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ÖZET 

Amaç: Metotreksat, antiproliferatif, antiinflamatuar etkileriyle kliniklerde birçok hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır. Yüksek dozlarda sitotoksik 

etki gösterdiği bilinmektedir. Biz bu çalışmada metotreksat kaynaklı muhtemel böbrek dokusu hasarını belirlemeyi amaçladık. 
Gereç ve Yöntem: Çalışmada 18 adet Wistar Albino cinsi dişi sıçan kullanıldı. Denekler 3 gruba ayrıldı. Grup I’deki sıçanlar kontrol olarak kullanıl-

dı. Grup II’yi oluşturan sıçanlara deneyin 1.gününde tek doz 15mg/kg metotreksat intra peritoneal (i.p.) yolla, grup III’teki sıçanlara ise deneyin 1. ve 

5. günlerinde metotreksat i.p. yolla uygulandı. Deneyin 8. gününde tüm gruplarda yer alan sıçanlar dekapite edildi. Böbrek dokuları ışık mikroskobik 
incelemeler için %10’luk formaldehit solüsyonuna alındı.  Rutin doku hazırlama prosedürü ile parafin bloklar hazırlandı. Parafin bloklardan TUNEL 

ve histokimyasal boyama tekniklerinin uygulanması için 5µm kalınlığında kesitler alındı. 

Bulgular: Yapılan ışık mikroskobik incelemelerde grup II’de peritübüler vasküler konjesyon ve distal tübüllerde dilatasyon ayırt edildi. Bu grupta 
özellikle distal tübül hücrelerinde +2 şiddetinde TUNEL-pozitif hücreler gözlendi. Metotreksatın 2 doz uygulandığı grup III’te ise distal tübüllerdeki 

dilatasyon ve peritübüler vasküler konjesyon çok daha yaygın olarak tespit edildi. Bu grupta ayrıca köpüksü görünüme sahip tübüler hücreler, renal 

korpuskül atrofisi ve tubulointerstisyel inflamasyon dikkat çekiciydi. TUNEL-pozitif hücreler +3 şiddetinde gözlendi. 
Sonuç: Bu çalışmanın sonucunda kliniklerde birçok hastalığın tedavisinde kullanılan metotreksatın doz ve süre ayarlamasının oldukça dikkatli yapıl-

ması gerektiği saptandı. Uzun süreli, yüksek dozda hazırlanan tedavi protokollerinin böbreklerde yapısal hasar ve dolayısıyla renal fizyolojide bozul-

malar meydana getirebileceği sonucuna varıldı. 

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 5µm to perform TUNEL and histochemical staining. 

Results: In light microscopic examination, there were peritubular vascular congestion, dilatation in the distal tubule of group II kidney tissues. In this 

group,  TUNEL(+2) - positive cells observed especially distal tubules. In group III, 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 geniş yelpazede 

birçok hastalığın tedavisinde kullanılan metotreksat, bir 

folik asit antagonisti olup, dihidrofolat redüktaz enzi-

mini bağlayıp DNA ve RNA sentezini inhibe ederek 

antiproliferatif etki gösteren bir ajandır (1, 2). Anti 

proliferatif özelliğinden dolayı yüksek dozlarda kanser 

tedavisinde kullanılır (3, 4). Meme tümörü hücresi 

üzerine yapılmış bir çalışmada metotreksatın Caspase 3 

ekspresyonunu artırarak apoptozisi indüklediği göste-

rilmiştir (5). Ayrıca antiinflamatuvar etkisiyle romatoid  

artrit tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu 

etkisini adenozin seviyesini ve antiinflamatuvar sito-

kinleri artırıp proinflamatuvar sitokinleri (IL6 ve IL 

1B) azaltarak yapmaktadır (6).   

Metotreksatın sitotoksik etkisini gösterebilmesi 

için folil poliglutamat sentaz enzimi tarafından poliglu-

tamasyona uğratılması gerekmektedir. Poliglutamas-

yon, vücutta hem normal dokularda hem de malign 

dokularda yapılır. İşte bu poliglutamatların hücre için-
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de birikmesi folat metabolizmasını etkileyen enzimler 

üzerinde inhibitör etki gösterir (7). Burdan da anlaşıla-

cağı gibi metotreksatın sitotoksik etkisi yalnızca kanser 

hücrelerine has olmayıp tüm vücut hücreleri üzerine 

olmaktadır. Özellikle gastrointestinal sistem mukozası 

gibi, hızlı proliferasyonun olduğu hücreler en fazla 

etkilenen hücrelerdir (8). 

