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ÖZET 
Amaç: Metotreksat (MTX) çeşitli inflamatuvar hastalıklarda ve bazı kanserler de çok yaygın olarak kullanılan sitotoksik 
bir ajan olup folik asit antagonistidir. Etkili bir ilaç olmasına rağmen, sıklıkla yan etki ve toksik etkileri nedeni ile kullanımı 
kısıtlanmaktadır. Çalışmamızda, güçlü bir antioksidan madde olan Eritropoetin (EPO)’in MTX’e bağlı olarak oluşan 
oksidatif hasara karşı etkisinin araştırılması amaçlandı.      
Materyal ve Metod: Yirmi dört adet dişi Sprague-Dawley sıçan üç gruba ayrıldı. Gruplar; % 0,9’luk NaCI’den 0,2 mL 
subkutan enjeksiyon uygulanan Sham grubu; subkutan MTX (5mg/kg) enjeksiyonu uygulanan grup ve subkutan MTX 
(5mg/kg) ile EPO (2000 IU/kg) enjeksiyonu uygulanan grup olarak belirlendi. İşlem günde bir kez olmak üzere 4 gün 
boyunca uygulandı. Beşinci günde sıçanlar öldürüldü, böbrek dokuları çıkarıldı. Böbrek dokularında  katalaz (CAT), 
süperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) düzeyleri spektrofotometrik olarak ölçüldü. Dokuların histopatolojik 
incelemesi ışık mikroskopisinde yapıldı.   
Bulgular: Böbrek dokusunda MDA düzeyleri, Sham grubu ve MTX+EPO grubunda, MTX grubuna göre önemli ölçüde 
düşük bulundu (p<0,05). Buna karşın, Sham grubu ve MTX+EPO grubunda CAT ve SOD aktiviteleri anlamlı derecede 
yüksek bulundu (p<0,05). MTX+EPO grubunda hem karaciğer hem de böbrek doku hasarının MTX grubu ile 
kıyaslandığında önemli ölçüde azaldığı gözlendi (p<0,05). Histopatolojik olarak sadece metotreksat verilen grupta 
belirgin tübül hasarı ve enflamasyon varken EPO uygulanan gruplarda bu hasarlar azalmıştı. 
Sonuç: Bu veriler, EPO’ nun kemoterapötik ilaçlara bağlı oluşan böbrek hasarına karşı koruyucu olarak 
kullanılabileceğini ortaya koymaktadır. 
Anahtar kelimeler: eritropoetin, metotreksat, karaciğer, böbrek, oksidatif stres biyobelirteçleri  
 
ABSTRACT  
Purpose: Methotrexate (MTX), a folic acid antagonist, is widely used as a cytotoxic chemotherapeutic agent for several 
malignancies and various inflammatory diseases. However, the efficacy of this agent often is limited by severe side 
effects and toxic conditions. In our study, it was aimed to investigate the effect of erythropoietin (EPO) which is a potent 
antioxidant substance in oxidative damage induced-MTX.  
Material and Methods: Twenty-four female Sprague-Dawley sıçans were equally divided into three groups: Sham 
animals were administered subcutaneous injections of 0.2 mL of 0.9% NaCl, group MTX were administered 
subcutaneous injections of methotrexate (5 mg/kg), and MTX+EPO-treated animals were administered subcutaneous 
injections of methotrexate (5 mg/kg) and EPO (2000 IU/kg) once daily for 4 consecutive days. At the fifth day, the 
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animals were sacrified, and kidneys were excised. Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde 
(MDA) in kidney tissue homogenates were measured as spectrophotometric. Tissues were evaluated as histopathologic 
with ligh microscope.   
Results: MDA levels in the Sham and MTX+EPO groups were significantly lower than those in the MTX group of both 
tissues (p<0.05). CAT and SOD activities in the Sham and MTX+EPO groups were significantly higher than those in the 
MTX group (p<0.05). Both tissues damage was significantly less in the MTX+EPO group than that in the MTX (p<0.05). 
EPO treatment reduced these histological damages. 
Conclusion: These data indicate that EPO may be useful therapeutic use in preventing kidney injury in patients 
receiving chemotherapeutic agents. 
Key words: Erythropoietin, methotrexate, liver, kidney, oxidative stress biomarkers 

