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TESEKKUR
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Universitesi Beslenme ve Diyetetik Béliimii Baskan1 Sayin Prof. Dr. Murat BAS’a,

Deneysel caligmalarin  dizayn1 ve gergeklestirilmesinde Onemli katkilart olan
Marmara Universitesi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi sevgili Yrd. Dog.
Dr. A.Ozer SEHIRLI” ye

Hayatim boyunca bana giivenen ve her zaman yanimda olan canim anneme, babama,

En zor zamanlarimda hep yanimda olan, maddi, manevi ve bilimsel destegini

esirgemeyen sevgili esim Cebrail Akyiiz’e,

Ve varligi ile hayatimi renklendiren, en biiyilk mutluluk kaynagim biricik oglum

Mete’ye,

Tesekkiir ederim.



OZET

Elvan YILMAZ AKYUZ. Metotreksat ile indiiklenmis deneysel intestinal
mukozit modelinde arjinin, omega 3 yag asitleri ve niikleotitlerle
zenginlestirilmis oral formiiliin etkileri. Baskent Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Ana Bilim Dali Doktora Tezi, 2015. Bu c¢alisma,
metotreksat ile indiiklenmis deneysel intestinal mukozit modelinde arjinin, omega 3
yag asitleri ve niikleotitlerle zenginlestirilmis immunoniitrisyonel oral formiiliin
bagirsak mukozasi {izerine etkilerini arastirmak i¢in planlanmis ve yiritilmistiir.
Calisma, Marmara Universitesi Hayvan Etik Kurulu’ ndan alian onayla 32 sican
tizerinde dort grup olusturularak yapilmistir. 1.gruba (G1) 5 giin boyunca gavajla
yalnizca salin, 2.gruba (G2) giinde ii¢ kez immunoniitrisyonel oral formiil (5 mg/kg),
3.gruba (G3) intraperitoneal tek doz metotreksat (20mg/kg) uygulamasi sonrasi 5 giin
boyunca gavajla salin, 4.gruba (G4) tek doz metotreksat uygulamasini takiben 5 giin
boyunca giinde ti¢ kez immunoniitrisyonel oral formiil verilmistir. Gruplardaki biitiin
denekler 6.giin sakrifiye edilmistir. Serumda Timor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve
interlokin 1 beta (IL-1p) diizeyleri galisilmis, jejunal doku drneklerinde de luminol,
lusigenin, glutatyon, myeloperoksidaz, malondialdehit ve Na*-K* ATPaz diizeyleri
calistlmistir.  Histopatolojik olarak degerlendirme yapilmistir. Bu ¢alismanin
sonunda, serum TNF-o ve IL-1p diizeyleri, G3 grubunda G1 grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.001). G4 grubundaki TNF-o ve IL-1pB
diizeylerinin ise G3 grubuna gore istatistiksel olarak diisiik oldugu saptanmistir
(p<0.001). Jejunal dokuda, glutatyon ve Na*-K* ATPaz diizeyleri, G3 grubunda G1
grubuna gore daha diisiik belirlenirken (sirasiyla; p<0.05, p<0.01) G4 grubunda
ortalama deger G3 grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Doku
myelopeksidaz ve malondialdehit diizeyleri, G3 grubunda GI1 grubuna gore
istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla; p<0.001, p<0.01). G4
grubundaki myelopeksidaz ve malondialdehit diizeyleri ise G3 grubuna gore
istatistiksel olarak diisiik olarak saptanmistir (sirasiyla; p<0.001, p<0.05). G3
grubundaki luminol ve lusigenin diizeyleri, G1 grubuna gore anlamli derecede
yiiksek (sirasiyla; p<0.01, p<0.001); G4 grubundaki luminol ve lusigenin diizeyleri
de, G3 grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.01). G1 grubunda
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jejunal epitel yapi, goblet hiicreleri ve bez yapilart diizgiin olarak izlenirken, G2
grubunda muntazam olarak diizenli izlenmistir. G3 grubunda ileri derecede
epitelyum kaybi ve inflamatuar hiicre artisi, G4 grubunda bu olumsuzluklarin
geriledigi, enterositlerde mitoz artis1 ve inflamatuar hiicre yogunlugunda azalma
oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak bu calisma, kemoterapinin ince bagirsak
mukozasi ilizerine olumsuz etkileri oldugunu gostermis, immiinoniitrisyonel oral
formiiliin ise, lipit peroksidasyonu ve nétrofil infiltrasyonunu engelleyici, glutatyon,
Na*- K' ATPaz diizeyleri ve histolojik parametreler iizerinde olumlu etkileri

nedeniyle metotreksata bagli intestinal hasarda koruyucu etkisini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, mukozit, immunoniitrisyon, antioksidan,

inflamasyon

Bu proje Baskent Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri Arastrma Kurulunca

onaylanmaistir.
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ABSTRACT

Elvan YILMAZ AKYUZ. The effects of Oral Nutritional formula enriched with
arginin, omega 3 fatty acids and nucleotides on methotrexate-induced
experimental intestinal mucositis. Baskent University Institute of Health
Sciences, Department of Nutrition and Dietetics. Doctoral Dissertation, 2015.
This study was planned and done to investigate the effects of immunnonutritional
oral formula which was enriched with arginine, omega-3 fatty acids and nucleotides,
on intestinal mucosa in an experimental intestinal mucositis rat model induced by
methotrexate. This study was carried out on 32 rats divided into 4 groups, upon the
approval of Marmara University Animal Ethics Committee. The first group (G1)was
only given saline via gavage for 5 days; the second group (G2) was given
immunnonutritional oral formula (5 mg/kg) 3 times a day for 5 days. The third group
(G3) was given saline via gavage for 5 days after administration of intraperitoneal
single-dose methotrexate (20 mg/kg). The fourth group (G4) was given
immunnonutritional oral formula 3 times a day for 5 days, after administration of
intraperitoneal single-dose methotrexate (20 mg / kg). All subjects in all groups were
sacrificed at 6th day. Serum TNF- a and IL- 1B levels were measured in plasma.
Jejunal  tissue  samples, biochemical luminol, lucigenin, glutathione,
myeloperoxidase, malondialdehyde and Na*-K* ATPase levels were measured and
analyzed histologically. In this study, serum Tumor necrosis factor alfa (TNF-a) and
interleukin 1 beta (IL-1B) levels were significantly higher in G3 group compared to
the G1 group (p<0.001). The TNF- a and IL- 1f levels in the G4 group was
statistically lower than the G3 group (p < 0.001) as well. While glutathione and Na* -
K* ATPase levels in the jejunal tissue were lower in the G3 group compared to the
G1 group (p<0.05 and p<0.01 respectively); the mean value in G4 group was
determined to be higher than G3 group (p<0.05). Tissue myelopexidase and
malondialdehyde levels were statistically higher in the G3 group compared to the G1
group (p<0.001 and p<0.01 respectively). Myelopexidase and malondialdehyde
levels in the G4 group were statistically lower than the levels in the G3 group
(p<0.001 and p<0.05 respectively). Luminol and lucigenin levels were significantly
higher in the G3 group compared to the G1 group (p <0.01, p <0.001). Luminol and
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lucigenin levels in the G4 group were significantly lower compared to the G3 group
(p<0.01). The jejunal epithelium, goblet cells and gland structures were regular and
uniform in G1 and G2 groups. While severe epithelium loss and increased
inflammatory cell numbers were observed in the G3 group; these problems were seen
declined and an increase in mitotic activity in enterocytes and a decrease in
inflammatory cell density were observed in the G4 group. Our study shown that
chemotherapy had adverse effects on the small intestinal mucosa. Due to its
inhibition effects on neutrophil infiltration and lipid peroxidation and positive
effects on glutathione and Na’- K* ATPase levels and histological parameters,
immunnonutritional oral formula shown a protective effect on intestinal damage

caused by methotrexate.

Key words: Methotrexate, mucositis, immunonutrition, antioxidant, inflammation

This project was approved by The Research Committee of Health Science, Baskent

University.
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1.GIRIS

Mukozit, tiim gastrointestinal sistem (GIS) mukozasinin iilserasyonu,
inflamasyonu ile karakterize ve enfeksiyon eklenmesiyle hayati tehdit edebilen
patolojik inflamatuar siirectir. GIS mukoza membranlarmm mitotik indeksi yiiksek
oldugundan, hizli epitel dongiisiine bagli olarak kemoterapinin etkilerine daha
duyarhdirlar.

Kemoterapi kaynakli mukoza iltihabi, cogu kanser tedavisinde doz kisitlayici
onemli bir yan etkidir. Mukozit gelisimi ve agirlig1 hastadan hastaya degisiklikler
gostermektedir. Standart doz kemoterapi sonrast % 15-40, yiiksek doz kemoterapi
sonrast %76-100 oraninda oral ve gastrointestinal mukozit gelisimi goriilmektedir.
Mukozit, hastanede kalis siliresini, hastane maliyetlerini, agri ic¢in narkotik
kullanimini, parenteral beslenme ihtiyacim1 artirir ve yasam kalitesini (agri,
beslenme, iletisim, uyku vb.) bozar. Cogu kanser arastirmasi, bu yan etkileri
simirlamaya odaklanmistir, ¢linkii bu sayede daha yiiksek dozlarda kemoterapi
alinabilir ve bu da genel mortaliteyi disiirebilir (1,2).

Bir folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX) losemi, lenfoma, meme
kanseri gibi baz1 kanser tiplerinde kemoteropatik ajan olarak kullanilabildigi gibi
dermatomiyozit, psOriyazis, romatoid artrit, sarkoidoz gibi hastaliklarin tedavisinde
de yaygin olarak kullanilabilmektedir (3-5). MTX" in gastrointestinal, renal, kemik
iligi ve karaciger toksisiteleri sik gorilmektedir (6). Sitotoksik tedavi sonrasi
mukozit olusumu siktir. Maksimum mukozal hasar 4- 10 giin igerisinde gelisir.
Bakterilerin asir1 gogalmasi ve derin nétropeni, mukozit olusumunu kolaylastirir (7).
Sicanlara MTX verilmesi ile ince bagirsakta antioksidan 6zellikler gosteren glutatyon
(GSH) seviyelerinin azaldigi, inflamatuar yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz
(MPO) aktivitesinin ve lipit peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit
(MDA) seviyesinin arttig1 belirlenmistir (8).

Son yirmi yilda gelisen ve kabul goren yaklasimla standart beslenmenin
Otesinde ¢esitli besin ogeleri ile zenginlestirilerek uygulanan beslenme ile hastanin
immun durumunun gii¢lendirilmesine ¢alisilmaktadir. Yapilan pek c¢ok caligmada
immun yonden desteklemenin, hastalarin bir kisminda akut faz inflamatuar cevabin

sliresinin ve biyiikliigiiniin kontrol edebilecegi gosterilmistir. Arjinin, glutamin,



diyet niikleotitleri, coklu doymamis yag asitleri, antioksidantlar, bakir, selenyum,
cinko gibi besin Ogelerinin inflamatuar cevabin olduk¢a karmasik yapisi i¢inde
onemli basamaklarda rolleri oldugu bilinmektedir. immun modiilatdr niitrientlerden
biri olan arjinin, yara iyilesmesini hizlandirir, timus bezine trofik etkisi ile Naturel
Killer ve T helper hiicrelerini arttirir ve serbest radikalleri viicuttan uzaklagtirir
(9,10). Omega 3 (®-3) yag asitleri, antiinflamatuar ve antitrombotik etki yaparak
doku hasarini onler, mukoza iyilesmesine yardimci olur, T hiicre cevabini arttirir
(11). Diyet niikleotitleri ise T hiicresi, makrofaj ve enterositler gibi hizli ¢ogalan
hiicreler tarafindan kullanilarak immun fonksiyonu gelistirir ve enfeksiyonlara
direnci artirir (12).

Bu deneysel calismada degisik sistemlerde toksik etkileri oldugu bilinen
MTX" in yan etkilerinden biri olan intestinal mukozitin, arjinin, ®-3 yag asitleri ve
niikleotidlerle zenginlestirilmis oral formiil ile (Immunoniitrisyon-IN) engellenip
engellenemeyeceginin belirlenmesi, ayn1 zamanda kemoterdpatik ajanlarin yan

etkilerinin simirlanmasinda farkli bir bakis agisinin sunulmasi amaclanmaistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Mukozit

Mukozit, malign hastaliklarin tedavisinde doz kisitlayici ya da tedaviyi kesici
onemli bir toksititedir. Agizdan aniise kadar tiim gastrointestinal sistem mukozasinin
hasart sonucu hafif inflamasyondan derin iilserlere kadar degisebilen patolojik bir
stirectir (1). Tedavilerin neden oldugu mukozit, mukozanin etkilenme siddetine gore
besin aliminda bozulma, agri, kanama, enfeksiyon, disfaji gibi hastanin yasam
kalitesinde ciddi bir bozukluga yol acabilir, hastanede kalis siiresinde ve tedavi
maliyetlerinde artisa neden olabilir (2).

