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ÖZ  
Amaç: Klinikte metoklopramid (MCP) bulantı, kusma (semptomu/yakınması) 
varlığında ve son yıllarda laktasyon döneminde yaygın olarak kullanılan ilaçtır. 
MCP’nin emzirme döneminde kullanılmasının yeni doğanda neden olabileceği 
yan etkilerle ilgili literatürde moleküler düzeyde bir çalışma bulunmamaktadır. 
Çalışmamızda MCP’nin yenidoğan karaciğer dokusunda neden olabileceği 
proliferatif değişikliklerin incelenmesi amaçlanmıştır. 
Gereç ve Yöntem: Çalışmada 18 adet dişi Wistar-albino yeni doğum yapmış 
sıçanlar yavruları ile birlikte 3 gruba ayrıldı. Sağlıklı kontrol, düşük doz MCP 
uygulanan grup, yüksek doz MCP uygulanan grup. Deney laktasyon dönemi 
boyunca devam etti ve 21 gün sonunda yavruların karaciğer dokusunda 
immunohistokimyasal boyama ile 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU), Ki-67 ve 
prolifere hücre nükleer antigeni (PCNA); doku homojenatında ELISA ile  BrdU 
ve Ki-67 düzeyleri değerlendirildi.  
Bulgular: Kontrol grubunun santral ven çevresindeki hepatositlerde BrdU, 
PCNA ve Ki-67 immunreaktiviteleri orta şiddette iken; düşük ve yüksek doz 
metoklopramid gruplarında kontrole göre istatistiksel anlamlı arttığı saptandı. 
Doku homojenatları BrdU ve Ki-67 düzeylerinde, hem düşük hem de yüksek 
doz MCP gruplarında kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı artış gözlendi. 
Sonuç: Çalışmamızda hem düşük hem de yüksek doz MCP gruplarında, BrdU, 
PCNA ve Ki-67 immunreaksiyonun artması bu ajanın, hücrede DNA sentezini 
etkilediğini göstermektedir. Bu da aşırı proliferasyon indeksine neden 
olabilmektedir. 
Anahtar Sözcükler: Metoklopramid, Karaciğer, BrdU, PCNA, Ki-67 
AB S T R AC T  
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 sütü; beslenme, anti-alerjik, anti-enfeksiyon ve 
psiko-duygusal bakımdan diğer sütlü gıdalardan üstün 
olarak kabul edilmektedir (1).  Emzirmenin hem anne hem 
de çocuk sağlığı açısından yararları bulunmaktadır. 
Yenidoğanda özellikle ilk 6 ay emzirme altın standart süre 
olarak tanımlanmaktadır, bu süre 2 yıl ya da daha fazla da 
olabilmektedir (2-4). Erken dönemde emzirmenin 
sonlanması ya da yetersiz süt üretimi doğum yapan 
kadınların özellikle de erken doğum yapanların önemli ve 
yaygın bir problemidir (5). Ayrıca doğumun gecikmesi, 
sezeryanın yüksek oranda olması, bir saatten uzun süren 
stresli doğum sancısı ve obezite emzirme için fizyolojik bir 
engel yaratabilir. Az miktarda süt üretiminin diğer 
nedenleri arasında genellikle meme hipoplazisi,  alkol 
bağımlılığı ve doğum sancısı esnasında analjezik 
kullanımı yer almaktadır. Yetersiz süt üretimi olan 
kadınlar süt üretimini arttırmak amacıyla bitkisel ve 
farmasötik galaktagoglara başvurabilmektedirler.  

Galaktagoglar; yeterli süt üretimini başlatmaya ve 
sürdürmeye yardımcı olan ilaçlardır. Çoğu, dopamin 
reseptörleri ile etkileşerek farmakolojik etkilerini 
gösterirler, bu da artmış prolaktin düzeyleri ile sonuçlanır 
ve böylece süt miktarı artar. Metoklopramid (Metpamid), 
sulpiride (Zegrid), domperidon (Motilium), 
klorpromazine (Largactil) ve ekzojen hormonlar (TRH, 
Tirotropin Salgılattırıcı Hormon) üzerinde çalışılan başlıca 
galaktagoglardır (6-9).  Metoklopramid (MCP);  merkezi 

sinir sisteminde dopaminin salınımına antagonist etki 
ederek  prolaktin seviyesini arttırır. Ayrıca merkezi ve 
periferik sinir sisteminde dopamin reseptör (D2-R) 
antago¬nisti olması nedeniyle üst gastrointestinal 
motiliteyi uyarıcı etkisiyle gastroözofagial reflü 
hastalığının tedavisinde ve birçok hastalığın tedavisinde 
anti-emetik olarak kullanılmaktadır (10,11).  

