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OZET

Rutinin Ratlarda Metotreksat ile Olusturulan Nefrotoksisiteye Karsi
Koruyucu Etkisi

Sunulan projede, rutinin metotreksat kaynakli nefrotoksisite rat modelinde bobrek
dokusu iizerine olas1 koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Calismada 24 adet, 2 aylik, erkek Wistar Albino rat kullanildi. Kontrol, Rutin,
Metotreksat (Met), Metotreksat+Rutin (Met+Rutin), her bir grup ig¢in n=6 olup, 4 grup
olusturuldu. Kontrol ve Met gruplarina distile su (0,5 ml/rat), Rutin ve Met+Rutin gruplarina
ise rutin 50 mg/kg/giin (0.5 ml distile suda ¢ozdiiriilerek) oral gavaj yoluyla 15 giin boyunca
verildi. Ayrica, Kontrol ve Rutin gruplarina %0.9'luk serum fizyolojik (0.5 ml/rat), Met ve
Met+Rutin gruplarina metotreksat 20 mg/kg tek doz i.p. olarak calismanin 8. giinlinde
uygulandi. Calismanin 16. giiniinde tiim ratlar sakrifiye edilerek, bobrek dokulari ¢ikarildi.
Bobrek dokularinda biyokimyasal olarak 8-OHdG, MDA, TOK, TAK ve tGSH diizeyleri,
G6PD ve GPx aktiviteleri belirlendi. Ayrica, bobrek dokularinda histopatalojik muayene
yapildi.

Bobrek dokusunda Met+Rutin grubunda, Met grubuna gére MDA diizeylerinde
onemli diizeyde artis belirlendi (p<0,05). Met+Rutin grubunda hem Kontrol hem de Rutin
grubuna gore TOK diizeylerinde onemli diizeyde artis gozlendi (p<0,05). Met+Rutin
grubunda hem Kontrol hem de Met gruplarima gére TAK diizeylerinde dnemli diizeyde
azalig bulundu (p<0,05). Rutin grubunda GPx aktivitesi, kontrol grubuna goére anlamli1 azalis
gosterdi (p<0,05). Histopatolojik incelemeler sonucunda, makroskopik olarak Met grubunda
bobreklerin hafif siskin oldugu ve normalden daha acgik renkte oldugu gozlemlendi. Diger
gruplarda ise bobrekler makroskopik olarak normal goriiniimde olup, aralarinda bir fark
gbzlenmedi. Met+Rutin grubunda olusan bobrek doku hasarlarinin, Met grubuna kiyasla
azaldigi belirlendi. Rutin grubunda tubuller, tubul epitelleri ve glomeriiller normal histolojik
yapisinda gozlendi. Met grubunda ise, tubul epitellerinde genis alanlar halinde parankimden
hidropige varan dejeneratif degisiklikler mevcuttu. Ayrica, Met grubunda bobrek dokusunda
kiiglik odaklar halinde mononiiklear yangisal hiicre infiltrasyonu gozlendi. Met+Rutin grubu
ratlarin tubul epitellerinde, Met grubunda belirlenen, parankimden hidropige varan
dejeneratif degisikliklerin olmadigi, sadece hafif dejeneratif degisiklikler oldugu goriildii.

Sunulan ¢aligmada metotreksatin bobrek dokusunda hasara neden oldugu ve rutinin
metotreksat kaynakli nefrotoksisiteyi koruyucu ve iyilestirici etkisi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Rutin, metotreksat, nefrotoksisite, oksidatif stres
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ABSTRACT

The Protective Effect of Rutin Against Methotrexate-Induced
Nephrotoxicity in Rats

In this project, it was aimed to investigate the possible protective effects of rutin on
kidney tissue in methotrexate-induced nephrotoxicity rat model.

Twenty four Wistar Albino rats (2 months old, male) were divided randomly into
four groups (n = 6) as Control, Methotrexate (Met), Rutin, Methotrexate+Rutin
(Met+Rutin). Control and Met groups were given distilled water (0.5 ml / rat), and the Rutin
and Met+Rutin groups were given rutin 50 mg/kg/day (dissolved in 0.5 ml distilled water)
by oral gavage for 15 days. Met and Met+Rutin groups were administered a single dose of
methotrexate 20 mg/ kg/i.p. on the 8™ day of the study. All rats were sacrificed and kidney
tissues were removed on the 16" day of the study. The levels of 8-OHdG, MDA, TOS, TAS,
tGSH and the activities of G6PD and GPx in kidney tissues were determined biochemically.
In addition, histopathological examination was performed in kidney tissues.

MDA level increased in Met+Rutin group compared to Met group was determined
(p<0.05). A significant increase in TOS levels was observed in Met+Rutin group compared
to both Control and Rutin group (p<0.05). A significant decrease was found in TAS levels
in Met+Rutin group compared to both Control and Met groups (p<0.05). The GPx activity
in Rutin group decreased significantly compared to Control group (p<0.05). As a result of
histopathological examinations, it was observed that the kidneys were macroscopically
slightly swollen and its color was lighter than normal in Met group. In the other groups, the
kidneys were in normal structure, macroscopically. In Met group, there were degenerative
changes in the tubular epithelium, ranging from parenchyma to hydropic, in wide scope. In
addition, small foci mononuclear inflammatory cell infiltration in the kidney tissue was
observed in Met group. In rutin group, tubules, tubular epithelium and glomeruli were
observed in normal histological structure. It was determined that kidney tissue damage
determined in Met group was decreased in Met+Rutin group; there were no degenerative
changes in the tubular epithelium of the Met+Rutin group, and only mild degenerative
changes were observed rather than hydropic degeneration seen in Met group.

In the present study, it was determined that methotrexate caused damage in kidney
tissue and rutin had protective and healing effect on methotrexate-induced nephrotoxicity.