GİRİŞ 
 Folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX) 
lösemi, lenfoma, osteosarkom, baş ve boyun 
tümörleri, akciğer kanseri, meme kanseri ve bazı 
diğer kanser tiplerinde kemoterapötik ajan olarak 
kullanıldığı gibi psöriasis, dermatomiyozit, 
sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazı inflamatuvar 
hastalıklarda da yaygın şekilde kullanılmaktadır1. 
MTX, dihidrofolatı tetrahidrofolata çeviren 
dihidrofolat redüktaz enzimini inhibe eder2. 
Tetrahidrofolat purin ve pirimidin sentezinin önemli 
bir parçası olan timidilatın sentezinde rol oynar3. 
MTX, tetrahidrofolat eksikliğine yol açarak pürin, 
pirimidin metabolizması ve biyolojik aminlerin 
sentezini içeren birçok metabolik yolağı etkiler. 
Metabolik yollardaki bu değişiklikler MTX’in hem 
tedavi edici hem de toksik etkilerinden 
sorumludur4,5.  
 MTX’in gastrointestinal, hepatik, renal ve 
kemik iliği toksisiteleri en sık görülen yan etkileridir. 
Hepatik toksisite MTX’in kullanımını kısıtlayan ciddi 
bir yan etkidir6. Yapılan çalışmalar, ilacın başta 
hepatotoksisite ve nefrotoksisite olmak üzere 
gelişen yan etkilerinde, çoğunlukla reaktif oksijen 
radikallerinin (ROS) meydana getirdiği oksidatif 
hasarın sorumlu olduğunu göstermiştir. Sıçanlara 
MTX verilmesinin; kan, karaciğer, böbrek ve ince 
barsakta glutatyon seviyelerini azalttığı, 
inflamatuvar yanıtın göstergesi olan 
myeloperoksidaz aktivitesini ve lipid 
peroksidasyonunun göstergesi olan malondialdehit 
(MDA) seviyelerini arttırdığı bulunmuştur7-9. 
 Serbest radikaller, hücresel metabolizma 
sırasında veya ekzojen ajanlarla meydana gelen  

 
ve antioksidan savunma sistemi tarafından düzenli 
olarak ortadan kaldırılan oldukça reaktif 
moleküllerdir. Antioksidan savunma 
mekanizmalarının (süperoksit dismutaz (SOD) ve 
katalaz (CAT) gibi) yetersiz kalması veya serbest 
radikal oluşumunun artması nedeniyle oksidatif 
dengenin serbest radikaller yönüne kayması 
durumunda oksidatif stres meydana gelir10-12. 
Dokuda oksidatif hasar oluşumu ile radikal 
metabolitlerinin artması ve bunların oluşturduğu 
lipid peroksidasyonu ile protein ve DNA 
oksidasyonunun sonucu olarak hücre 
membranında kontrol kaybolur, geçirgenlik artar ve 
hücresel ölüm gelişir13,14. 
 Eritropoetin (EPO), hematopoetik büyüme 
faktörü olup, 30.4 kDa molekül ağırlığında, 
glikoprotein yapısında bir hormondur15-17. EPO 
üretimi karaciğer ve böbrekte hipobarik hipoksi, 
iskemi ve anemi ile indüklenen oksijen eksikliğinin 
oluşturduğu uyaranlar ile kontrol edilmektedir. 
Eritrosit üretimi yapan renal hormon olarak 
tanımlanan EPO’nun diğer bir çok doku tarafından 
lokal olarak fiziksel ve metabolik strese cevaben 
salınımının arttığı bilinmektedir18. EPO kronik 
böbrek yetmezliği, HIV virüsü enfeksiyonu ve 
kemoterapi alan hastaların anemilerinde 
kullanılmakta ve cerrahi hastalarında allojenik kan 
transfüzyonunu azaltmaktadır. Birçok çalışma 
EPO’nun eritrosit üretimini arttırmasının yanında 
beyin, böbrek ve kalp gibi dokuların 
iskemi/reperfüzyona (İ/R) bağlı hasarlarını koruma 
yeteneğinde olduğunu göstermiştir19. Veriler 
EPO’nun bu koruyucu etkilerinin antiapopitotik, 
antioksidan, anjiojenik ve nöroprotektif özelliğine 
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bağlı olduğunu göstermektedir20. Yapılan literatür 
taramalarında MTX kaynaklı böbrek doku hasarı ile 
EPO ilişkisini içeren hiçbir çalışmaya rastlanmadı. 
Bu nedenle çalışmamızda EPO’nun, MTX’e bağlı 
olarak oluşan böbrek hasarına karşı koruyucu 
ve/veya tedavi edici özellikleri olup olmadığının 
araştırılması amaçlandı. 

