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ALT alanin aminotransferaz

AST aspartat aminotransferaz

ALL akut lenfoblastik [6semi

AML akut miyeloid I[6semi

ATP adenozin trifosfat

AVI antosiyanik vakuoler inklizyonlar
CAT katalaz

CSFs hematopoetik koloni uyarici faktorlerin
DHF dihidrofolat

DHFR dihidrofolat reduktaz

DNA deoksiribontikleik asit

EGF-B epidermal Growth Faktor Beta
GSH glutatyon

GPx glutatyon peroksidaz

H202 hidrojen peroksit

JRA juvenil romatoid artrit icin

IL interlokin

IFN-a interferon alfa

INF-Y interferon gama

KT kemoterapi

LDL lipopolisakkarit

LPO lipitlerinin peroksidasyonu
MAPKA mitojen etkinlestiriimis protein kinaz
MDA malondialdehit

MTHF metilen tetrahidrofolat

MTHFR metilen tetra hidro folat rediktaz
MPO myeloperoksidaz

MTX metotreksat

NF-kB nuclear Factor kappa B

NHL nonhodgin lenfoma

NO nitrik oksit



NRF-2 nuclear Respiratory Factor 2

02 superoksit anyonlari

OH hidroksil serbest radikali
OsSi oksidatif stres indeksi
PUFA poliansature yag asitlerinde
RNA ribonukleik asit

ROS reaktif oksijen tdrleri

RT radyoterapi

SOD superoksid dismutaz

SOR serbest oksijen radikalleri
SF serum fizyolojik

TAS total antioksidan durum
TOS total oksidan durum

THF tetrahidrofolat

TOS total antioksidan stres
TGF-a transforming growth faktor-alfa
5-FU 5-flourasil

WHO World Health Organisation

X0 xsantin oksidaz



.GIRIS VE AMAG

Kanser, cocuklarda Amerika Birlesik Devletleri ve bircok gelismis Ulkede olum
nedenleri arasinda ikinci sirada yer alir fakat bizim Ulkemizde 6lim nedenleri
arasinda 3.sirada yer almaktadir (Tablo1). Cocuklarda ¢ok daha nadir olup, tim
kanserlerin %0.5’i 15 yasindan kuguk gocuklarda gorulmektedir. Onbes yas altinda
cocuklarda sikligi milyonda 110-150 arasindadir (1-4). Dinyada su an yaklasik
olarak 25 milyon kanserli olgu oldugu bilinmekte ve her yil 12.7 milyon kigi kansere

yakalanmaktadir. Olgularin %56’si gelismekte olan ulkelerdedir (6).

Tablol: Turkiye'de 1-14 yas grubu ¢ocuklarda 6lim nedenleri (2008)(5)

Olum nedeni Toplam (%)
Kalp Hastaliklari 30.1
Enfeksiyon Hastaliklari 13.5
Kanser 6.7

Kazalar 6.0
Serebrovaskuler Hastaliklar 3.9
Digerleri 39.7

Akut lenfoblastik 16semi,beyin timorleri, lenfomalar, yumusak doku ve kemik
sarkomlari en sik gocuklarda ve ergenlerde gorulen kanser turlerindendir. Cocuklarda
kanser sikligi erken cocukluk ve ergenlik yas grubunda artis gostermektedir. ilk
yillarda en sik embriyonel tumorlerden olan noéroblastom, wilms tUmorq,
retinoblastom, rabdomiyosarkom, medulloblastom gibi timérler gérilmektedir. iki ile
bes yaslar arasinda bu embriyonal tUmdrlere ek olarak akut I6semiler, hodgkin disi
lenfomalar ve gliomlar sik goérulmeye baglamaktadir. Ergenlik donemi ve sonrasinda
ise kemik maligniteleri, hodgkin lenfoma, gonadal germ hucreli timorler, tiroid
kanserleri ve malign melanom gibi karsinom turleri daha sik gortimektedir.

Cocukluk c¢aginda kanserlerin buylk bir ¢ogunlugu uzun yasam beklentileri
nedeniyle ylksek doz ve yogun kemoterapi (KT) protokolleri uygulanarak tedavi
edilebilmektedir. Gdzlemlenen yan etkilerin ¢ogu, antineoplastik ajanlarin hicre
dongusundn cesitli basamaklarina etki ettikleri icin hizli hicre dongusiu olan kemik
iligi, oral ve intestinal mukoza, epidermis, karaciger gibi doku ve organlar Uzerine
oldugu gorulmektedir. Kemoterapi ve radyoterapi (RT) hastalarin hayat kalitelerini
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arttirmak amaciyla kullaniimakta fakat bir cok yan etkiye sahiptirler. Tedaviye bagh
gelisen yan etkiler hastalarda morbidite ve mortaliteyi arttirmaktadir. Tedavi sirasinda
gelisen Onemli yan etkilerden olan notropeni ve bulanti nispeten kontrol altina
alinabiliyor iken mukozit halen tedavide doz kisitlayici neden olmaya devam
etmektedir. Kemoterapive RT sonucu her yil ortalama olarak 400.000 yeni oral kavite
hasari saptaniimaktadir (7). Mukozit tedavisinde birgok ajan kullaniimakta fakat
gunumuzde hala sinirli etkilere sahiptirler. Bu nedenle gerek hayvan caligmalari
gerekse klinik calismalarla mukozitin dnlenmesi ve tedavisi amaciyla birgok ajan

arastiriimaktadir.



Il.GENEL BILGILER

2.1. Metotreksat

Metotreksat folik asite benzeyen folik asit antimetaboliti bir antineoplastik ilagtir.
Kliniklerde sik olarak kullaniimaktadir. Bir folik asit analogudur,metotreksat
dihidrofolat rediktaza baglanarak timidilat, purin sentezini ve hucre proliferasyonu
azaltir (8). 5-aminoimidazole, 4-carboxamide ribontkleotide transformilaz gibi folat
bagimli diger enzimleri de inhibe ederek, adenozin birikimi ile lenfosit proliferasyonu,
interlokin  (IL-1), interferon-y (IFN-y) ve tumor nekrozu faktoru-a(TNF-a) gibi
enflamatuvar sitokinlerin salinimini ve polimorfonikleer hiicrelerden serbest radikal
olusumu salinimini arttirir ve bu hucrelerin adezyonunu ve nétrofil kemotaksisini
baskilayarak  anti-enflamatuvar  etki  olusturur  (9). Metotreksat  gibi
antimetabolitler,siklikla gogalma hizi yiksek timorlere etki etmektedir. En 6nemli yan
etkileri kemik iligi ve bagirsak mukozasi epiteli Uzerindedir. Tum prenatal donemlerde
fetlise zarar verebilirler(10). 5-Flourasil (5-FU), metotreksat (MTX), sitarabin,
merkaptopurin antimetabolit ilaglardandir.

ilk defa Farber ve arkadagslari tarafindan folik asit antagonistlerinin 1948’de
tanimlanmasiyla kanser KT’sinde yeni bir dénem acildi. Klinikte birgok folat analogu

kullaniimasina ragmen iclerinden en yaygin MTX kullaniimaktadir (11).
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Sekil 1: Metotreksatin yapisal formalu (12)
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Sekil 2: Folik asit yapisal formula (13)

Metotreksat,kimyasal olarak folik asitin 4-amino, N*°—metil analogudur. Kimyasal

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

2.1.1. Metotreksatin metabolizmasi

Folik aside bagli enzimler tek karbon fragmanlarin transferini iceren
reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasinda en dnemlisi DNA (deoksiribontkleik asit)
sentezi icin deoksiuridilatin metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu islem
sirasinda metilen tetrahidrofolat (MTHF) dihidrofolata (DHF) donusur. Dihidrofolatin
ise tekrar kullaniimasi igin tetrahidrofolata (THF) dontigsmesi gereklidir. Bu dontusum
icin dihidrofolat reduktaz (DHFR) enzimine ve NADPHa gereksinim vardir.
Tetrahidrofolat DNA ve riboniukleik asit (RNA) sentezi icin gerekli olan purin ve
pirimidin nukleotidlerinin sentezinin dnemli bir komponenti olan timidilatin Gretiminde
rol oynar (14). Bu nedenle MTX THF eksikligine yol acarak purin, pirimidin
metabolizmasi ve DNA sentezini iceren pek c¢ok metabolik yolu etkiler (11).
Metotreksatin molekiler yapisi DHF’ye benzer (Sekil 1 ve 2), metotreksatin
yapisinda birden fazla metil grubu vardir ve DHF’deki hidroksil (OH) grubu yerine
NH2bulunur. Metotreksat, DHF’yi THF’ye ¢eviren DHFR'1 inhibe eder (Resim 1)(15).



Resim 1: DHFR’nin baglanma bdlgesi (Yesil renk ile gosterilen MTX mavi renk

ile gésterilen DHFR’nin aktif boélgelerine baglanir)

Metotreksatin sitotoksik etkisini gosterebilmesi igin folilpoliglutamat sentaz enzimi
tarafindan poliglutamasyona ugratilmasi gerekmektedir. Poliglutamasyon iglemi
karaciger, kemik iligi, fibroblast ve eritrosit gibi normal dokularda hemde malign
dokularda yapilmaktadir. Metotreksat poliglutamatlarinin hicre disina atilimlari zor
olmaktadir bu nedenle hucre igcinde daha uzun sure kalir, poliglutamatlar bir ttr depo
formudur. Boylece metotreksat, folat metabolizmasini etkileyen enzimler Gzerinde
artmis baskilayici etki gosterir (15).

Metotreksat poliglutamatlari 5,10 metilen tetrahidrofolat(16) rediktaz, glisinamid-
ribozil-5-fosfat ~ formiltransferaz ve  aminoimidazolkarbokzamid-ribozil-5-fosfat
formiltransferaz enzimlerini dogrudan baskilar. Bu enzimlerdeki baskilanma purin ve
primidin metabolizmasinin baskilanmasinaneden olur (15). Bu vyapi taslarinin
uretiimemesi hucre ¢ogalmasi igin gerekli olan DNA ve RNA sentezini baskilarken
ayni zamanda enerji Uretimi i¢in gerekli adenozin trifosfat (ATP) Uretimini baskilar.
Ayrica THF'ye ddnisemeden kalan DHF poliglutamatlar ve MTX’inpoliglutamat
turevleri toksik baskilayici metabolitler seklinde birikir. Timidilat sentazin ve purinin
sentezinde rol oynayan transformilaz enzimlerinin baskilanmasi, MTXin ki
poliglutamat metaboliti tarafindan yapilir. Metotreksatin hicrelerdeki toksik etkileri
disaridan ila¢ olarak verilen folinik asit (N5—formiltetrahidrofolat) tarafindan tersine
dondurular ancak folikasidin kendisi ise bu durumda THF’ye ddnisemediginden
antidot olarak kullanilamaz (15,16).



Metotreksat ayni zamanda antiinflamatuar etkiye de sahiptir. Proinflamatuar
sitokinlerden IL-1, 2, 6 ve INF-Y’nin gen belirlenmesini azaltir, siklooksijenaz-2

sentezini ve notrofil kemotaksisini inhibe eder.

2.1.2. ila¢ Direnci

Metotreksatin kullanimini kisitlayan en énemli faktér direng gelismesidir. MTX’e
karsi tumor hucrelerinde olusan direng geligimi dort nedene baghdir;

1. llacin hiicre i¢i aliminin azalmasi

2. Degisime ugrayan DHF’nin MTX’e karsi olan ilgisinin azalmasi

3. Poliglutamat olusumunda azalma

4. Gen ifadelenmesindeki artisa bagli olarak DHFR sentezinde artistir.

Metotreksatin hicre igine alinmasi; folik asit velL-lokovorin ile paylasiimis bir
tasiyici sistem gerektirmektedir (17,18). Metotreksatatilimi 6zgul baskilayicilara
duyarli en az Uug¢ bilesik ile farkli birmekanizma tarafindan gercgeklestirilir (19).
Metotreksata karsi direng gelisimi MTX'in hicre igine alinmasinin azalmasi veya
atiiminin artmasi sonucu gerceklesir. ikinci olarak hiicre ici MTX direkt etki edebilir
ya da MTXin digariya atilmayan uzun zincirli poliglutamat turevlerine doénusebilir
(20).

Metotreksatin her iki formuda sitotoksik fakat poliglutamat formu hicre iginde
daha uzun sure kalabilir ve daha fazla sitotoksisiteye yol agabilir. Boylece MTX'in
poliglutamat formuna donismesinin azaltilmasi bir direng mekanizmasi olabilir.
Metotreksatin bazi timor hdcreleri tarafindan poliglutamata déntsimanin artmasi
normal hdcrelerle kiyaslaninca tumorli  hucrelerin - 6lumunde artiga  neden
olur.Direncin Uguncl mekanizmasi hedef molekul DHFR ile iligkilidir. Mutasyonun
tumor hdcrelerinde gelismesi sonucu DHFR’nin MTX’e ilgisi azalabilir ve bu durumda
direng gelisebilir (21). Direng gelisiminde rol oynayan diger 6nemli bir faktor
DHFR’nin asiri ifadelenmesi sonucu hlcrede bol miktarda THF olusmasidir.
Metotreksat, hicrelere folati ve THF’i de tasiyan bir aktif transport olay ile girer;
mutasyon sonucu bu mekanizmanin bozulmasinin da direngte rol oynadigi deneysel
tumor modellerinde gosterilmigtir. Diger bir direng mekanizmasi direngli hlcrelerde

timidin sentaz aktivitesinin azalmasidir (22).



2.1.3. Metotreksatin dagihmi

Metotreksatin poliglutamat formuna doéndsmesi sonucunda sitotoksik etki
gorulebilmektedir. Poliglutamat sekli MTX in hicre iginde bulunan seklidir ve
hicredeki hasar etkisi yarilanma suresi daha uzun olmasindan dolayr daha fazladir.
Hucrede biriken poliglutamat miktari arttikga folik asit duzeyi azalir ve hicresel hasar
miktari ise artar (23).

Metotreksat, % 90 oraninda bdbreklerden atilir. % 3-4 oraninda karacigerde
metotreksatin ekstrasellliler sividaki major formu olan 7-hidroksi metotreksata
donasturallr fakat bu formu da uriner yolla atilir. Bir kismi ise safra ile atilr ve
enterohepatik dolasimla yeniden emilir. insanlarda metotreksatin major atilim yeri
bobrekler iken, deney hayvanlarinda (rad vs.) ise safra yoluyla atihmin daha fazla
oldugu gosterilmistir (24). Ratlarda yapilan bir galismada intraven6z olarak uygulanan
metotreksatin %27’sinin Uriner yolla, %62’sinin safra yoluyla atildigi gosterilmigtir
(25).

Metotreksat poliglutamat formunda hicrede uzun sire kalabilir ve hicre
bolinmeye bagladigi zaman metotreksatin etkisi belirgin hale gelmektedir (26). Oral
yoldan alindiginda emilim tama yakindir. intravendz yoldan verildiginde sinir sistemi
haricinde tim vicuda yayillir ve %50 oraninda proteinlere (6zellikle albimine)
baglanarak tasinir. Standart doz araliginda beyin omurilik sivisina gegisi yok denecek
kadar azdir. Bu nedenle meningeal timorlerde intratekal verilmesi gerekmektedir.
Vucutta en ylksek doku seviyesine karaciger de rastlanilir. Yarilanma omru ise 7-8
saattir (27,28).

2.1.4.Endikasyonlari

Cocuklara uygulanan akut lenfoblastik |6semi (ALL) tedavisinde yiiksek dozda
intraven6z MTX hem remisyon induksiyonunda, hem de konsolidasyon sirasinda
kullaniminda kur sansi oldukga yuksektir. Meningeal karsinomatozis tedavisinde,
meningeal |6semi ve lenfomanin profilaksi ve tedavisinde MTX intratekal olarak
kullanilmaktadir (29). Burkit ve diger non-Hodging lenfomalardakombinasyon
tedavisinde faydali etkileri vardir. Lokoverin kurtarma tedavisi ile birlikte uygulanan
yuksek doz MTX, osteosarkomun adjuvan tedavisinde kullanilan standart protokolin
bir pargasidir (30). Koryokarsinomada disik doz MTX tedavisi, mitokondriyal
membran potansiyelinde azalma yaparak, kaspaz 9 enzimini aktive ederek, Bax/ Bcl-



2 gen ekspresyonunda up- regulasyon yaparak hicrelerde apoptozisi induklemistir
(32).

Metotreksat ayrica aktif romatoid artrit ve jlvenil romatoid artrit icin (JRA), ilk
secenek olarak hastaligi modifiye edici ilaglar arasinda yer almaktadir.
Metotreksatayni zamanda 5- aminoimidazol- 4- karboksamid ribonkleotit
transformilaz enzimini inhibe ederek, intraselliler ve ekstraselliler adenozin dizeyini
artirmaktadir. Adenozinin, anti-inflamatuar sitokinler olan IL-1 resepttr antagonist( IL-
1 ra) ve IL- 10 seviyelerini yukselttigi bilinmektedir (32).

Dusuk doz MTX'in antiinflamatuar ve immunsupresif etkilerinden dolayi, reflakter
romatoid artrit, JRA ve direncli psoriazis hastalarinin tedavisinde de kullaniimaktadir
(29, 33, 34)

2.1.5. ilag Etkilesimleri

Aspirin, penisilinler, probenesid, non-steroidal antiinflamatuarlar, sefalosporinler
ve fenitoin gibi ilaglar MTX'in renal atiimini baskilamasinin yani sira toksik
etkilerininde ortaya ¢gikmasina neden olurlar. Metotreksat, warfarinin antikoagulan
etkisini plazma proteinlerine baglanmasini kompetitif olarak engelleyerek arttirir;
ilacin 5-FU’dan 24 saat 6nce verilmesi durumunda antitimor aktivitesini arttirir.
Metotreksatin toksik etkilerini leukovorin engeller, ayrica leukovorin antitUmor
etkinligini azaltabilir. Metotreksatin antitimor etkinligini folik asit iceren maddeler ve

L-asparaginazazaltir (35).

2.1.6. Toksisitesi ve Oksidatif stres

2.1.6.1. Kemik iligi baskilanmasi

Kemik iligi supresyonu MTX'in en sik gorulen yuksek doz toksisitesidir. Hastalarda
miyelosupresyon olugsmasi Ozellikle kotu huylu olmayan tumorlerde, tedavinin
ertelenmesine neden olur. N6tropeni ila¢ dozuyla ilintilidir. Metotreksat alimindan 4-7
gln sonra notrofil sayisi en disuk duzeyine ulasir ve ortalama 14. gunde normal

dizeyine tekrar doner (11).

2.1.6.2. Sindirim sistemi hasari
Metotreksat kullanimi sonrasi gastrointestinal sistemde gelisen mukozit doz
kisitlayici yan etkilerinden biridir. Mukozit MTX tedavisinden sonraki 3-7. ginde

olusur, notropeni ve trombositopeniden 6nce gerceklesir. Bulanti ve kusma doza
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bagli olusur. intestinal kriptlerde apopitoz ve villéz atrofi olusur. Goblet hiicrelerindeki
hasara bagli musin sekresyonunda ve bagirsak koruma 06zelligi olan proteinlerde
azalma gercgeklesir (36). Gastrointestinal sistemde gelisen mukozit hastalarda
Ozellikle beslenme bozuklugu, buyime gelisme de gerilik ve yasam standartlarinda
bozulmalara sebep olur. Tedavi sirasinda gelisebilen diyare bazen tedaviyi kesmeye

sebep olacak kadar siddetli olabilir (11).

