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ÖZET 

Bu çalışmada sıçanlarda Metotreksat (MTX) kaynaklı karaciğer 

hasarına karşı E vitamininin etkilerinin araştırılması amaçlandı. Çalışmada 

32 adet erişkin erkek Spraque dawley tipi sıçan kullanıldı. Her grupta 8 adet 

sıçan bulunacak şekilde dört gruba ayrıldı. Kontrol grubuna deney süresi (5 

gün) boyunca intraperitonal (i.p.) serum fizyolojik verildi. MTX grubuna 

sadece çalışmanın ilk günü 20 mg/kg i.p. olarak tek doz MTX uygulandı. E 

vitamini grubuna 5 gün boyunca 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak uygulandı. 

Tedavi (MTX+E vitamini) grubundaki sıçanlara ise çalışmanın ilk günü 20 

mg/kg i.p. MTX uygulandı ve daha sonra ilk günde dahil olmak üzere 5 gün 

boyunca 100 mg/kg i.p. olarak E vitamini uygulandı. Deney süresinin 

bitiminde tüm hayvanlar sakrifiye edilerek karaciğerleri alındı. Karaciğer 

doku örnekleri ışık mikroskobunda histopatolojik olarak değerlendirildi. 

Karaciğerdeki apoptozu değerlendirmek için Flowsitometri tekniği 

kullanıldı. Karaciğer doku örneklerinin bir kısmı ise enzimatik parçalama 

yöntemi ile süspansiyon haline getirildikten sonra akım sitometrik 

incelenmesi yapıldı. Histopatolojik değerlendirmeler sonucunda, kontrol 

grubu sıçanlarının karaciğer yapısı normal olarak izlendi. MTX grubuna ait 

sıçanlarda hepatosit dejenerasyonu, sinüzoidal dilatasyon, mononükleer 

hücre infiltrasyonu, vasküler konjesyon, hepatosit hipertrofisi, hepatositlerde 

vakuolizasyon ve piknotik çekirdek bulguları gözlendi. MTX grubunda 

flowsitometride apoptoz indeksi diğer gruplara yüksek çıktı. MTX+E 

Vitamini grubunda MTX’ in oluşturduğu bozuklukların önemli ölçüde 

düzeldiği belirlendi. MTX+E Vitamini grubundaki apoptoz indeksinin ise 

MTX grubuna göre anlamlı olarak azaldığı gözlendi. E vitamini grubundaki 

karaciğer histolojisi normal yapıda izlendi. Akım sitometrik bulgularımızın 

da bu histolojik sonuçları desteklediğini belirledik. Özetle metotreksat 

karaciğerde hasar oluşturmaktadır. E vitamini koruyucu etkisiyle, MTX' in 

karaciğerde indüklediği hasarı düzeltmektedir. 
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SUMMARY 

The aim of this study was to investigate protective effects of vitamin 

E against Methotrexate (MTX) induced liver damage in rats. In this 

experiment, thirty two male Spraque dawley type rats were used. They were 

divided into four groups of eight rats. Control group were injected 

intraperitoneally (i.p.) with physiological saline for five days. Only the first 

day of the experiment, 20 mg/kg of MTX was injected i.p. to the MTX group. 

Vitamin E group were dosed by i.p. with 100 mg/kg of vitamin E for five 

days. The rats of treatment group (MTX+vitamin E) were injected with 20 

mg/kg of MTX on the first day of the study and for five days (incluiding the 

first day) they were dosed by i.p. with 100 mg/kg of vitamin E. All animals 

were sacrificed and their livers extracted at the end of the experimental 

period. Liver tissue samples were evaluated histopathologically under light 

microscope. The Flowcytometer technique was used to determine apoptosis. 

A portion of the liver tissue were suspended by means of enzymatic digestion 

and this solution was used for flow cytometric analysis. Histopathologically, 

the structures of the liver tissue in control group was observed normally. We 

observed hepatocyte degeneration, sinusoidal dilatation, mononuclear cell 

infiltration, vascular congestion, hepatocyte hypertrophy, vacuolization in 

hepatocytes and picnotic nukleus in the liver tissue of MTX group. In the 

MTX+Vitamin E group, methotrexate-induced liver damage was 

significantly reduced. The apoptotic index in the MTX+Vitamin E group was 

significantly decreased when compared to the MTX group. The structures in 

liver observed normally in the vitamin E group. Our histological findings 

were supported by our flow cytometric data. In summary, methotrexate 

causes damage in liver and vitamin E reduces the MTX-induced liver 

damage.  

Key Words: Flow cytometry, Methotrexate, Rats, Liver, Vitamin E 
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1. GİRİŞ 

 

Metotreksat kanser kemoterapisinde kullanılan, antimetabolit grubu bir 

ajandır. Metotreksat etkisini dihidrofolat redüktaz enzimi üzerinden gösterir. 

Metotreksat dihidrofolat reduktaz enziminin aktif noktasına sıkı bir şekilde 

bağlanarak enzimi inhibe eder. Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu timidilat ve 

purin nükleotidlerinin (adenin ve guanin) biyosentezinin durmasına yol açar (1). 

Metotreksat lösemi, lenfoma gibi hematolojik maligniteler, osteosarkom, meme 

kanseri, baş ve boyun tümörleri gibi pek çok kanser türü ve psöriasis, 

dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi inflamatuar ve romatizmal 

hastalıklarda sıklıkla kullanılmaktadır (2). Metotreksat tedavisinde çeşitli yan 

etkiler görülebilmektedir. MTX tedavisinde en sık rastlanan yan etkiler bulantı, 

kusma, transaminazlarda yükselme ve stomatitdir (3). Yine ağız yaraları, kemik 

iliği depresyonu, anemi nötropeni trombositopeni, ağız ve bağırsak mukozasında 

ülserasyon, akciğerlerde infiltrasyon da görülebilir (1,4). MTX’in oluşturduğu 

karaciğer hasarının mekanizması tam olarak bilinmemektedir ama çeşitli görüşler 

vardır. MTX, NAD+ bağımlı mitokondrial enzimleri inhibe eder (5). Bu enzimler 

NADPH oluşturan ana enzimlerdir. MTX verilince NADPH seviyesi azalır. 

Reaktif oksijen türlerine karşı önemli bir savaşçı olan redükte glutatyonun 

seviyesini koruyan glutatyon redüktaz enzimi tarafından da NADPH kullanılır 

böylece, MTX kullanımına bağlı olarak düşen NADP seviyeleri, hepatositleri 

reaktif oksijen radikallerine karşı duyarlılaştıran glutatyon seviyelerinin düşmesine 

ve bu da hepatosit hasarına sebep olur (2). 

E vitamininin en önemli özelliği antioksidan etkinliğinin olmasıdır. 

Hücrelerde membran fosfolipidleri’nin doymamış yağ asitleri kendiliğinden ya da 

oksidan moleküllerin challenge reaksiyonu sonucunda kolayca oksitlenebilir ve 

peroksid türevlerine dönüşebilirler. Bu olaya lipid peroksidasyonu adı verilir (6,7). 

Serbest oksijen radikalleri oluşmasının eşlik ettiği bu olay zincirini membranda 

önleyen ve oluştuğunda nötralize eden en güçlü antioksidan faktör E vitaminidir 
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(6). Bu özelliğinden dolayı zincir kırıcı (chain breaking) antioksidan olarak bilinir 

(8,9). E vitamini  peroksidleri ve serbest oksijen radikallerini nötralize ederek 

görev yapar (6,7). Bizde çalışmamızda metotreksat’la meydana getirdiğimiz 

karaciğer hasarına karşı E vitamininin etkilerini araştırmayı amaçladık. 

Sonuçlarımızı hem flowsitometri kullanarak hemde histopatolojik yöntemlerle 

inceledik.  
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2. GENEL BİLGİLER 

           

            2.1. Karaciğer 

 

            2.1.1. Karaciğer Embriyolojisi 

 

            Karaciğer primordiumu önbağırsağın distal ucunda bir endodermal epitel 

çıkıntısı şeklinde 3. haftanın ortasında belirir. Hepatik divertikül ya da karaciğer 

tomurcuğu olarak bilinen bu çıkıntı perikard boşluğu ve yolk sapı arasındaki 

mezodermal plağı yani septum transversumu penetre eden hızlı proliferasyon 

gösteren hücrelerden meydana gelir. Karaciğer (kc) hücreleri septumun içine 

girmeye devam ederken hepatik divertikül ile ön bağırsak (duedonum) arasındaki 

bağlantı daralarak safra kanallarını oluşturur. Safra kanalından kaynaklanan küçük 

bir ventral çıkıntı safra kesesi ve sistik kanal haline gelir. Gelişimin sonraki 

dönemlerinde epitelyal kc kordonları vitellin ve umblikal venlere karışarak hepatik 

sinuzoidleri meydana getirir karaciğer kordonları parenkime farklanır ve safra 

kanallarının iç yüzünü döşerler. Hematopoietik hücreler Kupffer hücreleri ve bağ 

dokusu hücreleri septum transversum mezoderminden köken alırlar (10,11). 

Karaciğer hücreleri septum transversumun tümünü işgal ettiğinde organ 

karın boşluğunda kaudale doğru büyür. Aynı anda karaciğerle ön bağırsak ve 

karaciğerle karın ön duvarı arasındaki septum transversum mezodermi membranöz 

hale hale gelerek sırasıyla omentum minus ve ligamentum falsiformeyi oluşturur. 

Karaciğer yüzeyindeki mezoderm üst yüzeydeki küçük bir alan dışında farklanarak 

visseral periton haline gelir. İntrauterin hayatın 10 haftasında kc ağırlığı, vücut 

ağırlığının %10’ u kadardır. Hematopoietik fonksiyonlarda fazlalık ve sinuzoid 

sayısının yüksekliği buna neden olarak gösterilmiştir. Doğuma yakın karaciğer 

ağırlığı % 5’ e düşer.  

Kc de 12. haftadan itibaren safra üretilmeye başlanır. Bu sırada safra kesesi ve 

sistik kanalda gelişir. Sistik kanal hepatik kanalla birleşip koledok kanalını 
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oluşturur. Duedonum pozisyonunda meydana gelen değişiklikler nedeniyle 

koledoğun duedonuma giriş yeri önden arkaya doğru yer değiştirir (10). 

