
SIÇANLARDA PEMETREXED KAYNAKLI  
KARACİĞER HASARINA KARŞI CHRYSİN’İN 

KORUYUCU ETKİSİNİN İNCELENMESİ

 Beyza ÖZDEMİR 

ANATOMİ ANABİLİM DALI 

Tez Danışmanı 

Prof. Dr. Evren KÖSE 

Yüksek Lisans Tezi – 2022 



T.C

İNÖNÜ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

SIÇANLARDA PEMETREXED KAYNAKLI KARACİĞER HASARINA KARŞI 

CHRYSİN’İN KORUYUCU ETKİSİNİN İNCELENMESİ 

Beyza ÖZDEMİR 

Anatomi Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

Tez Danışmanı 

Prof. Dr. Evren KÖSE 

MALATYA 

2022 



İÇİNDEKİLER 

ÖZET .............................................................................................................................. vii 

ABSTRACT ................................................................................................................... viii 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ .................................................................... ix 

ŞEKİLLER DİZİNİ .......................................................................................................... x 

TABLOLAR DİZİNİ ....................................................................................................... xi 

1. GİRİŞ ............................................................................................................................ 1 

2. GENEL BİLGİLER ...................................................................................................... 2 

2.1. Karaciğer .................................................................................................................... 2 

2.1.1. Karaciğer Anatomisi ............................................................................................... 2 

2.1.2. Karaciğerin Fonksiyonları ...................................................................................... 5 

2.1.3. Sıçanlarda Karaciğer Anatomisi ............................................................................. 6 

2.1.4. Karaciğer Histolojisi ............................................................................................... 6 

2.2. Pemetrexed ................................................................................................................. 7 

2.2.2. Pemetrexed Yan Etkileri ......................................................................................... 8 

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar ........................................................................ 9 

2.2.1. Serbest Radikallerin Etkileri ................................................................................. 10 

2.3.2. Oksidatif Stres Mekanizması ................................................................................ 11 

2.3.3. Antioksidan Savunma Sistemleri .......................................................................... 11 

2.3.4. Flavonoidler .......................................................................................................... 13 

2.3.5. Chrysin .................................................................................................................. 13 

2.3.6. Chrysin’in İnsan Sağlığına Etkileri ....................................................................... 14 

3. MATERYAL METOT ............................................................................................... 15 

3.1. Çalışmanın Şekli ...................................................................................................... 15 

3.2. Deney Gruplarındaki Hayvan Sayısının Belirlenmesi ............................................. 15 

3.3. Deney Hayvanları ve Deney Gruplarının Belirlenmesi ........................................... 15 

3.4. Kan ve Karaciğer Dokularının Elde Edilmesi ve Analizlere Hazırlanması ............... 16 

3.5. Biyokimyasal analizler ............................................................................................ 16 

3.5.1. AST ve ALT Değerlerinin Ölçülmesi ................................................................... 16 

3.5.2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi ........................... 17 

3.5.3. Malondialdehit (MDA) Ölçümü ........................................................................... 17 

3.5.4. Karaciğer Dokularında TAS ve TOS Ölçümü ...................................................... 17 



3.6. Histolojik Analizler .................................................................................................. 17 

3.6.1 Histopatolojik analizler .......................................................................................... 17 

3.6.2. İmmünohistokimyasal analizler ............................................................................ 18 

3.7. İstatistiksel Analizler ............................................................................................... 18 

4. BULGULAR ............................................................................................................... 20 

4.1. Kan AST ve ALT Düzeyleri .................................................................................... 20 

4.2. MDA, SOD, TAS ve TOS Düzeyleri ...................................................................... 21 

4.3. Histolojik Bulgular .................................................................................................. 24 

4.3.1. Histopatolojik bulgular ......................................................................................... 24 

4.3.2. İmmünohistokimyasal Bulgular ............................................................................ 25 

5. TARTIŞMA ................................................................................................................ 28 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER ............................................................................................ 33 

KAYNAKLAR ............................................................................................................... 34 

EKLER ............................................................................................................................ 44 

EK-1. Özgeçmiş .............................................................................................................. 44 

EK-2. Etik Kurul Kararı .................................................................................................. 45 



TEŞEKKÜR 

Yüksek lisans eğitimim boyunca ve tez çalışmamın her aşamasında bilgi, tecrübe 

ve desteğini benden esirgemeyen kıymetli danışman hocam Sayın Prof. Dr. Evren 

KÖSE’ye, 

Bilgi ve deneyimleri ile bana yol gösteren kıymetli hocalarım Doç. Dr. Mustafa 

CANBOLAT’a, Dr. Öğr. Üyesi Aymelek ÇETİN’e, Dr. Öğr. Üyesi Turgay 

KARATAŞ’a, 

Tez çalışmamın yürütülmesinde Fizyoloji Anabilim Dalı’nın olanaklarından 

yararlanmamı sağlayan değerli hocam Sayın Prof. Dr. Süleyman SANDAL’a, 

Tez çalışmamın histolojik analizlerinde desteklerinden dolayı Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı’ndan Dr. Öğr. Üyesi Azibe YILDIZ’a, biyokimyasal 

analizlerdeki katkısı ve tez sürecimdeki emek ve destekleri için Fizyoloji Anabilim 

Dalı’ndan Arş. Gör. Dr. Kevser TANBEK’e, 

Tez konum ile ilgili bilgi ve tecrübeleri ile bana yardımcı olan değerli hocam Dr. 

Öğr. Üyesi Nesibe YILMAZ’a, 

Hiçbir konuda desteğini esirgemeyen, beni teşvik edip yönlendiren, her soruma 

sabır ve sevgiyle yaklaşan kıymetli arkadaşım Ayşegül KISAOĞLU’na, 

Tez çalışmam boyunca bana her zaman destek olan, teknik konularda yol 

gösteren Anabilim Dalı’mızın değerli asistanları Arş. Gör. Dr. Furkan ÇEVİRGEN ve 

Arş. Gör. Damla BİLGE’ye, 

Ayrıca TYL-2021-2632 nolu tez projemin gerçekleştirilmesi için maddi destek 

sağlayan İnönü Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne, 

Maddi ve manevi desteklerini her zaman hissettiğim, tüm zorlukları beraber 

aştığım kıymetli aileme sonsuz teşekkürlerimi sunarım. 



vii 

ÖZET 

Sıçanlarda Pemetrexed Kaynaklı Karaciğer Hasarına Karşı Chrysin’in Koruyucu 

Etkisinin İncelenmesi 

Amaç: Çalışmamızın amacı pemetrexed’in karaciğer üzerindeki olası zararlı 

etkilerini ve chrysin’in karaciğer toksisitesine karşı koruyucu rolünü araştırmaktır. 

Materyal ve Metot: Çalışmada Sprague-Dawley cinsi 50 adet sıçan kullanıldı. 

Grup I kontrol grubu olarak kullanıldı. Grup II’ye p.o. mısır yağı (chrysin çözücüsü) 

(5mg/kg/gün, 28 gün boyunca), grup III’e i.p. PMTX (1mg/kg/hafta, 4 hafta boyunca), 

grup IV’e p.o. chrysin (50 mg/kg/gün, 28 gün boyunca), grup V’e i.p. PMTX 

(1mg/kg/hafta, 4 hafta boyunca) + chrysin (50 mg/kg/gün, 28 gün boyunca) uygulandı. 

Tüm sıçanlar 28. günün sonunda kan ve karaciğer dokuları alındıktan sonra sakrifiye 

edildi. Serum örneklerinden AST ve ALT seviyeleri ölçüldü. Karaciğer dokusundan 

SOD, MDA, TAS ve TOS düzeyleri ölçüldü. Histolojik olarak hematoksilen-eozin, 

immünohistokimyasal olarakta kaspaz-3 ve TNF-alfa’ya yönelik boyamalar yapıldı. 

Bulgular: Grupların AST ve ALT düzeylerinin, PMTX grubunda diğer gruplara 

göre anlamlı şekilde yüksek olduğu tespit edildi (p<0.005). MDA düzeyleri 

karşılaştırıldığında PMTX grubunda, kontrol, sham ve CHR gruplarına göre anlamlı 

düzeyde arttığı (p<0.05), SOD enzim aktivitesi karşılaştırıldığında ise PMTX grubunda 

diğer gruplara göre anlamlı düzeyde azaldığı tespit edildi (p<0.05). Karaciğer 

dokusunda TAS düzeyleri incelendiğinde, PMTX grubunda kontrol, sham ve CHR 

gruplarına göre anlamlı derece düşük bulundu. TOS düzeyleri PMTX grubunda diğer 

gruplara göre artmakla beraber istatistiksel olarak anlamlı değildi. Gruplar arasında 

histopatolojik olarak anlamlı fark oluşmadı. Pemetrexed uygulamasının kaspaz-3 ve 

TNF-α immünreaktivitesini artırdığı ve bu artışın, diğer gruplar ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptandı (p<0.01). PMTX+CHR grubunda hem 

kaspaz-3 hem de TNF-α immünreaktivitesinde belirgin bir azalma izlendi (p<0.001). 

Sonuç: Çalışmamızda chrysin’in pemetrexed kaynaklı karaciğer toksisitesinde 

antioksidan etki yoluyla dokuları hasara karşı koruduğu tespit edildi. 

Anahtar kelimeler: pemetrexed, chrysin, karaciğer toksisitesi, oksidatif stres 
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ABSTRACT 

Investigation of the Protective Effect of Chrysin Against Pemetrexed-

Induced Liver Injury in Rats. 

Aim: The aim of our study is to investigate the possible harmful effects of 

pemetrexed on rat liver and the protective role of chrysin against it. 

Material and Method: In this study 50 male Spraque-Dawley rats were used. 

Group I was used a control group. Group II received a p.o. corn oil (chrysin solvent) (5 

mg/kg/day for 28 days), group III received an i.p. PMTX (1 mg/kg/week for 4 weeks), 

group IV received a p.o. chrysin (50 mg/kg/day for 28 days), and group V received an 

i.p. PMTX (1 mg/kg/week for 4 weeks) + chrysin (50 mg/kg/day). After collecting

blood and liver tissues, all rats were slaughtered at the conclusion of the 28th day. 

Serum samples were used to determine the levels of AST and ALT. The levels of SOD, 

MDA, TAS, and TOS in liver tissue were measured. Hematoxylin and eosin staining 

were used histologically, as well as caspase-3 and TNF-alpha immunohistochemistry. 

