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ÖZET 

Metotreksat (MTX), pek çok kanser tedavisi yanında, bazı inflamatuvar 

hastalıklarda da yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Hepatotoksisite başta olmak 

üzere birçok yan etkileri vardır. Bu çalışmada MTX’ın, sıçan karaciğer dokusunda 

meydana getirdiği hasara karşı silmarinin koruyucu etkilerinin incelenmesi 

amaçlanmıştır. 

Çalışmada 36 adet erişkin Sprague Dawley tipi erkek sıçan kullanıldı. Deney 

hayvanları her grupta 6 hayvan olacak şekilde 6 gruba ayrıldı. 5 günlük deney 

süresince Grup I’e 0,5 ml intraperitoneal (i.p) tek doz serum fizyolojik, Grup II’ye 

karboksi metil selüloz (CMC) oral olarak, Grup III’e  300 mg/kg silmarin oral yolla, 

Grup IV’e tek doz 20 mg/kg (i.p) olarak MTX, Grup V’e tek doz 20mg/kg (i.p) MTX 

ile birlikte oral olarak 300mg/kg dozunda silmarin, Grup VI’ya ise tek doz 20mg/kg 

(i.p)  metotreksat ile birlikte oral yolla CMC uygulandı. Deney sonunda sıçanlar 

dekapite edilerek karaciğer dokuları çıkartıldı. Rutin ışık mikroskobu takibi yapılarak 

dokular parafin bloklara gömüldü. Bloklardan alınan kesitlere histokimyasal 

boyamalar yapıldı. Elde edilen bulgular incelenerek fotoğraflandı. 

Histolojik incelemelerde, kontrol grupları arasında herhangi bir farklılık göz-

lenmedi. Grup IV ve Grup VI’da ki histopatolojik bulgular benzerdi. Bu bulgular; 

vasküler konjesyon, sinüzoidal dilatasyon, periportal inflamasyon,  piknotik çekir-

dekli hepatositler, yer yer dejenere hepatositler ve glikojen depolarında önemli dere-

cede azalma şeklindeydi. Bununla birlikte bu gruplarda TUNEL pozitifliği, Bax ve 

Kaspaz 3 pozitif hücreler diğer deney gruplarına göre artmış olarak tesbit edildi. Te-

davi olarak Silmarin verilen Grup V deki doku hasarının nispeten daha az olduğu 

gözlendi. 

Sonuç olarak metotreksatın karaciğerde önemli derecede doku hasarına yol 

açtığı, Silmarinin bu hasarı hafifletmek ile birlikte tam anlamıyla tedavi edemediği 

gözlendi. 

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Silmarin, TUNEL, Bax, Kaspaz, Karboksi Metil 

Selüloz 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF SILYMARIN 

ON THE METOTREXATE-INDUCED HEPATOTOXICITY IN RATS 

Metotreksat (MTX) is a widely used drug for treatment of many kind of 

cancer and also some inflamatory diseases. However, there are many side effects 

including hepatotoxicity. In this study, it was purpossed to examine the protective 

effects of Silymarin on rat liver damage caused by MTX administration. 

Total of 36 adult Sprague Dawley rats were used. The animals were diveded 

for 6 grupus including 6 animals each group. During 5 days of experimental stage, a 

single dosage of 0.5 ml saline was applied intraperitonealy (i.p.) to Group I, orally 

(CMC) was applied to Group II, 300 mg/kg Silymarin were orally given to Group III, 

intraperitoneally a single 20 mg/kg dosage of MTX was applied to Group IV,  

intraperitoneally a single 20 mg/kg dosage of MTX and orally 300 mg/kg Silymarin 

were bapplied to Group V, i.p. a single 20 mg/kg dosage of MTX and orally CMC 

were applied to Group VI. At the end of the experimental stage, the rats were 

decapitated and liver tissue removed for futher research. For the routine light 

microscopic evaluation, the tissues were bloced in paraffine. The histochemical 

stains were applied to the section obtained from the bloced tissue. The observerd 

finding were evaluated and photoghraphed. 

In histological evaluation, there were no statistically differences   between 

first 3 groups. However, histopathological findings were similar in Group IV and 

Group VI. These findings are including vascular congestion, sinusoidal dilatation, 

periportal inflammation, hepatocyte with pyknotic nuclei, fragmentary degenerate 

hepatocyt, important decrease in glycogen stores and minimal hepatic steatosis.In 

addition, in these two groups, TUNEL positivity, Bax and Caspase 3 positive cells 

were found to be hight compared to other experimental groups. However, the tissue 

damaged was relatively low in Group V in which Silymarin apllied. 

As a conclusion, tissue damage caused by MTX did not totaly restored by 

silymarine application but partially improvoment was observed. 

Key words: Methotrexate, Silymarin, TUNEL, Bax, Caspase, CMC 
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1. GİRİŞ 

Metotreksat (MTX), çeşitli malignite ve kronik inflamatuvar hastalıkların 

tedavisinde kullanılan antiproliferatif, antiinflamatuar ve antikanserojen etkili bir 

folik asit antagonistidir (1). Tedavi amaçlı kullanılmasının yanı sıra  klinik ve 

preklinik olarak çok sayıda deneysel çalışmada da kullanılmıştır (2). Antimetabolit 

etkisi dışında immünosupresif  etkileri de bulunmaktadır (3). MTX, akut 

lenfoblastik lösemi, non hodgkin lenfoma, osteosarkoma gibi maligniteler yanında, 

juvenil idiopatik artrit, psoriazis, psoriatik artrit, vaskülit, wegener granülomatozu, 

henoch schonlein purpurası vaskuliti, sarkoidoz, sistemik lupus eritematozus, 

eozinofilik fasiit, crohn hastalığı, ülseratif kolit ve juvenil idiyopatik artritte görülen 

uveitte de kullanılmaktadır (4). 

MTX; akut lösemilerin tedavisinde aralıklı ama yüksek doz kullanımı 

yanında psöriazisdeki gibi tedavinin uzun sürmesi nedeniyle, progresif hepatik 

fibrosis ve siroza gidebilen karaciğer hasarına sebep olmaktadır. Düşük dozda uzun 

dönem takip edilen hastaların yaklaşık %8’inde, transaminazların normalin üç katına 

yükseldiği gösterilmiş olup, MTX tedavisi alan psöriazisli hastalardaki siroz gelişme 

riski de  %7 civarındadır (5). Bu yan etkiler; tedavinin aksamasına, hatta kesilmesine 

bile neden olmaktadır. Gastrointestinal, hepatik, renal ve kemik iliği toksisiteleri, 

MTX’ın en sık görülen yan etkileridir (6). Ayrıca alopesi, dermatit, defektif 

oogenezis veya spermatogenezis, abortus ve teratojenite, akciğer, cilt ve merkezi 

sinir sistemi üzerine toksik etkileri bulunmaktadır (7). Öncelikli atılım yeri (%80-90) 

böbrekler olduğundan, böbrek işlevleri bozulduğunda toksisite riski artıp 

pansitopeniye neden olabilmektedir (1, 8). Hepatik toksisite MTX kullanımını ciddi 

anlamda kısıtlamaktadır (9). Bu etkiler, çoğunlukla reaktif oksijen radikallerinin 

(ROS) meydana getirdiği oksidatif stres sebebiyle olmaktadır (10). Serbest oksijen 

radikal düzeylerinin artması risk oluştururken, antioksidanlar bu riskleri ortadan 

kaldırabilmektedir (11). Antioksidanlar kimyasal yapıları nedeniyle; zincir yapıyı 

bozan, serbest radikal temizleyici ve metal bağlayıcılar olarak etki ederler (12).   

        Silmarinin de üyesi olduğu flavonoidler, düşük moleküler ağırlıklı polifenolik 

bileşenler içeren geniş bir antioksidan grup olup antiinflamatuar ve antikanserojen 

etkileri de bulunmaktadır. Süperoksit anyonu, H2O2,  perhidroksi, hidroksil, alkoksil 

ve peroksil radikalleri gibi serbest oksijen türevlerinin oluşumunu engellemektedir. 
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Silmarinin viral hepatit, toksik hepatit, karaciğer yağlanması, siroz, iskemik hasar ve 

radyasyon toksisitesinde güçlü antioksidan özelliği kanıtlanmıştır (13). Yine 

silmarinin glutatyon peroksidaz, süperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan 

enzimlerin yapımını da uyardığı bilinmektedir (14). Silmarinin tümör nekroz faktör 

alfa’nın (TNF-α) neden olduğu apoptotik hücre ölümüne karşıda koruyucu etkileri 

vardır (15). 

        Karboksi metil selüloz bir polisakkarit olup sodyum monoklor asetatın selülozla 

reaksiyonundan hazırlanır. Isıya dayanıklı olup solusyonları şeffaf, yarı jelatinöz bir 

sıvı olup besin, kozmetik ve farmasötik sanayinde kullanılır. Molekül ağırlığı 350000 

dir. Eritici özelliği olup adezyonları önlemek için abdomen cerrahisinde kullanılır 

(16).  

1.1. Karaciğer 

1.1.1. Karaciğer Embriyolojisi 

Karaciğer, safra kesesi ve safra yolları, embriyolojik yaşamın 4. haftasında, 

ön bağırsağın kaudal kısmından, ventral bir çıkıntı olarak gelişir (17). Son 

çalışmalara ait bulgular, hepatik divertikül denen bu çıkıntının ve pankreasın ventral 

tomurcuğunun embriyonik endoderme ait iki farklı hücre topluluğundan geliştiğini 

ileri sürmektedir. Gelişmekte olan kalp belirli düzeyde Fibroblast Growt Faktör 

salgılar ve bipotent hücreleri etkileyerek hepatik divertikül oluşumunu uyarır (18). 

Karaciğer tomurcuğu olarak nitelenebilen bu çıkıntı, gelişen kalp ile orta bağırsak 

arasındaki splanknik mezoderm kitlesine, septum transversuma doğru uzanır. Septum 

transversum, diyaframın bir kısmını ve buradaki, ventral mezenteri yapar. Karaciğer 

divertikulumu, ventral mezenter yaprakları arasında büyürken, iki kısma ayrılır. 

Divertikulum’un kranial daha büyük parçası, karaciğer taslağıdır. Çoğalan endoderm 

hücreleri karaciğer hücre kordonları ağını ve safra sisteminin intrahepatik kısmının 

epitel örtüsünü meydana getirir (19). Bu hepatik hücre kordonları, endotelle döşeli 

boşlukların çevresinde ağ oluşturarak karaciğer sinüzoidlerinin taslaklarını meydana 

getirirler (18). 

Karaciğerin fibröz ve hematopoetik dokuları ve Kupffer hücreleri mezenşim-

den köken alırlar. Karaciğer 5. haftadan 10. haftaya kadar çok hızlı büyür ve karın 

boşluğunun büyük bir kısmını doldurur (19). 
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Umblikal venden gelen kanın oksijen miktarı, karaciğerin gelişimini ve fonk-

siyonel segmentasyonunu belirler.  6. haftada başlayan hematopoez karaciğere parlak 

kırmızı bir renk verir. 9. haftayla birlikte karaciğer fetusun toplam ağırlığının yakla-

şık %10’unu oluşturur. 12.haftada karaciğer hücreleri safra üretimine başlar (18). 

Önceleri sağ ve sol loblar aynı büyüklüktedirler ancak sağ lob, kısa zamanda 

daha çok büyür. (19). 

Başlangıçta, ekstrahepatik safra kanalları epitel hücreleriyle tıkalı iken daha 

sonra bu hücrelerin dejenerasyonuyla vakuoller oluşur ve kanal gelişir. Hepatik di-

vertikülün küçük kaudal parçası safra kesesini, divertikülün sapıda sistik kanalı oluş-

turur.  Hepatik ve sistik kanalları duodenuma bağlayan kordondan safra kanalı (kole-

dok) gelişir. Bu kanal başlangıçta duodenum halkasının ön yüzüne bağlıdır ancak 

duodenumun büyümesi ve rotasyonuyla arka yüze taşınır. 13. haftadan sonra kanal-

dan geçerek duodenuma giren safra, mekonyuma koyu yeşil bir renk verir. 

Bu ince ve iki yapraklı membrandan aşağıdaki yapılar gelişir. 

1. Küçük omentum, karaciğerden midenin küçük kurvaturuna (hepatogastrik 

lig.) ve karaciğerden duodenuma (hepatoduodenal lig.) uzanır. 

2. Falsiform ligament, karaciğerden karın ön duvarına uzanır. 

Umblikal ven, umblikal kordon (göbek kordonu) çıkıp karaciğere ulaşırken 

falsiform ligamentin serbest kenarı boyunca uzanır. Mezogastriyumdan kaynaklanan 

ventral mezenter aynı zamanda karaciğerin visseral peritonunu da oluşturur. (18). 

1.1.2. Karaciğer Anatomisi 

Vücudun en büyük bezi ve organı olan karaciğer, karın boşluğunun üst tara-

fında, regio hypochondriaca dextra’nın tümünü, regio epigastrica’nın büyük bir kıs-

mını doldurur. Regio hypochondriaca sinistra’da ise, linea medioclavicularis sinist-

ra’ya kadar uzanır. Erkeklerde 1400 ile 1800 gr, kadınlarda ise 1200 ile 1400 gr ağır-

lığındadır. Fetüste karaciğerin vücut ağırlığına oranı, erişkinlerdekinden daha fazla-

dır. Erişkinde vücut ağırlığının %2’si, yeni doğanlarda ise %5’i kadardır. Kırmızımtı-

rak kahverengi olan karaciğer, sağlam ve elastiki olmasına rağmen, gevrek ve kolay-

lıkla parçalanabilen bir yapıya sahiptir. Çok damarlı olması nedeniyle, yaralanmaları 

büyük kanamalara yol açmaktadır (20). 
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Karaciğer 4 lobdan oluşur; 

1. Lobus hepatis dexter: Altında safra kesesi bulunan en büyük kısımdır. Re-

gio hypochondriaca dextra’da bulunur. Tüm karaciğerin 5/6 sını oluşturur. 

2. Lobus hepatis sinister: Karaciğerin ikinci büyük parçası olan bu kısım re-

gio hypochondriaca sinistra ve regio epigastrica’da bulunur. Karaciğerin 1/6 sını 

oluşturur. 

3. Lobus caudatus: Sağ lobun visseral yüzünde ve porta hepatis’in arka tara-

fında bulnur. 

4. Lobus quadratus: Sağ lobun visseral yüzünde ve porta hepatis’in ön tara-

fında bulunur (20). 

 

 

Şekil 1. Karaciğerin alttan görünümü  (21). 

 

1.1.2.1. Kanlanması 

1- V. portae hepatis (%70) 

2- A. hepatica propria (%30) ile olmaktadır. 

V. lienalis ile v. mesenterica superior’un L2 seviyesinde pankreas başı arka-

sında birleşmesi ile v. porta hepatis oluşur. Porta hepatis, barsaklardan absorbe edilen 

besin maddeleri ve toksik maddeleri, dalakta harap olmuş kan hücrelerini ve pankre-

asın endokrin salgısı ile gastrointestinal kanalın enteroendokrin hücrelerinin salgısını 

içerir ve gastrointestinal sistemin abdominopelvik bölümünden aldığı oksijenden 
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fakir kanı karaciğere taşır. A. hepatica communis’in bir dalı olan a. hepatica propria 

ise aorta’dan aldığı oksijenden zengin kanı karaciğere taşır. 

A. hepatica ve v. porta hepatis, karaciğer içerisinde birlikte dallanarak karaci-

ğerin segmentasyonuna uyarlar ancak v. hepatica’lar bu segmentasyona uymazlar. 

Karaciğerde, portal venin dalları, hepatik arter ve safra kanal sisteminin dalları ‘por-

tal triad’ olarak adlandırılan bir oluşumda bir arada bulunurlar. 

Hepatik arter, hepatositleri kanlandıran sinüzoidal kapillerleri destekler. Si-

nüzoidler, hepatositlerle sıkı ilişki içinde olup kan ve karaciğer hücreleri arasında 

maddelerin değişimi sağlanmış olur. Sinüzoidler santral vene, santral ven ise sub-

lobüler venlere boşalır. Kan, karaciğeri hepatik venler aracılığı ile terkeder. 

Karaciğerin v. sentralis’lerinin birleşmesiyle oluşan v.hepatica’lar diaph-

ragmanın hemen altında v. cava inferior’a açılırlar (22). 

1.1.2.2. Karaciğerin Lenf Sistemi 

Karaciğer lenf üreten büyük bir organ olup, ductus thoracicus’a gelen len-

fa’nın yaklaşık 1/4-1/2’si arasındaki kısmı karaciğerden gelir. Karaciğerin her iki 

yüzünün ön bölümünün lenf damarları, nodi lymphatici coeliaci’ye oradanda cisterna 

chyli’ye drene olur. Her iki yüzünün arka bölümlerinin lenf drenajı ise nodi lympha-

tici phrenici’ye ya da nodi lymphatici mediastinales posteriores’e drene olurlar (23). 

1.1.2.3. Karaciğerin İnnervasyon Sistemi 

Karaciğerin innervasyonu, plexus coeliacus’dan köken alan sempatik ve para-

sempatik liflerle olur. Safra kesesi ise mideden duodenuma yağlı besinlerin geçisi 

sırasında, duodenum mukozasında üretilen kolesistokinin hormonun etkisiyle kasılır 

(24). 

Sinir lifleri torasik ganglia, çölyak pleksus, vagus, safra yolu, portal ven ve 

hepatik arter pleksusunu oluşturan sağ frenik sinirden meydana gelir. Arterler daha 

çok sempatik lifler, safra yolları ise hem sempatik hem de parasempatik liflerle in-

nerve olur. Miyelinsiz sempatik lifler hepatositlere dalcıklar gönderir (25). 

           1.1.3. Karaciğer Histolojisi 

Karın boşluğunda diyaframa altında, sağ üst kadranda yer alan karaciğer, vü-

cudun deriden sonra en büyük organı ve bezi olarak kabul edilir (26). 

Hem endokrin hemde ekzokrin sekresyon yapan bir organdır. Karaciğer üret-

tiği safrayı safra kanalları yoluyla duodenuma boşaltması nedeniyle ekzokrin, sentez-
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lediği bazı maddeleri doğrudan kana vermesi özelliğiyle de endokrin bir bez niteliği 

taşımaktadır  (27). Karaciğer, kollajen ve elastik lif içeren bir kapsül (Glisson kapsü-

lü) ile çevrelenmiş olup, periton ile kaplıdır (28). 

1.1.3.1 Karaciğerin Yapısal Organizasyonu 

1.1.3.1.1 Parankim 

Karaciğer, parankim hücreleri olan hepatositlerden meydana gelir. Parankim, 

birbirleriyle bağlantılı ve bir-iki hücre kalınlığında olan ve bir binanın duvarlarını 

andıran tabakalar ağını içerir. Her bir tabakadaki hepatositler bu duvarın tuğlalarına 

ve karaciğer sinüzoidleri de duvardaki boşluklara benzetilebilir. Karaciğer paranki-

minin organizasyonu ile ilgili üç önemli karaciğer lobül modeli vardır (29). 

Bunlar;  klasik lobül, portal lobül ve karaciğer asinüsüdür. 

1. Klasik lobül; Klasik hepatik lobül, kabaca altıgen şeklinde doku kütlesidir. 

Herbir lobülün merkezinde, santral ven bulunur. Santral ven içine sinüzoidler direne 

olur. Santral venden çevreye doğru hücre tabakaları ve sinüzoidler ışınsal tarzda ya-

yılır. Lobüllerin köşeleri portal alanlar olarak isimlendirilir ve portal triad olarak 

isimlendirilen gevşek bağ dokusunu içerir.  Bu bağ dokusu, karaciğerin dışına doğru 

ilerleyerek fibröz kapsül (Glisson) ile devam eder. Portal alan, lobüllerin en dışındaki 

hepatositler ile sınırlıdır. Lobülün periferinin son sırasındaki hepatositler ile bağ do-

kusu elemanları arasında kalan dar mesafeye Mall aralığı denir. Bu aralığın, karaci-

ğerde lenfatiklerin orijin aldığı aralıklardan biri olduğu düşünülmektedir (27, 30). 

2. Portal lobül; Üç santral ven arasında yer alan üçgen şekilli alandır.  Ortada 

portal alan bulunur. Dış kenarları, portal triada yakın üç santral ven arasında çizilen 

hayali çizgilerdir. 

Karaciğerin ekzokrin fonksiyonunu vurgular. Karaciğerin esas ekzokrin fonk-

siyonu, safra salınımıdır. Klasik lobülün bu parçalarında safra salgılanır ve aksiyal 

safra kanalına direne edilir (27, 30). 

3. Karaciğer asinusu; Kan perfüzyonu, metabolik aktivite ve karaciğer pato-

lojisi arasında en iyi korelasyonu sağlayan yapısal ünittir. Karaciğer asinusu, hepatik 

parankimin en küçük fonksiyonel ünitini gösterir. Asinusun kısa ekseni, iki portal 

alan arasında,  uzun ekseni iki santral ven arasında bulunan baklava şeklinde alandır. 

Kısa eksene en yakın bölüm zon 1, en uzak bölüm zon 3 olarak bilinir.  2. zon kara-

ciğer asinüsünün santral bölgesidir (27). 
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Şekil 2. Karaciğer lobülünün histolojik sınıflandırılması (21) 

 

Zonlara ayırma, karaciğer parankiminde hepatik hücrelerin vasküler perfüz-

yonunun derece ve kalitesiyle ilgili dejenerasyon, rejenerasyon ve spesifik toksik 

etkilerin tanımlanması ve yorumlanması açısından önemlidir. Sinüzoidal kan akışının 

bir sonucu olarak, hepatositlerin oksijen basıncı, metabolik aktivitesi ve hepatik en-

zimlerin dağılımı her üç zonda değişiklik gösterir. İskemi ve toksik maddelere maruz 

kalmaya bağlı oluşan karaciğer hasarının dağılımı, bu zonal yorumlamayı kullanarak 

açıklanabilir. 