2.1.2. Karaciğer Gelişiminin Moleküler Düzeni 

Önbağırsak endoderminin tümü karaciğere özgü genleri eksprese edebilme 

ve kc dokusunda dönüşebilme özelliğine sahiptir. Ancak bu olay çevredeki 

ektoderm, non-kardiyak mezoderm ve özellikle notokord gibi dokulardan açığa 

çıkan bazı faktörlerle bloke edilir. Bu inhibitörlerin etkiside gelecekteki kc 

bölgesinde kardiak mezoderm tarafından salgılanan fibroblast büyüme faktörleri 

(FGF-2) tarafından bloke edilir (10,11). Anlaşılacaği gibi barsak endoderminden 

karaciğere özgü genlerin eksprese olması kardiyak mezoderm tarafından 

salgılanan inhibe edici faktörleri inhibe eden maddeler sayesinde mümkün olur. 

Kardiyak mezodermden gelen talimatla karaciğer bölgesindeki barsak endodermi 

hepatositlere ve safra kanalı hücrelerine farklanır bu süreçte kısmen hepatosit 

nükleer transkripsiyon faktörleriyle de kontrol edilir (HNF 3 ve HNF 4) (10,12,13). 

 

            2.1.3. Karaciğer Histolojisi 

            Karaciğer diyafragmanın altında abdominal boşlukta yerleşmiştir, vücudun 

ikinci büyük organı ve en büyük bezidir. Ağırlığı yaklaşık 1,5 kg’dır (14,15). 

Karaciğer, sindirim kanalından emilen besinlerin işlendiği ve vücudun diğer 

kısımları tarafından kullanılmak üzere depolandığı bir organdır. Bu yüzden 

sindirim sistemi ile kan arasında bir geçiş bölgesi oluşturur. Organa kanın %70-

80’ i portal venden gelir; geri kalan az bir bölümü hepatik arterle sağlanır. İnce 

bağırsaklardan emilen maddelerin çoğu portal ven yoluyla karaciğere ulaşır, 

sadece kompleks lipitler (şilomikronlar) lenf damarlarıyla taşınır. Karaciğerin 

dolaşım sistemindeki konumu; metabolitlerin bir araya getirilmesi, 

dönüştürülmesi, biriktirilmesi, toksik maddelerin etkisizleştirilmesi ve elenmesi 

için çok uygundur. Bu elenme karaciğerin lipit sindirimi için önemli bir dış 

salgılaması olan safrada gerçekleşir. Karaciğerin ayrıca albümin ve diğer taşıyıcı 
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proteinler gibi plazma proteinlerinin üretilmesi gibi çok önemli bir işlevi de vardır 

(14). 

2.1.4. Stroma 

Karaciğer anatomik olarak iki büyük (sağ ve sol) lob ile iki küçük (kuadrat 

ve kaudat) loba ayrılır. Karaciğeri dışardan Glisson kapsülü sarar (15). Hilumda, 

organa portal ven ve hepatik arter girer, sağ ve sol hepatik kanallar ve lenfatikler 

çıkar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciğer lopçukları arasında sonlandıkları 

(ya da köken aldıkları) portal alanlara dek bağ dokusu ile çevrilmiştir. Bu noktadan 

itibaren karaciğer lopçuklarındaki hepatositlere ve sinüzoidal endotel hücrelerine 

destek sağlayan ince bir retiküler lif ağı oluşur (14). 

2.1.5. Karaciğer Lobülü 

Karaciğer lobülü poligonal şekillidir. Yaklaşık 0,7 x 2 mm boyutlarındadır. 

Lobüllerin orta kısmında vena centralis bulunur. Kenar kısımlarında ise portal 

alanlar bulunur. Portal alanı oluşturan yapılar arteria hepatika’ nın bir dalı, vena 

porta’ nın bir dalı,  safra kanalları, lenfatikler ve sinirlerdir. İnsan karaciğer 

lobülünde 3-6 portal alan bulunabilir. 

Karaciğer lobülü içindeki hepatositler ışınsal olarak dizilmiştir ve plak 

benzeri bir dizilim gösterirler. Bu plaklar arasındaki boşlukta karaciğer 

sinüzoidleri bulunur. Sinüzoidler kesintili bir pencereli endotel tabakasından 

oluşan düzensiz olarak genişlemiş damarlardır. Endotel hücreleri altlarında 

bulunan hepatositlerden kesintili bir bazal lamina ve Disse aralığı adı verilen 

endotel altı bir boşlukla ayrılmıştır. Bu aralıkta hepatositlerin mikrovilusları 

bulunur. Sonuç olarak kan endotel duvarından kolayca geçer ve hepatosit yüzeyi 

ile temas eder. Böylece sinüzoid lümeniyle karaciğer hücreleri arasında alışveriş 

kolaylıkla sağlanır. Endotel hücrelerine ek olarak, sinüzoidler Kupffer hücreleri 

adı verilen makrofajları da içerir. Bu hücreler endotel hücrelerinin içine bakan 

yüzeyinde bulur. Başlıca fonksiyonları yaşlı eritrositleri metabolize etmek, 
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hemoglobini sindirmek, immünolojik olaylarla ilgili proteinleri salgılamak ve 

kalın bağırsaktan portal kana geçen bakterileri ortadan kaldırmaktır. Disse 

aralığında İto hücreleri bulunur. İto hücreleri yağ depolar. Bu hücreler A vitamini 

yönünden zengindir. Ayrıca retinoidlerin alınması, depolanması, salınması, bazı 

ekstraselüler matriks proteinlerinin ve proteoglikanların sentezi, salgılanması gibi 

görevleri vardır. İto hücreleri büyüme faktörlerinin, sitokinlerin salgılanması ve 

çeşitli düzenleyici maddelere (prostoglandinler, tromboksan A2) yanıt olarak 

sinüzoid lümen çapının düzenlenmesi gibi işlevlerde görür (14). 

 

                 Şekil 1. Klasik Karaciğer Lobül Görünümü (15) 

2.1.6. Portal Lobul 

Birbirine komşu üç karaciğer lobülünün ortalarında yer alan vena 

sentralisler arasındaki hayali üçgen alanlar olarak tarif edilir. Üçgenin ortasında 

portal alan yer alır. Portal lobul karaciğerin ekzokrin fonksiyonları açısından 

önemlidir (15). 
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            2.1.7. Karaciğer Asinüsü; Kan perfüzyonu, metabolik aktivite ve 

karaciğer patolojisi arasında en iyi korelasyonu sağlayan yapısal ünittir (15). 

Karaciğer asinusu, parankimin en küçük fonksiyonel birimini gösterir. Asinusun 

kısa ekseni, iki adet portal triad arasında, uzun ekseni iki santral ven arasında 

çizilen çizgidir. Kısa eksene en yakın bölüm zon 1, kısa eksenden en uzak bölüm 

ve vena centralise en yakın kısım zon 3 olarak bilinir. 2. zon 1 ve 3 arasındaki 

bölgedir. 

 

               Şekil 2. Klasik Lobül, Portal Lobül Ve Karaciğer Asinüsü Şematik 

Görünüm (15). 

            Zon sınıflaması, karaciğer parankiminde hepatik hücrelerin vasküler 

perfüzyonunun derece ve kalitesiyle ilgili dejenerasyon, rejenerasyon ve spesifik 

toksik etkilerin tanımlanması ve yorumlanması sürecinde önemlidir. Sinüzoidal 

kan akışının bir sonucu olarak, hepatositlerin oksijen düzeyi, metabolik aktivitesi 

ve hepatik enzimlerin dağılımı her üç zonda değişiklik gösterir. İskemi ve toksik 

maddelere maruz kalmaya bağlı oluşan karaciğer hasarının değişken dağılımı, bu 

zon sınıflaması ile açıklanabilir (15). 

Zon 1 (periferik zon): oksijen ve besin oranının en yüksek olduğu alandır. 

Rejenerasyon kabiliyeti yüksektir. Zararlı maddelerden ilk etkilenen bölge yine 

burasıdır. Glikojen en çok zon 1 de birikir 

Zon 2 (ara zon): zon1 ve zon3 arasında kalan bölgedir. 



8 
 

Zon 3 (santral zon): yetersiz kanlanma durumunda en çok etkilenecek zondur 

(sentrilobüler nekroz) (12). Aynı zamanda viral toksik ve oksijen azlığına bağlı 

oluşacak hasarda en çok etkilenen bölgedir. 

 

                Şekil 3.  Karaciğer Zon Sınıflaması (15) 

            2.1.8. Kan Dolaşımı 

Karaciğere kan alışılmışın dışında bir şekilde iki kaynaktan gelir; kanın 

%80’i abdominal organlardan gelen oksijenden fakir, besinden zengin kanı taşıyan 

portal venden, %20’si ise oksijenden zengin kanı sağlayan hepatik arterden gelir . 

Kan, karaciğer lobülünde periferden merkeze doğru akar. Sonuç olarak oksijen ve 

metabolitler ile bağırsaklardan emilen diğer bütün toksik olan ve olmayan 

maddeler önce lobülün çevresindeki hücrelere, daha sonra merkezindeki hücrelere 

ulaşır. Safra ise kanın ters yönünde, yani lobülün merkezinden çevresine doğru 

ilerler. Çevrede safra, kübik hücrelerden oluşmuş safra kanalcıkları ya da Hering 

kanallarına girer. Kanalcıklar portal alanlardaki safra kanallarında kübik ya da 

prizmatik bir epitelle örtülüdür ve belirgin bir bağ dokusu kılıfına sahiptir. Bu 

kanallar giderek genişleyip birleşerek sağ ve sol hepatik kanalları oluştururlar ve 

sonunda karaciğeri terk ederler (14). 
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 Şekil 4.  Karaciğerde Kan ve Safra Akış Yönlerini Gösteren Şema (15) 

            2.1.9. Karaciğer Hücresi (Hepatosit) 

Karaciğer hücreleri polihedral, 6 ya da daha fazla yüzeylidir ve 

Hematoksilen eozinle boyanmış kesitlerde, çok sayıda mitokondri ve bir miktar 

düz endoplazmik retikulumunun bulunması nedeniyle hepatositin sitoplazması 

eozinofiliktir. Her bir hepatositin yüzeyi, diğer hepatositlerin yüzeyi ve Disse 

aralığı boyunca sinüzoidlerin duvarıyla temas halindedir. Hepatositin Disse 

aralığına bakan yüzeyinde bu aralığa doğru uzanan çok sayıda mikrovilus bulunur. 

Hepatosit, bir ya da iki tipik çekirdekçik içeren bir ya da iki yuvarlak çekirdeğe 

sahiptir. Hepatosit sıklıkla glikojen içerir. Karaciğerde bulunan glikojenin miktarı 

günlük ritme uyar; aynı zamanda kişinin beslenme durumuna da bağlıdır. 

