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ÖNSÖZ 

Bu çalışma, her biri, ayrı ayrı, güçlü birer antioksidan olan sumak ve D vitaminin, 

karaciğer dokusu üzerinde yıkıcı etkisi olduğu bilinen ve tıp alanında belli hastalıklara 

karşı yaygın olarak kullanılan metotreksat isimli ilacın, karaciğer üzerindeki olumsuz 

etkilerini azaltıcı rollerini, ayrı ayrı ve birlikte kullanımlarında ortaya koymak, çalışma 

sonunda her iki antioksidanın da karaciğer hasarını azaltıcı ya da tamir edici etkilerine dair 

olumlu sonuç elde edildiği takdirde, hayatlarının bir döneminde ya da hayat boyu 

metotreksat kullanmak zorunda kalan oldukça fazla sayıdaki hastanın, metotreksat isimli 

ilaç ile birlikte, sumak ve D vitamini kullanmalarının faydalı olabileceğine dair, literatüre 

katkı yapmak ve bu konu ile ilgili daha geniş kapsamlı çalışma yapılabilmesine öncü olmak 

amaçlanmıştır.  

Bu bilimsel araştırma projesi Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi tarafından 

proje numarası 2021/2-34 M ile desteklenmiştir. Destekleri için Kahramanmaraş Sütçü 

İmam Üniversitesi Rektörlüğü Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimine 

teşekkür ederiz. 

Projenin başlama tarihi 20/05/2021 ve bitiş tarihi 13/12/2023’tür. 

 
                                                                                                   Proje Yürütücüsü 

                                                                                                   Doç. Dr. Alper YALÇIN 
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ÖZET 

Metotreksat (MTX), kanser ve enflamatuar hastalıkların tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan bir ajandır. Ancak karaciğer üzerinde ciddi toksik etkileri vardır. Sumak (Rhus 

coriaria L.) ve D vitamini (VD) her ikisi de güçlü antioksidanlar ve serbest radikal 

temizleyiciler olarak işlev görür. Buna rağmen, MTX aracılı karaciğer hasarları üzerindeki 

etkileri hala bilinmemektedir. Bu nedenle, mevcut çalışma sıçanlarda MTX'in neden olduğu 

hepatotoksisiteye karşı sumak ve VD'nin olası hepatoprotektif potansiyelini belirlemek için 

tasarlandı. Altmış üç adet sıçan, her grupta eşit sayıda olacak şekilde; kontrol, sumak özü 

(SE) (500 mg/kg), VD (200 IU/kg), ayçiçek yağı (SO) (1 ml/kg), SE + VD, MTX (8. günde 

tek doz 20 mg/kg), MTX + SE, MTX + VD ve MTX + SE + VD olarak gruplandırılmıştır. 

MTX grubu, transmisyon elektron mikroskobunda kontrol grubuna kıyasla ciddi karaciğer 

hasarı gösterdi. İmmünohistokimyasal incelemelerde MTX grubunda, önemli ölçüde artmış 

geçici reseptör potansiyeli melastatin 2 (TRPM2), kaspaz-3 ve tümör nekroz faktörü alfa 

(TNF-α) ekspresyonu gözlendi. MTX uygulaması ayrıca, serum alanin transaminaz (ALT) 

ve doku malondialdehit (MDA) gibi karaciğer fonksiyon belirteçlerinde önemli artışlarla 

sonuçlandı. Dikkat çekici bir şekilde, SE ve VD'nin aynı anda uygulanması tüm 

değişiklikleri iyileştirdi. SE ve VD, sıçanlarda MTX'in neden olduğu karaciğer hasarı 

üzerinde sinerjik koruyucu etki gösterdi. 

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, hepatotoksisiste, methotrexate, sumak, vitamin D 
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ABSTRACT 

Methotrexate (MTX) is a commonly used agent in treatment of cancer and 

inflammatory diseases. However, it has serious toxic effects on the liver. Sumac (Rhus 

coriaria L.) and vitamin D (VD) both function as powerful antioxidants and free radical 

scavengers. Despite this, their effects over MTX-mediated liver damages still remain 

unknown. Thus, the current study was designed to establish the possible hepatoprotective 

potential of sumac and VD against MTX-induced hepatotoxicity in rats. Sixty-three rats were 

grouped as: control, sumac extract (SE) (500 mg/kg), VD (200 IU/kg), sunflower oil (SO) (1 

ml/kg), SE+VD, MTX (a single dose of 20 mg/kg on day 8), MTX+SE, MTX+VD, and 

MTX+SE+VD with equal numbers of animals. The MTX group showed severe liver damage 

on transmission electron microscopy compared to the control group. In the 

immunohistochemical examinations, the MTX group had significantly increased transient 

receptor potential melastatin 2 (TRPM2), caspase-3, and tumor necrosis factor alfa (TNF-α) 

expression. MTX administration also resulted in significant increases in liver function 

markers such as serum alanine transaminase (ALT) and tissue malondialdehyde (MDA). 

Noticeably, administering SE and VD concurrently improved all changes. SE and VD 

showed synergistic protective effect on liver damage induced by MTX in rats. 

