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ÖZET

GİRİŞ VE AMAÇ: Bu çalışmada yüksek doz metotreksat (MTX) ile hepatotoksisite

oluşturulan sıçanlarda, silibininin hepatoprotektif etkisi ve oksidatif stres

parametreleri ile sitokinlerin bu etkideki rolü araştırılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM: Sıçanlar randomize olarak beş gruba (n:7) ayrıldı. Kontrol

grubundaki sıçanlara hiçbir uygulama yapılmazken, diğer grupların hepsine ilk gün

20 mg/kg intraperitoneal (ip) metotreksat injeksiyonu yapıldı. MTX-SLB25, MTX-

SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarına sırasıyla 25, 50 ve 100 mg/kg dozlarında 5 gün

boyunca silibinin ip olarak enjekte edildi. 6.gün sakrifiye edilen sıçanların kan

örnekleri ve karaciğer dokuları alındı.

BULGULAR: MTX deneklerde total oksidan seviye ve oksidatif stres indeksi

düzeylerini etkilemeksizin total antioksidan kapasiteyi azaltmaktadır. MTX oksidatif

stresi indükleyerek total thiol seviyesi, native thiol seviyesi ve native/total thiol

oranını azaltıp, disüfid/total thiol oranını artırmaktadır. Buna karşılık silibinin,

disülfid düzeylerini azaltmaktadır. MTX, AST ve bilirubin düzeylerini etkilemezken,

ALT ve albumin düzeylerini düşürmüştür. Çalışmada asimetrik dimetil arjinin, TNF-

ve IL-10 düzeylerinin MTX ve silibinin verilmesi ile değişmediği gözlendi.

Histopatolojik incelemelerde MTX’ın hepatik hasarı artırdığı, 50 mg/kg dozunda

verilen silibininin özellikle inflamatuar hücre infiltrasyonunu belirgin şekilde

önlediği gözlendi.

SONUÇLAR: Silibininin 50 mg/kg dozunda, sıçanlarda MTX ile oluşturulan

hepatotoksisitede karaciğer hasarını azaltmaktadır. Ancak bu etki biyokimyasal

belirteçlere yansımamaktadır. Silibininin bu koruyucu etkiyi sitokinler üzerinden

değil antioksidan özellikleri ile yaptığı anlaşılmaktadır.

Anahtar Kelimeler: Hepatotoksisite, Metotreksat, Silibinin, Oksidatif Stres,

Thiol/Disülfid
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SUMMARY

Evaluation of Silibinin Effect on Methotrexate Induced Hepatotoxicity in Rats

INTRODUCTION AND AIM: In this study, we investigated the hepatoprotective

effect of silibinin and the role of oxidative stress markers and cytokines on high dose

methotrexate (MTX) induced hepatotoxicity in rats.

MATERIAL AND METHODS: Rats were randomly divided into five groups (n:7).

MTX (20 mg/kg, intraperitoneally) was administered on first day in all groups except

control. Silibinin was injected for five days in MTX-SLB25, MTX-SLB50 and

MTX-SLB100 groups at a dose of 25, 50 and 100 mg/kg/day, respectively. On sixth

day, blood and liver samples were obtained and rats were sacrificed.

RESULTS:MTX reduced total antioxidant capacity, however, had no effect on total

oxidant capacity and oxidative stress index. MTX reduced total thiol, native thiol

levels, and native/total thiol ratios, and increased disulphide/total thiol ratios by

inducing oxidative stress. On the other hand, silibinin reduced disulphide levels.

MTX reduced ALT and albumin levels, however, did not affect AST and bilirubin

levels. Asymmetric dimethyl arginine, TNF- and IL-10 levels had not changed by

administration of  MTX and silibinin. Histopathologic examination revealed that

MTX increased hepatic damage and 50 mg/kg/dose of silibinin prevented

inflammatory cell infiltrationin particular.

CONCLUSIONS: Silibinin (50 mg/kg/day) reduced the hepatic damage in MTX

induced hepatotoxicity in rats. However, this effect did not reflect on biochemical

markers. The protective effect of silibinin is made by antioxidant properties, not by

cytokines.

Key Words: Methotrexate; Hepatotoxicity; Oxidative stress; Silibinin;

Thiol/Disulphid
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GİRİŞ VE AMAÇ

Metotreksat (MTX) anti-kanserojen ve anti-inflamatuar bir ajan olup

birçok otoimmun ve onkolojik hastalığın tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır.

Karaciğerden metabolize olan bu ajanın sitotoksik etkileri tümör hücrelerine spesifik

olmayıp karaciğer, gastrointestinal sistem ve kemik iliğinde de belirgindir (Mager

2015). MTX’in yüksek dozlarda verilmesi ile yaptığı hepatotoksisite karaciğer

enzimlerinde artış ve karaciğerhistopatolojik incelemelerindeki değişiklikler ile

gösterilmiştir. Önceki çalışmalarda MTX’in, tümör nekroz faktör-alfa (TNF- )’nın

salınımını artırdığı, oksidan-antioksidan dengeyi değiştirdiği ve antioksidan

maddelerin verilmesi ile hepatotoksisitenin önlenebileceği gösterilmiştir(Kurt ve ark.

2015,Akbulut ve ark. 2014). Bu amaçla infliximab, amifostine, askorbik asit ve

resveratrol gibi ajanların MTX’e bağlı hepatotoksisite üzerine etkisini araştıran

çalışmalar yapılmıştır (Tunali-Akbay ve ark. 2010, Akbulut ve ark. 2014, Cure ve

ark. 2015).

Silibinin, Silybum marinum bitkisinden elde edilen bir flavonoid olup antioksidan,

anti-kanserojen, anti-inflamatuar ve anti-fibrotik etkilere sahip olan

hepatoprotektifbir ajandır. Silibininin hepatoprotektif etkisini antioksidasyon,

fosfatidilkolin sentezinin inhibisyonu, RNA ve proteinlerin hepatik sentezinin

uyarılması şeklinde gösterir (Dixit et al. 2007, Loguercio ve Festi  2011). Silibinin

aynı zamanda lökosit migrasyonunu, nükleer faktör kappa B (NF-kB) aktivasyonunu,

TNF’nin indüklediği SOR ara ürünlerinin üretimini ve lipid peroksidasyonunu da

inhibe etmektedir (Manna et al. 1999, Kang et al. 2002). Silibininin -amanitin,

itrakonazol, doxorubisin gibi ilaçların hepatotoksisitesini azaltabileceğini gösteren

çalışmalar bulunmaktadır (Rašković et al. 2011, Mengs et al. 2012, Sozen ve ark.

2015). Silibinin sıçan deneylerinde MTX’e bağlı pulmoner hasarı ve nefrotoksisiteyi

azalttığı da gösterilmiştir (Kalemci ve ark. 2015, Dabak ve Kocaman 2015). Ancak

literatürde, sıçanlarda silibininin MTX’e bağlı karaciğer toksisitesi üzerine etkisini

ve bunun fizyopatolojisini araştıran çalışma bulunmamaktadır.

Silibininin antioksidan etkisini araştıran önceki çalışmalarda serum ve dokuda

süperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, miyeloperoksidaz ve nitrik oksid (NO)
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düzeyleri bakılmıştır (Muthumani 2012, Kalemci 2015, Beydilli 2015). Total

antioksidan kapasite (TAK), total oksidan seviye (TOS) ve thiol-disülfid dengesi ise

yakın zamanda daha çok kullanılan farklı oksidatif stres belirteçleridir. Asimetrik

dimetil arjinin (ADMA) ile inflamasyon, oksidatif stres ve karaciğer hasarıarasında

güçlü bir ilişki vardır (Nijveldt et al. 2003). Hem MTX hem de silibinin

inflamasyonu etkilerken TNF- ve ilişkili olarak interlökin-10 (IL-10) düzeylerinde

değişiklikler olabilmektedir (Cure ve ark. 2015, Esmaeil et al. 2017).

