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Tekrarlayan Dozlarda Metotreksat Uygulamasimin Sican Bébrek
Dokusu Uzerine Etkileri
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OZET

Amag: Metotreksat, antiproliferatif, antiinflamatuar etkileriyle kliniklerde birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Yiiksek dozlarda sitotoksik
etki gosterdigi bilinmektedir. Biz bu ¢alismada metotreksat kaynakli muhtemel bobrek dokusu hasarmi belirlemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Calismada 18 adet Wistar Albino cinsi disi sigan kullanildi. Denekler 3 gruba ayrildi. Grup I’deki siganlar kontrol olarak kullanil-
di. Grup II’yi olusturan siganlara deneyin 1.giliniinde tek doz 15mg/kg metotreksat intra peritoneal (i.p.) yolla, grup III’teki sicanlara ise deneyin 1. ve
5. glinlerinde metotreksat i.p. yolla uygulandi. Deneyin 8. giiniinde tiim gruplarda yer alan siganlar dekapite edildi. Bobrek dokular 1g1k mikroskobik
incelemeler igin %10’luk formaldehit soliisyonuna alindi. Rutin doku hazirlama prosediirii ile parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan TUNEL
ve histokimyasal boyama tekniklerinin uygulanmasi i¢in Spm kalinliginda kesitler alindi.

Bulgular: Yapilan 1sik mikroskobik incelemelerde grup II’de peritiibiiler vaskiiler konjesyon ve distal tiibiillerde dilatasyon ayirt edildi. Bu grupta
ozellikle distal tiibiil hiicrelerinde +2 siddetinde TUNEL-pozitif hiicreler gozlendi. Metotreksatin 2 doz uygulandigi grup [I’te ise distal tibiillerdeki
dilatasyon ve peritiibiiler vaskiiler konjesyon ¢ok daha yaygin olarak tespit edildi. Bu grupta ayrica kopiiksii goriiniime sahip tiibiiler hiicreler, renal
korpuskiil atrofisi ve tubulointerstisyel inflamasyon dikkat ¢ekiciydi. TUNEL-pozitif hiicreler +3 siddetinde gozlendi.

Sonug¢: Bu ¢aligmanin sonucunda kliniklerde birgok hastaligin tedavisinde kullanilan metotreksatin doz ve siire ayarlamasinin oldukga dikkatli yapil-
mast gerektigi saptandi. Uzun siireli, yiiksek dozda hazirlanan tedavi protokollerinin bobreklerde yapisal hasar ve dolayisiyla renal fizyolojide bozul-
malar meydana getirebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Nefrotoksisite, Mikroskop.
ABSTRACT

Effects of Repeated Doses Administration of Methotrexate on Rat Kidney Tissue

Objective: Methotrexate is a commonly used drug to therapy many of disorders thanks to antiproliferative and anti- inflammatory properties. High
dose methotrexate has cytotoxic effects. This experimental study was planned to determined possible kidney damage caused by methotrexate.
Material and Method: 18 adult Wistar Albino female rats were used in this study. The animals were diveded into 3 groups. The rats in the 1st group
were used as control. The second group of rat were injected single dose methotrexate (15mg/kg) on 1st day of experimental study, whereas third
group of rats were injected methotrexate 1st and 5th day of experimental study. All of rats were decapitated on 8th day of experiment. Kidney tissues
were removed and fixed in 10% formaldehyde solution for light microscopy investigations. Paraffin blocks were prepared. The tissue blocks were
sectioned at a thickness of Spm to perform TUNEL and histochemical staining.

Results: In light microscopic examination, there were peritubular vascular congestion, dilatation in the distal tubule of group Il kidney tissues. In this
group, TUNEL(+2) - positive cells observed especially distal tubules. In group Il1, injected two dose methotrexate, dilatation in the distal tubules,
peritubular vascular congestion were more expansive. In addition, there were noteworthy foamy appearanced tubular cell, atrophy of renal corpuscle,
tubulointerstitial inflammation in this group. TUNEL-positive cell detected in +3 severity.

Conclusion: As a result of this study, physicians must be careful about adjustment of methotrexate, used to in the treatment of many diseases, dose
and treatment time. Long-term high dose treatment protocols may cause structural damage and disrupt renal physiology.

Key Words: Methotrexate, Nephrotoxicity, Microscopy.

