "TTITTTT1
S O |
3) Uzama ;_.__,. L
11 BEBEL
I ) 1 11 L |1 L 1 11
B
"L_..-',___'*-..._E
FTrT1Trrrrirrrrrrnirril
| I I A |

Sekil 10: Tagman prob yontemi

5.6. Verilerin analizi

Real- Time PCR ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi, LightCycler®
480 Software Version 1.5 kullanilarak gerceklestirildi. Orneklerin crossing point
(cp) degerlerinden yola ¢ikarak cihaz konsantrasyon dederlerini hesapladi ve
verilere goére AACt ve 22" degerleri hesaplanarak Rolatif kantitasyon ile
ekspresyon belirlendi.
5.7. Total Antioksidan Status (TAS) Diizeyi Olgiimii

Total Antioxidant Status (Rel Assay Diagnostic, Turkiye) kiti kullanilarak
TAS Olgimu vyapildi. Bu kitte redikte ABTS (2,2-azinobis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)) molekult, H2O, kullanilarak asidik ortamda
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(asetat tamponu 30 mmol/l pH 3,6) ABTS" radikal katyonu olusturmak amaciyla
inkiibe edilip okside edildi. Konsantre (koyu yesil) ABTS" molekull, asetat
tamponu igerisinde daha stabildir. Koyu yesil renk, daha konsantre ve yuksek
pH’ a sahip asetat tamponu iginde (0.4 mol/l pH 5.8) dilie edilirken spontan
olarak yavasga kaybolur. Bu renk kaybinin hizi, érnekte bulunan antioksidan
konsantrasyonu ile orantilidir. Bu reaksiyon spektrofotometrede (660 nm’de)
takip edilebilir ve agarma hizi 6rnekteki total antioksidan kapasite (TAC) ile ters
orantilidir. Ornekteki antioksidanlar, renk olusumunu, konsantrasyonlari ile
orantili olarak dnlemektedirler. Bu reaksiyon hizi, suda ¢6zinen vitamin E’nin
analogu olan Trolox (6-hidroksi-2.5.7.8-tetramethilchroman-2-karboksilik asit) ile

kalibre edilir. Sonuclar mmol Trolox equivalent/| olarak ifade edildi.
5.8. Total Oksidan Status (TOS) Diizeyi Olgiimii

Total oksidan status duzeyi, Total Oxidant Status (Rel Assay Diagnostic,
Tarkiye) kiti kullanilarak yapildi. Bu kitte; 6rnekte bulunan oksidanlar, ferro iyon
(Fe*?)-o-dianisidine kompleksini ferrik iyon (Fe™) haline getirmektedir.
Reaksiyon ortaminda bolca bulunan gliserol molekilleri ile oksidasyon
reaksiyonu guglendirilir. Xylenol orange ile ferrik iyon asidik ortamda renkli
bilesik olusturmaktadir. Renk yogdunlugu, ornekteki oksidan molekullerinin
miktariyla iligkilidir. Test H.0, ile kalibre edilmis ve sonuglar litre basina

mikromolar H,O; equivalan olarak ifade edildi. (umol H,0, Equiv./l)

5.9. ISTATISTIK

Analizler i¢cin MedCalc paket programini kullanildi. BRDU pozitif ve
negatif hidcre sayilari, PARK skorlamasi igin Shapiro Wilk testi kullanilarak
normal dagilim kontroli yapildi. PARK skorlamasi bakimindan gruplarin
karsilastirimasinda Kruskall Wallis testi kullanildi. Diger degiskenler
bakimindan gruplar karsilastirilirken one-way ANOVA ve post-hock Tukey testi
kullanildi. Gruplarda vicut agirliklarindaki degisim karsilastirilirken tekrarlayan
OlcimlU varyans analizi (Repeated ANOVA) kullanildi. Kaspaz-3, -8 ve -9 igin
veriler delta delta ct degerleri oldugu i¢in normalizasyon islemi olarak 2 Gzeri -
delta delta ct degerlerini hesaplandi. Verilerin normal dagihm kontrolinu yapildi.

Bunun sonucunda normal dagilim kosulu saglandidi icin one-way ANOVA ve
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post-hoc Tukey testi kullanarak gruplari karsilastirildi. p degerinin 0.05’in altinda

olmasi istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Gruplarin klinik gozlemi

Sicanlar MTX'i iyi tolere ettiler. Deneyi sonlandirmayi gerektirecek
herhangi bir bulgu ortaya c¢ikmadi. Kontrol grubu hari¢ tum gruplarda ishal
deneyin 3. guninde ortaya cikti. Sadece 4.grupta 5.disi sigan nedeni
bilinmeyen bir sekilde oldu.
6.2. Gruplarin tartilan

Gruplarin gunluk tartilar arasinda anlamli fark saptanmadi. Tablo10’da

hayvanlarin gunlere gore agirlik ortalamalari verilmistir.

