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1. GIRIS VE AMAC

1950°1i yillarda Metotreksat (MTX), antifolat terapinin temeli olarak bir¢cok
kanser tiiriiniin tedavisinde aminopterinin yerini almstir (1). MTX, folik asit
antagonistidir ve yiiksek dozlarda timidilat sentetazi inhibe ederek DNA olusumunu
engelleyen bir antineoplastik ilagtir (2). Temelde antimetabolit 6zelliginden baska
antiinflamatuvar, antiproliferatif, immiinosupresif, antipsoriatik etkinlikleri de
bulunmakta ve klinikte halen bu endikasyonlarda kullanilmaktadir (3.4.5). Ne yazik
ki ilag kullanimin1 takiben basta hepatotoksisite ve nefrotoksisite olmak iizere
meydana gelen yan etkiler, ilacin kullanimmni smirlandirmaya veya ilacin kesilmesine
neden olmaktadir. Bu ilacin hepatotoksisite ve nefrotoksisite yan etkisinde ¢ogunlukla
reaktif oksijen radikallerinin (ROS) meydana getirdigi oksidatif stres hasar1 sorumlu
tutulmaktadir (6). Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda olusan oksidatif hasara karsi
bir¢ok kimyasal ajan denenmistir (Melatonin, Cape) (6,7) . Ancak bu uygulamalarin
sonucu klinige yeterli yanstmamistir. Biz de, oksidatif stres hasarmn yaninda baska
mekanizmalarin da bu yan etkilerin olusumunda rol oynayabilecegini diisiinerek
PGE; analogu olan MP’ it MTX" le birlikte ¢caligmay1 planladik.

MP, aspirin gibi non-steroid antiinflamatuvar ilaglara bagli gelisen peptik tlser
tedavisinde kullanilan ve yikici enzimlere dayanikli olan PGE; analogu bir ilagtir.
Mide asit salgilanmasini baskilar ve buna karsin bikarbonat salinimini da arttirir (8).
Ayrica son zamanlarda sitoprotektif ve antiapoptotik 6zelligi de kanitlanmustir (9,10).
Iskemi reperfiizyon hasar1 olusturulmus bir KC modelinde PGE;’in intraportal
inflizyonu transaminaz seviyelerinde diismeye neden olmustur (11). Ayni zamanda
hepatik iskemi reperflizyon hasarinda, PGE;, KC siniizoidal endotel hiicrelerini
apoptozisten korudugu gorilmiistiir (9). Ayrica bagka bir c¢alismada CCI4 ile
olusturulan KC hasarinda MP’in KC koruyucu etkisi kanitlanmigtir (12).
Asetaminofen uygulamasinin 6ncesi ve sonrasinda verilen MP mikrovaskiiler hasar
alanin1 belirgin olarak azaltmistir (13). Rat KC hiicre kiiltiirtiinde, MP toksik ajan olan
D-Galaktozamin araciligt ile olusturulan hiicre 6liimiinii engellemistir (14). MP
COX-2 defektif farelerde concanavalin-A ile olusmus immiin aracili KC hasarini
azaltmistir (15). MP ya da diger PGE; analoglarinin tedavi edici faydalari klinik
calismalarda da gosterilmistir (15,16)



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Antineoplastik ilaclarin Stmflandirilmasi

2.1.1 Alkilleyici Ajanlar

ALKILLEYICi
AJANLAR
1 1 1
AZOTLU NITROZURELER | |ETILENiMINLER ALKIL TRIAZEN ve
HARDALLAR SULFONATLAR| HiDRAZEN
Karmustin Tiotepa TUREVLERI
Siklofosfamid Lamustin Altretamin Busulfan
Klorambusil Dakarbazin
Mekloretamin Prokarbazin
Melfalan

Alkilleyici ilaglar 6zellikle G1 ve S olmak iizere hiicre dongiisiiniin herhangi bir
donemine etki edebilir. Bunlar 6n ila¢ olup daha ¢ok etilenimonyum tiirevlerine
olmak tizere karbonyum tiirevlerine de doniisiirler. Karbonyum iyonu elektrofilik
oldugu icin DNA’nin ve diger makromolekiillerin i¢erdigi amino, fosfat, tiyol vs.
gibi niikleofilik gruplara (Guanin’in 17. pozisyonu) geridOniigsiiz baglanir ve
alkillenme gerceklesmis olur. Bu alkillenme bazlarin ¢apraz baglanmasina, anormal
baz ciftlerine, ve DNA zincir kiriklarina yol acar. Sonugta DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu bozulur. Bu ilaglarin hiicrede meydana getirdikleri degisiklikler
hiicrelerin X- 1sinlarina maruz kalmasi durumunda ortaya ¢ikan degisikliklere ¢ok
benzediginden, bu ilaglara radyomimetik ilaglar da denir. X- iginlarina duyarl

timorler bu ilaglara da oldukga duyarhdirlar (9).



Baslica kullanim alanlari (17):

e Hodgkin Dis1 Lenfoma,

e Akut Ve Kronik Lenfositik Losemi,
e Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri,

e Hodgkin Hastaligi,

e Pediyatrik Solid Tiimoérler,

e Over, Meme, Testis, Endometriyum, Servix, Bag-Boyun Kanserleri,
¢ Yumusak Doku Sarkomlari,

e Multiple Myeloma,

e Koryokarsinoma,

e Plevral ve Peritoneal Efiizyonlar,

e Lenfoma,

e Primer Beyin Tlimorleri,

e Polistemia Vera

En 6nemli yan etkileri:

e Kemik iligi ve lenfoid dokuda baskilanma,

e Bulant1, Kusma, Istahsizlik gibi gastrointestinal bozukluklar,
e Periferik noropati,

e Santral Sinir Sistemi disfonksiyonu,

e Nefrotoksisite,

e Hemorajik Sistit,

e Kardiyak disfonksiyon,

e Pulmoner toksisite



2.1.2 Antimetabolitler

ANTIMETABOLIT
iLACLAR
| |
FOLIK ASIT PURIN PIiRIMIDIN
METABOLITLERI ANTIMETABOLITLERI ANALOGLARI

Metotreksat 6-Merkaptopurin 5-Fluorourasil

Raltireksed Tioguanin Kapesitabin

Pemetreksed Fludarabin Sitozin arabinozid
Kladribin Gemsitabin

Yapisal olarak DNA, RNA, proteinler ve diger temel hiicre komponentlerinin
sentezinde kullanilan bazi substrat ve koenzimlerin analoglaridirlar. Bu maddelere
Ozgiil baglanma yerleri i¢in onlarla yarisirlar ve dolayli olarak baglanmalarini
engelleyerek inhibisyon yaparlar. Yani bu ilaglar folikasit, piirin ve pirimidin
antagonistleridir. Doneme 6zgii ilaglar olup 6zellikle hiicre dongiisiinde “S” fazina
etkilidirler. Buda su demektir: kemik iligi, kil kokleri ve spermatojenik hiicreler gibi
hizl1 boliinen hiicrelerde goriilen ¢ogalma kapasitesi yiiksek tiimorlerde etkilidirler
(18).

Baslica kullanim alanlar1 (17):

o Akut Lenfositik Losemi

o Akut Melojenik Losemi

e Gogiis Kanseri

e Lenfoma

e Osteosarkom

e Ewing’s Sarkomu

e Hodgkin Ve Hodgkin Dis1 Lenfoma
e Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri



e Prostat Karsinomasi
e Testikiiler Karsinoma

e Wilm’s TUimori

En 6nemli van etkileri

e Kemik iligi Supresyonu

¢ Hepatotoksisite

o Nefrotoksisite

e Norotoksisite

e Firsat¢1 Enfeksiyonlar

e Sindirim Sistemi Irritasyonu
e Alopesi

e Dermatit

e Konjuktivit

2.1.3 Vinka Alkaloidleri ve Bitkisel Kaynakh Diger flaclar

VINKA ALKALOIDLERI VE DiGER
BITKISEL KAYNAKLI iLACLAR

Vinblastin
Vinkristin Podofilotoksin Etopozid Taksanlar frinotekan
Vindesin Tenipozid Topotekan
Vinorelbin

Bu grup ilaglar Vinca Rosea, Podophyllum ve Taxus tiirii bitkilerin dimerik
alkalodleri ve yar1 sentetik tiirevlerini igerir. Etopozid ve tenopozid hari¢ primer

etkileri mitozun M fazinda, mikrotiibiillerin yapitagi olan tubulin molekiillerine



baglanarak onlar1 ¢oktiiriirler ve mitoz igcikleri olusumunu engellerler. Sonucta

hiicre boliinmesi metafazda durur ve hiicre 6liir. Noron mikrotiibiillerinin olusmasini

da engellediklerinden norotoksik etkileri de vardir. Etopozid ve Tenopozid ise

DNA’da topoizomeraz II enzimine baglanarak DNA hasar1 meydana getirir ve hiicre

siklusunu S veya G2 doneminde durdurur (9).

