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OZET

Amag: Metotreksat (MTX) gesitli inflamatuvar hastaliklarda ve bazi kanserler de ¢ok yaygin olarak kullanilan sitotoksik
bir ajan olup folik asit antagonistidir. Etkili bir ilag olmasina ragmen, siklikla yan etki ve toksik etkileri nedeni ile kullanimi
kisitlanmaktadir. Calismamizda, guglu bir antioksidan madde olan Eritropoetin (EPO)in MTX'e bagh olarak olusan
oksidatif hasara karg! etkisinin arastiriimasi amaglandi.

Materyal ve Metod: Yirmi doért adet disi Sprague-Dawley sigan ¢ gruba ayrildi. Gruplar; % 0,9’luk NaCl'den 0,2 mL
subkutan enjeksiyon uygulanan Sham grubu; subkutan MTX (5mg/kg) enjeksiyonu uygulanan grup ve subkutan MTX
(5mglkg) ile EPO (2000 IU/kg) enjeksiyonu uygulanan grup olarak belirlendi. Islem giinde bir kez olmak iizere 4 giin
boyunca uygulandi. Besinci gunde siganlar 6ldurtldu, bdbrek dokulari ¢ikarildi. Bébrek dokularinda katalaz (CAT),
suiperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) duizeyleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildu. Dokularin histopatolojik
incelemesi 11k mikroskopisinde yapildi.

Bulgular: Bobrek dokusunda MDA duzeyleri, Sham grubu ve MTX+EPO grubunda, MTX grubuna gore énemli dlglide
disuk bulundu (p<0,05). Buna karsin, Sham grubu ve MTX+EPO grubunda CAT ve SOD aktiviteleri anlamli derecede
yuksek bulundu (p<0,05). MTX+EPO grubunda hem karacier hem de bdbrek doku hasarinin MTX grubu ile
kiyaslandiginda 6nemli 6lgiide azaldigi gézlendi (p<0,05). Histopatolojik olarak sadece metotreksat verilen grupta
belirgin tlbll hasari ve enflamasyon varken EPO uygulanan gruplarda bu hasarlar azalmisti.

Sonug: Bu veriler, EPO’ nun kemoterapétik ilaglara bagh olusan bobrek hasarina karsi koruyucu olarak
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: eritropoetin, metotreksat, karaciger, bobrek, oksidatif stres biyobelirtegleri

ABSTRACT

Purpose: Methotrexate (MTX), a folic acid antagonist, is widely used as a cytotoxic chemotherapeutic agent for several
malignancies and various inflammatory diseases. However, the efficacy of this agent often is limited by severe side
effects and toxic conditions. In our study, it was aimed to investigate the effect of erythropoietin (EPO) which is a potent
antioxidant substance in oxidative damage induced-MTX.

Material and Methods: Twenty-four female Sprague-Dawley sigans were equally divided into three groups: Sham
animals were administered subcutaneous injections of 0.2 mL of 0.9% NaCl, group MTX were administered
subcutaneous injections of methotrexate (5 mg/kg), and MTX+EPO-treated animals were administered subcutaneous
injections of methotrexate (5 mg/kg) and EPO (2000 IU/kg) once daily for 4 consecutive days. At the fifth day, the
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animals were sacrified, and kidneys were excised. Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde

(MDA) in kidney tissue homogenates were measured as spectrophotometric. Tissues were evaluated as histopathologic

with ligh microscope.

Results: MDA levels in the Sham and MTX+EPO groups were significantly lower than those in the MTX group of both
tissues (p<0.05). CAT and SOD activities in the Sham and MTX+EPO groups were significantly higher than those in the
MTX group (p<0.05). Both tissues damage was significantly less in the MTX+EPO group than that in the MTX (p<0.05).

EPO treatment reduced these histological damages.

Conclusion: These data indicate that EPO may be useful therapeutic use in preventing kidney injury in patients

receiving chemotherapeutic agents.