Results: AST and ALT levels of the groups, PMTX group were detected 

significantly increased when compared to other groups (p<0.005). When MDA levels 

were compared, the PMTX group increased significantly (p<0.005) compared to the 

control, sham, and CHR groups, whereas SOD enzyme activity was found to be 

significantly lower in the PMTX group compared to the other groups (p<0.005). TAS 

levels in liver tissue were examined to be considerably lower in the PMTX group than 

in the control, sham, and CHR groups (p<0.005). Although TOS levels in the PMTX 

group were higher than in the other groups, the difference was not statistically 

significant. There was no histopathologically significant difference between the groups. 

Pemetrexed treatment was found to enhance caspase-3 and TNF- immunoreactivity, 

which was statistically significant when compared to other groups (p<0.01). In the 

PMTX+CHR group, immunoreactivity to caspase-3 and TNF- was significantly reduced 

(p<0.001). 

Conclusion: In our study, it was determined that chrysin protects tissues against 

damage in pemetrexed-induced liver toxicity by acting as an antioxidant. 

Keywords: pemetrexed, chrysin, liver toxicity, oxidative stress 
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1. GİRİŞ 

 

Pemetrexed (PMTX), malign plevral mezotelyoma ve skuamöz olmayan küçük 

hücre dışı akciğer kanserinin tedavisinde kullanılan antimetabolitler sınıfına ait bir folat 

analoğudur. Nükleik asitlerin sentezine müdahalesi sonucu neoplastik hücrelerde 

sitotoksik etkiye neden olur. Pürin ve pirimidin sentezi ile ilgili çoklu enzim hedeflerini 

inhibe eder (1). PMTX, iyi tolere edilen bir ilaçtır. Başlıca yan etkileri 

miyelosupresyon, özellikle nötropeni ve trombositopenidir. Mide bulantısı, yorgunluk, 

dispne, kusma, kabızlık, nöropati gibi birçok yan etkisi bildirilmiştir (2). PMTX, 

sisplatin ile kombinasyon halinde özellikle metastatik küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserinde birinci basamak tedavi olarak kullanılır (3). Bu ajan, küçük hücreli olmayan 

akciğer, meme, kolorektal, pankreas, mide, mesane dahil olmak üzere çok çeşitli solid 

tümörlerde geniş antitümör aktiviteye sahiptir (2). 

Flavonoidler, meyve, sebze, çay, hububat gibi bitkisel gıdalarda bol miktarda 

bulunan ve antioksidan etki gösteren bileşiklerdir. Chrysin (CHR) son yıllarda birçok 

araştırmada kullanılan bir flavonoiddir. Antikarsinojenik, antioksidan, anti-

inflamatuvar, antiviral etkileri olduğu gösterilen CHR serbest radikal düzeyini azaltarak 

toksik etkileri engellemektedir (4-6). Literatürde birçok çalışma CHR’nin mide, 

pankreas, meme, kolerektal dahil olmak üzere çeşitli dokularda ilaçların ve toksik 

ajanların sebep olduğu hasara karşı koruyucu etkilere sahip olduğunu göstermiştir (7-

10). Hayvan modelleri üzerinde yapılan önceki çalışmalarda CHR’nin oksidatif stres ve 

apoptozun inhibisyonu yoluyla metotreksat, asetaminofen, doksorubisin gibi ajanlardan 

kaynaklı hepatotoksisiteyi önlediği bildirilmiştir (11). Sıçanlarda yapılan diğer bir 

çalışmada CHR’nin antioksidan aktiviteyi artırmak suretiyle CCI4’ün karaciğeri ve 

böbrek dokularında oluşturduğu hasarı iyileştirdiğini gösterilmiştir (12). 

Literatürde PMTX’in karaciğerde oluşturduğu toksisitenin incelendiği çalışmalar 

mevcuttur. Bu çalışmada CHR’nin PMTX kaynaklı karaciğer toksisitesine karşı 

koruyucu etkisini incelemek amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Karaciğer 

2.1.1. Karaciğer Anatomisi 

Karaciğer; karın boşluğunda sağ-üst kısmında yer almaktadır. Diaphragma’nın 

alt yüzüne gevşek bağ dokusu aracılığıyla tutunur ve kostalar aracılığıyla korunur. 

Topografik olarak, sağ hipokondrium, epigastrium’un büyük bir bölümü ve sol 

hipokondriumun üst-medial kısmında bulunur. Karın boşluğunda bulunan organların ve 

vücuttaki bezlerin en büyüğüdür. Kırmızımtırak kahve renginde olan karaciğer gevrek 

ve frajil kıvamdadır. Yetişkinlerde vücut ağırlığının yaklaşık %2’si kadardır. 

Çocuklardaysa bu oran %4-5’i bulmaktadır. Ortalama ağırlığı yetişkinlerde 1200-1500 

gr kadar olup erkeklerde kadınlardan daha ağırdır. Künt travmalar sebebiyle sık yırtılan 

bir organdır. Bol damarlı olması sebebiyle bu yaralanmalar neticesinde ciddi kanamalar 

meydana gelebilir. Karaciğeri bağ dokusundan yapılmış kuvvetli fibröz bir zar olan 

tunica fibrosa (Glisson kapsülü) sarar ve organın içine doğru uzantılar gönderir. Dışta 

ise tunica serosa (periton) sarar (13). 

Karaciğer facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak üzere iki yüze 

sahiptir. 

Facies diaphragmatica: Diaphragma ile komşu olan facies diaphragmatica 

karaciğerin büyük olan yüzüdür. Büyük bir kısmı diaphragma ile örtülü olan bu yüz 

düzgün, parlak ve konvekstir. Bu yüzün pars posterior’u ve lig. falciforme hepatis’in 

karın ön duvarına uzanan iki yaprağı arasında kalan bölge peritonsuzdur. Lig. 

coronarium’un yaprakları arasında kalan peritonsuz alana pars affixa (area nuda) adı 

verilir. Periton ile kaplı kısımlarına pars libera adı verilir. Pars superior, anterior, dextra 

ve posterior olmak üzere dört kısmı vardır (13, 14). 
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Şekil 2.1. Karaciğerin facies diaphragmatica’dan görünümü (Sobotta’dan modifiye 

edilmiştir). 

Facies visceralis: Facies visceralis konkav alt yüzdür ve karın organlarıyla komşudur.  

Bu yüzün konumu aşağı, arka ve sol tarafa doğrudur. Bu yüzün üzerinde yer alan bazı 

yarık ve çukurluklar peritonsuzdur. Bu yapıların dışındaki kısımlar peritonla örtülüdür. 

Visceral yüzün ortasında ‘H’ harfi şeklinde yerleşmiş yarık ve oluklar bulunur.  

Karaciğerin organlara bakan yüzünde karaciğerin kapısı olarak adlandırılan porta 

hepatis, bu yapının sol üst kısmında fissura ligamenti venosi, sol alt kısmında da fissura 

ligamenti teretis bulunur. Porta hepatisin sağ üst kısmında vena cava inferiorun 

yerleştiği sulcus v. cavae ve sağ alt tarafında ise safra kesesinin oturduğu çukurluk olan 

fossa vesicae fella (biliaris) bulunur (13). ‘Karaciğer kapısı’ da denilen porta hepatis’i 

çevreleyen periton yaprakları midenin küçük kurvaturundan karaciğere doğru uzanarak 

omentum minus’u oluşturur. Visseral yüzün karaciğerin kapısı olarak adlandırılan porta 

hepatis, safra kesesinin oturduğu çukur fossa vesica biliaris, vena cava inferiorun 

yerleştiği sulcus vena cava, fissura ligamenti teretis ve fissura ligamenti venosi dışında 

diğer kısımlar peritonla örtülüdür. Karaciğerin visseral yüzünde impressio colica, 

suprarenalis, renalis, gastrica, oesophagea ve duodenalis şeklinde kalın bağırsak, böbrek 

üstü bezi, böbrek, mide, yemek borusu ve ince bağırsağın oluşturduğu izler yer alır (14). 

 

Şekil 2.2. Karaciğerin facies visceralis’den görünümü (Sobotta’dan modifiye 

edilmiştir). 
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Karaciğerin Lobları 

Karaciğerin diyaframla temas halindeki yüzünden bakıldığında lobus hepatis 

dexter ve lobus hepatis sinister adında iki büyük lob, organlara bakan yüzünde ise lobus 

quadratus ve lobus caudatus adında iki küçük lob olmak üzere toplamda dört yüze 

sahiptir. Facies visceralisten bakıldığında; lobus hepatis dexter sulcus sagittalis 

dexter’in sağında kalır. Lobus hepatis sinister ise fissura sagittalis sinister’in solundadır. 

Oluklar arasında kalan porta hepatisin üst kısmı lobus caudatus alt kısmı lobus 

quadratus olarak adlandırılır. Bu küçük loblar anatomik açıdan sağ lobun parçaları 

sayılır (15). 

Karaciğerin Segmentasyonu 

Karaciğerin lobları anatomik ve fonksiyonel olarak farklı sınıflandırılır. Küçük 

loblar olan lobus caudatus ve lobus quadratus anatomik olarak, lobus hepatis dexter’e 

ait olsada fonksiyonel olarak safra drenajı ve kan kaynağı ile ilişkili olarak tanımlanır. 

Küçük loblar a. hepatica propria ve v. portae hepatis’in ramus sinister’leri ile 

beslenirken safra drenajı ductus hepaticus sinister’den sağlanır. Bundan dolayı, bu iki 

lob fonksiyonel olarak lobus hepatis sinister’in bir parçası şeklinde kabul edilir (14). 

Arteria (a) hepatica propria, venae (v) portae ve ductus hepaticus’ların 

dallanması karaciğerin segmentlerine ayrılmasında yol göstericidir. Öncelikle sağ ve sol 

olarak ikişer dala ayrılırlar ve daha sonra karaciğerin segmentlerini oluşturmak suretiyle 

birçok alt dallara ayrılırlar. Bir segment içinde, v. portae hepatis, a. hepatica propria ve 

safra kanallarının segmenter dalları yer alır. Segmentlerin saptanmasında asıl olan bu 

oluşumların intrahepatik dallarının karaciğer parankimasında dağılmasıdır. V. 

hepaticalar bu segmental dağılımına uyum göstermemektedir (13). 

