OZGUN ARASTIRMA

Ratlarda metotreksata bagh oksidatif intestinal hasarda
leflunomidinin koruyucu etkisinin arastirilmasi

Effect of leflunomide on methotrexate-induced oxidative small intestinal injury in rats
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Giris ve Amag: Bu calismanin amaci metotreksata bagl oksidatif ince
barsak hasarinda leflunomid tedavisinin etkisini arastirmaktir. Gereg
ve Yéntem: 40 adet rat randomize olarak dort gruba ayrilmistir.
Metotreksata badli ince barsak hasari 20 mg/kg metotreksatin tek doz
intraperitoneal injeksiyonu ile olusturulmustur. Inddksiyon sonrasi lef-
lunomid 10 mg/kg/guin dozunda intra gastrik olarak 5 gin boyunca
verilmistir. Ince barsak dokulari, 6. giin superoksit dismutaz aktivitesi,
myeloperoksidaz aktivitesi, glutatyon ve malondialdehit dizeylerinin
6lciimu icin homojenize edilmistir. Bulgular: Leflunomid tedavisi doku
myeloperoksidaz aktivitesi ve malondialdehit dizeylerini anlamli dl¢u-
de azaltmistir (Sirasiyla 3.4+0.7, 1.920,4 p<0.05 ve 231+199, 94+80
p<0.05). Leflunomid tedavisi doku glutatyon dizeyleri ve siperoksit
dizsmutaz aktivitesindeki azalmayr anlamli élctde iyilestirmistir (Sirasty-
la 21£0.5, 2543 p<0.05 ve 22+0.6, 25+2 p<0.05). Sonug: Leflunomid
tedavisi metotreksata badli ince barsak hasarindaki oksidatif paramet-
releri diizeltmektedir.

Anahtar kelimeler: Leflunomid, metotreksat, intestinal hasar

GIRIS

Metotreksat (MTX) bir folik asit antagonisti olup 40 yili
askin bir slredir romatoid artrit, psoriazis, neoplazmalar,
|6semiler ve bazi otoimmUn hastaliklarin tedavisinde kul-
lanilmaktadir (1, 2). GlUnlUmdzde bunlarin yani sira sar-
koidoz, inflamatuvar barsak hastaliklar ve vaskuUlitlerin
tedavisinde de kullanim alani bulmustur (3-5). MTX bir di-
hidrofolik asit analogudur. Dihidrofolik asit rediktaz en-
zimini inhibe ederek plrin, pirimidin, deoksiribontkleik
asit (DNA) sentezini engeller ve apoptozise yol acar (6).
MTX'in sitotoksik etkisi kanser hicrelerine selektif degil-
dir. Bu nedenle yiiksek proliferasyon 6zelligi gosteren he-
mopoetik sistem, kemik iligi ve gastrointestinal sistem
(GIS) mukozasi gibi normal dokularda MTX'e bagli toksi-
site gorulir. MTX'e bagl major toksik etkilerden birisi de
intestinal hasar ve enterokolittir. MTX'e bagl ince barsak
hasari malabsorbsiyon ve ishale yol acar (7).
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Background and Aims: The aim of this study was to investigate the
effects of leflunomide treatment in methotrexate-induced oxidative
small intestinal injury in rats. Materials and Methods: Forty rats we-
re randomly divided into 4 groups. Methotrexate-induced intestinal in-
Jjury was induced by single dose intraperitoneal injection of 20 mg/kg
methotrexate. After induction, leflunomide (10 mg/kg/day) was admi-
nistered intragastrically for 5 consecutive days. On the sixth day, ho-
mogenized small intestine tissues were examined for superoxide dis-
mutase activity, myeloperoxidase activity, and glutathione and malon-
dialdehyde levels. Results: Leflunomide treatment significantly decrea-
sed tissue myeloperoxidase activity and malondialdehyde levels
(3.440.7, 1.920.4, p<0.05 and 231+199, 94480, p<0.05, respectively).
Leflunomide treatment significantly improved the decreased tissue le-
vels of glutathione and superoxide dismutase activity (21+0.5, 2543,
p<0.05 and 22+0.6, 2542, p<0.05, respectively). Conclusions: Leflu-
nomide treatment ameliorated oxidative parameters of methotrexate-
induced small intestinal injury.