Key words: Erythropoietin, methotrexate, liver, kidney, oxidative stress biomarkers

GIRIS

Folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX)
I6semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun
tumorleri, akciger kanseri, meme kanseri ve bazi
diger kanser tiplerinde kemoterapétik ajan olarak
kullanildigr  gibi  psériasis, dermatomiyozit,
sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazi inflamatuvar
hastaliklarda da yaygin sekilde kullanilmaktadir™.
MTX,  dihidrofolati  tetrahidrofolata  geviren
dihidrofolat rediiktaz ~enzimini inhibe eder’.
Tetrahidrofolat purin ve pirimidin sentezinin 6nemli
bir pargasi olan timidilatin sentezinde rol oynar3.
MTX, tetrahidrofolat eksikligine yol agarak pdirin,
pirimidin metabolizmasi ve biyolojik aminlerin
sentezini iceren bircok metabolik yolagi etkiler.
Metabolik yollardaki bu degisiklikler MTX'in hem

tedavi edici hem de toksik etkilerinden
sorumludur®®.
MTX'in gastrointestinal, hepatik, renal ve

kemik iligi toksisiteleri en sik gérilen yan etkileridir.
Hepatik toksisite MTX'in kullanimini kisitlayan ciddi
bir yan etkidir®. Yapilan g¢alismalar, ilacin basta
hepatotoksisite ve nefrotoksisite olmak Uzere
gelisen yan etkilerinde, gogunlukla reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) meydana getirdigi oksidatif
hasarin sorumlu oldugunu gostermistir. Siganlara
MTX verilmesinin; kan, karaciger, bobrek ve ince

barsakta glutatyon seviyelerini azalttigi,
inflamatuvar yanitin gOstergesi olan
myeloperoksidaz aktivitesini ve lipid

peroksidasyonunun géstergesi olan malondialdehit

(MDA) seviyelerini arttirdigi bulunmustur”.
Serbest radikaller, hicresel metabolizma

sirasinda veya ekzojen ajanlarla meydana gelen
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ve antioksidan savunma sistemi tarafindan dizenli
olarak  ortadan kaldinlan  oldukga reaktif
savunma
mekanizmalarinin (stperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) gibi) yetersiz kalmasi veya serbest
radikal olusumunun artmasi nedeniyle oksidatif
dengenin serbest radikaller
durumunda oksidatif stres meydana gelir
Dokuda oksidatif hasar olusumu ile radikal
metabolitlerinin artmasi ve bunlarin olusturdugu
lipid peroksidasyonu ile protein ve DNA
oksidasyonunun sonucu olarak hicre
membraninda kontrol kaybolur, gecirgenlik artar ve
hiicresel 6liim gelisir>**.

Eritropoetin  (EPO), hematopoetik buyime
faktoriin olup, 30.4 kDa molekul agirhdinda,
glikoprotein yapisinda bir hormondur®*’. EPO
Uretimi karaciger ve bobrekte hipobarik hipoksi,
iskemi ve anemi ile induklenen oksijen eksikliginin
olusturdugu uyaranlar ile kontrol edilmektedir.
Eritrosit Uretimi  yapan hormon
tanimlanan EPO’nun dider bir ¢gok doku tarafindan
lokal olarak fiziksel ve metabolik strese cevaben
saliniminin arttigi  bilinmektedir'®. EPO  kronik
bébrek yetmezligi, HIV virisi enfeksiyonu ve
kemoterapi alan hastalarin anemilerinde
kullaniimakta ve cerrahi hastalarinda allojenik kan
transflizyonunu azaltmaktadir. Birgok c¢alisma
EPO’nun eritrosit dretimini arttirmasinin  yaninda
beyin,  bobrek kalp  gibi
iskemi/reperfiizyona (I/R) bagl hasarlarini koruma
yeteneginde oldugunu  gostermistir’®.  Veriler
EPO'nun bu koruyucu etkilerinin antiapopitotik,
antioksidan, anjiojenik ve noéroprotektif 6zelligine

