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oz

Amag: Klinikte metoklopramid (MCP) bulanti, kusma (semptomu/yakinmast)
varliginda ve son yillarda laktasyon déoneminde yaygin olarak kullanilan ilagtr.
MCP’'nin emzirme déneminde kullanilmasinin yeni doganda neden olabilecegi
yan etkilerle ilgili literatiirde molekiiler diizeyde bir calisma bulunmamaktadir.
Calismamizda MCP'nin yenidogan karaciger dokusunda neden olabilecegi
proliferatif degisikliklerin incelenmesi amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 18 adet disi Wistar-albino yeni dogum yapmus
sicanlar yavrular: ile birlikte 3 gruba ayrildi. Saglikli kontrol, disiik doz MCP
uygulanan grup, yiiksek doz MCP uygulanan grup. Deney laktasyon donemi
boyunca devam etti ve 21 giin sonunda yavrularin karaciger dokusunda
immunohistokimyasal boyama ile 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU), Ki-67 ve
prolifere hiicre niikleer antigeni (PCNA); doku homojenatinda ELISA ile BrdU
ve Ki-67 diizeyleri degerlendirildi.

Bulgular: Kontrol grubunun santral ven cevresindeki hepatositlerde BrdU,
PCNA ve Ki-67 immunreaktiviteleri orta siddette iken; diisiik ve yiiksek doz
metoklopramid gruplarinda kontrole gore istatistiksel anlamli arttig1 saptandi.
Doku homojenatlar1 BrdU ve Ki-67 diizeylerinde, hem ditistik hem de yiiksek
doz MCP gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlaml artis gozlendi.
Sonug: Calismamizda hem diisiik hem de ytiksek doz MCP gruplarinda, BrdU,
PCNA ve Ki-67 immunreaksiyonun artmas: bu ajanin, hiicrede DNA sentezini
etkiledigini gostermektedir. Bu da asir1 proliferasyon indeksine neden
olabilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Metoklopramid, Karaciger, BrdU, PCNA, Ki-67
ABSTRACT

Objective: Metoclopramide (MCP) is a drug widely used in nausea and
vomiting (in the presence of symptoms / complaints) and recently during
lactation period. There are no studies at the molecular level in the literature
concerning potential side-effects in the newborn caused by the use of MCP
during breastfeeding. The purpose of this study was to investigate the potential
proliferative changes in newborn liver tissue caused by MCP.

Material and Method: 18 young adult female Wistar albino rats that had
recently given birth, together with their pups, were divided into 3 groups;
healthy control, administered a low dose of MCP, and administered a high dose
of MCP.
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The experiment continued throughout the lactation period. Pups’ hepatic tissues

were removed under light microscopy at the end of the 21st day. 5-bromo-2-

deoxyuridine (BrdU), Ki-67 and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) were

used in immunohistochemical staining. BrdU and Ki-67 levels in the tissue

homogenate were assessed using the ELISA method.

Results: BrdU, PCNA and Ki-67 immunoreactivities in hepatocytes around the

central vein of control group were moderate whereas BrdU, PCNA and Ki-67

immunoreactivities were significantly increased in the low-dose group and in the

high-dose MCP groups compared to the control group. In tissue homogenates,

Brdu and Ki-67 ELISA levels were observed to be significantly increased in low-

dose and high- dose MCP groups compared to the control group.