Tablo 10: Deney Hayvanlarinin Gunlere Gére Agirlik Ortalamalari

Grup 1. Giin 2. Gin 3. Giin 4. Gin 5. Giin

SF 260.00 £ 50.34 | 251.30 £ 51.29 | 255.80 + 51.41 | 252.80 £ 56.27 | 247.60 + 54.65
MTX 256.70 £ 59.40 | 248.40 £+ 58.47 | 239.30 + 55.93 | 231.40 £ 55.35 | 227.20 + 53.33
MTX-GIn | 225.60 + 59.34 | 212.50 £ 53.81 | 224.70 + 58.67 | 222.40 + 55.62 | 217.30 £ 57.31
MTX- 264.22 + 87.76 | 263.56 + 89.13 | 265.67 + 86.81 | 257.44 + 84.10 | 253.33 + 84.31
EE)E—GIn- 264.90 + 81.36 | 262.70 £ 77.43 | 261.60 + 76.65 | 257.40 £ 77.77 | 251.00 + 77.18

6.3. Histopatolojik sonuglar

Sadece kontrol grubunda (SF grubu) duzenli morfolojide yuzey ve kript
epiteli ve lamina propriaya sahip villuslar gozlendi. Kript derinliginin kontrol
grubu diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde ylUksek
oldugu gozlendi (p<0.05) (Resim 11A). MTX verilmis grupta villus yuksekliginin
azaldigi ve yassilastigi, yuzey epitelinin apikal bolgeden kript epiteline dogru
dokuldugu ve inflamatuvar htcre infiltrasyonunun ¢ok belirgin bir sekilde artmig
oldugu goraldi. MTX grubunun kript derinligi diger gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir seklide dusuk oldugu goézlemlendi (p<0.05)
(Resim 11B). MTX-HMB grubunun kript derinligi MTX-GIn grubuna gore daha
fazla olmasina karsin iki grup karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlamli farkliik olmadigi belirlendi (p>0.05) (Resim 11C, 11D). Ancak her iki
grup kript derinligi agisindan MTX grubu ile kiyaslandiginda kript derinliklerinin
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istatistiksel olarak daha iyi oldugu ancak MTX-GIn-HMB grubundan istatistiksel

olarak daha dusuk kript derinligine sahip olduklari belirlendi (p>0.05). MTX-GIn-
HMB grubunda ise villus morfolojisinin duzeldigi, yuzey ve kript epitelinin bircok

alanda yenilendigi ve inflamatuvar hucre infiltrasyonunun ise belirgin olarak

azaldigr gozlendi. Kript derinligi agisindan degerlendirildiginde MTX-GIn-HMB

grubunun kontrol grubu haricinde diger gruplara goére kript derinligindeki

azalmanin en az duzeyde oldugu belirlendi (p<0.05) (Resim 11E). Kript derinligi

sonuglari Tablo 11’de gosterilmistir. Tablo 12 de gruplar arasinda istatistiksel

olarak karsilastiriima yapilmigtir.

Tablo 11: Deney Gruplarinin Kript Derinligi Ortalamalari

GRUP Sigan Ortalama
Sayisi

SF 10 2.04 £0.24

MTX 10 1.11+£0.11

MTX-GIn 10 1.40 +0.15

MTX-HMB 9 1.54 +0.39

MTX-GIn-HMB 10 1.84 +0.11

Tablo 12: Deney Gruplarinin Kript Derinligi Bakimindan Karsilastiriimasi (p

degeri)

Grup SF MTX MTX-GIn | MTX-HMB | MTX-GIn-HMB
SF 0.000 0.000 0.000 0.033
MTX 0.000 0.001 0.000 0.000
MTX-GIn 0.000 | 0.001 0.308 0.000
MTX-HMB 0.000 | 0.000 0.308 0.000
MTX-GIn-HMB | 0.033 | 0.000 0.000 0.001
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Resim 11: Kript derinligi goruntileri (A: SF grubu, B: MTX grubu, C: MTX-GIn
grubu, D: MTX-HMB grubu, E: MTX-GIn-HMB grubu)

6.4. PARK SKORLAMASI

Mukozal hasari Park skorlamasina gore degerlendirildiginde en fazla
hasarin istatistiksel olarak MTX grubunda oldugu, kontrol grubunda ise herhangi
bir doku hasarinin olmadigi belirlendi. MTX-GIn ve MTX-HMB gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak park skorlamasinda bir farklilik olmadigi
saptandi (p>0.05). MTX-GIn-HMB grubunun ise park skorlamasi agisindan SF
grubuna yakin oldugu ancak istatistiksel agidan SF grubunun daha iyi oldugu;
MTX, MTX-GIn ve MTX-HMB gruplarindan ise istatistiksel olarak daha iyi
oldugu goézlemlendi (Tablo 13,14).

Tablo 13: Deney Gruplarinin PARK Skorlamasi Ortalamalari

Grup Sigcan Sayisi Ortalama
SF 10 0.0£0.0
MTX 10 3.50 £ 0.85
MTX-GIn 10 2.30 £ 0.67
MTX-HMB 9 1.89 £ 0.60
MTX-GIn-HMB 10 1.0+ 047
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Tablo 14: Deney Gruplarinin PARK Skorlamasi Bakimindan Karsilastiriimasi (p

degeri)
Grup SF MTX | MTX-GIn | MTX-HMB | MTX-GIn-HMB
SF 0.000 | 0.000 0.000 0.036
MTX 0.000 0.001 0.000 0.000
MTX-GIn 0.000 | 0.001 0.304 0.000
MTX-HMB 0.000 | 0.000 | 0.304 0.000
MTX-GIn-HMB | 0.036 | 0.000 | 0.000 0.001
6.5. ENTEROSIT GOGALMA INDEKSI

Cogalmakta olan enterosit hdcrelerini  belirlemek igin  BrDu ile

isaretlenmis hlcre ve isaretlenmemis hicre sayimi yapildi. SF grubunda BrDU
14.83 oldugu buna karsin MTX
grubunda BrDU ile isaretlenmis hlcre sayisinin belirgin sekilde azaldigi (52.62

ile isaretlenmis hicre sayisinin 89.00 *

t+ 16.75) ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklihk oldugu belirlendi
(p<0.05). MTX-GIn (97.41 £ 21.02) ve MTX-HMB (139.56 + 34.01) grubunda
BrDU ile isaretlenmis hiicre sayilari arasinda istatistiksel olarak farklilik oldugu
(p<0.05), ancak MTX grubu ile karsilastinidiklarinda istatistiksel olarak daha
fazla ¢ogalmakta olan enterosit hlcresi oldugu saptandi (p<0.05). MTX-GIn-
HMB grubundaki ¢ogalmakta olan enterosit hiicre sayisinin (177.00 £ 33.13)
MTX-GIn grubunda

¢ogalmakta olan hicre sayisinin SF grubundan farklilik géstermedigi belirlendi

istatistiksel olarak en ylksek oldugu belirlendi (p<0.05).
(p>0.05). Cogalmakta olan enterosit hicre sayim ortalamalari ve gruplarin
kargilastirimalari Tablo 15 ve Tablo16’da verilmigtir. BrDU ile isaretlenmis

hicrelerin goruntuleri Resim 12 de gosterilmistir.