Key words: Rutin, methotrexate, nephrotoxicity, oxidative stress



1. GIRIS

Kemoterapotiklerle ilgili olarak gerek ilag etkinligi gerekse toksisitesi lizerine yogun
calismalar yapilmaktadir. Metotreksat, folik asit antagonistleri grubundan bir sitotoksik
antineoplastik ila¢ olup, giiniimiizde en yaygin kullanilan kemoterapétik ajanlardan biridir.
Metotreksat, akut lemfoblastik 16semi, lemfom, osteosarkom, meme, bas ve boyun bolgesi
kanserlerinin yanisira psoriyazis ve romatoid artrit gibi malign olmayan hastaliklarin
tedavisinde de kullanilmaktadir (Sargi ve ark. 2009). Metotreksatin bobrek (Asci ve Ozer
2011), karaciger (Asci ve Ozer 2011), testisler (Nouri ve ark. 2009), bagirsak (Vard1 ve ark.
2008) gibi organlarda hasarlara yol agtig1 bilinmektedir. Metotreksatin dnemli terapotik
etkilerine ragmen, nefrotoksisite, metotreksat ile tedavinin en O6nemli yan etkisidir
(Khoshnoud ve ark. 2017). Bu nedenle kullanimi zorunlu ve istenilmeyen yan etkileri olan
metotreksatin, kemoterapide kullanimi sirasinda, yapilacak degisiklikler ve eklenecek destek
tedaviler hayati 6nem tasimaktadir (Dilek 2010). Flavonoidler, dogal polifenolik
fitokimyasal maddeler olup kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar
ve diyabet gibi birgok hastaligin Onlenmesi ve tedavisinde kullanilmaktadir. Rutin
(3,3,4',5,7-pentahydroksiflavon-3-ramnoglukozid), disakkarit rutinoz ile birlikte flavonolik
aglikon kuersetin igeren bir glikozittir. Rutin, ¢arkifelek ciceginde, karabugdayda, cayda ve
elmada bol miktarda bulunan bir flavonoldiir. Rutinin antioksidan, sitoprotektif,
vazoprotektif, antikarsinojenik, noroprotektif ve kardiyoprotektif etkileri bulunmaktadir
(Ganeshpurkar ve Saluja 2017). Rutinin metotreksat kaynakli nefrotoksisitede bobrek
dokusu {izerine etkisi bilinmemektedir. Sunulan tez calismasi ile rutinin metotreksat
kaynakli nefrotoksisitede bobrek dokusu Tlizerine olas1 etkileri biyokimyasal ve
histopatolojik incelemeler ile degerlendirildi. Rutinin metotreksat kaynakli nefrotoksisiteyi
koruyucu ve iyilestirici etkisi olabilecegi belirlendi. Tez ¢alismasindan elde edilen bulgular,
flavonoidlerin kullanimi ile 6zellikle kemoterapide yaygin kullanilan metotreksatin bobrek
dokusunda meydana getirdigi hasara kars1 koruyucu etkinligi ya da destekleyici olarak
kullanim1 hususunda, kanser tedavisine yonelik yapilacak bilimsel c¢alismalara katki
saglayabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica, nefrotoksisite etiyopatogenezli hastaliklarin
tedavisinde flavonoidlerin kullanim1 konusunda yapilacak bilimsel ¢aligmalara da katki

saglayabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Kemoterapotik ilaglar, cesitli kanser tiirlerine karsi yaygin olarak kullanilmaktadir
ve klinik kullanimlari, birgok organ toksisitesi de dahil olmak iizere olumsuz yan etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu ilaglardan biri, sedef hastaligi ve romatoid artrit gibi
onkolojik ve onkolojik olmayan durumlari tedavi etmek i¢in kullanilan folat antagonisti olan
metotreksattir (Sherif ve ark. 2019). Metotreksat, ¢esitli kanserler (kut 16semi, Hodgkin dis1
lenfoma, osteojenik sarkom, koriokarsinom, meme karsinomu, pulmoner ve epidermoid
karsinom) ve otoimmiin hastaliklar i¢in (sedef hastaligi, romatoid artrit, dermatomiyozit,
Wegener graniilomatozu ve sarkoidoz) yaygin olarak recete edilen antimetabolit bir ilagtir
(Bleyer ve ark. 1978, Khoshnoud ve ark. 2017). Metotreksat, terapotik etkilerinin olmasina
ragmen, bobrek (Asci ve Ozer 2011, Widemann ve ark. 2004), bagirsak (Vardi ve ark. 2008),
karaciger (Hemeida ve Mohafez 2008, Asci ve Ozer 2011) testis (Nouri ve ark. 2009),
merkezi sinir sistemi ve kemik iligi toksisitelerine neden olmaktadir (Khoshnoud ve ark.
2017). Metotreksatin %90'indan fazlas1 bobrekler yoluyla atilir (Widemann ve Adamson
2006). Metotreksat kaynakli nefrotoksikasyonun, metotreksat alimi sonrasi, bobreklerde
metotreksat ¢okelmesinden, metotreksatin ¢oziinmeyen metabolitlerinden ya da
metotreksatin tiibiiller tizerine dogrudan toksik etkilerinden kaynaklandigi bilinmektedir
(Messmann ve ark. 2001, Ulusoy ve ark. 2016, Jalili ve ark. 2020). Nefrotoksisitenin,
metotreksat tedavisinin en 6nemli komplikasyonlarindan olmasi, metotreksat kullanimini
sinirlayan giiglii bir neden olarak kabul edilir (Bleyer ve ark. 1978, Widemann ve Adamson
2006, Sherif ve ark. 2019). Metotreksatin neden oldugu bobrek fonksiyon bozuklugu
etiyolojisinin, bobrek tiibiilleri {izerine dogrudan toksik etkisi olduguna inanilsa da
metotreksat kaynakli nefrotoksisitenin patogenezi heniiz net degildir (Dalaklioglu ve ark.
2012, Ulusoy ve ark. 2016). Metotreksat, bobreklerde Bowman kapsiil boslugu
genislemesine, lenfositlerin infiltrasyonuna, glomeriiler boyutu kiiciilmesine, kan
hiicrelerinin artmasina ve bobrek tiibiillerinde kanamaya yol agmaktadir. Metotreksatin
yikict etkileri arasinda glomerulus yapisinda diizensizlik ve proksimal tiibiillerde hasar
bulunmaktadir (Jalili ve ark. 2020). Tiibiillerin liimeninde epitelyal deskuamasyon, Bowman
kapsiil boslugunun tikanikligi, peritubiiler damarlarin ve renal korpiiskiillerin konjesyonu ve

dilatasyonu gozlenmektedir (Ulusoy ve ark. 2016). Kisacasi, metotreksat kullanimi ile