Baslica kullanim alanlar1 (17):

Hodgkin ve Non —Hodgkin lenfoma

Over, Kolon, Meme, Akciger ve Testis kanserleri
Akut Lenfositik Losemi

Akut Myelojenik Losemi

Noroblastoma

Rabdomyosarkom

Kaposi Sarkomu

En onemli van etkileri:

Teratojenite

Norotoksisite

Bulanti-kusma

Anoreksi

Alopesi

Myelotoksisite

Barsak mukozasinda irritasyon
Flebit

Kardiyotoksisite



2.1.4 Sitotoksik Antibiyotikler

SiITOTOKSIK ANTIiBiYOTIiKLER

Daunorubisin
Doksorubisin
Epirubisin
Idarubisin
Mitoksantron
Bleomisin
Mitomisin

Bu gruptaki ilaglar cesitli mikroorganizmalarin kiiltiirlerinden {iretilmislerdir.
Bunlarin ¢ogu radyomimetik olup radyoterapi ile birlikte verilmemelidir. DNA ¢ift-
zincirinde interkalasyon yaparak DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu
bozarlar. Ayrica topoizomeraz Il enzimine baglanip inhibe ederek serbest radikaller
aracilifiyla DNA hasar1 meydana getirirler. Sadece bleomisin G2 dénemine 6zgl
olup digerleri herhangi bir doneme 6zgii ilaglar degillerdir (9).

Baslica kullanim alanlar1 (17):

e Koryokarsinoma

e Wilm’s Tiimori

e Rabdomyosarkoma

e Kaposi Sarkomu

e Akut Lenfositik Losemi

e Akut Myelojenik Losemi

e Hodgkin ve Non —Hodgkin lenfoma

e Meme, Genitoliriner, Tiroid, Akciger ve Mide kanserleri
e Noroblastoma

e Testis ve Servikal Kanserler



En 6nemli van etkileri:

¢ Kardiyotoksisite

e Myelotoksisite

e Alopesi

¢ Bulanti-Kusma

e Akciger Pndmoniti ve Fibrozisi
e Cilt lezyonlar1

e Mikroanjiopatik Hemolitik Anemi

2.1.5 Sisplatin ve Karboplatin

Yapisi organik platin tiirevidir. DNA ¢ift zincirinde zincirler arasi1 ve zincir igi
capraz baglanmalar yaptigindan etki mekanizmas1 bifonksiyonel alkilleyici ilaglara
benzer. Déneme 6zgii olmayan ilaglardir. GIS’ten absorbe olmadigindan sadece 1V
formu vardir. Genis spektrumlu bir antineoplastik ilagtir. Ozellikle solid tiimédrlerin
tedavisinde kullanilir. Myelosiipresif etkisi diger antineoplastiklere nazaran biraz
daha azdir. Karboplatin ise sisplatin analogu olup onun kadar gii¢lii antineoplastik
etkiye sahip olmasina karsin emetik etki, renal toksisite, ototoksisite, ndrotoksisite
gibi yan etkileri daha diisiik oranda yapar (18).

Baslica kullanim alanlari (17):

e Testis, Over, Prostat, Mesane kanserleri
e Noroblastom

e Ozefagus, Akciger ve Kolon Kanserleri

En 6nemli yanetkileri

o Akut Bobrek Yetmezligi
¢ Bulanti-Kusma

e Ototoksisite

e Periferik Noropati

o Allerjik Reaksiyonlar



e Hipomagnezemi, Hipokalsemi

e Myelotoksisite

2.1.6 L-Asparajinaz

L-Asparajinaz bir enzim olup asparajin aminoasidinin aspartik asid ve
amonyaga hidrolizini katalizler. Bu yiizden canlilik ve DNA, RNA, protein sentezi
icin kandaki eksojen asparajine ihtiya¢c duyan T hiicre oksotrofik kanser tiirlerinin
(Losemi ve Lenfoma) tedavisinde kullanilir. Sadece G1 donemine 6zgii bir ilagtir.
Diger antineoplastik 1ilaglara gore Onemli bir {Ustiinliigi kemik iligini
baskilamamasidir (9).

Baslica kullanim alanlar1 (17):

e Akut Lenfoblastik Losemi

e Akut Lenfoblastik Lenfoma

En 6nemli yanetkileri:

e Pihtilagsma bozukluklari, Tromboz ve kanama
e Pankreatit,
e Hiperglisemi, Hipoalbuminemi,

e Allerjik Reaksiyonlar
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2.1.7 Hormonlar

HORMONLAR

Glukokortikoid Hormonlar
Estrojenler

Projestinler
Antiestrojenler
Antiandrojenler

Mitotan

Aminoglutetimid

Trilostan

Glukokortikodler:

Lenfoid dokuda proliferasyonu inhibe ederler ve boylece lenfolitik etki
yaparlar. En ¢ok kullanilan formu prednizondur. Akut ve Kronik Lenfositik Losemi,
Hodgkin hastaligi ve Non-Hodkin lenfoma, Multiple myeloma, Meme kanserinde
kullanilir. Yiiksek doz kullanimi gerektiginden yanetkileride daha fazla goézlenir.
Bunlarin baglicalari su ve tuz tutulmasi, hiperglisemi, gastrik irritasyon, aydede yiiz,

osteoporoz, enfeksiyonlara yatkinlik ve hipertansiyondur (9).

Ostrojenler:
Glunimizde o0Ozellikle meme kanseri tedavisinde tamoksifen ve selektif

aromataz inhibitorleri ile prostat kanserinde ise GNRH analoglariyla kullanilir (9).

Projestinler:

Endometriyumda proliferasyonu inhibe etmesi ve antiestrojenik etkileri
nedeniyle endometriyum kanserinde kullanilir. Ayrica kansere bagli gelisen anoreksi
ve kaseksi tedavisinde de kullanilir. Kanser tedavisinde en sik kullanilan formlar1

megestrol asetat ve medroksiprogesteron asetattir (18).
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Anti-ostrojenler

Bu grup ilaglar selektif dstrojen reseptor modiilatorleri (tamoksifen, toremifen),
selektif estrojen reseptor downregulatuvarlar1 (fluvestrant) ve aromataz
inhibitdrlerini (formestan, exemestan, anastrozol, lestrozol) igerir (16). Ilerlemis
meme kanserinde kullanilirlar. En 6nemli yanetkileri bulanti, diyare, sicak basmasi,

kemik ve sirt agrisidir (18).

Antiandrojenler

Bu grup ilaglar Siproteron Asetat, Flutamid, Bicalutamid, Nilutamid’tir.
Testosteron reseptorlerini bloke ederek testis ve adrenal kaynakli androjenlerin hedef
hiicrelerdeki etkisini ortadan kaldirirlar. Prostat Ca’da tek basimna veya GNRH
analoglariyla birlikte kullanilir. En Onemli yanetkileri vazomotor flushing,

jinekomasti, mastodini ve libidoda azalmadir (17).

Aminoglutetimid ve Mitotan

Mitotan adrenal kortex hiicrelerinde selektif toksisite yaparak, aminoglutetimid
ise adrenal kortexte kolesterolden diger hormonlarin sentez basamaklarmi inhibe
ederek etki gosterir. Baglica kullanim alanlar1 adrenal kortex tlimorleri, cushing
sendromu, Ostrojen reseptorii pozitif metastatik meme kanserlerinde kullanilirlar. Cilt
dokiintiileri, diyare, depresyon gibi belirtilerin yaninda steroid eksikligine bagl

semptomlar da gozlenebilir (9).