2.1.6.3. Hepatotoksisite

Metotreksat  karacigerde = major  ekstraselliler  metaboliti  olan  7-
hidroksimetotreksata donusuir (37). Hucre iginde MTX poliglutamat formunda tutulur.
Metotreksat verilmesinden sonra hicre igcindeki MTX’in poliglutamat formunun miktari
artar ve ayni zamanda folik asit seviyesi duser. Bu durum karacigerde hepatosit
nekrozuna sebep olur (38). intraselliiler alanda ilacin varliginin artmasi poliglutamat
formunun seviyesinin artmasi ile gerceklesir. Bu mekanizmanin MTX'in hepatotoksik
etkisinin sebebi oldugu dustnulmektedir (39). Yuksek doz MTX tedavidesinde serum
transaminazlari ve bilirubin duzeylerinde gecici yukseklik ilk 12-24 saat icinde baglar
ve ¢cocugunlukla ilk 10 gun i¢cinde normal sinirlara geriler.
Uzun sureli kullanimlarda karaciger fibrozu ile birlikte kronik hepatoksisite ve siroz

olusabilir, 6limle sonuclanabilir.

2.1.6.4. Akciger hasari
Kuru 6ksurtkten, dispne, hipoksi, pnédmoni ve gégus radyografisinde degisikliklere

kadar doza bagimli olmaksizin degisik etkileri gorilebilir (40).

2.1.6.5. Uriner sistem hasari

Akut bobrek yetmezligi, azotemi ve idrar retansiyonuna yol acar. Metotreksatin
kendisi tubuller Uzerine toksik etki gosterir ve renal toksisite metabolitlerinin
intratubuler cokmesine bagli olarak geligir. Yuksek dozlarda hematuri ile birlikte renal

toksisite, nadiren renal tubuler nekroz ve proteiniri gozlenebilir (40).

2.1.6.6. Okdler hasar
Metotreksatin tedavide kullaniminda gozde en sik gorulen yan etki konjonktivit,

asiri gbz yasarmasi, katarakt, fotofobi ve gérmede bulanikliktir (40).



2.1.6.7. Norolojik hasar
Yiksek doz MTX verilen hastalarda parezi, afazi, davranis bozuklugu ve
ndbetlerin eslik ettigi akut serebral disfonksiyon genellikle tedaviden sonraki ilk alti

gunde %5-15'oraninda ortaya ¢ikar ve 48-72 saat icinde duzelir (40).

2.1.6.8. iskelet ve kas sistemi hasari

Eklem, kas agrilari ve osteoporotik kirilmalar goérulebilir (40).

2.1.6.9. Ureme sistemi hasari

Oligospermi ve menstruel bozukluklar gorilebilir (11).

2.1.6.10. Cilt hasari
Eritematoz deri dokuntlleri, kasinti, Urtiker, fotosensitivite ve hiperpigmentasyona

yol acar. Radyasyona benzer cilt reaksiyonuna yol acabilir (21).

2.1.6.11.Metotreksata bagh oksidatif stres

Antikanser ilaglarla son zamanlarda yapilan toksisite ¢alismalarinda oksidatif stres
uzerine dikkat cekilmektedir. Karaciger, bobrek, ince bagirsak ve merkezi sinir
sistemindeki MTX’in yan etki mekanizmasi olarak oksidatif stres ayrica sorumlu
tutulmaktadir (41-44).

Jahovic ve ark.’nin yaptigi bir calismada radlara 20 mg/kg tek doz MTX
intraperitoneal olarak uygulanmis sonug¢ olarak kan, karaciger, bobrek ve ince
bagirsak dokularinda glutatyon seviyelerinde azalma, inflamatuar yanitin goéstergesi
olan myeloperoksidaz (MPQO) aktivitesinde artma ve malondialdehit (MDA)
seviyelerinde belirgin artma oldugunu bulmuslardir (42).

Miyazono ve ark’nin yaptigi bir calismada. MTX'verilen radlarda yan etki olarak
ince bagirsaginda superoksid dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitelerinde artma,
indirgenmis glutatyon (GSH) seviyelerinde azalma oldugunu gdstermisler ve MTX'in
yol acgtigi ince bagirsak hasarinda oksidatif stresin 6nemli roli oldugunu o6ne

surmasglerdir (45).

2.2.Mukozit
Mukozit kompleks bir patolojidir. inflamatuar sitokinler, oral mikroflora, lokal

travma, bozuk agiz hijyeni, immun sistemde bozukluk,kemoterapi ve radyoterapi
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sonrasinda hizli gogalan agiz epiteli mukozit olusum ve siddetin de etkilidir.
Metotreksat, 5-florourasil, doksorubisin ve daunorubisin kullanimi sonrasinda mukozit
siklikla geligir. Kemoterapetikler agiz mukoza gecirgenliginde degisiklikler yapar iken
ayni zamanda epitel olgunlagsmasi tukuruk igerik ve miktarini da etkilerler.

Mukozit sadece epitel degisikligi degildir, reaktif oksijen radikalleri, transkripsiyon
faktor aktivasyonlari, apopitozun tetiklendigi ve ayni zamanda TNF alfa, IL-1 ve 6 gibi
sitokinlerin arttigi bir surectir. Oksijen radikalleri, KT, veya RT mukozal harabiyete
neden olan transkripsiyon faktorunu aktiflestirir. Mukozit, yanak ici (2/3 olguda), dil
Oonu ve yaninda, dudaklar, agiz tabani, yumusak damak, orafarenks gibi keratinize
olmayan mukozalarda en sik gorulur. Mukozite tedavi sirasinda en sik ve en agir
olarak Nonhodgin lenfoma (NHL), yuksek riskli ALL ve akut miyeloid I6semi (AML)
olgularinda rastlanmaktadir (46).

Mukozit, tedaviye bagli ortaya gikan akut toksisite icerisinde 6nemli bir yer tutar.
Hafif hassasiyetten yaygin birlesik Ulserlere ve kanamali lezyonlara kadar genis bir
klinige sahip olabilir. Agri, kanama, ulserasyon, agiz kurulugu, tat degisikligi ve
beslenme bozuklugu gibi semptomlar birbirini izler. immin sistemi baskilanmis,
yuksek doz kemoterapi alan olgularda mukozit gibi epitelyal butinligin bozuldugu
bu bolgeler enfeksiyon ajanlarinin viicuda girisnoktasini olusturur. Sivi ve besin
aliminin agrih, yetersiz olmasi sonucunda dehidratasyon ve malnutrisyon gozlenir.
Mukozit hastanin beslenmesini, konusmasini, gulimsemesini,etkileyen yasam
kalitesini bozan onkolojik tedavinin devamini engelleyen ve enfeksiyonlara zemin

hazirlamasidan dolayi sag kalimi etkileyen énemli bir klinik sorundur (47).

2.2.1.Mukozit patofizyolojisi

Kemoterapi ve radyoterapi alan hastalarda KT veya RT’nin dogrudan etkisi ile
bazal epitel hucrelerinde DNA sarmali kirilir ve DNA sarmalinin kirilmasi ile doku
hasari ve hlicre 6lumu gergeklesir. Serbest oksijen radikalleri (SOR) ve araci molekdl
olusumu gibi dolayli mekanizmalarda, DNA zedelenmesi diginda doku hasari ve
hdcre élumuande rol alir (48-50). Serbest oksijen radikalleri endotelde, fibroblastlarda,
makrofajlarda ve epitel hicrelerinde Nukleer Faktor kappa B (NF-kB) ve Nukleer
Respiratuar Faktor 2 (NRF-2) gibi transkripsiyon faktérlerini aktive eder. Sitokinler,
antineoplastik ilaglar radyasyon gibi hicre disi uyarilara maruz kalan hucrelerin yok
edilmesini belirleyen genlerin aktivasyonunda NF-kB rol oynar. Nukleer Faktor kappa

B’nin aktive olmasi hem pro-apoptotik hemde anti-apoptotik yolaklara etki eder.
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Nukleer Faktor kappa B’y uyaran birgok fakftor vardir. Nukleer Faktor kappa B
aktivitesini bakteri ve bakteri duvari Urlnleri, virUsler, buylime faktoérleri, inflamatuvar
sitokinler (IL-1, IL-2, IL-12 ,IL-15, IL-17, IL-18, TNF-a), radyasyon, sitotoksik ilacglar,
hiperglisemi ve sok arttir. NUkleer Faktor kappa B aktivasyonu pro-apoptotik
mekanizmalari tetiklediginde hem tumor hdcre 6lumd hem mukozaya toksik yan
etkiler artmaktadir (50-52). Makrofajlar TNF-a, IL-6 gibi sitokinleri olusturararak doku
hasarinin ilerlemesine sebep olurlar.Tumoér nekrozis faktoér alfa (TNF-a),
sifingomyelinazi ve NF-kB aktive ederek mukozada daha fazla hicre dlumune sebep
olur. Ayni zamanda yenilenme kapasitesi epitel kOk hucre harabiyeti olustukca
kaybedilir. Sonuc olarak epitel incelmeye baslar ve atrofi gelisir. Atrofiyi mukozal

incelme ve Ulserasyon izler.

2.2.2.Mukozitin gorulme sikhgi

Oral ve gastrointestinal mukozitin goérilme sikligi tam olarak bilinmemektedir.
idame tedavi sirasinda, primer tedavi sirasinda ve kok hiicre transplantasyonu
sonrasinda gelisen mukozit oranina gore daha az mukozit gelismektedir (53). Ayni
tedavi uygulanan benzer hastalarda ¢ok farkh mukozit dizeyleri saptanmistir buda
bize genetik ve mukozit arasinda iligki olabilecegini dusundurmustur. Yapilan
calismalarda metotreksat sonrasinda agir mukozit saptanan olgularda metilen tetra

hidro folat rediktaz (MTHFR) enziminin farkli genetik 6zellikleri gosterilmigtir (46).

2.2.3.Mukozit gelisiminde risk faktorleri

2.2.3.1.Hastaya ait risk faktorleri

Cinsiyet yas, agiz saghg: ve hijyeni, tukrik salinim fonksiyonu, bireye ait genetik
faktorler, tumor tipi ve yerlesim yeri, eslik eden diger hastaliklar mukozit olusumunda
hastaya ait risk faktdrlerindendir. Cocuk hastalarda yiksek hicre dongisu nedeniyle
daha agir ve daha sik mukozit olustugu gozlenmistir. Mukozit riski 20 yastan 6nce ve
50 yastan sonra artar (54,49,55).

Takrik, epiteli kaplayan bir orti bakterilere ve gevresel faktorlere karsi koruyucu
bir katman olusturur. Yapisinda lizozim, laktoferrin, salgisal immunglobulinler gibi
biyolojik aktif molekdller bulundurur. TUkrik yapimi azalan hastarda koruyucu
faktorlerin azalmasi nedeniyle mukozit gelisimine daha sik rastlanilir (56).

Bir ¢cok calismada olgularda kematerapdtik ajanlara verilen farmakodinamik

cevaplarda genetik farkliliklar olabileceg@i veya olgularin mukozit gelisimi i¢in genetik
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olarak yatkinlik tagiyabilecegi gosterilmistir (57). Yani genetik farklilik nedeniyle ayni
kemoterapoOtik ajanlarla tedavi edilen hastalarin bir kisminda mukozit geligirken
digerlerinde gelismemekte ya da farkll siddetlerde olabilmektedir. Metotreksat
tedavisi alan hastalarda 5,10-MTHFR genindeki (C677T) polimorfizm genetik
yatkinhdin en c¢ok arastirildigi 6rneklerden biridir. Metotreksat kullanimi sonrasinda
MTHFR genindeki polimorfizme bagli olarak degisik derecelerde mukozit geligir (57).
Metilen tetrahidroolat rediktaz TT genotipinde MTHFR aktivitesi daha dusuktar ve
mukozit daha agir seyreder (57,58). Kanserin tipi ve tUmoran yerlesimi mukozit
gelisim riskini etkileyen faktorler arasindadir. Bas-boyun yerlesimli yumusak doku
sarkomlari,nazofarenks karsinomu, hodgkin disi lenfoma mukozit riskinin daha
yuksek oldugu gruplardir (36, 51,58). Agizdan soluk alan gocuklarda ve maske ile

oksijen alan olgularda mukozit daha kolay geligir.

2.2.3.2.Tedaviye ait risk faktorleri

Olgunun aldi§i kemoterapdtik ilaglar, ilag sikligi, ilag dozu, es zamanl KT ve RT
almasi, RT bodlgesi, hematopoetik kdk hucre nakli ile nakil tipi mukozit olusumunda
risk faktorlerindendir. Cocukluk ¢agi kanserlerinde KT protokolindeki ilaglar ve ilag
dozlari mukozit riskini belirleyen en énemli faktérlerdendir. Akut myeloid l6semide
uygulanan FLAG protokolindeki ilaclardan fludarabin,yiksek doz sitarabin ve
granulosit koloni uyarici faktor kullanildiktan sonra mukozit gelisim riski %70
dolaylarindadir (48,49,59).
Timidin sentetaz inhibitorleri, topoizomeraz Il inhibitorleri, primidin analoglari, plrin
analoglari, yuksek dozlarda alkilleyici ajanlar ve antrasiklin grubu kemoterapdétikler
mukozit yapici etkileri en fazla olan ilaglardir. Bu grup ilaglardan olan sitozin
arabinozid, sisplatin, daunomisin, etoposid, taksol, doksorubisin, vinkristin, vinblastin,
bleomisin ve melfalan NF-kB uyarimi yaparak mukozit gelisimine neden olur
(59)(Tablo 2).



Tablo 2:Mukozite neden olan kemoterapotik ajanlar

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

Metotreksathem oral mukozada, hemde ince bagirsak mukozasinda hasar
yapmaktadir. Metotreksat intestinal hlcrelerde apoptozise neden olurken, goblet
hicrelerinde de yikima neden olur. Metotreksatin ayrica TNF yapimini arttirmasinin
yaninda T lenfosit ve makrofajlarin sayisini arttirdigida gosterilmistir (60).

Yuksek doz KT uygulanan olgularda mukozit daha sik gortlmektedir. Kemoterapi
ye ikincil gelisen mukozitlerde kur sayisi artttkga mukozit olasihdinin arttig
gorulmustar. Bolus inflzyon tarzinda kullanilan ilaglarda mukozit riski, uzun sureli
inflizyonlara ya da duslUk dozda tekrarlanan ilaglara goére daha yuksektir (49).

Radyoterapi uygulanan olgularda mukozit riski artar. Radyoterapinin uygulandigi
alana, toplam doza ve gunlik fraksiyona gore risk degisim gostermektedir (49,52).
GuUnlik RT dozlar ya da fraksiyonu artarsa mukozitin siddeti alinan doza ve fraksiyon
sayisina paralel olarak artis gosterir. 40 gray (Gy) dozda oral mukozit belirginlesir
fakat uygulanan RT 50 Gy dozu asarsa tlkrik bezlerinde kalici hasar gelisir. Kok
hicre transplantasyonu yapilan hematolojik onkolojik vakalarda mukoza
komplikasyonlari agir seyreder. Oral mukozitin 6zellikle kdk hlcre transplantasyonu

yapilan olgularda sagkalimi kisaltan bir faktér oldugu bilinmektedir.

2.2.4. Mukozitin klinik 6zellikleri

Kemoterapi ve RT etkisi ile mukozal bariyerin yikilmasi sonucu gelisen mukozit
baslica agiz ve gastrointestinal kanalda gorulir (48, 51).Klinik bulgular mukoza
hasarinin derecesine ve yerlesimine gore farkhlik gésterir. Oral mukozit olusumunda
en erken klinik belirtiler KT uygulamasini izleyen 4-8. gunlerde eritemle baslar, 7-14
gunde sona erer. Gingiva ve sert damak KT mukozitlerine direngli iken RT sonrasi
gelisen mukozitler, dil koku, gingiva, ve sert damakta keratinize epitel alanlari dahil

butin oral mukozada belirti verebilir. Radyoterapinin 30 Gy dozundan sonra Ulserler
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gelismeye baglar. Siddetli mukozit olgularinda kanama, beslenememe, tukriuk
salgisinda azalma ve konusamama gorulur. Agir mukozit olgularinda sepsis sik
gelisir. Kemoterapi mukozitlerinde infizyon bitiminden ¢ hafta sonra, RT
mukozitlerinde tedaviden iki hafta sonra klinik ve semptomatik duzelme baslar(48, 50,
51).

Akut radyasyon oOzefajiti toraks, bas boyun RT’si alan olgularda gorilebilir.

Metotreksat, 5-FU, taksan grubu ilaclar 6zofajite neden olabilirler. Bu tabloda disfaji
ve retrosternal agri baslica bulgulardir (61). Bu belirtiler KT baslangicindan itibaren
ilk birka¢g guin icerisinde ortaya c¢ikabilirse de genelde KT bittikten sonra gozlenir.
Epitelde incelme ve Ulserasyon olusur. Lamina propriyadaki bag doku hticrelerinin
¢cogalmasinda meydana gelen degisiklik sonucunda vaskuler gecirgenlik ve
inflamatuar hucre birikiminde artis meydana gelir. Fibroz dokuda iskemi olusur.
intestinal epitelde hasar daha hizli gelisir. Aralikli olarak bulanti, kusma, ishal, karin
agrisi gelisebilir. Kemoterapiverildikten sonra yaklasik tguncu gunde diyare baglar.
Kemoterapiye ikincil intestinal mukozitlerde geri emilim yUzeyi hasarlandigindan agiri
sivi ve elektrolit kaybi olabilir (61,62). Intestinal mukozit oral mukozitten daha énce
bagslar ancak daha erken geriler. Bu semptomlara ek olarak gastrointestinal sistemde
obstriksiyon, perforasyon ve enfeksiyon gibi komplikasyonlar gelisebilir (7,62).
Tum sitotoksik ilaclar kript hicrelerinde apopitoza ardindan hipoplaziye ve
sonrasinda da kript hiperplazisine neden olurlar.ince bagirsaktaki epitelyal kok
hicreler KT sonrasi hasara ugrarlar ve 6zgul hucre gruplarina bolinemez ya da
farklilasma gosteremezler. Bdylece villdz mukoza yenilenemez dolayisiyla hizla yapi
ve fonksiyon kaybina ugrar (63). Olusan mukozit ince bagirsakta kolona gére daha
belirgindir. Bunun sebepleri arasinda ince ve kalin bagirsakta belirlenen pro ve
antiapopitotik proteinlerin farkl olmalari ile ince bagirsak ve kolondaki kok hicrelerin
yerlesim yerlerinin farkli olmalari sayilabilir. Tium bu degisiklikler sonucunda ishal
goraldr.

Mukozit KT'den iki hafta sonra ve RT'nin kesilmesinden 2-3 hafta sonra
iyilesmeye baslar. Abdominal RT'den sonra alti aydan U¢ yila kadar bagirsak
semptomlari surebilmektedir. Sonug olarak kanser tedavisinin tipi, secilen ilaglar, doz

ve zamanlama mukozitin olusumunda yakindan iligkilidir (48,61,62,65).



2.2.5.Mukozitin evreleri

Mukozitin patogenez evrelendirmesi su sekildedir (66);

2.2.5.1.Baslangi¢ (enflamatuar/epitelyal) fazi:

Kemoterapdtik ajanlarin ya da radyasyonun uygulamasindan sonra oksidatif stres
sonucunda hizli doku zedelenmesi mukozite neden olan birincil olaydir. Bunun
sonucunda SOR olugur. Serbest oksijen radikalleri direkt olarak ya da NF-kB gibi
hasara yol acan ikincil araci molekdilleri uyararak hiicre ve dokulara hasar verir. ilk
asamada mukoza normal gorunumdedir. Endotel ve epitel hicrelerinin etkilenmesi ile

dongu devam eder (66)(Resim 2).

