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1. GİRİŞ 

Metotreksat folik asit antagonisti ve yüksek dozlarda timidilat sentezini 

engelleyerek DNA sentezini baskılayan bir aminopterindir (Göğüş 2001). 

Metotreksat (MTX) lösemi, lenfoma, osteosarkom, baş ve boyun tümörleri, akciğer 

kanseri, meme kanseri ve diğer bazı kanser tiplerinde kemoterapötik ajan olarak 

kullanıldığı gibi psöriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit (RA) gibi 

bazı inflamatuvar hastalıklarda da yaygın şekilde kullanılmaktadır (Çetinkaya ve 

ark., 2006). 

MTX kullanımını takiben görülen en yaygın yan etkilerden biri böbreklerde 

görülen fonksiyon bozukluğudur (Hempel et al., 2005). Akut lösemi ya da psöriazis 

gibi hastalıkların tedavisinde kullanılan yüksek doz MTX’in karaciğerde ilerleyici 

fibrozis ve siroza kadar gidebilen hepatik toksisite ile ilgili olduğu belirtilmiştir 

(Hytiroglou et al., 2004). MTX’in mide-bağırsak, karaciğer, böbrek ve kemik iliği 

toksisiteleri en sık görülen yan etkileridir (Şener ve ark. 2006). Sıçanlara MTX 

verilmesinin; kan, karaciğer, böbrek ve ince bağırsakta glutatyon (GSH) seviyelerini 

azalttığı, inflamatuvar yanıtın göstergesi olan myeloperoksidaz (MPO) aktivitesini ve 

lipid peroksidasyonunun göstergesi olan malondialdehid (MDA) seviyelerini 

arttırdığı bulunmuştur (Jahovic et al., 2003). Son zamanlarda çalışmalar 

Metotreksat’ın normal ve anormal dokulardaki istenmeyen etkilerini önleyebilecek 

maddeler üzerinde yoğunlaşmıştır (Yüncü ve Kanter 2006). 

Nitrik oksit (NO) çok yönlü ve farklı biyolojik etkilere sahip bir kimyasal 

moleküldür. Başlangıçta vazodilatatör ve nörotransmitter olarak tanımlanan NO’nun, 

yapılan çalışmalarla vücudun birçok organında farklı fonksiyonlara sahip olduğu 

ortaya  konmuştur (Aladağ ve ark., 2001, Kendall et al., 2001, Kılınç ve Kılınç 2003, 

Özkan ve Yüksekol 2003, Sharma 2004). Son yıllarda NO’nun böbrek dokusunda da 

fizyolojik ve patolojik durumlarda önemli rolleri olduğu bildirilmiştir (Bremer et al., 

1997, Can ve ark., 2000, Gabbai 2001, Klahr 2001, Kılınç ve Kılınç 2003, Sharma 

2004).  

NO, karaciğerdeki parankim hücrelerinde ve parankimal olmayan diğer 

hücrelerde L–arjinin aminoasidinden uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi 

aracılığıyla üretilen ve yüksek reaktif oksidan kapasiteye sahip bir bileşendir 
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(Moncada and Higgs 1993, Gardner et al., 1992). Nitrik oksitin karaciğer üzerindeki 

etkilerinin altında yatan  mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte, bu etkinin tek 

yönlü olmayıp, organizmanın içinde bulunduğu duruma göre değişebildiği de 

belirtilmektedir (Koçak 2008).  

Nitrik oksit (NO), Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracılığı ile L-Arjinin 

prekürsöründen meydana gelir. Bu enzimin üç izoformu vardır. Bunlar, nöronal NOS 

(nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve indüklenebilir NOS (iNOS)’tur (Kato et al., 

2009). 

NO’nun salınması için gerekli olan L-arginin / NO yolu arginin ve sitrüllin 

aminoasit türevleri ile aminoasit yapısında olmayan çeşitli bileşikler tarafından 

inhibe edilebilmektedir (Aladağ ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kılınç ve Kılınç 

2003).  

Aminoguanidin (AG) ve NG-nitro L-arjinin metil ester (L-NAME) başlıca 

önemli NOS inhibitörlerindendir. L-NAME, her üç NOS izoenzimini inhibe 

etmektedir.  Aminoguanidin ise, iNOS için seçici bir inhibitördür (Kilbourn et al., 

1997, Alderton et al., 2001;,Gölcük ve ark., 2003, Kılınç ve Kılınç 2003).  

Bu çalışmada sıçanlarda metotreksat uygulamasına bağlı olarak oluşan 

hepatotoksisite ve nefrotoksisite durumlarında histolojik ve biyokimyasal 

bulgulardaki değişiklikler ile NOS inhibitörlerinin (AG ve L-NAME) kullanımının 

metotreksat ilişkili böbrek ve karaciğer hasarındaki etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Hepatotoksisite 

Karaciğer gastrointestinal sistemdeki konumu nedeniyle birçok yabancı 

maddenin metabolizmasından sorumludur ve ilaç toksisitesi için hedef organdır. 

Akut karaciğer yetmezliklerinin % 50’ den fazlasında ilaçlar sorumlu tutulmuştur 

(Eren ve ark., 2004). İdiosenkrazik ilaç reaksiyonlarının % 75’inden fazlası ise 

karaciğer transplantasyonu ve ölüm ile sonuçlanmıştır (Ostapowicz et al., 2002) 

Bugün için tedavi amaçlı kullanılan ilaçların birçoğu emilimlerini 

kolaylaştıracak şekilde lipofilik yapıya sahip olup, hidrofilik özellik kazanabilmek 

için biyotransformasyona ihtiyaç duyar. Bu şekilde idrar ya da safra ile atılabilir hale 

gelirler (Weinshilboum 2003). Biyotransformasyon ilacın atılabilir hale gelmesi 

yanında bazı ilaçların aktif hale gelebilmesi için de esastır. Yine biyotransformasyon 

sonucu oluşan metabolitler toksisiteden de sorumlu olabilirler (Eren ve ark., 2004). 

Kronik karaciğer hastalığında hepatotoksisite riskinin arttığı ilaçlar içinde 

metotreksat, antitüberküloz ilaçlar, niasin, vitamin A, antiandrojenler sayılabilir.  Bu 

ilaçların kullanımı sırasında karaciğer enzimlerinin yakın izlemi önerilir (Eren ve 

ark., 2004). 

2.2. Nefrotoksisite 

Böbrekler özellikle metabolik aktivitenin fazla olması, zararlı maddelerin 

vücuttan uzaklaştırılması ve aktif transport fonksiyonlarından dolayı birçok ilaç ve 

toksik madde için hedef organ durumundadır (Maden 1994, Kürşat 2000, Ertekin ve 

ark., 2003). 

Nefrotoksisite nefrotoksik renal yetmezlik, akut glomerulonefritis, 

intersitisyel nefritis, nefrotik sendrom ve aşağı nefron nefrozisi olarak 

tanımlanmaktadır.  Nefrotoksisitede başlıca tubuler nekroz şekillendiğinden Akut 

tübüler nekroz (ATN) olarak da tanımlanmaktadır. ATN iskemik ve nefrotoksik 

ATN olmak üzere ikiye ayrılır (Maden 1994, Turgut ve ark., 1995, Mingeot-Leclercq 

and Tulkens 1999). 
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Nefrotoksisite sırasında meydana gelen değişiklikler (renal konsantrasyon 

bozukluğu, akut tübüler nekroz veya renal yetmezlik) ilacın renal kortekste birikme 

özelliğinden kaynaklanmaktadır  (Luft et al., 1976, Mıstık 2000). İlaca bağlı 

toksisite, ATN, intersitisyel nefritis ya da glomerülonefritis şeklinde 

oluşabilmektedir (Maden 1994, Evenepoel 2004). Alınan önlemlere rağmen, 

hastaların % 20’sinden fazlasında ilaç toksisitesi Akut böbrek yetmezliği (ABY) ile 

sonuçlanmaktadır (Can ve ark., 2000, Anderson and Barry 2004, Ghaznavi et al., 

2005). 

Evcil hayvanlarda birçok ilaç ve kimyasal madde nefrotoksisiteye neden 

olmaktadır. Bunların başlıcaları; metotreksat, aminoglikozidler (neomisin, 

gentamisin, kanamisin, streptomisin, tobramisin, amikasin vb), sefalosporinler, 

polimiksinler, tetrasiklinler, sülfanamidler, penisilinler, monensin, vankomisin, 

acyclovir, amfoterisin-B, çesitli ağır metaller, hemoglobin gibi endotoksinlerdir 

(Brion et al., 1984, Brier et al., 1985, Maden 1994, Kaneko et al., 1997, Hazıroğlu ve 

Milli 1998, Anderson and Barry 2004). 

Kemoterapiye bağlı nefrotoksisiteyi önlemek için çeşitli ilaçlar kullanılabilir. 

Bunların en ucuzu ve etkilisi hastaya kemoterapi öncesinde yeterli miktarda serum 

fizyolojik uygulayarak diürezi sağlamaktır. Kemoterapiye bağlı nefrotoksisitenin 

önlenmesi ile hastaların mortalite ve morbidite oranı azaltılabilir (Erkurt ve ark., 

2009). 

Böbrek dokusu, kan akışının fazlalığı, konsantrasyonu, metabolik aktivitenin 

fazla olması, zararlı maddelerin vücuttan uzaklaştırılması ve aktif transport 

fonksiyonlarından dolayı birçok ilaç ve toksik madde için hedef organ durumundadır.  

ABY’nin en önemli nedeni birçok madde ve ilaca bağlı meydana gelen 

nefrotoksisitedir (Maden 1994, Hazıroğlu ve Milli 1998, Ertekin ve ark., 2003). 

Akut Böbrek Yetmezliği (ABY): 

Akut böbrek yetmezliği hem insan hem de hayvanlarda böbrek kan akımının 

ani düşüşü ve glomerüler filtrasyon hızında (GFR)  meydana gelen azalmaya bağlı 

olarak, kan üre azotu, (BUN) kreatinin ve diğer üremik toksinlerin vücutta birikmesi 

ve konsantre idrar çıkarılması ile karakterize klinik bir tablodur (Schramm et al., 
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1996, Anderson and Barry 2004, Lameire and Vanholder 2004, Schrier et al., 2004, 

Aydın 2006). 

ABY’nin etiyolojisinde prerenal, renal ve postrenal nedenler rol 

oynamaktadır (Deprem 1987, Bicik ve Ersan 1999, Horoz ve Özgür 2004, Evenepoel 

2004, Lameire and Vanholder 2004, Aydın 2006). 

Renal kökenli ABY’nin en sık nedeni iskemi veya toksinlere bağlı gelişen  

ATN’dir. Renal ABY olaylarında meydana gelen patolojik durum prerenal ABY’den 

farklı olarak böbrek kan akımının düzeltilmesi ile hemen düzelmez. Genelde geri 

dönüşümlü bir olay olmasına rağmen, kortikal nekroz oluşturacak düzeyde bir işlev 

bozukluğu mevcut ise kalıcı böbrek yetmezliği söz konusu olabilmektedir 

(Evenepoel 2004, Horoz ve Özgür 2004). 

İskemi, toksinler, çeşitli ilaçlar metotreksat, aminoglikozidler, anfoterisin-B 

acyclovir, sülfonamidler, non-steroidal anti-inflamatuar ilaçlar (NSAID), vankomisin 

bu tür renal yetmezliğe yol açan başlıca nedenlerdir (Hazıroğlu ve Milli 1998, 

Kurtdede ve Börkü 1998, Bicik ve Ersan 1999, Anderson and Barry 2004, Evenepoel 

2004, Horoz ve Özgür 2004). 

2.3. Metotreksat 

MTX, lösemi, çesitli solid tümörler, psöriazis, romatoid artrit ve diğer bazı 

otoimmün hatalıkların tedavisinde 40 yıldan daha uzun süredir yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Son zamanlarda sarkoidoz, inflamatuar bağırsak hastalıkları ve 

vaskülitlerde de kullanılmaktadır. MTX, S fazındaki hücreleri etkileyen folat 

antagonisti antimetabolittir. Dihidrofolat anoloğu olan ilaç, hücre replikasyonunda 

anahtar enzim Dihidrofolat redüktaz’a bağlanarak pürin ve pirimidin yapımı için 

gerekli tetrahidrofolat sentezini inhibe eder. Pürin ve primidin sentez inhibisyonu 

apopitozisle sonuçlanan DNA defektlerine yol açar (Chabner et al., 2007, Uraz ve 

ark., 2008). MTX’in aynı zamanda kaspaz aktivasyonuna bağlı mekanizma ile 

apopitozise neden olduğu gösterilmiştir (Papaconstantinou et al., 2001). 

MTX’in sitotoksik etkisi, kanser hücreleri için seçici olmadığından kemik 

iliğindeki hematopoetik hücreler ve bağırsak mukozasındaki aktif  bölünen hücreler 

gibi proliferasyon hızı yüksek dokuları da etkiler (Chabner et al., 2007). 
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MTX toksisitesinin, oluşan sistemik oksidatif stres, tedavi süresi ve doz 

şeması, hastanın risk faktörleri ve hastalığın tipi ile genetik ve moleküler apopitotik 

faktörler gibi birçok faktörün etkileşimiyle oluştuğu rapor edilmiştir (Çetinkaya ve 

ark., 2006). 

2.3.1. Metotreksat’ın Metabolizması 

Folik aside bağlı enzimler tek karbon fragmanların transferini içeren 

reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasında en önemlisi DNA sentezi için 

deoksiüridilatın metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu işlem sırasında metilen 

tetrahidrofolat (MTHF) dihidrofolat’a (DHF) dönüşür. DHF’nin ise tekrar 

kullanılması için Tetrahidrofolat’a  (THF) dönüşmesi gereklidir. Bu dönüşüm için 

dihidrofolat redüktaz (DHFR) enzimine ve Nikotinamid Adenin Dinükleotid Fosfat’a 

(NADPH) gereksinim vardır. THF, DNA ve RNA sentezi için gerekli olan pürin ve 

pirimidin nükleotidlerinin sentezinin önemli bir komponenti olan timidilatın 

üretiminde rol oynar (Flores and Kerdel 2000). Bu nedenle MTX,  THF eksikliğine 

yol açarak pürin, pirimidin metabolizması ve DNA sentezini içeren pek çok 

metabolik yolu etkiler (Jolivet et al., 1983). MTX’in moleküler yapısı DHF’ye 

benzer. MTX’in yapısında birden fazla metil grubu vardır ve DHF’deki hidroksil 

(OH-) grubu yerine NH2 bulunur. MTX,  DHF’yi THF’ye çeviren DHFR enzimini 

inhibe eder (Dutz and Ho 1998). MTX folilpoliglutamil sentetaz ile 1-4 glutamat 

gruplarının eklenmesiyle poliglutamat forma dönüştürülen bir ilaçtır. Poliglutamat 

yapı muhtemelen tüm hücrelerde bulunur. Poliglutamat formun ölçümleri eritrosit, 

karaciğer, fibroblastlar ve kemik iliği myeloid serisinde yapılmıştır. MTX 

poliglutamatları hücre içinde tutulur ve DHFR enzimine bağlanarak DHF ile yer 

degiştirir (van Ede et al., 1998, Rubino 2001). 

      MTX düşük dozlarda oral olarak hemen hemen tamamen emilir. 

Başlangıç yarı ömrü (dağılımı) 1,5-3,5 saattir. Terminal yarı ömrü 8-15 saattir. MTX 

ve metabolitleri hücrelere aktif taşıma ile girer ve büyük oranda böbrek yoluyla 

elimine olur (Yılmaz 2008).  
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Şekil 1. Metotreksat’ın moleküler yapısı. 

 

 

Şekil 2. Dihidrofolat’ın moleküler yapısı. 

 

 

Şekil 3. Folik asit’in moleküler yapısı. 

İnsanlarda vücudun ana yapılarından folik asidi (FA) sentezleme özelliği 

olmadığından diyetle FA alımı zorunludur. Dihidrofolat redüktaz, DHF’yi FA’ya 

bağımlı yollarda temel bileşen olarak hizmet eden THF’ye dönüştürür (Sekil 4). 

Chabner ve ark. MTX’in FA antagonisti mekanizması olarak iki teoriyi öne 

sürmüşlerdir.  
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Folik asit azalma teorisi: İntrasellüler FA’nın azalması DHFR’nin blokajına 

dayanmaktadır. 

Yarışma teorisi: Nükleotidlerin sentezinde görevli basamakları MTX’in 

doğrudan inhibe etmesine ve DHF birikimine dayanmaktadır (Chabner et al., 1985). 

MTX, DHFR’yi inhibe eder bu yüzden THF’nin azalmasına neden olur. MTX 

poliglutamatları 5,10 metilen THF redüktaz, glisinamid-ribozil-5-fosfat 

formiltransferaz ve aminoimidazol-karbokzamid-ribozil-5-fosfat formiltransferaz 

enzimlerini doğrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon pürin ve primidin 

metabolizmasında inhibisyonla sonuçlanır (van Ede et al., 1998). Bu yapı taşlarının 

üretilmemesi hücre çoğalması için gerekli olan DNA ve RNA sentezini ve enerji 

üretimi için gerekli ATP üretimini inhibe eder. Ayrıca THF’ye dönüşemeden kalan 

dihidrofolatpoliglutamatlar ve MTX’in poliglutamat türevleri toksik inhibitör 

metabolitler şeklinde birikir. Timidilat sentazın ve pürinin sentezinde rol oynayan 

transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, MTX’in iki poliglutamat metaboliti 

tarafından yapılır (Bram et al., 1987). MTX’in hücrelerdeki toksik etkileri dışarıdan 

ilaç olarak verilen folinik asit (N5–formiltetrahidrofolat) tarafından antagonize edilir; 

folik asidin kendisi ise bu durumda THF’ye dönüşemediğinden antidotal etkinlik 

göstermez. 

                Folat                                dihidrofolat 

Folik asit           dihidrofolik asit                tetrahidrofolat 

                redüktaz                           redüktaz 

Şekil 4. Folik asit metabolizması. 

2.3.2. Metotreksat’ın Yan Etkileri 

MTX tedavisi esnasında ortaya çıkan yan etkiler oldukça yaygındır. Yan 

etkinin şiddeti değişkendir. En sık rastlanan yan etkiler hafif ve geri dönüşümlüdür. 

Bulantı, kusma, transaminazlarda yükselme ve stomatit gibi yan etkiler sıklıkla dozla 

ilişkilidir. MTX tedavisi alan romatoid artritli hastaların yaklaşık %30’unda ilaç 

toksisitesi nedeniyle tedavi kesilir (van Ede et al., 1998). 
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MTX toksisitesinin mekanizması hala tam anlaşılamamıştır. Ancak bazı yan 

etkiler; pürin, pirimidin, poliamin ve FA gibi metabolik yolların bozuklukları ile 

doğrudan ilişkilendirilmiştir. Kremer ve ark. ilk kez RA’lı hastaların karaciğer 

biyopsisinde MTX poliglutamatlarının birikmesine, FA eksikliğinin eşlik ettiğini 

göstermiştir (Kremer et al., 1986). Değişik yollarda adenozin deaminazın (ADA) 

MTX tarafından inhibisyonu deoksiadenozin ve deoksiadenozin trifosfat (dATP) gibi 

adenozin metabolitlerinin birikimine yol açar. Adenozin, deoksiadenozin ve metilli 

adenozin metabolitleri yüksek konsantrasyonlarda muhtemelen doğrudan toksik 

etkilidirler. 

Deoksiadenozin kromozom kırıklarına ve S-adenozil homosistein (SAH) 

hidrolaz enziminde inaktivasyona yol açar. SAH-hidrolaz metilasyon reaksiyonları 

için gereklidir. dATP, DNA sentezi için gerekli olan ribonükleotid redüktazı inhibe 

eder (van Ede et al., 1998). Baggott ve ark. MTX tedavisi ile ADA inhibisyonu 

geliştiğini destekleyen veriler elde etmişlerdir (Baggot et al., 1993). MTX’ın 

vasküler hastalık için risk faktörü olarak bilinen hiperhomosisteinemiye sebep 

olduğu bilinmektedir (van Ede et al., 1998, Kane et al.,1994). Metilasyon 

reaksiyonlarının belirleyicisi olan S-adenozil metionin (SAM)/SAH oranında 

azalmaya neden olur. Metilasyon reaksiyonlarının inhibisyonu toksisiteye neden 

olabilir (van Ede et al., 1998). 

MTX dihidrofolatı (DHF) tetrahidrofolata (THF) çeviren dihidrofolat 

redüktaz (DHFR) enzimini baskılar (Dutz and Ho 1998). Tetrahidrofolat pürin ve 

pirimidin sentezinin önemli bir parçası olan timidilatın üretiminde etkendir (Flores 

and Kerdel 2000). Pürin ve pirimidin nükleotidleri deoksiribonükleik asit (DNA) ve 

ribonükleik asit (RNA) sentezinde rol oynarlar. Bu nedenle MTX, THF eksikliğine 

yol açarak pürin, pirimidin metabolizması ve DNA sentezini içeren pek çok 

metabolik yolu etkiler. Bu metabolik yollar üzerinde yaptığı değişiklikler ile MTX’in 

tedavi edici etkileri yanında  toksik etkileride ortaya çıkmaktadır (Jolivet et al., 

1983). 

MTX’ın mide-bağırsak, karaciğer, böbrek ve kemik iliği toksisiteleri  en sık 

görülen yan etkileridir (Şener ve ark., 2006).  
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MTX, bağırsak mukozasında  morfolojik, biyokimyasal ve fizikokimyasal 

değişikliklere yol açmaktadır (Takeuchi et al., 1989, Tsurui et al., 1990). Bu 

değişiklikler sonucu bulantı, kusma, diyare, stomatit, gastrointestinal ülserler ve 

mukozitis gibi yan etkiler ortaya çıkmaktadır. MTX’in antimitotik etkisinin 

malabsorbsiyon sendromuna yol açtığı iyi bilinir (Loehry and Creamer 1969, 

Taminiau et al., 1980, Naruhashi et al., 2000). Tüm bu istenmeyen etkiler hastanın 

genel durumunun daha da bozulmasına neden olmaktadır.  