Zon 1’deki hücreler, sinüzoidal kandan gelen oksijen, toksik maddeler ve be-

sin maddelerini ilk alan hücrelerdir ve safra kanalı stazını takiben oluşan morfolojik 

değişiklikleri ilk gösteren bölgedir. Bu hücreler, aynı zamanda dolaşım bozulursa ilk 

ölen hücreler olup aynı zamanda ilk rejenere olan hücrelerdir. Diğer yandan, zon 

III’teki hücreler azalmış perfüzyon durumunda iskemik nekrozu ilk olarak gösteren 

hücrelerdir. Yağ birikimini de ilk olarak bu hücreler gösterirler. Bu hücreler, toksik 

maddelere ve safra stazına ise en son yanıt verirler. Zon I ve III arasında, aynı za-

manda enzim aktivitesi, sitoplazmik organellerin sayı ve boyutları ve sitoplazmik 

glikojen depozitlerinin boyutları arasında değişiklikler bulunmaktadır. Zon II’deki 

hücrelerin fonksiyonel ve morfolojik karakteristikleri, zon I ve III arasındadır (27, 

30). 
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Şekil 3. Karaciğer lobülünün fonksiyonel sınıflandırılması (31) 

 

Santral vende lobülün periferine doğru ışınsal şekilde uzanan tek ya da iki 

hücre kalınlığında hücre kordonları oluştururlar. Erişkin karaciğerinde pekçok hücre 

çift çekirdeklidir. Her bir çekirdekte iki veya daha fazla iyi gelişmiş çekirdekçik bu-

lunur  

Her hücrenin 3 tip yüzü vardır 

1. Perisinüzoidal aralığa bakan yüz, 

2. Komşu karaciğer hücresiyle arasında tübüler bir aralık (safra kanalikülü) 

bırakan, dolayısıyla safra kanalikülünü oluşturan yüz, 

3. Komşu karaciğer hücresiyle sıkıca temas eden yüz. 

Perisinüzoidal aralığa bakan yüzde çok sayıda, düzensiz şekil ve büyüklükte 

uzun mikrovilluslar bulunur. Böylece bu yüz 6 kat genişleyerek, sekresyon ve ab-

sorbsiyon için geniş bir yüzey oluşturulabilir (32). Hepatosit yüzeyinden kanaliküle 

doğru uzanan mikrovilluslar ATPaz gibi enzimleri taşıyan membran alanlarını barın-

dırırlar. Safra kanalikülleri lobülün periferinde yer alan tek katlı kübik epitel ile döşe-

li Herring kanalları ile devam eder. Herring kanallarının epitel hücrelerinin yüzeyin-

de de mikrovilluslar bulunur. 

Hepatositler aktif sentez ve sekresyon yapan hücreler olduklarından dolayı 

organelden zengin olmaları doğaldır. Agranüler endoplazmik retikulumları sayesinde 

zararlı toksik maddelerin detoksifikasyonunu gerçekleştirebilirler. Toksik ürünler 

veya ilaçların yıkımı ve konjugasyonu için gerekli enzimler agranüler endoplazmik 

retikulumu membranlarında bulunmaktadır. Toksik ajanlara maruz kalındığında, al-
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kol, ilaç kullanımı sonrasında agranüler endoplazma retikulumu genişler. Agranüler 

endoplazma retikulumu kolesterol ve lipid sentezinden sorumlu enzimleri de içerir 

(27). 

Düz endoplazmik retikulumunun membranlarında yerleşik enzimler şu fonk-

siyonlardan sorumludur. 

1. Kolesterol ve safra tuzlarının sentezi 

2. Bilurubin, steroidler ve ilaçların glukronik asit ile konjugasyonu, 

3. Glikojenin glikoza yıkımı, 

4. Serbest yağ asitlerinin trigliseritlere yıkılımı, 

5. Tiroid hormonlarından iyodun uzaklaştırılması, 

6. Lipid de eriyebilen ilaçların detoksifikasyonu. 

Golgi aparatının safra kanallarına yakın yerleşmesi safra sekresyonunda rolü 

olduğunu akla getirir (27). 

Peroksizomlar; Hepatositler hücre başına yaklaşık olarak 200-300 peroksi-

zom içerir. Bir peroksizom, değişik metabolik yollarda kullanılacak olan yaklaşık 

olarak 50 adet enzimi içermektedir (33). Mitokondriyonlar gibi oksijen kullandıkla-

rından dolayı serbest radikal oluşumuna neden olurlar. Peroksizomlarda hidrojen 

peroksiti, su ve oksijene yıkan katalaz enzimi vardır. Peroksizomlar, yağ asitlerinin β 

oksidasyonu, glukoneogenez ve purin metabolizmasında da görev alırlar. Yine hepa-

tosit stoplazmasında lipid ve glikojen de depolanır (27). 

1.1.3.1.2 Bağ Dokusu Stroma 

Karaciğeri en dıştan saran seröz zara, visseral periton adı verilir. Tek katlı 

yassı bir epitel türü olan mezotelyum ve altındaki ince bir bağ dokusundan oluşur. 

Hilumda Glisson kapsülü içeriye doğru girer ve porta hepatisten itibaren organ içine 

doğru dallanan ve karaciğere giren hepatik arterle portal venin damar yoluna ve safra 

kanallarına eşlik eden bağ dokusu şeklinde devam eder (29). Böylece karaciğer lob-

lara ve lobüllere ayrılır. Sonuçta karaciğer bu bağ dokusu bölmeleri ile sayıları yak-

laşık 1 milyonu bulan 1 mm çapında ve 1-2 mm uzunluğunda “karaciğer lobüllerine” 

ayrılmış olur. Stroma içinde, kan damarları, sinirler, lenfatik damarlar ve safra kanal-

ları da bulunur  (30). 
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Şekil 4.  Karaciğer lobülünün yapılanması (34) 

 

1.1.3.1.3. Sinüzoidal Kapillerler (Sinüzoidler) 

            Hepatosit tabakaları arasındaki vasküler kanallardır (30). Portal aralıkta bulu-

nan portal venin ve hepatik arterin dalları, kanlarını karaciğer hücre kordonları ara-

sında bulunan düzensiz şekilli, özel, her yerde rastlanan kapillerlerden daha büyük 

damar sistemine (sinüzoidlere) boşaltırlar (32). Hepatik sinüzoidler ince, devamlı 

olmayan bir endotelle sınırlıdır. Bu devamlı olmayan sinüzoidal endotel, devamlı 

olmayan bir bazal laminaya sahiptir. Komşu endotelyal hücreler arasında büyük pen-

cereler bulunur. 

            Hepatik sinüzoidler, diğer sinüzoidlerden farklı bir hücre tipi içerir. Bunlar 

sinüzoidal makrofajlar (Kupffer hücreleri)’dır. Kupffer hücreleri, mononükleer fago-

sitik sisteme aittir (30). Bu hücrelerin gelişimi kemik iliğinde sırası ile promonosit, 

monoblast ve monosit farklılaşması ile başlar. Monositler kanda kupffer hücrelerine 

dönüşerek karaciğerde yerleşirler. Stoplazmik uzantıları ile sinüzoid duvarına tutu-

nurlar. Bu hücreler kan yolu ile gelen antijenleri ve hasarlanmış eritrositlerden kay-

naklanan stoplazmik parçaları ve demiri fagosite ederler. Ferritin hemosiderin gra-

nülleri şeklinde depolanabilir. Bu hücreler dışında karaciğerde pit hücreleri olarak 

isimlendirilen bir lenfosit subpopülasyonu bulunur. Parankimal olmayan hücrelerin 

yaklaşık %1’ini oluşturan bu büyük granüler lenfositler diğer organlarda yerleşen 

Natural Killer hücrelerin karşılığıdır. Bu hücrelerde kupffer hücreleri gibi kemik iliği 
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kökenlidirler. Karaciğerde kalma süreleri yaklaşık iki hafta kadardır. Hayatta kalma-

ları kupffer hücrelerine bağımlıdır (27). 

 

 

 

Şekil 5. Karaciğerdeki kan ve safra akış yönleri (35) 

 

1.1.3.1.4. Perisinüzoidal Aralıklar (Disse aralıkları) 

Sinüzoid endoteli ile hepatositler arasında bulunur. Perisinüzoidal aralık, kan 

ve karaciğer hücreleri arasında materyallerin değişim alanıdır. Perisinüzoidal aralık  

(Disse aralığı), hepatositlerin bazal yüzeyi ile sinüzoidleri çevreleyen endoteliyal 

hücrelerin ve Kupffer hücrelerinin bazal yüzeyi arasında bulunur. Bu aralığa, hepato-

sitlerin bazal yüzeyinden, küçük, düzensiz mikrovilluslar uzanır (30). 

Endoteliyal tabakadaki büyük yarıklardan ve devamlı bir bazal laminanın 

yokluğundan dolayı, sinüzoidlerdeki kan plazması ve hepatosit plazma membranı 

arasında önemli bir engel oluşmaz. Hepatosit tarafından sentezlenen protein ve lipop-

roteinler, perisinüzoidal aralıkta kana transfer edilir. Bu yol, safradan ziyade karaci-

ğer salgıları içindir. Fetal karaciğerde, kan damarları ve hepatositler arasındaki ara-

lık, kan oluşturan hücre adalarını içerir. Erişkinlerde kronik anemi durumlarında, 

perisinüzoidal aralıkta kan oluşturan hücreler tekrar görülebilir (30). Sinüzoidal 

alanda yerleşen liposit veya ito hücresi olarak (yağ depolayan hücre, stellat hücre) 

bilinen hücrelerde bulunur. Mezenkimal orjinli olan bu hücreler stoplazmik lipid 
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damlalarında retinil esterleri şeklinde A vitamini depolarlar. Altın kloridle de belirle-

nebilen bu hücreler rutin yöntemlerle stoplazmalarında yer alan lipid damlaları nede-

niyle kolay tanınırlar. Bu hücrelerden retinol olarak sallınan A vitamini proteinlere 

bağlanarak retinaya taşınırlar. Burada içerdiği 11-cis retinal opsin proteini ile bağla-

narak rodopsini oluşturur. Rodopsin görmeyi sağlayan bir retina pigmentidir. 

İto hücrelerinin ekstrasellüler matriks proteinlerini ve proteoglikanları, 

büyüme faktörleri ve sitokinleri salgılayabildikleri ve prostoglandin ve tromboksan 

A2 gibi regulatuar maddelere cevap olarak sinüzoid lümeninin çapını 

ayarlayabildikleri bilinmektedir. Normal şartlarda karaciğer hücrelerinin %5-8’ini 

oluşturan ito hücrelerinin lipid depolamaları yanı sıra lipid yapısındaki antijenleri 

Natural Killer hücrelerine sunarak onların proliferasyonunu stimüle eden antijen 

sunan hücreler olabilecekleri öne sürülmüştür. Karaciğer hasarını takiben ito 

hücreleri aktive olur. Hücrelerde proliferasyon, kontraktilite ve kemotaksis görülür. 

İçerdikleri desmin ve α aktin sayesinde kasılarak sinüzoidin vasküler rezistansını 

artırırlar (27). 

Kronik inflamasyon, siroz gibi belirli patolojik şartlarda, İto hücreleri lipit ve 

A vitamin depolama yeteneklerini kaybederler ve miyofibroblast karakteristikleri 

olan hücrelere dönüşürler. Bu hücrelerin hepatik fibrojeneziste önemli rol oynadıkla-

rı gözlenmiştir. Bunlar, Tip I ve tip III kollajeni sentezler ve perisinüzoidal aralıklar-

da depolarlar ve karaciğer fibrozisine yol açarlar. Bu kollajen, portal aralığın bağ 

dokusu ile ve santral veni çevreleyen bağ dokusu ile devam eder. Perisinüzoidal fib-

röz stromadaki artış, karaciğerin toksik maddelere karşı erken bir sinyalidir. İlaveten, 

İto hücreleri karaciğer hasarından sonra ekstrasellüler matriksin yeniden yapılanma-

sında da rol oynarlar (30). 

           1.1.3.2. Safra Yolları 

Safra kanalikülleri, hepatositlerin yüzeyinde bitişik oluklardan oluşan küçük 

kanallardır. İki bitişik hepatositin mikrovillusları, kanaliküler lümene yayılır. Kanali-

küllerin plazma membranında ATPaz ve diğer alkalen fosfatazlar lokalize edilebilir,  

safra sekresyonu, aktif bir işlevdir. Safra akımı, santral ven bölgesinden portal alana 

doğrudur (kan akışının tersi yönde). Portal alan yakınında fakat hala lobülün için-

deyken safra kanalikülleri birleşerek kısa intrahepatik kanalları oluşturur. Bunlar 

Hering kanallarıdır ve kübik non-hepatik hücrelerle döşelidir. Bu kanal epiteli, safra 
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yollarının distal bölümü gibi devamlı bir bazal lamina ile sınırlıdır. İntrahepatik safra 

kanalları safrayı, hepatik kanallara taşırlar. Ekstrahepatik safra kanalları ise safrayı 

safra kesesi ve duodenuma taşırlar  (30). 

1.1.3. Karaciğer Fizyolojisi 

1.1.4.1. Karaciğerin Depo İşlevi 

Karaciğer genişleyebilen bir organ olduğu için, kendi kan damarlarında bü-

yük miktarlarda kan depolayabilir. Hepatik venlerdeki ve hepatik sinüslerdeki kan ile 

birlikte karaciğer normal volümü 450 ml yani yaklaşık olarak vücudun toplam kan 

hacminin %10’u kadardır. Karaciğer, kan hacmi azaldığında ekstra kan sağlama ye-

teneği olan ve kan hacmi aşırı şekilde arttığında ise kan deposu olarak görev yapabi-

len venöz bir organdır (36). 

1.1.4.2. Karaciğerin Kan Temizleme İşlevi 

Barsak kapillerlerinden akan kan barsaklardan birçok bakteriyi de beraberin-

de götürür. Gerçektende, karaciğere girmeden önce portal venlerdeki kan örneğinden 

kültür yapıldığı zaman hemen hemen daima kolon basili ürer. Oysa sistemik dola-

şımdaki kanda kolon basili üremesi son derece nadirdir (41). 

Hepatik venöz sinüslerde yer alan, büyük fagositik makrofajlar olan Kupffer 

hücrelerinin, sinüsler içinden geçen kanı son derece etkili bir şekilde temizleyebildik-

leri gösterilmiştir. Barsaklardan portal kana girerek karaciğer içinden geçip sistemik 

dolaşıma ulaşmayı başaran bakterilerin sayısı muhtemelen yüzde birden fazla değil-

dir  (36). 

1.1.4.3. Karaciğerin Metabolik İşlevleri 

1.1.4.3.1. Karbonhidrat Metabolizması 

Karbonhidrat metabolizmasında karaciğer şu işlevleri yürütür: 

1. Büyük miktarda glikojen depolama, 

2. Galaktoz ve fruktozu glikoza çevirme, 

3. Glikoneogenez, 

4. Karbonhidrat metabolizmasının ara ürünlerinden birçok önemli maddelerin 

oluşturulması (36) 
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           1.1.4.3.2. Protein Metabolizması 

Karaciğer karbonhidrat ve yağ metabolizmasındaki fonksiyonlarının çoğunu 

yapmasa bile vücut canlı kalmaya devam edebilir. Ancak vücut, karaciğerin protein 

metabolizmasındaki işlevlerinden vazgeçemez (36). 

Karaciğerin protein metabolizmasındaki fonksiyonları şöyle sıralanabilir. 

1. Yeni amino asitlerin yapımı, 

2. Üre oluşumu ile amonyağın vücut sıvılarından uzaklaştırılması, 

3. Plazma proteinlerinin oluşumu, 

Gama globulinlerin bir bölümü dışında hemen bütün plazma proteinleri ve al-

bumin karaciğer hücrelerinde yapılır.  

          4. Vücuttaki metabolik olaylar için önemli amino asitlerin ve öteki maddelerin 

birbirine dönüşümleri ve esansiyel olmayan aminoasitlerin sentezi (36). 

1.1.4.3.3. Yağ Metabolizması 

Karaciğerin lipit metabolizması ile ilgili fonksiyonları şöyle özetlenebilir. 

1. Diğer vücut fonksiyonları için enerji sağlayacak yağ asitlerinin oksidasyo-

nu, 

2. Lipoproteinlerin sentezi, 

3. Kolesterol ve fosfolipit sentezi, 

4. Karbonhidrat ve proteinlerin lipitlere dönüştürülmesi, 

İnce bağırsaklarda yağların emilmesinde rolü olan safra tuzları karaciğerde 

yapılır (36). 

1.1.4.3.4. Safranın Sentezlenip Salgılanması 

Karaciğerin önemli fonksiyonlarından biri, normal düzeyi 500 – 1000 ml/gün 

olan safra salgısı salgılamaktır. Safranın iki önemli işlevi vardır. Bunlardan birincisi, 

yağların sindirimi ve emilimi, diğeri ise kandan önemli yıkım ürünlerinin atılmasıdır. 

Bunlar arasında özellikle, hemoglobinin parçalanma ürünü olan bilirübin ve karaci-

ğer hücrelerinde sentezlenen kolesterol yer alır. 

Safra, su ve elektrolitlere ek olarak safra tuzları, safra pigmentleri, kolesterol, 

inorganik tuzlar, yağ asitleri, bilirübin, lesitin birkaç esansiyel kompanente de sahip-

tir. Safranın bileşiminde en fazla bulunan madde safra tuzlarıdır (36, 37). 

İnsanda bulunan safra asitleri dört çeşittir. Bunlar kolit asit, kenodeoksikolik 

asit, deoksikolik asit, litokolik asittir. Kolit asit ve kenodeoksikolik asit karaciğerde 
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kolesterolden sentezlenen primer safra asitleridir. Bunlar glisin ya da taurin aminoa-

sitleri ile konjuge olmuş sodyum tuzları formunda safraya salgılanırlar (36). Primer 

safra asitleri bağırsak lümeninde bakteriler tarafından dehidroksile edilerek deoksi-

kolik asit ve litokolik asit denilen sekonder safra asitlerine dönüştürülürler (37).  De-

oksikolik asit geri emilip enterohepatik dolaşıma girer, karaciğere gelir ve tekrar sal-

gılanır. Safra tuzları bağırsaklarda iki önemli etkiye yol açarlar. Öncelikle besindeki 

yağ parçacıkları üzerinde deterjan etkileri vardır. Bu etki ile partiküllerin yüzey geri-

limini azaltarak yağ partiküllerinin küçük parçalara ayrılmasına imkân sağlar. Buna 

safra tuzlarının emülsifiye edici veya deterjan fonksiyonu denir. İkinci olarak, safra 

tuzları; yağ asitlerinin, monogliseridlerin, kolesterol ve diğer lipitlerin barsak kana-

lından emilimine yardım ederler. Bunu lipidlerle kompleks oluşturarak yaparlar. Olu-

şan komplekslere miçel adı verilir. Miçeller safra tuzlarının elektriksel yükleri nede-

niyle ileri derecede çözünür maddelerdir. Lipidler bu yapı içinde mukozadan geçebi-

lir özellik kazanırlar ve daha sonra absorbe olurlar (36). 

1.1.4.3.5. Bilirubin Oluşumu 

Bilirubin hem (demir) metabolizmasının son ürünü olup, karaciğer ve dalakta 

yıkılan yaşlı kırmızı kan hücrelerinden kaynaklanmaktadırlar. Hemoglobin hem ve 

globinden oluşur. Globin genel protein havuzuna dâhil olurken, hem’den demirin 

ayrılmasıyla da bilirubin oluşur. Daha sonra ayrılan bu demir tekrar kullanılır. Bili-

rubinin yaklaşık % 80’i mononükleer fagositik sistem de hem’in yıkılmasıyla oluşur-

ken, geri kalan kısmı da olgunlaşmamış kırmızı kan hücrelerinden, miyoglobulin ve 

sitokromlardan kaynaklanır. 

Bilirubin lipofiliktir ve salınmadan önce hepatik enzimlerle konjuge hale 

gelmelidir. Serbest bilirubin plazmada proteine, başlıca albumine bağlı olarak taşınır. 

İndirekt bilirubin olasılıkla karaciğer hücrelerinin membranlarındaki reseptöre bağ-

landıktan sonra hücre içine alınır. Ligandin, bilirubini glukuronil transferaz ile kon-

juge edilerek bilirubin diglukuronit’e çevrildiği Endoplazmik Retikulum’a taşır. Da-

ha ileri aşamada enerji gerektiren bir işlemle bilirubin glukuronit (konjuge=direkt 

bilirubin) safra kanaliküllerine salınır. Direkt bilirubin polardır bu nedenle ince ba-

ğırsaktan emilemez. Kolonda bakterilerce indirgenerek ürobilinojen denen renksiz 

bileşiğe dönüşür. Ürobilinojenin çoğu bağırsak bakterileri tarafından okside edilerek 

sterkobilin’e dönüştürülür. Dışkının rengini veren madde sterkobilindir. Ürobilinoje-
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nin çok az bir kısmı kolon mukozasından emilerek portal dolaşıma aktarılır ve böb-

reğe gelir. Burada sarı renkli ürobiline çevrilerek atılır ve idrarın rengini  verir (36, 

38). 

1.1.4.3.6. Karaciğerin Diğer Metabolik Fonksiyonları 

Vitaminlerin depo edilmesi; Karaciğerin iyi bir vitamin kaynağı olduğu bi-

linmektedir. Özellikle A vitamini başta olmak üzere, D ve B12 vitaminleri de depola-

nır. A vitamini eksikliğini on ay, D vitamini eksikliğini üç-dört ay, B12 vitamini ise 

en az bir yıl ya da daha uzun süre eksikliklerini önleyecek kadar depo edilebilir (36). 

İlaçların, hormonların ve diğer zararlı maddelerin karaciğer tarafından detok-

sifiye edilip atılması; Karaciğerdeki aktif kimyasal reaksiyonlar çeşitli ilaçları zehir-

sizleştirerek safra ile vücuttan uzaklaştırmaktadır. Aynı şekilde iç salgı bezlerinden 

salgılanan östrojen, kortizol, aldosteron gibi tüm steroid hormonlar ve tiroksin de 

karaciğer tarafından ya kimyasal olarak değiştirilir ya da dışarı atılır. Böylece karaci-

ğer harabiyetinde, çok defa bu hormonlardan birinin ya da birçoğunun vücut sıvıla-

rında birikmesi, hormonal sistemin aşırı faaliyetine yol açar (36). 

Kan pıhtılaşması ile karaciğerin ilişkisi; kanda koagülasyon işleminde kulla-

nılan maddelerin çoğu karaciğerde yapılır. Bu maddeler fibrinojen, protrombin, glo-

bulin, faktör V, faktör VII, faktör IX ve faktör X’dur. K vitamini yokluğunda bu 

maddelerin konsantrasyonu çok düştüğünden pıhtılaşma hemen hemen tamamen 

ortadan kalkar  (36).  

Demir depo edilmesi; Vücutta kandaki hemoglobinde bulunan demir dışında, 

demirin en büyük bölümü normalde karaciğerde ferritin şeklinde depolanır. Karaci-

ğer hücrelerinde, demirle az ya da çok miktarlarda birleşebilen bir protein olan 

apoferritin bol miktarda bulunur. Böylece vücut sıvılarında demir miktarı arttığı za-

man, apoferritinle birleşerek ferritini oluşturur ve gerektiğinde başka bir yerde kulla-

nılmak üzere saklanır. Dolaşımdaki vücut sıvılarında demir düşük bir düzeye indi-

ğinde ferritin demiri serbestlenir. Böylece, karaciğerdeki apoferritin-ferritin sistemi 

bir demir deposu görevi yapar (36). 