Key words: Leflunomide, methotrexate, intestinal injury

Glncel calismalar MTX'e bagl GIS hiicre kaybinda apop-
tozisin etkili oldugunu desteklemektedir (8). Reaktif oksi-
jen drinleri (ROU) MTX'e bagli ince barsak hasarinda te-
mel rol oynamaktadir (9). MTX; ROU’leri inhibe etmek
icin kullanilan dnemli sitozolik antioksidanlar olan nikotin
amid adenozin difosfat (NADP) dehidrojenaz ve NADP
malik enzimlerini inhibe eder. MTX glutatyon duzeylerini
azaltarak enterositleri ROU'lere karsi daha hassas ve ko-
rumasiz birakir (10, 11). Land ve arkadaslart MTX'e bag-
I ntkleer faktor kapa B (NF-kB) aktivasyonunun intestinal
epitelyal hicrelerde proinflamatuvar sitokin ve kemokin
Uretimine yol acarak intestinal mukozal hasar olusturdu-
gunu in vivo ve in vitro olarak saptamislardir (12).

Leflunomid (HWA-486) antiinflamatuvar, antiproliferatif
ve immUinmodulator etkileri olan bir ajandir. Leflunomid
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romatoid artrit gibi otoimmin hastaliklarin tedavisinde
ve transplant rejeksiyonunun engellenmesinde kullanil-
maktadir. Yapilan calismalar leflunomidin aktif formu
olan A77 1726'nin NFkB aktivasyonun potent bir inhibi-
tord oldugunu gostermistir (13). Manna ve arkadaslari-
nin calismasinda leflunomidin timor nekrozitan faktor
(TNF)"e bagl ROU dretimini, lipid peroksidasyonunu, TNF
tarafindan indlklenen sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyo-
nunu engelledigi saptanmistir. Yao ve arkadaslarinin ca-
lismasinda ratlarda CCl4 veya immdunolojik yolla olusturu-
lan karaciger hasarinda leflunomidin proinflamatuar sito-
kin dizeyinde azalma, ve antioksidan aktivitede artisa yol
actigi saptanmistir (14).

Tdm bu bilgiler 1siginda ¢alismamizin amaci ratlarda MTX
ile oksidatif intestinal hasarda leflunomidin muhtemel
koruyucu etkisinin arastiriimasidir.

GEREC VE YONTEM

Calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan De-
neyleri Etik Kurulu Baskanhgi'nin 17.02.2009 tarih ve
B.30.2.PAU.0.01.00.00.400-1/10 sayili izni ile Pamukka-
le Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Laboratuva-
r'nda yapilmistir. Calismamizda “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” prensipleri dogrultusunda
hayvan haklari korunmustur. Erkek erigkin Wistar albino
ratlar randomize olarak gruplara ayrilmistir. Ratlarin bes-
lenme ve takip kosullari hayvan calismalarinda dnerilen
uluslararasi kurallar géz 6nline alinarak yapilmistir. De-
neyden Once ratlar standart pelletlerle ve su ile beslen-
mis, ayri kafeslerde izlenmistir. Oda sicakligi sabit tutula-
rak normal gece glindliz déngust korunmustur. Deney-
den 12 saat 6nce ratlara yemek verilmemis ancak su i¢-
melerine izin verilmistir.

ilaclar

MTX Onco-Tain Mayne Pharma Pty Ltd. Victorica Firma-
si'ndan satin alinmigtir. Leflunomid Aventis llag Firma-
si'ndan satin alinmistir. Leflunomidin su ve serum fizyolo-
jik icinde erimemesi nedeniyle %1 karboksi metil sellloz
(CMCQ) taslyici olarak kullanilmistir.

Metotreksata Bagl intestinal Hasar Olusturulmasi

MTX'e bagl intestinal hasar literatirde daha 6nceden
belirtilen yayinlara uygun sekilde olusturulmustur (15).
Ratlara intraperitoneal injeksiyon ile MTX 20 mg/kg tek
doz uygulanmistir. Ratlar 5 giin sonrasinda dekapitas-
yonla sakrifiye edilmistir. Leflunomid dozu icin Yao ve ar-
kadaslarinin “Ratlarda CCL4 ile olusturulan hepatik fibro-
ziste leflunomidin inhibitor etkisi” isimli calismasi baz alin-
mistir (16).
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Deneysel Calisma Gruplari

Galismamizda agirligr 185-254 gram arasinda degisen 40
adet rat kullanilmistir. Deneysel calisma gruplari asagida
belirtilmistir:

MTX grubu (1. Grup): intraperitoneal injeksiyon ile
MTX 20 mg/kg tek doz uygulanmasini takiben tasiyici
madde (%1 CMC) 3 ml/kg/gun intragastrik olarak veril-
mistir. Bes glin sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.