Adezyon moleknlerinin Apopiselis ve
ekigrpsyene

Resim 2: Mukozit baglangici ve hasara yanit mesaji olusturma evreleri

izlemde klinik olarak mukozada parlaklik kaybolur ve soluk alanlar segilir. Serbest
oksijen radikalleri DNA hasarina yol agarak tum hucre klonunun élumune sebep olur.
Ayni zamanda p53 ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerini dogrudan uyarabilir.
Mukozit olusumunda NF-kB anahtar 0Ozellige sahiptir. Radyoterapi, KT,
enfeksiybzajanlar, fizyolojik stres ve inflamatuar sitokinler NF-kB ’yi aktive eder.
NuUkleer Faktor kappa B’nin aktive olmasi sonucunda 200’den fazla genin
regulasyonu gerceklesir. Bu gen urunlerinin bir ¢cogu mukoza uUzerine toksiktir.
Nukleer Faktor kappa B proapoptotik ve antiapoptotik yolaklara da etki eder. Nukleer

Faktor kappa B artigi proinflamatuar sitokinlerin yapimina yol acarak bag doku ve



endotelde erken hasar olusumunu tetikler. Fibroblast yikimi gerceklesir. Kollajen
yikimi ve epitel bazal membraninda pargalanma fibronektin ve metalloproteinazlarin
salgilanmasinin artmasi ile gelisir. Sonugta mukozada doku zedelenmesi ve
apoptozis gerceklesir (Resim 2)(66). Klinik olarak eritem, atrofi gelisir ve nadiren

ulseratif alanlar fark edilir.

2.2.5.2.Sinyal ¢ogalma evresi

Kemoterapi ve RT'nin baglangigta olusturdugu saldiriya bagh salinan haberci
molekuller pozitif geri bildirimde bulunarak doku hasarini arttirir. Bu donemde birincil
doku hasari sonunda pek ¢ok gen ve biyolojik olarak aktif proteinler tetiklenmistir. Bu
proteinler submukozada birikirek doku zedelenmesini surdurdr. Nukleer Faktér kappa
B baglantili transkripsiyon faktorleri kaspaz, mitojen etkinlestirilmis protein kinaz
(MAPKA) ve siklooksijenaz 2, tirozin kinaz yolag! ile aktive edilir. Mukozit siddet ve
suresi proinflamatuar sitokinlerin, NF-kB ve proapoptotik yolak ile etkilesime

gecmesiyle artar.

2.2.5.3.Amplifikasyon
inflamatuar sitokinler ve sinyal iletimindeki artis devam eder, makroskopik
dizeyde mukoza degisiklikleri minimaldir. Sonrasinda dokudaki biyolojik karmasa

sonucunda mukoza butunligu bozularak Ulserlesme baglar (Resim 3)(66).

Resim 3: Haberci sinyallerin gogalmasi



2.2.5.4.Ulseratif faz:

Mukoza butinligu bozulur izlemde bakteri kolonizasyonu ve bakteri hiicre duvari
drtnlerinin  submukozaya nufuz etmesi sonucunda mukozal lezyonlar geligir.
Mononukleer hucre birikimi ve proinflamatuar sitokin salinimi bu dénemde devam
etmektedir. Histolojik olarak agizda fibrindz eksuda igeren Ulserler, ince bagirsakta
kript, villus atrofisi ve goblet hlcre sayisinda azalma goérllir. Bu donemde
submukozaya gecgen bakteriyel Grlinlere bagl olarak makrofajlardan proinflamatuar

sitokin salinimi devam eder (Resim 4)(66).

Bakteriyel kolonizasyon

Hucre duvannda bulunan aktive makrofajlar

&2

[L-1B, IL-6, TNru

Resim 4: Ulserlesme
Ulserlerin Uzerine fibrin oturmasi ve ikincil enfeksiyonlarin basladigi dénemdir.

Siklikla klinik olarak nétropeninin en agir oldugu dénemde goruldr.

2.2.5.5.lyilesme faz::

Epitel proliferasyonu ve diferansiasyonu yeniden baslar. Hicre disi matriks ve
mezankim hucreleri uyariimaya baglar. Epitel hicreleri hasarli alanlara gé¢ ederek
yuzeyi kaplar, ¢ogalip farklilasarak mukoza yeniden yapilandirilir. Epidermal Growth
Faktor Beta (EGF-B), Transforming Growth Faktor alfa (TGF-a), IL-18, interferon alfa

(IFN-a) bu surecte goérev almaktadir. Bu yapillanma ile iyilesme evresi
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tamamlanmasina karsin mukoza zedelenmeden Onceki durumuna tamamen
donemedigi i¢in yeni bir hasara ¢ok daha duyarli hale gelir.

lyilesme evresinde hastanin nétropenisi diizelme egilimindedir. Agiz ici ve
gastrointestinal sistemde gelisen mukozit ve Ulserler genel olarak kemoterapiden dort
gun sonra baglar ve 7-14 gun sonra en yogun hal alir. Noétropeninin dizelmesi ile
histolojik iyilesme baglar. Klinik olarak iyilesme 0ozellikle bas boyun bodlgesine
uygulanan radyoterapi sonrasinda, mukozit ve agiz komplikasyonlari 6-8 haftaya dek

uzayabilir (46).

2.2.6.Mukozitin derecelendirilmesi ve sonuglari

Mukozitin klinik degerlendirmesinde standart tanisal ve degerlendirme kriterleri
bulunmamaktadir. Yan Etkiler icin Dinya Saghk Orgiti (World Health
Organisation/WHO), Ulusal Kanser Enstitist, Genel Terminoloji Kriterleri (National
Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse Event/NCICTC) veya
Radyasyon Tedavisi Onkoloji Grubunun (Radiation Therapy Oncology Group/RTOG)

derecelendirmesi kullaniimaktadir.
Dunya saglk 6rgutu siniflandiriimasi;

Evre 0: Normal

Evre 1: Hafif fokal degisiklikler(eritemli alanlar) agri ve duyarliik henlz yok, agizdan
beslenebilir.

Evre 2: Agrisiz Ulser ve eritem, hafif agrn hissi, <2mm den LUlserler,solid gidalarla
beslenebilir Evre 3: Agnli eritem, 6dem veya Ulser(derinlik>2mm ve mukozanin
yarisindan az) kanama yok, agizdan sadece sivi diyetle beslenir.

Evre 4: Eritem, ddem, Ulser(mukozanin yarisindan fazla), siddetli agri, kanama,

beslenemez. Parenteral veya enteral beslenme destegi gerekir (46).

Dinya saglik 6rgitl oral mukoziti anatomik, semptomatik ve fonksiyonel olarak
evre“sifir’ ile (oral mukozit yok) evre “dort”(oral beslenme mumkin degil ve hastanin

total parenteral destede ihtiyaci olmasi) arasinda derecelendirmektedir (67).



Tablo 3: NCI -CTCAE v4. 03 Toksisite Kriterleri Oral Mukozitlerin Siniflandiriimasi
(68)

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4 Grad 5
NCI- Yok Var, ancak Gida alimim da alimim Tibbi Oliim
CTCAE mukozite engelemeyen, ancak engelleyen girigimlere
v4.03 iliskin sikayet tiriinin degismesini ciddi acilen
yok veya hafif gerektiren orta derecede gereksinim
sikayetleri var derecede agnil agrih war
mukozit var mukozit

Agir diuzeyde mukoziti olan hastalarin bir sonraki KT déngusu ¢ogunlukla (% 35)
gecikir. Hastalarin yaklasik % 60’inda doz azaltimina gidilir iken yaklagik % 30’unda
tedavi kesilir. Agir mukozit gelisen hastalarin yaklasik %70’ine yeterli nutrisyon
destedi saglayabilmek icin nazogastrik/nazoduodenal tip takilmaktadir. Bu hastalarin

% 60’Inda ates ve sonrasinda hastaneye yatis ihtiyaci gelismektedir (67).

2.2.7.Mukozitin komplikasyonlari
1-Agri: Bazen parenteral opioid analjezikler gerektirecek kadar siddetli
2-Anoreksi ve disfaji: Beslenme bozuklugu
3- Enfeksiyoz komplikasyonlar: Oral mukozal bariyerin bozulmasina eslik eden
azalmis mutlak nétrofil sayisi, ¢esitli bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlara zemin
hazirlamaktadir. Notropenik hastalarda ve 0ozellikle transplantasyon uygulanan
hastalarda mukozit nedenli oral enfeksiyonlardan en sik rastlanilani oral
“kandidiazis™tir ve topikal nistatinle tedavi edilebilir (70,71).
4-Doz-azaltimina ve tedavinin gecikmesine yol acan toksisite: Mukozit agirhgi
hastadan hastaya degisiklikler gosterir. Ancak ayni hastada degiskenlik daha az
olmakla birlikte ciddi mukozit gelismis olanlarda izleyen kemoterapi sikluslarinda doz
reduksiyonu gerekebilmekte, hatta tedavi ertelenebilmektedir.
5- Maliyeti artirir, hastanede kalma suresini uzatir.

6-Hastanin yasam kalitesini (agri, beslenme, iletisim, uyku) bozar.

2.2.8.ideal mukozit yénetimi
Oral mukozitin dnlenmesi ve tedavisi bir ekip isidir, klinisyenler, dis hekimleri,

onkoloji hemsireleri ve beslenme uzmanlari tarafindan bir arada yarutalGr.



2.2.8.1. Tedavi Oncesi Agiz ve Dig Bakimi, Profilaktik agiz bakimi:

Onkolojik tedavi Oncesi bir dis hekimi tarafindan ayrintih bir agiz muayenesi
yapllmasi mevcut veya kanser tedavisi sirasinda sorun c¢ikaracagr dusunulen
hastaliklarin tedavi edilmesi (dis koku deg@erlendiriimesi, ¢uruk tedavileri ve
gerekiyorsa endodontik tedavi) kanser tedavisine bagl olarak gelisebilecek agiz igi
komplikasyonlari en aza indirecektir.

Duzenli agiz bakimi vyapilmasi tedavi sirasindan olusabilecek mukozitin
Onlenmesinde en etkili yontemdir. Temel bakim diginda mukozit proflaksisi igin hem

topikal hem sistemik pek ¢ok ilag veya dogal madde uygulanmistir.

2 2.8.2.0nleyici Yaklagim:

Kemoterapi ile iligkili mukoziti onlemek veya azaltmak icin cesitli stratejiler
gelistirilmigtir. Ancak bunlarin gocugunun yarari sinirhdir. Toplam 10,514 randomize
olgunun katildigr 131 calismanin degerlendirildigi bir metaanalizde, mukozitin
Onlenmesi veya siddetinin azaltiimasi bakimindan plaseboya goére 10 uygulama,
istatistiksel olarak zayif da olsa, yararli bulunmustur (72): Aloe vera, Amifosfin,
Kriyoterapi, G-CSF, Intravendz glutamin, Bal, Keratinosit buyume faktora, lazer,
Polimiksin/tobramisin/amfoterisin antibiyotik pastil.

Sukralfat MASCC (Multinational Association of Supportive Care in Cancer) ve
International Society for Oral Oncology kilavuzunda da oral kriyoterapi, palifermin ve
dislk doz lazer tedavisinin yararl oldugu bildirilmistir (73). Ozellikle bolus olarak
uygulanan 5 fluorourasil hastalarinda mukozit 6nemli bir sorundur ve bazi
calismalarda oral buz uygulamasinin vazokonstriksiyonu uyararak ilacin oral yan
etkilerinden koruma sagladigi gosterilmistir. Yuksek doz melfalan uygulamasindan
sonra gelisen mukoziti dnlemede veriler ne kadar sinirlida olsa, kriyoterapinin etkili
oldugu bildirilmistir (72, 73). Palifermin bir rekombinan keratinosit blyime faktériudur
ve epitelyal hicrelerin proliferasyonunu ve farklilagsmasini uyarir. Degisik
calismalarda, yuksek doz tedavi ve kok hicre nakli uygulanan hastalarda kemoterapi
ile birlikte palifermin uygulamasinin mukozitin agirhgini ve sudresini azalttig
gosterilmigtir (72-74). Glutamin, hizli ¢codalan hucrelerin nikleik asit sentezi icin 6ncu
bir aminoasittir. Parenteral glutamin tedavisinin mukoziti nlemede yarari kesin olarak
gosterilememis olmakla beraber oral glutaminin yarari tartigmahdir. Kontrolli bir
calismada biyoyararlaniminin daha yuksek oldugu oral L-glutamin formulasyonlarinin

mukozit agirhdini azaltmada etkili oldugu gosterilmistir.Yalnizca tek bir calismada
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olumlu sonug¢ bildirilmis bu nedenle uluslararasi kilavuzlarda rutin olarak
Onerilememektedir fakat kemoterapisonrasi ciddi mukozit gelisen hastalarin
tedavisinde  kullanilabilecegi  dusunulmektedir.  Hematopoetik kOk  hucre
transplantasyonu uygulanan olgulara tedavi 6ncesi helyum-neon lazer uygulamasinin
mukoziti azalttigi bildirilmistir (73). Diger profilaktik yaklagimlardan hematopoetik
koloni uyarici faktérlerin (CSFs) kemoterapiye bagli mukoziti engelleme ve mukozit
siddetini azaltma etkisi vardir. Fakat maliyeti yluksek olmasi nedeniyle tedavide
kullanimi kisithdir (74). Klorheksidinin mukozit insidansini ve sgiddetini azalttig
gosterilmigtir (75).

Dogal bal topikal olarak RT mukozitlerinde verilmis ve koruyucu etkisi oldugu
sOylenmigtir (76). Metotreksat alan siganlarda koyun siti ile yapilmis yogurdun ince
bagirsakta mukoza yikimini azalttigi, mukoza koruyucu etkisi oldugu savunulmustur
77).

Adacayi, rezene, papatya suyu, meyan kokl, morus nigra (kara dut), ratanya gibi
bitkiler oral ve gastrointestinal mukoziti dnleyici olarak kullaniimigtir.

Mukozit tedavisinde amacg; mukozalarin temiz ve islak tutulmasi, enfeksiyonun

tedavisi ve yeterli sivi ve gida aliminin saglanmasidir.

2 2.8.3.0ral Mukozitte Onlem ve Tedavi

Topikal mukoza koruyucular, topikal ve/veya sistemik analjezikler, E vitamini ve
kapseisin ile oral bakim bazi olgularda semptomatik iyilesme saglar.
» Hastalara glinde 2-3 kez yumusak fircayla dis fircalama onerilir.
» Gargara SF(serum fizyolojik) ve sodyum bikarbonat soltsyonu ile yapilir ve her 2-3
saatte bir yapilmasi onerilir.
» Antimikrobiyal gargaralardan olan klorheksidin ve povidon iyot ilegunde 3-4 kez
gargara yaplilir. Analjezi amagh %Z2’lik lidokain ve magnezyum hidroksit sollisyonu
karisimi kullanilir. Topikal olarak kullanilan bir diger ajan (i¢cinde alkol ve gliserin
olmayan) morfin solusyonlaridir. Bir bariyer olusturucu olan sukralfatin (bariyer
olusturucu) anestezik ile birlikte kullanimi, agri gidericiye olan ilag ihtiyacini azaltir.
Difenhidramin 10 cc+jetokain amp 20 mg/1 cc + Mucaine 10 cc karigimi
kullaniimaktadir. Jetokain yerine Aritmal ampul ve mukain yerine Talcid kullanilabilir.
Sik olarakta novokain 0.3 gr ve gliserin 30 gr karigimi kullaniimaktadir.
» Kemoterapi sonrasinda agiz florasinda Gram (+) etkenlerden Gram (-)’lere gegis

olmaktadir. Gram (-) etkenli mukozitler daha kotu gidiglidir. Antibakteriyel gargaralar
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pek oOnerilmez. Ancak mukozit sonrasinda bozuk dokuda mantar yerlesmigse
tedavide antifungallerden yarar saglanir. Oral nistatin ve flukanazol tedavide siklikla
kullaniimaktadir.

» Kemoterapi ve RT’ye bagli olusmus mukoza hasarinda palifermin epitel kalinligini

artirip iyilesme suresini kisaltir.

2.3.Morus Nigra (Kara dut)

2.3.1. Dutlar ve Ozellikleri:

Dut 1himan, tropik ve subtropik iklim turlerinde yetisen bir meyve turtadir. Dut
(Morus spp.), Urticales takiminin Moraceae familyasinin Morus cinsine girmektedir.
Dunyanin ihman bdlgelerinde Morus cinsinin 100 kadar turt oldugu gosterilmistir.
Morus alba (Beyaz dut), Morus nigra (Kara dut) ve Morus rubra (Mor dut) en sik
rastlanan turleridir (78). Morus alba’nin anavatani Cin, Morus nigra’nin anavatani
Dran ve Kafkaslar, Morus rubra’nin anavatani ise Kuzey Amerika’dir (79).

Karadut meyveleri 2-3 cm uzunlukta ve hafif eksi lezzetiyle sulu 6zellikdir. Rengi

ile 6n plana ¢ikmakla beraber isimlendiriimesi rengine gore yapiimaktadir (80).

Resim 5: Karadut meyvesi

Dutun bitkisi ve meyvesi farkli alanlarda kullaniimaktadir. Yapragi ipek bocegi
besini olarak kullaniimaktadir, bizim ulkemizde de ekonomiye Onemli katkilar
saglamaktadir. Meyvesi, taze ve kuru olarak tuketilmekte ve ayni zamanda pekmez,
recel, pestil, sirke, ispirto da yapiimaktadir (81). Dutun pek ¢ok hastaligin tedavisinde
kok ve govde kabuk kisimlarinin kullanilabilecegi, 6zellikle kara dut surubunun agiz

ve bogaz hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi bildiriimektedir (82).
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Meyve temel olarak seker (fruktoz % 48, glikoz % 52), sitrik asit (% 92) ve malik

asit (% 8) gibi organik asitler, fenolik asitler ve antosiyaninlerden olusmaktadir (80).

Karadutun bilesimi yapilan ¢alismalar ile incelendiginde su sekilde 6zetlenebilir:

Kuru madde miktari (%): 12,5-29,5

Kal miktari (%): 0,12-1,04

Protein miktari (%) : 0,9-2,64

Ham yag miktari (%): 2,5-6,79

pH degeri: 3,30-5,65

Suda ¢ozunurlik (TSS) (%): 14,30- 30,80

Mineral bilesimi:en baskin mineral potasyum’dur

Ca :0,21-6,6 mg/g,

P: 0,40-5,8 mg/g

K: 1,27-15 mg/g,

Zn: 0,02-12 mg/g ,

Na: 0,92-3,29 mg/g ,

Mg: 0,37-2,40 mg/g

Seker igerigi: En baskin sekerin Glukoz ve Fruktoz oldugu belirtilmistir.
Glukoz: 6,39- 7,75 mg/100g

Fruktoz: 3,40-5,77 mg/100g

Yag asitleri icerigi: Karadutlarda baskin U¢ yag asit icerigi su sekilde 6zetlenebilir:
Linoleik asit: % 13,6-64,41

Palmitik asit: % 11,36- 22,7

Oleik asit: % 2,33-16,0

Organik asit icerigi: Karadutlarda baskin iki organik asit malik asit ve sitrik asit
olarak verilmistir.

Malik asit: 1,4 -218 mg/g

Sitrik asit: 8,80- 670 mg/g (80).

2.3.2.Fenolik Bilesikler ve Siniflandiriimalan

Besin ve fitokimyasallar icermesi agisindan zengin olan dut ve dut gibi meyvelerin

alinimi insanlari gesitli hastalik ve rahatsizliklardan onleyebilmektedir ve buda dinya

capinda meyve sebze tiketimini arttirmistir (83). Bu meyveler sadece taze ve

donmus olarak tuketilmemekte ayni zamanda iglenmis olarakta tuketilmektedir. Dutta



bulunun  yiksek seviyelerdeki polifenoller, antioksidanlar, vitaminler ve
minerallerdutlari insan saghgi i¢in faydali hale getirmektedir (84).

