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G‹R‹fi

Metotreksat (MTX) bir folik asit antagonisti olup 40 y›l›
aflk›n bir süredir romatoid artrit, psöriazis, neoplazmalar,
lösemiler ve baz› otoimmün hastal›klar›n tedavisinde kul-
lan›lmaktad›r (1, 2). Günümüzde bunlar›n yan› s›ra sar-
koidoz, inflamatuvar barsak hastal›klar› ve vaskülitlerin
tedavisinde de kullan›m alan› bulmufltur (3-5). MTX bir di-
hidrofolik asit analo¤udur. Dihidrofolik asit redüktaz en-
zimini inhibe ederek pürin, pirimidin, deoksiribonükleik
asit (DNA) sentezini engeller ve apoptozise yol açar (6).
MTX’in sitotoksik etkisi kanser hücrelerine selektif de¤il-
dir. Bu nedenle yüksek proliferasyon özelli¤i gösteren he-
mopoetik sistem, kemik ili¤i ve gastrointestinal sistem
(G‹S) mukozas› gibi normal dokularda MTX’e ba¤l› toksi-
site görülür. MTX’e ba¤l› major toksik etkilerden birisi de
intestinal hasar ve enterokolittir. MTX’e ba¤l› ince barsak
hasar› malabsorbsiyon ve ishale yol açar (7).

Güncel çal›flmalar MTX’e ba¤l› G‹S hücre kayb›nda apop-
tozisin etkili oldu¤unu desteklemektedir (8). Reaktif oksi-
jen ürünleri (ROÜ) MTX’e ba¤l› ince barsak hasar›nda te-
mel rol oynamaktad›r (9). MTX; ROÜ’leri inhibe etmek
için kullan›lan önemli sitozolik antioksidanlar olan nikotin
amid adenozin difosfat (NADP) dehidrojenaz ve NADP
malik enzimlerini inhibe eder. MTX glutatyon düzeylerini
azaltarak enterositleri ROÜ’lere karfl› daha hassas ve ko-
rumas›z b›rak›r (10, 11). Land ve arkadafllar› MTX’e ba¤-
l› nükleer faktör kapa B (NF-κB) aktivasyonunun intestinal
epitelyal hücrelerde proinflamatuvar sitokin ve kemokin
üretimine yol açarak intestinal mukozal hasar oluflturdu-
¤unu in vivo ve in vitro olarak saptam›fllard›r (12). 

Leflunomid (HWA-486) antiinflamatuvar, antiproliferatif
ve immünmodülatör etkileri olan bir ajand›r. Leflunomid
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ÖZGÜN ARAfiTIRMA

Girifl ve Amaç: Bu çal›flman›n amac› metotreksata ba¤l› oksidatif ince
barsak hasar›nda leflunomid tedavisinin etkisini araflt›rmakt›r. Gereç
ve Yöntem: 40 adet rat randomize olarak dört gruba ayr›lm›flt›r.
Metotreksata ba¤l› ince barsak hasar› 20 mg/kg metotreksat›n tek doz
intraperitoneal injeksiyonu ile oluflturulmufltur. ‹ndüksiyon sonras› lef-
lunomid 10 mg/kg/gün dozunda intra gastrik olarak 5 gün boyunca
verilmifltir. ‹nce barsak dokular›, 6. gün superoksit dismutaz aktivitesi,
myeloperoksidaz aktivitesi, glutatyon ve malondialdehit düzeylerinin
ölçümü için homojenize edilmifltir. Bulgular: Leflunomid tedavisi doku
myeloperoksidaz aktivitesi ve malondialdehit düzeylerini anlaml› ölçü-
de azaltm›flt›r (S›ras›yla 3.4±0.7, 1.9±0,4 p<0.05 ve 231±199, 94±80
p<0.05). Leflunomid tedavisi doku glutatyon düzeyleri ve süperoksit
dizsmutaz aktivitesindeki azalmay› anlaml› ölçüde iyilefltirmifltir (S›ras›y-
la 21±0.5, 25±3 p<0.05 ve 22±0.6, 25±2 p<0.05). Sonuç: Leflunomid
tedavisi metotreksata ba¤l› ince barsak hasar›ndaki oksidatif paramet-
releri düzeltmektedir.