MTX + leflunomid grubu (2. Grup): Intraperitoneal in-
jeksiyon ile MTX 20 mg/kg tek doz uygulanmasini taki-
ben leflunomid 9 mg/kg/gln suda erimedigi icin %1
CMC ile intragastrik olarak verilmistir. Bes glin sonra hay-
vanlar sakrifiye edilmistir.

Leflunomid grubu (3. Grup): intraperitoneal injeksiyon
ile serum fizyolojik 3 ml/kg tek doz uygulanmasini taki-
ben leflunomid 9 mg/kg/gin %1 CMC igerisinde 3 ml/
kg/gln intragastrik olarak verilmistir. Bes gtin sonra hay-
vanlar sakrifiye edilmistir.

Kontrol grubu (4. Grup): intraperitoneal injeksiyon ile
serum fizyolojik 3 ml/kg tek doz uygulanmasini takiben
taslyic madde (%1 CMC) 3 ml/kg/gln intragastrik olarak
verilmistir. Bes glin sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Doku Orneklerinin Alinmasi

Sakrifikasyondan hemen sonra ince barsaklar pilordan
cekuma kadar cikartilmistir. Cikartilan ince barsak orta
kismindan alinan doku &rnekleri biyokimyasal inceleme-
ler icin uygun kosullarda saklanmistir.

Biyokimyasal incelemeler

Doku malondialdehit (MDA) "asidik ortamda tiyobarbitu-
rik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de absorbansinin 6l-
cUlmesi” prensibine dayanan Ohkawa ve arkadaslarinin
yontemi uygulanarak ol¢llmustir (17). Sonuglar spesifik
aktivite, nmol/gr doku olarak ifade edilmistir.

Glutatyon 6lcimi spektrofotometrik olarak yapilmistir
(18). Sonuglar nmol/gr doku olarak ifade edilmistir.

Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi 6l¢imi dncesinde do-
ku homojenize edilmistir. MPO 6lcimi “"hidrojen perok-
sitin homojenat tarafindan oksitlenerek o-dianosidini re-
diklemesi ve redikte o-dianosidin 410 nm.'de Ol¢lilme-
si”’ prensibine dayanilarak yapilmistir (19). Sonuclar spe-
sifik aktivite, U/gr doku olarak ifade edilmistir.

Sliperoxit dismutaz (SOD) aktivitesi “ksantin-ksantin ok-
sidaz sistemi ile Uretilen stperoksitin nitroblue tetrazoli-
yumu indirgemesi’’ esasina gore olctlmustir (20). So-
nuglar U/mg protein yas doku olarak ifade edilmistir.



istatistik

Istatistik analizler SPSS 10.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar ortalama ve standart deviasyon (SD)
olarak verilmistir. Calisma gruplarinin degerlendirilmesin-
de Kruskal Wallis varyans analizi ve Bonferroni dizeltme-
li Mann Whitney U testi kullanilmistir. istatistiksel sonug-
larda p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calisma gruplarinda biyokimyasal oksidatif parametrele-
rin sonuglari Tablo 1'de dzetlenmistir.

MTX'in 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulamasi in-
testinal doku MDA ve MPO degerlerinde artisa neden ol-
mustur. Doku MDA degerleri 1. Grupta 231+199 nmol/gr
doku, 4. Grupta 111112 nmol/gr doku saptanmistir.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Ince
barsakta MPO aktivitesi 1. Grupta 3.4+0.7 U/gr doku, 4.
Grupta 2.2+0.6 U/gr doku saptanmistir. Aradaki fark ista-
tistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). MTX'in 20 mg/kg tek
doz intraperitoneal uygulamasi intestinal doku glutatyon
ve SOD degerlerinde azalmaya neden olmustur. Doku
glutatyon degerleri 1. Grupta 21+£0.5 nmol/mgr, 4. Grup-
ta 22+0.7 nmol/mgr saptanmistir. Aradaki fark istatistik-
sel olarak anlamlidir (p<0.05). ince barsakta SOD aktivite-
si 1. Grupta 22+0.60 U/mg protein yas doku, 4. Grupta
28+0.80 U/mg protein yas doku saptanmistir. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Leflunomid ile tedavi MTX'e bagl intestinal hasarda rol
oynayan oksidatif parametreleri dlizeltmis ve olumlu yon-
de etkilemistir. MTX 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uy-
gulanan ve 5 glin boyunca 9 mg/kg/gin leflunomid ile
tedavi edilen ratlarda tedavi edilmeyen sadece MTX uygu-
lanan ratlara gore intestinal doku MDA ve MPO degerle-
rindeki artis baskilanmistir. Doku MDA degerleri 1. Grup-
ta 231£199 nmol/gr doku, 2. Grupta 94+80 nmol/gr do-
ku saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). Ince barsakta MPO aktivitesi 1. Grupta 3.4+0.7

