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Amag: Metotreksat'in neden oldugu bobrek hasarina karst montelukast’in etkileri aragtirildi.

Gereg-Yontem: 35 adet Wistar albino disi sigan 5 gruba ayrildi: Grup I: Kontrol (K); Grup II: Montelukast (ML); Grup
II: Metotreksat (Mtx); Grup IV: Once metotreksat sonra montelukast verilen grup (Mtx+ML); Grup V: Once
montelukast sonra metotreksat uygulanan grup (ML+Mtx) olacak sekilde ayarlandi. Son uygulamalardan 24 saat sonra
hayvanlar sakrifiye edilerek bobrek dokulart ve kanlari alindi. Bobrek dokulart hem histolojik incelemeler hem de MDA
analizi i¢in kullanildi. Kandan elde edilen serumlarda ise BUN ve Cr seviyeleri degetlendirildi.

Bulgular: Sadece metotreksat uygulanan grupta kontrol grubuna gore MDA, BUN ve Cr seviyelerinde anlamli bir artig
tespit edildi. Bunun yani sira metotreksat enjeksiyonundan sonra montelukast verilen grupta bu parametreler
dismisti. Histolojik olarak sadece metotreksat verilen grupta belirgin tiibiil hasari varken montelukastin her iki
uygulamast ise bu hasarlari geriletmisti.

Sonug: Metotreksat'in neden oldugu deneysel bobrek hasarinda, montelukast’in bu hasart azalttigs ortaya kondu.
Anahtar Kelimeler: Metotreksat; Montelukast; Bobrek; Rat.

The Effects of Montelukast Against Methotrexate-Induced Acute Renal Damage

Objective: The effects of montelukast against methotrexate-induced renal damage were investigated.

Materials and Methods: 35 Wistar albino female rats were divided into 5 groups as follows: Group I: Control; Group
II: Montelukast (ML); Group III: Methotrexate (Mtx); Group IV: Montelukast treatment after methotrexate
application (Mtx+ML); Group V: Montelukast treatment before methotrexate application (ML+Mtx). At the end of
the experiment, the kidney tissues and the blood of rats were collected. Malondialdehyde (MDA) levels were
determined from kidney tissues. Blood urea nitrogen (BUN) and creatinine (Cr) were assessed in the serum. In
addition the kidney tissues were examined histologically.

Results: MDA, BUN and Cr levels of of group III significantly increased when compared to groups I and II. These
parameters of group IV decreased when comparet to group III. The significant tubul damages were observed in only
methotrexate injection group (group III) histologically. In addition, montelukast treatment (in groups IV and V)
reduced these histological damages.

Conclusion: It was showed that montelukast treatment after methotrexate application could reduce methotrexate-
induced experimental renal damage.
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*Bu calisma, Indnit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2010/59 numarali proje ile desteklenmistir.

Girig olarak bilinmese de, oksidan-antioksidan dengeyi

bozdugu ve dolayistyla oksidatif hasara neden oldugu

Folat antogonisti olan metotreksat, ¢esitli kanserlerde ve
otoimmiin hastaliklarda sikca  kullandmaktadir.!> 2
Metotreksat kullaniminin 6nemli yan etkilerinden bir
tanesi de bobrekler tzerine oldugu cesitli calismalarda
gosterilmigtir.>> Bobrek toksisitesinin mekanizmasi tam
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gOsterilmistir.> 67

Eikozonaid lipid mediator ailesine ait olan I6kotrienler,
membrane  fosfolipidlerinden  sentezlenmekteditler.
CysLTs (sistenil l6kotrienler) arasidonik asit'ten 5-
lipooksijenaz (5-LO) yolu ile iretilmekte ve CysLT; ve
CysLT: reseptotleri tizerinden etkilerini gosterirler.® Bir
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CysLTSs; reseptor antagonisti olan ve astim tedavisinde
kullandlan montelukast, havayollarindaki eosinofilik
inflamasyonu azaltmaktadir.>!! Yapilan bazt deneysel
calismalarda, CysLT1 reseptér antagonistlerinin,
etanoliin neden oldugu mide mukozast hasarini'> 13 ve
deneysel koliti'* duzelttigi gosterilmistir. Ayrica yanik
iyilesmesinde de olumlu etkileri bulunmaktadir.!>17 Bu
calismada, metotreksat’n neden oldugu akut bobrek
hasarinda montelukastin koruyucu ve tedavi edici
ozellikleri degerlendirildi.