Keywords: Antioxidants, hepatotoxicity, methotrexate, sumac, vitamin D 
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1. GİRİŞ 

 

Metotreksat (MTX), otoimmün ve dermatolojik hastalıkların tedavisinde en etkili ve 

yaygın kullanılan ilaçlardan biridir (Ezhilarasan 2021). Karaciğer, böbrek, kemik iliği, 

gastrointestinal sistem ve nöronlar üzerindeki sayısız olumsuz etkisi nedeniyle MTX düzenli 

olarak izlenmelidir (Pannu 2019). MTX'in hem akut hem de kronik kullanımda toksik etkileri 

vardır (Barak ve ark. 1984). Hücreleri oksidatif strese karşı koruyan antioksidan savunma 

sisteminin vücuttaki etkinliğini azaltır (Çetinkaya ve ark. 2006). Bunun nedeni, oksidanlar ve 

antioksidanlar arasında yer alan dengenin, oksidanlar lehine kaymasıdır. Dokulardaki 

antioksidan/oksidan dengesi korunmazsa, hücresel hasara neden olabilecek bazı patolojik 

değişiklikler meydana gelebilir (Akbulut ve ark. 2014). MTX'in en önemli yan etkilerinden 

biri hepatotoksisitedir (Malayeri ve ark. 2022), bu durum hayatı tehdit edici olabilir (Hafez ve 

ark. 2015) ve hatta ölüme neden olabilir (Barak ve ark. 1984). 

Çeşitli çevresel değişiklikleri algılama ve bunlara uyum sağlama yeteneği, tüm 

hücrelerin hayatta kalması için kritik öneme sahiptir ve geçici reseptör potansiyeli (TRP) 

kanalları bu algılama ve adaptasyon süreçlerinde önemli roller oynar (Yamamoto ve ark. 

2010). TRPM2, reaktif oksijen türleri (ROS) tarafından aktive edilen Ca2+ geçirgen seçici 

olmayan katyon kanalı oluşturan bir TRP protein süper ailesi üyesidir (Takahashi ve ark. 

2011). Hücrelere Ca2+ akışına aracılık eder, lizozomal Ca2+ salım kanalı olarak işlev görür 

(Sumoza‐Toledo ve Penner 2011) ve hücre ölümüne aracılık eder (Hara ve ark. 2002). 

TNF-α, güçlü proinflamatuar aktiviteye ve çeşitli proinflamatuar mediatörlerin 

salgılanmasını teşvik etme yeteneğine sahip önemli bir proinflamatuar sitokindir (Wang ve 

ark. 2020). Oksidatif stres, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu artırarak oksidatif stres 

ve inflamasyon arasındaki etkileşime yol açar (Sayed ve Morcos 2007; Sayed 2008) ve bu da 

daha fazla doku hasarına sebep olur (Cüre ve ark. 2015). Oksidatif stres dahil olmak üzere 

çeşitli mekanizmalar (Tousson ve ark. 2014) ve TNF-α gibi enflamatuar mediatörlerin 

salınması (Cetiner ve ark. 2005), MTX toksisitesinin olası nedenleri olarak gösterilmiştir. 

Apoptozun en önemli belirteçleri, bir dizi yapısal ve düzenleyici protein 

bölünmesinde kısmen veya tamamen rol oynar (Peña-Llopis ve ark. 2003). Porter ve 

Janicke'ye (1999) göre kaspaz-3, apoptotik hücrelerdeki proteinlerin büyük kısmını 

parçalayan en etkili kaspaz ailesidir ve apoptozda da önemli bir rol oynar (Boeddeker ve 

Alexandra 2015). MTX'in oksidatif DNA hasarına ve apoptoz yollarının aktivasyonuna yol 
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açtığı bildirilmiştir (Prestigiacomo ve ark. 2017). 

Sumak (Rhus coriaria L.), Akdeniz bölgesinde yaygın olarak kullanılan ve sağlıklı 

gıda bileşenlerine sahip olan bir baharattır (Khalil ve ark. 2021). Çeşitli çalışmalar, sumağın, 

içerdiği bileşiklere bağlı olarak, terapötik potansiyelini bildirmiştir (Batiha ve ark. 2022). 

Sumak, flavonoidler, tanenler, polifenoller, uçucu yağlar ve organik asitler dahil olmak üzere 

birçok fitokimyasal türünden zengindir (Elagbar ve ark. 2020). Karaciğer hasarını önleme 

özelliğinin yanı sıra, antioksidan, antiviral, antibakteriyel, antihemolitik, iltihap önleyici ve 

serbest oksijen radikal süpürücü özelliklere sahiptir (Korkmaz 2021). Sumak, kanser, diyabet 

ve kardiyovasküler hastalıklar dahil olmak üzere birçok hastalığa karşı koruyucu potansiyele 

sahiptir (Alsamri ve ark. 2021). 

Tipik olarak diyet yoluyla tüketilen D vitamini (VD), cildin güneş ışığına maruz 

kaldığında ürettiği steroid bir hormondur (Caprio ve ark. 2012). 7-dehidrokolesterol (pro-

Vitamin D3), D3 (kolekalsiferol), 1,25-dihidroksikolekalsiferol ve D2 vitamini 

(ergokalsiferol) içerir (Wiseman 1993). Kolekalsiferol, vücudu besleyen ana VD formunu 

oluşturur ve besinsel takviye açısından, tek VD formu olarak düşünülmelidir (Vieth 2020). 

VD oksidatif stresi önler, kronik iltihabı azaltır ve mitokondriyal solunum fonksiyonunu 

sağlam tutmaya yardımcı olur. VD, çeşitli patolojik durumlarda olumlu etkileri olan güçlü bir 

antioksidan olarak insan sağlığını korumak için gereklidir (Wimalawansa 2019). Oksidatif 

stres, birçok hastalığın patolojisine katkıda bulunan VD yetersizliği ile şiddetlenir (Camara ve 

Brandão 2019). 