Karaciğer glikojeni glukoz için bir depodur ve kandaki glikoz düzeyi normalin 

altına düşerse mobilize olur. Bu şekilde hepatositler, kan glikozunu sabit bir 

düzeyde tutar. Karaciğer, vitaminler için de en büyük depolanma yeridir. A 

vitamini kaynağı alınan besinlerdir ve besinlerle alınan diğer lipitlerle birlikte 
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şilomikronlar halinde karaciğere ulaşır. Karaciğerde A vitamini İto hücrelerinde 

depolanır (14). 

2.1.10. Karaciğer Yenilenmesi  

Hücreleri yavaş yenilenmesine karşın, karaciğerin olağanüstü bir 

yenilenme yeteneği vardır. Karaciğer dokusunun cerrahi yolla çıkarılması ya da 

toksik maddelerin etkisiyle kaybı, karaciğer hücrelerinin bölünmesini başlatan ve 

dokunun esas kitlesi oluşuncaya kadar devam eden bir düzeneği tetikler (14). 

2.1.11. Safra Yolları 

Hepatosit tarafından üretilen safra, safra kanalikülleri, safra kanalcıkları ve 

safra kanalları yoluyla akar. Bu yapılar giderek birleşmek suretiyle bir ağ oluşturur 

ve bir araya gelerek  hepatik kanalı meydana getirir. Hepatik kanal safra 

kesesinden çıkan sistik kanalla birleştikten sonra ana safra kanalı (koledok kanalı) 

olarak duodenuma devam eder (14). 

2.1.12. Safra Kesesi 

Safra kesesi karaciğerin alt yüzüne bağlanmış, armut biçiminde içi boş bir 

organdır. 30-50 mL safra depolayabilir. Safra kesesinin başlıca işlevi safra 

depolamak, suyun emilimi ile safrayı yoğunlaştırmak ve gerekli olduğunda 

sindirim kanalı içine akıtmaktır. Safra kesesinin düz kaslarının kasılması 

kolesistokinin ile uyarılır. Bu hormon ince bağırsak epitelinde bulunan 

enteroendokrin hücreler (I hücreleri) tarafından üretilir. Kolesistokinin 

salgılanması ise ince bağırsakta besinsel yağların bulunması ile uyarılır (14). 
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2.2. Metotreksat                

2.2.1. Metotreksat Yapısı 

MTX kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir ilaçtır. Folik asit 

antagonistidir. İlk kez 1948’ de çocukların lösemilerini tedavi etmek amacıyla 

kullanılmıştır (16). Metotreksat kimyasal olarak folik asidin (4-amino, N10 - metil 

) analogudur. 

 

  

Şekil 5.  Metotreksat’ın Moleküler Yapısı (17). 

2.2.2. Metotreksatın Etki Mekanizması 

            Diyetle vitamin şeklinde besinler içinde alınan folik asidin (folat’ın) 

vücuttaki yararlı şekli folinik asid ve tetrahidrofolat türevi koenzimlerdir. Bu 

koenzimler, timidilatın, purinlerin, metionin ve glisin’in sentezinde rol oynayan 

tek koenzim transfer reaksiyonları için gereklidir. Folik asidin, dihidrofolat (FH2) 

üzerinden tetrahidrofolat’a (FH4’e) dönüşümü şu şekilde olur:                 

                      folat                                         dihidrofolat 

Folik asid ------------->  Dihidrofolik asid ------------------>    Tetrahidrofolat            

                     redüktaz                                      redüktaz 
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       Şekil 6. Dihidrofolat’ın Moleküler Yapısı (17). 

  

     

   Şekil 7. Folik Asit’in Moleküler Yapısı (17). 

               Metotreksat dihidrofolat reduktaz (DHFR) üzerinden etki gösterir 

(18,19). Metotreksat Dihidrofolat reduktaz enziminin aktif noktasına sıkı bir 

şekilde bağlanarak enzimi inhibe eder. Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu 

timidilat ve pürin nükleotidlerinin (adenin ve guanin) biyosentezinin durmasına 

yol açar. Bu yapı taşlarının üretilememesi hücre çoğalması için gerekli olan DNA 

ve RNA’nın sentezini ve enerji üretimi için gerekli ATP üretimini inhibe eder. 

Ayrıca Tetrahidrofolat’a dönüşemeden kalan dihidrofolat, dihidrofolat 

poliglutamatlar ve metotreksatın poliglutamat türevleri adlı toksik inhibitor 

metabolitler şeklinde birikir, timidilat sentazın ve pürin bazı sentezinde rol 

oynayan transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, metotreksatın poliglutamat 

metabolitleri tarafından yapılır (1). Kandaki folat molekülünde tek bir glutamat 
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vardır. Hücre içine girdiğinde ise poliglutamat haline geçer. Poliglutamat yapısı 

monoglutamatlara göre daha aktiftir (1). Metotreksat hücre dışındaki ilaç 

konsantrasyonu azalmaya başlar başlamaz hücreden çıkmaya başlamaktadır. Bu 

nedenle idrar pH’ının yüksek tutulması ve hastanın iyi hidrate edilmesi, böbrek 

fonksiyonlarının korunması açısından çok önemlidir (20). 

            Metotreksatın hücrelerdeki toksik etkileri dışardan ilaç olarak verilen folik 

asit (N5- formiltetrahidrofolat) tarafindan antagonize edilir; folik asidin kendisi ise 

bu durumda tetrahidrofolat’a dönüşemez ve antidotal etkinlik göstermez (1). 

2.2.3. Metotreksatın Kullanım Alanları 

Metotreksat lösemi, lenfoma, gibi hematolojik maligniteler, osteosarkom, 

meme kanseri, baş ve boyun tümörleri gibi pek çok kanser türü ve psöriasis, 

dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi  inflamatuar ve  romatizmal 

hastalıklarda sıklıkla kullanılmaktadır. Ayrıca intratekal olarak akut lenfoblastik 

lösemiler gibi malignitelerde leptomeningeal yayılımını önlemek ve idame 

tedavisi için de kullanılmaktadır (2,21-24). Metotreksat ağız yoluyla (10mg/m2) 

verildiğinde tama yakın bir oranda absorbe edilir. 

Plazma proteinlerine nisbeten düşük bir oranda (%50) ve zayıf bir şekilde 

bağlanır. Sulfonamidler ve salisilatlar, bu ilaçla birlikte verilirlerse bağlanma 

oranını azaltırlar ve metotreksatın toksisitesini artırabilirler. Metotreksat tümör 

hücrelerinde ve karaciğer ile böbrek hücrelerinde uzun süre bağlı kalır. Tümör 

hücrelerindeki bu durumun tedavi yönünden değeri vardır. Şöyle ki yukarıda 

belirtildiği üzere, antimetabolitler istirahat halindeki hücrelerde sitotoksik etki 

yapmazlar. Fakat bu durumdaki hücrede uzun süre kalan metotreksatın, latent 

sitotoksik etkisi vardır; hücre bölünmeye başladığı zaman bu etki belirgin hale 

geçer ve hücreyi öldürür. Standart doz uygulamalarında sinir sistemine ve BOS’a 

giremez ve terapötik konsantrasyonlara ulaşamaz; ancak yüksek doz 
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uygulamalarında BOS’ta terapötik konsantrasyonlara ulaşıldığı bildirilmektedir. 

Meningeal tutulum yapan tümörlerde tedavi için intratekal verilmesi gerekir (1). 

2.2.4. Metotreksatın Elimine Edilmesi 

Böbreklerden hem glomerüler filtrasyon hem de tübüler sekresyon 

aracılığıyla atılır. Oral dozun %90’ı 12 saat içinde idrar ile atılır. Metotreksatın 

böbrekten eliminasyon yarılanma ömrü 8 saat kadardır. Az bir kısmı karaciğerde 

metabolize edilir (25). 

2.2.5. Metotreksatın Dozu 

Metotreksat, kullanıldığı duruma göre değişen dozlarda verilir. Akut 

lenfositik löseminin idame tedavisinde düşük dozda (5-25 mg/m2) oral verilir. 

Haftada 2 kez 25 mg/m2 i.m. veya i.v. injeksiyon suretiyle de verilebilir; aynı 

amaçla ayda bir veya iki gün 175-525 mg/m2 dozunda i.m. verilebilir. Ağır 

psöriyaziste immun supresif olarak haftada 5 gün ağızdan günde toplam 2.5 mg 

gibi düşük dozda veya haftada bir 10-25 mg i.v. verilir. Koryokarsinomaya karşı 

gün aşırı 1 mg/kg i.m. dört doz injekte edilir ve bu uygulama 3 haftada bir 

tekrarlanır. Osteosarkom, çocukluk çağı lösemileri ve Hodgkin dışı lenfomaya 

karşı kalsiyum folinat ile birlikte yüksek dozda (100-12.000 mg/m2 dozunda) 10-

60 dakika süren i.v. infuzyonla 3 haftada bir verilir. İnfüzyonun sona ermesinden 

sonra. 15 mg/m2 kalsiyum folinat ağizdan 6 saatte bir 8 veya 10 kez verilir. Bu 

yaklaşıma kanser kemoterapisinde, lökovorin ile (folinik asitle) kurtarma denilir. 

Metotreksat menenjiyal lösemi veya lenfomaların profilaksisi ve tedavisi 

ve menenjiyal karsinomatozisin tedavisi icin 12 mg/m2 (maksimum 15 mg) 

intratekal enjekte edilir, uygulama BOS’ta tümör hücresi kaybolana kadar 2-5 

günde bir tekrarlanır ve BOS tümörden temizlendiğinde de iki doz pekiştirme 

uygulamasi yapılır. Yukarıda sayılan tümörlerden başka, metotreksat meme, testis 

ve akciğer kanserleri, baş ve boyun kanseri ve mikozis fungoides'in tedavisinde de 

kullanılabilir (1). 
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2.2.6. Metotreksata Resistans Oluşması 

Tümör hücrelerinde mutasyon sonucu dihidrofolat reduktazın (DHFR) 

metotreksata afinitesinin azalması, rezistans gelişmesinde rol oynar (1,26,27). 

Ayrıca DHFR geninin aşırı ekspresyona uğraması (gen amplifikasyonu) sonucu 

hücrede bol miktarda tetrahidrofolat oluşması da rezistansta rol oynar. Rezistan 

hücrelerde metotreksata afinitesi düşük DHFR mutantlarının oluştuğu da 

gösterilmiştir. Metotreksat, hücrelere folatı ve tetrahidrofolatı da taşıyan bir aktif 

transport olayı ile girer; mutasyon sonucu bu mekanizmanın bozulmasının da 

rezistansta rol oynadığı deneysel tümörlerde gösterilmiştir. Diğer bir rezistans 

mekanizması, timidin sentaz aktivitesinin azalmasıdır (1,28-30). 