Polifenoller; hidroksisinnamik asitler, hidroksibenzoik asitler, proantosiyanidinler,

antosiyaninler, flavonlar, flavanoller, izoflavonlar gibi ¢esitli siniflara ayrilirlar. Dut
genomundaki degisikliklerin bu biyoaktif bilesenlerin konsantrasyonu Uzerinde etkili
oldugunu goésteren kanitlar mevcuttur (85). Dutun igeriginin insan saghgi Uzerinde
potansiyel yararlari olmasi nedeniyle bitkisel diyet takviyesi olarak kullaniimaktadir.
Bir ¢gok calismada dutlarin; antikanser, antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleri oldugu
gOsterilmistir (86,87).
Dutlarin anti-kanser etkisi bilegenleri; metabolize edici enzimlerin induksiyonu, gen
ekspresyonunun modilasyonu ve hucre proliferasyonu, apoptoz ve hicre ici sinyal
yollarinin Uzerindeki etkileri de dahil olmak Uzere cgesitli mekanizmalar araciligiyla
gosterilmektedir (88). Cilek ve karadut gibi bazi dut turlerinin gallik ve elajik asit gibi
fenolik bilesik kaynadi oldugu ve dolayisiyla kanser énleyici aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmigtir (89).

insan saghg ile iligkili fenolik bilesikler flavonoid, fenolik asit ve diger 7 aktif
bilesen icerir ve ginimuzde oldukga buyuk ilgi cekmektedir (90). Dutlarin iceriginde
fitokimyasallar, esansiyel mineraller, vitaminler ve yag asitleri yer almaktadir. Dutlar;
provitamin A, mineraller, vitamin C ve B-kompleks vitaminleri acgisindan oldukca
onemli bir kaynaktir.

Dutlarin koruyucu etkilerinin en énemli nedeni antioksidan 6zellik gostermeleri ve
serbest radikalleri yakalama kapasitelerinin mevcut olmasidir. Flavonoidlerin ayni
zamanda antioksidan 6zelliklerinin yani sira antiinflamatuar, antiviral, antimikrobiyal,

antialerjik, antitrombotik gibi 6zellikleri de bulunmaktadir (91).

2.3.3.Dutlarin Biyoaktif Bilegenleri

2.3.3.1.Vitaminler

Dutlar vitamin A, C ve E ile kompleks B vitaminlerini ihtiva eder. Bu vitaminler
bagisiklik sistemini guclendirmeye ve inflamasyonu azaltmaya yardimci olur. Ayrica
kalp hastaligi, diyabet ve yaygin kanserler gibi kronik hastaliklara yol agan oksidatif
stresin etkilerini uzaklastirmaya yardimci antioksidanlar olarak kabul edilirler (92, 93).
Dutlar canli sistemlerde bir ¢ok role sahip suda ¢ozunebilen bir bilesik olan askorbik

asidin ¢ok dnemli bir kaynagidir. Taze meyve ve sebzelerde oldukga fazla bulunur.



Tar, cesitlilik, iklim, hava kosullari, bolge, olgunluk ve depolama suresi gibi ¢ok

sayida faktérdut meyvelerinin C vitamini igerigini etkilemektedir (94).

2.3.3.2.Mineraller

Dutlar makro ve mikro besin kaynaklari agisindan oldukga zengindir. Dutlarda en
cok fosfor, potasyum, magnezyum, kalsiyum, mangan, demir, bakir, sodyum ve
aluminyum mineralleri bulunur. Diger meyveli bitkilere nazaran dutlar demir,
kalsiyum, fosfor ve sodyum mineralleri icermeleri acisindan lider konumdadir (95). Bu
mineraller insanlarda; su ve elektrolit denge, metabolik kataliz, oksijen baglanma,
hormon fonksiyonlari, kemik ve membran dizenlenmesi gibi fizyolojik ve

biyokimyasal sureclerde énemli rol oynar (96).

2.3.3.3.Antosiyaninler

Antosiyaninler flavonoidlerin alt grubudur ve dodada yaygin olarak bulunurlar.
Antosiyaninler yaban mersini, karadut, bogurtlen, cilek, lahana ve i1spanak gibi meyve
ve sebzelerde oldukga fazla bulunur. Antosiyaninler kirmizi, mavi ve mor pigmentli
dutlarda bulunur ve gugli antioksidan olarak davranan renkli pigmentlerdir (97).
Antosiyaninler yuksek antioksidan oOzellik goOsterir ve bu Ozelligi ¢ok sayida

hastaliktan koruma saglar (98).

2.3.4.Dutlarin Saghk Yararlari

Calismalar dutlarin saghkh bir diyetin dnemli bir pargasi oldugunu gdstermektedir.
Dutlardaki cesitli fitokimyasallarin antioksidan 6zellik gosterdigi ve serbest radikallerin
yol actigi kronik hastaliklar ve yaslanmaya karsi vicudu gesitli hastaliklara kargi
korumaya yardimci oldugu dusunulmektedir.

Dutlar pek ¢ok dogal antioksidanin; flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C ve E’nin
kaynagidir. Dutlarin yuksek tanin icerigi ve antiseptik Ozelligi minor kanamalarin
tedavisinde etkili olmalarini saglar.Dut fenolikleri icersinde en ¢ok calisilan madde
antosiyaninlerdir (87, 89). Dut fenolikleri en ¢ok antioksidan olarak davranislariyla
taninir. Fakat invivo yapilan ¢alismalar dut fitokimyasallarinin antioksidan diginda pek
¢cok Ozellikleri oldugunu gdstermistir. Ayrica dut fitokimyasallarinin; nukleer
reseptdrlerin ve metabolizma enzimlerin aktivitelerinin, gen ekspresyonunun, hicre
ici sinyal yolaklarinin dizenlenmesinde ve DNA oksidatif hasarinin tamiri gibi ¢ok

sayida hucresel fonksiyonda etkili olduklarina dair kanitlar artmaktadir(99,100).
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Modern tipta dutun tek kullanimi karaduttan elde edilen suruptur. Karadut surubu
gargara olarak agiz ve bogaz hastaliklarina, 6zellikle de bebeklerde pamukguklara
karsi uygulanir. Karadut kok ve govde kabuklari idrar sokturucu ve tenya dusurucu
olarak bilinir. Meyveleri istah acar. Karadut yapraklarindan, hafif kan sekerini

dugurucu etkisi nedeniyle faydalanilir (89).

2.3.5.Antioksidan Ozellikleri

Flavonoidler ve diger fenoliklerden olan fitokimyasallar serbest radikallerin yol
actigl oksidatif hasara karsi hicreleri korumaya yardim eden antioksidan aktiviteleri
oldugu dusutnulmektedir. Son zamanlarda antioksidan 6zelliinden dolayi dutlarin
tiketiminde artis olmustur. Serbest radikallerin hasar verici etkisine ve yaslanma
sureci ile iligkili kronik hastaliklara karsi, antioksidanlarin vicudu koruduklari
dusunulmektedir.

Dutlarinda yer aldig1 taze meyveler ve sebzeler antosiyanin, vitamin C ve E gibi
dogal antioksidanlari icererek, disuk yogunluklu lipopolisakkarit (LDL) oksidayonunu

inhibe eder ve antioksidan aktiviteyi arttirirlar (101)

2.3.6.Antikanser Ozellikleri

Bir ¢cok in vivo yapilan arastirmada timorojenik slrecinin farkh evrelerinde cesitli
dut  ozltlerininantikarsinojenik  etki  gosterdigi  kanitlamistir  (102).  Dutlar
antosiyaninlere ek olarak ayni zamanda, flavonol, fenolik asitler, ellajik asit, vitamin C
ve E, folik asit ve B-sitosterol gibi diger koruyucu etkili fitokimyasallarca da zengin
dogal bir kaynaktir (103).

2.3.7.Antimutajenik Ozellikleri

Dut ozutlerinden cgesitli kimyasallar izole edilmis ve bu 6zutlerde kanser hucre
metabolizmasini bloke eden, kulturde kanser hucrelerini dlduren, serbest radikalleri
inaktive eden, antidstrojenik aktiviteyi arttirlpp mutajenezi inhibe eden antimutajenik
aktivite oldugu bildirilmistir (104,105). Hucre kaltard cahsmalaridan gesitli  bitki
Ozutlerinin kanser hucre hatlarinin ¢odalmasini engelledigi ve pek ¢ok bitki
bilesiklerinden, oOzellikle kara duttan elde edilenlerin, saf formda oldukga ylksek
antiproliferatif etki gosterdikleri bildirilmistir (106,107).



2.3.8.Morus nigranin diger sistemler Uzerine etkisi

Morus nigra yaygin olarak asya , avrupa ve afrikada yetistirilir. Cogunlukla karadut
olarak bilinir. Morus nigra bir antioksidan olarak raporlanmig, membran ve
biyomolekiillere karsi olan oksidatif hasari koruyucu etkisi raporlanmistir. Onemli
bitki-kimyasal icerikler yani flavonoidler , alkoloidler ve fenoller bu bitkinin iceriginde
oldugu raporlanmistir. icerigindeki flavonoid bileseninin hepatoprotektif aktivitesi
oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda yapilan galismalarda parasetamol toksisitesinde,
diabetik karaciger hasarinda , karbotetrakloririn olusturdugu karaciger hasarinda

koruyucu etkileri oldugu gosterilmigtir (107).

2.4.Serbest Radikaller

Kimyasal bilesikler iki ve daha fazla elementin bir araya gelmesiyle aralarinda
kimyasal bag kurulmasi sonucunda olusur. Bilesiklerin kararli ya da kararsiz duruma
gecmesi mevut baglarin gevresinde bulunan elektronlarin giftlenmis olup olmamasina
baglidir. Eslenmemis elektron igeren, ¢ok kararsiz, diger molekullerle ¢ok hizli
reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek icin elektron almaya

gereksinim duyan molekillere serbest radikaller denir.

Serbest radikaller organizmada oksijen kullanimi sirasinda bir molekulin
elektronunu alarak okside eder ve bu yeni molekllin kendisi bir serbest radikal
haline donusur. Serbest radikaller normal metabolik faaliyetlerin bir yan Grinu olarak
ve/veya kullanilan ilaglarin, diger zararl kimyasallarin ve radyasyonun etkisi ile
olusur. Hulcrelere zarar verdigi bilinen serbest radikal turleri stiperoksit anyonlari (02,
O:), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil serbest radikali (OH) gibi mutajenlerdir.
Bunlar farkli da olsa ortaya ¢ikan zincirleme reaksiyonlar sonucunda proteinler ve

diger makromolekullerde tahribata hatta hicre 6lumlerine neden olabilmektedir (108).

Serbest radikaller zararlarini hucrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipitlere
saldirarak olustururlar (109). Serbest radikallerin zararl etkilerinden korunmak igin
antioksidanlar uretilir boylece antioksidanlar hiicrelerdeki serbest radikalleri nétralize
etmeye calisirlar (110). Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin
detoksifikasyon hizi bir denge igerisindedir ve bu duruma oksidatif denge denir.
Oksidatif denge, hucreyi serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korur. Denge

serbest radikaller lehine bozulursa hiicrede serbest radikallerin miktari artar. Serbest



radikallerin hucrede artigi ile hicre fonksiyonlari olumsuz etkilenir ve bu duruma
‘oksidatif stres’ denir (110).

Oksijenden olusan radikal grubu biyolojik sistemlerdeki en ©6nemli serbest
radikallerdir (111). Son derece etkin olan ve hicre hasarina yol agan superoksitler,
bakirl bir enzim olan siperoksit dismutaz (SOD) aracihgiyla hidrojen peroksit (H202)
ve oksijene donusturular (112). Superoksitlerden daha zayif etkiye sahip olan H202,
dokularda bulunan katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve

oksijen gibi daha zayif etkili Grlnlere donustlrilerek etkisiz hale getirilir (113).

Dusuk agirhkh glutatyonun sentezi ve antioksidan aktivitesindeki déngusu serbest
radikaller, organizmada normal hucre metabolizmasi sirasinda oksidasyon ve
reduksiyon reaksiyonlari sirasinda olusabildigi gibi cesitli dis kaynakli nedenlerle de
olusabilir. Oksidatif stres, serbest radikaller ve diger reaktif tlrlerin antioksidanlarin
varlidina zarar verdiginde ortaya ¢ikar. Reaktif oksijen turleri, reaktif nitrojen tirleri ve
antioksidan ajanlar fizyolojik sinyal, savuma, inflamasyon olusumu ve varliginda
temel rol oynar. Normal kararli durum bozuldugunda, oksidan ve antioksidan
arasindaki dengesizlik solunum ve solunum disi bir dizi hastaliga sebep olarak

patolojik reaksiyonlari provake edebilir.

2.4.1.Serbest Radikallerin Huicreler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, hicre membraninin stabilitesini bozarak, hizl bir sekilde hicre
ve doku hasarlarina sebep olurlar (114). Olusan hasar neticesinde membranin yapisi
ve fonksiyonlari blyik oranda bozulur. Poliansature yag asitlerinde (PUFA) olusan
oksidatif hasar membran lipitlerinin peroksidasyonu (LPO) olarak bilinmektedir (115).
Lipid molekulinde iki doymamis yag arasinda yerlesmis olan bir metilen grubundan
bir hidrojen atomunun c¢ikariimasi ile baslayan kompleks olaya LPO denir (116).
Lipitlerinin peroksidasyonu bir defa olustuktan sonra hiicrede kendi kendine devam
eden zincir tepkimeler baglar. Lipitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksil
radikalleri (LOO.) bir sonraki PUFA’yI okside eder ve yeni zincirleme tepkimeleri
baslatirlar (117). Devam eden tepkimeler sonucunda hidroperoksitler (LOOH) ve
bunlarin da devam eden parcalanmasi ile daha siddetli radikal 6zelligi Malondialdehit

(MDA)'e doénusurler. Dokuda MDA seviyesinin artmasi o dokuda serbest oksijen



radikallerinin arttigin1 gosterir (118). MDA’'nin oOlgumu, doku hasarinin boyutunu

belirlemeye yarayan énemli belirleyicilerden biridir (119).

Serbest oksijen radikalleri DNA hasari yaparak en énemli hasari meydana getirir
(120). DNA molekudli yeniden sentezlenemeyen fakat kopyalanabilen bir molekul
oldugundan DNA modifikasyonlari mutasyonlara ve genetik bozukluklara sebep
olmaktadir. Proteinler, DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar serbest oksijen
radikallerinin énemli hedefleri arasindadir. DNA molekuli hasari sonucu yaslanma,
kronik inflamasyon, karsinogenezis, enfeksiyon, ndrodejeneratif ve kardiyovaskuler
hastaliklar gibi gesitli patolojiler gorulmektedir (121). Protein yapisindaki enzimlerin
aktivitelerini serbest radikaller degistirir, ayni zamanda membran transport

proteinlerini ve reseptor etkilesimlerini bozabilirler (122).

2.4.2.Serbest radikallerin organizmaya etkileri:

Serbest radikaller olduk¢a reaktif molekiller olduklarindan dolayi, hicre
mekanizmasina ve yapi taslarina zarar vererek membran fosfolipitleri basta olmak
Uzere karbonhidrat, lipit, protein ve DNA gibi biyomolekullerin yapisini bozar. Bunun
neticesinde membranlar depolarize olmakta, parcalayici enzimlerin aktivitesi

artmakta, hicre zarinin elektrik yik dengesi ve gecirgenligi degismektedir (123).

2.4.2.1.Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen radikali ile hiicre membran fosfolipidlerinin yapisini olusturan
poliansatlre yag asitleri reaksiyona girerek lipid hidroperoksitlerini olusturarak lipid
peroksidasyonuna neden olurlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda tiobarbutirik asidle dl¢ulebilen malondialdehit (MDA) olusurken,
doku ve kandaki MDA seviyesi lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gOsterir. Malondialdehit, hicre icin ¢ok toksik bir molekaldir. Malondialdehit ayni
zamanda mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesik olarak kabul edilmektedir
(124,125). Malondialdehit yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir
goOstergesi olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon

sergiler.



2.4.2.2. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu peroksidler ve okzoaldehidler olusur.
DNA, RNA, proteinlere baglanabilme ve aralarinda c¢apraz baglar olusturma
Ozelliklerinden dolay! “ okzoaldehidler” antimitotik etki gosterek, kanser ve yaglanma
olaylarinda rol oynarlar. Serbest radikaller, bu tur etkilerinden dolayi ¢ok cesitli
hastaliklarinpatogenezinde onemli role  sahiptirler.Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimi, psoriyazis, romatoid artrit, behget hastaligi, koroner
arter hastaligi, hipertansiyon, cesitli deri, kas ve go6z hastaliklari, kanser ve yaslilik
gibi birgok hastalikta serbest radikal Uretiminin arttigi ve antioksidan savunma

mekanizmalarinin yetersiz oldugu anlasiimistir (126).

2.4.2.3.Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin proteinler Gzerinde ciddi zararlari vardir. Reaktif oksijenler
peptid baglari ile ya da aminoasit yan zincirleri ile reaksiyona girerek proteinleri
okside ederler (127). Proteinin yapisindaki amino asitlerle serbest radikaller
reaksiyona girerek sulfidril gruplarinin kaybina ve karbonil gruplarinin olugsmasina
sebep olurlar. Ozellikle yapisinda cift bag iceren fenilalanin, histidin, triptofan, trozin
ve slfidril grubu iceren metiyonin ve sistein serbest radikallerle reaksiyona gecerler.
Reaksiyonlar sonucunda oksidatif stres urinleri olan glutatyon (GSH) gibi tiyollerin
(R-SH) 18 oksidasyonu, tiyol ve oksijen radikallerinin olusumuna sebep olurlar.
Bunlar sulfir merkezli radikallerdir (R-SH) ve proteinlerdeki homolitik sulftrlerin
karsilikli fisyon reaksiyonlari distlfit bagini olusturur. Boylece proteinlerin yapisini
bozarak vucuttaki metabolik aktivitelerini bloke eder (128, 129). Serbest radikallerin
neden oldugu hasar sonucunda proteinlerde ¢apraz baglanma, protein agregasyonu
meydana gelir. Proteinlerin, ROS hasarindan ne derecede etkilenecegi aminoasit
bilesimlerine baglidir. Proteinin hucresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite
glcune gore protein harabiyet boyutlari degisebilir (130).

2.4.2.4.Nukleik asitlere etkileri
DNA molekult Gzerinde olugan hasar serbest oksijen radikallerinin en dnemli
hasarlarindandir  (120). DNA molekili  kopyalanabilen  fakat  yeniden

sentezlenemeyen bir molekll oldugundan DNA modifikasyonlari, mutasyonlara ve
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genetik bozukluklara sebep olur. Serbest oksijen radikallerinin major hedefleri
arasinda proteinler, DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar bulunmaktadir (105,
131). Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla etkilesime girerek degisikliklere sebep
olur. Sitotoksisite, buyuk oranda nukleik asit baz modifikasyonlarindan kaynaklanan
kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger bozukluklarla iligkilidir (132).
Radikaller, protein yapisindaki enzimlerin aktivitelerini degistirir (122). Serbest
radikaller, DNA (zerinde etkiyle hicrede mutasyona ve 6lime sebebiyet verirler.
Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan kolayca
gecer ve hucre gekirdegine ulasarak DNA hasarina, hucre disfonksiyonuna neden

olurlar. Hatta hiicre dlimune yol acabilir (133).