Bu çalışmanın amacı, bir sıçan modelinde, SE ve VD'nin MTX aracılı karaciğer 

hasarına karşı koruyucu özelliklerini araştırmaktır. Bu amaçla transmisyon elektron 

mikroskobu ile tüm grupların karaciğer dokularındaki histopatolojik değişiklikleri 

değerlendirdik. Ayrıca, genellikle oksidatif hasarın bir göstergesi olarak bilinen 

malondialdehit (MDA) ve karaciğer hasarı için en spesifik belirteç olan serum alanin 

aminotransferaz (ALT) gibi biyokimyasal parametrelerle birlikte, karaciğer TRPM2, TNF-α 

ve kaspaz-3 ekspresyonundaki immünohistokimyasal değişiklikler araştırıldı.
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2. MATERYAL VE YÖNTEM (METOD) 

 

 2.1. Sumak ekstraktının kaynağı ve hazırlanışı 

 Sumak meyveleri, Adıyaman'daki yerel bir pazardan taze ve temiz olarak temin edildi. 

Meyveler distile su ile temizlendikten sonra karanlıkta ve oda sıcaklığında kurutuldu. 

Öğütülmüş kuru meyveler, -20°C'lik dondurucuda, analiz edilene kadar saklandı. 

Öğütülmüş malzeme beş kat konsantrasyonda damıtılmış su (g/ml) ile birleştirildi, iki 

saat boyunca oda sıcaklığında (22°C) yıkandı ve daha sonar, toplanan süpernatan 

kullanılarak, 20 dakika boyunca santrifüj edildi. Döner bir buharlaştırıcı ve 40°C'de bir 

vakum kullanılarak süpernatanlardan gelen solvent buharlaştırıldı. İnce liyofilize toz 

oluşturmak için elde edilen fraksiyon, temiz suda çözüldü ve -51°C’de vakum altında 

dondurularak kurutuldu (Doğan ve Çelik 2016). 

2.2. Deneysel tasarım 

 Bu çalışma, Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından onaylandı (2021/03/03, karar no: 01). SE ve 

VD'nin MTX aracılı hepatotoksisite üzerindeki etkilerini incelemek için 8-10 haftalık, 

200-300 g ağırlığında toplam 63 erkek Wistar albino sıçan kullanıldı. Ratlar (n=7) 

rastgele dokuz eşit gruba ayrılarak, sıcaklığı 22±2 ºC ve 12 saat aydınlık-karanlık 

döngüsü olan ortamda, istenildiği kadar standart yem (Korkutelim Yem Gıda San. Tic., 

Antalya, Türkiye) ve su ile beslendi. Gruplar şu şekilde tasarlandı: 

• Kontrol grubu: Herhangi bir ilaç verilmedi. 

• Sumak ekstraktı (SE) grubu: 1 ml distile su içerisinde çözündürülmüş 500 mg/kg 

liyofilize SE, 21 gün boyunca günlük olarak oral gavaj (o.g.) ile verildi (Doğan A ve 

Çelik 2016). 

• D Vitamini (VD) grubu: Ayçiçek yağında eritilmiş 200 IU/kg VD (DEVIT-3® Deva, 

Türkiye), 21 gün boyunca günlük olarak o.g. (Dabak ve ark. 2009) ile verildi. 

• Ayçiçek yağı (SO) grubuna: 21 gün boyunca günlük 1 ml/kg SO o.g yoluyla 

uygulandı. 
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• SE+VD grubu: 500 mg/kg liyofilize SE ve 200 IU/kg VD, o.g. yoluyla günlük olarak 

uygulandı. 21 gün boyunca. 

• MTX grubu; 8. günde 20 mg/kg'lık tek doz MTX (Methotrexate®, Koçak Farma, 

Türkiye) intraperitoneal (ip) olarak verildi. Karaciğerin MTX'e maruz kalma süresi 14 

gün olarak tasarlandı (Erdoğan ve Yalçın 2020). 

• MTX+SE grubu; Liyofilize SE (500 mg/kg), 21 gün boyunca günlük olarak 

o.g.yoluyla verildi. 20 mg/kg MTX tek doz olarak 8. günde i.p. olarak verildi. 

• MTX+VD grubu; VD (200 IU/kg) o.g. 21 gün boyunca her gün o.g yoluyla verildi. 20 

mg/kg MTX tek doz olarak 8. günde i.p. olarak verildi. 

• MTX+SE+VD; Liyofilize SE (500 mg/kg) ve VD (200 IU/kg), o.g. yoluyla verildi. 21 

gün boyunca her gün. 20 mg/kg MTX tek doz olarak 8. günde i.p. olarak verildi. 

 Deney sonunda tüm gruplardaki hayvanlara ketamin (75 mg/kg) ve ksilazin (10 

mg/kg) verildi ve sıçanlar anestezi altında iken intrakardiyal olarak kan alındı. 

Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) incelemek için karaciğer dokularının bazı 

kısımları alındı ve %2,5 glutaraldehit ile işleme tabi tutuldu. İmmunohistokimyasal 

inceleme için, kalan karaciğer dokuları, rutin laboratuvar işlemleri sonrasında parafin ile 

bloke edildikten sonra %10 formalin ile tespit edildi. Kanlar santrifüj edildikten sonra 

geri kalan karaciğer dokuları ve serum örnekleri biyokimyasal analizler için -80 o C'de 

saklandı. 