Biz bu çalışmada; silibininin sıçanlarda oluşturulan MTX’e bağlı karaciğer hasarı

üzerindeki etkisini ve bu etkinin mekanizmasını araştırmayı amaçladık. Karaciğer

hasarını tespit etmek için karaciğer fonksiyon testlerinin yanı sıra histopatolojik

değerlendirme yaptık. Oksidatif stresin rolünü belirlemek amacıyla yeni oksidatif

stres markerleri olan TAK, TOS, thiol-disülfid dengesi ve ADMA; inflamatuar

sitokinlerin rolünü araştırmak için TNF- ve IL-10 düzeyleri çalıştık.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. METOTREKSAT

Metotreksat DNA sentezini, onarımını ve hücresel replikasyonu engelleyen bir folik

asit antagonistidir. Folat antagonistleri ilk geliştirilen antineoplastik ajanlar

arasındadır. Aminopterin (ilk antifolat ilaç) 1948'de çocuklukta akut lenfoblastik

lösemide (ALL) remisyonu başlatmak için kullanılırken daha sonra romatolojik

hastalıklarda kullanılmaya başlandı. Antifolatlar halen ALL ve diğer hematolojik

maligniteler için modern tedavinin önemli bir bileşenidir (Farber and Diamond 1948,

Cuellar and Espinoza 1997).

2.1.1. Metotreksat Metabolizması

Metotreksatın sitotoksik etkisini gösterebilmesi için folil poliglutamat sentaz enzimi

tarafından poliglutamasyona uğratılması gerekmektedir. Poliglutamasyon vücutta

hem normal dokular hemde malign dokularda yapılır. İşte bu MTX poliglutamatların

hücre içinde birikmesi folat metabolizmasını etkileyen enzimler üzerinde inhibitor

etki gösterir (Chabner et al, 1985). MTX poliglutamatları, özellikle hücre içinde

birikip dihidrofolat redüktaz enzimine bağlanır, dihidrofolat ile yer değiştirerek etki

eder ve tetrahidrofolat (THF)’ın üretilmesini engeller (Rubino 2001). MTX,

deoksiribonükleik asit (DNA) ve ribonükleik asit (RNA) sentezi için gerekli olan

THF sentezini inhibe eder. MTX dihidrofolik asit redüktaz enzimine bağlanan bir

dihidrofolik asit analoğu gibi davranır. THF sentezinin inhibisyonu pirimidin,

timidilat ve pürin nükleotidlerinin biyosentezinin durmasına yol açar. Bu

yapıtaşlarının üretilmemesi hücre çoğalması için gerekli olan DNA veRNA’nın

sentezini ve enerji için gerekli olan Adenozin Trifosfat (ATP) yapımını inhibe eder

(Kayaalp 2009, Gillman 2009). Bu nedenle metotreksat gibi antimetabolitler DNA

sentezini negatif etkilediğinden dolayı bölünme katsayısı hızlı olan tümörlerin

tedavisinde daha etkilidirler (Kayaalp  2009). MTX, pürin ve pirimidin inhibitörü

olduğundan hastalarda immünsupresif ve antineoplastik olarak kullanılmaktadır

(Quemeneur et al, 2003).
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Metotreksat, %90 oranında böbrekler tarafından aktif tübüler sekresyona uğrayarak

atılır. Yüzde 3-4 oranında karaciğerde MTX’in ekstrasellüler sıvıdaki major formu

olan 7-hidroksi metotreksata dönüştürülür ve bu formu da üriner yolla atılır. Yüzde

5-10’u ise safra ile atılır ve enterohepatik dolaşımla yeniden emilir. İnsanlarda

MTX’in major atılım yerinin böbrekler olduğu, sıçan gibi deney hayvanlarında ise

safra yoluyla atılımınındaha fazla olduğu gösterilmiştir (Nuernberg et al, 1990).

Oral yoldan alındığında tama yakın emilir. İntravenöz yoldan verildiğinde %50

oranında proteinlere (özellikle albümine) bağlanarak taşınır ve sinir sistemi haricinde

tüm vücuda yayılır. Standart dozlarda beyin omurilik sıvısına geçişi yok denecek

kadar azdır. Bu sebeple meningeal tümörlerde intratekal verilmesi gerekir. En yüksek

doku seviyesine karaciğer ve böbrekte rastlanır. Vücutta yarılanma ömrü ise 7-8

saattir (Kayaalp 2009).

2.1.2. Metotreksatın Klinikte Kullanımı

Kliniklerde çok yaygın olarak kullanılan antimetabolit etki mekanizmasına sahip bir

antineoplastik ilaçtır. MTX lösemi, lenfoma, osteosarkom, baş ve boyun tümörleri,

akciğer kanseri ve meme kanseri gibi birçok onkolojik hastalıkta yüksek dozlarda

kullanılabildiği gibi psöriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazı

inflamatuar hastalıkların tedavisinde ve transaplantasyon sonrası graft versus host

hastalığının önlenmesinde de kullanılmaktadır (Cetinkaya ve ark, 2006). MTX’in bu

yaygın kullanımı sebebiyle Dünya Sağlık Örgütünün temel ilaç listesinde yer

almaktadır (http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/-,

Erişim adresi: 5 Ocak 2018). Santral sinir sistemi hariç oral ve intravenöz

uygulamalarında dokulara dağılımı iyidir. MTX meningeal karsinomatozis,

meningeal lösemi ve lenfomanın profilaksisi ve tedavisinde intratekal olarak

kullanılır (Hardman and Limbird 2001). Lökoverin kurtarma tedavisi ile birlikte

uygulanan yüksek doz MTX, osteosarkomun adjuvan tedavisinde kullanılan standart

bir protokoldür (Jolivet et al, 1983). MTX’in hem tedavideki etkinliği hemde toksik

etkileri hastadan hastaya değişkenlik gösterebilir (Widemann and Adamson 2006).

Bu yüzden diğer antineoplastik ilaçlardan farklı olarak MTX geniş bir doz aralığında

kullanılmaktadır. Akut lenfoblastik lösemi idame tedavisinde ve romatoid artrit,
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psöriazis gibi hastalıkların tedavisinde haftada 20 mg/m2 dozda kullanılırken,

onkolojik hastalıklarda 1000-33000 mg/m2 gibi yüksek dozlarda uygulanmaktadır

(Hardman and Limbird 2001).

2.1.3. Metotreksatın Yan Etkileri

Metotreksat için genişleyen klinik kullanım spektrumuyla toksisitesi çok daha fazla

önem kazanıyor. MTX, THF eksikliğine yol açarak pürin, pirimidin metabolizması

ve DNA sentezini içeren pek çok metabolik yolu etkiler (Jolivet et al, 1983).

Metotreksatın aynı zamanda sağlıklı hücreleri de etkilemesi sonucu tedavi edici

etkileri yanında gastrointestinal sistem, böbrek, sinir, karaciğer ve kemik iliği

üzerinde toksik etkileri de ortaya çıkmaktadır (Jolivet et al. 1983, Şener ve ark.

2006). Tedavi süresi, kullanım dozu, hastaların risk faktörleri, hastalığın tipi ve

moleküler apoptotik faktörler toksisiteyi etkilemektedir (Neuman et al, 1999).

Metotreksatın yaygın yan etkileri bulantı, kusma, transaminazlarda yükselme, kemik

iliği supresyonu ve cilt ile gastrointestinal mukozada (mukozit) meydana gelen

hasardır (Laan et al, 1998).Fakat en ciddi hasarı böbreklere ve karaciğere

vermektedir. MTX’in uzun süre kullanımları hepatotoksisite, nefrotoksisite,

pulmoner infiltrasyon ve fibrozise yol açar. Fibrozis için MTX’in kümülatif dozu

özellikle önemlidir (Bertram and Katzung 2004).

Romatoid artrit tedavisinde kullanılan düşük doz MTX’e bağlı beklenmeyen en ciddi

yan etki pansitopenidir (Ohasone et al, 1997). Lösemi, psöriazis ve romatoid artritin

MTX ile tedavisi sırasında gelişen hepatotoksisite beklenilen bir durumdur.