2.4.3.Antioksidan Savunma Sistemleri

Canl hicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
biyomolekillerin  oksidasyonunu ©nleyen ya da geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olay antioksidan savunma olarak tanimlanir (134). Organizmada
olusan bir oksidatif stres durumuna Kkargl antioksidanlar DNA'yi, lipidleri,
karbonhidratlari, proteinleri ve diger oksitlenebilir substratlari oksidasyona kargi
muhafaza ederler. Serbest radikaller tarafindan olusturulan oksidasyon dokularin
yaslanmasina, kanser ve kalp-damar rahatsizliklari gibi bazi hastaliklara sebep
olurlar (135).

Canli organizmalarda, oksidatif harabiyetin dnlenmesi, sinirlanmasi ya da kismen
duzeltiimesini saglayan koruyucu mekanizmalar mevcut olup, oksidan urunlere kargi
korunma, olusan radikallerin detoksifikasyonu, radikal reaksiyonlarin sona erdirilmesi
ve radikal olugsumunun sinirlandiriimasi seklinde geligsir (134). Oksidanlarin
organizmadaki duzeylerini arttiran etkenleri ve risk faktorlerini iyi belirlemek ve
bunlardan uzak durmak ilk yapiimasi gereken girisim olmalidir. ikinci girisim ise
ROS'larla tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlari bir ya da birkac basamaginda bloke
etmektir. Uglincl girisim, olusan mediyatorlerle aktive olan inflamatuvar hicrelerinin
lezyon yerine hicumunu ve orada agiri birikiminin dnlenmesidir. Oksidan molekdllerle
mulcadelede esas girisim ise belirli dizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki edip
onlari pasif hale getiren antioksidanlardir. Antioksidan savunma elemanlari hticre igi
ve hiicre digi ortamda farklidirlar. insanda bellibagh hiicre igi antioksidanlar



superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimleridir. SUperoksit dismutazin yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; GPx’de ise
selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metalloenzim olarak da isimlendirilirler.
Hucre disi antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin,

seruloplasmin, albumin, bilirubin, B-karoten ve a-1 antitripsin sorumludur (120).

2.4.4.Total Oksidatif Durum (Stres)

Dolagsimdaki reaktif oksidan radikallerinin duzeyleri ayri ayri Olgulup
hesaplanabilmektedir. Artan reaktif oksidan radikallerinin oksidasyon etkileri birbiri
uzerine eklenebilir. Ayni zamanda ayri ayri 6lgim yapmak yerine total dlgimun pratik
olarak daha yararli olabilecegi dustinulmus ve total oksidatif stresi gosterebilecek bir
Olcim geligtiriimigtir. Bu 6lgim metodu ile in vitro Total Oksidatif Stres (TOS)
hesaplanabilmektedir. Vicut sistemindeki oksidan-antioksidan durumunun oksidanlar
yoninde bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikan anormal durum oksidatif stres olarak
adlandiriimigtir.  Sistemdeki oksidatif stresin toplam seviyesi TOS seklinde
gosterilmektedir. Oksidatif ortam; agir miktarda serbest reaktif oksijen radikalinin
yada nitrojen radikallerinin bulunmasi veya antioksidan kapasitesitede azalma ile
meydana gelir. Reaktif oksijen turlerindeki artma ile hicre yapisindaki lipit, protein ve
DNA gibimolekullerde hasar olusmaktadir (136,137).

2.4.5.Total antioksidan Durum (Stres)

Endojen yada eksojen sebeplerle olusan serbest oksijen tirlerini ve bu oksijen
radikallerine bagh gelisen oksidatif stresi antogonize eden antioksidan molekdulleri
fizyolojik ortamda organizmada bulunmaktadir.Total antioksidan durumun az bir
bolumu harig baslica dolagimdaki antioksidan molekillerinden meydana gelmektedir.
Transferrin  ve seruloplazmin benzeri antioksidanlarlabirlikte serbest oksijen
radikallerini temizleyen zincir kirici 6zelligi olan antioksidanlar mekanizmalarda
dolasimda mevcuttur. Urik asit, alblimin ve askorbik asit tiiriinden antioksidanlar ise
dolasimdaki TAS’In yaklasik % 85’ini meydana getirir. Antioksidan molekiiller
dolasimda kendi aralarinda da etkilesim halindedirler. Bdylece antioksidanlar tek
baslarina meydana getirdikleri toplam etkiden daha fazla antioksidan etki

gOsterebilmektedirler.



Askorbatin glutatyon tarafindan, alfa tokoferolinde askorbat tarafindan tekrar
aktiflestiriimesi bu sinerjistik 6zellige 6rnek olabilir. Vicutta meydana gelen oksidatif
stresin antagonize edilmesinde plazma dolasimi ¢ok kritik bir rol Gstlenmektedir. Kan;
antioksidan molekulerinin vucuttaki tim dokulara ulagsmasini saglar Bunun igindir Ki
TAS’In tespiti antioksidanlarin tek tek 6lcimu ile hesaplanmasindan daha fazla anlam
tasir (136,138).

2.4.6.0ksidatif Stres indeksi (OSi)

Oksidatif Stresin bir belirteci olarak tanimlanan Oksidatif Stres indeksi (OSI); TOS
degerinin  TAS degerine oraninin yuzde olarak tanimlanmasidir.Oksidatif Stres
indeksi hesaplamasinda TAS seviyeleri umol birimine dénlstirulir. Oksidatif Stres
indeksi’nin birimi Arbutrary Units (AU)'dir.

OSI (arbitraryunit) = [TOS (umol H202 Eqg/L)/TAS (umolTroloxEg/L)] x 100. (136).



lI.GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan hayvanlar Manisa Celal Bayar Universitesi Deney
Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmis ve T.C. Manisa Celal
Bayar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 08.11.2016 tarih ve

77.637.435-64 sayil karar ile etik onay belgesi alinmigtir.

Calismada 56 adet erigkin disi 250-300gr agiriginda Wistar sigcan kullanildi.
Farelerin bakimi ve gdzlem siireci Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde gergeklestirildi. Fareler uygun
kafeslerde oda sicakhigi 2411 C’ de, 12 saat aydinlik/karanlik siklusu i¢inde ve giinde
bir kez temizlenen kafeslerde standart laboratuvar diyetiyle ile beslendi, su alimlari
serbest birakildi.

Deney gruplari her grupta 14 hayvan olacak sekilde 4 grup halinde olusturuldu.
Gruplardaki denekler 4. ve 6. gin uygulamalari olmak Gzere her bir grupta 7 denek

olacak sekilde 2 alt gruba ayrild1.

Tablo 4: Deney gruplarinin olusturulma bigimi

Gruplar Uygulama 4.gun | 6.gun

Grup 1 30mg/kg MTX 7 7

Grup 2 30mg/kg MTX + 500mg/kg Morus | 7 7
nigra ekstresi

Grup 3 0.001ml/kg-2.5ml/kg intragastrik | 7 7
salin soliisyonu

Grup 4 500mg/kg Morus nigra ekstresi 7 7

Birinci grup, birinci gun 30mg/kg metotreksatin intraperitoneal verilmesiyle
olusturuldu. Ikinci gruba ise ilk giin 30mg/kg MTX intraperitoneal olarak verildi ayni
zamanda birinci gun MTX verildikten sonra baslamak Uzere birinci alt gruba dort gin
ve ikinci alt gruba alti gin boyunca oral yoldan gavaj yardimiyla 500mg/kg Morus
nigra ekstresi hayvanlara verildi. Uglincli gruba ise yalnizca 0.001ml/kg-2.5ml/kg
birinci alt gruba doért gun ve ikinci alt gruba alti gin boyunca intragastrik salin

solisyonu verildi. Dérdiincu Gruba ise oral yoldan gavaj yardimiyla 500mg/kg olacak
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sekilde birinci alt gruba 4 gun ve ikinci alt gruba 6 gun boyunca Morus nigra ekstresi
verildi.

Denekler 4. veya 6. glinde galisma gruplarina gore sakrifikasyonu genel anestezi
altinda yapildi ve steril sartlarda kardiyak kanlari (yaklasik olarak her hayvandan 3
ml) alinarak barsak dokulari ¢ikarildi. Cikarilan her bir barsak dokusunun total olarak
uzunluklari olguldi.Daha sonra barsak o6rnekleri duodenum, jejenum ve ileum
kisimlari ayrilarak %10 lukformalin sollisyonu igerisinde fiksasyon igin alindi.
Solusyon igerisindeki 1 saatlik bekleme suresinin ardindan barsak icerisindeki feges
artiklar %210 luk formalin solusyonu ile yikanarak temizlendi ve tum ornekler 24-48

saat tespit soliisyonunda tutuldu.

3.1.Parafin doku takibi

Fiksasyon isleminden sonra tum ornekler bir gece boyunca akar su altinda
bekletildi. Ardindan %60, %70 ve % 80’lik alkol solisyonunda 30 ar dk bekletildikten
sonra %100 alkolde 1 saat ve degisim olacak sekilde dehidratasyon iglemi yapildi.
Ksilen:alkol solusyonu igerisinde 30 ar dk bekletiimenin ardindan ksilene alindi ve 1
saat, 2 degisim olacak sekilde bekletilerek seffaflastirma islemi gergeklestirildi. Daha
sonra tum ornekler ksilen;parafin karisiminda 30 dk bekletildi ve parafin igerisinde
bloklandi. (Tablo 5).

Tablo 5:Doku takibi protokolu.

Akar suda yikama 1 gece

%60 Alkol 30 dk

%70 Alkol 30 dk

%80 Alkol 30 dk

%100 Alkol 1 saat

%2100 Alkol 1 saat

Abs.Alk.+ Ksilen 30 dk

Ksilen 1 saat

Ksilen 1 saat

Ksilen + Parafin 30 dk(60°C etiivde)
Parafin 1saat(60°C etiivde)
Parafin 1 saat(60°C ettivde)

Bloklama



3.2.Histokimyasal boyama

Hayvanlardan alinan ornekler 5 mikron olacak gsekilde kesitleri alindi ve
parafinizasyon icin 60°C’de bir gece bekletildi. Ertesi gun ksilende 1 saat
bekletildikten sonra 5 dk akarsuda yikama islemi yapilip % 96, % 80, % 70 ve % 60
alkol serilerinde 2'ser dk bekletildi. Tekrar 5 dk akarsuda vyikanan kesitler
hematoksilende (Haematoxylinharris, RRSP67/E) 3 dk bekletildi. Ardindan 5 dk
akarsuda yikama yapildi ve %1 lik asit-alkol solusyonuna batirilip gikartildi. Yeniden
akarsuda 5 dk yikama yapildi ve 1 dk eosin (Surgipath, Unno1989, 01601E) ile
boyandi. Akarsuda 5 dk yikanan kesitler % 80 ve % 96 alkol serilerinde 1 dk bekletildi
ve kesitler kurutulduktan sonra ksilende 1 saat bekletildi. Tum boyali preperatlar
entellan (Spring bioscience, DMM-125) ile kapatilarak isik mikroskobu (Olympus,
BX43) altinda incelendi (Tablo 6).

Tablo 6: Hematoksilen- eozin boyama protokoli

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dk
Ksilen 30 dk
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dk
% 80 alkol 2 dk
% 70 alkol 2 dk
% 60 alkol 2 dk
Yikama Akar su 5 dk
Boyama Hematoksilen 3dk
Yikama Akar su 5 dk
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 1 dk
Yikama Akar su 5 dk
Dehidratasyon % 80 alkol 1dk
Dehidratasyon % 95 alkol 1dk
Seffaflastirma Ksilen 1 saat

Kapama Entellan



3.2.1.Doku immunohistokimya boyamasi

Orneklerden alinan kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60° C’lik
etlvde tutulduktan sonra, 30’ar dk iki degisim ksilen ile seffaflagtirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan % 95ten % 60'a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dk bekletildi. Immunohistokimya kalemi ile
(IM3580, Immunotech, Marseille, France) ile sinirlandirilan érneklere % 0,5’liktripsin
(EKO01-10K, Biogenex, San Ramon, USA) solUsyonu iginde oda sicakhidinda 15 dk
tutuldu. Kesitlerin 3 defa 5er dk fosfat tamponu (PBS) ile yikama islemi
gerceklestirildi. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk % 3’lik H20:2
uygulandi. Kesitler 3 defa 5er dk PBS ile yikandiktan sonra 10 dk bloklama
solisyonu (85-9043,Histostainplus kitinvitrogen) ile muamele edildi. Bloklama
solisyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra kesitler 1/100 dilusyon ile hazirlanmis
anti- Myeloperoksidase (D3ZGE2), anti-Ki 67 (ABM40064, Abbkine), anti-TNF-a
(ABP52624, Abbkine), anti-IL-18 (Abp51611, Abbkine) ve anti-Malondialdehyt
(ab6463, Abcam) primer antikorlari ile bir gece inkube edildi. Ertesi gun PBS ile 3
defa yikanan kesitler, anti-mouse —anti rabbitbiotin-streptavidin hidrojen peroksidaz
ikincil antikoru (85-9043,Histostainplus kit,Invitrogen) ile her bir boyama basamagi dk
30’ar dk olacak sekilde boyandi. Basamaklar arasinda 3 defa 5’er dk PBS ile yikanan
kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun gorunurligunu saptamak
amaclyla diamimobenzidine (DAB, 71897, 71898, Milipore) ile 5 dk boyandi.
Mayer'shematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile 2 dk
bekletilerek artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler
kapatma vasati (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi (Tablo 7).



Tablo 7: Doku immunohistokimyasi boyama protokol(i

islem
Deparafinizasyon

Seffaflastirma

Rehidratasyon

Yikama

Bloklama

Yikama

Endojen peroksidazlarin
bloklamasi

Yikama

Bloklama

Birincil Antikor

Uygulamasi

Yikama

ikincil antikor Uygulamasi
Yikama

Kromojen

Yikama

Z1t Boyama

Yikama

Dehidratasyon
Seffaflastirma

Kapatma

Madde Sure

60° C etlvde 1 gece

Ksilen 30 dk

Ksilen 30 dk

% 95 alkol 2 dk

% 80 alkol 2 dk

% 70 alkol 2 dk

% 60 alkol 2 dk

PBS 10 dk

Tripsin 15 dk
(370C)

PBS 3X5 dk

%3 Hidrojen Peroksit 5 dk

PBS 3x5 dk

Blok solusyonu 1 saat

Myeloperoksidase (Biorbyt CAT NO: 1 gece, 4°C

D3ZGEZ2) de

Ki 67 (Abbkine CAT NO: ABM40064)
TNF-a (Abbkine CAT NO: ABP52624)
IL-18 (Abbkine CAT NO: Abp51611)
Malondialdehyt(AbcamCAT NO:ab6463)

PBS 3x5 dk
Biotinlenmis antimouse veya anti-rabbit 30 dk
PBS 3x5 dk
DAB 5 dk.
Distile su 3x5 dk.
Mayer hematoksilen 5dk
Distile su 10 dk
Alkol (%80, %90, %100) 2 ser dk
Ksilen 60 dk
Entellan



3.3.Biyokimyasal analizler

Ratlardan kan ornekleri intrakardiyak olarak lityum heparinli tiplere alindi. Kan
ornekleri 3500 rpm de 10 dk santrifij edilerek plazma ayrilmis ve toplu olarak analiz

edilinceye kadar -80°C de sakland..

Plazma orneklerinde total oksidan status (TOS) ve total antioksidan status
duzeyleri (TAS) ticari kitlerle (RelAssay Gaziantep, Turkiye) analizleri analizérde
spektrofotometrik metod ile analiz edildi. TOS analizinde spektrofotometrik olarak
ornekteki total antioksidan molekiller analiz edildi, kit hidrojen peroksid ile kalibre
edildi. Sonuglar mikromol hidrojen peroksid esdegeri /litre (umol H202Eq/L) olarak
verildi (139).

TAS analizi ABST (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radikal
katyonunun antioksidan etkisi Uzerinden analiz edilmistir ve sonuglar mikromol

Trolox esdegeri /L olarak verildi.(140).

Oksidatifstress indeksi (OSI) oksidatifstress gostergesidir. TOS/TAS orani olarak

asagidaki formul ile hesaplanmistir. (141)

OSI (arbitraryunit) = [TOS (umol H202 Eqg/L)/TAS (umolTroloxEg/L)] x 100.

3.4.Morus Nigra’nin elde edilisi

Ege Universitesi Eczacilik  Fakiltesi Farmakognozi  Anabilim  Dali
Arastirma Laboratuvarinda meyveler oda sicakligina getirilip bir blender yardimiyla
homojenize edildi. 1 k meyve homejenizatina karsi 10 k olacak sekilde %70'lik sulu
etanol ile 24 saat galkalayicida masere edildi ve daha sonra filtre kagidindan suzuldu.
Suzuntl rotavaporda algcak basingta kuruluga kadar ucguruldu. Ele gegen ekstre

analiz yapilana kadar buzdolabinda saklandi.

3.5.istatistiksel yontemler

Degigkenlerin analizinde SPSS 25.0(IBM Corparation, Armonk, New York, United
States) programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Lilliefors diizeltmeli
Kolmogorov-Smirnov testi ve Shapiro-Wilk testi ile varyans homojenligi Levenetesti
ile deg@erlendirildi. Bagmmsiz iki grubun nicel verilere gb6re Dbirbiri ile

kargilagtirimasinda Independent-Samples T testi Bootstrap sonuglariyla birlikte
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kullanilirken Mann-Whitney U testi Monte Carlo simulasyon teknigi ile kullanildi.
Bagimsiz ¢oklu gruplarin nicel verilere gore birbiriyle kargilastirlmasinda parametrik
yontemlerden One-WayAnov testi kullanilirken nonparametrik testlerden Kruskal-
Wallis H Testi Monte Carlo simulasyon teknigi sonuglari ile kullaniimis olup Post Hoc
analizleri igcin  Dunn’s  Test kullanildi.  Nicel degiskenler tablolarda
ortalamazstd.(standart sapma) ve medyan (Minimum/ Maximum), kategorik
degdiskenler ise n (%) olarak gosterildi. Degiskenler %95 guven dizeyinde incelenmis

olup p degeri 0,05 ten kiiguk anlaml kabul edildi.



IV.BULGULAR

4.1.Makroskobik bulgular

Deneylere uygulama sonrasinda c¢alismamizda da nedeni bilinmeyen sekilde
dordincu gun Gguncu gruptan iki adet rad ve altinci gun ikinci gruptan bir rad, Gguncu
gruptan bir rad kaybi oldu. Diger deneklerin MTX uygulamasindan sonra ilaci tolere
edebildi, gugsuzlik, kilo kaybi, ates goézlenmedi. Calismada MTX ve ekstrak
uygulamasi sonrasinda grup 1, 2 ve 4. grup deneklerde defekasyonun sulu oldugu
tedavinin 3.gununde gozlendi. Fakat deneklerde bunun disinda bir klinik bulguya
rastlanmadi. Her grup denekten sakrifikasyon sonrasinda barsak dokulari ¢ikartilarak
hem makroskobik gozlem yapidi hemde barsak pargalarinin uzunluklari olguldu.
(resim 6), (resim 7).Makroskobik gézlem sonunda grup 1 ve 2 de bagirsak anslarinin
yer yer sis ve ddemli oldugu, grup 1 de yer yer hiperemik kanama odaklari gézlendi.
Grup 3 ve 4 ise bagirsagin higbir segmentinde makroskobik degisiklik gézlenmedi.

Ayrica dort gruptada patolojik boyutta mezenterik lenf noduna rastlanmadi.

