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Bu çalışmada metotreksat (MTX)‘ın böbrek dokusu üzerindeki olumsuz etkilerinin 

araştırılması amaçlandı. Ayrıca ellagik asidin (EA) böbrek dokusunda MTX‘ın neden 

olduğu olası biyolojik değişikliklere karşı koruyucu etkileri de değerlendirildi. Bu 

çalışmada 250-300g ağırlığındaki 32 adet wistar albino erkek sıçan 4 gruba ayrıldı: 

Kontrol, EA (75 mg/kg intragastrik), MTX (20 mg/kg intraperitoneal), MTX+EA 

(MTX, 20 mg/kg intraperitoneal; EA, 75 mg/kg intragastrik). Her grupta rastgele 

seçilen 8 adet sıçan yer aldı. 10 gün boyunca normal koşullarda standart yem ile 

beslendi. Deneme süresinin sonrasında, sıçanlara anestezi altında kardiak perfüzyon 

uygulandı, kan ve böbrek dokuları biyokimyasal ve histopatolojik inceleme için 

alındı. MTX grubunda; kontrol grubuna göre serum üre, ürik asit, kreatinin ve toplam 

protein düzeyleri ile böbrek dokusu MDA, TOS ve OSİ anlamlı derecede arttığı 

(p<0.05), böbrek dokusu GSH ve TAS düzeylerinin anlamlı derecede azaldığı 

(p<0.05) saptandı. MTX+EA grubunda ellagik asit verilmesiyle; MTX grubuna göre 
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serum üre, ürik asit, kreatinin ve toplam protein düzeylerinde anlamlı derecede 

azalmalar (p<0.05), böbrek dokusu MDA, TOS ve OSİ düzeylerinde anlamlı 

derecede azalma (p<0.05) ile böbrek dokusu GSH ve TAS düzeylerinde anlamlı 

derecede artma (p<0.05) saptanmıştır. Histopatolojik değerlendirmelerde MTX 

verilen grupta kontrol grubuna göre; böbrek dokusunda önemli derecede glomeruler, 

tubuler ve interstisyel hasar saptandı. MTX+EA grubunda ise ellagik asit verilmesi 

sonrası bu hasarların önemli derecede azaltıldığı tespit edildi. Çalışmadan elde edilen 

sonuçlara göre kemoterapide MTX kullanımına bağlı böbrek dokusunda oluşacak 

yan etkileri azaltmak için EA kullanımının faydalı olacağı söylenebilir. 

 

Anahtar Sözcükler: Methotreksat, Ellagik asit, Oksidatif Stres, Toksisite, Böbrek 

dokusu. 

Bilim Kodu : 1090
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This study attempted to investigate the adverse effects of methotrexate (MTX) on 

renal tissue. Also, the protective effect of ellagic acid (EA) against possible 

biological changes caused by MTX in renal tissue was investigated. In this study, 32 

male Wistar albino rats weighing 250-300 g were divided into 4 groups: Control, EA 

(75 mg/kg intragastrically), MTX (20 mg/kg intraperitoneally), MTX + EA (MTX, 

20 mg/kg; EA, 75 mg/kg). Here, 8 rats in each group were randomly selected and fed 

standard chow for 10 days under normal conditions. After the experimental period, 

the rats underwent cardiac perfusion under anesthesia, and blood and kidney tissues 

were collected for biochemical and histopathological studies. In the MTX group, 

compared with the control group, serum levels of urea, uric acid, creatinine and total 

protein, and levels of MDA, TOS and OSI in kidney tissue were significantly 

increased (p < 0.05), and levels of GSH and TAS in kidney tissue were significantly 

decreased (p < 0.05). When ellagic acid was administered in the MTX + EA group, 
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significant decreases in serum urea, uric acid, creatinine and total protein (p < 0.05), 

significant decrease in MDA, TOS and OSI levels in renal tissues (p < 0.05) and 

significant increase in GSH and TAS levels in renal tissues (p < 0.05) were observed 

compared to the MTX group (p < 0.05). Histopathological examinations revealed 

significant glomerular, tubular and interstitial damage in renal tissue in the group 

receiving MTX compared to the control group. In the group MTX + EA it was found 

that these damages were significantly reduced after the administration of ellagic acid. 

According to the results of the study, it can be said that the use of EA is beneficial in 

reducing the side effects that may occur in the kidney tissue due to the use of MTX 

in chemotherapy. 

 

Key Word : Methotrexate, Ellagic acid, Oxidative stress, Toxicity, Kidney tissue. 

Science Code : 1090 
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BÖLÜM 1 

 

GİRİŞ 

 

Kontrolsüz hücre çoğalması, hücre ölümünden kaçış ve hayati dokuların işlevini 

bozma kabiliyeti ile karakterize edilen kanser, vücudun herhangi bir bölümünü 

etkileyebilecek geniş bir hastalık grubu için kullanılan genel bir terimdir. Son 

yıllarda artmış olan kanser hastalığı tadavisinde vazgeçilmez antitümöral ilaçlardan 

biri olan metotreksat (MTX), antikaserojen, antiinflamatuar etkileri nedeniyle kanser 

tedavisinde yaygın olarak kullanılan sentetik bir folik asid analoğudur [1]. İlk olarak 

1948‘li yıllarda çocukluk dönemi akut lösemilerinde geçici remisyon sağlamasının 

keşfiyle gündeme gelen MTX [2], 80'li yıllardan günümüze kadar romatoid artrit gibi 

çeşitli romatizmal [3] ve antipsoriatik ajan olarak ta kullanılmaktadır [4]. Ayrıca, 

erken yaş lösemi-lenfomaları başta olmak üzere osteosarkom, baş ve boyun 

kanserleri, meme kanseri, akciğer kanseri, üroepitelyal kanserler gibi solid organ 

tümörlerinin tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır [5].  

 

Antimetabolit özelliği dışında, son yıllarda yapılan çalışmalar MTX‘in, 

antiinflamatuar, immunosupresif, antiproliferatif, antipsöriatik etkilerinin olduğunu 

da ortaya çıkarmıştır [6]. Bu da MTX‘i kanser tedavisi dışında, romatizmal ve 

psöriazis gibi inflamatuar hastalıklar, sarkoidoz, Wegenergranülomatozisi, 

dermatomyozit, HIV ile ilişkili bakteriyel, parazitik enfeksiyonlar, ektopik gebelik, 

ilk trimesterde gebelik terminasyonları ve gestasyonel trofoblastik hastalıklar gibi 

jinekolojik ve obstetrik vakalarda da kullanımı önerilen bir ajan haline gelmiştir [7-

10]. 

 

Son zamanlarda karaciğerde metabolize olan ve geniş kullanım alanlarına sahip 

MTX üzerine yapılan toksisite çalışmalarında MTX‘in pnömoni, hepatotoksisite ve 

nefrotoksisiteye neden olduğu, ayrıca kardiyovasküler, hematolojik ve nörolojik yan 

etkiler gibi bir dizi advers reaksiyonlara neden olduğu belirlenmiştir [11-13].  
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Yapılan çalışmalar, hepatotoksisite ve nefrotoksisite gibi MTX kaynaklı gelişen 

birçok yan etkinin reaktif oksijen radikallerinin (ROS) meydana getirdiği oksidatif 

hasar nedeniyle olduğu ortaya konulmuştur [13-15]. MTX NADPH üretiminde rol 

alan enzimleri inhibe ederek oksidatif stresi artırdığı bilinmektedir [16]. NADPH 

hücresel metabolizmaya, protein modifikasyonuna ve ROS detoksifikasyonuna 

katılır [17]. Bazı önemli antioksidan enzimlerin etkinliğinin NADPH'nin mevcudiyeti 

ile yüksek oranda ilişkili olduğu kanıtlanmıştır [18].  

 

Oksidatif stres, reaktif oksijen içeren bileşiklerin normal koşullar altında olduğundan 

daha yüksek sayıda olduğu bir hücre veya hücre grubunun spesifik bir durumudır 

[19]. Kronik kardiyovasküler hastalıklar [20, 21] ve özellikle kardiyovasküler 

yaşlanmada [22] sorumlu bir faktör olan oksidatif stres, karaciğer yapısını ve 

fonksiyonunu ciddi şekilde etkiler [23] ve ayrıca karaciğer kanserine [24, 25] neden 

olur. Son yıllarda, oksidatif stresin ortadan kaldırılması ve neden olduğu hasarın 

azaltılması için özellikle bitkilerden elde edilen farklı fitokimyasalların rolü üzerinde 

birçok çalışma yapılmıştır [25, 26].  

 

Ellagik asit, farklı kimyasallar veya stresörlerin neden olduğu oksidatif strese karşı 

kullanılan, kapsamlı olarak çalışılmış fenolik antioksidanlardan biridir [26]. EA 

doğal bir polifenol antioksidandır ve siklosporin A ve izoniazid-rifampisin tarafından 

indüklenen hepatotoksisiteye karşı koruyucu bir role sahip olduğu bulunmuştur [27, 

28]. EA, polifenol yapısı [29] ve yapısındaki hidroksil gruplarını ve laktonu 

sayesinde doğrudan ROS'ları inaktive eder [30]. Ayrıca, hücrelerde NADPH oksidaz 

enzimi gibi bazı önemli faz 2 antioksidan enzimlerinin ekspresyonunu ve aktivitesini 

artırdığı birçok araştırmacı tarafından kaydedilmiştir [31, 32].  

 

Bu çalışmada, MTX tedavisinin oluşturduğu oksidatif stresin neden olduğu böbrek 

hasarının güçlü bir antioksidant ajan olan ellagik asit kullanılarak 

azaltılması/önlenmesi amaçlanmaktadır. Bu amaca bağlı olarak çalışmada MTX 

kaynaklı oksidatif böbrek doku hasarı sonucu ellagik asidin böbrek dokusunda, 

malondialdehit (MDA), indirgenmiş glutatyon (GSH), toplam antioksidan seviye 

(TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS) değerleri ile serumda üre, ürik asit, kreatinin 
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ve toplam protein düzeyleri üzerine etkisi analiz edildi. Ayrıca böbrek dokusundaki 

histopatolojik değişiklikler de ışık mikroskobu ile gözlemlenerek değerlendirildi. 
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BÖLÜM 2 

 

GENEL BİLGİLER 

 

2.1. KANSER VE ANTİNEOPLASTİK İLAÇLAR 

 

Genetik bir hastalık olarak kanser, dünyada ve ülkemizde vaka sayısı, seyri ve 

yüksek ölüm oranları nedeniyle sağlığı tehdit eden önemli sorunlardan biridir [33]. 

Ekonomik olarak gelişmiş ülkelerde ana ölüm nedeni olan kanser, gelişmekte olan 

ülkelerde kalp-damar hastalıklarından sonra ikinci sırada yer almaktadır. Raporlar, 

toplam ölümlerin yaklaşık %13'ünün (7,6 milyon) kanserden kaynaklandığını ve 

küresel yükün, başta sigara olmak üzere kansere neden olan davranışların artmasının 

yanı sıra, dünya nüfusunun hem yaşlanmasına hem de büyümesine bağlı olarak 

büyük ölçüde arttığını göstermektedir [34, 35]. Görülen vakaların çoğunu akciğer, 

mide, karaciğer, kolon ve meme kanseri oluşturmaktadır [36]. 

 

Kansere karşı uygulanan tedavilerin başında gelen kemoterapi, hastalığın sürecini 

yavaşlatmak, geriletmek ya da durdurmak amacıyla uygulanan antineoplastik ilaç 

kullanımının genel adıdır. 1940‘ların başında malign hücrelerin büyümesini 

geriletme ve durdurulması amacıyla mekloretamin ve türevlerini de içeren ortalama 

70 çeşit antineoplastik ilaçlar geliştirilmiştir [37]. Antimetabolit grubunda halen 

kullanılan tek form olan metotreksat, folik asidin 4-aminoN10-metil analoğudur [38]. 

 

2.2. METOTREKSAT (MTX) 

 

Eskiden ametopterin olarak da bilinen MTX, temel hücre yapılarının sentezi 

esnasında değişik basamaklarda orijinal olarak sentezlenen ve hücre 

proliferasyonunda pürin ve pirimidin sentezi için gerekli bir enzim olan dihidrofolat 

redüktazı (DHFR) inhibe etmek için yapısal olarak tasarlanmış birkaç folik asit 
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antagonistinden biridir [39]. Substrat ya da koenzim üzerindeki özgül bağlanma 

noktalarına bağlanarak enzimin çalışma mekanizmasını inhibe eder [40].   

 

MTX, 1940‘lı yıllarda ilk olarak çocukluk çağı lösemisi üzerinde klinik çalışmalarda 

kullanılmaya başlamıştır. Yella Pragada Subbarow bu yıllarda, karaciğerden folik 

asit ekstraksiyonu üzerinde durmuş, aynı zamanda diğer bazı araştırmacılar da deney 

hayvanlarına intravenöz yolla folik asit vermişler ve bu uygulamanın kanser 

hücrelerinin proliferasyonunu durduğunu belirtmişlerdir. [41].  

 

1950‘lerde Subbarow ve arkadaşları‘nın sentezlediği 4-aminopteroylglutamik asit 

(aminopterin) ve ametopterin molekülleri lösemide klinik kullanım için onaylanmış 

[42] ve yaygın olarak kullanılmaya başlamıştır [43]. 

 

 MTX‘in malign ve malignite dışında birçok hastalıkta tedavi amaçlı kullanımı 

dolayısıyla Dünya Sağlık Örgütü tarafından yüksek başarı derecesine sahip temel 

ilaçlar arasına alınmıştır. MTX, yüksek dereceli lenfoblastik lösemi, lenfoma, 

osteosarkom, baş ve boyun tümörleri, akciğer kanseri, meme kanseri gibi kanserlerin 

tedavisinde antiproliferatif olarak kullanılırken, romatoidartrit‘de (RA), meme, testis, 

baş ve boyun kanseri gibi kanser türlerinde de kullanılmaktadır [44]. 

 

Görece düşük dozlarda otoimmun hastalıkların tedavisinde etkin terapötik bir ajan 

olan MTX, yüksek dozlarda pek çok malignite tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Klinikte folat antagonisti olarak yaygın şekilde kullanılan MTX, 

ticari olarak Metotreksat LPF, Metotreksat Sodyum, NSC-740, Amethopterin ve 

Rheumatrex olarak karşımıza çıkmaktadır [45]. 

 

2.2.1. Metotreksatın Kimyasal Yapısı ve Metabolizması 

 

Yapısal olarak folik aside benzediğinden dolayı, MTX antineoplastik ajanlar arasında 

antimetabolitlerin folik asit metabolitleri grubunda yer almaktadır (Şekil 2.1), (Şekil 

2.1), [46,47]. Metotreksat folik asidin 4-amino –N10– metil analoğu olup 

dihidrofolat redüktaz (DHFR) enziminin inhibitörüdür (Şekil 2.3), [48].   
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Şekil 2.1. Metotreksatın kimyasal yapısı [46]. 

 

 

Şekil 2.2. Folik asitin kimyasal yapısı [47]. 

 

 
Şekil 2.3. Dihidrofolatın molekül yapısı [48]. 

 

 

Şekil 2.4. Folik asitin tetrahidrofolata (THF)‘e dönüşümü [49]. 