Metotreksat uygulanmış sıçanların kan, karaciğer, böbrek ve ince bağırsak 

glutatyon (GSH) seviyelerinin azaldığı, inflamatuvar yanıtın göstergesi olan 

myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun göstergesi olan 

malondialdehid (MDA) seviyelerinin arttığı gösterilmiştir (Jahovic ve ark., 2003). 

MTX’in hepatotoksisite ve nefrotoksisite ile ilgili mekanizması konusunda en 

çok değinilen konu oksidatif stres (glutatyon seviyelerinin azalması) olmuştur 

(Jahovic et al., 2003). 

Yüksek doz MTX kullanan psöriazisli hastalarda karaciğer fibrozisi ve sirozu 

ile seyir gösteren hepatotoksisitenin oluştuğu gösterilmiştir (Tobias and Aurbach 

1973, Roenigk et al., 1971).  Aynı zamanda yüksek doz MTX’in akut böbrek 

yetmezliğine sebep olduğu ve serum kreatinin, üremi ve hematüri seviyelerinde artışa 

neden olduğu gösterilmiştir (Kintzel 2001). Metotreksat zehirlenmelerinde oluşan  

akut hepatorenal fonksiyon bozuklukları, plazma değişimi ve hemodiyaliz ile 

düzeltilmeye çalışılmaktadır (Goto et al., 2001). MTX aracılı toksisite pek çok 

faktöre bağlı olarak değişiklik gösterir. Tedavi süresi, kullanım dozu, hastaların risk 

faktörleri, hastalığın tipi, genetik varlığı ve moleküler apoptotik faktörler toksisiteyi 

etkiler (Neuman et al., 1999). 

MTX karaciğerde steatoz, fibrozis, kolestaz ve siroz gibi farklı hepatotoksik 

bulgulara yol açabilir (Vonen and Morland 1984). MTX’in nefrotoksik etkisi ise; 

MTX ve metaboliti olan 7-hidroksimetotreksatın (7-OH MTX) böbrek tübüllerinde 

çökmesi ile açıklanmıştır ki bu da MTX atılımının gecikmesi ile sonuçlanır (Van den 

Bongard et al., 2001). 

Bazı ksenobiyotiklerin karaciğer ve böbrek toksisitesinde ve organ yetmezliği 

patogenezinde, reaktif oksijen metabolitleri ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Mitchell 
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et al.,1973, Baliga et al., 1999). Serbest oksijen radikalleri aracılığı ile oluşan lipid 

peroksidasyonunun, hücre membran hasarı ve yıkımı ile MTX aracılı doku 

tahribatına önemli oranda katkı yaptığı düşünülür. Çeşitli kimyasal maddeler 

tarafından oluşturulan doku hasarında, serbest oksijen radikallerinin neden olduğu 

mikrovasküler bozukluklar üzerinde durulmaktadır (Parks and Granger 1988). 

Serbest radikallerin dokuya doğrudan zarar verici etkileri yanı sıra; dokuda 

karmaşık bir şekilde lökosit birikimini tetikledikleri de belirlenmiştir. Dokuda 

meydana gelen bu hasar dolaylı olarak aktive olan nötrofillerce oluşturulur. 

Aktifleşen nötrofillerin MPO, elastaz, proteaz gibi enzim sentezledikleri ve serbest 

radikalleri açığa çıkardıkları gösterilmiştir (Sullivan et al., 2000). Bu nedenle 

karaciğer ve böbrek dokularında artan MPO seviyeleri,  nötrofil birikimi ile MTX 

aracılı oksidatif organ hasarına katkı sağlamaktadır. 

MTX aracılı oluşan karaciğer hasarı hem doz hem de tedavinin süresi ile 

ilgilidir. Bazı deneysel araştırmalarda yüksek doz MTX’in karaciğerde hasar 

oluşturmadığı belirlenmiştir. Bu da büyük ihtimalle ilaca maruz kalma sürecinde 

sistemik toksisite ile baskılanma şeklinde açıklanabilir (Örneğin kemik iliği, mide-

bağırsak hasarı gibi.) (Hall et al., 1991). 

Sıçanlar üzerinde yapılan bir çalışmada 20 mg/kg tek doz MTX’in, sistemik 

toksisite oluşturmaksızın, oksidatif stres yoluyla  karaciğer ve böbrekte toksik etki 

oluşturduğu gösterilmiştir (Jahovic ve ark., 2003).   

Kanser tedavisinde kullanılan yüksek doz MTX, akut böbrek yetmezliğine 

neden olabilir. Bu da MTX ve MTX metaboliti olan 7-Hidroksimetotreksat’ın renal 

tübüllerde çökmesi ile gerçekleşir. Bu olay myelosüpresyon, gastrointestinal 

toksisite, hepatit ve mokozit gibi toksisite oluşumuna öncülük eder (Schornagel and 

Mcvie 1983). 

2.3.3. Metotreksat ve Karaciğer Toksisitesi 

Akut lösemilerin tedavisindeki gibi MTX’in aralıklı yüksek doz kullanımı 

veya psöriazisdeki gibi uzun dönem MTX kullanımında progresif hepatik fibrosis ve 

siroza ilerleyebilen karaciğer hasarı oluşabilir. Düşük doz uzun dönem MTX tedavisi 

alan psöriazisli hastalardaki siroz gelişme riski %7’dir. Takip edilen hastaların 
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yaklaşık %8’inde transaminazların normalin üç katı kadar yükseldiği gösterilmiştir 

(Uraz ve ark., 2008). MTX’in neden olduğu toksisitenin, tedavinin süresi ve doz 

şeması, hastalığın tipi ve hastanın risk faktörleri ile birlikte genetik ve moleküler 

apopitotik faktörler gibi birçok faktörün etkileşimiyle oluştuğu düşünülmektedir 

(Çetinkaya ve ark., 2006). 

Kronik MTX kullanımıyla ilgili karaciğer histolojisindeki temel yan etkiler, 

yağ infiltrasyonu, inflamasyon, hücresel nekroz ve sonuç olarak fibrozis’dir. Ancak, 

klinik ve biyokimyasal bulgular yıllarca sessiz kalabilir. Karaciğer toksisitesinin 

gösterilmesinin tek yolu karaciğer biyopsisidir ve genellikle MTX 10 yıl 

kullanıldıktan sonra ya da MTX toplam dozu 1,5-2,5 gramı geçtikten sonra 

önerilmektedir (Uraz ve ark. 2008). 

MTX’in karaciğer hasar mekanizması henüz tam olarak açıklanamamıştır 

(Çetinkaya ve ark., 2006). MTX  karaciğerde enzimatik bir sistem aracılığıyla ana 

ekstrasellüler metaboliti olan 7-hidroksimetotreksata dönüşür (Chladek et al., 1997). 

MTX hücre içinde poliglutamat şeklinde tutulur. MTX kullanımı ile hücre içindeki 

poliglutamat miktarı artar ve folik asit seviyeleri düşer. Bu durum karaciğer epitel 

hücrelerinde (hepatosit) nekroza sebep olur (Kamen et al., 1981). Ayrıca metotreksat 

piruvat dehidrogenaz, 2-oksogluterat dehidrogenaz ve sitozolik nikotinamid adenozin 

difosfat (NADP) bağımlı dehidrogenazı baskılar. Glutatyon redüktaz enzimi 

NADP’yi reaktif oksijen radikallerine karşı  koruyucu bir antioksidan olan redükte 

glutatyon üretilmesinde kullanır (Babiak et al., 1998). MTX kullanımına bağlı olarak 

düşen NADP seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen radikallerine (süperoksid 

anyonları, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksid ve hipoklorid radikalleri gibi) karşı 

duyarlılaştıran glutatyon seviyelerinin düşmesine ve bu da hepatosit hasarına neden 

olur (Uraz ve ark., 2008). 

2.3.4. Metotreksat ve Böbrek Toksisitesi 

Yüksek doz metotreksat kullanımının akut böbrek yetmezliğine neden olduğu 

belirtilmiştir. Aynı zamanda MTX’in yüksek dozda verilmesi serum kreatinin,  üre 

ve hematüri seviyelerinde artışa yol açmaktadır. (Devrim ve ark. 2005)  
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Akut böbrek yetmezliği gelişmesi antineoplastik kemoterapi alan hastalarda 

sık görülen bir olaydır. Kemoterapinin tübüller üzerine doğrudan toksik etkisi ya da 

glomerüllerde harabiyete yol açması sonucu oluşur (Erkurt ve ark., 2009). 

Bir araştırmada Metotreksat’ın proksimal tübül hücrelerinde birikerek Akut 

tübüler nekroz’a neden olabileceği belirtilmiştir (Fillastre and Godin 1998). 

Erkurt ve arkadaşları Metotreksat’ın nefrotoksisite mekanizmasını; 

metotreksat kristallerinin distal tübüle çökmesi sonucu obstrüktif nefropati şeklinde 

açıklamışlardır (Erkurt ve ark., 2009). 

Metotreksat ve ana metaboliti olan 7-hidroksimetotreksat’ın poliglutamat 

formu, ilaç verildikten bir yıl sonra dahi hepatositlerde saptanmıştır. Metotreksat ve 

7-hidroksimetotreksat esas olarak böbrekler yoluyla atılır, bu nedenle özellikle 

böbrek fonksiyonu bozuk olan kişilerde metotreksatın toksik etkileri artabilir (Göğüş 

2001). 

Yüksek doz MTX tedavisi sonucu böbreklerde ortaya çıkan hasar 

mekanizması tam olarak anlaşılamamıştır. Devrim ve arkadaşları MTX nedeniyle 

oluşan böbrek hasarlanmasında oksidatif stresin rolü olabileceğini ortaya 

koymuşlardır ve MTX alan sıçanların böbrek dokularında nitrik oksit seviyelerinde 

artış tespit etmişlerdir (Devrim ve ark., 2005). Yapılan son araştırmalarda Taurin ve 

L-karnitin gibi antioksidan bileşiklerin MTX’in neden olduğu böbrek hasarını 

azaltıcı etkileri gösterilmiştir. Bu nedenle MTX toksisitesinden korunmak için ilacın 

antioksidan ajanlarla birlikte kullanılması gerekliliği öne sürülmektedir (Yılmaz 

2008). 

2.3.5. Metotreksat Toksisitesi ve Oksidatif Stres 

Antikanser ilaçlarla yapılan toksisite çalışmalarında oksidatif stres üzerine 

dikkat çekilmektedir. Karaciğer, böbrek, ince barsak ve merkezi sinir sistemi 

üzerinde MTX’in yan etki mekanizması olarak oksidatif stres sorumlu tutulmaktadır 

(Miketova et al., 2005, Jahovic ve ark., 2004, Devrim ve ark., 2005, Uz ve ark., 

2005). HeLa hücresi mitokondrisinde pirüvat dehidrojenaz, 2-okzogluterat 

dehidrojenaz ve nikotinamid adenindinükleotid (NAD) bağımlı enzimler ile sitozolik 

nikotinamid adenozin difosfat (NADP)  bağımlı dehidrojenazın MTX tarafından 
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inhibe edildiği gösterilmiştir. Babiak ve ark. MTX’ın HeLa hücrelerinde vücudun 

önemli antioksidanı olan glutatyon seviyelerini azalttığını göstermişlerdir (Babiak et 

al., 1998). 

Jahovic ve ark. 20 mg/kg tek doz intraperitoneal MTX uygulanan ratların 

kan, karaciğer, böbrek ve ince barsak dokularında glutatyon seviyelerinde azalma, 

inflamatuvar yanıtın göstergesi olan MPO aktivitesinde artma ve MDA seviyelerinde 

belirgin bir artış olduğunu göstermişlerdir (Jahovic ve ark., 2004). Miyazono ve ark. 

da sıçanlarda MTX’in yan etkilerinden ince bağırsakta süperoksid dismutaz (SOD) 

ve katalaz aktivitelerinde artma, GSH seviyelerinde azalma olduğunu göstermişler ve 

MTX’in yol açtığı ince barsak hasarında oksidatif stresin önemli rolü olduğunu öne 

sürmüşlerdir (Miyazono et al., 2004).  

2.4. Oksidatif Stres 

Oksijen canlılar için hayati önemi olan bir moleküldür ve hücrede enerji 

üretim süreçlerinde kullanılır. Serbest oksijen radikalleri enerji üretim süreçlerinin 

doğal bir yan ürünü olup yüksek düzeyde reaktif ve potansiyel olarak zararlı 

maddelerdir (Janos and Krishnamurti 2005). 

Serbest radikaller hücrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere saldırarak 

zarar verir. Serbest radikallerin zararlı etkilerinden korunmak için hücreler bunları 

nötralize eden antioksidanlar üretmektedir. Serbest radikallerin oluşum hızı ve 

bunların antioksidanlar tarafından nötralize edilme hızı arasında bir denge bulunması 

beklenir. Böylece hücre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eğer bu 

denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapımdan daha yavaş nötralize 

edilirlerse hücrede serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hücrede artışı ve hücre 

fonksiyonları üzerinde yaptıkları olumsuz etkiye (oksidatif hasara) ‘oksidatif stres’ 

denir (Çavdar ve ark., 1997). 

Dejeneratif hastalıkların gelişiminde oksidatif stresin önemli bir rol oynadığı 

gösterilmiştir. Nöronlar, yani sinir/beyin hücrelerindeki oksidatif stres kendini nöro-

dejeneratif hastalıklar olarak göstermektedir (Alzheimer hastalığı, Parkinson 

hastalığı, vb.). Damar iç yüzeyindeki hücrelerde (endotelde) oksidatif hasar damar 

sertliği (ateroskleroz) gelişliminde rol oynamakta, dolayısıyla kalp-damar, beyin-
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damar ve diğer damar hastalıklarına neden olmaktadır. Hücre DNA’sına gelen 

oksidatif hasar kanser gelişimine yol açabilmektedir. Hücre DNA’sına toksinlerin 

verdiği hasar kanser gelişimine yol açabilmektedir.(http://www.androloji.org.tr, 

Erişim tarihi: 25 Mayıs 2010). 

Organizmada serbest radikallerin oluşum hızı ile bunların ortadan kaldırılma 

hızı bir denge içerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandırılır. Oksidatif 

denge sağlandığı sürece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu 

radikallerin oluşum hızında artma ya da ortadan kaldırılma hızında bir düşme bu 

dengenin bozulmasına neden olur (Çavdar ve ark., 1997,Burçak ve Andican 2004). 

Oksidatif stres olarak adlandırılan bu durum özetle, serbest radikal oluşumu ile 

antioksidan savunma mekanizması arasındaki ciddi dengesizliği göstermekte olup, 

sonuçta doku hasarına yol açmaktadır (Çavdar ve ark., 1997, Burçak ve Andican 

2004). 

Serbest radikaller bir veya daha fazla eşleşmemiş elektrona sahip, kısa 

ömürlü, kararsız, molekül ağırlığı düşük ve çok etkin moleküller olarak tanımlanır. 

Serbest radikaller hidroksil, süperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi 

değişik kimyasal yapılara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest 

radikaller, oksijenden oluşan radikallerdir. Oksijen, süperoksit grubuna (O2
-) bazı 

demir-kükürt içeren yükseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin 

etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve hücre hasarına yol açan süperoksit 

grubu, bakırlı bir enzim olan süperoksit dismutaz (SOD) aracılığında hidrojen 

peroksit (H2O2) ve oksijene çevrilir. Süperoksit grubundan daha zayıf etkili olan 

H2O2, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi 

enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayıf etkili ürünlere dönüştürülerek etkisiz kılınır. 

Dietilditiyokarbamat gibi süperoksit dismutazın etkinliğini engelleyen maddeler, 

süperoksit gruplarının zararsız hale getirilmesini sınırlandırırken, lipid 

peroksidasyonu hızlandırırlar. Ayrıca katalazın etkinliğini engelleyen maddeler 

(aminotriazol gibi herbisidler) de etkin oksijen gruplarına veya bu grupları oluşturan 

maddelere duyarlılığı artırır (Çavdar ve ark., 1997, Burçak ve Andican 2004). 

Serbest radikallerin atomlarında elektronlar orbital adı verilen uzaysal 

bölgede çiftler halinde bulunurlar. Atomlar arasında etkileşim ile bağlar meydana 
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gelmekte ve moleküler yapı oluşmaktadır. Serbest radikaller, atomik yada moleküler 

yapılarında çiftlenmemiş tek elektron bölümleri olduklarından başka moleküller ile 

çok kolayca elektron alışverişine girerler ve "oksidan moleküller" veya "reaktif 

oksijen partikülleri (ROP)" ni içerirler (Çavdar ve ark., 1997). 

Serbest radikaller, hücrelerde endojen ve ekzojen kaynaklı etmenlere bağlı 

olarak oluşurlar. Ekzojen kaynaklı etmenler arasında parakuat, alloksan gibi 

kimyasalların etkisi altında kalma, karbon tetraklorür, parasetamol gibi ilaç 

toksikasyonları, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliliği yapan fitokimyasal 

maddeler, sigara dumanı solventler gibi çevresel faktörler, nitrofurantoin, bleomisin, 

doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyuşturucular gibi 

alışkanlık yapıcı maddeler bulunması nedeniyle serbest radikaller toksikolojik açıdan 

da önemlidir (Çavdar ve ark., 1997, Burçak ve Andican 2004). 

Eğer serbest radikaller nötralize edilmezlerse hücre membran proteinlerini 

yıkarak, membran lipit ve proteinlerini yok ederek, hücre membranını sertleştirip 

hücre fonksiyonunu engelleyerek, nükleer membranı geçip nukleustaki genetik 

materyale etki edip DNA'yı kırılma ve mutasyonlara açık hale getirerek, bağışıklık 

sistemindeki hücreleri yok edip bağışıklık sistemini zorlayarak vücutta ciddi 

hasarlara neden olabilirler (Çavdar ve ark., 1997, Burcak ve Andican 2004). 

2.4.1. Serbest Radikaller’in Hücrede Hasar Oluşturma Mekanizması 

3 mekanizma mevcuttur: 

• Membran lipitlerinin peroksidasyonu: Serbest radikaller hücrenin 

membranına saldırdıklarında gerçekleşir. Serbest radikaller, hücre mebranının 

stabilizasyonunu ortadan kaldırarak, hızlı hücre ve doku bozulmalarına neden olurlar. 

• Disülfit bağ oluşumu: Glutatyon, tüm memeli hücrelerinde milimolar 

konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin R-SH oksidasyonu tiyol 

ve oksijen radikallerinin oluşumuna neden olur. Bunlar sülfür merkezli radikallerdir 

(RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (sülfürlerin karşılıklı bağlanması) 

reaksiyonları disülfit bağını oluşturur. Bu da proteinlerin konfigürasyonlarını bozarak 

vücuttaki metabolik aktivitelerini engeller. 
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• DNA hasarı: DNA molekülü yeniden sentezlenemeyen ancak 

kopyalanabilen bir molekül olduğundan DNA modifikasyonları, mutasyonlara ve 

genetik bozukluklara neden olmaktadır. Bu yüzden DNA hasarının ROS ile 

indüklenen hücresel modifikasyonların en ciddisi olduğu düşünülmektedir. Oksidatif 

DNA modifikasyonları memeli DNA’sında sıktır. Bu modifikasyonların 

kardinojenez, diyabet ve yaşlanmanın mekanizmasına katkıda bulunduğu ileri 

sürülmüştür. Özellikle peroksinitrit ve nitrojen oksit gibi reaktif nitrojen türleri DNA 

hasarına neden olmaktadır. Bununla birlikte dokularda oksidatif DNA düzeylerinin 

artmış düzeylerinin veya oksidatif modifiye nükleik asit ürünlerinin artmış üriner 

atılımının insanlarda kanser gelişimini öngörebileceğine ilişkin epidemiyolojik 

kanıtlar mevcut değildir. Bu nedenle kanser gelişimi, yaşlanma ve diğer hastalıkların 

DNA oksidasyonu ile ilişkisini gösteren ileriki çalışmaların yapılmasına ihtiyaç 

vardır (http://www.androloji.org.tr, Erişim tarihi: 25 Mayıs 2010). 

2.4.2. Serbest Radikallerin Hücreler Üzerindeki Etkileri 

• Lipidlerde meydana gelen yapısal değişiklikler 

Plazma membranı, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik 

membranlarda bulunan poliansatüre yağ asitlerinde serbest radikaller tarafından 

oluşturulan oksidatif  hasara lipid peroksidasyonu denilmektedir (Akkuş 1995). Lipid 

peroksidasyonu, bir lipid molekülünde iki doymamış bağ arasında yerleşmiş olan bir 

metilen grubundan bir hidrojen atomunun çıkarılması ile başlayan kompleks bir 

olaydır. Lipid peroksidasyonu sonucunda hücrede kendiliğinden devam eden 

zincirleme reaksiyonlar başlamaktadır. Oksidasyon sonucunda olusan lipid peroksil 

radikalleri bir sonraki poliansatüre yağ asidini okside ederek yeni zincirleme 

reaksiyonları başlatırlar (Akkuş 1995). Bu ürünlerin daha ileri parçalanmaya 

uğraması ile hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararlı radikal özelliği olan 

aldehidlere dönüşürler. Bu aldehidler içinde en çok bilineni malondialdehid yani 

MDA’dır. Dolayısıyla bir dokuda MDA seviyesinin artması serbest oksijen 

radikallerinin arttığını gösterir (Slater 1984). 

Malondialdehid’in kendisi de üretildiği yerde iki yönlü hareket edebilir; hem 

dış ortama hem de hücrenin iç kısmına yönelebilir. Hücre içinde bir çok yapıya 
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zararlı etkileri vardır. Dolayısıyla serbest oksijenlerin lipidlere etkisi sonucu açığa 

çıkan patolojik ürün olan MDA da daha ileri yıkımlara sebep olabilir. Hücre 

membranlarının lipid kısmının büyük çoğunluğu fosfolipid ve bunların yapısındaki 

poliansatüre yağ asitlerinden oluşmuştur. Bu hasar sonucunda membranın yapısı ve 

fonksiyonları büyük ölçüde bozulur. 

