Firat Tip Derg/Firat Med J 2013; 18(3): 141-145

Deneysel Arastirma }

www.firattipdergisi.com

Tekrarlayan Dozlarda Metotreksat Uygulamasinin Sican Karaciger
Dokusu Uzerine Etkileri

Nevin KOCAMAN, Neriman COLAKOGLU?

Firat Universitesi. Tip Fakiiltesi, Histoloji & Embriyoloji Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye

OZET

Amag: Metotreksat, antikanserojen, antiinflamatuar ozellikleri sayesinde kanser, romatoid artrit, psoriazis gibi ¢ok sayida hastaligin tedavisinde
yaygin bir sekilde regete edilmektedir. Bununla birlikte karacigerde metebolize olmasindan dolay1 hepatotoksisite riski bulunmaktadir. Bu ¢alisma
metotreksat kaynakli muhtemel karaciger hasarini belirlemek i¢in planlandi.

Gere¢ 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.giiniinde tek doz 15mg/kg metotreksat intra peritoneal (ip) yolla, grup III’teki sicanlara ise deneyin 1. ve
5. glinlerinde metotreksat i.p. yolla uygulandi. Deneyin 8. giiniinde tiim gruplarda yer alan sicanlar dekapite edildi. Midsaggital insizyon yapilip
karaciger dokulari 151k mikroskobik incelemeler igin %10’luk formaldehit soliisyonuna alindi.

Bulgular: Yapilan 1sik mikroskobik incelemelerde grup II’de vaskiiler konjesyon, siniizoidal dilatasyon, periportal alanda mononiikleer hiicre infilt-
rasyonu ve az sayida heterokromatik ¢ekirdekli hepatositler dikkat ¢ekiciydi. Grup III’te ise vaskiiler konjesyonun ve siniizoidal dilatasyonun oldukca
yaygin oldugu saptandi. Periportal inflamasyon, makrovezikiiler yaglanma ve ¢ok sayida heterokromatik gekirdekli hepatosit ayirt edilen diger bulgu-
lardi. Ayrica bu grupta belirgin fibroblast aktivasyonu saptandi.

Sonug¢: Bu ¢aligmanin sonucunda kliniklerde birgok hastaligin tedavisinde kullanilan metotreksatin doz ve siire ayarlamasinin oldukga dikkatli yapil-
mas1 gerektigi sonucuna varildi. Uzun siireli hazirlanan tedavi protokolleri karacigeri yapisal anlamda dolayisiyla fizyolojik olarak menfi yonde
etkiliyebilir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Toksisite, Karaciger, Mikroskop.

ABSTRACT

Effects of Repeated Doses Administration of Methotrexate on Rat Liver Tissue

Objective: Methotrexate is a commonly prescribed drug to therapy many of disorders including cancer, rheumatoid arthritis, psoriasis thanks to anti
cancer, anti inflammatory properties. Nevertheless, its use is associated with the risk of hepatotoxicity due to metabolized in liver. This experimental
study was planned to determined possible hepatic injury caused by methotrexate.

Material and Method: Total of 18 adult Wistar Albino female rats were used. 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. Midsaggital
incision was performed and liver tissues were removed and fixed in 10% formaldehyde solution for light microscopy investigations.

Results: In light microscopic examination, there were vascular congestion, sinusoidal dilatation, mononuclear cell infiltration in periportal space in
group Il. In addition, limited number hepatocytes had heterochromatin nuclei. In group 111, vascular congestion and sinusoidal dilatation were obser-
ved more expansive. The other microscopic evidences were periportal inflammation and macrovesicular steatosis. Moreover, fibroblast activation was
detected prominently.

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 therapy time. Long-term prepared treatment protocols may impact on liver adversely as structural and physiological.

Key Words: Methotrexate, Toxicity, Liver, Microscopy.

Metotreksat, 2,4-diamino-N10-methyl propylglutamic
acid, ¢cok sayida hematolojik rahatsizliklarin, romatoid
artrit gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yaygin
bir sekilde kullanilan kemoterapétik ajanlardan biridir.
Ayrica meme kanseri, akut lenfoblastik 16semi (ALL),
osteojenik sarkom, akciger kanseri ve mesane kanseri-
nin tedavilerinde de kullanilmaktadir (1). Hiicre bo-
linmesini inhibe etmesi nedeni ile kanser tedavisinde
uzun zamandan beri kullanilan ilacin, santral sinir

Sistemi harig, oral ve intravendz uygulamalarinda, doku
dagilimi iyidir (2). Kanser tedavisinde kemoterapotik
ajan olarak kullanimmin diginda psériasis, multiple
skleroz gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilmakta-
dir (1).