Karaciğer histolojisinde nonspesifik yağlı değişiklikler, nükleer polimorfizm,

hepatosit nekrozu, kronik portal inflamasyon, fibrozis ve siroz gibi patolojik lezyon

ve durumlar gözlenebilir (Kevat et al, 1988). MTX’e bağlı hematolojik yan etkilerin

oluşumunda dihidrofolat redüktaz enziminin inhibisyonu sonucu DNA sentezindeki

bozulma ve hızlı hücre değişimine sahip kemik iliğinin baskılanması sorumlu

tutulmaktadır. Mukozit için risk faktörleri ise düşük vücut ağırlığı, azalmış böbrek

fonksiyonları, nötropeni ve genetik polimorfizmlerdir (Schmiegelow et al, 2017).
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Kanser tedavisinde kullanılan yüksek doz MTX, akut böbrek yetmezliğine neden

olabilir. Yüksek dozda kullanılan MTX asidik idrarda presipite olup obstrüktif

üropati nedeniyle oligo-anürik böbrek hasarı yapabilir. MTX’in nefrotoksik etkisi

ise; MTX ve metaboliti olan 7-hidroksimetotreksatın (7-OH MTX) böbrek

tübüllerinde çökmesi ile açıklanmıştır ki bu da MTX atılımının gecikmesi ile

sonuçlanır (Van den Bongard et al, 2001). Bu olay myelosüpresyon, gastrointestinal

toksisite, hepatit ve mukozit gibi toksisite oluşumuna öncülük eder (Schornagel and

Mcvie 1983).

Hindistan’da yapılan bir çalışmada romatoid artrit sebebiyle uzun dönem düşük doz

MTX kullanan 204 hasta incelenmiş ve %6,37 oranında hepatotoksisite (ALT

seviyeleri normalin 3 katından fazla olan olgular) tespit edilmiş; bunlardan 2’sinde

biyopsi ile hepatik fibroz kesinleşmiştir. Aynı çalışmada %5,4 oranında ciddi

anemive lökopeni tespit edilmiştir (Dubey et al, 2016).

2.1.4. Metotreksat Hepatotoksisitesi

Hepatotoksisite, MTX tedavisi esnasında oluşan major komplikasyondur (West

1997). MTX’in hepatotoksik etkisinin mekanizması henüz tam olarak bilinmemekle

birlikte, intrasellüler MTX poliglutamatları birikimi ve folat azalmasının sorumlu

olabileceği düşünülmektedir (Kevat et al, 1988). MTX, NAD+ bağımlı mitokondrial

enzimler olan piruvat dehidrogenaz, 2-oksogluterat dehidrogenaz, izositrat

dehidrogenaz, malat dehidrogenazı ve sitozolik nikotinamid adenozin difosfat

(NADP) bağımlı dehidrogenazı inhibe eder. Bütün bu sayılan enzimler prolifere

hücrelerde, NADPH’nın ana kaynağını oluştururlar. Bundan dolayı MTX kullanımı

hücre içi NADPH seviyelerinin azalmasına sebep olabilir (Caetano et al, 1997).

SOR’a karşı önemli bir koruyucu ajan olarak bilinen redükte glutatyonun seviyesini

koruyan glutatyon redüktaz enzimi tarafından da NADPH kullanılır. NADPglutatyon

redüktaz enzimi tarafından, SOR’a karşı koruyucu bir antioksidan olan, redükte

glutatyonun üretilmesi için kullanılır. MTX kullanımına bağlı olarak glukoz-6-fosfat,

6-fosfoglukonat dehidrogenaz, glutatyon redüktaz, -glutamil sisteinaz aktivitelerini

inhibe eder ve glutatyonun hücresel düzeylerini düşürerek hepatosit hasarına sebep

olur (Babiak et al, 1998).
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Metotreksat, hücre içinde poliglutamat formunda tutulur (Uraz ve ark, 2008).

MTX’in uzun süreli kullanımı poliglutamat formlarının hepatositlerde birikmesine

yol açar. Poliglutamat formunun seviyesinin artması intrasellüler alanda ilacın

varlığını artırır. Bu da hepatoselüler folik asit seviyelerini düşürür ve sonunda

hepatosit nekrozuna yol açar (Kamen et al. 1981 ve Kremer et al. 1986). MTX ile

tedavi sırasında gelişen hepatotoksisite de mikroskobik düzeyde, hepatositlerde

dejenerasyon, piknotik çekirdek ve perinükleer vakuolizasyon, aktive Kupffer

hücrelerinde artış, sinüzoidal dilatasyon ve konjesyon, periportal mononükleer hücre

infiltrasyonu, portal alanda belirgin fibroblast aktivasyonu ve hepatositlerde belirgin

makroveziküler yağlanma görülebilir (Kocaman ve Çolakoğlu 2013, Dalaklioglu ve

ark. 2013)

MTX’in neden olduğu toksisitenin, tedavinin süresi ve doz şeması, hastalığın tipi ve

hastanın risk faktörleri ile birlikte genetik ve moleküler apopitotik faktörler gibi

birçok faktörün etkileşimiyle oluştuğu düşünülmektedir (Neuman et al, 1999). Kent

et al. (2004)’nın MTX toksisitesinin risk faktörlerini bulmak için yaptığı laboratuvar

araştırmasında folat eksikliği, tedavi edilmemiş hiperlipidemi, yüksek vücut kitle

indeksi (VKİ) transaminazlarda yükselme için risk faktörü olarak bulunmuş ancak

yüksek VKİ ve tedavi edilmemiş hiperlipideminin altta yatan yağlı karaciğer

hastalığının bulgusu olabileceğine de dikkat çekilmiştir.

Metotreksat tedavisi sırasındaki aminotransferaz yükseklikleri genellikle ilacın

kesilmesi ile düzeldiğinden önemli karaciğer toksisitesi teşkil etmez. Uzun süreli

düşük doz kullanan hastalarda yapılan karaciğer biyopsilerinin çoğunda ya normal

veya hafif yağlı değişiklikler gösterilmiştir. Fibrozis ve siroz gibi ilerlemiş patolojik

değişiklikler hastaların %4-5’inde görülmüştür. MTX kullanımının yanı sıra alkol

kullanımı, diyabet, obezite, kronik viral hepatitin olmasının hepatotoksisite riskini

artırdığı gözlemlenmiştir (Berends et al. 2006, Whiting-O'Keefe et al. 1991).

Akut lösemilerin tedavisindeki gibi MTX’in aralıklı yüksek doz kullanımı veya

psöriazisdeki gibi uzun dönem MTX kullanımında progresif hepatik fibrozis ve

siroza ilerleyebilen karaciğer hasarı oluşabilir. Düşük doz uzun dönem MTX tedavisi
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alan psöriazisli hastalardaki siroz gelişme riski %7’dir. Takip edilen hastaların

yaklaşık %8’inde transaminazların normalin üç katı kadar yükseldiği gösterilmiştir

(Uraz ve ark, 2008).

Kronik MTX kullanımıyla ilgili karaciğer histolojisindeki temel yan etkiler, yağ

infiltrasyonu, inflamasyon, hücresel nekroz ve sonuç olarak fibrozisdir. Klinik ve

biyokimyasal bulgular uzun süre sessiz kalabileceğinden karaciğer toksisitesinin

gösterilmesinin tek yolu karaciğer biyopsisidir ve genellikle MTX 10 yıl

kullanıldıktan sonra ya da MTX toplam dozu 1,5-2,5 gramı geçtikten sonra

önerilmektedir (Uraz ve ark, 2008).

2.1.5. Metotreksat Toksisitesinden Korunma Yolları

Yüksek doz MTX toksisitesini önlemek ve hafifletmek için eşzamanlı hidrasyon,

üriner alkalinizasyon ve sonrasında lökovorin kurtarması yer yapılmaktadır. Önleyici

stratejilere rağmen gecikmiş MTX atılımı ve akut böbrek hasarı oluştuğu durumda

hidrasyonu artırmak, lökovorin kurtarma tedavisi ve glukarpidaz genellikle yeterlidir.

Toksisiteden korunmak için öncelikle MTX ile etkileşen ilaçlar (örneğin naproksen

sodyum) kesilmelidir. MTX infüzyonundan sonra lökovorin verilmelidir. Lökovorin

myelosupresyon, nörotoksisite ve gastrointestinal toksisiteyi önlemede özellikle

önemlidir. Ancak lökovorin MTX’in etkinliğini azalttığından çok erken

verilmemelidir (Howard et al, 2016).

Glukarpidaz, MTX’i hızla amino asit glutamat ve 2,4-diamino-N(10)-metilpteroik

asit oluşturmak üzere parçalayan bir bakteriyel enzim olan karboksipeptidaz G2'nin

rekombinant bir şeklidir (Green 2012). Glukarpidaz, gecikmiş MTX eliminasyonu

olan hastalarda nonrenal temizliğe izin veren, MTX’i inaktif metabolitlere hızlıca

hidroliz eden ve metotreksat konsantrasyonunu hızlıca azaltan önemli ve etkili bir

ilaçdır (Widemann et al, 2014).