MATERYAL ve METOD 
 Bu çalışmada, ağırlıkları 210–230 gr arasında 
değişen Sprague-Dawley cinsi toplam 24 adet dişi 
sıçan kullanıldı. Hayvanlar 10 gün boyunca ışık (12 
saat aydınlık/karanlık) ve ısı (21-23°C) kontrollü 
odalarda standart yem ve su verilmek üzere 
izlendi. 
 Hayvanlar üç gruba ayrıldı. Sham grubuna 
(n=5) 4 gün boyunca % 0,9’luk NaCl’ den 0,2 mL 
subkutan tek doz enjeksiyon uygulandı, MTX 
grubuna (n= 7) tek doz subkutan MTX (5 mg/kg) 
enjeksiyonu uygulandı, MTX+EPO grubuna (n= 7) 
tek doz ayrı ayrı subkutan MTX enjeksiyonu (5 
mg/kg) ve EPO (2000 IU/kg, Recormon, Roche 
Diagnostics GmbH, 90 Mannheim, Germany) 
uygulandı. Beşinci günde sıçanlar sakrifiye edildi 
ve böbrek dokuları çıkarılarak biyokimyasal ve 
histopatolojik incelemesi yapıldı.   
 Bu çalışma, Kahramanmaraş Sütçü İmam 
Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu 
tarafından onaylandı. 
Biyokimyasal Analiz 
 Sakrifiye edilen sıçanlar’dan alınan böbrek 
doku örnekleri tartılarak %1,15 M KCI ile 
homojenize edildi ve 14.000 x rpm'de +4°C'de 30 
dakika soğuk santrifüj edilerek süpernatant elde 
edildi. Süpernatant’da oksidatif stres 
biyobelirteçleri olan, CAT ve SOD enzim aktiviteleri 
ile MDA düzeyleri değerlendirildi.  
CAT enzim aktivitesinin tayini: CAT aktivitesi 
Beutler yöntemiyle saptandı (21). CAT, katalitik 
aktivitesi ile hidrojen peroksidi suya ve moleküler 
oksijene çevirir. Katalaz tayini için 240 mn dalga 
boyunda maksimum absorbans veren hidrojen 
peroksitin azalan absorbansı ölçülerek, katalaz 

aktivitesi hesaplandı. Katalaz sonuçları Ü/mg 
protein olarak verildi. 
SOD enzim aktivitesinin tayini: SOD aktivitesi 
Fridovich yöntemiyle ölçüldü (22). Oksidatif enerji 
üretimi sırasında oluşan süperoksit radikalleri 
dismutasyona uğratılarak hidrojen peroksit ve 
moleküler oksijene dönüştürülür. Bu yöntemde, 
ksantin ve ksantin oksidaz kullanılarak oluşturulan 
süperoksit (O2

