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GIRiS

Methotreksat (MTX) bir folik asit antagonisti olup 40 yili askin bir siiredir
romatoid artrit, psoryazis, neoplazmalar, l6semiler ve bazi otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (1, 2). Giiniimiizde sarkoidoz, inflamatuar barsak
hastaliklar1 ve wvaskiilitlerin tedavisinde de kullanilmaktadir (3, 4, 5). MTX bir
dihidrofolik asit analogudur. Dihidrofolik asit rediiktaz enzimini inhibe ederek piirin,
pirimidin, deoksiribo niikleik asit (DNA) sentezini engeller ve apoptozise yol agar
(6). Ilag ve diger kimyasal ajanlara bagl karaciger hasar1 akut ve kronik hepatit, safra
yolu anomalileri, siroz ve neoplazmalar gibi genis bir spektruma sahip karaciger
hastaliklarinin %5’ini olusturur (7). MTX’in diisik dozlarinda bile goriilebilen
onemli bir yan etkisi hepatik fibrozis ve sirozdur. Psoryazis hastalarinda diisiik doz
MTX kullaninminda %7 siroz gelisebilecegi bildirilmistir (8). MTX’in klinik
pratikteki genis kullanim alani nedeniyle ajanin karaciger toksisitesi daha da 6nem

kazanmaktadir.

MTX’in uzun stireli kullanim1 ilacin poliglutamat formlarinin karacigerde
birikimine ve sonug¢ olarak hepatosit nekrozuna yol agar (9). MTX reaktif oksijen
iiriinlerini (ROU) inhibe etmek i¢in kullanilan &nemli sitozolik antioksidanlar olan
nikotin amid adenozin difosfat (NADP) dehidrojenaz ve NADP malik enzimlerini
inhibe eder. MTX glutatyon diizeylerini azaltarak hepatositleri ROU’ne kars1 daha
hassas ve korumasiz birakir (10, 11, 12, 13, 14). Giiniimiizde MTX’e bagh karaciger
hasar1 ile ilgili yapilan calismalar apoptozis, proapoptotik gen ve faktorler {izerine

yogunlasmustir (15, 16).

Leflunomid (HWA-486) antiinflamatuar, antiproliferatif ve immiinmodiilator
etkileri olan bir ajandir. Leflunomid romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde ve transplant rejeksiyonunun engellenmesinde kullanilmaktadir. Yapilan
calismalar leflunomidin aktif formu olan A77 1726’nin niikleer faktor kapa B (NF-
kB) aktivasyonun potent bir inhibitorii oldugunu gostermistir (17). Manna ve
arkadaslarinin calismasinda leflunomidin tiimdér nekrozitan faktér (TNF)’e bagh
ROU iiretimini, lipid peroksidasyonunu, TNF tarafindan indiiklenen sitotoksisiteyi

ve kaspaz aktivasyonunu engelledigi saptanmistir. Manna leflunomidin NF-kB ve



TNF ile iliskili c¢esitli hiicresel yanitlar1 baskilamasi nedeniyle karaciger ve
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkisi olabilecegini bildirmistir (18).
Yao ve arkadaslarinin ¢aligmasinda ratlarda CCl4 veya immiinolojik yolla
olusturulan karaciger hasarmmda leflunomidin proinflamatuar sitokin diizeyinde
azalma, malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeylerinde azalma ve
antioksidan aktivitede artisa yol actigir saptanmistir (19). Karaman ve arkadaglar1
lefllunomidin biliyer obstriiksiyonlu ratlardaki karaciger hasarini iyilestirdigini

saptamiglardir (20).

Tiim bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizin amaci ratlarda MTX ile olusturulan
toksik  karaciger hasarinda leflunomidin  muhtemel koruyucu etkisinin

arastirilmasidir.



GENEL BILGILER

METHOTREKSAT

MTX ozellikle neoplazmalarda kullanilan, folik asiti antagonize eden ve
DNA fonksiyonlarmi etkileyen bir antimetabolittir. Antimetabolitler yapisal olarak
plrin ya da pirimidinlere benzerler. Piirin ve pirimidin biyosentezinde gorevli
enzimleri bloke ederek DNA sentezini inhibe ederler. Hiicre lizerinde en biiyiik

toksisitesi S fazinda olusur ve toksisite derecesi maruz kalinan siire ile artar (21) .

Folik asit antagonistlerinin ilk defa Farber ve arkadaslar: tarafindan 1948’de
tanimlanmasiyla kanser kemoterapisinde yeni bir donem agilmistir. Klinikte simdiye
kadar bircok folat analogu kullanilmistir ancak MTX en yaygin kullanilanidir ve
MTX sodyum, MTX LPF, rheumatrex, amethopterin ve NSC-740 olarak da bilinir.
Kimyasal olarak folik asitin 4-amino,N'>—metil analogudur. Kimyasal MTX N-[4-
[[(2,4-diamino-6-pteridinyl)methylamino|benzoyl]-L-glutamic acid’dir (22). Sekil
1’de MTX’in yapisal formiilii goriilmektedir.

f | . B ) X CO0OH
N .axNﬂU_‘(N :

| |
o

HNT N

4

N
COOH

Sekil - 1 Methotreksatin yapisal formiilii
Delfino RT, Filho OA, Villar JD. Type 2 Antifolates in the Chemotherapy of falciparum
Malaria. J Braz Chem Soc 2002;13: 727-741.

Etki Mekanizmasi

Folik asitin organizma i¢in yararl sekli folinik asit ve diger tetrahidrofolat
tiirevi koenzimlerdir. Bu koenzimler timidilatin, purinlerin, metionin ve glisinin
sentezinde rol oynayan tek karbon transferi reaksiyonlari i¢in gereklidir. Folik asitin
dihidrofolik asit iizerinden tetrahidrofolik asite doniismesi i¢in dihidrofolik asit
rediiktaz enzimi gereklidir. MTX dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eder (21).
Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu timidilat ve purin nukleotidlerinin (adenin ve
guanin) biyosentezinin durmasima yol agar. Bu yap1 taslarmin iiretilmemesi hiicre
cogalmasi i¢cin gerekli olan DNA ve ribo niikleik asit (RNA) sentezini ve enerji

dretimi icin gerekli adenozin trifosfat (ATP) iiretimini inhibe eder. Ayrica
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tetrahidrofolik asite doniisemeden kalan dihidrofolik asit poliglutamat formlar:
seklinde, MTX’e bagh poliglutamat tiirevleri ile birlikte toksik inhibitor metabolitler
seklinde birikir. Timidilat sentazin ve purin sentezinde rol oynayan transformilaz
enzimlerinin inhibisyonu, MTX’in kendisinden c¢ok adi gegen iki poliglutamat

metaboliti tarafindan yapilir (23).

Farmakolojik Ozellikler

MTX oral veya parenteral verilebilir. Oral biyoyararlanimi 10 mg’a kadar
diisiik dozlarda goreceli olarak yiiksektir, yliksek dozlarda ise diisiiktiir. Bu nedenle
25 mg/hafta ve {lizerindeki yiiksek dozlara cevap vermeyen olgularda parenteral
uygulama diisiiniilebilir. MTX romatoid artritli olgularda haftada bir uygulanir. Doz
7.5 mg/ hafta ile baslanir ve 25-30 mg/hafta’ya kadar yiikseltilir. Toksisiteyi dnlemek
icin folik asit veya folinik asit eklenir. MTX karacigerde aktif poliglutamat ve inaktif
7-hidroksi methotreksat formlarina metabolize olur ve yaklasik %601 albiimine
baglanir. Eliminasyon yar1 6mrii dozla artar ve 3-15 saat arasinda degisir. MTX ve
metabolitleri baslica glomeriiler filtrasyon ve proksimal tiibiiler sekresyonla atilir.
Renal fonksiyonlar1 etkileyen ilaglar ile birlikte verildiginde dikkatli olunmalidir
(24). Probenesid MTX'in tiibiiler sekresyonunu inhibe ettigi icin kontrendikedir.
Albiimine daha yiiksek afinite ile baglanan aspirin, nonsteroidal antiinflamatuar
ilaglar (NSAII) ve siilfonamidler MTX'in serbest diizeyini artirir. Yiiksek doz MTX
ile birlikte NSAII kullanimi toksik ve sakincali olabilir (25).

Kullamim indikasyonlar:

MTX losemi ve malignensilerde kemoterapdtik ajan olarak ilk kez 1940’11
yillarda kullanilmaya baslanmistir (26). 1952°de psoryazis olgularinda etkinligi
saptanmistir (27). Romatoid artritin ve diger romatizmal hastaliklarin tedavisinde
yaygin ve etkin olarak kullanilmaktadir (28). MTX giiniimiizde sarkoidoz, refrakter
inflamatuar barsak hastaliklar1 ve vaskiilitlerin tedavisinde de kullanilmaktadir (3, 4,

5).

Kullanim Sekli ve Dozu

MTX baslica ii¢ sekilde kullanilir:
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1. Oral veya parenteral olarak verilen standart dozlarda
2. Intratekal uygulama ile

3. Lokoverin ile birlikte ¢cok yiiksek dozlarda

1. Standart doz tedavisi: Standart dozdaki sistemik MTX akut 16semi, gebelik
trofoblastik neoplazisi, mukozis fungoides, meme kanseri, bas ve boyun
kanserlerinin tedavisinde kullanilir. Akut lenfositik 16seminin idame tedavisinde 5-25
mg/m? diisiik dozda oral verilir. Haftada 2 kez 25 mg/m? intra muskuler (IM) veya
intra vendz (IV) injeksiyon suretiyle de verilebilir. Ayn1 amagla ayda 1- 2 giin 175-
525 mg/m? dozunda IM verilebilir. Agir psdriyaziste immiinsupresif olarak haftada 5
giin oral yolla giinde toplam 2.5 mg gibi diisiik dozda veya haftada bir 10-25 mg IV
verilir. Koryokarsinomaya kars1 giin asir1 1 mg/kg IM dért doz seklinde enjekte edilir
ve bu uygulama 3 haftada bir tekrarlanir. Ayrica romatizmanin siddetini azaltmak

icin de bu doz uygulanir (29).

2. Intratekal Tedavi: MTX menengiyal 16semi veya lenfomalarin profilaksisi
ve tedavisi, menenjiyal karsinomatozisin tedavisi icin 12 mg/m? (maksimum 15
mg/m? ) intratekal injekte edilir. Uygulama beyin omurilik sivisinda (BOS) tiimor
hiicresi kaybolana kadar 2-5 giinde bir tekrarlanir ve BOS tiimorden temizlendiginde

de iki doz pekistirme uygulamasi yapilir (22).

3. Yiiksek doz kullanimi: Osteosarkom, cocukluk c¢agi losemileri, Hodgkin
dis1 lenfomalar gibi neoplazmlarda kalsiyum folinatla birlikte yiiksek dozlarda
kullanilir. Bu uygulamada 100-12.000 mg/m? dozda, 10-60 dakika siiren IV
infiizyonla, 3 haftada bir verilir. Infiizyonun tamamlanmasindan sonra 15 mg/m?
kalsiyum folinat agizdan 6 saatte bir 8 veya 10 kez verilir. Yiiksek doz MTX ciddi
nefrotoksik etki gdsterdigi i¢in uygulamadan 6nce hasta hidrate edilmeli ve idrar
alkalilestirilmelidir. Kalsiyum folinat giin asir1 0.1 mg/kg IM gibi daha kii¢iik dozda
MTX’in diisik dozlar1 ile yapilan uygulamalarda da toksisiteyi azaltmak ig¢in

kullanilabilir (22).
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Emilim ve Dagilim

MTX oral yolla 10 mg/m? gibi mutad dozda verildiginde tama yakim bir
oranda emilir. Plazma proteinlerine %50 gibi diisiik bir oranda ve zayif bir sekilde
baglanir. Sulfonamidler ve salisilatlarile birlikte verilir ise baglanma oram azalir ve
MTX’in toksisitesi artabilir. MTX tiimor hiicrelerine, hepatositlere ve bobrek
hiicrelerine uzun siire bagli kalir. Tiimor hiicrelerindeki bu durumun tedavi yoniinden
degeri vardwr. Antimetabolitler istirahat halindeki hiicrelerde sitotoksik etki
yapmazlar. Fakat bu durumdaki hiicrede uzun siire kalan MTX’in latent sitotoksik
etkisi vardir. Hiicre boliinmeye basladigi zaman bu etki belirgin hale gecer ve
hiicreyi oldiiriir. Standart doz uygulamalarinda sinir sistemine ve BOS’a giremez.
Menengiyal tutulum yapan tiimorlerde tedavi icin intratekal verilmesi gerekir. MTX
%90 oraninda bobreklerden elimine edilir ve eliminasyon yarilanma 6mrii yaklasik 8

saattir (30).