Hemodiyaliz MTX’e bağlı renal toksisitede etkili olmakla birlikte elektrolit

bozuklukları, kateter bölgelerinde kanama ve kardiyak arrest açısından dikkatli

olunmalıdır (Howard et al, 2016).
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2.1.6. Metotreksat ve Oksidatif Stres

Metotreksatın hepatotoksisite ve nefrotoksisite ile ilgili mekanizması konusunda en

çok değinilen konu oksidatif stres olmuştur (Jahovic et al, 2003).

Sıçanlar üzerinde yapılan bir çalışmada 20 mg/kg tek doz MTX’in, sistemik toksisite

oluşturmaksızın, oksidatif stres yoluyla karaciğer ve böbrekte toksik etki oluşturduğu

gösterilmiştir (Jahovic et al, 2003). Akbulut ve ark. (2014) yaptığı çalışmada

amifostin, askorbik asit ve N-asetilsisteinin oksidatif stres üzerinden MTX’e bağlı

hepatotoksisiteyi önleyebildiği gösterilmiştir. Aslaner ve ark. (2015) yaptığı

çalışmada medikal ozonun antioksidan etkisi ile karaciğer dokularında MTX'in

indüklediği hepatotoksisiteyi tersine çevirdiği görülmüştür. Aynı çalışmada medikal

ozonun lipid peroksidayonunu ve nötrofil infiltrasyonunu önlediği; glutatyon,

malondialdehit ve myeloperoksidaz aktivitelerinde artış yaptığı ve TNF- düzeyini

azalttığı gösterilmiştir (Aslaner ve ark, 2015). Safaei ve ark. (2017), MTX ile

indüklenen hepatotoksisiteye karşı gallik asidin etkili olduğunu, MTX ile artan

katalaz, süperoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin gallik asit ile

düştüğünü göstermişlerdir. Mehrzadi et al. (2018) ise antioksidan, anti-apopitotik ve

anti-inflamatuar olan berberinin ile ön muamelenin biyokimyasal ve oksidatif stres

belirteçleri üzerine iyileştirici etkiler yoluyla MTX hepatotoksisitesine karşı etkili

olabileceğini gösterdi.

2.2. OKSİDATİF STRES

Oksijen canlılar için hayati önemi olan bir moleküldür ve hücrede enerji üretim

süreçlerinde kullanılır. Serbest oksijen radikalleri ise enerji üretim süreçlerinin doğal

bir yan ürünü olup yüksek düzeyde reaktif ve potansiyel olarak zararlı maddelerdir.

Oksidatif stres, bir organizmadaki oksidanların üretimi ile organizmanın reaktif ara

maddeleri nötralize etme veya reaktif oksidanlardan kaynaklanan hücre hasarının

onarımı arasındaki dengesizlik olarak tanımlanır. Organizmada serbest radikallerin

oluşum hızı ile bunların ortadan kaldırılma hızı arasında bir denge mevcuttur ve bu
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durum oksidatif denge olarak adlandırılır. Oksidatif denge sağlandığı sürece

organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin oluşum hızında

artma ya da ortadan kaldırılma hızında bir düşme bu dengenin bozulmasına neden

olur. Oksidatif stres olarak adlandırılan bu durum özetle, serbest radikal oluşumu ile

antioksidan savunma mekanizması arasındaki ciddi dengesizliği göstermekte olup,

sonuçta doku hasarına yol açmaktadır (Çavdar ve ark. 1997, Burçak ve Andican

2004).

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri (SOR) hücrede ekzojen ve endojen kaynaklara bağlı

olarak oluşan, bir veya daha fazla eşleşmemiş elektrona sahip, kısa ömürlü, kararsız

ve düşük molekül ağırlıklı moleküller olarak tanımlanırlar. Organizmalarda SOR’lar

ve antioksidan savunma sistemleri arasında doğal bir denge söz konusudur (Mercan

2004).

Serbest radikaller oldukça reaktiftirler ve bu yüzden çevrelerindeki atom ve

moleküllere saldırırlar. Kısa ömürlüdürler. Radikal olmayan maddelerle kolay

etkileşime girmeleri, onları da radikal yapmaları ve bir dizi zincir reaksiyonu

başlatmalarından ötürü oldukça tehlikelidirler. Aerobik hücrelerde metabolizma

esnasında veya patolojik durumlarda yan ürün olarak oluşabilirler ve hücrelerde geri

dönüşümlü veya dönüşümsüz değişikliklere sebep olabilirler (Kılınc ve Kılınc 2003).

Bugün radikallerin hücre molekül değişimlerine, gen mutasyonlarına yol açtığı ileri

sürülmekte, yaşlanma, hücresel destrüksiyon ve doku yıkımında rol aldığı kabul

edilmektedir (Breimer 1991, Thomas 1995). Eşleşmemiş elektronları olan serbest

radikaller, diğer bir molekülden elektron alarak ya da kendi elektronlarını vererek

daha dengeli bir duruma geçerken, reaksiyona girdikleri molekülün kimyasal

yapısınıda değiştirirler (Davies 1994, Ternay and Sorokin 1997).

Serbest radikaller, hücrelerde endojen ve ekzojen kaynaklı etmenlere bağlı olarak

oluşurlar. Ekzojen kaynaklı etmenler arasında parakuat, alloksan gibi kimyasalların

etkisi altında kalma, karbon tetraklorür, parasetamol gibi ilaç toksikasyonları, iyonize

ve ultraviyole radyasyon, hava kirliliği yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumanı

solventler gibi çevresel faktörler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
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adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyuşturucular gibi alışkanlık yapıcı

maddeler bulunması nedeniyle serbest radikaller toksikolojik açıdan da önemlidir

(Çavdar ve ark. 1997, Burçak ve Andican 2004). Hücre içi savunma sistemlerinin

yeterli olamadığı durumlarda, oksidatif stresin tanımında belirtildiği üzere, SOR ile

antioksidanlar arasındaki denge bozularak oksidatif stres ortaya çıkar ve hücrede

oksidan hasara duyarlı DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hücresel

makromoleküller zarar görür (Halliwell and Gutteridge 1989, Gutteridge 1994,

Berger 2005, Wildburger et al. 2009). Serbest radikallerin zararlı etkilerinden

korunmak için hücreler bunları nötralize eden antioksidanlar üretmektedir (Çavdar

ve ark, 1997).

2.2.2. Antioksidanlar

Canlılarda oluşan serbest radikalleri metabolize eden, oluşumunu önleyen ve
temizleyen savunma mekanizmalarına antioksidandenir (Ghiselli et al. 2000, Erel
2004).

Antioksidan maddelerin hepatik dokularda oksidatif stres, inflamasyon ve apopitozu

azaltarak karaciğeri koruduğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Bundan dolayı son

yıllarda MTX toksisitesinden korunmak, hafifletmek ve en erken sürede tedavi

etmek için antioksidan maddeler dikkati çekmiştir (Khalifa et al, 2017).

Antioksidanlar dört ayrı şekilde etki ederler:

1. Toplayıcı etki (Scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini tutma ya da çok

daha zayıf yeni bir moleküle çevirme işlemine “toplayıcı etki” denilmektedir.

Bilirübin, antioksidan enzimler, trakeobronşial mukus ve küçük antioksidan

moleküller bu tip bir etki göstermektedir (Akkuş 1996, Minetti et al. 1998).

2. Bastırıcı etki (Quencher etki): Serbest oksijen radikalleriyle etkileşip, onlara bir

hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif biçime dönüştüren etki

“bastırıcı etki” olarak adlandırılmaktadır. Vitaminler, bu tarz bir etkiye

sahiptir(Hegyi et al. 1994, Akkuş 1996).

3. Zincir kırıcı (Chain-breaking etki): Serbest oksijen radikallerine bağlanarak
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zincirlerini kırıp fonksiyonlarını engelleyici etkiye “zincir kırıcı etki” denir.

Bilirubin, hemoglobin, serüloplazmin ve mineraller zincir kırıcı etki gösterirler

(Stocker et al. 1987, Otani et al.2001).

4. Onarıcı etki (Repair etki): Onarıcı etki üzerinde çalışmalar devam etmektedir.

Oksidatif hasar görmüş DNA molekülünü tamir eden enzimler bu guruba örnek

olarak verilebilir (Gopinathan et al. 1994, Stocker 2004).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynaklı olarak ikiye ayrılmaktadır.