1.1.5. Karaciğerin Rejenerasyonu 

Hepatositler metabolik olarak son derece aktif hücrelerdir. Çeşitli patolojik 

durumlardan, toksik ajanlardan ve iskemiden kolay etkilenirler. Hücreye zarar veren 

ajanların en önemli hedeflerinden biri membran sistemi olduğundan dolayı memb-
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randan zengin endoplazmik retikulum, mitokondriler gibi organaller çabuk zarar gö-

rür. Endoplazmik retikulum dilatasyonu, mitokondri ödemi, krista kaybı, myelin fi-

gür oluşumu en sık rastlanan organel değişiklikleridir. Hepatositler etkene bağlı ola-

rak apoptoz veya nekrozla ölüme gidebilirler (27). Karaciğer olağanüstü bir yenilen-

me yeteneğine sahip olup cerrahi yolla çıkarılmasından ya da hepatotoksik hasar son-

rası kısa bir zaman içinde normal ağırlığını yeniden kazanabilir (39). 

Akut karaciğer hasarı sonrasında parankimal hücreler yenilenir ve yerini nek-

rotik ve apoptotik hücreler alır. Disse mesafesinde normalde bol miktarda tip1 ve tip 

III kollajen ve elastin ile birlikte glikoproteinler ve saf karbohidratlarda bulunur (40). 

Rejenerasyon geride kalan hepatositlerin mitozu ve büyümeleri ile sağlanır. Rejenere 

olan karaciğerde parankimal hücrelerin normalden büyük olduğu ve binükleer hücre-

lerin çoğaldığı görülür. Hepatositlerde meydana gelen mitoz kanda dolaşan şalon 

(Chalon) denen mitoz inhibitörü maddelerle kontrol edilir. Doku hasarında ya da 

karaciğerin bir parçasının çıkarılmasıyla kandaki şalon miktarı düşer, mitoz baskısı 

kalktığından hızlı bir mitoz görülür. Rejenerasyon ilerledikçe, yapılan şalon miktarı 

artar, mitoz giderek azalır (32). Sürekli ve tekrarlanan karaciğer hasarlarında karaci-

ğer hücre rejenerasyonu ile birlikte bağ dokusu artımı da hızlandığından,  giderek 

karaciğer bağ dokusu artar ve siroz denen patolojik bir durum ortaya çıkar. 

1.2. Metotreksat 

Metotreksat, kimyasal olarak N-(4(((2,4-diamino-6-pteridinil) metil) metil-

amino)benzoil)-L-glutamik asittir. 

 

Metotreksatın kimyasal formülü 

            1.2.1. Farmakolojik Etkileri 

1.2.1.1. Folat Antagonisti Mekanizması 

İnsanlar vücudun ana yapılarından olan folatı sentezleyemez bundan dolayı 

dietle dışardan almak zorundadır. Dihidrofolat redüktaz, dihidrofolat’ı folat bağımlı 

yollarda etkin rol oynayan tetrahidrofolat’a dönüştürür. MTX’in folat antagonisti 

mekanizması; ya dihidrofolat redüktaz’ı bloke ederek intrasellüler folatın azalması 
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veya nükleotidlerin sentezinde görevli basamakları, doğrudan inhibe edip dihidrofo-

latın birikmesi şeklinde olmaktadır (41). 

MTX, sentez fazındaki hücreleri etkileyip hücre replikasyonunda anahtar 

enzim olan dihidrofolat redüktaz’a bağlanarak pürin ve primidin yapımı için gerekli 

tetrahidrofolat sentezini inhibe eder (41). Folik aside bağlı enzimler tek karbonlu 

bileşiklerin transferini içeren reaksiyonlarda gereklidir. Bunlar arasında en önemlisi 

DNA sentezi için deoksiüridilat’ın metilasyonu ile timidilat elde edilmesidir. Bu 

sırada metilen tetrahidrofolat, dihidrofolat’a dönüşür. Dihidrofolat’ın tekrar 

kullanılabilmesi için tetrahidrofolat’a dönüşmesi gereklidir. Bu dönüşüm için 

Dihidrofolat redüktaz enzimine ve NADPH’ya ihtiyaç vardır (9, 42). Metotreksat, 

dihidrofolat redüktaz enzimini inhibe ederek DNA, RNA ve ATP sentezi için gerekli 

olan tetrahidrofolat sentezini durdurur, sonuçta timidilat, pürin nükleotidleri ve 

aminoasitlerin sentezinde azalmaya neden olurlar. Böylece nükleik asid ve protein 

sentezini önlerler (43). Metotreksatın sitotoksik etkisini gösterebilmesi için folil 

poliglutamat sentaz enzimi tarafından poliglutamasyona uğratılması gerekmektedir. 

Poliglutamasyon vücutta hem normal dokular hemde malign dokularda yapılır. İşte 

bu poliglutamatların hücre içinde birikmesi folat metabolizmasını etkileyen enzimler 

üzerinde inhibitor etki gösterir (41). MTX poliglutamatları, özellikle hücre içinde 

birikip dihidrofolat redüktaz enzimine bağlanır ve dihidrofolat ile yer değiştirerek etki 

eder (44). Takiben DNA ve RNA sentezi inhibe olur tetrahidrofolat’ın azalması 

homosisteinin uzaklaştırılmasında azalmaya buda homosistein ile adenozin 

düzeylerinde artmaya sebep olurken, SAM (S Adenozil Metyonin) miktarında 

azalmaya neden olur. İlaveten doğrudan metionin sentetazı ve metionin transportunu 

inhibe edebilir (45). 

            1.2.1.2. Metotreksatın Antiproliferatif Etkisi 

MTX, yüksek dozlarda kanser tedavisinde antiproliferatif olarak kullanlır (46, 

47). Romatoid Artrit’de (RA) düşük doz MTX’ın endotel hücre proliferasyonunu 

doğrudan inhibe ettiğini savunanlar yanında lenfosit proliferasyonunu inhibe ettiği 

görüşüne karşı çıkan araştırmacılar da vardır (46, 48). 
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            1.2.1.3. Metotreksatın immünomodülatör Etkisi 

RA’nın patogenezinde immün mekanizmalar önemli rol oynarlarlar. MTX, B 

ve T hücrelerindeki aktivite artışını baskılamış olup RA patogenezinde rolü olduğu 

düşünülen poliaminlerin, sentezini inhibe etmiştir. Poliaminlerin hücre proliferasyo-

nu, farklılaşması ve immün yanıtta önemli görevleri vardır (49, 50). 

1.2.1.4. MTX in Antiinflamatuvar Etkisi 

Metotreksat, RA’da ve psöriatik artritin tedavisinde antiinflmatuvar etkisi ne-

deniyle kullanılmaktadır. MTX tedavisi ile TNF-α (Tümör Nekrotizan Faktör-α), 

interlökin 1β gibi sitokinler ve metalloproteinazlar gibi inflamasyon mediatörleri 

azaltılmıştır (51). MTX’ın homosisteinin yeniden metilasyonunun inhibisyonu ve 

adenozin salınmasını artırması gibi iki biyokimyasal mekanizma ile antiinflamatuvar 

etkinlik gösterebileceği öne sürülmüştür (41).  Baggott ve ark. MTX tedavisi ile ade-

nozin deaminaz inhibisyonu geliştiğini destekleyen veriler elde etmişlerdir (52). 

MTX’ın,  in vitro çalışmalarda fibroblast ve endotel hücrelerinde adenozin 

salınımına yol açtığı gösterilmiştir (53). Adenozinin antiinflamatuvar etkisi nötrofil 

adezyonunu ve serbest oksijen radikallerinin üretimini baskılaması şeklinde olmak-

tadır (54). Metotreksat antiinflamatuar etkiye sahip olup proinflamatuar sitokinler 

olan IL-1, 2, 6 (İnterlökin-1, 2, 6) ve interferon γ’nın gen ekspresyonunu azaltır, Sik-

looksijenaz-2 sentezini ve nötrofil kemotaksisinide inhibe eder (4). 

1.2.2. Farmakokinetik Özellikleri 

1.2.2.1. Absorpsiyon 

MTX’in oral absorpsiyonu uygulanan doza bağlıdır. Önceki çalışmalar düşük 

dozda MTX’in oral absorbsiyonunun  %70 civarında olduğunu göstermiştir (55). 

Ancak son zamanlarda düşük doz uygulamada biyoyararlanımının %50’den daha az 

olduğu göstermiştir (56). Besinler MTX’in absorpsiyonunu etkilemezler. Yüksek doz 

oral uygulamaları takiben gastrointestinal kanaldaki taşıyıcıların doyurulması nede-

niyle absorpsiyon azalmaktadır. İntramüsküler olarak uygulamalarda ise absorpsiyon 

tamdır (57).  

 

 

 

 



20 

1.2.2.2. Dağılım 

MTX hücre membranlarından aktif transport ile taşınır. Serum konsantrasyo-

nu 0,1 μmol/ml’yi aştığında hücreler arası geçişte pasif difüzyon rol oynar. MTX’ın 

dokulara dağılımı iyidir ve özellikle böbrek, safra kesesi, dalak, karaciğer ve deride 

yüksek konsantrasyonlarda bulunmaktadır. Deney hayvanlarına oral ve i.v. yoldan 

uygulandığında inflamasyonlu eklemlere dağılımı, inflamasyon olmayanlardan daha 

fazladır. MTX plasentayı da geçebilmektedir  (57). 

            1.2.2.3. Metabolizma 

MTX absorbe edildikten sonra, karaciğer hücre içinde tekrar serbest MTX’e 

dönüşen poliglutamat formuna dönüştürülür. Etkin formu olan MTX-poliglutamat  

dokularda uzun süre kalmaktadır. MTX karaciğerde aldehid oksidaz enzimi aracılığı 

ile %10-15 oranında 7-hidroksi metabolitine dönüştürülmektedir (57). 

1.2.2.4. Eliminasyon 

Romatoid artrit ve psoriazisi olan veya düşük dozda kemoterapi alan hasta-

larda (30 mg/m2 ve daha az dozda) MTX’in yarılanma ömrünün 3-10 saat arasında-

dır. Yüksek dozlarda uygulandığında ise eliminasyon yarılanma ömrü 8-15 saat ola-

rak rapor edilmiştir. (57). MTX temel olarak böbreklerden glomerüler filtrasyon ve 

aktif tübüler sekresyon aracılığı ile atılmakta ve eliminasyonu doza ve uygulama 

yoluna bağlı olarak değişmektedir. İnsanda i.v. bolus uygulama sonrasında uygula-

nan dozun %80-90’ı 24 saat içinde değişmeden idrar ile atılmaktadır. %10 veya daha 

az oranda ise safra ile atıldığı gösterilmiştir. MTX klirensi oldukça değişkenlik gös-

termekte olup yüksek dozlarda klirens azalmaktadır. MTX’in klirensinin azalması 

toksisitesinden sorumlu temel faktörlerden biri olarak gösterilmiştir (57). Ortalama 

yarı ömrü 8-10 saattir (4). 

            1.2.3. Tedavide kullanımı 

Folik asit antagonisti bir antimetabolit olup lösemi, lenfoma, osteosarkom, 

baş ve boyun tümörleri, akciğer kanseri, meme kanseri gibi birçok kanser yanında 

psöriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazı inflamatuvar hasta-

lıkların tedavisinde de yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (58). Ayrıca otoimmun 

hastalıklar dışında transplantasyon sonrası graft versus host hastalığının önlenmesin-

de kullanılır. Hücre bölünmesini inhibe etmesi nedeni ile kanser tedavisinde uzun 

zamandan beri kullanılan ilacın, santral sinir sistemi hariç, oral ve intravenöz uygu-
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lamalarında, doku dağılımı iyidir (59). Yüksek doz MTX uygulanması, uzun süreli 

intravenöz infüzyon şeklinde yapılır. Lenfoma, akut lenfoblastik lösemi, meme kan-

seri,  osteosarkoma, baş ve boyun kanseri gibi çeşitli kanserlerin tedavi protokolleri-

nin önemli bir parçasını teşkil etmektedir (57). MTX meningeal karsinomatozis, me-

ningeal lösemi ve lenfomanın profilaksi ve tedavisinde intratekal olarak kullanılır 

(57).  Lökoverin kurtarma tedavisi ile birlikte uygulanan yüksek doz MTX, osteosar-

komun adjuvan tedavisinde kullanılan standart bir protokoldür (9).  MTX  ‘ın hem 

tedavideki etkinliği hemde toksik etkileri hastadan hastaya değişkenlik gösterebilir 

(2). Bu yüzden diğer antineoplastik ilaçlardan farklı olarak MTX geniş bir doz aralı-

ğında kullanılmaktadır. Akut lenfoblastik lösemi idame tedavisinde ve romatoid art-

rit, psöriazis gibi hastalıkların tedavisinde haftada 20 mg/m2 dozda kullanılırken, 

onkolojik hastalıklarda 1000-33000 mg/m2 gibi yüksek dozlarda uygulanmaktadır 

(57). 

1.2.4. Yan Etkileri 

Akut toksisitede; MTX enjeksiyonunu takiben 2-4 saat içinde başağrısı, ense 

sertliği, bulantı, kusma ve ateş ortaya çıkar. Bazen bacaklara yayılan bel ağrısı, taki-

ben duyu kaybı, parapleji, barsak veya mesane disfonksiyonu ile beyin ve spinal 

kordda demiyelinizasyon oluşabilir. Tranvers myelopati intratekal metotreksat teda-

visinin nadir komplikasyonu olup genellikle birkaç enjeksiyondan sonra ortaya çıkar 

(60). Pürin ve pirimidin sentezini inhibe etmesi apoptozisle sonuçlanan DNA defekt-

lerine yol açabilir (5). RA’lı hastaların karaciğer biyopsisinde, hem folat eksikliği 

hemde MTX poliglutamatlarının birikimi gösterilmiştir (1). Astımda, MTX kullanı-

mının bronkodilatatör kullanım ihtiyacını %22 oranında azalttığı ve semptomların 

şiddetini hafiflettiği (dispne, öksürük) gösterilmiştir (61). 

MTX, vasküler hastalık için risk faktörü olan hiperhomosisteinemiye de se-

bep olmaktadır (51). MTX kullanımına bağlı lökoensefalopati gelişen hastalarda 

BOS’ta bir antioksidan olan SAM (S-adenozil metiyonin)’daki azalma, MTX nöro-

toksisitesinin, metiyonin metabolizmasındaki bozukluğa bağlı olabileceğini göster-

miştir (47, 62). MTX’in neden olduğu nörotoksisite de yaygın klinik bulgular; bulan-

tı, kusma, başağrısı, meningeal irritasyon ve tremor olup nadiren parapleji, ensefalo-

pati, epileptik nöbetler hatta ölüm görülebilir. MTX’in çocuklarda zekâ düzeyini 

gerilettiği, dikkat ve hafıza problemlerine neden olduğu bir çok çalışmada gösteri-
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miştir (63, 64). Folat, santral sinir sistemindeki nörotransmiterlerin metabolizma ve 

sentezinde kullanılmaktadır. Eksikliği metotreksat toksisitesi gelişiminde bir risk 

faktörü olup hastalarda tedaviye folik asit eklenmesi ile yan etkilerin azaltılabileceği 

düşünülmektedir (65). Ancak çoğu yan etkiler;  pürin, pirimidin, poliamin ve fenil 

alanin metabolizması bozukluklarına bağlanmıştır (66).   

            1.2.4.1. Karaciğere Toksik Etkisi 

MTX’in neden olduğu hepatotoksisitenin mekanizması tam olarak bilinme-

mekle birlikte toksisiteyi açıklayacak birkaç mekanizma öne sürülmüştür. MTX te-

mel metaboliti olan 7-hidroksimetotreksat’a karaciğerde dönüşmekte ve karaciğer 

hücrelerinde poliglutamat formunda depolanmaktadır. Uzun süre MTX tedavisi, po-

liglutamat formunun birikmi ve folat seviyesinin azalması nedeniyle hepatotoksisite-

nin sebebidir. 

Yine MTX, sitozolik NADPDH (nikotinamid adenin fosfatdehidrojenaz) ve 

NADP bağımlı malik enzimi inhibe ederek hücre içi NADPH’ın azalmasına neden 

olmaktadır. NADPH, sitozolik antioksidan olan indirgenmiş GSH (glutatyonun)’nın 

devamlılığını sağlayan GSSG-R (glutatyon reduktaz) enzimi için gerekmektedir. 

MTX tedavisi nedeniyle GSH seviyesinin azalması, reaktif oksijen radikallerine karşı 

hücreleri koruyan antioksidan savunma sisteminin etkinliğinin azalmasına neden 

olmaktadır (58). MTX kullanımına bağlı olarak azalan NADPH seviyeleri, hepatositleri 

reaktif oksijen radikallerine karşı koruyan redükte glutatyon seviyelerinin düşmesine, 

bu da hepatosit hasarına neden olmaktadır (5). 

Bir çalışmada MTX verilen sıçanların kan, karaciğer, böbrek ve ince barsakta 

glutatyon (GSH) seviyelerinin azalmasına, inflamatuvar yanıtın göstergesi olan mye-

loperoksidaz aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun göstergesi olan malondialde-

hid (MDA) seviyelerinin artmasına neden olduğu gösterilmiştir (10). Bu durum stea-

tozis (vücutta aşırı yağ toplanması), kolestazis (safra akımının kesilmesi), fibrozis 

(bağ dokusu artımı) ve sonuç olarak siroz gibi karaciğer hasarı yanında böbrek hasa-

rı, kemik iliği supresyonu, mukozit, pulmoner fibrozis gibi ciddi yan etkilerin de se-

bebi olabilmektedir (58). Kronik MTX kullanımında karaciğerde histolojik olarak, 

yağ infiltrasyonu, inflamasyon, hücresel nekroz ve bunların sonucunda da fibrozis 

gelişebileceği gibi klinik ve biyokimyasal bulgular yıllarca görülmeyedebilir. Kara-

ciğer toksisitesi en iyi biyopsisi ile gösterilir ki bulgular,  genellikle MTX’ın 10 yıl 
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gibi uzun süre kullanımı ya da MTX dozunun 1,5- 2,5 gramı geçmesi halinde görüle-

bilmektedir (5). Tüm bu nedenlerden dolayı MTX toksisitesinden korunmak için 

antioksidan ajanların kullanılması gerekliliği öne sürülmüştür (67). 

1.3. Serbest Radikaller Ve Oksidatif Stres 

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile oluşan 

reaktif atom veya moleküllerdir. Çeşitli metabolik reaksiyonlar esnasında süperoksit 

anyonu, nitrik oksit, peroksil radikali ve hidroksil radikali gibi çok sayıda serbest 

radikaller oluşmaktadır (68, 69). Serbest radikaller; pozitif yüklü, negatif yüklü ya da 

nötral olabilirler (70). Moleküler oksijen, insan vücudunda bütün hücrelere kolayca 

girebilen ve en çok kullanılan bir molekül olup serbest radikal denilince akla SOR 

(Serbest Oksijen Radikalleri) gelmektedir (71). Fizyolojik şartlarda insan vücudunda 

oluşan SOR ile antioksidan koruyucu sistemi bir denge halindedir. Antioksidan sa-

vunma mekanizmaları ile serbest radikal arasındaki denge bozulduğunda oksidatif 

stres ortaya çıkar. Oksidanların arttığı veya antioksidanların yetersiz kaldığı durum-

larda organizmanın maruz kaldığı “oksidatif stres” sonucu hücresel mekanizmalar bo-

zulur (72). Eşleşmemiş elektronlar; bitişiğindeki lipidler, proteinler ve karbonhidrat-

lar gibi moleküllere karşı çok reaktif olup onlarla hemen reaksiyona girebilirler. Böy-

lece moleküler yıkım olur ve doku hasarı meydana gelir (73). 

 

 

Şekil 6.  Serbest radikallerin oluşum ve enzimatik detoksifikasyonu (74). 

 

Hücrelerin çoğu, koruyucu mekanizma olarak da serbest radikalleri ortaya çı-

karabilir. Karaciğer detoksifikasyon için serbest radikalleri kullanırken, nötrofiller 
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patojenleri yok etmek için serbest radikalleri üretebilir. Nötrofillerin aktive olması ile 

ortaya çıkan NADPH oksidaz, SOD, nitrik oksit sentaz ve Myeloperoksidaz gibi en-

zimler; süperoksit anyonu, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroklorik asit gibi reak-

tif ürünlerin ortaya çıkmasına yol açar. Dokuda artan radikaller membranlarda hasara 

dolayısıyla geçirgenlik artışı ve hücresel ölüme neden olurlar (71).  Beyin yüksek 

oranda oksijen tüketir bundan dolayıdır ki oksidatif hasara oldukça hassastır. Mito-

kondrial elektron taşıma sisteminde norepinefrin, dopamin gibi bazı nörotransmitter-

ler otooksidasyona uğrayabilir. Hipoksi ya da iskemi gibi bir durumda oksidan etki 

ve doku hasarı meydana gelebilir (72). 

 

Tablo 1. Oksijen kaynaklı reaktif bileşikler (68) 

Radikaller                                                    Radikal Olmayanlar 

Süperoksit, (O 2 ˙¯) 

Hidroksil, (OH ˙) 

Peroksil, (ROO˙ ) 

Alkoksil, (RO˙ ) 

Nitrik oksit, (NO˙) 

Azot dioksit,( NO˙2) 

Hidrojen peroksit, (H2O2) 

Hipokloröz asit, (HOCl ) 

Singlet oksijen, (
1
O2˙) 

Ozon, (O3) 

Peroksinitrit, (ONOO¯) 

Lipid hidroperoksit, (LOOH) 

 

1.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri 

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hidroksil, süper oksit, nitrik oksit ve lipid 

peroksid radikalleri gibi değişik kimyasal yapılara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki 

en önemli serbest radikaller, oksijenden oluşan radikallerdir (75). SOR içinde en 

önemlileri süper oksit radikali, hidroperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil 

radikali, singlet oksijendir. Aslında H2O2 ve 1O2 serbest radikal değildirler ancak ser-

best radikal özelliği gösterebilirler. Biyolojik açıdan diğer önemli serbest radikaller 

veya onların benzerleri ise lipid hidroperoksid, lipid peroksid radikali, lipid alkoksi 

radikali, nitrik oksit ve nitrojen dioksit,  peroksinitrit, diazot trioksit  ve hidrojen nit-

rit  gibi radikallerdir (75). 
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           1.3.1.1. Süper oksit radikali  

İnsan vücudundaki pek çok molekül (örneğin mitokondriyal elektron trans-

port sistemi elemanlarının bir kısmı) oksijenle direkt olarak reaksiyona girerek süpe-

roksit oluşturabilir. Süperoksit radikali bu şekilde fizyolojik olarak oluştuğu gibi ya-

bancı mikroorganizmaları öldürmek üzere aktif fagositler tarafından koruyucu amaç-

la da üretilebilir. (73)            

           1.3.1.2. Hidrojen Peroksit 

Hidrojen peroksit normal olarak her aerobik hücrede bulunur ve hücre solu-

numu sırasındaki çeşitli metabolik işlemler ve oksidatif stres sonucunda üretilir (73). 