 

Folinik asit ve diğer tetrahidrofolat türevi koenzimler, vitamin şeklindeki besinlerden 

alınabilen folik asidin vücuttaki yararlı şeklidir. Timidilatın, purinlerin, metionin ve 

glisinin sentezinde görev alan bu koenzimler tek-karbon transferi reaksiyonlarında 

                                       Folat Redüktaz                                                              Dihidrofolat Redüktaz 

Folik Asit                                    Dihidrofolik Asit                              Tetrahidrofolik Asit  

                                                                                             (-) 

                                                                                          MTX 
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görev alırlar. Bu, folik asidin dihidrofolat türevi (DHF) üzerinden tetrahidrofolat 

(THF)‘ a dönüşümü şeklinde olur (Şekil 2.4). Özellikle hücre döngüsünün ―S‖ 

evresinde kuvvetli etki gösteren MTX, kıl kökleri, kemik iliği ve spermatojenik 

hücreler gibi hızla bölünme geçiren hücrelerde ve çoğalma kapasitesi fazla olan 

bölgelerde de etki göstermektedirler [40, 48].  

 

 
 

Şekil 2.5. MTX-PGs‘nin timidilat sentaz, Dihidrofolat redüktaz ve AICAR 

transformilazı inhibe ettiği metabolic yollar [50]. 

 

Tetrahidrofolat üretiminde hız sınırlayıcı enzim olan dihidrofolat redüktazın güçlü 

bir inhibitörü olarak pürin ve pirimidinlerin de novo üretimini azaltır (Şekil 2.5) ve 

DNA sentezine müdahale eder. Bu nedenle, hedef dokularda T limfositleri gibi 

iltihaplı hücrelerin yüksek bir dönüşümünün yaygın olduğu iltihaplı hastalıklarda 

uygulama bulabilmesi şaşırtıcı değildir [51]. MTX‘in metiyonin sentetaz üzerindeki 

inhibisyonu ile metiyonin S-adenosil-L-metionine SAM yolu vasıtasıyla lenfotoksik 

poliaminlerin oluşumunun engellenmesine sebep olmaktadır [52]. Poliaminler 

putresin, spermidin ve spermin, çoğalma, farklılaşma, protein sentezi ve bağışıklık 

aracılı hücresel reaksiyonlar dahil olmak üzere hücre fonksiyonları için 

gerekmektedir [53]. 
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Ancak MTX'in hücre döngüsünün engellenmesi kemik iliği baskılanması ve stomatit 

gibi birçok yan etkisinin arkasındaki suçludur. Bununla birlikte, bu yan etkileri 

azaltmanın bir yolu olarak folik asit veya folinik asidin yaygın kullanımı, anti-

enflamatuar etkililikte herhangi bir azalma ile bağlantılı değildir, bu nedenle, tek 

başına folat antagonizmi ile varsayılan anti-enflamatuar etki mekanizmasına yönelik 

bir ikilem yaratır [51]. Diğer yandan yüksek dozlardaki folinik asit, taşıyıcı proteini 

RFC-1 tarafından MTX'in gastrointestinal alımıyla rekabet eder ve böylece 

antiinflamatuar etkilerine müdahale eder. Bununla birlikte, kırmızı hücre folat 

konsantrasyonlarındaki varyasyonlarla ilişkili olmasına rağmen folat yolu 

polimorfizmleri, MTX'de romatoid artritli hastalarda hastalık aktivitesinin habercisi 

değildir [54]. 

 

2.2.2. Metotreksatın Farmakokinetik Özellikleri  

 

İnflamatuar otoimmün hastalıkların tedavisinde, MTX genellikle ağızdan haftalık tek 

doz olarak uygulanmaktadır. Klinik pratikte tedaviye 10 mg/hafta dozunda başlanır, 

klinik cevaba veya intoleransa bağlı olarak 2-4 haftada bir 5 mg'lık bir artışla 

maksimum 20-30 mg/hafta doza kadar tedavi başlanmaktadır [55-60]. Düşük 

dozlarda (<25 mg/kg) oral yolla alınarak tamamına yakını gastrointestinal sistemden 

absorbe olabilen MTX‘in, artan dozlarında gastrointestinal sistemde absorbsiyonu 

azalmakta ve bu nedenlerden dolayı özellikle subkutan (SC) enjeksiyon şeklinde 

kullanımı son zamanlarda tercih edilen yöntem olarak kullanılmaktadır. SC MTX'in, 

oral forma kıyasla daha fazla klinik etkinliğe ve gelişmiş tolere edilebilirliğe sahip 

olduğu gösterilmiştir. SC MTX uygulaması şu anda yetersiz klinik yanıt veya oral 

MTX ile intolerans durumlarında önerilmektedir [60, 61]. Juvenil İdiyopatik Artritte 

(JIA), MTX'in 10 ila 20 mg/m2 dozunda etkili olduğu kanıtlanmıştır. Oral 

uygulamadan sonra, MTX proksimal jejunumda indirgenmiş folatları ve MTX'i 

taşıyan proton-bağlı folat taşıyıcı (PCFT/SLC46A1) tarafından emilir [62] (Şekil 

2.6).  

 

Oral ve SC uygulanmasında merkezi sinir sistemi hariç doku dağılımı iyidir. Merkezi 

sinir sitemine, sistemik dolaşımdaki dozun %3‘ ü kadar geçer. Plevral ve peritoneal 

kavite gibi vücut boşluklarına dağılımı yavaş olmaktadır. Bundan dolayı, plevral 
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efüzyon ya da asit gibi nedenlerle meydana gelecek genişlemeler, ilacın yavaş 

salınımına ve plazma konsantrasyonundaki artışa neden olur ve toksisite bulguları 

gelişebilir. Plazma proteinlerine zayıf bir şekilde (yaklaşık %50) bağlanır. 

Sülfonamidler ve salisilatlar ile birlikte verilirse bağlanma oranı azalır ve buna bağlı 

olarak MTX toksisitesi ortaya çıkabilir [40]. İnsanda genellikle minimal düzeyde 

metabolize olan MTX, karaciğerde bir enzimatik sistem aracılığıyla majör metaboliti 

olan 7- hidroksimetotreksata dönüşür [44].   

 

 

Şekil 2.6. Oral uygulamadan sonra MTX'in farmakokinetik süreci; emilimi, dağılımı, 

metabolizması ve atılımı [44]. 

 

MTX ve metabolitleri %90‘a kadar olan büyük bir kısmı 48 saat içerisinde (çoğu ilk 

8-12 saat içerisinde) primer olarak böbrekler yoluyla glomerüler filtrasyon ve tübüler 

sekresyonun kombinasyonu ile atılır. Az bir miktarı da dışkı ve safra ile atılır. Bu 

nedenlerden dolayı, renal kan akımını azaltan, nefrotoksik ya da zayıf organik asit 

yapısındaki ilaçlarla kullanımı, renal atılımı azaltarak daha ciddi myelosupresyona 

neden olabilir [63]. Eliminasyonun son aşamasında, olası böbrek hasarı nedeniyle 

oluşabilecek gecikmeler ilacın kemik iliği, gastrointestinal epitel ve cilt üzerindeki 

toksik etkilerinin artmasına neden olur [54]. 
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MTX'in hücresel alımına, α ve β folat reseptörlerinin sınırlı katkısıyla indirgenmiş 

folat taşıyıcı protein 1 (RFC1/SLC19A1) aracılık eder [59, 62] (Şekil 2.7). 

   

 

Şekil 2.7. Metotreksat (MTX) taşıyıcıları, metabolik yollar ve hücre içi enzim 

hedefleri [44]. 

 

MTX'in hücresel akışı, çok sayıda ilaç ve kemoterapötik ajan için taşıyıcı olarak 

önemli bir rol oynayan ATP bağlayıcı kaset proteinleri (ABCC) tarafından yönetilir 

[62, 63]. Hücre içinde, intraselüler MTX'in bir kısmı, folilpoliglutamat sentetazın 

(FPGS) katalitik etkisi ile yedi kadar glutamat kalıntısı MTX'e eklenerek MTX 

poliglutamatlara dönüştürülür [64]. Üç glutamat kalıntısından daha uzun zincirlere 

sahip MTX türevleri, ABCC exporter proteinleri için substrat oluşturmadığından 

hücresel tutulumu arttırmıştır. Poliglutamasyon, gama-glutamil hidrolaz (GGH) 

tarafından katalize edilen ve sabit bir hücre içi MTX seviyesi üreten bir 

deglutamasyon süreci ile tersine çevrilir [65, 66]. MTX-poliglutamatlar, oral 

uygulamadan sonra kırmızı kan hücrelerinde, nötrofillerde, mononükleer hücrelerde, 

hepatositlerde ve sinoviyositlerde bulunur [67]. MTX poliglutamatların hücre içi 

birikimi, ilacın sürekli etkinliği ile sonuçlanır ve nispeten kısa plazma eliminasyon 

yarı ömrüne rağmen haftada bir kez MTX uygulamasına izin verir [68]. MTX-

poliglutamat düzeylerinin romatoid artritli hastalarda klinik yanıtla korele 
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olduğundan, MTX poliglutamatlarının ilacın aktif formu olduğuna inanılmaktadır 

[69]. 

 

2.2.3. Metotreksatın Yan Etkileri  

 

Yaşamı tehdit edebilecek boyutlara ulaşabilen MTX‘ın yan etkileri, bu ilacın 

gastrointestinal emiliminin bireyler arası değişkenliği nedeniyle değişkendir. Yan 

etkiler ve şiddeti uygulama dozuna ve sıklığına bağlıdır. En sık rastlanan yan etkiler 

hafif ve geri dönüşümlüdür ve genellikle iki hafta içinde sonumlanmaktadır [70].   

MTX‘in neden olduğu bazı yan etkiler ilacın pürin, pirimidin, folat ve poliamin gibi 

metabolik yolların bozuklukları ile doğrudan ilişkilendirilmektedir. MTX esas olarak 

psoriatik lezyonlarda olduğu gibi, folat metabolizmasını antagonize ederek 

antineoplastik özellik göstermekte iken, neoplastik hücreler yanında hızlı bölünen 

diğer hücrelerde de nükleik asitlerin yapımını engellemektedir [71]. Oral ülserler ve 

dispepsi tipik olarak en sık görülen erken semptomlardır ve tedavinin başlamasından 

sonraki haftalar içinde ortaya çıkabilir. Erken dermatolojik raporlar esas olarak olası 

kemik iliği hasarı ile ilgili gibi görünseler de sonraki çalışmalar bunun karaciğer 

fonksiyonundaki değişiklikleri ile de ilgili olduğunu rapor etmişlerdir [72]. MTX‟in 

kullanım dozu ve süresine bağlı olarak renal toksisite, nörotoksisite, hematolojik 

toksisite, kutanomuköz toksisite ve pulmoner toksisite ortaya çıkabilmektedir [73]. 

 

2.2.4. Patofizyoloji 

 

Çeşitli otoimmün ve inflamatuar bozukluklarda yaygın kullanımına rağmen, düşük 

dozlarda dahi olsa MTX ilaç toksisitesinden muaf değildir. MTX ile ilişkili en yaygın 

advers reaksiyonlar gastrointestinal belirtiler (bulantı, kusma, stomatit, iştahsızlık) ve 

hepatotoksisitedir. Genel olarak, MTX tedavisinin kesilmesinin ana nedeni, etkinlik 

eksikliği değil, toksisitedir [74]. Dikkatli ve uygun hasta izlemesi (kan hücresi 

sayımı, karaciğer enzimleri, kreatinin) ile yapılacak olan periyodik izleme MTX‘ın 

etkilerinin erken gözlenmesi açısından önemlidir ve oluşacak risklerin önemli ölçüde 

en aza indirilmesi bakımından kayda değer görülmektedir [75]. 
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Folat eksikliği ile ilişkili olmayan toksisiteler arasında nodüloz, pulmoner fibroz, 

uyuşukluk, yorgunluk ve böbrek yetmezliği yer alır. MTX'in moleküler etki 

mekanizmalarının anlaşılması, MTX ile ilişkili toksisitelerin çoğunu açıklamaya 

yardımcı olabilir [76]. 

 

Bir folat antagonisti olan MTX‘in etki mekanizmaları ve toksisitesi folik asidin 

metabolik yolakları incelenerek daha iyi anlaşılabilir (Şekil 2.8). Folat, 

tetrahidrofolata (THF) dönüştürüldüğü hücrelere taşınır. Dihidrofolat redüktaz 

(DHFR), metiyonin sentaz (MS), timidilat sentaz (TS), aminoimidazol karboksamid 

ribonükleotid transformilaz (AICRT) ve glisinamid ribonükleotid transformilaz 

(GARFT) enzimlerini içeren pirimidin ve purin sentezleri için gerekli bir dizi 

metabolik reaksiyona katılır. Folatlar hücre içinde poliglutamasyona uğrarlar, bu da 

azalmış akış ve artan alım nedeniyle hücre içi depolarını arttırır [77].  

 

 
 

Şekil 2.8. Folat AICRT'nin metabolik yolları [77]. 

 

Metotreksat ve folinik asidin ana hücre içi etki bölgeleri (Şekil 2.9)'da gösterilmiştir. 

Metotreksat hücre dışı konsantrasyonları 20 µmol/L'yi aştığında, hücre zarı boyunca 

pasif difüzyon gerçekleşir. ATP bağlayıcı kaset (ABCC) taşıyıcıları (esas olarak 

ABCC1-4, ABCG2) metotreksatı hücrelerden pompalar. Hücre içi metotreksat 

(folatın yanı sıra), hücrelerde uzun süre tutulan aktif bir forma (metotreksat 
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poliglutamat; MTXpglut) poliglutamasyona uğrar. Poliglutamasyon, hassas enzimler 

için metotreksatın afinitesini arttırır. Poliglutamatlanmış kuyruk (>5 glutamik asit 

kalıntısı) ne kadar uzun olursa, hücrelerden difüzyon daha yavaş olur ve inhibe 

edilen enzimlere afinitesi daha güçlüdür. γ-glutamil hidrolaz (GGH) ile hidroliz, 

metotreksatın poliglutamasyonunu tersine çevirir. Bu, metotreksat ve kısa zincirli 

MTXpglut'un hücresel akışı ile sonuçlanır [77]. 

 

 

Şekil 2.9. Metotreksat ve folinik asidin hücre içi etki bölgeleri [77]. 

 

Metotreksat ve MTXpglut tarafından DHFR, timidilat sentaz ve AICRT-GARFT 

olmak üzere üç enzim inhibe edilir. Metotreksatın DHFR'ye bağlanması, 

stokiyometrik ve rekabetçidir; THF sentezini durdurmak için %95 inhibisyon 

gereklidir. Bu, sırasıyla pirimidin ve pürin sentezinde yer alan timidilik asit ve inozin 

monofosfatın THF tükenmesine ve sentezinin azalmasına neden olur. DHFR'nin 

inhibisyonundan kaynaklanan düşük THF ve N5-metil THF konsantrasyonları ayrıca 

homosistein ve metabolitlerinin ve uyarıcı amino asitlerin N-metil-D-aspartat 

(NMDA) reseptörlerinin uyarıcı agonistleri birikmesine neden olur. Azalan 

metiyonin arzı, nihayetinde nöronal miyelin kılıfının sentezinin azalmasına neden 

olur. Timidilatın inhibisyonu ise pirimidin sentezinin azalmasına neden olmaktadır. 

AICRT-GARFT enzimlerinin inhibisyonu nedeniyle de pürin sentezi azalır. 