Gastrointestinal kanalin mukozasi ayni embriyolojik kanaldan gelismesine
ragmen fonksiyonu ve anatomik Ozellikleri farklidir. Bu nedenle mukozit, oral ve
gastrointestinal olarak iki siifta degerlendirilmelidir (13). Gastrointestinal kanal
limeni, igeriden disartya dogru mukoza, submukoza, muskuler ve seroza
tabakalarindan olusur. Mukoza ve submukoza; epitel dokusu, kan ve lenfatiklerden
zengin bag dokusu ile diiz kas hiicreleri igerir. Muskiiler tabakada ise sirkiiler ve
longitudinal kaslar bulunur. Ince bagirsak mukozasinda diger gastrointestinal
sistemden farkli olarak tek tabaka kolumnar epitel, kript ve villiisler, epitelinde kok
emici, kadeh, paneth ve ndroendokrin hiicreler yer alir (14).

Normalde agiz mukozasi hiicreleri 7-14 giinde, bagirsak hiicreleri ise 4 giinde
bir kendini yenileyebilme 6zelligine sahiptir. Hiicre dongiisiindeki bu farklilik nedeni
ile radyoterapi ve kemoterapi sonrasi gastrointestinal mukozit, oral mukozitten daha
once baglar. Ancak, oral mukozit gastrointestinal sistemin diger kisimlarina goére
daha sik goriiliir. Bunun nedeni gastrointestinal mukozitin az bildirilmesi ve
degerlendirmesinin zor olmasi ile ilgili oldugu diistintilmektedir (2).

Mukozit gelisimi tedavi ve hasta ile iligkili faktorlere gore degisebilen
patolojik bir siirecin sonucu olarak ortaya c¢ikar. Ornegin tedavi ile iliskili olarak
¢cogu kemoterapotikler (metotreksat ve etoposide gibi) kan yolu ile miikoz
membranlara ulasir. Hastayla iliskili faktorler; eslik eden diger hastaliklar,
enfeksiyonlar, uzun siire steroid kullanimi1 ve ilag metabolizmasinin hastaya bagl
nedenlerle farkli olmasidir. Ornegin, metotreksatin mukozite neden olma riski

oldukca yiiksektir. Eger hastada metilentetrahidrofolat rediiktaz enziminde



polimorfizm var ise, bu enzimin aktivitesi azalacagi i¢in, metotreksat daha ciddi
mukoziteye neden olmaktadir. Giiniimiizde tedavi baslangicinda mukozit riskini
ongorebilen bir model heniiz yoktur. Yakin gelecekte molekiiler yontemlerin
gelismesi  ve farmakogenomiklerin  kullanima girmesi, hastalarin  genotip
ozelliklerinin  onceden belirlenerek, hastaya uygun ilag(lar)in gereken doz ve
kombinasyonda kullanilmasini saglayacaktir (2,15).

2.1.1.Mukozite Neden Olan Sitotoksik Ilaclar

Bazi sitotoksik ilaglar tek bagina ya da kombine kullanim ile birlikte mukozite
yol agabilirler: Metotreksat gibi timidin sentetaz inhibitorleri, topoizomeraz II
inhibitorleri (etoposit, irinotekan), pirimidin analoglar1 (sitozin arabinosid), piirin
analoglar1 (6-merkaptopiirin ve 6-tioguanin), yiiksek dozda kullanilan alkilleyici
ajanlar (busiilfan, melfalan, siklofosfamit) ve antrasiklinler (idarubisin, doksorubisin,
daunorubisin) gibi. Bu ajanlar birkag siklusta ardisik kullanildiklarinda, mukozit riski
her tedavi siklusunda biraz daha artmaktadir (2).

2.1.2.Mukozit Patogenezi

Mukozit gelisim patofizyolojisinde 5 evreli model bulunmaktadir;
1) Baslangi¢, 2) Haberci sinyalleri iletimi, 3) Amplifikasyon, 4) Ulserasyon, ve 5)
Iyilesme (Tablo 1).

Baslangig evresinde DNA hasari ve serbest oksijen radikallerinin (SOR)
olusumu ve diger yollar aktive olur. Haberci sinyallerin olusumu esnasinda
fibroblastlar, makrofajlar, endotel ve epitel hiicreleri tarafindan niikleer faktor kappa
beta (NFK-B) gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu siirecini timor nekrozis
faktor- alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuar
sitokinlerin salimimi takip eder. Bu evrede ayrica hiicre olimi (apopitozis) ve
mukoza zedelenmesinin ilerlemesine neden olan enzimler dretilir. Bu asamada,
bakteriler ilser yiizeyine kolonize olur ve zedelenmeyi daha da arttirirlar, hastada
notropeni de oldugu icin bakteriyemi ve sepsise neden olabilirler. Ulserasyon
evresini sonunda iyilesme evresi takip eder ve hastada diizelme goriiliir. Oral
mukozadaki lezyonlar esasen keratinize olmayan bdlimii igermesi nedeni ile
infeksiyonlara olduk¢a duyarlidir. Gastrointestinal mukozitte ise kript hiicre 6limii

ve sitostazise neden olan ¢ok sayida mekanizma bulunur. Bu olaylar1 kontrol eden



molekiiler mekanizmalar kesin bilinmemesine ragmen ¢esitli kemoterapétik ajanlarin

p53 ve kaspaz aktivasyonu ile etki ettikleri bildirilmektedir (2,16).

Tablo 1: Mukozitin patofizyolojik evreleri
Biyolojik evre Tanim ve Yorumlar

Evre 1:Baslangic Radyo- ve/veya kemoterapi bazal epitel hiicrelerinde DNA hasarina
neden olur; SOR olusumuna da yol agarak submukozadaki kan
damarlarinda daha fazla hiicresel hasar gelisir.

Evre 2: Sinyal letimi Radyo- ve/veya kemoterapi ve SOR’lar hiicrelerde apoptoza ve
inflamatuar sitokinlerin artisina neden olurlar.

Evre 3: Amplifikasyon Inflamatuar sitokinler daha fazla doku hasarina, sinyal iletiminde artisa
ve doku zedelenmesinde ilerlemeye yol acarlar.

Evre 4: Ulserasyon Mukozada biitiinliik kayb1 nedeniyle ciddi agrili lezyonlar geligir.
Dolayisiyla bu lezyonlardan bakteriler, virusler ve mantarlarin girisi
kolaylagr.

Evre 5: lyilesme Epitel hiicrelerinde cogalma, farklilagsma ve migrasyon ile mukoza

biitiinliigli yeniden diizenlenir. Mukozit mutlak nétrofil sayisinda
azalmaya eslik ettigi i¢in, ndtropeninin diizelmesi ile birlikte iyilesmede
goriliir. Aslinda epiteldeki bazal hiicrelerin mitotik aktivitesinin
normale donmesi iyilesmeyi saglar. Genellikle ndtropeninin diizelmesi
ile birliktelik gosterir.

Kaynak: Niscola P, et al. Haematologica 2007; 92:222-231.

2.1.3.Mukozitin Patolojik ve Klinik Ozellikleri

Mukozit gelisiminde patolojik olaylar 4 asamada izlenir. Kemoterapi
uygulamasindan sonra, herhangi bir klinik ve belirgin bir patolojik goriiniimiin
olmadigi, inflamatuar/ vaskiiler fazi kemoterapinin 4.-5. giintinde vaskiilaritedeki
artts nedeniyle eritem ve epitelde atrofinin gelistigi epitelyal faz takip eder. Bu
donemde yutma, ¢igneme gibi aktiviteler azalirken ishal, karin agris1 gibi sikayetler
baslar, giinden giine mikrotravmalarla tilserler gelisir (lilseratif faz). Bu faz genellikle
tedavinin ilk haftasim1 takiben ortaya ¢ikar, bu doneme bakteriolojik faz veya
psodomemrandz faz da denilmektedir. Epitelin kaybi1 sonucunda eksiidasyonlu
psodomembranlar ve iilserler olusur. Bu sirada eslik eden nétropeni hasarli mukoza
tizerinde oOzellikle gram negatif bakterilerin ve maya mantarlarinin yerlesmesini
kolaylastirir. Son asama ise iyilesme fazidir, yaklasik 12-16. gilinler arasinda olur.

Iyilesme hizin1 belirleyen faktorler; epitelin cogalma hizi, hematopoetik toparlanma,



bolgesel mikrofloranin yeniden olusma hiz1 ve yara iyilesmesini etkileyen infeksiyon
veya mekanik bir tahrisin olup olmamasidir (17).

Klinik olarak gastrointestinal mukozit ile iligkili semptomlar kemoterapi
verilmesinden 3-5 giin sonra baglar ve 7-15 giin kadar siirer. Bu durum hafif ile karin
duvarina yansiyan siddetli agr1 arasinda degisen Visseral agr1 ve diyare nedeni ile
bagirsak motilitesinde artigla iliskilidir. Gastrointestinal mukozit, obstruksiyon,
perforasyon ve infeksiyon ile agir klinik durumlara neden olabilmektedir (2).

2.1.4 Mukozitin Degerlendirilmesi

Mukozitin klinik degerlendirmesinde heniiz standart tanisal ve degerlendirme
kriterleri  bulunmamaktadir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO=World Health
Organisation) ve Ulusal Kanser Enstitiisii Yan Etkiler i¢in Genel Terminoloji
Kriterleri (NCICTC= National Cancer Institute Common Terminology Criteria for
Adverse Event) veya Radyasyon Tedavisi Onkoloji Grubunun (RTOG=Radiation
Therapy Oncology Group) derecelendirmesi kullanilmaktadir. Gastrointestinal
mukozit degerlendirmesi, diyare siklig1, miktar1 ve komplikasyonlarinin baglamasina
gore yapilir. Siklikla Ulusal Kanser Enstitiisiiniin Yan Etkiler igin Genel Terminoloji
Kriterleri kullanilarak diyare derecelendirilmesi yapilmaktadir (Tablo 2) (18).

Tablo 2: Diyare icin Ulusal Kanser Enstitiisii Kriterleri
1 2 3 4 5

Giinde <4 diskilama; Giinde 4-6 diskilama; Giinde > 7 diskilama  Yasamu tehdit eden 6lim
Giinliik aktiviteyi iv s1v1 gereksinimi inkontinans; iv sivi (6r:50k)
kisitlamamaktadir. 24 saatten az; giinliik  ihtiyac1 >24 saat;

aktiviteyi kisitlama-  giinliik aktiviteyi

maktadir. kisitlamaktadir.

Kaynak: National Cancer Institute Common Terminology Criteri v3.0 (CTCAE). August 9, 2006.
(http://ctep.cancer.gov)

2.1.5.Mukozitin Onlenmesi ve Tedavisi

Gastrointestinal mukozitin dnlenmesi ve tedavisi lizerine birden ¢ok yaymn
literatiirde bulunmasina ragmen bu c¢alismalarin ¢ogu, kanita dayali kilavuza
eklenmek tlizere yiikiimliiliiklerini yerine getirememistir (13,16,19,20).

Avrupa Medikal Onkoloji Derneginin (ESMO= European Society for
Medical Oncology) 2009 yilinda yaymlamis oldugu kilavuza gore kanita dayali temel
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bagirsak bakimi, yeterli hidrasyonu igermelidir. Ek olarak gegici laktoz intoleransi
potansiyeli ve bakteriyel patojenler de dikkate alinmalidir. Siklofosfamid,
metotreksat veya 5- florourasil tedavisini takip eden epigastrik agrinin 6nlenmesi i¢in
omeprozol veya ranitidin onerilir (Kanit 11 A). Sistemik glutamin ise gastrointestinal
mukozitin tedavisinde onerilmez (Kanit Il C). Standart doz veya yiiksek doz
kemoterapi ile iliskili diyarenin kontroliinde ise loperamid yetersiz kalirsa giinde iki
kez 100 mikrogram okreotit 6nerilir (Kanit I A) (20). Eger semptomlar devam eder

ve hasta notropenik ise antibiyotik kullanmak gerekir (21).

