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Oz

Amagc: Metotreksat, bazi kanser turleri ve romatoid artrit basta olmak Uzere cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bir folik asit antagonistidir. Ancak, metotreksat kullanimiyla birlikte gértilen ve nérotoksisiteyi de iceren
bircok yan etki 6nemli bir klinik problemdir. Ananas bitkisinden elde edilen bromelain, radikal stpurtcu ve lipit
peroksidasyonu Onleyici etkileri olan enzimatik bir karigimdir.

Gereg ve yontem: 28 adet sigcan rastgele 4 gruba bdlindd (n=7). Birinci grup kontrol grubu olarak tutuldu.
ikinci grup BRM grubu olarak belirlendi ve bu gruptaki ratlara 14 giin boyunca 200 mg /kg/giin bromelain verildi.
Uclincli grup MTX grubu olarak belirlendi ve bu gruptaki sicanlara tgiinci giin tek doz 20 mg/kg metotreksat
verildi. Dérdinct grup MTX+BRM grubu olarak belirlendi ve gruptaki sicanlara metotreksat ve bromelain
esdeger dozlarda birlikte verildi.

Bulgular: Metotreksat uygulamasi gruplar arasinda tiyobarbitiirik asit reaktif substans seviyeleri agisindan
herhangi bir degisiklige neden olmadi ancak redikte glutatyon seviyesinde ve slperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve katalaz aktivitelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya
neden oldu. Metotreksat ile birlikte bromelain uygulanmasi rediikte glutatyon seviyesini ve stiperoksit dismutaz
aktivitesini metotreksat grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde arttirdi ancak glutatyon peroksidaz ve
katalaz aktivitelerindeki artis istatistiki olarak anlamli degildi. Beyin dokusu histolojik agidan da degerlendirildi.
Metotreksat uygulamasinin beyinde histopatolojik olarak belirgin bir lezyon olusumuna yol agmadigi goruldu.
Sonug: Bulgularimiz bromelain kullanimiin nérolojik hasara karsi metotreksat ile tedavi edilen hastalarda
fayda saglayabilecegini desteklemektedir.
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Abstract

Purpose: Methotrexate is a folic acid antagonist used in the treatment of various diseases, especially some
types of cancer and rheumatoid arthritis. However, many side effects associated with methotrexate use, including
neurotoxicity, are an important clinical problem. Bromelain obtained from the pineapple plant is an enzymatic
mixture with radical scavenging and anti-lipid peroxidation effects.

Materials and methods: 28 rats were randomly divided into 4 groups (n=7). The first group was kept as
the control group. The second group was determined as the bromelain group and 200 mg/kg/day bromelain
was given to the rats in this group for 14 days. The third group was determined as methotrexate group and
a single dose of 20 mg/kg methotrexate was given to the rats in this group on the third day. The fourth group
was determined as methotrexate + bromelain group, and the rats in the group were given methotrexate and
bromelain in equivalent doses together.

Results: Methotrexate administration did not cause any change in thiobarbituric acid reactive levels among
groups, but caused a statistically significant decrease in reduced glutathione level and superoxide dismutase,
glutathione and catalase activities compared to the control group. The administration of bromelain with
methotrexate significantly increased the reduced glutathione level and superoxide dismutase activity compared
to the methotrexate group, but the increase in glutathione peroxidase and catalase activities was not statistically
significant. Brain tissue was also evaluated histologically. It was observed that methotrexate administration did
not cause a significant lesion formation in the brain histopathologically.

Conclusion: Our findings support that the use of bromelain may benefit patients treated with methotrexate
against neurological damage.
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Giris

Metotreksat (MTX), kanser tedavisinde ve
romatoid artrit, sedefhastaligiveiltihaplibagirsak
hastaliklari dahil olmak Uzere gesitli otoimmun
ve inflamatuar hastaliklarda, gestasyonel
trofoblast hastaliginin tedavisinde ve ayrica
ektopik gebelikte yaygin olarak kullanilan
bir folik asit antagonistidir [1, 2]. Metotreksat
hicreye girdikten sonra poliglutamatlanir
ve dihidrofolat rediktaz enzimine buylk bir
ilgi ile baglanarak bu enzimin dihidrofolati
tetrahidrofolata donlstirmesini engeller. DNA
sentezi igin gerekli olan timidin ve purinlerin
biyosentezi icin tetrahidrofolat gerektiginden,
MTX tarafindan tetrahidrofolat sentezinin bloke
edilmesi hucrelerin proteinleri Uretememesine
sebep olur [3].