Trilostan
Adrenal kortexte 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz enzimini inhibe ederek
glukokortikoid ve mineralokortikoid sentezini durdurur. Cushing sendromu, primer

aldosteronizm ve postmenapozal kadinlarda meme kanserinde kullanilir (9).
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2.1.8 Diger Antineoplastik Tlaclar

DiIGER ANTINEOPLASTIK iLACLAR

Topoizomeraz
Hidroksiiire Amsakrin Altretamin Pentostatin inhibitérleri
Irinotekan
Topotekan
Hidroksiiire

DNA sentezinde rol oynayan riboniikleotid rediiktaz enzimini inhibe ederek
deoksiniikleotid olusumunu engeller. Hiicre siklusunda S donemine spesifiktir.
Ozellikle kronik myeloid 16semi olmak iizere diger myeloproliferatif hastaliklarda da
kullanilirlar. En 6nemli yan etkileri kemik iligi baskilanmasi, bulanti, kusma,

stomatit ve alopesidir (17).

Amsakrin
DNA’nmm interkalasyon yoluyla yeni DNA sentezini inhibe eder. Hiicre
siklusunda herhangi bir doneme 0zgii degildir. Temel olarak AML’de remisyon

amaciyla kullanilir ve en 6nemli yan etkisi kemik iligi baskilanmasidir (9).

Altretamin
Diger tedavilerin basarisiz oldugu ilerlemis over kanseri tedavisinde kullanilir.
En 6nemli yanetkileri bulanti-kusma, periferik ve santral ndropati, bobrek ve KC

toksisitesidir (17).

Pentostatin
Bir niikleozid analogu olup adenozin deaminaz inhibitoriidiir. Bu inhibisyon tiimor
hiicrelerinde oksiadenozin trifosfat (dATP) molekiiliiniin birikmesine yol acarak

hiicre proliferasyonu engellenir. Ozellikle sacakls hiicreli I6semide etkilidir (18).
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Irinotekan/Topotekan
Bu ilaglar niikleer enzim olan topoizomeraz I ‘in inhibitorii olan camptothecin adli

sitotoksik antineoplastik ajanin analogudurlar (9).

2.2. Metotreksat

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Antimetabolit grubunun halen kullanilan tek formudur. Folik asidin 4-amino-

N-metil analogudur (9). Kimyasal yapis1 asagidaki gibidir:

Methotrexate

Sekil 1: Methotrexat’in kimyasal Yapisi

Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek DNA, RNA ve ATP
sentezi i¢in gerekli olan THF sentezini durdurur ki sonugta timidilat, piirin
niikleotidleri ve aminoasitlerin sentezinde azalmaya neden olurlar. Boylece niikleik

asid ile protein metabolizmasini 6nlerler (18).

Folik Asid FolatRedikiaz = pyihidrofolik asid 2idrefolat Rediktaz | Tetrahidrofolat(THF)
Q)
MTX
Hiicre boliinmesini inhibe etmesi nedeni ile kanser tedavisinde uzun zamandan
beri kullanilan bir kemoterapoétik ilagtir (20). MTX’in oral ve intravendz uygulanmasi
SSS hari¢ iyi doku dagilimimi saglar. MTX metabolize edilmez ve klerensi renal

fonksiyonlara baghdir.
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2.2.2. Endikasyonlar:

MTX’in romatizmal hastaliklardan kanser metastazina kadar oldukca genis
kullanim endikasyonlar1 bulunmaktadir. Bunlar:

Cocuklarda gelisen ALL tedavisinde Onemli bir ilagtir. Hem remisyon
indiiksiyonunda hemde konsolidasyon sirasinda yiiksek dozda intramuskiiler
kullanilir. Bu durumda kiir sanst oldukga yiiksektir Ancak eriskinlerde goriilen
I6semilerde, 16semik menenjitin dnlenmesi ve tedavisi disinda MTX’in tedavi edici
etkisi daha smirlidir. Meningeal karsinomatozis tedavisinde, meningeal l6semi ve
lenfomanin  profilaksi ve tedavisinde intratekal olarak kullanilir  (17).
Koryokarsinomada veya iligkili trofoblastik tiimoérlerde diisiik doz MTX tedavisi
mitokondriyal membran potansiyelinde azalma yaparak, kaspaz 9 enzimini aktive
ederek Bax/Bcl-2 gen expresyonunda up regiilasyon yaparak hiicrelerde apoptozisi
indiiklemistir (21). Astimla ilgili yapilan bir klinik ¢alismada MTX kullanimi
bronkodilatatér kullanma ihtiyacin1 %22 oraninda azaltmistir, semptomlarin
siddetinde hafifleme (dispne, Oksiirik gibi) meydana getirmistir. Fakat AC
fonksiyonlarinda (FEV1, PEF) degisiklik olusturmamustir (22). Antiinflamatuar ve
immunsupressif etkileri olan MTX’in diisiik doz ve aralikli kullanimi refrakter
romatoid artrit tedavisinde remisyonu saglamaktadir (17,18). Burkit ve diger non
hodgkin lenfomalarm kombinasyon tedavisinde faydali etkileri gézlenmistir. Ayrica
MTX g6glis, bas-boyun, ovaryum ve mesane kanserinde kullanilan tedavi
rejimlerinde de yerini almistir. Lokoverin kurtarma tedavisi ile birlikte uygulanan
yiiksek doz MTX, osteosarkomun adjuvan tedavisinde kullanilan standart protokoliin
bir pargasidir (23). SSS lenfomalarinda MTX’e yanit olduk¢a yiiksektir. Haftalik
olarak kullanilan uzun siireli diisik doz MTX tedavisi ilacin immiinsiipresif

etkilerinden dolay1 direngli psoriazisli hastalarda tercih edilmektedir (24).
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2.2.3. Yan Tesirler

MTX’ in yaygin yan etkileri kemik iligi supresyonu ve cilt ile gastrointestinal
mukozada (mukozitis) meydana gelen hasardir. Normal hiicrelerdeki toksik etkileri
Lokoverin (folinik asid) verilmesiyle azaltilabilir (Lokoverin Kurtarmas1).MTX’in
uzun siire kullanimlar1 ise hepatotoksisite, nefrotoksisite, pulmoner infiltrasyona ve
fibrozise yol agar (18). Romatoid artrit tedavisinde kullanilan diisik doz MTX’ ¢
bagli beklenmeyen en ciddi yan etki pansitopenidir ve bunun gelismesinde
mekanizma tam olarak bilinmemektedir (25). Bu nedenle 6zelikle risk gurubu
hastalarda MTX’in haftalik dozajmin verildigi gin NSAID’m kullanilmamasi
onerilmektedir (26). Losemi, psoriazis ve romatoid artritin MTX ile tedavisi
sirasinda gelisen hepatotoksisite beklenilen bir durumdur. Non spesifik yaglh
degisiklikler, niikleer polimorfizm, hepatosit nekrozu, kronik portal inflamasyon,
fibrozis ve siroz gibi patolojik lezyon ve durumlar gozlenir. Bu KC hasari
mekanizmasi1 tam olarak anlasilmamakla birlikte intraselliiler MTX poliglutamat
birikimi ve folat azalmasinin sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (27). Yiksek
dozda kullanilan MTX asidik idrarda presipite olup obstriiktif iiropati nedeniyle
oligo-aniirik bobrek hasarini yapabilir (28). Direngli psoriazis hastalarinda 6zellikle
hepatik ve hematolojik bir¢ok yan etkiye rastlanmaktadir. MTX’ e bagli hematolojik
yan etkilerin olusumunda dihidrofolat rediiktaz enziminin inhibisyonu sonucu DNA
sentezindeki bozulma ve hizli hiicre degisimine sahip kemik iliginin baskilanmasi
sorumlu tutulmaktadir. Gastrointestinal yan etkilerin MTX’ in hiicre iginde biriken
metabolitlerinin folat seviyelerini azaltmasina bagli oldugunu ileri siirtilmiistiir. Folat
santral sinir sistemindeki norotransmiterlerin metabolizmasinda ve sentezinde
kullanilmaktadir. Bu baglantiya dayanarak metotreksata bagl gelisen gastrointestinal
yan etkilerin santral sinir sistemine bagli yan etkiler oldugu ve bunun hiicre i¢indeki
folat diizeyindeki azalma sonucu ortaya ¢iktigi belirtilmektedir (9). Ayrica folat
eksikliginin metotreksat toksisitesi gelismesinde bir risk faktorii  oldugu
belirtilmektedir. MTX verilen hastalarda tedaviye folik asit eklenmesi ile yan
etkilerin azalabilecegi veya Onlenebilecegi bildirilmistir. Ancak tedaviye folik asit

eklenmesi ile MTX etkinliginin azalacagina dair goriigler de vardur.
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2.3. Misoprostol

g B oHoU TH
Sekil 2: Misoprostol’iin kimyasal yapis1

Misoprostol sentetik bir prostaglandin E1 (PGE;) analogu olup gastrik iilser,
non steroidal antiinflamatuvar ilaclarin yan etkisi sonucu meydana gelen gastrik

hasarlarm dnlenmesinde ve tedavisinde kullanilir (29,30).