2.2.Metotreksat

Ozellikle neoplazmlarda kullanilan bir folik asit antimetabolitidir ve yapisi
folik asite benzer. Antimetabolitler; DNA, RNA, proteinler ve diger temel hiicre
komponentlerinin sentez zincirinin degisik basamaklarinda substrat veya koenzim
olarak rol oynayan c¢esitli dogal metabolitlerin analoglaridirlar. Antimetabolitler,
cogu kez cogalma fraksiyonu yiiksek tipteki tiimorlere etkili olmaktadir. En 6nemli
toksik etkileri kemik iligi ve bagirsak mukozasi epiteli iizerindedir. Fetiise, gebeligin
biitiin donemlerinde zarar verebilir (6).

Folik asit antimetabolitlerinin ilk defa Sydney Farber tarafindan 1948’de
tanimlanmasiyla kanser kemoterapisinde yeni bir déonem agilmistir (22,23). Klinikte
simdiye kadar bircok folat analogu kullanilmasina ragmen metotreksat en yaygin
kullanilanidir ve metotreksat sodyum, metotreksat LPF, rheumatrex, amethopterin ve
NSC-740 olarak da bilinmektedir (22).

Kimyasal olarak folik asitin 4-amino, N'>—metil analogudur. Kimyasal
metotreksat, N-[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinyl)methylamino]benzoyl]-L-glutamik
asit’tir (23).

2.2.1.Folik Asit Antagonisti Olarak Metotreksat’in Mekanizmasi

Insanlar, viicut icin gerekli maddelerden biri olan folik asidi
sentezleyemediklerinden dolayr diyetle folik asit alimi zorunludur. Dihidrofolat
rediiktaz (DHFR), dihidrofolik asidi (DHF) folik aside (FA) bagimli yollarda temel
bilesen olarak hizmet eden tetrahidrofolata (THF) donistiiriir (Sekil 1). Chabner ve
arkadaglart (24) MTX’ in FA antagonisti mekanizmasi olarak iki teoriyi One
sturmuslerdir. Birincil olarak folik asit azalma teorisi: intraselliller FA’ nin azalmasi

DHFR’nin blokajma dayanmaktadir. Ikincil olarak yarisma teorisi: niikleotidlerin



sentezinde gorevli basamaklari MTX’ in dogrudan inhibe etmesine ve DHF
birikimine dayanmaktadir. MTX, DHFR’1 inhibe eder bu ylizden THF 1n azalmasina
neden olur (Sekil 2). MTX poliglutamatlar1 5,10 metilen THF rediiktaz, glisinamid-
ribozil-5-fosfat  formiltransferaz ve aminoimidazol-karbokzamid-ribozil-5-fosfat
formiltransferaz enzimlerini dogrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon piirin
ve pirimidin metabolizmasinda inhibisyonla sonuglanir (5). Bu yapr taslarinin
tiretilmemesi, hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan DNA ve RNA sentezi ile enerji
tiretimi i¢in gerekli ATP tretimini inhibe eder. Ayrica THF’ya doniisemeden kalan
dihidrofolat, poliglutamatlar ve MTX’ in poliglutamat tiirevleri toksik inhibitor
metabolitler seklinde birikir. Timidilat sentazin ve piirinin sentezinde rol oynayan
transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, MTX’ in iki poliglutamat metaboliti
tarafindan yapilir. MTX’ in hiicrelerdeki toksik etkileri disaridan ila¢ olarak verilen
folinik asit (N5—formiltetrahidrofolat) tarafindan antagonize edilir, folik asidin

kendisi ise bu durumda THF’ a doniisemediginden antidotal etkinlik gostermez (25).

Folat dihidrofolat
Folik Asit — dihidrofolik asit — > tetrahidrofolat
rediiktaz rediiktaz
( DHFR)

Sekil 1: Folik asit metabolizmasi
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Sekil 2: Metotreksatin basit haliyle ya da poliglutamat olarak DHFR’1 inhibe etme

metabolizmasi



2.2.2.Metotreksat’in Yan Etkileri

MTX tedavisi esnasinda ortaya ¢ikan yan etkiler olduk¢a yaygmdir. ilacin
yan etkilerinin siddeti degiskendir. En sik rastlanan yan etkiler hafif ve geri
doniistimliidiir. Bulanti, kusma, transaminazlarda yiikselme ve stomatit gibi yan
etkiler siklikla dozla iligkilidir. Genel olarak bu yan etkiler tedavi bitimi veya doz
azaltimi sonrasinda gecer. MTX tedavisi alan hastalarin yaklasik %30’ unda tedavi
ilag toksisitesi nedeniyle kesilmektedir (5,26,27).

2.2.2.1.Gastrointestinal Sistem Yan Etkileri

Istahsizlik, mide bulantis;, kusma, ince bagirsak villus atrofisi nedeniyle
ishal, kilo kaybi gibi yan etkiler sik goriilir. Bu yan etkiler hastalarin biiyiik
kisminda hafif seyreder ve kisa siirer. Ancak hastalarin % 2.5’inde ilac1 kesecek
siddette olabilir. Yine cesitli siddette agrili iilser ve eritemden olusan stomatit
goriilebilir. Gastrointestinal sistem yan etkileri, diizenli verilecek folik asit takviyesi,
MTX dozunun azaltilmasi veya MTX' in parenteral uygulamaya gegilmesiyle
azaltilabilir (26,28-30).

2.2.2.2.Diger Sistem Yan Etkileri

Alopesi, gilines 1518ina hassasiyet, eritem, lrtiker ve kutanoz vaskiilit
olusabilir (26,31). Yeterli folik asit destegi verilmeksizin uzun siire MTX kullanimi,
folat eksikligine ve eritrositlerde makrositoza neden olabilir. Ldkopeni,
trombositopeni, megaloblastik anemi ve pansitopeni nadirdir ve %5’ten az goriiliir
(26,28,31). Diisiik doz haftalik MTX ile renal toksisite bildirilmemistir. Ilag
bobreklerden atildigr i¢in renal yetmezlikte kullanilmamalidir. Renal fonksiyonlarin
diizenli takibi gerekmektedir (31). Kanser kemoterapisinde kullanilan yiiksek doz
MTX ile gegici oligospermi olabilir. Overyan disfonksiyon ise bildirilmemistir. MTX
teratojen bir ajandir (26-34). Son yillarda MTX kullanan olgularda lenfoma
sitkliginda artis gozlenmektedir. Hematolojik malignite sikliginda ise artis
saptanmamistir (26). MTX ile pulmoner toksisite, akut veya kronik olabilir.
Pulmoner reaksiyon % 3-5 siklikta bildirilmistir (26, 28, 31).

Diisiik doz MTX tedavisi ile hepatotoksisite riski diisiiktiir, ancak alkol
kullanimi, diyabetes mellitus, kronik hepatit B ve C tasiyiciligi, obezite, o-1
antitripsin eksikligi riski arttiran faktorlerdir. MTX kullanan olgularda hastalik



aktivitesi diizelirken belirli araliklarla yapilan karaciger fonksiyon testlerinde
yiikselme ve serum albumininde diisiis goriilmektedir (28,31-33).

Bas agrisi, kilo kaybi, yorgunluk, ates, poliartralji, bas donmesi, grip benzeri
semptomlar olabilmektedir (28).

2.2.3.Metotreksat Toksisitesi ve Oksidatif Stres

Anti-kanser ilaglarla yapilan toksisite ¢alismalarinda, oksidatif stres iizerine
dikkat ¢ekilmektedir. Karaciger, bobrek, ince bagirsak ve merkezi sinir sistemindeki
MTX’ in yan etki mekanizmasi igin oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir (8,35-37).

Babiak ve arkadaslar1 (38), MTX’ in He-La hiicrelerinde viicudun Onemli
antioksidan1 olan glutatyon seviyelerini azalttigini gostermislerdir. Jahovic ve
arkadaglar1 (8), intraperitoneal 20 mg/kg tek doz MTX uygulanan ratlarda, kan,
karaciger, bobrek ve ince bagirsak dokularinda glutatyon seviyelerinde azalma,
inflamatuar yanitin gostergesi olan miyeloperoksidaz aktivitesinde artma ve
malondialdehit seviyelerinde belirgin sekilde artma oldugunu bulmuslardir.
Miyazono ve arkadaslar1i (39), MTX’ in yan etkisi olarak rat incebarsaginda
stiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitelerinde artma, glutatyon seviyelerinde
azalma oldugunu gostermisler ve MTX’ in yol agtig1 ince bagirsak hasarinda
oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu 6ne stirmiiglerdir. Devrim ve arkadaslari (36)
da MTX nefrotoksisitesinde oksidatif stresin 6nemini vurgulamiglardir. Benzer
sekilde Uz ve arkadaslar1 (37) da MTX alan ratlarin bobrek dokularinda nitrik oksit
seviyelerinde artis oldugunu bildirmisler ve MTX toksisitesinden korunmak igin
antioksidan ajanlarla birlikte kullanmasi gerekliligini 6ne stirmuslerdir.

2.2.4. Metotreksat’in Antiinflamatuar EtKisi

MTX, romatoid artritte ve psoriatik artritin tedavisinde antiinflamatuar etkisi
nedeniyle kullanilmaktadir. Timor nekrozis faktor-alfa, interlokin 1-beta gibi
sitokinler ile metaloproteinazlar gibi inflamasyonun inflamatuar mediatérlerinin
romatoid artritte MTX tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir (3).

2.2.5.Metotreksat ve Mukozit

Mukozit, sitotoksik kemoterapi ve radyoterapinin bir yan etkisidir. Agri,
karinda siskinlik, bulanti, kusma ve ishal gibi belirtiler ile sonuglanan, sindirim
sisteminin mukozal {ilserasyon ve inflamasyonunu igeren 6nemli Olgiide tedaviye

uyumu bozabilen bir durumdur. Siklikla yiiksek doz kemoterapi baslangicindan 4-7
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giin sonra ortaya ¢ikar ve kendini smirlayan bir nitelik tagimaktadir. Sitotoksik
kemoterapi bittikten 2-4 hafta sonra ise kaybolur (1,40).

Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz ve DNA sentezi inhibitoridir, ince
bagirsak kript ve villiislarda mitotik aktiviteyi yavaslatir (41,42), bagirsak epitel
bariyerini bozabilir (43). Mukozit gelisimindeki temel mekanizma; kemoterapi veya
radyoterapinin bagirsak yilizey epitelyum hiicrelerine (turn-overi hizli olan yiizey
epitelyum hiicreleri) dogrudan sitotoksik etkilerinin sonucu oldugu kabul edilir
(44,45). Sindirim sisteminde yapilan hem deneysel hem de insan g¢alismalarinda
mukozitin bes asamadan olustugu kabul edilmektedir: baslangi¢, up-regiilasyon ve

haberci sinyallerin tiretimi, sinyal gii¢lendirme, iilser ve iyilesmedir (40,46,47).

2.3.Arjinin, Omega 3 Yag Asitleri ve Niikleotitlerle Zenginlestirilmis Oral
Formiil (Immunoniitrisyon, IN)

Spesifik bazi niitrientlerin (glutamin, arjinin, -3 yag asitleri ve diyet
niikleotitleri gibi) giinliik ihtiyaclarinin iizerinde alindiklarinda inflamasyon
baskilayici, metabolizma ve immiin sistem prosesleri iizerine gii¢lii ve yararl etkileri
olduklar1 A seviyesinde kamitla ortaya konmustur (48). Immunoniitrisyon gerek
immun sistem aktivasyonunun modiilasyonu, gerekse besin d6gelerinin normal diyette
oldugundan daha fazla verilmesi ile immun sistem aktivasyonunun sonuglar1 olarak
tarif edilebilir (49).

Kanser hastalarinda niitrisyon destegi tedavinin ayrilmaz bir parcasi olup ve
Oneminin her gecen giin daha iyi anlasilmasi ile spesifik besin 6gelerinin etkileri ile
ilgili arastirmalar hizla artmaktadir. Ancak besin 6gelerinin tek basina ve digerleriyle
birlikte gosterdikleri etkiler in vivo ve in vitro sartlarda degisiklikler gostermektedir.
Ozellikle kemoterapi tedavisi uygulananlarda niitrisyon kavrammin yani sira
immunoniitrisyon hatta farmakoniitrisyon kavrami da olugsmaktadir (50).

Kanser hastalarinda, primer kullanim nedenleri tedavi etmeye yonelik
cabalarin yani sira malniitrisyonu engelleyici veya gelistikten sonra modiile edici ve
hatta tedavi edici yOntemlerin arasinda niitrisyonel desteginin yeri kesinlik
kazanirken, besin 6gelerinin immun sisteme etkileri tartisilmaya baslanmistir. Tedavi

esnasinda verilen kemoterapi ve buna sekonder diizeyde eslik eden serbest oksijen
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radikal olusumuna bagli intestinal bariyer hasari ile miicadele etmek i¢in bir¢ok
deneysel ve klinik ¢alisma yapilmistir (51).