Metotreksatin hem tedavideki etkinligi hem de
toksik etkileri hastadan hastaya degiskenlik gosterebilir
(3). Bu yiizden diger antineoplastik ilaglardan farkli
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olarak metotreksat genis bir doz araliginda kullanil-
maktadir. Akut lenfoblastik 16semi idame tedavisinde
ve romatoid artrit, psoriazis gibi hastaliklarin tedavi-
sinde haftada 20 mg/m2 dozda kullanilirken, onkolojik
hastaliklarda 1000-33000 mg/m2 gibi yiiksek dozlarda
uygulanmaktadir (4).

Metotreksat, sentez fazindaki hiicreleri etkileyip
hiicre replikasyonunda anahtar enzim olan dihidrofolat
rediiktaza baglanarak piirin ve primidin yapimi igin
gerekli tetrahidrofolat sentezini inhibe eder (5). Metot-
reksat, dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek
DNA, RNA ve ATP sentezi i¢in gerekli olan tetrahid-
rofolat sentezini durdurur, sonucta timidilat, piirin
niikleotidleri ve aminoasitlerin sentezinde azalmaya
neden olur. Boylece niikleik asid ve protein sentezini
onler (6).

Akut metotreksat toksisitesinde; metotreksat en-
jeksiyonunu takiben 2-4 saat iginde basagrisi, ense
sertligi, bulanti, kusma ve ates ortaya ¢ikar. Bazen
bacaklara yayilan bel agrisi, takiben duyu kaybi, parap-
leji, barsak veya mesane disfonksiyonu ile beyin ve
spinal kordda demiyelinizasyon olusabilir. Tranvers
myelopati intratekal metotreksat tedavisinin nadir
komplikasyonu olup genellikle birka¢ enjeksiyondan
sonra ortaya ¢ikar (7). Metotreksat piirin ve pirimidin
sentezini inhibe ederek apoptozisle sonuglanan DNA
defektlerine yol acabilir (8). Metotreksat tedavisi alan
romatoid artritli hastalarin karaciger biyopsisinde, hem
folat eksikligi hem de metotreksat poliglutamatlarinin
birikimi gosterilmistir (9).

Biz bu caligmada klinikte yaygin bir kullanim
alanina sahip olan metotreksatin karaciger iizerine olan
etkilerini belirlemeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM

Deneysel calismaya Firat Universitesi Hayvan Deney-
leri Etik Kurulu’ndan onay alindiktan sonra baglandi.
Caligmamizda 18 adet ergin Wistar Albino cinsi disi
sican 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; gelik kaplarda, su; cam biberon-
larda (normal ¢gesme suyu) verildi.

Anabilim dalimizda daha 6nce yapilan bir calig-
mada literatiir taramalar1 sonucu tayin edilen 20mg/kg
tek doz metotreksatin denekleri fizyolojik anlamda
zorladig1 gozlendi. Bu c¢alisma protokoliine gore 20
mg/kg metotreksatin 2. dozunun deneklerin yasamlari-
n1 tehdit edebilecegi 6ngoriisiiyle dozun 15mg/kg ola-
rak uygulanmasinin daha uygun olacag: diistiniildii.

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

Il. Grup: Deneyin 1. giiniinde 15 mg/kg intraperi-
toneal (i.p) metotreksat uygulanan sicanlardan olustu-
ruldu (n: 6).
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I11. Grup: Deneyin 1. ve 5. giiniinde 15 mg/kg i.p
metotreksat uygulanan siganlardan olusturuldu (n: 6).

Deneyin 8. giiniinde tiim gruplardaki siganlar
75mg/kg ketamin + 10mg/kg xylazine i.p uygulanarak
olusturulan anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitas-
yonun ardindan midsaggital insizyon yapilarak siganla-
rin karaciger dokular1 hizlica ¢ikarilip %10°luk formal-
dehit ile tespit edildi. Rutin histolojik doku hazirlama
prosedirii ile parafin bloklar hazirlandi. Parafin blok-
lardan 5pum kalinliginda kesitler alindi ve kesitlere
Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Periodic acid Schiff
(PAS) boyama teknikleri uygulandi. Hazirlanan prepe-
ratlar Olympus BH2 fotomikroskop ile incelenip fotog-
raflandu.