Dolayısıyla hem doğrudan enzim inhibisyonu ve hem de THF'ün tükenmesi yoluyla 

DNA, RNA ve protein sentezi MTX ve MTXpglut tarafından bloke edilmektedir 

[78-81). 
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Metotreksat sitotoksisitesinin şiddeti ve türü hem konsantrasyona hem de maruz 

kalma süresine bağlı olarak değişir. Yüksek konsantrasyonlara (dakikalar veya 

saatler boyunca mmol/L) kısa süreli maruziyet tolere edilebileceği gibi, aynı 

zamanda akut böbrek, karaciğer ve merkezi sinir sistemi toksisitesine de yol açabilir 

[77]. Uzun süreli düşük konsantrasyonlar ise (örn. 24-48 saat boyunca 0.05-0.1 

µmol/L) kemik iliği ve gastrointestinal etkiler dahil yaşamı tehdit eden toksisiteye 

neden olabilir [82]. Poliglutamasyon, hücreler 6 saat boyunca 2 µmol/L'lik 

metotreksat konsantrasyonlarına maruz kaldığında meydana gelir ve bu, HD-MTX 

ile ilişkili daha yüksek toksisite insidansı ve şiddetini ortaya çıkarır [83]. HD-MTX'i 

takiben metotreksatın DHFR inhibitör aktivitesinin yaklaşık 1/100-1/200'üne sahip 

olan 7-hidroksi-metotreksat oluşur [84]. 7-hidroksi-metotreksat da poliglutamatlaşır 

ve bu form hücrelerde uzun süre kalarak toksisitenin artmasına neden olur [77]. 

Ekstra folat, intraselüler olarak DHFR tarafından THF'e indirgemesi, MTX kaynaklı 

DHFR inhibisyonda ekstra folatın neden MTX toksisitesi için bir antidot olarak 

kullanılamayacağını açıklar. Ayrıca, dneysel bir çalışmada folik asidin metotreksatın 

böbrek geri emilimini azalttığı da gösterilmiştir [85]. 

 

2.2.5. Böbrek Dokusu Toksisitesi 

 

Metotreksat (MTX)‘ın da dahil olduğu birçok çeşitli ilaçlar ve toksinler böbrek 

tarafından metabolize edilmekte ve salgılanmaktadır. Bu mekanizma da ilaca bağlı 

nefrotoksisiteye önemli ölçüde katkıda bulunmaktadır. Düşük doz MTX'in böbrek 

hasarı gösterebileceği iyi belgelenmiş [44, 86] olmakla birlikte, MTX kaynaklı 

böbrek hasarının altında yatan mekanizma bilinmemektedir. Yüksek doz MTX'in, 

asit idrarda MTX ve onun ana metaboliti olan 7-OH-MTX'in çökelmesi yoluyla 

böbrek hasarına neden olabileceği ve bunun da intratübüler obstrüksiyona ve böbrek 

fonksiyonunda bozulmaya katkıda bulunabileceği bildirilmiştir [87]. 

 

Kalp debisinin (RBF) yaklaşık %25'ine denk gelen yüksek renal kan akımının bir 

sonucu olarak böbreğe yüksek oranda ilaç ve toksin iletimi, böbreği yüksek dereceli 

ilaç konsantrasyonlarına maruz bırakmaktadır [87, 88]. TALH tübüler hücrelerinin, 

özellikle Henle kulpundakiler, Na1-K1-ATPaz güdümlü taşıma ile aktif çözünen 

taşınmasıyla ilişkili yüksek metabolik oranları nedeniyle oluşan nispeten hipoksik 
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ortam bu hücrelerin aşırı hücresel iş yükü, nefrotoksik ile ilişkili yaralanma riskini 

artırmaktadır [81]. MTX gibi bazı ilaç ve metabolitler böbrek medtr5ullasında ve 

interstisyumda yüksek konsantrasyonlarda birikerek doğrudan toksisite yoluyla 

böbrek hasarına ve ayrıca azalmış prostaglandin ve artan tromboksan üretiminden 

kaynaklanan iskemik hasara neden olabilmektedir [81, 87]. Ayrıca, MTX ile ilişkili 

böbrek hasarının, adenozin plazma konsantrasyonunun indüklenmesi ve ardından 

böbrek parankimindeki A1 reseptörlerinin aktivasyonu yoluyla aracılık ederek, 

böbrek kan akışını azaltarak ve dolayısıyla böbrek fonksiyonunu azaltarak 

olabileceği öne sürülmüştür [89]. MTX uygulamaları sonucu oluşan toksik 

metabolitleri ve ROS, böbrek metabolizması içerisinde yerel antioksidanları bastırır 

ve tübüler hasarı teşvik ettiği de düşünülmektedir [88] (Şekil 2.10). 

 

 

Şekil 2.10. İlaca bağlı nefrotoksisite riskini artıran böbrek faktörleri [77]. 

 

MTX'in %90'ından fazlası böbrekler tarafından atılmaktadır [77, 90]. MTX'in neden 

olduğu böbrek fonksiyon bozukluğunun etiyolojisine, MTX'in ve onun 

metabolitlerinin renal tübüllerde çökeltilmesi veya MTX'in renal tübüller üzerindeki 

doğrudan toksik etkisinin aracılık ettiği düşünülmektedir. MTX, asidik pH'ta az 

çözünür ve metabolitleri 7-OH-MTX ve DAMPA, sırasıyla MTX'ten altı ila on kat 

daha az çözünür [91]. 
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Metotreksat, pH'ı 4.8-5.5 olan zayıf bir asittir ve asidik bir ortamda az çözünür. İdrar 

pH'ı 5.5'te 2 μmol/L üzerinde renal metotreksat konsantrasyonları üretilebilir [77]. 

İdrar pH'sında 6.0'dan 7.0'a bir artış, MTX ve metabolitleri olan 7-OH-MTX ve 

DAMPA‘nın altı ila on kat daha az çözünmesine neden olur. 7-OH-MTX ayrıca 

tübüler sekresyonda metotreksat ile rekabet edebilir. Bu nedenle asidik idrarda 

metotreksat ve metabolitler renal tübüllerde çökelerek oligürik olmayan, genellikle 

geri dönüşümlü böbrek yetmezliğine neden olur. İdrar pH'ını 5'ten 7'ye çıkarmak 

metotreksat çözünürlüğünü 23 kat, 7-OH-MTX'ı 12 kat ve DAMPA'yı 17 kat 

artıracaktır. Yeterli hidrasyon ve idrar akışı metotreksata bağlı böbrek yetmezliği 

riskini ve bunun sonuçlarını azaltabilir [82, 92, 93].  

 

Yüksek dozlardaki MTX'nin neden olduğu akut tübüler nekroza bağlı akut böbrek 

yetmezliği nadir (%2-4) görülmekle birlikte ciddi ve şüphelidir [82]. Bu toksisite, 

böbrek tübüllerinde MTX veya metabolitlerinin çökelmesi [94] nedeniyle 

obstrüksiyona ve renal klirensin azalmasına ve dolayısıyla MTX yüksek 

seviyelerinin uzamasına neden olur. MTX aynı zamanda tübüler epitel üzerinde 

doğrudan bir toksin görevi görebilir [95] ve afferent arteriyol devazo konstriksiyona 

neden olabilir [96]. 

 

Son zamanlarda yapılan bir çalışmada uzun süreli düşük doz MTX uygulamasının 

böbrek dokusunda MTX birikmesine ve oksidatif streste bir artış yoluyla ciddi 

glomerüler ve tübüler hasara neden olduğunu gösterilmiştir [97]. 

 

MTX esas olarak renal atılımla temizlendiğinden, MTX'in neden olduğu böbrek 

fonksiyon bozukluğu, MTX'in eliminasyonunun gecikmesine yol açmakta ve sonuçta 

ortaya sürekli yüksek plazma MTX konsantrasyonu çıkmakta ve MTX 

toksisitelerinde belirgin bir artışa yol açabilmektedir [98].  

 

MTX redoks değiştirici özellikleri, ilacın immünosupresif etkilerinin önemli bir 

mekanizması olarak öne çıkmaktadır. Düşük doz MTX'in, reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) üretimi yoluyla transforme T hücrelerinin apoptozunu indüklediği 

bulunmuştur [99, 100]. MTX ile indüklenen ROS oluşumuna tetrahidrobiopterin 

tükenmesi aracılık edebilir. MTX, DHFR'nin güçlü bir inhibitörüdür. DHFR, 
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dihidrobiopterinin nitrik oksit sentazlar (NOS'lar) tarafından NO sentezi için gerekli 

bir kofaktör olan tetrahidrobiopterine indirgenmesini katalize eder. 

Tetrahidrobiopterinin tükenmesi NOS'u ayırarak NO sentezinin kaybına ve ROS 

üretiminde artışa neden olur [101]. Farelerde, hem tetrahidrobiopterin hem de 

dihidrobiopterin, endotelyal NOS'u (eNOS) eşit afinite ile bağlar. Tetrahidrobiopterin 

NO üretimini teşvik ederken, dihidrobiopterin eNOS ayrışmasını ve süperoksit 

üretimini teşvik eder [102]. 

 

MTX tedavisi yapılan vahşi tip farelerde dihidrobiopterin seviyelerinde bir yükselme 

ve bir azalma tetrahidrobiopterin: dihidrobiopterin oranı ile sonuçlanmıştır [102]. İn 

vitro olarak, dönüştürülmüş insan T hücre hattında (jurkat hücreleri) MTX ile 

indüklenen apoptozun, artan ROS üretimi ve Jun-N-terminal kinaz (JNK) 

aktivasyonunun aracılık ettiği bulunmuştur. T hücrelerinin aksine, MTX, görünüşe 

göre FLS'lerde T hücrelerine kıyasla aşırı düşük NOS enzim seviyeleri nedeniyle, 

FLS'lerde ROS sentezini ve JNK aktivasyonunu indüklemede başarısız oldu 

düşünülmektedir [103]. Ayrıca, yapılan başka bir çalışmada, MTX'in IL6 ile 

indüklenen ROS oluşumunu ve hücre proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir 

[104]. 

 

2.2.6. Metotreksat Toksisitesi ve Oksidatif Stres 

 

MTX, bir dihidrofolat redüktaz inhibitörüdür ve daha genel olarak konuşursak, 

birçok NAD(P)H'ye bağlı oksidoredüktazdır ve klinik kullanımı çeşitli toksisitelerle 

ilişkilidir. DHFR'nin tüm hücresel havuzunun inhibisyonunu indüklemek için yüksek 

MTX dozları gerekmektedir ve yan etkilerinin artan sıklığı ve şiddeti ile ilişkilidir 

[14].  

 

MTX, glikoz metabolizmasına dahil olan birçok enzimi inhibe ettiği görülebilir. Bu 

şekilde inhibe edilen enzimlerin tümü dehidrojenaz enzimleridir ve 

NAD+/NADP+'nın NADH/NADPH'ye indirgenmesinde rol oynar [105].  

 

Hem G6PD hem de 6PGD enzimleri, oksitlenmiş glutatyonun azaltılmasında, 

NADPH oksidaz yoluyla serbest radikallerin üretilmesinde, kolesterol üretimi, 
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steroidojenezde nihai kullanım için pentoz fosfat yolağında NAD(P)+'nın 

NAD(P)H'ye indirgenmesini katalize eder. Kalan enzimler büyük ölçüde TCA 

döngüsü reaksiyonlarında yer alır ve bu da mitokondri içinde NAD+'nın NADH'ye 

indirgenmesine neden olur. Çoğalan hücrelerde, pentoz fosfat yolu ve malik enzimin 

etkileri hücresel NAD(P)+ rejenerasyonunun en önemli kaynağı olarak kabul 

edilmektedir [14]. Bu enzimlerin bloke edilmesiyle, hücresel olarak glutatyonu 

yeniden oluşturma ve oksidatif stresle baş etme yeteneği engellenir. Oksidatif stresle 

mücadelede hücrelerin glutamine bağımlılığını vurgulayan glutaminaz-2 üretiminin 

kaybı, NAD(P)H üretiminin azalmasına, glutatyon üretiminin azalmasına ve kanser 

hücrelerini iyonlaştırıcı radyasyonla indüklenenler gibi oksidatif streslere duyarlı 

hale gelmesine neden olmaktadır [106]. MTX dozları arttıkça hem normal hem de 

anormal hücreler için ölümcül olduğunu kanıtlayan daha büyük bir oksidan 

tamponlama engeline neden olur [107]. 

 

Invivo MTX metabolizması, folilpoliglutamil sentetaz enzimi yoluyla 

poliglutamasyon ile doğal folatlara benzer bir yol izler [109, 110]. Özellikle üç veya 

daha fazla glutamat kalıntısı içeren MTX poliglutamatlar, değiştirilmemiş MTX'ten 

daha uzun süre ve daha yüksek enzim etkinliğiyle hücrelerde tutulur. Poliglütamatlı 

metotreksatın hücresel konsantrasyonları, dolaşımdaki ilacın yokluğunda bile 

hücresel etki başlayıncaya kadar yükselir [108].  

 

Oksidan strese artan duyarlılıkla birlikte azalmış NADH ve glutatyon, metotreksat 

tedavisine benzer bir etkiye neden olur [109]. Organizmalar, reaktif oksidanların 

seviyesini ve bunların neden olduğu hasarı sınırlamak için birçok savunma 

mekanizması geliştirmişlerdir [110]. Hücrenin serbest radikallerden kaynaklanan 

oksidatif hasara karşı koymak için antioksidan savunma sistemine rağmen, DNA ve 

proteinlerin radikalle ilişkili hasarının kanser, arteriyoskleroz, artrit, eurodejeneratif 

bozukluklar gibi yaşa bağlı hastalıkların gelişiminde önemli bir rol oynadığı öne 

sürülmüştür. Reaktif oksijen türleri, DNA bazları dahil olmak üzere hücresel 

bileşenlerle etkileşime girer ve hasarlı bazlar veya iplik kopmaları oluşturur [111]. 

Oksijen radikalleri, eklentiler oluşturarak DNA ile reaksiyona giren ara maddeler 

oluşturan lipidleri veya proteinleri oksitler.  
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2.3. OKSİDATİF STRES 

 

Oksidatif stres, reaktif oksijen içeren bileşiklerin normal koşullar altında olduğundan 

daha yüksek sayıda olduğu bir hücre veya hücre grubunun spesifik bir durumudur. 

Biyolojik sistemdeki oksidan türler lehine oksidan-antioksidan denge oranının 

bozulması olarak da tanımlanabilir [112]. Bu, iç savunma sisteminin oksidan türleri 

nötralize etme potansiyeline sahip olmadığı anlamına gelir. Bu oksidan türler reaktif 

oksijen türleri (ROS) veya reaktif nitrojen türleri (RNS) [113] veya oksitlenmiş 

lipidler olabilir [114]. Başlıca ROS‘lar ve onların detoksifikasyon yolları (Şekil 

2.11)‘de özetlenmiştir [115]. 

 

 

Şekil 2.11. Başlıca ROS‘ lar ve detoksifikasyon yolları [115]. 

 

Hücresel metabolizma başta olmak üzere sinyal iletimi ve gen transkripsiyonu gibi 

birçok yaşamsal faaliyetler için temel bir unsur olan moleküler oksijen aynı zamanda 

dokunun tahrip olmasının ve/veya normal işlev görme yeteneğinin bozulmasının da 

bir nedeni olabilmektedir (Şekil 2.12). Oksidanlar, serbest radikaller, oksijensiz 

radikaller (OFR) veya daha genel olarak reaktif oksijen türleri (ROS) olarak 

adlandırılırlar. Bazı durumlarda ROS, temel biyolojik işlevlere hizmet etmek için 

özel olarak üretilirken, diğer durumlarda bunlar metabolik süreçlerin yan ürünleridir 

[116]. Ortalama bir insanda her gün her vücut hücresine saldıran yaklaşık 10.000–
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20.000 serbest radikal vardır [32]. Nitrik oksitler (NO), vasküler düz kas hücre 

gevşeme ve çoğalması, anjiyogenez, trombosit agregasyonu, lökosit adezyonu 

tromboz, vasküler tonus ve hemodinamik düzenleme işlevlerini gerçekleştirmektedir 

[36, 117]. 