Conclusion: In our study, increased BrdU, PCNA and Ki-67 immunreactions in

livers in both the low- and the high-dose MCP groups show that this agent

affected DNA synthesis and it may also cause an excessive proliferation index.
Keywords: Metoclopramide, Liver, BrdU, PCNA, Ki-67

Anne siitli; beslenme, anti-alerjik, anti-enfeksiyon ve
psiko-duygusal bakimdan diger siitlii gidalardan {istiin
olarak kabul edilmektedir (1). Emzirmenin hem anne hem
de g¢ocuk saghgi agisindan yararlar1 bulunmaktadir.
Yenidoganda 6zellikle ilk 6 ay emzirme altin standart siire
olarak tamimlanmaktadir, bu siire 2 y1l ya da daha fazla da
(2-4).
sonlanmas1 ya da yetersiz siit {iretimi dogum yapan

olabilmektedir Erken donemde emzirmenin
kadinlarin 6zellikle de erken dogum yapanlarin 6nemli ve
yaygin bir problemidir (5). Ayrica dogumun gecikmesi,
sezeryanin yiiksek oranda olmasi, bir saatten uzun siiren
stresli dogum sancisi ve obezite emzirme igin fizyolojik bir
engel vyaratabilir. Az miktarda siit tiretiminin diger
alkol

analjezik

nedenleri arasinda genellikle meme hipoplazisi,

bagimliligi ve dogum sancisi esnasinda
kullammi yer almaktadir. Yetersiz siit iiretimi olan
kadmlar siit {iretimini arttirmak amaciyla bitkisel ve

farmasotik galaktagoglara bagvurabilmektedirler.

Galaktagoglar; yeterli siit {iretimini baglatmaya ve
siirdiirmeye yardimci olan ilaglardir. Cogu, dopamin
reseptorleri ile etkileserek farmakolojik  etkilerini
gosterirler, bu da artmis prolaktin diizeyleri ile sonuglanir
ve boylece siit miktar1 artar. Metoklopramid (Metpamid),
(Zegrid), (Motilium),

klorpromazine (Largactil) ve ekzojen hormonlar (TRH,

sulpiride domperidon

Tirotropin Salgilattirict Hormon) iizerinde ¢alisilan bagslica
galaktagoglardir (6-9). Metoklopramid (MCP); merkezi

sinir sisteminde dopaminin saliimina antagonist etki
ederek prolaktin seviyesini arttirir. Ayrica merkezi ve
periferik sinir sisteminde dopamin reseptdr (D2-R)
antago-nisti  olmasi

nedeniyle {ist gastrointestinal

motiliteyi  uyarici  etkisiyle gastrodzofagial  reflii
hastaligimin tedavisinde ve bir¢ok hastaligin tedavisinde

anti-emetik olarak kullanilmaktadir (10,11).

Literatiirde, MCP'nin laktasyon {izerine etkin oldugu
calismalarin yaninda az sayida yan etkilerinin oldugu
bulunmaktadir.
arttirmak i¢in aldigi MCP'nin siite gectigi bilinmektedir.

calismalar Emziren annelerin siitii

Annede MCP'nin yorgunluk, bas agrisi,
bozukluklar ve
ekstrapiramidal yan etkilere (%1) yol actig1 bildirilmistir

anksiyete,

intestinal ozellikle depresyon ve
(12,13). Annede yaptig1 yan etkilere karsilik yeni doganda
yan etkilere neden olup olmadigi bilinmemektedir.
MCP'nin emzirme doéneminde kullamlmasimin yeni
doganda neden olabilecegi yan etkilerle ilgili literatiirde
molekiiler calisma

diizeyde herhangi bir

bulunmamaktadir.

Calismamizda laktasyon doneminde anne sicanlara
MCP uygulanmasimn yavrularmin karaciger dokusunda
neden olabilecegi proliferatif degisikliklerin
immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelenmesi
amagclandi. Bu amagla proliferatif degisiklikler; BrdU,
PCNA ve Ki-67 ekspresyonlarimin dagilimi ve doku

homojenatindaki diizeyleri ile degerlendirildi.
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GEREC ve YONTEM
Deney Protokolii
Calisma icin, Celal Bayar Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurul'ndan 21.01.2015 /77.637.435.08
tarih ve protokol no ile Etik Onay alindi. Bu ¢alismada 18
adet disi Wistar-albino geng eriskin yeni dogum yapmuis
disi siganlar kullanildi. Geng eriskin yeni dogum yapmais
siganlar yavrulari ile birlikte 3 gruba ayrildi (n=6); 1.Grup:
saglikli kontrol, 2.Grup: diisitkk doz MCP uygulanan grup
(10 mg/kg 21 giin, giinde 2 doz) (14), 3.Grup: yiiksek doz
MCP uygulanan grup (45 mg/kg 21 giin, giinde 2 doz, ip)
(15). Tlag uygulamasi sonunda her anneden rastgele 2
yavru segildi. Calismaya her gruptan 12 yavru ve
toplamda 36 yavru ile devam edildi.