Karaciğerin Ligamentleri 

Karaciğer karın ön duvarına ve diaphragmanın alt yüzüne bağlar aracılığıyla 

tutunur. Bu bağlardan beşi (lig. coronarium hepatis, lig. falciforme hepatis, lig. 

hepatorenale, lig. triangulare dextrum ve sinistrum) periton tarafından oluşturulur. Area 

nuda’nın sağ ucunda lig. coronarium’un ön ve arka yaprakları birleşerek lig. triangulare 

dextrum ve sinistrum’u meydana getirirler. Lig. teres hepatis ise doğumdan sonra v. 

umblicalis’in oblitere olması ile oluşmuştur. Ayrıca peritoneal yapılar olan lig. 

hepatogastricum aracılığıyla mideye bağlanırken lig. hepatoduodenale ile ise 

duodenuma bağlanır  (16). 
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Karaciğerin Damarları 

Karaciğer iki kaynaktan kan alır. Arterial kan truncus coeliacus’un bir dalı olan 

a. hepatica communis’in bir dalı a. hepatica propria’dan gelir. Bu dal porta hepatis’e 

gelince a. hepatica dextra ve sinistra olarak iki dala ayrılır. Karaciğer dokusu içinde 

segmentler arasında intersegmental ve loblar arasında interlobuler dallarına ayrılarak v. 

portae ile birlikte dağılır. Dalları arasında anastomoz yoktur. V. splenica ile v. 

mesenterica superior’un birleşmesiyle oluşan v. portae, besinden zengin oksijenden 

fakir kanı taşır ve a. hepatica propria ile beraber lig. hepatoduodenale içinde uzanarak 

porta hepatis’ten karaciğere girer. Karaciğerde a. hepatica propria’nın dalları ile birlikte 

dağılır. Beraber seyrettiği arterle birlikte v. centralis’e açılır. Karaciğerin venöz kanı v. 

hepatica’lar aracılığı ile karaciğerin arka kısmında v. cava inferior’a açılır (14). 

Karaciğerin Sinirleri 

Sempatikler nervi splanchnici’den, parasempatikler ise her iki taraf nervus 

vagus’tan gelerek önce plexus coeliacus’u oluşturduktan sonra plexus hepaticus adıyla 

karaciğere gider. Duyu lifleri, sempatik liflerle birlikte uzanarak ve medulla spinalis’in 

8-11. segmentlerine gittiğinden dolayı ağrısı 10. interkostal sinirin dağılma alanında 

hissedilir (14,16). 

2.1.2. Karaciğerin Fonksiyonları 

Karaciğer yapı ve fonksiyon olarak adaptasyonu yüksek, aynı zamanda endokrin 

ve ekzokrin salgı yapan bir organdır. Metabolik fonksiyonların düzenlenmesinde ve 

homeostazın korunmasında büyük rol oynar. Karaciğerin üstlendiği birçok fonksiyon, 

hepatositler tarafından yerine getirilir. Karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmasında 

anahtar role sahiptir. Kanda normal glikoz konsantrasyonunun devamlılığını sağlar. 

Glikojenin depo edilmesinin yanında glikoliz, galaktoz ve fruktoz’un glukoz’a 

dönüşümü gibi görevleri vardır. Yağ asidi oksidasyonu sağlar. Hepatositlerde plazma 

proteinlerinden olan albumin, protrombin, fibrinojen, lipoproteinler sentezlenir. 

Vücuttaki metabolik olayların devamlılığı açısından önem arzeder. Aynı zamanda 

aminoasitlerin ve diğer maddelerin birbirine dönüşümleri gibi görevleri vardır. Dolaşım 

ve sindirim sistemi arasındaki ilişkiyi sağlar. Sindirim kanalında emilen besinleri işler 

ve depo eder. Önemli fonksiyonlarından bir diğeri de safrayı salgılayıp ardından 

bağırsağa iletmektir. Safra yağların sindiriminde elzem olan safra tuzlarını içerir. 

Karaciğer, vücutta bazı metabolitlerin zararlı etkilerinin azaltılmasından sorumludur. 

Protein yıkımından sonra oluşan ve hücreler açısından toksik bir madde olan amonyağın 
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üreye dönüşümünü sağlayarak bunun idrarla atılmasında görev alır. Böbrekten 

atılamayan pek çok zararlı maddeyi, vücuttan atılması gereken ilaçları, dışarıdan alınan 

veya endokrin sistemde üretilen hormonların fazlasını zararsız hale getirir. Ayrıca 

kalsiyum gibi minerallerin fazlasının detoksifikasyonunda rol oynar (17-19). 

2.1.3. Sıçanlarda Karaciğer Anatomisi 

Sıçan karaciğeri karın boşluğuna yerleşmiştir. Büyük bölümü diaphragma altına 

yerleşmişken; mide, sağ böbrek üstü bezi ve dalak ile de komşuluğu vardır. Ortalama 

bir sıçanda karaciğer 10 gr ağırlığında ve 19.6 mL hacmindedir. Sıçan karaciğerinde 

loblanma insan karaciğerine benzeyerek lobus hepatis dexter, lobus hepatis sinister, 

lobus hepatis quadratus ve lobus hepatis caudatus olarak dört loba ayrılır. Sol lob 

midenin fundus bölümünün üzerindedir. Orta lob üzerinde fissura ligamenti teretis 

isimli derin bir yarık bulunur. Bu yarığı lig. teres hepatis oluşturur. Sağ lob v. cava 

inferior’u sarmaktadır. Ayrıca sağ böbreğin üzerine oturmuştur. Dördüncü lob ise 

özefagusu at nalı şeklinde saran ve lobların en küçüğü olan lobus hepatis caudatus’tur. 

Sıçanlarda safra kesesi bulunmaz. Safra, karaciğerin bütün loblarında toplanan safra 

kanallar aracılığıyla boşalır. Bu kanalların birleşmesiyle oluşan hepatik kanal karaciğer 

hilusundan çıktıktan sonra duedonuma açılmaktadır (20). 

2.1.4. Karaciğer Histolojisi 

Karaciğeri “tunica fibroza” veya “Glisson kapsülü” olarak adlandırılan zar sarar 

ve bu zar, karaciğerin küçük lobüllere ayrılmasını sağlar. Karaciğerde longitudinal 

yapılan kesitlerde poligonal şeklinde görülen hepaton olarak adlandırılan lobüller 

vardır. Lobüller karaciğerin yapısal ve fonksiyonel birimleridir. Yaklaşık olarak 2 mm 

yüksekliğindedir. Lobüllerin birbiri ile temas halinde bulunduğu bölgelerde üçgen 

şeklinde bağ dokusu alanları bulunur. Burası “glisson üçgeni”, “porta mesafesi” ya da 

“kiernan aralığı” olarak isimlendirilir. Burada portal triadı oluşturan a. interlobularis, v. 

interlobularis ve ductus interlobularis birlikte seyreder. 

Kiernan aralıklarında bulunan v. interlobularisten çıkan venler lobulus içerisinde 

birbiriyle bağlantı kurarak v. centralis’te toplanırlar. Lobulusun venlerine karaciğer 

sinüzoidleri denilmektedir ve duvarlarında endotel ve kupffer hücreleri bulunmaktadır. 

Endotel hücreleri ile hepatositler arasındaki boşluğa “disse mesafesi” denilir. 

Hücre kolonlarının içinde, canaliculus biliferi denilen görevi safra taşımak olan 

ince kanalcıklar bulunmaktadır. Bu kanalcıklar birleşerek ductuli biliferi adını alır ve 
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ductuli biliferi’ler de birleşerek Kiernan aralığında bulunan ductus interlobularis’i 

oluştururlar (21, 22). 

 

Şekil 2.3. Karaciğer lobülünün histolojik yapısı (19) 

2.2. Pemetrexed 

Uzun süredir antifolatların antitümör etkili ajanlar olarak geliştirilmesine yönelik 

çalışmalar devam etmektedir (23). PMTX (Alimta®, MTA, LY231514), bu bağlamda 

geliştirilmiş çok hedefli bir antifolat ajandır. 

Antifolatlar, nükleik asitlerin sentezine müdahale ederek neoplastik hücreler 

üzerinde sitotoksik bir etkiye neden olur. DNA sentezini ve folat metabolizmasını 

engelleyerek tümör büyümesini baskılar. Pürin ve pirimidin sentezinde rol alan birçok 

enzimi inhibe eder (24). 

Timidilat sentaz (TS) inhibisyonu PMTX’in birincil etki mekanizmasıdır. TS, 

deoksiüridin monofosfatın (dUMP), deoksitimidin monofosfata (dTMP) dönüşümünü 

katalizlemektedir. TS inhibisyonu, DNA sentezi için gerekli olan timidinde azalmaya bu 

da proliferasyonda düşüşe neden olur. TS, metotreksat ve glutamatlar gibi çeşitli 

antikanser ilaçlar için önemli bir hedeftir. PMTX TS’ye ek olarak pürin sentezinde rol 

oynayan folat bağımlı bir enzim olan dihidrofolat redüktaz (DHFR) ve glisinamid 

ribonukleotid formil transferaz (GARFT) enzimlerini inhibe eder. Daha az ölçüde de 

aminoimidazol karboksamid ribonükleotit formiltransferazı (AICARFT) inhibe eder 

(1,25). 
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Şekil 2.4. Pemetrexed etki mekanizması 

PMTX geniş etkili bir ajandır ve birçok klinik endikasyonu vardır. PMTX, Şubat 

2004’te FDA tarafından malign plevral mezotelyoma tedavisi için onaylanmıştır. Eylül 

2008’de de cisplatin ile kombine olarak, metastatik küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserinin (KHOAK) birinci basamak tedavisinde kullanımı onaylanmıştır (26). 

Gastrointestinal tümörler, meme, kolerektal, mide, serviks, mesane, baş ve boyun 

kanseri gibi diğer birçok neoplazmada aktivite göstermiştir (26-28). PMTX antifolat 

etki gösteren antikanser bir ilaçtır. 

2.2.2. Pemetrexed Yan Etkileri 

PMTX akciğer kanserinde bir köşe taşı olmasının yanı sıra sitotoksik bir 

antifolattır. Genellikle iyi tolere edilmesine rağmen hasta popülasyonunun bir kısmında 

toksisiteler yaşanır. Klinik çalışmaların çoğunda doz sınırlayıcı toksik etkisi 

nötropenidir (2). PMTX, trombositopeni ve anemi ile kendini gösteren kemik iliği 

inhibisyonu yapabilmektedir (29). PMTX kaynaklı diğer yaygın toksik etkiler arasında 

mide bulantısı, kusma, ishal, yorgunluk, döküntü, AST ve ALT artışı ve kreatinin 

klirensi azalışı belirtilmiştir (3, 28). 