Endojen antioksidanlar, enzim olarak görev yapanlar ve enzim olmayan

antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar

süperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon redüktaz ve

mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar ise, bilirübin, albümin, ürik asit,

α-tokoferol, askorbik asit, serüloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi

maddelerdir (Cros et al. 1987, Kremer et al. 2004).

Eksojen antioksidan olarak allopurinol, folik asit, C vitamini, E vitamini,

asetilsistein, mannitol, adenozin, kalsiyum kanal blokerleri, non steroid

antienflamatuar ilaçlar ve demir şelatörleri sayılabilir (Akkuş 1996, Scandalios

2002).

2.2.3. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Normal fizyolojik koşullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle oluşan

serbest radikaller ve bunlara bağlı oluşan oksidatif stres ile mücadele eden karışık bir

antioksidan savunma sistemine sahiptir. Vücudun oluşan oksidan durumlara karşı

indirgenme ayarını sürdürebilmesinde plazma çok önemlidir. Çünkü plazma,

antioksidanların vücudun tüm bölümlerine taşınmasını ve dağıtımını gerçekleştirir

(Yao et al. 1998, Prior and Cao 1999).

Total antioksidan duruma en büyük katkı plazmadaki antioksidan moleküllerden

gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi

proteinler yanında serbest radikalleri kapan zincir kırıcı antioksidanlar da

bulunmaktadır. Albumin, ürik asit ve askorbik asit insan plazmasındaki total
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antioksidan durumun %85’inden fazlasını oluşturur. Bu fark kanda bilirubin,

flavanoidler, α-tokoferol ve β-karoten gibi antioksidan durumun komponentlerine

nazaran albumin, ürik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasına bağlıdır.

Plazmada antioksidanlar bir etkileşim içindedir. Bu etkileşimden dolayı bileşenlerin

tek başlarına yaptıkları etkinin toplamından daha fazla bir etki oluşmaktadır (Prior

and Cao 1999). Bu sinerjizme örnek glutatyonun askorbatı, askorbatında tokoferolün

yeniden aktifleşmesini sağlaması gösterilebilir. Ayrıca bir antioksidandaki azalma

diğerindeki artış ile kompanse edilebilmektedir (Romay et al.1996). Bundan dolayı

kanın antioksidatif durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan çok bunların

toplam antioksidan değerini veren TAK ölçümü yaygınlaşmaktadır (Yao et al. 1998,

Prior and Cao 1999, Erel 2004).

2.2.4. Total Oksidan Seviye (TOS)

Oksidatif stres; vücudumuzda mevcut oksidatif-antioksidatif dengenin oksidanlar

lehine bozulması sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif stresin

toplam değeri TOS olarak ifade edilir (Erel 2005).

Pro-oksidanların aşırı üretilmesi, lipid peroksidasyonu, oksidatif DNA hasarı ve

protein hasarı gibi zararlı olaylara neden olur. Oksidatif stres, aşırı reaktif oksijen

ve/veya nitrojen türlerinin üretimi veya antioksidan tampon mekanizmasının

eksikliği sonucu oluşur. Reaktif oksijen ve nitrojen ürünleri toksiktir; hücrenin lipit,

protein ve DNA gibi biyomoleküllerine zarar verir (Yashikawa and Naito 2002).

2.2.5. Asimetrik Dimetil Arginin (ADMA)

Vallance et al. (1992) ilk defa 1992 yılında, L-arjinine yapısal olarak benzerlik

gösteren maddeleri tanımladılar. Monometilarjininler (bir metil grubu içerenler) veya

dimetilarjininler (iki metil grubu içerenler) olarak isimlendirilen bu maddeler insan

plazma ve idrarında endojen olarak mevcuttu (Vallance et al, 1992).

ADMA protein yapısında bulunan L-arjininin aminoasidinin hücre içi metiltransferaz

enzimleri ile metillenmesiyle üretilmektedir (Sibal et al, 2010).
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ADMA, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enziminin üç formunu da kompetetif olarak

inhibe eder. ADMA’nın kan düzeyi arttıkça NO sentezi azalmaktadır. Yapısal

izomeri olan simetrik dimetilarjininin (SDMA), ADMA’nın tersine, NO üretimi

üzerine etkisi yoktur (Nijveldt et al. 2003, Vallance et al. 1992).

Nitrik oksit endotel tarafından sentezlenen, vazodilatasyondan inflamatuar

sitokinlerin salınımına kadar önemli fonksiyonları olan bir moleküldür (MacAllister

et al, 1996). Endotel yapısı, fizyolojik vasküler tonüsün ve vasküler yapının

devamını sağlamada merkezi bir rol oynamaktadır. Sağlıklı endotel hücrelerden

salgılanan NO bu yapının devamını sağlamada rol oynayan en önemli

mediyatörlerdendir. Artmış ADMA konsantrasyonları, NO sentezini azaltarak etki

eder ve endotel disfonksiyonunu gösterir (Böger et al, 1997).

Artmış protein metilasyonu, metilleştirilen proteinlerin parçalanması ve serbest

ADMA'nın eliminasyonunun azalması, ADMA'nın birikimine katkıda bulunabilir.

Proteoliz, serbest metil arginin kalıntılarını serbest bırakmak için gerekli bir adımdır.

Hasarlanmaya karşı en belirgin karakteristik yanıtlardan biri, sitokinlerin aracılık

ettiği, özellikle de TNF- ile hızlandırılmış protein parçalanmasıdır. Ayrıca,

oksidatif stres, hücresel proteinleri modifiye edebilir ve hızlı bozunmayı sağlayan

hidrofobik protein yamaları üretebilir. ADMA, artmış proteoliz ve eliminasyon

yollarının azalması ile kritik hastalarda birikir (Zoccali et al. 2001, Davies 2001).

İnflamatuar sitokinlerin, özelliklede TNF- ’nın protein parçalanmasını hızlandırdığı,

metil-arjinin rezidülerini serbestleştirerek ADMA üretimini artırdığı

düşünülmektedir. ADMA’nın birikimi NO üretimine etki ederek çoklu organ

yetmezliğinin nedenlerindendir. Bu sebeplerle artmış ADMA düzeyi organ

yetmezliğinin şiddeti, inflamasyon ve mortalite ile ilişkilendirilmiştir (Lappalainen et

al, 2017).

Dimetilarjinin dimetil amino hidrolaz (DDAH) enzimi ise ADMA yı metobolize

eden enzimdir. DDAH enzimiyle ADMA sitrülin ve dimetilamine yıkılır (Blackwell

2010). İto et al. (1999) endotel hücrelerinde TNF-α’ya uzun süre maruz kaldıktan

sonra DDAH'nın aktivitesinin azaldığını bildirdiler ki bu da ortamda ADMA

düzeyinin yükselmesine sebep olmaktadır. Buna göre, kritik hastalarda; TNF-α,

ADMA'nın daha da birikmesine neden olacak şekilde DDAH aktivitesini bozabilir.
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Septik durumda, nitrik oksit sitokin salınımı üzerine negatif bir geri bildirime sahiptir

ve nitrik oksit sentezinin inhibisyonu, TNF-α gibi pro-inflamatuar sitokin

düzeylerinde zararlı artışlara neden olabilir. Buna karşılık TNF-α seviyelerinin

artması DDAH aktivitesini daha da bozabilir. Buna ek olarak, DDAH aktivitesi

enzimin aktif bölgesindeki kritik bir sistein kalıntısı ile reaksiyona girerek reaktif

oksijen türlerinden etkilenebilir (Murray-Rust et al, 2001). Özellikle fagositik

hücreler, hasarlı dokulara çekildiğinde reaktif oksijen türlerinin başlıca üreticisidir.

Oksidatif stres, iskemi-reperfüzyon hasarı ve sistemik inflamatuar durumlar dahil

olmak üzere kritik hastalığın çeşitli aşamaları ile ilişkilendirilmiştir. İnflamasyon ve

oksidatif stres DDAH aktivitesini azaltır. DDAH aktivitesi TNF-α veya okside LDL

ile indüklenen oksidatif stres ile de azalmaktadır. DDAH enziminin inaktivasyonu

ADMA eliminasyonun bozulmasına, ADMA seviyelerinin artmasına ve NO

üretiminin azalmasına sebep olur (Nijveldt et al, 2003).