molekdillerdir. Antioksidan

yoniine kaymasi
10-12

renal olarak

ve dokularin
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bagl oldugunu gostermektedir®. Yapilan literatiir
taramalarinda MTX kaynakli bébrek doku hasari ile
EPO iliskisini iceren higbir galismaya rastlanmadi.
Bu nedenle calismamizda EPO’nun, MTX'e bagh
olarak olusan bdbrek hasarina kargi koruyucu
ve/veya tedavi edici 6zellikleri olup olmadiginin
arastirilmasi amagclandi.

MATERYAL ve METOD

Bu galismada, agirliklari 210-230 gr arasinda
degisen Sprague-Dawley cinsi toplam 24 adet disi
si¢an kullanildi. Hayvanlar 10 glin boyunca i1sik (12
saat aydinlik/karanlk) ve 1si1 (21-23°C) kontrolli
odalarda standart yem ve su verilimek (zere
izlendi.

Hayvanlar U¢ gruba ayrildi. Sham grubuna
(n=5) 4 glin boyunca % 0,9’luk NaCl’ den 0,2 mL
subkutan tek doz enjeksiyon uygulandi, MTX
grubuna (n= 7) tek doz subkutan MTX (5 mg/kg)
enjeksiyonu uygulandi, MTX+EPO grubuna (n= 7)
tek doz ayrn ayri subkutan MTX enjeksiyonu (5
mg/kg) ve EPO (2000 IU/kg, Recormon, Roche
Diagnostics GmbH, 90 Mannheim, Germany)
uygulandi. Besinci giinde siganlar sakrifiye edildi
ve bobrek dokulan c¢ikarilarak biyokimyasal ve
histopatolojik incelemesi yapildi.

Bu calisma, Kahramanmaras Siitcii imam
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
tarafindan onaylandi.

Biyokimyasal Analiz

Sakrifiye edilen siganlar'dan alinan bobrek
doku Ornekleri tartilarak %1,15 M KCI ile
homojenize edildi ve 14.000 x rpm'de +4°C'de 30
dakika soguk santriflij edilerek siipernatant elde
edildi. Sipernatant'da oksidatif stres
biyobelirtecleri olan, CAT ve SOD enzim aktiviteleri
ile MDA duzeyleri degerlendirildi.

CAT enzim aktivitesinin tayini: CAT aktivitesi
Beutler yontemiyle saptandi (21). CAT, katalitik
aktivitesi ile hidrojen peroksidi suya ve molekiler
oksijene cevirir. Katalaz tayini icin 240 mn dalga
boyunda maksimum absorbans veren hidrojen
peroksitin azalan absorbansi Olgllerek, katalaz
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aktivitesi hesaplandi. U/mg
protein olarak verildi.

SOD enzim aktivitesinin tayini: SOD aktivitesi
Fridovich yontemiyle 6l¢uldi (22). Oksidatif eneriji
sirasinda olusan slperoksit radikalleri

dismutasyona ugratilarak hidrojen peroksit ve

Katalaz sonuglari

Uretimi

molekiler oksijene dondstirilir. Bu ydntemde,
ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan
superoksit (O27) radikallerinin 2-[4-iyodofenil]-3-[4-
nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klortir
(piyodonitrozoliyum violet: INT) ile olusturdugu
kirmizi renkli formazon boyasinin 505 nm dalga
boyunda verdigi optik dansitenin okunmasi esas
alinmaktadir. Doku o©rneklerinde bulunan SOD,
slperoksit radikalini ortamdan uzaklastirarak
formazon reaksiyonunu inhibe etmektedir. Sonugta
olusan kirmizi renkteki azalmanin tespiti ile SOD
aktivitesi olcilmektedir. Kirmizi rengin siddeti ile
SOD aktivitesinin buyukligu arasinda ters bir iligki
mevcuttur. SOD enzim sonuglart U/mg protein
olarak verildi.