2.3.1. PGE;

Eikozanoidler yirmi karbon atomlu yag asidlerinden tiireyen ve giiclii biyolojik
etkinlik gosteren endojen maddelerdir. Eikozanoidler, prekiirsor yag asidlerinden
olusmalarinda rol oynayan enzim tiiriine gore siklooksijenaz iiriinleri, lipoksijenaz
iriinleri ve Sit.450 monoksijenaz iirlinleri seklinde ii¢ ana gruba ayrilirlar. Bu
gruplarm fizyolojik ve patolojik olaylara katkilar1 ve gesitli sistem ve organlara

etkileri bakimindan aralarinda belirgin farklar vardir (9).

Prostaglandinlerin sentezi ii¢ basamaklidir (9):

A)Membran fosfolipidlerinden serbest yag asidlerinin (arasidonik asit) olugsmasi.
B)Serbest yag asidlerinin siklooksijenazlarla siklik endoperoksidlere (PGG2, PGH2)
oksidlenmesi.

C)Siklik endoperoksidlerden prostaglandinlerin olusmasi.

Prostaglandinler sentez edildikleri dokularda depolanmaksizin saliverilirler.
Herhangi bir etken tarafindan sentezin artirilmasi, saliverilmenin artmasina neden
olur. Sentezin inhibisyonu ise saliverilmeyi azaltir. Aspirin, indometasin ve diger
antiinflamatuvar analjezik ilaglar siklooksijenaz enzimini inhibe etmek suretiyle
dokulardan prostaglandin saliverilmesini azaltirlar. Prostaglandin E ve F' ler sentez

edildikleri dokuda bulunan enzimler tarafindan veya dolasan kan iginde akcigerden
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ya da bobrek korteksinden gecerken, bu organlarda yerlesmis olan enzimler

tarafindan siiratle inaktive edilirler. Bu prostaglandinlerin inaktivasyonunda en

onemli organ akcigerdir. Akcigerden ilk gegisleri sirasmnda %95'e kadar varan bir
oranda inaktive edilirler. Bu nedenle dokudan dolasima saliverildiklerinde belirgin
bir sistemik etki yapmazlar. Onlarm hormon rolii oynamalar1 s6z konusu olmaz,

sadece olustuklar1 yerde lokal etki meydana getirebilirler (9).

Prostaglandinlerin tiimii gozoniinde tutuldugunda ¢ok sayida ve oldukga
degisik etkilere sahip olduklar1 goriiliir. PGE’ ler ise bunlarin 6nemli bir miktarini
olusturmaktadir. PGE’ ler kisaca (9) :

1- Kardiyovaskiiler sistemde giiclii vazodilator etkinlik gosterirler; etki giigleri
plazma Kininlerininkine yakin derecededir.

2- PGE; ve PGE; kapiler permeabilitesini artirir. Insanda cilt i¢ine injekte edilmeleri
halinde histamin gibi Lewis'in {i¢lii cevabini olustururlar

3- Ureme sisteminin cesitli kisimlarinda bol miktarda prostaglandin olusur. Koitus
esnasinda sperma icinde vajinaya ddkiilen prostaglandinler kadmin sistemik
dolasimina absorbe edilir. Absorbe edilen prostaglandinlerin, spermatozoidlerin
uterusa ve tuba uterinaya ge¢mesini ve ovumu déllemesini kolaylastirdiklar1 bir
varsayim olarak ileri siiriilmiistiir. Insanda intravendz olarak verilen PGE’ ler
gebelik olsun veya olmasin, uterusta oksitosik etki yaparlar; tonusu artirirlar ve
ritmik kasilmalara neden olurlar. Gebelik esnasinda verilmeleri aborsiyona ve
gebelik sonunda verilmeleri dogum eyleminin baslamasina neden olur.

4- Gastrointestinal kanalda PGE; ve PGE; insana i.v. olarak injekte edildiklerinde
mide asid salgisim giiglii bir sekilde inhibe ederler. Mide asid salgisinin
azaltilmasinda, ad1 gegen

PGE' lerin asagidaki iki etkisi rol oynar;

i) Paryetal hiicrelerde siklik AMP olusumunu inhibe etmeleri (histamin SAMP

olusumunu artirarak asid salgisini artirir) ve

i) G hiicrelerinden gastrin saliverilmesini suprese etmeleri. PGE; ve PGE; nin

analoglar1 (Rioprostil, Misoprostol ve Enprostil gibi), asid salgisini PGE1 ve

PGE.den daha giiglii bir sekilde inhibe ederler. PGE' lerin ilk olarak midede

gozlenen ve sonra diger dokularda da saptanan diger bir etkisi sitoprotektif (hiicre-

koruyucu) etkidir. Bu etki hiicrenin zedeleyici ve 6ldiiriicti etkenlere karsi direncinin
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arttirilmasidir ve midede asid ve pepsin saliverilmesini inhibe edici (antisekretuvar)

etkiden bagimsizdir. Prostaglandinlerin antiiilserojenik tesirinde her iki etki de rol

oynar.
Sitoprotektif etki su temel etkilere dayanir (9)

1) Mukus salgisimin artmast,

ii) Mukozal HCO™ salgisinin artmas,

iii) Mukoza bariyerinin negatif elektrik potansiyelinin artiriimasi sonucu H'nin geri
diftizyonunun (backdiffusion) azaltilmasi,

iv) Mukozadan gegen kan akiminin arttirilmast,

v) Mukoza epitelinin rejeneratif kapasitesinin artirilmasi

vi) Epitel hiicrelerinin lizozom membranlarinin stabilitesinin pekistirilmesi.

Prostaglandinler ve bunlarin analoglarinin sitoprotektif etkinligi olduk¢a

yaygin ve kapsamli bir olaydir; mide disinda da ortaya cikar. Ornegin bu etkinlik
sayesinde adi gecen myokard, pankreas, karaciger, beyin ve lokositler dahil

iskeminin zedeleyici etkisine kars1 da koruyabilirler (9).

5- PGE; ve PGF,, (fakat PGi, degil), ince barsak mukozasinda su ve sodyum
absorpsiyonunu inhibe ederler, koleradakine nitelik yoniinden benzeyen bir
sekilde sulu diyare yaparlar.

6- Bronslarda olusan prostaglandinler: PGE; ve PGE; brons diiz kaslarin1 gevsetirler
ve bronkodilatasyon yaparlar.

7- PGE; trombositlerin agregasyonunu giiglii bir sekilde inhibe eder.

8- Periferik sinir sisteminde PGE’ ler, sempatik adrenerjik sinir uglarmdan
noradrenalin saliverilmesini, kullanilan doza gore genellikle inhibe ederler.
Prostaglandinler, noroefektor kavsaklarda, kolinerjik sinir uglarindan, asetilkolin
saliverilmesini ise genellikle artirirlar. Insanda cilt igine PGE’ lerin injeksiyonu
agriya neden olur. Bu agr1 bradikininin yaptigi kadar siddetli degildir; geg¢ baslar

ve daha uzun devam eder.
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2.3.2. Etki Mekanizmasi

Misoprostol sentetik bir prostaglandin E1 (PGE;) analogu oldugundan (25,26)
yukarida bahsedilen sekilde etki etmektedir.