2.2.7. Metotreksat Yan Etkileri 

Metotreksat tedavisinde çeşitli yan etkiler görülebilmektedir. MTX 

tedavisinde en sık rastlanan yan etkiler bulantı, kusma, transaminazlarda yükselme 

ve stomatitdir (3). Yine ağız yaraları, kemik iliği depresyonu, anemi, nötropeni, 

trombositopeni, ağız ve bağırsak mukozasında ülserasyon, akciğerlerde 

infiltrasyon da görülebilir (1, 4). MTX teratojeniktir bu yüzden gebelik şüphesi 

olan kadınların ve gebelerin kullanması kontrendikedir (31). MTX, testisler 

üzerine toksik etki oluşturur ve infertilite yapabilir (32). MTX tedavisi sonrasında 

erkeklerde, oligozoospermi görülebilir hücresel ve kromozomal değişiklikler 

gözlemlenmiştir (33). Hepatotoksik ve nefrotoksik etkileri vardır; akciğerlerde 

infiltrasyon yapabilir (4). Metotreksatın en belirgin toksik etki gösterdiği 

organlardan biriside karaciğerdir (34-36). MTX karaciğer dışında; Kemik iliği 

akciğer böbrek, ince barsak gibi organlar üzerinde de önemli hasarlara sebep 

olmaktadır (37). MTX kullanımı sonrasında dokularda apoptoz artışı meydana 

gelmektedir. MTX uygulamasından 6 saat sonra yapılan incelemelerde sıçan ince 

barsağında apoptoz oranı en yüksek seviyeye çıkmıştır (38). 
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2.2.8. Metotreksatın Hepatotoksik Etkisi 

Metotreksatın oluşturduğu karaciğer hasarının mekanizması tam olarak 

bilinmemektedir ama çeşitli görüşler vardır. MTX, NAD+ bağımlı mitokondrial 

enzimleri inhibe eder (5). Bu enzimler NADPH oluşturan ana enzimlerdir. MTX 

verilince NADPH seviyesi azalır. Reaktif oksijen türlerine karşı önemli bir savaşçı 

olan redükte glutatyonun seviyesini koruyan glutatyon redüktaz enzimi tarafından 

da NADPH kullanılır (2). Böylece, MTX kullanımına bağlı olarak düşen NADP 

seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen radikallerine karşı duyarlılaştıran glutatyon 

seviyelerinin düşmesine ve bu da hepatosit hasarına sebep olur (39). Hücre içinde 

MTX poliglutamat formunda tutulur. MTX kullanımı ile hücre içindeki 

poliglutamat formunun miktarı artar ve folik asit (FA) seviyeleri düşer (40). Bu da 

hepatosit nekrozuna sebep olur. Özetle hepatotoksisitenin sebebi olarak; NADPH 

azalmasının oksidatif strese karşı hepatositlerde hassasiyet geliştirmesi ya da 

MTX’ in hepatositlerde uzun vadede birikimi sonucu oluşan MTX-poliglutamat 

formlarının oluşması düşünülebilir (40,41). 

         

2.3 E Vitamini 

            2.3.1 E Vitamini Yapısı 

E vitamini ilk defa 1922 yılında Evans ve Bishop tarafından bulunmuştur 

(42). İlk olarak bu maddeye x maddesi adı verilmiştir (43). 1936 yılında ise Evans 

tarafından buğday tohumu yağından üretilmiştir (44). E vitamininin 4 tokoferol ve 

4 tokotrienol olmak 8 türevi vardır (45, 46).  

Besinler içinde en fazla bulunan ve en güçlü E vitamini etkinliği gösteren 

türev α-tokoferoldur (47). Bu madde doğal olarak D izomeri halinde bulunur; 

sentetik olarak rasemik şekli yapılır ve ilaç olarak bu şekli kullanılır. Fiziksel 

özellikleri bakımından bir sıvı yağdır. Tokoferol’un besinler içinde bulunun beta, 
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gama, delta, eta ve zeta türevlerinin E vitamini etkinliği, α-tokoferol’unkine göre 

oldukça düşüktür. Tokoferollar kimyaca izoprenoid zinciri ile substitüe edilmiş 6-

hidroksikroman (tokol) türevleridir. Düşük derecede olmak üzere, besinler 

içindeki tokotrienollar da E vitamini etkinliği gösterirler. Kural olarak besinler 

içindeki E vitamini etkinliğinin yaklaşık %80’ inin α-tokoferola bağlı olduğu, geri 

kalan %20’sinin diğer tokoferol türevlerinden ve tokotrienollardan ileri geldiği 

kabul edilmektedir (6). Alfa-tokoferol’un kimyasal olarak ölçümüne ait yerleşmiş 

yöntemler bulunduğu ve diğerlerinin kimyasal olarak ölçümü zor olduğu için, 

besinlerin E vitamini etkinliği değerlendirilirken sadece α-tokoferol miktarı 

ölçülür; ayrıca, besin içinde diğer türevlerin varlığından ileri gelen ve α-

tokoferolunkinin %25’ine (toplamın %20’sine) eşit değerde ilave bir E vitamini 

etkinliğinin daha bulunduğu kabul edilerek bu değer ölçüme ilave edilir (6). 

E vitamini hububat tanelerinde (bunların yağ fraksiyonunda), mısır yağı, 

pamuk yağı, soya yağı ve diğer bitkisel sıvı yağlarda ve bunlardan yapılan 

margarinlerde, et, hayvansal yağ, karaciğer, balık eti, tavuk eti ve yumurtada 

bulunur (6,48). Kızartma, kaynatma ve saklama sırasında önemli ölçüde 

parçalanır. Anne sütünde oldukça fazladır (6).                     

 

 

          Şekil 8.   E Vitamininin Moleküler Yapısı (49) 
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      2.3.2. Farmakokinetik Özellikleri 

Emilim ve karaciğere taşınması yağda çözünen vitaminlere benzer. Vücutta 

daha çok yağ dokusunda toplanır (6,50); depolanan miktarı fazla değildir. 

Plasentayı zor geçer. Emziren kadınlarda meme bezleri tarafından süt içine 

nisbeten fazla miktarda salınır. Normal plazmadaki konsantrasyonu bireyler 

arasında değişkenlik gösterir ve ortalama 0.4-0.5 mg/dl kadardır. Plazmadaki total 

lipit düzeyinde meydana gelen değişimler E vitamini düzeyine de yansır. Bu 

nedenle plazma E vitamini düzeyine bakarak yeterliliğinin değerlendirilmesinde 

mutlak E vitamini konsantrasyonundan daha çok, plazma E vitamini/total lipit 

oranına bakılır. Oranın 0,8mg/dl’ın altına düşmesi eksiklik anlamına gelir (6). 

 

2.3.3. Antioksidan Etki  

E vitamininin en önemli özelliği antioksidan etkinliğinin olmasıdır, 

Hücrelerde membran fosfolipidleri nin doymamış yağ asitleri kendiliğinden ya da 

oksidan moleküllerin challenge reaksiyonu sonucunda kolayca oksitlenebilir ve 

peroksid türevlerine dönüşebilirler. Bu olaya lipid peroksidasyonu adı verilir (6,7). 

Serbest oksijen radikalleri oluşmasının eşlik ettiği bu olay zincirini membranda 

önleyen ve oluştuğunda nötralize eden en güçlü antioksidan faktör E vitaminidir 

(6). Bu özelliğinden dolayı zincir kırıcı (chain breaking) antioksidan olarak bilinir 

(8,9).  

 E vitamini, hücre ve membran lipidleri üzerindeki bu etkisi nedeniyle bu 

membranları oksidatif zedelenmeye karşı korur. Böylece eritrosit membranının 

stabilitesini artırır; aynı etkiyi diğer hücrelerde de gösterir. Eritrosit membranı ve 

bronkoalveoler sistemin epitel membranı gibi vücutta yüksek oksijen alan yerlerde 

E vitamini daha çok bulunur.E vitamini (Tok-OH), peroksidler üzerindeki 

nötralize edici etkisini, kendisinin bir fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline 

(ROO*) transfer etmek suretiyle iki basamakta yapar: 
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ROO* + Tok-OH → ROOH + Tok-O*  

ROO* + Tok-O* → ROOH + Sabit vitamin metaboliti 

Sonuçta, oluşan tokoferoksil metaboliti nispeten sabittir ve lipid 

peroksidasyonunu başlatmak için yeterince reaktif değildir. Bu oksidasyon ürünü, 

glukuronik asit ile konjugasyona uğrayarak safra yolu ile atılır (6). 

 

2.4. Apoptoz 

 

            2.4.1. Apoptozun Tanımı 

Apoptoz programlanmış hücre ölümü anlamına gelir. İnsan vücudunda 

hücreler ömrünü tamamladığında, ya da hasar gördüklerinde diğer hücrelere zarar 

vermeden ortadan kaldırılmalıdırlar. Apoptoz genetik olarak kontrol edilir. 

Apoptoz yunanca yaprak dökümü anlamına gelir (51-52). Hücre ölümleri 

fizyolojik şartlarda meydana geldiği için bu ölüm şekli fizyolojik hücre ölümü 

(physiological cell death) olarak da adlandırılır (53,54). 

 Apoptoz insan vücudunda embriyolojik gelişim sırasında birçok yerde 

fizyolojik olarak gözlenmektedir. Dokularda hücre populasyonun korunması ve 

yaşlanma gibi olaylarda fizyolojik olarak meydana gelir. Bunun yanında hücreler, 

hastalıklar veya zararlı ajanlar tarafından zarar gördüğünde veya immun 

reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya çıkar (55,56). 

             Apoptoz için sinyal geldikten sonra hücrede birçok değişim gözlenir. 

Hücre boyutları küçülmeye başlar. Çekirdek kondanse olmaya başlar, hücre 

iskeleti yıkılır ve çekirdek zarı erir. Çekirdek DNA’sında parçalanma olur (54,57). 

            Apoptoz sırasında apoptotik hücrelerin membranlarında değişimler olur. 