2.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) 

 Elektron mikroskobunda kullanılmak üzere 1 mm3 doku örnekleri +4 °C'de yeni 

yapılmış %2,5 glutaraldehit fiksatifine yerleştirildi, fosfat tamponunda durulandı ve 

ardından taze fosfat tamponuna yerleştirildi. %1 osmiyum tetroksit ile post-fiksasyon 

yapıldı. Dehidrasyonun ardından artan seride etil alkol ve doku parçaları epon içerisine 

gömüldü. Ultramikrotomla (UCT-125; Leica Microsystems GmbH, Wien, Avusturya) 

kesilen ultra ince kesitler, uranil asetat ve kurşun sitratla kontrastlandı ve bir TEM (JEM-

1011; JEOL Ltd, Tokyo, Japonya) ile incelendi. 
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2.4. TRMP2, kaspaz-3 ve tümör nekroz faktörü alfanın (TNF-α) immünohistokimyasal 
boyaması 

Parafin bloklarından alınan kesitler Poli-L-Lizin slaytlarına aktarıldı, temizlendi, 

rehidre edildi ve daha sonra antijen geri kazanımı için sitrat tampon çözeltisinde (pH:6) yedi 

kez 5'er dakika mikrodalga fırında (750 W) kaynatıldı. Oda sıcaklığında 20 dakika 

soğutulduktan sonra kesitler, fosfat tamponlu salinle (PBS: P4417; Sigma Chemical Co.) her 

biri, 5 dakika boyunca üç kez yıkandı, ardından hidrojen peroksit blok çözeltisi (TA-125-HP; 

Lab Vision Corp. USA) ile endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek için 5 dakika süreyle 

inkübe edildi. Daha sonra kesitler, zemin boyamasını önlemek için 5 dakika boyunca Ultra V 

Block (TA-125-UB; Lab Vision Corp.) ile işleme tabi tutulmadan önce, her biri, 5 dakika 

süreyle PBS ile üç kez yıkandı. Daha sonra kesitler, sırasıyla; TRPM2, kaspaz-3 ve TNF-α 

immunboyaması için, sırasıyla primer antikorlar olan, anti-TRPM2 (1:200, bs-2888R, Bioss), 

anti-kaspaz-3 (1:200, ab184787, Abcam) ve anti-TNF-α (1:200, ab220210, Abcam) ile, 60 

dakika boyunca inkübe edildi.  Bunu takiben kesitler, ikincil antikor (biyotinlenmiş keçi anti-

fare/tavşan Ig G, TP-125-BN; Lab Vision Corp.) ve streptavidin peroksidaz (TS-125-HR; 

Lab Vision Corp.) ile 30 dakika boyunca inkübe edildi. Sonrasında kesitlerin üzerine AEC 

substrat+AEC kromojen solüsyonu (AEC substrat, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-

002-HAC; Lab Vision Corp.) döküldü. Kesitleri temizlemek için PBS kullanıldı. Daha sonra 

Mayer'in hematoksilen ile boyanan doku kesitleri, Large Volume Vision Mount (TA-125-

UG; Lab Vision Corp) ile muamele edilmeden önce, PBS ve damıtılmış su içerisinde yıkandı. 

Hazırlanan slaytlarıdeğerlendirmek ve fotoğraflamak için bir Leica DM500 mikroskobu 

kullanıldı (Leica DFC295). Karaciğer dokusunda TRPM2, kaspaz-3 ve TNF-a 

immünoreaktivitesinin prevalansını yansıtan histoskor, aşağıdaki derecelendirme ölçeği 

kullanılarak hesaplandı: 0,1, %25; %0,4, 26; %0,6, %51; 0,9, %76 ve immünoreaktivitenin 

yoğunluğu: 0, boyanmamış; 0,5, az boyanma; 1, biraz lekelenme; 2, orta düzeyde boyanma; 

3, güçlü boyanma. Histoscore şu şekilde hesaplandı: yaygınlık x yoğunluk (Yalçın ve ark. 

2017). 

 

2.5. Karaciğer dokusunda malondialdehit (MDA) seviyesinin ölçümü 

     Doku lipit peroksidasyonu (toplam MDA), küçük değişikliklerle, Ohkawa ve ark.'na 

uygun olarak ölçüldü. (1979), Ohkawa ve arkadaşlarının çalışmasında kullanılan reaksiyon 

bileşenleri (1979) ikiye ayrıldı ve bu çalışmada, 95°C'de 60 dakika ısıtılan reaksiyon karışımı 
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45 dakika ısıtıldı. MDA seviyeleri mililitre başına nanomol (nmol/ml) cinsinden ölçüldü. 

2.6. Serum örneklerinde ALT seviyesinin ölçümü 

     Sıçanların serum ALT düzeyleri, Cobas 8000 C701 (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, 

Almanya) marka biyokimya otoanalizöründe orijinal kitler kullanılarak ölçüldü. 

 

2.7. İstatistiksel analizler 

     İstatistiksel analizler SPSS yazılımı sürüm 25.0 (IBM Inc., Chicago, IL) kullanılarak 

yapıldı. Verilerin normal dağılıp dağılmadığını belirlemek için Shapiro Wilk testi kullanıldı. 

Grupların TRPM2, kaspaz-3, TNF-α, MDA ve ALT bulgularını karşılaştırmak için tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) yapıldı. Grup ortalamaları arasındaki anlamlılık Tukey'in çoklu 

aralık testi kullanılarak belirlendi. Ortalama farklar p<0.05'te anlamlı kabul edildi. Sonuçlar 

ortalama±SS olarak rapor edildi. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

      3.1. Ultrastrüktürel bulgular 

 Kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD grupları normal hepatosit organelleri, safra 

kanalikülleri ve sinüzoidal morfoloji sergiledi (Şekil 1A-E). MTX grubunda belirgin krista 

kaybı, mitokondri genişlemesi ve hepatositlerde dejeneratif değişiklikler görüldü. Ek olarak 

parankimin bazı kısımlarında kollajen liflerinde, lipit vakuollerinde ve daha büyük safra 

kanaliküllerinde artış görüldü (Şekil 2A-D). MTX+SE grubunda bazı hepatosit 

mitokondrileri dejeneratif değişiklikler gösterirken diğer yapılar normaldi (Şekil 2E). 