Toksisite

MTX’in sitotoksik etkisi kanser hiicrelerine selektif degildir. Bu nedenle
yiiksek proliferasyon 0Ozelligi gosteren hemopoetik sistem, kemik iligi ve
gastrointestinal sistem mukozasi1 gibi normal dokularda MTX’e bagli toksisite

goriiliir. MTX e bagli ince barsak hasar1 malabsorbsiyon ve ishale yol agar (31).

Kemik iligi supresyonu yiiksek doz MTX tedavisinin toksisitelerinden biridir.
Notropeni dozla iliskilidir ve MTX ile tedavinin 7. ve 14. giinleri arasinda olusur.
Ondortiincii ve 21. giinler arasinda normale doner. Trombositopeni genellikle

notropeniye paralel olusur. Nadiren immiin hemolitik anemi olugabilir (22).

Ag1z mukozasinin etkilenmesiyle olusan stomatit bazen tedavinin kesilmesini

gerektirebilir. Yiiksek dozlarda konjuktivit tarzinda mukozitler goriilebilir (32).

Doza bagl olmaksizin akciger hasar1 ve interstisyel pnomonitis goriilebilir.
Bu tablo dispne, hipoksi ve akciger grafisinde infiltrasyonlarla karakterizedir. Bu
durumda MTX tedavisi kesilmelidir (33). Yiiksek dozlarda nefrotoksisite, akut

tubuler nekroz ve proteintiri gelisebilir (34).
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Anaflaksi, vaskiilit, kortikal korliik, 16koensefalopati, osteoporoz, oligospermi

ve menstrual bozukluklar MTX’in nadir toksisiteleri arasindadir (22).

MTX’in bilinen en 6nemli yan etkilerinden biri de karaciger toksisitesidir.
MTX’e bagli karaciger toksisitesi ilerleyici fibrozis ve sirozla birliktelik gosterebilir

(35). MTX’e bagl karaciger toksisitesi ayr1 bir baglik altinda anlatilacaktir.

KARACIGER

Karacigerin Gelisimi

Karaciger gelisimi embriyonun 4. haftasinin ilk giinlerinde baglar. Ventral
bolgede disariya dogru ¢ikinti olusturan karaciger tomurcugu ilk bu donemde olusur.
Daha sonra hepatik divertikulum admni alan karaciger tomurcugu septum
transversumu hizli proliferasyon gosteren hiicre dizileri ile penetre eder. Karaciger
tomurcugu ve On barsak arasindaki baglantinin daralmasiyla safra kanallar1 olusur.
Karaciger tomurcugunun bas bolgesinde endodermal kokenli hiicrelerin
proliferasyonu sonrasi karaciger hiicre kordonlar1 olusur. Karaciger tomurcugunun
icerisinde yer alan endotel ile doseli bosluklarin ¢evresinde karaciger hiicreleri yer
alir. Bu yapilanma karaciger siniizoidlerini olusturur. Kupffer hiicreleri septum

transversumun mezoderminden kaynaklanir (36).

Karacigerin gelisim asamalarinda sag lob sol lobdan fazla biiyiir. Karaciger
karin boslugunun 6nemli bir kismin1 kaplayacak kadar biiyiir. Karacigerle karm 6n
duvar1 arasindaki septum transversum kiiciik omentumu ve falsiform ligamentini
olusturur. Karacigerin prenatal donemdeki en onemli fonksiyonlarindan biri olan
hemopoezis 6. haftada baglar. Doguma dogru azalir. Dogumda karaciger agirligi
toplam viicut agirligmin %5’ini olusturur. Karaciger hiicrelerinde albumin iiretimi 5.

haftada, safra {iretimi ise 12. haftada baglar (37).
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Karacigerin Fonksiyonel Anatomisi

Karnin sag iist kadraninda yer alan karaciger viicudun en biiyiik kat1 organi
olup agirligt eriskinde 1200-1600 gramdir. Sag bobrek, sag kolon fleksurasi, safra
kesesi ve mide komsu organlaridir. Karaciger sag ve sol lob olmak iizere iki lobdan
olusur. Sag lob, sol lobun yaklasik 6 kat1 biiyiikliigiindedir. Karacigerin 6n, arka ve
alt olmak iizere ii¢ yiizii vardir. On yiiz diafragmaya, alt yiiz karin bosluguna ve arka
yiiz ise karin arka duvarina bakar. Karaciger ayni anda hem arteriyel hem de venoz
kanla beslenmesi nedeniyle diger organlardan ayrilir. Afferent kan akimin1 portal ven
ve hepatik arter saglar. Hepatik arter karacigere gelen kanin yaklagik %25’ini saglar.
Portal ven sindirim kanali, dalak, pankreas ve safra kesesinden gelen kan1 karacigere
ulastirir. Portal ven karacigere gelen kanin yaklasik %75’ini saglar. Karacigerin
efferent kan akimi santral, sublobuler ve hepatik venlerle saglanir. Karaciger sinir
pleksusu T 7-10 sempatik gangliyonlar, sag-sol vagus ve sag frenik sinirden gelen
dallarin ¢olyak pleksus ile birlesmesinden olusur. Karaciger viicudun en biiyiik lenf

kaynaklarimdan birisi olup total voliimiiniin yaklasik %15-20’sini olusturur.

Ligamentum _
Karacifer sag lob g .o - | . iter sol lob

Sekil-2 Karaciger ve komsu organlari

Greene GW. Anatomy of the Liver, Gallbladder and Biliary System - Medical Illustration,
Human Anatomy Drawing. The Doe Report. Available from: URL:
http://www.courtroomexhibit.com/generateexhibit.php?ID=1976. 04 Haziran 2009 tarihinde
ulagilmustir.

Karaciger lenfas1 oldukca yliksek protein ve hiicre icerir. Disse araligindan
baslayan karaciger lenfasi portal alanlarda geliserek yiizeyel ve derin lenf yollari ile
lenf diigiimlerine tasmir. Karacigeri orten yapiya Glisson Kapsiilii denir. Kollajen
liflerden olusan bu kapsiil kan ve lenf damarlarindan zengindir. Kapsiil karaciger

icindeki portal alanlarin bag dokusu ile devamlilik gdsterir. Karaciger ligamentum
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falsiform ile karin 6n duvarmna ve ligamentum koronarialar ile karin arka duvarina
baglanir. Ligamentum hepatoduodenale ve ligamentum gastrohepatika ise karacigeri
alt yiiziinden tespit ederler (38). Sekil 2’de karaciger ve komsu organlari
goriilmektedir.

Hepatositler total karaciger voliimiiniin yaklasik %80-88’ini olusturur.
Yaklasik 30-40 mikron capmdadir. Hepatositin bazolateral ylizeyi Disse’nin
perisiniisoidal araligina uzanan mikrovilluslar igerir. Burada kan ile direkt temas
saglanir. Bu hepatositin oldukc¢a yiiksek olan emilim ve sekresyon aktivitesi i¢in
gereklidir. Hepatositin diger iki yiizeyi ise kanalikiiler ve lateral yiizeylerdir.
Hepatosit niikleusu biiylik olup hiicre hacminin yaklagik %5-10"unu olusturur.
Hepatositlerin yaklasik %25°1 ¢ift niikleusludur (37). Hiicrenin baslica sitoplazmik
organelleri endoplazmik retikulum, mitokondri, lizozomlar, peroksizomlar ve Golgi
aygitidir. Graniillii endoplazmik retikulumda hiicrenin yapisal proteinleri ve plazma
proteinleri yapilir. Diiz endoplazmik retikulum ise ksenobiotiklerin metabolizma
yeridir. Ayrica yag asitleri, fosfolipidler ve trigliseridlerin metabolizmasinda da rol
oynar. Kolesterol ve safra asitleri de burada yapilir. Mitokondriler oksidatif
fosforilasyon ve yag asitleri oksidasyonunda 6nemli rol oynarlar. Sitrik asit ve iire
siklusu ile ilgili enzimleri de igerirler. Lizozomlar ilk tanimlanan organeller olup
cesitli eksojen ve endojen maddelerin katabolizma ve sindirimleri ile ilgili
vezikiillerdir. Peroksizomlar oksidazlar igerirler ve oksijen molekiiliinii kullanarak
hidrojen peroksit (H202) olustururlar. Yag asiti ve alkol metabolizmasma da
katkilar1 vardir. Hepatositin sitoiskeletini mikroflamanlar, intermediate flamanlar ve
mikrotubuller olusturur. Mikroflamanlar aktin ve myozin igerirler, perikanalikuler
ektoplazmada yer alirlar. Safra sekresyonu ve akiminin diizenlenmesinde rol alirlar
Siniizoidal hiicreler endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri, perisiiniizoidal hiicreler ve
pit hiicrelerini icerir. Kupffer hiicreleri mononiikleer fagositer sistemin baglica
hiicreleridir. Bir ¢ok mediatér salgilarlar. Immiin komplekslerin, lezyonlu
eritrositlerin ve endotoksinlerin klirensini saglarlar. Perisiniizoidal hiicreler normal
ve hasarli karacigerde ekstraseliiler matriksin baglica kaynagidirlar. Pit hiicreleri

dogal ve lenfokinle aktive edilmis katil hiicre aktivitesi gosterirler (38).
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Karacigerin Gorevleri

Karaciger viicuttaki tiim sistemleri ilgilendiren onemli gorevler iistlenmistir.

Karacigerin temel gorevleri su sekilde 6zetlenebilir (39):

1. Vaskiiler rezervuar fonksiyonu: Genisleyebilen bir organ olmasi nedeniyle
hepatik venler ve siniisler i¢inde normalde var olan 450 ml’lik kan rezervuarma 500

— 1000 ml daha kan ekleyebilir.

2. Filtre fonksiyonu: Portal sisteme barsaklardan gelen mikroorganizmalar

hepatik siniislerde bulunan Kupffer hiicreleri araciligi ile filtrelenir.