Bununla birlikte, MTX tedavisi, doz
sinirlamasini ve bazen tedavinin tamamen
kesilmesini gerektiren c¢esitli ciddi toksik yan
etkilere neden olur [4]. MTX kaynakli toksisitenin
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamissa
da, oksidatif stress, tumor nekrozis faktor
alfa ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz gibi
inflamatuar madiatorlerin  salinimi  gibi bazi
muhtemel mekanizmalar bu toksik etkilerden
sorumlu tutulmaktadir [1]. Oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengesizlikten
kaynaklan oksidatif hasar, MTX ile iligkili doku
hasarinin ana nedensel faktorlerinden biri
olarak degerlendiriimektedir [1]. Metotreksat
uygulamasi, gastrointestinal toksisite, hepatik
toksisite, nefrotoksisite, hematolojik toksisite ve
ndrotoksisite gibi bir ok doku ve organla iliskili
ciddi toksik etkiler ile iligkilendiriimektedir [5].
Metotreksat'in neden oldugu nérotoksisite, akut,
subakut veya gec¢c formda meydana gelebilir
ve gerek intratekal ve gerekse intraventz
uygulamadan sonra gézlemlenebilir [6].

Ananas comosus (ananas), blylk olciide
Ekvator bdlgelerinde yetigtirilen ve antioksidan,
antikanser, antiinflamatuarve anti-plateletfaydal
etkileri ile bilinen bromeliaceae familyasina
ait bir bitkidir [7]. Ananas bitkisinin sapindan
ve meyvesinden elde edilen ve kimyasal
olarak 1875’den beri bilinen bromelain (BRM)
ise cesitli tiol endopeptidazlar ile fosfatazlar,
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glukozidazlar, peroksidazlar, selulazlar,
glikoproteinler, karbonhidratlar ve gesitli proteaz
inhibitérlerinin - bir kangimidir [8]. Biyolojik
aktivitesini kaybetmeden bagirsaklardan
emilebilen BRM igin, trombosit agregasyonunun
geri doénudsUimld inhibisyonu, sinlzit, cerrahi
travmalar, tromboflebit, piyelonefrit, anjina
pektoris ve bronsit gibi ¢esitli hastaliklara karsi
ve antibiyotikler basta olmak Uzere bazi ilaglarin
emilimini arttirmasi gibi ¢ok cesitli terapotik
faydalari 6ne sUrdlmuastir [8-10]. Bununla
birlikte, BRM'’in serbest radikal stpurtcu ve lipit
peroksidasyonu Onleyici antioksidan etkileri pek
¢cok calismada gdésterilmistir [7, 11, 12].

Tarafimizca yapilan literatir taramasinda
MTX kaynakh oksidatif hasara karsi BRM'’in
etkilerinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bundan dolayl bu ¢alismada
MTX nedeniyle olusan oksidatif beyin hasarina
karsi BRM’in potansiyel faydali etkilerinin
arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve yontem
Kimyasallar

MTX (Kogak Farma, 500 mg/20 ml, istanbul,
Turkiye) ve BRM (Solgar, 500 mg, Leonia, New
Jersey) eczaneden satin alindi. Kullanilan diger
tim kimyasallar analitik saflikta veya mevcut en
yuksek safliktaydi ve Sigma-Aldrich’den satin
alind1.