2.3.1.Arjinin

Arjinin, nitrojen igerigi en fazla olan aminoasit olup non-esansiyeldir.
Biiylime, hastalik, stres ve travmada endojen sentez, pozitif nitrojen dengesi igin
yeterli degildir. Bu gibi durumlarda esansiyel aminoasit durumuna gelir (52).

Arjininin en 6nemli 6zelligi nitrik oksitin (NO) fizyolojik prekiirsoriidiir (52).
NO diistik konsantrasyonlarda antiinflamatuar etki, yiiksek konsantrasyonlarda ise
pro-inflamatuar etki gosterir. NO' nun, immunite, vaskiiler tonus ve inflamasyon
tizerinde diizenleyici etkileri vardir, asir1 dozu bakteri, fungus ve tiimor hiicrelerini
oldiirmektedir (53). Arjinin endotelyal hasar olusmasini 6nleyici yonde etki gosterir,
vazokonstriiksiyona karsi koruma saglar ve reperflizyon sonrasi 6dem olusumunu
azaltir (54).

Arjinin, lenfosit islevlerini ve fagositozu artirir, yara iyilesmesini hizlandirir.
Major cerrahi ve travmalardan sonra baskilanan T hiicre yanitinin daha erken
normallesmesini saglar, CD4 diizeyini arttirir. Arjinin  eksikliginde T-hiicre
cogalmast ve CD3 sunumu baskilanir. Anabolik hormonlarin salinimini uyarir,
poliamin ve kreatin sentezinde 6nemli rol oynar. Poliaminler hiicre bdliinmesinde,
kasta ATP sentezinde ve makrofaj aracili timdr hiicresi sitotoksisitesinde 6nemli rol
oynamaktadir (52).

Sepsisli hastalarda plazma arjinin diizeyi, azalmis sentez ve alima bagl olarak
belirgin diisiik saptanir. Bu nedenle sepsiste arjinin destegi mantikli olur gibi goriinse
de klinik uygulamalarda sonuglar farklidir. Sepsiste NO yapimi belirgin olarak
artmistir ve vaskiiler kollapsin ana nedeni olarak kabul edilir (55). Asir1t NO {iretimi
mitokondriyal solunumu etkileyerek apoptozise ve nekroza neden olabilir (53).
Bunun yaninda insanlarda yapilan deneysel bir ¢alismada enteral arjinin desteginin
doza bagli olarak NO sentezini artirdig1 fakat pro ve antiinflamatuar sitokinlerin
sentezine etkisi olmadig1 gosterilmistir (56). Deneysel ¢alismalarda arjinin desteginin
bakteriyal translokasyon ve sepsis oranimi azalttigi bildirilmistir (57,58). Kollojen
sentezinde kullanilan hidroksiprolin diizeyini artirarak, yara iyilesmesini saglar (59).

Leitao ve arkadaglarimin (7) yapmis olduklart bir ¢alismada, metotreksat

verilmis ratlarda arjininin ince bagirsak mukoza iltihab1 {izerine etkileri
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arastirilmistir. Bu calismada, arjininin, villus azalmasi, kript hasari, inflamatuar
degisiklikler, hiicre 6liimii ve miyeloperoksidaz aktivitesi tizerine olumlu etkileri
gosterilmistir.

2.3.2.0mega 3 Yag Asitleri

Esansiyel yag asitleri, hiicre membraninin temel unsurlarindandir. insanlar
icin iki adet esansiyel yag asidi vardir; linoleik asit asit (0-6) ve alfa-linolenik asit
(w-3). Bu esansiyel yag asitlerinden ®-3 yag asitleri, ¢esitli enzimlerce daha uzun
¢oklu doymamig yag asitlerine gevrilirler. -3 yag asitlerinden dokosahekzanoik asit
( DHA) ve eikosapentanoik asit ( EPA) olusur. Olusan bu metabolitler daha az
oranda inflamatuar ya da antiinflamatuar 6zellik gosterirler (60).

-3 yag asitlerinin inflamatuar reaksiyonlarin siddetini azalttigi, konake1
savunmasini  gliglendirdigi, sepsiste splankinik kan akimini ve bagirsak bariyer
fonksiyonlarmi 1iyilestirdigi ve tiimdr biliylimesini engelledigi yoOniinde veriler
mevcuttur (60,61).

Besinler ile alman ®-3 yag asitleri hiicre membraninda fosfolipidlerin
yapisina katilarak akigkanligi artirir, reseptorleri, iyon kanallarini, tasiyicilart ve
immun modiilasyonda rol oynayan genlerin ekspresyonunu etkilerler (60,62).

Deneysel hayvan caligmalarinda ®-3 yag asitleri destegi, dogal Sldiiriicti
hiicre aktivitesini, CD8 T-hiicre aktivitesini, gama-interferon ve TNF-o sentezini
etkilemektedir (63). Sitokinler {izerine etkileri ile kanser kaseksisi lizerine olumlu
yonde etkileri olabilmektedir (64). Deneysel olarak hayvan modellerinde ®-3 destegi
intestinal bakteriyel translokasyonu ve villus atrofisini azaltmaktadir (65).

Koppelmann ve arkadaglarinin (66) yapmis olduklari ¢alismada, enteral
omega 3 yag asitlerinin intestinal hiicrelerde apoptozisi azalttigi, intestinal mukoza
hasari iizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir.

2.3.3.Niikleotidler

Niikleotitler, bir pentoz ve bir veya birden fazla fosfat grubuna bagl nitrojenli
bir bazdan olusur. Bu bilesikler (piirin ve pirimidinler), hayvansal ve bitkisel
besinlerde dogal olarak bulunurlar ve hiicrenin yap1 taglaridirlar. Karbonhidrat,
protein, yag ve niikleik asit metabolizmasinda 6nemli rolleri vardir (67). Endojen

sentezleri kompleks ve enerji gerektiren bir durum oldugundan hastalik, stres ya da
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travma aninda immun sistem, gastrointestinal mukoza attrofisini devam ettirmek i¢in
disaridan saglanmalar1 6nem tagimaktadir (50).

Piirin ve pirimidinler, T lenfosit ve bagirsak epitelyal hiicreleri gibi hizhi
¢ogalan, boliinen, biiyiiyen ve yeterli niikleotit sentezleme yetenegi olmayan hiicreler
icin esansiyeldirler (68). Bu hiicreler, niikleotitleri protein sentezinde ve hiicre
boliinmesinde kullanmak icin diyetle alim veya geri donilisiim yolu ile karsilarlar
(69).

Enfeksiyoz ataga karsi piirin verilmesi, konak¢t immun cevabini daha iyi
fagositik hiicre aktivasyonu ve hiicresel immunite ile diizeltir (69).

Diyetteki niikleotitler, gastrointestinal mukoza fonksiyonlar tizerinde dnemli
rol oynar. Niikleotit icermeyen beslenme, jejenum mukozasinin matiirasyonunu ve
optimal biiylimesini bozarken, normal besin alimi ile kiyaslandiginda, parenteral
niitrisyonda niikleotit suplemantasyonu jejenum mukozasinda yas agirligini, Kript
derinligini, villus yiiksekligini, protein, niikleik asit konsantrasyonlarini ve firga-
kenar enzim aktivitesini diizenler (70).

Klinik ¢aligmalarin ¢ogunda niikleotitler ile immuniteyi giiglendiren bir diyet
olusturabilmek amaciyla ®-3 yag asitleri ve aminoasitler ile kombine edilmistir. Bu
nedenle niikleotitlerin tek basina yarattiklar etkiyi ayirmak zordur (71).

Yu ve arkadaglar1 (67) niikleotit destegi verilen yenidoganlarda yaptiklari
calismada bagirsak mukoza biitiinliginiin - korundugunu ve mikrofloranin
diizenlendigini saptamiglardir. Bu nedenle niikleotitlerin gastrointestinal sistemde

glutamin benzeri etki gosterdigini ifade etmislerdir.

2.4.Biyokimyasal Degerlendirmede Kullanilan Belirtecler

2.4.1.inflamatuar Aracilar

TNF-o ve IL-1B makrofajlardan salinan Onemli sitokinlerdir. Sitotoksik
etkileri yaninda, inflamatuar reaksiyon ve inflamasyonun regiilasyonunda da 6nemli
bir role sahiptirler. Notrofiller, inflamasyonda ve travmada serbest oksijen radikalleri
ve bir takim lizozomal enzimler salgilamaktadir. Ek olarak nétrofiller uyari

aldiklarinda TNF-a, IL-1p gibi sitokinler de salgilamaktadirlar (72).
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2.4.1.1. Tiimor Nekrozis Faktor-Alfa

TNF-a, proinflamatuar bir sitokindir ve inflamatuar cevaba araci olmaktadir
(73). Endotoksin, inflamatuar olaylar, immun kompleksler, fiziksel hasar ve toksin
salinimini uyarmaktadir. Interlokin-1 ile birgok aym 6zelligi paylasmaktadir. TNF-a,
IL-1 ile birlikte ya da ayri ayri sistemik inflamasyonu tetiklemekte ve ates gibi
belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Gram-negatif bakterilerin hiicre
duvar1 yapisinda bulunan ve ayn1 zamanda bir endotoksin olan lipopolisakkaridler
(LPS), TNF-o tretimini tetiklemektedir. Ayrica, ndétrofil ve monositler igin
kemotaktiktir ve notrofil aktivitesini arttirir.  TNF-a' nin  lokal olarak
konsantrasyonunun artmasi, bakteriyel enfeksiyonlarla iligkili olan belirtilere (septik
sok, ates, kas agrisi, uyusukluk, bas agrisi, mide bulantis1 ve inflamasyon) neden
olmaktadir (74).

2.4.1.2.Interlokin-1 Beta (IL-1p)

TNF-a gibi infeksiyon ve diger inflamatuar uyaranlara kars1 konak yanitinin
mediatdriidiir. TNF-a ile beraber etki gdsterir. Ana kaynagi mononiikleer fagositler
olmasma ragmen nétrofiller, epitelyal hiicreler ve endotel hiicreleri tarafindan da
sentezlenirler. Diisiik konsantrasyonlarda lokal inflamasyonun mediyatoriidiirler.
Yiiksek konsantrasyonlarda dolasima gecerek endokrin etkiler gosterirler (ates, akut
faz reaktanlarinin salinmasi, kaseksi gibi) (75).

2.4.2.Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri, hiicre metabolizmasinda ortaya g¢ikan, en dis
tabakalarinda eslenmemis elektron tasiyan ve diger biyolojik materyallerle
reaksiyona girme egiliminde olan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Oksidantlarin
artt1ig1 veya antioksidantlarin yetersiz kaldigi durumlarda organizmanin maruz
kaldig1 “oksidatif stres” sonucunda bozulan hiicresel metabolizma, molekiiler yikim
ve doku hasarimi getirir. Oksidatif hasarin olustugu dokuda artan radikal metabolitler
ve bunlarin olusturdugu lipit peroksidasyonu ile protein ve DNA oksidasyonu sonucu
hiicre membraninda kontrol kaybolur, gegirgenlik artigi ve hiicresel 6liim gelisir (76).

2.4.2.1.Luminol ve Lusigenin

Birgok inflamatuar hastalikta ve doku hasarinda reaktif oksijen radikalleri

olusmaktadir (77,78). Luminol, H,O,, OH", hipoklorit, peroksinitrit ve lipit peroksil
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radikalleri i¢in kullanilan bir tekniktir, lusigenin ise siliperoksit radikalleri igin
selektiftir (79).

Kemilliiminesans yoOntemi, serbest oksijen radikallerinin 6l¢iimii igin
kullanilan direkt ve noninvazif bir yontemdir. Kemilliiminesans, ekzotermik
oksidatif reaksiyon gosteren organik bilesiklerin genel bir o6zelligidir ve 151k
yayilmasin1  ifade eder. Luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4 fitalazinedion
phthalazinedione) ve lusigenin (bis-N-metilakridinumnitrat methylacridiniumnitrate),
SOR gibi oksidantlarla tepkimeye girerek sirasiyla fotonik aktiviteye yol agan 3-
aminofitalat ve N-metilakridon olusturur (79,80).