3. Metabolik fonksiyonu: Karaciger karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmalarinda kritik gorevler gerceklestirir. Glukoz, fruktoz ve galaktoz
barsakta absorbe olur. Fruktoz ve galaktoz karacigerde glukoza cevrilir. Glukoz
biitiin hiicreler tarafindan enerji kaynagi olarak ATP sentezi i¢in kullanilir. Karaciger
ve yag dokusu fosfoglukonat yolunu kullanarak enerjinin yani sira yag asitlerinin
sentezini de gergeklestirir. Glukoz Once glukojen olarak, glukojen kapasitesinin
asilmasi halinde ise yag olarak depo edilir. Glukojen hemen glukoza doniisebilir.
Hiicre i¢i osmolalitesine katkisi yoktur. Sadece karaciger ve kas hiicreleri glukojen
depo edebilirler. Karaciger glukojen deposu normalde 70 gr. kadardwr. 24 saatlik
aclikta glukojen deposu tiikenir. Bundan sonra yeni glukoz sentezine ihtiyag¢ vardir.
Karaciger laktat, piruvat, aminoasitlerden ve yag metabolizmasi1 {iriinii olan
gliserolden  glukoz iiretebilir.  Hepatik  glukoneogenez kandaki glukoz
konsantrasyonunu normal seviyede tutar. Karbonhidrat depolar1 dolduktan sonra
karbonhidratlarin ve proteinlerin fazlasini yaga cevirir. Yag asitleri ya hemen enerji
kaynag1 olarak kullanilir veya yag dokusunda ve karacigerde depo edilir. Hemen tiim
hiicreler, eritrositler ve bobrek medullast hari¢, yag asitlerini enerji kaynagi olarak
kullanabilir. Noronlar normalde glukozu uzayan aglikta ise yag asitlerini kullanabilir.
Yag asitleri once asetil koenzim A’ ya okside olur. Elde edilen sitrik asit siklusunda
okside olarak ATP’yi olusturur. Hepatositlerden salinan asetoasetat alternatif enerji
kaynagini olusturur. Asetil koenzim A hiicre membranlarinin sentezinde gerekli
kolesterol ve fosfolipidlerin yapimi i¢in kullanilir. Lipid transportu i¢in

lipoproteinlerin karacigerdeki sentezi 6nemlidir. Karaciger protein metabolizmasinda
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da Onemli rol iistlenir. Aminoasitlerin karbonhidrat ve yaga donmesi icin
deaminasyon gereklidir. Enzimatik yollar ile aminoasitler ketoasitlere doniisiir ve
yan iiriin olarak amonyak olusur. Hepatik glukoneogenezde alanin deaminasyonu
onemlidir. Karaciger dalli olan aminoasitler hari¢ proteinlerdeki aminoasitlerin
cogunu deamine edebilir. Dall1 olanlar iskelet kasinda metabolize olur. Deaminasyon
sonucunda olusan amonyak barsakta bakteriler araciligi ile rezorbe olur. Bir seri
enzimatik islem sonucunda karaciger iki molekiil amonyak ve karbondioksit
(CO2)’den iire sentezini gerceklestirir. Olusan iire bobrekle atilir. Ketoasitlerin
kararcigerde transaminasyonu non esansiyel amino asitleri olusturur ve diyette
bunlarin eksikligini karsilar. Esansiyel aminoasitlerin sentezi viicutta yapilamaz
besinlerle alinmas1 gerekir. Plazma proteinlerinin immiin globulinler hari¢ tamami
karacigerde sentez edilir. Bunlarin en 6nemlisi albiimin ve koagiilasyon faktorleridir.
Alblimin plazmanm onkotik basincini saglar, bir¢ok ilag ve hormonlar i¢in tasryici
gorev lstlenir. Albiimin konsantrasyonunun azalmasi ile ilaglarin serbest
fraksiyonlar1 artar. Faktor VIII ve von Willebrand faktorii hari¢ tiim koagiilasyon
faktorleri karacigerde yapilir. Protrombin (FII), faktor VII , IX ve X ’un sentezi i¢in

K vitamini gereklidir.

4. Detoksifikasyon fonksiyonu: Disaridan alinan ilaglarm, disaridan alinan
veya endokrin sistemde iretilen hormonlarin fazlasinin veya kalsiyum gibi
minerallerin fazlasmin biyotransformasyonlar1 karacigerde gerceklesir. Son tirlinler
ya inaktiftir ya da suda eriyen safra ve/veya idrarla atilmasi kolaylagmis

maddelerdir.

5. Sekretuar fonksiyonu: Karacigerin safra asitlerinin {iretilmesi ve
gastrointestinal  sisteme aktarilmasi islevi vardwr. Hepatositler tarafindan
kolesterolden sentezi yapilan safra asitleri barsakta yaglarin absorbsiyonunu
kolaylastirir. Safra asitleri kolesterol eliminasyonununda en 6nemli yolu olustururlar.
Kolik asit ve kenodeoksi kolik asit olmak tizere baslica iki asitin tuzlar1 olusur. Safra
ile ¢citkmadan 6nce glisin ve taurin ile konjuge olurlar. Safra tuzlarmin olusumu ve
salgilanmasindaki aksamalarda, yaglar ve yagda eriyen vitaminlerin (A, D, E, K

vitaminleri) emilimi bozulur.
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6. Bilirubin metabolizmasi: Karacigerin bilirubin metabolizmasinda 6nemli
islevleri vardir. Hemoglobin metabolizmasinin son {iriinii olan unkonjuge bilirubin
serum albuminine baglanarak karacigere tasmir. Siniizoidlerde albuminden ayrilan
bilirubin diffiizyonla hepatosit icine alinir. Alman bilirubin sitoplazmada konjuge
edilecegi mikrozomlara tasinir. Uridin difosfat glukuronosil transferaz (UGT) enzimi
araciligiyla glukuronik asitle konjuge olur. Konjuge olan bilirubinler safra

kanalikiillerinden ekskrete edilir (40).

Ustlendigi tiim bu énemli fonksiyonlar nedeniyle insan biyokimyasi biliminin

odaginda karaciger vardir (41).

METHOTREKSATA BAGLI TOKSIK KARACIGER
HASARI

MTX bir folik asit antagonisti olup 40 yili askin bir siiredir romatoid artrit,
psOryazis, neoplazmalar, l6semiler ve bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (1, 2). Glinlimiizde sarkoidoz, inflamatuar barsak hastaliklar1 ve
vaskiilitlerin tedavisinde de kullanilmaktadir (3, 4, 5). MTX kullanimindaki temel
sorun hepatotoksisitedir. Romatoid artriti olan ve diisiik doz MTX kullanan olgularin
yaklagik %3’linde ciddi karaciger fibrozisi gelismektedir (42). Psoryazisi olan
olgularda MTX’e bagh karaciger fibrozisi goriilme insidans1 %8-23 arasimndadir (43,
44). MTX’in karaciger toksisitesine bagli histolojik anormallikler; yagh
degisiklikler, fokal hiicre nekrozu, portal traktiiste inflamasyon, niikleer
pleomorfizm, fibrozis ve Ozellikle perisniizoidal aralikta kollajen akiimiilasyonu
olarak Ozetlenebilir (45). MTX’e bagl karaciger toksisitesinin mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. MTX’e maruz birakilan ratlarda hepatosit nekrozu, hiicre
olimii ve Kupffer hiicre aktivasyonu gelistigi saptanmistir (46). MTX in uzun stireli
kullanim1 ilacin poliglutamat formlarinin karacigerde birikimine ve sonu¢ olarak
hepatosit nekrozuna yol agar. Hepatosit nekrozunun makrofaj stiimiilasyonu, hepatik
stellate hiicre aktivasyonu ve ekstraseliiler matriks ekskresyonundaki artisa neden
oldugu saptanmistir (47). Hepatik stellate hiicre aktivasyonu ve myofibroblastlara
farklilagmasi fibrozisle kuvvetli korelasyon gostermektedir (48). MTX kullaniminda
hepatositte sitozolik NADP dehidrojenaz ve NADP malik enzimleri inhibe olur.
NADP glutatyon rediiktaz tarafindan ROU’ni inhibe etmek i¢in kullanilan dnemli bir
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sitozolik antioksidandir. MTX nedenli NADP diizeylerindeki azalma glutatyon
diizeylerinde azalmaya neden olur. Glutatyon diizeylerindeki azalma hepatositleri
siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve hipoklorhidrid
radikalleri gibi ROU’ne kars1 daha hassas ve korumasiz birakir (10, 11, 12, 13, 14).
Glinimiizde MTX’e bagh karaciger hasar1 ile ilgili yapilan c¢aligmalar
apoptozis, proapoptotik gen ve faktorler lizerine yogunlasmistir (15, 16). Apoptozis
DNA kirilmast ve kromatin yogunlagmasi ile baglayan programlanmis hiicre
Olimiidiir. Apoptozise ugramis hiicreler inflamatuar yanit olusturmaksizin
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (49). Apoptozise yol acan birka¢ mekanizma
mevcuttur. Bu mekanizmalardan birisi kaspaz aktivasyonudur. Los ve arkadaslari
kaspaz aktivasyonunun MTX’e bagl apoptozis i¢in gerekli oldugunu saptamislardir
(50). Bazi giincel calismalarda MTX’e baglh karaciger toksisitesi ve TNF-a
aktivasyonu arasinda baglant1 saptanmistir. Neuman ve arkadaslariin ¢alismasinda
MTX’e bagh karaciger toksisitesinde TNF-o’nin rol oynadigini saptamislardir (51).
Kobayashi ve arkadaslarmin ratlarda yaptig1 calismada rejenere hepatositlerde

MTX’e bagh apoptoziste TNF-o’nin rol oynadigini saptamislardir (52).

MTX’e bagli toksik karaciger hasar1 uzun yillar boyunca klinik olarak sessiz
olabilir. Biyokimyasal bozukluk gelismeyebilir. MTX’e bagl karaciger toksisitesini
gostermenin en 1yi yolu karaciger biyopsisidir. On yilin tizerinde MTX kullanan ya
da kiimiilatif dozu 1.5-2.5 gr’a ulasan olgularda karaciger biyopsisi ve histopatolojik

degerlendirme Onerilmektedir (53, 54).

MTX’e bagl karaciger toksisitesi genellikle 1.5-2.5 gr. ve lizeri dozlarda
asikar olmakla birlikte daha erken donemde ve diisiik dozlarda da toksisite
gortiilebilmektedir. Deneysel caligmalarda MTX’e bagli toksik karaciger hasari
olusturmak i¢in ratlarda 20 mg/kg tek doz MTX intraperitoneal uygulanmasinin
hepatik ve kolestatik tipte toksisite olusturmak icin yeterli oldugu, ayrica bu
uygulamayla daha yiiksek dozlarda olusan ciddi sistemik toksik etki ve erken 6limiin

goriilmedigi bildirilmistir (55, 56).
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LEFLUNOMID

Leflunomid (HWA-486) antiinflamatuar, antiproliferatif ve immiinmodiilator
etkileri olan sentetik isoksazol derivesidir. Hastalik modifiye edici ila¢ 6zelligi ilk
kez 1980'li yillarda artrit ve otoimmiinite iligkili hayvan modellerinde gosterilmistir.
Sicanlarda adjuvan artriti inhibe etmis ve mitojenle indiiklenmis lenfositlerin
proliferasyonunu diizeltmistir. Leflunomid bir 6n ilagtir. Aktif metaboliti A77 1726
(3 siyano-3-hidroksi-N-[4-triflorometilfenil] crotonamid)’dir. Bu metabolit esas
olarak leflunomidin tiim in vivo aktivitesinden sorumludur. Sekil 3’te leflunomidin
yapisal formiilii goriilmektedir (17). Leflunomid 1999 yilinda romatoid artrit
tedavisinde Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanan bir ilactir

(24).

F
F

Sekil — 3 Leflunomidin yapisal formiilii (17)

Etki Mekanizmasi

Leflunomidin etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Dihidroorotat
dehidrogenaz (DHODH) inhibisyonu ve tirozin kinaz inhibisyonu in vitro olarak
tanimlanan iki etki mekanizmasidir. Leflunomid selektif olarak DHODH enzimini
inhibe eder. Bu enzim riboniikleotid iiridin monofosfat (rUMP) ve riboniikleotid
iiridin trifosfat gibi pirimidin niikleotidlerin de novo biyosentezinde onem tasir ve
romatoid artrit patogenezinde yer alan aktif T lenfositler ve hizli prolifere olan
hiicreler tarafindan kullanilir. A77 1726 daha yiiksek konsantrasyonlarda tirozin
kinazi inhibe eder. Tirozin kinaz hiicre biiyiimesi ve aktif hiicrelerin diferansiasyonu
icin esastir (57). Lokositlerden ROU salinimini inhibe eden leflunomid ayni zamanda

antioksidan etkinlige de sahiptir (58).
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Leflunomidin bir diger 6nemli etkisi de NF-kB aktivasyonunu ve NF-kB
bagimli gen ekspresyonunu inhibe etmesidir. Leflunomid basta TNF olmak {izere,
forbol esteri, okadaik asit, seramid, ROU ve H202 ile iliskili NF-kB aktivasyonunu
inhibe eder (17). Imose ve arkadaslar1 concanavalin A ile farelerde hepatit
olusturduklar1 deneysel ¢alismada leflunomidin NF-kB inhibisyonu araciliiyla
plazma TNF-a, interferon gama (IFN-y) ve interlokin 2 (IL-2) diizeylerinde
azalmaya neden oldugunu saptamislardir (59). Manna ve arkadaslarinin ¢alismasinda
leflunomidin TNF’e bagli ROU iiretimini, lipid peroksidasyonunu, TNF tarafindan
indiiklenen sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyonunu engelledigi saptanmistir. Manna
leflunomidin NF-kB ve TNF iligkili ¢esitli hiicresel yanitlar1 baskilamasi nedeniyle
karaciger ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkisi olabilecegini
belirtmistir (18). Kaspaz ve TNF-a aktivasyonu MTX’e bagl toksik karaciger
hasarina yol agan mekanizmalar arasindadir (50, 51, 52). Yao ve arkadaslarinin
calismasinda ratlarda CCIl4 veya immiinolojik yolla olusturulan karaciger hasarinda
leflunomidin proinflamatuar sitokin diizeyinde azalma, malondialdehid ve nitrik
oksit diizeylerinde azalma ve antioksidan aktivitede artisa yol actigr saptanmistir
(19). Karaman ve arkadaslar1 leflunomidin biliyer obstriiksiyonlu ratlarda karaciger

hasarini 1yilestirdigini saptamislardir (20).