• Proteinlerde ve nükleik asitlerde meydana gelen yapısal değişiklikler 

Serbest radikal etkilerine karşı protein ve nükleik asitler, poliansatüre yağ 

asitlerine göre daha dirençlidir. Bunun başlıca sebebi, hasar oluşturucu zincir 

reaksiyonlarının protein ve nükleik asit moleküllerinde gerçekleşme ihtimalinin çok 

zayıf olmasıdır. Serbest radikaller DNA molekülüne çok yakın bir bölgede meydana 

geliyorsa, okside edici radikaller tarafından DNA molekülü kolaylıkla hasara 

uğratılabilmektedir (Kayalı ve Çakatay 2004). 

2.5. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler 

Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar olarak iki ana 

gruba ayrılabilirler. 

2.5.1. Nonenzimatik Antioksidanlar 

Glutatyon: Oksidatif stresin ölçümünde kullanılan antioksidandır. Redükte 

glutatyon (GSH) /okside glutatyon (GSSG) oranı, oksidatif durumlarda azalır. GSH 

ve GSSG “high performance lipid chromotography” (HPLC) ve spektrofotometrik 

yöntemlerle tesbit edilir (Delogu et al., 2004). Glutatyon karaciğerde glutamat, 

sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptiddir. Çok önemli bir antioksidan olan 

glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girip onları zararsız ürünlere 

çevirerek hücreleri oksidatif  hasara karşı korur. Proteinlerdeki sülfidril gruplarını da 

indirgenmiş halde tutarak onların okside olmasını engeller (Urso and Clarkson 2003). 

S-adenozil metionin: Tüm hücrelerde metioninden sentezlenir. Hücre 

büyümesi ve farklılaşmasında önemli rolü vardır. Antioksidan aktivitesi glutatyon 

prekürsörü olarak tanımlanmıştır (Caro and Cederbaum 2004). 

E Vitamini: E vitamini tokoferol yapısındadır. Dört tipi vardır. α-tokoferol 

en fazla bulunan ve antioksidan etkisi en fazla olan şeklidir. E vitamini dokularda en 
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önemli zincir kırıcı antioksidandır ve lipid peroksidasyonuna karşı ilk sıradaki 

korunma mekanizmasıdır (Akkuş 1995). Membranların lipid kısmında ve 

ekstrasellüler sıvılarda bulunur. Hücre membranlarında O2, OH- gibi radikalleri 

inaktive eder ve lipid peroksit zincirini kırarak lipid peroksidasyonu reaksiyonlarını 

durdurur (Miquel et al., 2006). 

C vitamini: Ekstrasellüler sıvılarda bulunur. Süperoksit ve hidroksil 

radikalini doğrudan temizleme özelliği vardır (Miquel et al., 2006). 

Seruloplazmin: Süperoksid dismutaz benzeri bir etki gösterdiği 

düşünülmektedir. Demirin +2 değerlikli halden +3 değerlikli hale yükseltgenmesini 

sağlayarak Fenton reaksiyonunu inhibe eder. Bu sayede serbest radikal oluşmasını 

inhibe eder (Misso et al., 2005). 

Transferrin: Dolaşımdaki serbest demiri bağlayarak antioksidan özellik 

gösterir (Ayçiçek ve ark., 2005). 

Ürik asit: Normal plazma konsantrasyonlarında süperoksit, hidroksil ve 

peroksil radikallerini temizler (Misso et al., 2005). 

Albümin: Geçiş metallerini bağlar, lipid hidroperoksid ve hipoklorid 

toplayıcısıdır (Misso et al., 2005). 

Bilirubin: Serbest radikal tutucusudur, süperoksit ve hidroksil radikal 

toplayıcısıdır (Ayçiçek ve ark., 2005). 

Glukoz: Hidroksil radikal tutucusudur (Nakano et al., 1999). 

Piruvat: Güçlü antioksidandır ve H2O2 bağlayıcı özelliği vardır (Zhou 2001). 

Taurin: Yarı esansiyel bir aminoasittir. Lipid peroksidasyonunu ve nötrofil 

infiltrasyonunu inhibe ederek antioksidan etkili olduğu gösterilmiştir. Taurin ratlarda 

MTX’in yol açtığı doku hasarını önlemiştir. Ksenobiotiklere bağlanma yeteneği 

vardır. Hipoklorit ile de reaksiyona girerek etkisini azaltır (Çetiner ve ark., 2005). 

β-Karoten: A vitamininin prekürsörüdür. Hücre membranlarında bulunur. 

Serbest radikal temizleyicisidir. Peroksitlere karşı doğrudan etki ederek onları inaktif 

hale getirir (Drisko et al., 2003). 
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Melatonin: Pineal bezden salgılanan indolamin yapısında bir hormondur. 

Yüksek lipofilik özelliği olup membranları kolaylıkla geçer. Melatonin antioksidan 

olarak özellikle OH- radikalini ortadan kaldırmada çok etkilidir (Mollaoğlu 2003). 

Sistein: Serbest radikal ve hipoklorid toplayıcısıdır (Akkuş 1995). 

2.5.2. Enzimatik Antioksidanlar 

Başlıca antioksidan enzimler; GSH-Px, Katalaz ve SOD’dur (Urso and 

Clarkson 2003). 

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan 

enzimdir. Hücre zarındaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkole indirger (Spallholz 

1990). 

Tetramerik yapıdadır ve dört selenyum atomu içerir. Sitoplazmada ve 

mitokondriyonda bulunabilir (Blanco-Coronado et al., 1992). GSH-Px’in fagositoz 

yapan hücrelerde önemli işlevleri vardır. 

Diğer antioksidanlarla birlikte, solunum patlaması sırasında serbest radikal 

peroksidasyonu sonucu fagositoz yapan hücrelerin zarar görmelerini engeller. 

Eritrositlerde, oksidasyona yol açan strese karşı en etkili antioksidandır. GSH-Px’in 

enzim etkinliğindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasına ve şiddetli hücre hasarına 

yol açar. Aynı zamanda bu enzim, lipit peroksitlerinin indirgenmesini de 

katalizlemektedir (Rambabu and Rao 1994). Hücre zarına bağlı en önemli bağlı 

antioksidan olan E vitamini miktarı az olduğu zaman, hücre zarının peroksidasyona 

karşı korunmasını sağlar (Spallholz 1990). 

Glutatyon peroksidaz yapısında bir metal olan Selenyum’u bulundurduğu için 

metalloenzim grubunda değerlendirilir. Bu enzim, redükte glutatyonun okside 

glutatyona çevrildiği in vitro ortamda gerçekleşen reaksiyonda H2O2’yi yüksek 

spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir. GSH’ın GSSG haline dönüştüğü 

reaksiyonda GSH-Px enzimi H2O2’yi suya indirger. Daha sonra glutatyon redüktaz 

enziminin katalizlediği reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon tekrar 

redükte hale dönüştürülebilir (Urso and Clarkson 2003). 
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Reaksiyon şu şekildedir: 

2GSH + H2O2  GSSG + 2H2O 

(GSH=Redükte glutatyon, GSSG=Okside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon 

peroksidaz, GR=Glutatyon redüktaz, H2O2=Hidrojen peroksit). 

Hidrojen peroksidin düşük konsantrasyonda olması durumunda GSH-Px 

katalaza göre daha etkilidir (Halliwell 1974). 

Katalaz 

Katalaz enzimi, glikoprotein yapısında bir hemoproteindir. Özellikle Hidrojen 

peroksit’in (H2O2) yüksek konsantrasyonlarda bulunduğu ortamlarda etkilidir 

(Halliwell 1974). Okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda oluşan hidrojen peroksiti 

doğrudan suya dönüştürür. Bu enzimin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit 

konsantrasyonunun çok fazla arttığı durumlarda belirgin olarak artmaktadır. 

Ortamdaki H2O2 konsantrasyonunun düşük olduğu hallerde ise hidrojen 

peroksiti substrat olarak kullanan diğer antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye 

girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklaştırırlar (Agar et al., 1986). Katalaz ve 

GSH-Px enzimleri, benzer etkisi olmasına rağmen hücre içindeki yerleşim yerleri ve 

etki yerleri bakımından farklılık göstermektedirler. Katalaz enzimi peroksizomlarda 

daha etkili iken, GSH-Px enzimi başlıca sitozol ve mitokondride daha etkilidir. 

Katalaz enziminin katalizlediği reaksiyon şu şekildedir: 

2H2O2  2H2O + O2 

 Süperoksit Dismutaz (SOD) 

İlk defa 1968 yılında Mc Cord ve Fridovich tarafından tanımlanan süperoksit 

dismutaz enzimi süperoksitin, hidrojenperoksit ve moleküler oksijene dönüşümünde 

görev alır. Reaksiyonun formülasyonu, şu şekildedir: 

2O2
-  + 2H+  H2O2 + O2 

Bu reaksiyon ani olarak da gelişebilir fakat SOD tarafından katalizlendiğinde 

hızı 4000 kat artar. Bunlar, Cu ve Zn içeren izomerler bulundurur (Marklund 1990, 

Halliwell 1994). 
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Tek bir enzim değil, süperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dönüşmesini 

katalizleyen enzim grubudur. Süperoksid dismutaz enzimi metal ihtiva ettiği için 

metalloenzim grubundandır. Hücreyi radikallerin etkisinden koruyan savunma 

mekanizması arasında SOD enzimi ilk rolü oynar.  

SOD ile katalizlenen tepkime sonunda oluşan ürünün birikimi CAT enzimi 

tarafından önlenmektedir. (McCord and Fridowich 1969). 

Bu enzim grubunun, canlıda bulunduğu bölgeye göre değişiklik gösteren üç 

farklı izoformu tespit edilmiştir. 

1) Cu-Zn SOD: Bakır ve çinko iyonlarını içeren dimerik tiptir ve 

sitoplazmada bulunur. Siyanit, bu izoformun işlevini baskılar. Hücrede en fazla 

miktarda bulunan izomerdir. 

2) Mn SOD: Mangan iyonu içeren tetramerik tiptir ve mitokondriyonda 

bulunur. Siyanit tarafından bloke edilmez. 

3) Hücre Dışı SOD: Bu izoform, hücre zarındaki kollajene bağlanarak nötrofil 

ve diğer hücrelerden salınan süperoksitleri kontrol eder. 

Enzimin fizyolojik işlevi, oksijeni katabolize eden hücreleri süperoksit 

serbest radikalinin zararlı etkilerine karşı korumaktır. Bu yolla, lipit peroksidasyonu 

engellenmiş olur (Niwa et al., 1990). SOD’un etkinliği, yüksek oksijen kullanımı 

olan dokularda daha fazladır ve doku PO2 artışına paralel olarak artar. Normal 

metabolizma sırasında hücreler tarafından yüksek oranlarda süperoksit üretimi 

olmasına rağmen, hücre içi süperoksit seviyeleri düşük tutulur. SOD’un hücre dışı 

etkinliğiyse oldukça düşüktür (Lunec and Blake 1990). SOD, fagosite edilmiş 

bakterilerin hücre içi ortamda öldürülmesinde de rol oynar. Bundan dolayı, SOD 

granülosit işlevi için çok önemli bir enzimdir. Lenfositlerde, granülositlerden daha 

fazla miktarda SOD bulunmaktadır (Kobayaski et al., 1977). 
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2.6. Nitrik Oksit  

1987 yılına kadar insan vücudunda bulunuş nedeni ve metabolizması 

hakkında çok az bilgi bulunan NO’nun, 1991 yılından sonra yapılan bilimsel 

çalışmalar ile insan ve hayvanlar tarafından üretilebilmesinin ortaya konulmasıyla, 

bilimsel çalışmaların odağı haline gelmiş ve yapılan bu yoğun çalışmalar neticesinde 

1992 yılında tanınmış bilim dergisi “Science” tarafından “yılın molekülü” seçilmiştir 

(Türköz ve Özerol 1997, Aladağ ve ark., 2001, Kılınç ve Kılınç 2003). 

Sonraki yıllarda NO’nun memeli hücrelerinden salgılanan biyolojik bir 

mediyatör olduğunu ortaya koyan ve bu konudaki önemli katkıları ve araştırmaları 

nedeniyle 1998 yılında Robert Fuchgott, Louis Ignarro ve Ferid Murad adlı üç bilim 

adamı Nobel Tıp Ödülüne layık görülmüşlerdir (Alderton ve ark., 2001, Kılınç ve 

Kılınç 2003). 

Nitrik oksit, 1987 yılında kan damarlarının asetilkolin uygulaması sonrasında 

endotele bağlı şekilde gevşemesinden sorumlu molekül olarak keşfedilmiştir (Palmer 

et al., 1987, Ignarro et al., 1987). Bundan kısa bir süre sonra, damar endotel 

hücrelerinden köken alan NO’nun L-arjinin amino asidinden sentezlendiği gösterildi 

(Palmer et al., 1988). NO, yarı ömrü birkaç saniye olan, hızla çözünebilen, reaktif ve 

gaz halinde bir moleküldür. Günümüzde NO’nun memelilerdeki dolaşım, sinirsel 

işlev ve savunma gibi bazı olayları ve sistemleri de içine alan fizyolojik ve 

patofizyolojik süreçlerin düzenlenmesinde yer aldığı bilinmektedir (Wink and 

Mitchell 1998, Moilanen et al., 1999). 

NO gaz tabiyatında bir molekül olup yağda çözünür ve biyolojik 

membranlardan kolaylıkla geçer. Çok kısa yarılanma ömrüne (3-5 s) sahiptir.  Basit 

kimyasal yapıya sahip olmasına rağmen oldukça farklı ve zıt etkileri bulunmaktadır. 

Bu etkiler çoğunlukla basit gibi görünen nitrik oksit kimyasının komplike 

doğasından kaynaklanır (Lancaster 2000). 

Diğer serbest radikaller her konsantrasyonda hücreler için zararlı iken NO 

düşük konsantrasyonda çok önemli fizyolojik işlevlerde rol almaktadır. Ancak aşırı 

ve kontrolsüz NO sentezi hücreler için zararlı olmaktadır. NO bu özellikleri ile çok 

ideal bir fizyolojik haberci molekül özelliği kazanmaktadır (Türköz ve Özerol 1997). 
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NO’nun yarılanma ömrü diğer serbest radikaller gibi çok kısadır ve 

solüsyonlarda hızlı bir şekilde okside olarak NO2 ve NO3’e dönüşür. NO’nun düşük 

konsantrasyonlarda oksijene göre 3000 kat daha hızlı bir şekilde hemoglobine 

bağlanarak inaktif hale geldiği ve özellikle dolaşımdaki oksihemoglobinin NO için 

kuvvetli bir inhibitör olduğu bildirilmiştir (Türköz ve Özerol 1997, Özkan ve 

Yüksekol 2003). NO aynı zamanda serbest radikal süperoksit tarafından da inaktive 

edilmektedir. Süperoksidi bağladığı için NO’nun serbest radikalleri temizleyen 

koruyucu bir faktör olduğu düşünülmektedir. Böylece süperoksit dismutaz (SOD) 

gibi süperoksidi ortadan kaldıran enzimler NO’nun ömrünü uzatabilmektedirler 

(Kilbourn et al., 1997, Özkan ve Yüksekol 2003, Kuyumcu ve ark., 2004). Nitekim 

yapılan çalışmalarla L-arginin yokluğunda süperoksit üretiminin arttığı, L-arginin 

varlığında ise süperoksit üretiminin inhibe olduğu bildirilmiştir (Gölcük ve ark., 

2003). 

NO ile süperoksit reaksiyonu sonucu oluşan peroksinitrit (ONOO-) güçlü ve 

yarılanma ömrü uzun bir oksidandır. Organizmada ONOO-, hidroksil radikali gibi 

davranan hidroksinitrite (HOONO) dönüşür. ONOO-‘ in parçalanması ile yüksek 

konsantrasyonlarda NO2 oluşur. Bu reaktif nitrojen bileşikleri lipidler, DNA, tioller, 

amino asitler ve metallerle reaksiyona girerek enzim fonksiyonlarını bozar, membran 

bütünlüğüne zarar verir ve DNA mutasyonuna neden olur. Bunların sonucunda lipid 

peroksidasyonu başlar (Kilbourn et al., 1997, Özkan ve Yüksekol 2003, Kuyumcu ve 

ark., 2004). 

2.6.1. Nitrik Oksit’in Biyosentezi ve NOS’un İzoformları 

Fonksiyonel olarak, NOS yapısal, konstitütif (cNOS) ve indüklenebilir 

(iNOS) formları şeklindedir. cNOS, Ca+2 ve kalmodulin bağımlı bir enzim olup 

saniyeler içerisinde selektif agonist ile reseptör stimulasyonuna bağlı olarak NO’yu 

fentomolar ve pikomolar konsantrasyonlarda salıverirler. iNOS izoformu ise 

pretranslasyonel düzeyde düzenlenir ve tümör nekroz faktör-α (TNF-α) ve 

interferon-γ ve interlökin 1-β gibi proinflamatuvar sitokinler ile indüklenir. iNOS 

indüklenmesinden birkaç saat sonra nM konsantrasyonlarda proinflamatuvar NO 

salıverir ve bu uzun süreli (saatler, günler) devam edebilir. (Forstermann et al., 1991, 

Filep et al., 1993) 
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cNOS ve iNOS arasında bazı önemli farklılıklar vardır. iNOS vasküler 

endotelyal hücreler, düz kas hücreleri, makrofajlar ve farklı parankim hücrelerini 

içeren çeşitli hücrelerce eksprese ve aktive edilmektedir. İlk olarak cNOS aktivitesi 

hücre içi kalsiyum akışına bağlıyken iNOS aktivitesi için istirahat halinde hücre 

içindeki kalsiyum miktarı yeterlidir. cNOS aktivitesi kalsiyum akışı ile tetiklendiği 

için aktivite geçicidir ve az miktarda NO üretilir (pikomolar konsantrasyonda). Zıt 

olarak iNOS aktivitesi uzun sürer ve nanomolar düzeyinde NO oluşur (Moncada et 

al., 1991). 

Konstitütif NOS (cNOS)  

Bu izoenzim özellikle damar endotel hücreleri, idrar yolu hücreleri, santral ve 

periferal sinir sistemi hücreleri, endokard, miyokard, trombosit, mast hücreleri ve 

nötrofillerde bulunmaktadır. NOS, bu dokularda her zaman mevcuttur. Ancak aktif 

değildir. Aktif hale gelebilmesi için kalsiyuma (Ca2+) ihtiyaç duyar. Enzimin 

kalsiyum-kalmodulin ile aktive olması nedeniyle kalsiyuma bağımlı NOS veya 

konstitütif NOS olarak adlandırılır (Atalık ve Doğan 1997, Türköz ve Özerol 1997, 

Alderton et al., 2001, Kılınç ve Kılınç 2003). 

Konstitütif  NOS’un  nöronlarda bulunanı nöronal nitrik oksit sentaz (nNOS) 

ve endotel hücrelerinde bulunanı endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) olarak 

adlandırılır (Atalık ve Doğan 1997, Aladağ ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, 

Kılınç ve Kılınç 2003, Özkan ve Yüksekol 2003, Kuyumcu ve ark., 2004). nNOS 

(NOS I) kromozom 12, eNOS (NOS III) kromozom 7 tarafından kodlanır. Ayrıca 

nNOS 161 kDa, eNOS 133 kDa molekül ağırlığına sahiptir (Alderton et al., 2001, 

Bildik 2006). 

Konstitütif NOS enzimleri çesitli organ sistemleri için bazal seviyelerde 

gereklidir (Kuyumcu ve ark., 2004). nNOS sitoplazmik, eNOS zarsal enzimler olup 

aktiviteleri düşüktür. Bu enzimler dakikada miligram enzim başına pikomol 

seviyesinde NO sentezlerler (Kılınç ve Kılınç 2003). Sentez süresinin çok kısa 

olması, sentezlenen NO miktarının çok düşük olmasına neden olmaktadır. Çünkü 

hücre içi iyonize Ca konsantrasyonu azalmaya başladığı zaman, enzim inaktif forma 

geçerek NO sentezi durmaktadır (Atalık ve Doğan 1997, Türköz ve Özerol 1997). 
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Bu enzimlerin sentezi ve aktivitesi glukokortikoidlerden etkilenmez, ancak 

çesitli L-arginin analogları tarafından inhibe edilebilmektedir (Kılınç ve Kılınç 

2003). 

İndüklenebilir NOS (iNOS):  

iNOS enzimi özellikle makrofaj, nötrofil, hepatosit, monosit, damar edotel ile 

düz kas hücreleri, kalp kası hücreleri, nöronlar ve mikroglial hücrelerden 

sentezlenmektedir. Diğerlerinin aksine hücre içinde bulunmayan iNOS, endotoksin 

ve çesitli sitokinler (IL–1, TNF, IF-γ) tarafından indüklenen ve indüklendiğinde daha 

uzun sürede ve büyük miktarlarda NO üreten, kalsiyumdan bağımsız bir enzimdir. 

Enzim bu özelliklerden dolayı indüklenebilir veya kalsiyumdan bağımsız NOS 

olarak adlandırılır. iNOS kofaktör olarak kalmodulin yerine tetrahidrobiopterine 

gereksinim duyar (Atalık ve Doğan 1997, Türköz ve Özerol 1997, Aladağ ve ark., 

2001, Alderton et al., 2001, Kılınç ve Kılınç 2003, Bildik 2006). 

iNOS (NOS II) kromozom 17 tarafından kodlanır ve 131 kDa molekül 

ağırlığına sahiptir (Alderton et al., 2001, Bildik 2006). Bu enzim sitoplazmik bir 

enzim olup aktivitesi yüksektir. Enzimin miligramı başına dakikada nanomol 

seviyesinde NO sentezlenir (Kılınç ve Kılınç 2003). 

NO, L-arjininden üç farklı Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracılığıyla 

sentezlenir. İşlevsel yönden etkin olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi, dimerik 

şekilde bulunur. Her üç NOS monomerinin molekül yapsında da, oksijenaz içeren bir 

N- terminal ucu ve kalmodulin tanıma bölgesine sahip bir C-terminal ucu vardır. 