Neoplazilerden psoriazise uzanan genis yelpazede
birgok hastaligin tedavisinde kullanilan metotreksat, bir
folik asit antagonisti olup, dihidrofolat rediiktaz enzi-
mini baglaylp DNA ve RNA sentezini inhibe ederek
antiproliferatif etki gdsteren bir ajandir (1, 2). Anti
proliferatif 6zelliginden dolay1 yiiksek dozlarda kanser
tedavisinde kullanilir (3, 4). Meme tiimorii hiicresi
iizerine yapilmig bir ¢aligmada metotreksatin Caspase 3
ekspresyonunu artirarak apoptozisi indiikledigi goste-
rilmistir (5). Ayrica antiinflamatuvar etkisiyle romatoid

artrit tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
etkisini adenozin seviyesini ve antiinflamatuvar sito-
kinleri artirtp proinflamatuvar sitokinleri (IL6 ve IL
1B) azaltarak yapmaktadir (6).

Metotreksatin sitotoksik etkisini gosterebilmesi
icin folil poliglutamat sentaz enzimi tarafindan poliglu-
tamasyona ugratilmasit gerekmektedir. Poliglutamas-
yon, viicutta hem normal dokularda hem de malign
dokularda yapilir. Iste bu poliglutamatlarin hiicre igin-
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de birikmesi folat metabolizmasini etkileyen enzimler
iizerinde inhibitor etki gosterir (7). Burdan da anlasila-
cag1 gibi metotreksatin sitotoksik etkisi yalnizca kanser
hiicrelerine has olmayip tiim viicut hiicreleri iizerine
olmaktadir. Ozellikle gastrointestinal sistem mukozasi
gibi, hizli proliferasyonun oldugu hiicreler en fazla
etkilenen hiicrelerdir (8).

Metotreksatin terapotik etkinligi hastalar arasinda
degiskenlik gostermektedir. Tedaviye verilen cevap
onceden belirlenemez. flag 24 saat icinde dolasimdan
elimine oldugu i¢in, etkinligini degerlendirmede serum
metotreksat seviyeleri kullanilamaz. Metotreksat po-
liglutamatlarinin (MTXPG) eritrosit ve polimorfonuk-
leer 1okositlerdeki seviyesi klinik etkinlikle korele
bulunmustur. Eritrositlerdeki MTXPG seviyesi <60
nmol/lt ise klinik cevabin kotii oldugu diistiniilir ki bu
teknik, hem ¢ok giictiir hem de ¢ogu merkezde yapila-
mamaktadir (9).

Metotreksat, bobrek yoluyla elimine edilir ve uy-
gulanan dozun % 60-90’1 degismemis bir sekilde idrar-
da bulunur (10). Metotreksat, serum iire ve kreatinin
seviyesinde artisa ve hematiiriye neden olmaktadir.
Metotreksata bagli renal fonksiyonlarin bozulmasim
onlemek i¢in {iriner alkalizasyon olusturulmasi oldukca
onemlidir. Yine metotreksat kaynakli toksik etkileri
folinik asid (N5-formil THF=L6kovorin) ile antagonize
etmek miimkiindiir (11).

Kanser tedavisinde kullanilan metotreksatin da
icinde bulundugu belli ilaclar nefrotoksisiteye yol acga-
bilecek yan etkilere sahiptir. Nefrotoksisite glomeriiler
veya tiibiiler disfonksiyon, hipertansiyon ve renal en-
dokrin fonksiyonda meydana gelebilecek bozukluklarla
seyredebilir (12).

Biz bu g¢alismada kliniklerde farkli hastaliklarin
tedavisinde siklikla kullanilan metotreksatin, elimine
oldugu organ olan bobreklerde hasar olusturup olus-
turmadigini belirlemeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda 18 adet ergin Wistar Albino cinsi disi
sigan kullanildi. Siganlar 22°C oda 1sisinda 12 saat 151k
(7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) 6zel
olarak yaptirilan ve her giin altlar1 temizlenen kafesler-
de beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberon-
larda (normal ¢egsme suyu) verildi.

Denekler her biri 6 sigan iceren 3 gruba ayrildi.
I.Grup: Kontrol (n:6).

I1.Grup: Deneyin 1. giiniinde 15 mg/kg intraperi-
toneal (i.p) metotreksat uygulanan sicanlardan olustu-
ruldu (n:6).

I11.Grup: Deneyin 1. ve 5. giiniinde 15 mg/kg i.p
metotreksat uygulanan siganlardan olugturuldu (n:6).

Deneyin 8. giliniinde tiim gruplardaki siganlar
75mg/kg ketamin + 10mg/kg xylazine i.p uygulanarak
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olusturulan anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitas-
yonun ardindan si¢anlarin bobrek dokular hizlica ¢ika-
rilip %10°luk formaldehit ile tespit edildi. Rutin histo-
lojik doku hazirlama prosediirii ile parafin bloklar ha-
zirlandi. Parafin bloklardan TUNEL ve histokimyasal
boyama tekniklerinin uygulanmasi i¢in Spm kalinligin-
da kesitler alindu.