Farmakolojik Ozellikler

Leflunomidin hemen tamami gastrointestinal sistemden emilir. Intestinal
mukozada ve plazmada enzimatik olmayan doniisiime ugrar, isoksazol halkas1 agilir
ve hizla aktif metaboliti olan A77 1726 ya doniisiir. Leflunomid bir 6n ilagtir. Aktif
metaboliti A77 1726'dir. A77 1726 enterohepatik sirkiilasyona ugrar ve bu da yar1
omriinii uzatir. A77 1726 yiiksek oranda proteine ve baslica da alblimine (%99.5)
baglanir. Bu nedenle klinik kullanimda yiikleme dozu 6nerilir. Diyalizle uzaklagsmaz.
Yar1 omrii insanlarda 15 giindiir. Leflunomid bir ¢ok mindr metabolite doniiserek
metabolize edilir. Metabolizmas: tek bir enzimle kontrol edilemeyip mikrozomal ve
sitozolik hiicresel fraksiyonlarda gerceklesmektedir. Leflunomidin baglica mindr
metaboliti triflorometilalanin (TFMA)’dwr. Daha sonra biliyer ekskresyonla
temizlenir. Leflunomidle iligskili parametreler bobrek yetersizligi olan hastalarda

sagliklr goniilliillerdeki degerlerle uyumlu bulunmustur. Kolestiramin ve aktif komiir
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leflunomidin aktif metaboliti A77 1726' ya baglanir ve reabsorbsiyonu onleyerek yar1

omriinii 1-2 giine kisaltabilir (57).

Kullanim indikasyonlar:

Leflunomid kullanimi 1999 yilinda romatoid artrit tedavisinde FDA
tarafindan onaylanmistir (24). Leflunomid aktif romatoid artrit ve psoryatik artritli
hastalarda MTX veya salozoprinin yeterli doz ve siirede kullanilmasia ragmen etki
elde edilemeyen eriskin hastalarin tedavisinde “hastalik modifiye edici
antiromatizmal ila¢” (DMARD) olarak; belirti ve semptomlarn azaltilmasinda,
radyolojik erozyonlar ve eklem araligi daralmasiyla belirgin yapisal hasarin

inhibisyonunda ve fiziksel fonksiyonlarmin diizeltilmesinde indikedir (57).

Kullanim Sekli ve Dozu

Leflunomid oral kullanilir. Ug giin 100mg/giin yiikleme dozunu takiben 10-
20 mg/giin dozla kullanilir. Bbylece sabit plazma konsantrasyonuna 2-3 haftada
ulagilir. Leflunomidin romatoid artrit tedavisinde geleneksel DMARD’lara kars1 daha

etkin ve giivenilir oldugunu gosteren klinik caligsmalar mevcuttur (60, 61).

Toksisite

USA-based healthcare claims database (AETNA) verilerine gore klinik
pratikte Leflunomid’in yan etkilere bagl baslica ilac1 kesme nedeni gastrointestinal
sistem (GIS) yan etkileridir. ABD'de ilag¢ kesmeye neden olan en dnemli yan etkiler

transaminaz yiiksekligi ve GIS yan etkileridir (62).

Leflunomide bagli GIS yan etkilerinden ila¢ kesmeyi gerektiren bulant1 %1.3
oraninda goriiliir. Diyare daha yaygindir ve leflunomid kullanimmi kisitlayan en
onemli yan etkidir. Klinik ¢alismalarda %13-34 oraninda bildirilmistir. Karin agris1

ve dispepsi plaseboya gore biraz daha siktir (62).

AETNA verilerine gore aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin

aminotransferaz (ALT)‘mn normalin Ust smirinin 3 katmma ¢ikma seklinde enzim
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artisginin kiimiilatif insidansmin leflunomidle %35 oldugu saptanmistir. Leflunomide
bagli hepatik yan etki saptanan olgularin ¢ogunda hepatotoksik ila¢g kullanimi, alkol

alim1 ve dnceden varolan hepatik yetersizlik mevcuttur (63).

Leflunomide bagl goriilen tiim dermatolojik yan etkilerin orant %28 dir.

Reversibl alopesi gelisebilir (57).

Leflunomide bagli goriilen nadir yan etkiler arasinda hipertansiyon da vardir.
%3.4 oraninda bildirilmistir. Mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Sempatik
uyarida artis ve NSAIl’larin serbest fraksiyonunda artis nedenli olabilecegi

bildirilmistir (57).
Meta analizlerde Leflunomide bagli ciddi hematolojik yan etki

belirtilmemistir (64). Bir fatal olmayan sepsis olgusu disinda firsat¢1 infeksiyon

olgusu yoktur (57).
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GEREC VE YONTEM

Calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Baskanligi’nin 17.02.2009 tarih ve B.30.2.PAU.0.01.00.00.400-1/10 sayili izni ile
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Laboratuvari’nda
yapilmistir. Erkek erigkin Wistar albino ratlar randomize olarak gruplara ayrilmistir.
Ratlarmm beslenme ve takip kosullar1 hayvan calismalarinda 6nerilen uluslararasi
kurallar g6z oniine alinarak yapilmistir. Deneyden Once ratlar standart pelletlerle ve
su ile beslenmis, ayr1 kafeslerde izlenmistir. Oda sicaklig1 sabit tutularak normal gece
glindiiz dongiisii korunmustur. Deneyden 12 saat Once ratlara yemek verilmemis

ancak su igmelerine izin verilmistir.

ILACLAR

MTX Onco-Tain Mayne Pharma Pty Ltd. Victorica Firmasi’ndan satin
almmistir. Leflunomid Aventis Ilag Firmasi’ndan (Arava 100 mg) satin alinmustir.
Karboksi metil selilloz (CMC) Ugur Selilloz Kimya Anonim Sirketi tarafindan
hediye edilmistir. Distile su ile %1 oraninda seyreltilmistir. Leflunomidin su ve

serum fizyolojik i¢inde erimemesi nedeniyle %1 CMC tasiyici olarak kullanilmistir.

METHOTREKSATA BAGLI TOKSIK KARACIGER
HASARI OLUSTURULMASI

MTX’e bagl toksik karaciger hasari literatiirde daha Onceden belirtilen
yayinlara uygun sekilde olusturulmustur (55, 56). Ratlara intraperitoneal injeksiyon
ile MTX 20 mg/kg tek doz uygulanmigtir. Ratlar 5 giin sonrasinda dekapitasyonla
sakrifiye edilmistir. Leflunomid dozu i¢in Yao ve arkadaslarmin * Ratlarda CCL4
ile olusturulan hepatik fibroziste leflunomidin inhibitor etkisi’” isimli caligmasi baz

almmustir (65).
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DENEYSEL CALISMA GRUPLARI

Calismamizda agirhgr 185-254 gram arasmnda degisen 40 adet rat

kullanilmistir. Deneysel ¢alisma gruplar1 asagida belirtilmistir:

MTX grubu (1. grup): Intraperitoneal injeksiyon ile MTX 20 mg/kg tek doz
uygulanmasim takiben tasiyict madde (%1 CMC) 3 ml/kg/giin intragastrik olarak

verilmistir. Bes giin sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.

MTX + leflunomid grubu (2. grup): Intraperitoneal injeksiyon ile MTX 20
mg/kg tek doz uygulanmasimi takiben leflunomid 9 mg/kg/giin suda erimedigi i¢in
%1 CMC ile intragastrik olarak verilmistir. Bes gilin sonra hayvanlar sakrifiye

edilmistir.

Leflunomid grubu (3. grup): Intraperitoneal injeksiyon ile serum fizyolojik 3
ml/kg tek doz uygulanmasimi takiben leflunomid 9 mg/kg/giin suda erimedigi i¢in
%1 CMC ile intragastrik olarak verilmistir. Bes gilin sonra hayvanlar sakrifiye

edilmistir.

Kontrol grubu (4. grup): Intraperitoneal injeksiyon ile serum fizyolojik 3
ml/kg tek doz uygulanmasini takiben tasiyict madde (%1 CMC) 3 ml/kg/giin

intragastrik olarak verilmistir. Bes giin sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.

DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Biitiin ratlardan intrakardiyak olarak kan Ornegi alinmistir. Alinan kan
ornekleri 3000 rpm de 10 dakika boyunca Niive NF 800 cihazi1 kullanilarak santrifu;j
edilmistir. Santrifuj sonras1 serum Ornekleri uygun kosullarda saklanmistir. Alinan

kan 6rneklerinden AST, ALT ve alkalen fosfataz (ALP) calisilmistir.

Kan oOrnekleri alindiktan hemen sonra karaciger c¢evre dokulardan
serbestlestirilerek biitlin olarak ¢ikartilmistir. Cikarilan karaciger 6rneginden dokuda

MDA ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri ve doku myeloperoksidaz (MPO)
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aktivitesi saptanmasi i¢in Ornekler alinmistir. Histopatolojik degerlendirme icin
alman karaciger ornekleri, % 10 notral tamponlu formaldehid icerisinde fikse

edilmistir.

BiYOKIMYASAL INCELEMELER

Serum AST ve ALT diizeyleri standart kitler kullanilarak Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvar’’inda Abbott Architect C8000
cthazinda enzimatik yontemle Olciilmiistiir. Sonuglar U/L olarak ifade edilmistir.
Serum ALP diizeyleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvar’’mmda Abbott Architect C8000 cihazinda kolorimetrik yOntemle

Olcililmiistiir. Sonuclar U/L olarak ifade edilmistir.

Doku MDA diizeyleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvar’inda “’asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532
nm’de absorbansinin 6lgiilmesi’” prensibine dayanan Ohkawa ve arkadaslarmin
yontemi uygulanarak Olglilmiistiir (66). Sonuglar spesifik aktivite, nmol/gr doku

olarak ifade edilmistir.

MPO aktivitesi Ol¢ctimii oncesinde karaciger dokusu homojenize edilmistir.
MPO &l¢iimii Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’inda
“’hidrojen peroksitin homojenat tarafindan oksitlenerek o-dianosidini rediiklemesi ve
rediikte o-dianosidin 410 nm.’de 6l¢iilmesi’’ prensibine dayanilarak yapilmistir (67).

Sonuglar spesifik aktivite, U/gr doku olarak ifade edilmistir.

Karaciger dokusunda SOD aktivitesi ‘’ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile
iiretilen sliperoksitin nitroblue tetrazoliyumu indirgemesi’’ esasina gore Olciilmiistiir

(68). Sonuclar U/mg protein yas doku olarak ifade edilmistir.

HiSTOPATOLOJIK INCELEMELER

Histopatolojik degerlendirme i¢in alinan karaciger dokusu 6rnekleri hizla %
10 tamponlanmis formalin i¢ine konarak saklanmistir. Bu ornekler daha sonra

parafinlenerek slaytlara alinmis ve hematoksilen eosin (HE) ile boyanmistir.
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Patolojik slaytlar Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dalr’inda
calisma gruplar1 hakkinda bilgilendirilmeyen deneyimli bir patolog tarafindan

degerlendirilmistir.