Hepatositler, mitokondri, safra kanalikülleri ve diğer yapılar, MTX+VD (Şekil 2F) ve 

MTX+SE+VD (Şekil 2G) gruplarında tipik ultrastrüktürel özellikler sergiledi. Bu bulgular, 

SE ve VD'nin, MTX'in karaciğer dokusu üzerindeki sitotoksik etkilerini, kontrol grubunun 

histopatolojik bulgularıyla tutarlı bir şekilde azalttığını açıkça göstermektedir. 
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Şekil 3-1 Kontrol grubu (A), SE grubu (B), VD grubu (C), SO grubu (D) ve SE+VD 
grubu (E) gruplarındaki sıçan hepatositlerinin elektron mikrografları. Normal 
morfolojiye sahip hepatositler (n: çekirdek), mitokondri (siyah ok ucu) ve safra 
kanalikülleri (siyah ok). A, B, D ve E X5000, C X6000. 
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Şekil 3-2 MTX grubu (A,B,C,D), MTX+SE (E), MTX+VD (F) ve MTX+SE+VD 
(G) gruplarındaki sıçan karaciğerinin elektron mikrografları. A ve B X5000, C ve D 
X 7500. Hepatositlerde dejenerasyon (siyah yıldız), mitokondride krista kaybı (siyah 
ok ucu) ve lipit vakuollerinde artış (beyaz ok ucu). Parankimde kollajen artışı (siyah 
ok) ve kanaliküllerin genişlemesi (beyaz ok). n: çekirdek. E X7500, F ve G X5000. 
MTX+SE grubunun bazı hepatositlerinde mitokondriyal dejenerasyon (beyaz ok 
ucu). E, F ve G'de normal hepatosit çekirdeği (n), F ve G gruplarında mitokondri 
(siyah ok başı) ve safra kanalikülleri (siyah ok). 
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3.2. TRPM2 ekspresyonuna yönelik immünohistokimyasal bulgular 

 MTX uygulmasını takiben, özellikle, sıçanların hepatositlerinde TRPM2 

immünoreaktivitesi görüldü (Şekil 3 A-I). TRPM2 ekspresyonunu içeren grup 

karşılaştırmalarında kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD grupları arasında, anlamlı olmayan bir 

fark görüldü (p>0,05). TRPM2 ekspresyonu, MTX grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede yüksekti (p < 0.05). MTX grubuyla karşılaştırıldığında MTX+SE, MTX+VD ve 

MTX+SE+VD ile tedavi edilen sıçanların hepatositlerinde, TRPM2 immün boyaması 

önemli ölçüde azaldı (p < 0.05). TRPM2’nin ekspresyonu, özellikle MTX+SE+VD 

grubunda, MTX+SE ve +MTX+VD gruplarına göre oldukça düşük bulundu (Tablo 1, p < 

0,05). 

 

Şekil 3-3 Karaciğer dokuları, TRPM2 immünoreaktivitesi için Mayer Hematoksilen 
karşıt boyası ile Streptavidin biyotin peroksidaz kompleks yöntemiyle boyandı. 
Kontrol grubu (A), SE grubu (B), VD grubu (C), SO grubu (D) ve SE+VD (E) 
grupları. MTX grubunda (F) artmış TRPM-2 immünoreaktivitesi (siyah ok). 
MTX+SE grubu (G), MTX+VD grubu (H) ve MTX+SE+VD (I) grupları 
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Tablo 3-1 Deney gruplarında TRPM2, kaspaz-3 ve TNF-α immünoreaktivitelerinin 
histoskorları 
 

Gruplar TRPM2 KaspaZ-3 TNF-α 
 

 

Kontrol 0.220d±0.064 0.258e ±0.109 0.287d±0.128 
 

MTX 2.308a±0.467 2.755a±0.168 1.850a±0.072 
 

SE 0.282d±0.053 0.340e±0.067 0.267d±0.090 
 

VD 0.250d±0.038 0.283e±0.059 0.297d±0.050 
 

 SO 0.208d±0.033 0.255e±0.039 0.297d±0.098 
 

SE+VD 0.192d±0.030 0.337e±0.048 0.300d±0.092 
 

MTX+SE 1.493b±0.245 2.467b±0.099 1.010b±0.107 
 

MTX+VD 1.232b±0.063 1.825c±0.110 0.678c±0.182 
 

MTX+SE+VD 0.870c±0.078 1.462c±0.099 0.647c±0.147 
 

P* values <0.001 <0.001 <0.001 
 

a b c d e Aynı satırdaki farklı üst simgelere sahip sayısal değerler, önemli ölçüde farklılık 
gösterir (P <0.05, Tukey testi) *: Tek Yönlü ANOVA. 

 

3.3. Kaspaz-3 ekspresyonuna yönelik immünohistokimyasal bulgular 

 Sıçanların karaciğerinde kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD gruplarında benzer 

kaspaz-3 ekspresyonu görüldü (Şekil 4 A–I) (p>0,05). Kaspaz-3 immünreaktivitesi, MTX 

grubunda, kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde arttı (p<0.05). Ancak MTX grubunun 
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aksine kaspaz-3 immünoreaktivitesi, MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarında 

önemli ölçüde azaldı (p < 0.05). Kaaspaz-3 ekspresyonu, MTX+SE+VD grubunda, 

MTX+SE grubuna göre anlamlı (p<0,05) olarak daha az gözlenmesine ragmen, MTX+VD 

grubunda anlamlı (p>0,05) bir azalma gözlenmedi (Tablo 1, p > 0,05). 