MDA duzeyinin 6lcimi: MDA dizeyi doku
orneklerinde Ohkawa ve ark. tarafindan
tanimlanan tiobarbiturik asit yontemi kullanilarak
Olcildii  (23). Thiobarbitirik asidin ile lipid
peroksidasyon yikilim  drdnlerinin - reaksiyonu
sonucu olusan renk spektrofotometrik olarak 532
nm'de dlguldd. 1, 1, 3, 3-tetraetoksipropan
kullanilarak  standart egri olusturuldu. MDA
sonuglari nmol/mg protein olarak verildi.

Protein tayini: Doku 6rneklerinde protein duzeyleri
Lowry metoduyla dl¢ildi (24).

Histopatolojik Degerlendirme

Siganlarin boébrekleri alinarak, %10 formaldehit
soliisyonu iginde tespit edildi. Rutin doku takibi
sonrasinda, parafine gémilen dokulardan alinan 5
pm'lik kesitlere hematoksilen-eosin boyasi yapildi.
istatistiksel Analiz

istatistiksel analizin yapilmasinda SPSS 15.0
programi kullanildi. ikili gruplarin
karsilagtirilmasinda  Mann-Whitney U  testi

kullanildi. p < 0,05 diuzeyi anlamh olarak kabul
edildi.
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BULGULAR

Biyokimyasal Sonuclar

Calismamizda boébrek dokusunda MDA
dizeyleri, Sham grubu ve MTX+EPO grubunda,
MTX grubuna kiyasla &énemli dlcide duslk
bulundu (p<0,05). Buna karsin, Sham grubu ve
MTX+EPO grubunda CAT ve SOD aktiviteleri
anlamli derecede ylksek bulundu (p<0,05).
MTX+EPO grubunda bobrek doku hasart MTX
grubu ile kiyaslandigina o6nemli olglide azdi
(p<0,05) (Sekil 1-3).

Metotreksat -Eritropoetinin

Histopatolojik Sonuglar

Sham grubuna ait proksimal ve distal tibtller
normal histolojik gérinimdeydi. (Resim 1). Sadece
metotreksat uygulanan grupta tubudl epitelini de
infiltre eden belirgin intertisyenel enflamasyon
(2A), tubuller dilatasyon ve belirgin hidropik
dejenerasyon izlendi (2B) (Resim 2). MTX +EPO
uygulanan grupta, tibullerde hafif hidropik
dejenerasyon ve hafif dilatasyon go6zlendi (3A)
interstisyumdaki  enflamasyonda da azalma
mevcuttu (Resim 3B).

MDA

Sekil 1. Bébrek dokusunda MDA diizeyi

SOD

Sekil 2. Bobrek dokusunda SOD enzim aktivitesi
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CAT

Sekil 3. Bobrek dokusunda CAT enzim aktivitesi

Resim1. Sham grubu (HE X20)
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Resim 3. MTX +EPO uygulanan grup (HE X20)