Hepatositler dolaşımdan çok miktarda arjinin aldığından dolayı karaciğer yetmezliği

yüksek plazma L-arjinin düzeyleri ile karakterizedir. Karaciğerin dolaşımdaki

ADMA üzerindeki asıl etkisi yüksek arjinaz ve DDAH aktivitesine bağlıdır. Ayrıca

ADMA çok az bir oranda hepatik hücrelerdeki aminotransferazlar ile de yıkılmakta

ve yine böbrekle atılmaktadır. Kısacası karaciğer, ortamdaki stabil ADMA

konstantrasyonunu sağlayan en önemli belirleyicidir ve karaciğer yetmezliğinde

plazma ADMA konsantrasyonu yükselmektedir (Wang et al. 2006, Wilcken et al.

2007). Nijveldt et al. (2003) ADMA ile hepatik disfonksiyon arasında güçlü bir ilişki

kurmuşlardır.

2.2.6. Dinamik Thiol/Disülfid Denge Durumu

Thioller bir hidrojen ve bir karbon atomuna bağlı bir sülfür atomundan oluşan bir

sülfhidril grubu (-SH) içeren organik bileşiklerdir (Sen and Packer 2000).

Thioller yüksek redüktan kapasitesi olan, reversible ve irreversible modifikasyonlara

yatkınmoleküllerdir. Thioller, vücutta toplam antioksidanların önemli bir bölümüne

katkıda bulunurlar ve reaktif oksijen türlerine karşı savunma için önemli rol oynarlar

(Erel ve Neselioğlu 2014). Ayrıca programlanmış hücre ölümü, detoksifikasyon,

antioksidan korunma, transkripsiyon ve hücresel enzimatik aktivitenin korunmasında
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kritik rol oynarlar (Circu and Aw 2010). Oksidan ile karşılaşan indirgenmiş thiolün

okside formu disülfittir. Thiol/disülfit dengesi antioksidan koruma, detoksifikasyon,

sinyal transdüksiyon, enzimatik aktivitenin regülasyonu, apoptoz ve hücresel sinyal

iletiminde önemli bir role sahip olduğu için bu dengedeki değişikler önemlidir (Erel

ve Neselioğlu 2014). Thiol/disülfid dönüşümü bir redoks reaksiyonudur ve dinamik

bir süreçtir (Şekil 1). Anormal thiol/disülfid homeostazı sırasında bu hayati hücresel

işlevler bozulur (Nagy 2013).

Şekil 1: Native thiol-disülfid dengesi

Son zamanlarda, çeşitli akut ve kronik hastalıkların patogenezinde anormal

thiol/disülfid denge durumunun bulunduğu bildirilmektedir (Ozyazici ve ark, 2016).

Yüksek oksidatif stresde, thiol konsantrasyonları serbest oksijen radikallerini (SOR)

nötralize etmek için azalır. Thioller, oksidanlar vasıtasıyla oksidasyon reaksiyonu

geçirebilir ve thiol gruplarına geri indirilebilen disülfür bağı oluştururlar (Jones and

Liang 2009).

Thiollerin serumda ölçülmesi antioksidan savunmanın dolaylı yansımasını sağlar

(Yuksel ve ark, 2016). Oksidatif stres göstergesi olarak kullanıma giren thiol/disülfid

dengesi akut apendisitte, akut myokarda infarktüsünde ve akut febril konvülziyon

gibi çeşitli sistemleri etkileyen hastalıklarda çalışılmış fakat karaciğer ile ilişkili

hastalıklarda çalışılmamıştır (Kundi et al. 2015, Ozyazici ve ark. 2016, Elmas ve ark.

2017)

2.3. SİLİBİNİN

Silibinin; Silybum Marianum bitkisinden elde edilen bir flavonoglignandır. Silibinin

C25H22O10 formülüne sahip, moleküler ağırlığı 482,44 g/mol olan bir bileşendir

REDÜKSİYON

OKSİDASYON
NATİVE THİOL DİSÜLFİD
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(Deep and Agarwal 2010). Silybum marianum bitkisi deve dikeni, süt dikeni,

meryem ana bitkisi olarakda bilinmektedir. Olgun bitki parlak-mor çiçekler ve bol

dikenlere sahiptir. Bitki yeterli güneşe maruz kalan yerlerde yetişir. Silibinin ile

silibin eş anlamlıdır (Wellington andJarvis 2001).

Şekil 2: Silibininin moleküler yapısı (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.‘den alınmıştır)

Silymarin yedi flavonolignan dahil olmak üzere sekiz önemli bileşik kompleksidir.

Bunlar silibin A, silibin B, izosilibin A, izosilibin B, silikristin, izosilikristin ve

silidianin ve bir flavonoid olan taxifolindir (Kroll et al, 2007). Silibinin, silymarin

kompleksinin (%70) biyolojik açıdan en aktif bileşenidir ve silibin A ve silibin B’nin

karışımından oluşur. Silymarin 7 flavonolignan ve polifenol kompleksinden

oluşmasına rağmen en aktif bileşeni silibinindir (Federico et al, 2017). Silibinin,

silymarindeki en etkin antioksidan ve hepatoprotektif etkili olan flavonolignandır.

Safradaki konsantrasyonu diğerlerinden 60 kat fazladır (Kren and Walterova 2005).

Silibinin gastrointestinal sistemden kolaylıkla emilir ve enterohepatik dolaşıma girer.

Esas olarak %80’isafrayla atılmakla birliktegeri kalan kısmı idrarla atılır. Oral

alındıktan 2-4 saat sonra maksimum kan konsantrasyonuna ulaşır ve eliminasyon

yarı ömrü 6 saattir (Post-White et al. 2007, Bijak 2017).

Silymarin yüzyıllar boyunca Avrupa'da hepatik ve safra bozuklukları için kullanılmış

bir bitki olup alternatif tıptan modern bir ilacın gelişmesinin en başarılı
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örneklerinden biridir. Halk tarafından safra taşı, kusma, kaşıntı, sedef, sıtma,

hemoroid, kolik durumlarında ve sindirime yardımcı olarak çeşitli kullanım alanları

vardır (Greenlee et al, 2007). Bunun yanında silymarin kanser hastaları tarafından

gönüllülük esasına göre en sıklıkla kullanılan bitkisel preparatlardan biri olduğu

bildirilmiş ve pek çok insan kemoterapötiklerin yanında alternatif tıp ilacı olarak da

silymarini kullanmaktadır (Weneke et al, 2004).

Almanya’da bu bitki sindirim bozuklukları, intoksikasyon, kronik karaciğer

hastalığında kullanılması için onay almıştır

(http://naturaldatabase.therapeuticresearch.com, Erişim tarihi 1 Şubat 2018).

Amerika Birleşik Devletleri tıbbi kullanım için henüz onay vermemiş olsada en sık

satılan bitkisel ürünlerdendir (Post-White et al, 2007). Biyoyararlanımını artırmak

için özel silibinin formülasyonları geliştirmişlerdir. Klinik çalışmalardakullanılan en

yaygın silymarin ve silibinin ürünleri Legalon, Thisilyn, Siliphos ve Silipide’dir

(Ramasay and Agarwal 2008).

2.3.1. Silibinin Etki Mekanizması

Silibinin hepatoprotektif etkisini çeşitli mekanizmalar ile gerçekleştirir. Bunlar;

 SOR inhibisyonu ve antioksidasyon (Comelli et al, 2007).

 Metal iyonlarının şelasyonu (Darvishi Khezri et al, 2016).

 Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu (Hackett et al, 2012)

 Silibinin, DNA'ya bağımlı RNA polimeraz I'i uyarabilir, rRNA sentezini artırabilir

ve bu yeni rRNA polimerazının oluşumunu hızlandırarak yeni hepatositlerin

oluşmasını sağlayabilir (Ramasay and Agarwal 2008, Saller et al. 2001)

 Glukuronidasyon ve glutatyon konsantrasyonunu arttırarak süperoksit dismutaz ve

glutatyon peroksidazı stabilize eder (Saller et al, 2007)

 Anti-inflamatuar etki yolu ise lökotrien ve prostaglandin sentezinin inhibisyonu, NF-

B inhibisyonu, Kupffer hücresi inhibisyonu, mast hücresi stabilizasyonu ve nötrofil

migrasyonunun inhibisyonudur (Dehmlow et al, 1996)
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 Karaciğer stellat hücrelerinin miyofibroblastlara dönüşümünü azaltarak fibrozusun

yavaşlamasını veya tersine çevrilmesini sağlar ve böylelikle anti-fibrotik etki gösterir

(Loguercio and Festi 2011).