 

 
 

Şekil 2.12. Oksidatif stres kaynaklı hücresel hasar [116]. 

 

Oksidatif stres, kronik kardiyovasküler hastalıklar [118, 119], yaşlanma [120], 

karaciğer yapısı ve fonksiyonu bozuklukları [121] ve kanseri [122], farklı 

nörodejeratif hastalıklar [6], AIDS, diyabet, katarakt, Alzheimer ve Parkinson gibi 

çok çeşitli patolojik durumların ana nedenlerinden biri olduğu bulunmuştur [123-

130]. 

 

2.4. ANTIOKSİDAN SAVUNMA SİSTEMLERİ  

 

Serbest oksijen radikallerinin oluşumunu ve bunların meydana getirdiği hasarın 

önlenmesi için genel olarak vücutta ve hücresel bazda "antioksidan savunma sistemi" 

adı verilen oksidatif strese karşı güçlü bir savunma sistemleri vardır. Serbest radikal 
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tutucular ve bazı enzimler oluşturduğu savunma sisteminde öncelikle enzim sistemi 

etkilidir [131].  

 

ROS ve metabolitlerinin yüksek derecede toksik etkilerinden kurtulmak için doğanın 

kendisi, eksojen veya endojen kaynaklardan doğrudan veya dolaylı yollarla 

uygulanan bazı koruyucu önlemler geliştirmiştir. ROS ile karşılaşabilen ve ROS'un 

neden olduğu hasara direnebilen maddeler topluca antioksidanlar olarak 

adlandırılabilir (Çizelge 2.1), [132].  

 

Çizelge 2.1. Biyolojik sistemlerdeki başlıca antioksidan enzim ve bileşikler [132]. 

 

Antioksidan Enzimler Endojen Bileşikler Ekzojen Bileşikler 

Süperoksit dismutaz (SOD) Askorbik asit       Polifenoller 

Katalaz (CAT) Glutatyon (GSH) Karatenoidler 

Glutatyon peroksidaz (GPx) Alfa-tokoferol                               Flavanoidler 

Glutatyon redüktaz (GR) Ürik asit Kurkuminoidler Alkaloidler 

 

Hücrelerdeki endojen antioksidan bileşikler, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik 

olmayan (metabolik ve besleyici) antioksidanlar olarak sınıflandırılabilir.  

 

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar 

 

Süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon 

redüktaz (GRx) gibi ROS'un nötralizasyonunda doğrudan rol oynayan başlıca 

enzimatik antioksidanlar, moleküllerin son yörüngesinden elektron transfer ederek 

detoksifikasyon sağlarlar [133]. Serbest radikallere karşı ilk savunma hattı olan SOD, 

süperoksit anyon radikalinin (O2
•-
) indirgenerek hidrojen peroksite (H2O2) 

dismutasyonunu katalize eder. Oluşan oksidan (H2O2), katalaz (CAT) veya glutatyon 

peroksidaz (GPx) tarafından su ve oksijene (O2) dönüştürülür. Selenoprotein GPx 

enzimi, indirgenmiş glutatyonu (GSH) oksitlenmiş glutatyona (GSSG) oksitlemek 

için kullanarak H2O2'yi uzaklaştırır. Bir flavoprotein enzimi olan glutatyon redüktaz, 

indirgeyici güç kaynağı olarak NADPH ile GSSG'den GSH'yi yeniden üretir. 

Hidrojen peroksitin yanı sıra GPx, glutatyonu (GSH) oksitlerken lipit veya lipit 

olmayan hidroperoksitleri de azaltır (Şekil 2, 13) [134].  
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Şekil 2.13. Enzimatik antioksidanların genel etki mekanizması [116]. 

 

Süperoksit dismutaz (SOD) süperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonu 

reaksiyonunu katalizleyerek hücre için daha az zarar olan H2O2‘yu oluşturur. SOD 

enzimi SOD1, SOD2 ve SOD3 olmak üzere üç izoenzim halinde bulunur. Metal 

kofaktörleri olarak bakır (Cu) ve çinko (Zn) içeren SOD1 sitozolde bulunur. 

Mitokondriyal izoform olan SOD2 metal kofaktör olarak manganez (Mn) içerirken, 

hücre dışı formu kodlayan SOD3 ise bakır (Cu) ve çinko (Zn) içerir [129, 130] 

Glutatyon peroksidaz (GPx) ve CAT oksijen radikalleriyle oluşan hasara karşı en 

önemli enzimatik savunma mekanizmalarıdır [131, 135].  

 

Tetramerik yapıda ve 4 selenyum atomu içeren Glutatyon (GSH) enzim ailesi, 

Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon S-transferaz (GST) ve Glutatyon redüktaz 

(GR) olmak üzere üç ana grupta toplanırlar [136, 137]. GPx, hidrojen peroksidlerin 

indirgenmesinden sorumlu olan sitozolik bir enzimdir. GPx ve Glutatyon redüktaz 

(GR), birlikte çalışır ve glutatyon harcayarak H2O2‘nin redüksiyonunu katalizlerler 

[131]. GSH‘lerin tükenmesi durumunda hücrede H2O2 konsantrasyonunda artış 

meydana gelir ve DNA hasarına neden olabilir. Hidroperoksidlerin redükte olması ile 

meydana gelen okside glutatyon (GSSG), glutatyon redüktazın katalizlediği ters 

reaksiyon katılır ve bir protonun NADPH‘den GSSG‘ye aktarımı ile tekrar GSH'a 

dönüşür [136, 138].  
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Glutatyon peroksidaz, GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 ve GPx5‘ten oluşan beş izoform 

halinde bulunur. Sitozolik bir izoform olan GPx1, dokularda yaygın olarak 

bulunurken, GPx2 ise gastrointestinal bir formdur. GPx3, plazma ve epididim 

sıvısında bulunur. Diğer bir sitozolik enzim olan GPx4 (fosfolipid hidroperoksid 

glutatyon peroksidaz) da monomerik selenyum atomu ihtiva eder ve membrane 

fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirgeyerek detoksifiye eder.  Membrana 

bağlı en önemli antioksidanlardan olan vitamin E yetersizliğinde, GPx4 membranı 

peroksidasyona karşı korunmasını sağlar [136-140]. GPx5 ise epididimde 

bulunmaktadır. GSH‘lar solunum patlaması sırasında fagositik hücrelerde 

oluşabilecek zararı, serbest radikal peroksidasyonu ile önler. Eritrositlerde de 

oluşabilecek oksidatif strese karşı en etkili antioksidan olan GSH‘lar, aktivitesindeki 

azalma sonucu artan hidrojen peroksite bağlı olarak şiddetli hücre hasarına neden 

olabilir [136- 138]. 

 

Katalaz, yapısındaki hem- grubundan dolayı hemoprotein olarak kabul edilmektedir 

[141]. Karaciğer, böbrek, müköz membran, kemik iliği ve kanda yüksek 

konsantrasyonda olup, H2O2 oluşum hızının düşük olduğu durumlarda peroksidatif 

tepkimeyle, H2O2 oluşum hızının yüksek olduğu durumlarda ise katalitik tepkimeyle 

hidrojen peroksiti suya dönüştürerek ortamdan uzaklaştırır [142]. 

 

2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar  

 

Metabolik antioksidanlar ve besleyici antioksidanlar olarak ikiye ayrılan enzimatik 

olmayan antioksidanlar askorbik asit (C vitamini), GSH, E vitamini, beta-karoten ve 

flavonoidler gibi antioksidanlardan oluşmaktadır [143, 144]. 

 

Suda çözünen bir vitamin olan askorbik asit (C vitamini), lipit peroksidasyonunu 

başlatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona karşı korunmasını 

sağlar. Oksidanların anti-proteazları inactive etmesini engeller. C vitamininin 

antioksidan potansiyeli, O2
−
• ve OH•'nin doğrudan uzaklaştırılması ile ilgilidir. 

Ayrıca, E vitamini rejenerasyonunda görev alan askorbik asit, tokoferoksil 

radikalinin α-tokoferole indirgeyerek, oksitlenmiş E vitamininin yenilenmesinde rol 

oynar. Antioksidan etkilerinin yanında düşük konsantrasyonlarda, organizmada 
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fenton reaksiyonu olarak bilinen, ferri demiri (Fe
+3

) ferro demire (Fe
+2

) indirgeyerek 

hidrojen peroksitle etkileşimi olan süperoksit radikali üretimine neden olur. Bu etkisi 

nedeniyle askorbik asit aynı zamanda pro-oksidan olarak da kabul edilmektedir [144-

148).   

 

Yağda çözünen ve zincir-kırıcı bir antioksidan olan α-tokoferol‘ün en önemli görevi 

oksijen serbest radikallerine karşı membrane lipidlerindeki yağ asitlerini korumaktır. 

Plazma membrana, endoplazmik retikuluma ve mitokondri membranına 

fosfolipitlerinin α-tokoferol affinitesi çok yüksektir. Tokoferoller fenolik bir 

hidrojeni peroksidasyona uğramış bir doymamış yağ asidindeki serbest peroksit 

radikaline aktarır ve serbest radikal zincir reaksiyonlarının kırılmasını sağlarlar 

[117]. Oluşan serbest α-tokoferol radikali diğer bir serbest peroksit radikaliyle 

reaksiyona girer ve böylece α-tokoferol geri dönüşlü oksidasyona uğramaz [149, 

150].  

 

A vitamininin öncü maddesi olan ß-karoten yağda çözünen bir antioksidan olarak 

serbest radikalleri biyolojik hedeflerle reaksiyona girmeden doğrudan yakalayabilir. 

Ayrıca zincir kıran bir antioksidan olarak O2
−
 ve serbest radikallerin oluşumunu 

engel olur [151-154]. 

 

Oksidatif hasara karşı hücre korumasında önemli rol oynayan GSH, sitozolde ve 

mitokondride bulunur. GSH ayrıca çekirdekte DNA onarım ve ekspresyonu için 

gerekli olan sülfhidril proteinlerinin redoks durumunu korur [155]. 

 

C ve E vitaminlerine göre daha etkili olan antioksidanlar olan flavonoidler, radikal 

süpürme için ideal yapıdadırlar. Flavonoidlerin antioksidan aktivite yapısı, H+ ve 

elektronların donör ajanı olarak reaktivite; oluşan flavanol radikalinin stabilitesi; 

diğer antioksidanlara kıyasla reaktivitesi; şelat geçiş metalleri kapasitesi; çözünürlük 

ve membranlarla etkileşimi olmak üzere beş faktör tarafından belirlenebilir. 

Flavonoidlerin serbest radikalleri süpürme aktivitesi, oksidasyon potansiyelinin 

büyüklüğüyle ters orantılıdır [156]. 

 

  



25 

2.4.3. Antioksidan Olarak Fitokimyasallar 

 

Fitokimyasallar, genel olarak bitkilerden elde edilen kimyasallar olarak 

tanımlanabilir. Bu kimyasallar, bitki metabolizmasındaki rollerine bağlı olarak 

birincil veya ikincil bileşenler olarak sınıflandırılır. Birincil bileşenler, şekerler, 

amino asitler, proteinler, nükleik asitlerin pürin ve pirimidinlerini, klorofilleri vb. 

içerir. İkincil bileşenler, alkaloidler (amino asitlerden türetilen), terpenler (bir grup 

lipit) ve fenolikler (karbonhidratlardan türetilen) gibi geri kalan bitki kimyasallarıdır 

[157]. 

 

 Antioksidanlar, vücutta, meyve ve sebze gibi bitkilerde doğal olarak bulunan ikincil 

bileşenler veya metabolitlerdir. Bir antioksidan, hassas bir substratın oksidasyonunu 

engelleyen herhangi bir şey olarak basit terimlerle tanımlanabilir. Bitkiler, duyarlı 

substratın oksidasyonunu önlemek için karotenoid, flavonoid, sinnamik asit, benzoik 

asit, folik asit, askorbik asit, tokoferoller ve tokotrienolleri içeren çok etkileyici bir 

antioksidan bileşikler dizisi üretir [157]. Yaygın olarak bilinen antioksidanlardan 

bazıları beta-karoten, askorbik asit ve alfa tokoferoldür [155]. Beta-karoten, A 

vitamininin öncüsü olarak bilinir; karaciğerde ve ince bağırsağın mukoz 

membranlarında A vitaminine dönüştürülür. Beta karoten, vücuda toksik etki 

olmaksızın neredeyse sınırsız miktarlarda alınabildiğinden daha güvenli bulunmuştur 

[148]. Askorbik asit, çok işlevli özelliklere sahiptir. Koşullara bağlı olarak askorbik 

asit, bir antioksidan, pro-oksidan, bir metal şelatör, bir indirgeme ajanı veya bir 

oksijen tutucu olarak işlev görebilir. Askorbik asit, metal içeren sulu sistemlerde, 

bunları indirgeyerek, daha düşük değerlikli hallerinde daha aktif oksidasyon 

katalizörleri haline gelen bir pro-oksidan görevi görebilir. İlave metallerin 

yokluğunda askorbik asit, yüksek konsantrasyonlarda etkili bir antioksidandır [157]. 

 

E vitamini, iyi bilinen antioksidan fonksiyonlara sahip bir bileşikler grubudur. E 

vitamini bileşikleri arasında tokoferol ve özellikle α-tokoferol, en güçlü biyolojik 

aktiviteye sahiptir. Tokoferol, yaygın olarak memeli dokusunda bulunur [158]. Çoklu 

doymamış yağ asitlerinin oksidasyonunu geciktirerek doku esnekliğini koruyan, 

doğal olarak oluşan bir antioksidandır ve glutatyon peroksidazın önemli bir 

bileşenidir. Eksikliği, kardiyovasküler hastalık (konjestif kardiyo miyopati), 
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hızlandırılmış ateroskleroz, iskelet kası miyopatisi, artmış kanser riski, yaşlanma, 

katarakt ve bozulmuş bağışıklık fonksiyonunun gelişmesine katkıda bulunan faktör 

olarak belirtilmiştir [159]. C vitamini (askorbat), E vitamini (tokoferol) ve 

kartonoidler gibi küçük moleküllü diyet antioksidanları, antikarsinojenler ve 

dejeneratif hastalıklara karşı savunma olarak özel ilgi uyandırmıştır [58].  

 

Ellagik asit, farklı kimyasallar veya stresörlerin neden olduğu oksidatif strese karşı 

kullanılan, kapsamlı olarak çalışılmış fenolik antioksidanlardan biridir. EA'nın 

oksidatif streste potansiyel ve mekanik rolünü anlamak için EA'nın biyolojik 

sistemdeki antioksidan yeteneğini üzerine son yıllarda önemli çalışmalar yapılmıştır. 

 

2.5. ELLAGİK ASİT 

 

Ellagik asit (EA) doğal ve kuvvetli bir antioksidandır. Kimyasal adı 2,3,7,8-

tetrahidroksi-kromeno [5,4,3-cde] -kromen5,10-dion'dur. Yapı, dört hidroksil grubu 

ve iki lakton fonksiyonel grubundan oluşur. İkiden fazla hidroksil grubunun varlığı 

nedeniyle bu fenolik bileşik polifenolik olarak sınıflandırılmıştır. EA'nın güçlü 

antioksidan potansiyelinin ana sebebi iki çift hidroksil grubu içermesidir. Deneysel 

sonuçlar ayrıca EA'nın gallik asit, kafeik asit, proto-katekuik asit, epikateşin ve 

kaempferole benzer antioksidan aktiviteye sahip olduğunu, ancak ferulik asitten daha 

yüksek aktiviteye sahip olduğunu ortaya koymuştur. Barch ve ark. [160], bu iki çift 

hidroksil grubunun EA'nın antikanserojenik aktivitesinde önemli bir rol oynadığını 

ortaya çıkarmışlardır. Hidroksil, nitrür, nitrik oksit, CCl3OO radikali, ABTS (2,2′-

azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-sülfonik asit)) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 

gibi farklı serbest radikaller olduğunda radikaller çözelti içinde EA ile reaksiyona 

girer ve bu radikallerin konsantrasyonu önemli ölçüde azalır [30]. EA'da iki aromatik 

halkanın varlığı, doğada ve suda çözünürlüğün düşmesine büyük katkıda 

bulunmuştur (Şekil 2.14). Bu, doğal kaynaklarda ortaya çıkmasının nedeni olabilir.  
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Şekil 2.14. Ellagik asitin kimyasal yapısı [113]. 