Bu molekülün kendisi reaktif değildir. Fakat diğer molekülleri okside etme yeteneği 

vardır. Hidrojen peroksit (H2O2), oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgen-

mesi ya da süperoksitlerin enzimatik/nonenzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu 

oluşur. Hidrojen peroksit özellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile 

tepkimeye girerek yüksek oksidasyon düzeyindeki ferril demir (Fe IV) ve perferril 

demir (Fe V) oluşumuna neden olur. Bu formdaki reaktif demir çok güçlü oksitleyici 

özelliklere sahip olup, hücre zarlarında lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri 

başlatabilir. Belirtilen potansiyel oksitleyici özelliği nedeniyle, biyolojik sistemlerde 

oluşan H2O2’nin derhal ortamdan uzaklaştırılması gerekir. Bu görevi, hücrelerdeki 

önemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler. 

Ultraviyole ışınları ile kolaylıkla parçalanabilmektedir. Enzimatik olarak Katalaz ve 

glutatyon peroksidaz ile non-enzimatik olarak da piruvat, fenton reaksiyonunu etki-

leyerek hidrojen peroksit zararsız hale getirilir (76). 

1.3.1.3. Hidroksil Radikali 

Yüksek reaktivite yeteneği olmasından dolayı hemen hemen tüm biyolojik 

moleküllerle reaksiyona girebilir. Çok kısa ömürlü olmasından dolayı reaksiyona 

girmeden önce hücreye diffüzyonu güçtür. Ancak bu radikalin çok küçük miktarları 

bile dokularda aşırı hasar yapabilmektedir (77). Biyolojik sistemlerde üretilen en 

güçlü reaktiviteye sahip radikal olup Fenton Reaksiyonu ile üretilmektedir (78). 

H2O2   + Fe 
+2

   →  OH 
.
 + OH

 -
 + Fe 

+3
    (Fenton reaksiyonu) 

Hidroksil radikali ayrıca hidrojen peroksitin süperoksit radikali ile Haber-

Weiss reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir. 

            H2O2+ O2
.- 

 → OH 
.  

+ OH
- 
+ O2      ( Haber-Weiss reaksiyonu) (79). 
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           1.3.1.4. Hipokloröz Asit  

Nötrofillerdeki primer granüllerde bol bulunan myeloperoksidaz (MPO) 

enzimi ile hidrojen peroksit ve klor iyonlarından hipokloröz asit sentezlenir (80). 

1.3.1.5. Singlet Oksijen 

Oksijenin yüksek enerjili ve mutajenik formudur. Singlet oksijen (
1
O2), 

serbest radikal reaksiyonlarının başlamasına neden olması açısından önem 

taşımaktadır. Singlet oksijen, oksijenin elektronlarından birinin dışarıdan enerji 

alması sonucu kendi dönüş yönünden ters yönde olan farklı bir yörüngeye yer 

değiştirmesi ile oluşabilir (81). Bu molekül gerçekte bir serbest radikal olmamasına 

rağmen serbest radikal reaksiyonları esnasında üretilmesinden dolayı serbest oksijen 

radikalleriyle birlikte değerlendirilir. (77). 

1.3.1.6. Nitrik Oksit 

Nitrik oksit (NO) birçok biyolojik olayda görev alan çok kısa yarı ömürlü bir 

serbest radikaldir. NO’in arjininden sentezi Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi ile 

gerçekleşir. Bu reaksiyonda O2 ve NADPH’a ihtiyaç vardır. Flavin mononükleotid 

(FMN), Flavin Adenin Dinükleotid (FAD) ve Tetrahidrobiopterin bu enzimin koen-

zimleri olup, reaksiyon sonucunda L-sitrülin ve NO açığa çıkar (82, 83). Nitrik Oksit 

Sentaz enziminin üç izoformu tanımlanmıştır; nöronal NOS (Tip I NOS, nNOS), 

indüklenebilir NOS (Tip II NOS, iNOS) ve endotelyal NOS (Tip III, eNOS) Endo-

telyal NOS ve nöronal NOS, yapısal NOS olarak da bilinir ve bunların aktiviteleri 

hücre içi kalsiyumu tarafından düzenlenir (82). NO bir dizi nitrojen oksitlere dönü-

şebilir. (84). 

1.3.1.7. Karbon Merkezli Radikaller  

Okside edici bir serbest radikalin biyolojik bir molekülü etkilemesi sonucun-

da karbon merkezli radikaller oluşmaktadırlar (77). Karbon merkezli radikal, mole-

küler bir düzenleme ile izole çift bağ formundan, konjuge dien formuna geçer (85). 

Bu radikaller ilgili peroksil radikallerini oluşturmak üzere oksijen molekülü ile çok 

hızlı bir şekilde birleşirler. Ayrıca peroksil radikalleri, alkoksil radikallerini oluşturan 

reaksiyonlara da katılabilmektedir (86). 
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Tablo 2.  Serbest radikal kaynakları  (87, 89). 

Endojen kaynaklar 

Mitokondriyal elektron transport zinciri 

Oksidan enzimler: ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, galaktoz oksidaz,         

siklooksijenaz, 

Lipooksijenaz, monoamin oksidaz 

Nötrofil, makrofaj, monosit, endotelyal hücreler 

Otooksidasyon reaksiyonları 

Ekzojen kaynaklar 

İyonize Radyasyon 

Hava Kirliliği 

Sigara 

Güneş Işığı 

Isı Şoku 

İlaçlar 

 

1.3.2. Serbest Radikallerin Hücreler Üzerindeki Etkileri 

1.3.2.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapısal Değişiklikler 

Hücrelerin membranlarında bulunan poliansatüre yağ asitleri, okside edici 

serbest radikallerden kolaylıkla etkilenebilirler. Poliansatüre yağ asitlerinin oksidatif 

hasarı, lipid peroksidasyonudur (90). Lipid peroksidasyonu tepkimeleri metal katali-

zörler eşliğinde, serbest radikallerin; doymamış yağ asiti zincirinin alfa-metilen grup-

larından bir hidrojen uzaklaştırması ile başlar. Uzaklaşan hidrojen atomu sebebiyle, 

karbon atomu üzerinde ortaklaşmamış bir adet elektron kalır, bu da yağ asidi zinciri 

üzerinde radikal oluşmasına neden olur. Oluşan lipid radikali kararsız bir bileşiktir. 

Molekül, stabil duruma gelebilmek için, molekül içi bağlarını tekrar düzenler ve kon-

juge dien yapısına dönüşür. Bu konjuge dien, fizyolojik koşullarda oksijen ile birleş-

meye eğilimli olduğundan okside olur ve peroksil radikalini oluşturur. 

Lipid peroksil radikali, membran yapısında bulunan diğer çoklu doymamış 

yağ asitlerini etkiler ve yeni lipid radikallerinin oluşmasına yol açar. Lipid peroksil 

radikali ise açığa çıkan hidrojen atomlarını alarak lipid hidroperoksite dönüşür. 

Böylece tek bir substrat radikal diğer yağ asitlerini tetikleyerek birden fazla lipid 
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hidroperoksit oluşmasına neden olur. Bu tetikleme olaylar ortamda bulunan oksijen 

ve antioksidan miktarına bağlı olarak devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu 

SOR’leri hücre membranındaki doymamış yağ asitleri, fosfolipidler ve 

glukolipidlerin peroksidasyonuna neden olarak membran hasarı ve fonksiyon 

kaybına sebep olur. İnsanlarda birçok hastalığın etyopatogenezinde, bu hasar 

suçlanmaktadır. Lipid peroksidasyonuna neden olan SOR eksojen ya da endojen 

kaynaklı olabilir (91, 92). Kemoterapi, Radyoterapi, iskemi ve bazı ilaçlarla oluşan 

SOR’leri, lipid peroksidasyonuna neden olmakta ve bunun sonucunda aldehitler, 

hidrokarbon gazları ve malondialdehit (MDA) oluşmaktadır. Mutajenik, genotoksik 

ve karsinojenik bir bileşik olan MDA; doku, kan kompenentleri ve vücut sıvılarında 

ölçülerek lipid peroksidasyonunun derecesi değerlendirilebilinir. MDA, üç veya daha 

fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin SOR ile peroksidasyonu sonucunda meydana 

gelir. MDA ve diğer ürünler, hücrelerde geçirgenlik ve inflamasyon artışına, 

araşidonik asid salınımına ve bunun sonucu olarak organellerde şişme ve membran 

rüptürüne neden olmaktadır. Aynı zamanda, DNA’da bazlar ile reaksiyona girerek 

zincir kopmalarına yol açmaktadır (91, 93). 

Malondialdehit (MDA); Lipid peroksidasyonu hücresel komponentlere en 

çok zarar veren reaksiyonlardan biri olup reaksiyon sonucunda malondialdehit 

(MDA) ve 4-hidroksinonenal gibi ürünler oluşur. MDA üç karbonlu bir 

ketoaldehitdir. Biyolojik örneklerde lipid peroksidasyonunun ve serbest radikal 

aktivitesinin belirlenmesinde kullanılan en kolay ve yaygın yöntem, MDA’nın 

Tiobarbitürik asit ile tepkimesidir. Ancak yüksek performanslı sıvı kromatografisi, 

serbest MDA ölçümünde en güvenilir yöntemdir (94, 95). 

1.3.2.2. Serbest Radikallerin Karbohidratlar Üzerine Etkileri 

Serbest radikallerin karbohidratlar üzerine önemli etkileri vardır. Glukoz, 

mannoz ve deoksi şekerler fizyolojik şartlarda otooksidasyona uğrayarak süperoksit 

ve hidrojen peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, protein 

çapraz bağlanmalarına yol açarak bazal zar kalınlaşmasına neden olur. Serbest radi-

kaller, bu etkilerinden dolayı diyabet, koroner kalp hastalığı, hipertansiyon, psöriasis, 

romatoid artrit, kanser gibi birçok hastalığın patogenezinde önemli rol oynamaktadır 

(95). 
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         1.3.2.3. Serbest Radikallerin Proteinler Üzerine Etkileri  

          Proteinlerin oksidasyonunun biyokimyasal sonuçları olarak enzim aktivitesin-

de azalma, protein fonksiyonlarının kaybı, proteaz inhibitör aktivitenin kaybı, protein 

agregasyonu, proteolize artmış/azalmış yatkınlık, reseptör aracılı endositozun bozul-

ması, gen transkripsiyonundaki değişimler, immünojen aktivitedeki artış olarak sıra-

lanabilir (95).              

           1.3.2.4. Serbest Radikallerin DNA Üzerine Etkileri 

İyonize edici radyasyonla oluşan serbest radikaller, DNA’yı etkileyerek hüc-

rede mutasyona ve ölüme yol açabilir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla 

kolayca reaksiyona girerek değişikliklere neden olur. Hidrojen peroksit hücre zarın-

dan kolayca geçerek hücre çekirdeğine ulaşır ve DNA hasarına hatta hücre ölümüne 

neden olabilir. Süperoksit anyonu, guanin gibi yüksek elektron içeren bölgelerdeki 

moleküllerle daha kolay tepkimeye girer (96). 

Oksidatif DNA hasarı 6 alt başlıkta değerlendirilebilir. 

1. DNA baz hasarı 

2. DNA şeker hasarı 

3. 8-5'-siklopürin-2'-deoksinüklosidler 

4. DNA protein çapraz bağları 

5. Abazik bölgeler 

6. Tek ve çift DNA zincir kırıkları 

Oksidatif hasar sonucu oluşan modifiye DNA bazları birçok kanser türünde art-

maktadır. Bu durum, spontan mutasyonlara neden olup kanser etiyolojisinde rol oynaya-

bilir. İnflamasyon ve infeksiyon sonucu bakterisidal aktivitenin artmasına bağlı oluşan 

oksidatif patlamanın DNA hasarına neden olduğunu gösteren çalışmalar vardır (97). 

Sonuç olarak, oluşan serbest radikaller hedef DNA molekülünde hasara neden olurlar 

(75). 

1.3.2.4.1. DNA Onarımı 

DNA’daki hasar, transkripsiyon ya da replikasyonu durdurabilir ve yüksek oran-

da mutasyonlara neden olabilir. Bu durum hücre çoğalması açısından kabul edilemez 

sonuçlardır. Her Hücre genomundaki bütünlüğü korumak için, hasarlı DNA’yı onaran 

mekanizmalar geliştirmişlerdir. DNA onarım mekanizmaları şulardır. (98). 

1. Anında onarım 

2. Baz kesip çıkarma onarımı 
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3. Nükleotid kesip çıkarma onarımı 

4. DNA çift zincir kırığı onarımı 

5. Zincirler arası çapraz bağların onarımı 

6. Yanlış eşleştirme (mismatch) onarımı 

Oksidatif hasar sonucu oluşan modifiye bazlar baz kesip çıkarma onarımı ile dü-

zeltilebilir. 

 

Şekil 7. Baz kesip çıkarma onarımı (97). 

 

1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri 

Canlı hücrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside 

olabilecek yapıların oksidasyonunu önleyen veya azaltan maddelere antioksidanlar,  

olaya ise antioksidan savunma sistemleri denilmektedir. Antioksidan sistemler organ, 

yaş, cinsiyet ve çevresel faktörlerden etkilenebilir. Antioksidan sistemler hücre içi ve 

dışı ortamlarda farklıdır (99). Normal şartlarda SOR üretimi ve yıkımı arasında bir 

denge vardır. Organizmada oluşan oksijen radikalleri ile koruyucu antioksidan sa-

vunma sistemi arasındaki dengenin radikaller lehine bozulması oksidatif stres olarak 
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tanımlanır. Antioksidan sistemler, enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrılır 

(70). 

            1.4.1. Enzimatik Antioksidanlar 

1.4.1.1. Süperoksit Dismutaz 

SOD aerobik hücrelerde oksidatif strese karşı temel savunma sistemi olarak 

bilinen bir metalloenzimdir. SOD, süperoksit anyonunun, enzimatik dismutasyonunu 

gerçekleştirerek süperoksit anyonunu, hidrojen peroksite dönüştürür. Yani SOD oksi-

jen toksisitesinden koruyucu sistemin en önemli ve ilk basamağında rol alır. Oluşan 

H2O2, Katalaz ve GSH-Px (Glutatyon Peroksidaz) tarafından oksijen ve suya parçala-

nır (93). 

1.4.1.2. Sitokrom Oksidaz 

Solunum zincirinin bir enzimi olan sitokrom oksidaz süperoksiti detoksifiye 

eder (100). 

1.4.1.3. Katalaz 

Yapısında demir içeren bir tetramer olup, H2O2’i doğrudan parçalayarak etki 

eder  (100). 

           1.4.1.4. Glutatyon Peroksidaz 

Bu enzim; GSH-Px, SOD, O2’i yok ederken ortaya çıkan H2O2 ve lipid hidro-

peroksitlerinin redükte glutatyon (GSH) varlığında redüklenmesi reaksiyonunu kata-

lizler. GSH-Px, başta karaciğer olmak üzere eritrositler, kalp, akciğer, böbrek, göz ve 

beyin gibi dokularda bulunmaktadır (101). Redükte glutatyonu yükseltgerken 

H2O2’yi de suya çevirir ve böylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidatif 

strese karşı korur. Glutatyon peroksidaz yetersizliği selenyum eksikliği sonucu olabi-

lir (74, 102). 

1.4.1.5. Glutatyon Redüktaz (GSH-R) 

Okside glutatyonu (GSSG)  redükte hale çevirir. Glutatyonun indirgenme re-

aksiyonu sırasında sıklıkla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha 

sonra GSH’ın iki sisteini arasında bulunan disülfid köprüsüne transfer ederek okside 

glutatyona aktarmış olur (74, 102). 

            1.4.1.6. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) 

Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz, pentoz fosfat yolunun hız kısıtlayıcı enzimi 

olup intrasellüler NADPH’ın da başlıca kaynağıdır. Üretilen NADPH serbest radikal-
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lerin detoksifikasyonunda görev alan GSH-Px enziminin aktivitesi için gerekli olan 

indirgenmiş GSH’yı oluşturur (103). 

G6PD, vasküler endotelyal hücreler ve düz kas hücrelerinde serbest radikalle-

re karşı koruyucu olup vasküler endotelyal hücrelerde NADPH’ı kofaktör olarak 

kullanan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin aktivitesi için de gereklidir. 

Eksikliğinde eNOS yeterli aktivite göstermez ve süperoksit radikali üretmeye başlar. 

Böylece LDL (Düşük Dansiteli Lipoprotein) oksidasyonu tetiklenebilir (104). 

           1.4.1.7. Paraoksonaz 

Paraoksonaz bir organofosfat olan paration’un vücuttaki aktif metaboliti olan 

paraoksonun hidrolize edilmesiyle oluşur ki aktivite ve stabilitesi için Ca
+2

 iyonu 

gereklidir (105). 

            1.4.2. Nonenzimatik Antioksidanlar 

1.4.2.1. S-adenozil metionin 

Hücrenin büyüme ve farklılaşmasında önemli rolü olan SAM’ın in vivo anti-

oksidan aktivitesi, glutatyon prekürsörü olmasından kaynaklanmaktadır  (106). 

1.4.2.2. Glutatyon 

Oksidatif stresin ölçümünde kullanılır. (107). Karacigerde sistein, glisin ve 

glutamattan sentezlenmektedir. Peroksitlerle ve serbest radikallerle reaksiyona gire-

rek onları zararsız ürünlere çevirir (108). 

 

 

Şekil 8. Glutatyonun oksidasyon-redüksiyon siklusu (109) 

           1.4.2.3. C vitamini 

Hidroksil ve süperoksit radikallerini direkt olarak temizleme yeteneği vardır 

(110). 
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1.4.2.4. E Vitamini 

Hücre membranlarında lipid peroksit zincirini kırarak lipid peroksidasyonunu 

durdurur (110).  

1.4.2.5. Karoten 

Vitamin A’nın prekürsörüdür. Hücre membranlarında bulunur. Serbest radi-

kal temizleyicisidir (111). 

           1.4.2.6. Koenzim Q10’un Antioksidan Fonksiyonu 

Hücre ve organellerin membranlarında CoQ10’un özellikle indirgenmiş for-

mu (ubikinol) bulunur. Ubikinol antioksidan özelliği ile lipid peroksidasyonunu en-

geller. Ubikinol, lipid peroksil radikallerinin oluşumunu engeller  (112, 113). 

1.4.2.7. Seruloplazmin 

Demiri +2 değerlikli halden +3 değerlikli hale yükseltgeyerek Fenton reaksi-

yonunu inhibe eder. Böylece serbest radikal oluşumunu engeller (114). 

1.4.2.8. Transferrin 

Dolaşımda serbest halde bulunan demiri bağlayarak antioksidan özellik göste-

rir (114). 

1.4.2.9. Bilirubin 

Serbest radikalleri tutma yeteneği vardır. Hidroksil ve süperoksit radikalleri-

nin temizleyicisidir (114). 

1.4.2.10. Ürik asit 

Plazmada normal konsantrasyonlarda bulunduğunda; hidroksil, peroksil ve 

süperoksit radikallerini temizleme yeteneği vardır. Ürik asit, pH’sı 5.75 olan zayıf bir 

organik asittir. Fizyolojik pH’da monosodyum ürat formundadır. İnsanlarda pürin 

yıkımının son ürünü olup singlet oksijen ve peroksinitriti temizler ve geçiş metalle-

riyle şelat oluşturur. Lipid peroksidasyonunu önler. Ayrıca, ürik asit LDL’yi Cu
+2

 

aracılı oksidasyondan korur (114). 

            1.4.2.11. Albümin 

Geçis metallerini bağlayabilir. Lipid hidroperoksit ve hipoklorit bağlayıcısıdır 

(115, 116). 

1.4.2.12. Glukoz 

Hidroksil radikalini tutarak onun zararlı etkilerini engeller (115, 116). 
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1.4.2.13. Piruvat 

Güçlü antioksidan olup H2O2 bağlar (115, 116). 

1.4.2.14. Sistein 

Hipoklorit ve serbest radikal temizleyici özelliği bulunmaktadır (90). 

1.4.2.15. Taurin 

lipid peroksidasyonunu ve nötrofil infiltrasyonunu inhibe ederek antioksidan 

etki gösterir. Taurin ratlarda MTX’in yol açtığı doku hasarını önlemiştir. Ksenobio-

tiklere bağlanma yeteneği vardır. Hipoklorit ile de reaksiyona girip etkisini azaltır 

(117). 

            1.4.2.16. Melatonin 

Melatoninin güçlü antioksidan kapasitesi elektron verme özelliğine bağlanır. 

Melatonin hidroksil radikallerini nötralize eder ve hidroksimelatonin oluşur. Ayrıca, 

melatoninin peroksil radikaller, singlet oksijen ve hidrojen peroksit ile etkileşebilir. 

Melatoninin metabolitleri olan 6-hidroksimelatonin, N-asetil-N-formil-5-

metoksikinuramin ve N-asetil-5-metoksikinuraminin serbest radikalleri detoksifiye 

edebilir. Melatonin reaktif oksijen ürünleriyle direk etkileşmesi yanında glutatyon, 

süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon redüktazın aktivitelerini artı-

rıp; nitrik oksit sentaz ve lipoksijenaz gibi prooksidan enzimlerin etkisini azaltabilir 

(118). 

1.4.2.17. Alfa Lipoik Asit (ALA) 

Mitokondrisi olmayan hücrelerde, ALA; NADPH yoluyla glutatyon ve tiyo-

redoksin redüktaz ile dihidrolipoik asit ’e indirgenebilir. ALA okside veya redükte 

olabilen iki sülfür molekülü içerir. Bu özelliği ALA’ya güçlü bir antioksidan özellikle 

birlikte bazı enzimler için kofaktör olma özelliği sağlar. Pirüvat dehidrogenaz ve α-

ketoglutarat dehidrogenaz gibi enzimlerin kofaktörü olup piruvatın asetil-CoA’ya 

oksidatif dekarboksilasyonunda rol oynar. ALA reaktif oksijen ürünlerini temizler, 

ekzojen ve endojen antioksidanların rejenerasyonu, metal iyonları şelasyonu, memb-

ran lipid peroksidasyonun önlenmesi ve okside proteinlerin onarımını sağlar (119).            

            

           

 

           1.5. Nekroz 
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Hücre ölümü, nekroz ve apoptoz olmak üzere iki farklı şekilde gerçekleşir. 

Nekroz hücrenin kendi içinde gerçekleşen olaylardan ziyade dış faktörler sonucu 

ortaya çıkar. Nekrotik ölüm çoğunlukla bir hücre hasarı ile ortaya çıkar. Hasarlanan 

hücre önce su alarak şişer ve sonra parçalanır. Hücrelerin parçalanması sonucu 

ortaya çıkan prostoglandinler, lökotrienler, serotonin, histamin gibi vazoaktif 

aminler, yakınlarındaki damar endotelini uyarır. Bu, selektin yapımını uyarır. 