.-) radikallerinin 2-[4-iyodofenil]-3-[4-
nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorür 
(piyodonitrozoliyum violet: INT) ile oluşturduğu 
kırmızı renkli formazon boyasının 505 nm dalga 
boyunda verdiği optik dansitenin okunması esas 
alınmaktadır. Doku örneklerinde bulunan SOD, 
süperoksit radikalini ortamdan uzaklaştırarak 
formazon reaksiyonunu inhibe etmektedir. Sonuçta 
oluşan kırmızı renkteki azalmanın tespiti ile SOD 
aktivitesi ölçülmektedir. Kırmızı rengin şiddeti ile 
SOD aktivitesinin büyüklüğü arasında ters bir ilişki 
mevcuttur. SOD enzim sonuçları Ü/mg protein 
olarak verildi. 
MDA düzeyinin ölçümü: MDA düzeyi doku 
örneklerinde Ohkawa ve ark. tarafından 
tanımlanan tiobarbitürik asit yöntemi kullanılarak 
ölçüldü (23). Thiobarbitürik asidin ile lipid 
peroksidasyon yıkılım ürünlerinin reaksiyonu 
sonucu oluşan renk spektrofotometrik olarak 532 
nm’de ölçüldü. 1, 1, 3, 3-tetraetoksipropan 
kullanılarak standart eğri oluşturuldu. MDA 
sonuçları nmol/mg protein olarak verildi. 
Protein tayini: Doku örneklerinde protein düzeyleri 
Lowry metoduyla ölçüldü (24). 
Histopatolojik Değerlendirme 
Sıçanların böbrekleri alınarak, %10 formaldehit 
solüsyonu içinde tespit edildi. Rutin doku takibi 
sonrasında, parafine gömülen dokulardan alınan 5 
µm'lik kesitlere hematoksilen-eosin boyası yapıldı.   
İstatistiksel Analiz 
İstatistiksel analizin yapılmasında SPSS 15.0 
programı kullanıldı. İkili grupların 
karşılaştırılmasında Mann-Whitney U testi 
kullanıldı. p < 0,05 düzeyi anlamlı olarak kabul 
edildi. 
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BULGULAR 
Biyokimyasal Sonuçlar 
 Çalışmamızda böbrek dokusunda MDA 
düzeyleri, Sham grubu ve MTX+EPO grubunda, 
MTX grubuna kıyasla önemli ölçüde düşük 
bulundu (p<0,05). Buna karşın, Sham grubu ve 
MTX+EPO grubunda CAT ve SOD aktiviteleri 
anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,05). 
MTX+EPO grubunda böbrek doku hasarı MTX 
grubu ile kıyaslandığına önemli ölçüde azdı 
(p<0,05) (Şekil 1-3).  

Histopatolojik Sonuçlar 
 Sham grubuna ait proksimal ve distal tübüller 
normal histolojik görünümdeydi. (Resim 1). Sadece 
metotreksat uygulanan grupta tübül epitelini de 
infiltre eden belirgin intertisyenel enflamasyon 
(2A), tübüller dilatasyon ve belirgin hidropik 
dejenerasyon izlendi (2B) (Resim 2). MTX +EPO 
uygulanan grupta, tübüllerde hafif hidropik 
dejenerasyon ve hafif dilatasyon gözlendi (3A)  
İnterstisyumdaki enflamasyonda da azalma 
mevcuttu (Resim 3B).  

 
Şekil 1. Böbrek dokusunda MDA düzeyi 

 

 
Şekil 2. Böbrek dokusunda SOD enzim aktivitesi 

 

 

MDA 

SOD 
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Şekil 3. Böbrek dokusunda CAT enzim aktivitesi 

 

 

 

Resim1. Sham grubu (HE X20) 

 

 
 

CAT 
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2A       2B 

Resim 2. MTX uygulanan grup (HE X20). 

 

     
3A       3B 

 
Resim 3. MTX +EPO uygulanan grup (HE X20) 

 
 

TARTIŞMA 
 MTX folik asit anti-metaboliti olup, kanserden 
inflamatuvar hastalıklara kadar geniş bir alanda 
kullanılmaktadır. MTX’in hepatotoksik etkisinin 
mekanizması henüz tam olarak açıklanamayan 
karmaşık bir sistemdir1. Bazı çalışmalarda 
karaciğer, böbrek, ince barsak ve merkezi sinir 
sistemi üzerindeki MTX toksisitesinden oksidatif 
stres sorumlu tutulmaktadır25-28. Babiak ve ark. 
MTX’in HeLa hücrelerinde glutatyon seviyelerini 
azalttığını, SOD ve CAT seviyelerini 
değiştirmediğini göstermişlerdir29. Jahovic ve ark. 
20 mg/kg tek doz MTX i.p. uygulanan sıçanların 
kanında, karaciğer ve böbrek dokularında 