2.4.3.Malondialdehit

Plazma membrani, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik
membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinde serbest radikaller tarafindan
olusturulan oksidatif hasara lipid peroksidasyonu denilmektedir (81). Lipid
peroksidasyonu, bir lipid molekiiliinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis olan bir
metilen grubundan bir hidrojen atomunun g¢ikarilmasi ile baglayan kompleks bir
olaydir. Lipid peroksidasyonu sonucunda hiicrede kendiliginden devam eden
zincirleme reaksiyonlar baglamaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan lipid peroksit
radikalleri bir sonraki poliansatiire yag asidini okside ederek yeni zincirleme
reaksiyonlar1 baslatirlar (81). Bu iriinlerin daha ileri pargcalanmaya ugramasi ile
hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararli radikal 6zelligi olan aldehidlere
dontisiirler. Bu aldehidler i¢inde en ¢ok bilineni MDA’ dir. Dolayisiyla bir dokuda
MDA seviyesinin artmasi serbest oksijen radikallerinin arttigini gosterir (82).
Malondialdehidin kendisi de iiretildigi yerde iki yonlii hareket edebilir; hem dig
ortama hem de hiicrenin i¢ kismina yonelebilir. Hiicre i¢inde bir¢cok yapiya zararl
etkileri vardir. Dolayisiyla serbest oksijenlerin lipidlere etkisi sonucu aciga ¢ikan
patolojik iiriin olan MDA daha ileri yikimlara sebep olabilir. Hiicre membranlarinin
lipid kismimin biiylik ¢ogunlugu fosfolipid ve bunlarin yapisindaki poliansatiire yag
asitlerinden olugmustur. Bu hasar sonucunda membranin yapisi ve fonksiyonlar
biiyiik dl¢iide bozulur (81,82).

2.4.4.Miyeloperoksidaz

Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de

polimorf niiveli 16kositlerin (PMNL) hasarli dokuda birikmesini saglamaktadir.
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Notrofil ve monositler primer lizozomal graniillerinde bir Hem enzimi olan
miyeloperoksidaz ihtiva ederler. Nétrofiller dolasimda bulunan PMNL’ lerin %90’
indan fazlasii olustururlar. Kompleman fragmanlari, hidroksil radikalleri, reaktif
oksijen radikalleri ve sitokinler gibi uyarilar nétrofil aktivasyonuna neden olur.
Dokuya gelen aktive PMN 1okositler; MPO, elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin
ve katyonik proteinler gibi enzimleri agiga cikarirlar. Bu enzimler hem dokudaki
hasar arttirirlar, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olurlar (83,84).

MPO, cesitli bilesikleri (elektron ya da hidrojen dondrleri) okside edebilen bir
enzim substrat kompleksi olusturmak igin, substrati olan H,0O, ile birlesir ve bunlarin
oksidasyonu sonucu, cesitli yollarla organizmay: etkileyebilen toksik ajanlar
meydana gelir ve bunlar hiicre 6liimiine yol agarlar. Notrofillerin primer fonksiyonu
fagositoz ve mikroorganizmalarin sindirimi olmasina ragmen bu hiicrelerden toksik
ajanlarin sizintis1 veya sekresyonu yakin hiicrelere zarar verir. Fagositik kaynakli
oksidantlar ototoksik, immunosiipresif ve mutajenik etkiler gosterirler (83,84).

2.4.5.Glutatyon

Oksidatif stresin dl¢limiinde kullanilan bir antioksidandir. Rediikte glutatyon
(GSH) / okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalir. GSH ve GSSG
“yiiksek performans lipid kromotografi” (HPLC) ve spektrofotometrik yontemlerle
tespit edilir (85). Glutatyon karacigerde glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen
bir tripeptiddir. Cok O6nemli bir antioksidant olan glutatyon, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girip onlart zararsiz iriinlere gevirerek hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korur. Proteinlerdeki siilfidril gruplarini da indirgenmis halde tutarak
okside olmasini engeller (86).

2.4.6.Na'- K" ATPaz

Na'-K" ATPaz, hiicre i¢i elektrolit homeostazinda konsantrasyon gradyantina
karst ATP kullanarak sodyum ve potasyum degisimini saglar (87). Membran bagiml
bir enzimdir, bircok membran bagimh enzim gibi Na’- K* ATPaz' da aktivite
gosterebilmesi  i¢cin  fosfolipitlere ihtiyag duyar. Ancak iskemide, lipit
perokidasyonunun baslangicinda ve enerji depolarinin azalmasi ile serbest oksijen
radikalleri artar ve sonrasinda membran Na'- K" ATPaz aktivitesi inhibe olur
(88,89).
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma, T.C. Saghk Bakanlignt Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan alinan izin ile (protokol kodu:76.2012.mar)
gerceklestirilmistir. Hayvanlar, Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezinden temin edilmis ve deney ayni merkezde yapilmistir.

Calismada 8 haftalik 32 adet Wistar-Albino sigan (180-220 g) kullanilmastir.
Siganlar standart pellet yem (protein % 24, lysine % 1, metionin % 0.6, sistein % 0.4,
seliiloz % 7, NaCl % 1, kalsiyum % 1-2 ve enerji 2650 kkal/kg ) ile beslenmis ve
deney siiresince su alimlart serbest birakilmistir. Tiim hayvanlar polipropilen
kafeslerde tutulmus, 22-24°C sicaklik ve 12 saat 1s1k-12 saat karanlik siklusuna
uygun standart kosullar saglanmistir. Her bir kafeste 3 hayvan bulundurulmustur.

Her biri 8 hayvandan olusan 4 grup belirlenmistir. G1: kontrol grubu, G2:
arjinin, ©-3 Yyag asitleri ve niikleotidlerle zenginlestirilmis immiinoniitrisyonel oral
formiil (IN) verilen grup, G3: Metotreksat (MTX) verilen grup, G4: MTX + IN
verilen grup.

G1 grubu: Tek doz intraperitoneal serum fizyolojik (SF) uygulanmistir. SF
uygulamasi sonrasi 5 giin siiresince gavaj ile oral salin verilmis ve 6.giin laparotomi
yapilmistir. Periferik kan 6rnegi alinarak, biyokimyasal ve histopatolojik inceleme
icin ince bagirsak (jejunal) doku 6rnekleri alinmustir.

G2 grubu: Tek doz intraperitoneal SF uygulanmistir. SF uygulamasi sonrast 5 giin
stiresince gavaj ile glinde {i¢ doz halinde (her defasinda 5 mL /kg), arjinin, ®-3 yag
asitleri ve niikleotidlerle zenginlestirilmis immiinoniitrisyonel oral formiil (IN)
verilmis ve 6.giin laparotomi yapilmistir. Periferik kan 6rnegi alinarak, biyokimyasal
ve histopatolojik inceleme i¢in ince bagirsak (jejunal) doku 6rnekleri alinmustir.

G3 grubu: Tek doz 20 mg/kg MTX intraperitoneal olarak uygulanmistir. MTX
uygulamasi sonrast 5 giin siiresince gavaj ile salin verilmis ve 6.giin laparotomi
yapilmustir. Periferik kan 6rnegi alinarak, biyokimyasal ve histopatolojik inceleme
icin ince bagirsak (jejunal) doku 6rnekleri alinmistir.

G4 grubu: Tek doz 20 mg/kg MTX intraperitoneal olarak uygulanmistir. MTX
uygulamasi sonrasi 5 giin siiresince gavaj ile giinde ti¢ doz halinde (her seferinde 5

mL /kg), arjinin, ®-3 yag asitleri ve niikleotidlerle zenginlestirilmis oral formiil (IN)

18



verilmis ve 6.giin laparotomi yapilmistir. Periferik kan 6rnegi alinarak, biyokimyasal
ve histopatolojik inceleme i¢in ince bagirsak (jejunal) doku 6rnekleri alinmustir.
MTX uygulamasi tek doz seklinde intraperitoneal 20 mg/kg olarak
uygulanmistir. Arjinin, ®-3 yag asitleri ve niikleotidlerle zenginlestirilmis oral
formiil (IN) uygulamasi ise MTX uygulamasi sonrasi deney sonuna kadar her giin
oral olarak (gavaj ile) giinde ii¢ doz halinde 5 mL /kg olarak uygulanmistir. Deneyin
her asamasinda siganlara standart yiyecek ve sulari verilmistir. Biitiin gruplara 6.giin
intraperitoneal Ketamin Hidroklorid 100 mg/kg + 10 mg/kg ksilazin HCI ile anestezi
verilerek, karin tiiyleri traglanmis, cilt %10’luk povidon iyot ile temizlenmis, steril
kosullar altinda orta hat kesisi ile laparotomi yapilmigtir (Resim 1). Yapigikliklara
miidahale edilmeksizin makroskopik olarak goriilebilen mukozit alanlar1 rezeke
edilmistir (Resim 2), gorillemeyen siganlarda ise jejunum ansi total olarak
cikartilmigtir. Deney sonunda vena kavadan 2 mL kan alinmigtir (Resim 3). Alinan
kan ornekleri, jelli vakumlu tiiplere konulmus ve 3000 rpm’ de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 plazma kisimlar1 bir pipet yardimi ile alinarak
eppendorflara konulmus ve ornekler -20 °C’ de saklanmistir. Biyokimyasal inceleme
icin alinan doku 6rnekleri aliiminyum folyo igerisinde -20 °C’ de ve histopatoloji igin

alinan 6rnekler ise % 10’luk formaldehit i¢erisinde saklanmustir.

Resim 1: Orta hat kesisi ile yapilan laparotomide ince bagirsaklarin goriiniimii

Serumda inflamatuar reaksiyonda énemli rol oynayan tiimdr nekrozis faktor-

alfa, interlokin-1 beta diizeyleri ile ince bagirsak dokusunda serbest oksijen
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radikallerinin direkt belirteci olan luminol ve lusigenin diizeyleri, glutatyon,
malondialdehit, myeloperoksidaz, Na*-K*ATPaz calisiimistir. Ayrica bagirsak doku

ornekleri histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Resim 2: Makroskopik olarak goriilebilen mukozit alanlar

Resim 3: Vena-cavadan kan alinmasi

3.1. Serumda TNF-a ve IL- 1p Tayinleri

Serumda TNF-a olgtimii, Biosource kiti (ELISA, BioSource Europe S.A.
Catalog No. KRC 3014, Nivelles, Belgium) ile EIx808IU Ultra Microplate cihazinda
Enzyme Immunoassay (ELISA) yontemi ile c¢alistlmistir. IL-1f Olgiimii ise
Biosource kiti kullanilarak (ELISA, BioSource Catalog No. KRC0011, Nivelles,
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Belgium) yine EIx808IU Ultra Microplate cihazinda Enzyme Immunoassay yontemi
ile calisilmustir (90).
3.2. Malondialdehit Ol¢iimii

MDA olgiimii, MDA Elisa kiti (ELISA, Uscn Life Science Inc, Cat No.
E0597Ra, USA ) ile EIx808IU Ultra Microplate cihazinda Enzyme Immunoassay
(ELISA) yontemi ile calisilmistir. MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle
olusturdugu rengin 532 nm’de optik dansitesinin Ol¢iilmesi prensibine dayanan
Ohkawa ve arkadaslarinin (87) metoduna gore yapilmistir. 0.5 mL plazma tizerine %
8.1 sodyum dodesil siilfat 0.2 mL, pH’s1 3.5 olan % 20 asetik asit 1.5 mL ve % 0.8
thiobarbitiirik asit soliisyonu 1.5 mL eklenerek 95° C’de 60 dakika isitilmistir.
Sogutulduktan sonra 4000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust tabakanin
absorbans1t 532 nm’de Ol¢iilmiistiir. Standart olarak 1,1,3,3- tetraetoksipropan
kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafiginden numunedeki MDA miktar1 hesaplanarak
ve nmol/mL olarak ifade edilmistir.
3.3. Myeloperoksidaz Aktivitesi Ol¢iimii

MPO o6l¢iimii, MPO Elisa kiti (ELISA, Uscn Life Science Inc, Cat No.
SEA601Ra, USA ) ile EIx808IU Ultra Microplate cihazinda Enzyme Immunoassay
(ELISA) yontemi ile calisilmistir. Dokulardan alinan 0.2-0.3 g agirligindaki 6rnekler
20 mM K;HPO, (pH=7.4) ¢ozeltisi ile 10 kez sulandirilip homojenize edildikten
sonra 12000 devirde 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiije edilmistir. Ayni hacimde
%0.5’lik heksadesiltrimetilamonyum hidroksit iceren 50 Mm K,HPO, ile yeniden
homojenize edilen 6rneklerde MPO aktivitesi, O-dianizidin dihidrokloritin H,O,’e
bagli oksidasyonunun spektrofotometrik Ol¢limiiyle saptanmustir. Bir {inite enzim
aktivitesi, 37 °C’de 460 nm absorbansta (1.0 mL/dk) meydana gelen degisiklik
olarak degerlendirilmistir (92).
3.4. Glutatyon Ol¢iimii