Selektin ise plazma membranının dış yüzeyine yapışarak lökositlerin burada 

yavaşlaması ve yapışmasını sağlar. Daha sonra integrin ligandları aynı hücre 

parçalanma ürünleri ile uyarılır ve lökositler hücre hasarının olduğu bölgeye doğru 

çekilmeye başlarlar. Bu olayların ardından kızarıklık, ödem ve ağrı ile tanımlanan 

inflamatuar reaksiyonlar başlar (120). 

Nekroz, eş zamanlı gerçekleşen iki olaydan kaynaklanır 

1. Hücrenin enzimatik sindirimi 

a. Hücrenin kendi enzimleri tarafından sindirimi (otoliz) 

b. Hücrenin lökositler tarafından sindirimi (heteroliz) 

2. Protein denatürasyonu 

1.5.1. Hücre Ölümünün Morfolojisi 

1.5.1.1. Sitoplazma Değişiklikleri 

a.   Eozinofili artışı (asitlik artar) olur. 

b.   Hücre içi protein yapısı bozulur. 

c.   Sitoplazmik RNA miktarı (bazofili) azalır. 

d.  Sitoplazmada vakuolizasyon olur. 

e.  Hücre içi organel parçalanması görülür 

1.5.1.2. Çekirdek değişiklikleri 

 Karyoliz; Piknotik çekirdeğin parçalanmasıdır.1-2 gün içinde çekirdek ta-

mamen kaybolur. DNAaz aktivitesi artar. Çekirdek bazofilisi azalır. 

 Piknoz; Çekirdeğin büzülmesi ya da DNA’nın parçalanmasıyla oluşan 

DNA fragmentlerinin diffüzyonla çekirdek dışına çıkmasıyla gerçekleşen 

bir nevi çekirdek değişimidir. Kromatin yoğunlaşması da belirgin olarak 

görülür. 

 Karyoreksis; Piknotik çekirdeğin parçalanmasıdır (121)  

Tablo 3.  Apoptozis ile nekroz arasındaki farklar 
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 NEKROZ APOPTOZİS 

 

 

NEDEN 

İskemi, 

Hipertermi, 

Hipoksi, 

Litik viral enfeksiyon, 

Toksik maddelerin yüksek 

konsantrasyonları, 

Şiddetli oksidatif stres. 

Büyüme faktörü eksikliği, 

Hücre yaşlanması, 

HIV, 

Kanser ilaçları, 

Radyasyon, 

Yüksek doz glukokortikoid, 

Fas veya TNFR–1 reseptörlerinin 

Aktivasyonu, 

Sitotoksik T lenfositler, 

Çok şiddetli olmayan oksidatif stres. 

 

MORFOLOJİK 

DEĞİŞİKLİKLER 

Hücre membranı bütünlüğü-

nün kaybı, 

Kromatin“flocculation”u, 

Hücre şişmesi, 

Organellerin   parçalanması, 

Endoplazmik retikulumun 

Dilatasyonu, 

Büyük vakuollerin oluşumu, 

Hücre lizisi 

Hem fizyolojik hemde patolojik şartlarda 

görülür, 

Hücre büzüşür, 

Membranlarda tomurcuklanmalar görülür, 

Kromatin nükleer membranın altında yo-

ğunlaşır, 

Apoptotik hücre membranla kaplı, içerisin-

de nükleus ve organelleri içeren apoptotik 

cisimciklere parçalanır. 

BİYOKİMYASAL 

DEĞİŞİKLİKLER 

ATP gerekmez, 

 +4 derecede gerçekleşir, 

DNA  rastgele parçalanır, 

Hücreler gruplar halinde ölür, 

Patolojik etkiler sonucu 

oluşur, 

İnflamasyona neden olur. 

ATP gerekir +4 derecede gerçekleşemez, 

DNA 180-200 baz çifti veya katları olacak 

şekilde kırılır ve bu DNA parçaları agaroz 

jel elektroforezinde merdiven görüntüsü 

verir, 

Fosfatidilserin translokasyonu vardır, 

Apoptotik cisimcikler makrofajlarca fagosi-

te edilir, 

Hücreler tek veya birkaçı bir arada ölür, 

Fizyolojik şartlarda da gerçekleşebilir, 

İnflamasyon görülmez. 
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                                Şekil 9.  Apoptozis ve nekroz (122) 

 

1.6. Apoptozis 

Hücrenin intiharı olarak da bilinen apoptozis, organizmada;  biyolojik görevi-

ni tamamlamış veya hasarlanmış hücrelerin, çevre hücrelere zarar vermeden ortadan 

kaldırılmasını sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen, programlı, biyokimyasal ve 

morfolojik değişikliklerin meydana geldiği bir hücre ölümüdür. Bu fenomen, Kerr 

tarafından“büzüşme nekrozu” olarak tanımlandı ancak 1972’de Andrew Wyllie ve 

Alistair R. Currie, bu süreci nekrozdan ayırt etmek için “apoptozis” terimini kullan-

dılar  (123). Apoptozis, nekrozdan tamamen farklıdır. Nekrozda hücre membran bü-

tünlüğü bozulur, hücre şişer ve lizise uğrar. Yine nekroz bir grup hücre veya dokuda 

bir bölgeyi tutarken, Apoptozis tek bir hücreyi tutar. Apoptozis ile hücre, genetik bir 

program dahilinde ölüm sürecine girer ve bu olay, DNA‘ nın parçalanması ile sağla-

nır (124, 125). Oksidatif stres, hücre içi elektron dengesi bozulduğunda ortaya çıkar. 

Mitokondriyal işlev bozulması sonucu enerji kaynağının yok olması neticesinde 

apoptozis meydana gelir. Hasarlanma, antioksidan savunma düzeneklerinin yetersiz 

kaldığı durumlarda gerçekleşir (126). Serbest radikal olan peroksinitrit, nitrik oksit 

ve süperoksitin etkileşiminin bazı hücre serilerinde apoptozu indüklediği görülmüş-

tür (127, 128). 
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Apoptozis birkaç aşamada gerçekleşir 

1. İçeriden ya da dışarıdan gelen bir faktörle apoptozis başlatılır. DNA hasarı, 

hücre içi kalsiyum seviyesinde artış, hücre içi pH’da düşme, metabolik ve/veya hücre 

siklus bozuklukları meydana gelir (125). 

2. Hücre içerisindeki proteazlar aktive olur. Hücre içinden ve dışından gelen 

sinyaller hücre içindeki kaspaz adı verilen proteazları aktive etmektedir. Ölüm resep-

törleri adaptör proteinler aracılığıyla, iç sinyaller ise mitokondri aracılığıyla kaspaz-

ları aktive eder. Sinyaller mitokondri dış zarında geçirgenliği arttırır. Mitokondri dış 

zarının geçirgenliği bazı proteinler ile sağlanmaktadır. Bunların en önemlisi bcl-2 

grubu proteinlerdir. Bu proteinlerin bir kısmı pro-apoptotik iken diğer kısmı anti-

apoptotiktir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salı-

verilmesini indüklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c salınmasını baskılarlar 

(129). 

3. Hücre büzüşür, mikrovillus ve bağlantı bölgelerini kaybederek komşu hüc-

relerden ayrılır. Bu görünüm muhtemelen plazma membranında bulunan iyon kanal-

ları ve pompalarında aktivasyonun bozulmasına bağlıdır. Hücre birkaç dakika içinde 

yaklaşık 1/3 lük hacmini kaybeder (130). 

4. Nükleer kromatin yoğunlaşarak nükleer membran altında toplanır. Endo-

nükleazlar DNA’yı parçalar. Bu sırada organeller sağlamdır. Endoplazmik retiku-

lumda dilatasyon, mitokondride şişme olur. 

5. Plazma membranında tomurcuklanmalar oluşur ve hücre, sitoplazma ile 

çevrilmiş DNA parçaları ve organellerden oluşan apoptotik cisimciklere parçalanır 

(131). 

6. Hücre yüzeyi moleküllerinin değişmesinden dolayı bu apoptotik yapılar 

komşu hücreler ya da fagositer hücrelerce kolaylıkla tanınarak inflamasyona yol aç-

madan ortadan kaldırılır  (132). 

Histolojik olarak, apoptotik cisimler, bazofilik nükleer materyali olan veya 

olmayan yuvarlak, oval sitoplazmik kitleler halinde görünürler. Kromatin kümeleri 

lntrastrüktürel olarak hilal şeklinde görülür (133). Apoptotik cisimler, dokuda 

dağınık kümeler halindedir ve fagosite edildiklerinde makrofajlardan inflamatuar 

mediatör salgılamaz (134). Rezidüel hücrelerin, boşlukları doldurmasından dolayı, 

dokunun büzüşmesi normal yapının çok az bozulması ile sonuçlanır. Bu sebeple 
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atrofinin tamamlanması sürecinde olarak tamamen normal görünümdedir (135). 

1.6.1. Apoptozisin İnhibisyonu ile İlişkili Hastalıklar 

1. Kanserler: Foliküler lenfoma P53 mutasyonları ile oluşan karsinomlar, 

Hormon bağımlı tümörler, Akciğer kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri 

2.Otoimmun bozukluklar: Sistemik lupus eritamatozus, İmmun ilişkili glome-

rulonefritler, Otoimmun diabet, Greft rejeksiyonu 

3. Viral infeksiyonlar: Herpes virüs, Poliovirus, Adenovirus 

1.6.2. Apoptozisin Aktivasyonu İle İlişkili Hastalıklar 

1.  AİDS 

2. Nörodejeneratif hastalıklar: Alzheimer hastalığı, Parkinson hastalığı, Am-

yotrofik lateral skleroz, Retinitis pigmentoza, Serebellar dejenerasyon 

3.  Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi 

4. İskemik hasarlar: Myokard infarktüsü, İnme, Reperfüzyon hasarı (136) 

1.6.3. Apoptozisin Regülasyonu 

1.6.3.1. p53 gen aracılı apoptozis 

Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen çok sayıda gen bulunmaktadır. 

Genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon, kimyasallar vb.), eritropoietin gibi 

sitokinlerin olmaması durumunda süreç çeşitli uyarılarla veya DNA’nın tek yada çift 

iplik parçacıkları, nükleozitlerin azalması veya DNA’ya bağlı transkripsiyon faktör 

p53 gibi faktörlerde apoptozisi başlatabilir (137). Ölüm sinyali, gen ekspresyonu ile 

kontrol edilir. p53 apoptozu uyarıcı bir proteindir. Birçok anti-tümör ilaç, hedef 

olarak hücre DNA’sını seçer ve p53 seviyesini artırır. Bu aktivasyon ya hasarın 

tamirine ya da apoptoza yol açar (138).  P53 normalde inaktiftir. Ancak DNA hasarı 

oluştuğunda aktifleşerek siklin bağımlı kinaz inhibitoru olan p21’i harekete geçirir.  

Bu da hücrenin geç G1 fazında kalıp S fazına gecişini engelleyerek hücre 

döngüsünün durmasına neden olur. Hücre DNA’sını tamir edebilirse blokaj kalkar, 

edemezse p53 geni tekrar harekete geçip Bcl–2 gen ailesi üyelerinden proapoptotik 

olarak bilinen bax proteinini aktive eder ve hücreyi apoptozise götürerek DNA’ sı 

hasarlı hücreyi ortadan kaldırır (139, 140).  

1.6.3.2. Bcl-2/Bax 

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozisin düzenlenmesinden sorumludur. Hücrenin 

yaşaması için bunlar denge halindedir. Bcl-2 anti-apoptotik bir protein olup, aşırı 
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salınımı, sitokrom c salınmasını ve kaspaz 3’ün aktive olmasını inhibe eder (141). 

Eğer Bax/Bcl-2 oranı artarsa, sitokrom c mitokondriden salınıp bir seri olaylarla kas-

paz 3’ü aktive eder (142). Bax/Bcl-2 gen ailesinin ürünleri, ayrıca mitokondri ve 

çekirdek zarlarının yanı sıra endoplazmik retikulum zarında da bulunur (143). Bcl-2, 

24-26 kD’luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve ürettiği protein, mitokondri-

nin dış zarı üzerinde yerleşmiştir (144). Bu protein, iyon alışverişini düzenler ve za-

rın parçalanmasını engeller. Özellikle antiapoptotik olan Bcl-xL’nin, mitokondriyal 

hasarı engelleyerek apoptozisi inhibe etmektedir. Bax ise sitozolde bulunur ve apop-

totik uyarılar sonucu mitokondri membranına bağlanıp “pore” oluşmasını sağlar 

(141). Zardaki bu değişiklikler nedeniyle sitokrom c ve AIF (Apoptosis Inducing 

Factor) gibi mitokondri zarı içinde yer alan faktörler sitoplazmaya geçerler. AIF, çe-

kirdeğe doğru giderken, sitoplazmadaki sitokrom c ise bir sitoplazma proteini olan 

Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1)’in aktive eder. (137). Sitokrom c’nin 

Apaf-1’e bağlanması prokaspaz-9’u aktive ederek"apoptosom" denilen kompleksi 

oluşturur (145). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonuna neden 

olur. Apaf-1 aynı zamanda ATP’ye de bağlanır (137). Bu durumda apoptozis enerji 

gerektiren bir mekanizma ile başlatılmış olur  (141). 

1.6.3.3. Kaspazlar 

Kaspazlar, sitoplazmada zimojen (inaktif prekürsör) olarak bulunan ve aktif 

merkezlerindeki sisteinden dolayı sistein proteazlar olarak isimlendirilen bir enzim 

grubu olup bunlar aspartik asitten sonraki peptid bağını kırarlar. Şimdiye kadar 14 

tanesi tanımlanmış olup çoğu apoptozisde rol oynamaktadır (146, 147). Kaspazlar, 

DNA endonükleazını bağlayan proteini yıkarak DNA kırıklarına sebep olurlar. 

Membran iç yüzünde bulunan fosfotidilserini, membranın dış yüzeyine geçirir, intra-

sellüler adhezyon molekülleri (ICAM) ve trombospondini açığa çıkarırlar (129). 

Kaspazların çoğu sitoplazmada bulunurlar. Bazı üyeleri, örneğin kaspaz 12, golgi 

aparatında, kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondride bulunabilir (148). En önem-

li başlatıcı kaspazlar, tip I apoptozis (mitokondri aracılı, intrinsik) için kaspaz 8, tip 

II apoptozis (ekstrinsik) için kaspaz 9, tip III apoptozis (endoplazmik retikulum ara-

cılı) için kaspaz 12’dir. Kaspaz 3 aktivasyonu programlanmış hücre ölümünde geri 

dönüşümsüz olayların en önemli göstergesi olmaktadır (149). 
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Hücrede inaktif olarak bulunan kaspazlar, birbirlerini aktifleştirerek proteoli-

tik bir olaylar dizisine neden olurlar. Kaspaz 2, 8, 9, 10 başlatıcı kaspazlar, Kaspaz 

3, 6, 7 ise efektör kaspazlar olarak bilinir (150). Proteolitik enzimler olan kaspaz 3, 6 

ve 7 aktive olduklarında kinazlar, sitoskletal proteinler ve transkripsiyonel regülatörle 

gibi çeşitli proteinleri parçalarlar. CAD (Caspase activated deoxyribonuclease) ve PARP 

(poly ADP-ribose polymerase) apoptozu gösteren DNA parçalanmasına katkıda bulunan 

iki aktive kaspaz olup CAD sitozolden çekirdeğe geçerek DNA’yı parçalar (151). 

 

 

Şekil 10.  Apoptotik süreç ve bu süreçte yer alan proteinler (152) 

 

Ölüm sinyallerini alan efektör kaspazlar hücre iskelet proteini olan aktin, 

nukleer membran proteini laminin A, DNA tamirinde rolü olan poli adenozin difosfat 

riboz polimeraz gibi proteinleri parçalayarak apoptotik hücre yapısını oluştururlar. 

Kaspazlar indirekt olarak Ca+2 bağımlı endonukleazları aktive ederek DNA’da 180–

200 ve katları olacak şekilde baz çifti ayrılmalarına (fragmantasyon) neden olurlar. 

İnflamatuvar kaspazlar ise (kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) lenfokin üretiminden so-

rumludur (153, 154). 

 

 

 

1.6.3.4. Apoptozisin Sitotoksik Regülasyonu 
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1.6.3.4.1. Granzim veya Perforin Sistemi 

Patojenle infekte olmuş hücreler ve tümör hücrelerinin ortadan kaldırılmasın-

da rol alırlar. Granzim ve Perforinler, sitotoksik T lenfositler ve Naturel Killer, hücre-

lerinin stoplazmik salgı granüllerinde bulunurlar (137). Sitotoksik T lenfosit reseptö-

rü hedef hücreye bağlandığında, perforinler salgılanır ve bunlar hedef hücre üzerinde 

dairesel bir por meydana getirirler. Bu perforin poru, hücre içi kalsiyumda hızlı bir 

artışa neden olur. Granzim B, reseptör aracılığı ile vezikül içinde açılan delikten he-

def hücreye girer. Bu andan itibaren granzim B, DNA parçalanmasını ve apoptozis 

ile birlikte prokaspaz aktivasyonunu başlatır. Granzim A ise perforinle sinerjik etki 

yapar ve kaspaz bağımsız yolda apoptozisde görev alır (137). 

1.6.3.4.2 Fas-Fas Ligandı veya CD95 Yolu 

Apoptozisin salgıdan bağımsız mekanizması; hipoksi, hipertermi, radyasyon 

ve kemoterapi gibi DNA hasarına neden olan hücre dışı sinyallerin hücre zarındaki 

ölüm reseptorlerini aktive edip apoptotik süreci başlatmasıdır. Bu membran 

proteinleri içinde en önemlisi tümör nekrosis faktör reseptör ailesi olup, bu 

reseptörlerin en önemlileri FAS (CD–95) ve TNFR–1 reseptörleridir (155, 156). 

TNF’nin TNFR-1’e bağlanmasıyla da benzer olaylar oluşabilir. Fas ve TNFR-1’in 

sitoplazmik uzantısı, bir ölüm bölgesini kapsamaktadır. Fas’ın sitoplazmik bölümü 

FADD (Fas Associating protein with a Death Domain protein) ve RIP (Receptör 

Interacting Protein) ile etkileşim halindedir. Ölüm bölgeleri içeren FADD ve RIP 

proteinleri, prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozisi doğrudan aktivleştirir. Aktive 

olan kaspaz-8 de diğer kaspazları uyarır. Bu mekanizma; bir immün uyarı sonucu 

aktive olmuş T hücrelerinin ortadan kaldırılması, virüs ile infekte hedef hücrelerin 

yok edilmesi, tümör hücrelerinin öldürülmesi ve birçok patolojik durumdaki 

hücrelerin uzaklaştırılması gibi olayları içerir (137). 
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Şekil 11.  Apoptozisin Şekillenmesi (157)  

 

1.6.4. Apoptozisin Saptanmasında Kullanılan Yöntemler 

a. Morfolojik Görüntüleme Yöntemleri 

b. İmmunohistokimyasal Yöntemler 

c. Biyokimyasal Yöntemler 

d. İmmunolojik Yöntemler 

e. Molekuler Biyoloji Yöntemleri (152). 

1.6.4.1. Morfolojik Görüntüleme Yöntemleri 

1.6.4.1.1. Işık Mikroskobu Kullanımı 

Hemotoksilen boyama, morfolojik görüntüleme yöntemleri içinde en ucuz ve 

en kolay olanıdır. Hücre küçülmesi, sitoplazmik küçülme, kromatinin kondanse ola-

rak nukleus zarının periferinde toplanması, nukleusun küçülmesi veya parçalara bö-

lünmesi gibi değişiklikler gözlemlenebilir. Giemsa boyamada ise nukleus morfoloji-

sine dayanılarak apoptotik hücreler saptanır (152). 
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1.6.4.1.2. Floresan Mikroskobu ve Lazerli Konfokal Mikroskobu 

Hoechst boyası, propidium iyodur gibi floresan maddelerin DNA’ya bağlanıp 

hücrenin kromatini, dolayısıyla nükleusu görünür hale getirmesine dayanan bir yön-

temdir (158). 

1.6.4.1.3. Elektron Mikroskobu 

Morfolojik değişikliklerin en doğru olarak gözlendiği yöntemdir. 

Apoptotik hücrelerdeki sitoplazmik küçülme, kromatin kondansasyonu ve 

fragmantasyonu, hücre zarı, nukleus zarı ve mitokondrideki gibi olaylar incelenebil-

mektedi (158). 

1.6.4.1.4. Faz Kontrast Mikroskobu Kullanımı 

Sadece hücrelerin kültür ortamında, "flask" veya "plate"lerde büyütüldüğü ça-

lışmalarda kullanılmaktadır (158). 

1.6.4.2. Histokimyasal Yöntemler 

1.6.4.2.1 Anneksin V Yöntemi 

Normal hücrelerde hücre zarının sitoplazmik yüzünde fosfatidilserin bulun-

maktadır. Eğer hücre apoptozise giderse normalde iç yüzde yerleşmiş olan fosfatidil-

serin molekülleri hücre zarının dış yüzüne geçer. Dış yüzdeki fosfatidilserin ler, flo-

resan bir madde ile işaretlenmiş Anneksin V kullanılarak görünür hale getirilir, böy-

lece apoptotik hücreler saptanmış olur (158). 

1.6.4.2.2. TUNEL Yöntemi (TdT-mediated nick and labeling technique) 

      Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End Labeling 

kelimelerinin kısaltmasıdır. 

TUNEL, apoptotik sinyal kaskadında DNA kırıklarının saptanmasında yaygın 

kullanılan bir yöntemdir ve ilk defa 1992 yılında Gavrieli ve arkadaşları tarafından 

tanımlanmıştır (159). Bu yöntemde oluşan DNA kırık uçları, kimyasal olarak spesifik 

uçlardır. Apoptotik hücrelere ait DNA’lar hızla parçalandıklarında kromatin ağ 

bütünlüğünü kaybeder ve 3’-OH içeren DNA parçacıklarının sayısı artar (160). 

Terminal deoksinükleotidil transferaz (TdT) enzimi, ortama eklenen biotin-dUTP’yi, 

parçalanmış DNA parçacıklarının serbest 3’-OH uçlarına transfer eder (161). Biotin 

ile işaretlenmiş DNA parçacıkları avidin eklendiğinde görünür hale gelirler (160). 

DNA parçalarının serbest 3’OH kısmı biotin, digoxigenin ya da florescein gibi 

nükleotidler vasıtasıyla modifiye edilmiş enzimatik etiketler ile belirlenebilir (162). 
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Bu teknikte flovsitometriyle apoptotik hücrelerin yüzdelerini ölçmek mümkündür. 