2.3.3. Endikasyonlari

Non-steroidal antiinflamatuvar ilaglarmm yan etkisi sonucu meydana gelen
gastrik hasarlarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilir (29,30). Bunun disinda ise
calismalar1 yapilmis ancak hala Klinik kullanima girmeyen bir¢ok faydali yanlari
bulunmaktadir. Bunlar; MP’ nin diger ajanlarin da (6rn. interferon) kullanilamadigi
bazi 6zel durumlarda yararli olma olasilig1 yiiksektir. Hepatit B enfeksiyonlu
hastalarda MP kullanimi akut fazda hepatik fonksiyonlarda iyilesme, serum bilirubin
seviyelerinde ve enzim aktivitelerinde normale déonme gergeklesmistir (15). Sirozlu
hastalarda MP kullanimi Nitrojen-N-Sentaz (iNOS) enzim oranmi azaltarak pozitif
nitrojen dengesini saglamaktadir (31). PGE;, KC transplantasyonu sonrast KC
fonksiyonlarinda iyilestirme, AST ve INR seviyesinde seviyesinde azalma yapmistir
(32,33) ve belkide ¢ocuklarda allojenik hematopoetik kok hiicre transplantasyonu
sonras1 gelisen hepatik veno-okluzif durumlarda hasar1 6nlemek igin profilaktik
olarak kullanilabilir (34). Ratlarda MP, KC rezeksiyonu sonrasi gelisen
iskemik/reperfiizyon hasarini iyilestirmistir (35), etanole bagh gelisen KC hasarmi
geriletmistir (36), concanavalin-A’ya bagl gelisen otoimmiin KC hasarmi azaltmustir
(37).
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3. MATERYAL METOD

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari,
Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada agirliklar1 250-350 gram arasinda degisen Wistar Albino cinsi
toplam 40 adet erkek sican kullanildi. Deneyde kullanilan sicanlar, Siileyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan temin edildi. Siganlar
standart 151k (12 saat giin 15181 / 12 saat aydinlik), 1sida (25°C), yeteri kadar (ad
libitium) su ve yem (Yem Kurumu Standart Sigan Yemi) ile toplam 1 hafta siireyle

beslendiler.

3.1.2. Kullanilan laclar

Metotreksat

Misoprostol

3.1.3. Biyokimyasal Calisma icin Kullanilan Malzemeler:

Ekipmanlar
1- Sogutmali santrifiij : Ependorf MR5415 (Almanya)
2- Santrifiyj : Jouan B4I (Fransa)
3- Derin dondurucu : Ugur (Tirkiye)

4- Hassas terazi : Scaltec SPB 33 (Isvicre)



21

5- Vorteks : Niive NM 100 (Ttirkiye)
6- Otomatik pipetler : Ependorf (Almanya), Gilson(Fransa)
7- Spektrofotometre : Shimadzu UV 1601 (Japonya)
8- pH metre : Hanna Instruments (Portekiz)
9- Manyetik karistirici : Niive (Tiirkiye)
10-Biyokimya analizorii : Roche/Hitachi Modular P80(Almanya)
11-UV Transilluminator 2000 : Biorad

Kimyasal Maddeler

% SOD Tayini I¢cin Kullamlanlar:

* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)
* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
* CAPS, Sigma (Almanya)
* Jodonitrotetrazolyum violet, Sigma (Almanya)
* Ksantin, Merck (Almanya)
« Ksantin oksidaz, Sigma (Almanya)
» Titripleks III, Merck (Almanya)

< Katalaz Tayini I¢in Kullanilanlar:
* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)
* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
« Hidrojen peroksid, Merck (Almanya)

% Lipit Peroksidasyonu (MDA) i¢in Kullanilanlar:
* Trikloroasetik asit (TCA), Merck (Almanya)
* Tiyobarbitiirik asit (TBA), Merck (Almanya)

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler:
< SOD Tayini icin Kullamlanlar:

* CAPS tamponu (pH: 10,2), 40 mM: 8,85 gr CAPS tartilip 400 ml distile suda
coziiliip pH’1 10,2°ye ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. 0,94 mM
EDTA (0,36 gr) tartiip CAPS tamponuna katild.
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* Ksantin ¢ozeltisi (0,05 mM): 7,6 mg ksantin tartildi ve hacmi 40 mM CAPS
tamponu (0,94 mM EDTA igeren; pH: 10,2) ile 1000 ml’ye tamamlandi. Cozelti,
0,025 mM  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum  kloriir  (INT)
icermektedir ve +2 /+8 °C’da muhafaza edildiginde 10 giin siireyle kararhdir.

* Ksantin oksidaz ¢ozeltisi (80 U/L): 56 ul ksantin oksidaz standardindan alinir,

10 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, glinliik hazirlanir.

% Lipit Peoksidasyonu Tayini icin Kullanilanlar:

* TCA ¢ozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve son
hacim 100 ml’ye tamamlanir.

* TBA ¢o6zeltisi (% 0,67): 0,67 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve
son hacim 100 ml’ye tamamlanur.

< Katalaz Tayini i¢cin Kullanilanlar:
* 50 mM fosfat tamponu: 2,7218 gr KH,PO, ve 5,3397 gr Na;HPO,4.2H,0

tartilarak 500 ml distile suya tamamlanir.

* 30 mM hidrojen peroksit i¢in: 0,34 ml % 30’luk hidrojen peroksid, 100 ml

fosfat tamponu ile diliie edildi.

3.2. Metod

3.2.1. Deney Plam

Calismamiz 10’ar adet rat igeren 4 gruptan olustu ve gruplar;

Saglikli Kontrol, Metotreksat, Metotreksat + Misoprostol ve Misoprostol seklindedir
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Tablo 1: Deney plant

Deney 1. GUN 2. GUN 3. GUN 4. GON 5.GUN
Gruplan
| - - - -
(Kontrol)
I 20 mg/kg,
(MTX) - i.p, tek doz - -
20 mg/kg,
i.p, tek doz
Il 200 pg/kg, MTX + 200 pg/kg, | 200 pg/ke, 200 pg/kg,
(MTX + oral MP | 200 ug/kg, | oral MP oral MP oral MP
MP) oral MP
v 200 pg/kg, | 200 pg/kg, | 200 pg/kg, | 200 pg/kg, 200 pg/kg,
(MP) oral oral oral oral oral

e Grup | (Saghkh kontrol grubu): Bu gruba hi¢bir madde verilmedi.

e Grup Il (Metotreksat grubu): Halihazirda sivi formda olan metotreksat,
calismanimn ikinci gilinii, 20mg/kg olacak sekilde tek doz i.p. olarak insiilin
enjektorii kullanarak uygulandi.

e Grup Il (Metotreksat + Misoprostol grubu): Ratlara 20 ml’ lik su igerisinde
ufalandiktan sonra eritilen misoprostolii, hayvan basma 200ug/kg olacak
sekilde 1. Giinden itibaren 5 giin gavajla uygulandi. Buda kisaca Hayvan
Agirhigr x 0,1 ml/MP’e tekabiil etti. Metotreksat uygulanmasi ise sadece 2.
giin Grup II”’ deki gibi uygulanda.

e Grup IV (Misoprostol grubu): Ratlara 20 ml’ lik su igerisinde eritilen
misoprostolii ufalandiktan sonra, hayvan basma 200pg/kg olacak sekilde 1.
Giinden itibaren 5 giin gavajla uygulandi

Ratlar enjeksiyon uygulanmasini takiben 6.giin gruplar halinde iM. olarak
uygulanan % 10’luk ketamin HCI (Ketalar) ve %?2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan
IBV.) anestezisi altinda cerrahi ekzanguinasyon yapilarak deney sonlandirildi.

Alman KC ve bobrek dokular1 histopatolojik incelemeler i¢in %10°luk nétral

formalin soliisyonuna konuldu. Biyokimyasal incelemeler i¢in ise KC ve bobrek
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dokular1 -20°C* ye konulup donduruldu ve daha sonra incelenmek amaciyla

homojenize edildi. Elde edilen numuneler analizin yapilacagi tarihe kadar saklandi.

3.2.2. Biyokimyasal Calismalar

3.2.2.1. Dokularin biyokimyasal 6l¢ciimlere hazirlanmasi

Intramiiskiiler olarak uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)-%
2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda cerrahi ekzanguinasyon
uygulanarak sakrifiye edilen ratlardan alman KC ve bdbrek dokulari, oncelikle
donma islemi i¢in -20 derecede aliiminyum folyo igerisinde saklandi. Ardindan
donan materyaller homojenize edilip biyokimyasal analizleri yapilmak tizere ilgili

birimlere gonderildi.