myeloperoksidaz aktivitesinde artma, glutatyon 
seviyelerinde azalma ve MDA miktarında belirgin 
artışa yol açtığını göstermişlerdir. Aynı 
araştırmacılar melatonin ile MTX’i birlikte 
uyguladıklarında ise, artan oksidan parametrelerin 
normal seviyelere düştüğünü göstermişlerdir. 
Miyazono ve ark. MTX’in yan etkisi olarak 
sıçanların ince barsağında SOD ve CAT 
aktivitelerinde artma, glutatyon seviyelerinde 
azalma olduğunu göstermişler ve MTX’in yol açtığı 
ince barsak hasarında oksidatif stresin önemli rolü 
olduğunu öne sürmüşlerdir. Üstelik aynı 
araştırmacılar, antioksidan madde olan N-
asetilsisteinin sıçan ince barsağında oksidatif stresi 
önlediğini göstermişlerdir9. Biz de çalışmamızda 

 103 



Kabakcı ve ark.      Cukurova Medical Journal 
 

güçlü bir antioksidan madde olan EPO’nun, 
EPO’nun MTX kaynaklı nefrotoksik etkilerini azaltıp 
azaltamayacağını araştırdık. 
 Bilindiği gibi EPO’nun bir çok doku tarafından 
lokal olarak fiziksel ve metabolik strese cevaben 
salınımı artmaktadır. EPO’nun iskemiye karşı 
antiapopitotik, antioksidan, anjiojenik ve 
nöroprotektif etkiler gibi çok sayıda koruyucu 
etkileri hücre kültüründe ve hayvan modellerinde 
gösterilmiştir20,30,31. EPO antioksidan etkisini nitrik 
oksit ve MDA düzeylerini azaltarak ayrıca glutatyon 
peroksidaz, SOD ve CAT gibi antioksidan  
enzimlerin aktivitesini de artırarak 
gerçekleştirmektedir32,33. İlk defa yapılan bu 
çalışmamızda, MTX kullanımına bağlı gelişen 
böbrek toksisitesini engellemek için, güçlü bir 
antioksidan olan EPO kullanıldı. Yapılan önceki 
çalışmaları destekler şekilde bizim çalışmamızda 
da MTX, böbrekte lipid peroksidasyon ürünü olan 
MDA düzeylerini, Sham grubuna göre önemli 
ölçüde artırdı. MTX+EPO uygulanan sıçanlarda ise 
MDA düzeyleri, MTX grubuna göre önemli ölçüde 
azaldı (Şekil 1). Ayrıca MTX’in CAT ve SOD enzim 
düzeylerini, kontrol grubuna göre böbrek 
dokusunda anlamlı olarak azalttığını ve MTX+EPO 
grubunda ise bu enzim düzeylerinin MTX grubuna 
göre anlamlı olarak arttığını gözlemledik (Şekil 2, 
3). Çalışmamızda biyokimyasal sonuçların 
histopatolojik olarak desteklendiğini gözlemledik. 
MTX verilen grupta böbrekte ciddi morfolojik hasar 
bulunurken EPO ve MTX’in birlikte verildiği grupta 
mevcut hasarda daha az hasar saptandı.  Sonuç 
olarak; MTX, antioksidan enzim aktivitelerini 
düşürerek ve lipid peroksidasyonunu arttırarak 
sıçan böbrek dokusunda oksidatif hasara neden 
olmaktadır. MTX’in neden olduğu doku hasarına 
karşı EPO’nun koruyucu etkisini, lipid peroksidayon 
düzeyini düşürerek ve antioksidan enzim 
düzeylerini arttırarak gösterdiği saptandı. Bu 
veriler, EPO’nun kemoterapötik ilaçlara bağlı 
oluşan karaciğer ve böbrek hasarına karşı 
koruyucu olarak kullanılabileceğini ortaya 
koymaktadır. Ancak, bu hususta daha çok 
moleküler ve klinik çalışmalara ihtiyaç vardır. 

*Bu çalışma: XXIII. Ulusal Biyokimya Kongresi. 
29 Aralık-2 Kasım 2011, Adana’da sözlü olarak 
sunulmuştur. 
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