PMTX toksisitesinin önlenmesi ve yönetilmesi tedavinin etkinliği açısından 

önemlidir. PMTX toksisitesinde folat eksikliğinin rolü son zamanlarda kapsamlı bir 

şekilde gözden geçirilmiştir. Toksik etkilerinin azaltılmasında ve terapötik indeksinin 
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arttırılmasında folat takviyesinin veya folat içerikli bir diyetin önemi birçok çalışmada 

gösterilmiştir (28, 30). 

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar 

Serbest radikaller yörüngesinde tek ya da daha fazla eşleşmemiş elektron 

bulunduran ve bundan dolayı reaktif ve toksik kimyasal bileşiklerdir. Bu eşleşmemiş 

elektron serbest radikallere reaktiflik kazandırarak hücrelere zarar vermektedir (31-33). 

Serbest radikallerin insan ve hayvan dokularında artması sebebiyle oluşan hücre 

hasarlarına duyarlı biyolojik materyaller; membran lipitleri, proteinler, DNA 

molekülleri ve nükleik asitlerdir (34). 

Normal fizyolojik koşullarda, hücrelerde üretilen reaktif oksijen türleri (ROS) 

sürekli olarak inhibe edilir. Bunu organizmadaki antioksidan savunma sistemleri 

gerçekleştirir. Bu denge, ROS lehine bozulduğunda organizmada muhtemel bir hasar 

oluşur ve buna oksidatif stres denir. Hücrede süperoksit radikallerinin birikmesi ya da 

endojen savunma sistemlerinin yetersiz kalması hücre için toksiktir (35,36). Bu 

toksisitenin yaşlanmayı hızlandırdığı ayrıca kalp-damar hastalıkları, sinir sisteminde 

dejeneratif hastalıkların, bağışıklık sisteminin zayıflaması, bazı kanser türlerinin 

oluşmasından infertiliteye kadar birçok hastalığa neden olduğu bilinmektedir (34, 37). 

Organizmada endojen ve eksojen kaynaklı serbest radikaller; metabolik süreçler 

(mitokondriyal elektron transport zincirinden sızıntı) ya da çevresel oksidanlar (yabancı 

toksik maddeler, ilaçlar, radyasyon, alkol, yoğun fiziksel aktivite) etkisiyle devamlı 

olarak üretilmektedirler (38). 

Reaktif oksijen türlerinden bazıları; süperoksit radikali (O2.-), hidrojen peroksit 

(H2O2) radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen radikali’dir. 

Süperoksit radikali kararsız bir yapıdadır ve oksijen molekülünün bir elektron 

alarak indirgenmesiyle meydana gelir. Bir serbest radikal olmasıyla beraber direkt zarar 

vermez. Süperoksitin temelde önemi hidrojen peroksitin kaynağı olması ve geçiş 

metalleri iyonlarının indirgeyicisi olmasıdır (39). 

O2 + e- --------O2
.- 

Hidrojen peroksit esasında serbest radikal olmamasına rağmen süperoksidin 

tersine membranları geçen, sitozole yayılan ve uzun ömüre sahip bir oksidandır. 

Süperoksidle reaksiyona girmesi sonucunda en reaktif ve zarar verici serbest radikal 
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olan hidroksil radikali oluşturmak amacıyla kolay bir şekilde yıkılabilme özelliğine 

sahiptir (40). 

O2
.- + O2

.- + 2H+ --------H2O2+ O2 

O2 + e- + 2H+ -------- H2O2 

Hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve süperoksit’in Haber-Weiss reaksiyonuna 

girmesiyle oluşur. Bilinen en reaktif ve toksik radikal olan hidroksil; proteinlere, 

lipitlere, DNA’ya ve organizmada birçok moleküle hasar verir (41). 

Haber-weiss tepkimesi:  H2O2 +O2
• Fe O2 +OH- +OH• 

Demir (Fe2+) ve bakır (Cu+) gibi ağır metallerin hidrojen peroksit’le Fenton 

reaksiyonu sonucunda da hidroksil oluşur (41). 

Fenton tepkimesi: H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + OH- + OH• 

2.2.1. Serbest Radikallerin Etkileri 

Serbest radikaller canlıda moleküler düzeyde birçok biyolojik hasara sebep 

olabilirler (42). Hücre membran proteinlerine, lipit, nükleik asitler, DNA ve enzimlere 

önemli derecede zarar verirler. 

Serbest radikal hasarına en duyarlı yapı lipitlerdir. Lipit peroksidasyonu sonucu 

hücrenin membran yapısı ve akışkanlığı bozulur. Malondialdehit (MDA), lipit 

peroksidasyonun asıl kaynağıdır. MDA düzeyinin belirlenmesi ile lipit 

peroksidasyonunun değerlendirilmesi yapılabilmektedir (43). 

Serbest radikaller DNA üzerinde de etki gösterir. Nükleik asitler hidroksil 

radikali ve singlet oksijen gibi radikallerle kolayca reaksiyona girebilmektedirler. Bu 

durum DNA’yı etkileyerek hasara, mutasyona, hücre disfonksiyonuna hatta kimi zaman 

da hücre ölümüne neden olmaktadır. Tekli oksijen radikali aracılığıyla yüksek elektron 

yoğunluğu olan guanin bazının hidroksilasyonu sonucu DNA yapısında hasar meydana 

gelebilir (44). 

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi amino asitin içeriği ve 

dizilimine bağlıdır. Bunun sebebi serbest radikallerin protein molekülü içerisindeki 

sülfidril ve amino grupları ile reaksiyona girmesidir. Bu reaksiyonların sonucunda 

proteinlerde parçalanma, baz delesyonları veya zincir kırılmalar ortaya çıkar. Ayrıca 

enzimler de protein yapısında olduklarından enzim aktivitesinde değişimler 

gözlenebilmektedir (45). 
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Şekil 2.5. Serbest radikallerin etkileri (46) 

2.3.2. Oksidatif Stres Mekanizması 

Fizyolojik koşullarda, hücrelerde sürekli oluşan reaktif oksijen türleri ile 

etkileşime geçen antioksidan savunma sistemleri arasında bie uyum vardır. Mevcut olan 

bu dengenin bozulması hücrede reaktif oksijen türlerinin birikmesi, azalmış 

eliminasyonu veya antioksidatif savunmanın optimal olmayan tepkisi oksidatif stres 

reaksiyonunu başlatabilir (47). 

Hücrede oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki dengenin oksidanlar lehine 

bozulması hücre organelleri, membran lipitleri, DNA, nükleik asitler ve proteinler gibi 

moleküllerin oksidasyonuna sebep olur. Nihayetinde, oksidatif ajanların istenmeyen 

etkileri ortaya çıkar. 

Oksidatif stres hücre hasarında temel rol oynamanın yanı sıra hipertansiyon, 

diyabet, kanser, kardiyovasküler hastalıklar, yaşlanma ve nörodejeneratif hastalıkların 

patogenezinde etkin bir rol oynar (48-50). 

2.3.3. Antioksidan Savunma Sistemleri 

Antioksidanlar, reaktif oksijen türlerinin vücutta oluşturduğu oksidatif hasarı 

azaltarak nötralize eden, serbest radikallerin fazlasını etkisizleştiren ve hastalıkların 

önlenmesinde katkı sağlayan bileşiklerdir (51). 

Antioksidanların ilk etkisi lipid peroksidasyonuna karşı çıkmasıdır. Antioksidan 

mekanizmalarının etkinliği egzersiz, beslenme, yaşlılık gibi faktörlerden 

etkilenebilmektedir (52). 
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Antioksidanların Etki Mekanizması (53) ; 

1) Reaktif oksijen türlerini etkileyip tutarak ya da daha zayıf olan değişik bir 

moleküle dönüştürme işlemidir. Buna toplayıcı (süpürücü) etki denir. 

Antioksidan enzimler bu şekilde etki açığa çıkarırlar. 

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkileşime girmek suretiyle onlara hidrojen 

aktarımı yaparak aktivitelerini azaltma özelliğine sahiptir. Bu 

antioksidanların bastırıcı (söndürme) etkisidir. Vitaminler ve flavonoidler bu 

şekilde bir etki gösterirler.  

3) Serbest oksijen radikalleriyle aktivasyona girerek zincirlerini kırıp 

fonksiyonlarını engelleyerek gösterdiği etki zincir kırıcı etkidir. 

Hemoglobin, minareller ve seruloplazmin bu şekilde etki gösterir. 

4) Serbest oksijen radikallerin oluşturduğu hasarın düzeltilmesi 

antioksidanların onarıcı etkisidir. 

Kaynaklarına göre antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olmak üzere 

iki grup altında toplanabilirler. 

Endojen antioksidanlar 

Vücutta sentezlenebilen antioksidanlardır. Oksidatif hasara karşı etkili enzim 

yapısındaki antioksidanlara örnek olarak; Süperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz,(CAT), 

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve  Glutatyon Redüktaz verilebilir (54, 55). 

Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Serbest radikallere karşı primer savunma SOD tarafından gerçekleştirilir. 

Süperoksitin hidrojen peroksite ve moleküler oksijene dönüşümünü katalize eder. 

Tepkime sonucunda oluşan  H2O2’nin uzaklaştırılması için Katalaz ve Glutatyon 

Peroksidaz ile birlikte çalışır (56). 

Katalaz (CAT) 

Esas olarak peroksizomlar başta olmak üzere özellikle hücre içi organallerde ya 

da mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur. Hidrojen peroksitin H2O2ve O2‘ye 

dönüşümünü katalize eder (57). 

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 

Lipit hidroperoksitlerinin etkisizleştirilmesinde önemli rol oynar. Ayrıca 

hidrojen peroksitin indirgenmesini katalize ederek hidrojen peroksitin neden olduğu 

oksidatif hasara karşı hücreleri korur (56). 
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Glutatyon Redüktaz 

Glutatyon redüktaz, Glutatyon Peroksidaz’ın hidroperoksitleri yıkımı sonucu 

oluşan okside glutatyonu (GSSG) devamlı indirgenmis glutatyona (GSH) dönüştür (57). 