Hayvanlar ve deney dizayni

Caligsma igin, Adiyaman Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan etik onayi
alinmistir. Calismada Adiyaman Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim, Uygulama ve
Arastirma Merkezinden temin edilen toplam
28 adet erkek Spraque dawley rat kullanildi.
Polipropilen rat kafeslerine yerlestirilen ratlar
calisma suresince, 21°C ortam sicakhginda
ve 12 saatlik aydinlik-karanlik doéngusinde
tutuldu. Yem ve su “ad libitum” olarak verildi.
28 adet rat her grupta 7 adet olacak sekilde
rastgele 4 gruba bélindu. Birinci gruptaki ratlar
kontrol grubu olarak tutuldu ve bu gruptaki
ratlara 14 gun boyunca gliinde 1 kez gavaj ile
distile su ve tglincl gun tek doz serum fizyolojik
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intraperitoneal enjeksiyon ile uygulandi. Ikinci
grup BRM grubu olarak belirlendi ve bu gruptaki
ratlara 14 gln boyunca ginde bir kez 200
mg/kg dozda BRM gavaj ile verildi ve Gguncu
glin tek doz serum fizyolojik enjeksiyonu intra
peritoneal enjeksiyon ile uygulandi. Uglinci
grup MTX grubu olarak belirlendi ve bu gruptaki
ratlara 14 gun boyunca ginde 1 kez gavaj
ile distile su ve Gglncu gun tek doz 20 mg/kg
MTX intraperitoneal enjeksiyon ile uygulandi.
Doérdincti  grup MTX+BRM grubu olarak
belirlendi ve bu gruptaki ratlara 14 giin boyunca
glinde 1 kez 200 mg/kg BRM gavaj ile ve Gglincu
gin tek doz 20 mg/kg MTX intraperitoneal
enjeksiyon ile uygulandi. Calismanin sonunda
ksilazin-ketamin kombinasyonu ile anesteziye
alinan ratlara eksanguinasyon yontemi ile
Otenazi yapildi.

Hizh bir sekilde bitin olarak ¢ikarilan beyin
dokusu soguk cam Uzerinde sagittal dizlemden
kesilerek iki yarim beyin kuresine ayrildi. Yarim
kirelerden biri histopatolojik inceleme igin tespit
edildi. Diger yarim kire biyokimyasal incelemeler
yapilincaya kadar -86°C’de saklandi.

Biyokimyasal olgiimler

Dokular 0,2 M Tris-HCI tamponu (pH: 7,4)
icerisinde soguk zincir sartlari altinda 1:10 (w/v)
seyreltme ile homojenize edildi. Tiyobarbitlrik
asit reaktif substans (TBARS) oOl¢ctimleri direk
homojenattan yapildi. Homojenatlar, stperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), indirgenmis
glutatyon (GSH) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
Olgumlerinin yapilmasi icin 3220 rpm’de 30 dk.
(4°C) santriflij edilerek Ustte kalan stpernatan
kisimlari alindi.

Lipit peroksidasyonunun bir gdstergesi olan
TBARS seviyeleri Yagi’'nin [13] yontemine gore
spektrofotometrik olarak 532 nm’de olgllerek
belirlendi. Sonuglar nmol/g doku olarak ifade
edildi. Hucresel enzimatik antioksidan savunma
sistemi Uyeleri olan SOD, CAT ve GPx serbest
oksijen radikallerine kargl en glgli savunmayi
yapan ilk antioksidan savunma hatti enzimleridir.
SOD, siperoksit anyonunu hidrojen peroksite
donustirerek temizler ve olusan hidrojen
peroksit CAT ve mitokondride GPx tarafindan
suya donustiurdlerek uzaklastirihr [14]. SOD,
CAT ve GPx aktiviteleri spektrofotometrik
yontemle ol¢ildi ve Unite/mg doku proteini
olarak gosterildi. SOD aktivitesi Sun ve ark. [15]
yontemine gore 560 nm’de, CAT aktivitesi Aebi

[16] yontemine gore 240 nm’de ve GPx aktivitesi
Paglia ve Valentine’in [17] ydntemine gore 340
nm’de 6lgim yapilarak belirlendi. GSH, serbest
radikallere elektron vererek onlari ndtralize
eden ve temizleyen ikinci hat antioksidan
savunma sistemi Uyelerinden biridir [14]. Beyin
dokusu GSH igerigi Sedlak ve Lindsay’in [18]
yontemine gore belirlendi. GSH dizeyleri 412
nm’de 6l¢ildi ve nmol/mg doku proteini olarak
ifade edildi. Beyin dokusu protein miktari Lowry
metoduna gore belirlendi [19].