3.2.2.2. SOD Aktivitesinin Ol¢iimii:

Deneyin prensibi Sun ve arkadaslarinin metoduna dayanmaktadir (38).

Deneyin Prensibi: SOD ¢esitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O2)
radikalinin H,O,’ye dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin oksidaz
(XOD) sistemi tarafindan tiretilen O," radikallerinin (reaksiyon 1), 2-(4-iyodofenil)-
3-4-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolyum klorit (INT) ile meydana getirdigi kirmizi
renkli formazon boyasinin (reaksiyon 2), 505 nm dalga boyunda verdigi optik
dansitenin spektrofotometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona
dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak, reaksiyonun % inhibisyonu
belirlendi.

XOD

Ksantin

v

Urik asit + 02" (1)

INT + O,

v

Formazon boyasi (2)
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SOD
O, + 02_+2H+ » O, + H,O, (3)

Deneyin Yapihsi: 25 pl numuneden alindi ve % inhibisyonun % 30-60
arasinda olmasi i¢in 6rnekler diliie edilmedi. 0.025 ml numuneye, 0.850 ml 0.05 mM
ksantin ¢ozeltisi (0.025 mM INT igeren) ve 40 mM’larhik CAPS (0.94 mM’lik
EDTA igeren) ilave edildi. 0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edildikten hemen
sonra 505 nm’de 37 'C’de 30 saniyelik gecikme fazinin ardindan, havaya karsi
baslangi¢ absorbansi (A;) ve 3 dakika sonra da son absorbans (Az) okundu. Ayni
islemler kore kars1 denemeyle de tekrarlandi.

AA(numune)/dk
% inhibisyon = 100 - x 100
AA(kor)/dk

Standart (5.2 U/mL) calisilarak hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon grafiginden

yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/mg olarak bulundu.

3.2.2.3. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii:

Aebi metoduna dayali olarak yapildi (39).

Deneyin Prensibi: Hidrojen peroksidin (H,0;) 240nm’de maksimum
absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H,O,, CAT tarafindan su ve oksijene
parcalanmakta, bu ise kendini UV spektrumda absorbans azalmasi seklinde
gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru

orantilidir.

Katalaz

2 H20,

v

2H,O0 + O

Deneyin Yapihisi: Hazirlanan doku hojenizati, fosfat tamponuyla 10 kat diliie
(0,2 ml numune + 1,8 ml fosfat tamponu) edildi. 2 mI’lik bu diliie numune iizerine

taze hazirlanan ve 30 mM H,0; iceren fosfat tampon ¢ozeltisinden 1 ml eklendi. 240
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nm'de ilk 30 saniye i¢inde 15°er saniyelik absorbans azalmasi bulunarak, k degeri

asagidaki sekilde hesaplandt:

k=23/Atx (log Ai/Az) x (a)
As: 240 nm deki baslangi¢ absorbansi (t1=0)
Az: 240 nm deki 15. sn’deki absorbansi (t;=15)

a: diliisyon faktorti

3.2.2.4. Lipid Peroksidasyonunun Tayini:

Lipit peroksidayon iirlinlerinden olan MDA, Draper ve Hadley’in ¢ift
kaynatmali tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak 6l¢iildi (40).

Deneyin prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun son {iiriinii olan MDA, TBA
ile reaksiyona girerek, 532 nm‘de maksimum absorbans veren renkli bir karmagik
olusturur.

Deneyin yapihsi: 0,5 ml doku homojenizati, tizerine 2,5 ml % 10’luk TCA
eklenerek karigtirildi. 15 dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk‘da 10 dakika
santriflij edildi. 2 ml siipernatan alinip, iizerine 1ml % 0.67°lik TBA eklendi. Tiipler
karistirildiktan sonra 15 dakika kaynatildi ve hemen sogutuldu. 532 nm’de
absorbanslari, numune yerine distile su konularak hazirlanan kére karsi okundu.

Sonuglar, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinsiyon katsayisindan
(1.56 x 10° cm™M™) yararlanilarak, pmol/g olarak ifade edildi.

Sonugclar asagidaki sekilde hesaplandi:

A= axbxc

c= Alaxb

A mol cmx1x10° pmolxL

1.56 x 10° L cm mol
C (wmol/ml) = A x 57.69
A = absorbans
a = ekstinksiyon katsayis1
b =151k yolu

¢ = yogunlagma
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3.2.3. Doku Takip Cahsmalan

Deney sonunda sicanlarin KC ve bobrek dokulari alinarak loblara bdliindii.
Loblar %10’luk noétral formaldehitte tespit edildi. Dokular rutin 151k mikroskopik
takip asamalarindan gegirildikten sonra parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan
alinan 3-5 pm’lik kesitler hematoksilen-eozin (H-E) boyasi ile boyanarak 1sik

mikroskobunda degerlendirildi. Biitiin histopatolojik degerlendirmeler kor sartlar

altinda iki kez yapildi.
A) Dehidratasyon
Alkol derecesi Stire
%70 1 gece
%80 1 saat
%90 1 saat
%100 1 saat
%100 1 saat
B) Seffaflandirma
Ksilol Y2 saat
Ksilol Y2 saat
C) Emdirme
Ksilol+parafin (60°C etiivde) 15 dakika
Yumusak parafin (60°C etiivde) 1 saat
Sert parafin (60°C etiivde) 4 saat
D) Gomme

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizakli mikrotom kullanilarak 4
mikron kalinhiginda kesitler alindi. Histolojik degerlendirme i¢in preparatlar
Hematoksilen-Eozin ve Verhoeft ile boyandi. Boyanan 6rnekler Olympus BX50 tipi

binokiiler mikroskopta incelendi ve fotograflar elde edilerek degerlendirildi
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Degerlendirme:

Kontrol grubu ve deney grubuna ait KC ve bobrek dokularmim Kesitlerinde
incelenen yapisal degisiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaslarmin (41) yapmis
olduklar1 skorlamaya gore degerlendirildi.

Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirmesi skorlandi.

(- ) skor (negatif skor): higbir yapisal degisikligin olmamasi,

(+) skor (1 pozitif skor): hafif derecede,

( ++) skor (2 pozitif skor): orta derecede,

( +++) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir (41)

3.2.4. istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirmeler “SPSS 11.0 for Windows” paket programi ve Epi
Info Statcalc programlar1 kullanilarak yapildi. Iki grup arasindaki 6l¢iim degerlerinin
karsilagtirilmasinda (biyokimyasal degerler) “Mann — Whitney U testi”; sayim
degerlerinin karsilastirilmasinda (histolojik bulgular) “Pearson ki-kare testi”
kullanildi. Dort gozlii tablolarda beklenen deger 5 in altinda oldugu durumlarda
“Fisher’in ki-kare testi” kullanildi. Anlamlilik degeri %95 Giiven Araliginda p<0.05

olarak alind1.
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4. BULGULAR

4.1 Biyokimyasal Bulgular:

4.1.1 Biyokimyasal KC Bulgular

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda KC’ de lipid peroksidasyon iirlinii
olan MDA konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna goére, MTX kullanilan ratlarda
anlamli bir artigin gozlendigi ve bu artisin MP kullanimi ile azaldigi saptandi.
Antioksidan enzim olan CAT ve SOD aktivite diizeylerinde ise MTX kullanimina
bagli anlamli olarak azalmis ve MP kullanimi1 da bu enzim diizeylerini arttirmistir
(Tablo 2, Grafik 1).