MTX’e bagli toksik karaciger hasarmin degerlendirilmesinde iki farkli
skorlama sistemi kullanilmistir. Semikantitatif oksidatif karaciger hasar1 Demling ve
arkadaslarinin gelistirdigi skorlama sistemine gore hesaplanmistir (69, 70). Bu
skorlama sisteminde degerlendirilen her bir kritere 0-3 arasinda puan verilmis ve
minimum skor 0, maksimum skor 9 olarak hesaplanmistir. Her Ornekte en az 5
mikroskopik alan degerlendirilerek, kriterler i¢in saptanan skorlarin toplamina gore
mikroskopik skorlama yapilmistir. Semikantitatif oksidatif skorlama sisteminde
kullanilan kriterler ve derecelendirme Tablo 1°de gdsterilmistir. Diger histopatolojik
degerlendirmede MTX’e bagl karaciger hasarinin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilan ve kabul goren Roenigk Smiflamasi esas alinmistir (35). Roenigk

Smiflamasi’na gore evreleme ve kriterler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo-1 Karaciger oksidatif hasarinda semikantitatif skorlama sisteminde kullanilan
kriterler ve derecelendirme

Kriter Derece
Yok Hafif Orta Siddetli
Hepatosit vakualizasyonu ve piknotik 0 1 2 3
hepatosit niikleusu
Sinlizoidlerde genisleme 0 1 2 3
Kupffer hiicre infiltrasyonu 0 1 2 3

Tablo-2 Methotreksata bagl karaciger hasarinda Roenigk Siniflamasi

Kriterler Evre
Yagla Nikleer Fibrozis Nekroinflamasyon

degisiklik pleomorfizm
Yok / hafif Yok / hafif Yok Hafif / orta portal 1

inflamasyon var ya da

yok
Orta / Orta / ciddi Yok Orta / siddetli portal 2
ciddi inflamasyon
Var / yok Var / yok Hafif Var / yok 3a
Var / yok Var / yok Orta / Var / yok 3b

ciddi

Var / yok Var / yok Siroz Var / yok 4
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ISTATISTIK

Istatistik analizler SPSS 10.0 paket programui kullanilarak yapilmustir.
Sonuglar ortalama ve standart deviasyon (SD) olarak verilmistir. Calisma gruplarmin
degerlendirilmesinde Kruskal Wallis varyans analizi ve Bonferroni diizeltmeli Mann
Whitney U testi kullanilmistir. Istatistiksel sonuglarda p < 0.05 degeri anlamli kabul
edilmistir.  Gruplarda  Roenigk  Smiflamasi’ndaki  evre  farkliliklarinin
degerlendirilmesinde y” testi kullanilmustir. Sonuglar % olarak verilmistir. Fakat

denek sayisinin sinirli olmasi nedeniyle bulunan istatistiksel sonug¢ verilmemistir.
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BULGULAR

METHOTREKSATA BAGLI BiYOKIMYASAL VE
HISTOPATOLOJIK DEGISIKLIKLER

MTX’in 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulamasi serum ALT ve ALP
degerlerinde artisa neden olmustur. Serum ALT degerleri 1. grupta 56.77 + SD 9.1
U/L, 4. grupta 27.10 + SD 13.2 U/L saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p < 0.01). Serum ALP degerleri 1. grupta 514.44 + SD 120.09 U/L, 4.
grupta 103.30 + SD 121.7 U/L saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p < 0.01). Serum AST degerleri 1. grupta 125.33 + SD 51.4 U/L, 4.
grupta 98.60 + SD 25.7 U/L saptanmustir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p > 0.05).

Karaciger dokusunda MDA diizeyi 1. grupta 247.3 + SD 25.7 nmol/gr doku,
4. grupta 219.2 + SD 32.5 nmol/gr doku saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (p > 0.05). Karaciger dokusunda MPO aktivitesi 1. grupta 7.8
+ SD 3.2 U/gr doku, 4. grupta 4.6 + SD 0.9 U/gr doku saptanmustir. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). Karaciger dokusunda SOD aktivitesi
1. grupta 5.24 + SD 0.60 U/mg protein yas doku, 4. grupta 5.4 + SD 0.80 U/mg
protein yas doku saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p >
0.05).

MTX’in 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulamasi histopatolojik olarak
karaciger Kupffer hiicre proliferasyonunda ve semikantitatif oksidatif skorlarda
yiikseklige neden olmus ve Roenigk evresinde artisa yol agmustir. Kupffer hiicre
proliferasyonu 1. grupta 2.5 + SD 1.01, 4. grupta 0.9 + SD 1.1 saptanmistir. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlamhidir (p < 0.01). Semikantitatif oksidatif skor 1. grupta
5.1 +SD 2.02, 4. grupta 2.1 + SD 1.85 saptanmustir. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p <0.01). Roenigk Siniflamasi’na gore 1. gruptaki ratlarm % 22.2°si evre
1, % 77.8°1 evre 2 saptanmistir. Roenigk Siniflamasi’na gore 4. gruptaki ratlarin
tamami (%100) evre 1 saptanmistir. Calismada higbir grupta Roenigk Siniflamasi’na

gore evre 3 ve evre 4 saptanmamistir.
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MTX grubunda deneysel protokol uygulanan ratlardan biri ex olmustur. Diger
gruplarda mortalite izlenmemistir. Mortalite agisindan gruplar arasinda istatistiksel

farklilik gozlenmemistir.

LEFLUNOMIDE BAGLI BIiYOKIMYASAL VE
HISTOPATOLOJIK DEGISIKLIKLER

Leflunomid uygulamasi ratlarda serum AST ve ALT degerlerinde
yilikselmeye yol agmamaistir. Fakat serum ALP degerlerinde yiikselmeye yol agmaistir.
Serum ALT degerleri 3. grupta 33.8 + SD 12.4 U/L, 4. grupta 27.10 + SD 13.2 U/L
saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). Serum ALP
degerler1 3. grupta 211.1 + SD 48.0 U/L, 4. grupta 103.30 + SD 121.7 U/L
saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamhdr (p < 0.01). Serum AST
degerleri 3. grupta 94.0 + SD 13.4 U/L, 4. grupta 98.60 + SD 25.7 U/L saptanmuistir.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05).

Karaciger dokusunda MDA diizeyi 3. grupta 289.9 + SD 36.4 nmol/gr doku,
4. grupta 219.2 + SD 32.5 nmol/gr doku saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (p > 0.05). Karaciger dokusunda MPO aktivitesi 3. grupta
3.53 + SD 1.3 U/gr doku, 4. grupta 4.6 + SD 0.9 U/gr doku saptanmistir. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). Karaciger dokusunda SOD
aktivitesi 3. grupta 4.7 + SD 0.27 U/mg protein yas doku, 4. grupta 5.4 + SD 0.80
U/mg protein yas doku saptanmustir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(p > 0.05).

Leflunomid uygulamasi histopatolojik olarak karaciger Kupffer hiicre
proliferasyonunda ve semikantitatif oksidatif skorlarda yiikseklige yol agmamustir.
Roenigk evresinde kontrol grubuna gore belirgin farklilik gozlenmemistir. Kupffer
hiicre proliferasyonu 3. grupta 1.0 + SD 0.81, 4. grupta 0.9 + SD 1.1 saptanmustir.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). Semikantitatif oksidatif
skor 3. grupta 1.7 + SD 0.94, 4. grupta 2.1 + SD 1.85 saptanmustir. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). Roenigk Smiflamasi’na gore 3.
gruptaki ratlarin % 90’1 evre 1, % 10’u evre 2 saptanmistir. Roenigk Siniflamasi’na

gore 4. gruptaki tamami (%100) evre 1 saptanmustir.
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LEFLUNOMIDIN METHOTREKSATA BAGLI TOKSIiK
KARACIGER HASARI UZERINDEKI KORUYUCU ETKISi

MTX’in 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulanmasini takiben 5 giin
boyunca 9 mg/kg/giin oral leflunomidle tedavi edilen ratlarda tedavi edilmeyen
ratlara gére serum ALT ve ALP degerleri degerleri belirgin diisiik bulunmustur.
Fakat serum AST degerleri benzer saptanmistir. Serum ALT degerleri 2. grupta
40.68 + SD 13.6 U/L, 1. grupta 56.7 + SD 9.13 U/L saptanmistir. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.01). Serum ALP degerleri 2. grupta 169.6 + SD
234.0 U/L, 1. grupta 514.44 + SD 120.09 U/L saptanmustir. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p < 0.01). Serum AST degerleri 2. grupta 150.5 + SD 13.4 U/L, 1.
grupta 125.3 + SD 51.4 U/L saptanmustir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p > 0.05).

Karaciger dokusunda MDA diizeyi 2. grupta 310.48 + SD 33.5 nmol/gr doku,
1. grupta 247.3 + SD 25.7 nmol/gr doku saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamhdir (p < 0.05). Karaciger dokusunda MPO aktivitesi 2. grupta 5.65 +
SD 1.9 U/gr doku, 1. grupta 7.8 + SD 3.2 U/gr doku saptanmustir. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). Karaciger dokusunda SOD aktivitesi
2. grupta 5.1 + SD 0.63 U/mg protein yas doku, 1. grupta 5.2 + SD 0.60 U/mg
protein yas doku saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p >
0.05).

MTX’in 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulanmasini takiben 5 giin
boyunca 9 mg/kg/giin oral leflunomidle tedavi edilen ratlarda tedavi edilmeyen
ratlara gore histopatolojik olarak karaciger Kupffer hiicre proliferasyonunda ve
semikantitatif oksidatif skorlarda belirgin iyilesme izlenmistir. Kupffer hiicre
proliferasyonu 1. grupta 2.5 + SD 1.01, 2. grupta 0.2 + SD 0.6 saptanmistir. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlamhidir (p < 0.01). Semikantitatif oksidatif skor 1. grupta
5.1+ SD 2.02, 2. grupta 1.10 + SD 0.73 saptanmustir. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamhdir (p < 0.01). Roenigk Smiflamasi’na gore 1. gruptaki ratlarin % 22.2’si
evre 1, % 77.8’1 evre 2 saptanmistir. Roenigk Smiflamasi’na gore 2. gruptaki ratlarin
tamami (%100) evre 1 saptanmistir. Calismada higbir grupta Roenigk Siniflamasi’na

gore evre 3 ve evre 4 saptanmamistir.
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Calismadaki tiim gruplarda saptanan serum AST, ALT, ALP degerleri,
dokuda MDA, MPO, SOD aktiviteleri ve semikantitatif oksidatif skorlar Tablo 3’te
gosterilmistir. Roenigk Smiflamasi’na gore gruplardaki evre farkliliklari Sekil 4°te

gosterilmistir.

Tablo-3 Calisma gruplarinda biyokimyasal ve histopatolojik sonuglar

Gruplar AST ALT ALP MDA MPO SOD Oksidatif
(U/L) (U/L) (U/L) (nmol/gr (U/gr (U/mg Skor
doku) doku) protein)
1. grup 125+51 56+9t 514+120% 247+ 25 7.8+ 5.2+40.6 5.1+29
3.2
2. grup 150+ 40 169+234 310+ 5.6+ 5.1+0.6 11407
13 +13 331 1
3. grup 94 +13 33+ 211+48.08 289+ 36 3.5+ 4.7+0.2 1,74+0.9
12 1.3
4. grup 98+25 27+  103+121 219 +32 4.6+ 5.4+0.8 2.1+1.8
13 0.9

* Serum AST degerleri 2. grupta 3. ve 4. gruplara gore istatistiksel anlamli yiiksek
bulunmustur.

T Serum ALT degerleri 1. grupta diger gruplara gére istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur
(p <0.01).

1 Serum ALP degerleri 1. grupta diger gruplara gore istatistiksel anlamli yiikksek bulunmustur
(p <0.01).

§ Serum ALP degerleri 3. grupta 4. gruba gore istatistiksel anlamli yliksek bulunmustur (p <
0.05).

|| Doku MDA degerleri 2. grupta 1. gruba gore istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p <
0.05).

4| Semikantitatif oksidatif skor 1. grupta diger gruplara gore istatistiksel anlamli yiiksek
bulunmustur (p <0.01).