Gereg ve Yontem

Bu calisgmada 35 adet Wistar albino cinsi disi sicanlar
kullanildi.  Uygulamalar ~ siiresince  sicanlar  oda
sicakliginda ve %40-50 nem oraninda tutuldu. Isik
diizeni 12 saat glindiiz, 12 saat gece olacak sckilde
ayarlandi. Uygulama esnasinda hayvanlara su ve yem
verilmedi. Uygulama haricinde yeme ve i¢cmelerinde
herhangi bir kisitlama yapilmadi. Bitin uygulamalar
Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Etik
Kurulu onayindan sonra yapildi.

Deney Prosediirii

Hayvanlar 5 esit gruba ayrlde: Grup I: Kontrol (K);
Grup II: Montelukast (ML) (Notta tb® 10 mg, Sanovel,
Turkiye, 10 mg/kg, ginde 1 defa 10 gin, p.o.); Grup
III: Metotreksat (Methotrexate 50 mg flakon®, Kocak
Farma, Turkiye, tek doz 20 mg/kg ip.); Grup IV
(Mtx+ML): Once metotreksat (tek doz 20 mg/kg i.p.)
sonta  montelukast (10  mg/kg, metotreksat
enjeksiyonundan 3 giin sonra baglayarak glinde 1 defa
10 giin, p.o.) verilen grup; Grup V: Once montelukast
(10 mg/kg, ginde 1 defa 10 gin, p.o.) sonra
metotreksat (tek doz 20 mg/kg i.p, montelukast’in son
dozundan sonra) verilen grup olacak sekilde ayarlandi.
Grup 1II, IV ve V’de bulunan hayvanlar son
uygulamalardan 24 saat sonra, grup III’deki hayvanlar
ise metotreksat enjeksiyonundan 3 giin sonra sakrifiye
edildi. Bu hayvanlarin bébrek dokulari ve kanlart alindi.
Bobrek dokulart hem histolojik incelemeler igin hem de
MDA analizi icin kullanildi. Kandan elde edilen
serumlarda ise BUN ve Cr seviyeleri degerlendirildi.

Biyokimyasal Analizler

Bébrek dokulart %10’ luk homejenat olusturmak tzere
bir homojenizatér araciligiyla (IKA Ultra Turrax T 25
basic, IKA Labotec hnik, Staufen, Germany) 0.1 M’lik
Tris-HCI igerisinde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize

Tablo 1. Biitin gruplara ait biyokimyasal sonuglar (ortEss).

edildi. Homojenattan malondialdehit (MDA) seviyeleri
caligildi.  Bitiin  uygulamalar 4°C’de yapild. MDA
seviyeleri  spektrofotometrik  olarak  Uchiyama ve
Mihara’nin bildirdigi metoda gore yapildi.!® Elde edilen
degerler nmol/g doku cinsinden belirtildi. Serum BUN
ve Cr seviyeleri ise bir otoanalizér (Abbott Aeroset,
Illinois, U.S.A) araciligiyla yapildi.

Histolojik Degerlendirme

Sicanlarin bobrekleri alinarak, %10 formol soltisyonu
icinde tespit edildi. Rutin doku takibi sonrasinda,
parafine gémilen dokulardan alinan 5 pum'lik kesitlere;
Masson trikrom ve periyodik asit Schiff+hematoksilen
(PAS-H) boyama yontemleri uygulandr. Kesitler Leica
DFC-280 1sitk mikroskobu ile incelendi. Kesitlet;
kortikal tiibil epitel hiicrelerinde sisme, intrasitoplazmik
vakuol olusumu, deskuamasyon ve mikrovillus kaybina
gore  degerlendirildi.  Histolojik  degisikliklerin
derecelendirilmesinde; Baliga ve ark.!” tarafindan
tanimlanan  semikantatif analiz  yontemi modifiye
edilerek kullanildi. Hasarin yayginligina gore;

0: Normal

1: Tubiler epitel hiicrelerde balonlasma,
intrasitoplazmik  vakuolizasyon, deskuamasyon ve
mikrovillus kayb: gosteren kortikal tibil %25’den az

2: Benzer degisikliklerin izlendigi tibtl oram %25 ile
%050 arasinda

3: Benzer degisikliklerin izlendigi tiibiil orant %50 ile
%75 arasinda

4: Benzer degisikliklerin izlendigi tiibil orant %75den
fazla seklinde numaralandirildi. Her kesitten rastgele 10
alan (X20 objektif biiytitmesi altinda) incelendi.

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 15.0 programi ile
Kruskal Wallis ve Bonferroni Mann Whitney -U testi
kullanilarak yapildi. Kruskal-Wallis Varyans Analizi ile
gruplar arast karstlastirmalar, Bonferron Mann-Whitney-
U ile gruplar arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadig
test edildi. Tum sonuglar ortalamatstandart sapma
(orttss) olarak ifade edildi ve p<<0.05 istatistiksel olarak
anlamli bulundu.