 

Ellagik asit, sert kabuklu yemişlerde, sebzelerde ve meyvelerde bulunmaktadır (161-

163]. Çeşide ve iklim koşullarına göre değişen oranlarda bulunabilen EA, özellikle 

ahududu meyvelerinde yüksek miktarlarda bulunmuştur. Kakadu eriği meyvelerinde 

çilek ve böğürtlene göre daha yüksek miktarda serbest EA (%70'ten fazla) bulunduğu 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [163, 164]. Okaliptüs globulus [165], Epilobium 

hirsutum [166] ve Terminalia chebula [167] da iyi EA kaynaklarıdır. Nar oksidatif 

stres için kullanılan önemli EA kaynaklarından biridir [168]. Momordicacharantia'da 

bulunan EA'nın diyabetik sıçanların karaciğerindeki oksidatif stresi, fibrozu ve 

inflamasyonu önlediği gösterilmiştir [169].  

 

EA, çeşitli sağlık koşullarının iyileştirilmesinde önemli ve faydalı bir rol 

oynamaktadır. Vattem ve Shetty [170]‘nin EA'nın biyolojik işlevleri üzerine yaptığı 

çalışmada, EA'nın dış strese karşı hücresel yanıtı sürdürmek için enzim yanıtını 

modüle ettiğini göstermiştir. EA'nın sinir sistemi üzerindeki güçlü nöro-koruyucu 

etkilerini gösteren iki derleme yayınlanmıştır [171, 172]. Güçlü bir anti-kanserojen 

role sahip olan EA‘nın [173, 174], metabolitleri de tıbbi açıdan önemlidir [175-177]. 

 

2.5.1. Ellagik Asidin Antioksidan Aktivitesi 

 

EA, güçlü bir doğal antioksidandır. Fujitave ark. [178], askorbik asidin 

otoksidasyonunun inhibisyon mekanizmasını tanenler ve flavonoidlerin yardımıyla 
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incelemiş ve ellagitanninlerin otoksidasyonun inhibisyonunda etkili olduğunu 

göstermişlerdir. Nanosaniye puls radyoliz tekniği, sıçan karaciğer mikrozomların dalı 

pidperoksidasyonunu inhibe etmede EA'nın antioksidan aktivitesinin arkasındaki 

gerçek mekanizmayı belirlemek için kullanılmıştır [30]. Benzer şekilde, EA'nın ve 

bazı türevlerinin antioksidan kabiliyetinin mekanizması, farklı yoğunluk fonksiyonel 

seviyeleri kullanılarak çalışılmıştır [179]. Buna göre üç farklı reaksiyon mekanizması 

belirlenmiştir; (1) hidrojen atom transferi (HAT), (2) elektron transferi ve ardından 

proton transferi (SET-PT) ve (3) sıralı proton kaybı elektron transferi (SPLET). HAT 

mekanizmasının tüm ortamlarda EA ve türevleri tarafından tercih edildiği 

görülmüştür. Larrosa ve ark. [180], yaptıkları çalışmada EA ve ellagitanninlerin 

vasküler sağlıktaki rolünü incelemiş ve EA'nın plazmada bulunan metabolitlerden 

biri olduğu, ürolitinler gibi diğer metabolitlerin de plazmada serbest veya konjuge 

formda mevcut olduğunu göstermişlerdir. Araştırmacılar, EA ve ellagitanninlerin 

metabolitlerinin daha aktif olduğu ancak daha az radikal temizleme kapasitesine 

sahip olduğu sonucuna varmışlardır. Bayraktar ve ark. [181], EA'nın in vitro radikal 

temizleme ve antioksidan kapasitesini, farklı spektroskopik teknikler veya 

metodolojiler kullanarak incelemişlerdir.  Yazarlar, EA'nın bir linoleik asit 

emülsiyonunun lipidperoksidasyonunu inhibe ettiğini (%71,2) bulmuşlardır. Ayrıca 

EA, incelenen tüm radikaller için etkili bir radikal temizleme aktivitesine sahip 

olduğu rapor edilmiştir. EA'nın hidroksil, süperoksit radikal ve hidrojen peroksite 

karşı güçlü antioksidan özellikleri nedeniyle, farklı terapötik uygulamalarda bir 

antioksidan olarak kullanılabildiği gösterilmiştir. 

 

Barch ve Rundhaugen [182], yaptıkları transfeksiyon çalışmalarında EA'nın 

kinonredüktaz (QR) geninin transkripsiyonunu indüklediğini gösteren ve bu 

indüksiyonun QR geninin antioksidan yanıt veren bileşeni aracılığıyla gerçekleştiğini 

doğrulamışlardır. Mitomisin-C ve hidrojen peroksit uygulanan Çin Hamsteri 

yumurtalık (CHO) hücrelerinde EA, hidrojen peroksit kaynaklı reaktif oksijen 

türlerine karşı yüksek reaksiyon göstermiştir [183]. Ayrıca, EA'nın DNA'nın çift 

sarmalını alkilleyici ajanların neden olduğu hasardan koruduğu bulunmuştur. Meyer 

ve ark. [184], EA‘nın LDL oksidasyonu üzerindeki antioksidan aktivitesini 

kullanarak kateşin, kuersetin, siyanidin vekafeik asitinsinerjik veya antagonistik 

etkilerini incelemiştir. EA'nın diğer polifenollerle önemli bir antagonistik etki 
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gösterdiği bulunmuştur. Bu yazarlar ayrıca, bu antagonistik etkileşimin arkasındaki 

mekanizmanın, EA'daki kateşin içindeki dihidroksil grupları ve karbonil grupları 

arasındaki hidrojen bağlanmasına bağlı olabileceğini öne sürmüşlerdir. Benzer 

şekilde, CHO kültür hücrelerinde EA, hidrojen peroksit ve Bleomisin tarafından 

indüklenen DNA hasarını önemli ölçüde korumuştur [184, 185]. Sıçanlarda 

uygulanan EA, alkole bağlı toksisiteye karşı güçlü bir antioksidan olduğu 

gözlemlenmiştir [186]. Bununla birlikte, deneysel sonuçlar, EA kompleksinin güçlü 

potansiyel antioksidan özelliğinin serbest EA ile karşılaştırıldığında karbon 

tetraklorür kaynaklı karaciğer toksisitesinde daha iyi hepato-koruyucu aktivite 

sağladığını da göstermiştir [187]. EA antioksidanın artırılmış gücü, bu nedenle 

kronik hastalığın tedavisinde verimli olabilir. Örneğin, Kumar ve ark. [188], EA'nın 

oral uygulamasının sıçanlarda antioksidan statüsünü önemli ölçüde koruduğunu 

gösterdi. Yazarlar ayrıca EA'nın ornitindekarboksilaz ekspresyonunun 

transkripsiyonelinaktivasyonunu etkilediğini ve böylece EA'nın kolorektal kansere 

karşı kemo-önleyici etkinliğini işaret ettiğini rapor etmiştir. 

 

2.5.2. Oksidatif Streste Ellagik Asit 

 

EA'nın çeşitli yolları düzenleyerek oksidatif streste faydalı etkiler ürettiği 

bilinmektedir. Bunlar arasında Nrf2 (nükleer eritroid faktör 2) kullanılarak 

antioksidan yanıtın aktivasyonu [189, 190], NF-kB (nükleer faktör-kappa B) 

yardımıyla siklooksijenaz 2 (COX-2) [191, 192] ve sitokinlerin inhibisyonu [193], 

hücre sağkalımı veya apoptozun modülasyonu [194], biyolojik antioksidanların ve 

antioksidan enzimlerin aktivitesini artırılması bulunmaktadır [195]. Bu oksidatif stres 

çalışmalarının detayları (Şekil 2.15)'da gösterilmektedir. EA'nın bazı önemli 

kaynaklarını ve farklı in vitro ve in vivo stresörlerin neden olduğu oksidatif stresi 

göstermektedir. Oksidatif stresin antioksidan enzimlerde, DNA hasarında ve 

oksitlenmiş DNA'da çalışıldığı gösterilmiştir. Mekanizma çalışmaları sitokinlerin, 

transkripsiyon faktörlerinin, kinaz enzimlerinin ve hücre özelliklerinin belirlenmesini 

içermektedir. Bu çalışmalarda oksidatif stres, birkaç endojen ve eksojen faktör 

kullanılarak incelenmiştir. Endojen faktörler arasında beyin, kalp, karaciğer ve 

böbrek hastalıkları gibi hastalıklar ve ilgili kanserler yer alırken, Eksojen faktörler 

UV ve γ-radyasyonları ve kimyasal kaynaklı oksidatif streslerdi. Ayrıca, tavşanlarda 



30 

Termal olarak oksitlenmiş lipidlerin neden olduğuoksidatif stres EA kullanılara 

kartırılmış GSH tedavisi ile zayıflatılmıştır [196].  

 

 
 

Şekil 2.15. EA'nın farklı organ bölgelerindeki oksidatif stresteki rolü. [197]. 

 

2.5.3. In Vitro Oksidatif Streste Ellagik Asit 

 

Çin Hamster akciğer (V79-4) ve insan osteojenik sarkom (HOS) hücrelerinde, 

hidrojen peroksit kullanılarak oksidatif stresi indüklemiş, V79-4 hücrelerinde EA (4–

100 µg / mL) ve Bax'ın yukarı regülasyonu ve kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla HOS 

hücrelerinde apoptoz tedavisinde antioksidan enzimlerden (SOD, CAT, GPx) 

aktivitesinin önemli ölçüde arttığı bulunmuştur [31]. İnsan fibroblast (IMR-90) 

hücrelerinde, hidrojen peroksit tarafından indüklenen oksidatif stresi tedavi etmek 

için 10 µg/mL EA kullanılmış, DNA hasarı ve lipid peroksidasyonunun önemli 

ölçüde azaldığı, hücre içi GSH‘nin ise arttığı bulunmuştur. Ayrıca hidrojen 

peroksitin neden olduğu oksidatif stresten hücreleri koruduğu bulgusuna ulaşılmıştır 

[198]. Khanduja ve ark. [199], hidrojen peroksit kaynaklı oksidatif stresin normal 

insan periferal kan mononükleer hücrelerinde (PBMC'ler) EA'nın lipid 

peroksidasyonu önemli ölçüde inhibe edildiğini ve PBMC hücrelerinde oksidatif 
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strese karşı DNA hasarını koruduğunu bildirmiştir. Bu çalışmalar, hidrojen peroksit 

kaynaklı oksidatif stresin ve buna bağlı olumsuz etkilerinin EA ile azaltılabileceğini 

açıkça göstermektedir [200]. 

 

Diğer bir çalışmada da UV-A ile indüklenen oksidatif streste EA'nın koruma 

mekanizması incelenmiştir. SOD, MDA, LDH ve HO-1 gibi oksidatif stres 

belirteçleri çalışıldığı bu araştırmada EA'nın antioksidan sistemi, Nrf2 hücrelerinin 

yukarı regülasyonu ve stabilizasyonu yoluyla etkinleştirdiğini bulgusuna ulaşılmıştır. 

Mevcut sonuçlar çerçevesinde EA'nın bir ilaç veya kemoterapötik ajan olarak veya 

ciltte radyasyona bağlı oksidatif stresi iyileştirmek için gıda takviyesi olarak 

kullanılabileceği sonucuna varmıştır [201]. 

 

EA ile muamele edilmiş hücrelerde süperoksit anyonlarının ve hidroksil 

radikallerinin oluşumunu hem enzimatik hem de enzimatik olmayan şekilde inhibe 

ettiği sonucuna varmışlardır. Benzer şekilde, PC-12 hücreleri demir, hidrojen 

peroksit ve t-BHP'nin indüklediği oksidatif strese maruz bırakılmış, 6,2-26 µM 

dozlarında uygulanan EA ile stresin indirgendiği ölçülmüştür [202].  

 

İnsan karaciğer hücre hatlarında, karbonil siyanür ve rotenon ile indüklenen oksidatif 

stres 18 saat süreyle 10 µM konsantrasyonda uygulanan EA ile azalmıştır. Hücre 

ölümü, GSH, ALT ve AST yükselmesi kontrol altına alınması EA‘nın sito-koruyucu 

etkileri olduğunu düşündürmektedir [203].  

 

Oksidatif stres sırasında lipid peroksidasyonu, fenolik bileşikler kullanılarak kontrol 

edilebilen önemli bir faktördür. In vitro çalışmalar, EA'nın astrositler gibi hücresel 

çalışmalarda lipid peroksidasyonunun iyi bir inhibitörü olduğunu göstermiştir [204].  

 

Sonuç olarak, in vitro çalışmalar çoğunlukla, tedaviyi insan deneklere yaymak için 

önemli noktalardan biri olan insan hücre kültürlerine odaklanmıştır. Çalışmaların 

çoğu, EA mekanizmasının antioksidan savunma sisteminin belirli genlerinin 

aktivasyonunu içerdiğini göstermiştir.  
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2.5.4. İn Vivo Oksidatif Streste Ellagik Asit 

 

Farelerde embriyo ve plasenta dokularında yapılan çalışmalarda tetrakloro-dibenzo 

p-dioksinin (TCDD) hayvanlarda oksidatif stresi indüklediği bulunmuştur. Fetal 

dokularda TCDD'nin neden olduğu oksidatif hasara karşı, EA'nın E vitamininden 

daha iyi koruma sağladığını göstermiştir [205]. EA, farelerde süperoksit anyonlarını, 

lipid peroksidasyonunu ve DNA hasarını önemli ölçüde azaltmış ve bu da fetal 

gelişimde yararlı bir rol olduğunu düşündürmüştür. Benzer şekilde, farelerin beyin 

dokusunda TCDD'nin neden olduğu oksidatif strese karşı EA ve vitamin E aktivitesi 

karşılaştırıldığında ise E vitamininin EA'ya karşı daha iyi koruma sağladığı rapor 

edilmişse de EA yine de sinir sistemindeki oksidatif stres için faydalı bir ajan olarak 

kullanılabilir sonucuna varılmıştır [205]. Vijayapadma ve ark. [206], TCDD ile 

indüklenen oksidatif streste EA'nın CYP1A1 aktivitesinin baskılanmasına aracı 

olduğunu ve antioksidan mekanizmayı güçlendirdiğini göstermiştir. CYP1A1 

aktivitesindeki azalmanın, EA'nın CYP1A1'e doğrudan bağlanmasından veya aril 

hidrokarbon reseptör antagonizminden kaynaklanabileceği öne sürülmüştür. 

 

Başka bir oksidatif stres etkeni olan Siklofosfamid (CP), spermde, plazma MDA 

seviyesinde ve eritrosit SOD'de anormalliğe neden olduğunu belirlenmiş, CAT 

aktivitesinde, nekrozda ve olgunlaşmamış germ hücrelerinin üretiminde azalma, 

tıkanıklık ve testiküler atrofi oluşmasına neden olmuştur. EA kullanımına bağlı 

olarak bu etkilerde kayda değer azalmalar olmuştur [207]. 