Histopatolojik degerlendirme

Nekropsi sonrasi alinan beyin dokulari
%10’luk  tamponlu formaldehitte daldirma
yontemi ile tespiti takiben rutin doku takip
prosedurlerinden gecirilerek parafine gomaldi
ve 5 mikron kalinhdinda kesitler alindi.
Kesitler hematoksilen-eozin ile boyanarak 1sik
mikroskobu altinda degerlendirildi. Histopatolojik
olarak telensefalon, diensefalon, mesensefalon,
metensefalon ve myelensefalonda;
dejenerasyon, nekroz, kromatoliz, satellitozis,
demyelinasyon, myelin solgunlugu, néropil
vakuolizasyonu, aksonal siskinlik ve sferoid
olusumu, oligodendroglial siskinlik, intremyelinik
6dem, makrofaj infilirasyonlari, gemistositik
astrositler ve glial aktivasyon varhdi acisindan
degerlendirmeler yapildi.

istatistik analizler

istatistik analizler igin IBM SPSS 21 programi
(IBM Corporation, Armonk, New York, Amerika
Birlesik Devletleri) kullanildi. Verilerin normallik
analizi Shapiro-Wilk testi kullanilarak yapildi.
Gruplar arasi farklarin 6nemliligi tek yonlu
varyans analizi (ANOVA) testi ile analiz edildi.
Post hoc testi olarak, Levene testi sonucunda
homojen varyans gosteren veriler igin Tukey
HSD ve homojen varyans gOstermeyen veriler
icin ise Games-Howell testi kullanildi. Sonuglar
ortalamazstandart hata (SEM) olarak gdsterildi.
Given araligi %95 olarak segildi ve p<0,05
dizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular
Biyokimyasal bulgular

Beyin dokusu TBARS ve GSH seviyeleri
ile SOD, GPx ve CAT aktiviteleri Tablo 1'de

verilmigti. Calismamizda MTX uygulamasi
TBARS  seviyeleri  acgisindan herhangi
bir degisiklige neden olmadi ancak GSH
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Tablo 1. MTX ve BRM uygulanan ratlarin beyin dokularindaki TBARS ve GSH seviyeleri ile SOD,

GPx ve CAT aktivitelerindeki degisiklikler (n=7)

Gruplar TBARS GSH SOD GPx CAT
(nmol/g yas (nmol/mg doku (U/mg doku (U/mg. doku (U/mg doku
doku) prot.) prot.) prot.) prot.)

Kontrol 21,23+1,63 4,67+0,10° 9,40+0,472 1,89+0,0% 20,43+1,092

BRM 22,01+1,15 4,63+1,82% 9,22+0,48 1,7310,14¢2° 17,55+1,46%

MTX 21,59+1,04 2,33+0,50° 7,82+0,31° 1,37+0,01° 15,22+1,43%

MTX+BRM 19,24+0,79 5,970,642 9,41+0,05° 1,40+0,02° 16,52+1,09%

Ayni sutun iginde farkl Uist simgeler tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak anlamli sekilde farkhdir (p<0,05)

Ortalama+SEM

seviyesinde ve SOD, GPx ve CAT aktivitelerinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalmaya neden oldu.
MTX ile birlikte BRM uygulanmasi GSH
seviyesini ve SOD aktivitesini MTX grubu ile
karsilastinidiginda anlamh  sekilde arttirdi.
MTX ile birlikte BRM uygulanmasi sonucu
GPX ve CAT aktivitelerinde de MTX grubuna
kiyasla bir miktar artis gézlendi ancak sonugclar
istatistiksel olarak anlaml degildi. Yalnizca
BRM uygulanan ratlarin sonuglari kontrol grubu

ile kargilastirildiginda herhangi bir anlamli
degisiklik olusmadigi géralda.
Histopatolojik bulgular

Histopatolojik  sonuglar Resim 1-4’te

verilmigtir. Histopatolojik degerlendirmelerde
daldirma tespiti nedeniyle tim gruplarda
hafif dereceli olarak artefakt iliskili morfolojik
degisikliklere rastlanirken, s6zu edilen lezyonlar
acisindan MTX grubunda kontrol ve BRM
grubuna kiyasla belirgin bir morfolojik farkhlik
gOzlenmedi.

C R D e e
Resim 1. Hipokamplis bdlgesinin kontrol
(A), BRM (B), MTX (C) ve MTX-BRM (D)
gruplarindaki histopatolojik goriinimleri. H&E.
Bar: 200 ym
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Resim 2. Beyin korteksinin kontrol (A), BRM
(B), MTX (C) ve MTX-BRM (D) gruplarindaki
histopatolojik gorinimleri. H&E. Bar: 100 pym

oy
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Resim 3. Beyincigin kontrol (A), BRM (B), MTX
(C) ve MTX-BRM (D) gruplarindaki histopatolojik
gortndmleri. H&E. Bar: 100 ym