Eksojen antioksidanlar 

Vücutta sentezlenemeyip dışarıdan hazır olarak alınan antioksidanlara eksojen 

antioksidanlar denir. Bunlar vitamin veya ilaç olarak kullanılan eksojen antioksidanlar 

olarak sınıflandırılabilir (54). 

2.3.4. Flavonoidler 

Güçlü antioksidan etkilere sahip olan flavonoidler bunun yanında 

antiinflamatuvar, antiviral, antialerjik ve antikanserojenik etkilere sahiptir. Literatürde 

flavonoidlerin genellikle bitkisel kaynaklı olduğu, insanlar tarafından üretilemedikleri 

ve kanser gibi hastalıkların engellemesinde rol oynadıkları bulunmuştur. Bu sebep son 

yıllarda flavonoidlerin araştırılmasının temel odağı olmuştur. Günümüze kadar 8000’nin 

üzerinde flavonoid karakterize edilmiştir. Flavonoidler 4 ana grupta incelenmektedir. 

Bunlar; flavononlar, kateşinler, flavonlar ve antosiyaninlerdir (58). 

2.3.5. Chrysin 

CHR, birçok bitkide bulunan ve güçlü antiinflamatuar, antikanser ve antioksidan 

özelliklere sahip doğal, biyolojik olarak aktif bir bileşiktir. G.F. Jaubert tarafından 1926 

yılında, propolisin içeriğinde mevcut olan flavonidlerden birisi olarak keşfedilen CHR 

Uluslararası Temel ve Uygulamalı Kimya Birliği (IUPAC-International Union of Pure 

and Applied Chemistry) tarafından C15H10O4olarak formüle edilmiştir (59). 

Günümüzde araştırmacıların büyük ilgisini çekmektedir. Flavonlar grubunda yer 

almaktadır. CHR’in başlıca doğal kaynaklarından birkaçı çarkıfelek meyvesi (Passiflora 

Caerulea), propolis ve baldır. Bunların dışında kereviz, üzüm, kızılcık, marul, 

maydanoz, kekik ve brokoli gibi birçok besinde CHR bulunmaktadır (60). 

Hidrojen atomu transferi ve tek elektron transferi ile güçlü bir antioksidan 

özelliği sağlar. Kendi yapısal özellikleri sitokinleri inhibe edici özellik gösterir. 

Proinflamatuar sitokinlerin herhangi birini inhibe edebilme özelliği CHR’nin 2. ve 3. 

karbonları arasında mevcut olan hidrojen grubu ve bunun yanı sıra karbon atomları 

arasında çift bağ bulunmasından kaynaklanır (61,62). 
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2.3.6. Chrysin’in İnsan Sağlığına Etkileri 

CHR’nin etkileri üzerine çok sayıda çalışma yapılmıştır. Serbest radikal 

miktarını azaltarak toksik etkileri engeller. Antiviral ve antiinflamatuvar aktiviteleri 

nedeniyle birçok farmakolojik etki göstermektedir (5, 63). CHR’nin karaciğer ve böbrek 

koruyucu etkileri vardır (64,65). Son yıllarda CHR’nin antitümör aktivitesi araştırılmış 

ve kanser hücrelerinin proliferasyonu ve istilası üzerinde CHR’nin inhibitör etkisi 

bulunmuştur. CHR kemoterapötik ajanların antitümör aktivitesini arttırır ve ilaç 

direncini baskılamada etkindir. Kanser tedavisinde çeşitli moleküler yolakları ve 

mekanizmaları etkiler. Apoptozun içsel ve dışsal yolları CHR tarafından indüklenir. 

Kanser tedavisinde CHR tarafından aktive edilen diğer bir programlanmış hücre ölümü 

otofajidir (66, 67). CHR’nin terapötik etkilerine rağmen hızlı şekilde metabolize olmal, 

zayıf emilim ve hızlı sistemik atılım sebebiyle biyoyararlanımı zayıftır (68). 

  



15 
 

3. MATERYAL METOT 

 

3.1. Çalışmanın Şekli 

Bu çalışma İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’ndan alınan izin (Protokol no: 2021/12-2) ile gerçekleştirildi. Çalışmamızda 

kullanılan sıçanlar İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Üretim ve 

Araştırma Merkezi’nden temin edildi. Çalışma boyunca deney hayvanlarına uygulanan 

tüm işlemler ve bakımlar İNÜ- DEHÜM’de yapıldı.  

3.2. Deney Gruplarındaki Hayvan Sayısının Belirlenmesi 

Çalışmada kullanılacak olan hayvan adeti yapılan güç analizi ile belirlendi. Buna 

analizin sonucuna göre, I. Tip hata miktarı (alfa) 0.05, testin gücü (1-beta) 0.8 ve etki 

büyüklüğü 0.61 iken bu test kullanılarak anlamlı bir fark bulunabilmesi için gerekli olan 

minimum örneklem büyüklüğü her bir grup için 10 olmak üzere toplam 50 olarak 

belirlendi (69, 70). Verilen maddenin toksik etkisinden kaynaklanabilecek ölümler de 

göz önünde bulundurulduğunda her grupta 10 olmak üzere toplam 50 hayvan çalışmaya 

dahil edildi. 

3.3. Deney Hayvanları ve Deney Gruplarının Belirlenmesi 

Bu çalışmada Sprague-Dawley ırkı, ortalama 250-300 gr ağırlığında 50 adet 

erkek sıçan kullanıldı. Hayvanların hepsi tartıldı ve ağırlıklar açısından istatiksel olarak 

fark olmayacak şekilde 5 gruba (n=10) ayrıldı. Hayvanlar deney boyunca 21±1° C 

sıcaklık ve 12 saat aydınlık/karanlık döngüsüne uyan bir ortamda tutuldu, normal içme 

suyu ve standart özelliğe sahip sıçan yemi ile ad libitum şeklinde beslendi. 

Grup I (Kontrol grubu): Hiçbir işlem yapılmadı. 

Grup II (Sham grubu): Bu gruptaki hayvanlara 28 gün boyunca mısır yağı (CHR 

çözücüsü) (5mg/kg/gün) gavaj ile verildi. 

Grup III (PMTX): Bu grupta bulunan sıçanlara 4 hafta boyunca haftada 1 kez 

intraperitoneal PMTX (1mg/kg/hafta) yapıldı. 

Grup IV (CHR): Bu grupta bulunan sıçanlara 28 gün boyunca CHR (50 mg/kg/gün)  

gavaj ile verildi. 
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Grup V (PMTX + CHR): Bu grupta bulunan sıçanlara 4 hafta boyunca haftada 1 kez 

intraperitoneal PMTX (1mg/kg/hafta) ve 28 gün boyunca CHR (50 mg/kg/gün) gavaj ile 

verildi. 

3.4. Kan ve Karaciğer Dokularının Elde Edilmesi ve Analizlere Hazırlanması 

Çalışmanın 28. gününde bütün hayvanlara 12 mg/kg xylazine ile 80 mg/kg 

ketamin kokteyli intraperitoneal enjeksiyonla genel anestezi altında sıçanların karın 

derisi bistüri kullanılarak açıldı. Duodenum üst uçtan asılarak abdominal vena kava 

inferior görünür hale getirildi. Heparinle yıkanmış enjektörlerle sıçanların kanları alındı. 

Plazma tüplerine aktarılacak olan bu kan örnekleri 3000xg’de 10 dakika santrifüj  

edildi. Alınan serum örneklerinden AST ve ALT çalışana kadar -80 C° derecede 

saklandı. Sonrasında %10’luk formaldehit içerisinde fikse edilip saklanacak karaciğer 

dokuları histolojik analizler için sıçanlardan alındı. Diğer parçası ise ikiye ayrılarak 

hemen alüminyum folyoya paketleyip grup numarası verilerek plastik kaplara alındı. 

Ardından elde edilen bütün nümuneler dokularadan SOD, MDA, TAS ve TOS analizleri 

yapılıncaya kadar -80 C° dereceye ayarlı derin dondurucuda muhafaza edildi. 

3.5. Biyokimyasal analizler 

Deneyden bir gün önce biyokimyasal analizler için -80° C’ye kaldırılan doku 

örnekleri çıkarıldı ve buzlarının çözülmesi amacıyla +4° C’ye alındı. Dokular analizin 

yapılacağı gün tartıldı ve vidalı viyallere alındı. Her bir doku için yaş doku ağırlığının 

10 katı kadar soğuk Tris-HCl tamponu (pH=7.4) tüplere eklendi. Bilyeli 

homojenizatörde dokular homojenize edildi. Homojenat vortekslendi ve ependorf 

tüplere alındı. Elde edilen homojenatlardan protein tayini ve MDA ölçümleri yapılırken 

bir bölümü de 1 saat boyunca +4° C soğutmalı santrifüj kullanılarak 2200 g’de santrifüj 

edildi. Santrifüj sonunda ayrılan süpernatantlardan SOD, TAS ve TOS ölçümleri 

yapıldı. 

3.5.1. AST ve ALT Değerlerinin Ölçülmesi 

Sıçanların kan örneklerinden sağlanan serumlarda AST ve ALT değerleri ticari 

olarak satın alınan Elisa kitlerinin (SunRed Biotechnology, China) protokolüne uygun 

olarak ve Biotek HT Snynergy Gen 5 yazılımlı immino plate reader kullanılarak 

ölçüldü. 
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3.5.2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

SOD enzim aktivitesinin analizinde Sun ve arkadaşlarının tanımladığı metot 

kullanıldı (71). Bu yönteme göre, ksantin/ksantin oksidaz ile oluşturulan süperoksit 

radikalleri nitroblutetrazolium’u indirgeyerek renk değişimi meydana getirmektedir. 

Reaksiyon sonucu oluşan bu renk değişimi 560 nm’de spektrofotometrede okutuldu ve 

elde edilen sonuçlar U/mg protein olarak verildi. 

3.5.3. Malondialdehit (MDA) Ölçümü 

MDA ölçümü lipit peroksidasyon tayin etmek için yaygın olarak kullanılan 

Esterbauer ve arkadaşlarıınn yöntemine göre yapıldı (72). Örnekler 15 dk kaynatıldıktan 

sonra hızlı bir şekilde soğutuldu ve absorbans değerleri 532 nm’de spektrofotometrede 

okundu. Sonuçlar μmol/g doku olarak verildi. 