Tablo 15: Deney Gruplarinin BrDU Pozitif Hicre Sayimlarinin Ortalamalari

GRUP BrDU Pozitif Hiicre
Sayisi
SF 89.00 £ 14.83
MTX 52.62 £ 16.75
MTX-GIn 97.41 £ 21.02
MTX-HMB 139.56 + 34.01
MTX-GIn-HMB 177.00 + 33.13
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Tablo 16: Deney Gruplarinin BrDU Pozitif Hlcre Sayisi
Karsilastiriimasi (p degeri)

Grup SF MTX | MTX-GIn | MTX-HMB | MTX-GIn-
HMB

SF 0.018 |0.943 0.001 0.0001

MTX 0.018 0.002 0.0001 0.0001

MTX-GIn 0.943 | 0.002 0.006 0.0001

MTX-HMB 0.001 | 0.0001 | 0.006 0.018

MTX-GIn-HMB | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.018

Bakimindan

Resim 12: BrDU goruntdleri (A: SF grubu, B: MTX grubu, C: MTX-GIn grubu,
D: MTX-HMB grubu, E: MTX-GIn-HMB grubu)

6.6. APOPITOTIK HUCRE SAYIMI

Barsak kesitlerinde apopitotik hucreleri belirlemek igin kaspaz-3 ile
immunhistokimyasal boyama vyapildi (Resim 13). Apopitotik ve apopitotik
olmayan hicre sayimlari yapilip degerler yuzde olarak hesaplandiginda en
dusuk apopitotik hlcre yuzdesinin SF grubunda oldugu belirlendi (p<0.05).
MTX-GIn, MTX-HMB ve MTX-GIn-HMB grubundaki apopitotik hlcre
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yuzdelerinin sirasiyla giderek azaldigi en disuk apopitotik hicre yuzdesinin
MTX-GIn-HMB grubunda oldugu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik oldugu saptandi (p<0.05).

MTX-GIn grubundaki apopitotik hicre yutzdesinin MTX-HMB grubu ile
kiyaslandiginda MTX-GIn grubunda apopitotik hicre yuzdesinin daha yuksek
oldugu aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik oldugu belirlendi
(p<0.05). Benzer sekilde MTX-GIn grubundaki apopitotik hicre ylzdesinin
MTX-GIn-HMB grubundan yuksek oldugu ve aralarindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). MTX-GIn-HMB grubunun apopitotik
hicre yuzdesi MTX-HMB grubundan daha didsuk oldugu ve aralarinda
istatistiksel olarak bir farkhlik oldugu saptandi (p<0.05). Apopitotik hicre
yuzdelerinin ortalamalari ve gruplarin karsilastiriimalari Tablo 17 ve Tablo 18'de

verilmigtir.

Tablo 17: Deney Gruplarinda Kaspaz-3 Pozitif, Kaspaz-3 Negatif Hucre

Sayimlari ve Kaspaz-3 Pozitif Hicre YUzdelerinin Ortalamalari

GRUP Kaspaz-3(+) | Kaspaz-3(-) Kaspaz-3(+)
hiicre sayisi | huicre sayisi | hiicre yuzdesi (%)

SF 2.70+£0.82 36.30 +5.23 7.76 £2.85

MTX 10.20+3.15 | 10.60 + 2.46 95.72 £ 16.04

MTX-GIn 7.50 £ 0.53 11.30 £ 0.82 66.98 £ 9.49

MTX-HMB 5.67 £ 0.87 14.22 +1.20 40.52 £ 9.42

MTX-GIn-HMB | 4.20 £ 0.63 20.01 £1.45 22.06 £ 6.51
Tablo 18: Deney Gruplarinin Kaspaz-3 Pozitif Hucre Yulzdelerinin
Karsilastiriimasi (p degeri)
Grup SF MTX MTX-GIn | MTX-HMB | MTX-GIn-HMB
SF 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.019

MTX 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
MTX-GIn 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001
MTX-HMB 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.002
MTX-GIn-HMB | 0.019 0.0001 | 0.0001 0.002
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grubu, D: MTX-HMB grubu, E: MTX-GIn-HMB grubu)

6.7. ELEKTRON MIKROSKOBi BULGULARI

Grup 1: Mukozanin tek katl prizmatik epitel hiicrelerinde organel yapi ve
dagihimlari normal gérunimdeydi. Hlcrelerin apikal yuzeyindeki mikrovilluslarin
say! ve bicimlerinde anormal bir degisiklik saptanmadi. Epitel hlicreleri arasinda
yine normal gorunimli goblet hicreleri bulunmaktaydi. Epitelin altindaki bag
dokusunda da patolojik bir degisime rastlanmadi (Resim 14A).