Leflunomid, metotreksat ve intestinal hasar

U/gr doku, 2. Grupta 1.9+0.4 U/gr doku saptanmistir.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). MTX
20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulanan ve 5 giin bo-
yunca 9 mg/kg/gln leflunomid ile tedavi edilen ratlarda
tedavi edilmeyen sadece MTX uygulanan ratlara gore in-
testinal doku glutatyon ve SOD degerlerindeki azalma en-
gellenmistir. Doku glutatyon degerleri 1. Grupta 21+0.5
nmol/ mgr, 2. Grupta 25+3.0 nmol/mgr saptanmistir.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p<0.05). ince
barsakta SOD aktivitesi 1. Grupta 22+0.60 U/mg protein
yas doku, 4. Grupta 25+2.0 U/mg protein yas doku sap-
tanmistir.  Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). MTX ile toksisite olusturulan ve MTX ile toksisi-
te olusturulan ancak leflunomid ile tedavi edilen iki grup
arasinda MDA, glutatyon dederleri ve SOD aktivitelerinin
degisikligi Sekil 1'de sematize edilmistir. Yine ayni iki grup
arasindaki MPO aktivitesi farkliligi Sekil 2'de sematize
edilmistir.

MDA degeri nmol/gr doku, glutatyon degeri nmol//mg,
SOD aktivitesi U/mg protein seklinde ifade edilmistir. Lef-
lunomid ile tedavi istatistiksel anlamli bicimde ince bar-
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Sekil 1. MTX ile toksisite olusturulan ve MTX ile toksisite olusturu-
lan ancak leflunomid ile tedavi edilen iki grup arasinda malondialde-
hit (MDA), glutatyon degerleri ve stiperoksit dismutaz (SOD) aktivi-
telerinin degisikligi.

Tablo 1. Calisma gruplarinda oksidatif parametrelerin sonuglari

Gruplar MDA Glutatyon
(nmol/gr doku) (nmol/mg)

1. grup 231+£199* 21+0,5F

2. grup 94+80 25+3

3. grup 157+£183 2241

4. grup 111+112 22+0,7

MPO SOD
(U/gr doku) (U/mg protein)
3.4+0.7% 22+0.6§
1.9+0,4 25+2
3.2£1.9 28+0.9
2.2+0.6 28+0.8

* Doku MDA degerleri 1. grupta 2. ve 4. gruplara gore istatistiksel anlamli yiksek bulunmustur (p < 0.05).
T Doku glutatyon degerleri 1. grupta 2. ve 4. gruplara gore istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur.

+ Doku MPO degerleri 1. grupta 2. ve 4. gruplara gore istatistiksel anlamli ylksek bulunmustur (p < 0.05).
§ Doku SOD degerleri 1. grupta 2., 3. ve 4. gruplara gore istatistiksel anlamli dusik bulunmustur (p < 0.05).
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sak MDA duzeylerindeki artisi baskilamis, glutatyon ve
SOD duzeylerindeki azalmayi engellemistir.

3,51 A
s
2,54 /

- A
1,51 /A

0,51

MTX grubu Leflunomid

tedavi grubu

Sekil 2. MTX ile toksisite olusturulan ve MTX ile toksisite olusturu-
lan ancak leflunomid ile tedavi edilen iki grup arasinda myelopreok-
sidaz (MPO) aktivitelerinin degisikligi.

Doku MPO aktivitesi U/mg protein seklinde ifade edilmis-
tir. Leflunomid ile tedavi istatistiksel anlamli bicimde ince
barsak MPO aktivitesi diizeylerindeki artigi baskilamistir.

TARTISMA

Calismamiz, leflunomidin MTX'e bagl intestinal hasarda-
ki oksidatif parametreleri diizelttigini ortaya koymustur.