Enzimlerin redüktaz bölgesinde NADPH, flavin adenin dinükleotid ve flavin 

mononükleotid gibi bazı kofaktörler için bağlanma bölgeleri bulunurken, oksijenaz 

bölgesinde hem ve tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktörlerinin yanı sıra, L-arjinin için 

de bağlanma sahaları vardır (Janssens et al.,1992, Lowenstein et al., 1992, Charles et 

al., 1993, Alderton et al., 2001). 

NO’nun L-arjininden sentezlenmesi, iki farklı reaksiyonla gerçekleşir. NOS 

monooksijenasyon-I reaksiyonu denilen birinci basamakta, L-arjinin NO sentezi için 

bir aracı olan N omega-hidroksil-L-arjinine dönüşür. Bu reaksiyon için, NADPH ve 

oksijen gerekir. NOS monooksijenasyon-II reaksiyonu denilen ikinci basamakta, N 

omega-hidroksil-L-arjinin bileşeni NO ve sitrüline oksidize edilir. Flavin adenin 



 27

dinükleotid ve flavin mononükleotid, kalmodulin ve BH4, bu süreçte kofaktör olarak 

görev yapar (Alderton et al., 2001 Bredt and Synder 1990, Mayer et al. ,1993, Bredt 

et al, 1991, Stuehr et al., 1991).  

NOS enzimleri, üç ana gruba ayrılır. Bunlar nöron kaynaklı NOS (nNOS 

veya NOS1), endotel kaynaklı NOS (eNOS veya NOS3) ve uyarılabilir NOS (iNOS 

veya NOS2) şeklinde sınıflandırılmaktadır. NO sentez reaksiyonları temelde her üç 

NOS çeşidinde de aynıdır ancak NO üretiminin düzenlenmesi enzimler arasında 

farklılık gösterir. 

 

Şekil 5. Nitrik oksidin L-arjinin amino asidinden sentezlenmesi. 

Koçak (2008)’den modifiye edilmiştir. 

Damar endotelinin yanı sıra merkezi ve periferik sinir sisteminde ilk 

keşfedilenler sırasıyla eNOS ve nNOS’tur. Günümüzde, bu enzimlerin çeşitli hücre 

ve doku tiplerinde üretildikleri bilinmektedir. NO’nun adı geçen NO sentazlar 

aracılığıyla üretilmesi, çoğunlukla enzim etkinliği seviyesinde düzenlenmektedir ve 

bu reaksiyonlarda, az miktarda NO üretilmektedir. Hücre içi kalsiyum iyon 

yoğunluğundaki değişiklikler, NO sentezinde anahtar bir role sahiptir. Endotel 

hücrelerindeki asetilkolin ve beyindeki glutamat gibi agonist maddeler, etkiledikleri 

reseptörler aracılığıyla kalsiyum iyonunda artışa yol açar ve bu yolla, NOS 

enzimlerini ve NO üretimini etkinleştirir. Kalsiyumdaki artış, eNOS ve nNOS gibi 

kalsiyuma bağımlı enzimlerde olduğu gibi kalmodulinin NOS molekülüne daha 

kararlı bir şekilde bağlanmasını sağlayarak, NO sentezini başlatır (Bredt and Synder 

1990, Abu-Soud and Stuehr 1993). Her iki izoform da, kalp-damar ve sinir 
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sistemlerindeki fizyolojik süreçlerde yer almaktadır (Alderton et al., 2001, Moncada 

and Higgs 1995, Christopherson and Bredt 1997). Ayrıca, eNOS ve nNOS sentezi 

transkripsiyon seviyesinde de bir noktaya kadar düzenlenmektedir. Son yıllarda 

yapılan çalışmalar, nNOS üretiminin (ekspresyonunun) sinirsel faaliyet, steroid 

hormonları, iltihabi sitokinler ve bakteri türevi olan moleküller gibi çeşitli etkenlerce 

düzenlenebileceğini ortaya çıkarmıştır (Liu et al., 1996, Xu et al., 1996, Kleinert et 

al., 2000). Benzer şekilde, eNOS üretiminin düzenlenmesi de yerel çevresel 

şartlardan etkilenebilmektedir. Kan damarlarının, hücresel büyümenin, büyüme 

faktörlerinin, TNF-α’nın (tümör nekroz faktörü alfa) ve hipoksinin yol açtığı 

etkilerin, eNOS üretimini yönlendirdiği bulunmuştur (Liu et al 1996, Kleinert et al., 

2000, Le Cras et al., 1996, Alonso et al., 1997). Uyarılabilir NO üretimi, esas olarak 

iNOS ekspresyonunun düzenlenmesi yoluyla kontrol edilmektedir. iNOS istirahat 

halindeki hücrelerde tespit edilememektedir fakat bu enzimin ekspresyonu 

lipopolisakaritler, inflamasyona öncülük eden sitokinler, hipoksi ve yabancı DNA 

veya RNA gibi bazı unsurlar tarafından uyarılabilmektedir. iNOS, aralarında 

makrofajların, karaciğer epitel hücrelerinin, kondrositlerin, epitel hücrelerinin, 

mezangiyel hücrelerin ve düz kas hücrelerinin de olduğu çeşitli hücre tiplerince 

üretilmektedir. 

iNOS uyarıldığı zaman, uzun bir zaman dilimi boyunca ve fazla miktarda NO 

üretimine yol açar. Bu yolla üretilen NO çeşitli patofizyolojik süreçlerle ilgili olup, 

antibakteriyel ve antiviral etkinlik, mitokondriyon solunumunun engellenmesi, 

protein nitrasyonu ve doku hasarlanmasının uyarılması gibi çeşitli olaylarla 

bağlantılıdır (MacMicking et al., 1997, Karupiah et al., 1993, Clementi et al., 1998, 

Boughton-Smith et al., 1993, Kooy et al., 1997). iNOS enzim etkinliğinin 

düzenlenmesi, eNOS ve nNOS’takinden farklıdır. Kalmodulinin iNOS’a sıkı bir 

şekilde bağlanmasına ve NO sentezi için gerekli bir molekül olmasına rağmen, 

iNOS’un etkinliği kalsiyum iyonlarından bağımsızdır (Ruan et al., 1996). iNOS 

eksprese edildikten sonra, birkaç saatten günlere kadar değişebilen zaman periyotları 

boyunca NO üretimine yol açabilir ve üretimin olduğu hücrelerde, programlı  hücre 

ölümü anlamına gelen apopitoz olayını  uyarabilir (Moilanen et al., 1999Alderton et 

al., 2001, MacMiking et al., 1997).  Ayrıca yapılan çalışmalarda ağız yoluyla etanol 

verilen fare karaciğerinde nekroz, inflamasyon ve yağlı dejeneratif değişikliklerin 
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görüldüğü, iNOS geni yönünden eksikliği olan (-/-) farelerde ise bu tür 

değişikliklerin meydana gelmediği bildirilmiştir (McKim et al., 2003).  

Yakın geçmişte, NOS enzim polimorfizminin bazı klinik durumlarla 

bağlantısının olduğu öne sürülmüştür. iNOS promotör (öncül) geninde yer alan 

954(G-C) bp bölgesinde görülen bir nokta mutasyonunun, sıtma hastalığına karşı 

korunma özelliğiyle bağlantılı  olduğu bildirilmiştir (Kun et al., 2001). eNOS ve 

iNOS genlerindeki polimorfizmler, kalp ve damar hastalıklarında sorumlu 

tutulmuştur (Wang and Wang 2000, Rutherford et al., 2001). Bunun yanında, nNOS 

genindeki polimorfizmin astım hastalığıyla ilgisinin olabileceği bildirilmiştir (Gao et 

al., 2000, Wechsler et al., 2000).  

Nitrik oksit, renal kan akımı, renal otoregülasyon, glomerüler filtrasyon, renin 

salgılanması ve tuz ıtrahı gibi renal fonksiyonların kontrolünde en önemli parakrin 

modülatör ve mediyatördür. NO ayrıca diyabetik nefropati, inflamatuvar glomerüler 

bozukluk, septik şokta görülen akut böbrek yetmezliği, kronik böbrek yetmezliği 

ilaçların nefrotoksik etkileri gibi birtakım böbrek bozukluğu durumlarında da önemli 

rol oynar. NO, bazen hemodinamik fonksiyonlarından dolayı faydalı olabilirken 

iNOS’tan salgılandığı durumlardaki yüksek miktarlarda zararlı olabilmektedir 

(http://www.tfd.org.tr/mersin_kitap.pdf. Erişim tarihi: 23 Mayıs 2010). 

NO’nun böbrek dokusunda önemli görevlere sahip olduğu bildirilmiştir. Son 

yıllarda yapılan bilimsel çalışmalar neticesinde L-argininden sentezlenen NO’nun 

böbrek fizyolojisi ve patolojisinde önemli rolleri olduğu ortaya çıkarılmıştır (Can ve 

ark., 2000, Gabbai 2001, Klahr 2001, Kılınç ve Kılınç 2003, Sharma 2004). 

Yapılan immunohistokimyasal çalışmalarda böbrekte NOS izoenzimlerinin 

her üç formunun da bulunduğu ortaya çıkarılmıştır. Bunlardan eNOS renal 

damarlarda, glomerüler endotelyal hücrelerde, proksimal tübüler hücrelerde, henle 

kulbunun çıkan kalın kolunda ve toplayıcı kanallarda, nNOS’un makula densa, 

toplayıcı kanalın prinsipal hücreleri ve renal pelvik sinirlerde bulunduğu tespit 

edilmiştir. iNOS ise proksimal tübüllerde, distal tübüllerde ve toplayıcı kanallardaki 

hücrelerde, kısaca makula densa ve damarlar hariç genel olarak geniş bir alanda 

bulunmaktadır (Star 1997, Weight and Nicholson 1998, Sharma 2004, Ghaznavi and 

Kadkhodaee 2007). 
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Böbrekte eNOS GFR’nın düzenlenmesi, bölgesel damar basıncı ve renal kan 

akımı için önemli iken, nNOS tübüloglomerüler feedback ve renin salınması yoluyla 

glomerüler hemodinamiğin kontrolünde rol oynamaktadır.  

Böbrek dokusunda iNOS fizyolojik şartlarda tübüllerde, patolojik durumlarda 

ise infiltre olan makrofaj ve glomerüler mezenşimal hücrelerde tespit edilmiştir. 

Ancak iNOS’un tubullerdeki fizyolojik işlevlerinin hala açıklanamadığı bildirilmiştir 

(Cherla and Jaimes 2004). 

Böbreğin epitelyal, mezenşimal ve endoteliyal hücrelerinden NO 

sentezlenmektedir. NOS enzimlerinin farmakolojik inhibitörlerinin kullanılması, 

böbrek dokusunda NO’nun fizyolojik ve patolojik rollerinin belirlenmesine büyük 

katkı sağlamıştır. Yapılan çalışmalarla böbrekte iNOS inhibisyonunun epitelyal 

hasarda azalma yaptığı ve renal fonksiyonlarda iyileşmeye yol açtığı, ancak eNOS 

inhibisyonunun ise epitelyal hasarı artırdığı bildirilmiştir (Sadovnikoff and Gelman 

2000, Gabbai 2001). 

Araştırmalarda NO seviyesinin yükselmesi veya iNOS aktivitelerinin artışının 

böbrekte eNOS aktivitelerini inhibe ederek renal vazokonstruksiyon ve GFR’de 

azalmaya yol açtıkları bildirilmiştir (Gabbai 2001). NO’nun arteriyel basıncı 

artırması tübüllere etki ederek Na+ geri emilimini azaltan eNOS oluşumunun 

artmasına yol açar. NO’nun bu etkisini renin salınmasını azaltarak oluşturduğu tespit 

edilmiştir (Sireli ve ark., 2002). 

NO’in septik böbrek yetmezliğinin patofizyolojisinde önemli rolleri vardır. L-

NAME NOS’un genel inhibitörü, Aminoguanidin (AG) ise iNOS’un selektif 

inhibitörüdür. Nonselektif NOS inhibitörleri hem cNOS hem de iNOS’u bloke 

etmektedir. Böbrekte özellikle eNOS yoluyla üretilen NO, böbrek dokusunun 

fizyolojik fonksiyonlarının sürdürülmesi için oldukça önemlidir. Bu nedenle böbrek 

hastalıklarında eNOS inhibisyonunun zararlı olabileceği, iNOS inhibitörlerinin 

kullanılmasının daha uygun olacağı belirtilmektedir (Bremer et al., 1997, Turner et 

al., 1997, Cohen et al., 2001). 

Sağlıklı hayvanlarda nonselektif NOS inhibisyonu afferent ve efferent 

arteriyollerde tonus artışına, GFR’nin azalmasına, hipertansiyona ve sonuçta 

ABY’ye neden olmaktadır. Bu sebeple nonselektif iNOS inhibitörlerinin renal 
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fonksiyonları daha da kötüleştirdiği söylenmektedir. Selektif iNOS inhibitörlerinin 

ise sepsiste GFR’yi koruyarak kan basıncını düzenlediği ve trombozu önlediği 

bildirilmiştir. (Gölcük ve ark., 2003). 

Sıçanlar üzerinde yapılan başka bir deneysel çalışmada, endotoksemide artan 

NO2/NO3 düzeyleri ve organ bozukluklarına karşı iki değişik dozda (50–150 mg/kg) 

uygulanan nonselektif NOS inhibitörü L-NAME’nin, artan NO2/NO3 düzeylerini 

anlamlı derecede düşürdügü, gelişen karaciğer ve böbrek fonksiyon bozukluklarında 

ise belirgin bir etki oluşturmadığı gözlenmiştir. NO’nun selektif inhibitörü L-

kanavanin kullanılmasının ise düşük (100 mg/kg) dozda serum NO2/NO3 düzeylerini 

daha da artırdığı, böbrek ve karaciğer işlevlerinin de bozulmasına neden olduğu, 

yüksek dozda ise (300 mg/kg) ölçülen parametrelerde olumlu bir etkinlik 

göstermediği belirlenmiştir (Özek ve ark., 2001). 

Böbrekte glomerüler damarlardan cNOS salınımının, böbrekte kan akımının 

otoregülasyonunu sağlaması ve glomerüler kapiller basıncı azaltması nedeniyle 

koruyucu etkide bulunduğu, bununla beraber çesitli sitokinlerin uyarımı ile iNOS 

tarafından aşırı NO salınımının ise zararlı etkilere neden olduğu bildirilmiştir (Yang 

et al., 1998). 

Glomerulonefritis oluşturulan farelerde içme suyuna 1 g/L dozunda AG 

verilen diğer bir çalışmada, AG verilen grupta glomerüler iNOS, idrar NO2 üretimi 

ve glomerülosklerozisin derecesi ile proteinüri önemli derecede azalmıştır. Bu da AG 

uygulamasının glomerüler NO üretimini baskılaması nedeniyle glomerülosklerozisin 

ilerlemesini azalttığını göstermiştir. Scr seviyesinin kontrol ve AG grubunda 

(0.82±0.07–0.79±0.07 mg/dl) normal değerlerde olduğu saptanmıstır. İdrarda 

protein/kreatinin ve nitrit/kreatinin oranlarının AG ile tedavi edilen grupta kontrol 

grubuna göre önemli derecede azaldığı tespit edilmiştir. Protein/kreatinin oranı 

kontrol grubunda 4.61±1.85 mg/mg, AG grubunda 0.25±0.03 mg/mg olduğu, 

nitrit/kreatinin oranı ise kontrol grubunda 99.9±16.5 μg/mg, AG grubunda ise 

58.4±13.0 μg/mg olduğu belirlenmiştir (Yang et al., 1998). 

Bremer ve arkadaşları, nefrotoksik nefritiste (NTN) NO’nun inhibisyonu ve 

glomerüler hasarda NO üretiminin rolü üzerine yaptıkları çalışmada, ratlara 5 mg/kg 

dozunda L- NAME ve 60 mg/kg dozunda AG vermişler ve her iki NOS 
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inhibitörünün de idrar ve böbrek NO2 miktarını azalttığını belirlemişlerdir. İdrar NO2 

konsantrasyonunun NTN grubunda kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 2. günde 

(2.19±0.64-0.59±0.08μmol/gün) önemli derecede arttığı, 4. günde (2.60±0.87-

0.70±0.18) pik seviyeye ulaştığı ve 8. günde ise tekrar (0.62±0.11) azaldığı 

belirlenmiştir. Nefrotoksik nefritisli grupla karşılaştırıldığında NTN+L-NAME ve 

NTN+AG’li gruplarda idrar NO2 atılımının önemli derecede azaldığı ve L-NAME ile 

AG verilmesinin idrar NO2 atılımınında önemli derecede azalmalara neden olduğu 

belirlenmiştir. İdrar protein atılımının 2. günde önemli derecede artması ve çalışma 

süresince yüksek kalması, NO inhibisyonunun proteinüriyi azaltmaması ve 

proteinürinin açıkça NO üretimine bağlı olduğunu göstermiştir (Bremer et al., 1997). 

Nitrik oksit’in karaciğerde birçok etkisi ve hücresel kaynağı vardır ve 

hepatosit hasarında aracı olabilir. NO, karaciğerin birçok hücresinde üretilir ve 

mikroorganizmalar, parazitler ve tümör hücrelerine karşı savunma mekanizmaları 

içinde bir “ikincil elçi” olarak görev alır. Fakat, literatürde NO’nun karaciğer hücre 

hasarının birincil bir aracısı mı yoksa hasar verici uyarıya karşı güçlü bir koruyucu 

mekanizma mı olduğu konusunda çelişkiler vardır (Işıksal 2003). 

On yıl kadar önce, periferik arteriyel vazodilatasyonun sirozlu hastalardaki 

asit oluşumunun patofizyolojisinde önemli olduğu görüşü ortaya atılmıştır. Aynı 

zamanda, nitrik oksitin vasküler tonüsün düzenlenmesinde önemli rollere sahip olan 

potent bir vazodilatör olduğu bulunmuş ve NO’nun sirozlu hastalarda görülen 

hiperdinamik sirkülatuvar durumdan sorumlu olabileceği düşünülmüştür. Bundan 

sonra, çeşitli hayvan ve insan deneyleri ile, sirozda görülen hemodinamik 

değişikliklerde ve asit oluşumuna yol açan sodyum ve su retansiyonunda NO’nun 

çok önemli rolleri olduğunu gösteren deliller elde edilmiştir (Chatila et al., 2000). 

Sirozlu ratlarda ve asiti bulunan insanlarda plazma NO seviyesi de yükselmektedir 

(Chu et al., 1997, Campillo et al., 1996). Sirozlu hastalarda bu yükseliş bir çok farklı 

çalışmada gösterilmiş olmakla beraber klinik önemi ve sebebi net olarak 

saptanamamıştır. Akarsu ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada sirozlu 

hastalarda serum nitrit ve nitrat seviyeleri sağlıklı kontrol vakalarının serum nitrit ve 

nitrat seviyelerine göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (18.8 nmol/ml’e 

karşılık 2.87 nmol/ml). Aynı çalışmada, hem kompanse hem de dekompanse 

karaciğer sirozu bulunan hastalarda serum nitrit ve nitrat seviyeleri ile sistolik, 
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diyastolik ve ortalama kan basınçları arasında anlamlı korelasyon saptanmıştır 

(Akarsu ve ark., 1999). 

Vücutta NO, inflamatuvar ve mitojenik uyarılara bir cevap olarak üretilir ve 

karsinogenezde rol oynayabilir. Ancak, hepatit C virüs kaynaklı hepatoselüler 

karsinomanın gelişiminde NO’nun rolü net değildir. Yapılan bir çalışmada kronik 

hepatit C’li 20 hasta, karaciğer sirozlu 30 hasta, hepatoselüler karsinomalı 22 hasta 

ve 8 sağlıklı kontrol vakasında plazma nitrit ve nitrat seviyeleri ölçülmüştür. 

Kronik hepatit C’li hastaların plazma nitrit ve nitrat seviyeleri sağlıklı kontrol 

vakalarının değerlerinden istatistiksel olarak farklı bulunmamıştır. Yine, kronik 

hepatit C hastalarında alfa interferon tedavisi alanların plazma nitrit ve nitrat 

seviyeleri ile tedavi almayanların değerleri arasında da anlamlı fark bulunamamıştır. 

Sirotik hastaların plazma nitrit ve nitrat seviyeleri kronik hepatit C’li hastalarınkine 

göre anlamlı derecede yüksek bulunmuş, ancak sirozun sebebi ile sonuçlar arasında 

ilişki bulunamamıştır. Hepatoselüler karsinomalı hastaların plazma nitrit ve nitrat 

seviyeleri ise sirotik hastalarınkinden de yüksek olarak saptanmış, plazma NO 

seviyeleri ile serum alanin aminotransferaz seviyeleri arasında ise herhangi bir ilişki 

saptanmamıştır. Oysa,  plazma nitrit ve nitrat seviyeleri ile serum alkalen fosfataz, 

bilirubin ve gama glutamil transferaz seviyeleri arasında pozitif bir ilişki saptanmıştır 

(Moussa et al., 2000). Bu bulgular karaciğer parankim hasarının NO yapımı ile 

ilişkili olduğunu düşündürmektedir. 

2.6.2. NO ve Lipit Peroksidasyonu 

Lipit peroksidasyonu, çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyon yoluyla 

yıkılması işlemidir ve oldukça zararlı zincirleme bir reaksiyondur. Hücre zarında lipit 

peroksidasyonu yoluyla meydana gelen hasarlanma geri dönüşümsüzdür (Akkuş 

1994). Malondialdehit, reaktif oksijen türlerinin hücre zarıyla etkileşiminden 

kaynaklanan membran lipit peroksidasyonunun bir belirteci olup, membranda 

hasarlanmaya yol açarak, hücredeki yaşam dengesinin bozulmasına yol açabilir. 