K

Resim 4. Beyincik ak maddesinin kontrol
(A), BRM (B), MTX (C) ve MTX-BRM (D)
gruplarindaki histopatolojik gortinimleri. H&E.
Bar: 100 um
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Tartisma

DNA sentezini, onarimini ve hicresel
replikasyonu inhibe eden bir antifolat metaboliti
olan MTX ilk kez 1951 yilinda romatoid artritin
ve sedef hastaliginin tedavisinde kullaniimistir
[20]. Bugln igin lésemi basta olmak Uzere
bircok malignitede yaygin olarak kullanilan
sitotoksik bir kemoterapotik ajandir. Bunun
yaninda romatoid artrit ve diger romatizmal
hastaliklarin tedavisinde kullanilan en yaygin
antiromatizmal ilactir [21]. MTX, indirgenmis
folat tasiyicilar ile tasinarak hicreye girer
ve hicreye girdikten sonra folil glutamat
sentaz enzimi tarafindan poliglutamasyona
ugratilirarak hucrelerde uzun sure tutulur [20].
MTX poliglutamatlar hiicre iginde buyutk bir
ilgi ile dihidrofolat rediiktaz enzimine baglanir
ve dihidrofolatin tetrahidrofolata donidsmesini
engelleyerek timidin ve pdrinlerin sentezini ve
bdylece protein sentezini durdurur [3]. Uzun
sureli MTX kullanimi MTX-poliglutamatlarin
hicre icinde birikimine neden olur [22].

MTX’in sitotoksik etkisi sadece kanser
hicreleri icin  segici degildir ve ylksek
proliferasyona sahip kemik iliginin hematopoietik
hicreleri ve bagirsak mukozasinin aktif olarak
bollinen hicreleri basta olmak Uzere cesitli
hlcre ve dokulari da etkiler [21]. Bu nedenle,
MTX tedavisi sirasinda doz sinirlamasini
ve bazen tedavinin tamamen kesilmesini
gerektiren cesitli ciddi toksik yan etkiler ortaya
cikabilir [4]. MTX kaynakl hematopoietik,
karsinojenisitik, hepatotoksik, nefrotoksik,
pulmoner, gastrointestinal, testikular, kardiyak
ve norotoksik yan etkiler Onceki cesitli
¢alismalarda ortaya konulmustur [20, 22-24].

Norotoksisite, MTX tedavisi sirasinda
siklikla gorulen 6nemli yan etkilerden biridir.
Hem vyuksek doz intravenéz MTX hem de
intratekal MTX, demiyelinizasyon, beyaz madde
nekrozu, oligodendroglia kaybi, aksonal sisme,
mikrokistik ensefalomalazi ve derin serebral
beyaz madde atrofisi ile iliskilendirilmistir [25].
Yuksek doz MTX uygulanan hastalarin %11
kadarinda kafa karisikhdi, nébetler, uyku hali
ve radyografik I6koensefalopati kaniti olan veya
olmayan bas agdrilari gibi merkezi sinir sistemi
bulgulari gérulebilir [3]. Akut MTX nérotoksisitesi
genellikle afazi, halsizlik, duyu eksiklikleri,
ataksi ve ndbetler gibi felg benzeri semptomlarla
sonuglanir [25]. Akut MTX ndrotoksisitesi
insidansi MTX'in dozuna, uygulama yoluna,

verilme sikhidina ve beraberinde folinik asit
kullanimina goére degisir [25]. Yang ve ark. [24]
meme kanser modeli olusturulmus farelere
akut MTX uygulamasinin zihinsel depresyon ve
hafiza kayiplarina neden oldugunu gdstermis
ve bu durumu hipokampustaki nérogenezin
inhibisyonu ve proinflamatuar enzimlerin artisi
ile iligkilendirmigtir. MTX'in beyin dokusundaki
toksisitesinin yeri ve derecesinin belirlenmesi
zordur ve manyetik rezonans goruntileme,
elektroensefalografi ve noéropsikolojik testler
gibi yardimci testlerin sonuglari ile klinik belirtiler
arasinda net bir iligki gosterilememigtir [6].