Anahtar kelimeler: Leflunomid, metotreksat, intestinal hasar

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-
jury 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
(3.4±0.7, 1.9±0.4, p<0.05 and 231±199, 94±80, p<0.05, respectively).
Leflunomide treatment significantly improved the decreased tissue le-
vels of glutathione and superoxide dismutase activity (21±0.5, 25±3,
p<0.05 and 22±0.6, 25±2, p<0.05, respectively). Conclusions: Leflu-
nomide treatment ameliorated oxidative parameters of methotrexate-
induced small intestinal injury.
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romatoid artrit gibi otoimmün hastal›klar›n tedavisinde
ve transplant rejeksiyonunun engellenmesinde kullan›l-
maktad›r. Yap›lan çal›flmalar leflunomidin aktif formu
olan A77 1726’n›n NF-κB aktivasyonun potent bir inhibi-
törü oldu¤unu göstermifltir (13). Manna ve arkadafllar›-
n›n çal›flmas›nda leflunomidin tümör nekrozitan faktör
(TNF)’e ba¤l› ROÜ üretimini, lipid peroksidasyonunu, TNF
taraf›ndan indüklenen sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyo-
nunu engelledi¤i saptanm›flt›r. Yao ve arkadafllar›n›n ça-
l›flmas›nda ratlarda CCl4 veya immünolojik yolla oluflturu-
lan karaci¤er hasar›nda leflunomidin proinflamatuar sito-
kin düzeyinde azalma, ve antioksidan aktivitede art›fla yol
açt›¤› saptanm›flt›r (14). 

Tüm bu bilgiler ›fl›¤›nda çal›flmam›z›n amac› ratlarda MTX
ile oksidatif intestinal hasarda leflunomidin muhtemel
koruyucu etkisinin araflt›r›lmas›d›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flma Pamukkale Üniversitesi T›p Fakültesi Hayvan De-
neyleri Etik Kurulu Baflkanl›¤›’n›n 17.02.2009 tarih ve
B.30.2.PAÜ.0.01.00.00.400-1/10 say›l› izni ile Pamukka-
le Üniversitesi T›p Fakültesi Hayvan Deneyleri Laboratuva-
r›’nda yap›lm›flt›r. Çal›flmam›zda ‘’Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals‘’ prensipleri do¤rultusunda
hayvan haklar› korunmufltur. Erkek eriflkin Wistar albino
ratlar randomize olarak gruplara ayr›lm›flt›r. Ratlar›n bes-
lenme ve takip koflullar› hayvan çal›flmalar›nda önerilen
uluslararas› kurallar göz önüne al›narak yap›lm›flt›r. De-
neyden önce ratlar standart pelletlerle ve su ile beslen-
mifl, ayr› kafeslerde izlenmifltir. Oda s›cakl›¤› sabit tutula-
rak normal gece gündüz döngüsü korunmufltur. Deney-
den 12 saat önce ratlara yemek verilmemifl ancak su iç-
melerine izin verilmifltir.

‹laçlar

MTX Onco-Tain Mayne Pharma Pty Ltd. Victorica Firma-
s›’ndan sat›n al›nm›flt›r. Leflunomid Aventis ‹laç Firma-
s›’ndan sat›n al›nm›flt›r. Leflunomidin su ve serum fizyolo-
jik içinde erimemesi nedeniyle %1 karboksi metil selüloz
(CMC) tafl›y›c› olarak kullan›lm›flt›r. 

Metotreksata Ba¤l› ‹ntestinal Hasar Oluflturulmas›

MTX’e ba¤l› intestinal hasar literatürde daha önceden
belirtilen yay›nlara uygun flekilde oluflturulmufltur (15).
Ratlara intraperitoneal injeksiyon ile MTX 20 mg/kg tek
doz uygulanm›flt›r. Ratlar 5 gün sonras›nda dekapitas-
yonla sakrifiye edilmifltir. Leflunomid dozu için Yao ve ar-
kadafllar›n›n “Ratlarda CCL4 ile oluflturulan hepatik fibro-
ziste leflunomidin inhibitör etkisi” isimli çal›flmas› baz al›n-
m›flt›r (16).