En belirgin değişim normalde hücre membranının sitoplazmik yüzeyinde yer alan 

negatif yüklü fosfotidilserin birimlerinin hücre membranın dış yüzeyine 

çıkmasıdır. Bunun sonucunda kollektin (C1q) adı verilen çeşitli proteinler 

apoptotik hücre zarına bağlanmaktadır. Ayrıca normalde hücre zarında gizlenmiş 
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olan N-asetil glikozamin apoptozda açığa çıkar ve makrofajlar tarafından tanınırlar 

(54,58). Apoptotik hücrelerde görülen diğer bir olay ise hücre içeriklerini içeren 

ve veziküller biçiminde apoptotik hücrelerden kopan tomurcuklardır. Bu yapılara 

apoptotik cisim ismi de verilir. Bu değişimler apoptotik sürecin sonlarına doğru 

görülür (54,59). 

 

2.4.2. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

 

Hematoksilen-eozin boyama, giemza boyama, floresan mikroskopi ,  

elektron mikroskopi, faz kontrast mikroskopi, TUNEL yöntemi, kaspas-3 yöntemi, 

agaroz jel elektroforezi,  ELİSA western blotting, flowsitometri ve annexin V 

yöntemleri kullanılabilir (54) 

2.4.3. Apoptozda Flow Sitometri 

Flow sitometri lazer kaynaklı florometre ile parçacık ışık yayılımı analizi 

bileşiminden oluşur. Flow sitometride farklı moleküller, hücreler ve parçacıklar, 

düşük ve dik açılı ışık yayılımı kullanılarak büyüklük ve şekil olarak ayrılabilir. 

Bu hücreler, moleküller veya parçacıklar 13-phycoerithrin, FITC ve rhodamine-

GG gibi özel floresan işaretleyicilerle veya boya işaretli antikorlarla işaretlenebilir 

(51). Flow sitometri yardımıyla, floresan bir madde ile işaretlenmiş antikor 

kullanılarak apoptozda eksprese olduğu bilinen herhangi bir hücre yüzey 

proteininin saptanması mümkündür. Böylece apoptotik hücreler belirlenebilir. 

Kolay uygulanabilir olması, çok zaman almaması ve kantitatif sonuç verebilmesi 

açısından klinikte apoptozun belirlenmesi açısından kullanışlıdır. Apoptoz flow 

sitometri uygulamasında iki şekilde belirlenir. 

a. Floresan bir madde olan propidium iyodür kullanılarak, 

b. Anneksin V kullanılarak (54,60, 61). 
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2.4.4. Apoptozda Anneksin V Yöntemi 

Anneksin V yöntemi; hücrelerde hücre zarının sitoplazmik yüzünde 

membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin bulunmaktadır. Eğer hücre 

apoptoza giderse normalde iç yüzde yerleşmiş olan fosfatidilserin molekülleri 

hücre zarının dış yüzüne hareket ederler. Bu yer değiştirme hücre membran 

bütünlüğünün bozulmadığı apoptotik hücre ölümünün erken dönemlerinde 

meydana gelir. Anneksin V, hücrenin dış yüzeyine transloke olan fosfatidilserine 

bağlanabilen bir protein olduğu için, floresan bir madde örneğin FITC ile 

işaretlenerek apoptotik hücre görünür hale getirilebilir FITC-Anneksin-V 

komplesinin hücre yüzeyindeki fosfatidilserine bağlanma oranı flow sitometri ile 

ölçülebilmektedir. (54,60,62-64). 

 

2.5 Flowsitometri 

 

            2.5.1. Flowsitometri (Akımsitometri) 

1956 yılında Coulter, bir partikülün küçük bir delik boyunca geçişi 

süresince elektriksel iletkenlikteki değişiklikler olduğunu bulmuştur. Bu 

değişiklikler ile partikül sayısının saptanabildiği bir yöntem geliştirmiştir Büyük 

partiküllerin daha fazla iletkenlik değişikliği yaptığı ortaya çıkmıştır. Bu yöntemle 

partikülün büyüklüğü ve hacmi de değerlendirilmektedir (65).  

Bilgisayar ve optik teknojisinde ilerlemeyle birlikte florokrom boyalardada 

gelişmeler olmuştur, 1965 yılında flow sistemiyle spektrofotometre 

birleştirilmiştir. Fuelgen tekniği ile boyanan hücrelerde DNA miktarının 

ölçülebilmesi sağlanmıştır. Bu yeni hali ile flowsitometri (FCM), simultane olarak 

4 parametre ölçebilen ve 2 parametreli histogram şeklinde veriler elde edilebilen 

modern şekline daha da yaklaşmıştır. Argon laserin 1969 ve "slit scaning" 

tekniğinin 1971 yılında sisteme eklenmesi ile her bir hücre ve nükleusu, sahip 

oldukları büyüklük ve hacimlerine ve diğer bazı başka özelliklerine göre, dar bir 
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kanaldan geçerken ürettikleri floresana bağlı olarak farklı floresan dalga boyu 

sinyali şeklinde tespit edilebilir hale gelmişlerdir. Aslında FCM sistemi, kanaldan 

geçerken hücrelerin yaydığı ışık saçımı ile oluşan sinyali yakalayan ve bunu 

amplifiye eden bir seri dedektör sistemidir. Bu şekilde dijital olarak elde edilen 

elektriksel sonuçların bilgisayar analizi ile, hücre hakkında bilgiler edinmek 

mümkün olabilmektedir (66). 

2.5.2. Flowsitometri’nin Çalışma Prensipleri 

 FCM; hücrelerin veya diğer partiküllerin cihaz içine bir sıvı içerisinde ve 

tek sıra halinde alınarak fiziksel ve kimyasal özelliklerinin ölçüldüğü ileri bir tanı 

yöntemidir (65-67). Bu kompleks sistem, birçok farklı sistemin birleşimi ile ortaya 

çıkan oldukça karmaşık bir yapıya sahiptir. FCM sistemini oluşturan alt sistemlerin 

başlıcaları şunlardır;  

1) Hücre veya diğer biyolojik partikülleri toplayan ve taşıyan sistem  

2) Akım sistemi (sheat ve akım kabini (flow chamber)  

3) Lazer sistemi 

4) Sferik şekilli ve çapraz yerleşimli silindir filtreler  

5) Odaklama aynaları  

6) Optik ve elektriksel sinyal detektörleri  

7) Verilerin toplandığı, saklandığı ve analiz edildiği Bilgisayar Sistemi  

8) Hücreleri ayırabilen "cell sorting" sistemi  
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            Şekil 9.  Flowsitometri Sisteminin Şeması (70). 

 

FCM çalışmasının ilk aşamasında; özel yöntemlerle taze veya parafine 

gömülü dokulardan hazırlanan ve nükleik asitlere bağlanan ve bağlandıkları yerde 

floresan veren florokrom boyalarla işaretlenen örneklerin, "Sheat Fluid" içinden 

geçirilerek "Flow Chamber"a ulaşmaları sağlanır. Bu geçiş sırasında hücreler tek 

sıra halinde olup, geçiş sırasında lazer ışığı altında uyarılarak görünür hale gelirler 

(67,68,69). Lazer kaynağı olarak genellikle Argon iyonu kullanılır. Bu şekilde 

hücreye bağlı florokromun lazer ışınları ile aktifleşmesi, ışığın yoğunluğuna bağlı 

olarak hücrenin boyutu, iç yapısı, yüzey morfolojisi ve hücrelerin canlılığı 

hakkında bilgi edinme olanağı sağlar (67-69).  

Boyanın floresan emisyonu hassas fotodiodlarda toplanır ve "Photomultiply 

Tubes" (PMTs) ismi verilen özel sistemle elektrik sinyaline çevrilerek amplifiye 

edilir ve bilgisayar sistemine aktarılır. Böylece birkaç dakikalık süre içinde 10.000-
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1.000.000 hücrenin geçişi sağlanır ve herbirinin özellikleri teker teker 

belirlenebilir (67-69).  

 

                          

Şekil 10. Flowsitometride Hücrelerin Tek Sıra Halinde Geçişini Gösteren Şema 

(70).  
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  3. GEREÇ ve YÖNTEM 

  3.1. Deneysel Çalışma Planı 

          3.1.1. Etik Kurul Onayı ve Deney Hayvanlarının Temini  

 Çalışmaya Karadeniz Teknik Üniversitesi (KTÜ), Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurul onayı alınarak başlandı. Çalışmamızda kullanılan sıçanlar KTÜ Tıp 

Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’nden sağlandı. Çalışmada, 200-250 gr 

ağırlığında Spraque dawley cinsi 32 adet erişkin erkek sıçan kullanıldı. Çalışma 

süresince sıçanların bakımı, beslenmesi, barınması ve deney süresince takibi için 

KTÜ Tıp Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’ nde bulunan odalar kullanıldı. 

Çalışmada kullanılan sıçanların tamamı Cerrahi Araştırma Merkezi’ nden 

sağlandığı için, deney sırasında sıçanlarda çevresel değişikliklerden kaynaklanan 

stres veya uyum problemi yaşanmadı. 

            3.1.2. Sıçanların Çalışma Süresince Bakımı ve Laboratuvar Şartları 

    Sıçanlar çalışma süresince, her zamanki beslenme ve barınma koşullarında 

bulundular. Deney süresi boyunca laboratuvardaki sıcaklık ortalama 22 ± 2 °C, 

nispi nem ortalama %50 ± 5 olarak tutuldu. Sıçanların bulunduğu ortama 12 saat 

aydınlık 12 saat karanlık olacak şekilde aydınlatma koşulları sağlandı. Sıçanlara 

içme suyu olarak, cerrahi araştırma merkezinde normal şartlarda kullanılan çeşme 

suyu verildi ve standart sıçan yemi ile beslendi, herhangi ilave bir besin 

kullanılmadı. Çalışma süresince sıçanların barınmasında standart Tip III kafesler 

kullanıldı (Resim 1). 
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 Resim 1. A ve B, Deney Hayvanlarının Barınmasında Kullanılan Tip III Kafesler. 

    3.1.3. Çalışma Grupları 

 Çalışma dört gruptan oluşturuldu ve her bir grupta eşit sayıda olacak 

şekilde sıçanlar rastgele olarak gruplara ayrıldı. Grupların özellikleri ve çalışma 

sırasında gruplardaki sıçanlara uygulanan işlemler Tablo 1’ de verilmiştir. 

            1. Grup: Kontrol Grubu Sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara deney 

süresi (5 gün) boyunca intraperitonal (i.p.) olarak serum fizyolojik verilip çalışma 

süresince kendi kafeslerinde serbestçe beslenmeleri sağlandı. 

            2. Grup: MTX Grubu Sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara sadece 

deneyin ilk günü 20 mg/kg MTX i.p. olarak uygulandı. 