DNA kaybından kaçınmak için kesitler dondurma mikrotomuyla alınabilir. Parafinle 

bloklanan kesitler ise sırasıyla deparafine ve dehidrate edilir sonra birçok tampon ve 

çözeltinin kullanıldığı bir dizi işlemden geçirilir. Doku kesitleri üzerinde genellikle 

hematoksilen ile zıt boyama yapıldıktan sonra preparatlar incelenir. Çokça kullanılan 

bir yöntemdir. Ancak tüm bu çalışmalarda apoptozu belirlemek için kullanılmış olan 

terminal deoksinükleotidil transferaz aracılı dUTP labeling (TUNEL) güvenilirliği 

kısıtlıdır. TUNEL incelemesi, DNA dizisinde kırığı olan tüm hücreleri, hücre hasarı 

tipinin nekroz (DNA çözülmesi daha rastgeledir) veya apoptoz (DNA dizi kırılması 

çok bol miktardadır) olmasını ayırt etmeden boyamaktadır (163). 

1.6.4.2.3. M30 Yöntemi 

Apoptotik hücrelerde sitokeratin 18'in kaspazlarla kırılması sonucu ortaya çı-

kan yeni antijenik bölgelerin immunohistokimyasal yöntemle boyanmasıdır. Sadece 

sitokeratin 18 salgılayan epitelyal kaynaklı dokularda kullanılabilir (158). 

1.6.4.2.4. Kaspaz-3 Yöntemi 

Yalnızca apoptotik hücrelerdeki aktif kaspaz–3 belirlenebilmektedir. Bunun 

için, dokunun kaspaz-3 salgılayıp salgılamadığı belirlenmeli ve çalışılan dokuda 

apoptozise yol açan ajanın kaspaz-3’e etkisi bilinmelidir (158). 

1.6.4.3. Biyokimyasal Yöntemler 

1.6.4.3.1. Agaroz jel Elektroforezi 

DNA kırıklarının gösterilebildiği bir başka yöntemdir. Apoptoziste DNA 180 

baz çifti ve katlarına karşılık gelen internükleozomal bölgelerden kırıldığı icin mer-

diven görüntüsü oluşmaktadır. Bu bulgu apoptozisin karakteristik özelliğidir ve nek-

rozla ayrımın yapılmasında da önem arzeder  (158). 

1.6.4.3.2. Western Blotting Yöntemi 

Apoptozise özgü bazı proteinlerin salınımları (örn. bcl–2) veya kırıkların 

(örn. Kaspa3) saptanması mümkün olmaktadır (158). 

1.6.4.3.3.  "Flow" Sitometri 

Floresan bir madde ile işaretlenmiş antikor kullanılarak apoptoziste salındık-

ları bilinen herhangi bir hücre yüzey proteininin saptanmasında rol oynar. Kolay uy-

gulanabilir olması, kısa sürede ve kantitatif sonuç verebilmesi açısından klinikte 
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apoptozisin saptanmasında kullanışlı bir yöntemdir. İki farklı şekilde uygulanmakta-

dır: 

a- Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanılarak, 

b- Anneksin V kullanılarak yapılmaktadır. (158). 

1.6.4.4. İmmunolojik Yöntemler 

1.6.4.4.1. ELISA 

Kültürü yapılmış hücre populasyonlarında, insan plazmasında DNA fragman-

tasyonununun tespiti, aynı şekilde M30 düzeylerinin ölçümü de mümkün olmaktadır 

(158). 

1.6.4.4.2. Fluorimetrik Yöntem 

Kültürü yapılmış hücrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanılan 

bir yöntemdir (158). 

1.6.4.5. Moleküler Biyoloji Yöntemleri 

1.6.4.5.1. DNA Microarray 

Yeni ve çok pahalı bir yöntem olması yanında gelecekte bu yöntemle aynı 

anda ve kısa bir sürede yüzlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA' larının) 

tespiti mümkün olabilecektir. Böylece, apoptozise özgü hücre yüzey ölüm reseptorle-

rinin salınımı hakkında geniş bilgi elde edilebilecektir (158). 

1.7. Silmarin 

Silybum marianum L. Gaertn (devedikeni), Asteraceae familyasına ait bir bit-

kidir. Bu bitkinin tohumları, karaciğer ve safra kesesi hastalıkları ile toksin zehirlen-

melerine karşı karaciğeri korumada; aynı zamanda mantar zehirlenmeleri, yılan sok-

ması, böcek ısırıkları gibi durumların tedavisinde de 2000 yıldan beri kullanılmakta-

dır. S. marianum L. tohumlarında bol miktarda silmarin içermektedir. Kimyasal ola-

rak silmarin; silibin (silibinin), izosilibin, silikristin, silidianin ve dehidrosilibinin adı 

verilen izomer flavanolignanlardan oluşmaktadır (164). Yani silmarin birden çok fla-

vonolignan izomerinin karışımından oluşmuş komplex bir yapıdır. Bu bileşik hemen 

hemen sadece karaciğer için koruyucu olarak kullanılmakta ve düşük oral biyoyarar-

lanımı nedeniyle, çözünürlüğünü ve oral biyoyararlanımını dolayısı ile terapotik ak-

tivitesini artırmak için nanoemülsiyon formülleri elde edilmiştir (165).  Silmarinin 

ana maddesi olan silibin yaklaşık olarak %60’ını kapsar (166). 
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Silmarinin kimyasal yapısı 

 

1.7.1. Farmakolojisi 

1.7.1.1. Etki Mekanizması 

Silmarinin etki mekanizması tam olarak bilinmemekle birlikte literatürde 4 

farklı mekanizması açıklanmıştır: 

1. GSH’ın hücresel içeriğini arttırır ve serbest radikal temizleyicilerle birlikte 

lipit peroksidasyonuna karşı etki gösterir. 

2. Hepatotoksik ajanların hepatositlere girmesini önleyen hücre membranı 

stabilizatörü gibi davranır. 

3. Karaciğerin rejenerasyonunu stimüle ederek RNA polimerazın hücre çe-

kirdeğindeki aktivitesini uyarıcı etki yapar. 

4. Hepatositlerin siroza neden olan kollajen fibrillerin yapımından sorumlu 

olan miyofibroblastlara dönüşmesini baskılar (167). Son zamanlarda yapı-

lan araştırmalarda Silmarinin östrojenik aktivitesinin olduğu, ilaç taşıyıcı-

ların (P-glycoprotein) düzenlenmesinde görev aldığı ve nükleer faktör 

kappa B’nin baskılanmasıyla DNA ekspresyonu üzerine spesifik etkileri-

nin olduğu ortaya konmuştur (168, 169). Silmarin suda çözünmediğinden 

dolayı bitkisel çay olarak tüketilemez. Standart kapsüllü bitki ekstresi kul-

lanılır. 

           1.7.1.2. Absorbsiyonu 

Oral alımı sonrası emilim nispeten az olup, yapılan çalışmalarda sıçanlarda 

oral uygulamadan 24 saat sonra safrada %2-3 oranında tespit edilmiştir. Hayvanlarda 
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ve insanlarda oral alımı takiben pik plazma konsantrasyonuna 4 ila 6 saat sonra ulaşır 

(170). 

1.7.1.3. Eliminasyon 

Karaciğerde sulfat ve glukuronik asit ile konjuge edilerek safrayla atılır. Son-

ra bağırsak florası etkisiyle hidrolize uğrar ve yeniden emilir. Silmarin hayvan mo-

dellerinde oral olarak alındığında, emilim oranının %35 civarında olduğu gösteril-

miştir (171). Silmarinin ortalama yarılanma ömrü 6–8 saat olup genelde safra yoluy-

la, daha az miktarda idrar yoluyla atılır (172, 173). 

1.7.2. Silymarinin Etkileri 

Silmarin, bazı kimyasalların karsinojenik etkilerini inhibe eder. İnsan prostat 

karsinomunda, silmarinin mitojenik sinyal yolaklarını ve hücresel döngü düzenleyici-

lerini baskıladığı görülmüştür. Silmarin ayrıca steroid hormonlara bağlı tümörleri 

inhibe eder ve antianjiojenik etki gösterir (169, 174, 175). Silmarinin hepatoprotektif 

etkilerinde ana mekanizmalar antioksidasyon etki olup lipid peroksidasyonunu engel-

leyip, güçlü detoksifikasyon ve glutatyon azalmasına karşı koruyucu etkiler yapar. 

Yine çalışmalarda liopoksijenazı inhibe ederek karaciğerde lökotrien oluşumunu 

engellediği, hepatositlerde protein sentezini arttırdığı, tümör öncüllerinin aktivitesini 

azalttığı, mast hücre stabilizasyonunu sağladığı, immun fonksiyonları düzenlediği 

gösterilmiştir (176). Antioksidan özelliğine bağlı olarak silmarinin bazı bazı nörode-

jeneratif hastalıkların tedavisinde yararlı olabileceği düşünülmüştür (177, 178). 

Silmarinin hücre  kültürlerinde farklılaşmayı baskıladığı ve oksidatif stresin 

tetiklediği apoptoza karşı primer hippokampal nöronları koruduğu; glutatyon perok-

sidaz, süperoksid dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin pankreatik aktivi-

tesini uyardığı,  makrofajlardaki ve T-lenfositlerdeki interlökin 1β, interferon-γ, in-

terferon-α  gibi inflamatuar sitokinlerin üretimini inhibe ederek pankreastaki β hücre-

lerini de koruduğu gösterilmiştir (169, 175, 177, 179). 

Böbrek nakillerinde kullanılan soğuk iskemi/reperfüzyon işlemi sırasında 

oluşan serbest radikaller, böbrek tübül hücrelerini etkileyerek; protein-DNA biyosen-

tezinde ve laktat dehidrogenaz aktivitesinde artışa sonuç olarakta kimyasal hasara 

neden olmuşlardır. Silmarin kullanımı bu gibi nefropatolojik etkileri ya azaltılmış ya 

da tamamen ortadan kaldırılmıştır (169). Yine sıçanlarda cisplatin ile oluşturulan 

nefrotoksisitede silmarinin koruyucu etkisi araştırılmış ve cisplatinden önce silmarin 
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uygulanmasının glomerular ve böbrek toksisitesinde önemli düşüşlere neden olduğu 

gözlenmiştir (169, 180). 

Anti-anjiojenik etkisi ise insan göbek kordonu toplar damar endotel hücreleri 

üzerinde çalışılmış,  etkisinin doz bağımlı olduğu ve vasküler endotel büyüme faktö-

rünün azaltmasıyla ilişkili olduğu bulunmuştur. Aynı etki insan ovaryum kanserinde 

de kanıtlanmıştır. (169, 181). Silmarinin fotokarsinogenesise karşı koruyucu olduğu, 

deride lokal silmarin uygulamasını takiben Ultra Viyole B nedenli tümörün, silmarin 

uygulanmamış hayvanlardaki tümör büyüklüğüyle karşılaştırıldığında azaldığının 

tesbiti ile anlaşılmıştır. (182, 183). Aynı şekilde insan melanoma hücrelerinde de 

ultra viyole uygulamasına karşı koruyuculuğu göstermiştir (184). 

Silmarin ultraviyolenin tetiklediği oksidatif stres, inflamasyon, immün cevap 

ve DNA hasarı gibi tehlikeli etkileri baskılar ve azaltır. Silmarin sitotoksiteyi ve kas-

paz aktivitesini ortadan kaldırır. Bcl ve Bax oranını arttırır. Ayrıca silmarin atherosk-

leroza karşı adhezyon moleküllerini’de etkiler (169, 185, 186). 

 

 

Şekil 12. Silmarinin etki mekanizmaları (168). 

 

Fakat silmarinin asıl aktivitesi içerdigi flavano-lignanlar ve diğer polifenolik 

bileşikler ile antioksidan gibi davranması ve buna bağlı olarak serbest radikal önleyi-

ci etki göstermesidir   (187). 

 

1.7.2.1. Karaciğer Üzerine Etkileri 
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Silmarin birçok yararlı etkilerinden dolayı dikkat çekmiştir. Karaciğeri 

kimyasallara karşı koruma ve antioksidan etkileri dışında kolesterol düşürme, 

kardiyoprotektivite ve nöroprotektif aktiviteleri’de vardır (169). Temel aktivitesi 

polifenolik içeriğinin antioksidan etkisidir. Bu yüzden bu konudaki çoğu çalışma 

polifenolik içeriği üzerinde odaklanmıştır (188). In vivo ve in vitro çalışmalarda 

çeşitli toksinlere karşı koruyucu etkisi farklı organ ve hücre tipleri üzerinde farklı 

mekanizmalarla kanıtlanmış olup özellikle oksidatif stresle mücadelede serbest 

oksijen ürünlerini ortadan kaldırmasıyla dikkat çekmektedir (169). Silmarin 30 yılı 

aşkın bir süredir klinik olarak alkole bağlı karaciğer hastalıklarının tedavisinde 

kullanılmaktadır (189). Silmarin KC hastalıklarının tedavisinde oldukça iyi 

araştırılmış bir bitkidir (190). Eczanelerde kapsül halinde satılan bu madde özellikle 

karaciğerde çoklu etkileri sebebiyle birçok karaciğer hastası tarafından 

kullanılmaktadır (13).  Silmarinin medikal uygulamalarında en çok siroz, hepatit gibi 

karaciğer hastalıklarından koruyucu olması üzerinde durulmaktadır (191, 192). Bu 

hastalıklarda silmarin, destekleyici tedavi amaçlı kullanılmaktadır (193, 194). Birçok 

toksin serbest radikal mekanizmalarla hasar verici etkiler oluşturur. Silmarinin 

karaciğer yenilenmesindeki şaşırtıcı etkisi protein sentezini uyarması, hücresel 

glutatyon seviyesini arttırması ve lipid peroksidasyonunu baskılamasıyla 

açıklanabilir (169). Hayvan modellerinde ve insan hepatositlerinin primer kültüründe 

karbon tetraklorid, D galaktozamin, tioasetamid, etanol, parasetamol, benzopiren, 

thallium, bakteriyel endotoksinleri, viral hepatit, toksik hepatit, alkol nedenli 

karaciğer hastalıklarına bağlı karaciğer hasarına karşı koruyucudur (195). 

Hepatoprotektif bir ajan olarak tanımlanan silmarin ve onların preparasyonları alkol 

tüketimi ile ilişkili karaciğer hastalıkları, kronik hepatit, siroz tedavisi ve çevresel 

toksin etkilerinin tedavisinde destekleyici olarak kullanılmaktadır (13, 14). 

Silmarinin aktif komponentlerinden olan Silybum marianum’da hasarlı 

karaciğer dokularının rejenerasyonunda etkilidir (196). Ayrıca Amanita mantarı 

zehirlenmelerinde de koruyucu etkileri bulunmaktadır. Silmarinin antioksidan etkisi, 

protein sentezini uyarması ve hücre yenilenmesine sebep olması sebebiyle birçok 

kanser tipinin yayılmasını azaltabileceği düşünülmektedir (180, 197, 198). Hepatik 

stellat hücreleri karaciğer fibrogenesisinde rol oynarlar. Çeşitli etkilere yanıt olarak 

çoğalıp myofibroblastlara dönüşürler. Silmarin sıçan hepatik stellat hücrelerinin 
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myofibroblastlara dönüşümünü ve fibrosis için gerekli hücre dışı matriks içeriğinin 

gen ekspresyonunu da azaltmıştır. Bu çalışmalar silmarinin anti-fibrotik etkisini 

kanıtlamaktadır (169, 199). KC fonksiyonları; serum Alkalen fosfataz, Alanin amina 

transferaz, Aspartat amino transferaz, antioksidatif - oksidatif stres parametreleri ve 

KC histopatolojisi ile değerlendirilir (165). Silmarinin karaciğer ve safra 

hastalıklarına karşı koruyucu, antikarsinojenik, antiapoptotik, antioksidan, hücre 

çoğalmasını arttıran, nörotoksinlere ve kardiyotoksinlere karşı koruyucu, östrojenik 

ve anti östrojenik etkileri vardır (13, 169). 

Silmarinin etkileri; serbest radikalleri ve lipid peroksidasyonunu azaltması 

sebebiyle bir antoksidan olduğu gibi, antifibrotik aktiviteye de sahiptir ve aynı 

zamanda hepatosit hücre membran reseptörlerindeki toksin bağlayıcıları inhibe 

ederek toksin blokaj ajanı gibi çalışır (190). Yine hücre içi serbest radikallerini de 

anlamlı düzeyde azaltmaktadır (200). Farelerde silmarinin Amanita 

zehirlenmesinden hemen önce uygulanması, karaciğer toksitesini %100 engellediği, 

ilk 24 saat içinde uygulanması durumunda ise ağır karaciğer hasarı ve ölümünü 

engellediği görülmüştür (201). Etanol ve karbon tetraklorür gibi etkenler 

fibrinogenezi indüklediklerinden, stellate hücreler myofibroblaslara dönüşerek, 

karaciğerde kollajen birikimini sağlarlar (202). Hayvanlarda silmarin; asetaminofen, 

CCL4, radyasyon ve aşırı doz demir, fenilhidrazin, alkol, soğuk iskemisi ve amanita 

phalloides’in yol açtığı KC hasarını azaltmaktadır (190).  Silmarinin hepatik dokuda 

belirgin anti-inflamatuvar etkileri pek çok çalışmada gösterilmiştir. Bu etkiler; mast 

hücre stabilizasyonu, nötrofil migrasyon inhibisyonu, kupffer hücre inhibisyonu, 

lökotrien ve prostoglandin sentez inhibisyonu ile gerçekleşmektedir (203). Silmarin 

alkolik KC hasarının, akut ve kronik viral hepatitlerin ve toksinle indüklenen KC 

hastalıklarının tedavisinde kullanılmatadır (190). Hepatik sitokrom P450 enzimini 

inhibe ettiği (204) ve diyete bağlı hiperkolesterolemide, silmarinin etkisiyle HDL 

kolesterolünde artış ve total kolesterolda düşüş saptanmıştır (205). Amanitine 

kullananlarda, viral hepatitlerde, alkolik olmayan steatohepatitlerde, ilaçlarda ve 

karaciğerin diğer toksik hasarlarında yüksek etkinliği gösterilmiştir (206). 

Nanoemülsiyon formları ise toksik madde ile karşılaşıldığında; glutamat oxaloasetat 

transaminaz, pirüvat transaminaz, total bilirubin ve doku lipit peroxidazlarında 

azalmaya;  albumin, globulin ve doku glutatyonunda artmaya neden olmuştur (165). 
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Promyelositik lösemili 34 yaşında bir kadında18ay boyunca Metateraksat ve 6-

merkaptopürin ile yapılan kemoterapi sırasında karaciğerde doza bağlı olarak 

hasarlar oluşmuş ancak hastaya 4 ay süresince bu ilaçlara ek olarak 800 mg silmarin 

verildiğinde aminotransferaz seviyelerinin normale döndüğü görülmüştür (169). 

Başka bir çalışmada karaciğer enzim yüksekliği olan hastaların 4 haftalık takibinde 

420 mg/gün silmarin uygulanmasının enzimleri belirgin olarak düşürdüğü ve 

karaciğer biyopsilerinin histolojik incelemelerinde anlamlı düzelmeler görülmüştür 

(207). Plasebo kontrollü bir çalışmada, siroz yönünden pozitif biopsisi olan 170 

hastaya silmarin 3X140 mg/gün verilip, 2–6 yıl takip edilmiş, alkole-bağlı siroz 

hastalarında anlamlı bir iyileşme saptanırken portal hipertansiyonu olan non-alkolik 

siroz hastalarında ise etkisiz bulunmuştur (208). Yine hayvan çalışmalarında, 

ribozomların oluşumunu ve DNA sentezini önemli derecede artırdığı görülmüştür 

(209, 210). Silmarinin yapısında bulunan isosilybin B’nin prostat kanserinin 

profilaksi ve tedavisinde etkili olabileceği düşünülmektedir (211). Son zamanlarda 

amanitine bağlı karaciğer sitotoksisitesinde TNF- α’nın rolü araştırılmıştır ve TNF- 

α’nın etkilerini önlediği gösterilmiştir (212). Kronik hepatitli hastalarda, 3–12 aylık 

silmarin tedavisi klinik ve laboratuar iyileşme ve karaciğer fonksiyonlarında belirgin 

bir düzelmeye neden olmuştur. (188). Serbest radikallere karşı olan antioksidan 

yeteneği sayesinde lipid peroksidasyonu’nu engelleyerek membran stabilizasyonu 

sağlaması ve intrasellüler GSH konsantrasyonunu arttırıcı özelliğiyle 

açıklanmaktadır. Ayrıca; silmarin, süperoksit anyonu gibi radikallerin ve NO 

üretimini de azaltmaktadı. Silmarinin, KC koruyucu işlevi de vardır. Koruyucu yapısı 

pro-apoptotik Bax protein düzeylerinin azalmasına yol açmaktadır (200). 
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2.  GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Merkezi’nde ve çalışmanın 

etik onayı, Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan alınarak yapıldı. 

2.1. Deney Hayvanları 

Deneylerde kullanılan en az 8 haftalık erişkin Sprague Dawley tipi erkek sı-

çanlar, Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Merkezin’den temin edildi. Hayvan-

ların bulundukları ortamın sıcaklığı 22-25˚C arasında sabit tutuldu ve hayvanlar 12 

saat ışık altında ve 12 saat karanlıkta takip edildi. Ratlar havalandırma sistemi bu-

lunan bir ortamda özel olarak hazırlanmış ve her gün altları temizlenen kafeslerde 

beslendi. Yemler özel çelik kaplarda, su ise paslanmaz çelik bilyeli biberonlarda 

normal çeşme suyu olarak verildi. Deney hayvanları Elazığ Yem Fabrikası’nda özel 

olarak hazırlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin 

bileşiminde bulunan katkı maddeleri Tablo 4’de belirtilmiştir. Ratların deneysel 

uygulama yapılacak safhaya kadar bakımlarına bu şekilde devam edildi. 

 

Tablo 4. Deney hayvanlarına verilen sıçan yeminin terkibi 

Buğday (%) 15 

Mısır (%)                                                                     10 

Arpa (%) 27 

Kepek (%)                                                                   8 

Soya (%)                                                                     29,4 

Balık Unu (%)                                                               8 

Tuz (%)                                                                        0,6 

Kavimix VM 23-Z (%) *                                                0,2 

Methionin (%)                                                               0,2 

DCP (%)**                                                                                                      1,6 

* 1 gramında: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B1, 2,4 mg B2, 1,2 mg B6, 0,006 mg 

B12 vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin 

Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 

mg Antioksidan ve 200 mg Ca.  ** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan oluşur  

            2.2. Çalışma Gruplarının Oluşturulması ve Deneysel Uygulama 

Çalışmada her grupta 6 sıçan (n=6)  olmak şartıyla 6 grup oluşturuldu. 

Grup I (n=6):  Bu gruptaki deney hayvanlarına sadece deneyin ilk günü tek 

doz 0,5 ml Serum fizyolojik intra peritoneal olarak verildi. 
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Grup II (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarına 5 gün süreyle Karboksimetil-

selüloz perioral verildi. 

Grup III (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarına 5 gün süreyle Silmarin, 300 

mg/kg/gün perioral uygulandı. 

Grup IV (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarına 1. gün Metotreksat 20 

mg/kg intra peritoneal dozunda uygulandı. 