3.5.4. Karaciğer Dokularında TAS ve TOS Ölçümü 

Deney gruplarının karaciğer dokularında toplam antioksan kapasite (TAS) ve 

toplam oksidan kapasite (TOS) ölçümü ticari olarak satın alınan ELISA kitlerinin 

(SunRed Biotechnology, China) protokolüne uygun olarak ve Biotek HT Snynergy Gen 

5 yazılımlı immino plate reader kullanılarak yapıldı. 

3.6. Histolojik Analizler 

3.6.1 Histopatolojik analizler 

Deney sonunda alınan karaciğer dokuları %10’luk formaldehit içerisinde 

muhafaza edildi. Tespit sonunda dokular çeşme suyunda yıkandı. Ardından dehidrasyon 

ve parlatma işlemlerinden geçirilerek parafine gömüldü. Parafin bloklardan 4-5 µm 

kalınlığında kesitler alındı. Deparafinizasyon ve rehidrasyon işlemlerinden geçirilen 

kesitlere hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu uygulandı. Boyanan preparatlar 

Leica DFC-280 araştırma mikroskobu ile incelendi. 

Histopatolojik değerlendirmeler, hepatosit dejenerasyonu (hipereozinofilik 

sitoplazmalı ve piknotik nükleuslu hepatositler), infiltrasyon, sinüzoidal konjesyon ve 

dilatasyon yönünden her kesitte rastgele 10 alan incelenerek yapıldı. Her alan 

değişikliklerin şiddetine göre; 0 (değişiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (şiddetli) olacak 

şekilde skorlanarak rastgele seçilen 10 alan değerlendirildi (73). Analizler, Leica DFC-
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280 araştırma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros 

Imaging Solutions Ltd.,Cambridge, UK) kullanılarak yapıldı. 

3.6.2. İmmünohistokimyasal analizler 

Deparafinizasyon ve rehidrasyon işlemlerinden geçirilen kesitler düdüklü 

tencereye alınmasıyla immühistokimyasal analizler için 0.01 M sitrat (pH 6.0) içinde 

15-20 dk kaynatıldı. Endojen peroksidaz enzim aktivitesini durdurmak amacıyla %3’lük 

hidrojen peroksit uygulaması 12 dk. süreyle her bir kesite yapıldı. PBS ile yıkanan 

kesitlere 5 dk. süresince protein blok uygulandı. Daha sonra kesitler 37˚C’de 60 dk. 

primer antikorla (kaspaz-3, TNF-α) inkübe edildi. PBS ile yıkanan dokulara 37˚C’de 10 

dk. boyunca biyotinli sekonder antikor uygulandı. Bu işlem sonrasında kesitler 37˚C’de 

10 dk. streptavadin peroksidazla inkübe edildi. Ardından kromojen uygulaması yapılan 

kesitler hematoksilenle boyanarak su bazlı kapatıcıyla kapatıldı. 

Kaspaz-3 ve TNF-α uygulamasıyla hepatositlerde immünreaktiviteye bağlı 

olarak kahverengimsi boyanma izlendi. Hepatositlerde izlenen boyanma; 

immünreaktivitenin yaygınlığı (0: yok, 1: 1-%25, 2: %26-50, 3: %51-75, 4: %76-100) 

ve şiddeti (0: yok, +1: hafif, +2: orta, +3: şiddetli) esas alınarak semikantitatif olarak 

skorlandı. Toplam boyanma skoru; yaygınlık x şiddet hesaplanarak elde edildi (74). 

Analizler, Leica DFC-280 araştırma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi 

(Leica Micros Imaging Solutions Ltd.,Cambridge, UK) kullanılarak yapıldı. 

3.7. İstatistiksel Analizler 

Biyokimyasal verilerin tüm istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics 22.0 

programı kullanılarak yapıldı. Verilerin normal dağılım gösterip göstermediği Shapiro-

Wilk testi ile yapıldı. Normal dağılım gösteren değişkenlerin gruplar arası 

karşılaştırılmaları tek yönlü varyans analizi ile değerlendirilirken çoklu 

karşılaştırılmalarında ise varyansların homojen olduğu durumlarda Tukey testi 

kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma şeklinde verildi. Mann-Whitney U testi 

normal dağılım göstermeyen değişkenlerin gruplar arası karşılaştırılmalarında 

kullanılırken, çoklu karşılaştırılmalarda Conover testi kullanıldı. Veriler ortanca 

(mininum-maksimum) şeklinde verildi. p<0.05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 

Histolojik analizler için istatistiksel analizler, SPSS istatistiksel yazılım 

programıyla (SPSS for Windows version 26) yapıldı. Çalışmada yer alan tüm 
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gruplardaki ölçülebilir değişkenlerin normallik testlerine göre normal dağılım 

göstermediği saptandı (p>0.05). Nonparametrik istatistik testlerinden Kruskal Wallis 

varyans analizi, bütün değişkenler açısından grupların genel olarak karşılaştırılmasında 

kullanıldı. Bonferroni düzeltmesi yardımıyla yapılarak Mann-Whitney-U testiyle 

gruplar arası karşılaştırma yapıldı. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Veriler dağılıma bağlı olarak medyan (minimum-maksimum) [Med (Min-Mak)] olarak 

ifade edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Kan AST ve ALT Düzeyleri 

Grupların AST ve ALT düzeyleri incelendiğinde, PMTX grubunda diğer 

gruplara göre anlamlı şekilde yüksek olduğu tespit edildi (Tablo 4.1.) (Şekil 4.1.) (Şekil 

4.2.). 

Tablo 4.1. Gruplara ait AST ve ALT değerleri 

 Gruplar 

Parametreler      

 Kontrol Sham PMTX CHR PMTX+CHR 

AST 
6.60 

(4.02-9.26) 

7.66 

(5.49-10.77) 

13.51 

(9.00-18.97)a 

6.33 

(4.42-9.42) 

6.38  

(2.01-10.00) 

ALT 
5.60 

(3.23-8.67) 

5.26 

(3.43-7.19) 

8.56 

(5.37- 12.35)a 

5.55 

(3.93-8.46) 

4.44 

(2.29-6.49) 

Değişkenlerin gruplar arası karşılaştırılması Mann-Whitney U testi ile yapıldı. Çoklu karşılaştırılmalarda 

ise Conover testi kullanıldı. Veriler ortanca (Minimum-maksimum) şeklinde verildi. Gruplar arasındaki 

farklılıklar harfler ile gösterildi. 
aDiğer gruplarla karşılaştırıldığında anlamlı artış (p<0.05)  

 

 

Şekil 4.1. Grupların serum örneklerinden ölçülen AST seviyesi 
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Şekil 4.2. Grupların serum örneklerinden ölçülen ALT seviyesi 

4.2. MDA, SOD, TAS ve TOS Düzeyleri  

Grupların MDA enzim aktivitesi karşılaştırıldığında PMTX grubunda, kontrol, 

sham ve CHR gruplarına göre anlamlı düzeyde arttığı (p<0.05), SOD enzim aktivitesi 

karşılaştırıldığında PMTX grubunda diğer gruplara göre anlamlı seviyede azaldığı tespit 

edildi (p<0.05). Gruplar arasında karaciğer dokusunda TAS düzeyleri incelendiğinde, 

PMTX grubunda kontrol, sham ve CHR gruplarına göre anlamlı derece düşük iken 

PMTX grubunda TOS düzeyleri diğer gruplara göre artmakla beraber istatistiksel olarak 

anlamlılık düzeyinde değildi (Tablo 4.2.) (Şekil 4.3.) (Şekil 4.4.) (Şekil 4.5.) (Şekil 

4.6.). 
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Tablo 4.2. Sıçan karaciğer dokularında oksidatif stres parametre bulguları 

SOD değerinin gruplar arası karşılaştırılması Mann-Whitney U testi ile yapıldı. Çoklu karşılaştırılmalarda 

ise Conover testi kullanıldı. Veriler ortanca (Minimum-maksimum) şeklinde verildi. MDA, TAS, TOS 

değişkenlerinin gruplar arası karşılaştırılması tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Çoklu 

karşılaştırılmalarda Tukey testi kullanıldı. Veriler ort±SS şeklinde verildi. Gruplar arasındaki farklılıklar 

harfler ile gösterildi. 
aKontrol, sham, CHR gruplarıyla karşılaştırıldığında anlamlı artış (p<0.05) 
bDiğer gruplarla karşılaştırıldığında anlamlı azalış (p<0.05) 
cKontrol, sham, CHR gruplarıyla karşılaştırıldığında anlamlı azalış (p<0.05) 

 

 

 

Şekil 4.3. Grupların karaciğer dokularında MDA enzim aktivitesi 

 Gruplar     

Parametreler      

 Kontrol Sham PMTX CHR PMTX+CHR 

MDA 6.802.26 6.541.14 9.821.88a 7.551.75 8.101.548 

SOD 
0.45 

(0.35-0.58) 

0.45 

(0.35-0.58) 

0.23 

(0.05-0.38)b 

0.43 

(0.26-0.65) 

0.39( 

0.32-0.48) 

TAS 2.120.53 2.080.56 0.880.52c 1.650.48 1.480.491 

TOS 9.652.82 8.961.30 10.472.78 7.591.96 10.392.48 
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Şekil 4.4. Grupların karaciğer dokularında SOD enzim aktivitesi 

 

 

Şekil 4.5. Grupların karaciğer dokularındaki TAS miktarı 
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Şekil 4.6. Grupların karaciğer dokularındaki TOS miktarı 

4.3. Histolojik Bulgular 

4.3.1. Histopatolojik bulgular 

H-E boyama metodunun uygulandığı kesitlerde, kontrol, sham ve CHR 

gruplarında karaciğer, hafif düzeydeki değişiklikler dışında, normal histopatolojik 

görünümdeydi (Şekil 4.7. A, B ve C). Bu gruplarda, hepatosit kordonları santral ven 

etrafında düzenli ve ışınsal bir yerleşimdeydi. Hepatosit kordonları arasında bulunan 

sinüzoidler açık görünümdedir. Karaciğer lobüllerinin periferinde yer alan portal 

bölgelerde arter, ven ve safra kanalikül oluşumları düzenliydi. Hepatositler eozinofilik 

sitoplazmaları, yuvarlak ve ökromatik nükleuslarının varlığıyla dikkat çekti (Sekil 4.7. 