Literatürde, MCP’nin laktasyon üzerine etkin olduğu 
çalışmaların yanında az sayıda yan etkilerinin olduğu 
çalışmalar bulunmaktadır. Emziren annelerin sütü 
arttırmak için aldığı MCP’nin süte geçtiği bilinmektedir. 
Annede MCP’nin yorgunluk, baş ağrısı, anksiyete, 
intestinal bozukluklar ve özellikle depresyon ve 
ekstrapiramidal yan etkilere (%1) yol açtığı bildirilmiştir 
(12,13). Annede yaptığı yan etkilere karşılık yeni doğanda 
yan etkilere neden olup olmadığı bilinmemektedir.  
MCP’nin emzirme döneminde kullanılmasının yeni 
doğanda neden olabileceği yan etkilerle ilgili literatürde 
moleküler düzeyde herhangi bir çalışma 
bulunmamaktadır.  

Çalışmamızda laktasyon döneminde anne sıçanlara 
MCP uygulanmasının yavrularının karaciğer dokusunda 
neden olabileceği proliferatif değişikliklerin 
immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelenmesi 
amaçlandı. Bu amaçla proliferatif değişiklikler; BrdU, 
PCNA ve Ki-67 ekspresyonlarının dağılımı ve doku 
homojenatındaki düzeyleri ile değerlendirildi. 
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GEREÇ ve YÖNTEM  

Deney Protokolü 

Çalışma için, Celal Bayar Üniversitesi Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurul’ndan 21.01.2015 /77.637.435.08 
tarih ve protokol no ile Etik Onay alındı. Bu çalışmada 18 
adet dişi Wistar-albino genç erişkin yeni doğum yapmış 
dişi sıçanlar kullanıldı.  Genç erişkin yeni doğum yapmış 
sıçanlar yavruları ile birlikte 3 gruba ayrıldı (n=6); 1.Grup: 
sağlıklı kontrol, 2.Grup: düşük doz MCP uygulanan grup 
(10 mg/kg 21 gün, günde 2 doz) (14), 3.Grup: yüksek doz 
MCP uygulanan grup (45 mg/kg 21 gün, günde 2 doz, ip) 
(15). İlaç uygulaması sonunda her anneden rastgele 2 
yavru seçildi. Çalışmaya her gruptan 12 yavru ve 
toplamda 36 yavru ile devam edildi. 

Çalışmada uygulanan MCP Sigma-Aldrich 
(Metoclopramide hydrochloride, CAS Number: 7232-21-5) 
firmasından elde edildi. Laktasyon süresince MCP anne 
sıçanlara intra peritoneal olarak enjekte edilerek 
hiperprolaktinemi gerçekleştirildi, yavrulara herhangi bir 
işlem uygulanmadı. Deney laktasyon dönemi boyunca 
devam etti ve 21. günden sonra anne ve yavru sıçanlar 
ketamin (90mg/kg) ve ksilazine (5mg/kg) intraperitonal 
enjeksiyonu ile sakrifiye edildi. Servikal dislokasyondan 
sonra karaciğer dokusu çıkartılarak bir kısmı ışık 
mikroskop takipleri için fiksatiflere konuldu, organların 
diğer kısmı biyokimyasal parametreleri değerlendirmek 
üzere -80°C derin dondurucuda saklandı.  

İmmunohistokimyasal Çalışmalar 

Hücre proliferasyon belirteçleri olan BrdU, PCNA ve 
Ki-67 dokudaki dağılımları immunohistokimyasal olarak, 
doku düzeyleri ise biyokimyasal olarak ELISA yöntemi ile 
değerlendirildi.  

5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU), Prolifere hücre 
nükleer antigeni (PCNA) ve Ki-67 hücre proliferasyonu 
göstermek için yapılan testlerdir. BrdU; halojenli 
pirimidinler grubunda yer alır ve DNA sentezi sırasında 
timidin molekülünün yerini alarak DNA zincirinin 
yapısına girebilirler. Bu nedenle bu maddelere ‘timidin 
analoğu’ adı verilmektedir. Bu yöntem, sadece S fazındaki 
hücrelerin BrdU ile işaretlenmesi ve bu işaretli hücre 
grubunun hücre siklusundaki ilerlemesinin izlenmesine 

dayanır.  PCNA ekspresyonu siklusun geç G1 ve S 
fazlarında maksimum olan, DNA polimeraz–δ enziminin 
yardımcı faktörüdür. Ki-67 ise hücre döngüsünün G0 
hariç bütün aktif fazlarında bulunan histon olmayan 
proteindir (16,17).   