Resim 6: Rad’larin dekapitasyon sonrasi intestinal dokularin ¢ikariimasi ve kan
ornegi alinmasi (A: Normal intestinal doku gorinimu, B: Konjesyone, odemli

bagirsak duvari)

Bagirsak uzunluklari incelendiginde, 4.ve 6.gunlerde yalnizca MTX alan grup 1 ve

MTX Morus nigra alan grup 2 bagirsak uzunluklarinin 1. grupta sirasiyla dérdincu
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gun 23, 44, 33 cm, altincigun 30, 25, 24 cm ve 2. grupta dorduncu gunde sirasiyla

38, 58, 67 cm, altinci gun 32, 38, 20 cm saptandi. Bu sonuglar grup 3 ve grup 4 ile

karsilastirildiginda daha kisa oldugu goézlendi (Tablo: 8).

Tablo 8: 1.2.3.ve 4. Gruplarinda bulunan 3’er adet rad’in dérdlincu ve altinci gn

bagirsak uzunluklari (1.grup:mtx grubu, 2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin

solusyonu grubu, 4.grup:morus nigra grubu)

BARSAK 1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN
UZUNLUKLARI
1.GRUP 4 . gin 23 44 33

6. gln 30 25 24
2.GRUP 4. gln 38 58 67

6. gln 32 38 20
3.GRUP 4. giin 69 64 65

6. gun 48 28 41
4.GRUP 4. giin 56 61 65

6. gln 28 32 31

Bagirsak uzunluklari agisindan grup 1 ve 2 kargilastirildiginda ise grup 2 bagirsak

uzunlugunun grup 1 den daha fazla oldugu saptandi (Tablo 8). Grup 2 de 6. gunde

bagirsak uzunlugunun grup 1 e kiyasla daha uzun oldugu, fakat 6. gin barsak

uzunluklarinin 4. gune gore daha kisa oldugu gozlendi.




Resim 7: Radlarin bagirsak uzunluklarinin makroskopik gorunumu (A: 1.grup 4.
Gun 23cm , B: 2.grup 4.gin 58 cm, C: 3.grup 4.giin 69 cm , D: 4.grup 4.gin 65)

4.2 Histokimyasal bulgular(H-E)

4.2.1.1sik mikroskobik bulgular

Isik mikroskobik analiz sonucunda grup 1 duodenum, jejenum ve ileum
orneklerinde yer yer epitelial duzensizlikler oldugu, laminapropriada PNL ve kanama
odaklari oldugu goézlendi. Grup 2 de epiteliyal dizensizliklerin azaldigi, PNL

infiltasyonunu oldugu, fakat eritrositlerin laminapropriada olmadigi gézlendi. Grup 3



ve 4 deki tum barsak orneklerinde tek katli prizmatik epitelin varligi, gevsek bag
dokusu karakterinde laminapropriasi normal olarak degerlendirildi. Tum grup
bagirsak orneklerinde muskular ve adventisya tabakalarinda herhangi bir histolojik

degisiklik gozlenmedi.

4.3.immunohistokimyasal Bulgular

immiin boyamalar kullanilan DAB kromojeni nedeni ile kahverengi olarak
gorulmektedir. Boyanma goérilmeyen resimler 1 olarak skorlanir iken, boyanma
yogunluguna gore her bir antikorun her bir dokudaki boyanma siddeti 2, 3 veya 4
olarak degerlendirildi. Her bir grupta bulunan deneklerden yapilan boyanmalarinin

ortalamalari tablo 9, 10, 11 de verilmigtir.

Tablo 9: Duodenumun her bir grupta bulunan deneklerden yapilan boyanmalarin
ortalamalari (E: Epitel, LP:laminapropria, 1.grup:mtx grubu , 2.grkup:mtx+morus nigra

grubu , 3.grup:salin solliisyonu grubu , 4.grup:morus nigra grubu).

DUODENUM IL-1 Ki-67 TNF-ALFA MDA MPO

1.GRUP 4. gln

E 3 1 3 4 3
LP 3 1 3 3 3
6. gln

E 3 1 3 4 4
LP 3 1 2 3 4

2.GRUP | 4. giin
E 3 1 4 4 1

LP 3 2 4 4 2



E 2 1 2 2 1

LP 2 1 3 2 2

E 3 2 1 2 1

LP 2 1 1 1 1
pee

E 1 1 1 1 1

LP 1 1 1 1 1

E 8 1 3 2 1

LP 2 1 2 2 2
pee

E 2 2 2 1 1

LP 2 1 1 1 1

Tablo 10: Jejenumun her bir grupta bulunan deneklerden yapilan boyanmalarin
ortalamalari (E: Epitel, LP:laminapropria, 1.grup:mtx grubu , 2.grup:mtx+morus nigra

grubu , 3.grup:salin soliisyonu grubu , 4.grup:morus nigra grubu).

JEJENUM IL-1 Ki-67 TNF-ALFA MDA MPO
E 4 1 4 3 4



E 3 1 4 4 4
LP 4 1 4 4 4
E 2 2 3 3 2
LP 3 3 3 4 3
g
E 2 1 4 2 4
LP 3 1 4 3 3
E 2 3 2 1 2
LP 1 1 2 1 1
eer....
E 2 2 2 2 1
LP 2 2 1 1 2
E 2 2 3 2 2
LP 3 1 2 1 3
e
E 2 1 3 2 2

LP 2 1 2 3 2



Tablo 11: ileumun her bir grupta bulunan deneklerden yapilan boyanmalarin
ortalamalari (E: Epitel, LP:laminapropria, 1.grup:mtx grubu , 2.grup:mtx+morus nigra

grubu , 3.grup:salin soliisyonu grubu , 4.grup:morus nigra grubu).

ILEUM IL-1 Ki-67 TNF-ALFA MDA MPO

E 4 1 3 4 4

LP 3 2 4 4 4
e @0

E 4 1 2 4 4

LP 4 1 4 4 4

E 3 1 4 4 3

LP 3 2 4 3 3
ee?. ... 0@

E 2 1 2 2 4

LP 2 2 2 1 3

E 2 3 2 2 2

LP 2 3 3 2 1
e

E 2 2 2 2 2



4.GRUP [4.gun

E 2 2 2 2 2
LP 1 1 1 2 1
6. gln

E 2 2 2 2 3
LP 1 2 2 1 2

4.3.1.IL-1 immunoreaktivitesi

Duodenum 4.gin IL-1 immunoreaktivitesi tim gruplarda hem epitel hem de
laminapropria igerisinde saptandi. IL-1 immunoreaktivitesi grup 1 ve grup 2
orneklerinde epiteldeve laminapropriada (3) olarak saptanir iken, kontrol grubu olan
grup 3 de ise epitelde IL-1 immunoreaktivitesi (3), laminapropriada ise (2) olarak
saptandi. Grup 4 de epiteldeki IL-1 immunoreaktivitesi (3) ve laminapropria da ise (2)
oldugu izlendi. (Resim 8, Tablo 9)

Duodenum 6.gun IL-1 immunoreaktivitesi tim gruplarda epitelde saptanir iken
laminapropria da grup 3 haricinde tUm gruplarda saptandi. IL-1 immunoreaktivitesi
grup 1 orneklerinde epitelde ve laminapropriada (3) olarak saptanir iken, grup 2 ve
grup 4 de epiteldeki ve laminapropriadaki IL-1 immunoreaktivitesinin (2) oldugu
izlendi. Kontrol grubu olan grup 3 de ise epiteldeve laminapropriada (1), boyanma
g6zlenmedi (Resim 9, Tablo 9).

Jejenum 4.gun IL-1 immunoreaktivitesitim gruplarda epitel de saptanir iken
laminapropria da ise grup 3 haricinde tum gruplarda saptandi. IL-1
immunoreaktivitesi grup 1 de epitel de ve laminapropria da (4) olarak saptanir iken,
grup 2 ve grup 4 érneklerinde epitelde (2) ve laminapropriada (3) olarak saptanir iken

grup 3 de epitelde (2) ve laminapropria(1) boyanma saptandi (resim 8, Tablo 10).

Jejenum 6.gun IL-1 immunoreaktivitesi tim gruplarda hem epitel hem de
laminapropria igerisinde saptandi. IL-1 immunoreaktivitesi grup lepitelde (3) ve

laminapropria da (4) saptanir iken grup2 O&rneklerinde epitelde (2) ve



laminapropriada (3) boyanma saptandi. Grup 3 ve grup 4 de epitelde ve

laminapropria da (2) boyanma saptandi (Resim 9, Tablo 10).

ileum 4.guin IL-1 immunoreaktivitesi grup 4 laminapropria haricinde tiim gruplarda
hem epitel hem de laminapropria igerisinde saptandi. IL-1 immunoreaktivitesi grup 1
orneklerinde epitelde (4) ve laminapropria (3) saptanir iken, grup 2 de ise epitelde ve
laminapropria da (3) boyanma go6zlendi. Grup 3 de ise epitel de ve laminapropria
da(2) boyanma gozlendi. Grup 4 de ise IL-1 immunoreaktivitesinin epitelde (2)
boyanma gdzlenirken , laminapropria da boyanma gotzlenmedi (1) (Resim 8, Tablo
11).

ileum 6.giin IL-1 immunoreaktivitesi grup 3 ve 4 laminapropria haricinde tim
gruplarda hem epitel hem de laminapropria saptandi. IL-1 immunoreaktivitesi grup 1
orneklerinde epitelde ve laminapropria da saptanir iken, grup 2 de ise epitelde ve
laminapropria da (2) boyanma gozlendi. Grup 3 de ve grup 4 de ise epitel de (2) ve

laminapropria da ise boyanma gozlenmedi (1)(Resim 9, Tablo 11).

IL-1 DUODENUM JEJENUM ILEUM
/14.GUN

1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP




4.GRUP

Resim 8: IL-1'in 4.gun immunohistokimyasal goérintileri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin solisyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)

IL-1/6.GUN DUODENUM JEJENUM ILEUM

1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP

4.GRUP

!

K

Resim 9: IL-T’in 6.gun immunohistokimyasal goruntileri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin soliisyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)



4.3.2.Ki-67 immunorekativitesi

Duodenum 4.gun Ki-67 immunoreaktivitesi 1.ve 4 grupta epitel ve laminapropria
da (1) boyanma gozlenmez iken grup 2 de epitelde boyanma goézlenmedi (1) fakat
laminapropria da boyanma (2) ile uyumlu saptandi. Grup 3 de epitelde (2) boyanma

gOzlenirken laminapropria da (1) boyanma gozlenmedi (Resim 10, Tablo 9).

Duodenum 6.gun Ki-67 immunoreaktivitesi 1. 2. 3.grupta epitelve laminapropria
da (1) boyanma gozlenmez iken grup 4 de epitelde (2) boyanma goézlendi ve

laminapropria da boyanma goézlenmedi (1)(Resim 11, Tablo 9).

Jejenum 4.gun Ki-67 immunoreaktivitesi 1.grupta epitel ve laminapropria da
boyanma goézlenmezken (1) grup 2 orneklerinde epitelde (2) ve laminapropria (3)
saptandi. Grup 3 epitelinde boyanma (3) ile uyumlu iken laminapropria da(1)
boyanma saptanmadi. Grup 4 epitelinde (2) boyanma gozlenir iken

laminapropriasinda (1) boyanma gézlenmedi (Resim 10, Tablo 10).

Jejenum 6.gun Ki-67 immunoreaktivitesi 1. 2. 4.grupta epitel ve laminapropria da
(1) boyanma gé6zlenmez iken grup 3 de epitelde ve laminapropria da (2) boyanma

gOzlendi (resim 11, Tablo 10).

ileum da 4.gin Ki-67 immunoreaktivitesi 1. ve 2.grupta epitelde (1) boyanma
g6zlenmez iken laminapropria da boyanma (2) ile uyumlu saptandi. Grup 3 epitelinde
ve laminapropriasinda (3) ile uyumlu boyanma gozlendi. Grup 4 epitelde (2) boyanma

saptanir iken laminapropria da boyanma (1) saptanmadi (Resim 10, Tablo 11).

ileum da 6.giin Ki-67 immiinoreaktivitesi 1.grupta epitelde ve laminapropria da(1)
saptanmadi. Ikinci grupta epitelde (1) boyanma gézlenmez iken laminapropria da
boyanma (2) ile uyumlu saptandi. Grup 3 de ve grup 4 de epitelde ve laminapropria

da (2) ile uyumlu boyanma saptandi (Resim 11, Tablo 11).



Ki-67 DUODENUM JEJENUM ILEUM
/4.GUN

1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP

4.GRUP

Resim 10: Ki-67 nin 4.giin immunohistokimyasal goriintiileri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin solisyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)



Ki-67 DUODENUM JEJENUM ILEUM
/6.GUN

1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP

4.GRUP

Resim 11: Ki-67 nin 6.gin immunohistokimyasal goruntileri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin solisyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)

4.3.3.TNF-alfaimmunoreakativitesi

Duodenum 4.gin TNF-alfaimmunoreaktivitesi 3.grup haricinde tim gruplarda hem
epitel hem de laminapropria igerisinde saptandi. TNF-alfa immunoreaktivitesigrup 1
orneklerinde epitelde (3) ve laminapropriada (3) olarak saptanir iken, grup 2 de
epitelde ve laminapropriada TNF-alfa immunoreaktivitesinin (4) oldugu izlendi.
Kontrol grubu olan grup 3 de ise epitelde ve laminapropriada (1) boyanma



saptanmadi. Grup 4 epitelde (3) boyanma saptanir iken laminapropria da (2)

boyanma saptandi (Resim 12, Tablo 9).

Duodenum 6.gun TNF-alfa immunoreaktivitesi 3.grup ve 4. Grup laminapropriasi
haricinde tum gruplarda hem epitel hem de laminapropria icerisinde saptandi. TNF-
alfa immunoreaktivitesi grup 1 6rneklerinde epitelde (3) ve laminapropriada (2) olarak
saptanir iken, grup 2 de epitelde (2) ve laminapropriada (3) ile uyumlu TNF-alfa
immunoreaktivitesi oldugu izlendi. Kontrol grubu olan grup 3 de ise epitelde ve
laminapropriada (1) boyanma saptanmadi. Grup 4 epitelde (2) boyanma saptanir

iken laminapropria da (1) boyanma saptanmadi (resim 13, Tablo 9).

Jejenum 4.gin TNF-alfa immunoreaktivitesi tim gruplarda hem epitel hem de
laminapropria igerisinde saptandi. TNF-alfa immunoreaktivitesi grup 1 de epitelde ve
laminapropria da (4) ile uyumlu saptandi. Grup 2 de epitelde ve laminapropria da
boyanma (3) saptandi. Uglincli grupta epitel ve laminapropria da (2) boyanma
gO6zlenir iken 4.grup epitel de (3), laminapropria da (2) ile uyumlu boyanma gézlendi
(Resim 12, Tablo 10).

Jejenum 6.gun TNF-alfa immunoreaktivitesi tim gruplarda hem epitel hem de
laminapropria igerisinde saptandi. TNF-alfa immunoreaktivitesi grup 1 de epitelde ve
laminapropria da (4) ile uyumlu saptandi. Grup 2 de epitelde ve laminapropria da
boyanma (4) saptandi. Uglincli grupta epitelTNF-alfa immiiniireaktivitesi (2) saptanir
iken laminapropria da (1) boyanma goézlenmedi. Dordinci grup epitelde (3),
laminapropria da (2) ile uyumlu boyanma gozlendi (Resim 13, Tablo 10).

lleum 4.giin TNF-alfa immunoreaktivitesi 4.grup laminapropria haricinde tim
gruplarda hem epitel hem de laminapropria icerisinde saptandi. TNF-alfa
immunoreaktivitesi grup 1 érneklerinde epitelde (3) ile uyumlu iken laminapropria (4)
ile uyumlu saptandi. ikinci grupta epitel ve laminapropria (4) ile uyumlu gézlendi.
3.grupta boyanma epitel (2) ve laminapropria da (3) ile uyumlu saptandi. Dérduncu
grup epitelinde (2) ile uyumlu boyanma saptanir iken laminapropria da boyanma
g6zlenmedi (1)(Resim 12, Tablo 11).

ileum 6.glin TNF-alfa immunoreaktivitesi tim gruplarda hem epitel hem de
laminapropria igerisinde saptandi. TNF-alfa immunoreaktivitesi grup 1 6rneklerinde

epitelde (2) ile uyumlu iken laminapropria (4) ile uyumlu saptandi. ikinci grupta epitel



ve laminapropria (2) ile uyumlu gézlendi. Uglincti grupta boyanma epitel (2) ve
laminapropria da (2) ile uyumlu saptandi. Dérdincu grup epiteli ve laminapropria (2)

ile uyumlu boyanma saptandi (resim 13, Tablo 11).

TNF- DUODENUM JEJENUM ILEUM
ALFA
/4.GUN

1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP
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Resim 12: TNF-alfa nin 4.guin immunohistokimyasal goruntlleri (1.grup:mtx
grubu, 2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin solisyonu grubu, 4.grup:morus
nigra grubu)



TNF- DUODENUM JEJENUM ILEUM
ALFA/6.GUN

1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP

4.GRUP

Resim 13: TNF-alfa nin 6.gin immdinohistokimyasal gorintuleri (1.grup:mtx
grubu, 2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin solisyonu grubu, 4.grup:morus

nigra grubu)

4.3.4.MDA immunoreaktivitesi

Duodenum 4.gun MDA immunoreaktivitesi 3.grup laminapropriasi haricinde tum
gruplarda hem epitel hem de Ilaminapropria igerisinde saptandi. MDA
immunoreaktivitesi grup 1 érneklerinde epitelde boyanma (4) ve laminapropriada (3)
olarak saptanir iken, 2.grup epitel ve laminapropriasinda boyanma (4) ile uyumlu
gozlendi. Kontrol grubu olan grup 3 de epitelde (2) saptanir iken laminapropria da (1)



boyanma saptanmadi. Grup 4 de epitelde ve laminapropria da (2) ile uyumlu

boyanma saptandi (Resim 14, Tablo 9).

Duodenum 6.giin MDA immunoreaktivitesi 3. ve 4. grup haricinde tim gruplarda
hem epitel hem de laminapropria igerisinde saptandi. MDA immunoreaktivitesi grup 1
orneklerinde epitelde boyanma (4) ve laminapropriada (3) olarak saptanir iken,
2.grup epitel ve laminapropriasinda boyanma (2) ile uyumlu goézlendi. Kontrol grubu
olan grup 3 de epitelde ve laminapropria da (1) boyanma saptanmadi. Dérdincl

grup epitelde ve laminapropria da (1) boyanma saptanmadi (Resim 15, Tablo 9).

Jejenum 4.gun MDA immunoreaktivitesi3.grup epitel ve laminapropriasi ile 4.grup
laminapropriasi haricinde tim gruplarda hem epitel hem de laminapropria icerisinde
saptandi. MDA immunoreaktivitesi grup 1 6rneklerinde epitelde ve laminapropriada
(3) olarak saptanir iken, 2.grup epitel (3) ve laminapropriasinda (4) ile uyumlu
boyanma go6zlendi. Kontrol grubu olan grup 3 de epitelde ve laminapropria da (1)
boyanma saptanmadi. Dérdincl grup epitelde (2) ile uyumlu boyanma saptanir iken

laminapropria da (1) boyanma saptanmadi (Resim 14, Tablo 10).