Grup V (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarına 1. gün Metotreksat 20 mg/kg 

dozunda intra peritoneal olarak verildi ilave olarak Karboksimetilselüloz içerisinde 

çözdürülmüş Silmarin, 300 mg/kg/gün dozunda perioral 5 gün süreyle uygulandı. 

Grup VI (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarına 1. gün Metotreksat 20 

mg/kg tek doz intra peritoneal uygulandı, ilaveten 5 gün süreyle Karboksimetilselü-

loz perioral verildi. 

2.3. Dokuların Alınması 

Deneyin sonunda tüm gruplardaki sıçanlar ketamin (75mg/kg) + xylazine 

(10mg/kg) intra peritoneal uygulanarak anestezi altında dekapite edildi. 

Dekapitasyonun ardından sıçanların karaciğer dokuları hızla çıkarılıp %10 

formaldehitle tespit edilip ardından histolojik ve histokimyasal incelemeler için 

parafin bloklar hazırlandı. 

2.3.1. Histokimyasal İnceleme 

Her gruptan alınan karaciğer dokuları, % 10’luk formaldehit tespit solüsyo-

nunda 24 saat süresince tespit edildikten sonra musluk suyu altında yıkamaya alındı. 

Musluk suyunda 24 saat yıkanan dokular daha sonra rutin histolojik takip serilerin-

den geçirildi. Daha sonra dokular parafin bloklara gömüldü. Alınan 5µm lik kesitlere 

Hematoksilen Eozin (H&E), Massonun üçlü boyası ve Periodic acid Schiff (PAS) 

teknikleri ile boyama yapıldı. 

2.3.2. İmmünohistokimyasal İnceleme 

Karaciğer dokusunda bax ve kaspaz 3 immünreaktivitesinin belirlenmesi için 

Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yöntemi uygulandı. Boyama metodu aşağıdaki 

Tablo 6’da ayrıntılı olarak verilmiştir 

 



55 

Tablo 5.  İmmünohistokimyasal boyama prosedürü 

Sıra                    İşlem                                                                Süre 

1                        Xylol I         10 dakika 

2                         Xylol II                                       10 dakika 

3                              Xylol                   10 dakika 

4                         % 100 Alkol                       10 dakika 

5                         % 96 Alkol                        10 dakika 

6                         % 80 Alkol                           10 dakika 

7                         Distile su                5 dakika 

8                         Mikrodalga                        7+5 dakika 

9                         Oda ısısında soğutma                 20 dakika 

10                     PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika 

11                       H2O2                 10 dakika 

12                       PBS       3X5 dakika 

13                      Normal blok solüsyonu            5 dakika 

14                       Primer antikor                    60  dakika 

15                       PBS                     3X5 dakika 

16                       Sekonder antikor       30 dakika 

17                       PBS     3X5 dakika 

18                   Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz)    20 dakika 

19                       PBS                                                           3X5 dakika 

20                       AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole)                  5 dakika 

21                       Distile su                                                          5 dakika 

22                       Zıt boya olarak Mayer’s hematoksilen            10 saniye 

23                       Akarsu                 5 dakika 

24                       Özel kapatma maddesi ile kapatma ............ 

 

Parafin bloklardan 5–6 m kalınlığında alınan kesitler polilizinli lamlara 

alındı. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden geçirilerek dehidrate 

edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini önlemek için H2O2 ile muamele 

edildi. Zemin boyasını engellemek için Ultra V Block solüsyonu ile muameleden 

sonra primer antikor ( Bax mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, sc–

7480, California, USA; caspase 3 Rabbit polyclonal IgG, Abcam, ab2302, London, 

UK) ile 60 dakika inkübe edildi. Primer antikor uygulanmasından sonra sekonder 

antikor (biyotinli anti-mouse / rabbit IgG, Diagnostic BioSystems, KP 50A, Plea-

santon, USA), streptavidin horseradish peroksidaz ve 3-Amino–9-ethyl carbazole 
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kromojeni uygulandıktan sonra Mayer’s hematoksilenle zıt boyama yapıldı. Negatif 

kontrol için hazırlanan dokularda primer antikor yerine phosphate buffered saline 

(PBS) kullanıldı, diğer basamaklar aynı şekilde uygulandı. PBS ve distile sudan geçi-

rilen dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatıldı. Hazırlanan preparatlar Novel N-

800M mikroskobunda incelenerek değerlendirildi ve fotoğraflandı. 

İmmünohistokimyasal boyanmanın değerlendirilmesinde boyanmanın yay-

gınlığı esas alındı. Sitoplazmik immün boyanmanın yaygınlığı 0’dan +3’e kadar sayı 

ile semi-kantitatif olarak skorlandı (Tablo 6). 

 

Tablo 6.  İmmünohistokimyasal boyanma yaygınlığının derecesi 

Derece Anlamı 

0 

+1 

+2 

+3 

Yok 

Az 

Orta 

Şiddetli 

 

2.3.3.   TUNEL Metodu 

Parafin bloklardan 5 μm kalınlığında alınan kesitler polilizinli lamlara alındı. 

Üretici firmanın talimatları doğrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ 

Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanılarak apoptoza 

giden hücreler belirlendi. Boyama metodu aşağıdaki tabloda ayrıntılı olarak 

verilmiştir (Tablo 7). 

Hazırlanan preparatlar Novel N-800M  mikroskobunda incelenerek 

değerlendirildi ve fotoğraflandı. TUNEL boyamanın değerlendirilmesinde Metil 

Green ile yeşile boyanmış çekirdekler normal, kahverengi nükleer boyanma gösteren 

hücreler apoptotik olarak değerlendirildi. 

TUNEL boyamanın değerlendirilmesinde boyanmanın yaygınlığı esas alındı. 

TUNEL boyamanın yaygınlığı 0’dan +3’e kadar sayı ile semi-kantitatif olarak 

skorlandı (Tablo 8). 
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Tablo 7. TUNEL boyama prosedürü 

 İşlem Süre 

1 60ºC etüv Bir gece 

2 Xylol 3X15 dakika 

3 %100, %96, %80,  %70 etil alkol 3'er dakika 

4 PBS 5 dakika 

5 Kesitlerin çevreleri sınırlayıcı kalem ile çizilir. ............. 

6 1:500 dilüsyondaki Protinaz K solüsyonu 20 dakika 

7 PBS 3X5 dakika 

8 Endojen peroksit blokajı (% 3 H2O2) 3 dakika 

9 PBS 3X5 dakika 

10 Equilibration tampon solüsyonu 10 dakika 

11 Çalışma solüsyonu (%70 µl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika 

12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sıcaklığında 10 dakika 

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika 

14 PBS 3X5 dakika 

15 DAB Dilution Buffer  + DAB Substrate 5-10 dakika 

16 PBS 3X5 dakika 

17 Distile su 5 dakika 

18 Harris hematoksilen 1 dakika 

19 Distile su 5 dakika 

20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika 

21 Xylol 2X5 dakika 

22 Kapatma medyumu kullanılarak lamel ile kapatma. ............. 

 

Tablo 8. TUNEL boyama yaygınlığının derecesi 

Derece Anlamı 

0 Yok 

+1 Az 

+2 Orta
 

+3 Şiddetli
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2.3.4. Agaroz jel Elektroforezi Ile DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi 

Agaroz orta büyüklükte ve büyük DNA moleküllerini elektroforezle ayırmak 

için en yaygın destek ortamıdır. Ayrıştırılacak moleküllerin büyüklüğüne bağlı olarak 

genelde % 0.3 ile 2 agaroz konsantrasyonları kullanılır. En çok 50 kb’a kadar olan 

nükleik asitler agaroz jel elektroforezi ile ayrıştırılabilir. Agaroz konsantrasyonu 

ayarlanarak jelde moleküllerin hareket ettiği porların çapı değiştirilebilir. Jelin 

konsantrasyonu arttıkça, porların çapı küçülür. Böylece küçük DNA parçaları için 

yüksek, büyük DNA parçaları için ise düşük agaroz konsantrasyonları kullanılarak 

nükleik asitlerin en iyi şekilde ayrılmaları sağlanır. Agaroz jeller genellikle floresan 

bir boya olan ethidium bromide ile boyanır ve Ultra Viyole ışığı altında DNA 

parçaları görüntülenir. DNA’nin jelde görünür hale gelmesi, ethidium bromide’in 

DNA’nin iki zinciri arasına girerek 300 veya 360 nm dalga boyundaki ışığı 

soğurması sonucu floresan etki göstermesi ile gerçekleşir. Apoptotik hücrelerdeki 

endonükleaz aktivasyonu kromatinin oligonükleozomal parçacıklara ayrılmasına 

neden olur. Bu enzim kalsiyum ve magnezyum bağımlı olup, DNA’da tipik olarak 

180-200 baz çifti ve katları biçiminde bir parçalanmaya yol açar. Bu parçalanma 

paterni, agoroz jel elektroforezinde merdiven biçiminde “ladder pattern” izlenir ve 

apopotoz için tipiktir. Agaroz jel elektroforez güvenilir sonuçlar veren kalitatif bir 

analiz yöntemidir (213). 

 

DOKUDAN DNA İZOLASYON PROTOKOLÜ 

Proteinaz K Tamponu 

EDTA:    4ml  0-5M  pH:8 

Tris-HCl: 4ml  1M  pH:8 

NaCl:     6ml  5M 

SDS:      10ml         %10’ luk SDS 

24 ml ediyor. Üzerine 176 ml dd su konur. 

1gr proteinaz K bir miktar tamponda çözülüp, stoğun üzerine ilave edilir. 

Tampon -20 ºC de saklanmalıdır. 
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DTT Stoğu hazırlanması: Su ile 1M’lık stok hazırlanır. 

DNA fragmentasyon analizi 

1. Mercimek büyüklüğünde doku parçası alındı. 

2. Üzerine 500μlt proteinaz K tamponu +  20μlt DTT kondu. 

3. 1 gece 37ºC’lik benmaride shaker çalıştırılarak bekletildi. 

4. 17.000 g’de 20dk + 4 ºC de santrifüj edilir. 

5. Üstteki süpernatan yeni tüpe alındı. 

6. Üzerine 3μlt RNAase konur ve 37ºC’lik benmaride 1 saat bekletilir. 

7. 600μlt fenolkloroform izoamilalkol (25:24:1) vortekslenir. 

8. Aldığın miktara eşit hacimde kloroform, izoamilalkol (24:1) koy. 

13.000’de 15dk santrifüj edildi. 

9. Üstteki kısmı yeni tüpe al.1\10 kadar sodyumasetat ekle pipetaj yapıldı. 

10. 13500’de 15dk santrifüj edildi. 

11. Üstteki süpernatan yeni tüpe aktarıldı. 

12. 50μlt amonyum asetat eklenir. Çok hafif vortekslendi. 

13. Üzerine -20 ºC’de soğutulmuş 800μlt saf alkol eklendi. 5-10 kez alt üst 

edildi. Oda ısısında 10dk bekletildi. 

14. 1 gece -20 ºC’de bekletildi. 

15. 13.500’de 15dk santrifüj edildi. 

16. DNA pelleti dipte görüldü. Üst kısım atıldı ve DNA %70’lik 800μlt alkolle 

alt üst edilerek yıkandı. 

17. 17.000’de 15dk santrifüj edilerek üst kısım atıldı.  DNA kurutuldu. 

18. 50 μlt suyla (dd H2O) sulandırıldı (214). 

DNA konsantrasyonu ve saflık derecesinin ölçülmesi 

DNA konsantrasyonu ve saflık derecesinin belirlemesi Ultra Viyole 

spektrofotometresi ile yapılabilmektedir. DNA örneğinin içerisinde bulunduğu 

solüsyon tarafından absorbe edilen Ultra Viyole miktarı örnekteki DNA miktarı ile 

doğru orantılıdır. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda ölçülür. Bu dalga 

boyundaki ölçümlerde çift iplikli DNA için absorbans değeri 50 µg/ml’lik 

konsantrasyon değerlerine karşılık gelir. Ultra Viyole absorbansı DNA’nın saflığının 

belirlenmesinde de kullanılabilir (260 nm’de nükleik asitler, 280 nm’de de proteinler 

pik verir). Saf bir DNA örneğinin 260 ve 280 nm’deki absorbans oranı (A260nm/ 
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A280nm) 1.8’dir. Bu değer elimizdeki DNA örneğinin verimini gösterir. Dolayısıyla 

bulduğumuz değer 1.8’e ne kadar yakınsa verim o kadar yüksektir. 1.8’den düşük 

değerler örnekte fenol ya da protein kontaminasyonu, 1.8’den büyük değerler ise 

RNA kontaminasyonu varlığını gösterir (215). Hasta ve kontol grubuna ait DNA 

örnekleri ölçülerek konsantrasyonları ve saflıkları belirlendi. 1.8’e yakın olmayan 

değerlere sahip örneklerin DNA’ları tekrar izole edildi. 

Agaroz jel elektroforezi 

DNA fragmentasyonunun belirlenmesi için jele 30µg DNA yüklendi. Elde 

edilen ürünlerin büyüklüklerini tanımlayabilmek için % 1.5’luk jel kullanıldı. 

Kullanılan elektroforez düzeneğine uygun hacim; toz halindeki agarozun 0.5X TBE 

tamponunda manyetik karıştırıcılı bir mikrodalga fırında kaynatılarak çözülmesi ile 

oluşturuldu. Ardından kaynamış çözelti 55–60 °C’ye soğutularak 0.25 μg/ml EtBr 

ilave edildi. Kuyuları oluşturacak olan tarak, tabağına yerleştirildikten sonra 

hazırlanan jel, hava kabarcığı kalmayacak şekilde buraya döküldü. Jelin 

polimerizasyonu sonrası tarak dikkatlice çıkarılarak jel platformu 0.5XTBE tamponu 

ile dolu olan elektroforez tankına yerleştirildi. Bu tampondan jelin üzerini 1–2 mm 

geçecek kadar eklendi. Örnekler ve belirteç DNA, 6X yükleme boyası ile 5:1 

oranında karıştırılarak kuyulara 15’er μl yüklendi. Güç kaynağı açılarak 90 V’a 

ayarlandı. Yaklaşık yarım saat sonra güç kaynağı kapatıldı. Jel görüntüleme 

sisteminde Ultra Viyole ışını altında incelendi (216, 217). 

NA fragmentasyonunda oluşan bantların yerlerinin belirlenmesi için 

1000BP’lik DNA boyut markırı kullanıldı. DNA fragmentasyonunun olup 

olmadığının belirlenmesi için ise sağlıklı hayvanlardan elde edilen doku 

örneklerinden elde edilen DNA kullanılmıştır. DNA fragmentasyon düzeyinin 

belirlenmesi için LabWorks programı kullanılmıştır (LabWorks 4.0; UVP Inc., 

Cambridge, UK) (214). 
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3. BULGULAR 

3.1. Histokimyasal Bulgular 

Kontrol grubuna ait sıçanların karaciğer dokuları incelendiğinde v. sentralis, 

portal alan, hepatositler, sinüzoidler ve sinüzoidal Kupffer hücreleri ve endotel 

hücreleri normal yapıda gözlendi. ( Şekil: 13-18) 

 

 

Şekil 13 . Kontrol grubunda portal alan (→), hepatositler(       ), sinüzoidler ve sinuzoidal 

hücreler normal yapıda izlenmekte. H &E X 200 
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Şekil 14. Kontrol grubunda vena sentralis ( + ), hepatositler (→ ) ve sinüzoidler normal 

yapıda gözlenmekte. H &E X 200 

 

 

Şekil 15. Kontrol grubunda vena sentralis etrafında zon III’de bulunan  hepatositlerdeki ( → )  

glikojen içeriği ayırtedilmekte. PAS X 200 
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Şekil 16 . Kontrol grubunda vena sentralis etrafındaki hepatositlerin oldukça yoğun glikojen 

depoladığı (→) gözlenmekte. PAS X 400 

 

 

 

Şekil 17. Kontrol grubunda periportal alandaki hepatositlerin yoğun miktarda glikojen 

içerdiği ( → )   izlenmekte. PAS X 400 
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Şekil 18. Kontrol grubunda portal alan,  periportal bölgedeki hepatositler (→) normal yapıda 

izlenmekte. Masson Trikrom X 400 

 

5 gün CMC uygulanan gruba ait karaciğer dokuları kontrol grubuna benzer 

şekilde ayırtedildi (Şekil: 19-23). 

 

Şekil 19. CMC uygulanan grupta portal alan ve hepatositler (→)  normal yapıda 

gözlenmekte.  H &E X 200 
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Şekil 20. CMC uygulanan grupta portal alan ve zon I’deki sinüzoidler, sinüzoidlerdeki 

endotel hücreleri (→)  ve Kupffer hücreleri (     )   normal    yapıda izlenmekte. 

 Masson Trikrom X 400 

 

 

Şekil 21. CMC uygulanan grupta portal alan,  hepatositler (→) ve hepatositlerin glikojen 

içeriği normal yapıda gözlenmekte. PAS X 400 
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   Şekil 22. CMC uygulanan grupta Zon III’deki hepatositlerin glikojen içeriği ( → ) belirgin  

   olarak izlenmekte. PAS X 200 

 

 

Şekil 23. CMC uygulanan karaciğerde vena sentralis, hepatositler (→ ) normal yapıda 

izlenmekte.   PAS X 400 
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5 gün süresince silmarin uygulanan gruba ait karaciğer dokuları kontrol 

grubuna benzer olarak tespit edildi (Şekil: 24-27). 

 

Şekil 24. Silmarin uygulanan grupta vena sentralis, hepatositler (→), sinüzoidler ve 

sinüzoidal hücreler normal yapıda gözlenmekte. H &E X 200 

 

 

Şekil 25. Silmarin uygulanan grupta portal alanda hepatositlerin glikojen içeriği ( → ) normal 

olarak izlenmekte. PAS X 200 
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Şekil 26. Silmarin uygulanan grupta Zon III’deki hepatositlerin (→ )  glikojen içeriği kontrol 

grubuna benzer şekilde izlenmekte. PAS X 200 

 

 

Şekil 27. Silmarin uygulanan grupta portal alan, hepatositler (→), sinüzoidler ve sinüzoidal 

hücreler normal yapıda gözlenmekte. Masson Trikrom X 200 

 

Tek doz MTX uygulanan grubun karaciğer dokuları incelendiğinde vasküler 

konjesyon, sinüzoidal dilatasyon, periportal alanda mononükleer hücre infiltrasyonu, 
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yer yer nekroze alanlar, piknotik ve heterokromatik çekirdekli hepatositler ve 

hepatositlerde glikojen depolarnın belirgin şekilde azalmış olduğu gözlendi (şekil: 

28-38). 

 

Şekil 28. Metotreksat uygulanan grupta periportal alanda mononükleer  hücre infiltrasyonu 

( →)   gözlenmekte. H &E  X 200 

 

 

Şekil 29. Metotreksat uygulanan grupta vasküler konjesyon  (+) ve sinuzoidal dilatasyon 

 (→ )  gözlenmekte. H &E X 200 
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Şekil 30. Metotreksat uygulanan grupta vasküler konjesyon (+) ve sinuzoidal dilatasyon 

 ( → )  izlenmekte. PAS X 200 

 

 

Şekil 31. MTX uygulanan grupta periportal bölgedeki hepatositlerin bazılarında glikojenin  

varlığı (→) ayırt edilmekte. PAS X 200 
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Şekil 32.  MTX uygulanan grup karaciğerinde vasküler konjesyon ve sinüzoidal dilatasyon 

(+)  izlenmekte. PAS X 400 

 

 

Şekil 33. MTX uygulanan grubta mononükleer hücre infiltrasyonu (         ), Zon III’de 

glikojen depoları boşalmış hepatositler (→) yanında glikojen içeren hepatositler  (         ) 

ayırtedilmekte.  PAS X 400 
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Şekil 34. MTX uygulanan grupta vasküler konjesyon (+)  ve sinüzoidal dilatasyon (→) 

izlenmekte. Masson Trikrom X 200 

 

 

 

Şekil 35. MTX uygulanan grupta Zon III’de piknotik çekirdekli hepatositler (→ ) 

ayırtedilmekte.  Masson Trikrom X 200 
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Şekil 36. Metotreksat uygulanan grupta nekroze bir alan (→ ) izlenmekte.  PAS X 400 

 

 

 

Şekil 37. MTX uygulanan grupta hepatositlerde makroveziküler yağlanma  (→ ) 

gözlenmekte. H &E X 400 
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Şekil 38. MTX uygulanan grupta periportal bölgede az sayıda heterokromatik  çekirdekli 

hepatositler(→ )  izlenmekte. Masson Trikrom X 200 

 

Metotreksat ile birlikte silmarin uygulanan gruba ait deneklerin karaciğer 

dokuları yapısal olarak, sadece metotreksat uygulanan deneklerin karaciğer 

dokularına göre belirgin bir iyileşme gösterdi. Glikojen depolarında yer yer 

azalmalar olmakla birlikte grup IV’e göre daha az olmakla birlikte vasküler 

konjesyon ve dilatasyon ayırtedildi (şekil: 39-43 ). 
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Şekil 39. Tek doz metotreksat ile birlikte silmarin uygulanan grupta glikojen depoları 

boşalmış (→ )  ve glikojen içeren hepatositler (       )  izlenmekte. PAS X400 

 

 

 

 

Şekil 40.  Tek doz metotreksat ile birlikte silmarin uygulanan grupta glikojen depoları dolu 

hepatositler ( →  ) gözlenmekte. PAS X400 
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Şekil 41.  MTX ile birlikte silmarin uygulanan grupta zonI’de glikojen depoları dolu 

hepatositler (→ )  izlenmekte. PAS X400 

 

 

 

Şekil 42. MTX ile birlikte silmarin uygulanan grupta hepatositler (→) normal görünümde 

izlenmekte. Masson Trikrom X200 
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Şekil 43. MTX ile birlikte silmarin uygulanan grupta vasküler konjesyon ( + ) izlenmekte 

PAS X 200. 

    Tek doz MTX ile birlikte CMC uygulanan grubun karaciğer dokuları 

incelendiğinde yalnızca MTX verilen gruba özgü bulguların varlığı gözlendi (Şekil: 

44). 

 

Şekil 44. Metotreksat ile birlikte karboksi metil selüloz uygulanan grupta   genel anlamda 

glikojen depolarının boşaldığı fakat yer yer glikojen içeren hepatositlerin ( → ) de varlığı 

ayırtedilmekte. PAS X 200 
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            3.2. İmmünohistokimyasal Bulgular 

3.2.1. Bax İmmünreaktivitesi 

Bax immünreaktivitesi için yapılan immünohistokimyasal boyamanın ışık 

mikroskopi altında incelenmesi sonucu; bax immünreaktivitesi kontrol, CMC ve 

Silmarin grubunda +1 yaygınlığında gözlendi (Şekil: 45-46-47). Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında MTX ve MTX + CMC gruplarında bax immünreaktivitesinde 

belirgin bir artış vardı ve +3 yaygınlığında olduğu görüldü (Şekil: 48-49). 