Calismada uygulanan MCP Sigma-Aldrich
(Metoclopramide hydrochloride, CAS Number: 7232-21-5)
firmasindan elde edildi. Laktasyon siiresince MCP anne
edilerek
hiperprolaktinemi gergeklestirildi, yavrulara herhangi bir

siganlara intra peritoneal olarak enjekte
islem uygulanmadi. Deney laktasyon donemi boyunca
devam etti ve 21. giinden sonra anne ve yavru siganlar
ketamin (90mg/kg) ve ksilazine (5mg/kg) intraperitonal
enjeksiyonu ile sakrifiye edildi. Servikal dislokasyondan
sonra karaciger dokusu ¢ikartilarak bir kismi g1k
mikroskop takipleri igin fiksatiflere konuldu, organlarin
diger kismi biyokimyasal parametreleri degerlendirmek

tizere -80°C derin dondurucuda saklandu.
Immunohistokimyasal Calismalar

Hiicre proliferasyon belirtegleri olan BrdU, PCNA ve
Ki-67 dokudaki dagilimlar1 immunohistokimyasal olarak,
doku diizeyleri ise biyokimyasal olarak ELISA yontemi ile
degerlendirildi.

(BrdU),
niikleer antigeni (PCNA) ve Ki-67 hiicre proliferasyonu
BrdU; halojenli

pirimidinler grubunda yer alir ve DNA sentezi sirasinda

5-Bromo-2-Deoksiuridin Prolifere  hiicre

gostermek igin yapilan testlerdir.
timidin molekiiliiniin yerini alarak DNA zincirinin
yapisina girebilirler. Bu nedenle bu maddelere ‘timidin
analogu’ ad1 verilmektedir. Bu yontem, sadece S fazindaki
hiicrelerin BrdU ile isaretlenmesi ve bu isaretli hiicre

grubunun hiicre siklusundaki ilerlemesinin izlenmesine

dayamr. PCNA ekspresyonu siklusun ge¢ Gl ve S
fazlarinda maksimum olan, DNA polimeraz—d enziminin
yardimer faktoriidiir. Ki-67 ise hiicre doéngiisiiniin GO
hari¢ biitiin aktif fazlarinda bulunan histon olmayan

proteindir (16,17).

Immunohistokimyasal incelemeler icin 60°C lik etiivde
1 gece ve de 3 degisim 20'ser dakika deparafinize edilen
doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten
sonra 10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar
vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup, Denmark)
ile c¢evreleri smurlandi. Antijenik agiga
¢ikarabilmek icin 37°C" de 15 dk Tris buffer (Distile suda
¢ozlinmiis 50 mM Tris base ve 150 mM NaCl) i¢cindeki %2
tripsin (Sigma-Adrich) de bekletildi. Daha sonra doku
endojen peroksidazin inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik
Hidrojen peroksit (LabVision, USA) uygulandi. Fosfat
tampon soliisyonu (PBS, Neomarker, Fremont, CA, USA),