olusan bobrek yetmezligi, patolojik olarak renal tiibiillerin dejenerasyonu ve dilatasyonu,
glomeruler hasar gibi yapisal degisiklikler ile karakterizedir (Al-Rashidy ve ark. 2018).
Dahasi, azalan glomeruli parametreleri ile bobrek fonksiyonundaki azalma arasinda iliski
oldugu one siiriilmektedir (Dalaklioglu ve ark. 2012, Jalili ve ark. 2020). Metotreksat
kaynakli bobrek disfonksiyonunda, biyokimyasal olarak kan lire azotu, iirik asit, kreatinin
diizeyleri ile idrar N-asetil-p-d-glukozaminidaz aktivitesinin dnemli diizeyde artig gosterdigi
tespit edilmistir (Dalaklioglu ve ark. 2012, Asci ve ark. 2017, Al-Rashidy ve ark. 2018).
Metotreksat kaynakli nefrotoksisitede hiicresel hasarin nedeni olarak nétrofil infiltrasyonu
ve neticesinde ortaya ¢ikan oksidatif stres gosterilmektedir (Kolli ve ark. 2009, Sakalli ve
ark. 2017, Jalili ve ark. 2020). Metotreksat, reaktif oksijen tiirleri treterek lipit
peroksidasyonuna neden olur ve mitokondriyal fonksiyonda bozulmaya yol agar (Babiak ve
ark. 1998). Metotreksat uygulamasinin, kan, karaciger ve bobrekte malondialdehit (MDA)
diizeylerinin, miyeloperoksidaz aktivitesinin artmasina ve glutatyon (GSH) seviyelerinin
azalmasina neden oldugu bilinmektedir (Jahovic ve ark. 2003). Metotreksatin nitrik oksit
iiretiminde artisa neden oldugu da rapor edilmistir. Boylece artan nitrik oksit iiretimi ile
hiicre hasarina neden oldugu ve apoptozu indiikledigi 6ne siiriilmektedir (Jalili ve ark. 2020).
Metotreksatin bobrek lipit peroksidasyon seviyesini arttirirken, siiperoksid dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini azalttigi da bildirilmektedir
(Savran ve ark. 2017).

Metotreksat kaynakli nefrotoksisitenin zayiflatilmasinda gilivenli alternatif tedaviler
olarak, antioksidan aktiviteye sahip dogal iirlinlerin kullanimi biiyiik ilgi gormektedir.
Jahovic ve ark. (2003), ratlarda, metotreksatin bazi1 dokularda MDA ve GSH seviyelerini
artirdigini, melatoninin ise bu degisiklikleri 6nledigini rapor etmistir. Ratlarda metotreksat
kaynakli bobrek hasarinda, kafeik asit fenetil ester bobrekte koruyucu etkilerini, bobrek
MDA diizeylerini azaltarak, SOD, CAT ve GPx aktivitelerini ise artirarak gostermistir
(Oktem ve ark. 2006). Bozkurt ve ark. (2014) karvakrolun, serum ve bobrek MDA, total
oksidan kapasite (TOK) ve oksidatif stres indeksi seviyelerini azaltarak ve total antioksidan
kapasite (TAK) seviyesini arttirarak metotreksatin neden oldugu bobrek hasarint kismen
hafiflettigini ifade etmistir. Ulusoy ve ark. (2016) propolisin, metotreksat kaynakli bobrek
hasarma kars1 olas1 koruyucu etkilerini, histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak
gostermistir. Savran ve ark. (2017), metotreksatin bobrek dokularinda lipit peroksidasyon

seviyesini arttrirken, SOD, CAT ve GPx aktivitelerini azalttigin1 ve vitamin C



uygulamasinin ise antioksidan redoks sistemini modiile ederek metotreksatin neden oldugu
bobrek oksidatif stresi azalttigini ifade etmistir. Sakalli ve ark. (2017), dkseotu 6ziitii
uygulamasinin ratlarda antioksidan ve antienflamatuar 6zellikleri sayesinde metotreksat
kaynakl1 akut oksidatif stresi ve nefrotoksisiteyi 6nemli 6l¢iide azalttigini1 gostermistir. Asci
ve ark. (2017), metotreksat kaynakli nefrotoksisitede gallik asitin antioksidan ve
antienflamatuar aktiviteleri ile bobregi toksisiteden korudugunu bildirmistir. Jalili ve ark.
(2020), kroinin, metotreksatin neden oldugu boébrek dokusunun lipit peroksidasyonunu
azaltabildigini ve bobrek dokusunun antioksidan kapasitesini artirabildigini ve bdylece
oksidatif stres seviyelerini azaltabildigini bildirmistir.

Rutin  (3,3,4",5,7-pentahidroksiflavon-3-ramnoglukozid) c¢arkifelek ¢iceginde,
karabugdayda, ¢ayda ve elmada bol miktarda bulunan bir flavonoldir. Rutin, ayrica rutoside,
kuercetin-3- rutinoside ve soforin olarak da adlandirilan bir turunggil flavonoid ve kimyasal
olarak, disakkarit rutinoz ile birlikte flavonolik aglikon kuersetin igeren bir glikozittir.
Rutinin ¢esitli farmakolojik aktiviteleri arasinda antioksidan, sitoprotektif, vazoprotektif,
antikarsinojenik, néroprotektif ve kardiyoprotektif etkileri bulunmaktadir (Ganeshpurkar ve
Saluja 2017). Rutinin, niikleer faktor kappa B (NFkB), tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve
kaspaz-3 ekspresyonunu azaltarak, sisplatin kaynakli renal enflamasyonu ve apoptozu
kismen onledigi rapor edilmistir (Arjumand ve ark. 2011). Lin ve ark. (2012), insan 16semi
HL-60 hiicre hatt1 ile yaptiklar1 ¢alismada, rutinin antilésemik potansiyeli dogrulayan timor
boyutunda anlaml1 bir azalmaya neden oldugunu; Aratjo ve ark. (2011), rutinin kolorektal
hiicre hatlarinda kanser hiicresi biiylimesini, proliferasyonunu, anjiyogenezi ve metastazi
onledigini; Gongalves ve ark. (2013) ise radyoiyodin terapisinde adjuvant olarak rutin
kullaniminin yararli oldugunu bildirmiglerdir. Bazi ¢alismalar rutinin iskemi/reperfiizyon
bobrek hasar1 (Korkmaz ve Kolankaya 2010; 2013), ilaca bagh nefropati (Kamel ve ark.
2014) ve diyabetik nefropatide (Kamalakkannan ve ark. 2006) bobrek koruma etkisine sahip
oldugunu gostermistir. Wang ve ark. (2016), rutin (100 mg/kg/giin, 2 hafta oral gavaj ile)
uygulamasimin bdbrek interstisyel fibrozunu iyilestirerek, bobrek interstisyel hasarin
azalttigin1 ve interstisyel kollajen birikintilerini baskiladigin1 bulmustur. Ayrica rutinin uzun
siire (15 ve 45 mg/kg/giin, 20 hafta) uygulanmasimin 5/6-nefrektomize edilmis ratlarda
proteiniiri ve renal oksidatif stresi iyilestirerek, glomeriiloskleroz ve tubulointerstisyel
yaralanmalar1 azalttig1 rapor edilmistir (Han ve ark. 2015). Ratlarda civa kloriiriin neden