Histokimyasal Boyama

Kesitlere Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Mal-
lory’nin {iglii boyama teknikleri uygulandi.

TUNEL Boyama

Bobrek dokusunda meydana gelen apoptozisin be-
lirlenmesi i¢in TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
tranferase-mediated-UTP nick end labeling) boyamasi
yapilip gruplar arasi fark semi-kantitatif olarak deger-
lendirildi. Skorlama; -, yok; +1, az; +2, orta; +3, siddet-
li olarak degerlendirildi (Tablo 1).

Tablo 1. TUNEL boyamasi yapilan gruplarin degerlendiriimesi.

Grup TUNEL Pozitifligi
Grup | -
Grup Il +2
Grup I +3

Histokimyasal ve TUNEL teknikleri ile boyanan
preparatlar Olympus BH2 fotomikroskop ile incelenip
fotograflandi.

BULGULAR

Kontrol grubuna ait doku kesitlerinde renal korpuskiil,
proksimal ve distal tiibiiller, toplayici ve henle kanalla-
r1 normal yapida izlendi. Bu grupta renal korpuskiil
yapilarinda ve tiibiiler hiicrelerde TUNEL (-)’lik ha-
kimdi (Resim 1, 2). Tek doz metotreksat uygulanan
grup II’de distal tiibiillerde dilatasyon, peritiibiiler
vaskiiler konjesyon goézlendi (Resim 3). Bu grupta
ozellikle distal tiiblil hiicrelerinde +2 siddetinde TU-
NEL-pozitif hiicreler ayirt edildi (Resim 4). Metotrek-
satin 2 doz uygulandig1 grup III’te ise distal tiibiiller-
deki dilatasyon ve peritiibiiler vaskiiler konjesyon ¢ok
daha yaygin olarak tespit edildi (Resim 5). Bu grupta
ayrica kopiiksti goriiniime sahip tiibiiler hiicreler, renal
korpuskiil atrofisi ve tubulointerstisyel inflamasyon
dikkat ¢ekiciydi (Resim 6-8). TUNEL-pozitif hiicreler
+3 siddetinde gozlendi (Resim 9).

199



Firat Tip Derg/Firat Med J 2013; 18(4): 198-202 Kocaman ve Colakoglu

Resim 5. Grup Ill. Belirgin peritiibiler vaskdler konjesyon (ok) ve distal
Resim 1. Grup I. Renal korpuskiil ve tiibiler yapilar normal olarak ayirt tubdl dilatasyonu (*). Mallory’nin (i¢lii boyamasi. 200x
edilmekte. Hematoksilen & Eozin 200x

Resim 6. Grup lll. Képlksi gériiniime sahip tibiler hticreler (ok).
Hematoksilen & Eozin. 200x

Resim 7. Grup Ill. Renal korpuskiil atrofisi (ok), tiibller dilatasyon (*)
Resim 3. Grup Il. Peritiibiiler vaskiiler konjesyon (*) ve distal tiibdl ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok basi) dikkat ¢cekmekte. Hema-
dilatasyonu (ok). Hematoksilen & Eozin 200x toksilen & Eozin. 200x

Resim 4. Grup Il. TUNEL (+2) pozitifliklik gbsteren tiibiler hiicreler. Resim 8. Grup Ill. Belirgin tubulointerstisyel inflamasyon (*). Hematok-
400x silen & Eozin 200x
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Resim 9. Grup lll. TUNEL (+3) pozitiflik gbsteren tiibiiler hiicreler. 400x

TARTISMA

Renal toksisite metotreksatin en ciddi yan etkisidir
(13). Metotreksat kaynakli toksisitede; metotreksat ile
yapilan tedavinin siiresi ve doz semasi, hastaligin tipi
ve hastanin risk faktorleri ile birlikte genetik ve mole-
kiiler apoptotik faktorler gibi bir¢ok faktoriin etkilesimi
rol oynar (14).

Metotreksat tedavisi nedeniyle gulutatyon seviye-
sinin azalmasi ile birlikte stiperoksid anyonu, hidroksil
radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroklorik radikaller
gibi reaktif oksijen radikallerine karsi hiicreleri koru-
yan antioksidan savunma sisteminin etkinliginin zayif-
lamas1 meydana gelmektedir (14). Metotreksata bagl
ince barsak hasarinda oksidatif stresin, 6zellikle notro-
fil infiltrasyonunun rol oynadig1 gosterilmistir (15).