A). PMTX ve PMTX+CHR gruplarında, kontrol grubundan farklı herhangi bir 

değişiklik izlenmedi (Şekil 4.7. D ve E). İncelenen tüm parametreler yönünden PMTX 

ve PMTX+CHR gruplarının istatistiksel olarak da kontrol grubuna benzer olduğu 

belirlendi. 
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Şekil 4.7. Histopatolojik değerlendirme sonuçları 

Kontrol (A), Sham (B), CHR (C), PMTX (D) ve PMTX+CHR (E) 

gruplarında karaciğer dokularının benzer histolojik görünümde olduğu izlenmekte, H-E; 

x200. 

Tablo 4.3. Gruplara ait histopatolojik değerlendirme sonuçları [med (min-mak)]. 
Gruplar Hepatosit 

dejenereasyonu 

İnfiltrasyon Sinüzoidal 

konjesyon 

Sinüzoidal 

dilatasyon 

Kontrol 1 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-2) 0 (0-2) 

Sham 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 

CHR 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 

PMTX 1 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 

PMTX+CHR 1 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-2) 0 (0-2) 

 

4.3.2. İmmünohistokimyasal Bulgular 

Kaspaz-3 ve TNF-α immünreaktivitesi hepatosit sitoplazmalarındaki 

kahverengimsi boyanma ile ayırt edildi (Şekil 4.8., 4.9.). Buna göre, kontrol, sham ve 

CHR gruplarına ait kesitlerde kaspaz-3 ve TNF-α immünreaktivitesinin düşük seviyede 

olduğu gözlendi. PMTX uygulamasının hepatositlerde kaspaz-3 ve TNF-α 

immünreaktivitesini artırdığı ve bu artışın, diğer gruplar ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptandı (p<0.01). PMTX+CHR grubunda hem 

kaspaz-3 hem de TNF-α immünreaktivitesinde belirgin bir azalma izlendi. Kaspaz-3 ve 
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TNF-α immünreaktivitesi yönünden PMTX ve PMTX+CHR grupları arasındaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptandı (p<0.001). 

Grupların kaspaz-3 ve TNF-α immünreaktivite değerlendirme sonuçları Tablo 

4.4.’de verildi. 

 

Şekil 4.8. Kaspaz-3 immünreaktivitesi 

Kontrol (A), Sham (B), CHR (C), PMTX (D) ve PMTX+CHR (E) 

gruplarında hepatositlerdeki kaspaz-3 immünreaktivitesi (ok). İmmünreaktivite 

yaygınlığının ve şiddetinin PMTX grubunda yüksek olduğu, PMTX+CHR grubunda ise 

PMTX grubuna göre bariz şekilde düştüğü dikkati çekmekte. Kaspaz-3 immün boyama; 

x200. 
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Şekil 4.9. TNF- α immünreaktivitesi 

Kontrol (A), Sham (B), CHR (C), PMTX (D) ve PMTX+CHR (E) 

gruplarında hepatositlerdeki TNF-α immünreaktivitesi (yıldız). İmmünreaktivite 

yaygınlığının ve şiddetinin PMTX grubunda yüksek olduğu, PMTX+CHR grubunda ise 

PMTX grubuna göre bariz şekilde düştüğü fark edilmekte. TNF-α immün boyama; 

x200. 

Tablo 4.4. Gruplara ait immünreaktivite değerlendirme sonuçları [med (min-mak)]. 
Gruplar Caspase-3 TNF-α 

Kontrol 2 (0-6) 3 (0-6) 

Sham 1 (0-6) 3 (0-6) 

CHR 2 (0-6) 2 (0-6) 

PMTX 4 (0-8)a 4 (1-9)a 

PMTX+CHR 2 (0-6)b 2 (0-6)b 

              aKontrol, Sham ve CHR gruplarına göre anlamlı artış (p<0.01) 
              bPMTX grubuna göre anlamlı azalış (p<0.0001) 
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5. TARTIŞMA 

 

Pürin ve pirimidin sentezlerinde gerekli olan folat bağımlı biyosentez 

döngülerini engelleyerek etki gösteren PMTX, folik asit analoğu yeni nesil 

kemoterapötiktir. Hücre içerisinde folat metabolizmasının inhibisyonu yoluyla, hücre 

büyümesinin engellenmesine yol açar. Kemoterapötik ajanlar tümör hücrelerinde 

etkinlik gösterse de, sağlıklı çoğalan hücreler üzerindeki etkisi de kaçınılmazdır (28).  

PMTX’in genel toksisite profili hafif olarak kabul edilse de tedaviyi sınırlayıcı 

toksisiteler yaşayan hastalar mevcuttur. Bu da hastalarda tedavinin kesilmesine neden 

olabilmektedir. PMTX kaynaklı hepatotoksisitenin mekanizması kesin olarak 

bilinmemekle birlikte benzer antifolat ilaçlarla yapılan çalışmalarda oksidatif stres 

üzerinde durulmuştur (75, 76). Bu çalışmada PMTX’in karaciğer üzerindeki olası 

zararlı etkileri ile CHR’nin buna karşı muhtemel koruyucu özellikleri incelendi.  

Aminotransferazlar; AST ve ALT karaciğer fonksiyonlarını değerlendirmek için 

kullanılan enzimlerdir ve hücre hasarının belirteçleridir. Oluşan karaciğer hasarı 

sonucunda bu enzimlerin dolaşıma salınımı tetiklenir. Dolayısıyla serum AST ve ALT 

konsantrasyonunda artış görülür (77). Klinik incelemelerde, artan AST ve ALT 

düzeyleri karaciğer fonksiyonlarının azaldığını gösterir (78). Bu sebepten ötürü 

karaciğer fonksiyonlarını değerlendirmek amacıyla AST ve ALT düzeyleri 

çalışmamızda ölçüldü. PMTX grubundaki hayvanların AST ALT düzeylerinin diğer 

gruplar ile karşılaştırıldığında daha yüksek olduğu, bu yüksekliğin sıçanların karaciğer 

dokularındaki fonksiyon bozukluğundan kaynaklandığı tespit edildi. PMTX ile beraber 

CHR verilen hayvanların serum AST ALT seviyelerinin normale yaklaşması CHR’nin 

karaciğer fonksiyonlarını korumada etkili olduğunu gösterdi. Literatürde PMTX’in 

karaciğer toksisitesi yaptığına dair sınırlı sayıda çalışmalar bulunmaktadır (79, 80). 

Yaptığımız deneysel çalışmada literatürle uyumlu olarak PMTX uygulamasının 

karaciğer hasarı oluşturduğu gözlendi. Yapılan çeşitli çalışmalarda CHR’nin artmış 

AST ve ALT düzeyini anlamlı seviyede azalttığı gösterilmiştir (12, 81, 82). Ali ve 

arkadaşları (83) bir folik asit antagonisti olan metotreksatın karaciğerde oluşturduğu 

oksidatif stres ve apoptoza karşı CHR’nin koruyucu etkisinin olduğunu bildirmişlerdir. 

Bu çalışmada metotreksatın AST ve ALT düzeylerini anlamlı ölçüde artırdığı ve 

CHR’nin bu artışı kontrol altına aldığı bildirilmiştir. Rashid ve arkadaşları (64) 

yaptıkları çalışmada doksorubisin kaynaklı hepatotoksisiteye karşı CHR’nin serum AST 
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ve ALT düzeylerini anlamlı olarak azalttığını göstermişlerdir. Rehman ve arkadaşlarının 

(84) yaptığı deneysel çalışmada sisplatin ile tedavi edilen grupta AST ve ALT 

seviyelerinde anlamlı artış olduğu, CHR uygulamasının ise yüksek dozlarda belirgin 

olmak üzere bu artışı normale yaklaştırdığını bildirilmişlerdir. Bu çalışmalarda 

bildirildiği gibi CHR karaciğer dokusundaki oksidatif hasar üzerinde antioksidan etki ile 

olumlu sonuçlar göstermiştir. Bizim çalışmamızda da CHR uygulaması aynı 

mekanizmayla AST ve ALT seviyelerinde olumlu etkiler ortaya çıkmasına sebep 

olmuştur.  

Fizyolojik koşullarda canlıda antioksidan savunma sistemleri ile serbest 

radikaller arasında bir uyum vardır. Bu uyumun serbest radikaller lehine bozulmasıyla 

hücre organelleri ve membranda lipid, protein, DNA ve nükleik asitlerin yapısı bozulur. 

Literatürde CHR, doku hasarının gelişmesinde rol oynayan serbest radikaller aracılı 

etkiye karşı koyma ve antioksidan seviyelerini artırmada potansiyel olarak yararlı 

bulunmuştur (85). Çalışmamızda antioksidan özelliğe sahip CHR’nin karaciğerde 

oluşan oksidatif hasardaki etkileri değerlendirildi. Oksidatif stres parametlerinden SOD, 

MDA, TAS ve TOS seviyeleri ölçüldü. 

Literatürde SOD aktivitesinin azalmasının hücre fonksiyon kaybı ve hücre 

zarının bütünlüğünün bozulması gibi zararlı etkilere yol açan yüksek serbest radikal 

birikmesiyle ilişkili olduğu bildirilmektedir (86). Buna ek olarak lipid peroksidasyonu, 

hücrenin normal fonksiyonlarını engelleyerek doku hasarı oluşturur (76). Lipid 

peroksidasyonunun son ürünü MDA’dır. SOD aktivitesinin azalması ve MDA 

aktivitesinin artması oksidatif hasarın ortaya çıktığının belirtecidir (87). Çalışmamızdaki 

sonuçlara göre SOD aktivitesi PMTX grubunda diğer gruplara göre anlamlı düzeyde 

düşükken MDA düzeyinin ise kontrol, sham ve CHR gruplarına göre anlamlı derecede 

yüksekti. PMTX+CHR grubunda PMTX grubuna göre MDA düzeylerinde azalma 

varken istatistiksel olarak anlamlı değildi. Antikanser ajanlarla yapılan son çalışmalarda 

oksidatif stres mekanizması vurgulanmaktadır. PMTX’in de benzer folat antagonisti 

ilaçlar gibi hepatotoksisite oluşturmasından, reaktif oksijen türlerinden kaynaklanan 

oksidatif hasarın neden olduğu saptanmıştır (88,89). Baykalır ve arkadaşları (12) 

CCI4’ün karaciğer ve böbrek dokularında SOD seviyesini düşürdüğünü, CHR 

uygulamasının ise SOD aktivitesini anlamlı derecede arttırdığını tespit etmişlerdir. 