 3. Grup: MTX+E Vitamini Grubu Sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara 

çalışmanın ilk günü 20 mg/kg MTX i.p. olarak uygulandı ve deney süresince ilk 

günde dahil olmak üzere 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak uygulandı. 

 4. Grup: E Vitamini Grubu Sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara 5 gün 

boyunca 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak verildi. 
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Tablo 1. Çalışmada Kullanılan Gruplar ve Gruplara Yapılan Uygulamalar 

 

GRUPLAR       UYGULAMA                                     DENEK SAYISI 

1. Grup (Kontrol 

Grubu)                              

5 gün boyunca sadece serum 

fizyolojik verildi.                                                      

  8 

2. Grup (MTX Grubu) Sadece çalışmanın ilk günü 

20 mg/kg MTX i.p. 

uygulandı. 

 

  8 

3. Grup (MTX+E 

Vitamini Grubu)             

Sadece çalışmanın ilk günü 

20 mg/kg MTX i.p. ve 5 

gün boyunca 100 mg/kg E 

vitamini i.p. uygulandı. 

 

  8 

4. Grup (E Vitamini 

Grubu)                         

5 gün boyunca 100 mg/kg E 

vitamini i.p. verildi. 

 

  8 

             

           Çalışmanın deney aşaması ve dokuların elde edilmesi işlemlerinin tümü 

KTÜ Tıp Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’nde özel olarak hazırlanmış hayvan 

takip ve cerrahi müdahale odalarında gerçekleştirildi. Uygulamalar her gün aynı 

saatler arasında (saat 11.00-12.00 arasında) yapıldı.  
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 3.2. Histolojik İşlemler 

 

 3.2.1. Karaciğer Dokularının Elde Edilmesi 

 Tüm sıçanlar deney süresinin bitiminde (5. gün sonunda) anestezi 

altındayken kansızlaştırma yöntemi ile sakrifiye edilerek steril şartlar altında 

karaciğerler çıkarıldı ve hassas terazide tartıldı. Tüm sıçanlarda doku takibi 

aşamasında karaciğerin sağ tarafı kullanılmıştır. 

 

 

Resim 2. Karaciğer dokusunun elde edilmesi. 

 

3.2.2 Doku Takibi Aşaması  

Doku takibi aşamasında aşağıdaki işlemler uygulandı:  

1. %70’ lik alkol  24 saat  

2. %90’lık alkol   24 saat  

3. %96’lık alkol  24 saat  

4. %100’lük alkol                  24 saat 

5. %100’lük alkol             1 saat  

6. Ksilen+parafin             5 dakika  

7. Ksilen                                 5 dakika 

8. Ksilen                                 5 dakika 
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9. Dokular eritilmiş parafin içerisinde önce 58 °C’ lik etüvde üç kez 15 dakika, 

sonrasında ise 2 saat bekletildi.  

10. Dokular oda sıcaklığında bloklandı. 

   

3.2.3. Kesitlerin Alınması 

  Kesitler KTÜ Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

laboratuvarındaki Leica  RM 2255 marka mikrotom ile alındı. Dokuya kadar 

20μm’ lik kesitler alınarak dokunun parafini atıldı. Dokuya ulaşıldığında 5 μm’ lik 

kesitler alındı. Kesitler benmari içindeki 45 °C’ lik sıcak su üzerine koyularak 

kırışıklıkların açılması sağlandı ve lam üzerine yerleştirildi. 

 3.2.3.Kesitlerin Hematoksilen ve Eozin ile (H.E.) Boyanması 

Tüm dokulardan kesitlerin alınması tamamlandıktan sonra boyama 

işlemine başlandı. Boyama sırasında H.E. boyaları kullanıldı. Tüm kesitlerin 

parafini 58°C’lik etüvde iyice eritildi ve sırasıyla aşağıdaki işlemler uygulandı:  

1) Ksilen   5 dakika  

2) Ksilen   5 dakika  

3) %100’lük alkol             5 dakika  

4) %96’lık alkol  5 dakika  

5) %70’lik alkol   5 dakika  

6) Distile su   2-3 dakika  

7) Hematoksilen  35 saniye  

8) Musluk suyu  5 dakika  

9) Asit alkol              1 kez batırılıp çıkartıldı  

10) Distile su   1 dakika  

11) Amonyaklı su  10 saniye  

12) Distile su   1 dakika  

13) Eozin              30 saniye  

14) Distile su   1 dakika  

15) %70’lik alkol  5 dakika  
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16) %96’lık alkol  5 dakika  

17) %100’lük alkol  5 dakika  

18) Ksilen   5 dakika  

19) Ksilen   5 dakika  

20) Entellan ile kapatma. 

Fotoğraflar Olympus BX51 (Japan) fotomikroskoplu ışık mikroskobunda 

incelendi ve resimler dijital ortama aktarıldı. 

 

3.2.4. Periyodik Asit Schiff Boyası  

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyası yapılarak hepatositlerde glikojen 

birikimleri değerlendirildi.  

 

 3.2.4.1. PAS Boyası Boyama Protokolü: Preparatlar 60˚C’lik etüvde 1 

saat bekletilerek deparafinize edildi. Daha sonra aşağıdaki işlemlerden geçirildi 

(71). 

1-Periyodik Asit………………………………………………3-5 dk 

2-Suda yıkandı 

3-Prepartlar iyice kurutuldu 

4-Schiff pipetle doku üzerini kaplayana kadar döküldü. 5-20 dk arası bekletildi 

(dokular kırmızı olana kadar). 

5-Suda yıkandı 

6-Hematoksilen boyasında bekletildi…………………………2 dk 

7-Suda yıkandı 

8-Asit alkole batırılıp çıkarıldı 
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9-Suda yıkandı 

10-Amonyakta tutuldu……………………………………..5-10 sn 

11-Suda yıkandı 

12-Alkol serilerinden geçildi 

13-Kurutulup üzerine entellan damlatılarak lamelle kapatıldı. 

 3.3. Flowsitometrik İşlemler 

3.3.1. Flowsitometrik Analiz İçin Dokuların Deparafinizasyonu          

Çalışma kapsamına alınan parafin bloklar Hedley metodundan modifiye edilen 

yöntemle aşağıdaki sıra izlenerek kimyasal ve mekanik yolla deparafinize edildi 

(72).  

1) Parafin bloğa gömülü dokulardan Leica RM 2255 marka mikrotom kullanılarak 

50 mikron kalınlığında her blok için 3 adet kesit hazırlandı ve lama alındı.  

2) Kesitler 1 saat süre ile etüvde bekletildi ve parafinin erimesi sağlandı.  

3) Her bir kesit 10 dakika süre ile iki kez ksilenden geçirildi.  

4) Kesitler rehidratasyon işlemi için iki kez %100 etanol, daha sonra ise sırasıyla 

%75 ve %50 etanol serilerinden 10'ar dakika süreyle geçirildi.  

5) Tüm kesitler 12 saat boyunca distile suda bekletildi. 

6) Lamın üzerindeki materyal bistüri ucu ile her bir olgu için ayrı bir petri kutusuna 

kazındı 

7) Petri kutusundaki dokular ince bir makas ile materyal çamur kıvamına gelene 

dek mekanik olarak parçalandı. Her bir yeni olgu için makas ucu özenle temizlendi.  
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8) Petri kutularındaki materyal üzerine 0.5-1 mL distile su eklendi ve Pastör pipeti 

kullanılarak dokular tüplere aktarıldı. 

9) Süspansiyon naylon DNA mesh (Spectramesh-nylon, 50 micron Backman-

Coulter)' den geçirildi ve süzülerek yabancı partiküllerin tamamen uzaklaşması 

sağlandı.  

10) Her bir süspansiyondan 300 mikrolitre örnek alındı ve BD Pharmingen Pe 

ANNEXİN V Apoptosis Detection Kit (Cat: 559763 Lot: 5306537) ile boyandı. 

11) Örnekler oda ısısında karanlıkta 20 dakika bekletildikten sonra flow sitometrik 

analize geçildi.  

3.3.2. Flowsitometri Analizi  

Flowsitometri Analizi BD Accuri C6 Cytometer cihazıyla yapıldı ve FCM 

bilgisayarına aktarıldı. FCM histogramlarında saptanan apoptoz piki yüzde 

oranları " BD Accuri C6 Cytometer software (Version 1.0.264.21) " analiz 

programı kullanılarak değerlendirildi.  

 3.4. İstatistiksel Analiz 

Verilerin analizi için SPSS (Statistical Package for the Social Sciences 

version 22) programı ve Microsoft®Excel programı kullanıldı. Değerlendirme 

sonuçlarının tanımlayıcı istatistikleri; kategorik değişkenler için sayı ve yüzde, 

sayısal değişkenler için ortalama, standart sapma, minumum, maksimum olarak 

verildi. Gruplar arası karşılaştırmalarda Kruskal-Wallis testi kullanıldı. İstatistiksel 

anlamlılık seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi. Kruskal-Wallis testi anlamlı 

çıkanlarda, ikili karşılaştırmalar için Bonferroni düzeltmeli Mann Whitney U testi 

kullanıldı, anlamlılık seviyesi p<0.0083 kabul edildi. 
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 4. BULGULAR 

 4.1. Sıçan Ağırlıklarına Ait Bulgular 

            Tablo 2. Sıçan Ağırlıklarına Ait Bulgular 

  Tüm 

Gruplar 

N=32 

1.gün 

Ortalama 

± ss 

2.gün 

Ortalama 

± ss 

3.gün 

Ortalama 

± ss 

4.gün 

Ortalama 

± ss 

5.gün 

Ortalama 

± ss 

 235.63 

± 13.35 

238.34 

±13.54 

235.84 

±14.98 

232.44 

±19.49 

232.19 

±22.36 

            

           İstatistiksel olarak sıçan ağırlıkları değerlendirildiğinde birinci ve 2 gün 

ağırlıkları arasında anlamlı bir fark bulunmadı. 3. 4. ve 5. Günlerde ise sıçanların 

ağırlıkları arasında anlamlı bir fark olduğu görüldü p˂0.005 

Tablo 3. Deney Gruplarının Karaciğer Ağırlığına Ait Ortalama ve Standart 

Sapmalar 

Gruplar (N=32) Karaciğer Ağırlıkları (gr)* 

Kontrol Grubu (n:8)                                              12,575 ± 0.9347 

MTX Grubu (n:8)                                                  12,138 ± 1,3928 

MTX+E Vitamini Grubu (n:8)                             11,737 ±1,7129 

E Vitamini Grubu (n:8)                                         14,150 ±1,9420 

 

*: Tüm gruplar için karaciğer ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık saptanmadı (p=0,54). p˃0,005 
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Tablo 4. Deney Gruplarının Flowsitometri Sonuçlarına Ait Ortalama Ve Min-Max 

Değerleri 

Gruplar Flowsitometrik yüzdeler (%)* 

Kontrol Grubu (n:8)                                              0,263 (0,1-0,4) 

MTX Grubu (n:8)                                                  34,038 (30,9-37,9 

MTX+E Vitamini Grubu (n:8)                             11,125 (9,4-12.9 

E Vitamini Grubu (n:8) 0,950 (0.5-1.7) 

 

*: Tüm gruplar için flowsitometrik sonuçları arasında istatiksel olarak anlamlı fark 

saptandı (p ˂0,083). Metotreksat grubundaki flowsitometrik yüzde değeri diğer 

gruplara göre anlamlı olarak arttı. Metotreksat+ E vitamini grubundaki 

flowsitometrik yüzde değeri ise Metotreksat grubuna göre anlamlı olarak azaldı (p 

˂0,083). 