 Antikanserojen etkisi; siklin bağımlı kinazların inhibisyonu ile kanser hücresinin

büyümesinin durdurulması (Dixit et al, 2007).

Silymarin aynı zamanda östrojen sinyal modülatörü, insülin sensitizörü,

antidiyabetikve koleretik etkilere de sahiptir (Li et al. 2015, Federico et al. 2006).

Silibinin diyetle indüklenen hiperkolesterolemide 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim

A (HMG-CoA) redüktazı inhibe ederek kolesterol sentezini azaltabileceği ve

hipokolesterolemik etkili olabileceği gösterilmiştir (Kreeman et al, 1998).

Deve dikeninden elde edilen silibininin enjektabl formu Amanita

Phalloideszehirlenmelerinde kullanılan iyi bir antidottur ve suda çözünür. Bu mantar

son derece toksiktir ve ölüme sebebiyet verir. Grabhorn et al. (2013) mantar

zehirlenmesinde silibininin, N-asetil sistein ve aktif kömür ile erken

detoksifikasyonunun prognozu iyileştirdiğini bildirmişlerdir. Vogel et al.(1984)

Amanita Phalloides verilen köpeklerin bir kısmına 50 mg/kg olarak 5. ve 24.

saatlerde silibinin uygulamış ve silibinin serum değişikliklerini ve protrombin

zamanındaki değişiklikleri ve karaciğerdeki hemorajik nekroz derecesini belirgin

derecede azalttığını göstermişlerdir. Bitkinin etki mekanizması, silymarinin mantar

toksinlerinin hepatositlere bağlanıp, oradan da enterohepatik sirkülasyona geçişini

inhibe etmesine bağlıdır. Mengs et al. (2012)’a göre amatoksin intoksikasyonunda

silbininin etki mekanizması olarak enterohepatik sirkülasyonun inhibisyonu ve

toksinlerin bağlanmasını engelleme yanında, TNF- ’nın inhibisyonu ve protein

sentezini uyarma da yer almaktadır.

2.3.2. Silibinin Yan Etkileri, Toksisitesi ve Güvenilirliği

Silymarin intravenöz infizyonu ile ilgili toksisitesi üzerine çalışmalar farelerde,

sıçanlarda, tavşanlarda ve köpeklerde yapılmıştır. LD50 değeri farelerde 400 mg/kg,

sıçanlarda 385 mg/kg, tavşanlarda ve köpeklerde 140 mg/kg dır. İnfüzyon hızına

göre bu değerler değişebilir. Yavaş infüzyonla LD50, sıçanlarda 2 gr/kg, ağız yoluyla
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uygulandığında 10 gr/kg’dır (Lecomte 1975). Bu veriler akut toksisitenin düşük

olduğunu göstermektedir.

Silymarin yan etki bakımından güvenli bir bileşik olarak görülsede, çok sayıda

hastanın katıldığı bir çalışmada hafif gastrointestinal bulgular sergilediği

gözlemlenmiştir (Bahmani et al, 2015). Silibinin bilinen yan etkileri uzun süreli ve

yüksek dozda kullanımda baş ağrısı ve kaşıntıdır (Dunnick et al, 2011). Nadiren

döküntü, kaşıntı ve anafilaksi bildirilmiş, fakat hiç ölüm olmamıştır (Rainone 2005).

Rambaldi et al. (2007) tarafından deve dikenin alkole bağlı, Hepatit B ve C ye bağlı

karaciğer hastalığında yararlı ve zararlı etkilerini değerlendirmek için yapılan toplam

1088 kişiyi içeren 18 klinik çalışmanın sistematik derlemesinde, deve dikeninin

artmış yan etki riski taşımadığı bildirilmiştir. Her iki gruptada bildirilen semptomlar

kaşıntı, bulantı, epigastrik ağrı ve baş ağrısıdır.

Silibinin gebelerde, çocuklarda ve 75 yaşından büyüklerde güvenle kullanılabilir.

Mantar zehirlenmesi olan çocuklarda 20-50 mg/kg/gün’e kadar kullanılmış ve

toksisite bildirilmemiştir (Hruby et al, 1983). Silymarin, intrahepatik kolestazlı

gebelerde 16 gün süreyle 560 mg/gün dozunda kullanılmış; hastaya veya fetusa

hiçbir toksisite gözlemlenmemiştir (Hernandez and Nazar 1982). Bir başka

çalışmada günlük 13 gr Siliphos (%30 silibinin)’un tolere edilebildiğini

göstermişlerdir (Flaig et al, 2007).

2.3.3. Sillibininin Hepatoprotektif Etkileri

Karaciğer metabolik homeostazı korumak için çalışan başlıca organdır. Karaciğer

serbest radikal üreten bileşikleri metabolize eder. Oksidatif stres ise karaciğerde

fibroza ve siroza kadar ilerleyen hastalıklara neden olur. Bu nedenle dengeyi

korumak önemlidir. Vücuttaki antioksidanları artırmanın bir yoluda antioksidan

kapasiteli bileşikleri tüketmektir (Casas-Grajales and Muriel 2015). Silibinin'in

hastalıklı karaciğer üzerinde de immünmodülatör etkileri olduğu bulunmuştur (Dixit

et al, 2007). Silibinin anti-fibrotik, antioksidan ve anti-inflamatuar özellikle sahip

olduğu için son yıllarda siroz, toksik karaciğer hasarı, kronik inflamatuar karaciğer

hastalıklarında kullanılmaya başlayan hepatoprotektör ajandır. Detoksifikasyon
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veantioksidan özelliğiyle asetaminofen, arsenik, karbon tetraklorür, fenotiyazinler,

sisplatin, doxorubisin ve Amanita phalloides toksinleri nedeniyle zehirlenmelerde

hepatoprotektif ajan olarak kullanılır (Federico et al. 2017, Surai 2015).

Silibinin/silymarin viral hepatitlerde, alkol aşırı alımlarında ve nonalkolik yağlı

karaciğer hastalığında da progresyonu durdurduğu gösterilmiştir. Bu etkileri

yaparken ki hedefleri oksidatif stres, insülin direnci, karaciğerde yağ birikimi ve

mitokondriyal disfonksiyondur (Kayaalp 2009, Federico et al. 2017, Saller et al.

2008).

Polyak et al. (2010) silymarinden elde edilen bileşiklerin etkilerini virüs kaynaklı

oksidatif stres, TNF- ’ya bağlı NF- B transkripsiyonu ve T hücre çoğalmasının

inhibisyonu gibi testlerle değerlendirdiler. İsosilibin A, taksifolin ve silibinin en

güçlü hepatoprotektörlerdi ve tüm bileşikler virüse bağlı oksidatif stresi, antiviral

etkiye sahip olup olmamasına bakılmaksızın inhibe etmişlerdi. Bu veriler silymarinin

insanlarda HCV infeksiyonu seyrini etkileyebileceğini göstermektedir (Polyak et al,

2010).

Akut lenfoblastik lösemili (ALL) çocuklarda yapılan klinik çalışmada, silibininin

ALL de kullanılan kemoterapi ajanlarının etkisini antagonize etmediği ve uzun süre

kullanımda karaciğer enzimlerini düşürebileceği gösterilmiştir (Ladas et al, 2010).

Hagag et al. (2016) ALL’li hastalarda silymarinin MTX’e bağlı hepatik ve böbrek

toksisitesi üzerine koruyucu etkilerini araştırmak için yaptıkları plasebo kontrollü

klinik çalışmada, kemoterapi süresi boyunca gruplara her MTX dozundan sonra 1

hafta süreyle silymarin veya plasebo vermişler; silymarin verilen grupta tedavi

sonrası ALT, AST ve ALP düzeylerin plasebo grubuna göre anlamlı olarak daha

düşük olduğunu göstermişlerdir.

2.4. HEPATOTOKSİSİTEDE SİTOKİNLERİN ROLÜ

Uyarılmış lenfositler, monositler, makrofajlar ile diğer bazı hücrelerde sentezlenen

ve salındıkları zaman, salındıkları hücre çevresindeki hücrelere (parakrin) veya
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salındıkları hücreler üzerine doğrudan (otokrin) etkili, çoğu 20-30 kD bir grup potent

peptid veya glikoprotein yapısındaki solübl madde “sitokin” olarak adlandırılır.