Ellman yontemi modifiye edilerek, 0.3 M NaZHPO4 ve Ellman soliisyonlarina

ilave edilen doku drneklerinden reaktif maddelerin olusumu spektrofotometrik olarak
olgiilerek belirlenmistir (93).
3.5. Na*-K"ATPaz Diizeyi Olciimii

Doku Na*'-K*ATPaz miktar1 SIGMA 366-A kiti kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu

yontemle ince bagirsak dokusu mekanik olarak homojenize edildikten sonra doku
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icinde mevcut ATP 3-fosfogliserat ile fosfogliserat fosfokinaz enzimi varliginda
reaksiyona sokularak ADP + 1.3 difosfogliserata gevrilmistir. Daha sonra 1,3-
difosfogliserat, dihidronikotinamid adenin diniikleotit (NADH) ile gliseraldehid
fosfot dehidrojenaz enzimi varliginda reaksiyona sokulmustur. Sonugta NADH' in
oksitlenmesi ile agiga ¢ikan nikotinamid adenin diniikleotit (NAD)' in 340 nm de
absorbansi olgiilerek baslangigta 1 mg doku ile reaksiyona giren Na'-K*ATPaz 'm
miktari orant1 ile tespit edilmistir (94).
3.6. Dokuda Serbest Oksijen Radikallerinin Kemiliiminesans Yontemi ile
Belirlenmesi

Dokular, 2mL PBS-Hepes tamponu i¢ine konulmus ve i¢inde ayn1 dokunun
ornekleri olan iki ayr1 tipe 4’er uL (0.2mM) luminol ve (0.2mM) lusigenin
eklenmistir. Reaktif oksijen tiirleri ile luminol ve lusigenin maddelerinin reaksiyonu
sonucu ortaya ¢ikan fotonik aktivite luminometre aracigi ile 10 dakika siireyle
kaydedilmistir (95).
3.7. Histopatolojik incelemeler

Dokular % 10’luk formole alindiktan sonra en az 3 saat veya 1 gece ¢esme
suyunda yikanmis ve artan alkol konsantrasyonlar: ile dehidratasyon (% 70°lik alkol
ile 15 dakika, % 90’lik alkol ile 15 dakika, % 96’lik alkol ile 30 dakika, %100°’lik
alkol ile iki kere 30 dakika, % 100’lik toluen ile 2 kere 30 dakika) yapilmustir,
ardindan 1 gece parafinde 60 °C’de bekletilmis, ertesi giin doku parafin bloklara
goémiillmistiir. Bloklama isleminden sonra dokulardan 5-6 mm kalinliginda kesitler
alarak lama yerlestirilmis ve parafinden kurtarma islemi i¢in 2 saat toluende
birakilmig, ardindan alkoliin azalan konsantrasyonlar1 ile suya indirgenme (%
100’Lik alkol ile 2 dakika, % 90’lik alkol ile 2dakika, % 70’lik alkol ile 2 dakika
muamele edilmesi) yapilmis ve distile suya birakilmig, 15 dakika hematoksilen ile
muamele edildikten sonra c¢esme suyunda 10 dakika morartma islemi igin
birakilmistir. Eosin ile 5 dakika ilave olarak distile su uygulandiktan sonra tekrar
alkoliin artan konsantrasyonlar1 ile dehidratasyon (% 70°lik alkol ile 2 dakika,
%90’lik alkol ile 2 dakika, % 96’ lik alkol ile 2 dakika, % 100’liik alkol ile 10
dakika) yapilmis ardindan toluen ile 2 kere yikanmigtir (1. Banyo 5 dakika, 2. Banyo
10 dakika) ve entellan ile dokunun iizeri kapatilarak, doku 1sik mikroskobu

(Olympus CX 41) diizeyinde incelenmistir (96).
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Inceleme, gruplar bilinmeksizin bir histopatolog tarafindan tek kor olarak
yapilmistir. Bagirsak doku Orneklerinde mukozal hasar histopatolojik olarak
degerlendirilmis, inflamasyon yogunlugu, epitel yapisi, mitoz ve goblet hiicreleri
morfolojik olarak degerlendirilmistir (97).

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismadan elde edilen verilerin analizinde GraphPad Prism 3.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) kullanilmistir. Elde edilen
veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi (Ort. £ O.S.H.) olarak verilmistir.
Degiskenlerin normal dagilima wuygunlugu ‘Kolmogrov-Smirnov’ testi ile
degerlendirilmistir. Gruplarin varyanslarinin homojenligi ise, ‘Levene testi’ ile
incelenmistir. Histopatolojik degerler Mann-Whitney U testi ile, diger parametreler
varyans analizi (ANOVA) ve Tukey's ¢oklu karsilagtirma testi ile karsilastiriimistir.
‘p’ degerinin 0.05° ten kii¢iik olmasi anlamli, 0.001° den kiiclik olmasi ise ileri

derecede anlamli olarak yorumlanmistir.
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4. BULGULAR

Kontrol ve IN gruplar arasinda tiim parametrelerde istatistiki olarak anlamli
fark bulunmamustir (p>0.05). Bu nedenle MTX, MTX+IN gruplariin kiyaslamalari
kontrol grubuna goére yapilmstir.

4.1. Serum TNF-a, IL-1p Sonuclar: (Tablo 3, Sekil 3)

Serum TNF-a diizeyleri, kontrol grubunda 49.52+2.71 pg/mL, IN grubunda
42.8242.63 pg/mL, MTX grubunda 71.95+3.92 pg/mL ve MTX+IN grubunda ise
55.40+3.11 pg/mL olarak bulunmustur. MTX grubundaki TNF-a diizeylerinin,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.001).
MTX + IN grubundaki TNF-o diizeylerinin ise MTX uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak daha diisiik oldugu saptanmustir (p<0.001).

Serum IL-1B diizeyleri kontrol grubunda 357+22 pg/mL, IN grubunda
31617 pg/mL, MTX grubunda 471428 pg/mL ve MTX + IN grubunda ise 356+11
pg/mL olarak belirlenmistir. MTX grubundaki IL-1f diizeyleri, kontrol grubuna goére
daha yiiksek olarak belirlenmis ve bu fark istatistiksel agidan énemli bulunmustur
(p<0.001). MTX + IN grubundaki IL-1B diizeyleri ise MTX uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak daha diisiik saptanmistir (p<0.001).

Tablo 3: Sicanlarda metotreksat ile olusturulan ince bagirsak mukozit
modelinde, kontrol, IN, MTX ve MTX-IN gruplarina ait serum TNF-a ve IL-1§

icin ortalama ve standart hata degerleri.

Kontrol IN MTX MTX-IN

Ort + OSH Ort + OSH Ort + OSH Ort + OSH

TNF-a (pg/mL)  49.52+2.71 42.82+2.63  71.95+£3.92 %%  5540+3.11""

IL-1B (pg/mL) 35722 316+ 17 471 + 28 Hk* 356+ 11"

*** 5<(.001 kontrol grubuna gére, " p<0.001 MTX grubuna gére karsilastirmalar.
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Sekil 3: Sicanlarda metotreksat ile olusturulan ince bagirsak mukozit modelinde, kontrol, IN, MTX ve

MTX-IN gruplarina ait serum a) TNF-a ve b) IL-1f degerleri.
*** n<(.001 kontrol grubuna gére, " p<0.001 MTX grubuna gére karsilastirmalar.
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4.2. Glutatyon Sonuclari (Tablo 4, Sekil 4)

Ince bagirsak dokusunda GSH diizeyleri, kontrol grubunda 2.43+0.17 nmol/g,
IN grubunda 2.77+0.13 nmol/g, MTX grubunda 1.84+0.15 nmol/g ve MTX+IN
grubunda ise 2.45+0.12 nmol/g olarak belirlenmistir. MTX grubundaki GSH
diizeyleri, kontrol grubuna gore daha diisiik olarak saptanmis ve bu fark istatistiksel
acidan onemli bulunmustur (p<0.05). MTX + IN grubundaki GSH diizeyleri ise
MTX uygulanan gruba gore istatistiksel olarak daha yiiksek saptanmistir (p<0.05).
4.3. Malondialdehit Diizeylerine Ait Sonuclar (Tablo 4, Sekil 4)

Ince bagirsak dokusunda MDA diizeyleri, kontrol grubunda 19.20+2.08
nmol/g, IN grubunda 18.55+2.93 nmol/g, MTX grubunda 40.65+4.90 nmol/g ve
MTX+IN grubunda ise 23.134+3.46 nmol/g olarak bulunmustur. MTX grubundaki
MDA diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek (p<0.01);
MTX + IN grubundaki MDA diizeyleri ise MTX uygulanan gruba gore istatistiksel
olarak daha diisiik olarak saptanmistir (p<0.05).

Tablo 4: Sicanlarda metotreksat ile olusturulan ince bagirsak mukozit
modelinde, kontrol, IN, MTX ve MTX-IN gruplarinda ince bagirsak dokusuna
ait GSH, MDA, MPO, Na'-K*ATPaz, luminol ve lusigenin Kemiliiminesans (KI)

icin ortalama ve standart hata degerleri

Kontrol IN MTX MTX-IN

Ort+ OSH Ort + OSH Ort = OSH Ort + OSH
GSH (mmol/g) 2.43+0.17 2.77+0.13 1.84+0.15 * 245+0.12°
MDA (nmol/g) 19.20 £ 2.08 18.55+2.93 40.65 + 4.90 ** 23.13+3.46°
MPO (U/g) 13.35+1.25 11.18+1.32  43.15+£5.40 %  20.00+3.33 ™"
Na*-K*ATPaz 3.63£0.56 3.38+0.31 1.65+£0.18 ** 3204034 "
(mmol/mg
protein/h)
Luminol Kl 12212 101 £15 224 +£27 ** 120+£11*
(rlu/mg)
Lusigenin  KI 133+ 8 102+6 289 + 34 *k* 176 £15**
(rlu/mg)

*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 kontrol grubuna gore,

" p<0.05, ™ p<0.01, 7 p<0.001 MTX grubuna gére karsilagtirmalar.
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Sekil 4: Siganlarda metotreksat ile olusturulan ince bagirsak mukozit modelinde, kontrol, IN, MTX ve
MTX-IN gruplarinda ince bagirsak dokusuna ait a) GSH ve b) MDA degerleri
* p<0.05, ** p<0.01 kontrol grubuna gére, * p<0.05 MTX grubuna gore karsilastirmalar.

4.4.Myeloperoksidaz (MPO) Diizeylerine Ait Sonuclar (Tablo 4, Sekil 5)

Ince bagirsak dokusunda MPO diizeyleri, kontrol grubunda 13.35+1.25 U/g,
IN grubunda 11.18+1.32 U/g, MTX grubunda 43.15+5.40 U/g ve MTX+IN grubunda
ise 20.0+£3.33 U/g olarak belirlenmistir. MTX grubundaki MPO diizeyleri, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek (p<0.001); MTX + IN grubundaki
MPO diizeyleri ise MTX uygulanan gruba gore istatistiksel olarak diisiik saptanmistir
(p<0.001).
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4.5.Na’- K" ATPaz Diizeylerine Ait Sonuclar (Tablo 4, Sekil 5)

ince bagirsak dokusunda Na'-K*ATPaz diizeyleri, kontrol grubunda
3.63+0.56 mmol/mg protein/h, IN grubunda 3.38+0.31 mmol/mg protein/h, MTX
grubunda 1.65+0.18 mmol/mg protein/n ve MTX+IN grubunda ise 3.20+0.34
mmol/mg protein/h olarak bulunmustur. MTX grubundaki Na*-K*ATPaz diizeyleri,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diistik (p<0.01); MTX + IN grubundaki
Na'-K*ATPaz diizeyleri ise MTX uygulanan gruba gore istatistiksel olarak yiiksek

saptanmustir (p<0.05).
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Sekil 5: Siganlarda metotreksat ile olusturulan ince bagirsak mukozit modelinde, kontrol, IN, MTX ve
MTX-IN gruplarinda ince bagirsak dokusuna ait a) MPO ve b) Na*-K*ATPaz aktiviteleri.
** p<0.01, *** p<0.001 kontrol grubuna goére, = p<0.05, ™ p<0.001 MTX grubuna gore

karsilastirmalar.
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4.6.Luminol Diizeylerine Ait Sonuclar (Tablo 4, Sekil 6)

Ince bagirsak dokusunda luminol diizeyleri, kontrol grubunda 122+12 rlu/mg,
IN grubunda 101+£15 rlu/mg, MTX grubunda 224+27 rlu/mg ve MTX+IN grubunda
ise 129+11 rlu/mg olarak bulunmustur. MTX grubundaki luminol diizeyleri, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek (p<0.01); MTX + IN grubundaki luminol
diizeyleri ise MTX uygulanan gruba gore istatistiksel olarak daha diisiik saptanmistir
(p<0.01).