sitelerini

ile yikanan kesitler 1 saat oda 1si1sinda bloklama solusyonu
(invitrogen, CA, USA) ile enkiibe edildi ve ardindan BrdU
(Mouse monoclonal, Thermo Scientific, Fremont, USA)
PCNA (Rabbit polyclonal, Thermo Scientific, Fremont,
USA) ve Ki-67 (Rabbit polyclonal, Thermo Scientific,
Fremont, USA) antikorlar1 ile bir saat +40C’de 1 saat
inkiibe edildi. Ardindan PBS soliisyonu yikanan kesitler
biyotinlenmis sekonder antikor ve streptavidin konjuge
horseradish peroksidazla 30 dakika inkiibe edildi
(Invitrogen, CA, USA). Reaksiyonun goriiniir hale
getirilmesi (AEC, Thermo
Scientific, Fremont, USA) kullaruldi. Zemin boyamasi

icin  diaminobenzidine
Harris hematoksilen ile yapildi. Fotograflar CX31 1s1k

mikroskopu (Olympus, Tokyo, Japan) kullanilarak

degerlendirildi (18).
Biyokimyasal Calismalar

Sican doku orneklerinin hazirlanmasi ve Protein
Ol¢iimleri

Doku homojenizasyonu i¢in 100 mM Tris, pH 7.4, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, %1 Triton X-100, %5 sodyum
deoksikolat, inhibitor kokteyli
hazirlanmis doku ekstraksiyon tamponu kullamldi. Her

proteaz karigimi ile
bir dokunun 0.1 g agirlig: igin 1:10 olacak sekilde doku
ekstraksiyon tamponu kullamldi (w/v). Daha sonra elde
edilen homojenatlar 4000 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi
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ve siipernatanlar alinarak protein ol¢limii yapildi ve
biyokimyasal ¢alismalar i¢in -80 °C’de analiz giiniine
kadar edildi.
Ol¢timiinde biginkonik asid (BCA) protein 6lgiim yontemi
kullaruldi (Kat No: Thermo, BCA Protein assay Kits, 23225
Rockford, USA) ve bir
biyokimyasal ¢alismalar i¢in -80 °C’de analiz giiniine
kadar muhafaza edildi (18).

muhafaza Homojenatlarda  protein

siipernatanlarin kismu

ELISA Olgiimleri

Siganlarda karaciger dokusunda BrdU (Sun Red
China) ve Ki-67
diizeyleri

Biological Technology,
(Cusabio,  CSB-E13175r)
immunosorbent assay (ELISA) kitleri ile kit prosediiriine

Shanghai,
enzim  bagh
uygun olarak degerlendirildi. Absorbanslar, Synergy HT,
Multi-Detection Microplate Reader, BIO-TEK plate reader
cihazi kullanilarak 450 nm dalga boyunda &lgiildii
Sonuglar pg/mg protein olarak verildi.

Istatistiksel Analiz

Aragtirmadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical

Package of Social Science) Software 15.0 programinda
BrdU

degerlendirildi. Gruplar1 arasindaki karsilastirmalarda
Kruskall Wallis yapildi. ikili
karsilagtirilmalarinda Mann Whitney-U testi kullaruld.
Veriler, ortanca + standart sapma olarak verildi. p<0.05
bulunmasi anlamli olarak kabul edildi.

analizleri Gruplarin

BULGULAR
immunhistokimyasal bulgular

Kontrol ~ grubunun santral ven ¢evresindeki
hepatositlerde BrdU immun boyanmas1 zayiftan ortaya
degisen siddette iken, diisiik ve yiiksek doz MCP
gruplarinda ise kontrole gore istatistiksel anlamli arttig
(p<0.05) (Resim 1.al, 1.b1, 1.cl). PCNA

immunoreaksiyonu ven cevresindeki

gozlendi
santral
hepatositlerde kontrol grubunda orta siddette iken, diisiik
ve vyiksek doz MCP gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli arttig1 gozlendi (p<0.05) (Resim 1.a2, 1.b2, 1.c2).
Yine Ki-67 immunoreaksiyonu da kontrol grubunda
zayiftan orta siddete boyanma gozlenirken, diisiik ve
yiiksek doz MCP gruplarinda istatistiksel olarak anlaml
bir artis gozlendi (p<0.05) (Resim 1.a3, 1.b3, 1.c3).