Tablo 2: Deney ve Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda MDA
konsantrasyonlarmin ve CAT ve SOD enzimlerinin aktivite diizeyleri

Gruplar (KC) MDA (umol/g) SOD (U/mg) CAT (U/mg)
Kontrol 26 +1.7 189 + 13.5 76.4+8
Metotreksat 43.6 + 3.4° 129.4 + 6.5° 48.4 +5.7°
Misoprostol 32.3+2.8 156 +9 68 + 5.6
Metotreksat-+Misoprostol 28.7+ 1.9 164.5+ 6.9° 56.9 + 7"

a: MTX & C . p-0.05
b: MTX + MP & MTX . p=0.05

Grafik 1: Karacigerde gruplara gore MDA konsantrasyonu ile SOD ve CAT aktivite
diizeylerinin karsilastiriimasi

200
180 -
160 -
140 -
120 -

= MDA

100 - mSOD

80 - m CAT

60
40 -
20 -~

0 4

K-KC MTX-KC MTX-MP-KC

a: MTX & C . p-0.05
b: MTX + MP & MTX . p-0.035
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4.1.2. Biyokimyasal Bobrek Bulgulan

Bobrek dokusunda ise biyokimyasal olarak Metotreksat’in MDA
konsantrasyonu arttirdigi, CAT ve SOD aktivite diizeylerini azalttigi bulundu. Buna
karsin Misoprostol’in MDA konsantrasyonunu anlamli olarak azalttigi, CAT ve
SOD aktivite diizeylerini diizelttigi gézlendi (Tablo 3, Grafik 2).

Tablo 3: Deney ve kontrol grubuna ait bobrek dokusunda MDA
konsantrasyonlarinin ile CAT ve SOD enzimlerinin aktivite diizeyleri

MDA D AT

GRUPLAR (umol/g) SOD (U/mg) CAT (U/mg)

KONTROL 27,1+ 6,7 144.5 +28.6 439 + 11,3
MTX 53,4 + 85° 113.7 + 26,3 26.4 + 6,5°
MP 36,1 + 8.1 1462 + 24,1 455 + 12,8

MTX-MP 47,1 + 4,7° 197.4 +28,2° 352 + 2,6°

a: MTX & C . p-0.05

b: MTX + MP & MTX . p-0.05

Grafik 2: Bobrek dokusunda gruplara gére MDA konsantrasyonu ve SOD ve CAT
aktivite diizeylerinin karsilastirilmasi

250

200 - b

150 -
m MDA

a

| |

100 4 sSOD
m CAT

| b
50 — b
a
KONTROL MTX MP MTX-MP

a: MTX & C . p=0.05
b: MTX + MP & MTX . p-0.05
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4.2 Histolojik Bulgular

4.2.1. Histopatolojik Karaciger bulgular::

I’ f ". . l‘ \‘ ‘lj w ¥ ' . ‘\ !
Resim 1. Kontrol grubuna ait sigan karaciger dokusu. (H-E; x240)

Resim 2. Misoprostol grubuna ait sigan karaciger dokusu (H-E; x240).
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Resim 3(a,b). Metotreksat grubuna ait sigan karaciger dokusu (H-E; x240).



33

Resim 4(a.b) : Metotreksat + Misprostol grubuna ait sigan karaciger dokusu
(H-E; x240).

Kontrol grubuna ait sigan KC dokusunda, KC parankimi ve portal alanlar
normal histolojik goriiniimde gézlenmekte (Resim 1, Tablo 4), Misoprostol grubuna
ait sican KC dokusunda diisiik diizeyde vaskiiler konjesyon ve siniizoidal dilatasyon

gozlenmekte (Resim 2, Tablo 4), Metotreksat grubuna ait sigan KC dokusunda
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hepatositlerde dejenerasyon, piknotik ¢ekirdekler ve parankimde mononiiklear hiicre

infiltrasyonlari, vaskiiler konjesyon gozlenmekte (Resim 3 (a,b), Tablo 4),

Metotreksat + misoprostol grubuna ait sigan KC dokusunda diisiik diizeyde

hepatositlerde

dejenerasyon,

gozlenmektedir (Resim 4(a.b), Tablo 4).

sinlizoidal dilatasyon ve vaskiiler

konjesyon

Tablo 4:KC’ de deney gruplarinda gbzlenen yapisal degisikliklerin skorlanmasi.

Kontrol MP MTX MTX + MP

Hepatositlerde - - ++ 4+ +
dejenerasyon
Piknotik - - + _
cekirdekler

- - + -
Nekroza giden
hiicreler

- + + +
Siniizoidal
dilatasyon

- + + +
Vaskiiler
konjesyon
Mononiikleer - - ++ + -
hiicre
infiltrasyonlari
Safra kanah - - + -
proliferasyonu
Hemoraji - - + -

(- ) skor (negatif skor): higbir yapisal degisikligin olmamasi, ( +) skor (1 pozitif skor): hafif derecede,
( ++) skor (2 pozitif skor): orta derecede, ( +++ ) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade

etmektedir (41)
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4.2.2. Histopatolojik Bobrek Bulgular:

Resim 6: Misoprostol grubuna ait sigan bobrek dokusu. (H-E; x240).
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Resim 7(a,b): Metotreksat grubuna ait sigan bobrek dokusu (H-E; x240).
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; \, ! o
Resim 8: Metotreksat + Misoprostol grubuna ait sigan bobrek dokusu
(H-E;x240).

Kontrol grubuna ait siganlarin bobrek dokulari normal histolojik goriiniimde
izlendi (Resim 5, Tablo 5), Misoprostol grubuna ait sicanlarin bobrek dokularinda
diisiik diizeyde tubuler dilatasyon gozlendi (Resim 6, Tablo 5), Metotreksat grubuna
ait sicanlarin bobrek dokularinda, proksimal ve distal tubiil epitel hiicrelerinde
hidropik dejenerasyon ve peritubuler kapillerlerde konjesyon gézlendi. Kortekste
peritubuler ve perivaskiiler alanlarda, glomeruller ¢evresinde ve ayrica
kortikomeduller bileskede belirgin inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 gdzlendi.
Ayrica pek¢ok Bowman kapsiiliinde daralma, peritubuler vaskiiler konjesyon ve bazi
hemoraji odaklar1 gézlendi. (Resim 7, Tablo 5), Metotreksat + Misoprostol grubuna
ait sicanlarin bobrek dokularinda ise, sadece diisiikk diizeylerde tubuler epitelial
hiicrelerde hidropik dejenerasyon ve siniizoidal dilatasyon gozlendi (Resim 8, Tablo
5)
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Tablo 5: Bobrek dokusunda deney gruplarinda gozlenen yapisal degisikliklerinin
skorlanmasi

Kontrol MP MTX MP + MTX

Tubiiler epitel ++ +
hiicrelerinde
hidropik

dejenerasyon

Vaskiiler ++
konjesyon

Tubuler + + +
dilatasyon

Parankimde +++
inflamatuar
hiicre
infiltrasyonlan

Bowman +
kapsiillerinde
daralma

Hemoraji _ _ + B
odaklan

(- ) skor (negatif skor): higbir yapisal degisikligin olmamasi, ( +) skor (1 pozitif skor): hafif derecede,
( ++) skor (2 pozitif skor): orta derecede, ( +++ ) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade
etmektedir (41)
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5-TARTISMA VE SONUC

Bir folat antimetaboliti olan MTX; ALL, osteosarkom, bas ve boyun tiimorleri
gibi pek ¢ok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilan sitotoksik bir ilagtir. Bu
yaygin kullanimina karsin, ozellikle yiiksek dozlarinda basta karaciger ve bdbrek
hasar1 olmak iizere kemik iligi supresyonu, mukozit, pulmoner fibrozis gibi
istenmeyen etkileri de bildirilmistir. Bahsedilen yan tesirler ilag kullanimida
klinisyeni sikintiya sokmaktadir. Yapilan son caligmalar MTX aracili toksisite
gelisiminin serbest oksijen radikalleri ve hidrojen peroksit ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Buna yOnelik olarakta, dokular1t MTX harabiyetinden korumak i¢in
melatonin, nikotinamid, metiyonin, E vitamini ve n-asetilsistein (42,43,44) gibi
antioksidan ajanlar denenmistir. Biz de bu hasar1 onlemek ic¢in sitoprotektif ve
antiapoptotik 6zelligi kanitlanan MP ’yi kullandik. Prostaglandin E1 analogu olan
MP pek c¢ok etkenin hiicre iizerinde olusturdugu hasarin dnlenmesinde etkili bir
maddedir. MP non-steroid antiinflamatuvar ila¢larin uzun siire kullanimi ile meydana
gelen gastrointestinal mukozal lezyonlarinin iyilesmesinde olumlu sonuglari
gosterilmistir. Bu sitoprotektif etkisi temel olarak mukus ve mukozal HCO™ salgisini
arttirmasi, mukoza bariyerinin negatif elektrik potansiyelinin arttirmas1 sonucu H'nin
geri diflizyonunu (backdiffusion) azaltmasi, mukozadan gecen kan akimini
arttirmasi, mukoza epitelinin rejeneratif kapasitesini arttirmasi, epitel hiicrelerinin
lizozom membranlarinin stabilitesinin pekistirmesi esasina dayandirilmaktadir (9).
PGE’ nin, hepatik-iskemi reperfiizyon kaynakli hasarda transaminaz seviyelerini
distirdigic (11) ve KC siniizoidal endotel hiicrelerini apoptozisten korudugu
goriilmiistiir (10). Bu calismalarda MP’ nin karaciger iskemi-reperflizyon esnasinda
adenin niikleotid parcalanmasii inhibe etmesi ve ATP sentezini arttirmasi, ayrica
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve matriks metalloproteinaz (MMP)
salinimlarmi azaltmasi sorumlu tutulmustur. Baska bir calismada, MP antioksidan
etkisiyle CCl4 (12) ve Asetaminofen (13) uygulanmasimi takiben artan serbest
oksijen radikallerini azaltarak KC hasarmi engellemistir. Rat KC hiicre kiiltiiriinde,
MP toksik ajan olan D-Galaktozamin araciligi ile olusturulan hiicre OSliimiinii