Grup 2: Bu grupta yapilan elektron mikroskobik incelemede saptanan
patolojik bulgular oldukga belirgindi. Epitel hlcre sitoplazmalarinda vakuoller ve
bazi hicrelerde artmis  yag damlaciklari  go6zlendi. Hucrelerin
mitokondriyonlarinda sisme ve krista kaybi bulunmaktaydi. Epitel hicre apikal
yuzeyindeki mikrovilluslarda sayica azalma ve boylarinda kisalma saptandi.
Bazi epitel hicrelerinde mikrovilluslarin tamamina yakini kaybedilmisti. Epitel
altindaki bag dokusunda ¢ok sayida enflamatuar hicre de goruldi (Resim 14B).

Grup 3: Hucrelerin apikal ylzeylerindeki mikrovilluslar kontrol grubuna

gore sayica azalmigti ve boylari da kisalmisti. Bazi hiicrelerin sitoplazmalarinda
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vakuoller yer almaktaydi. Epitel altindaki bagd dokusunda ¢ok sayida
enflamatuar hidcre izlendi. Bu grupta epitel hicre sitoplazmalarinda
mitokondriyonlar ya da diger organellerde bozulma saptanmadi (Resim 14C).

Grup 4: Bu grupta da mikrovilluslarda azalma ve kisalma goézlendi. Epitel
hlcrelerinde artmis vakuoller ve yag damlaciklarina rastlandi. Epitel alti bag
dokuda enflamatuar hicreler bu grupta da bulunmaktaydi (Resim 14D).

Grup 5: Bu grubun hicrelerinde bulgular daha hafif olarak izlendi.
Mikrovilluslarin sayi ve boylari kontrol grubuna benzer gérinimdeydi. Hicre igi

vakuoller, sayica daha azdi ve daha kuguUkti. Bag dokusunda enflamatuar

hlcre artigi bu grupta da goruldi (Resim 14E).

Resim 14: Elektron mikroskobi goruntuleri (A: SF grubu, B: MTX grubu, C:
MTX-GIn grubu, D: MTX-HMB grubu, E: MTX-GIn-HMB grubu)

6.8.TOTAL ANTIOKSIDAN KAPASITE

Deney gruplart TAOK agisindan deg@erlendirildiginde SF grubunda total
antioksidan kapasitenin en yuksek oldugu diger deney gruplari ile aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklihk oldugu saptandi (p<0.05). MTX grubunun
total antioksidan kapasitesinin en dusik oldugu diger gruplarla aralarinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0.05). Sirasiyla MTX-GIn,
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MTX-HMB, MTX-GIn-HMB gruplarinin antioksidan kapasitelerinin giderek arttig
belirlendi. MTX alan gruplar igerisinde en ylUksek antioksidan kapasitenin MTX-
GIn-HMB grubunda oldugu ve diger gruplarla aralarinda istatistiksel olarak
anlamli farkhlik oldugu saptandi (p<0.05). Deney gruplarinin antioksidan
kapasite ortalamalari Tablo 19 ve gruplar arasi karsilastirma Tablo 20’de

gOsterilmistir.

Tablo 19: Deney Gruplarinin TAOK Ortalamalari

GRUP Total Antioksidan Kapasite
SF 65.39 £ 17.75

MTX 6.40 + 4.81

MTX-GIn 18.44 £7.02
MTX-HMB 30.49+4.14
MTX-GIn-HMB 43.39 + 3.92

Tablo 20: Deney Gruplarinin TAOK bakimindan karsilastiriimasi (p degeri)

Grup SF MTX MTX-GIn | MTX-HMB | MTX-GIn-HMB
SF 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001

MTX 0.0001 0.042 0.0001 0.0001
MTX-GIn 0.0001 ]0.042 0.051 0.0001
MTX-HMB 0.0001 | 0.0001 | 0.051 0.031
MTX-GIn-HMB | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.031
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6.9.GENETIK
6.9.1.Kaspaz-3, -8, -9 Gen ifade Diizeyleri

Kaspaz 3 gen ifadelenmesi icin MTX grubunun diger gruplardan ( 0.82 +
0.95) anlamli derecede yuksek dedere sahip oldugu saptandi (p<0,05).
Sirasiyla MTX-GIn (0.20 = 0.84), MTX-HMB (0.19 + 0.11) ve MTX-GIn-HMB
(0.17 £ 0.16) gruplarinda kaspaz-3 belirlenmesinin giderek azaldigi ancak

gruplar arasinda istatistiksek farklilik olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil 11).
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Sekil 11:Kaspaz 3 gen ifadelerinin gruplar arasinda kargilastiriimasi
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Kaspaz 8 gen ifadelenmesi MTX grubunda (2.27 = 3.03) diger deney
gruplari ile karsilastirildiginda anlamli derecede yuksek degere sahip oldugu
saptandi (p<0,05). Diger gruplarla arasinda farkhlik anlaml degildi (p>0,05).
Sirasiyla MTX-GIn (0.40 = 0.19), MTX-HMB (0.37 + 0.26) ve MTX-GIn-HMB
(0.27 £ 0.34) gruplarinda kaspaz-8 belirlenmesinin giderek azaldigi ancak
gruplar arasinda istatistiksek farklilik olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil 12) .
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Sekil 12 : Kaspaz 8 gen ifadelerinin gruplar arasinda kargilastiriimasi
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Kaspaz 9 gen ifadelenmesi sirasiyla MTX grubu icin 0.21 + 0.29, MTX-
GIn grubu igin 0.26 £ 0.25, MTX-HMB grubu ig¢in 0.23 + 0.12, MTX-GIn-HMB
grubu icin 0.03 + 0.10 olarak bulundu. En duguk deger MTX-GIn-HMB grubunda
olmakla birlikte gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi
(p>0,05)(Sekil 13).
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Sekil 13 : Kaspaz 9 gen ifadelerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi
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7.TARTISMA

MTX, losemi ve c¢esitli solid tumorlerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan, DNA sentezini bozarak S fazindaki hucreleri etkileyen bir
antimetabolittir. Hlcre replikasyonunda anahtar bir enzim olan DHFR enzimini
inhibe ederek folat antagonisti olarak goérev gorur. MTX hastalarda ishal,
istahsizllk ve bunlara eslik eden malabsorbsiyon, malnutrisyon ve
dehidratasyona neden olabilir. Ayni zamanda epitelyal proliferasyonu ve
enterosit fonksiyonunu da inhibe eder ve mukozal bariyerin bozulmasina bagli
olarak bagirsak kaynakli sepsis riskini artirir. MTX uygulamasinda asil doz
sinirlayici faktor gastrointestinal toksisitedir?.