Ki-67

Resim1: Karaciger dokusunda BrdU (1), PCNA (2) ve Ki-67 (3) antikorlar1 ile immunohistokimya boyamasi. Kontrol (a),
diisiik doz MCP (b), yiiksek doz MCP (c). Siyah oklar immunopozitif hiicreleri gostermektedir. Zemin boyas: Mayers

Hematoksilen. X400
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Biyokimyasal bulgular

Biyokimyasal bulgular immunhistokimya bulgulari ile
uyumlu bulunmustur. BrdU ve Ki-67 diizeylerinde
kontrol grubuna gore diisitk doz (sirasiyla; p=0.029 ve
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Sekil 1: BrdU diizeyleri. Veriler ortanca+SD olarak verilmektedir.

p=0.039) ve yiiksek doz (sirasiyla; p=0.024 ve p=0.002)
MCP gruplarinda istatistiksel olarak anlamh
gozlendi. MCP diisilkk doz ve yiiksek doz gruplar
arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). (Sekil 1,2).

artig

11

10 mg/kg MCP

45 mg/kg MCP

*p <0.05 diisiik doz MCP kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, # p < 0.05 yiiksek doz MCP'nin kontrol grubu ile karsilastirildigindaki istatistiksel degeri.
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Sekil 2: Ki-67 diizeyleri. Veriler ortanca+SD olarak verilmektedir.

*p <0.05 diisitk doz MCP kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, # p <0.05 yiiksek doz MCP'nin kontrol grubu ile karsilastirildigindaki istatistiksel degeri.

TARTISMA

MCP; merkezi sinir sisteminde dopaminin salinimina
antagonist etkisi ile prolaktin seviyesini arttirarak
hiperprolaktinemiye neden olmaktadir (19). Ayrica MCP
merkezi ve periferik sinir sisteminde dopamin reseptér

(D2-R) antagomnisti olmas1 nedeniyle gastrodzofagial reflii

hastahigimin  tedavisinde pasaji hizlandirmak igin
prokinetik bir ajan olarak (20) ve Ozellikle hamilelikte
antiemetik olarak siklikla tercih edilir (21,22). MCP kan-
beyin engelini kolayca asar ve ekstrapiramidal sisteme ait
hareket bozukluklari (ekstra piramidal reaksiyonlar) gibi

yan etkiler olusturabilir (23-25). Tardif diskinezi ve
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Parkinsonizm genellikle uzun siireli kullanim sonrasinda
goriiliirken, distoni ve akatizi, tek doz MCP sonrasinda
ortaya ¢ikmaktadir (26).

MCP’in siite gectigi, siitteki konsantrasyonunun
plazmadakinden daha fazla oldugu, bilinmektedir (12).
Lewis ve ark. (27) on kadinda yaptiklar1 ve siite gecen
MCP

kadinlara dogumdan sonra yenidoganlarim emzirirken 7-

seviyesini  degerlendirdikleri  ¢alismalarinda
10 giin boyunca 10 mg oral tek doz MCP vermisler ve 2
saat sonra kan ve siit orneklerinde ol¢iim yaptiklarinda
MCP konsantrasyonunu annenin plazmasinda 69 + 30
ng/mL, anne siitiinde ise 126 + 42 ng/mL seviyesinde
olgmiislerdir. Yapilan bu calismada annesi MCP alan ve
gunliik 1 litre anne siitii alan yenidoganlara anne
gectigi
gosterilmistir. Calismalarda siitte farmakolojik olarak
etkili
(1,28,29). MCP’in galagtogog etkisi i¢cin onerilen dozu 1-4

siitinden 45 pg/kg/giin gibi bir miktar

diisiik konsantrasyonda oldugu bildirilmistir
hafta aras1 10-15 mg'dir (30). Baz1 arastirmacilara gore
emziren annelerde MCP uygulamasmin 45 mg/kg't
Bu nedenle
yapilan ¢alismada MCP dozu 3 hafta boyunca diisiik doz

gecmemesi gerektigi vurgulanmustir (31).