Silmarin’in tedavi olarak verildiği MTX + SİL grubunda ise MTX ve MTX + CMC 

gruplarına göre bax immünreaktivitesinde belirgin azaldığı, kontrol grubuna yakın 

olduğu izlendi ve +2 olarak değerlendirildi (Şekil: 50). Negatif kontrolde herhangi 

bir boyanma saptanmadı (şekil: 51). 

 

 

Şekil 45. Kontrol grubuna ait karaciğer dokusunda +1 pozitifliğinde Bax immunreaktivitesi 

(→) X 400 
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Şekil 46. CMC verilen gruba ait karaciğer dokusunda +1 bax pozitifliğinde 

immunreaktivitesi (→) X 400 

 

 

Şekil 47. Silmarin verilen gruba ait  karaciğer dokusunda +1 pozitifliğinde bax 

immunreaktivitesi (→) X 400 

 

 



80 

 

Şekil 48. MTX verilen gruba ait karaciğer dokusunda +3 pozitifliğinde Bax 

immunreaktivitesi (→) X 400 

 

 

Şekil 49. MTX ve CMC verilen gruba ait karaciğer dokusunda +3  pozitifliğinde bax 

 immunreaktivitesi (→) X 400 
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Şekil 50. MTX ve silmarin verilen gruba ait karaciğer dokusunda +2 pozitifliğinde bax 

immunreaktivitesi (→) X 400 

 
 

 

Şekil 51. Negatif kontrol X 200 
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3.2.2. Kaspaz 3 immünreaktivitesi 

Kaspaz 3 immünreaktivitesi için yapılan immünohistokimyasal boyamanın 

ışık mikroskopi altında incelenmesi sonucu; kaspaz 3 immünreaktivitesi kontrol, 

CMC ve Silmarin grubunda +1 yaygınlığında gözlendi (Şekil: 52-53-54). Kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında MTX ve MTX + CMC grublarında kaspaz 3 

immünreaktivitesinde belirgin bir artış vardı ve +3 yaygınlığında olduğu görüldü 

(Şekil: 55-56). Silmarin’in tedavi olarak verildiği MTX + SİL grubunda ise MTX ve 

MTX + CMC gruplarına göre kaspaz 3 immünreaktivitesinde belirgin azaldığı, 

kontrol grubuna yakın olduğu izlendi ve +2 olarak değerlendirildi (Şekil: 57). 

Negatif kontrolde herhangi bir boyanma saptanmadı (şekil: 58). 

 

 

 

Şekil 52. Kontrol grubuna ait karaciğer dokusunda +1 pozitifliğinde  Kaspaz 

immunreaktivitesi (→) X 400 
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Şekil 53. CMC verilen gruba ait karaciğer dokusunda +1 pozitifliğinde  kaspaz 

immunreaktivitesi (→) X 400 

 

 

Şekil 54. Silmarin verilen gruba ait karaciğer dokusunda +1 pozitifliğinde kaspaz 

immunreaktivitesi (→) X 400 
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Şekil 55. MTX verilen gruba ait karaciğer dokusunda +3 pozitifliğinde kaspaz 

immunreaktivitesi (→) X 400 

 

 

Şekil 56. MTX ve CMC verilen gruba ait karaciğer dokusunda +3 pozitifliğinde 

 kaspaz immunreaktivitesi (→) X 400 
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Şekil 57. MTX ve silmarin verilen gruba ait karaciğer dokusunda +2 pozitifliğinde  

kaspaz immunreaktivitesi (→) X 400 

 

 

Şekil 58. Negatif kontrol X 200 
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            3.3.  TUNEL Bulguları 

Apoptotik hücrelerin belirlenmesi için yapılan TUNEL boyamanın ışık 

mikroskopi altında incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifliği kontrol, SİL ve CMC 

grubunda +1 yaygınlığında gözlendi (Şekil: 59-60-61). Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında MTX ve MTX + CMC gruplarında belirgin bir artış vardı ve +3 

yaygınlığında olduğu görüldü (Şekil: 62-63). Silmarin’in tedavi olarak verildiği 

MTX + SİL grubunda ise MTX ve MTX + CMC gruplarına göre belirgin azaldığı, 

kontrol grubuna yakın olduğu izlendi ve +2 olarak değerlendirildi (Şekil: 64). Pozitif 

kontrol için meme dokusu (Şekil: 65) kullanıldı. Negatif kontrolde TUNEL 

pozitifliği saptanmadı (şekil: 66) 

 

Şekil 59. Kontrol grubunda TUNEL pozitif hücreler (→) X 400 
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Şekil 60. Silmarin grubunda TUNEL pozitif hücreler (→) X 400 

 

 

Şekil 61. CMC grubunda TUNEL pozitif hücreler (→) X 400 
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Şekil 62. MTX grubunda artmış TUNEL pozitif hücreler (→) X 400 

 

 

Şekil 63.  MTX + CMC grubunda artmış TUNEL pozitif hücreler (→) X 400 
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Şekil 64. MTX  + Silmarin grubunda TUNEL pozitif hücreler (→) X 400  

 

 

 

Şekil 65. TUNEL pozitif kontrol. Meme dokusu X 400. 
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Şekil 66. TUNEL negatif kontrol X 200.  
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3.4.  DNA Fragmantasyon  Bulguları 

 

                    Şekil 67. DNA fragmentasyon jel görüntüsü. 

 M: 100 bç’lik Marker, Kontrol, CMC: Karboksimetil selüloz, MTX: Metatraksat, 

 MTX+CMC: Metatraksat+Karboksimetil selüloz, MTX+Sil: Metatraksat+Silmarin, 

 Sil: Silmarin 

 

Kontrol, Silmarin ve Karboksimetil selüloz verilen hayvanlardan elde edilen 

karaciğer doku örneklerinde apoptozis tespit edilmemiştir. MTX, MTX+CMC ve 

MTX+SİL gruplarında apoptozisin varlığı tespit edilmiştir. Silmarinin MTX’in neden 

olduğu apoptozisi engellemediği ancak azalttığı belirlenmiştir. 
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4. TARTIŞMA 

MTX, antikanserojen, antiinflamatuar, antimetabolit etkili bir ilaç olup 

lösemi, lenfoma, osteosarkom, baş ve boyun tümörleri, akciğer, meme kanseri 

yanında psöriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazı 

inflamatuvar hastalıkların tedavisinde de yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (58).  

MTX, S fazındaki hücreleri etkileyip hücre replikasyonunda anahtar enzim olan 

dihidrofolat redüktaz’a bağlanarak pürin ve primidin yapımı için gerekli 

tetrahidrofolat sentezini inhibe eder (41).  Klinikte geniş kullanım alanları olmasıyla 

birlikte, karaciğer üzerine olan toksik etkisinden dolayı da dikkat çekmektedir (5). 

Kronik düşük doz MTX, fibrozis ve siroza neden olurken yüksek doz MTX, 

karaciğer fonksiyon testlerinde ani bozulmaya neden olur (218). 

MTX’in böbrek, karaciğer, ince barsak ve kan hücrelerinde oksidan 

antioksidan sistem üzerine olan etkisi araştırılmış ve mitokondrilerde pirüvat 

dehidrgenaz, 2 okzogluterat dehidrogenaz ve nikotinamid adenindinükleotid 

(NAD)’e bağımlı enzimler ile sitozolik nikotinamid adenindinükleotid fosfat 

(NADP) bağımlı dehidrogenazları inhibe ettiği gösterilmiştir (219). Sitosolik 

nikotinamid adenin fosfatdehidrojenaz (NADPDH)  ve NADP bağımlı malik enzimin 

inhibe olması, hücre içi NADPH’ın azalmasına neden olmaktadır. NADPH, önemli 

bir sitozolik antioksidan madde olan indirgenmiş glutatyonun (GSH) devamlılığını 

sağlayan glutatyon reduktaz (GSSG-R) enzimi için gerekmektedir. MTX tedavisi 

nedeniyle GSH seviyesinin azalması, süperoksid anyonu, hidroksil radikalleri, 

hidrojen peroksit ve hidroklorik radikaller gibi reaktif oksijen radikallerine karşı 

hücreleri koruyan antioksidan savunma sistemlerinin etkinliğinin azalmasına neden 

olduğu bilinmektedir (58). 

MTX aracılı toksisite gelişiminin serbest oksijen radikalleri ve hidrojen 

peroksit ile ilişkili olduğu anlaşılmış ve buna yönelik olarakta, dokuları MTX’ın 

yaptığı harabiyetten korumak için melatonin, nikotinamid, metiyonin, E vitamini ve 

N-asetilsistein gibi antioksidan ajanlar denenmiştir (10, 220, 221). Aynı şekilde L-

Carnitin, nikotinamid, metionin , melatonin , folik asit (10, 222, 224), ursedoksikolik 

asit gibi antioksidan maddelerin koruyucu etkilerini gösteren birçok deneysel 

çalışmalar yapılmıştır (225). 

Son zamanlarda reaktif oksijen metabolitlerinin, hepatotoksisitede temel  rol 
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oynadığı iddia edilmiştir (58). Serbest oksijen radikalleri olarak isimlendirilen 

süperoksit, serbest hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen 

ürünleri, karaciğer gibi yoğun fizyolojik ve metabolik olayların geçtiği bir ortamda 

sürekli olarak üretilmekte ve detoksifiye edilmektedir. Oksidatif stres, ROS ve çeşitli 

sitokinler sebebiyle; hepatosit, Kupffer ve İto hücrelerinin etkileşimiyle gelişen 

proinflamatuvar olaylara, hepatositlerin apoptoza gitmesine ve sonuçta fibrogenezin 

oluşmasına  katkıda bulunmaktadır (226, 228). 

Silmarin deve dikeni bitkisinden (Silybum marianum) elde edilen bir 

flavonoid olup literatürde, pek çok kimyasal madde ve toksin ile oluşan karaciğer 

hasarını önlemede etkili olduğu bildirilmiştir (176). 

Silmarinin hepatoprotektif etkilerinde ana mekanizmalar antioksidan rol al-

ması olup lipid peroksidasyonunu engellemesi, glutatyon azalmasına engel olarak 

güçlü detoksifikasyon ve koruyucu etkiler yapmaktadır. Yine çalışmalarda liopoksi-

jenaz enzimini inhibe ederek karaciğerde lökotrien oluşumunu engellediği, hepatosit-

lerde protein sentezini arttırdığı, tümör öncüllerinin aktivitesini azalttığı, mast hücre 

stabilizasyonunu sağladığı, immun fonksiyonları modüle ettiği ve antiinflamatuvar 

ve antifibrotik etkileri gösterilmiştir (176). Antioksidan özelliğine bağlı olarak silma-

rinin bazı nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde yararlı olabileceği düşünülmüştür 

(177, 178). 

Silmarin içerdigi flavano-lignanlar ve diğer polifenolik bileşikler ile 

antioksidan özellik göstermekte ve buna bağlı olarak serbest radikal tutucu işlevi 

bulunmaktadır (229). 

Silmarin glutatyon peroksidaz, süperoksid dismutaz ve katalaz gibi antioksi-

dan enzimlerin pankreatik aktivitelerini uyarır ve makrofajlardaki ve T-

lenfositlerdeki interlökin 1β, interferon-γ, interferon-α gibi inflamatuar sitokinlerin 

üretimini inhibe ederek pankreastaki β hücrelerini de korumaktadır (169, 175, 177, 

179). 

Silmarin ultraviyolenin tetiklediği oksidatif stres, inflamasyon, immün cevap 

ve DNA hasarı gibi tehlikeli etkileri baskılar ve azaltır. Silmarinin apoptoz sinyal 

yollarında, kaspaz aktivasyonu üzerine koruyucu etkileri vardır. Silmarin sitotoksite-

yi ve kaspaz aktivitesini ortadan kaldırır. Bcl ve Bax oranını arttırır. (169, 185, 186). 

Deneysel çalışmalarda MTX, ratlara farklı dozlarda ve farklı uygulama 
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yolları ile verilmiştir. Biz;  MTX’ı, daha önceden doku toksisite çalışmalarında 

belirlendiği gibi tek doz olarak ve 20 mg/kg intraperitoneal olarak verdik (6, 10). 

Yaptığımız bu çalışmada MTX ve MTX ile beraber CMC uygulanan gruba ait 

doku örneklerinde; Remark kordonlarının ışınsal yapısının bozulduğu, hepatositlerin 

normal yapılarını korumadığı, hepatositlerdeki glikojen depolarının azaldığı,  

sinuzoidlerde genişleme, vasküler konjesyon ve özellikle portal alanlarda daha 

yaygın olmakla birlikte mononükleer hücre infiltrasyonu görüldü.Yine bu grupta 

piknotik çekirdekli hepatositler, makroveziküler yağlanma ve hiperkromatik 

çekirdekli hepatositler ayırtedildi. MTX ile birlikte silmarin verilen tedavi 

grubundaki sıçan karaciğer dokularında bazı alanlarda sinuzoidal genişleme, vasküler 

konjesyon ve inflamasyonun belirtisi olan mononükleer hücre infiltrasyonunun 

azaldığı, yine hepatosit glikojen depolarının kontrol grubuna benzer şekilde dolduğu  

tesbit edildi. 

MTX kullanımı ile ilgili karaciğer histolojisi üzerine yan etkileri yağ 

infiltrasyonu, inflamasyon, hücresel nekroz ve nihayet fibrozis olarak bulunmuştur 

(5). MTX makroveziküler yağlı değişikliğe neden olan ilaçlar arasındadır. MTX ile ilgili 

toksisitenin histolojik özellikleri minör yağlı değişiklik, hepatosit anizonükleozis, hafif 

portal inflamasyon ve fokal nekrozdan, daha ciddi hepatosellüler nekroz, fibrozis ve 

siroza kadar değişir. Yine ilacın yüksek kümülatif dozda verildiği bazı hastalarda, diğer 

risk faktörleri olmadan da karaciğer yağlanması gibi patolojiye rastlanabilir (230).  

Vardı ve ark. (231) çalışmamızdakine benzer şekilde deney hayvanlarına 

MTX uygulamış ve tedavi olarak bir antioksidan olan β Karoten vermişlerdir. Çalış-

malarında MTX verilen deney hayvanlarının karaciğer dokularında çalışmamıza 

benzer şekilde sinüzoidal dilatasyon, vasküler konjesyon ve apoptotik hücreler gös-

termişlerdir. Tedavi gruplarında ise kontrole yakın bulguların olduğunu tesbit etmiş-

lerdir. Doku düzeyinde MTX verilen grupta MDA değerlerinde anlamlı artış olurken 

tedavi gruplarında kontrole yakın MDA seviyesi olduğunu bildirmişlerdir.  

       Çalışmamızda, MTX uygulanan deneklerin karaciğerlerinde meydana ge-

len histopatolojik değişikliklerin; oksidatif hasarın artmasına bağlı olduğunu, silma-

rin uygulanmasının bu değişiklikleri iyileştirdiği ve bu olumlu etkilerin antioksidan 

özellikten kaynaklandığını düşünmekteyiz. 

Jahovic ve ark. (10) MTX verilmesinin kan, karaciğer, böbrek ve ince 
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barsakta glutatyon (GSH)  seviyelerinin azalmasına, inflamatuvar yanıtın göstergesi 

olan myeloperoksidaz aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun göstergesi olan 

malondialdehid (MDA)  seviyelerinin artmasına neden olduğunu göstermişlerdir. 

Son zamanlarda reaktif oksijen metabolitlerinin hepatotoksisitede temel  rol 

oynadığı iddia edilmiştir (58). Serbest oksijen radikalleri olarak isimlendirilen 

süperoksit, serbest hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen 

ürünleri, karaciğer gibi yoğun fizyolojik ve metabolik olayların seyrettiği bir ortamda 

sürekli olarak üretilmekte ve detoksifiye edilmektedir. Oksidatif stres, ROS ve çeşitli 

sitokinler sebebiyle; hepatosit, Kupffer ve İto hücrelerinin etkileşimiyle gelişen 

proinflamatuvar olayların, hepatositlerin apopitoza gitmesine ve sonuçta 

fibrogenezin oluşmasına  katkıda bulunmaktadır (226, 228). 

Miyazono ve ark. (232) MTX’ın   rat ince barsağında süperoksid dismutaz 

(SOD), katalaz  aktivitelerini ve GSH seviyelerini azalttığını gösterip  MTX’ın yol 

açtıgı ince barsak hasarında, oksidatif stresin önemli rol oynadığını öne sürmüşlerdir. 

Serbest radikaller, dokular üzerindeki doğrudan zararlı etkilerinin yanı sıra, 

ilgili dokularda lökositlerin birikimini tetikler ve böylece aktive  nötrofiller 

aracılığıyla dolaylı olarak doku hasarını ağırlaştır. Daha önceki çalışmalarda MTX 

aracılı oksidatif karaciğer hasarına katkıda bulunan nötrofil birikimininin kantitatif 

bir belirteci olarak,  myeloperoksidaz düzeyleri kullanılmıştır (10). Myeloperoksidaz 

nötrofil infiltrasyonunun bir belirtecidir. Aktive nötrofiller myeloperoksidaz, elastaz, 

proteaz gibi bazı enzimler salgılar ve oksijen radikallerini açığa çıkarırlar (233). 

Bunun yanında serbest oksijen radikallerinin, lipid peroksidasyonu yoluyla hücre 

membranındaki hasar oluşumunda temel bir rol oynadığı bilinmektedir. Lipid 

peroksidasyonun en önemli ürünü malondialdehidtir. MDA, lipid peroksitlerinin 

düzeylerinin belirlenmesinde sıklıkla kullanılmakta  olup  lipid peroksidasyonunun 

derecesi ile  yakın   korelasyon göstermektedir  (234, 235). 

Silmarinin hepatoprotektif etkisi in vitro ve in vivo pek çok çalışma ile 

gösterilmiş olsa da, etki mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Silmarinin etki 

mekanizması;  serbest radikallere karşı  antioksidan gibi davranması ve sitokin 

üretimi üzerindeki  immun regulatuar etkisi  şeklinde olmaktadır  (236). 

Srivastava ve ark. (209) yaptıkları çalışmalarında silmarinin tümör nekroz 

faktör alfa’nın (TNF-α) neden olduğu apopitotik hücre ölümüne karşı da koruyucu 
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etkili olduğunu (15) Sonnenbichler ve ark. (209) da hepatosit RNA-polimeraz I 

aktivitesini artırdığını tesbit etmişlerdir. 

Çalışmamızda apoptotik proteinler olduğu bilinen Bax ve kaspaz 3’ün 

immünohistokimyası ile birlikte DNA fragmantasyonunu gösteren TUNEL  ve 

Agaroz jel elektroforezi yapılması sonucunda; MTX verilen deney grubunda 

apoptozun artığı tedavi olarak verilen silmarinin apoptozu azalttığı gösterilmiştir. 

          Kaspaz oranındaki artış bir dokuda apoptozise eğilimin arttığını 

göstermektedir (237). Apoptozis genotoksik ajanların etkisiyle,  ağır  DNA hasarına 

yanıt olarak p53’ün indüksiyonuyla da başlatılabilir. İndüklenen p53, bir pro-

apoptotik bcl-2 ailesi üyesi olan bax’ın ekspresyonunu arttırarak mitokondri 

aracılığıyla veya Fas ekspresyonunu arttırarak ekstrinsik yolla apoptozisi başlatabilir 

(238, 239). 

Apoptozis gelişiminde superoksit, peroksinitrit ve hidroksil radikali gibi 

radikal oluşumundaki artışın yol açtığı  oksidatif  stresin etkin rol oynadığı 

saptanmıştır. Bu radikallerin hem mitokondri, hem plazma membranı, hem de genom 

üzerine etkilerle apoptotik süreci tetikleyebildiği bildirilmiştir (238, 242).  

Kaspazlar olarak bilinen bazı sitoplazmik proteinler apopitozis sürecinde rol 

oynamaktadır. Bunlardan bazıları (Kaspaz 2, 8, 9) öncül kaspazlar olarak bilinirken, 

diğerleri (3, 6, 7) efektör kaspazlar olarak bilinir.   Sitokrom C’nin sitoplazmaya 

çıkması sonucu inaktif olan prokaspaz-9  aktif kaspaz-9’a, aktif kaspaz-9 ise efektör 

kaspazların, özellikle kaspaz-3’ün aktivasyonuna neden olur ki, bu durum 

apoptozisin karakteristik bulgularından biri olan kromatin kondensasyonuna  neden 

olur (238, 239, 241, 243). 

Çalışmamızdaki ışık mikroskopik olarak gösterilen piknotik ve  

heterokromatik çekirdekli hepatositlerin varlığı da bu kaspazların aktive edildiğine 

dair immünohistokimyasal çalışmayı destekleyici bir bulgu olabilir. 

Silmarin ve bileşiklerinin hayvan ve insan çalışmalarında hepatoprotektif 

özelliğinin olduğu saptanmış ve hepatoprotektif etkisinin ana mekanizmasının 

serbest radikal süpürücüsü olmasından kaynaklandığı görülmüştür . Silmarin ve 

türevlerinin bilinen en önemli özelliklerinden biri, antikanser aktivitesidir. Burada ise 

silmarin, kemoterapötikler tarafından oluşturulan oksidatif strese karşı dokuları 

korumada bir antioksidan olarak etki etmektedir (169). 
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Valenzuella ve ark. (168) Silmarinin hücre redükte glutatyon seviyesinde 

artışa neden olduğunu, Zhao ve ark. (244) SOD aktivitesini arttırdığını, Bosisio ve 

ark. (245) ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettiğini  göstermişlerdir. Mira ve ark. 

(246) ise silmarinin hücre membranını radikal hasarından koruduğunu ve lipid 

peroksidayonunu engelleyerek hepatosit membranında lipid içeriğini düzenlediğini 

bildirmişlerdir. 

Sonuç olarak; 

1) 20mg/kg verilen   MTX ın sıçan karaciğer dokusunda histopatolojik ve 

apoptotik   değişiklere neden olduğu, 

2) MTX ile beraber Silmarin kullanımının karaciğer dokusunda bulguları 

azaltmasına rağmen tamamen iyileştirmediği, 

3) MTX  ve Silmarinin uygulanan  doz ve süresinde değişiklikler yapılarak 

yeni çalışmalara ihtiyaç olduğu, 

4) MTX’ın klinikte çok geniş kullanım alanı olmasından dolayı karaciğer 

dokusunda yaptığı değişiklerin patofizyolojisinin farklı mekanizmalarının 

aydınlatılabilmesi gerekliliği, 

5) Gelecekte daha ileri ve ayrıntılı çalışmalar yapılarak MTX kullanımıyla 

birlikte meydana gelebilecek istenmeyen etkileri önlemek amacıyla Silmarin ile 

ilişkili tedavi yaklaşımlarının klinik kullanımının güncel olabileceği, kanaatine 

varılmıştır. 
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