Özbolat ve arkadaşlarının (90) yaptıkları çalışmada CHR’nin apopotoz ve oksidatif stres 

yoluyla diclofenac tarafından indüklenen HT-29 hücre ölümünü baskıladığı ve dokuları 

oksidatif hasara karşı koruduğu bildirilmiştir. Çuğlan ve arkadaşları (91) yaptıkları 
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çalışmada, koruyucu etkisi olduğunu düşündükleri CHR’nin formaldehite (FA) maruz 

bırakılan gebe sıçanlarda fetus karaciğerinin gelişimindeki zararlarını incelemiştir. Bu 

çalışmada 0,1 mg/kg FA verilen grupta hücresel kompenzasyon mekanizmasının 

gelişmesiyle FA toksisitesine cevap olarak fetal karaciğer dokularında SOD aktivitesi 

artmıştır. Bununla beraber 1 mg/kg FA uygulanan grupta dengeleme mekanizması 

gelişmediğinden SOD aktivitesi kontrol grubuna göre azalmıştır. Koruyucu amaçla 

verilen CHR’nin, antioksidan etkisiyle FA- 0,1 grubundaki artışı ve FA-1 grubundaki 

azalışı normalize ettiği görülmüştür. Ancak SOD düzeyindeki bu normalizasyonu 

histopatolojik sonuçlar desteklememiştir. Çünkü CHR uygulaması karaciğer 

hücrelerinde meydana gelen megakaryosit düşüşünü tam olarak geri çevirememiştir. 

Eldutar ve arkadaşları (92) yaptıkları deneysel çalışmada sıçanlarda parasetamol 

kaynaklı karaciğer hasarında CHR’nin iki farklı dozda koruyucu etkilerini 

incelemişlerdir. Çalışmada parasetamol uygulamasının karaciğer MDA düzeylerini 

kontrol ve CHR-50 gruplarına göre anlamlı derecede arttırdığını, parasetamolle birlikte 

CHR uygulamasının her iki dozda da artmış olan bu düzeyi düşürdüğünü tespit 

etmişlerdir. Uygulanan CHR-25 dozunun MDA düzeyini daha çok azalttığını 

belirtmişlerdir. Yapmış olduğumuz çalışmada, antioksidan savunma sistemlerinden 

SOD aktivitesindeki düşüş ile MDA düzeyindeki artış mevcut çalışmalarla uyumlu 

olup, PMTX’in antioksidan etkiyi zayıflattığı şeklinde yorumlanabilir.  

Oksidatif stres ve antioksidan durumu değerlendirmede birçok farklı yöntem ve 

belirteç kullanılmaktadır. Farklı antioksidan/oksidan türlerinin serum konsantrasyonları 

laboratuvarlarda ayrı ayrı ölçülebilir ancak hem zaman hem de masraf açısından 

dezavantaj oluşturmaktadır (93). Bu nedenle oksidatif stresin tespitinde TAS ve TOS 

düzeylerinin ölçümü yaygın olarak kullanılmaktadır. Çalışmamızda karaciğer 

dokusundaki TAS düzeyleri karşılaştırıldığında PMTX grubunda kontrol, sham ve CHR 

gruplarına göre anlamlı derece düşük olduğu belirlendi. Ayrıca PMTX+CHR grubunda 

TAS seviyesinin PMTX grubuna göre arttığı fakat bu artışın anlamlı olmadığı görüldü. 

Karaciğer dokusundaki TOS düzeyi ise PMTX grubunda diğer gruplara göre fazlaydı ve 

PMTX+CHR uygulanan grupta oksidan seviyesinde düşüş meydana geldi. Ancak bu 

düşüş istatistiksel açıdan anlamlı düzeyde değildi. CHR’nin ROS üretiminde rol alan 

enzimlerin etkilerini inhibe ettiği bilinmektedir (94). Bu bilgiler ışığında yürüttüğümüz 

çalışmada TOS değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık olmaması 

yukarıdaki bilgiyle çelişiyor olarak yorumlanabilir ancak antioksidan ve oksidan sistem 

oldukça karışık bir mekanizmaya sahiptir. Ayrıca TOS düzeyi farklı oksidan türlerinin 
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aditif özelliklerinden faydalanarak numunelerin toplam serum oksidan kapasitesini 

temsil eder. Oysa serbest radikaller protein, DNA, lipitler ve karbonhidratlar gibi çeşitli 

biyolojik molekülleri okside ederek yapılarını bozarlar. Bu nedenle spesifik etkiler 

araştırılırken bu tür hasarların ayrı ayrı incelenmesi daha faydalı bilgiler sunacaktır. 

Kaldı ki bu çalışma da oksidatif stres belirteçlerinden sadece TAS ve TOS düzeyi değil 

SOD ve MDA düzeyi de değerlendirilmiştir. Ve oksidatif markerlerdan SOD ve 

MDA’nın anlamlı seviyede değişiklik oluşturduğu tespit edildi. Fei ve arkadaşları (95) 

PMTX tarafından indüklenen aşırı serbest radikal üretiminin, karaciğer toksisitesini 

tetiklediği belirtmişlerdir. Bu çalışmada hepatositlerde PMTX kaynaklı sitotoksisitede 

montelukast’ın koruyucu etkisinin olduğu bulunmuştur. Çalışır ve arkadaşları (96) 

yaptıkları çalışmada akut pankreatit oluşturulan sıçanlarda CHR’nin koruyucu etkisini 

incelemişlerdir. Akut pankreatitte TOS seviyesinin anlamlı derecede arttığı ve CHR 

uygulanan grupta TAS seviyesinin arttığı bulunmuştur. Ancak CHR uygulamasının akut 

pankreatitte artan TOS değerini azaltmadığı tespit edilmiştir.  

Tümör oluşmasında hücre ölümü ve hücre çoğalması arasındaki dengenin 

bozulması önemli bir mekanizmadır. Dengenin korunmasında apoptoz, otofaji ve 

nekroz gibi mekanizmalar görev almaktadır (97). Literatürde, ROS'un DNA'ya zarar 

verdiği ve bunun da apoptoza yol açtığı bildirilmiştir (87). Literatürde kaspaz-3’ün 

apoptozun yürütücüsü olarak önemli bir rol oynadığını gösteren çalışmalar mevcuttur 

(98, 99). Bu çalışmada apoptoz için biyobelirteç olarak kaspaz-3 kullanıldı. PMTX 

uygulamasının hepatositlerde kaspaz-3 immünreaktivitesini artırdığı ve bu artışın, diğer 

gruplar ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı olduğu saptandı. Ayrıca 

PMTX+CHR grubunda kaspaz-3 aktivitesinde belirgin bir azalma izlendi. Ali ve 

arkadaşlarının (83) yaptıkları deneysel çalışmada folat antagonisti olan metotreksat 

uygulanan grupta kaspaz-3 immünreaktivitesinin arttığını ve CHR’nin ön uygulaması 

ile bu artışın azaldığı bulunmuştur. Eldutar ve arkadaşları (92) tarafından akut 

parasetamol kaynaklı hepatotoksisitede CHR ön tedavisinin artmış kaspaz-3 aktivitesini 

düzenlemek suretiyle apoptotik belirteçler üzerine restoratif etkisinin olduğu 

vurgulandı.  

Önemli bir inflamatuar sitokin olarak bilinen TNF-α, kuppfer hücrelerinden 

salgılanır. Karaciğer hasarında rol oynar ve hücresel ölüme yol açabilir (100). 

Toksisitede inflamasyonun rol oynadığı ve inflamatuar bir sitokin olan TNF- α’nın bu 

süreçte önemli rol oynayan bir mediyatör olduğu bilinmektedir (101). CHR’nin bazı 

sitokinler, prostaglandin E, nitrik oksit ve siklooksijenaz-2 seviyelerini düşürerek anti-
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inflamatuar etkisi olduğu gösterilmiştir (102). Akbay ve arkadaşları (103) yaptıkları 

deneysel çalışmada metotreksat uygulamasının serum TNF-α seviyesinin artmasıyla 

sonuçlandığını bildirmişlerdir. Küçükler ve arkadaşları (104) çalışmalarında kurşun 

asetatın oksidatif stres ile ilişkili inflamasyon nedeniyle böbreklerde toksisiteye yol 

açtığını bildirmişlerdir. Bu çalışmada kurşun asetat uygulanan grupta TNF-α’nın güçlü 

bir şekilde eksprese edildiği ve CHR uygulamasının TNF-α ekspresyonunu azalttığını 

göstermişlerdir. Çalışmamızdaki immünohistokimyasal değerlendirme sonuçları, PMTX 

kaynaklı hepatotoksisitede meydana gelen inflamatuar hücrelerin infiltrasonunda 

CHR’nin etki etme potansiyelini doğruladı. PMTX uygulamasının hepatositlerde TNF- 

α immünreaktivitesini diğer gruplara göre anlamlı seviyede arttırdığı saptandı.  

Bu verilerin ışığında PMTX’in karaciğerde meydana getirdiği hasara bağlı olarak 

karaciğer fonksiyon değerlerinin arttığı, serbest radikallerin artarak lipid peroksidasyonun 

meydana geldiği, apoptoz belirteci olan kaspaz-3 immünreaktivitesinin ve inflamasyon 

marker’ı olan TNF-α’nın arttığı çalışmamızda tespit edildi. CHR’nin ise antioksidan etki 

ile karaciğer hasarını engellediği söylenebilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çalışmamızda CHR maddesinin PMTX kaynaklı karaciğer hasarı üzerine olan 

antioksidan etkilerinin araştırılması amaçlandı. Bu etkilerin ortaya koyulmasıyla 

klinikte PMTX kullanımının; tedavi maliyetini düşüreceği ve hastalığın ortaya 

çıkarabileceği hepatotoksisitenin azalmasını mümkün kılacağını düşünmekteyiz. 

Çalışmamızın sonucunda PMTX uygulamasının oksidatif strese neden olarak 

antioksidan parametreleri olumsuz etkilediğini, apoptoz ve inflamasyonu tetiklediğini 

bunun yanı sıra CHR’nin antioksidan özelliği ile hepatoksisiteyi iyileştirdiğini 

söyleyebiliriz. Çalışmamızda histopatolojik kesitlerde herhangi bir farklılık gözlenmedi. 

Çalışmamızdan elde edilen sonuçların, ileride bu konuda yapılabilecek klinik 

araştırmalarda yol gösterici olacağını düşünmekteyiz. Ancak farklı doz ve uygulama 

sürelerinde PMTX verilen sıçanlarda CHR verilerek ileri deneysel çalışmalar 

yapılabileceğini düşünmekteyiz. 
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