Deneysel Çal›flma Gruplar›

Çal›flmam›zda a¤›rl›¤› 185-254 gram aras›nda de¤iflen 40
adet rat kullan›lm›flt›r. Deneysel çal›flma gruplar› afla¤›da
belirtilmifltir:

MTX grubu (1. Grup): ‹ntraperitoneal injeksiyon ile
MTX 20 mg/kg tek doz uygulanmas›n› takiben tafl›y›c›
madde (%1 CMC) 3 ml/kg/gün intragastrik olarak veril-
mifltir. Befl gün sonra hayvanlar sakrifiye edilmifltir. 

MTX + leflunomid grubu (2. Grup): ‹ntraperitoneal in-
jeksiyon ile MTX 20 mg/kg tek doz uygulanmas›n› taki-
ben leflunomid 9 mg/kg/gün suda erimedi¤i için %1
CMC ile intragastrik olarak verilmifltir. Befl gün sonra hay-
vanlar sakrifiye edilmifltir.

Leflunomid grubu (3. Grup): ‹ntraperitoneal injeksiyon
ile serum fizyolojik 3 ml/kg tek doz uygulanmas›n› taki-
ben leflunomid 9 mg/kg/gün %1 CMC içerisinde 3 ml/
kg/gün intragastrik olarak verilmifltir. Befl gün sonra hay-
vanlar sakrifiye edilmifltir.

Kontrol grubu (4. Grup): ‹ntraperitoneal injeksiyon ile
serum fizyolojik 3 ml/kg tek doz uygulanmas›n› takiben
tafl›y›c› madde (%1 CMC) 3 ml/kg/gün intragastrik olarak
verilmifltir. Befl gün sonra hayvanlar sakrifiye edilmifltir.

Doku Örneklerinin Al›nmas›

Sakrifikasyondan hemen sonra ince barsaklar pilordan
çekuma kadar ç›kart›lm›flt›r. Ç›kart›lan ince barsak orta
k›sm›ndan al›nan doku örnekleri biyokimyasal inceleme-
ler için uygun koflullarda saklanm›flt›r. 

Biyokimyasal ‹ncelemeler

Doku malondialdehit (MDA) ‘’asidik ortamda tiyobarbitü-
rik asitle oluflturdu¤u rengin 532 nm’de absorbans›n›n öl-
çülmesi’’ prensibine dayanan Ohkawa ve arkadafllar›n›n
yöntemi uygulanarak ölçülmüfltür (17). Sonuçlar spesifik
aktivite, nmol/gr doku olarak ifade edilmifltir.

Glutatyon ölçümü spektrofotometrik olarak yap›lm›flt›r
(18). Sonuçlar nmol/gr doku olarak ifade edilmifltir.

Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ölçümü öncesinde do-
ku homojenize edilmifltir. MPO ölçümü ‘’hidrojen perok-
sitin homojenat taraf›ndan oksitlenerek o-dianosidini re-
düklemesi ve redükte o-dianosidin 410 nm.’de ölçülme-
si’’ prensibine dayan›larak yap›lm›flt›r (19). Sonuçlar spe-
sifik aktivite, U/gr doku olarak ifade edilmifltir. 

Süperoxit dismutaz (SOD) aktivitesi ‘’ksantin-ksantin ok-
sidaz sistemi ile üretilen süperoksitin nitroblue tetrazoli-
yumu indirgemesi’’ esas›na göre ölçülmüfltür (20). So-
nuçlar U/mg protein yafl doku olarak ifade edilmifltir.
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‹statistik

‹statistik analizler SPSS 10.0 paket program› kullan›larak
yap›lm›flt›r. Sonuçlar ortalama ve standart deviasyon (SD)
olarak verilmifltir. Çal›flma gruplar›n›n de¤erlendirilmesin-
de Kruskal Wallis varyans analizi ve Bonferroni düzeltme-
li Mann Whitney U testi kullan›lm›flt›r. ‹statistiksel sonuç-
larda p<0.05 de¤eri anlaml› kabul edilmifltir. 