 

Tablo 5. Flowsitometrik analizde apoptoz indeksi yüzdelerinin istatistik 

değerlendirilmesi  

Gruplar 

 

1-2 

(K-M) 

1-3 

(K-ME) 

1-4 

(K-E) 

  2-3 

(M-ME) 

2-4 

(M-E) 

3-4 

(ME-E) 

P değeri 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 

  Tüm gruplar arasında karşılaştırmalarda istatistiksel olarak anlamlı fark gözlendi 

(p˂0,0083). 
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4.2. Histolojik Bulgular 

Kontrol grubu ve deney grubuna ait karaciğer doku kesitlerinde incelenen 

yapısal değişiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaşlarının yapmış oldukları 

skorlamaya göre değerlendirildi (73). Gruplar arasında gözlenen değişikliklerin 

“p” değerleri aşağıda verilmiştir. 

Deneysel parametrelerin histolojik (yapısal) değerlendirilmesi skorlandı. 

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

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

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

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

                      Tablo 6. Histolojik Bulguların Skorlaması 

Deney grupları Grup 1 

Kontrol 

Grup 2 

Metotreksat 

Grup 3 

Metotreksat+E 

vitamini 

Grup 4 

E vitamini 

Kruskal-

Wallis p 

değeri 

Histolojik skor 0   1+   2+  3+ 0   1+   2+   3+ 0   1+   2+   3+ 0    1+  2+  3+  

Hepatositlerde 

dejenerasyon 

8    0     0     0 0     0     1     7 0    4     4     0 8    0     0    0 p˂0,0083 

Piknotik 

çekirdekler  

8    0     0     0 0     8     0     0 7    1     0      0 8    0     0    0 p˂0,0083 

Sinüzoidal 

dilatasyon  

8    0     0     0 0    3     3     2 7     1     0     0 8    0     0    0 p˂0,0083 

Mononükleer 

hücre 

infiltrasyonları  

8    0     0     0 0     0     1     7 0     1     6     1 8    0     0    0 p˂0,0083 

Vasküler 

konjesyon  

8    0     0     0 0     0     7     3 1     7     0     0 8     0     0   0 p˂0,0083 

Hemoraji 8    0     0     0 0     0     0     8 6      2    0     0 8     0     0   0 p˂0,0083 

Histolojik bulguların analizinde tüm gruplar arasında karşılıklı yapılan 

karşılaştırmalarda anlamlı fark gözlendi (p˂0,0083). 
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Tablo 7. Histolojik bulguların farklarının karşılaştırması 

Gruplar Hepatosit 

dejen. 

Piknotik 

çekirdek 

Sin. 

dilat. 

Mono. 

 infilt.  

Vas.kon.  Hem. 

    1-2 

(K-M) 

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

    1-3 

(K-ME) 

0,000 0,317 0,317 0,000 0,001 0,000 

    1-4 

(K-E) 

1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

    2-3 

(M-ME) 

0,001 0,001 0,001 0,004 0,000 0,000 

    2-4 

(M-E) 

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

    3-4 

(ME-E) 

0,000 0,317 0,317 0,000 0,001 0,000 

 

Hepatosit dejen.: Hepatosit dejenerasyonu  

Sin. Dilat.: Sinüzoidal dilatasyon 

Mono. İnfilt.: Mononükleer hücre infiltrasyonu 

Vas.kon.: Vasküler konjesyon 

Hem.: Hemoraji 

*Mann Whitney U testine göre P˂0,0083 anlamlı kabul edilmiştir. 1. ve 4. 

grup karşılaştırmasında anlamlı fark yoktur. 1. ve 3. grup karşılaştırmasındaki 

piknotik çekirdek ve sinüzoidal dilatasyon istatistiği ve 3. ile 4. grup 

karşılaştırmalarındaki piknotik çekirdek ve sinüzoidal dilatasyon anlamlı 

çıkmamıştır. Diğer grup karşılaştırmaları anlamlı olarak bulundu. 
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4.3. Flowsitometrik Bulgular 

 

Resim 3. Kontrol, Metotreksat, Metotreksat + E Vitamini, E Vitamini Gruplarına Ait 

Flowsitometrik Apoptotik İndeks Yüzdelerine Ait Histogram. 

   

Tablo 8. Flowsitometrik Analizde Apoptoz İndeksi Yüzdeleri Tablosu  
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       4.4. Histopatolojik Bulgular 

                                     

 Resim 4. Kontrol Grubuna Ait Kesit (H.E.  X 400). Normal histolojik bulgular gözlenmekte. 

        

       Resim 5. Kontrol Grubuna Ait Kesit (PAS X 400). Normal histolojik bulgular gözlenmekte.      

Hepatositlerin glikojen yoğunlukları normal bulunmuştur. 



39 
 

         

       Resim 6. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (H.E X 400). 

        (  ) Mononükleer hücre infiltrasyonu, (  ) Vasküler konjesyon bulguları gözlenmekte. 

 

 

        

       Resim 7. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (H.E X 400). (  ) Hepatositlerde atrofi, (  ) 

Sinüzoidal dilatasyon,  (  ) Piknotik çekirdek bulguları gözlenmekte. 
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      Resim 8. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (PAS X 400). (  ) Piknotik çekirdekler, (  ) 

Hepatosit sitoplazması içinde vakuol yapısı , (  ) Sinüzoidal dilatasyon, (  ) Hepatosit 

dejenerasyonu,  (  ) Vena sentralis etrafındaki hepatositlerde hipertrofi bulguları gözlenmekte. 

 

       

       Resim 9. Metotreksat Grubuna Ait Kesit (PAS X 400). (  ) Hepatositlerde glikojen 

depoları boşalmış. (  ) Hepatositlerde atrofi,  (  ) Sinüzoidal dilatasyon, (  ) Piknotik 

çekirdek bulguları gözlenmekte. 
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       Resim 10. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E. X400). 

(  ) Sinuzoidal dilatasyonda azalma, (  ) Hepatosit sitoplazmalarında belirgin düzelme 

gözlenmekte. 

 

        

       Resim 11. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (PAS X400). 

(  ) Hepatosit sitoplazmalarında metotreksat grubuna göre belirgin düzelme ve hepatositlerdeki 

glikojen yoğunluğunda artma gözlenmekte. 
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       Resim 12. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E. X 200). (  ) Eozinofilik  

sitoplazmalı hepatositler gözlenmekte. 

 

      

      Resim 13. Metotreksat + E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E X 400). 

    (  ) Fibroblast çekirdekleri, (  ) Eosinofilik sitoplazmalı hepatosit gözlenmekte. 
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     Resim 14. E Vitamini Grubuna Ait Kesit (H.E X400). Normal histolojik bulgular 

gözlenmekte. 

 

     

  Resim 15. E Vitamini Grubuna Ait Kesit (PAS X400). Normal histolojik bulgular gözlenmekte. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Metotreksat uzun yıllardır kanser kemoterapisinde, inflamatuar, 

romatolojik ve otoimmun hastalıklarda kullanılmaktadır. MTX % 50’ ye yakın bir 

oranda plazma proteinlerine ve albümine bağlanarak taşınır. (1) En yoğun olarak 

karaciğer ve böbrek dokularında bulunur (74). 

MTX, hücre siklusunda S fazındaki hücreleri etkiler. Dihidrofolat 

redüktaz’a bağlanarak pürin ve primidin yapımı için gerekli tetrahidrofolat 

sentezini inhibe eder (28). Kronik düşük doz MTX, fibrozis ve siroz yaparken 

yüksek doz MTX, karaciğer fonksiyon testlerinde ani bozulmaya neden olur (75). 

MTX nikotinamid adenin dinükleotid (NAD) ve nikotinamid adenin dinükleotid 

fosfat (NADP) seviyelerini azaltır. Özellikle NADP önemli bir antioksidan olan 

indirgenmiş glutatyonun (GSH) devamlılığını sağlayan glutatyon reduktaz 

(GSSG-R) enzimi için gerekmektedir. MTX 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 olur. (2) 

Süperoksit, serbest hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif 

oksijen ürünleri, karaciğer de devamlı olarak sentezlenmekte ve yıkılmaktadir. 

Meydana gelen oksidatif stres, reaktif oksijen ürünleri ve çeşitli sitokinlerlerle 

birlikte; hepatositte bulunan, Kupffer ve İto hücrelerinin hasarlanmasına neden 

olmaktadır. Sürekli hale gelen bu etki hepatositlerin apoptoza gitmesine ve sonuçta 

fibrozis oluşmasına neden olabilir (76,77). 

            MTX daha çok karaciğerde metabolize olur ve böbrek yoluyla atılır. 

Alındıktan 24 saat içinde 7-OH metotreksat olarak renal filtrasyon, tübüler 

reabsorbsiyonla böbreklerden atılır. Az bir oranda safra yolu ile de elimine 

edilebilir (74,78). 



45 
 

MTX’ in en sık görülen yan etkilerinden biriside hepatotoksisitedir. Tedavi 

gören hastalarda tedavi kesilmesine neden olan önemli bir yan etkidir. 

Hepatotoksisite alınan dozla bağlantılıdır ayrıca obezite, diabet alkol kullanımı, 

yaş ve geçirilmiş karaciğer hastalığına bağlı olarak değişik hasar derecelerinde 

ortaya çıkabilir (79). Yüksek doz MTX’ in hepatotoksisiteye yol açması sık olarak 

gözlenir bu nedenle metotreksatla kanser tedavisi olumsuz olarak etkilenmektedir 

(80). 