MTX tedavisi uygulanan hastalarda, oral ve intestinal mukozite yol agtigi
kesin bir sekilde gosterilmigtir. Sicanlar, MTX'in yol actigi gastrointestinal
mukozit i¢in oldukga uygun modeller olustururlar'™. ince bagirsak epitel
hdcrelerinin gogalmasi ve kendini yenilemesi kriptlerde meydana gelmektedir.
Normal fizyolojik kogullarda ¢ok hizli yenilenebilen kript hucreleri, villus uglarina
g0¢ ederek yaklagik 2-3 gun iginde gastrointestinal epitelin kendini tamamen
yenilemesini saglamaktadir.

MTX tedavisinden sonra hasar belirgin olarak ince bagirsaklarda gorulur.
MTX tedavisi sonrasinda olusan hasarda oksidatif stresin oOzellikle notrofil
infiltrasyonunun rol oynadigi gosterilmistir®®. MTX'in neden oldugu histopatolojik
degisiklikler icinde en ciddi etki kript ve villdz ablasyonu ile proksimal ince
bagirsakta belirgindir'™®.

MTX uygulamasi, apopitoziste artisa neden olur ve ratlarda uygulamadan
6 saat sonra zirve yapar ve en siddetli mukoza hasari ortalama 72 saat sonra

77178 Bu nedenle, bizimde c¢alismamizda ince barsak hasarinin

izlenir
histopatolojik degerlendiriimesinde, tek doz intraperitoneal MTX uygulandiktan
72 saat sonra elde edilen jejunum dokulari kullanildi. MTX yuksek doz
uygulandiginda gastrointestinal hasar ve kemik iligi baskilanmasi gibi siddetli
sistemik yan etkilere bagli olarak hayvanlarin erken o&limlerine neden
olmaktadir. Daha o6nce yapilmis MTX ile olusturulan deneysel mukozit
calismalarina benzer sekilde bizde ¢alismamizda MTX dozunu 20 mg/kg vicut

agirhg olacak sekilde belirledik'®. Boylece istenilen, MTXe bagl
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gastrointestinal mukozit olusturuldu.

Calismada MTX uygulanan tim gruplarda ishal tespit edildi. Gerek Gin,
gerek HMB ve gerekse GIn-HMB kombinasyonunun ishal olusumunu onleyici
etkisi tespit edilemedi.

Bagirsak mukoza hasari gerek kript derinligi gerekse Park ve arkadaslari
tarafindan tarif edilen yonteme gore semi-kantitatif olarak degerlendirildi'™. Kript
derinligi bakimindan deg@erlendirildiginde MTX alan grubun kript derinliginin en
az oldugu, buna karsin MTX-GIn ve MTX-HMB grubunun kript derinliginin MTX
grubuna kiyasla ylksek oldugu ancak aralarinda istatistiksel farkhlik olmadigi
belirlendi. MTX-GIn-HMB grubunun ise kontrol grubuna yakin kript derinligine
sahip oldugu ancak SF grubunun istatistiksel olarak daha iyi kript derinligine
sahip oldugu belirlendi.

Park skorlamasi acisindan irdelendiginde MTX grubunun en ylksek
degere sahip oldugu belirlendi. MTX-GIn ve MTX-HMB grubu arasinda
istatistiksel olarak farkhlik olmadidi ancak MTX-GIn-HMB grubunun park
skorlamasi agisindan SF grubuna yakin degerlere sahip oldugu ve gerek MTX-
GIn gerekse MTX-HMB grubundan istatistiksel olarak daha iyi oldugu saptandi.

L-GIn esansiyel olmayan bir aminoasit olmasina karsin birgok
biyokimyasal reaksiyona katilir. Lenfosit, enterosit gibi hizli prolifere olan
hicrelerde dolayli olarak protein sentezine katilir. Ayni zamanda DNA ve
glutatyon sentezi icin ©oncll bir molekil olarak gérev alr. Onemli
fonksiyonlarindan biri de gastrointestinal kanalin saglikli yapisini strdurebilmesi
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ve yeniden yapilanabilmesi icin dnemli bir enerji kaynagidir'=”. Gerek hayvan

gerek insanlar Uzerinde yapilan calismalarda GIn’in etkisi geliskili sonuglar

82181 " Invitro calismalar GIn desteginin hiicresel cogalmayi

vermektedir
artirdigini géstermesine karsin invivo galismalarda 6zellikle timor hicrelerinde
cogalmanin arttiyi gosterilememistir'®'82'83184 Ratlarda GIn desteginin MTX'e
ve RTe baghh mukozit gelisimini azalttigini gosteren c¢alismalar

bulunmaktadr®18

. Calismamizdan elde edilen verilerde literatiru destekler
nitelikte olup GIn’in mukozal hasari azalttigini gostermektedir. Benzer sekilde
yapilan bir ¢alismada HMB kullanimin deneysel olarak yara iyilesmesinde
kollajen sentezini arttirarak olumlu etki goésterdigi belirlenmistir. olusumunu