 

2.5.5. İnsanlarda Ellagik Asit ve Oksidatif Stres 

 

EA'nın insan oksidatif stresindeki etkinliği ile ilgili sınırlı literatür mevcut olup, 

çalışmaların çoğu, spesifik insan hücre dizilerine dayanmaktadır. Zhang ve ark. [208] 

yaptıkları çalışmalarda EA'nın gelecekteki araştırmalar için güçlü bir antikanser ajan 

potansiyeli taşıdığını rapor etmişlerdir. Örneğin Stoner ve ark. [209] dondurularak 

kurutulmuş siyah ahududuların (BRB) tolere edilebilirliğini belirlemek ve plazma ve 

idrardaki spesifik polifenolik bileşikleri ölçmek için 11 insan denek üzerinde bir 

klinik çalışma bildirmiştir. Günlük olarak dondurularak kurutulmuş BRB alımının iyi 
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tolere edildiğini ve plazma ve idrarda ölçülebilir antosiyaninler ve EA bulunduğunu 

rapor etmiş ve oksidatif strese karşı yardımcı olabileceğini öne sürmüşlerdir. 

Morillas-Ruiz ve ark. [210], EA içeren antioksidan takviyeli içeceklerin egzersizin 

neden olduğu oksidatif stres üzerindeki etkilerini test etmiş, bazal ile egzersiz sonrası 

plazma TBARS arasında anlamlı bir fark belirlenememiştir. Ancak egzersiz sonrası 

antioksidan içeren içecek alan grupta karbonil miktarının %29 azaldığı gözlenmiştir. 

Çalışma sonucunda, EA içeren antioksidan takviyenin egzersizin neden olduğu 

oksidatif strese %70 oranında karşı koyabileceğini ve bu nedenle sağlıklı kabul 

edildiğini ileri sürülmüştür. Aynı grup tarafından egzersizle indüklenen oksidatif 

stres üzerine EA antioksidan içeren içecek ile benzer sonuçlar bildirilmiştir [210]. 

Bununla birlikte, bu çalışmalar, incelenen deneklerdeki EA eyleminin mekanizması 

hakkında bilgi içermmemektedir. Hayeshi ve ark. [211], EA ve kurkuminin insan 

serum GST seviyeleri üzerindeki etkilerini incelemiş, EA ve kurkuminin zaman ve 

konsantrasyona bağlı olarak GST M1-1, M2-2 ve P1-1 inaktivasyonu sağladığı 

görülmüştür. Bu sonuçlar, malignitelerde GST aşırı ekspresyonu vakalarında kemo-

modülatörler olma rolleri açısından insan GST'lerinin seçilmiş polifenolik 

bileşiklerle olan etkileşimini anlamamızı sağlamıştır. Benzer şekilde Chen ve ark. 

[212], EA içeren nar suyunun insan plasenta gelişimi sırasında oksidatif stres 

üzerindeki koruyucu rolünü bildirmişlerdir. Bununla birlikte yazarlar, plasental 

trofoblastta in vitro oksidatif stresi incelemiş ve nar suyunun fetüs gelişimi sırasında 

plasenta hasarını önleyebileceğini öne sürmüştür. 
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BÖLÜM 3 

 

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. GEREÇLER 

 

Bu çalışma, Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi Deneysel Araştırmalar Etik Kurulu 

Başkanlığı‘nın Protokol No:2020/11, 08/04/2020 tarihli onayı ile etik kurul izni 

alındı. Karabük Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinatörlüğünün TYL-

2020-2337 kararı ile desteklendi. 

 

3.1.1. Deney Hayvanları  

 

Çalışmada hayvan materyali, Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi Deney 

Hayvanları Üretim ve Araştırma Merkezi‘nden temin edilen 32 adet, iki aylık erkek 

Wistar-Albino cinsi 250-300 gr ağırlığında sıçan kullanıldı. Sıçanlar standart 

şartlarda 20-24˚C sabit ısı, %50-60 düzeyinde nem ve havalandırmalı odalarda; 12 

saat gün ışığı ve 12 saat karanlık ortamda olmak üzere, pelet ve ad-libitum yemi ile 

beslendi.  

 

3.1.2. Kullanılan Kimyasalar 

 

Metotreksat, Ellagik asit, Alfa ketamin, Amonyum sülfat, Asetik asit, Sülfat 

pentahidrat, Bovine serum albümin, N-butanol-1, Ksilazin, Di-sodyum hidrojen 

fosfat, Benzoik asit, Etanol, Etilen diamin tetra asetik asit, Fenol, Folin-Ciocalteu'nun 

fenol reaktifi, Glutatyon reduktaz, Formaldehit, Metafosforik asit, Potasyum 

dihidrojen fosfat, Potasyum sodyum tartarat, Sodyum dihidrojen fosfat, Sodyum 

nitroprosid, Sodyum dodeksil sülfat, Sodyum hipoklorid, Sodyum hidroksit, Sodyum 

karbonat, Sodyum klorid, Sodyum sitrat, 1,1,3,3-Tetrahidropropan, Piridin, 
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Tiobarbitürik asit, TAS Analiz Kiti (Rel Assay (Sıçan) 96'lık) TOS Analiz Kiti(Rel 

Assay (Sıçan) 96'lık). 

 

3.1.3. Kullanılan Cihazlar 

 

ELISA Mikroplate Okuyucu (Thermo), Vorteks (Velp ZX3), Homojenizatör 

(Bioprep-24), Etüv (Nüve), Ph Metre (AD 1000), Derin Dondurucu (-80 C°) (Nüve 

FR 490), soğutmalı santrifüj (Nüve NF 1200), manyetik karıştırıcı (Termal 

N11150M), Su Banyosu (Nüve ST 30), Mikropipet Seti (İsolab), Distile Su Cihazı 

(Nüve), Hassas Terazi (Radwog As 220), pH metre (AD 1000),  

 

3.2. YÖNTEMLER 

 

3.2.1. Deney Prosedürü 

 

Deneme grubunda yer alan 32 adet sıçan her grupta 8 hayvan yer alacak şekilde 

rastgele 4 gruba ayrıldı.  

 

1. Kontrol grubu: Bu grupta yer alan her bir sıçana; ilk gün intraperitonal yolla 

%0,9 serum fizyolojik, diğer 10 gün boyunca her bir sıçana intragastrik yolla 

(%10 DMSO içeren serum fizyolojik çözeltisi) uygulandı 

2. EA grubu: Bu grupta yer alan her bir sıçana; 10 gün boyunca 75 mg/kg ellagik 

asit (%10 DMSO içeren serum fizyolojik çözeltisi içinde çözdürülerek) 

intragastrik yolla uygulandı [213]. 

3. MTX grubu: Bu grupta yer alan her bir sıçana; ilk gün tek doz MTX 20 mg/kg 

intraperitoneal (i.p.) yolla uygulandı [214]. 

4. MTX + EA grubu: Bu grupta yer alan her bir sıçana; ilk gün tek doz 20 mg/kg 

MTX intraperitoneal (i.p.) yolla, diğer 10 gün boyunca 75 mg/kg ellagik asit 

(EA) (%10 DMSO içeren serum fizyolojik çözeltisi içinde çözdürülerek) 

intragastrik yolla uygulandı.  
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Ellagik asit (EA) çözeltisinin hazırlanması: 

 

Ellagik asit, her bir sıçana 75mg/kg içerecek şekilde %10 DMSO içeren serum 

fizyolojik içinde çözdürülerek günlük olarak vortekste karıştırılarak hazırlandı [213]. 

 

3.2.2. Numune Alınması 

 

Çalışmamızın 11. gününde tüm gruplardaki sıçanlar; 90/10 ksilazin-ketamin ile genel 

anesteziye alındı. Göğüs boşluğu makasla açılarak kardiak perfüzyon uygulandı. 

Alınan kan örnekleri 3500 rpm‘de 10 dakika santrifüj edilerek elde edilen serumlar 

biyokimyasal analizler yapılıncaya kadar -40 C°‘de saklandı. Sıçanların her iki 

böbrek dokuları alınarak serum fizyolojikle yıkandı. Böbreklerin biri biyokimyasal 

analizler için sıvı azot ile dondurularak derin dondurucuda analize kadar -40°C‘de 

muhafaza edildi, diğeri ise ikiye bölünerek histopatolojik değerlendirmeleri için 

%10‘luk formaldehit içerisine aktarıldı.  

 

3.2.3. Doku Homojenizasyonu  

 

Analizlerin öncesinde böbrek dokuları derin dondurucudan alındı, oda ısısına 

getirildi. Böbrek dokusu numuneleri cam tüplerde tartıldı üzerine, 1/10(a/h) olacak 

şekilde soğuk fosfat tamponu çözeltisi ilave edildi. Dokular, homojenizatör 

yardımıyla 10000-12000 devir/dk hızda 1-2 dk homojenize edildi. Elde edilen 

homojenantlar soğutmalı santrifüj cihazında +4 °C‘de 30 dk süreyle 5000 rpm‘de 

santrifüj edildi. Elde edilen süpernatantlarda biyokimyasal analizler gerçekleştirildi. 

Böbrek dokusu süpernatantlarında; malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), toplam 

antioksidan kapasite (TAS) ve toplam oksidan kapasite (TOS) analiz edildi. Oksidatif 

stres indeksi (OSİ) = TOS/TASx10 formülünden matematiksel olarak hesaplandı. 

 

3.2.4. Doku Malondialdehit (MDA) Analizi 

 

Malondialdehit analizi [215]‘nın metoduna göre yapıldı. Testin prensibi; 

numunelerdeki malondialdehit (MDA)‘nın tiyobarbitürik asit (TBA) ile 95°C de 
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reaksiyona girmesi sonucu pembe renkli bir kompleks oluşturması sonrası ELİSA 

cihazında kolorimetrik olarak 532 nm dalga boyunda ölçülmesi esasına bağlıdır. 

 

Solüsyonlar 

 

Stok malondialdehit standart solüsyonunun hazırlanması: 1,1,4,4 tetrametoksipropan 

0.92 g tartıldı 1 mL suda çözdürüldü. 

 

Günlük çalışma tetrametoksipropan solüsyonunun hazırlanması: 10 mL ‗lik 

hazırlanan çözüm stok tetrametoksipropan çözeltisi distile su ile 100 mL‘ye 

tamamlandı. Çalışma sırasında 1/10 oranında sulandırılarak çalışma standartları elde 

edildi ve analizde kullanıldı.  

 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) solüsyonu: 8.1 g sodyum dodesil sülfat (SDS) tartılıp 

balon jojeye aktarıldı, distile su ile çözdürülerek 100 mL‘ye tamamlandı. 

 

Asetik asit solüsyonu: 20 mL asetik asit pH 3,5 ölçülüp 100 mL‘ye distile su ile 

tamamlandı. 

n-bütanol-pridin solüsyonu:  Stok piridinin 1 mL‘si 15 mL n-bütanol ile karıştırılarak 

hazırlandı. 

 

TBA solüsyonu: Tiyobarbiturik asit 0.8 g tartıldı, balon jojeye aktarıldı, distile su ile 

çözdürülerek 100 mL‘ye tamamlandı. 

 

Deney 

 

Kapaklı deney tüplerine aşağıdaki işlemler uygulandı. 
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Çizelge 3.1. MDA deneyinin yapılışı. 

 

  Kör Standart Numune 

Distile su µL 400 350 350 

Numune(homojenat) µL - -  50 

Standart (1/10) µL -  50 - 

Asetik asit solüsyonu µl 750 750 750 

SDS solüsyonu µL 100 100 100 

TBA solüsyonu µL 750 750 750 

 

Tüpler 95 C°‘de 30 dk su banyosunda inkübe edildi. İnkübasyon sonra musluk suyu 

ile soğutularak üzerlerine 500 µL distile su ve 2.500 µL n-bütanol-pridin eklendi 

Tüpler iyice kapakları kapatılıp vorteks yardımı ile beyazlaşıncaya kadar karıştırıldı. 

Arkasından 4000 rpm‘de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant sıvısından 1 mL 

alınıp 532 nm dalga boyunda ELISA cihazında köre karşı kolorimetrik olarak 

ölçüldü. Kaliprasyon eğrisi aracılığı ile MDA düzeyleri hesaplandı. 

 

3.2.5. Doku Glutatyon (GSH) Analizi 

 

Doku GSH analizi Beutler ve ark. [216]‘nın tarif ettiği yönteme göre yapıldı. Prensip 

numunelerde bulunan glutatyon ile Ellman‘s solüsyonu DTNB‘in reaksiyonu 

sonucunda oluşan sarı renkli bileşik mikroplakaların kuyucuklarına deney gruplarına 

göre yerleştirilerek 412 nm dalga boyunda ELİSA cihazı kullanılarak ölçüldü. 

 

Solüsyonlar 

 

Çöktürücü solüsyonu: Etilendiamintetraasetik asid (EDTA) 0.2 g, metafosforik asit 

1.67 g, sodyum klorür 30 g olacak şekilde tartılıp distile su ile çözdürüldü ve 100 

mL‘ye tamamlandı (3 hafta dayanır). 

 

DTNB (Elmans solüsyonu): Dinitrobenzoik asit (DTNB) 40 mg olacak şekilde 

tartılıp %1 sodyum sitrat ile 100 mL‘ye distile su ile tamamlanarak hazırlandı 
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Fosfat solüsyonu: Disodyum fosfat (Na2HPO4) 26.7 gr olacak şekilde tartılıp 500 

mL‘ye distile su ile tamamlanarak hazırlandı. 

 

GSH standard solüsyonu: GSH 40 mg olacak şekilde tartılıp 100 mL‘ye distile su ile 

tamamlanarak hazırlandı.  

 

Deney; 

 

1. Kör: Tüpe 2 mL distile su ile 3 mL çöktürücü ekleyerek solüsyon hazırlandı. 

2. Standart: Tüpe 3 mL çöktürücü, 0.2 mL GSH standardı, 1.8 mL distile su 

eklendi karıştırıldı ve yaklaşık 5dk beklendi. Daha sonra tüpteki içerik adi 

süzgeç kâğıdı ile süzüldü ve 1 ml süpernatant alındı başka yeni bir tüpe 

aktarıldı bu tüpe 4 mL fosfat ve 0.5 ml DTNB çözeltisi eklenerek 

karıştırıldıktan sonra distile suya karşı 10 dk içerisinde ELİSA okuyucuda 

412 nm dalga boyunda okunarak ölçüldü.  

3. Numune: Tüpe 0.2 ml doku süpernatantı alınır, 1.8 mL distile su ile 

karıştırılır daha sonra 3 mL çöktürücü eklenerek karıştırıldı 5 dk beklendi 

Bundan sonraki yapılan işlemler standarttaki gibidir.  

 

3.2.6. Doku Toplam Oksidan Seviye (TOS) Analizi 

 

Doku süpernatantındaki TOS düzeyleri Erel‘in tarif ettiği yönteme göre yapıldı 

[217]. Prensip ferrik iyonların kromojen çözeltisi karşısında oluşturduğu turuncu 

renkli karışımın 530 nm‘de 25 C° sıcaklıkla ELİSA okuyucuda absorbansı okunarak 

ölçüldü. Total oksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Türkiye) 

kullanılarak analiz edildi. Test, hidrojen peroksit ile kalibre edildi ve sonuçlar µmol 

H2O2 equiv /L olarak kabul edildi. 