MTX, muhtemel merkezi sinir sistemi folat
homeostazini bozarak veya dogrudan néronal
hasara yol agarak akut, subakut ve uzun
vadeli norotoksisitelere neden olur [26]. MTX
kaynakli norotoksisite icin cesitli potansiyel
mekanizmalar agiklanmistir. Bu mekanizmalarin
en 6nemlilerinden birinin MTX nedeniyle azalan
purin sentezine bagh olarak olusan adenozin
birikimi oldugu dusunulmektedir [3]. MTX
ve MTX-poliglutamatlar, 5-aminoimidazol-4-
karboksamid ribonikleotid formiltransferazi
inhibe ederek ve adenosin salimini tesvik
ederek adenosin yoluna muidahale eder.
Adenosin reseptort polimorfizmleri, MTX ile
iliskili 16koensefalopati ile iligkilendirilmistir [5].
MTX ile indlklenen toksisitenin, hiicre ici folat
homeostazi ve metabolizmasi icin anahtar bir
enzim olan metilenetetrahidrofolat rediktaz
genindeki mutasyonlarla iligkili oldudu da
varsayllmistir [4].

MTX kaynakli doku hasarinda ana nedensel
faktorlerdenbiride oksidatifstrestir[1]. MTXhUcre
ici sitozolik NADPH seviyelerini azaltirken lipit
peroksidasyonunu arttirir. NADPH seviyesinin
azalmasi hucreler igcin 6nemli bir serbest
radikal temizleyici antioksidan olan glutatyon
seviyelerinde bir azalmaya yol acar [27].
Ayrica, MTX, 5-metiltetrahidrofolat seviyesini
dlsurerek homosistein metabolizmasini bozar
ve S-adenozil metiyonin (SAM) seviyesini
distrir. SAM antioksidan etkili bir bilesik
oldugundan SAM azalmasi reaktif oksijen
tlrlerinin artmasina neden olabilir [28]. MTX,
oksidatif stres ve DNA hasarina neden olarak
cesitli hipokampal ndrojenez tiplerini engeller
[29].

Beyin vucut agirhginin %2’sinden daha azini
olusturmakta ancak tum vicudun kullandig
oksijenin %20’sini tiketmektedir. Bu nedenle
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beyin blylk bir potansiyel oksidatif kapasiteye
sahiptir ancak oksidatif strese karsi koyma
yeteneg@i sinirlidir. Bu durum beyni oksidatif
hasara kargi en duyarli organ haline getirir
[30]. Onceki pek gok calismada beyin dokusu
da dahil cgesitli doku ve organlarda MTX
nedeniyle olusan oksidatif hasar agikga ortaya
konulmustur. Pinar ve ark. [27] ¢alismalarinda;
tek doz 20 mg/kg MTX uygulamasi hem rat
karaciger ve bobrek dokularinda hem de
testis dokusunda [23] MDA seviyelerini kontrol
grubuna goére anlamh sekilde arttirmis, SOD,
CAT ve GPx aktivitelerini anlamli sekilde
azaltmistir. Fikry ve ark. [31] calismasinda
MTX uygulamasi rat kalp dokusunda MDA
seviyesini anlamli sekilde arttirirken, GSH
seviyesinin ve CAT aktivitesinin anlamli sekilde
azalmasina neden olmustur. Vardi ve ark. [32]
MTX uygulanan ratlarin serebellum dokusunda
MDA dulzeyinin anlamli sekilde arttigini ve
bununla birlikte GSH seviyesi ile birlikte SOD
ve CAT aktivitelerinin anlaml sekilde azaldigini
gozlemlemistir. Kushwaha ve ark. [33]
¢alismasinda, 28 glin boyunca farelere 0,5, 1
ve 2 mg/kg dozlarinda oral MTX verilmis ve hem
1 hem de 2 mg/kg MTX verilen farelerin beyin
dokularinda anlamli sekilde MDA seviyesinde
yukselme ve 2 mg/kg MTX verilen farelerde
anlamli sekilde GSH azalmasi rapor edilmistir.
Calismamizda MTX uygulanmasi ratlarin
beyin dokusunda TBARS seviyeleri acisindan
gruplar arasinda herhangi bir degisiklige neden
olmadi ancak hem GSH seviyesinde hem de
CAT, SOD ve GPx aktivitelerinde kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlamli sekilde azalma
tespit edildi. Bu yonuyle calismamizin sonuglari
gegmis galismalarin sonuglariyla baylk oranda
uyumluluk gdsterdi.