Hücre zarında hasarlanma, işlev bozukluğu ve hücreler arası neksus 

haberleşmesinin kaybı, kalsiyum ve diğer iyon taşıma sistemlerinin de kaybına yol 

açar (Stephen et al., 1997). Üç veya daha fazla çift bağ ihtiva eden yağ asitlerinin 
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peroksidasyonunda tiyobarbitürik asitle ölçülebilen MDA meydana gelir. Bu 

reaksiyon, lipit peroksit seviyelerinin ölçülmesinde sıklıkla kullanılır. Lipit 

peroksidasyonu, çok zararlı bir zincir reaksiyonudur. Doğrudan hücre zarı yapısını 

bozma ve dolaylı olarak da reaktif aldehitler üretme yoluyla, diğer hücre 

bileşenlerine zarar verir. 

Peroksidasyonla oluşan MDA, hücre zarı bileşenlerinin çapraz bağlanmasına 

ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu durum iyon taşınması, enzim etkinliği ve hücre 

yüzey bileşenlerinin birikimi gibi iç kaynaklı membran özelliklerini değiştirir. 

Bu etkiler, MDA’nın niçin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik olduğunu 

açıklar (Drapper and Hadley 1990). 

NO’nun, lipit peroksidasyonunu hem artırıcı ve hem de engelleyici bir yönü 

vardır. Nitrik oksit, lipit peroksil radikallerini yakalayıcı işlevi yönüyle lipit 

peroksidasyonuna ait zincir reaksiyonlarını önleyici etkiye sahiptir ve aynı zamanda, 

peroksidaz enzimleri gibi pek çok potansiyel tetikleyici unsurları da 

engelleyebilmektedir. Fakat ortamda süperoksidin bulunması durumunda, NO 

peroksinitrit sentezine yol açmakta ve lipit peroksidasyonunu başlatıcı etki 

göstermektedir (Hogg and Kalyanaraman 1999). Karbon tetraklorür’ün NO’yu 

engelleyen NG-nitro-L-arjinin metil esteri ve aminoguanidinle birlikte verildiği bir 

çalışmada, NO’nun engellenmesinin karaciğerdeki oksidatif hasarlanmayı artırdığı 

bulunmuştur (Muriel 1998). 

NO’nun ve onun süperoksitle girmiş olduğu reaksiyonun bir ürünü olan 

peroksinitritin (ONOO-), toksik hedef molekül reaksiyonlarına yol açtığı 

gösterilmiştir. Oldukça hızlı gerçekleşen bu reaksiyonda peroksinitrit oluşum hızı 

6.7X109 L/mol/sn olup, difüzyon sınırlıdır (Hue and Padmaja 1993). Bu maddelerin 

üretimi, İnflamasyon veya diğer patolojik olaylar esnasında genellikle artmaktadır 

(Rubbo et al., 1994). Sonuçta, hücredeki proteinlerin tirozin kalıntılarının 

nitratlanması, hücrede işlev bozukluğuna ve ölüme yol açabilir (Beckman et al., 

1993, Patel et al., 1999). 
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2.6.3. Nitrik Oksit Sentaz Enzim İnhibitörleri ve Önemleri 

NO’nun salınması için gerekli olan L-arginin / NO yolu arginin ve sitrüllin 

aminoasit türevleri ile aminoasit yapısında olmayan çeşitli bileşikler tarafından 

inhibe edilebilmektedir (Aladağ ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kılınç ve Kılınç 

2003). Argininin guanidin grubuna küçük kimyasal grupların takılması ile hazırlanan 

L-arginin analogları NOS enzimlerinin en geniş inhibitör grubunu oluştururlar. 

Bunun yanı sıra AG, alkil guanidinler, flavin ve kalmodulin antagonistleri, imidazol, 

fenilimidazoller, glukokortikoidler ve bazı antifungal ajanlar da NOS’u inhibe 

edebilmektedirler (Aladağ ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kılınç ve Kılınç 

2003). 

Başlıca önemli NOS inhibitörleri; L-NMMA, L-NAME, L-NIO, L-NNA, 

LNAA, N-metil-L-arginin (L-NMA), S-metil-L-tiyositrulin (L-SMTC), 7-

nitroindazole (7-NI), N-iminoethyl-L-Lysine (L-NIL), L-2-chloropropiotic asid (L-

CPA), 1400W, ARL 17477 ve AG’dir (Atalık ve Doğan 1997, Kilbourn et al., 1997, 

Türköz ve Özerol 1997, Roussel et al., 2000, Aladağ ve ark., 2001, Alderton et al., 

2001, Özkan ve Yüksekol 2003). 

Tüm izoenzimlere etki eden NOS inhibitörlerinin uygun derişimlerde 

kullanıldığında, izoenzimler arasında kısmen de olsa bir seçicilikleri vardır (Aladağ 

ve ark., 2001, Alderton et al., 2001, Kılınç ve Kılınç 2003). Bu inhibitörlerden 

LNMMA, L-NAME, L-NMA ve L-NIO gibi bazıları her üç NOS izoenzimini inhibe 

etmektedir. Ancak eNOS ve nNOS enzimlerini inhibe etmeyen AG ise iNOS için 

oldukça seçici bir inhibitördür (Kilbourn et al., 1997, Alderton et al., 2001, Gölcük 

ve ark., 2003, Kılınç ve Kılınç 2003). 

NOS inhibitörleri in vivo NO sentezini kontrol etmek amacıyla fizyolojik ve 

patolojik durumlarda da kullanılmıştır. Fizyolojik koşullarda inhibitörlerin 

kullanılması, NO bağımlı olayların inhibisyonuna neden olarak, NO’nun fizyolojik 

fonksiyonlarının tanımlanmasına yardımcı olur. Patolojik durumlarda kullanılması 

ise artan NO sentezinin toksik etkilerine karşı doku ve hücreleri koruduğu 

bildirilmektedir (Gabbai 2001, Kılınç ve Kılınç 2003). 

Farklı NOS enzimleri normal koşullarda ve hastalıklarda, farklı dokularda 

farklı amaçlarla NO sentezlerler. Bu nedenle izoenzimlere özgül inhibitörlerin 
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kullanımı, hastalığın tedavisi sırasında komplikasyonlara neden olmaması açısından 

son derece önemlidir. Ayrıca NOS inhibitörleri NO sentezinin mekanizmasının ve 

koenzimlerin bağlama bölgelerinin tanımlanmasında da kullanılmıştır (Kılınç ve 

Kılınç 2003). Fizyolojik derişimin üzerinde NO sentezi her üç NOS izoenziminde de 

görülür. İzoenzimlere spesifik inhibitörlerin bulunması, bu inhibitörlerin klinikte 

tedavi amacıyla kullanılmasını daha güvenli duruma getirmiştir (Kılınç ve Kılınç 

2003). 

2.7. Aminoguanidin 

Aminoguanidin (AG) ilk defa 1892 yılında nitroguanidin molekülünün 

indirgenmesi ile elde edilmiştir (Lieber and Smith, 1939). Temel yapısında bir 

guanidin parçası ve hidrazin grup ihtiva eder (Ou and Wolff, 1993; Jianmongkol et 

al., 2000). Bu molekülün en belirgin biyolojik etkisi diamin oksidaz enzimi üzerine 

olup, bu enzimi baskılayıcı rolü 1950 yılında rapor edilmiştir (Nilsson, 1999). 

Aminoguanidin’in diğer önemli biyolojik etkisi indüklenebilir nitrik oksit sentaz 

(iNOS) enzimi üzerine olan baskılayıcı etkisidir (Mustafa et al., 2002; Sanha et al., 

2004). 

Aminoguanidin’in diyabet patogenezinde etkili olan artan glikozilasyon son 

ürünleri birikimini (advanced glycation end products, AGEs) engellemesi büyük ilgi 

uyandırmaktadır (Scaccini et al., 1994, Nilsson 1999, Burcham et al., 2002, Jedidi et 

al., 2003). Aminoguanidin’in deneysel olarak oluşturulan diyabet ile ilgili olarak, 

antioksidan özelliği göz önüne alındığında, damar ve sinir komplikasyonlarında 

iyileştirici etkisi gözlenmiştir ( Nordberg and Arner 2001).  Ratlar üzerinde yapılan 

bir çalışmada aminoguanidin verilen ratların vücut ağırlıklarının arttığı belirtilmiş, 

ancak istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Atasayar ve ark., 2008). 

 Yapılan bazı hayvan çalışmaları Aminoguanidin’in karaciğerde toksik etkili 

olduğunu belirtmektedir (Arruda et al., 1992, Schuppe-Koistinen et al., 2002). Yakın 

zamanda yapılan bir çalışmada Asetaminofen’in tek başına karaciğerde lipid 

peroksidasyonu (LP) oluşturmadığı, Aminoguanidin ile birlikte verilen 

Asetaminofen’in ise karaciğerde lipid peroksidasyonunu belirgin olarak arttırdığı 

bulunmuştur (Hinson et al., 2002). Ratlar üzerinde gerçekleştirilen başka bir 

çalışmada ise Sisplatin’in karaciğerde Malondialdehid seviyelerini arttırdığı; ancak 



 37

Aminoguanidin ile Sisplatin verilen ratların karaciğer MDA seviyelerindeki artışı 

engellediği belirtilmiştir (Atasayar ve ark., 2008). Yapılan araştırmalarla ilgili olarak, 

özellikle karaciğerde toksik etki oluşturan kimyasallar kullanıldığında; 

Aminoguanidin’in karaciğerde zararlı etkisinin olup olmadığının test edilmesi 

gerekliliği vurgulanmıştır. (Atasayar ve ark, 2008). 

Kimyasal özellikleri ve tarihçesi 

AG ilk kez 1892’de nitroguanidinin redüksiyonu ile elde edilmiştir. Kimyasal 

formülü CH6N4 şeklindedir. Yapısında % 16,21 C, % 8,16 H, % 75,62 N 

içermektedir (Lieber and Smith 1939). AG’nin ayrıca guanidine benzer bileşiklerin 

hidrasyonu veya hidrolizi ile sentezlenebileceği belirtilmiştir (Nilsson 1999). AG pek 

çok guanidin türevlerinden biri olmasına rağmen, benzer özellikleri nedeniyle 

hidrazinlere benzetilmiştir ve sık sık hidrazin bileşikleri sınıfına sokulmaktadır 

(Lieber and Smith 1939, Nilsson 1999). AG kristal bir yapıya sahip olup, su ve 

alkolde çözünürken eterde çözünmez (Budavari et al., 1989). Güçlü bazik özellikte 

olan AG, açık havada kızarır ısıtıldığında ise amonyak açığa çıkarır. Klorür ve sülfat 

tuzları suda çözünmektedir (Nilsson 1999). 

H2N - NH - C - NH2 

|| 

NH 

Şekil 6. Aminoguanidin’in yapısı. 

Eroğlu (2006)’dan modifiye edilmiştir. 

AG yapısal olarak L-arjinin aminoasiti ile benzerlik göstermektedir. L-arjinin 

biyolojik olarak NOS’un katalitik etkisiyle oluşan nitrik oksidin oluşumunda önemli 

bir moleküldür (Budavari et al., 1989, Nilsson 1999). 

Lieber ve Smith, ilk kez 1892’de Thiele tarafından sentezlenen AG ve 

türevlerinin patlayıcı olarak kullanılabileceğini açıklamışlardır. Ancak bu yayın 

hazırlandığında AG’nin biyolojik fonksiyonları konusunda bilinenler sınırlı olup, 

hayvan modellerinde kan basıncını, solunum hızı ve miktarını değiştirmesi ve 

pernisyöz anemi  (B12 vitamini eksikliğine bağlı) benzeri kan tablosu oluşturması 

şeklindeydi. Biyolojik fonksiyonuna ilişkin fark edilen ilk bulgu, 1950’de biyolojik 
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diaminlerin (histamin, putreskin vb.) oksidatif deaminasyonunu katalizleyen diamin 

oksidazı (DAO) inhibe ettiğinin gösterilmesi olmuştur (Nilsson 1999). 

Aminoguanidin’in antioksidan etkisi  

Aminoguanidin’in ROB (reaktif oksijen bileşikleri) oluşumunu, hücre ve 

dokudaki lipid peroksidasyonunu inhibe ettiği, (Giardino et al., 1998, Jedidi et al., 

2003) ayrıca H2O2 türevi hidroksil radikallerini süpürücü etkisiyle oksidanların 

indüklediği apoptoza karşı koruyucu etkisinin olduğu gösterilmiştir (Giardino et al., 

1998, Mayuser et al., 1999). 

 AG’nin lipid peroksidasyonu (LPO) sonucu oluşan reaktif aldehidik yapılı 

bileşiklerle yarışmalı olarak reaksiyona girerek inaktive ettiği gösterilmiştir (Jedidi et 

al., 2003, Scaccini et al., 1994) 

İmmünomodülator bir ajan olan azatiyopirin (15 mg/kg, i.p.) uygulanan 

sıçanlarla yapılan bir çalışmada, karaciğer LPO ve ALT (Alanin aminotransferaz), 

AST (Aspartat aminotransferaz)  düzeylerinde artış gözlenmiş, aynı çalışmada 

antioksidan olarak 100 mg/kg i.p. AG ve 100 mg/kg i.p. N-asetilsistein’in (NAC) bu 

artışı ortadan kaldırdığı görülmüştür. Çalışmada, AG’nin güçlü bir süperoksit ve 

hidroksil radikali süpürücüsü olduğu ve eritrositlerde güçlü bir MDA inhibitörü 

olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, azatiyopirin ile azalan GSH depolarının, AG ve NAC 

ile korunduğu belirtilmiştir (Raza et al., 2003). 

AG’nin antioksidan özelliklerinin incelendiği diğer bir çalışmada, glikozla 

konjuge olmuş proteinlerin oluşturduğu serbest radikallerin LPO’ya neden olduğu ve 

AG’nin ileri glikozilasyon son ürünlerini (AGE) inhibe ederek de LPO’yu önlediği 

gösterilmiştir (Panagiotopoulos et al., 1998, Jedidi et al., 2003, Scaccini et al., 1994). 

iNOS’un AG tarafından baskılanması 

NOS inhibitörlerinin en önemli sınıfını arjinin analoglarının (N-metil, L-

Arjinin, N-nitroarjinin) yanı sıra, hem aksiyal ligandları (CO, NO, imidazol) 

oluşturmaktadır (Katsumoto et al., 2003). AG, L-arjinine (NO substratı) yapısal 

olarak çok benzer olduğundan,  iNOS’u L-kanavanin gibi diğer inhibitörler kadar 

inhibe edebilir (Raza et al., 2003, Mustafa et al., 2002, Nabekura 2003).  Nitekim, 

Corbett tarafından, (Corbett et al., 1992) L-arjinin ve AG’nin kimyasal yapılarının 
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benzer olduğu  (her iki kimyasal yapıda da eşdeğer guanidin azotu bulunur) ve 

AG’nin enzime substratı yerine geçerek yarışmalı olarak bağlanabileceği ileri 

sürülmüştür (Jianmongkol et al., 2000). 

AG’nin iNOS’a olan seçiciliği bazı çalışmalarda kısıtlı olarak gösterilmiş ve 

hala tartışılmakta ise de çeşitli modellerde onaylanmıştır (Wolffenbuttel et al., 

1993,Jianmongkol et al., 2000, Samel et al., 2003, Sanha et al., 2004, Abd El-Gavad 

and El-Sawalhi 2004). Köpek ve kemiricilerle yapılan çalışmalarla, AG’nin iNOS’u 

diğer NOS’lara gore 100 kat daha güçlü inhibe ettiği gösterilmiştir (Xiao-Ling et 

al.,2001). Yine yakın zamanda AG’nin selektif olarak iNOS inhibisyonu yaptığı 

gösterilmiştir (Al-Shabanah 2000,Wei et al.,2005, Jianmongkol et al., 2000, 

Sakaguchi et al., 2000, Sanha et al., 2004, Abd El-Gavad and El-Sawalhi 2004,Wang 

et al., 2005). 

Aminoguanidin’in İleri Glikozilasyon Son Ürünleri (AGE) Baskılanması 

Aminoasitlerin, peptitlerin ve proteinlerin amino gruplarının indirgenmiş 

şekerlerle enzimatik olmayan reaksiyonu, kompleks kahverengi pigmentler ve çapraz 

bağlı proteinlerin oluşumuyla sonuçlanır (Al Abed and Bucala 1997, Ulrich and 

Cerami 2001, Jakus and Rietbrock 2004). AGE türevi (AGE’den oluşan) bileşiklerin 

birikmesi hücre proteinlerinin yapı ve işlevlerinin değişmesi ve hücresel yanıtın 

uyarılması gibi bir dizi mekanizma ile hücre hasarına kadar varabilir. Pek çok 

çalışma glikoproteinlerden fizyolojik koşullarda reaktif oksijen radikallerinin 

oluştuğunu göstermektedir (Singh et al., 2001, Agardh et al., 2002). Küçük 

nükleofilik bir bileşik olan AG’nin de, reaktif karbonil bileşiklerince oluşturulan 

glukoz aracılı doku hasarı ve diyabetin küçük komplikasyonlarını önlediği 

gösterilmiştir (Picard et al., 1992, Imanaga et al., 2000, Lunceford and Gugliucci 

2005, Liptakova et al., 2002,Yamauchi et al., 1997,Unlucerci 2001). 

AG pimagedin olarak ta bilinir. AG, 3-DG, glioksal, metilglioksal ve glikozla 

konjuge olmuş proteinlerin α, β-dikarbonil grupları ile reaksiyona girerek, 3-amino-

1,2,4-triazin türevlerini oluşturur (Thornalley et al.,2000). Dolayısıyla AGE’lerin 

oluşumunu önler (Al Abed and Bucala 1997, Scaccini et al., 1994, Miyoshi et al., 

2002, Kumari et al., 1991, Miller and Gerrard 2005). AG’nin AGE oluşumunu inhibe 

ettiği in vitro ve in vivo olarak gösterilebilir olmasına rağmen bu reaksiyonun 



 40

kinetiği ile ilgili kısıtlı sayıda bilgi bulunmaktadır (Scaccini et al., 1994, Thornalley 

et al., 2000). 

Diamin Oksidaz (DAO) Baskılanması 

AG potent bir DAO inhibitörüdür (Baynes and Horpe 2000, Nilsson 1999, 

Mansour et al., 2002, Ou and Wolff 1993, Nilsson et al., 1999). DAO böbrek, 

adrenal bezi, bağırsak, plasenta ve timusta yüksek aktiviteye sahiptir (Eroğlu 2006). 

Enzimin karbonil gruplarına bağlandığı sanılmaktadır. Ayrıca enzimin substrat 

bağlama bölgesine bağlanabilir. Araştırıcılar, sıçan bağırsağında AG tarafından DAO 

inhibisyonunun nonkompetitif olduğu, ayrıca AG’nin gerçekleştirdiği inhibisyonun 

en az iki fazdan oluştuğu ve AG’nin enzimi yalnız inhibe etmediğini, inaktive de 

edebileceğini ileri sürmüşlerdir. Ancak, yine de AG’inn DAO inhibisyonu 

mekanizması tam olarak bilinmemektedir (Nilsson 1999). 

AG’nin Toksisitesi 

Pek çok kaynakta, AG’nin yararlı biyolojik etkileri rapor edilmektedir. 

Örneğin, AGE oluşumunu inhibe ederek, diyabete bağlı retinopati, nöropati, 

nefropati gibi komplikasyonların gelişimini, tüm bunlara neden olan AGE 

oluşumunu önleyerek azalttığı gösterilmiştir (Arruda et al., 1992). AG’nin toksisitesi 

konusunda oldukça az bilgi bulunmakta ve toksisitesi kullanımını kısıtlamaktadır 

(Arruda et al., 1992).  

Yapılan çalışmalarla AG’nin kemiriciler için LD50 değerinin 1800 mg/kg 

olduğu tespit edilmiştir (Ou and Wolff 1993, Arruda et al., 1992). Bu nedenle 

neredeyse nontoksik kabul edilmektedir. Yapılan çalışmalarda subakut veya kronik 

toksisite göstermemesine rağmen AG’nin etkilerinin araştırılmasına devam edilmesi 

gerektiği duşünülmüştür (Ou and Wolff 1993). Bu düşünceye paralel olarak, 

asetominofen hepatotoksisitesi üzerine iNOS inhibitörlerinin etkisinin araştırıldığı bir 

çalışmada asetominofen, karaciğerde yalnız başına LPO’yu indüklemezken, 

aminoguanidinle birlikte verildiğinde LPO  (MDA düzeyi) belirgin derecede 

artırmıştır (Hinson et al., 2002). Döllenmiş tavuk yumurtalarına AG sülfatın enjekte 

edildiği bir çalışmada, yüksek mortalite oranı dışında, vücut ve karaciğerde gelişim 

geriliği ve dalak genişlemesi görülmüş, safra kesesinin oluşmadığı tespit edilmiştir 

(Sugiyama et al., 1986,Sugiyama et al., 1985). Genç fare ve sıçanlara intraperitoneal 
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olarak sırasıyla 750 mg/kg ve 500 mg/kg dozda AG sülfat uygulandığında letalitenin 

düşük olduğu görülmüştür. Ayrıca, tavuk embriyolarında ortaya çıkan eksternal 

anomaliler, kemirici fetüslerinde ortaya çıkmamıştır. Bu da kemiricilerde AG’nin 

metabolize edilmeksizin vücutlarından hızla dışarı atılmasına bağlanmıştır 

(Sugiyama et al., 1986). İlginç olarak bazı araştırmacılar, AG’nin diyabette glukoz 

tarafından proteinlerin metallerle indüklenen oksidasyon reaksiyonunda rol oynayan 

H2O2 oluşumunu arttırarak protein oksidasyonuna katkıda bulunduğu, bunu aynı 

zamanda katalazı inhibe ederek de gerçekleştirdiğini belirtmiştir. Bu mekanizmaların 

AG’nin olası kronik toksisitesine ışık tutabileceği, fakat ileri araştırmalara gerek 

olduğu ifade edilmiştir (Scaccini et al., 1994,Ou and Wolff 1993).      