4.7.Lusigenin Diizeylerine Ait Sonuglar (Tablo 4, Sekil 6)

Ince bagirsak dokusunda lusigenin diizeyleri, kontrol grubunda 1338 rlu/mg,
IN grubunda 102+6 rlu/mg, MTX grubunda 289+34 rlu/mg ve MTX+IN grubunda
ise 176£15 rlu/mg olarak bulunmustur. MTX grubundaki lusigenin diizeyleri, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek (p<0.001); MTX+IN grubundaki
lusigenin diizeyleri ise MTX uygulanan gruba gore istatistiksel olarak daha diisiik
saptanmistir (p<0.01).
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Sekil 6: Sicanlarda metotreksat ile olusturulan ince bagirsak mukozit modelinde, kontrol, IN, MTX ve
MTX-IN gruplarinda ince bagirsak dokusuna ait a) luminol ve b) lusigenin degerleri.

**<0.01, *** p<0.001 kontrol grubuna gore, * p<0.01 MTX grubuna gore karsilastirmalar.

4.8.Histopatoloji Sonuglari

Histopatolojik incelemeler sonucunda, kontrol grubunda epitel yapisi, goblet
hiicreleri ve bez yapilar1 diizgiin olarak izlenmistir (Resim 4a). IN grubunda epitel
yapisi, goblet hiicreleri ve bez yapilar1 muntazam olarak diizenli gorilmiistiir (Resim
4b). MTX grubunda ise, ileri derecede epitelyum kaybi, lokosit artist ve goblet
hiicrelerinde hipertrofi gdzlenmistir (Resim 4c). MTX + IN grubunda anlamli olarak
epitelyum rejenerasyonu, goblet hiicre morfolojisinde diizelme ve mitoz artisi

izlenmistir (Resim 4d).
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Resim 4a: Kontrol grubu, diizgiin epitelyum (ok) goblet hiicreleri (okbasglari) ve bez
yapilart (*)

Resim 4b: IN grubu, muntazam yapili goblet hiicreleri (ok baslari), epitelyum (ok)
ve bez morfolojisi (*)
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Resim 4c: MTX grubu, ileri derecede dokiilmiis epitelyum (ok) ve hipertrofik goblet

hiicreleri (ok bas1) yani sira lokositler (kirik oklar)

Resim 4d: MTX+IN grubu, rejenere olmus epitelyum yapist (ok) ve goblet hiicreleri

(ok baslar1) yani sira aktif mitoz gozlenen hiicreler (kalin oklar).
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5.TARTISMA

Intestinal mukozit, kanser hastalarmm tedavisinde kullanilan antimitotik
ilaglarin toksik yan etkilerinden birisidir. Bu toksik etki, kanser tedavisinde doz
kisitlamasina veya kesilmesine neden olabilir. Metotreksatin anoreksik etkisi ya da
mukozitin neden oldugu azalmis besin tiikketimi, bagirsak mukoza biitiinligii
tizerindeki harabiyeti artirmaktadir. Tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi igin
patofizyolojik mekanizmalarin iyi anlasilmasi gerekir. Deneysel olarak kemoterapi
nedenli mukozitlerde proteolitik yollardaki degisiklikler rapor edilmesine ragmen
kemoterapotik ilaglar veya besin alimindaki azalma nedeniyle olusan gastrointestinal
agrilarin nedeni tam olarak bilinmemektedir (98).

Kemoterapi kaynakli gastrointestinal mukozitli hastalarda genellikle
anoreksiyayla birlikte kilo kaybina ve malniitrisyona neden olan ishal ve karin agrisi
goriilmektedir (29,99). Bu komplikasyonlar intravendz analjeziklerin kullanimini
arttirmig, niitrisyonel problemlere ve hastanede kalis siiresinin uzamasina neden
olmustur (40). Bunlara ek olarak, mukozitler ve mukozite bagli gelisen
komplikasyonlar kemoterapi dozlarinin disiiriilmesine yol ag¢tigi igin kanser
hastalarinin sag kalim siirelerini kisaltmaktadir (100).

Mukozit histolojik olarak villlis atrofisi, enterosit hasart ve inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonu ile karakterizedir (40,101,102). Bu histolojik degisiklikler,
epitelyum fonksiyon kaybini isaret etmesine ragmen mukozit esnasinda enterositlerin
sindirim ve emilim kapasitesi heniiz bilinmemektedir. Besinlerin emiliminde rol
oynayan enzim ve tastyici proteinlerde mRNA sinyallerinin azaldigi, bunun da
yetersiz sindirim ve emilime neden oldugunu gosteren birgok ¢alisma vardir
(101,103,104). Ancak, mukozit esnasinda sindirim ve emilim fonksiyonlarinin
incelendigi az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Eger gastrointestinal mukozit esnasinda
bagirsak fonksiyonlarinin nasil oldugu bilinirse uygun bir beslenme plani ile hastanin
beslenme durumu iyilestirilebilir, iyilesmesi hizlandirilabilir ve/veya hastanin sag
kalim siiresi arttirilabilir.

Metotreksat ile tedavi, kanser kemoterapisi uygulanan hastalardaki oral ve
intestinal mukozitin sik bilinen bir sebebidir. Metotreksat toksisitesini, dihidrofolat

rediiktaz enzimini inhibe ederek intraselliiller folat diizeyini azaltarak ve DNA
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sentezini bozarak gosterir (42). MTXin sitotoksik etkisi kanser hiicrelerine selektif
degildir. Hizli proliferasyon Ozelligi gosteren hemopoetik sistem, kemik iligi ve
gastrointestinal sistem mukozasi gibi normal dokularda MTX’¢ baglh toksisite daha
stk goriilir. MTX’e bagh major toksik etkilerden birisi de intestinal hasar ve
enterokolittir. MTX’e bagli ince bagirsak hasart malabsorbsiyon ve ishale yol agar
(105). Gibson ve arkadaslarinin (106) yapmis olduklari bir calisma MTX e bagl GIS
hiicre kaybinda apoptozisin etkili oldugunu desteklemektedir. SOR'lar MTX’e bagh
ince bagirsak hasarinda temel rol oynamaktadir (107). MTX; SOR’ lar1 inhibe etmek
icin kullanilan 6nemli sitozolik antioksidanlar olan nikotin amid adenozin difosfat
(NADP) dehidrojenaz ve NADP malik enzimlerini inhibe eder. MTX glutatyon
diizeylerini azaltarak enterositleri SOR’ lara kars1 daha hassas ve korumasiz birakir
(108, 109). Land ve arkadaslar1 (110) MTX’e baghh NF-«B aktivasyonunun intestinal
epitelyal hiicrelerde proinflamatuar sitokin ve kemokin {iretimine yol agarak
intestinal mukozal hasar olusturdugunu in vivo ve in vitro olarak saptamislardir.

Son 30 yildir yapilan klinik arastirmalar igeriginde yliksek dozlarda spesifik
immunoniitrientler iceren formiillerle yapilan beslenme sekilleri, immunmodiilator,
antiinflamatuar, anabolik ve doku koruyucu etkileri sayesinde standart niitrisyon
formiilleri veya geleneksel tedavi yontemleri ile kiyaslandiginda hasara kars1 konakgi
cevabini iyilestirdigini acik¢a géstermistir. Bazi arastirmacilar bu besin 6gelerinin
konak¢1t savunma mekanizmalarini tyilestirdigini ve inflamatuar cevabi modiile
ettigini yaptiklari ¢aligmalarda vurgulamislardir (111-114). Bu deneysel ¢alismada da
metotreksat ile olusturulmus intestinal mukozit lizerine immunmodiilatér olarak
kullanilan arjinin, ®-3 yag asitleri ve niikleotidlerle zenginlestirilmis oral formiiliin
(Immunoniitrisyon) etkileri arastirilmistir.

Immunoniitrientlerden biri olan arjininin, serbest radikalleri viicuttan
uzaklagtirrken yara iyilesmesini arttirdigi, ince bagirsak mukozasinda villus
azalmasi, kript hasari, inflamatuar degisiklikler; hiicre 6limii ve miyeloperoksidaz
aktivitesi tizerine olumlu etkileri gosterilmistir (7). Koppelmann ve arkadaslarinin
(66) yapmis olduklar1 ¢alismada, omega 3 yag asitlerinin, antiinflamatuar ve
antitrombotik etki yaparak doku hasarmi 6nledigi, mukoza iyilesmesine yardimci
oldugu bildirilmistir. Diyet niikleotitleri, T hiicresi, makrofaj ve enterositler gibi hizli

cogalan hiicrelerce kullanilarak immun fonksiyonu gelistirir ve infeksiyonlara direnci
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artirir. Niikleotit destegi verilen yenidoganlarda yapilan bir ¢alismada bagirsak
mukoza biitiinliigiiniin korundugu ve mikrofloranin diizenlendigi goriilmistiir. (67).

TNF-a ve IL-1B makrofajlardan salinan 6nemli sitokinlerdir. Sitotoksik
etkileri yaninda inflamatuar reaksiyon ve inflamasyonun regiilasyonunda da dnemli
bir role sahiptirler. Notrofiller; inflamasyonda, travmada serbest oksijen radikalleri
ve bir takim lizozomal enzimler ile uyari aldiklarinda TNF-a ve IL-1f gibi sitokinler
de salgilamaktadirlar (72). Logan ve arkadaslarinin (115) yaptiklar1 ¢alismada MTX
uygulanan siganlarda inflamatuar cevap daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni
olarak TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin, intestinal mukozitin
amplifikasyon fazinda bariyer fonksiyonlarinin zayiflamasi, epitel biitiinligiiniin
bozulmast ve mukus salinimin degismesinin fonksiyonel sonuglar1 olabilecegi
belirtilmistir. Bu ¢alismada ise proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a
konsantrasyonu, MTX+IN, MTX ve kontrol grubu karsilagtirildiginda, MTX
uygulananlarda kontrol grubuna kiyasla ileri derecede yiiksek saptanmis (p <0.001),
bu yiikseklik IN tedavisi eklenmesi ile MTX grubuna oranla anlamli derecede
onlenmistir (p< 0.001). Bu etki IN oral formiiliin proinflamatuar sitokinlerin plazma
seviyelerini azaltic1 etkisine baglanabilir (105-108). Bu sonuglar da doku hasarinda
tetikleyici rol oynayan nétrofillerin aktivasyon ve infiltrasyonunun, IN oral formiil
ile engellenerek inflamatuar cevabin azaldigini gostermistir. Buna ek olarak
malniitrisyon, ince bagirsaklardan sitokin salinimina neden olabilir ve monositlerden
IL-1B tretimini arttirabilir (116,117). Bu calismada, MTX verilen grupta IL-1
diizeylerinin artti@1 (p<0.001), MTX+ IN verilen grupta bu artisin kontrol grubu
diizeylerine indigi gézlemlenmistir. Bu sonuglara gore IN oral formiil, MTX tedavisi
sonrasi ortaya ¢ikan malniitrisyona bagli sitokin liretimini azaltmistir.

Birgok inflamatuar hastalikta ve doku hasarinda reaktif oksijen radikalleri
olugsmaktadir (77,78). Luminol, H,O,, OH", hipoklorit, peroksinitrit ve lipit peroksil
radikalleri i¢in kullanilan bir tekniktir, lusigenin ise siiperoksit radikalleri i¢in
selektiftir (79). Yapilan literatiir arastirmasinda mukozit olusturulmus ince bagirsak
dokusunda luminol ve lusigenin diizeylerinin c¢alisiimadigr saptanmistir. Bu
caligmada, kemoliiminesans yontem kullanilarak jejenum dokusunda serbest oksijen
radikal diizeyleri Ol¢iilmiistir. MTX uygulamasinda, jejenum dokusunda luminol

diizeylerinin kontrol grubuna oranla anlaml olarak arttig1 gézlemlenmistir (p<0.01).
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Luminol degerleri MTX+IN grubunda, MTX grubuna gore anlamli olarak azalmistir
(p<0.01). Jejenum dokusunda lusigenin diizeyleri, kontrol grubuna gére MTX
uygulanan grupta yiiksek bulunmustur (p<0.001). Bu artisin, IN oral formiil
uygulanan tedavi grubunda, MTX grubuna gore anlamli olarak Onlendigi
goriilmiistiir (p<0.01). Tespit edilen luminol ve lusigenin degerleri, IN oral formiil ile
azalmis oldugundan, jejunal doku Orneklerinde IN oral formiiliin antioksidan
Ozellikler icerdigi saptanmaistir.