10 mg/kg, yiiksek doz ise 45 mg/kg olarak belirlendi.

Bir calismada; anneye yiiksek doz (30 ve 45 mg/giin)
MCP uygulamasma bagli yenidoganda orta ve gegici
intestinal rahatsizlik meydana getirdigi (32), baska bir
calismada ise herhangi bir yan etki gozlenmedigi
bildirilmistir (29). Annede gerceklesen yan etkilerin
arasinda yorgunluk, basagrisi, anksiyete ve intestinal
hastaliklar rapor edilmistir (13). Ehrenkranz ve ark.(12)
gore annelerin %10'nunda sinirlilik, uyku hali ve
yorgunluk, basagrisi, intestinal hastaliklar ve %1’inde
ekstrapiramidal reaksiyonlar tanimlanmuistir. Literatiirde
MCP ile yapilan deneysel calismalarda karacigerde olasi
doz  farkliliklarim

proliferatif — degisiklikleri  ve

degerlendiren bir ¢alisma bulunmamaktadir.

BrdU, hiicrenin ¢ogalmasi amaciyla hiicrenin girdigi
siklusun replikasyon fazinda, DNA'mn yapisina katilan
bir timidin anologudur. S fazindaki hiicrelerin BrdU ile
biitiinlesmesi, anti-BrdU spesifik antikorlar: ile membran

permeabilizasyonu sonrasi kolayca belirlenebilmektedir

(33). PCNA ekspresyonu siklusun ge¢ G1 ve S fazlarinda
maksimum olan, bir proliferasyon gostergecidir (14). Ki-67
ise, ¢ogalan hiicrelerde goriilen bir ¢ekirdek proteinidir.
Esas olarak G1, S, M ve G2 fazinda goriiliir. GO fazinda
(34).
ozelliklerini iyi bir sekilde gdsteren protein olup, mitotik
indeks ve derecelendirilmesi siklikla kullanilir (35).
Calismada kontrol grubuna gore karaciger dokusunda
BrdU, PCNA ve Ki-67 sinyal molekiillerinde biyokimyasal

ve immunohistokimyasal olarak istatistiksel anlamli bir

yoktur Hiicre proliferasyonunun  morfolojik

fark bulunmast MCP'nin karaciger proliferasyonu
arttirirken  tiimore doniistiirme riskinin olabilecegini
distindiirebilir. Ancak ¢alismamizda farkli doz MCP
uygulanan gruplarin arasinda proliferasyon molekiilleri
istatistiksel anlamli  bir  fark
Literatiirde de farkliliklarimn

degerlendiren bir ¢alisma bulunmamasindan yola ¢ikarak,

agisindan olarak

bulunmamustir. doz

sonraki calismalarda MCP'nin farkli doz uygulamalari ile
ilgili ayrintih molekiiler arastirmalar yapilmas: gerektigi

sonucuna varildi.

Siitli arttirict amaghh anneye MCP  verilmesinin,

yavrularda karaciger rejenerasyon yeteneginin

bozulmasina neden olabilecegi kamisina  varild.

Rejenerasyonun  asir1  arttigit  durumlarda  hiicre
proliferasyonu ve apoptozis arasindaki hassas denge
bozulmakta ve hiicrede patolojik siirecin baslamasina
neden olmaktadir. Daha ileri ¢alismalarda hiicrelerin
akibetini gostermek amaciyla apoptozis belirteclerinin
hedeflenmektedir. Klinikte MCPin

hiperprolaktinemi amaciyla uygun dozda kullanilmasinin

degerlendirilmesi

glivenirliligi ile ilgili karaciger dokusunda in vivo ve in
vitro daha ileri galismalar ve klinik deneylere ihtiyag

vardir.
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