Metotreksatın terapötik etkinliği hastalar arasında 

değişkenlik göstermektedir. Tedaviye verilen cevap 

önceden belirlenemez. İlaç 24 saat içinde dolaşımdan 

elimine olduğu için, etkinliğini değerlendirmede serum 

metotreksat seviyeleri kullanılamaz.  Metotreksat po-

liglutamatlarının (MTXPG) eritrosit ve polimorfonuk-

leer lökositlerdeki seviyesi klinik etkinlikle korele 

bulunmuştur. Eritrositlerdeki MTXPG seviyesi <60 

nmol/lt ise klinik cevabın kötü olduğu düşünülür ki bu 

teknik, hem çok güçtür hem de çoğu merkezde yapıla-

mamaktadır (9). 

Metotreksat,  böbrek yoluyla elimine edilir ve uy-

gulanan dozun % 60-90’ı değişmemiş bir şekilde idrar-

da bulunur (10). Metotreksat, serum üre ve kreatinin 

seviyesinde artışa ve hematüriye neden olmaktadır. 

Metotreksata bağlı renal fonksiyonların bozulmasını 

önlemek için üriner alkalizasyon oluşturulması oldukça 

önemlidir. Yine metotreksat kaynaklı toksik etkileri 

folinik asid (N5-formil THF=Lökovorin) ile antagonize 

etmek mümkündür (11). 

Kanser tedavisinde kullanılan metotreksatın da 

içinde bulunduğu belli ilaçlar nefrotoksisiteye yol aça-

bilecek yan etkilere sahiptir. Nefrotoksisite glomerüler 

veya tübüler disfonksiyon, hipertansiyon ve renal en-

dokrin fonksiyonda meydana gelebilecek bozukluklarla 

seyredebilir (12). 

Biz bu çalışmada kliniklerde farklı hastalıkların 

tedavisinde sıklıkla kullanılan metotreksatın, elimine 

olduğu organ olan böbreklerde hasar oluşturup oluş-

turmadığını belirlemeyi amaçladık. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmamızda 18 adet ergin Wistar Albino cinsi dişi 

sıçan kullanıldı. Sıçanlar 22ºC oda ısısında 12 saat ışık 

(7:00–19:00) ve 12 saat karanlıkta (19:00–7:00) özel 

olarak yaptırılan ve her gün altları temizlenen kafesler-

de beslendi. Yemler; çelik kaplarda, su; cam biberon-

larda (normal çeşme suyu) verildi.  

Denekler her biri 6 sıçan içeren 3 gruba ayrıldı. 

I.Grup: Kontrol (n:6). 

II.Grup: Deneyin 1. gününde 15 mg/kg intraperi-

toneal (i.p) metotreksat uygulanan sıçanlardan oluştu-

ruldu (n:6). 

III.Grup: Deneyin 1. ve 5. gününde 15 mg/kg i.p 

metotreksat uygulanan sıçanlardan oluşturuldu (n:6).  

Deneyin 8. gününde tüm gruplardaki sıçanlar 

75mg/kg ketamin + 10mg/kg xylazine i.p uygulanarak 

oluşturulan anestezi altında dekapite edildi. Dekapitas-

yonun ardından sıçanların böbrek dokuları hızlıca çıka-

rılıp %10’luk formaldehit ile tespit edildi. Rutin histo-

lojik doku hazırlama prosedürü ile parafin bloklar ha-

zırlandı. Parafin bloklardan TUNEL ve histokimyasal 

boyama tekniklerinin uygulanması için 5µm kalınlığın-

da kesitler alındı. 

Histokimyasal Boyama 

Kesitlere Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Mal-

lory’nin üçlü boyama teknikleri uygulandı.  

TUNEL Boyama 

Böbrek dokusunda meydana gelen apoptozisin be-

lirlenmesi için TUNEL (terminal deoxynucleotidyl 

tranferase-mediated-UTP nick end labeling) boyaması 

yapılıp gruplar arası fark semi-kantitatif olarak değer-

lendirildi. Skorlama; -, yok; +1, az; +2, orta; +3, şiddet-

li olarak değerlendirildi (Tablo 1). 

 
Tablo 1. TUNEL boyaması yapılan grupların değerlendirilmesi. 