TARTISMA

MTX folik asit anti-metaboliti olup, kanserden
inflamatuvar hastaliklara kadar genis bir alanda
kullaniimaktadir. MTX'in hepatotoksik etkisinin
mekanizmasi henlz tam olarak agiklanamayan
karmasik  bir sistemdir'. Bazi calismalarda
karaciger, bobrek, ince barsak ve merkezi sinir
sistemi Uzerindeki MTX toksisitesinden oksidatif
stres sorumlu tutulmaktadir™?®. Babiak ve ark.
MTX'in HelLa hucrelerinde glutatyon seviyelerini
azalttigini, SOD ve CAT seviyelerini
degistirmedigini gbstermislerdirzg. Jahovic ve ark.
20 mg/kg tek doz MTX i.p. uygulanan siganlarin
kaninda, karaciger ve bdbrek dokularinda
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myeloperoksidaz aktivitesinde artma, glutatyon
seviyelerinde azalma ve MDA miktarinda belirgin
artisa  yol acgtigini  gOstermiglerdir.  Ayni
arastirmacilar melatonin ile MTXi birlikte
uyguladiklarinda ise, artan oksidan parametrelerin
normal seviyelere distiguni gostermiglerdir.
Miyazono ve ark. MTXin vyan etkisi olarak
sicanlarin ince barsaginda SOD ve CAT
aktivitelerinde artma, glutatyon seviyelerinde
azalma oldugunu géstermigler ve MTX'in yol actidi
ince barsak hasarinda oksidatif stresin 6nemli rolu
oldugunu 6ne sirmislerdir.  Ustelik ayni
arastirmacilar, antioksidan madde N-
asetilsisteinin sigan ince barsaginda oksidatif stresi
onledigini gﬁstermislerdirg. Biz de g¢alismamizda
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glclu  bir antioksidan madde olan EPO’nun,
EPO’nun MTX kaynakli nefrotoksik etkilerini azaltip
azaltamayacagini arastirdik.

Bilindigi gibi EPO’nun bir ¢ok doku tarafindan
lokal olarak fiziksel ve metabolik strese cevaben
salinimi artmaktadir. EPO’nun iskemiye karsi
antiapopitotik, antioksidan, anjiojenik ve
noroprotektif etkiler gibi ¢ok sayida koruyucu
etkileri hicre kiltirinde ve hayvan modellerinde
gosterilmistir’®*°3!, EPO antioksidan etkisini nitrik
oksit ve MDA dizeylerini azaltarak ayrica glutatyon
peroksidaz, SOD ve CAT gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini de artirarak
gerceklestirmektedir®®®. ilk defa yapilan bu
calismamizda, MTX kullanimina bagh gelisen
bdbrek toksisitesini engellemek icin, glclu bir
antioksidan olan EPO kullanildi. Yapilan 6nceki
calismalari destekler sekilde bizim g¢alismamizda
da MTX, bobrekte lipid peroksidasyon urlni olan
MDA dizeylerini, Sham grubuna gére 6nemli
Olclide artirdi. MTX+EPO uygulanan siganlarda ise
MDA dizeyleri, MTX grubuna gére dnemli 6lciide
azaldi (Sekil 1). Ayrica MTX'in CAT ve SOD enzim
dizeylerini, kontrol grubuna goére bobrek
dokusunda anlaml olarak azalttigini ve MTX+EPO
grubunda ise bu enzim diizeylerinin MTX grubuna
gore anlamli olarak arttigini gézlemledik (Sekil 2,
3). Calismamizda  biyokimyasal sonuglarin
histopatolojik olarak desteklendigini gdzlemledik.
MTX verilen grupta bdbrekte ciddi morfolojik hasar
bulunurken EPO ve MTX:'in birlikte verildidi grupta
mevcut hasarda daha az hasar saptandi. Sonug
olarak; MTX, antioksidan enzim aktivitelerini
diglrerek ve lipid peroksidasyonunu arttirarak
sigan bobrek dokusunda oksidatif hasara neden
olmaktadir. MTX'in neden oldugu doku hasarina
karsi EPO’nun koruyucu etkisini, lipid peroksidayon

dizeyini duslrerek ve antioksidan enzim
dizeylerini arttirarak gosterdigi saptandi. Bu
veriler, EPO’nun kemoterapétik ilaglara bagh

olusan karaciger ve bobrek hasarina karsi
koruyucu  olarak  kullanilabilecegini  ortaya
koymaktadir. Ancak, bu hususta daha c¢ok

molekuler ve klinik ¢galismalara ihtiyag vardir.
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*Bu galigma: XXIIl. Ulusal Biyokimya Kongresi.
29 Aralik-2 Kasim 2011, Adana’da sozlu olarak
sunulmustur.
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