oldugu bobrek toksisitesine karsi rutinin (50 mg/kg ve 100 mg/kg) anti-oksidan,



antiapoptotik ve anti-enflamatuar etkileri ile bobregi korudugu bildirilmistir. Rutinin civa
kloriir indiiklii bobrek hasarinda, antioksidan savunma sistemini (CAT, SOD ve GPx
aktiviteleri ve GSH seviyesi) arttirarak lipit peroksidasyon iiriinii (MDA) seviyesini etkili
bir sekilde azalttig1 gosterilmistir (Caglayan ve ark. 2019). Birgok c¢aligma, rutinin kursun
asetat (Ansar ve ark. 2016) ve potasyum bromat (Khan ve ark. 2012) gibi toksik ajanlarin
neden oldugu nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkileri oldugunu bildirmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda, metotreksat kaynakli bobrek yetmezliginde rutinin
olasi iyilestirici etkilerini arastiran bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Sunulan c¢alisma ile
ratlarda, Ozellikle kanser tedavisinde bir kemoterapotik olarak yaygin kullanilan
metotreksatin, bobrek dokusunda meydana getirdigi yan etkileri iizerine, rutinin olasi
iyilestirici etkilerinin biyokimyasal analizlerle ve histopatolojik incelemelerle arastiriimasi

planland.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Sunulan ¢alismada, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen, 2 aylik, 24 adet, erkek Wistar Albino
rat kullanildi. Caligma protokolii Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (2018/7-2, 26/07/2018) ve deneysel ¢aligmalar etik

kurallara uygun olarak gerceklestirildi.

Ratlarin temini, adaptasyon amaciyla, calismada Ongoriilen deneme planina
baslanmadan 1 hafta 6nce gergeklestirildi. Ratlarin standart plastik kafeslerde, 20-22°C'lik
oda 1sisinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlikta barinmalart ve ad libitum olarak
beslenmeleri saglandi. Nefrotoksisite olusturmak amaci ile, ratlara 20 mg/kg metotreksat
(Kogak, Tiirkiye) tek doz intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi (Asci ve ark. 2017; Hafez
ve ark. 2015). Rutinin (Rutin hydrate, abcr, Almanya) 50 mg/kg dozunda distile suda
¢ozeltisi hazirlandi ve oral gavaj yoluyla verildi (Tash ve ark. 2018; Kamel ve ark. 2014).

Gruplar:
Kontrol Grubu (n=6) : Ratlara 0,5 ml distile su oral gavaj yoluyla 15 giin boyunca verildi
ve 8. glinde %0.9'luk serum fizyolojik (0,5 ml/rat) bir kez i.p. olarak uygulanda.

Metotreksat (Met) Grubu (n=6): Ratlara 0,5 ml distile su oral gavaj yoluyla 15 giin
boyunca verildi ve 8. giinde metotreksat 20 mg/kg i.p. olarak uygulandi.

Rutin Grubu (n=6): Ratlara rutin 50 mg/kg/giin (0,5 ml distile suda ¢6zdiiriilerek) dozunda
oral gavaj yoluyla 15 giin boyunca verildi ve 8. giinde %0.9'luk serum fizyolojik (0,5 ml/rat)

bir kez i.p. olarak uygulandu.

Metotreksat+Rutin (Met+Rutin) Grubu (n=6): Ratlara rutin 50 mg/kg/giin (0,5 ml distile
suda ¢ozdiiriilerek) dozunda oral gavaj yoluyla 15 giin boyunca verilecek ve 8. gilinde

metotreksat 20 mg/kg dozda i.p. olarak uygulandi.

Denemenin 16. giiniinde tiim ratlar ksilazin ve ketamin anestezisi altinda sakrifiye
edilerek nekropsileri yapildi ve bobrek dokulari ¢ikarildi. Bobrek dokusunda biyokimyasal
analizler ve histopatolojik incelemeler gergeklestirildi.
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3.2. Biyokimyasal Analizler

3.2.1. Doku Homojenizasyonu

Biyokimyasal analizlerde kullanilan bobrek doku numunelerinin homojenizasyonu
amaciyla yaklasik 100 mg doku numunesi alindi ve 1 ml fosfat tamponda ultrasonik
homojenizator (Bandelin Electronic UW 2070, Almanya) kullanilarak homojenize edildi.
Homojenat iceren tiipler 18.000 rpm'de, 4°C'de, 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen

supernatantlar analizleri yapilincaya kadar -80 °C'de muhafaza edildi.

3.2.2. Total Protein Tayini

Lowry ve ark. (1951) tarafindan bildirilen yontem, bobrek homojenatlarinin total
protein konsantrasyonunun olgiilmesinde kullanildi. Bu amagla, numune ve standart
tiiplerine 0,01 ml bobrek homojenati ve standart ¢ozeltiler, kor tiipiine de 0,01 ml distile su
konuldu. Tiiplere ¢alisma reaktifinden (0.1 N NaOH’te % 2’lik Na,COz3’1n ¢ozeltisi, % 1°lik
CuSOs cozeltisi, % 2’lik Na-K tartarat cozeltisi (98v/v/v)) 2,5 ml eklendi. Tiipler
vortekslendi ve 25 °C sicaklikta 10 dakika bekletildi. Hacimsel olarak bire bir oranda distile
su ile hazirlanan folin-fenol reaktifi 0,25 ml miktarinda tiiplere eklendi. Tiipler karistirildi
ve 25 °C sicaklikta 30 dakika bekletildikten sonra, absorbanslar spektrofotometrede 700
nm’de kore kars1 okundu. Total protein konsantrasyonu, standart kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak hesaplandi.