Bir dihidrofolik asit analogu olan MTX'in sitotoksik etkisi
kanser hucrelerine selektif degildir. Bu nedenle ylksek
proliferasyon ozelligi gdsteren hemopoetik sistem, kemik
iligi ve GIS mukozasi gibi normal dokularda MTX'e bagli
toksisite gorultr. MTX'e bagl major toksik etkilerden bi-
risi de intestinal hasar ve enterokolittir (7). MTX'e bagl
ince barsak hasarinda ROU'ler temel rol oynamaktadir
(9). MTX ayni zamanda glutatyon dizeylerini azaltarak
enterositleri ROU’lere karsi daha hassas ve korumasiz br-
rakmaktadir (10, 11). Glncel calismalar MTX'e bagli in-
testinal hasarda NF-kB aktivasyonun ve apoptozisin etki-
li oldugunu agiga gikarmistir (8, 12). GIS regulasyonunda
antioksidan aktivite dnemli rol oynamaktadir. Glutatyon
ve glutatyon iliskili enzimlerin GIS Gzerindeki koruyucu
rolt Onceki calismalarda saptanmistir (21). Deneysel ca-
lismalarda SOD'un lokal protektif etkisi saptanmistir (22).
MTX'e bagl intestinal hasarda lokalize glutatyon, SOD
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diizeylerinin ve lipid peroksidasyonunun bir gostergesi
olan MDA'nin artigi 6nceki calismalarda gosterilmistir
(23). MTX’e bagli intestinal hasarda notrofil infiltrasyonu
ve aktive noétrofiller tarafindan salgilanan MPO oksidatif
madde Uretiminde dnemli rol oynamaktadir (24). Litera-
tirde MTX'e bagli intestinal hasar tzerinde leflunomidin
etkinligi ile ilgili herhangi bir veri ya da ¢alisma bulunma-
maktadir. Calismamizda leflunomid, MTX'e bagl intesti-
nal hasar patofizyolojisinde dnemli rol oynayan glutatyon
ve SOD duzeylerindeki azalmayi anlamli 6lclide engelle-
mistir. Bu sonug leflunomidin antioksidan etkinlige sahip
olmasi ve I6kositlerden ROU'lerin salinimini inhibe etme-
si ile iliskili olabilir (25). Calismamiz leflunomidin MTX'e
bagli intestinal hasarda énemli rol oynayan ve lipid pe-
roksidasyonunun bir gostergesi olan MDA artisini engel-
ledigini gdstermistir. Calismamizin bir diger énemli sonu-
cu da leflunomidin MTX'e bagli intestinal hasarda oksida-
tif mekanizmay baslatan notrofil aktivasyonunu ve MPO
dizeylerindeki artisi engellemesidir.

NF-kB tim vicutta yaygin olarak bulunan, inflamasyon,
embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, akut faz yaniti, proli-
ferasyon, apoptozis, doku hasari ve doku tamiri ile iliskili
cok sayida gen ekspresyonunda temel dizenleyici olarak
gorev alan bir transkripsiyon faktoridir. NF-kB fizyolojik
ve patolojik durumlarda indlklenebilir transkripsiyon fak-
térl olmasi nedeniyle inflamatuvar ve immdin yanitla ilis-
kili bir cok durumda temel rol oynar (26). Leflunomidin
aktif formu olan A77 1726 NF-kB aktivasyonun potent
bir inhibitortadur. Leflunomidin NF-kB aktivasyonunu inhi-
be edici etkisi hicre spesifik degildir. Myeloid, epitelyal,
glioma ve T hcrelerinin timinde bu etki gézlenmekte-
dir (13). Biz leflunomidin MTX'e bagl oksidatif intestinal
hasar Uzerindeki koruyucu etkisinin NF-kB aktivasyonu-
nun potent bir inhibitort olmast ile iliskili oldugunu disd-
ndyoruz. MTX'e bagli intestinal hasarda villts kisalmasi,
kripta ve epitelyal hiicre kaybi, mononikleer hicre infil-
trasyonu (27) gibi histopatolojik degisiklikler gézlemlen-
se de; teknik nedenlerle histopatolojik degerlendirme ya-
pilamamasi ¢alismamizin bir eksikligidir.

Sonug olarak leflunomid lipid peroksidayonunu, notrofil
infiltrasyonunu engelleyici ve glutatyon ve SOD’un lokali-
ze duzeyleri Uzerinde olumlu etkileri nedeniyle MTX'e
bagl intestinal hasarda koruyucu etki gdsterebilir. Konu
ile ilgili daha detayli deneysel calismalarin yapiimasi ge-
rekmektedir.
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