BULGULAR

Çal›flma gruplar›nda biyokimyasal oksidatif parametrele-
rin sonuçlar› Tablo 1’de özetlenmifltir.

MTX’in 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulamas› in-
testinal doku MDA ve MPO de¤erlerinde art›fla neden ol-
mufltur. Doku MDA de¤erleri 1. Grupta 231±199 nmol/gr
doku, 4. Grupta 111±112 nmol/gr doku saptanm›flt›r.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlaml›d›r (p<0.05). ‹nce
barsakta MPO aktivitesi 1. Grupta 3.4±0.7 U/gr doku, 4.
Grupta 2.2±0.6 U/gr doku saptanm›flt›r. Aradaki fark ista-
tistiksel olarak anlaml›d›r (p<0.05). MTX’in 20 mg/kg tek
doz intraperitoneal uygulamas› intestinal doku glutatyon
ve SOD de¤erlerinde azalmaya neden olmufltur. Doku
glutatyon de¤erleri 1. Grupta 21±0.5 nmol/mgr, 4. Grup-
ta 22±0.7 nmol/mgr saptanm›flt›r. Aradaki fark istatistik-
sel olarak anlaml›d›r (p<0.05). ‹nce barsakta SOD aktivite-
si 1. Grupta 22±0.60 U/mg protein yafl doku, 4. Grupta
28±0.80 U/mg protein yafl doku saptanm›flt›r. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlaml›d›r (p<0.05). 

Leflunomid ile tedavi MTX’e ba¤l› intestinal hasarda rol
oynayan oksidatif parametreleri düzeltmifl ve olumlu yön-
de etkilemifltir. MTX 20 mg/kg tek doz intraperitoneal uy-
gulanan ve 5 gün boyunca 9 mg/kg/gün leflunomid ile
tedavi edilen ratlarda tedavi edilmeyen sadece MTX uygu-
lanan ratlara göre intestinal doku MDA ve MPO de¤erle-
rindeki art›fl bask›lanm›flt›r. Doku MDA de¤erleri 1. Grup-
ta 231±199 nmol/gr doku, 2. Grupta 94±80 nmol/gr do-
ku saptanm›flt›r. Aradaki fark istatistiksel olarak anlaml›d›r
(p<0.05). ‹nce barsakta MPO aktivitesi 1. Grupta 3.4±0.7

U/gr doku, 2. Grupta 1.9±0.4 U/gr doku saptanm›flt›r.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlaml›d›r (p<0.05). MTX
20 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulanan ve 5 gün bo-
yunca 9 mg/kg/gün leflunomid ile tedavi edilen ratlarda
tedavi edilmeyen sadece MTX uygulanan ratlara göre in-
testinal doku glutatyon ve SOD de¤erlerindeki azalma en-
gellenmifltir. Doku glutatyon de¤erleri 1. Grupta 21±0.5
nmol/ mgr, 2. Grupta 25±3.0 nmol/mgr saptanm›flt›r.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlaml›d›r (p<0.05). ‹nce
barsakta SOD aktivitesi 1. Grupta 22±0.60 U/mg protein
yafl doku, 4. Grupta 25±2.0 U/mg protein yafl doku sap-
tanm›flt›r. Aradaki fark istatistiksel olarak anlaml›d›r
(p<0.05). MTX ile toksisite oluflturulan ve MTX ile toksisi-
te oluflturulan ancak leflunomid ile tedavi edilen iki grup
aras›nda MDA, glutatyon de¤erleri ve SOD aktivitelerinin
de¤iflikli¤i fiekil 1’de flematize edilmifltir. Yine ayn› iki grup
aras›ndaki MPO aktivitesi farkl›l›¤› fiekil 2’de flematize
edilmifltir.