3.2.3. ELISA Analizleri

Bobrek dokusu homojenatlarinda TAK ve TOK diizeyleri, TAK ve TOK Kkitleri (Rel
Assay Diagnostics, Tiirkiye), 8-OHdG diizeyleri 8-OHdG kiti (SunRed, Shangai) ve tGSH
diizeyleri Bioxytech GSH-420TM kiti (OxisResearch, Amerika) kullanilarak belirlendi.
Ticari ELISA test kitlerinin kullanildig1 analizlerde tiretici firmanin belirttigi prosediir takip

edildi. Tiim ELISA analizler i¢in mikropleytlerde olusan rengin absorbanslari, TOK analizi



icin 530 nm’de, TAK analizi i¢in 660 nm’de, 8-OHdG analizi i¢in 450 nm’de ve tGSH
analizi i¢in 420 nm’de mikropleyt okuyucuda kaydedildi. Sonuglar her bir parametreye 6zgii
standart egrinin kullanilmasi ile hesaplandi. Dokularin TOK diizeyi pmol H202 Equiv./L,
TAK diizeyi umol trolox Equiv./L, 8-OHdG diizeyi ng/g doku ve tGSH diizeyi pmol/g

protein olarak sunuldu.

3.2.4. Malondialdehit Diizeyinin Ol¢iimii

Ohkawa ve ark. (1979) tarafindan bildirilen yontem, bobrek homojenatlarinda MDA
diizeyinin 6l¢iilmesinde kullanildi. Bu amagla, analiz tiiplerine 0,25 ml bobrek homejenat,
kor tiipiine ise 0,25 ml distile su konularak, tiim tiipler iizerine 0,5 ml % 10’luk trikloroasetik
asit, 0,5 ml % 0,67’lik tiyobarbitiirik asit eklendi. Tipler karistirildi ve su banyosunda
95°C’de 30 dakida inkiibe edildi. Tiipler +4 °C’de 4100 rpm’de 10 dakika santriifiij edildi.
Elde edilen silipernatantlarin, absorbanslar1 spektrofotometrede 532 nm’de okundu. MDA
diizeyi standart kalibrasyon grafiginden yararlanilarak hesaplandi. Dokularin MDA diizeyi

nmol/g doku olarak sunuldu.

3.2.5. Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz Aktivite Ol¢iimii

Beutler (1971) tarafindan bildirilen yontem, bdbrek homojenatlarinda G6PD
aktivitesinin 6l¢iilmesinde kullanildi. Bu amagla, analiz tiiplerine 0,2 ml bobrek homejenati,
konuldu. Tipler iizerine 0,1 ml Tris-HCI Tamponu (1 M), 0,1 ml MgCl2 (0,1 M) eklendi.
Tiipler karistirildi ve 37 °C’de 10 dakika bekletildi. Ttplere 0,1 ml G-6-P (6 mmol/L) ve 0,1
ml NADP (2 mmol/L) eklendi. Aktivite tayini, 25°C’deki NADP*’nin 340 nm’deki
absorbans degisimi Olgiilerek belirlendi. Dokularin G6PD aktivitesi U/g protein olarak

hesaplandi.



3.2.6. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Olciimii

Beutler (1975) tarafindan bildirilen yontem, bobrek homojenatlarinda GPx’in
Olclilmesinde kullanildi. Bu amagla, analiz tiiplerine 0,02 ml bébrek homejenati konuldu.
Tiim tiiplere, 2,65 ml EDTA’l1 fosfat tamponu (50 mM) 0,1 ml reditkte GSH (150 mM), 0,1
ml NADPH (2 mM), 0,01 ml GSH-Rediiktaz, 0,01 ml Na-azid eklendi. Oda 1s1sinda 30 dk
inkiibe edildi. Her bir numuneye 0,10 ml H202 ¢ozeltisi eklendi. Aktivite tayini, NADPH’1n
NADP*’ya cevrilmesi ile optik dansiditede meydana gelen absorbans farkinin 340 nm’de
Olclilmesi ile hesaplandi. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi U/g protein olarak

hesaplandi.

3.3. Histopatolojik incelemeler

Nekropside alinan bobrek dokulart %10'luk tamponlu formaldehit soliisyonuna
aliarak 72 saat siireyle tespit edildi. Rutin takip islemi kapsaminda; doku 6rnekleri alkol
serilerinden gegcirilerek dehidrasyonlari; ksilol serilerinden gegirilerek seffaflandirilmalar
sagland1 ve daha sonra parafinde bloklandi. Bu bloklardan mikrotomda 5 pm kalinli§inda
kesitler alindi. Kesitler, hematoksilen eozin (H&E) boyama teknigi ile boyandi. Isik
mikroskop altinda (Olympus CX31) incelendikten sonra mikrofotograflar: (Olympus DP12)

alindu.

3.4. istatistiksel Analizler

Projeden elde edilen wverilerin istatistiksel analizleri igin SPSS 22.0 paket
programindan yararlanildi. Sonuglar ortalama =+ standart hata (Ort+SH) seklinde sunuldu.
Coklu gruplarimn kargilagtirilmasi varyans analizi (ANOVA) yapilarak, post-hoc Duncan testi

ile belirlendi. p<0,05 6nem diizeyi istatistiki olarak 6nemli kabul edildi.



4, BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Bobrek dokusunda 8OHdG, MDA, TOK diizeylerine iligskin veriler Cizelge 4.1°de
sunuldu. Met+Rutin grubunda Met grubuna goére MDA diizeylerinde 6nemli diizeyde artig
gbzlendi (p<0,05). MDA diizeyleri agisindan Met+Rutin grubu hari¢ diger gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Met+Rutin grubunda hem Kontrol hem de Rutin
grubuna gore TOS diizeylerinde 6nemli diizeyde artis gézlendi (p<0,05). 8-OHAG diizeyleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak 6nemli bir degisim gézlemlenmedi (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1. Bobrek dokusunda oksidan parametreler (Ort£SH)

Gruplar 8-OHdG MDA TOK

ng/g doku  nmol/g doku pmol H202

Equiv./L
Kontrol 2433+1,35 154,06+8,10®  12,10+0,55°
Met 25,30+£0,74 142,40+5,74° 15,402,758
Rutin 23,85+0,86 162,43+10,68% 14,67+1,15°

Met+Rutin 25,45+1,14  175,40+6,872 21,68+3,412

[3) p>0,05 p<0,05 p<0,05

&b Oneway Anova Post Hoc Duncan testine gdre ayn1 siitundaki ortak harfi tasimayan degerler arasindaki fark
onemlidir.