İmmunohistokimyasal incelemeler için 60°C lik etüvde 
1 gece ve de 3 değişim 20’şer dakika deparafinize edilen 
doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten 
sonra 10 dakika distile su ile yıkandı. Dokuya zarar 
vermeden kurulanıp dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) 
ile çevreleri sınırlandı. Antijenik sitelerini açığa 
çıkarabilmek için 37°C’ de 15 dk Tris buffer (Distile suda 
çözünmüş 50 mM Tris base ve 150 mM NaCl) içindeki %2 
tripsin (Sigma-Adrich) de bekletildi. Daha sonra doku 
endojen peroksidazını inhibe etmek amacıyla 5 dk %3’lük 
Hidrojen peroksit (LabVision, USA) uygulandı. Fosfat 
tampon solüsyonu (PBS, Neomarker, Fremont, CA, USA), 
ile yıkanan kesitler 1 saat oda ısısında bloklama solusyonu 
(İnvitrogen, CA, USA) ile enkübe edildi ve ardından BrdU 
(Mouse monoclonal, Thermo Scientific, Fremont, USA) 
PCNA (Rabbit polyclonal, Thermo Scientific, Fremont, 
USA)  ve  Ki-67 (Rabbit polyclonal, Thermo Scientific, 
Fremont, USA) antikorları ile bir saat +4oC’de 1 saat 
inkübe edildi. Ardından PBS solüsyonu yıkanan kesitler 
biyotinlenmiş sekonder antikor ve streptavidin konjuge 
horseradish peroksidazla 30 dakika inkübe edildi 
(Invitrogen, CA, USA). Reaksiyonun görünür hale 
getirilmesi için diaminobenzidine (AEC, Thermo 
Scientific, Fremont, USA) kullanıldı. Zemin boyaması 
Harris hematoksilen ile yapıldı. Fotoğraflar CX31 ışık 
mikroskopu (Olympus, Tokyo, Japan) kullanılarak 
değerlendirildi (18). 

Biyokimyasal Çalışmalar  

Sıçan doku örneklerinin hazırlanması ve Protein 
ölçümleri 

Doku homojenizasyonu için 100 mM Tris, pH 7.4, 150 
mM NaCl, 1 mM EDTA, %1 Triton X-100, %5 sodyum 
deoksikolat, proteaz inhibitör kokteyli karışımı ile 
hazırlanmış doku ekstraksiyon tamponu kullanıldı. Her 
bir dokunun 0.1 g ağırlığı için 1:10 olacak şekilde doku 
ekstraksiyon tamponu kullanıldı (w/v). Daha sonra elde 
edilen homojenatlar 4000 rpm’de 15 dak. santrifüj edildi 
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ve süpernatanlar alınarak protein ölçümü yapıldı ve 
biyokimyasal çalışmalar için -80 °C’de analiz gününe 
kadar muhafaza edildi. Homojenatlarda protein 
ölçümünde biçinkonik asid (BCA) protein ölçüm yöntemi 
kullanıldı (Kat No: Thermo, BCA Protein assay Kits, 23225 
Rockford, USA) ve süpernatanların bir kısmı 
biyokimyasal çalışmalar için -80 °C’de analiz gününe 
kadar muhafaza edildi (18). 

ELISA Ölçümleri  

Sıçanlarda karaciğer dokusunda BrdU (Sun Red 
Biological Technology, Shanghai, China) ve Ki-67 
(Cusabio, CSB-E13175r) düzeyleri enzim bağlı 
immunosorbent assay (ELISA) kitleri ile kit prosedürüne 
uygun olarak değerlendirildi. Absorbanslar, Synergy HT, 
Multi-Detection Microplate Reader, BIO-TEK plate reader 
cihazı kullanılarak 450 nm dalga boyunda ölçüldü. 
Sonuçlar pg/mg protein olarak verildi. 

İstatistiksel Analiz 

Araştırmadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical 
Package of Social Science) Software 15.0 programında 

değerlendirildi. Grupları arasındaki karşılaştırmalarda 
Kruskall Wallis analizleri yapıldı. Grupların ikili 
karşılaştırılmalarında Mann Whitney-U testi kullanıldı. 
Veriler, ortanca ± standart sapma olarak verildi. p<0.05 
bulunması anlamlı olarak kabul edildi. 