MTX’ in neden hepatotoksik olduğunun mekanizması tam olarak ortaya 

konulmamıştır (2). Hepatotoksisite mekanizması olarak oksidatif stresin sorumlu 

olabileceği düşünülmektedir. Literatürde daha önce yapılan çalışmalar da ; 

MTX’in hepatotoksisite, nefrotoksisite ve GİS toksisitesinden  oksidatif stres 

sorumlu tutulmaktadır (81,82). Biz de çalışmamızda daha önceki çalışmalarda 

antioksidan özelliği kanıtlanmış olan E vitamininin, MTX’in hepatotoksik etkisine 

karşı vereceği cevabı araştırdık. 

Literatürde MTX ratlara değişik dozlarda ve uygulama yolları ile 

verilmiştir. Biz çalışmamızda MTX’ı intraperitoneal yolla tek seferde 20 mg/kg 

dozunda uyguladık (2,41,83). Şener ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada MTX 20 

mg/kg/i.p. tek doz olarak uygulanmış ve sonrasında beş gün süre ile L-Karnitin 

500 mg/kg uygulanmış, karaciğer dokuları histolojik açıdan incelenmiştir. MTX 

grubunda hepatosit dejenerasyonu, sinüzoidal dilatasyon ve vasküler konjesyon, 

bulgularının olduğu gözlenmiştir (83). Bizde bu çalışmadaki sonuçlara benzer 

olarak yapmış olduğumuz çalışmada MTX grubundaki hepatositlerde 

dejenerasyon, sinüzoidal dilatasyon, vasküler konjesyon ve hepatositlerde piknotik 

çekirdek bulgularını bulduk. 

Karaciğer, toksik maddelerin eliminasyonunda ve atılımı sırasında önemli 

görev alan bir organdır. MTX ve metabolitlerinin vücuttan atılımında hepatobiliyer 

sistem, böbrekler ile birlikte çalışır. MTX karaciğer ve böbreklerde çok 

birikmektedir bu sebepten dolayı, yüksek doz uygulanması hepatotoksisite ve 

nefrotoksisiteye neden olur (82,84) 
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            Yapılan bir çalışmada MTX verilen sıçanların karaciğer ve böbrek 

dokularında MDA seviyeleri artmış ve glutatyon sulfohidroksit seviyeleri azalmış 

olarak tespit edilmiş ve antioksidan olan melatoninin bu etkileri önlediği 

bulunmuştur (41). Bizde çalışmamızda metotreksatın hepatotoksisitesine karşı bir 

antioksidan olan E vitaminini kullandık. Bu çalışmadaki sonuçlara benzer şekilde 

E vitamini kullanımının karaciğer hasarını azalttığını gözlemledik. 

Karaciğerdeki ve diğer dokulardaki meydana gelebilecek çeşitli hasarları 

önlemek ve etkin bir tedavi için E vitamini kullanımını içeren çok sayıda çalışma 

yapılmıştır (85-92). E vitamininin kuvvetli antioksidan etkisi çok uzun zamandır 

bilinmektedir ve bu etki çeşitli tedavi modaliteleri açısından değerlendirilmeye 

çalışılmaktadır (86,87,93) 

E vitamini serbest radikalleri ve oksijen radikallerini nötralize ederek 

antioksidan etkinlik gösterir (94). E vitamini, lipit yıkım reaksiyon zincirini 

engeller ve serbest radikalleri durdurur. Hücre ve organellerin membran lipitleri 

üzerindeki bu etkisi nedeniyle membranları oksidatif hasara karşı korur. Böylece 

genel olarak membran stabilitesini sağlar. (94) E vitamini serbest oksijen 

radikallerini; hücre zarlarına, nukleik asitlere ve hücre organellerine zarar 

vermeden önce kendine çeker ve bağlar. Doymamış yağ asitleri ve diğer yağları 

içeren hücresel membranlara yerleşerek oksidatif hasarları engeller. E vitamininin 

eksikliğinde hücresel membranların serbest radikallerden zarar gördüğü ve hücre 

içine kalsiyum iyonlarının geçişinde artış olduğu belirtilmiştir (1,86,87,95). 

Etanol bağımlı karaciğer hasarında serbest radikallerin reaktif oksijen 

türlerini artırarak ve antioksidanları azaltarak karaciğere toksik etki yaptığını ve  E 

vitaminin de bu etkilerden karaciğeri koruduğu bulunmuştur (87).  

Karaciğerdeki hasar eğer erken dönemlerinde belirlenip etkin bir tedavi 

geliştirilmezse, hepatosit dejenerasyonundan başlayıp fibrozis hatta siroza kadar 

uzanan irreversible hasarlar meydana gelmektedir (96) 

Non-alkolik steatohepatit olgularında; yağlanma makroveziküler özellikte 
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olup, özellikle ZON 3 ve vena sentralis çevresinde olmaktadır. E vitamini 

tedavisinin, Non-alkolik steatohepatit olgularında fibrozis ve inflamasyonu da 

azalttığı bulunmuştur (97). 

Alkolik karaciğer hastalığında ise MDA seviyeleri yükselirken E vitamini 

seviyeleri düşer. Alkolün yaptığı bu oksidan etkiye karşı tedavide antioksidan 

etkili E vitamini kullanımı klinik yarar sağlamıştır (98,99). 

            Karaciğer hasarının en ileri evrelerinden birisi olan sirozda E vitamini 

seviyeleri anlamlı şekilde düşük bulunmuştur ve E vitamini eksikliğinin siroz 

etyopatogenezinde rol oynayabileceği düşünülmektedir (100-102).  

            Yaptığımız çalışmada sıçan ağırlıkları değerlendirildiğinde birinci ve 2. 

gün ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı. 3. 4. ve 5. 

günlerde ise sıçanların ağırlıkları arasında anlamlı bir fark olduğu görüldü. 

Karaciğer ağırlığına ait ortalama ve standart sapmalar incelendiğinde ise gruplar 

için karaciğer ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

saptanmadı. 

Çalışmamızda MTX uygulanan gruplara ait doku örneklerinde; hepatosit 

kordonlarının ışınsal diziliminin bozulduğu, hepatositlerin dejenere olduğu, 

hepatositlerdeki glikojen depolarının azaldığı, sinuzoidlerde genişleme, vasküler 

konjesyon ve mononükleer hücre infiltrasyonu olduğu görüldü. Yine bu grupta 

piknotik çekirdekli hepatositler, özellikle vena sentralis çevresindeki 

hepatositlerde vakuol oluşumu ve hipertrofi gözlendi.  

Yaptığımız annexin v ile flowsitometri çalışmasında kontrol grubuna ait 

apoptotik indeks yüzdesi %0,4 iken metotreksat verilen gruptaki apoptoz indeksi 

yüzdesi %34,4 olarak bulduk buda bize metotreksata bağlı olarak apoptozun 

önemli derecede arttığını göstermektedir. Bu bulgumuz istatistiksel olarakta 

anlamlıdır.  

            MTX ile birlikte E vitamini verilen tedavi grubunda ise sinuzoidal 

genişleme, vasküler konjesyon ve inflamasyonu gösteren mononükleer hücre 

infiltrasyonunun azaldığı görülmüştür, hepatosit dejenerasyonunda belirgin 
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şekilde azalma ve hepatosit glikojen depolarının metotreksat grubuna göre daha 

fazla dolduğu tesbit edildi. Yapmış olduğumuz flowsitometrik analizde 

metotreksat + E vitamini grubundaki apoptotik yüzde %9,4’ e düşmüştür. 

Apoptoz’ a giden hücre yüzdesindeki bu büyük düşüşün E vitamininin antioksidan 

etkisinden kaynaklandığını düşünmekteyiz. 

             Çalışmamıza benzer şekilde Vardı ve ark (103), deney hayvanlarına MTX 

uygulamış ve antioksidan olan β Karoten vermişlerdir. MTX verilen grupta 

karaciğerde sinüzoidal dilatasyon, vasküler konjesyon ve apoptotik hücreler 

göstermişlerdir. Tedavi gruplarında ise kontrole yakın bulguların olduğunu tesbit 

etmişlerdir. Doku düzeyinde MTX verilen grupta MDA değerlerinde anlamlı artış 

olurken tedavi gruplarında kontrole yakın MDA seviyesi olduğunu bildirmişlerdir. 

Uraz ve ark. (39) yaptıkları bir çalışmada ALT, ALP ve gamaglutamil 

transferaz (GGT) seviyelerini MTX alan grupta anlamlı şekilde yüksek 

saptamışlardır. Yine yapılan bir çalışmada ratlarda MTX kullanımıyla, karaciğer 

dokularında MDA ve MPO düzeyleri artarken, histopatolojik olarak da hasar 

bulgular görülmekte iken thiamin pirofosfatla bu bulgular iyileştirilmiştir (104). 

Benzer şekilde yapılan bir çalışmada (105), ratlarda MTX (20 mg/ kg ip tek 

doz) kullanımı ile mikroskobik hasar skorlaması anlamlı derecede artarken 

montelukast ile gerilemiştir. Bizde yaptığımız çalışmada metotreksat verdiğimiz 

grupta meydana gelen hasarı E vitamini verdiğimiz grupta azaltmayı başardık. 

Yine yapılan bir çalışmada karaciğer dokusunda, mikroskobik düzeyde patolojik 

bulgular görülürken resveratrol verilerek karaciğer dokusunda biyokimyasal ve 

histopatolojik düzelme sağlanmıştır (106). 

            Sonuç olarak, MTX ile meydana gelen karaciğer hasarı, E vitamini ile 

azaltılabilir. Mevcut literatür bilgileri ve bizim çalışmamızın sonuçlarına göre, E 

vitamini antioksidan etkisiyle metotreksatın karaciğerde meydana getirmiş olduğu 

hasarı önemli derecede azaltmaktadır. Flowsitometrik olarak ölçtüğümüz apoptoz 

indeksi yüzdesini metotreksat grubunda %34,4 bulmuş iken E vitamini 

eklenmesiyle apoptoza giden hücre yüzdesi %9,4 e düşmüştür. Bu istatistiksel 
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olarakda anlamlı bir bulgudur. Çalışmamızda bulduğumuz sonuçlardan yola 

çıkarak daha fazla sayıda sıçan ve parametre kullanılarak, E vitamini farklı 

dozlarda verilerek, yeni antioksidan çeşitleri denenerek farklı çalışmalar 

yapılabilir. Flowsitometri ile değişik histopatolojik yöntemleri birleştirerek 

yapılacak çalışmaların literatüre katkı sağlayacağını düşünmekteyiz.  
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