Grup TUNEL Pozitifliği 

  Grup I - 

  Grup II +2 

  Grup III +3 

Histokimyasal ve TUNEL teknikleri ile boyanan 

preparatlar Olympus BH2 fotomikroskop ile incelenip 

fotoğraflandı. 

BULGULAR 

Kontrol grubuna ait doku kesitlerinde renal korpuskül, 

proksimal ve distal tübüller, toplayıcı ve henle kanalla-

rı normal yapıda izlendi. Bu grupta renal korpuskül 

yapılarında ve tübüler hücrelerde TUNEL (-)’lik ha-

kimdi (Resim 1, 2). Tek doz metotreksat uygulanan 

grup II’de distal tübüllerde dilatasyon, peritübüler 

vasküler konjesyon gözlendi (Resim 3). Bu grupta 

özellikle distal tübül hücrelerinde +2 şiddetinde TU-

NEL-pozitif hücreler ayırt edildi (Resim 4). Metotrek-

satın 2 doz uygulandığı grup III’te ise distal tübüller-

deki dilatasyon ve peritübüler vasküler konjesyon çok 

daha yaygın olarak tespit edildi (Resim 5). Bu grupta 

ayrıca köpüksü görünüme sahip tübüler hücreler, renal 

korpuskül atrofisi ve tubulointerstisyel inflamasyon 

dikkat çekiciydi (Resim 6-8). TUNEL-pozitif hücreler 

+3 şiddetinde gözlendi (Resim 9). 
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Resim 1. Grup I. Renal korpuskül ve tübüler yapılar normal olarak ayırt 
edilmekte. Hematoksilen & Eozin 200x 

 

Resim 2. Grup I.  TUNEL (-) ‘lik ayırt edilmekte. 400 x 

 

Resim 3. Grup II. Peritübüler vasküler konjesyon (*) ve distal tübül 
dilatasyonu (ok). Hematoksilen & Eozin 200x 

 

Resim 4. Grup II. TUNEL (+2) pozitifliklik gösteren tübüler hücreler. 
400x 

 

Resim 5. Grup III. Belirgin peritübüler vasküler konjesyon (ok) ve distal 
tübül dilatasyonu (*). Mallory’nin üçlü boyaması. 200x 

 

Resim 6. Grup III. Köpüksü görünüme sahip tübüler hücreler (ok). 
Hematoksilen & Eozin. 200x 

 

Resim 7. Grup III. Renal korpuskül atrofisi (ok),  tübüler dilatasyon (*) 
ve mononükleer hücre infiltrasyonu (ok başı) dikkat çekmekte. Hema-

toksilen & Eozin. 200x 

 

Resim 8. Grup III. Belirgin tubulointerstisyel inflamasyon (*). Hematok-
silen & Eozin 200x 



Fırat Tıp Derg/Firat Med J 2013; 18(4): 198-202    Kocaman ve Çolakoğlu 

 

201 

 

 

Resim 9. Grup III. TUNEL (+3) pozitiflik gösteren tübüler hücreler. 400x 

TARTIŞMA  

Renal toksisite metotreksatın en ciddi yan etkisidir 

(13). Metotreksat kaynaklı toksisitede; metotreksat ile 

yapılan tedavinin süresi ve doz şeması, hastalığın tipi 

ve hastanın risk faktörleri ile birlikte genetik ve mole-

küler apoptotik faktörler gibi birçok faktörün etkileşimi 

rol oynar (14).  

Metotreksat tedavisi nedeniyle gulutatyon seviye-

sinin azalması ile birlikte süperoksid anyonu, hidroksil 

radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroklorik radikaller 

gibi reaktif oksijen radikallerine karşı hücreleri koru-

yan antioksidan savunma sisteminin etkinliğinin zayıf-

laması meydana gelmektedir (14). Metotreksata bağlı 

ince barsak hasarında oksidatif stresin, özellikle nötro-

fil infiltrasyonunun rol oynadığı gösterilmiştir (15).  

Devrim ve ark. (16) da metotreksat nefrotoksisite-

sinde oksidatif stresin rolü olduğunu ortaya koymuş-

lardır. Fagositik lökositler uygun şekilde uyarıldıkları 

zaman oksijen tüketimlerini artırırlar. Buna nötrofille-

rin respiratuvar/oksidatif patlaması denilir ki, aktive 

nötrofiller myeloperoksidaz, elastaz, proteaz gibi bazı 

enzimler salgılarlar ve oksijen radikallerini açığa çıka-

rırlar (17). Myeloperoksidaz, nötrofil infiltrasyonunun 

bir belirleyicisi olup nötrofil fonksiyonları için önemli-

dir. Serbest radikaller dokulara olan doğrudan hasar 

yapıcı etkilerine ilaveten, lökositlerin hasarlı dokuya 

toplanmasını sağlayarak da doku hasarına neden ol-

maktadırlar (18). Metotreksat uygulanan ratların böb-

rek dokularında indüklenebilir nitrik oksit seviyelerinin 

arttığı rapor edilmektedir (19).  