Bobrek dokusunda TAK, tGSH diizeyleri ile G6PD ve GPx aktiviteleri ¢izelge 4.2°de
sunuldu. Met+Rutin grubunda hem Kontrol hem de Met gruplarina gére TAS diizeylerinde
onemli diizeyde azalis gozlendi (p<0,05). Rutin grubunda GPx aktivitesi, Kontrol grubuna
gore anlamli azalig gosterdi (p<0,05). tGSH diizeyleri ve G6PD aktivitesinde, gruplar

arasinda istatistiki olarak dnemli bir degisim gozlemlenmedi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Bobrek dokusunda antioksidan parametreler (Ort+=SH)

TAK tGSH G6PD GPx
Gruplar pmol trolox pmol/g U/g protein  U/g protein
Equiv./L protein
Kontrol 1,2240,082 72,82+1,14  3,3240,52  441,78+35,552
Met 1,22+0,092 79,1543,60  3,38+0,23  410,22427,17%
Rutin 1,03+0,08% 73,61£2,97  2,51+0,43  333,73+36,46°

Met+Rutin ~ 0,96+0,07° 75614244  3,1440,22  375,22+34,15%

P p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05

&b Oneway Anova Post Hoc Duncan testine gdre aym siitundaki ortak harfi tasimayan degerler arasindaki fark

Onemlidir.

4.2.  Histopatolojik Bulgular

Makroskobik olarak Met grubunda bobreklerin hafif siskin oldugu ve normalden
daha acik renkte oldugu goézlemlendi. Diger gruplarda ise bobrekler makroskobik olarak
normal goriinlimde olup, aralarinda bir fark gozlenmedi. Tim gruplarda gozlenen
mikroskobik bulgular Cizelge 3’te 6zetlendi. Met+Rutin grubunda olusan bobrek doku
hasarlarinin, Met grubuna kiyasla azaldig: belirlendi (Cizelge 4.3, Sekil 4.3 ve Sekil 4.5).
Kontrol grubu (Sekil 4.1) ve Rutin grubunda (Sekil 4.2) tubuller, tubul epitelleri ve
glomeriiller normal histolojik yapisinda gozlendi. Met grubunda ise, tubul epitllerinde genis
alanlar halinde parankimden hidropige varan dejeneratif degisiklikler mevcuttu (Sekil 4.3).
Ayrica, Met grubunda bobrek dokusunda kiiciik odaklar halinde mononiiklear yangisal hiicre
infiltrasyonu gozlendi (Sekil 4.4). Met+Rutin grubunda bir kisim tubul epitellerinde
cekirdek, tiil perde arkasindan goriiniiyormus gibi belirsizdi ve parankim dejenerasyonu
olarak degerlendirildi (Sekil 4.5).
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Cizelge 4.3. Bobreklerde gozlenen genel histopatolojik bulgular

Mononiiklear
hiicre . . .
o Parankim Hidropik
infiltrasyonu . .
dejenerasyonu dejenerasyon
Gruplar
Kontrol 0 0 0
Met 1 2 2
Rutin 0 0 0
Met+Rutin 0 1 1

0: Histopatolojik degisiklik % 5’in altinda; 1: Tiim alanin %35 ile %33’{i arasinda meydana gelen hafif
histopatolojik degisiklikler; 2: Tiim alanin %33 ile %66°s1 arasindaki alanda meydana gelen orta derecede

histopatolojik degisiklikler.

Sekil 4.1. Kontrol grubunda bobrekte normal histolojik yapi, H&E.
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Sekil 4.2: Rutin grubunda bobreklerde histolojik yapi, H&E.

Sekil 4.3. Met grubunda tubul epitellerinde hidropik dejenerasyonu (oklar), H&E.
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Sekil 4.4. Met grubunda, kii¢iik odaklar halinde mononiiklear yangisal hiicre infiltrasyonu (oklar),
H&E.

Sekil 4.5. Met+Rutin grubunda, tubul epitllerinde parankim dejenerasyonu (ok baslart), H&E.
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5. TARTISMA

Metotreksatin bobrek disinda farkli dokularda yapisal ve fonksiyonel hasara neden
oldugu bircok makalede belirtilmistir. Literatiir arastirmasina gore, simdiye kadar, rutinin
ratlarin metotreksat kaynakli bobrek doku hasari tizerindeki etkileri {izerine bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle, sunulan c¢alisma ile ratlarda rutinin metotreksat kaynakli
bobrek hasari lizerine herhangi bir koruyucu/iyilestirici etkisi olup olmadiginin belirlenmesi
amaclandi. Sunulan g¢alisma, rutinin, rat bobreginde akut metotreksat toksisitesine karsi

koruyucu/iyilestirici etkileri oldugunu kismen gdstermistir.