Aminoguanidinin etkisinin araştırıldığı bir calışmada; i.p. 7.5 mg/kg sisplatin 

enjeksiyonu yapılan sıçanların serum üre ve kreatinin duzeyleri 2.5 ve 3.3 kat artış 

göstermiş, böbrek GSH duzeyleri de %21 gibi önemli bir oranda azalmıştır. Ayrıca, 

böbrekte GST, katalaz, GPx aktiviteleri de azalmış ve LPO göstergesi olan MDA 

düzeyleri önemli ölçüde artmıştır. Sisplatin enjeksiyonundan önce ve sonra 5 gün 

boyunca 100 mg/kg dozda aminoguanidin verilen sıçanlarda ise, serum üre ve 

kreatinin ve böbrek MDA düzeylerinde düşüş görülmüş ve sisplatinin nefrotoksik 

etkisine karşı aminoguandinin koruyucu bir ajan olabileceği ileri sürülmüştür 

(Mansour et al., 2002) 

Yapılan bir çalışmada Sisplatin uygulaması sonucu ilk gözlenen etki deney 

süresince hayvanların vücut ağırlıkları üzerine olmuştur. Aminoguanidin veya 

vitamin kombinasyonu uygulanan gruplarda, vücut ağırlıklarında hafif artışlar 

görülmüştür. Bu bulgu, sisplatin uygulamasını takiben deney hayvanlarının vücut 

ağırlıklarında azalma olduğunu gösteren çalışmaları desteklemektedir (Sueishi et al., 

2002, Bogin et al., 1994). 

Sisplatinin 7.5 mg/kg tek doz uygulandığı sıcçanlarda eritrosit, plazma, 

böbrek ve karaciğer MDA düzeyleri kontrole gore önemli derecede artmıştır. 

Sisplatin ile birlikte aminoguanidin uygulandığında ise plazma, eritrosit, böbrek ve 

karaciğer MDA düzeyleri önemli ölçüde azalmıştır. Bu bulgular, aminoguanidinin 

sisplatinin oluşturduğu oksidatif stresi azalttığına ilişkin bilgileri destekler yöndedir 
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(Mansour et al., 2002). Sisplatin ile birlikte verilen E ve C vitaminleri de, plazma, 

eritrosit, böbrek ve karaciğer MDA düzeylerinde önemli düşüşler sağlamıştır.  

Tüm bu etkilerine rağmen AG’nin diyabetik hastalarda kullanımında 

tereddütler de vardır. Çünkü AG’nin pridoksini bağlaması nedeniyle hayvanlarda 

uzun süre uygulamalarında vitamin B6 eksikliği ve nörotoksisite geliştiği 

gösterilmiştir (Jakus and Rietbrock 2004). Ayrıca klinik tedavide AG’nin, 

gastrointestinal rahatsızlık, karaciğer fonksiyon testi anormallikleri, grip benzeri 

semptomlar ve nadiren vaskülit yaptığına dair yan etkileri rapor edilmiştir 

(Thornalley 2003).                                                                                                                                                                                                    

AG’nin spermidin ve spermin gibi kompleks poliaminlerin sentezinde anahtar 

bir enzim olan S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC) enzimi üzerine de 

etkileri mevcuttur. AG’nin SAMDC enzimini stabilize ederek seviyesini arttırdığı 

fare lösemi hücrelerinin kültüründe gösterilmiştir (Stjernborg and Persson 1993, 

Svensson et al., 1997).    

2.8. NG-Nitro L-Arjinin Metil Ester (L-NAME)  

L-Name metil ester yapısında, nonselektif, kompetitif NOS inhibitörüdür. 

Hem cNOS hem de iNOS’u inhibe ederek etki göstermektedir. NOS’un substratı 

olan arjininle benzer yapıdadır. L-NAME, NOS inhibitörü olarak bilinmesine 

rağmen, başta dopaminerjik sistem olmak üzere, başka birçok nörotransmiter sisteme 

de etki edebilir.  

NOS inhibitörü olarak etkileri ilk gözlenen L-arginin analoğu, yapısında metil 

grubu bulunduran N-monometil-L-arginindir (L-NMMA). L-arginin aminoasitinin 

yapısına çeşitli gruplar dahil edilerek değişik L-arginin analogları oluşturulmuş ve 

bunlarında nitrik oksit sentezi üzerindeki etkileri araştırılmıştır. L-NMMA dışında L-

nitro-L-arginin (L-NA), N-amino-L-arginin (L-NAA), N-nitro-L-arginin metil ester 

(L-NAME) ve N-iminoetil-L-ornitin’dir (L-NIO). NO sentezini inhibe eden bu L-

arginin analoglarından L-NIO sadece konstitütüf izoformlara etki ederken, L-NAA, 

LNA, L-NMMA ve L-NAME hem konstitütif hemde indüklenebilen NOS 

izoformlarını inhibe ederler. 
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NOS inhibitörü olarak NO’nun septik şoktaki fizyolojik rolünün 

belirlenmesinden sonra NOS inhibitörlerinin kullnanımı gündeme gelmiştir. Bu 

amaçla ilk olarak L-NAME gibi L-Arginin analogları kullanıldı. Başlangıçta hayvan 

çalışmaları olumlu gözükmüştür, ancak sonraki çalışmalarda elde edilen verilerin 

değişkenliği sorunu ortaya çıkmış bu da kullanılan hayvan modellerinin farklılığı ve 

uygulanan dozların çeşitliliğine bağlanmıştır (Kirkebqen ve Strand 1996). Ancak 

NO’nun sepsiste önem kazanan vazodilatasyon, hipotansiyon, vazopresör ajanlara 

yanıtsızlık, miyokard kontraktilitesinde bozulma gibi negatif etkilerine karşı, immun 

sistemde patalojik ajanlarla savaşması, organlarda mikroperfüzyonun düzenlenmesi, 

küçük arteriyollerde trombozun önlenmesi gibi yararlı özellikleri de vardır. Non 

selektif nos inhibitörleri ile yapılan Faz III klinik bir çalışmada bu ilaçların ortalama 

arteriel kan basıncını artırdıkları, sistemik damar direncini dramatik bir şekilde 

yükselttikleri ve kardiyak outputu düşürdükleri belirlenmiştir. Ancak hemodinamik 

düzelmeye rağmen hastalarda ölüm oranı %100 olmuştur (Gereulanos ve ark 1992). 

Klinik çalışmalar değerlendirildiğinde örneklem sayısı azlığı nedeniyle morbidite ve 

mortalite üzerine bu ilaçların etkisini değerlendirmek mümkün olamamıştır. Hatta bir 

hayvan sepsis modelinde L-NAME’nin yüksek dozlarda mortalitede artışa neden 

olduğu bildirilmiş ve bu ilaçların terapötik pencerelerinin darlığı belirtilmiştir (Nava 

ve ark 1992) . Septik şokta nitrik oksitin ve NOS inhibitörlerinin etkisinin daha iyi 

anlaşılabilmesi için toksik olmayan, kısa etkili, dozu titre edilebilir nitelikte ve daha 

selektif iNOS inhibitörlerinin geliştirilmesi ve denenmesi gerekmektedir.  

L-NAME bir L-arjinin analoğu olup bütün cNOS (eNOS ve nNOS) 

izoformlarını (enzimlerini) benzer bir yolla inhibe eder. Aminoguanidin de bir L-

arjinin analoğudur, ancak sadece iNOS izoformu için inhibitör etki gösterir. L- 

NAME non selektif bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitörü olup yapılan çalışmalarda 

iNOS baskılanmasında L-NAME’nin, Aminoguanidin ile aynı etkiye sahip olduğu 

cNOS baskılanmasında ise Aminoguanidin’in baskılayıcı etkisinin L-NAME’ye 

kıyasla 1/40 düzeyinde düşük olduğu saptanmıştır. 

 

Şekil 7. L-NAME’nin yapısı (NG-Nitro L-Arjinin Metil Ester Hydrochloride). 
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Nadeem ve arkadaşlarının ratlar üzerinde yaptıkları çalışmada, oksidatif 

hasarın L-NAME gibi NOS inhibitörleri ve antioksidanların uygulanması ile 

düzelebileceği tespit edilmiştir (Nadeem et al., 2005). L-Name’nin hayvan 

deneylerinde iskemiyi % 47 oranında azalttığı saptanmıştır (p<0.01) (Tümer 2002). 

İskemi-reperfüzyon sonrası doku hasarında lipit peroksidasyonunun rolü birçok 

organa ait çalışmada bildirilmiştir. Serbest radikal süpürücüler reperfüzyon süresince 

OH- iyonu ile indüklenen elektrofizyolojik değişiklikleri geciktirirler. Reperfüzyon 

uygulanan sıçan kalbinde, reperfüzyonu takiben 20 saniye içinde serbest oksijen 

radikalleri oluşurken, lipit peroksidasyonunun 10 dakika içinde oluştuğu rapor 

edilmiştir. Serbest radikallerin ortaya çıkmasından çok uzun zaman sonra membran 

hasarı ortaya çıkmaktadır. Yapılan bir çalışmada L-NAME ile tedavi edilen grupta, 

lipit peroksidasyonunun, kontrol düzeyine gerilediğini düşündürecek kanıtlar 

bulunmuştur (Fadıloğlu ve ark., 2001).  

Conners ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada, L-NAME’nin serbest 

radikallere bağlı doku hasarını azalttığını bulmuşlardır (Conners et al., 2005). Başka 

bir çalışmada L-NAME’nin yüksek dozda verilmesi, pulmoner arter basıncı ve 

pulmoner vasküler direncini artırdığı görülmüştür. Pulmoner vazokonstriksiyona 

bağlı olan bu durum, pulmoner hipertansiyona ve sonuç olarak sağ kalp 

fonksiyonlarında bozulmaya neden olmuştur. Ancak L-Name infüzyonu esnasında, 

pulmoner hipertansiyona rağmen, arteriyel oksijenasyonun arttığı saptanmıştır. Buna 

paralel olarak da V/P oranının düzeldiği ve şantların azaldığı görülmüştür (Avontuur 

et al., 1998). 

Sıçanlarda oluşturulan bir iskemi-reperfüzyon hasarı modelinde, kas 

dokusunda NOS aktivitesinin reperfüzyonun ikinci saatinden itibaren artmaya 

başladığı gösterilmiştir (Joneschild et al., 1999). NOS N-metil- arginin, L- nitro-L-

arginin ve N-amino-L-arginin gibi L-arginin analoglarınca inhibe edilebilmektedir 

(Moncada 1992, Marsden et al., 1993). Bu işlem NO’nun biyolojik olaylardaki 

rolünü anlamak açısından önemli olabilir. Böylece NOS inhibitörlerinin hücresel 

hasarı engelleyebileceği gösterilebilir. Nitrik oksit sentaz enziminin inhibitörü olan 

N-nitro L-arginin metil ester  ile yapılan çalışmalarda bu maddenin hücrelerde oluşan 

zararı azalttığı gösterilmiştir (Palmer and Vanucci 1993). L-NAME’nin 

reperfüzyondan  30 dakika önce ve reperfüzyondan 3 saat sonra verilmesiyle dokuyu 
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hasardan koruduğu gösterilmiştir (Huk et al., 1997). Ozaki ve arkadaşlarının 

farelerde yaptıkları bir çalışmada iskemi-reperfüzyon sonrası yüksek oksijen 

düzeylerinin L-NAME uygulanması ile önlendiği bulunmuştur (Ozaki et al., 2002). 

Yapılan başka bir çalışmada fare gastroknemius kasında iskemi-reperfüzyona bağlı 

olarak oluşan doku hasarı, ödem ve myeloperoksidaz aktivitesi L-NAME ile 

önlenmiş ve NO’nun zararlı olabileceği sonucuna varılmıştır (Knight et al., 1992). . 

İlk defa 1992 yılında iki ayrı araştırma grubu kronik NOS inhibisyonun yeni 

bir arteriyel hipertansiyon modeli olarak kullanılabileceğini bildirmiştir (Roberto and 

Baylis 1998). Bu bulgu NO’nun kan basıncının uzun dönem düzenlenmesinde 

gerekli olduğu verileriyle uyumludur. Sıçanlarda farklı dozlarda verilen NOS 

inhibitörünün hipertansiyona yol açmasının yanında yüksek dozları daha ağır 

hipertansiyona ve böbrek hasarına neden olur (Roberto and Baylis 1998). Bu 

verilerin değişik araştırıcılar tarafından doğrulanması kronik NOS inhibisyonun yeni 

bir arteriyel hipertansiyon modeli olarak yerleşmesini sağlamıştır. Sıçanlarda 

hipertansiyon oluşturmak için kullanılan ilk NOS inhibitörü bir L-arginin analoğu 

olan L-NAME’dir (Roberto and Baylis 1998, Gardiner et al., 1992). L-NAME’nin 

suda çözünmesi ve içme suyuyla kolayca hayvanlara verilebilmesi takip eden 

yıllarda bu modelin yaygın olarak kullanılmasına yol açtı. Bunun dışında L-

NAME’nin intraperitoneal enjeksiyonuyla da sıçanlarda hipertansiyon oluşturulabilir 

(Sakuma et al., 1994). 

Çalışmalarında sıçanlardaki L-NAME hipertansiyon modelini kullanan 

araştırıcılar bu inhibitörün değişik dozlardaki ve uygulama sürelerindeki etkisini de 

incelemiştir. Araştırmalarda değişik kan basıncı değerleri saptanmasının yanında 

gözlenen net etki kan basınçlarını anlamlı olarak yükselten, uygulama süresi ve doza 

bağımlı bir etkidir. Fakat yinede aynı veya yakın yaştaki sıçanlara L-NAME’nin 

yakın dozlarının verilmesiyle çok benzer veriler elde edilmemiştir. Sıçanlarda aynı 

dozda uygulanan L-NAME farklı soylarda değişik hipertansif cevaplara yol açar. Bu 

farklı kan basıncı artışlarına rağmen kronik olarak uygulanan yüksek dozdaki L-

NAME’nin daha büyük vasküler ve renal patolojilerin gelişmesine neden olduğu 

gösterilmiştir (Roberto and Baylis1998, Gardiner et al., 1992, Sakuma et al., 1994). 
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Pinelli ve arkadaşları yaptıkları çalışmada L-NAME uygulaması ile plazma 

NO seviyesinde azalma, kolesterol ve kan basıncında artış, HDL miktarında azalma 

ve adezyon moleküllerinde artış belirtilmiştir. Kolesterol katabolizmasındaki 

azalmanın 7-hidroksilaz enzim aktivitesinin inhibisyonu sonucu olduğu belirtilmiştir. 

Düşük NO seviyelerinde adezyon moleküllerindeki artışın hiperkolesterolemi ile 

bağlantılı olabileceği gösterilmiştir. Ayrıca azalan NO miktarının renin-anjiyotensin 

sistemini inhibe ettiği endotelin konstriktör etkisini harekete geçirdiği belirtilmiştir. 

L-NAME’nin muskarinik reseptör antagonisti olduğunun bilinmesi nedeniyle kan 

basıncındaki artışın asetilkolinin vazodilatasyon etkisinin inhibisyonu ile meydana 

geldiği belirtilmiştir (Pinelli et al., 2003). 

Aminoguanidin ve L-NAME’nin NOS enzimleri üzerine olan baskılayıcı etki 

mekanizmaları, katalitik alanlarda demirin hem kısmına bağlandıklarını ya da L-

arjinin ile yarışcıl olarak bağlanma gösterdiklerini düşündürür (Dambrova et al., 

2003). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışmanın deneysel kısmı Süleyman Demirel Üniversitesi Deney 

Hayvanları Araştırma Merkezi, Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

Araştırma Laboratuvarı ve Tıp Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı Araştırma 

Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. 

Yöntem 

Çalışmada; 8-12 haftalık ortalama 250 gr ağırlığında 54 adet Wistar albino 

türü erkek sıçan kullanıldı. Hayvanlar deney süresince standart nem, ışık (12 saat gün 

ışığı / 12 saat karanlık) ve ısı koşullarında (23oC) bulunduruldu ve standart sıçan 

yemi ile beslendi. Deney süresince farelerin su ve yeme (Yem Kurumu Standart Fare 

Yemi) sınırsız erişimine (ad libitum) izin verildi. Çalışmamız, Süleyman Demirel 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından onaylandı ve tüm 

çalışma boyunca etik kurallara uyuldu. 

Kullanılan Kimyasallar 

Deney hayvanlarına uygulanan kimyasallar aşağıda belirtilmiştir. 

• Metotreksat (Emthexate-S 50 mg 1 Flakon-MED İLAC) 

• Aminoguanidin bikarbonat 97 %, Aminoguanidin-hydrogencarbonat, 97 

%, Sigma 

• L-NAME (NG-Nitro L-arginine methyl ester) hydrochloride, Sigma  

Deney Planı 

Çalışmada her grupta dokuz sıçan (n=9) olmak üzere beş deney grubu ve bir 

kontrol grubu oluşturuldu ve toplam ellidört sıçan (n=54) kullanıldı. 

Gereç ve Yöntem: Bu çalışmada sıçanlar 6 gruba ayrıldı. Grup-I (kontrol, 

n=9), Grup-II (MTX, n=9), Grup-III (MTX+AG, n=9), Grup-IV (MTX+L-NAME, 

n=9), Grup-V (AG, n=9) ve Grup-VI (L-NAME, n=9) olarak belirlendi.  

Grup-I (kontrol grubu): Bu gruptaki sıçanlara serum fizyolojik (MTX 

volümüne ml/kg eşit olacak şekilde) tek doz ilk gün intraperitonal olarak verildi. 
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Grup-II (20 mg/kg MTX verilen grup): Metotreksat ilk gün tek doz, 20 mg/kg 

intraperitonal olarak (Yeğen ve ark., 2004) verildi . 

Grup-III (20 mg/kg MTX ve 20 mg/kg AG verilen grup): Çalışmanın birinci 

günü  metotreksat verilmeden bir saat önce aminoguanidin (serum fizyolojikte 

çözünmüş olarak) tek doz 20 mg/kg intravenöz (ketamin/ksilazinle hafif anestezi ile 

sıçanların lateral kuyruk venine) olarak verildi (Islas-Carbajal et al., 2005).  MTX ise 

20 mg/kg tek doz intraperitonal yolla verildi. 

Grup-IV (20 mg/kg MTX ve 3.5 mg/kg L-NAME verilen grup): Çalışmanın 

birinci günü metotreksat verilmeden bir saat önce L-NAME (serum fizyolojikte 

çözünmüş olarak) tek doz 3,5 mg/kg intraperitonal olarak verildi (Saleh and El-

Demerdash 2005). MTX, 20 mg/kg tek doz intraperitonal uygulandı. 

Grup-V (20 mg/kg AG verilen grup): Çalışmanın birinci günü AG tek doz 20 

mg/kg intravenöz uygulandı (MTX’ten bir saat önce). 

Grup-VI (3,5 mg/kg L-NAME verilen grubu): Çalışmanın birinci günü L-

NAME tek doz 3.5 mg/kg intraperitonal olarak verildi (MTX’ten bir saat önce).  

Deney başlangıcında ve beşinci gün (deneyin bitiminde) sıçanların ağırlıkları 

ölçüldü. 

Tablo 1: Deney planı. 

Deney 
Grupları 

Hayvan 
Sayısı 

Verilen 
İlaç Türü 

Verilen 
Doz Miktarı 

Süre 

I 9 Serum fizyolojik 20 mg/ml Tek doz 

II 9 Metotreksat 20 mg/kg Tek doz 

III 9 Metotreksat+AG
20 mg/kg 

(MTX) ve 20 
mg/kg (AG) 

Tek doz 

IV 9 
Metotreksat + 

L-NAME 

20 mg/kg 
(MTX) ve 3,5 

mg/k(LNAME) 
Tek doz 

V 9 Aminoguanidin 20 mg/kg Tek doz 
VI 9 L-NAME 3,5 mg/kg Tek doz 
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İntraperitonal olarak uygulanan % 10’luk ketamin, (Alfamin Alfasan IBV.) % 

2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altında çalışmanın beşinci günü 

deney sonlandırıldı. Sıçanların median hattan yapılan insizyonla batınları açıldı ve 

histolojik ve biyokimyasal incelemeler için karaciğer ve böbrek dokuları alındı. 

Karaciğer ve böbrek dokularının bir kısmı histolojik çalışmalar için % 10’luk nötral 

formaldehit içerisinde tespit edildi, geriye kalan kısımlar biyokimyasal incelemeler 

için alınarak cam tüplerdeki fosfat tamponuna konuldu ve çalışmalar yapılana kadar 

–20o C’de saklandı. 

Histolojik çalışmalar 

%10’luk nötral formaldehit solüsyonunda immersiyon fiksasyon yöntemi 

uygulanarak tespit edilen dokular yıkama işleminden sonra aşağıda gösterilen 

işlemlerden geçirildi. 

A) Dehidratasyon 

Dokular dereceli alkollerde aşağıdaki sürelerde bekletildi. 

Alkol derecesi    Süre 

%50              1 saat 

%70              1 saat 

%80              1 saat 

%90              1 saat 

%96              1 saat 

%100            1 gece 

B) Şeffaflaştırma 

Ksilolde yaklaşık 5 dakika  

C) Emdirme 

Ksilol+parafin (60 oC etüvde) 15 dakika 

Yumuşak parafin (60 oC etüvde) 1 saat 

Sert parafin (60 oC etüvde) 4 saat 
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D) Gömme 

Sert parafin kullanılarak dokular bloklandı. 

Hazırlanan parafin bloklardan, Leica marka kızaklı mikrotom kullanılarak 4-5 

µ (mikron) kalınlığında kesitler alındı. Histolojik değerlendirme için preparatlara 

Hematoksilen- Eozin ile rutin boyama yapıldı. Boyanan örnekler Olympus BX50 tipi 

binoküler mikroskopta incelendi ve fotoğraflar elde edilerek değerlendirildi. 