MDA de¤eri nmol/gr doku, glutatyon de¤eri nmol//mg,
SOD aktivitesi U/mg protein fleklinde ifade edilmifltir. Lef-
lunomid ile tedavi istatistiksel anlaml› biçimde ince bar-
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Tablo 1. Çal›flma gruplar›nda oksidatif parametrelerin sonuçlar›

Gruplar MDA Glutatyon MPO SOD
(nmol/gr doku) (nmol/mg) (U/gr doku) (U/mg protein)

1. grup 231±199* 21±0,5† 3.4±0.7‡ 22±0.6§

2. grup 94±80 25±3 1.9±0,4 25±2

3. grup 157±183 22±1 3.2±1.9 28±0.9

4. grup 111±112 22±0,7 2.2±0.6 28±0.8

* Doku MDA de¤erleri 1. grupta 2. ve 4. gruplara göre istatistiksel anlaml› yüksek bulunmufltur (p < 0.05).
† Doku glutatyon de¤erleri 1. grupta 2. ve 4. gruplara göre istatistiksel anlaml› düflük bulunmufltur.
‡ Doku MPO de¤erleri 1. grupta 2. ve 4. gruplara göre istatistiksel anlaml› yüksek bulunmufltur (p < 0.05).
§ Doku SOD de¤erleri 1. grupta 2., 3. ve 4. gruplara göre istatistiksel anlaml› düflük bulunmufltur (p < 0.05).

fiekil 1. MTX ile toksisite oluflturulan ve MTX ile toksisite oluflturu-
lan ancak leflunomid ile tedavi edilen iki grup aras›nda malondialde-
hit (MDA), glutatyon de¤erleri ve süperoksit dismutaz (SOD) aktivi-
telerinin de¤iflikli¤i.



KAYNAKLAR
1. Schilsky RL. Methotrexate: An effective agent for treating cancer

and building careers. The polyglutamate era. Stem Cells 1996; 14:
29-32.

2. Naldi L, Griffiths CE. Traditional therapies in the management of
moderate to severe chronic plaque psoriasis: an assessment of the
benefits and risks. Br J Dermatol 2005;152: 597-615.

sak MDA düzeylerindeki art›fl› bask›lam›fl, glutatyon ve
SOD düzeylerindeki azalmay› engellemifltir.

Doku MPO aktivitesi U/mg protein fleklinde ifade edilmifl-
tir. Leflunomid ile tedavi istatistiksel anlaml› biçimde ince
barsak MPO aktivitesi düzeylerindeki art›fl› bask›lam›flt›r.

TARTIfiMA

Çal›flmam›z, leflunomidin MTX’e ba¤l› intestinal hasarda-
ki oksidatif parametreleri düzeltti¤ini ortaya koymufltur.

Bir dihidrofolik asit analo¤u olan MTX’in sitotoksik etkisi
kanser hücrelerine selektif de¤ildir. Bu nedenle yüksek
proliferasyon özelli¤i gösteren hemopoetik sistem, kemik
ili¤i ve G‹S mukozas› gibi normal dokularda MTX’e ba¤l›
toksisite görülür. MTX’e ba¤l› major toksik etkilerden bi-
risi de intestinal hasar ve enterokolittir (7). MTX’e ba¤l›
ince barsak hasar›nda ROÜ’ler temel rol oynamaktad›r
(9). MTX ayn› zamanda glutatyon düzeylerini azaltarak
enterositleri ROÜ’lere karfl› daha hassas ve korumas›z b›-
rakmaktad›r (10, 11). Güncel çal›flmalar MTX’e ba¤l› in-
testinal hasarda NF-κB aktivasyonun ve apoptozisin etki-
li oldu¤unu aç›¤a ç›karm›flt›r (8, 12). G‹S regülasyonunda
antioksidan aktivite önemli rol oynamaktad›r. Glutatyon
ve glutatyon iliflkili enzimlerin G‹S üzerindeki koruyucu
rolü önceki çal›flmalarda saptanm›flt›r (21). Deneysel ça-
l›flmalarda SOD’un lokal protektif etkisi saptanm›flt›r (22).
MTX’e ba¤l› intestinal hasarda lokalize glutatyon, SOD