azalttigini gostermigstir'®’.
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HMB ubikuitin-proteozom sisteminin etkinligini azaltarak protein yikimini
onlemekte ayrica yara iyilesmesine ve immun sistem fonksiyonlarinin gelisimine

yardimci olmaktadir'®

. Mukozal hasarin baglamasiyla birlikte ortamda fazla
miktarda bulunan NF-kB protein yikimini arttirmaktadir.  inflamatuvar
sitokinlerden olan TNF-q, interferon-Y apopitozda goérev alan kaspaz-8’i aktive
eder. Aktive kaspaz-8 hlcrede bulunan ve apopitotik kaspaz-3’'in aktivasyonu
saglar. Kaspaz-3 ayni zamanda hlcre c¢ekirdeginde protein sentezini
azaltmaktadir. HMB kaspaz-8 aktivasyonunu inhibe ederek hlcrenin apopitoza
gitmesini 6nledigdi gibi, protein sentezinin artmasina ve NF-kB aracili protein
yikiminin da azalmasina yol agarak hiicreyi koruyucu etki gosterir?29.130,
Ayrica HMB mTOR yolagini aktive ederek protein sentezini arttirmakta ve
hiicrede koruyucu etki gostermektedir''. Bizde HMB grubunda histolojik
parametrelerin MTX grubu ile kiyaslandiginda dizelmis olarak saptanmasinin
bu mekanizmalar araciligi ile oldugunu dusunmekteyiz. Calismamizda en iyi
sonuglar GIn ve HMB kombinasyonu ile tedavi edilen grupta goriimustir. Gerek
GIn’in hicresel gogalmayi uyarmasi gerekse HMB’nin hicre yikimini engelleyici
etkilerinin birlikteliginin sonuclarimizin daha iyi olmasina neden oldugunu
dusunmekteyiz. Son yapilan bir ¢alismada ratlarda HMB, GIn ve L-Arginin
kullaniminin - RT'ye bagli mukozit olusumunu Onlemeye olan katkisi
arastinimistir. Ratlar kontrol, RT grubu, HMB, GIn, L-ARG ve RT ile birlikte
HMB, GIn, L-ARG grubu olarak 4 alt gruba ayrilmig, tek basina HMB, GIn, L-
ARG alan grupta oral mukoza epitelinde g¢ogalma oldugu belirlenmis. RT ile
birlikte uygulandiginda ise tek basina RT verilen grupta gbézlenen subepitelyal
0dem, konjesyon, inflamasyon ve epitelyal atrofinin daha az goéraldagu
saptanmistir'®. Bizim calismamizda da benzer sekilde GIn ve HMB kullaniminin
enterosit hicrelerinin yikimini azalttigi ve kombine kullanimin daha iyi sonuclar
verdigi gorulmustar.

DNA sentezi ve DNA replikasyonu hicresel gogalmanin bir gostergesidir.
DNA sentezi sirasinda BrDU’nun DNA ya baglanmasindan faydalanilarak hicre
cogalmasinin belilenmesi amaciyla kullaniimaktadir. (*H)-timidin de replike
olan hucre DNA’larini belirlemek icin siklikla kullanilan bir ajandir.
Calismamizda da enterosit ¢gogalma indeksi BrDU kullanilarak belirlenmigtir.

BrDu ile isaretlenmis hicre sayisi MTX grubunda en az olarak bulundu. SF ile
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GIn grubunda BrDU isaretlenmis hlicre sayisi arasinda istatistiksel olarak bir
farklilk saptanmadi. Ancak gerek HMB gerekse GIn-HMB grubunda BrDU ile
isaretli htcre sayisi belirgin olarak artmig bulundu. En iyi sonuglarin ise GIn-
HMB grubunda oldugu saptandi. SF grubu ile GIn grubu arasinda farkllik
olmamasini GIn’'in hucre g¢ogalmasini uyarici etkisine baglamaktayiz. HVB
grubu GIn grubu ile kiyaslandiginda daha c¢ok enterosit ¢ogalmasi oldugu
saptandi. HMB'nin inflamatuvar sitokinlerin etkilerini azaltmalari dolayisiyla MTX
sonras! yikkimin daha az olmus olmasi enterosit ¢gogalmasinin daha hizli ve
kolay olmasini sagladigini dasinmekteyiz. Kombine kullanimda ise her iki
etkinin aditif olmasi daha iyi sonuglarin alinmasina neden olmus olabilir.

TAOK agisindan degerlendirildiginde ise; MTXin karacigerdeki
metabolizmasi sirasinda meydana gelen oksidatif reaksiyonlar toksik yan
etkileri ortaya c¢ikararak hepatotoksisiteye ve kemik iligi, bagirsak gibi hizli
prolifere olan normal dokularda hasara yol acar. MTX'in olusturdugu karaciger
ve bagirsak hasarinda SOR rol oynar. SOR araciligiyla olusan lipid
peroksidasyonu kendisini dokuda artmis malondialdehit diizeyleri ile gosterir'®.
Ayrica MTX, hucrelerdeki NADPH'I azaltir. Boylece NADPH'’yi kullanarak
glutatyonun yukseltgenmis durumda kalmasini saglayan glutatyon reduktazi
inhibe eder™'. Boylece onemli bir sitozolik antioksidan olan glutatyon dizeyi
azalir. Serbest radikallerin dokulardaki toksik etkisi hem direk hasar verme
yoluyla hem de dokuda |6kosit infiltrasyonunda artisa yol agarak meydana gelir.
Fagositik hicreler uyarildiklarinda nétrofillerde oksidatif patlamaya yol agarlar.
Aktive olmus notrofiller de MPO, elastaz, proteaz gibi enzimler salgilayip SOR
olustururlar'™?.