Devrim ve ark. (16) da metotreksat nefrotoksisite-
sinde oksidatif stresin rolii oldugunu ortaya koymus-
lardir. Fagositik 16kositler uygun sekilde uyarildiklar:
zaman oksijen tiiketimlerini artirirlar. Buna notrofille-
rin respiratuvar/oksidatif patlamasi denilir ki, aktive
nétrofiller myeloperoksidaz, elastaz, proteaz gibi bazi
enzimler salgilarlar ve oksijen radikallerini agiga ¢ika-
rirlar (17). Myeloperoksidaz, nétrofil infiltrasyonunun
bir belirleyicisi olup nétrofil fonksiyonlari igin 6nemli-
dir. Serbest radikaller dokulara olan dogrudan hasar
yapici etkilerine ilaveten, lokositlerin hasarli dokuya
toplanmasini saglayarak da doku hasarina neden ol-
maktadirlar (18). Metotreksat uygulanan ratlarin bob-
rek dokularinda indiiklenebilir nitrik oksit seviyelerinin
artt1g1 rapor edilmektedir (19).

Hemodiyaliz hastalarinda metotreksat kullanimi
diisiik dozlarda bile ciddi ve fatal sonuglar dogurdu-
gundan romatoloji otoritelerince kontrendike kabul
edilmektedir. Bu nedenlerle, romatoid artrit ve kanserli
hastalarda ilacin kullanimi zorunlu ise dozun %75
azaltilarak ve yakin monitorizasyon ile verilmesi gerek-
tigi vurgulanmaktadir (10).
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Yapilan c¢aligmalarda metotreksat kristallerinin
distal tiibiile ¢okmesi sonucunda obstriiktif nefropatinin
gelisebildigi gosterilmistir (20). Metotreksat alan hasta-
larda probenesid ve salisilatlardan kacinilmalidir. Ciin-
kii probenesid metotreksat klirensini % 60 oraninda
azaltir, aspirinin de diger non steroid antiinflamatuar
(NSAI)’larla kiyaslandiginda daha belirgin olarak me-
totreksat klirensini azalttigi bilinmektedir. Salisilat
veya NSAI’la birlikte kullanim sonucunda yan etki
gelisimi bildirilen olgular, genelde yiiksek dozda me-
totreksat alan olgulardir. Metotreksat ve NSAI toksisi-
tesi genelde Klinik belirti vermeden subklinik olarak
seyreder. Stabil dozda metotreksat alan hastada NSAI
eklenmesi veya degistirilmesi halinde serum kreatinin
seviyelerinin degerlendirilmesi gereklidir. Yine kotri-
moksazoliin kendisi de bir folat antagonisti oldugu i¢in
metotreksat ile birlikte alindiklarinda ciddi kemik iligi
supresyonu yapabilirler (21).

Yiksek doz metotreksat alimimin akut bobrek
yetmezligine neden oldugu bilinmektedir (13). Cesitli
onlemler alinmasina ragmen halen, baz1 hastalarda
yiiksek doz metotreksat alimi ve siirekli artmig plazma
metotreksat diizeylerine maruz kalinmasi sonucu, geg
de olsa “’high dose metotreksat” (HDMTX) nefrotok-
sisitesi gelisimi rapor edilmigtir (22).

Vardi ve ark. (23), yaptiklar1 caligmada metotrek-
satin bobreklerde glomeruloskleroz ve apoptozis gibi
6nemli yapisal hasara yol agtigin1 yine Kose ve ark.
(24) yaptiklar1 baska bir ¢caligmada metotreksata bagh
olarak tiibiillerde deskuamasyon, proksimal tiibiillerde
fircams1 kenar hasar1 olustugunu bildirmislerdir.

Biz yaptigimiz bu ¢aligmada metotreksat uygula-
nan grup Il ve grup III’te renal korpuskiil atrofisi, peri-
tiibtiler vaskiiler konjesyon, distal tiibiillerde dilatasyon
ve tiibiiler hiicrelerde artmig apoptozis gibi 6nemli
sayilabilecek yapisal degisiklikler gozlemledik. Bu
degisiklikler doz artigina paralel olarak grup III’te daha
siddetli olarak ayirt edildi. Grup III’te grup II’den fark-
Ii olarak ilaveten tubulointerstisyel inflamasyon da
g6zlendi. Metotreksatin bu hasari, sebep oldugu oksi-
datif stres tizerinden yaptigini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, oksidatif strese bagli olarak antiok-
sidan savunma sisteminin zayiflamasi sonucu olusan
glomeruler ve tiibiiler hasar kanin filtrasyonunda ve
reabsorbsiyon mekanizmalarinda dolayisiyle renal
fizyolojide 6nemli bozulmalar meydana getirebilir. Bu
nedenle metotreksat kullanimmin endike oldugu vaka-
larda doz ayarlamasinin dikkatli ve kontrollii yapilmasi
gerektigini dliginmekteyiz.
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