Jejenum 6.gin MDA immunoreaktivitesi 3.grup laminapropria haricinde tum
gruplarda hem epitel hem de Ilaminapropria igerisinde saptandi. MDA
immunoreaktivitesi grup 1 oOrneklerinde epitelde ve laminapropriada (4) olarak
saptanir iken, 2.grup epitel (2) ve laminapropriasinda (3) ile uyumlu boyanma
gozlendi. Kontrol grubu olan grup 3 de epitelde (2) ile uyumlu boyanma gozlenir iken
laminapropria da (1) boyanma saptanmadi. Dérdlincu grup epitelde (2) ile uyumlu
boyanma saptanir iken laminapropria da (3) ile uyumlu boyanma saptandi (Resim 15,
Tablo 10).

ileum 4.gin MDA immunoreaktivitesi tim gruplarda hem epitel hem de
laminapropria icerisinde saptandi. MDA immunoreaktivitesi grup 1 orneklerinde
epitelde ve laminapropriada (4) olarak saptanir iken, 2.grup epitel (4) ve
laminapropriasinda (3) ile uyumlu boyanma goézlendi. 3.ve 4.grup epitel ve

laminapropria da (2) ile uyumlu boyanma gé6zlendi (Resim 14, Tablo 11).

ileum 6.gin MDA immunoreaktivitesi tim gruplarda hem epitel hem de
laminapropria icerisinde saptandi. MDA immunoreaktivitesi grup 1 orneklerinde

epitelde ve laminapropriada (4) olarak saptanir iken, 2.grup epitel (2) ile uyumlu



saptanir iken laminapropriasinda (1) boyanma saptanmadi. 3.grup epitel ve
laminapropria da (2) ile uyumlu boyanma gozlendi. Grup 4 de epitelde (2) boyanma

gozlenir iken laminapropria da (1) boyanma saptanmadi (resim 15, Tablo 11).

MDA/4.GUN DUODENUM JEJENUM ILEUM
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2.GRUP

3.GRUP

4.GRUP

Resim 14: MDA nin 4..gin immunohistokimyasal géruntuleri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin solusyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)



MDA/6.GUN DUODENUM JEJENUM ILEUM

1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP

4.GRUP

Resim 15: MDA nin 6.gun immunohistokimyasal goéruntileri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin soliisyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)

4.3.5.MPO immunoreaktivitesi

Duodenum 4.gin MPO immunoreaktivitesi, grup 1 epitel ve laminapropriasinda
ayni zamanda grup 2 ve 4 laminapropriasi igerisinde saptandi. MPO
immunoreaktivitesi grup 1 Orneklerinde epitelde ve laminapropriada (3) olarak

saptanir iken, 2.ve 4.grup orneklerinde epitelde (1) boyanma gdézlenmez iken



laminapropria da boyanma (2) olarak saptandi. Kontrol grubu olan grup 3 de epitel ve

laminapropria da (1) boyanma saptanmadi (Resim 16, Tablo 9).

Duodenum 6.gin MPO immunoreaktivitesi, grup 1 epitel ve laminapropriasinda
ayni zamanda grup 2 laminapropriasi igerisinde saptandi. MPO immunoreaktivitesi
grup 1 orneklerinde epitelde ve laminapropriada (4) olarak saptanir iken, 2.grup
orneklerinde epitelde (1) boyanma go6zlenmez iken laminapropria da boyanma (2)
olarak saptandi. Grup 3 ve 4 de epitelde ve laminapropria da (1) boyanma

saptanmadi (Resim 17, Tablo 9).

Jejenum 4.gin MPO immunoreaktivitesi 3.grup laminapropriasi haricinde tim
gruplarda hem epitel hem de laminapropria icerisinde saptandi. MPO
immunoreaktivitesi grup 1 o6rneklerinde epitelde ve laminapropriada (4) olarak
saptanir iken, 2.ve 4.grup Orneklerinde epitelde (2) boyanma go6zlenir iken
laminapropria (3) boyanma saptandi. Kontrol grubu olan grup 3 epitelde (2) ve

laminapropria da (1) boyanma saptanmadi (Resim 16, Tablo 10).

Jejenum 6. gin MPO immunoreaktivitesi 3.grup epiteli haricinde tim gruplarda
hem epitel hem de laminapropria igerisinde saptandi. MPO immunoreaktivitesi grup 1
orneklerinde epitelde ve laminapropriada (4) olarak saptanir iken, grup 2 érneklerinde
epitelde (4) boyanma go6zlenir iken laminapropria (3) boyanma saptandi. Kontrol
grubu olan grup 3 epitelde (1) boyanma saptanmaz iken ve laminapropria da (2) ile
uyumlu boyanma saptandi Grup 4 drneklerinde epitel de ve laminapropriada (2) ile

uyumlu boyanma saptandi (Resim 17, Tablo 10).

ileum 4.giin MPO immunoreaktivitesi 3.ve 4.grup laminapropriasi haricinde tim
gruplarda hem epitel hem de laminapropria icerisinde saptandi. MPO
immunoreaktivitesi grup 1 o6rneklerinde epitelde ve laminapropriada (4) olarak
saptandi. 2.grup epitelde ve laminapropria da (3) boyanma ile saptandi. Uglincii ve
4.grup Orneklerinde epitelde (2) boyanma go6zlenir iken laminapropria (1) boyanma

saptanmadi (Resim 16, Tablo 11)

ileum 6.gin MPO immunoreaktivitesi 3.grup laminapropriasi haricinde tim
gruplarda hem epitel hem de laminapropria igerisinde saptandi. MPO
immunoreaktivitesi grup 1 o6rneklerinde epitelde ve laminapropriada (4) olarak

saptand!. ikinci grup epitel boyanmasi (4) ile uyumlu saptanir iken laminapropria da



(3) boyanma saptandi. Uglincl grup drneklerinde epitelde (2) boyanma goézlenir iken
laminapropria (1) boyanma saptanmadi 4.grup epiteli (3) ve laminapropriasi (2) ile

uyumlu boyanma saptandi. (Resim 17, Tablo 11)

MPO/4.GUN DUODENUM JEJENUM ILEUM

1.GRUP

2.GRUP

4.GRUP

Resim 16: MPO nun 4.gin immunohistokimyasal gorintileri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin solusyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)

MPO/6.GU DUODENUM JEJENUM ILEUM
N



1.GRUP

2.GRUP

3.GRUP

4.GRUP

Resim 17: MPO nun 6.gun immuanohistokimyasal goruntileri (1.grup:mtx grubu,
2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin soliisyonu grubu, 4.grup:morus nigra

grubu)



4.4.Biyokimyasal Bulgular
4.4.1.Biyokimyasal istatistik

Tablo 12: Total antioksidan durum, TAS ve OSi degerlerinin istatistiksel verileri

TAS (1.2-1.5 mili mol/L) TOS (4-6 mikromol/L) OSI (TOS /TAS)
4. Gln 6. Gun 4. Gln 6. Gln 4. Glin 6. Gun

Grup  Ortalama Medyan Medyan Ortalama Medyan Ortalama

lar +Ss. (Min/Max) (Min/Max) 1Ss. (Min/Max) 1Ss.
1,10 (0,95 / 98,43 (39,13 / 34,08+11, 5,91 (3,13 /

1 1,88+0,50 3,12+1,36
1,42) 221,69) 42 7,97)
1,17 (1,05/ 46,87 (22,58 / 31,48+12, 3,17 (1,87 /

2 1,52+0,22 2,77+1,24
1,25) 158,31) 60 8,51)
1,57 (1,46 / 41,63 (16,92 / 35,7718, 2,59 (1,11 /

3 1,61+0,10 2,08+0,79
2,10) 104,79) 87 6,13)
1,68 (1,35/ 30,77 (23,58 / 42,1724, 2,15 (1,66 /

4 1,4610,24 2,52+1,41
1,79) 86,16) 79 8,53)

P

Dege 0,093 <0,001 0,110 0,697 0,230 0,493

ri

152 ad. 1,000 ad. ad. ad. ad.

1-3 ad. 0,020 ad. ad. ad. ad.

1—4 ad. 0,003 ad. ad. ad. ad.

2—3 ad. 0,053 ad. ad. ad. ad.

24 ad. 0,010 ad. ad. ad. ad.

3—4 ad. 1,000 ad. ad. ad. ad.

OneWay ANOVA (Brown-Forsythe), Kruskal Wallis Test(Monte Carlo); Post Hoc Test : Dunn's Test,
Ss.:standart Sapma, Min. :Minimum, Max.:Maximum, TAS:total antioksidan stres, TOS total oksidatif
stres, OSi: oksidatsf stres indeksi, 1.grup:mtx grubu, 2.grup:mtx+morus nigra grubu, 3.grup:salin

solisyonu grubu, 4.grup:morus nigra grubu)

Total antioksidan stres (TAS) sonuglari degerlendirildiginde 6.glinde grup 1, grup
2 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli degil iken grup 3 ve grup 4 de TAS

6



dederindeki yUkseklik istatistiksel olarak anlamh goruldd. Grup 2 ile grup 4

karsilastirnildiginda, grup 4 deki TAS deg@erindeki ylkseklik istatistiksel olarak anlamli

saptandi.
6. Gln
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Gruplar

Sekil 3: Total antioksidan durumunun 6.glinde gruplar arasi dagihmi



V. TARTISMA

Son yillarda kanser hastalarinda etkin ve ¢ok yonll tedavi yaklagimlariyla yagsam
surelerinde onemli artis saglanirken, tedaviye bagli gelisen oral ve gastro intestinal
mukozit nedeni ile nutrisyonel problemler morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenleri
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Sik kullanilan bir kemoterapétik olan Metotreksat,
I6semi ve cesitli solid tumorlerin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Metotreksat hastalarda ishal, istahsizlik ve bunlara eglik eden malabsorbsiyon,
malnutrisyon ve dehidratasyona neden olabilir. Ayni zamanda epitelyal proliferasyonu
ve enterosit fonksiyonunu da inhibe eder ve mukozal bariyerin bozulmasina bagh
olarak bagirsak kaynakli sepsis riskini artirir. Metotreksat uygulamasinda asil doz
sinirlayici faktor gastrointestinal toksisitedir (36). Metotreksat tedavisi uygulanan
hastalarda, oral ve intestinal mukozite yol agtigi kesin bir sekilde gosterilmistir (36).
Siganlar, MTX’in yol ac¢tigi gastrointestinal mukozit icin oldukga uygun modeller
olustururlar.

Antioksidan 6zelligi olan folik asitin, MTX'in yan etkilerinden 6zellikle intestinal ve
karaciger toksisitesinin olusumunun azaltimasi amacgh, MTX ile birlikte gunlik
kullanimi yaygin olarak o6nerilmektedir (143,144). Ancak, folik asit kullaniminin
MTX’in etkinligini azaltip azaltmadidi hala tartismaldir (145,146). Bu nedenle, yeni
antioksidan ajanlar MTX’in sistemik oksidatif hasarina karsi deneysel olarak
kullaniimigtir. Bu antioksidan maddelerden n-asetilsistein ve glutaminin MTX'in ince
barsak ile karacigerde yaptigi oksidatif hasara karsi faydal etkileri gosterilmistir. Bazi
arastirmacilar L-karnitin (147), taurin (148) ve melatoninin (149). MTX'in sistemik
oksidatif hasarina karsi ince bagirsak, karaciger ve bobrek tzerine olumlu etkilerini
rapor etmislerdir (150).

Bu calismada, antioksidan 6zelligi bilinen Morus nigra’nin MTX'in ince bagirsakta
yaptigi histopatolojik degisikliklere ve plazma oksidatif stres parametreleri tzerine
olumlu etkilerinin olup olmadigi aragtirildi. Ayni zamanda, yapilan deneysel ¢alisma
MTX'in neden oldugu oksidatif hasar Uzerine Morus nigra’nin etkisinin arastinldigi ilk
calismadir.

Calismamizda MTX uygulamasi sonrasinda deneklerde sulu defekasyon disinda
bir klinik bulguya rastlanmadi ve MTX’i deneklerin tolere edebildigi disinildi. Sulu
defekasyonun ise 3. grup disinda yani salin verilen grup disinda goértulmesi, MTX

ve/veya ekstrak uygulamasina bagli bagirsagin gdstermis oldugu reaksiyon olarak
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dusunuldd. Ama klinik olarak bulgu olmamasindan dolayi sulu defekasyonun sadece
bu tlr bir reaksiyon olabilecedi sonucuna varildi. Tam sitotoksik ilaclar kript
hucrelerinde apopitoza ardindan hipoplaziye ve sonrasinda da kript hiperplazisine
neden olurlar. ince bagirsaktaki epitelyal kok hiicreler KT sonrasi hasara ugrarlar ve
0zgul hucre gruplarina bolinemez ya da farkllagsma gdsteremezler. Boylece villoz
mukoza yenilenemez dolayisiyla hizla yapi ve fonksiyon kaybina ugrar (63). Tim bu
degisiklikler sonucunda ishal goriliir. ikinci gruptada ishal goriilmesinden dolayi
Morus nigra’nin ishal olusumunu 6nleyici etkisi tespit etmedik.

Calismamizda MTX dozunu 30 mg/kg vucut agirligi olacak sekilde belirledik.
Daha o6nce yapilmis calismalarda sican ince badirsagindaki MTX’e bagli erken
cevabin letal dozun ortalama yuzde ellisinde bolunen hicrelere olan ilacin direkt
etkisine bagll oldugu kanitlanmis (151). Bu nedenle MTX ile olusturulan deneysel
mukozit ¢caligmalarina benzer sekilde 30 mg/kg vucut agirigi olacak sekilde MTX'i
intraperitonel verdik. Boylece calismamizda MTX’e bagli gastrointestinal mukozit

olusturuldu.

Artmis tek yonli sodyum akisi ve ylksek elektrik farki, MTX'e olan erken cevap
olup bu durum epitelyal permeabilitenin fazla artisi ile iligkilidir. MTX verildikten 96
saat sonra jejunal epitelyumun yuksek proliferatif evreye gectigi zamandir. Artmis
mitotik figurler derinlesmis kriptler ve artmis belirli kript hicrelerinin MTX verildikten
sonraki 4 ile 6. ginde oldugu gorulmustir. Bu zaman artmis enterosit proliferasyonun
aktif oldugu zamandir. Doksan alti saatin sonunda enzim profili kript hiicrelerinde
normal olarak gozlenirken villiuz hlcrelerinde bu durum gdézlenmemis (152). Tooley
ve ark. yaptidi bir calismada MTX ile olusan hasarin en fazla 72. Saatte (4.gun)
oldugu ve ince barsagin 96.saatte dizelmeye basladigi, 144.saatte (6. glin) onarimin
devam ettigini bildirmiglerdir (153).Bu sebeplerden 6tiria bizde, calismamizda ince
bagirsak hasarinin histopatolojik degerlendiriimesi icin, tek doz intraperitoneal MTX
uygulandiktan 96 ve 144.saat sonra derin anestezi altinda elde edilen duodenum,
jejunum ve ileum dokulari kullanildi. immiinohistokimyasal olarak MTX'in uyardigi
badirsak hasarinin 4. giin en fazla oldugu gorildi. ince barsaktaki immiino
histokimyasal paremetrelerin ise 6. gin MTX tedavisi alan siganlarda azaldidi ve
barsak mukozasinin minimal diizelmeye basladigi goriildii. Deney sonunda ise ince

barsaktaki immuno histokimyasal paremetre skor degerlerinin MTX+Morus nigra



grubunda daha dusuk oldugu saptandi. Bu bulgu bize MTX e Morus nigra
eklenmesinin bagirsak hasarini azalttigini dusundtrmektedir.

Bagirsak uzunluklari agisindan bakildiginda MTX uygulamasinin enflamasyon
etkisinin gozlendigi, bagirsak uzunlugunda da kisalma oldugu go6zlendi. Ekstrak
uygulanmasi sonrasinda bagirsak uzunlugunun sadece MTX uygulanan gruba oranla
daha fazla olmasi ekstraktin uygulanmasi sonrasinda barsaktaki inflamatuar strecin
azaltilmasinin sonucu olabilece@i sonucuna varildi. Bagisak uzunlugunun 6. gundeki
Olcimleri sonucunda ekstrakt uygulanan grupta (Grup 2) sadece MTX uygulanan
gruba oranla (Grup 1) bagirsak uzunlugunun daha uzun oldugu goézlenmesi
ekstraktin koruyuculugunun 6. gunde de devam ettigini desteklemektedir. Bununla
beraber grup 2 deki bagirsak uzunluklarinin 4. ve 6 gunleri karsilastinidiginda 6.
gundeki bagirsagin 4. gine oranla daha kisa olmasi ise, ekstraktin bu agidan erken

donemde daha etkili olabilecegini dusundurdu.

Olusan mukozit ince bagirsakta kolona gore daha belirgindir. Bunun sebepleri
arasinda ince ve kalin bagirsakta belirlenen pro ve antiapopitotik proteinlerin farkli
olmalari ile ince badirsak ve kolondaki kék hucrelerin yerlesim yerlerinin farkl
olmalari sayilabilir. Bu sebepten 6turl bizde ince bagirsagin tim bolumlerini gikardik.
Calismamizin 96. ve 144. saatlerinde sakrifiye edilen birinci ve ikinci grup radlarda
makroskopik olarak barsak anslarinin sis, 6demli oldugu gozlendi ve yer yer mukozit
saptandi (Resim 6). Ayni zamanda yer yer hiperemik kanama alanlari gézlendi fakat
patolojik boyutta mezenterik lenf bezine rastlanmadi. Makroskopik olarak
incelendiginde sagrifiye edilen radlarda ince bagirsakta olusan mukozitin kalin
bagirsaga gore daha belirgin oldugu gozlendi. ince bagirsak epitel hicrelerinin
cogalmasi ve kendini yenilemesi kriptlerde meydana gelmektedir. Normal fizyolojik
kosullarda ¢ok hizli yenilenebilen kript hucreleri, villus uglarina go¢ ederek yaklagik 2-
3 gun icinde gastrointestinal epitelin kendini tamamen yenilemesini saglamaktadir.
Metotreksatin neden oldugu histopatolojik degisiklikler iginde en ciddi etki kript ve
villéz ablasyonu ile proksimal ince bagirsakta belirgindir (154).

Metotreksat epitelde incelme ve Ulserasyona sebep olur. Laminapropriyada ki bag
doku hucrelerinin ¢gogalmasinda meydana gelen degisiklik sonucunda vaskuler
gecirgenlik ve inflamatuar hicre birikiminde artis meydana gelir. Bundan dolayi bizde

histolojik olarak hem epitel hem de laminapropriayi inceledik. Calismamizda histolojik



olarak duodenum, jejenum ve ileumdaki epitel ve laminapropria’yi ayri ayri

makroskopik gorinumlerine gore skorladik.

Mukozit sadece epitel degisikligi degildir, reaktif oksijen radikalleri, transkripsiyon
faktor aktivasyonlari, apopitozun tetiklendigi ve ayni zamanda TNF alfa, IL-1beta ve 6
gibi sitokinlerin arttigr bir surectir. Metotreksatin ayrica TNF yapimini arttirmasinin
yaninda T lenfosit ve makrofajlarin sayisini arttirdigida gosterilmistir (60). Interlokin-1
ailesi, enfeksiyonlar veya otoimmuin hasarlara kargi immun ve inflamatuar yanitin
dizenlenmesinde merkezi rol oynayan 11 sitokinden olusan bir gruptur. IL-1 ailesi
proinflamatuar sitokin grubundandir. IL-1 beta proinflamatuar bir sitokin olup
infeksiyona karsi vucutta inflamatuar yanitta 6nemli bir rol almaktadirlar. Bu sitokinler
fagositler, lenfositler ve digerleri gibi imminkompetent hicrelerin transmigrasyonunu
saglamak igin infeksiyon alanlarinda endotelyal hicrelerden adhezyon faktorlerinin
ekspresyonunu artirirlar.

IL-1 immunoreaktivitesinin MTX uygulanan gruplarda 4. ve 6. gunlerde kontrol
grubu olan 3. gruba oranla arttiginin gézlenmesi MTX'’in IL-1 ekspresyonunda artisa
nedene oldugunu gostermektedir. Ekstrak uygulamasindan sonra ise duodenumda 6.
gunde sadece MTX uygulanan gruba oranla azaldigi gozlendi. Fakat ekstrak
uygulanan 4. Grupta IL-1 ekspresyonunun da go6zlenmesi 6. gunde hala IL-1
immunoreaktivitesinin artiginin ekstraktin etkisinden dolayi olabilecegini dusundurdu.
Jejenum ve ileumda ise ekstrakt uygulamasinin IL-1 immunoreaktivitesi Uzerine
etkisinin daha fazla oldugu, grup 1 de gorllen IL-1 ekspresyonuna oranla daha az
olmasinin, MTX a bagl inflamatuar etkiyi azalltigi, fakat ekstrakin IL-1 salgisini
birazda olsa tetikleyebileceginden hala IL-1 boyanmasinin azda olsa devam ettigi

sonucuna varildi.