BULGULAR 

İmmunhistokimyasal bulgular 

Kontrol grubunun santral ven çevresindeki 
hepatositlerde BrdU immun boyanması zayıftan ortaya 
değişen şiddette iken, düşük ve yüksek doz MCP 
gruplarında ise kontrole göre istatistiksel anlamlı arttığı 
gözlendi (p<0.05) (Resim 1.a1, 1.b1, 1.c1). PCNA 
immunoreaksiyonu santral ven çevresindeki 
hepatositlerde kontrol grubunda orta şiddette iken, düşük 
ve yüksek doz MCP gruplarında istatistiksel olarak 
anlamlı arttığı gözlendi (p<0.05) (Resim 1.a2, 1.b2, 1.c2). 
Yine Ki-67 immunoreaksiyonu da kontrol grubunda 
zayıftan orta şiddete boyanma gözlenirken, düşük ve 
yüksek doz MCP gruplarında istatistiksel olarak anlamlı 
bir artış gözlendi (p<0.05) (Resim 1.a3, 1.b3, 1.c3).  

 
Resim1: Karaciğer dokusunda BrdU (1),  PCNA (2) ve Ki-67 (3) antikorları ile immunohistokimya boyaması. Kontrol (a), 
düşük doz MCP (b), yüksek doz MCP (c). Siyah oklar immunopozitif hücreleri göstermektedir. Zemin boyası Mayers 
Hematoksilen. X400  
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Biyokimyasal bulgular 

Biyokimyasal bulgular immunhistokimya bulguları ile 
uyumlu bulunmuştur. BrdU ve Ki-67 düzeylerinde 
kontrol grubuna göre düşük doz (sırasıyla; p=0.029 ve 

p=0.039) ve yüksek doz (sırasıyla; p=0.024 ve p=0.002) 
MCP gruplarında istatistiksel olarak anlamlı artış 
gözlendi. MCP düşük doz ve yüksek doz grupları 
arasında yapılan karşılaştırmada istatistiksel olarak 
anlamlı bir farklılık bulunmadı (p>0.05). (Şekil 1,2). 

 

Şekil 1: BrdU düzeyleri. Veriler ortanca±SD olarak verilmektedir.  *p <0.05 düşük doz MCP kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında, # p < 0.05 yüksek doz MCP’nin kontrol grubu ile karşılaştırıldığındaki istatistiksel değeri.

 
Şekil 2:  Ki-67 düzeyleri. Veriler ortanca±SD olarak verilmektedir.  *p <0.05 düşük doz MCP kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında, # p < 0.05 yüksek doz MCP’nin  kontrol grubu ile karşılaştırıldığındaki istatistiksel değeri.  

 

TARTIŞMA 

MCP; merkezi sinir sisteminde dopaminin salınımına 
antagonist etkisi ile prolaktin seviyesini arttırarak 
hiperprolaktinemiye neden olmaktadır (19). Ayrıca MCP 
merkezi ve periferik sinir sisteminde dopamin reseptör 
(D2-R) antago¬nisti olması nedeniyle gastroözofagial reflü 

hastalığının tedavisinde pasajı hızlandırmak için 
prokinetik bir ajan olarak (20) ve özellikle hamilelikte 
antiemetik olarak sıklıkla tercih edilir (21,22). MCP kan-
beyin engelini kolayca aşar ve ekstrapiramidal sisteme ait 
hareket bozuklukları (ekstra piramidal reaksiyonlar) gibi 
yan etkiler oluşturabilir (23-25). Tardif diskinezi ve 
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Parkinsonizm genellikle uzun süreli kullanım sonrasında 
görülürken, distoni ve akatizi, tek doz MCP sonrasında 
ortaya çıkmaktadır (26). 