 

3.2.7. Doku Toplam Antioksidan Seviye (TAS) Analizi 

 

Doku süpernatantındaki TAS düzeyleri Erel‘in tarif ettiği yönteme göre yapıldı 

[218]. TAS düzeyi, Rel Assay Brand kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Türkiye) 

kullanılarak analiz edildi. Prensip antioksidan moleküllerinin kararlı ve renkli ABTS 
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(2,2 ′-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) katyonik radikalini 

redüklemesi sonucu ortaya çıkan bu renkli özellikteki radikalin dekolarize olması 

yöntemine dayanır. Kit talimatlarına göre reaktif 1 ve süpernatantın mikroplakaların 

kuyucuklarına deney gruplarına göre yerleştirilerek 660 rpm‘de 25 C° ELİSA 

cihazında ilk okuma yapıldı. Sonra reaktif 2 ilave edilerek aynı dalga boyunda ikinci 

okuma gerçekleştirildi. Her bir numune için iki okuma arasındaki absorbans farkı 

tanımlandı. Kalibratör olarak E vitaminin eşdeğeri olan Trolox kullanıldı ve sonuçlar 

mmol Trolox Equiv/L olarak elde edildi. 

 

3.2.8. Doku Oksidatif Stres İndeksi (OSİ) 

 

Oksidatif stres indeksini (OSİ) hesaplamak için çalışmamızda elde edilen TOS‘un 

TAS‘a oranı OSİ olarak kabul edildi OSİ = TOS (μmol H2O2 equivalent/L) / TAS 

(μmol Trolox equivalent/L) ×10 formülü kullanılmıştır [219-221]. 

 

3.2.9. Dokuda Toplam Protein Analizi 

 

Çalışmamızda böbrek dokusu enzim aktivitesini ölçülmek için toplam protein 

düzeylerine [222]'nın yöntemine göre bakıldı. Sonuçlar ELİSA okuyucuda köre karşı 

550 rpm‘de mg protein/mL olarak verildi. 

 

3.2.10. Serum Analizleri 

 

Derin dondurucuda -40 ºC‘de saklanan serumlar analiz günü çıkarıldı oda ısısına 

getirilerek serumda üre, ürik asit, kreatinin, total protein düzeyleri otomatik 

otoanalizör cihazında kit ile analiz edildi. Üre, kreatinin ve ürik asit sonuçları mg/dL 

olarak verildi. Toplam protein ise g/dL olarak verildi. 

 

3.2.11. Histopatolojik Analizler 

 

Sıçanlardan alınan böbrek dokuları %10‘luk nötral tamponlanmış formaline (NTF) 

(104003, Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) konuldu. Daha sonra örnekler 

3-4 mm‘lik daha küçük parçalara ayrılıp, takip kasetlerine alınarak NTF‘de 48 saat 
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süre ile fikse edildi.  Fiksasyon muayenenin ardından takiben parçalar 24 saat 

boyunca çeşme suyu altında yıkanan dokuların trimleri gerçekleştirildi, daha sonrası 

2x45 dakika %70, %80, %95 ve %96‘ lık artan alkol serilerinden sırasıyla geçirilerek 

dehidre edildi (Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD) ve ksilol (108661, Merck, USA) 

ile2x30 dakika şeffaflaştırıldı. Şeffaflama işleminin ardından 2x30 dakika paraffin 

(Surgipath EM-400, Leica, GER) içerisinde bekletildi. Doku takibi için Leica TP 

1020 (Leica, GER) doku takibi cihazı kullanıldı (GER). Gömme işlemi ardından 

bloklar soğumaya bırakıldı. Mikrotomu ile parafin bloklardan Leica FINESSE ME+ 

(Leica, GER) 5 μm‘lik kesitler ışık mikroskopik incelemeler için lamlara alındı ve 2 

saat boyuyca 37°C‘lik etüvde bekletildi. Kesitlere genel histolojik yapıyı izlemek 

amacıyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yöntemi kullanıldı. Kesitler 

deparafinizasyon basamağı için sırasıyla 60°C etüvde ve 60°C sıcaklıktaki ksilol 

içerisinde 1 saat bekletildi. Ardından boyama işlemi gerçekleştirildi.  

 

Histopatolojik Değerlendirme: Renal hasar interstisyel, tubuler ve glomerüler 

değişikliklerin derecesi ve yaygınlığına göre semikantitatif olarak belirlendi. Buna 

göre dokular; interstisyel değişiklikler (interstisyel fibrosis, interstisyel nefrit ve 

vasküler konjesyon), tubuler değişiklikler (tubuler dejenerasyon, tubul lümeninde 

hyalen silindirler, tubuler bazal membran distorsiyonu ve tubuler nekroz), glomerüler 

değişiklikler (glomerüler atrofi, glomerüler inflamasyon, glomerüler hipersellülerite, 

glomerüler deposit, glomerüler bazal membran distorsiyonu) yönünden incelendi. 

Her kesitten X20‘lik büyütmede 10 alan incelendi. Hasarın şiddetine göre; 0 

(değişiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (ağır) olarak skorlandı. Maksimum hasar 

skoru interstisyel değişiklikler için 9, tubuler değişiklikler için 12 ve glomerüler 

değişiklikler için 15 idi. Preparatlar ışık mikroskobu ve görüntü analiz sistemi ile 

incelenerek skorlandı ve fotoğrafları çekildi [223]. 
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Çizelge 3.2. Hematoksilen & Eozin boyama protokolü. 

 

%100 Alkol  2 dakika 

%96 Alkol 2 dakika 

%80 Alkol 2 dakika 

%80 Alkol 2 dakika 

Distile suda yıkama 3 dakika 

Hematoksilen  3 dakika 

Akar su 5 dakika 

Akarsuda yıkama Daldır çıkar  

Amonyaklı su Doku mor renk alana kadar  

Akar su Daldır çıkar 

Distile suda yıkama 5 dakika 

Eozin  1,5 dakika 

% 80 Alkol yıkama 3 dakika + 3 dakika  

% 96 Alkol yıkama 3 dakika + 3 dakika  

% 96 Alkol yıkama 3 dakika + 3 dakika  

Ksilol  5 dakika + 5 dakika + 5 dakika  

Boyalı preparatlar entellan damlatılarak kapatıldı 

 

3.2.12. İstatistik Analizler 

 

Tüm istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel 

yazılım programı ile yapıldı. Sonuçlar aritmetik ortalama ± standart sapma (SS) 

olarak ifade edildi. Bu özellikler bakımından grupları karşılaştırmada Kruskal Wallis 

testi yapıldı. Farklı grupları belirlemede Dunet çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. 

İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi %5 olarak alındı. 
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BÖLÜM 4 

 

BULGULAR 

 

4.1. BÖBREK DOKUSU BİYOKİMYASAL BULGULARI 

 

4.1.1. Böbrek Dokusu MDA ve GSH Değerleri 

 

MTX uygulaması böbrek dokusu MDA düzeylerinde kontrol ve EA gruplarına göre 

artışa (p<0.05) neden olurken, EA ile MTX birlikte uygulaması MDA düzeylerinde 

MTX grubuna göre düşüşe neden oldu (p<0.05). MTX uygulaması böbrek dokusu 

GSH seviyelerinde kontrol ve EA gruplarına göre anlamlı düşüşe sebep olurken 

(p<0.05), EA ile tedavi edilmesi MTX grubuna göre anlamlı artışlar (p<0.05) ortaya 

konuldu. Böbrek dokusu ortalama MDA değerleri (nmol/mg protein) Şekil 4.1 ve 

Çizelge 4.1‘de sunuldu. 

 

Çizelge 4.1. Böbrek dokusunda MDA, GSH değerleri 

 

Gruplar 
MDA 

(nmol/mg protein) 

GSH 

(µmol/ mg protein) 

Kontrol 1,08±0,20 117,48±12,58 

EA 1,05±0,19 140,91±8,61 

MTX 2,58±0,48
a,b 

65,23±7,92
a,b

 

MTX+EA 2,06±0,58
c,d 

80,03±8,31
c,d 

          Veriler, aritmetik ortalama ±SS olarak verildi. 

a. MTX ile kontrol                   c. MTX+EA ile kontrol ve EA 

b. MTX ile EA.                        d. MTX+EA ile MTX 
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Şekil 4.1. Gruplar arasında MDA (nmol/mg protein) değerleri. 

 

MTX uygulaması böbrek dokusu GSH değerlerinde kontrol ve EA gruplarına göre 

anlamlı düşüşe sebep olurken (p<0.05), EA ile tedavi edilmesi MTX grubuna göre 

artışlar (p<0.05) tesbit edildi. Böbrek dokusu ortalama GSH değerleri (nmol/mg 

protein) Şekil 4.2 ve Çizelge 4.1‘de sunuldu. 

 

 
 

Şekil 4.2. Gruplar arasında GSH (µmol/mg protein) değerleri. 
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4.1.2. Böbrek Dokusu TAS, TOS ve OSI Değerleri 

 

MTX uygulanması böbrek dokusu TAS değerlerinde kontrol ve EA gruplarına göre 

düşüşe (p<0.05) neden olurken TOS ve OSİ değerlerinde ise ciddi artışalara (p<0.05) 

neden oldu. EA ile MTX birlikte uygulandığında MTX grubuna göre TAS 

değerlerinde artış (p<0.05) neden olurken TOS ve OSİ değerlerinde ise ciddi 

düşüşler gözlendi. Ortalama böbrek dokusu TAS ve TOS ve OSİ düzeyleri Şekil 4.3, 

Şekil 4.4, Şekil 4,5 ve Çizelge 4.2‘de sunuldu. 

 

Çizelge 4.2. Böbrek dokusunda TAS, TOS ve OSİ değerleri 

 

Gruplar 

TAS 

(mmol Trolox 

equiv/L) 

TOS 

(μmol H202 

equiv/L) 

OSİ 

(AU) 

Kontrol 1,96±0,21 9,26±1,05 0,45±0,05
 

EA 2,26±0,42 8,94±1,48 0,41±0,09 

MTX 1,30±0,27
a,b 

14,44±1,44
a,b 

1,09±0,28
a,b 

MTX+EA 1,89±0,17
c 

10,65±1,80
c 

0,54±0,1
c 

       Veriler, aritmetik ortalama ±SS olarak verildi. 

a. MTX ile kontrol                   c. MTX+EA ile MTX 

b. MTX ile EA.                         

 

 

 
 

Şekil 4.3. Gruplar arasında TAS (mmol Trolox eqv/L) değerleri. 
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Şekil 4.4. Gruplar arasında TOS (μmol H202 eqv/L) değerleri. 

 

 
 

Şekil 4.5. Gruplar arasında OSI (AU) değerleri. 

 

4.2. SERUMDA BİYOKİMYASAL ANALİZ BULGULARI 

 

4.2.1. Serum Üre, Ürik Asit, Kreatinin ve Toplam Protein  

 

MTX uygulaması ile böbrek hasarına bağlı olarak serum üre, ürik asit, kreatinin ve 

toplam protein değerlerinde kontrol grubuna göre ciddi artışlara (p<0.05) neden oldu. 

Ancak MTX ile birlikte EA uygulaması yapıldığında MTX gruplarına göre anlamlı 
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düşüşler (p<0.05) tespit edildi. İlave olarak EA tedavisi üre, ürik asit ve kreatinin 

seviyelerinde kontrol grubu değerlerine yakın bir düşüşe neden oldu. Ortalama serum 

üre, ürik asit ve kreatinin değerleri Şekil 4.6 Şekil 4.7, Şekil 4.8, Şekil 4.9 ve Çizelge 

4.3 ‘de sunuldu. 

 

Çizelge 4.3. Serum üre, ürik asit, kreatinin ve toplam protein değerleri. 

 

Gruplar 
Üre 

(mg/dl) 

Ürik asit 

(mg/dl) 

Kreatinin 

(mg/dl) 

Toplam 

protein (g/dl) 

 

Kontrol 
41,50±1,70 1,3±0,29 0,11±0,02 3,98±0,41 

 

EA 
39,5±1,58 0,95±0,23 0,13± 0,03 3,93±0,49 

 

MTX 
56,5±3,99

a,b 
2,1±0,23

a,b 
0,21±0,03

a,b 
5,04±0,38

a,b 

 

MTX+EA 
41,5±1,48

d 
0,95±0,19

d 
0,13±0,03

d 
4,69±0,63

c,d 

          Veriler, aritmetik ortalama ±SS olarak verildi. 

a. MTX ile kontrol                   c. MTX+EA ile kontrol ve EA 

b. MTX ile EA.                        d. MTX+EA ile MTX 

 

 
 

Şekil 4.6. Gruplar arasında serum üre (mg/dL) değerleri. 
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Şekil 4.7. Gruplar arasında serum ürik asit (mg/dL) değerleri. 

 

 
 

Şekil 4.8. Gruplar arasında serum kreatinin (mg/dL) değerleri. 
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Şekil 4.9. Gruplar arasında serum toplam protein (g/dL) değerleri. 

 

4.3. HİSTOPATOLOJİK BULGULAR 

 

Histopatolojik analizler sonucunda EA ve kontrol grubuna ait böbrek dokusunda 

normal histolojik bulgular saptandı (Şekil 4.10; a, b). MTX ve MTX+EA gruplarında 

ise interstisyel fibrozis, tubuler dejenerasyon, vasküler konjesyon, interstisyel nefrit, 

tubül lümeninde hiyalin silindir, tübüler bazal membran distorsiyonu, glomerular 

yangı, atrofi, tübüler nekroz, bazal membran bozukluğu ve hücre artışı gibi patolojik 

bulgulara rastlandı (Şekil 4.10; c, d). En yüksek hasar skoru 5.62 ± 0.56 oranı ile 

MTX grubunda saptandı (Çizelge 4.4). MTX grubu ile kontrol ve ellagik asid grubu 

karşılaştırıldığında istatiksel anlamlı bir artışın olduğu bulundu (p<0.05). MTX grubu 

ile MTX+EA grubu karşılaştırıldığında istatiksel anlamlı bir azalışın meydana 

geldiği bulundu (p<0.05).  

Çizelge 4.4. Histopatolojik hasar skoru tablosu 

 

Gruplar Interstisyel Hasar Tubuler Hasar Glomerüler Hasar 

Kontrol 1.62±0.37 1.00±0.18 0.25±0.16 

EA 2.12±0.35 1.37±0.32 0.37±0.26 

MTX 5.37±0.26
a,b

 5.62±0.56
a,b

 2.50±0.26a,b 

MTX + EA 3.75±0.25
c,d 

3.37±0.46
c,d 

1.12±0.54
c,d 

        Veriler, aritmetik ortalama ±SS olarak verildi. 

a. MTX ile kontrol                   c. MTX+EA ile kontrol ve EA 

b. MTX ile EA.                        d. MTX+EA ile MTX 
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HE, x100. 

 

Şekil 4.10. Böbrek dokusu histopatolojisi fotomikrografisi. a) Kontrol, b) EA, c) 

MTX, d) MTX+EA grubu 
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BÖLÜM 5 

 

TARTIŞMA  

 

Kanser dünyada ve ülkemizde başlıca sağlık sorunlarından birisi olarak 

tanımlanmaktadır. Vaka sayısı, seyri ve yüksek ölüm oranları ile beraber bir yandan 

da mevcut tedavi yöntemlerinin olumsuz etkileri ve bunların ortadan kaldırılmasına 

yönelik çalışmalar da yapılmaktadır. 

 

Kanser hastalığı tadavisinde vazgeçilmez antitümöral ilaçlardan biri olan metotroksat 

psöriat artrit, romatoid artrit (RA) lösemiler, neplazmalar, otoimmün hastalıkların 

tedavisinde kullanılmaktadır [1, 44, 224]. MTX özellikle hücre döngüsünün ―S‖ 

evresinde kuvvetli etki gösterip DNA replikasyonunda anahtar enzim olan 

dihidrofolat redüktaz‘a bağlanarak pürin ve pirimidin yapımı için gerekli 

tetrahidrofolat sentezini inhibe eder [108]. MTX hücre içi azaltılmış folat düzeylerini 

tüketen bir antifolat ilaçtır. Hücre içi azaltılmış folat düzeylerinin bu tükenmesi, 

hücre proliferasyonun hızlı olduğu kıl foliküllerinde, kemik iliği, oral mukoza mide-

bağırsak yolu gibi organlarda çeşitli toksik etkiler baş göstermektedir [53, 54, 225].  