düzeylerinin ve lipid peroksidasyonunun bir göstergesi
olan MDA’n›n art›¤› önceki çal›flmalarda gösterilmifltir
(23). MTX’e ba¤l› intestinal hasarda nötrofil infiltrasyonu
ve aktive nötrofiller taraf›ndan salg›lanan MPO oksidatif
madde üretiminde önemli rol oynamaktad›r (24). Litera-
türde MTX’e ba¤l› intestinal hasar üzerinde leflunomidin
etkinli¤i ile ilgili herhangi bir veri ya da çal›flma bulunma-
maktad›r. Çal›flmam›zda leflunomid, MTX’e ba¤l› intesti-
nal hasar patofizyolojisinde önemli rol oynayan glutatyon
ve SOD düzeylerindeki azalmay› anlaml› ölçüde engelle-
mifltir. Bu sonuç leflunomidin antioksidan etkinli¤e sahip
olmas› ve lökositlerden ROÜ’lerin sal›n›m›n› inhibe etme-
si ile iliflkili olabilir (25). Çal›flmam›z leflunomidin MTX’e
ba¤l› intestinal hasarda önemli rol oynayan ve lipid pe-
roksidasyonunun bir göstergesi olan MDA art›fl›n› engel-
ledi¤ini göstermifltir. Çal›flmam›z›n bir di¤er önemli sonu-
cu da leflunomidin MTX’e ba¤l› intestinal hasarda oksida-
tif mekanizmay› bafllatan nötrofil aktivasyonunu ve MPO
düzeylerindeki art›fl› engellemesidir. 

NF-κB tüm vücutta yayg›n olarak bulunan, inflamasyon,
embriyonik geliflim, yara iyileflmesi, akut faz yan›t›, proli-
ferasyon, apoptozis, doku hasar› ve doku tamiri ile iliflkili
çok say›da gen ekspresyonunda temel düzenleyici olarak
görev alan bir transkripsiyon faktörüdür. NF-κB fizyolojik
ve patolojik durumlarda indüklenebilir transkripsiyon fak-
törü olmas› nedeniyle inflamatuvar ve immün yan›tla ilifl-
kili bir çok durumda temel rol oynar (26). Leflunomidin
aktif formu olan A77 1726 NF-κB aktivasyonun potent
bir inhibitörüdür. Leflunomidin NF-κB aktivasyonunu inhi-
be edici etkisi hücre spesifik de¤ildir. Myeloid, epitelyal,
glioma ve T hücrelerinin tümünde bu etki gözlenmekte-
dir (13). Biz leflunomidin MTX’e ba¤l› oksidatif intestinal
hasar üzerindeki koruyucu etkisinin NF-κB aktivasyonu-
nun potent bir inhibitörü olmas› ile iliflkili oldu¤unu düflü-
nüyoruz. MTX’e ba¤l› intestinal hasarda villüs k›salmas›,
kripta ve epitelyal hücre kayb›, mononükleer hücre infil-
trasyonu (27) gibi histopatolojik de¤ifliklikler gözlemlen-
se de; teknik nedenlerle histopatolojik de¤erlendirme ya-
p›lamamas› çal›flmam›z›n bir eksikli¤idir. 

Sonuç olarak leflunomid lipid peroksidayonunu, nötrofil
infiltrasyonunu engelleyici ve glutatyon ve SOD’un lokali-
ze düzeyleri üzerinde olumlu etkileri nedeniyle MTX’e
ba¤l› intestinal hasarda koruyucu etki gösterebilir. Konu
ile ilgili daha detayl› deneysel çal›flmalar›n yap›lmas› ge-
rekmektedir.
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fiekil 2. MTX ile toksisite oluflturulan ve MTX ile toksisite oluflturu-
lan ancak leflunomid ile tedavi edilen iki grup aras›nda myelopreok-
sidaz (MPO) aktivitelerinin de¤iflikli¤i.
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