Biyokimyasal çalışmalar 

Karaciğer ve böbrek doku numuneleri, kanın uzaklaştırılması amacıyla önce 

soğuk distile su ile yıkandı. Daha sonra, doku örnekleri 150 ml’lik soğuk potasyum 

fosfat tamponu içine alınarak -20 oC’de muhafaza edildi. Derin dondurucudan 

çıkarılan karaciğer ve böbrek doku örnekleri, buzlarının çözülmesinin ardından üç 

kez soğuk distile su ile yıkandı ve kurutma kağıdı ile kurulandı. Kurulanan karaciğer  

ve böbrek doku örnekleri tartılarak, hacim doku ağırlığının 10 katı olacak şekilde 

fosfat tamponu içine alındı ve buz üzerinde homojenizatörle 16,000 devir/dk hızında 

iki dakika boyunca homojenize edildi. Elde edilen homojenatlardan, TBARS ölçümü 

yapıldı (Drapper and Hadley 1990). 

TBARS Ölçümü 

Deneyin ilkesi: MDA seviyelerinin ölçümü, Draper ve Hadley’in metoduna 

göre yapıldı (Drapper and Hadley 1990). Yağ asidi peroksidasyonunun son ürünü 

olan malondialdehid, TBA ile reaksiyona girerek 532 nm’de en üst seviyede 

dalgaboyu emilimine yol açan renkli bir kompleks oluşturur. 

Doku örneklerindeki lipit peroksidasyon seviyeleri, tiobarbitürik asit reaktif 

substans (TBARS) yoğunlukları ölçülerek tespit edildi (Drapper and Hadley 1990). 

TBARS ölçümü için, 2.5 ml yüzde 10’luk TCA (Trikarboksilik asit) ve 1 ml 

yüzde 0.67’lik TBA (Tiobarbitürik asit) reaktifleri kullanıldı. Homojenat, 15 dakika 

kaynar suda bekletildi ve daha sonra, 5000 devir /dk‘da 10 dakika boyunca santrifüje 

edildi. 2 ml süpernatant alınıp, 15 dakika kaynar suda bekletildi ve hemen soğutuldu. 

532 nm’de numune yerine distile su konularak, hazırlanan körve karşı absorbansları 

okutuldu. MDA–TBA (TBARS) kompleksinin 532 nanometredeki ekstrinksiyon 

katsayısından (1.56 x 105 cm-1.m-1) yola çıkılarak, nmol / ml cinsinden MDA 
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değeri bulundu. Lowry ve arkadaşları tarafından kullanılan yöntem ile elde edilen 

sonuçların ml’deki protein miktarına bölünmesi yoluyla, nmol / mg protein cinsinden 

TBARS değeri bulundu (Lowry et al., 1951). 

İstatistiksel Yöntem 

İstatistiksel değerlendirmeler “SPSS 15.0 for Windows” paket programı 

kullanılarak yapıldı. Histolojik bulguların analizinde gruplar nonparametrik 

testlerden “Kruskal - Wallis testi” ile karşılaştırıldı ve iki grup arasındaki ölçüm 

değerlerinin karşılaştırılmasında “Mann - Whitney U testi” kullanıldı. Anlamlılık 

değeri p<0.01 olarak alındı. 
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4. BULGULAR 

Sıçanlardaki ağırlık değişiklikleri 

Deney sonucunda gruplarda yer alan sıçanların ortalama ağırlıkları arasında 

istatiksel olarak bir fark bulunmamıştır (p>0,01). Sıçanların çalışmaya başlamadan 

ve kesim öncesi ortalama ağırlıkları (aritmetik ortalama ile) tabloda gösterilmiştir. 

Tablo 2: Çalışma öncesi ve çalışma sonrası sıçanların ortalama ağırlıkları. 

Gruplar Grup açıklaması 
Çalışma öncesi 

ağırlık (g) 

Çalışma sonrası 

ağırlık (g) 

  Grup-I    Kontrol    271 282  

  Grup-II    MTX    308  303  

  Grup-III    MTX+AG    253  244  

  Grup-IV    MTX+L-NAME    269  261  

  Grup-V    AG    270  277  

  Grup-VI    L-NAME    226  237  

 

Histolojik Bulgular  

Kontrol grubu ve deney grubuna ait karaciğer ve böbrek doku kesitlerinde 

incelenen yapısal değişiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaşlarının yapmış oldukları 

skorlamaya göre değerlendirildi (Abdel-Wahhab et al., 1999). Gruplar arasında 

gözlenen değişikliklerin “p” değerleri aşağıda verilmiştir. 

Deneysel parametrelerin histolojik (yapısal) değerlendirilmesi skorlandı. 

(-)  skor (negatif skor): Hiçbir yapısal değişikliğin olmaması, 

(+) skor (1 pozitif skor): Hafif derecede, 

(++) skor (2 pozitif skor): Orta dercede, 

(+++) skor (3 pozitif skor): Ciddi derecede yapısal değişikliği ifade 

etmektedir. 

Deney sonucu kontrol grubunda yer alan sıçanların karaciğerinde bu organa 

özgü histolojik yapılar dışında herhangi bir bulguya rastlanmadı. 
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 MTX grubunda yer alan sıçanların karaciğerinde belirgin olarak 

hepatositlerde granüler dejenerasyon, parankim ve perivasküler bölgelerde 

inflamatuvar hücre infiltrasyonları, vasküler konjesyon, sinuzoidal dilatasyon ve 

düşük seviyede piknotik çekirdekler gözlendi. MTX+AG grubunda yer alan 

sıçanların karaciğerinde düşük seviyede hepatositlerde granüler dejenerasyon, 

parankim ve perivasküler bölgelerde inflamatuvar hücre infiltrasyonları ile vasküler 

konjesyon gözlendi. MTX+L-NAME grubunda yer alan sıçanların karaciğerinde 

düşük seviyelerde hepatositlerde granüler dejenerasyon, parankim ve perivasküler 

bölgelerde inflamatuvar hücre infiltrasyonları ve vasküler konjesyon gözlendi. 

Aminoguanidin grubunda yer alan sıçanların karaciğerinde herhangi bir yapısal 

değişikliğe rastlanmadı. L-NAME grubunda yer alan sıçanların karaciğerinde de 

herhangi bir yapısal değişikliğe rastlanmadı.  

Tablo 3:  Kontrol ve deney gruplarında karaciğerde gözlenen yapısal değişiklikler ve 

Kruskall-Wallis p değerleri. 

Deney grupları 
Grup-I 

(Kontrol) 
Grup-II (Mtx) 

Grup-III 

(Mtx+Ag) 

Grup-IV 

(Mtx+L-name)
Grup-V (Ag) 

Grup-VI 

(Lname) 

Kruskall-

Wallis P 

Değerleri

Parametreler/Skor - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ 

 

+++ O  

Granüler 

dejenerasyon 

9 0 0 0 - 0 0 0 9 +++ 0 7 2 0 + 0 8 1 0 + 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - p<0,01 

İnflamatuvar 

hücre 

infiltrasyonu 

9 0 0 0 - 0 0 0 9 +++ 0 6 3 0 + 0 7 2 0 + 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - P<0,01 

Vasküler 

konjesyon 

9 0 0 0 - 0 0 8 1 ++ 0 8 1 0 + 0 8 1 0 + 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - P<0,01 

Sinuzoidal 

dilatasyon 

9 0 0 0 - 0 6 2 1 + 9 0 0 0 - 9 0 0 0 - 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - P<0,01 

Piknotik 

çekirdekler 

9 0 0 0 - 0 9 0 0 + 9 0 0 0 - 9 0 0 0 - 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - P<0,01 
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Tablo 4: Gruplar arasında karaciğerde gözlenen yapısal değişikliklerin Mann-

Whitney U testine göre p değerleri. 

Gruplar Granüler 
dejenerasyon 

İnflamatuvar 
Hücre 

İnfiltrasyonu 

Vasküler 
konjesyon 

Sinuzoidal 
dilatasyon 

Piknotik 
çekirdekler

Grup I-
II  P<0,01 p<0.01 p<0.01 p<0.01  

p<0.01 
Grup I-
III  p<0.01 p<0.01 p<0.01 AD   

AD 
Grup I-
IV  p<0.01  p<0.01  p<0.01  AD  

AD 
Grup I-
V  AD  AD  AD AD  

AD 
Grup I-
VI            AD  AD  AD AD  

AD 
Grup 
II-III           p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01  

p<0.01 
Grup 
II-IV  p<0.01  p<0.01  p<0.01  p<0.01   

p<0.01 
Grup 
II-V  p<0.01 p<0.01 p<0.01  p<0.01   

p<0.01 
Grup 
II-VI  p<0.01 p<0.01 p<0.01  p<0.01   

p<0.01 
Grup 
III-IV  AD AD AD AD  

AD 
Grup 
III-V  p<0.01 p<0.01 p<0.01  AD  

AD 
Grup 
III-VI  p<0.01 p<0.01 p<0.01  AD  

AD 
Grup 
IV-V  p<0.01  p<0.01  p<0.01  AD  

AD 
Grup 
IV-VI  p<0.01  p<0.01  p<0.01  AD  

AD 
Grup 
V-VI  AD  AD  AD  AD   

AD 
AD: Anlamlı değil 

Deney sonucu kontrol grubunda yer alan sıçanlara ait böbrek doku 
kesitlerinin histolojik incelenmesinde, bu organa özgü histolojik yapılar dışında 
herhangi bir bulguya rastlanmamıştır. MTX grubunda yer alan sıçanların böbreğinde 
belirgin olarak proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinde hidropik dejenerasyon, 
parankimde inflamatuvar hücre infiltrasyonları, vasküler konjesyon ile düşük 
seviyelerde proksimal ve distal tübüllerde dilatasyon gözlendi. MTX+AG grubunda 
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yer alan sıçanların böbreğinde düşük seviyelerde vasküler konjesyon ile proksimal ve 
distal tübül epitel hücrelerinde hidropik dejenerasyon gözlendi. MTX+L-NAME 
grubunda yer alan sıçanların böbreğinde düşük seviyelerde vasküler konjesyon ile 
proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinde hidropik dejenerasyon gözlendi. 
Aminoguanidin grubunda bulunan sıçanların böbreğinde yapısal değişikliğe 
rastlanmadı. L-NAME grubundaki sıçanlara ait böbrek doku kesitlerinde de herhangi 
bir yapısal değişikliğe rastlanmadı (p<0,01). AG ve L-NAME’nin böbrekte de benzer 
etkide bulundukları gözlendi. 

Tablo 5: Kontrol ve deney gruplarında böbreklerde gözlenen yapısal değişiklikler ve 

Kruskall-Wallis p değerleri. 
 

Deney grupları Grup-I 
(Kontrol) Grup-II (Mtx) Grup-III 

(Mtx+Ag) 
Grup-IV 

(Mtx+L-name) Grup-V (Ag) Grup-VI 
(Lname) 

Kruskall-
Wallis P 
Değerleri

Parametreler/ 

Skor 

- + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ +++ O - + ++ 

 

++ 

+ 

O  

Hidropik 
dejenerasyon 

9 0 0 0 - 0 0 0 9 +++ 0 7 2 0 + 0 9 0 0 + 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - p<0,01 

İnflamatuvar 
hücre 

infiltrasyonu 

9 0 0 0 - 0 8 1 0 + 9 0 0 0 - 9 0 0 0 - 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - P<0,01 

Vasküler 
konjesyon 

9 0 0 0 - 0 0 0 9 +++ 0 8 1 0 + 0 9 0 0 + 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - P<0,01 

Tübüllerde 
dilatasyon 

9 0 0 0 - 0 9 0 0 + 8 1 0 0 - 7 2 0 0 - 8 0 0 0 - 9 0 0 0 - P<0,01 
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Tablo 6: Gruplar arasında böbreklerde gözlenen yapısal değişikliklerin Mann-

Whitney U testine göre p değerleri. 

 

 
Gruplar Hidropik 

dejenerasyon 

İnflamatuar 
Hücre 

İnfiltrasyonu  

Vasküler 
konjesyon 

Tübüllerde 
dilatasyon 

Grup I-II  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 
Grup I-III  p<0.01 AD p<0.01 AD 
Grup I-IV  p<0.01 AD p<0.01 AD 
Grup I-V  AD AD AD AD 
Grup I-VI  AD AD AD AD 
Grup II-III  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 
Grup II-IV  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 
Grup II-V  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 
Grup II-VI  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 
Grup III-IV  AD AD AD AD 
Grup III-V  p<0.01 AD p<0.01 AD 
Grup III-VI  p<0.01 AD p<0.01 AD 
Grup IV-V  p<0.01 AD p<0.01 AD 
Grup IV-VI  p<0.01 AD p<0.01 AD 
Grup V-VI  AD AD AD AD 
AD: Anlamlı değil. 
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Resim 1: Kontrol grubuna (Grup-I)  ait normal karaciğer dokusu. Normal histolojik 

görünüm izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240).  
 
 
 
 

 
Resim 2: Grup-II’ye ait  (20 mg/kg Metotreksat uygulanan)  karaciğer dokusu. 

Belirgin olarak hepatositlerde granüler dejenerasyon, inflamatuvar hücre 
infiltrasyonu ve vasküler konjesyon gözlenmekte (hematoksilen-eozin, x480). 
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Resim 3: Grup-III’e  ait (20 mg/kg MTX ve 20 mg/kg Aminoguanidin uygulanan) 

karaciğer dokusu. Hepatositlerde düşük düzeylerde granüler dejenerasyon  
görülmekte (hematoksilen-eozin, x240). 

 

 
Resim 4: Grup-IV’e (20 mg/kg MTX ve 3,5 mg/kg L-NAME uygulanan)  ait 

karaciğerdokusu. Hepatositlerde düşük düzeylerde granüler dejenerasyon ve vasküler 
konjesyon görülmekte (hematoksilen-eozin, x240). 
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Resim 5: Grup-V’e ait (20 mg/kg Aminoguanidin uygulanan) karaciğer dokusu. 

Normal histolojik görünüm izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240). 
 
 

 
Resim 6: Grup-VI’ya ait (3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) karaciğer dokusu. Normal 

histolojik görünüm izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240). 
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Resim 7: Kontrol grubuna (Grup-I) ait normal böbrek dokusu. Normal histolojik 

görünüm izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240). 
 

 
Resim 8: Grup-II’ye ait (20 mg/kg MTX uygulanan) böbrek dokusu. Proksimal ve 

distal tübül epitel hücrelerinde hidropik dejenerasyon, proksimal ve distal tübüllerde 
dilatasyon, parankimde inflamatuvar hücre infiltrasyonları ve vasküler konjesyon  

belirgin olarak gözlenmekte (hematoksilen-eozin, x480). 
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Resim 9: Grup-III’e ait (20 mg/kg MTX ve 20 mg/kg AG uygulanan) böbrek 

dokusu. Düşük düzeylerde proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinde hidropik 
dejenerasyon ve vasküler konjesyon görülmekte (hematoksilen-eozin, x240). 

 

 
Resim 10: Grup-IV’e ait (20 mg/kg MTX ve 3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) böbrek 

dokusu. (Düşük düzeylerde proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinde hidropik 
dejenerasyon ve vasküler konjesyon görülmekte (hematoksilen-eozin, x480). 
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Resim 11: Grup-IV’e ait (20 mg/kg MTX ve 3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) böbrek 

dokusu. (Düşük düzeylerde proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinde hidropik 
dejenerasyon ve vasküler konjesyon görülmekte (hematoksilen-eozin, x240). 

 

 
Resim 12: Grup-V’e ait (20 mg/kg Aminoguanidin uygulanan) böbrek dokusu. 

Normal histolojik görünüm izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240). 
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Resim 13: Grup-VI’ya ait (3,5 mg/kg L-NAME uygulanan) böbrek dokusu. Normal 

histolojik görünüm izlenmekte (hematoksilen-eozin, x240). 

 

Biyokimyasal Bulgular 

Kontrol ve deney grubu hayvanlarına ait karaciğer ve böbrek dokusu  TBARS 

düzeylerinin aritmetik ortalamaları ve standart sapmalarıTablo 7’de verilmiştir. 

Tablo 7: Karaciğer ve böbrek dokusundaki  TBARS düzeyleri (n mol/mg protein). 

Gruplar 

Karaciğer 

TBARS 

nmol/mgprotein 

Böbrek 

TBARS 

nmol/mgprotein 

I (Kontrol) 7,54±0,66 29,4±2,78 

II (MTX) 7,18±0,76 52,5±23,7 

III (MTX+AG) 10,9±0,90 56,3±22,4 

IV (MTX+LNAME) 9,98±0,96 46,5±6,36 

V (AG) 6,93±1,06 33,1±4,14 

VI (L-NAME) 9,56±0,39 49,3±11,08 
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Deney sonucu karaciğer ve böbrek dokusundaki  TBARS aktivitesi gruplar 

arasında incelenmiş olup, böbrekte gruplar arası TBARS düzeylerinde istatiksel 

olarak önemli bir farklılık bulunmamıştır (p>0,01). Karaciğer dokusundaki gruplar 

arası TBARS aktivitesi Tablo 8’de gösterilmiştir. 

Tablo 8: Gruplar arasında karaciğerde gözlenen TBARS aktivitesinin Mann Whitney 

U testine göre p değerleri. 

GRUPLAR TBARS 
nmol/mgprotein 

I-II AD 

I-III P<0,01 

I-IV AD 

I-V AD 

I-VI AD 

II-III P<0,01 

II-IV AD 

II-V AD 

II-VI AD 

III-IV AD 

III-V AD 

III-VI AD 

IV-V P<0,01 

IV-VI AD 

V-VI AD 

      AD: Anlamlı değil. 

Sıçanların böbrek dokusunda TBARS düzeylerinde kontrol ve deney grupları 

arasında anlamlı bir fark bulunamadı (p>0,01). Bu sebeple gruplar arası karşılaştırma 

yapılamadı. 

Sıçanların karaciğer dokusunda TBARS düzeylerinde MTX+AG grubunda 

kontrol grubuna göre bir yükselme olduğu (p<0,01) diğer gruplarda istatiksel bir 

farklılık olmadığı saptandı (p>0,01). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

MTX lösemiler, çesitli solid tümörler, psöriazis, romatoid artrit ve diğer bazı 

otoimmün hatalıkların tedavisinde 40 yıldan daha uzun süredir yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Örneğin Metotreksat’ın psöriaziste kullanım dozu genellikle 

haftada bir 10-25 miligramdır. Tedavinin etkinliği için başlangıçta parenteral  (iv 

veya im) uygulama tercih edilir. Metotreksat oral olarak da kullanılabilir (Tekin 

2000). 

Oral MTX’in emilim hızı ve miktarı kişiden kişiye kişiye büyük farklar 

gösterir. Ayrıca doza bağımlı ve satüre olabilen bir intestinal absorbsiyonu vardır. 

Yiyeceklerle de metotreksat absorbsiyonu azalır. İntramüsküler uygulanan MTX ise 

hızla emilir ve iki saatte kanda en yüksek değerine ulaşır. Dermatolojide kullanılan 

dozlarda kanda yarılanma ömrü 6-7 saattir. %50-70 oranında plazma proteinlerine, 

özellikle de albümine bağlanır. Hücrelere bir taşıyıcı aracılığı ile girer.  En yüksek 

doku seviyesine karaciğer ve böbrekte rastlanır. (Camisa 1994, Gibson and Perry 

1992). 

Metabolizasyonu başlıca karaciğerde gerçekleşir. Atılımı başlıca böbrek 

yoluyladır. 24 saat içinde 7-OH metotreksat olarak renal filtrasyon, sekresyon ve 

konsantrasyona bağlı tübüler reabsorbsiyonla atılır. Eliminasyon pek az oranda safra 

yoluyla tamamlanır (Camisa 1994, Gibson and Perry 1992). 

Metotreksatın en sık görülen yan etkisi hepatotoksisitedir. Hastalarda 

tedaviden vazgeçilmesinin birinci nedenidir.  Karaciğer toksisitesi kümülatif dozla 

ilgilidir. Diğer risk faktörleri  yaş, obezite,  tedavi sırasında alkol kullanımı, diabet, 

daha önce geçirilmiş karaciğer veya böbrek hastalığıdır. Kümülatif doz 1,5 grama 

ulaşınca karaciğer biyopsisi önerilir (Tekin 2000).  

Şener ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada metotreksat 20 mg/kg/i.p tek doz 

olarak uygulanmış ve sonrasında beş gün süre ile L-Karnitin 500 mg/kg uygulanmış 

ve çalışma sonunda karaciğer dokuları alınarak histolojik açıdan incelenmiştir. 

Çalışmada MTX grubunda dejenere hepatositler, sinüzoidlerde dilatasyon, vasküler 

konjesyon, bulgularının olduğu gözlenmiştir (Şener ve ark., 2006). 
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Metotreksat’ın böbrekler üzerindeki hasar oluşturma mekanizması tam olarak 

bilinmemekle birlikte, böbrek tübüllerinde presipitasyonu ile metabolitinin (7-OH 

MTX) ya da  doğrudan toksik etkisinin bu hasarı oluşturabileceği belirtilmiştir 

(Lankelma et al., 1980, Messmann and Allegra 2001). MTX aracılığı ile oluşan 

karaciğer ve böbrek hasarlanmasında oksidatif stresin önemli rolü olduğu ve MTX’in 

dokuda lipid peroksidasyonu yoluyla hasar oluşumuna yol açtığı belirtilmiştir 

(Jahovic et al., 2003). 

MTX’in böbrek tübüllerinde ve glomerüllerinde histolojik olarak  hasar 

oluşturduğu gösterilmiştir (Kolli et al., 2009). 

Psöriazisteki gibi düşük doz tedavilerde nefrotoksisite görülmesi nadirdir. 

Böbrek toksisistesinin nedeni filtrasyon yetmezliği, 7-OH metotreksatın doğrudan 

toksik etkisi ya da metotreksatın asit idrarda erimeden kalıp tübüllerde 

krisatalizasyonuna bağlı olabilir. Bu riski önlemek için hastalar bol su içmelidir veya 

bikarbonat ile idrar alkalizasyonu yapılabilir (Tekin 2000).  

MTX verilen sıçanların karaciğer ve böbrek dokularında artmış MDA ve 

azalmış GSH seviyeleri tespit edilmiş ve melatoninin bu etkileri önlediği 

belirtilmiştir (Jahovic ve ark., 2003).   

Kanser tedavisinde etkin olarak kullanılan ilaçlardan birisi de metotreksattır. 