(apoptosis) engellemistir (14). MP COX-2 defektif farelerde concanavalin-A ile
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olusmus immiin aracili KC hasarint azaltmistir (15). Cisplatin uygulanmasiyla
sicanlarda olusan bobrek hasarinda MP koruyucu oldugu kanitlanmistir (45). Baska
bir ¢alismada, non steroid antiinflamatuvar bir ila¢ olan Ibuprofen’ in uygulanmasini
takiben meydana gelen bobrek hasarini misoprostol anlamli bir sekilde engellemistir
(46). Renal arter okliizyonu ile olusturulmus renal iskemi modelinde ve mercuric
chloride ile olusturulmus toksik renal hasarda, MP hiicre 6limiini sinirlandirmis ve
sitoprotektif etki gostermistir (47). MP ya da diger PGE; analoglarinin tedavi edici
faydalar1 klinik ¢alismalarda da gosterilmistir (15,16).

Yapilan 6nceki ¢alismalar1 destekler sekilde bizim ¢alismamizda da MTX
biyokimyasal olarak, karaciger ve bobrekte lipid peroksidasyon iirlinii olan MDA
seviyelerini, kontrol grubuna gére anlamli olarak arttirdi. MP+MTX’in kullanildig1
ratlarda ise MDA seviyelerinde artis olmadigi goriildii. Ancak MP’nin bu olumlu
etkisinin bobrege gore karacigerde daha fazla oldugunu gordiikk. Antioksidan
enzimler olan CAT ve SOD seviyelerine baktigimizda ise, MTX’in her iki dokuda
anlaml olarak azalttigim1 ve MP+MTX grubunda bu enzim diizeylerinin arttigini
gozledik. Bu bulgular1 destekler sekilde, histolojik olarak; MTX grubuna ait
karaciger ve bobrek dokularinda, kontrol grubuna goére belirgin hasar izlenirken,
MP+MTX grubunda ise sadece diisikk diizeylerde hasar gozlendi.  Bizim bu
bulgularimiz yapilan 6nceki caligmalar1 destekler niteliktedir.

Sonug¢ olarak, MTX karaciger ve bobrek hasarmi oksidatif hasar ile
olusturmaktadir. MP ise bu hasar1 antioksidan ve diger 6zellikleri ile onlemektedir.
Bu sonuglara dayanilarak ileri klinik caligmalar yapildiktan sonra rutin kullanima

gecebilir.
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OZET

Metotreksat folat antagonisti olan bir antineoplastik ilactir. Metotreksata baglh
hepatoksisite ve nefrotoksisite daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir. Bilimsel
kanitlar PGE; analogu olan Misoprostol’iin  doku koruyucusu oldugunu
gostermektedir. Bu bilgilere dayanarak Metotreksata bagli olusan karaciger ve
bobrek hasarini 6nlemede Misoprostol’lin alternatif bir profilaktik se¢enek oldugunu
diisiinmekteyiz.

Calismamizda 24 adet Wistar albino erkek rat kullanildi. Her bir grupta 6’sar
adet rat olmak iizere 4 gruptan olusturuldu. Gruplar; Kontrol, Metotreksat (20
mg/kg, i.p, tek doz), Metotreksat (20 mg/kg, i.p, tek doz) + Misoprostol (200pg/kg,
oral, 5 giin) ve Misoprostol (200png/kg, oral, 5 giin) olacak sekilde planlandi. Deney
sonunda karaciger ve bobrek dokusunda MDA, SOD ve CAT gibi biyokimyasal
parametrelere bakildi. Ayrica dokuda histopatolojik incelemeler yapildi.

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda karacigerde lipid peroksidasyon
iriinii olan MDA seviyelerinde, MTX kullanilan ratlarda, kontrol grubuna gore
anlamli bir artigin gozlendigi ve bu artigin MP kullanimi ile azaldig1 saptandi.
Antioksidan enzim olan CAT ve SOD seviyeleri, MTX kullanimina bagli anlamli
olarak azalirken, MP kullanim1 bu enzim diizeylerini arttirmistir. Bobrek dokusunda
ise biyokimyasal olarak MTX’ in MDA seviyesini artirdig, CAT ve SOD
degerlerini azalttig1 bulundu. Buna karsin MP” nin MDA seviyesini anlamli olarak
azalttigi, CAT ve SOD degerlerini diizelttigi gozlendi ancak sadece CAT anlamli
cikti. Biyokimyasal bulgularimiza paralel olarak, MTX grubuna ait karaciger ve
bobrek dokularmin histolojik incelemelerinde oksidatif hasarin gostergesi olabilecek
bulgular gozlendi. MTX ile kontrol grubu karsilastirildiginda, her iki dokuda, bu
bulgular anlaml ( p< 0,05 ) iken, MP verilmis MTX grubunda ise, bu histopatolojik
degisikliklerde anlamli 6l¢iide azalma izlenmistir. Sonug olarak, Metotreksat’in rat
karaciger ve bobrek dokusu {izerine olan toksik etkilerinin literatiirdeki

Misoprostol’iin dozu ile diizeltilebilecegi sonucuna ulagtik.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Misoprostol, Oksidatif doku hasari, Antioksidan
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SUMMARY:

Methotrexate, a folat antagonist, is an antineoplastic drug. Methotrexate-
induced hepatotoxicity has been reported in previous studies. Scientific evidence
achieved from previous studies suggests that Misoprostol has had a tissue protective
effect in such toxic damage cases; thereby Misoprostol could be an alternative
prophylactic agent against methotrexate—induced hepatotoxicity.

A total of twenty-four male Wistar albino rats were included in this study.
Animals were equally divided into four groups as follows: Controls, only MTX (20
mg/kg, i.p, single dose) given group, MTX (20 mg/kg, i.p, single dose) plus
Misoprostol (200ug/kg, orally, 5 days) administered group and only Misoprostol
(200ug/kg, orally, 5 days) given group. At the end of the study, liver tissues and
blood samples were collected for biochemical and histopathological analysis.

According to the biochemical findings, a lipid peroxidation marker, MDA
levels were significantly increased in MTX treated group to control and by the use of
MP, this increase was found reduced. Antioxidant enzymes, CAT and SOD levels
were significantly decreased with MTX and increased with MP. According to the
biochemical findings of kidney tissue, MDA levels were increased; CAT and SOD
levels were decreased in MTX group. Unlikely, MDA levels were significantly
decreased, CAT and SOD levels were raised but only CAT levels were significantly
increased in MP treated group. Parallel to biochemical findings, in histological
examinations of liver and Kidney tissues, there were evidences as the indicator of
oxidative damage. The changes in MTX group were significant to control, and these
changes were decreased in MTX group treated with MP.

As a result, MP can be effective in liver and Kidney injury in MTX treated rats.

Key Words: Methotrexate, Misoprostol, Oxidative tissue damage, Antioxidant
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