MCP’in süte geçtiği, sütteki konsantrasyonunun 
plazmadakinden daha fazla olduğu, bilinmektedir (12). 
Lewis ve ark. (27) on kadında yaptıkları ve süte geçen 
MCP seviyesini değerlendirdikleri çalışmalarında 
kadınlara doğumdan sonra yenidoğanlarını emzirirken 7-
10 gün boyunca 10 mg oral tek doz MCP vermişler ve 2 
saat sonra kan ve süt örneklerinde ölçüm yaptıklarında 
MCP konsantrasyonunu annenin plazmasında  69 ± 30 
ng/mL, anne sütünde ise 126 ± 42 ng/mL seviyesinde 
ölçmüşlerdir. Yapılan bu çalışmada annesi MCP alan ve 
günlük 1 litre anne sütü alan yenidoğanlara anne 
sütünden 45 μg/kg/gün gibi bir miktar geçtiği 
gösterilmiştir. Çalışmalarda sütte farmakolojik olarak 
etkili düşük konsantrasyonda olduğu bildirilmiştir 
(1,28,29). MCP’in galagtogog etkisi için önerilen dozu 1-4 
hafta arası 10-15 mg’dır (30). Bazı araştırmacılara göre 
emziren annelerde MCP uygulamasının 45 mg/kg’ı 
geçmemesi gerektiği vurgulanmıştır (31).  Bu nedenle 
yapılan çalışmada MCP dozu 3 hafta boyunca düşük doz 
10 mg/kg, yüksek doz ise 45 mg/kg olarak belirlendi. 

Bir çalışmada; anneye yüksek doz (30 ve 45 mg/gün) 
MCP uygulamasına bağlı yenidoğanda orta ve geçici 
intestinal rahatsızlık meydana getirdiği (32), başka bir 
çalışmada ise herhangi bir yan etki gözlenmediği 
bildirilmiştir (29). Annede gerçekleşen yan etkilerin 
arasında yorgunluk, başağrısı, anksiyete ve intestinal 
hastalıklar rapor edilmiştir (13). Ehrenkranz ve ark.(12) 
göre annelerin %10’nunda sinirlilik, uyku hali ve 
yorgunluk, başağrısı, intestinal hastalıklar ve %1’inde 
ekstrapiramidal reaksiyonlar tanımlanmıştır. Literatürde 
MCP ile yapılan deneysel çalışmalarda karaciğerde olası 
proliferatif değişiklikleri ve doz farklılıklarını 
değerlendiren bir çalışma bulunmamaktadır.  

BrdU, hücrenin çoğalması amacıyla hücrenin girdiği 
siklusun replikasyon fazında, DNA’nın yapısına katılan 
bir timidin anoloğudur. S fazındaki hücrelerin BrdU ile 
bütünleşmesi, anti-BrdU spesifik antikorları ile membran 
permeabilizasyonu sonrası kolayca belirlenebilmektedir 

(33). PCNA ekspresyonu siklusun geç G1 ve S fazlarında 
maksimum olan, bir proliferasyon göstergecidir (14). Ki-67 
ise, çoğalan hücrelerde görülen bir çekirdek proteinidir. 
Esas olarak G1, S, M ve G2 fazında görülür. G0 fazında 
yoktur (34). Hücre proliferasyonunun morfolojik 
özelliklerini iyi bir şekilde gösteren protein olup, mitotik 
indeks ve derecelendirilmesi sıklıkla kullanılır (35). 
Çalışmada kontrol grubuna göre karaciğer dokusunda 
BrdU, PCNA ve Ki-67 sinyal moleküllerinde biyokimyasal 
ve immunohistokimyasal olarak istatistiksel anlamlı bir 
fark bulunması MCP’nin karaciğer proliferasyonu 
arttırırken tümöre dönüştürme riskinin olabileceğini 
düşündürebilir. Ancak çalışmamızda farklı doz MCP 
uygulanan grupların arasında proliferasyon molekülleri 
açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
bulunmamıştır. Literatürde de doz farklılıklarını 
değerlendiren bir çalışma bulunmamasından yola çıkarak, 
sonraki çalışmalarda MCP’nin farklı doz uygulamaları ile 
ilgili ayrıntılı moleküler araştırmalar yapılması gerektiği 
sonucuna varıldı. 

Sütü arttırıcı amaçlı anneye MCP verilmesinin, 
yavrularda karaciğer rejenerasyon yeteneğinin 
bozulmasına neden olabileceği kanısına varıldı. 
Rejenerasyonun aşırı arttığı durumlarda hücre 
proliferasyonu ve apoptozis arasındaki hassas denge 
bozulmakta ve hücrede patolojik sürecin başlamasına 
neden olmaktadır. Daha ileri çalışmalarda hücrelerin 
akibetini göstermek amacıyla apoptozis belirteçlerinin 
değerlendirilmesi hedeflenmektedir. Klinikte MCP’in 
hiperprolaktinemi amacıyla uygun dozda kullanılmasının 
güvenirliliği ile ilgili karaciğer dokusunda in vivo ve in 
vitro daha ileri çalışmalar ve klinik deneylere ihtiyaç 
vardır. 
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