Normal kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagli gelisen oksidatif stres ile micadele eden
kompleks bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Vicudun olusan oksidan
durumlara karsi redoks ayarini surdUrebilmesinde kan ¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Kan, antioksidanlarin bitlin vicuda tasinmasini ve dagitilmasini
saglar'?.

Plazmada antioksidanlar etkilesim igindedir. Bu etkilesimden dolayi
bilesenlerin tek baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir etki

olusmaktadir. Total antioksidan durumun 6l¢cimu, antioksidanlarin tek basina
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Olciminden daha degerli bilgiler verebilir. Plazma ve vicut sivilarinda bulunan
batin antioksidanlarin toplam etkisini TAOK yansitir. Bu ylzden kanin
antioksidan durumunu saptamada bireysel antioksidanlar yerine bunlarin toplam
antioksidan degerini veren TAOK 6lgimi giderek yayginlagsmaktadir'®®'>*,

Bizde bu nedenle ¢alismamizda TAOK olgimunu kullandik. SF grubu en
yuksek TAOK degerine sahipken en dusik deger MTX grubunda goruldi. Bu da
MTX kullanimi ile birlikte artmis SOR’un oldugunu ve bunun nétralize edilmeye
calisildigini  gostermektedir. MTX ve MTX-GIn grubu Kkarsilastirildiginda
ortalama deg@erler agisindan GIn grubunun daha yuksek TAOK dederine sahip
olmasina karsin aralarinda istatistiksel olarak sinirda anlamlilik saptandi. Her
ne kadar MTX-HMB grubunun TAOK degeri MTX grubundan ¢ok daha yuksek
olsa da GIn grubu ile kargilastirildiginda aralarinda sinirda bir istatistiksel
anlamsizlik oldugu goérulda. Kombine grupta ise TAOK degeri diger gruplardan
daha yiksek olarak saptandi. inflamasyonun ve hiicre yikiminin azaldig
dolayisiyla serbest radikallerin daha az olustugu kombine grubun TAOK
degerinin yuksek olmasi bu kombinasyonun enterositleri diger tedavi
modalitelerinden daha iyi korudugunu disundirmektedir.

Kaspase-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 gen ifadeleri ile apopitoz
degerlendirildiginde; en dusuk gen ifadelenmesinin SF grubunda en yuksek gen
ifadelenmesinin ise MTX grubunda oldugu saptandi. MTX-GIn, MTX-HMB,
MTX-GIn-HMB gruplarinda ise gen ifadelenmesinin MTX grubundan daha
disuk oldugu  belirlendi. Bu sonuglar baslangigtaki  hipotezimizi
desteklemektedir. MTX uygulanmis grupta olduk¢a ylksek bulunan her Ug¢
genin ifadesi bu ajanin (MTX) hem disaridan hem iceriden apoptotik uyarilari
sagladigini gostermektedir. Daha Once ki yapilan c¢alismalarda da MTX’in
apopitozu uyardigi gosteriimis olup bizim c¢alismamizda bu sonuglari
desteklemektedir'® "%,

Koruyucu etki sagladigi dusunulen Gln uygulanmis grup MTX grubu ile
kiyaslandiginda kaspaz-3 ve -8 gen ifade dizeylerinde MTX grubuna gore
dusus oldugu gozlenirken kaspaz-9 gen ifade diuzeyinde MTX’e kiyasla bir
miktar artis gozlenmigtir. Diger bir koruyucu etki sagladigi dusunulen HMB
uygulanan grup, MTX grubu ile karsilastirildiginda kaspaz-3 ve -8 gen ifade

dizeylerinde dusus oldugu benzer sekilde GIn uygulanan gruba gore de dusus
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oldugu saptandi. Kaspaz-9 gen ifadelenmesinin HMB grubunda GIn grubuna
gore dusuk oldugu ancak MTX grubundan belirgin bir farkhlik gostermedigi
saptanmistir. MTX-GIn-HMB grubunda ise kaspaz-3, -8 ve -9 gen ifade
dizeyleri en dusuk dizeyde saptanmistir. Bu da bu iki ajanin tek basina
kullanimina goére daha koruyucu etki sagladigini gostermektedir.

Kemoterapideki antineoplastik ajanlarin doku ve hicre yikimlari Gzerine
etkilerini azaltmak igin Gln kullanimi ile ilgili calismalara rastlansa da enterositler
Uzerinde HMB’nin koruyucu etkisini gosteren bir calismaya rastlanmamigstir
185,193_

Kazpaz-8 hicre digindaki uyarilar sonucu aktive olmakta iken kaspaz-3
hdcre igi uyarilarla mitokondride aktive olmaktadir. Her ikisi de sonucta kaspaz-
9 aktivasyonunu uyarmaktadir. Bu olaylar sonucunda hicrede apopitoz artig
gOstermekte ve doku hasari artmaktadir. Bizim verilerimizde bu akisi destekler
niteliktedir. Hlcrede apopitozun 6nlenmesi ya da azaltilmasi doku hasarini
azaltici etki gostermektedir. GIn-HMB kombinasyonu enterositlerdeki koruyucu
sinerjistik etkiyi artirdigi ilk kez bu c¢alismada gdsterilmistir. HMB’nin apoptotik
yolaklarda etkisinin azaltiimasi doku ve hicre hasarlarinin giderilmesinde
oldukga koruyucu oldugunu disundurmektedir.