Kisaltmalar: AST (Aspartat aminotransferaz), ALT (Alanin aminotransferaz), ALP (Alkalen
fosfataz), MDA (Malondialdehid), MPO (Myeloperoksidaz), SOD (Siiperoksit dismutaz)
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10—

O Evre 1
B Evre 2

Denek Sayisi

Gruplar

Sekil — 4 Roenigk Siniflamasi’na gore gruplardaki evre farkliliklart
Roenigk Smiflamasi’na gore 1. gruptaki ratlarm % 22.2°si evre 1, % 77.8°1 evre 2
saptanmustir. Roenigk Smiflamasi’na gore 2. gruptaki ratlarin tamami evre 1°dir.
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TARTISMA

Calismamiz, MTX’e bagli toksik karaciger hasarmin engellenmesinde
leflunomidin etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu koruyucu etki leflunomidin
antioksidan etkisinden bagimsiz goriinmektedir. Bu koruyucu etki leflunomidin

Kupffer hiicre proliferasyonu iizerine olan inhibe edici etkisiyle iliskili olabilir.

Karaciger karnmn sag {ist kadraninda yer alan viicudun en biiylik kati
organidir. Karacigerin vaskiiler rezervuar fonksiyonu, filtre fonksiyonu,
detoksifikasyon fonksiyonu, sekretuar fonksiyonu, bilirubin metabolizma fonksiyonu
ve karbonhidrat, yag, protein metabolizmasi ile iliskili cok 6nemli fonksiyonlari

mevcuttur (39).

Ila¢ ve diger kimyasal ajanlarla olusan toksik karaciger hasar1 akut ve kronik
hepatitler, safra yolu anomalileri, siroz ve neoplazmalar gibi genis bir spektruma
sahip karaciger hastaliklarinm %35’ini olusturmaktadir (7). ilaglara bagl karaciger
hasar1 degisik oranlarda hepatoseliiler ve / veya kolestaz bulgularmnin s6z konusu
oldugu genellikle akut nadiren kronik gelisen hastalik tablolaridir. Klinik tablo
asemptomatik karaciger enzim yliksekliklerinden akut karaciger yetersizligine kadar
degisebilir. Ayrica kronik hepatit, karaciger sirozu ve hepatobiliyer tiimorler de

gelisebilir (6).

MTX romatoid artrit, psdryazis, neoplazmalar, l6semiler ve bazi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde 40 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir. MTX oral veya
parenteral verilebilir. MTX akut losemi, gebelik trofoblastik neoplazisi, mukozis
fungoides, meme kanseri, agir psOriyazis, romatoid artrit, bas ve boyun kanserleri ve
akut lenfositik 10seminin idame tedavisinde standart dozlarda kullanilir (29). MTX
osteosarkom, ¢ocukluk cagi 16semileri, Hodgkin dis1 lenfomalarin tedavisinde ise
yiiksek dozlarda kullanilir. MTX menengiyal 16semi, lenfomalar, menenjiyal
karsinomatozisin tedavisi i¢in intratekal injekte edilir (22). Giiniimiizde MTX’in
sarkoidoz, inflamatuar barsak hastaliklar1 ve wvaskiilitlerin tedavisinde de etkili
oldugu saptanmistir (1-5). MTX’in sitotoksik etkisi kanser hiicrelerine selektif

degildir. Bu nedenle yiiksek proliferasyon o6zelligi gosteren hemopoetik sistem,
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kemik iligi ve gastrointestinal sistem mukozas1 gibi normal dokularda MTX’e bagh
toksisite goriiliir (31). Bununla birlikte MTX kullannomindaki en 6nemli sorun
hepatotoksisite olup bu 6zellikle romatoid artriti ve psdryazisi olan hastalarda 6nem
tagimaktadir (42, 43, 44). MTX’in klinik pratikteki bu genis kullanimi1 nedeniyle

ajanin karaciger toksisitesi daha da 6nem kazanmaktadir.

MTX’e bagli karaciger toksisitesini etkileyen bazi faktorler mevcuttur.
Tedavinin dozu, siiresi, altta yatan karaciger hastaligi, uzun siireli alkol kullanimu,
beraberinde asetaminofen kullanimi, genetik ve molekiiler apoptotik faktdrlerin
varligit bu faktorlerden bazilaridir (51). MTX’e bagli karaciger toksisitesinin
mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir. MTX’in uzun siireli kullanimi ilacin
poliglutamat formlarmin karacigerde birikimine ve sonug olarak hepatosit nekrozuna
yol acar. Hepatosit nekrozunun makrofaj stiimiilasyonu, hepatik stellate hiicre
aktivasyonu ve ekstraseliiler matriks ekskresyonundaki artisa neden oldugu
saptanmistir  (47). Hepatik stellate hiicre aktivasyonu ve myofibrobrastlara
farklilagmas1 fibrozisle iliskilidir (48). MTX kullaniminda hepatositte NADP
dehidrojenaz ve NADP malik enzimleri inhibe olur. NADP glutatyon rediiktaz
tarafindan ROU’ni inhibe etmek igin kullanilan énemli bir sitozolik antioksidandir.
MTX nedenli NADP diizeylerindeki azalma glutatyon diizeylerinde azalmaya neden
olur. Glutatyon diizeylerindeki azalma hepatositleri ROU’ ne karsi daha hassas ve
korumasiz birakir (10-14). Giiniimiizde MTX’e bagh karaciger hasar1 ile ilgili
yapilan ¢alismalar apoptozis lizerine yogunlasmistir. Yapilan ¢alismalarda MTX’e
bagli hepatosit apoptozisi i¢in kaspaz aktivasyonunun gerekli oldugu saptanmistir
(50). MTX’e bagh toksik karaciger hasar1 uzun yillar boyunca klinik olarak sessiz
olabilir. Biyokimyasal bozukluk gelismeyebilir. MTX’e bagl karaciger toksisitesini
gostermenin en 1yi yolu karaciger biyopsisidir. On yilin tizerinde MTX kullanan ya
da kiimiilatif dozu 1.5-2.5 gr’a ulasan olgularda karaciger biyopsisi ve histopatolojik

degerlendirme Onerilmektedir (53, 54).

Deneysel ¢alismalarda MTX’e bagh toksik karaciger hasar1 olusturmak i¢in
ratlarda 20 mg/kg tek doz MTX intraperitoneal uygulanmasmin hepatik ve kolestatik
tipte toksisite olusturmak i¢in yeterli oldugu saptanmistir (55, 56). Calismamizda 20

mg/kg tek doz MTX intraperitoneal uygulanmasiyla kontrol grubuna gore serum
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transaminaz ve ALP diizeyleri anlaml olarak yliksek bulundu. Serum transaminaz
degerleri her zaman karacigerin histopatolojik durumunu yansitmayabilir (71, 72).
MTX’e bagl karaciger toksisitesini saptamanin en kesin yolu karaciger biyopsisi ve
histopatolojik incelemedir (35, 44). Bu nedenle ¢alismamizda iki farkli tip
histopatolojik skorlama sistemine gore karaciger histopatolojisindeki degisiklikleri
inceledik. Oksidatif hasara bagli semikantitatif skorlama o6zellikle deneysel
calismalarda MTX’e bagli organ hasarmi 6lgmede kullanilan bir degerlendirme
yontemidir (55, 56). Semikantitatif skorlama sisteminde baslica hepatosit
vakualizasyonu, sinlizoidlerde genisleme ve Kupffer hiicre infiltrasyonu
degerlendirilir. Roenigk Skorlama Sistemi MTX’e bagli karaciger toksisitesinin ve
fibrozisin degerlendirilmesinde 1971 yilindan beri kullanilan ve giiniimiizde halen
kabul goren bir yontemdir (35, 54). Bu yontemde baslica hepatositlerdeki yagl
degisiklik, niikleer pleomorfizm, fibrozis ve nekroinflamasyon degerlendirilir.
Calismamizda 20 mg/kg MTX uygulanan grupta kontrol grubuna oranla
semikantitatif oksidatif skorlar anlamli oranda yiliksek saptandi (p<0.01).
Semikantitatif oksidatif degerlendirmenin bir varyanti1 da karaciger Kupffer hiicre
proliferasyonudur. Biz ¢calismamizda karaciger Kupffer hiicre proliferasyonunu MTX
uygulanan grupta anlamli oranda yiiksek bulduk (p<0.01). Literatiirde MTX’e baglh
karaciger toksisitesinde Kupffer hiicre proliferasyonu ile iligkili cok az wveri
bulunmaktadir. Hall ve arkadaslar1 MTX’e maruz birakilan ratlarda karaciger
histopatolojik incelemesinde Kupffer hiicrelerinde artis oldugunu saptamislardir (46).
Rau ve arkadaslar1 caligmalarinda romatoid artrit nedeniyle uzun dénem MTX
kullanan ve karaciger biyopsisi yapilan olgular1 degerlendirmislerdir. Bu olgularin
histopatolojik degerlendirmelerinde Kupffer hiicre proliferasyonu saptamislar fakat
istatistiksel anlamli  farklilk gézlememislerdir (73). Diger histopatolojik
degerlendirme Roenigk Siniflamasr’dir. Bu skorlama sistemine gore toplam 5 evre
mevcuttur (Tablo 2) (35, 54). Calismamizda MTX uygulanan ratlarin %77.8’1 evre 2

saptanmis olup bu farkliligin asil sebebini niikleer pleomorfizm olusturmaktadir.

Leflunomid antiinflamatuar, antiproliferatif ve immiinmodiilator etkileri olan
ve romatoid artrit tedavisinde FDA tarafindan onay alan bir ilagtir. Hastalik modifiye
edici ilag ozelligi ilk kez 1980'li yillarda artrit ve otoimmiinite iliskili hayvan

modellerinde gosterilmistir. Sicanlarda adjuvan artriti inhibe etmis ve mitojenle
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indiiklenmis lenfositlerin proliferasyonunu diizeltmistir. Leflunomid bir 6n ilagtir.
Aktif metaboliti A77 1726’dir. Bu metabolit esas olarak leflunomidin tiim in vivo
aktivitesinden sorumludur (24). Leflunomidin etki mekanizmasi tam olarak
anlasilamamistir. DHODH inhibisyonu ve tirozin kinaz inhibisyonu in vitro olarak
tanimlanan iki etki mekanizmasidir. Leflunomid selektif olarak DHODH enzimini
inhibe eder. Bu enzim riboniikleotid rUMP ve riboniikleotid iiridin trifosfat gibi
pirimidin niikleotidlerin de novo biyosentezinde Onem tasir ve romatoid artrit
patogenezinde yer alan aktif T lenfositler ve hizli prolifere olan hiicreler tarafindan
kullanilir. A77 1726 daha yiliksek konsantrasyonlarda tirozin kinazi inhibe eder.
Tirozin kinaz hiicre biliylimesi ve aktif hiicrelerin diferansiasyonu i¢in esastir (57).
Lokositlerden ROU salinimini inhibe eden leflunomid ayni zamanda antioksidan
etkinlige de sahiptir (58). Leflunomidin bir diger Onemli etkisi de NF-«xB

aktivasyonunu ve NF-kB bagimli gen ekspresyonunu inhibe etmesidir (17).