Glutatyon, oksidatif stresin Ol¢iimiinde kullanilan bir antioksidandir.
Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girip onlari zararsiz iirinlere
cevirerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korumaktadir (86). MTX tedavisi sonrasi
ortaya ¢ikan mukozit ve malniitrisyon, intestinal permeabilite artisi, inflamatuar
cevap, si¢an barsaginda intestinal proteolizis ve GSH konsantrasyonunda azalma ile
iliskilidir (116,118-120). Bu ¢alismada, MTX grubundaki GSH diizeyleri, kontrol
grubuna gore diisiik bulunmustur (p<0.05). Ayrica, MTX+IN verilen grupta ise GSH
diizeyleri, MTX uygulanan gruba gore anlamli olarak artmistir (p<0.05). Bu sonugla,
IN oral formiiliin sigan jejunal dokuda GSH konsantrasyonunu artirdigi, oksidatif
hasara kars1 sican barsagini korudugu gosterilmistir.

Ince bagirsakta myeloperoksidaz diizeyleri, nétrofil infiltrasyonu ve akut
inflamasyonun gostergesidir (121). Notrofillerden salinan MPO enzimi dokudaki
hasar1 artirir ve daha fazla radikal olusumuna neden olur (83,84). Bu c¢alismada,
MTX grubundaki MPO diizeyleri, kontrol grubuna gore oldukca yiiksek bulunmustur
(p<0.001). MTX+IN verilen grupta ise MPO diizeyleri, MTX uygulanan gruba gore
anlamli derecede azalmistir (p<0.001). MTX’e bagl intestinal hasarda oksidatif
mekanizmay1 baglatan notrofil aktivasyonu ve MPO diizeylerindeki artis IN oral
formiil verilmesi ile engellenmistir.

Serbest radikaller organizma igin fagositozda rol almak gibi faydal islevleri
yaninda, asir1 miktarda bulunduklarinda lipitler ve glikoproteinler gibi hiicresel
yapilar {izerine toksik etkiler olustururlar (122,123). Lipitler bu hasara en duyarh
olan ve iizerinde su ana dek en ¢ok ¢alisilan bilesiklerdir (124-126). Poliansatiire yag
asitlerinin ¢ift baglar ile reaksiyona giren bu zararl reaktifler lipit hidroperoksitlerin
olusmasina yol acarlar (127). Poliansatiire yag asitlerinin sekonder oksidasyon tiriinii

olmas1 ve serbest radikal hasariyla iliskisi oldugu diisiiniilen pek c¢ok hastalikta
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seviyelerinin yiikseldigi bilindiginden, MDA sik kullanilan oksidatif hasar
belirteglerindendir ~ (128,129). MTX’e  baghh  intestinal  hasarda lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak malondialdehitin arttig1 6nceki ¢alismalarda
gosterilmistir (130). Bu c¢alismada da, MTX grubundaki MDA diizeyleri, kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmus (p<0.01) ve MTX+IN verilen grupta ise MDA
diizeyleri, MTX uygulanan gruba gore 6nemli oranda azaldigi saptanmistir (p<0.05).
Calismamiz, IN oral formiiliin, MTX’e bagh intestinal hasarda énemli rol oynayan
ve lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA artisin1 engelledigini
gostermistir.

Na*- K" ATPaz enterositlerin basolateral membraninda besinlerin emilimi
icin Onemli sodyum ve potasyum gradyentini saglayarak hiicre yapisi ve
fizyolojisinde anahtar rol oynayan fosfolipit bagimli 6nemli bir membran enzimidir
(131). MTX e bagl ince bagirsak hasarinda ortaya ¢ikan SOR’ lar membran Na*- K*
ATPaz aktivitesini inhibe etmektedir (88,89). Bu ¢alismada, MTX grubunda belirgin
olarak diisiis gosteren Na'- K" ATPaz aktivitesi (p<0.01), MTX+IN verilen grupta
anlamli derecede Onlenmistir (p<<0.05). Bu da IN oral formiiliin normal enterosit
yapisi ve fizyolojisinin korunmasina yardimei oldugunu gostermektedir.

Mukozit histolojik olarak villus atrofisi, enterosit hasar1 ve inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonu ile karakterizedir. Bu histolojik degisiklikler epitelyum
fonksiyonunun kaybini isaret etmesine ragmen mukozit sirasinda enterositlerin
sindirim ve emilim Kkapasitesi heniliz bilinmemektedir (40,101,102). Bizim
calismamizda, MTX tedavisi uygulanan siganlarda, mukozitlerin tipik histolojik
bulgularindan olan villus korelmesi ile birlikte diizensiz hatta vakuollesmis
enterositlerin varligi gozlemlenmistir. Goblet hiicreleri hipertrofiye ugramims ve
villuslarin tepelerinde birikmistir. Onemli oranda epitelyum dokiilmiis  ve
inflamatuar hiicrelerin  villuslarin stromalarina akin ettigi tespit edilmistir.
Mukozitlerin bu karakteristik ozellikleri diger arastirmacilar tarafindan da
bulunmustur (101-104,132). Sicanlara IN oral formiil verilmesi sonrasi epitelyumun
ve goblet hiicrelerinin rejenere oldugu, villus yapisinin diizeldigi ve enterositlerde
mitoz artisinin oldugu izlendi. IN oral formii, MTX ile indiiklenmis mukoza
hasarinda hiicre cogalmasini artirarak bagirsak hasarini tersine ¢evirmis ve bagirsak

yenilenmesini uyarmistir.

37



6.SONUC ve ONERILER

Sonuclar

Mukozit, malign hastaliklarin tedavisinde, kemoterapiye bagli doz kisitlayici

ya da tedaviyi kesici Oonemli bir yan etkidir. Bu siirecin sonunda hastalarda

malniitrisyon gelismekte, bununla birlikte morbidite ve mortalite de artmaktadir.

Klinik olarak intestinal mukozit tanist1 koymanin zorlugu nedeni ile bu g¢alisma

siganlarda planlanmis olup mukozit {izerine immunonutrisyonel oral formiiliin

etkileri incelenmistir ve sonuclari asagida 6zetlenmistir.

1.

Standart yem ve su ile beslenen sicanlarda serum TNF-a diizeyi 49.52+2.71
pg/mL bulunmustur. Bu diizey MTX verilen siganlarda 71.95+3.92 pg/mL’ ye
yiikselmistir (p<0.001). MTX’e IN eklenen grupta 55.40+3.11 pg/mL’ ye
seviyesine kadar diismiistiir (p<0.001).

Standart yem ve su ile beslenen si¢anlarda serum IL-1f diizeyleri 357+22 pg/mL
saptanmistir. MTX grubunda 471428 pg/mL’ ye yiikselmistir (p<0.001). MTX’e
IN eklenen grupta ise 356+11 pg/mL olarak bulunmustur (p<0.001).

Standart yem ve su ile beslenen siganlarda ince bagirsak dokusu GSH diizeyleri
2.43+0.17 nmol/g olarak bulunmustur. Bu diizey MTX verilen sicanlarda
1.844+0.15 nmol/g’ ye dismiistir (p<0.05). MTX’e IN eklenen grupta ise
2.45+0.12 nmol/g’ ye yiikselmistir (p<0.05).

Standart yem ve su ile beslenen si¢anlarda ince bagirsak dokusu MDA diizeyleri
19.20+2.08 nmol/g saptanmistir. MTX grubunda 40.65+4.90 nmol/g ‘ye
yiikselmistir (p<0.01). MTX’e IN eklenen grupta ise 23.13+3.46 nmol/g olarak
bulunmustur (p<0.05).

Standart yem ve su ile beslenen si¢anlarda ince bagirsak dokusu MPO diizeyi
13.35£1.25 U/g bulunmustur. MTX verilen sicanlarda 43.15+5.40 U/g’ye
yiikselmistir (p<0.001). MTX’e IN eklenen grupta 20.0+3.33 U/g seviyesine
kadar diismiistiir (p<0.001).

Standart yem ve su ile beslenen siganlarda ince bagirsak dokusu Na*-K*ATPaz
diizeyleri 3.63+0.56 mmol/mg protein/h olarak bulunmustur. Bu diizey MTX
verilen siganlarda 1.65+0.18 mmol/mg protein/h’ye diismiistiir (p<0.01). MTX’e
IN eklenen grupta ise 3.20+0.34 mmol/mg protein/h’ye yiikselmistir (p<0.05).
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7.

10.

11.
12.

13.

Standart yem ve su ile beslenen siganlarda ince bagirsak dokusu luminol diizeyi
12212 rlu/mg bulunmustur. MTX verilen grupta 224+27 rlu/mg’ ye
yiikselmistir (p<0.01). MTX’e IN eklenen grupta 129+11 rlu/mg’ ye seviyesine
kadar diismiistiir (p<0.01).

Standart yem ve su ile beslenen siganlarda ince bagirsak dokusu lusigenin diizeyi
133£8 rlu/mg bulunmustur. Bu diizey MTX verilenlerde 289+34 rlu/mg’ ye
yiikselmistir (p<0.001). MTX’e IN eklenen grupta 176+15 rlu/mg’ ye seviyesine
kadar diismiistiir (p<0.01).

Histopatolojik olarak ince bagirsak dokusu standart yem ve su ile beslenen
sicanlarda epitel yapisi, goblet hiicreleri ve bez yapilar1 diizgiin olarak
izlenmistir. IN oral formiil verilenlerde ise bu yapilar muntazam olarak
goriilmistiir. MTX verilen siganlarda ise ileri derecede epitelyum kaybi, 16kosit
artis1 ve goblet hiicrelerinde hipertrofi gozlenmistir. MTX’e IN eklenen grupta
ise anlamli olarak epitelyum rejenerasyonu, goblet hiicre morfolojisinde diizelme
ve mitoz artis1 izlenmistir.

IN oral formiil, MPO, luminol ve lusigenin diizeylerini diislirerek notrofil
infiltrasyonunu engellemistir.

IN oral formiil, MDA seviyelerini diisiirerek lipit peroksidasyonunu onlemistir.
IN oral formiil, GSH ve Na'-K*ATPaz diizeyleri iizerine olumlu etki gdstererek
ince bagirsak hasar iizerinde koruyucu etki gostermistir.

IN oral formiil, epitelyum ve goblet hiicrelerinde rejenerasyonu artirmis, villus

yapisinin diizelmesini ve enterositlerde mitoz artigini uyarmaigtir.

Daha 6nce yapilmis ¢aligmalar incelendiginde kemoterapiye sekonder gelisen

intestinal mukozitin tedavisinde klinikte sik¢a kullanilan ve immunoniitrisyon tiriini

olarak kabul edilen, arjinin, omega 3 ve diyet niikleotitlerinden zengin oral formiiliin

etkinliginin aragtirllmadigi saptanmistir. Calismamiz ile deneysel olarak IN oral

formiiliin intestinal mukozitte faydali oldugu belirlenmistir. Bunun daha sonraki

deneysel ve klinik ¢alismalara 151k tutacagi disiiniilmektedir ve literatiire katkisi

acisindan bir ilktir. Dogru ve etkin bir tedavi planlamasi i¢in randomize, prospektif

klinik caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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Oneriler

Gastrointestinal toksitite, malign hastaliklarin tedavisinde ciddi bir
komplikasyondur. Bu toksisiteler tedavide doz azaltilmasi, gecikmeler ve hatta
tedavinin sonlandirilmasina neden olabilirler. Giiniimiizde malignite tedavisinde
kombine rejimler, yiksek doz tedaviler ve hedeflenmis tedavilerin uygulanmasi,
hastalarda uzun donem hastaliksiz sagkalima ve beraberinde genel sagkalimda
diizelmelere neden olmaktadir. Bu nedenle;

1. Onleyici ve destek tedavilerinin artmasi, toksisitelerin erkenden taninip
onlenmesi ve tedavilerindeki ilerlemeler giinimiizde kanser tedavisindeki
gelismelere ve olumlu sonuglara katkida bulunacaktir.

2. IN oral formiil kemoterapiye bagli hasar sonrasi1 bagirsak oksijenasyonunu ve
bagirsak fonksiyonlarini artirarak ciddi mukoziti 6nleyebilir.

3. Bu lriinler, protein ve enerji kaynagi veya cerrahi sonrast baskilanan immun
yanit1 diizenlemek icin degil ayn1 zamanda kemoterapiye bagli gelisen

gastrointestinal toksisitelerin tedavisinde de kullanilabilir.
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