Hemodiyaliz hastalarında metotreksat kullanımı 

düşük dozlarda bile ciddi ve fatal sonuçlar doğurdu-

ğundan romatoloji otoritelerince kontrendike kabul 

edilmektedir. Bu nedenlerle, romatoid artrit ve kanserli 

hastalarda ilacın kullanımı zorunlu ise dozun %75 

azaltılarak ve yakın monitörizasyon ile verilmesi gerek-

tiği vurgulanmaktadır (10). 

Yapılan çalışmalarda metotreksat kristallerinin 

distal tübüle çökmesi sonucunda obstrüktif nefropatinin 

gelişebildiği gösterilmiştir (20). Metotreksat alan hasta-

larda probenesid ve salisilatlardan kaçınılmalıdır. Çün-

kü probenesid metotreksat klirensini % 60 oranında 

azaltır, aspirinin de diğer non steroid antiinflamatuar 

(NSAİ)’larla kıyaslandığında daha belirgin olarak me-

totreksat klirensini azalttığı bilinmektedir. Salisilat 

veya NSAİ’la birlikte kullanım sonucunda yan etki 

gelişimi bildirilen olgular, genelde yüksek dozda me-

totreksat alan olgulardır.  Metotreksat ve NSAİ toksisi-

tesi genelde klinik belirti vermeden subklinik olarak 

seyreder. Stabil dozda metotreksat alan hastada NSAİ 

eklenmesi veya değiştirilmesi halinde serum kreatinin 

seviyelerinin değerlendirilmesi gereklidir. Yine kotri-

moksazolün kendisi de bir folat antagonisti olduğu için 

metotreksat ile birlikte alındıklarında ciddi kemik iliği 

supresyonu yapabilirler (21). 

Yüksek doz metotreksat alımının akut böbrek 

yetmezliğine neden olduğu bilinmektedir (13). Çeşitli 

önlemler alınmasına rağmen halen,  bazı hastalarda 

yüksek doz metotreksat alımı ve sürekli artmış plazma 

metotreksat düzeylerine maruz kalınması sonucu, geç 

de olsa ‘’high dose metotreksat’’ (HDMTX) nefrotok-

sisitesi gelişimi rapor edilmiştir (22).  

Vardı ve ark. (23), yaptıkları çalışmada metotrek-

satın böbreklerde glomeruloskleroz ve apoptozis gibi 

önemli yapısal hasara yol açtığını yine Köse ve ark. 

(24)  yaptıkları başka bir çalışmada metotreksata bağlı 

olarak tübüllerde deskuamasyon, proksimal tübüllerde 

fırçamsı kenar hasarı oluştuğunu bildirmişlerdir.  

Biz yaptığımız bu çalışmada metotreksat uygula-

nan grup II ve grup III’te renal korpuskül atrofisi, peri-

tübüler vasküler konjesyon, distal tübüllerde dilatasyon 

ve tübüler hücrelerde artmış apoptozis gibi önemli 

sayılabilecek yapısal değişiklikler gözlemledik. Bu 

değişiklikler doz artışına paralel olarak grup III’te daha 

şiddetli olarak ayırt edildi. Grup III’te grup II’den fark-

lı olarak ilaveten tubulointerstisyel inflamasyon da 

gözlendi. Metotreksatın bu hasarı, sebep olduğu oksi-

datif stres üzerinden yaptığını düşünmekteyiz. 

Sonuç olarak, oksidatif strese bağlı olarak antiok-

sidan savunma sisteminin zayıflaması sonucu oluşan 

glomeruler ve tübüler hasar kanın filtrasyonunda ve 

reabsorbsiyon mekanizmalarında dolayısıyle renal 

fizyolojide önemli bozulmalar meydana getirebilir. Bu 

nedenle metotreksat kullanımının endike olduğu vaka-

larda doz ayarlamasının dikkatli ve kontrollü yapılması 

gerektiğini düşünmekteyiz.  
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