Literatirde MTX disinda cesitli deneysel karaciger hasar1 modellerinde
leflunomidin etkinligini arastiran ¢alismalar mevcuttur. Yao ve arkadaslarinin
calismasinda ratlarda CCIl4 veya immiinolojik yolla olusturulan karaciger hasarinda
leflunomidin proinflamatuar sitokin diizeyinde azalma, MDA ve NO diizeylerinde
azalma ve antioksidan aktivitede artisa yol agtig1 saptanmistir (19). Karaman ve
arkadaslar1 leflunomidin biliyer obstriiksiyonlu ratlardaki karaciger hasarmi
tyilestirdigini saptamislardir (20). Imose ve arkadaslar1 concanavalin A ile farelerde
hepatit olusturduklar1 deneysel calismada leflunomidin  NF-xB inhibisyonu
araciligiyla plazma TNF-a, IFN-y ve IL-2 diizeylerinde azalmaya neden oldugunu
saptamislardir (59). Latchoumycandane ve arkadaslar1 leflunomidin aktif metaboliti
olan A77 1726’nin stres aktive edici protein kinaz inhibisyonu araciligiyla
mitokondri aracilikli hepatosit hiicre Olimiinii engelledigini saptamiglardir.
Yaptiklar1 in vitro calismada leflunomidin stres aktive edici protein kinaz
inhibisyonu aracilifiyla asetaminofene bagl toksik karaciger hasarini engelledigini
saptamislardir (74). Li ve arkadaslar1 yaptiklar1 in vitro calismada leflunomidin aktif
metaboliti olan A77 1726 ile yapilan 6n tedavinin hepatik stellate hiicrelerde leptine
bagli metalloproteinaz 1 doku inhibitorii aktivitesini tamamen inhibe ettigini
saptamislardir. Bdylece leflunomidin leptine bagh hepatik stellate hiicre

proliferasyonunu, hepatosit apoptozisini ve fibrojenik wuyariyr engelledigini
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saptamislardir  (75).  Literatirde @MTX’e bagh  karaciger toksisitesinin
engellenmesinde leflunomidin etkinligini arastiran herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu
calismada MTX’e bagh toksik karaciger hasarmin engellenmesinde leflunomidin

etkinligini arastirmamizin nedenleri sunlardir:

i. Glutatyon diizeylerinde azalmaya bagli olarak hepatositlerin ROU ne kars1
hassas ve korumasiz kalmalar1 MTX’e bagl karaciger toksisitesi
olusmasindaki 6nemli faktorlerden biridir (10-14). Leflunomid antioksidan

etkinlige sahiptir ve Iokositlerden ROU’lerin salinimini inhibe eder (58).

i. MTX’e bagl karaciger toksisitesinde TNF-a rol oynamaktadir (51, 52).
Leflunomid TNF-o diizeylerini azaltmakta ve TNF-a’ya bagli ROU’lerin

salinimin1 inhibe etmektedir (18, 59).

iii. Glinlimiizde MTX’e bagh karaciger hasar1 ile ilgili yapilan caligmalar
apoptozis, proapoptotik gen ve faktorler lizerine yogunlasmistir (15, 16).
Apoptozise yol agan dnemli mekanizmalardan birisi kaspaz aktivasyonudur

(50). Leflunomid kaspaz aktivasyonunu engellemektedir (18).

iv. Karaciger hasarinda temel olarak gorev alan hiicreler Kupffer hiicreleridir.
Kupffer hiicrelerinin immiinolojik fonksiyonlarinin c¢ogu transkripsiyon
faktorlerinden biri olan NF-kB {izerinde yiiksek aktivite gostermesinden
kaynaklanmaktadir (76). Leflunomid NF-kB aktivasyonunu ve NF-xB

bagimli gen ekspresyonunu inhibe etmektedir (17).

Calismamizda 2. grupta 20 mg/kg tek doz intraperitoneal MTX uygulamasini
takiben 9 mg/kg/giin leflunomid 5 giin boyunca uygulanmistir. Leflunomid dozu i¢in
Yao ve arkadaslarinin “° Ratlarda CCL4 ile olusturulan hepatik fibroziste
leflunomidin inhibitor etkisi’’ isimli ¢alismasi baz alinmistir (65). Leflunomid ile
tedavi MTX’e bagli serum ALT ve ALP diizeylerindeki yiikselmeyi istatistiksel
anlamli Ol¢iide azaltmistir. Bununla birlikte serum AST diizeyleri benzer
bulunmustur. Bilindigi gibi ALT baslica hepatosit sitozolunda bulunmakta ve diger

yapilarda c¢ok diisiik konsantrasyonda bulunmaktadir. AST’nin sitozolik ve
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mitokondriyal formlar1 mevcuttur. Karaciger haricinde kalp, kas, bobrek, beyin,
pankreas, akciger, eritrosit ve lokosit yapisinda da yiiksek konsantrasyonda
bulunmaktadir. Bu nedenle ALT, karaciger hasar1 gostergesi olarak AST’den ¢ok
daha spesifiktir (77). Biz bu calismada leflunomid ile tedavi edilen grupta MTX
uygulanan gruba goére ALT ve ALP degerlerinin daha diisiik saptanmasini
leflunomidin  MTX’e karaciger hasarmn1 engellemesiyle iliskili oldugunu
diistiniiyoruz. Buna ragmen serum AST diizeylerinin benzer saptanmasi AST’nin
sitozolik ve mitokondriyal formlarinin olmasi1 ve karaciger dis1 bir ¢ok doku ve
organda yiikksek konsantrasyonda bulunmasiyla iligkili olabilir. Leflunomid
tedavisinin serum ALT ve ALP degerleri iizerindeki iyilestirici etkisine ragmen,
transaminaz  degerlerinin her zaman karaciger histopatolojik durumunu

yansitmayacagi unutulmamahidir (71, 72).

Calismamizda leflunomid ile tedavi grubu ve MTX uygulanan grup arasinda
doku MPO aktivitesi ve SOD diizeyleri benzer saptanmistir. Bununla birlikte lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan doku MDA diizeyleri leflunomid uygulanan
grupta anlamli oranda yiiksek saptanmustir. Literatiirde Karaman ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada ratlarda karaciger iskemi reperfiizyon hasarmin engellenmesinde
leflunomidin etkinligi arastirilmistir. Leflunomidin olumlu etkisi bulunmus ve doku -
MPO aktivitesi ve MDA diizeylerinde azalmaya yol actigir saptanmistir (78).
Karaman ve arkadagslarinin bir diger calismasinda biliyer obstriiksiyonlu ratlarda
leflunomidin karaciger hasar1 lizerinde iyilestirici etkisi bulunmus ve yine doku MPO
aktivitesi ve MDA diizeylerinde azalmaya yol actig1 saptanmustir (20). Oztiirk ve
arkadaslarinin calismasinda sepsise bagl akut akciger hasarinin engellenmesinde
leflunomidin etkisi arastirilmistir. Leflunomidin akciger MPO aktivitesi ve MDA
diizeylerinde azalmaya yol agtigi saptanmistir (79). Yao ve arkadaslarmin
calismasinda leflunomidin antioksidan etkinligi bildirilmistir (19). Glutatyon
diizeylerinde azalmaya bagl olarak hepatositlerin ROU’ne kars1 hassas ve korumasiz
kalmalarmin MTX’e bagh karaciger toksisitesi olusmasindaki onemli faktorlerden
biri oldugu bilinmektedir (10-14). Buna ragmen calismamizin sonuglarina gore
leflunomid, MTX’e bagh karaciger hasarinda biyokimyasal olarak Olciilen oksidatif

parametreler iizerinde herhangi bir olumlu etkide bulunmamaktadir.
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MTX’e bagli karaciger toksisitesini saptamanin en kesin yolu karaciger
biyopsisi ve histopatolojik incelemedir (35, 44). Leflunomid ile tedavi MTX’e bagl
toksik karaciger hasarini histopatolojik olarak anlamli dlglide azaltmistir.
Semikantitatif oksidatif hasar skorlar1 leflunomid ile tedavi edilen grupta tedavi
edilmeyen gruba oranla anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (1.10 + SD 0.73, 5.1 +
SD 2.02, p < 0.01 ). Bir diger ilging sonugta leflunomid tedavisinin karaciger
Kupffer hiicre proliferasyonunu MTX uygulanan gruba gore anlamli derecede
baskilamasidir (0.2 + SD 0.6, 2.5 + SD 1.01, p <0.01). Calismamizda leflunomid ile
tedavi edilen gruptaki ratlarin tiimii evre 1 saptanmig, MTX uygulanan ratlarin %
22.2°si evre 1, % 77.8’1 evre 2 saptanmistir. Bu farkliligin temel nedeni MTX
uygulanan grupta histopatolojik  degerlendirmede niikleer pleomorfizmin
saptanmasidir. Leflunomid histopatolojik olarak MTX’e bagl niikleer pleomorfizmi
azaltmistir. Karaciger Kupffer hiicre aktivasyonu ve semikantitatif oksidatif skorlar

tizerine leflunomidin etkisi Sekil 5 ve Sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil-5 Kupffer hiicre proliferasyonu iizerine leflunomidin etkisi
Leflunomid ile tedavi (2. grup), methotreksata bagli Kupffer hiicre proliferasyonunu
( 1. grup) belirgin sekilde azaltmistir (p < 0.01).
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Sekil-6 Semikantitatif Skorlar {izerine leflunomidin etkisi
Leflunomid ile tedavi (2. grup), methotreksata bagli histopatolojik semikantitatif
oksidatif skor yiiksekligini (1. grup) belirgin sekilde azaltmistir (p < 0.01).

Calismamizda leflunomid ile tedavi uygulanan grupta MTX uygulanan gruba
gore doku MPO aktivitesi ve SOD diizeyleri benzer bulunmustur. Bununla birlikte
doku MDA diizeyleri istatistiksel anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Leflunomidin
MTX’e bagl histopatolojik karaciger hasarin1 istatistiksel anlamli sekilde
tyilestirmesine ragmen doku MPO ve SOD diizeylerinin benzer, hatta MDA
diizeylerinin yiiksek saptanmasi leflunomidin MTX’e bagh toksik karaciger
hasarindaki 1iyilestirici etkisinin antioksidan etkisinden bagimsiz olabilecegini

diistindiiriir niteliktedir.

Literatiire bakildiginda MTX disinda farkli nedenlere bagli karaciger
hasarinda leflunomidin etkinligini bildiren c¢aligmalar mevcuttur. Yao bir
calismasinda immiinolojik karaciger hasarinda leflunomidin etkinligini aragtirmistir.
Leflunomidin TNF-a ve IL-1 gibi sitokin diizeyleri ve transaminaz diizeyleri lizerine
olumlu etkisini saptamuistir. Karacigerde TNF-a’nin major kaynagmin Kupffer
hiicreleri olmasi nedeniyle leflunomidin Kupffer hiicre inhibisyonu araciligiyla
tyilestirici etki gosterdigini bildirmistir (19). Yao diger bir ¢alismasinda CCL4 ile
olusturulan hepatik fibroziste leflunomidin inhibitor etkisi oldugunu saptamistir. Bu
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etkinligin leflunomidin NF-«xB aktivasyonu iizerine olan inhibitor etkinligi ile iligkili
olabilecegini bildirmistir (65). Yao inflamatuar karaciger hasarinda leflunomidin
etkinligini arastiran in vitro bir calisma yapmistir. Bu calismada leflunomidin
karaciger Kupffer hiicrelerinden proinflamatuar sitokin salimimini inhibe ederek etki
gosterdigini ortaya koymustur (80). Li ve arkadaslar1 leptine bagl hepatik fibrozis
iizerinde leflunomidin etkinligini arastirmiglardir. Leflunomidin hepatik stellate
hiicre proliferasyonunu inhibe ederek hepatik fibrozisi engelledigini saptamislardir
(75). Tang ve arkadaslar1 giincel bir calismalarinda leflunomidin karaciger
fibrozisinde anti-fibrotik etkisi oldugunu saptamislardir. Leflunomidin Kupffer
hiicreleri tarafindan indiiklenen ve aktive olan hepatik stellate hiicrelerde apoptozise
yol acarak fibrozisi engelledigini saptamislardir (81). Tim bu c¢aligmalardan
anlagildigr gibi nedeni ne olursa olsun karaciger hasar mekanizmasinda ve

fibrozisinde Kupffer hiicre aktivasyonu biiytlik bir dnem tasimaktadir.

Bilindigi gibi Kupffer hiicreleri karaciger makrofajlaridir ve karaciger non
parankimal hiicrelerinin %20’sini olusturmaktadir. Kupffer hiicrelerinin immiinolojik
fonksiyonlarmin c¢ogu transkripsiyon faktorlerinden biri olan NF-kB {izerinde
yiiksek aktivite gostermesinden kaynaklanmaktadir (82). Yapilan bir ¢ok c¢alisma
NF-«B aktivasyonunu inhibe eden ilaglarin karaciger hasari lizerine iyilestirici etkisi

oldugunu gostermistir (83).