BULGULAR

Kontrol grubuna ait kesitlerde hepatositler, siniizoidler
ve siniizoidal hiicreler, portal alan ve hepatositlerin
glikojen igerikleri normal olarak goézlendi (Sekil 1).
Tek doz metotreksat uygulanan grup II’de vaskiiler
konjesyon, siniizoidal dilatasyon, periportal alanda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve az sayida heterok-
romatik ¢ekirdekli hepatositlere rastlandi. Grup II’de
ayrica hepatositlerin glikojen iceriginde kontrol grubu
ile karsilastirildiginda azalma oldugu gozlendi (Sekil 2-
4). Grup III’te metotreksatin tekrarlayan dozunun kara-
cigerdeki yapisal degisiklikleri siddetlendirdigi ayirt
edildi. Bu grupta vaskiiler konjesyonun ve siniizoidal
dilatasyonun oldukea yaygin oldugu saptandi (Sekil 5).
Belirgin periportal inflamasyon, makrovezikiiler yag-
lanma ve hepatositlerin glikojen igeriginde tiikkenme
gozlendi (Sekil 6-8). Ayrica ¢ok sayida heterokromatik
cekirdekli hepatosit ve 6zellikle portal alanlarda fibrob-
last aktivasyonu saptandi (Sekil 9, 10).

e » . E ) ) ‘
Sekil 1. Grup |. Hepatositler, sinuzoidler (*), portal alan (ok) ve
hepatositlerin glikojen igerigi (ok basi) normal olarak ayirt edilmekte.
PAS x 400
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Sekil 6. Grup Ill. Periportal monontikleer hiicre infiltrasyonu (ok) ve
vaskiiler konjesyon (*). H&E x 200.

Sekil 3. Grup Il. Periportal mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok). H&E x Sekil 7. Grup lIl. Periportal alanda yer alan hepatositlerde belirgin
200. makrovezikiiler yaglanma (ok) ve vaskdiler konjesyon (*). H&E x 400.

ekil 4. Grup |Il. Heterekromatik cekirdekli hepatositler (ok) ve _Sek.il_a_. Grup Ill. Periportal el_landa yer alan hgp.atositlerin glikojen
r$netotreksat uf/ gulamasina bagh olagak az say c?a glikojen( ig?eren igeriginin bogaldigi ve hepatositlerdeki makrovezikiiler yaglanma (ok)

hepatositler (ok basi). PAS x 200. aynt edilmekte. PAS x 400.

Sekil 9. Grup lll. Periportal alanda yer alan ¢ok sayidaki heterokromatik
(ok) ve piknotik (ok basi) cekirdekli hepatositler ve hepatositlerdeki
konjesyon (*). H&E x 200. makrovezikiiler yaglanma. H&E x 200.
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N N
Sekil 10. Grup lll. Portal alanda belirgin fibroblast aktivasyonu (ok) ve
vaskiiler konjesyon. H&E x 200.

TARTISMA

Metotreksat, antikanserojen, antiinflamatuar, antimeta-
bolit etkili bir ilag olup 16semi, lenfoma, osteosarkom,
bas ve boyun tiimdrleri, akciger ve meme kanserlerinin
yanisira psoriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve roma-
toid artrit gibi bazi inflamatuvar hastaliklarin tedavi-
sinde de yaygm bir sekilde kullanilmaktadir (10).
Klinikte genis kullanim alanlar1 olmasiyla birlikte,
karaciger ftizerine olan toksik etkisinden dolayr da
dikkat ¢ekmektedir (8). Kronik diisiik doz metotreksat
kullanimi, fibrozis ve siroza neden olurken yiiksek doz
metotreksat, karaciger fonksiyon testlerinde ani
bozulmalara neden olmaktadir (11).

Metotreksatin neden oldugu hepatotoksisitenin
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte toksisi-
teyi aciklayacak birka¢ mekanizma one siiriilmiistiir.
Metotreksat temel metaboliti olan 7-hidroksimetot-
reksat’a karacigerde doniismekte ve karaciger hiicrele-
rinde poliglutamat formunda depolanmaktadir. Uzun
stire metotreksat tedavisinde, poliglutamat formunun
birikmi ve folat seviyesinin azalmasi hepatotoksisitenin
sebeplerindendir (10).