Literatlr bilgilerimiz dogrultusunda, MTX kullanimina bagl intestinal
mukozit geligsiminin dnlenmesi amaciyla Glin ile birlikte HMB kullanimina dair bir
calismaya rastlaniimamistir. Bu konu ile ilgili olarak yapilan ilk ¢alisma olmasi
nedeniyle arastirmamiz orijinal o6zellik tasimaktadir. Calisma sonuglarimiz
kombine tedavinin gerek GIn gerekse HMB’nin tek basina kullanimindan daha
iyi sonugclar verdigini gostermektedir. Bu gune kadar gerek oral gerekse
intestinal mukozit olusumunun 6nlenmesi uygulanan cesitli tedavilere karsin
mumkin olmamaktadir. Calisma verilerinin birbirleriyle celisebilmesi kesin bir
tedavi olmadigini da gostermektedir. Yapilacak klinik ¢alismalarla elde ettigimiz
bu verilerin dogrulanmasi gerektigini disinmekteyiz. Basarili sonuglar elde
edilmesi durumunda oral ve intestinal mukozitin 6nlenmesinde yeni ufuklar
acilacagini ve tedavi startejilerine olumlu katkilar saglayacagini séylemek

miUmkin olabilecektir.
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8.SONUGLAR

Calismamizda 50 adet wistar albino cinsi sigan alindi. MTX verilen
siganlarin MTX’i iyi tolere ettigi goruldu. Deneyi sonlandirmayi gerektirecek

herhangi bir bulgu yoktu.
1. Gruplarin gunluk tartilari arasinda anlamli fark saptanmadi.
2. Kontrol grubu hari¢ tim gruplarda ishal deneyin 3. guniunde ortaya c¢ikti.

3. Gerek GIn, gerek HMB ve gerekse GIn-HMB kombinasyonunun ishal

olugsumunu onleyici etkisi tespit edilemedi.

4. Sadece 4.grupta 5.disi sican nedeni bilinmeyen bir sekilde 6ldU.

5. Sadece kontrol grubunda (SF grubu) dizenli morfolojide ylzey ve kript epiteli

ve lamina propriaya sahip villuslar gézlendi.

6. Kript derinligi bakimindan MTX alan grubun kript derinliginin en az oldugu,
buna karsin MTX-GIn ve MTX-HMB grubunun kript derinliginin MTX grubuna
kiyasla fazla oldugu ancak aralarinda istatistiksel farklik olmadigi belirlendi.
MTX-GIn-HMB grubunun ise kontrol grubuna yakin kript derinligine sahip
oldugu ancak SF grubunun istatistiksel olarak daha iyi kript derinligine sahip

oldugu belirlendi.

7. Park skorlamasi agisindan MTX grubunun en dusuk degere sahip oldugu,
MTX-GIn ve MTX-HMB grubu arasinda istatistiksel olarak farklilik olmadigi
ancak MTX-GIn-HMB grubunun park skorlamasi agisindan SF grubuna yakin
degerlere sahip oldugu ve gerek MTX-GIn gerekse MTX-HMB grubundan

istatistiksel olarak daha iyi oldugu saptandi.
8. BrDU ile isaretlenmis hicre sayisi MTX grubunda en az olarak bulundu. SF
ile Gln grubunda BrDU isaretlenmis hlicre sayisi arasinda istatistiksel olarak bir

farklilk saptanmadi. Ancak gerek HMB gerekse GIn-HMB grubunda BrDU ile
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isaretli hucre sayisi belirgin olarak artmis bulundu. En iyi sonuglarin ise GIn-

HMB grubunda oldugu saptandi.

9. TAOK agisindan degerlendirildiginde ise; SF grubu en yuksek TAOK
degerine sahipken en dustuk deger MTX grubunda goéruldid. MTX ve MTX-GIn
grubu karsilastirildiginda ortalama degerler agisindan GIn grubunun daha
yuksek TAOK degerine sahip olmasina karsin aralarinda istatistiksel olarak
sinirda anlamlilik saptandi. Her ne kadar MTX-HMB grubunun TAOK degeri
MTX grubundan ¢ok daha yulksek olsa da GIn grubu ile karsilastiriidiginda
aralarinda sinirda bir istatistiksel anlamsizlik oldugu géruldi. Kombine grupta

ise TAOK degeri diger gruplardan daha yUksek olarak saptandi.

10. Kaspase-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 gen ifadeleri ile apopitoz
degerlendirildiginde; en dusuk gen ifadelenmesinin SF grubunda en yuksek gen
ifadelenmesinin ise MTX grubunda oldugu saptandi. MTX-GIn, MTX-HMB,
MTX-GIn-HMB gruplarinda ise gen ifadelenmesinin MTX grubundan daha
dusuk oldugu belirlendi.

11. GIn uygulanmig grup MTX grubu ile kiyaslandiginda kaspaz-3 ve -8 gen
ifade duzeylerinde MTX grubuna goére dusus oldugu gozlenirken kaspaz-9 gen
ifade duzeyinde MTX’e kiyasla bir miktar artis gézlenmigtir. Diger bir koruyucu
etki sagladigi duastunulen HMB uygulanan grup, MTX grubu ile
karsilastirildiginda kaspaz-3 ve -8 gen ifade dizeylerinde disus oldugu benzer
sekilde GIn uygulanan gruba goére de dusus oldugu saptandi. Kaspaz-9 gen
ifadelenmesinin HMB grubunda GIn grubuna goére dusuk oldugu ancak MTX
grubundan belirgin bir farkhlik gostermedigi saptanmistir. MTX-GIn-HMB
grubunda ise kaspaz-3, -8 ve -9 gen ifade duzeyleri en disuk duzeyde
saptanmistir. Bu da bu iki ajanin tek basina kullanimina gére daha koruyucu

etki sagladigini gdstermektedir.
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