NF-kB tliim viicutta yaygin olarak bulunan, inflamasyon, embriyonik geligim,
yara iyilesmesi, akut faz yaniti, proliferasyon, apoptozis, doku hasar1 ve doku tamiri
ile iliskili ¢ok sayida gen ekspresyonunda temel diizenleyici olarak gorev alan bir
transkripsiyon faktoriidiir (76). Inflamatuar bir uyartya yanit olarak gelisen sitokin ve
kemokin ekspresyonu temel olarak transkripsiyon faktorleri ile diizenlenmektedir.
Sitokin indiiksiyonunun temel diizenleyicisi hiicre i¢i sinyalizasyon yolaginda gérev
alan bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB’dir (84). NF-kB NF-xB/Rel ailesine ait
dimerik yapida alt iinitelerden olusmustur. Bu alt tiniteler NF-xB1 (p50 ve Onciisii
p105), NF-xB2 (p52 ve onciisii p100), p65 (RelA), RelB ve RelC’den olugmaktadir
(85). NF-xB fizyolojik ve patolojik durumlarda indiiklenebilir transkripsiyon faktorii

olmas1 nedeniyle inflamatuar ve immiin yanitla iligkili bir ¢cok durumda temel rol
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oynar. Normalde NF-kB hiicre sitoplazmasinda kB inhibitorleri (IkB) ile birlikte
sekestre halde ve inaktif formda bulunmaktadir. Hiicreler sitokin, lipopolisakkarid ve
ROU gibi herhangi bir uyaranla stiimiile olduklar1 zaman {xB’ler (ixBa ve 1kBp)
IkB kinaz (IKK) ile hizla fosforilize edilir. IxB’lerin fosforilize ve degrade
olmalarinin sonucunda niikleer translokasyon sinyali maskelenmekten kurtulur.
Boylece NF-kB hiicre niikleusuna transloke olur ve hedef gen transkripsiyonlarmi
aktive eder. NF-xB IL-6, IL-8, TNF-a ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
gibi proinflamatuar molekiillerin, E-selectin, intraselliiler adezyon molekiilii 1
(ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1 (VCAM-1) gibi hiicre yiizey adezyon
molekiillerinin ve major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif I ve II gibi hiicre

ylizey mediatorlerinin gen transkripsiyonlarinda gorev almaktadir (84).

NF-«B aktivasyonu i¢in ikBa’nin fosforilize olarak proteolitik degradasyona
ugramasi ve p65 subiinitesinin niikleusa transloke olmasi gerekmektedir.
Leflunomid ixBo’nin fosforilize olarak proteolitik degradasyona ugramasini
engellemektedir. Boylece NF-kB aktivasyonu i¢in esas olan p65 subiinitesinin
hiicresel translokasyonu inhibe olmaktadir (17). Leflunomidin NF-kB aktivasyonunu
inhibe edici etkisi hiicre spesifik degildir. Myeloid, epitelyal, glioma ve T
hiicrelerinin tiimiinde bu etki gézlenmektedir. Leflunomidin NF-kB aktivasyonunu
inhibe edici etkisi DHODH inhibisyonundan bagimsiz olup daha kisa siirede ve daha
diisiik konsantrasyonlarda ger¢eklesmektedir (18).

Sonug olarak ¢alismamiz leflunomidin MTX’e bagh toksik karaciger hasarini
hem histopatolojik hem de biyokimyasal olarak engelledigini ortaya koymustur.
Sonuglarimiz leflunomidin bu etkisinin antioksidan 6zelliginden bagimsiz oldugunu
diistindiirtir niteliktedir. Literatiirde MTX e bagh karaciger toksisitesinde Kupffer
hiicre aktivasyonu ile iliskili cok az veri bulunmaktadir. Ustelik mevcut ¢alismalarm
sonuclar1 istatistiksel anlamli farklilik gostermemektedir (46, 86). Calismamizin
sonuclarma gore MTX’e bagh karaciger toksisitesinde Kupffer hiicre
proliferasyonunu kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek
saptanmistir. Leflunomid ile tedavi MTX’e bagli artmis Kupfter hiicre

proliferasyonunu istatistiksel anlamli olarak baskilamaktadir.
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Leflunomidin MTX’e bagli toksik karaciger hasari lizerindeki iyilestirici
etkisinin en muhtemel nedenleri NF-kB aktivasyonu {izerine olan inhibitor etkisi ve
Kupffer hiicre proliferasyonunu baskilamasidir. Leflunomidin MTX’e bagl toksik
karaciger hasar1 tizerindeki iyilestirici etkisinin muhtemel diger nedenleri aktif
metaboliti olan A77 1726 nin stres aktive edici protein kinaz inhibisyonu araciligiyla
mitokondri aracilikli hepatosit hiicre 6limiinii engellemesi, kaspaz aktivasyonunu
engellemesi, hepatik stellate hiicre proliferasyonunu, hepatosit apoptozisini ve
fibrojenik uyariyr inhibe etmesi olabilir. Karaciger dokusunda NF-xB
aktivasyonunun ve  diger  belirtilen parametrelerin  teknik  nedenlerle
degerlendirilememesi c¢alismamizin  eksikligidir. Leflunomidin MTX’e baglh
karaciger hasarin1 kesin olarak hangi mekanizma ile engelledigini gosteren,
karacigerde NF-xB aktivasyonunun, kaspaz aktivasyonunun, apoptozis derecesinin,
stres aktive edici protein kinaz aktivitesinin, hepatik stellate hiicre proliferasyonunun

degerlendirildigi yeni deneysel ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Bu calismada ratlarda MTX ile olusturulan toksik karaciger hasarinda

leflunomidin muhtemel 6nleyici etkinliginin arastirilmas1 amaglandi.

20 mg/kg intraperitoneal tek doz MTX uygulamasm takiben ratlarda
biyokimyasal olarak ALT, ALP yiiksekligi ve histopatolojik karaciger degisiklikleri

ile karakterize toksisite olusturuldu.

MTX’e baglh karaciger toksisitesinde Kupffer hiicre proliferasyonda artis

gozlendi.

Leflunomid MTX’e bagli serum ALT ve ALP seviyelerindeki ylikselmeyi

engelledi. Bununla birlikte serum AST seviyeleri benzer bulundu.

Leflunomid MTX’e bagli hepatik MPO ve SOD seviyelerinde degisiklige

neden olmamakla birlikte MDA diizeylerinde artisa neden oldu.

Leflunomid MTX’e bagli karacigerin histopatolojik hasarmi semikantitatif

oksidatif skorlama sistemine gore anlamli oranda baskiladi.

Leflunomid MTX’e bagli Kupffer hiicre proliferasyonunu anlamli oranda

baskiladu.

Leflunomid Roenigk Smiflamasi’na goére MTX’e bagli karacigerin

histopatolojik hasar evresini geriletti.

Sonu¢ olarak bulgularimiz bize leflunomidin MTX’e bagl karaciger
toksisitesini engelledigini diisiindiirmiistiir. Bu etki muhtemelen leflunomidin
antioksidan etkisinden bagimsiz goriinmektedir. Leflunomidin Kupffer hiicre
proliferasyonunu engellemesi bu iyilestirici etkinin bir nedenidir. Leflunomidin NF-

kB iizerine olan etkisi bu iyilestirici etki ile iliskili olabilir.
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OZET

RATLARDA METHOTREKSATA BAGLI KARACIGER
TOKSISITESINDE LEFLUNOMIDIN MUHTEMEL KORUYUCU
ETKIiSININ ARASTIRILMASI: DENEYSEL BiR CALISMA

DR. UFUK KUTLUANA

Methotreksat (MTX)’e bagli karaciger toksisitesi bu immunsupresif ilacin
klinik kullannmin1  kisitlamaktadir. Bu c¢alismada MTX’e bagli karaciger

toksisitesinde leflunomidin muhtemel koruyucu etkisini aragtirmay1 amacladik

Wistar tip ratlar (n = 40) 4 gruba ayrildi. Birinci grup MTX , 2. grup MTX +
leflunomid, 3. grup leflunomid, 4. grup kontrol ( ya da tasiyici) grubunu
olusturmaktaydi. MTX intraperitoneal olarak injekte edildi. Tek doz MTX
uygulamasini takiben (serum fizyolojik i¢inde 20 mg/kg), ya leflunomid (9 mg/kg,
MTX + leflunomid grubu) ya da tasiyict (MTX grubu) intragastrik olarak 5 giin
boyunca verildi. Leflunomidin su i¢inde erimemesi nedeniyle %1 karboksi metil
seliilloz (CMC) tasiyici olarak kullanildi. Diger ratlarda tek doz intraperitoneal serum
fizyolojik uygulamasini takiben ya CMC (kontrol grubu) ya da leflunomid (9 mg/kg,
leflunomid grubu) 5 giin boyunca intragastrik olarak uygulandi. Ardisik 5 giiniin
sonunda ratlar dekapitasyonla sakrifiye edildi. Dekapitasyon sonrasi intrakardiyak
kan 6rnegi alind1 ve hepatik doku 6rnekleri ¢ikartilarak malondialdehid (MDA) ve
siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri ve myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
degerlendirilmesi amacli muhafaza edildi. Karaciger doku ornekleri ayn1 zamanda
histopatolojik olarakta degerlendirildi. Serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin

aminotransferaz (ALT) ve alkalen fosfataz (ALP) degerleri 6l¢iildii.

Leflunomid tedavisinin, tedavi uygulanmayan MTX grubu ile
karsilastirildiginda hepatik histopatolojik skoru anlamli dlgiide iyilestirdigi goriildii.
Serum ALT ve ALP seviyeleri MTX + leflunomid grubunda MTX grubuna gore
anlaml 6lctide diisiik bulundu. Hepatik MPO ve SOD seviyeleri MTX + leflunomid
ve MTX gruplarinda benzer diizeylerde bulundu. Hepatik MDA diizeyleri MTX +
leflunomid grubunda MTX grubundan yiiksekti. Bu sonuglar bize leflunomidin
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MTX’e bagl karacier toksisitesi tiizerindeki iyilestirici etkisinin antioksidan
etkisinden bagimsiz oldugunu diislindiirdii. Leflunomidin MTX’e bagl karaciger
toksisitesini onleyici etkisinin niikleer faktor kappa B (NF-«B) lizerine olan etkisiyle

baglantili oldugunu diistindiik.

Sonug olarak leflunomid MTX’e bagh histolojik karaciger hasarmi anlaml

olgtide 1yilestirdi. Leflunomid MTX e bagl karaciger toksisitesini dnleyebilir.
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SUMMARY

THE INVESTIGATION OF POSSIBLE PROTECTIVE AFFECT
OF LEFLUNOMIDE ON METHOTREXATE INDUCED LIVER
TOXICITY: AN EXPERIMENTAL STUDY

UFUK KUTLUANA MD

Methotrexate (MTX) induced hepatotoxicity restricts the clinical use of this
immunosuppressive drug. In this study, we aimed to research the possible protective

effect of Leflunomide on MTX induced hepatotoxicity.

Wistar type rats (n = 40) were divided into four groups; group 1 as the MTX ,
group 2 as the MTX + leflunomide, group 3 as the leflunomide, group 4 as the
control ( or vehicle). MTX was injected intraperitoneally. Following a single dose of
MTX (in physiological saline, 20 mg/kg), either leflunomide (9 mg/kg, MTX +
leflunomide group) or vehicle (MTX group) was administered intragastrically for the
consecutive 5 days. Leflunomide was insoluble in water therefore 1% sodium
carboxymethylcellulose (CMC) was used as a vehicle. In other rats, CMC (control or
vehicle group) or leflunomide (9 mg/kg, leflunomide group) was was administered
intragastrically for 5 days, following a single dose of saline injection. After 5 days,
all the rats were sacrificed by decapitation. After decapitation of the rats, intracardiac
blood was collected and hepatic tissue samples were carefully dissected and stored
for the determination of tissue malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase
(SOD) levels, myeloperoxidase (MPO) activity. Tissue samples were also examined
histopathologically. Levels of serum aspartate aminotransferase (AST), alanine

aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) were measured.

Leflunomide treatment significantly ameliorated histopathological score
compared to untreated MTX group. The serum ALT and ALP levels in MTX +
leflunomide group were significantly lower than MTX group. The hepatic SOD and
MPO levels were similar between MTX + leflunomide and MTX groups. The hepatic
MDA level in MTX + leflunomide group was higher than MTX group. These results
suggest that the ameliorative affect of leflunomide on MTX induced liver toxicitiy

was independent from its antioxidant activity. We thought that the preventive affect
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of leflunomide on the MTX induced liver toxicity may be related to its affect on
nuclear factor kappa B (NF-kB).
Finally, leflunomide significantly ameloriated MTX induced histologic

hepatic injury. Leflunomide can inhibit MTX induced liver toxicity.
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