MTX nedeniyle olugsan oksidatif hasari
Oonlemek amaciyla pek cok anti-oksidan ve
anti-inflamatuar madde arastirmacilarin ilgisini
cekmis ve pek ¢cok maddenin potansiyel faydall
etkileri cesitli calismalarda arastinimistir.
Klorojenik asit [32], kafeik asit [28], alfa-lipoik
asit [23], tempol [27] ve gallik asit [34] bunlardan
bazilaridir.  Tarafimizca  yapilan literattr
taramasinda BRM’in MTX nedeniyle olusan
sinir sistemi toksisitesine karsi potansiyel
etkilerinin aragtirildigr herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz MTX
kaynakli oksidatif hasara kargi bromelainin
potansiyel faydali etkilerinin arastinldigr ilk
calismadir.
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BRM, Ananas comosus'tan izole edilen
kukart iceren cesitli enzimlerin bir karisimidir.
Oral uygulamadan sonra biyolojik aktivitesini
kaybetmeden ve bozulmadan emilen ve uzun
sureli kullanimda bile yan etkisi bulunmayan
BRM, antiinflamatuar,  antitrombotik  ve
antikanser Ozelliklere sahiptir [35]. Ayrica
BRM’in antioksidan etkileri 6nceki cesitli
calismalarda ortaya konulmustur. Aliminyum
kaynakl oksidatif hasara karsi 250 mg/g oral
BRM uygulamasi, El Demerdash ve ark. [7]
calismasinda rat boébrek dokusunda ve Jebur
ve ark. [12] calismasinda rat testis dokusunda
TBARS ve H,O, seviyelerini anlamh sekilde
azaltmis, bununla birlikte GSH seviyesini ve
SOD, CAT ve GPx aktivitelerini anlamli sekilde
arttirarak duzeltmistir. Agarwal ve ark. [35]
diklorvos toksisitesine maruz birakilmis farelere
70 mg/kg BRM uygulanmasinin serum TBARS
ve diger bir oksidatif stres gostergesi olan
protein karbonil icerigi seviyesini anlamli sekilde
azalttigini ve GSH seviyesi ile SOD, CAT ve
GPx aktivitelerini  yukselttigini  gOstermistir.
Calismamizda 200 mg/kg oral BRM uygulamasi
GSH seviyesini ve SOD aktivitesini MTX
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttirdi. GPx ve CAT aktivitelerinde de
bir miktar dizelme gdzlendi ancak sonuglar
istatistiksel olarak anlamli degildi. Sonug olarak
BRM uygulanmasi MTX kaynakli oksidatif beyin
hasarina kargi kismi olmakla birlikte net bir
duzelme sagladi.

MTX’in sinir sistemine olan toksik etkileri
histopatolojik olarak da Onceki pek c¢ok
calismada degerlendirilmigtir [2, 32, 36,
37]. Vardi ve ark. [32], galismasinda MTX
uygulamasinin ratlarda purkinje hucrelerinin
sekillerini  kaybedip kugulmesine ve Nissl
cisimciklerinin ~ yogunlugunun  azalmasina
neden oldugu rapor edilmistir. Sun ve ark. [2]
calismasinda MTX’in rat fetal beyin dokusunda
telensefalik duvar boyunca bol miktarda piknotik
ndroepitelyal hiicreler olusturdugu gdsterilmistir.
Elens ve ark. [38] calismasinda 20 mg/kg MTX
enjeksiyonunun dorsal hipokamplste hucre
proliferasyonunu baskilamistir. Calismamizda,
MTX’in ¢alismanin 3. guninde 20 mg/kg
dozda tek sefer intraperitoneal uygulamasinin
beyinde histopatolojik olarak belirgin bir lezyon
olusumuna yol agmadigi goéraimustar.

Calismamizda kullanilan BRM’in saf olarak
temin edilememis olmasi ve kullanilan tablet
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formda etken maddenin yaninda bazi yardimci
maddeler bulunmasi ¢alismamiz igin bir kisithlik
olusturmaktadir.

Sonug olarak, bu calismada MTX’in neden

oldugu norooksidatif etki dogrulanmistir. Ayrica,
MTX ile birlikte uygulanan BRM’in bu toksik
etkiyi tersine c¢evirebilme potansiyeli oldugu
gOsterilmistir. Bu nedenle MTX ile tadavi edilen
hastalarda olusabilecek istenmeyen norolojik
yan etkilere karsi BRM kullanimi koruyucu bir
tamamlayici alternatif olarak degerlendirilebilir.

Cikar iligkisi: Yazarlar cikar iligkisi olmadigini
beyan eder.
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