Metotreksat, genellikle DNA sentezini dnleyen ve kanser hiicresi 6liimiine yol agan
sitotoksik kemoterapdtik bir ajan olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, metotreksatin
kanser hiicreleri disinda viicuttaki saglikli hiicreler {izerine de sitotoksik etkisinin oldugu
yapilan c¢alismalarda bildirilmektedir (Khoshnoud ve ark. 2017). DNA hasariin bir
biyobelirteci olarak kullanilan 8-OHdG, 2’-deoksiguanozinin C-8 pozisyonunun
oksidasyonu ile olusturulan 6nemli oksidatif DNA lezyonlarindan biridir. DNA'da 8-OHdG
olusumunun artmasi, ndrodejenerasyon ve kanser dahil olmak iizere, viicutta ¢esitli patolojik
olaylarin gerceklesmesine neden olabilmektedir. Ayn1 zamanda 8-OHdG, viicutta olusan
patolojik durumlar i¢in erken teshis konulmasinda potansiyel bir biyobelirtectir. Bu nedenle,
biyolojik 6neme sahip olan 8-OHdG’nin seviyelerindeki degisiklikler cesitli hastaliklarda
aragtirtlmistir (Korkmaz ve ark. 2018): Tip 1 diyabetli bireylerde artmig bobrek hastaligi
riski ile yiiksek plazma 8-OHdG diizeylerinin iliskili oldugu ve 8-OHdG’nin diyabetik
bobrek hastaliginin ilerlemesini degerlendirmek icin kullanilabilecegi One siirtilmiistiir
(Sanchez ve ark. 2018). Renal tiibiillerde 8-OHdG'nin sitozol ekspresyonunun
yogunlugunun, renal fibrozun siddeti ile iliskili oldugu gosterilmistir (Tsai ve ark. 2011).
Karbontetrakloriir (Akkoyun, 2019), kursun (Liu ve ark. 2010) gibi ¢esitli kimyasallarla
deneysel bobrek hasari olusturulan hayvanlarda ilgili maddelerin bébrek 8-OHAG diizeyinin
artisina neden olabilecegi rapor edilmistir. Sisplatin kaynakli akut bobrek yetmezliginde,
bobreklerde sisplatinin rat distal tiibiiller hiicrelerinde 8-OHdG ekspresyonunda artisa neden
oldugu bildirilmistir (Minamiyama ve ark. 2002, Zhou ve ark. 2006). Bir baska c¢alismada,
8-OHdG-pozitif tiibiiler hiicre sayisinin sisplatin uygulamasini takiben besinci giinde arttigi
daha sonra ise yavas yavas azaldigi tespit edilmistir (Zhou ve ark. 2006). Yapilan literatiir
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taramalarinda metotreksat ve rutinin bobrek 8-OHdG iizerine etkileri ile ilgili bir calismaya
rastlanilmadi. Sunulan ¢alismada, metotreksatin bobrek 8-OHAG diizeyleri iizerine etkisinin

istatistiki olarak 6nemli olmadig1 anlasildi.

Bir¢ok calisma metotreksatin oksidatif strese neden oldugunu ve bunun
nefrotoksisitede rol oynadigini bildirmektedir. Metotreksatin reaktif oksijen tiirleri iireterek
lipit peroksidasyonuna neden oldugu agiklanmaktadir. Caligmalarda, ratlarda metotreksat
(tek doz 20 mg/kg i.p.) uygulanmasmin lipit peroksidasyon belirte¢lerinden biri olan
MDA’y1 bobrek dokusunda arttirdigi rapor edilmistir (Abd EI-Twab ve ark. 2016, Savran ve
ark. 2017, Mahmoud ve ark. 2018, Jalili ve ark. 2020). Yapilan ¢aligmalarin aksine sunulan
caligmada, Met grubu MDA diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla degisiklik olmadig:
belirlendi. Rutinin ratlarda, bobrek MDA diizeylerinde anlaml1 bir degisime neden olmadigi
rapor edilmistir (Kandemir ve ark. 2015, Caglayan ve ark. 2019). Calismalara benzer sekilde
sunulan ¢aligmada da, rutin uygulamasinin kontrol grubuna gore bobrek MDA diizeylerini
degistirmedigi tespit edildi. Ayrica, Met+Rutin uygulanan grupta MDA diizeyleri Met
grubuna gore yiiksek olarak belirlendi. Metotreksatin ratlarda bobrek dokusu TOK ve OSI
diizeylerini arttirdigi ve TAK diizeylerini azalttigi bildirilmistir (Bozkurt ve ark. 2014, Asci
ve ark. 2017). Sunulan ¢alismada, metotreksatin bobrek TOK ve TAK diizeylerini
degistirmedigi tespit edildi. Rutinin bobrek TOK ve TAK diizeylerine etkileri ile ilgili bir
calismaya rastlanilmadi. Bu ¢alismada, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, metateraksat ile
birlikte rutin uygulanan grubun TOK diizeylerinde artis, TAK diizeylerinde ise azalis
belirlendi. Ayrica Met+Rutin grubu TOK diizeyleri, Rutin grubu TOK diizeylerinden
yiiksek olarak belirlendi. MDA ve TOK bulgulari birlikte degerlendirildiginde, rutin ile
metotreksat birlikte uygulandiginda rutinin pro-oksidatif etki gosterdigi diisiiniilebilir

(Kessler ve ark. 2003).

Metotreksat tarafindan tesvik edilen GSH seviyelerindeki anlamli azalmanin,
hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine duyarl hale getirerek, antioksidan savunma sisteminin
etkinliginin azalmasina yol agtigi One siiriilmektedir (Babiak ve ark. 1998). GSH ve
metotreksatin zararli etkileri arasindaki iliski goz oniline alindiinda, antioksidan gorevi
goren ve GSH sentezini uyarabilen bilesiklere odaklanilmistir (Jahovic ve ark. 2003).
Calismalar, metotreksat uygulanan ratlarin bobrek rediikte glutatyon (rGSH) (Jahovic ve ark.
2003, Chauhan ve ark. 2018) ve tGSH (Mahmoud ve ark. 2018) diizeylerinde belirgin bir

azalma oldugunu bildirmistir. Sunulan calismada ise metotreksatin bobrek tGSH
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diizeylerinde degisime neden olmadigi gozlemlendi. Rutinin, bobrek GSH diizeylerine
etkileri ile ilgili c¢aligmalarda, GSH diizeylerinin rutin uygulamalar1 ile degismedigi
bildirilmistir (Kandemir ve ark. 2015, Ansar ve ark. 2016, Caglayan ve ark. 2019).
Calismalara benzer sekilde, sunulan ¢alismada da, rutinin bobrek tGSH diizeylerine 6nemli

etkisi olmadig1 belirlendi.

Pentoz fosfat yolunun hiz sinirlayici enzimi olan G6PD, temel hiicresel indirgeyici
NADPH'nin ana kaynagi olarak normal hiicre biiylimesi ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in
kritik O6neme sahiptir (Spencer ve Stanton, 2017). Akut bdbrek hasarinda,
hiperaldosteronizmde ve bobrek kanseri ile GOPD aktivitesinin degistigi bildirilmistir (Xu
ve ark. 2005; 2010, Pessoa ve ark. 2012). Artan G6PD aktivitesinin, bobrek kanseri dahil
tim kanserlerle iliskili oldugu ifade edilmistir (Spencer ve Stanton 2017). Babiak ve ark.
(1998), HeLa hiicrelerinde, metotreksatin, G6PD ve 6-fosfoglukonat dehidrojenaz
aktivitelerini inhibe ettigini bildirmistir. Yapilan literatiir taramalarinda ratlarda, metotreksat
ve rutinin, bobrek G6PD aktivitesi iizerine etkileri ile ilgili bir calismaya rastlanilmadi.