Yine metotreksat, sitozolik NADPDH (nikotina-
mid adenin fosfatdehidrojenaz) ve NADP bagimli
malik enzimi inhibe ederek hiicre ici NADPH’1n azal-
masina neden olmaktadir. NADPH, sitozolik antioksi-
dan olan indirgenmis glutatyon (GSH)’nun devamlili-
g1 saglayan glutatyon reduktaz (GSSG-R) enzimi i¢in
gerekmektedir. Metotreksat tedavisi nedeniyle GSH
Seviyesinin azalmasi, reaktif oksijen radikallerine kars1
hiicreleri koruyan antioksidan savunma sisteminin
etkinliginin azalmasi ile sonuglanmaktadir (10). Metot-
reksat kullanimina bagl olarak azalan NADPH seviye-
leri, hepatositleri reaktif oksijen radikallerine Kkarsi
koruyan rediikte glutatyon seviyelerinin diigmesine, bu
da hepatosit hasarina neden olmaktadir (8).

Bir calismada metotreksat verilen si¢anlarin kan,
karaciger, bobrek ve ince barsak dokularinda GSH
seviyelerinin azaldigi, inflamatuvar yanitin gostergesi
olan myeloperoksidaz aktivitesinin ve lipid peroksidas-
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yonunun gostergesi olan malondialdehid (MDA) sevi-
yelerinin ise arttig1 rapor edilmektedir (12). Bu durum
steatozis (viicutta asirt yag toplanmasi), kolestazis
(safra akiminin kesilmesi), fibrozis ve sonug olarak
siroz gibi karaciger hasar1 yaninda bobrek hasari, ke-
mik iligi supresyonu, mukozit, pulmoner fibrozis gibi
ciddi yan etkilerin de sebebi olabilmektedir (10). Kro-
nik metotreksat kullamminda karacigerde histolojik
olarak, yag infiltrasyonu, inflamasyon, hiicresel nekroz
ve bunlarin sonucunda da fibrozis gelisebilecegi gibi
klinik ve biyokimyasal bulgular yillarca goriilmeyebilir
(8). Yapilan bir bagka ¢alismada, romatoid artritli has-
talarin metotreksat ile tedavisi sonunda karaciger en-
zimlerinde gegici yiikselme, 4 yillik tedavinin sonunda
ortadan siddetliye degisen derecede fibrozis olustugu
rapor edilmektedir (13).

Ilaglarin metabolizmasindan sorumlu temel organ
olan karacigerin metotreksat uygulamasindan etkilen-
digi tavsanlar iizerinde yapilan bir bagka caligmada da
saptanmustir. Sekiz hafta siiresince 0.25 mg/kg /giin
intra muskiiler metotreksat enjeksiyonu yapilan tavsan-
larin karaciger SGOT, SGPT, ALP ve bilirubin diizey-
lerinin ve MDA’ nin anlamli derecede yiikseldigi, total
serum proteinin ise azaldigi gézlenmistir (14).

Dalaklioglu ve ark. (15) yaptiklari ¢alismada {i¢
giin 7mg/kg/glin dozda uyguladiklar1 metotreksatin
serum AST, ALT, ALP diizeylerini anlamli derecede
artirdigini rapor etmislerdir. Tedavi grubunda kullani-
lan resveratroliin ise oksidatif stresi inhibe ederek kara-
cigerde koruyucu etki gosterdigini vurgulamiglardir.

Biz yaptigimiz bu c¢aligmada metotreksat
uygulamasima bagli olarak hepatositlerdeki glikojen
depolarinda azalma, sinuzoidlerde dilatasyon, vaskiiler
konjesyon ve Ozellikle portal alanlarda daha yaygin
olmakla birlikte mononiikleer ¢ekirdekli hiicre infiltras-
yonu gozlemledik. Metotreksatin dzellikle tekrarlayan
uygulamasindan sonra ayrica ¢ok sayida piknotik
cekirdekli hepatosit, makrovezikiiler yaglanma ve
hiperkromatik ¢ekirdekli hepatositler ayirtedildi. Bir
baska gbze carpan bulgumuz ise, yer yer fibroblast
aktivasyonunun gozlenmesi idi. Piknotik ve hiperkro-
matik ¢ekirdekli hepatositlerin sik¢a gézlenmesi metot-
reksatin DNA hasarina, mononiikleer ¢ekirdekli hiicre
infiltrasyonlar1 ise inflamasyona yol agtigim isaret
etmektedir. Yine belirgin siklikta fibroblast aktivasyo-
nu, metotreksat kullaniminin uzun vadede fibrozise
neden olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak bu c¢aligmada, kliniklerde bir ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan metotreksatin doz ve
stire ayarlamasiin ¢ok iyi yapilmasi gerektigi belir-
lenmistir. Aksi halde metotreksat uygulamasi karaci-
gerde yapisal ve fizyolojik anlamda ciddi bozukluklar
meydana getirebilir.
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