 

Şekil 3-4 Kaspaz-3 immünoreaktivitesi için Streptavidin biyotin peroksidaz 
kompleksi yöntemi ve Mayer Hematoksilen karşıt boyası ile boyanmış karaciğer 
dokuları. A) kontrol grubu B) SE grubu C) VD grubu D) SO grubu E) SE+VD 
grubu F) MTX grubunda artmış kaspaz-3 immünoreaktivitesi (siyah oklar) G) 
MTX+SE grubu H) MTX+VD grubu I) MTX+SE+VD grubu 

 

3.4. TNF-α ekspresyonuna yönelik immünohistokimyasal bulgular 

 Karaciğer dokularında TNF-immünohistokimyası yapıldığında kontrol, SE, VD, SO 

ve SE+VD gruplarında benzer TNF-a ekspresyonları görüldü (Şekil 5 A-1) (p > 0.05). 

TNF-α ekspresyonu MTX grubunda kontrol grubuna göre anlamlı derecede arttı (p<0,05), 

ancak MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarında MTX grubuna göre anlamlı 

olarak azaldı. Ancak MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarının karaciğer dokularında, 
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MTX+SE grubuna kıyasla, TNF-α ekspresyonu, belirgin şekilde daha düşüktü (Tablo 1, p 

< 0,05). 

 

 

Şekil 3-5 TNF-α immünoreaktivitesi için Streptavidin biyotin peroksidaz kompleksi 
yöntemi ve Mayer Hematoksilen karşıt boyası ile boyanmış karaciğer dokuları. A) 
kontrol grubu. B) SE grubu. C) VD grubu D) SO grubu E) SE+VD grubu F) MTX 
grubunda artan TNF-α immünoreaktivitesi (siyah oklar). G) MTX+SE grubu H) 
MTX+VD grubu I) MTX+SE+VD grubu 

 

3.5. MTX, SE ve VD'nin, MDA düzeyine etkileri 

 İstatistiksel analizde kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD grupları arasında MDA 

düzeyleri açısından anlamlı bir fark olmadığı gözlendi (p > 0,05). MTX grubundaki MDA 

düzeyleri ise kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksekti (p < 0,05). MTX grubuyla 

karşılaştırıldığında MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarında MDA düzeyleri 

anlamlı derecede düşüktü (Tablo 2, p < 0,05). 
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Tablo 3-2 Deney gruplarının karaciğer MDA ve serum ALT düzeyleri 

 

Gruplar 

Mean±Std. Deviation 

MDA (nmol/g) 

Mean±Std. Deviation 

ALT (units/I) 

Kontrol 1,67b±0,26 52.25b±2.76 

MTX 3.58a±0.65 59.75a±3.11 

SE 2.09b±0.51 52.70b±3.64 

VD 2.06b±0.70 52.62b±3.20 

SO 2.05b±0.21 50.95bc±3.70 

SE+VD 2.12b±0.86 47.78bc±6.43 

MTX+SE 2.15b±0.32 45.20c±6.40 

MTX+VD 2.13b±0.65 54.00b±5.19 

MTX+SE+VD 2.27b±0.96 48.80bc±7.39 

P* values <0.0001 <0.001 

a b c Farklı üst simgelere sahip aynı sütunlardaki sayısal değerler, önemli ölçüde farklılık 
göstermektedir (P<0.05, Tukey testi) *: Tek Yönlü ANOVA. 

 

3.6. MTX, SE ve VD'nin, serum ALT aktivitesi üzerine etkileri 
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 Serum ALT enzim aktivitesi ölçüldüğünde, kontrol, SE, VD, SO ve SE+VD 

gruplarının benzer sonuçlara sahip olduğu görüldü (p > 0,05). Kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, MTX grubunda ALT aktivitesinin anlamlı düzeyde arttığı gözlendi 

(p<0.05). Ancak, MTX grubuyla karşılaştırıldığında, serumdaki ALT aktivitesindeki artış, 

MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarında anlamlı derecede düşüktü (Tablo 2, 

p < 0,05). 
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TARTIŞMA 

 Karaciğer toksisitesi MTX’in önemli bir yan etkisi olarak rapor edilmiştir (Ewees ve 

ark. 2019). MTX'in toksisitesi oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyonla ilişkilendirilmiştir 

(El-Sheikh ve ark. 2015). MTX, ROS üretimini artırır, enzimatik veya enzimatik olmayan 

antioksidan sistemi bozarak hepatoselüler oksidatif hasara neden olabilir (Vardi ve ark. 

2010; Mehrzadi ve ark. 2018), daha düşük adenosin trifosfat üretimiyle sonuçlanacak 

şekilde, mitokondriyal disfonksiyona ve mitokondriyal elektron zinciri kompleksinin 

aktivitelerini azaltmaya yol açabilir (Kolli ve ark. 2014). Işık mikroskobik incelemede 

MTX uygulamasının sıçanların karaciğerinde önemli derecede anormal dejeneratif 

değişikliklere yol açtığı gözlemlenmiştir (Yücel ve ark. 2017; Bu ve ark. 2018; Türk ve 

ark. 2020). TEM bulgularımız, MTX'in neden olduğu hepatotoksisite bulgularının 

fibrozdan mitokondriyal hasara ve dejenere hepatositlere kadar değiştiğini gösterdi ve 

karaciğer hasarını, ultrastrüktürel düzeyde doğruladı (Al-Ali ve ark. 2005; Maha 2009; 

Elsawy ve ark. 2020). Mevcut çalışmanın ultrastrüktürel bulguları, sıçan karaciğer 

dokusuna ilişkin önceki bir raporda benzer şekilde bildirildiği gibi, MTX kaynaklı 

hepatotoksisite ile oksidatif stres arasında bir bağlantıyı açıkça göstermektedir (Erdoğan ve 