Sunulan c¢aligmada, metotreksat ve rutinin bdbrek G6PD aktivitesini degistirmedigi

belirlendi.

Yapilan caligmalarda metatoraksatin (20 mg/kg tek dozda i.p) rat bobrek GPx
aktivitesi lizerine etkileri birbirinden farkli olarak rapor edilmistir; metatreksatin bobrek GPx
aktivitesinin distirdiigiinii bildiren ¢alismalarin (Abd EI-Twab ve ark. 2016, Savran ve ark.
2017) yan1 sira degistirmedigini bildiren bir ¢alisma (Armagan ve ark. 2015) da mevcuttur.
Sunulan ¢alismada, Armagan ve ark. (2015)’nin sonuglari ile uyumlu olarak metotreksat
uygulamasimin bobrek GPx aktivitesini, kontrol grubuna kiyasla degistirmedigi gozlendi.
Rutinin bobrek GPx aktivitesi lizerine etkilerinin arastirildigi calismalarda, 50 mg/kg/giin-7
giin (Ansar ve ark. 2016) ve 100 mg/kg/giin-7 giin (Caglayan ve ark. 2019), rutin
uygulamasinin bobrek GPx aktivitesini degistirmedigi, 150 mg/kg/giin-14 giin, (Kandemir
ve ark. 2015) rutin uygulamasinin ise GPx aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada
ise rutin (50 mg/kg/giin-15 giin) bobrek GPx aktivitesinde bir diismeye neden oldu. Bu

durumun, rutinin doz ve uygulama siiresinin farkliligindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Bilimsel caligmalar, nefrotoksisitenin yaklagik % 20'sinin ilaglar tarafindan
indiiklendigini gostermistir. Nefrotoksik ilaglar, genellikle glomerulus, proksimal tiibiiller

ve ¢evresindeki hiicresel matrikste hasara neden olur (Jahovic ve ark. 2003, Abd EI-Twab
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ve ark. 2016, Khoshnoud ve ark. 2017). Ratlara metotreksat uygulamasinin, bobrek hasarini
indiikledigi ve hasara iligkin histopatolojik degisikliklere neden oldugu ortaya konulmustur
(Khoshnoud ve ark. 2017, Yuksel ve ark. 2017, Sherif ve ark. 2019). Metotreksat kaynakli
bobrek hasari, metotreksatin metabolitiyle birlikte bobrek tiibiillerindeki c¢okelmesine
atfedilebilir (Widemann ve Adamson 2006, Sherif ve ark. 2019). Sherif ve ark. (2019),
metotreksat kaynakli nefrotoksisitede, tiibiiler dejenerasyon ve dilatasyonlu konjuge
glomeriiller, tikanmis interstisyel kan damarlari, kii¢iilmiis glomeriiler yumak, artmis
kapstiler bosluklar ve interstisyel ve perivaskiiler 6dem gdzlendigini rapor etmistir. Yuksel
ve ark. (2017), metotreksatin bobrek dokularinda apoptotik indeks ve kaspaz-3
ekspresyonunu arttirarak, nefrotoksik doku hasarina neden oldugunu bildirmistir. Mahmoud
ve ark. (2018), metotreksatin bobrek dokularinda 16kosit infiltrasyonu, interstisyel kanama
ve tiibiiler epitel hiicrelerinin dejeneratif degisiklikleri gibi c¢esitli histopatolojik
degisikliklere neden oldugunu ortaya koymustur. Sakalli ve ark. (2017), metotreksatin tiibiil
distansiyonu, interstisyel inflamasyon, prerenal inflamasyon, glomeriiler konjesyon,
glomeriiler dejenerasyon ve parankimal kanama gibi renal dejeneratif degisikliklerini
gbozlemlemistir. Histopatolojik acidan, c¢aligmalarla uyumlu olarak, bu c¢alismada da,
metotreksatin bobrek dokularinda makroskobik ve mikroskobik degisiklere neden oldugu
tespit edildi; makroskobik olarak metotreksat uygulanan ratlarin bobrekleri normalden daha
acik renkte ve hafif siskindi. Mikroskobik olarak, bobrek dokularinda genis alanlar halinde
tubul epitellerinde parankimden hidropige varan dejeneratif degisiklikler mevcuttu. Ayrica,
kiiclik odaklar halinde monontiklear yangisal hiicre infiltrasyonu gozlendi. Bu histopatolojik
bulgular, metotreksat kaynakli bobrek hasariin esas olarak histopatolojik diizeyde meydana
geldigini gosterdi. Rutinin bobrekler iizerine etkilerinin arastirildigi calismalarda, bébregin
histolojik olarak glomerulus, tubiil hiicreleri ve genel yapisinda olumsuz herhangi bir etki
gostermedigi bildirilmistir (Arjumand ve ark., 2011; Ansar ve ark., 2016). Caligmalara
benzer sekilde, sunulan ¢alismada da rutin uygulanan grubun boébrek dokularinda makro ve
mikro diizeyde bir patolojik bulguya rastlanilmadi. Met+Rutin grubu ratlarin tubul
epitellerinde, Met grubunda belirlenen, parankimden hidropige varan dejeneratif
degisikliklerin olmadigi, sadece hafif dejeneratif degisiklikler oldugu goriildii. Bu da
metotreksat nefrotoksisitesine karsi rutinin koruyucu/iyilestirici etkileri oldugunu

diistindiirdi.
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6. SONUC

Sunulan ¢alismada metotreksatin bobrek dokusunda hasara neden oldugu ve rutinin
metotreksat kaynakli nefrotoksisiteyi koruyucu ve iyilestirici etkisi olabilecegi belirlendi.
Metotreksat kemoterapisi ile birlikte, rutin, metotreksat kaynakli nefrotoksisiteyi
hafifletmek i¢in umut verici olabilir. Rutinin, metotreksat kaynakli nefrotoksisite iizerine
olas1 koruyucu ve tedavi edici etkilerinin, farkli doz ve zaman araliklarinda arastirilmasinin

daha ileri ¢alismalar ile ortaya konulmasi onerilir.
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