 

MTX‘ in hem tedavideki etkinliği hem de toksik etkileri hastadan hastaya 

değişkenlik gösterdiği için diğer antineoplastik ilaçlardan farklı olarak MTX geniş 

bir doz aralığında uygulanmaktadır [79]. Akut lenfoblastik löseminin sürekli 

tedavisinde ve psöriat artrit, RA gibi hastalıkların tedavisinde haftada 20 mg/m2 

dozda uygulanılırken, onkolojik hastalıklarda 1000-33000 mg/m2 gibi yüksek 

dozlarda kullanılmaktadır [226]. Bu özelliğinden dolayı çalışmaların birçoğunda 

yararlı etkisinin toksik etkisini geçmemesi için kısa süre ve etkin dozda 

kullanılmıştır.  Çalışmada; MTX dozu daha önceden doku toksisite çalışmalarında 

belirlendiği gibi tek doz olarak ve 20 mg/kg i.p olarak uygulandı [227]. 
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Metotreksat (MTX) birincil atılım yeri (%60-90) renal doku olması nedeniyle 

böbreklerde yan etkileri ve toksikasyonun büyük bölümü meydana gelmektedir. 

Ayrıca MTX kalıntıları glomerülerden filtre edilmekte ve tübüllerden aktif sekresyon 

gerçekleştikten sonra distal tübülden aktif reabsorpsiyon işlev gerçekleşmektedir. 

Böylece MTX kalıntıları renal tübüllerde çökerek tübüllerin doğrudan epitel 

hücrelerine toksik etki göstermekte ve tübüllerde kristalleşen MTX kalıntıları tübüler 

içi obstruksiyona yol açarak renal harabiyete neden olmaktadır [2]. 

 

Fitokimyasalların son yıllarda hastalıklardan korunma ve tedavi üzerindeki olumlu 

etkilerinden dolaya tıpta kullanımları gittikçe artmaktadır. Fitokimyasallar, genel 

olarak bitkilerden elde edilen, tedavide tamamlayıcı olarak kullanılan ucuz ve doğal 

yapılarından dolayı güvenli olmaları açısından tercih edilmektedir. Birçok çalışmada 

fitokimyasalların antioksidan, antiapoptotik, nefrotoksisite, hepatotoksisite, 

kardiyotoksisite gibi özellikleri olduğu göstermiştir. 

 

Ellagik asit (EA) polifenol olarak sınıflandırılan doğal ve güçlü bir antioksidandır. 

EA‘nın yapısının iki çift hidroksil gruba sahip olması güçlü antioksidan 

potansiyalinin ana sebebidir [160]. EA'nın bir linoleik asit emülsiyonunun lipid 

peroksidasyonunu inhibe ettiğini (%71,2) göstermişlerdir. Ayrıca EA'nın hidroksil, 

hidrojen peroksit ve süperoksit radikallerine karşı kuvvetli antioksidan etkileri 

nedeniyle farklı terapötik uygulamalarda bir antioksidan olarak kullanılabildiği 

bilinmektedir [181].   

 

Bütün bu kanıtlardan yola çıkarak, ellagik asidin nefrotoksisite etkilerini incelemek 

için böbrek dokusu ve serumundak  b yok myasal parametreler ve oks dat f stres 

bel rteçler n  ayrıca h stopatoloj k incelemeler yapıldı. 

 

Lipid peroksidasyonunun son ürünlerinden biri olan MDA, serbest radikallerin sebep 

olduğu oksidatif stresin bir göstergesidir. MTX, ROS'un artmasına sebep olarak 

m tokondr n n fonks yon bozukluğuna ve apoptoz se neden olur (228, 229), MTX‘in 

hepatositlerde uzun vadede birikimi sonucu hepatosit nekrozuna sebep olur. Bu 

çalışmada Çizelge 4.1. incelendiğinde MTX uygulamasını takiben MDA seviylerini 

artırarak böbrek dokusunun lipid peroksidasyon seviyelerinde yükselmeler 
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belirlendi. Ek olarak, EA MTX ile birlikte uygulanması, sıçan böbrek dokusu lipid 

peroksidasyonunda önemli bir iyileşme ile sonuçlandı. ROS oluşumunun neden 

olduğu MTX kaynaklı böbrek doku hasarına karşı böbrek dokusu antioksidan 

savunma sistemini güçlendirerek böbreklerin korunmasında, özeliklede MTX 

kaynaklı böbrek hasarına karşı koruyuculukta önemli bir rol oynamaktadır.  Jahovic 

ve ark, yaptıkları deneysel çalışmada MTX uygulanan sıçanların kan, böbrek, 

karac ğer ve  nce barsak dokularında MDA üret m n n arttığını ve GSH düzeyler n n 

azaldığını b ld rm şlerd r [12].  

 

MTX, hücre  ç nde s tozol k n kot nam d aden n fosfat dehidrojenaz (NADPH)‘nın 

azalmasına sebep olur. Bunun sonucu olarak NADPDH ve NADP bağımlı mal k 

enzim bloke edilir. NADPDH, glutatyon reduktaz (GSSG-R) enz m   ç n de 

gerekmektedir. Bu enzim sitozol k ant oks dan olan  nd rgenm ş GSH‘n n seviyesini 

korumaktadır. Böylece, MTX kullanımına bağlı olarak GSH seviyesinin ve hücreler  

ROS‘lara karşı koruyan ant oks dan savunma mekanizmalarının etk nl ğ n n azalması 

 le sonuçlanmaktadır [230]. Bu çalışmada Çizelge 4.1. incelendiğinde MTX 

uygulaması GSH seviyeleri düşmes ne sebep olmuştur. Yapılan başka bir çalışmada 

[231] 7 gün boyunca 20 mg/kg intraperitoneal MTX enjeksiyonu yapılan sıçanların 

böbrek dokusu GSH, nitrik oksit, katalaz düzeylerinde azalış; MDA, ADA 

düzeylerinde artış tespit edilmiştir. Ayrıca serum üre, kreatinin seviylerinde artış 

gösterilmiştir. 

 

59 yaşında bir kadın hastanın uzun süreli düşük doz MTX kullanımına bağlı ilerleyen 

böbrek fonksiyon bozukluğu olduğu bildirilmiştir. Hastanın böbrek biyopsisinde 

vasküler skleroz ve glomerüler fibroz saptanmıştır [232]. Çalışmamızda 

histopatolojik inceleme sonucunda tubuler dejenerasyon, interstisyel fibrozis, 

vasküler konjesyon, tubül lümeninde hiyalin silindir, glomerular yangı, atrofi, 

interstisyel nefrit, tübüler nekroz bazal membran distorsiyonu, bazal membran 

bozukluğu gibi patolojik bulgulara en çok MTX grubunda tespit edildi. Deneysel 

çalışmamızdaki MTX kaynaklı böbrek dokusu hasarları yapılan çalışmalarda elde 

edilen bulgularla uyum sağlamaktadır. 
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Lee ve ark‘nın [233] toplam 23 ay süren çalışmasında böbrek fonksiyon bozukluğu 

olan 120 hastanın (66 yeni geliştirilmiş, 54 önceden geliştirilmiş) dahil edildiği 

romatoid artrit ve MTX tedavisi kullanılan bir klinik çalışmada glomerüler filtrasyon 

hızı baz alınarak böbrek fonksiyon değerlendirilmesi yapılmıştır. Çalışmada iki grup 

hastada %30 toksisite bildirilmiştir. %5,8 oran ile renal toksisite saptanmış ve iki 

grup hasta arasında toksisite oranında çok farklılık gözlemlenmemiştir (66 hastada 

23, 54 hastada 12).  

 

Organizmada normal metabolik yolların işleyişi sırasında sürekli olarak reaktif 

oksijen türleri (ROS) ve reaktif azot seviyeleri (RNS) meydana gelmektedir. 

Dengeli bir şekil vücudumuzda bulunan savunma mekanizmaları (antioksidan) bu 

oksidanları parçalayarak azaltmaktadır. Vücudumuzda oksidan ve antioksidanlar 

denge içindedir. Çizelge 4.2. incelendiğinde MTX verilen grupta EA ve kontrol 

grubuna göre total antioksidanların azaldığı ve oksidanların ise arttığı görülmektedir.  

MTX ile birlikte EA verildiğinde ise MTX verilen gruba göre TAS‘da önemli 

derecede artma, TOS‘da ise önemli derecede azalma görülmektedir. Bu sonuçlar 

bize MTX‘in vücuttaki oksidatif stresi önemli derecede arttırdığını, EA‘in ise 

MTX kaynaklı oksidatif stresi önemli derece azaltarak kanser tedavisinde 

kullanılan bu ajanın vücuttaki yan etkilerini ve nefrotoksisteyi azaltmada yardımcı 

bir ajan olarak kullanılabileceğini göstermektedir. İnan ve ark [234] yaptıkları 

çalışmada; sıçanlarda EA‘in uygulaması ile p r d n n neden olduğu oks dat f hasarı 

 y leşt rdiğini; TOS ve OSI değerler n  düşürdüğünü, TAS değer n   se yükseltt ğ ni 

tespit etmişlerdir.  

 

Ellagik asit, NF-kB (nükleer faktör-kappa B), akt vatör prote n (AP1) ve c-fos gibi 

transkripsiyon faktörler n  uyararak ant oks dan enz mler n ekspresyonlarını 

arttırmanın yanında, oks doredüktaz g b  b rçok ant oks dan enz m n akt v tes n  

artırarak oksidatif stresi baskılamaktadır [235]. Ayrıca prokarsinojenler olarak da 

bilinen sitokrom-P450 ailesine etki ederek ve mitokondriyal aktiviteyi azaltarak 

reakt f oks jen türevler n n (ROS) oluşmasını inhibe etmektedir [236]. Bu veriler, 

antioksidan ajanların gen ekspresyonunu düzenleyerek apoptoz oluşumunu 

önleyebildiğini gösteren bulgularla desteklenmektedir. Örneğin, ellagik asidin 

s splat n ver len sıçanların böbreğ nde ant oks dan enz mler  akt ve ederek 
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nefrotoks s tey  düzeltt ğ  gösterilmiştir [237]. Ayrıca karac ğerde ant oks dan s stem 

aracılığıyla tetra-klorür  ndüklü oluşan hepatotoksisiteyi düzeltt ğ  rapor ed lm şt r 

[238]. Pulmoner disfonksiyonlara sebep olan s klofosfam d n n sıçan akc ğer nde 

oks dan hasara yol açtığı EA verilmesinin  se bu hasarı düzeltt ğ  b ld r lm şt r [239]. 

Ellagik asidin kalpte GSH, CAT, SOD aktivitesini artırdığı; ROS, ksantin oksidaz 

(KO) ve tiyobarbitürik as t reakt f türler  (TBARS) sev yes n   se azaldığı da 

gösterilmiştir [240, 241].  

 

EA‘nın, DNA‘da oks dat f hasarın büyük b r kısmını bloke ederek kanser 

ilerlemesini büyük ölçüde durdurduğu yönündek  b lg ler gün geçt kçe artmaktadır 

[242, 243]. EA kars nogenler n DNA‘ya d rekt bağlanmasını bloke ederek 

antimutajenik etki sağlamaktadır [244]. Ayrıca ksenobiyotik metabolizmasının 

enzimlerini engellemektedir [245]. Bu veriler, kanser oluşumunu önleyebildiğini 

gösteren bulgularla desteklenmektedir. Örneğin, Pb toksisitesine maruz kalan 

bıldırcınlarda EA takviyesi karaciğer dokusunda kaspaz-3 ve -9 seviyelerini azaltarak 

Pb kaynaklı apoptozu hafiflettiği bıldırcınlarda yumurta verimi performansını 

artırdığı tespit edilmiştir. Ayrıca karac ğer ve böbrek dokularında MDA sev yes n  

düşürdüğü ve GSH, GSH-Px, CAT akt v tes n  artırdığını gösterilmiştir [246]. 

Ellag k as d n uygulanması karbon tetraklorüre karşı hepatoprotekt f b r etk ye sah p 

olduğu b ld r lm şt r [247]. Sıçan kem k  l ğ nde kromozomal aberasyonları alfa-

tokoferol kadar düşürdüğü [248], lenfos tler nde de radyasyon  ndüklü DNA z nc r  

kırılmalarını tamir ett ğ  b ld r lm şt r [249]. Ellagik asidin, CP  ndüklü oluşan 

hepatoksisiteyi düzeltt ğ  rapor ed lm şt r [250]. Ayrıca, EA‘nın kansere karşı 

koruyucu etkisinin quersetinden ve v tam n E den daha güçlü olduğu da ortaya 

koymuştur [251, 252].  

 

Warpe ve ark, ellagik asidin DOX ile indüklenen kardiyotoksisitede koruyucu 

aktivitesini tespit ettiği çalışmasında EKG ve hemodinamik parametreler incelenmiş, 

EA‘in antioksidan etkisi ile histopatolojik incelemede ellagik asit ile muamele 

edilmiş doksorubisin ile indüklenen grup sıçan kalbinin mikroskobik kesitinde, daha 

az inflamatuar hücre infiltrasyonu, nekroz ve kalp kası lifinde hiperemi saptanmıştır. 

Bizim yaptığımız MTX uygulanan grupta böbrek dokusunda önemli derecede 

glomeruler, tubuler ve interstisyel hasar tesbit edildi. MTX ile oluşan bu yan etkilerin 
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EA verilmesi ile önemli derecede azaltıldığı ortaya konuldu. Çalışma histopatolojik 

sonuçları bu çalışmalarla uyum içindedir [253]. 
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BÖLÜM 6 

 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

1. Sıçanlara tek doz 20 mg/kg MTX'ın intraperitoneal uygulanması, MTX 

uygulanmayan gruplarla kıyasla ortalama serum üre, ürik asit, kreatinin ve 

toplam protein anlamlı olarak azaltmıştır. Böbrek dokusu MDA, TOS ve OSİ 

düzeylerinin arttığı ve ayrıca GSH ve TAS düzeylerinin anlamlı derecede 

azaldığı gösterilmiştir. 

 

2. MTX+EA grubuna 75 mg/kg EA'in oral yoldan verilmesi MTX'ın olumsuz 

etkilerine karşı deneme hayvanlarını korumuştur. MTX+EA grubunda; MTX 

grubuna göre serum üre, ürik asit, kreatinin ve toplam protein anlamlı ölçüde 

azalmış, EA verilmesi sonrası serum üre, ürik asit, kreatinin düzeyleri, kontrol 

grubu seviyesine kadar inmiştir. MTX+EA grubunda, MTX grubuna göre; 

böbrek dokusu MDA, TOS ve OSİ düzeyleri anlamlı derecede azaldığı ve 

ayrıca (GSH ve TAS) anlamlı derecede arttığını gösterilmiştir. 

 

3. Histopatolojik bulgularda MTX grubuna ait böbrek dokusunda yapısal 

bozukluklar gösterilmiştir. Bu histopatolojik değişiklikler MTX+EA grubunda 

EA uygulaması ile MTX grubuna göre anlamlı ölçüde azaldığı ortaya 

konulmuştur. 

 

4. Kemoterapi tedavisinde MTX kullanımına bağlı böbreklerde oluşabilecek 

zararlı etkileri azaltmak için ellagik asidin kullanımının faydalı olacağını 

düşünüyoruz.  
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