MTX kanser tedavisi dışında romatoid artrit (Tuncay ve ark., 2006, Tilling et al., 

2006), psoriazis (Şendur ve ark., 2002), ektopik gebelik (Al-Motagabani 2006), 

Crohn hastalığı ve ülseratif kolit (Al-Motagabani 2006) gibi hastalıkların tedavisinde 

de kullanılan bir ilaçtır. Fakat MTX’in etkinliliği toksik skalası ve yan etkilerinden 

dolayı sınırlanmıştır. Örneğin MTX kullanımıyla oluşan ince barsak hasarı 

malabsorbsiyon ve diyare ile sonuçlanır. Böylece kilo kaybı meydana gelir. 

Çalışmalarda yüksek doz uygulanan MTX ile akut böbrek yetmezliklerinin 

görüldüğü rapor edilmiştir (Behnam and Eliason 2004).Yüksek doz MTX’in 

hepatotoksisiteye yol açması sık olarak gözlenir ve bu durum kanser hastasının sağlık 

durumunu olumsuz yönde bozabilmektedir (Al-Ali et al., 2005). 

MTX, kemoterapotik ve immunosupresif madde olarak pek çok romatizmal, 

dermatolojik ve hematolojik hastalıkların tedavisinde kullanılan antimetabolit bir 

ilaçtır. Buna rağmen, steatozis (vücutta aşırı yağ toplanması), kolestazis (safra 



 67

akımının kesilmesi), fibrozis (bağ dokusu artımı) ve sonuç olarak siroz gibi ciddi yan 

etkilere sebep olabilir (Çetinkaya ve ark., 2006). Bu yan etkileri nedeniyle kullanımı 

sınırlıdır.. İlaç sadece malign hücrelere karşı değil tüm hücrelere karşı etki göstererek 

hepatotoksisiteye sebep olur. Özellikle yüksek oranda kendini yenileyebilen kemik 

iliği hücreleri, mukozal hücrelere de toksik etki gösterirler. 

Epitel hücrelerindeki çoğalma-farklılaşma arasındaki dengesizlik; epitel 

hücrelerinin erken ölümüne neden olur. Bu da mukozal bariyerdeki yaralanmalara ve 

enterekolite sebep olur. Yüksek doz uygulanan MTX renal tübüllerde çökmeye 

neden olup akut renal yetmezlik ile sonuçlanabilir (Öktem et al., 2006, Devrim et al., 

2005). MTX eliminasyonundaki gecikme sonucunda nefrotoksisite oluşur. MTX’ın 

toksik etkilerinin görülebilmesi, doz skalası ve tedavinin uzunluğu, hastanın risk 

faktörleri ve hastalığın tipi ve genetik faktörler gibi bazı faktörlere bağlıdır. Renal 

yetersizlik, alkol tüketimi, diyabet, yaşlılık da toksisiteye eşlik eden diğer 

faktörlerdir. MTX’ın yan etkilerinden kaçınmak için folik asit tedavisi 

önerilmektedir. Eklenen folik asit takviyesi ile gastrointestinal yan etkilerden, kemik 

iliği depresyonu ve mukozitden kaçınılabilir fakat hepatotoksik gelişim etkileri 

sınırlıdır. 

Son zamanlarda MTX ile oluşturulmuş hepatotoksisitenin serbest oksijen 

radikallerinin artmasına bağlı olarak meydana gelen oksidatif stresten kaynaklandığı 

rapor edilmiştir. Karaciğer, toksik kimyasal maddelerin atılımı ve 

detoksifikasyonunda önemli rolü olan bir organdır. MTX ve metabolitlerinin 

vücuttan atılımında hepatobiliyer sistem, böbrekler ile birlikte çalışır. MTX 

böbreklerden sonra en fazla karaciğerde biriktiğinden dolayı, yüksek doz 

uygulanması hepatotoksisiteye neden olabilir (Süzer 2002, Uz ve ark., 2002). 

Metotreksat kullanımının karaciğer ve böbreklerde önemli patolojik 

değişikliklere neden olduğu yapılan araştırmalarla gösterilmektedir (Widemann et 

al., 2004, Kolli et al., 2009, Şener ve ark., 2006). MTX kullanımı sonucu karaciğer 

ve böbreklerde ortaya çıkan hasardan birçok faktör sorumlu tutulmakla birlikte, 

oksidatif stresin de bu hasarlanmadan sorumlu olabileceği belirtilmiştir (Jahovic et 

al., 2003). MTX aracılı böbrek hasarında, oksidatif stres ile nötrofil infiltrasyonunun, 

etken bir rol oynadığı belirtilmiştir ( Kolli et al., 2009). 
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Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların yan etkilerinin ortadan kaldırılabilmesi 

veya en aza indirgenebilmesi için alternatif yollar denenmektedir. Bunlardan biri de 

istenmeyen yan etkileri önleyecek veya azaltacak diğer bir ajanın antineoplastik ajan 

ile birlikte kullanılmasıdır. Literatürde kanser tedavisinde kullanılan MTX’ın 

hepatotoksik etkilerini azaltmak amacıyla L-Karnitin (Şener ve ark., 2006), 

nikotinamid (Kröger et al., 1999), metionin (Kröger et al., 1999), melatonin (Jahovic 

et al., 2003), ursedoksikolik asit (UDCA) (Uraz ve ark., 2008), folik asit (Sultana et 

al., 2001) gibi antioksidan maddelerin koruyucu etkilerinin olduğunu gösteren birçok 

deneysel çalışmalar yapılmıştır. 

Metotreksat, Nitrik oksit sentaz’ın temel kofaktörü olan tetrahidrobiopterin 

sentezini baskılayarak, özellikle indüklenebilir nitrik oksit sentaz enzim aktivitesinin 

artmasına yol açar (Mayer and Werner 1995, Prefeilschifter et al., 1996). 

Nitrik oksit başta epitel hücreler olmak üzere çeşitli hücreler tarafından 

salınan önemli bir moleküldür. Molekül en fazla kabul edilen görüşe göre pikomolar 

düzeylerde cNOS ile fizyolojik ve koruyucu etki gösterirken, milromolar düzeylerde 

iNOS üzerinden proinflamatuvar ve hasar oluşturucu etkiler göstermektedir. Nitrik 

oksit hem mukus salgısını hem de epitelyal hücrelerde sıvıs ekresyonunu artırmak 

suretiyle mikroplara, toksinlere ve safra tuzları gibi irritan maddelere karşı koruyucu 

etki gösterir. Nitrik oksit oksidatif stres altında ise; 

• Apopitozisi artırır. 

• Sitotoksisiteyi arttırır. 

• DNA hasarını arttırır. 

• Demir sülfür içeren enzimlerin fonksiyonunu değiştirir. 

• Mitokondriyal solunumu bozarak zararlı etkiler göstermektedir. 

(http://www.gata.edu.tr, Erişim tarihi: 22 Mayıs 2010 ). 

Yaptığımız bu çalışmada; seçici olan ve olmayan NOS inhibitörleri 

kullanılarak, NO yapımının önlenmesi ve bunun karaciğer ve böbrek hasarına olan 

etkileri değerlendirilmiştir. Nitrik oksitin (NO) karaciğer ve böbrek dokularında 

hasar oluşmasında önemli role sahip olduğu bilinmektedir (Yang et al., 1998, Devrim 

ve ark., 2005). Ancak fizyolojik koşullarda da birçok olumlu ve koruyucu etkileri 
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vardır (Murakami and Traber 2003, Brett et al., 1998, Özkan ve Yüksekol 2003, 

Moncada and Higgs 2002).  

Selektif bir iNOS baskılayıcısı olan aminoguanidinin, böbreklerde 

mekloretaminle oluşan doku hasarına karşı iyileştirici etkisi olduğu histolojik olarak 

gösterilmiştir. Aynı çalışmada lipid peroksidasyonunun bir göstergesi olan MDA 

seviyeleri aminoguanidin grubunda düşük bulunmuş ancak istatiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p>0,05). Selektif  iNOS inhibitörü olan AG’nin bu modelde hasarı 

azaltması, akut renal toksik etkinin patogenezinde iNOS indüksiyonu ile artmış NO 

üretiminden kaynaklanabileceği şeklinde açıklanmıştır (Korkmaz ve ark., 2007). 

Polat ve arkadaşları , sıçanlarda Gentamisin ile oluşan böbrek hasarına karşı AG’nin 

koruyucu rolü olduğunu, hasar oluşumunu engellediğini belirtmişlerdir (Polat ve 

Ark., 2006). 

Aminoguanidin’in antioksidan özelliği ile ilgili olarak hidroksil radikal 

süpürücüsü olduğu belirtilmiştir (Courderot-Masuyer et al., 1999). Yılmaz ve 

arkadaşları sıçanlar üzerinde yaptıkları bir çalışmada, AG’nin oksidatif stresi 

azalttığını IL-1α, IL 6 ve TNF-α gibi sitokinlerin seviyelerinde azalmaya neden 

olarak koruyucu etki gösterebileceğini belirtmişlerdir (Yılmaz ve ark., 2007). 

Dambrova ve arkadaşları ratlar üzerinde gerçekleştirdikleri çalışmalarında, LPS 

(lipolisakkarit) ile artan NO seviyelerine karşı; Aminoguanidin’in baskılayıcı etki ile 

nitrik oksit seviyelerini azalttığını göstermişlerdir (Dambrova et al., 2003). 

Seçici olmayan bir NOS inhibitörü olan L-NAME’nin sıçanlarda yapılan bir 

çalışmada ortalama nitrik oksit seviyelerini azalttığı  gösterilmiştir (Gökçimen ve 

ark., 2006). Conners ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada, L-NAME’nin serbest 

radikallere bağlı doku hasarını azalttığını bulmuşlardır (Conners et al., 2005). 

Kutlubay ve arkadaşları, etanolün karaciğer ve böbrekte oluşturduğu hasara 

karşı L-NAME’nin koruyucu etkili olduğunu histolojik olarak göstermişlerdir 

(Kutlubay ve ark., 2008). Tavşanlar üzerinde L-NAME’nin doku ve plazma MDA 

düzeylerine etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, LNAME’nin plazma ve doku 

nitrit/nitrat düzeylerini azalttığını, ayrıca L-NAME verilen gruplarda plazma ve doku 

MDA düzeylerinde kontrole göre istatistik olarak azalma olduğu saptanmıştır (Selvi 

ve ark., 2007). 
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Nitrik oksit oluşumunu tamamen baskıladığı düşünülen L-NAME ile sadece 

indüklenebilir NOS enzimini bloke edip yapısal NOS enzimini etkilemediği 

düşünülen Aminoguanidin kullanımı sonucu oluşan etkiler değerlendirilmiş ve 

sonuçlar karşılaştırılmıştır. 

Yapılan deneysel çalışmalarda MTX ratlara farklı dozlarda ve farklı 

uygulama şekilleri ile verilmiştir. Biz de çalışmamızda ratlara MTX’i daha önceden 

doku toksisite çalısmalarında tanımlandıgı gibi intraperitoneal yolla tek seferde 20 

mg/kg dozunda uyguladık (Jahovic et al., 2003, Çetinkaya ve ark., 2006, Şener ve 

ark., 2006).  

MTX’in hepatotoksik ve nefrotoksik etkisinin mekanizması henüz tam olarak 

açıklanamayan karmaşık bir sistemdir (Çetinkaya ve ark., 2006, Devrim ve ark., 

2005). Kemoterapi ilaçlarının yan etkilerinin oluşmasından oksidatif stres de sorumlu 

tutulmaktadır. Bazı çalışmalarda; karaciğer, böbrek, ince barsak ve merkezi sinir 

sistemi üzerindeki MTX toksistesinden oksidatif stres sorumlu tutulmaktadır 

(Devrim ve ark., 2005, Uz ve ark., 2005). Biz de çalışmamızda daha önceki 

çalısmalarda antioksidan özelligi gösterilmiş olan Aminoguanidin ve L-NAME’nin, 

MTX’in hepatotoksik ve nefrotoksik etkisini azaltıp azaltamayacağını araştırmayı 

hedefledik. 

Çalışmamızda sıçanlara 20 mg/kg tek doz MTX uygulaması ile karaciğer  

dokularında histolojik bulguları tespit ettik; Kontrol grubunda yer alan sıçanların 

karaciğer dokuları normal histolojik görünümde incelendi. MTX grubunda yer alan 

sıçanlarda karaciğer dokusunda hepatositlerde granüler dejenerasyon ve inflamatuar 

hücre infiltrasyonları belirgin olarak gözlendi. MTX+AG ve MTX+L-NAME 

gruplarında ise histopatolojik bulgularda önemli ölçüde düzelme gözlendi. AG ve L-

NAME gruplarında yer alan sıçan dokularında ise, normal histolojik yapı dışında 

herhangi bir yapısal değişiklik oluşmadığı tespit edildi. Dokularda histolojik olarak 

Aminoguanidin ve L-NAME’nin benzer etkiler gösterdiği, her ikisininde hasar 

oluşumunda benzer derecelerde koruyucu olduğunu tespit ettik. 

Deneyimizdeki sıçanların böbrek dokularında ise kontrol grubunda normal 

histolojik görünüm izlendi. MTX grubunda ise sıçanların böbrek dokularında 

proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinde belirgin hidropik dejenerasyon, 
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parankimde inflamatuar hücre infiltrasyonları ve vasküler konjesyon gözlendi. 

MTX+AG ve MTX+L-NAME gruplarında ise histopatolojik bulgularda önemli 

ölçüde düzelme gözlendi. AG ve L-NAME gruplarında  yer alan sıçan dokularında 

ise, normal histolojik yapı dışında herhangi bir yapısal değişiklik oluşmadığı tespit 

edildi. Dokularda histolojik olarak Aminoguanidin ve L-NAME’nin benzer etkiler 

gösterdiği, her ikisininde hasar oluşumunda benzer derecelerde koruyucu olduğunu 

tespit ettik. 

Daha önce yapılmış olan çalışmalarda MTX ‘in lipid peroksidasyonunun bir 

belirteci olan MDA seviyelerini artırdığı ve bazı antioksidan maddelerin MDA 

seviyelerini düşürdüğü saptanmıştır.(Çetinkaya ve ark., 2006, Şener ve ark., 2006, 

Jahovic et al., 2003). Çalışmamızda da sıçanların karaciğer ve böbrek dokularında 

MDA seviyelerine bakıldı. Böbrek MDA seviyelerinde kontrol grubu ve deney 

grupları arasında istatiksel bir fark saptanamadı (p>0,01). Gruplar arasında karaciğer 

MDA seviyeleri istsiksel olarak bir farklılık gösterdi (p<0,01).  MTX+AG grubunda, 

kontrol ve deney gruplarına göre MDA en yüksek seviyede tespit edildi.  

Metotreksat uygulaması ve bu uygulamaya bağlı MDA aktivitesi ile ilgili 

yapılan bazı çalışmalarda ratların kesim işlemleri intraperitoneal ilaç 

uygulamalarından 48 saat sonra gerçekleştirilmişti. Bizim çalışmamızda sadece MTX 

grubunda yüksek seviyelerde MDA gözlenmeyişinin nedeninin deney süresi ile ilgili 

olabileceğini düşünmekteyiz. Çünkü yapılan çalışmaların bir kısmında karaciğer ve 

böbrek dokularındaki biyokimyasal analizlerin,  MDA aktivitesinin deney 

başlangıcında MTX enjeksiyonundan 48 saat sonra yalnız MTX grubunda en yüksek 

seviyede olduğu gözlenmiş ve 24-72 saat  gibi daha erken ya da daha geç olan farklı 

zaman dilimlerinde aynı etki gözlenmediği belirtilmiştir (Pinheiro et al., 2010, 

Miyazono et al., 2004). Biyokimyasal analizlerden lipid peroksidasyonunun 

göstergesi olan MDA seviyesinin MTX grubunda yüksek olmaması, deney süresi ile 

ilgili olabileceği gibi, L-NAME ve Aminoguanidin MDA seviye farklılıklarıda deney 

süresi ve maddenin uygulanma şekli, dozu ya da etki süresi ile ilgili olabilir.  

Deney süresi olan, MTX enjeksiyonundan sonraki 5 günü dikkate alarak 

beşinci gün deneyi sonlandırdık (Jahovic et al., 2003). Literatür taramalarında 

karaciğer ve böbrekte Aminoguanidin ve L-NAME’nin birlikte MTX toksisitesi 
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üzerine etkilerini araştıran bir çalışma saptayamadık. Ancak her iki NOS 

inhibitörünün farklı çalışmalarda ayrı ayrı olsa da farklı yollardan uygulanmaları ile 

doku hasarında koruyucu rolleri olduğuna ilişkin çalışmalara rastladık (Yılmaz ve 

ark., 2007, Conners et al., 2005). 

Günümüzde MTX’in toksik etkilerini azaltmak için folik asit gibi 

antioksidanlar yaygın şekilde kullanılmaktadır. MTX‘in karaciğer ve böbrek 

dokusundaki hasar oluşturucu etkisine karşı, yapılacak olan daha farklı araştırmalarla 

Aminoguanidin ve L-NAME gibi ajanların kullanımı ile, MTX’in dokudaki toksik 

etkilerinin azalabileceği düşünülmektedir.  

Sonuç olarak mevcut çalışmada L-NAME ve aminoguanidinin, metotreksat 

kaynaklı karaciğer ve böbrek toksisitesi üzerine sadece yapısal olarak koruyucu bir 

etkisinin olduğunu gözlemledik.  
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ÖZET 

Sıçanlarda Metotreksat İle Oluşturulmuş Karaciğer ve Böbrek Hasarlanmasına 

L-NAME ve Aminoguanidin’in Etkilerinin İncelenmesi 

 MTX çeşitli kanser türlerinde ve bazı inflamatuvar hastalıklarda, 

antineoplastik ve antiinflamatuvar ajan olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. 

Metotreksat’ın karaciğer ve böbrekler üzerine toksik etkileri olduğu bilinmektedir. 

Bu çalışmanın amacı Metotreksat’ın karaciğer ve böbrekler üzerinde oluşturduğu 

hasara karşı AG ve L-NAME’nin etkilerinin incelenmesidir. 

Bu çalışmada toplam 54 adet Wistar albino türü erkek sıçan kullanıldı. 

Sıçanlar 6 gruba ayrıldı: Grup I (kontrol, n=9), Grup II (20 mg/kg MTX, n=9), 

Grup III (20 mg/kg MTX+ 20 mg/kg AG, n=9), Grup IV (20 mg/kg MTX+ 3,5 

mg/kg L-NAME, n=9), Grup V (20 mg/kg AG, n=9) ve Grup VI ( 3,5 mg/kg L-

NAME, n=9). Çalışmanın beşinci günü anestezi altında deney sonlandırılarak 

sıçanların karaciğer ve böbrek dokuları alındı. Histolojik incelemeler için alınan 

dokular % 10’luk nötral formaldehit içerisinde tespit edildi. Biyokimyasal inceleme 

için alınan dokularda lipid peroksidasyonu ürünü olan malondialdehid (MDA) 

seviyeleri incelendi. 

Histolojik incelemede; kontrol, AG ve L-NAME gruplarında karaciğer ve 

böbrek dokuları normal histolojik görünümde izlendi. MTX grubunda kontrol grubu 

ile karşılaştırıldığında, karaciğer ve böbrek dokularında hasarlanma tespit edildi. 

MTX+AG ve MTX+L-NAME gruplarında bu hasarlanmanın azaldığı gözlemlendi 

(p<0,01). Biyokimyasal olarak kontrol ve diğer grupların böbrek dokusu MDA 

düzeylerinde bir farklılık bulunamadı (p>0,01). Karaciğer dokusunda ise kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, MTX+AG grubunda bir artış olduğu (p<0,01) diğer 

gruplarda bir farklılık olmadığı gözlendi (p>0,01). 

L-NAME ve Aminoguanidin’in, metotreksat kaynaklı karaciğer ve böbrek 

toksisitesi üzerine sadece yapısal olarak koruyucu bir etkisinin olduğunu 

gözlemledik. 

    Anahtar sözcükler: Aminoguanidin, böbrek, karaciğer, L-NAME, metotreksat. 
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ABSTRACT 

Research of L-NAME and Aminoguanidine Effects with Methotrexate-Induced 

Liver and Kidney Damage in Rats 

Methotrexate (MTX) is widely used as  an  antineoplastic and anti-

inflammatory agent in a variety of cancers and certain inflammatory disorders. 

MTX’s toxic effects on the liver and kidneys are known. The purpose of this study is 

to examine Aminoguanidine’s (AG) and NG Nitro L-Arginine Methyl Ester’s (L-

NAME) effects on the MTX’s liver and kidney damages. 

In this study 54 male Wistar albino rats were used. The rats were divided into 

six groups: Group I (control, n=9), Group II (20 mg/kg MTX, n=9), Group III (20 

mg/kg MTX+ 20 mg/kg AG, n=9), Group IV (20 mg/kg MTX+ 3,5 mg/kg L-

NAME, n=9), Group V (20 mg/kg AG, n=9) and Group VI (3,5 mg/kg L-NAME, 

n=9). At the end of the fifth day, liver and kidney tissues of the rats were collected 

under the anesthesia. Tissues taken for histological examination, were fixed in 10 % 

neutral formaldehyde.  Lipid peroxidation product malondialdehyde (MDA) levels 

were examined in the tissues taken for biochemical analysis. 

When compared with the control group’s tissues, damage were present in the 

MTX group’s liver and kidney tissues, in the tissues of the MTX+AG and MTX+L-

NAME groups, damage were decreased,  AG and L-NAME group’s tissues were 

histologically normal (p<0,01).  Biochemically control’s and other groups kidney 

tissue MDA levels were not different from each other (p>0,01). When  compared 

with the control group, MDA levels in the liver tissue’s of MTX+AG group, a 

significant increase (p<0,01)  and other groups were not different from each other 

(p>0,01) was observed. 

We observed only morphological protective effect’s of Aminoguanidine and 

L-NAME on methotrexate induced liver and kidney toxicity. 

Key words: Aminoguanidine, kidney, liver, L-NAME, methotrexate. 
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