Sonuglar

Biyokimyasal Sonuglar

MDA, BUN ve Cr sonuglar1 Tablo 1’de gdsterilmistir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, sadece metotreksat
uygulamast MDA, BUN ve Cr seviyelerinde belirgin bir

Parametreler Kontrol (n:7) ML (n:7) Mtx (n:7) Mtx+ML (n:7) ML+Mtx (n:7)
MDA (nmol/g doku)  750.851+28.57 685.71+17.23 1106.62+34.292  796.12£27.48" 868.25129.21
BUN (mg/dL) 25.28%1.49 26.71£1.38 31.25£3.612 27.12£1.71" 29+2.92

Cr (mg/dL) 0.5610.047 0.55%0.078 0.99+0.122 0.706£0.108 > 0.95+0.118

2p<0.05, Kontrol ve ML ile kiyaslandiginda.

b p<0.05, Mtx ile kiyaslandiginda.
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artisa neden  olmustur  (p<<0.05).  Metotreksat
enjeksiyonundan sonra montelukast uygulanan grupta
(grup 1V) ise sadece metotreksat uygulanan gruba gore
bu parametrelerde anlamli bir azalma tespit edildi.
Metotreksat  enjeksiyonundan  6nce  montelukast
uygulanan grupta ise belirgin bir degisiklik yoktu.

Histolojik Sonuglar

Grup I ve grup I’ye ait proksimal ve distal tiibuller
normal histolojik yapidaydt (Resim 1A ve 1B). PAS
boyama metodu uygulanan kesitlerde; proksimal
tibiillerde mikrovillus yapist saglam olarak go6zlendi
(Resim 1C ve 1D). Sadece metotreksat uygulanan
grupta bazt tibtl epitellerinde balonlasma ve 6zellikle
bazal yerlesim gosteren irili-ufakli vakuoller (Resim 2A,
2B), bazilarinda da deskuamasyon izlendi (Resim 2C).
Diger bir bulgu da, kortiko-medullar bdlgede izlenen
konjesyon alanlartydt (Resim 2D). Bu grupta; koyu
eozinofilik sitoplazmalar1 ve piknotik nukleuslar: ile
farkedilen, cevresindeki diger hiicrelerden ayrilmug,
yuvarlak sekilli apoptotik hiicrelere rastlandi (Resim
2E). Hasarlanan tibillerde, PAS porzitiflgi zayift. Firga
kenar yapilart bozulmustu (Resim 2F).

-t a8 0" Y P
Resim 1A.

Kontrol grubu; saglam bobrek histolojisi.
Masson trikrom X40.
Resim 1B. Montelukast grubu; tiibillerin  histolojik
gbrinimi normal. Masson trikrom X40.
Resim 1C. Kontrol grubu; PAS (+) boyanan diizenli
fira kenar yapilari (oklar). PAS+HX40.
Resim 1D. Montelukast grubu; firca kenar yapilari

kontrol grubuna benzer olarak boyanmis.
PAS+HXA40.

Montelukast'in verilmesi (grup IV ve V), sadece
metotreksat uygulanan gruba gére hidropik degisiklikleri
ve deskuamasyon bulgularint 6nemli derecede hafifletti
(P=0.00) (Resim 3A ve 3B). Proksimal tiibillerin
cogunda firca kenar yapilart belirgin olarak izlendi
(Resim 3C ve 3D). Tubillerin histolojik skorlart
acisindan, montelukast’in metotreksat enjeksiyonundan
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once ya da sonra verilmesi arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmadt (p>0.05) (Tablo 2). Bitiin gruplarda
glomertl yapilari saglam olarak gézlendi.

Tablo 2. Gruplarin histolojik degetlendirme sonuglar

Gruplar Histolojik skor (orttss)
Kontrol (n:7) 0.6t1.4

ML (n:7) 0.7£0.6

Mix (n:7) 274112

MTX+ML (n:7) 1.4%£1.0°

ML+Mtx (n:7)  1.5+1.0°

2p<0.05, Kontrol ve ML ile kiyaslandiginda.
b p<0.05, Mtx ile kiyaslandiginda.

Resim 2A.

Sadece  metotreksat  verilen  grup;
balonlagmis ve sitoplazmasi soluk izlenen
proksimal tiibtil epitel hucreleri (oklar).
Masson trikrom X40.

Sadece metotreksat verilen grup; titbillerin
bazalinde izlenen vakuolizasyon (oklar).
Masson trikrom X100.

Sadece metotreksat verilen grup; proksimal
tibillerde epitelial deskuamasyon. Masson
trikrom X40.