TNf-alfa immunoreaktivitesi duodenum, jejenum ve ileum 6rneklerinde grup 1 de
en fazla oldugu ve IL-1 e nazaran MTX In etkisi ile Ozellikle TNF-alfa’nin
ekspresyonunda artis oldugunu gostermektedir. Ekstrak uygulamasi sonrasinda
TNF-alfa uygulamasinin erken donemde (4. Ginde) azaldidi goérulmesi Uzerine

ekstrak uygulamasinin erken donemde daha etkili olabilecegini dusundurdu.

Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde gorulen bir ¢cekirdek proteinidir. Esas olarak G1, S, M ve
G2 evresinde gorulir. GO evresinde yoktur. Hucre proliferasyonunun morfolojik

Ozelliklerini iyi sekilde gosteren bir protein olup, mitotik indeks ve tumor



evrelemesinde siklikla kullanilir. immunohistokimya ile Ki-67 icin pozitif niikleer
boyanma gdsteren hicre ylzdesi, proliferasyon indeksini gosterir (155,156,157). Ki-
67, prognoz belirlemede kesin sonuclar vermese de, proliferasyon markeri olarak
kullaniimaktadir (158).

Holt ve ark kanserli ve normal kolon dokusunda ¢ogalan hicreleri saptamada, Ki-
67 proliferasyon indeksinin Ustin bir markir oldugunu bulmuslardir (159). Sugiyama
ve ark. MTX grubunda Ki-67 antijeni pozitif hiicre oraninin belirgin olarak azaldigini
bildirmislerdir (160). Leitdo ve ark. yaptigi benzer bir galismada da MTX verilen
siganlarin jejunum epitelinde 5. gun proliferasyonun belirteci olan Ki-67 pozitif hiicre
sayisinin énemli élgtide azaldigini bulmuslardir (161). Ki-67 immunoreaktivitesinin
duodenumda grup 1 de olmamasi MTX'In epitelial proliferasyonu inhibe ettigini
desteklemektedir. Ekstrak uygulamasi sonucunda grup 2 de epitelial proliferasyon
hala gozlenmez iken, MTX uygulanmadan ekstrak uygulanan grupta bir miktar Ki-67
immunoreaktivitesinin goézlenmesi ekstraktin hiicre proliferasyonu Uzerine normal
dokularda etkisi olabilecegini dusundurdu. Jejenum da ise grup 2 de erken donemde
Ki-67 varliginin gozlenmesi ekstraktin epitelial hasari 6nlemek adina jejenumda
proliferasyonu bir miktar tetikledigini dusundudrdid. Calismamizda Leitdo ve ark.
yaptigi calisma ile ayni sekilde MTX tedavisinin 4.ve 6. gunu MTX grubunda Ki-67
proliferasyon indeksinin kontrol grubuna gére dusik oldugu bulundu. Ayni zamanda
Jejenum da MTX+Morus nigra’nin es zamanl verilmesi erken donemde Ki-67
proliferasyon indeksinde kontrol ve MTX grubuna goére anlamli derecede bir fark

oldugu gariildi.

Jahovic ve ark.’nin yaptigi bir calismada radlara 20 mg/ kg tek doz MTX
intraperitoneal olarak uygulanmis sonug¢ olarak kan, karaciger, bobrek ve ince
bagirsak dokularinda glutatyon seviyelerinde azalma, inflamatuar yanitin goéstergesi
olan myeloperoksidaz (MPQO) aktivitesinde artma ve malondialdehit (MDA)
seviyelerinde belirgin artma oldugunu bulmuslardir (42). Miyazono ve ark’nin yaptigi
bir calismada ise MTX verilen radlarda yan etki olarak ince bagirsaginda stperoksid
dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitelerinde artma, indirgenmis glutatyon (GSH)
seviyelerinde azalma oldugunu gdstermigler ve MTX’in yol acgtigi ince bagirsak
hasarinda oksidatif stresin 6nemli rolu oldugunu ©6ne surmuslerdir (45).
Calismamizda Soares ve ark.yaptigi calismaya benzer olarak notrofilin
infiltrasyonunun bir belirteci olan MPO seviyeleri MTX alan grupta diger gruplara gore



yuksek saptandi(162). MDA ve MPO immunoreaktivitelerinin MTX uygulamasi
sonrasinda artar iken, ekstrak uygulamasi sonrasinda immunoreaktivitelerin her Ug¢
barsak segmentinde de azalmasi ekstrak uygulamasinin erken ve ge¢ donemde
MDA ve MPO azalmasi Uzerine oldugunuda gostermektedir. Yapilan calismalar
Morus nigra extresinin olumlu mekanizmasinin onun antioksidan etkisine badli
oldugunu ve MTX’in reaktif formunun aktivasyonunu bozarak bu etkisini gosterdigini
gOstermistir. Bu durum Morus nigra’nin antioksidan etkisi i¢erisinde bulunan alkoloide
baglidir, flavonoidler gibi. Flavonoidlerin varligi bilinen gug¢li antioksidan etkisi
sayesinde normal hucreleri gesitli oksidatif stres indukli hicre 6lumuniu engelleyici
etkisi ile sonuglanir. Yine ayni sekilde Morus nigra extresinin radikal kovucu
aktivitesine baghdir. Lipit ve peroksil radikallerinin yakalanmasi sonucu poliansature
yag asitleri arasindaki iligkiyi onler ve lipit peroksidatif strecin engellenmesine neden
olur (163). Bu da bize Morus nigra’nin SOR’a bagl gelisen lipit peroksidazyonunu
engelledigini ve antioksidan ozellik gosterdigini dugundurur. Bununla birlikte biz bu
calismada, MTX tedavisine Morusnigra’nin eklenmesinin MDA ve MPO duzeylerini,
dolayisiyla lipid peroksdasyonunu azalttigini gostermis olduk. Literatirde morus
nigra’nin metotereksatin gastrointestinal toksisitesinden koruyucu etkisini doku
duzeyinde goOsteren calismaya rastlanmadi. Bu nedenle c¢alismamiz alaninda ilk

olmasi agisindan 6zgunddr.

Total antioksidan durum agisindan degerlendirildiginde ise; MTX'in karacigerdeki
metabolizmasi sirasinda meydana gelen oksidatif reaksiyonlar toksik yan etkileri
ortaya cikararak hepatotoksisiteye ve kemik iligi, bagirsak gibi hizli prolifere olan
normal dokularda hasara yol agar. Dolagimdaki reaktif oksidan radikallerinin dizeyleri
ayri ayri ol¢ulip hesaplanabilmektedir. Artan reaktif oksidan radikallerinin oksidasyon
etkileri birbiri Gzerine eklenebilir. Oksidatif stres dizeyini, antioksidan savunmayi,
oksidan-antioksidan dengeyi ve bu dengeyi etkileyen bilinen faktorler (total
oxidantstatus (TOS), total antioxidantstatus (TAS) ve oxidativestressindex (OSI))
mevcuttur (164), Morus nigra’nin antioksidan 6zelligini ortaya koyabilmek amaciyla
bizde calismamizin dérdiincu ve altinci gininde radlar sakrifiye edildikten sonra kan
aldik. Ve bu alinan kanlardan TOS ve TAS seviyeleri ¢alisildi. Radlardan alinan
serum plazma o6rneklerinde TAS, TOS degerleri ve OSIi oranlarina bakarak
Antioksidan/Oksidan dengesini belirlemeyi amagcladik. Total oksidatif durum ve TAS

sonuclariyla OSI degerleri ayri ayri hesaplandi. Dérdiincii ve altinci giin TAS, TOS



ve OSi sonuglari ayri ayri degerlendirildiginde, birinci ve ikinci grup
karsilastirildiginda TAS, TOS ve OSI degerlerinin istatistiksel analizinde anlaml bir
sonu¢ saptanmadigr goéruldd. Yalnizca altinci gin TAS degerlerinin istatistiksel
analizinde birinciyle Gglncu grup,birinciyle dérdinct grup, ikinci ile dérduncu grup
karsilastirildiginda sirasiyla p degerleri 0,020, 0,003 ve 0,010 saptandi, fakat anlaml
bir deger farki olmadigi gbézlendi.Grup 1 ve 2 arasinda TAS da anlamli fark olmadigi

icin Morus nigranin TAS arttirici etkisi bulunamadi.

Metotreksat, uygulamayi takiben sicanlarda duodenum, jejenum ve ileum da
histopatolojik hasar meydana getirmekte ve bunun sonucunda, diyare gibi klinik
durumlarla karsimiza c¢ikmaktadir. Metotreksatin neden oldugu intestinal mukozite
karsi Morus nigra’nin  koruyucu etkisini gosteren bir c¢alisma literatlirde
bulunmamaktadir. Calismamiz da Morus nigra’nin siganlar tarafindan iyi tolere
edildigi, biyokimyasal ve immunohistokimyasal parametrelerde anormal degisikliklere
neden olmadigi goruldi. Cahsmamizdaki morfometrik ve histopatolojik bulgular,
MTX’in neden oldugu mukoza harabiyeti tGzerine Morus nigra’nin koruyucu etkisinin
oldugu ve badirsak epitelinde rejenerasyonu destekledigi goértlmustir. Morus nigra
MTX'in olusturdugu hasarlari ¢calismamizda go6zlemlendigi gibi azaltmaktadir. Bizim
¢alismamiz, MTX"in istenmeyen etkilerinden korunmada Morus nigra’nin kullanimi
igin bir imit vermektedir. Ancak daha genis kapsamli klinik uygulamalari da igeren

calismalara ihtiyag vardir.



VI.SONUCLAR

. Calismamizda 56 adet erkek Wistar albino cinsi sicanlar alindi. MTX verilen
sicanlarin MTX’i iyi tolere ettigi goértldi. Deneyi sonlandirmayi gerektirecek
herhangi bir bulgu yoktu.

. MTX uygulamasi sonrasinda deneklerde sulu defekasyon disinda bir klinik
bulguya rastlanmadi Sulu defekasyonun ise 3. grup disinda yani salin verilen grup
disinda goérulmesi, MTX velveya ekstrak uygulamasina bagh bagirsagin

gOstermis oldugu reaksiyon olarak dugunuldu

3. Morus nigra’nin ishal olusumunu Onleyici etkisi tespit edilmedi.

4. Tek doz intraperitoneal MTX uygulandiktan sonra 96. saatinde sagrifiye edilen

radlarin ince bagirsaginda mukozit goruldu

. Immiinohistokimyasal olarak MTX'in uyardi§i bagirsak hasarinin 4. giin en fazla
oldugu goruldd.

. Total ince barsaktaki immunohistokimyasal paremetrelerin 6. gin MTX tedavisi
alan siganlarda azaldigi ve barsak mukozasinin minimal duzelmeye basladigi
goéruldi. MTX+Morus nigra grubunda deney sonu total ince barsak hasari
skorunun MTX grubundan daha dusik oldugu saptandi. Bu bulgu bize MTX e
Morus nigra eklenmesinin bagirsak hasarini azalttigini distundurdu.

. Bagirsak uzunluklari agisindan bakildiginda MTX uygulamasinin enflamasyon
etkisinine bagl bagirsak uzunlugunda kisalma go6zlendi. Ekstrak uygulanmasi
sonrasinda bagirsak uzunlugunun sadece MTX uygulanan gruba oranla daha
fazla olmasi ekstraktin uygulanmasi sonrasinda barsaktaki inflamatuar surecin
azaltilmasinin sonucu olabileceg@i sonucuna varildi.

. Bagisak uzunlugunun 6. gundeki olgimleri sonucunda ekstrakt uygulanan grupta
sadece MTX uygulanan gruba oranla bagirsak uzunlugunun daha uzun oldugu
gOzlenmesi ekstraktin  koruyuculugunun 6. gunde de devam ettigini
desteklemektedir.

. Birinci ve ikinci grup radlarda makroskopik olarak bagirsak anslarinin sig, 6demili

oldugu gozlendi ve yer yer mukozit saptandi

10.Radlarda ince bagirsakta olusan mukozitin kalin bagdirsaga gore daha belirgin

oldugu gozlendi



11.1L-1 immunoreaktivitesinin MTX uygulanan gruplarda 4. ve 6. gunlerde kontrol
grubu olan 3. gruba oranla arttiginin gézlenmesi MTX In IL-1 ekspresyonunda
artisa nedene oldugunu gostermektedir. Ekstrak uygulamasindan sonra ise
duodenumda 6. gunde sadece MTX uygulanan gruba oranla azaldigi gozlendi.
Fakat ekstrak uygulanan 4. grupta IL-1 ekspresyonunun da gbdzlenmesi 6. giinde
hala IL-1 immunoreaktivitesinin artisinin ekstraktin etkisinden dolayi olabilecegini
dusundurdu. Jejenum ve ileumda ise ekstrakt uygulamasinin IL-1
immunoreaktivitesi Uzerine etkisinin daha fazla oldugu, grup 1 de gorulen IL-1
ekspresyonuna oranla daha az olmasinin, MTX a bagli inflamatuar etkiyi azalltigi,
fakat ekstrakin IL-1 salgisini birazda olsa tetikleyebilecedinden hala IL-1
boyanmasinin azda olsa devam ettigi sonucuna varildi.

12.TNF-alfa uygulamasinin erken dénemde (4. Gunde) azaldigi gortulmesi Uzerine
ekstrak uygulamasinin erken donemde daha etkili olabilecegini disundurda.

13.Ki-67 immunoreaktivitesinin Jejenum da grup 2 de erken dénemde Ki-67
varhginin gozlenmesi ekstraktin epitelial hasari onlemek adina jejenumda
proliferasyonu bir miktar tetikledigini dusundirdu

14. MDA ve MPO immunoreaktivitelerinin MTX uygulamasi sonrasinda artar iken,
ekstrak uygulamasi sonrasinda immunoreaktivitelerin her U¢ barsak segmentinde
de azalmasi ekstrak uygulamasinin erken ve ge¢ dénemde MDA ve MPO
azalmasi uUzerine oldugunuda gostermektedir.

15.Grup 1 ve 2 arasinda TAS da anlamli fark olmadigi i¢cin Morus nigranin TAS

arttirici etkisi bulunamad..



VILOZET
“Ratlarda, Karadut Meyve (Morus Nigra) Extresinin, Metotreksat Iiligkili

intestinal Hasar Uzerine Koruyucu Etkisi”

Bu cgalismada bir ¢ok c¢ocukluk ¢cagi kanserlerinin tedavisinde kullanilan yuksek
doz metotreksatin olusturdugu oral ve gastrointestinal sistem mukozitlerinin
onlenmesinde, antioksidan Ozelligi olan karadutun (morus nigra) koruyucu etkisinin
olup olmadigini, gerek histolojik gerekse biyokimyasal parametreleri kullanarak
gOstermeyi amagcladik. Calisma prospektif, randomize olarak yapildi ve her bir grupta
14 denek olacak sekilde agirliklari 200-250 gr arasinda olan erkek Wistar
albinosiganlar dort gruba ayrildi. Intestinal hasar modeli olusturmak igin galismamizin
birinci guninde 1. Grup 30mg/kg metotreksatin intraperitoneal verilmesiyle
olusturuldu. ikinci gruba ise ilk giin 30mg/kg MTX intraperitoneal olarak verildi ayni
zamanda birinci gun MTX verildikten sonra baglamak Uzere oral yoldan gavaj
yardimiyla 500mg/kg Morus nigra ekstresi hayvanlara verildi. Uglincii gruba ise
yalnizca 0.001ml/kg-2.5ml/kg intragastrik salin soltisyonu verildi. Dérdinct gruba ise
oral yoldan gavaj yardimiyla 500mg/kg olacak sekilde Morus nigra ekstresi verildi.
Calisma gruplarinda ratlar 4. ve 6. gunlerde sakrifiye edildi. Deneklerde
antienflamatuar ve antioksidan etkinligi ortaya koymak igin biyokimyasal ve histolojik
analizler gercgeklestirildi. Biyokimyasal olarak alinan kan 6rneginde TOS ve TAS
duzeyleri analiz edildi. Histolojik analizler icin ince barsak segmentlerinden
(duodenum, jejnum, ileum) alinan kesitlerde Ki-67, MPO, MDA, TNF-alfa, TOS ,TAS,
IL-1beta dagihmlari degerlendirildi. Literatirde morus nigranin metotereksatin
gastrointestinal toksisitesinden koruyucu etkisini doku dizeyinde gosteren galismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alisma alaninda ilk olmasi agisindan 6zgindir. Calismamizdaki
morfometrik ve histopatolojik bulgular, MTX'in neden oldugu mukoza harabiyeti
Uzerine Morus nigra’nin  koruyucu etkisinin oldugu ve bagirsak epitelinde
rejenerasyonu destekledigi gorulmustur. Morus nigra MTX'in olusturdugu hasarlari
calismamizda go6zlemlendigi gibi azaltmaktadir. Bizim c¢alismamiz, MTX"in
istenmeyen etkilerinden korunmada Morus nigra’nin kullanimi i¢in bir Umit
vermektedir. Ancak daha genis kapsamli klinik uygulamalari da iceren c¢alismalara

ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Metotreksat, intestinal mukozit , morus nigra



VIIILABSTRACT
“Protective Effect Of Black Mulberry (Morus Nigra) Fruit Extract On

Methotrexate-Related intestinal Damage in Rats “

In this study, using histological and/or biochemical parameters, we aimed to
demonstrate possible protective effects of black mulberry (morus nigra), already
known to have antioxidant properties in the prevention of oral and gastrointestinal
system mucositis caused by high dose methotrexate used in the treatment of many
childhood cancers. In this prospective, randomized study, male Wistar albino rats
weighing between 200-250 g will be divided into 4 groups, each including 14
subjects. In first group 30 mg/kg of methotrexate will be administered intraperitoneally
on the first day of the study to establish the intestinal damage model. In second
group 30 mg/kg of methotrexate will be administered intraperitoneally on the first day
and then at the same time, 500 mg / kg Morus nigra extract was given to these
animals by oral gavage to start after the first day of MTX administration. In the third
group only 0.001ml / kg-2.5ml / kg intragastric saline solution was given. The fourth
group was given morus nigra extract with 500 mg / kg by oral gavage. The rats were
sacrificed on the 4th and 6th days in the study groups. Biochemical and histological
analyzes will be performed to demonstrate antiinflammatory and antioxidant activities
in the subjects. Taken blood sample was analysed biochemically for TOS, TAS
levels. For histological analysis, samples were taken from small intestinal segments
(duodenum, jejunum, ileum) and than distributions of Ki-67, MPO, MDA, TNF-alpha,
TOS, TAS, IL-1beta were assessed in the samples. In the literature, no study was
determined showing the protective effect of morus nigra on gastrointestinal toxicity of
Methotrexate at the tissue level.This study is unique in regard to being the first on this
topic. In our study, morphometric and histopathologic symptoms show that, Morus
nigra has a protective effect on the mucosa damage caused by the MTX and
supports regeneration on intestinal epithelium. Morus nigra, as seen in our study,
reduces the damages of MTX. Our study gives hope for the use of Morus nigra in
order to remain protected from the adverse effects of MTX but we need more wide

range of studies which includes clinical studies also.

Keywords: Methotrexate, intestinal mucositis, morus nigra
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