Yalçın 2020). Bazı bitkisel takviyelerin kullanımının, MTX'in neden olduğu karaciğer 

hasarının önlenmesi ve/veya tedavisinde önemli yararlı etkilere sahip olduğu gösterilmiştir 

(Ali ve ark. 2014). VD, iskelet homeostazisindeki geleneksel rolüne ek olarak kritik bir 

fizyolojik düzenleyici olarak tanınmaktadır. Önceki çalışmalar VD'nin hepatoprotektif 

etkilerini ortaya koymuştur (Özerkan ve ark. 2017; Ahmed ve ark. 2019; Almasmoum ve 

ark. 2019). D vitamini veya eşdeğerlerinin karaciğer hastalıklarındaki terapötik potansiyeli 

Keane ve ark.2 018 tarafından gösterilmiştir. Bu çalışmada, SE ve VD'nin birlikte 

uygulanmasının karaciğer hasarını ultrastrüktürel seviyede açıkça iyileştirmesi, 

muhtemelen, SE (Bursali ve Köksal 2011; Korkmaz 2021) ve VD'nin (Wimalawansa 2019; 

Keles ve ark. 2022) antioksidatif potansiyeli nedeniyledir, Her iki antioksidanın karaciğer 

dokusu üzerindeki restoratif özellikleri, SE ve VD'nin karaciğer dokusunu iyileştirici 

özelliklerini gösteren önceki araştırmalarla tutarlıdır (Kazemi ve ark. 2020; Ghaeni Pasavei 

ve ark. 2021; Zhang ve ark. 2021). 

 Oksidatif stres, hücre içi Ca2+ düzeylerini yükselten (Fonfria ve ark. 2004) ve hücre 

ölümüne neden olan (Lange ve ark. 2009) TRPM2 kanalını aktive etmektedir. MTX 

grubundaki TRPM2 ekspresyonu, diğer tüm gruplarla karşılaştırıldığında, anlamlı derecede 
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yüksek bulundu. TRPM2 ekspresyonu, karaciğer dokusunun MTX aracılı oksidatif strese 

tepkisi olarak, TRPM2 kanallarının aktivasyonu yoluyla, yükselmiş olabilir. TRPM2 

inhibisyonunun, hücre ölümünü önlemek ve hücrelerin oksidatif strese ve muhtemelen 

diğer zararlı uyaranlara karşı hayatta kalmasına izin vermek için potansiyel bir in vivo 

süreç olduğu belirlenmiştir (Miller 2004). TRPM2 inhibisyonunun akciğer dokusundaki 

oksidatif stresi azalttığı (Yalçın ve ark. 2020) ve karaciğer hasarını onardığı (Feng ve ark. 

2019) gösterilmiştir. Antioksidan E vitamini, TRPM2 kanal aktivitesini inhibe ederek 

dorsal kök ganglionu üzerinde iyileştirici etki göstermiştir (Nazıroğlu ve Özgül 2013). 

Doğal bir antioksidan olan kurkumin, sıçan hepatositlerinde TRPM2 ve Ca2+ artışını 

önleyerek hepatoprotektif potansiyel göstermiştir (Kheradpezhouh ve ark. 2016). Bu 

çalışmada, yukarıda bildirilen literatürlerle uyumlu olarak (Yalçın ve ark. 2020; Feng ve 

ark. 2019; Nazıroğlu ve Özgül 2013; Kheradpezhouh ve ark. 2016), SE ve VD 

antioksidanlarının, MTX+SE, MTX+VD ve özellikle MTX+SE+VD gruplarında, ROS'u 

azaltarak, karaciğer dokularında TRPM2 ekspresyonunu önemli ölçüde azalttığı belirlendi. 

Bu bulgu, Hong ve arkadaşlarının (2020), ROS'un baskılanmasının TRPM2 aktivasyonunu 

azalttığına dair çalışması ile uyumludur. SE ve VD'nin antioksidan, ROS temizleyici ve 

oksidatif stresi önleyici özellikleri, TRPM2 iyon kanallarının inhibe edilmesinde etkin rol 

oynamış olabilir. 

 Bu çalışmada MTX grubunundaki sıçanların karaciğer dokularında kaspaz-3 

ekspresyonunun, sıçanlarda (Fayez ve ark. 2018; Bu ve ark. 2018). 2018) ve farelerde (Al-

khawalde ve ark. 2022) yapılan önceki çalışmalarla tutarlı olarak anlamlı derecede yüksek 

olduğu belirlendi. MTX grubunda kaspaz-3 ekspresyonunun daha yüksek olması, TRPM2 

kanallarının, apoptoz ve kaspaz aktivasyonu indüklemesi nedeniyle olabilir (Sun ve ark. 

2018). Çalışmamızda, MTX+SE, MTX+VD ve MTX+SE+VD gruplarında, MTX grubuna 

göre, apoptotik aktivitede anlamlı azalma tespit edildi. İstatistiksel analizlerde bu azalma 

özellikle MTX+SE+VD grubunda dikkat çekiciydi. SE (Işık ve ark. 2019) ve VD'nin 

(Yalçın ve ark. 2020) antiapoptotik özelliklerini ifade eden araştırmacıların bulgularına 

paralel olarak, SE ve VD ayrı ayrı anti-apoptotik özellikler sergiledi ancak bu etki, her iki 

antioksidanın da kullanıldığı grupta oldukça anlamlıydı. 