Sadece metotreksat verilen grup; korteksin
medullaya yakin  boélumlerinde izlenen
konjesyon alanlari. Masson trikrom X20.
Sadece metotreksat  verilen  grup;
eozinofilik  sitoplazmasi  ve  piknotik
nukleusu ile izlenen apoptotik proksimal
tibil hiicresi (ok). Masson trikrom X100.
Sadece  metotreksat  verilen  grup;
devamliligi bozulmus firca kenar yapilart
(oklar). PAS+HX40.

Resim 2B.

Resim 2C.

Resim 2D.

Resim 2E.

Resim 2F.
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Resim 3A. Metotreksat’tan sonra montelukast verilen
grup  (Grup  IV);  hafif  tibiler
deskuamasyon ve yer yer balonlasmis
hiicreler (oklar). Masson trikrom X40.
Once montelukast sonra metotreksat
vetilen grup(Grup V); Grup IV’e benzer
olarak izlenmekte. Masson trikrom X40.
Metotreksat’tan sonra montelukast verilen
gtup (Grup 1IV); proksimal tiibullerin
cogunda firga kenar yapilart saglam olarak
izlenmekte (oklar). PAS+HXA40.

Resim 3D. Once montelukast sonra metotreksat
verilen grup (Grup V); belirgin olarak
izlenen firga kenar yapilari  (oklar).
PAS+HXA40.

Resim 3B.

Resim 3C.

Tartigma

Deneysel olarak yapilan bu ¢alisma, sadece metotreksat
uygulanan grupta hem MDA, BUN ve Cr’nin yiiksekligi
hem de histolojik bulgular, metotreksat’in bobrekte
oksidatif hasara neden oldugu gdéstermistir. Bu hasar
muhtemelen metotreksat’n  tubiil epiteline neden
oldugu  toksisiteden  kaynaklanmaktadir.  Ayrica
montelukast bu hasarlara karst olumlu etki géstermistir.

Dokuda olusan oksidatif hasart gostermede kullanilan
parametrelerden birisi olan MDA, serbest radikallerin
neden oldugu lipid peroksidasyonu sonucu olugan bir
drtindar.?® Yapilan bazt calismalarda, metotreksat’n
oksidatif ~ hasart  indiikleyerek MDA’yt  artirdidt
gosterilmigtir.> 2 22 Metotreksat piirin ve pirimidin
sentezini inhibe ederek DNA sentezini baskilayarak
apoptozisi uyarir.”> 2> DNA sentezinin azalmasina baglt
olarak &zellikle antioksidan enzim seviyelerinde azalma
MDA artisina neden olabilit.* Calismamizda da
MDA’nin  yikselmesi, muhtemelen DNA sentezi
inhibisyonuyla neden oldugu oksidan/antioksidan
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dengenin  bozulmasina  bagl  gelismistir. B&brek
fonksiyonlarini  gosteren BUN ve Cr’de gorilen

yukselme ile ¢alismamizin histolojik bulgulari da sadece

metotreksat  grubunda  oksidatif hasar  oldugunu
gostermekteydi.
Metotreksat  uygulamasindan ~ sonra  montelukast

verdigimiz grupta (grup IV) MDA, BUN ve Cr
degerlerinde anlamli bir disme gozlemlendi. Sener ve
ark. yaptiklart calismada, kronik bobrek yetmezliginin
neden oldugu coklu organ hasarinda montelukast’in
koruyucu 6zellikleri oldugunu gostermislerdir.?> Bunu
ise montelukast’in nétrofil infiltrasyonu ve apoptozisi

engellemesine  ve  oksidan-antioksidan  durumu
dengelemesine baglamislardir.
Baska bir calismada da, montelukastin iskemi-

reperfiizyona baglt olusan oksidatif cevaplart  ve
mikroskobik hasart  diizelttigi ifade edilmektedir.?
Histolojik incelemelerde ise, metotreksatin neden
oldugu hasarlar;, montelukastn her iki uygulama
seklide  azaltmugti.  Fakat  biyokimyasal  olarak
metotreksat uygulamasindan sonra verilen
montelukastin daha etkili oldugu gésterilmistir.

Sonug olarak calisgmamizda, metotreksat
enjeksiyonundan sonra verilen montelukast’in oksidatif
hasart azalttigt ve bobrek fonksiyonlarini  diizelttigi
gosterildi. Bu etki, monteluastin oksidan/antioksidan
sistemi dengeye getirmesi ile ortaya cikabilir. Bobrek
hasarina karst klinik uygulamalarda kullanabilmek igin
daha genis deneysel ve klinik ¢alismalara ihtiya¢
duyulmaktadir.
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