 MTX'in aracılık ettiği hücresel stres, proinflamatuar bir sitokin olan TNF-α'nın, 

artan seviyeleri ile tanımlanan inflamatuar yanıta yol açar (Hafez ve ark. 2015). Mevcut 

çalışmada, önceki çalışmalarla (Türk ve ark. 2020; Yücel ve ark. 2017) uyumlu olarak,  
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MTX'in, sıçan karaciğer dokularında TNF α ekspresyonunu önemli ölçüde arttırdığı 

belirlendi. TNF α ekspresyonu, aşırı ROS oluşumuna bağlı olarak MTX'in neden olduğu 

karaciğer dokusu stresiyle ilişkili olabilir. Ancak SE ve VD tedavileri, MTX uygulamasına 

bağlı artan proinflamatuar sitokin düzeylerini önemli ölçüde azaltarak antiinflamatuar etki 

gösterdi. Elde ettiğimiz bu bulgular, SE (Işık ve ark. 2019) ve VD'nin (Kitson ve ark 2016) 

antiinflamatuar özelliklerine bağlanabilir.  

 Serbest oksijen radikallerinin neden olduğu oksidatif stres ve lipid peroksidasyon, 

MTX'in neden olduğu karaciğer toksisitesi ile ilişkilendirilmiştir (Uraz ve ark. 2008). 

MDA, genellikle oksidatif hasarın bir göstergesi olarak bilinen, lipit peroksidasyonunun 

son ürünüdür. MDA seviyesi, organizmalardaki ROS düzeylerini gösterebilir (Porter 

1984). MTX kaynaklı oksidatif stresin, sıçan karaciğer dokusunda MDA düzeylerini 

yükselttiği rapor edilmiştir (Fayez ve ark. 2018; Türk ve ark. 2020; Mehrzadi ve ark. 2018; 

Savran ve ark. 2017). Bu çalışmada MTX'in neden olduğu oksidatif hasarı belirlemek 

amacıyla karaciğer dokusunda MDA ölçümü yapıldı ve MTX grubunda, kontrol grubuna 

göre, literatürle uyumlu olarak MDA düzeyinde anlamlı bir artış gözlendi. Artan MDA 

düzeyi, lipid peroksidasyonunun, MTX'in neden olduğu hepatotoksisitenin gelişimine 

katkıda bulunan önemli bir sorun olduğunu göstermektedir. Öte yandan, SE ve VD, 

muhtemelen serbest radikal süpürücü yetenekleri sayesinde, MTX kaynaklı lipid 

peroksidasyonuna karşı ROS'u azaltarak, karaciğer dokusu MDA seviyelerini önemli 

ölçüde düşürerek, ultrastrüktürel ve immünohistokimyasal sonuçları iyileştirmiştir. İlaçlara 

bağlı oluşan karaciğer hasarının, son yıllarda, ilaç kullanımından vazgeçme nedenlerinden 

biri olduğu tespit edilmiştir (Holt ve Ju 2006). MTX toksisitesi genellikle karaciğer 

enzimlerindeki artışla ilişkilidir (Famurewa ve ark. 2017). ALT ve AST karaciğer hasarının 

yaygın biyobelirteçleridir. AST, aynı zamanda kalp kası, iskelet kası ve eritrositlerde de 

bulunduğundan ALT, karaciğer hasarının en spesifik belirtecidir (Goorden ve ark. 2013). 

Artan serum ALT düzeyleri karaciğer hasarı açısından, yüksek bir özgüllüğe ve rasyonel 

duyarlılığa sahiptir (Wedemeyer 2010). Bu çalışmada, hepatik fonksiyon belirteci ALT'nin 

serum seviyeleri, MTX uygulamasından sonra karaciğer hasarını gösterecek şekilde, 

önemli ölçüde arttı. ALT seviyesindeki bu artış, MTX'in karaciğer için toksik olduğunu 

gösteren çeşitli çalışmalarla (Türk ve ark. 2020; Mehrzadi ve ark. 2018; Fayez ve ark. 

2018) tutarlıdır. Çalışmamızda, MTX ile birlikte uygulandığında, SE ve VD’nin, serum 

ALT seviyeleri önemli ölçüde azaltarak karaciğer fonksiyonunu iyileştirdiği belirlendi. 
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ALT enziminin, karaciğer hücrelerinin membranı yoluyla salınmasının inhibisyonu, SE 

(Pourahmad ve ark. 2010) ve VD'nin (Wiseman 1993) lipid peroksidasyonundan membranı 

stabilize etme ve koruma etkisine atfedilebilir. 
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4. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

      Sonuç olarak, bu çalışmada elde edilen bulgular, SE ve VD'nin antioksidan, anti-

inflamatuar ve anti-apoptotik mekanizmalar yoluyla, hem ayrı ayrı ve hem de birlikte 

kullanıldıklarında, MTX'in neden olduğu karaciğer hasarına karşı, sinerjik koruyucu bir 

potansiyele sahip olduğunu gösterdi. Tıp sahasında pek çok hastalığın tedavi 

edilmesinde ya da hastalıkların ilerlemesinin durdurulmasında yaygın bir kullanıma 

sahip olan MTX,  kullanım dozu ve süresine bağlı olarak, hastaların farklı organları ve 

özellikle karaciğer dokusu üzerinde yan etki göstermektedir. Bu yan etkiye bağlı olarak 

hastaların, sağlıklı organları zarar görmekte, zarar gören organlar için ayrıca bir tedavi 

programını gündeme getirmek suretiyle hem ekonomik kayba (tedavi masrafı, iş gücü 

kaybı v.b) sebep olmakta, ayrıca, hastaların yaşam sürelerinin kısalmasına yol 

açabilmektedir. Bu çalışmadan elde edilen sonuçların ışığında, MTX kullanan fazla 

sayıdaki hastanın, bu ilaç ile birlikte, MTX’in karaciğer üzerindeki yan etkilerini 

azaltmak amacı ile, sumak ve VD kullanmalarının faydalı olabileceğini düşünmekteyiz. 
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