Monosit/makrofajlar tarafından salınan sitokinlere “monokin”, lenfositler tarafından

salınan sitokinlere “lenfokin”, lökositlere etki eden monokin ve lenfokinlere ise

“interlökin” denilmektedir (Bilgehan 2002).

Sitokinler antijen için spesifik değildir. Sentezlenmeleri ve hedef hücreleri

etkilemeleri için çoğunlukla bir uyarı gerektirirler. Kendi aralarında agonist ve

antagonist etkileşimler gösterebilirler. Lenfositlerin büyüme ve farklılaşmasında,

antijenlerin eliminasyonunda, hematopoetik hücrelerin gelişiminde rol alırlar.

Sitokinlerin etkileri hedef hücrelerdeki spesifik membran reseptörlerine bağlanmaları

ile başlar. Sitokinler, lenfoid hücrelerin çoğalmasını ve farklılaşmasını sağlar, bağışık

yanıtı düzenlerler. İnflamasyona katılan hücreleri aktive eder; bu hücreleri reaksiyon

yerine toplayarak orada tutar, çeşitli biyolojik etkinlikler gösterirler. Bazı hipofiz

hormonlarının sentez ve salınımına neden olur, ateş ve akut faz cevabını oluştururlar.

Bazıları antiviral etkinlik gösterir. Baş ağrısı, miyalji, ateş gibi genel infeksiyon

bulguları ve yüksek dozlarda şok, toksik, hatta öldürücü etkiler oluştururlar (Kuby

1992).

2.4.1. İnterlökin-10 (IL-10)

IL-10, sitokin sentez inhibitör faktör olarak da bilinen anti-inflamatuar bir sitokindir

ve inflamasyonu sınırlamada düzenleyici role sahiptir. IL-10 diğer önemli görevi

makrofajların T hücre aktivasyonundaki işlevini engellemek ve B lenfositlere uyarıcı

etkide bulunmaktır. Bu etkiler sonucunda T hücre aracılığıyla gelişen bağışıklık

yanıtını inhibe ederek immunsupresif etki gösterir (Abbas et al. 1994, Wang et al.

2003). IL-10, TNF- ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin üretimini inhibe eder

ve IL-1 reseptör antagonisti gibi anti-inflamatuar sitokinlerin üretimini artırır. Bu

sitokin aynı zamanda NF-kappa B aktivitesini bloke eder ve JAK-STAT sinyal

yollunun regulasyonuna da katılır (Nororiha et al, 1995). IL-10 aynı zamanda

virüslerin, alkolün ve otoimmunitenin neden olduğu karaciğer hasarına karşı da korur

(Cintra et al, 2008).
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Son yıllarda ilaca bağlı hepatotoksisitede bağışıklık sistemi dikkat çekmeye

başlamıştır. Sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen ürünleri, NO, pro-inflamatuar ve

anti-inflamatuar sitokinler ilaca bağlı hepatotoksisite patogenezinde rol

oynayabilirler. Hepatotoksik maddeler anti-inflamatuar sitokinlerin pro-inflamatuar

sitokinlere oranını değiştirebilirler. Goto et al. (2015)pro ve anti-inflamatuar yanıt

dengesinin ilaca bağlı hepatotoksisitede önemli bir faktör olduğunu, hepatotoksik

ilaçlarla muamele edilen kupffer hücrelerinde TNF- düzeyi değişmezken IL-1

düzeyinin arttığını ve IL-6, IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin baskılandığını

göstermişlerdir.

Amirshahrokhi et al.(2010) tarafından yapılan çalışmada, sıçanlarda safra kanalı

ligasyonuyla indüklenen hepatik fibrozis modelinde sitokin üretimine kaptoprilin

etkileri araştırılmış; TNF- artarken, IL-10’nun azaldığı gösterilmiş ve kaptoprilin

hepatik fibroz üzerine koruyucu etkisinin sitokinler üzerinden olduğu sonucuna

varılmıştır.

2.4.2. Tümör Nekroz Faktör-alfa (TNF- )

TNF-α, gram (-) bakterilere ve diğer infeksiyöz ajanlara karşı gelişen akut

inflamatuar yanıtın ana mediyatörüdür. Pro-inflamatuar sitokinler içinde en erken

salgılanan ve konakçı cevabındaki en güçlü mediyatördür. Sentezleyen ana hücreler

mononükleer fagositlerdir. Antijen ile uyarılmış T lenfosit, NK ve mast hücreleri

tarafından da sentezlenir. TNF-α, infeksiyon bölgesine nötrofil ve monositlerin

çekilmesinde önemli rol oynar. Düşük dozlarda lökositler ve endotelde akut

inflamasyonu indükler. Normal dozlarda inflamasyonun sistemik etkilerini düzenler.

Yüksek dozlarda septik şokun patolojik anormalliklerine neden olur (Özbal 2000).

TNF-α, aktive olmuş makrofajlar tarafından salgılanan, pro-inflamatuar, pirojen,

akut faz reaktanı olan bir sitokindir. TNF-α’nın ayrıca, apopitozisin ekstrensek ve

intrensek yolağında da başlangıç kaspazlarını aktifleştirmek suretiyle etkin olduğu

gözlenmiştir. Pro-apopitotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-α’nın antagonistleri,

anti-apopitotik etkinlik göstermektedirler (Fadeel and Orrelius 2005).
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Farklı in vivo ve in vitro çalışmalar TNF-α düzeyinin yükselmesinin hepatositlerde

apopitozu indüklediği ve farklı deney hayvanlarında hepatik hasarın patogenezinde

rol aldığını ortaya koymuştur (García-Ruiz et al.2003, Darwish et al. 2013).

Metotreksat toksisitesinin artmasıyla birlikte pro-inflamatuar sitokin olan TNF-α’nın

arttığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Aslaner ve ark, 2015). TNF-α’nınyüksek

doz metotreksat injeksiyonu yapılan ratlarda arttığı; melatonin, balanites ekstratı ve

medikal ozonun MTX toksisitesini önlediği ve karaciğer hasarı azalırken TNF-α

düzeyinin de azaldığı gösterilmiştir (Aslaner ve ark. 2015, Montasser et al. 2017).

Arı venomuda TNF-α salınımını azaltarak MTX’a bağlı hepatotoksisiteyi

azaltmaktadır (Darwish et al, 2013).

Hussain et al. (2016), 15 mg/hafta MTX ile tedavi edilen romatoid artritli hastalarda

yaptığı klinik çalışmada silibinin tedavisi ile TNF- düzeyinin düştüğünü, IL-10

düzeyinin ise anlamlı ölçüde arttığını göstermişlerdir.  Zhang et al. (2009)’da

miyokarditli sıçanlarda yaptığı çalışmada düşük doz MTX (0,1 mg/kg/gün)

uygulamasının TNF- ’yı azalttığını ve IL-10’nu artırdığını göstermişlerdir. Bu iki

çalışma gösteriyor ki düşük dozda MTX uygulaması, TNF- düzeyini

düşürmektedir.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışma projesine, Abant İzzet Baysal Üniversitesi Hayvan Araştırmaları Yerel Etik

Kurulundan onay alınmıştır (etik kurul onay tarihi:10.05.2017 ve karar no:2017/24).

Çalışma 35 adet Wistar Albino cinsi 8-10 haftalık dişi sıçan kullanılarak,19-21 oC

derece oda sıcaklığında, 50-55 nisbi nem ortamında, ad libitum su ve besleme ile

Abant İzzet Baysal Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma

merkezinde yapıldı. Çalışmanın tüm aşamaları 1983 Helsinki deklarasyonunda

bildirilen “hayvanlarda bilimsel çalışmalar için etik kurallar”auygun bir şekilde

yapıldı.

Tüm hayvanlar rastgele (randomizasyon) olarak hepsinde 7 sıçan olacak şekilde 5

gruba ayrıldı. Bu sayede, bireyler arası varyasyonun deney ve kontrol gruplarına eşit

olarak dağılması sağlanmış oldu. Kafeslerin üzerine, grupları belirtecek plakalar

yerleştirildi. Çalışmanın başlangıcında ve sonunda ağırlıklar hassas terazi ile darası

alınmış plastik bir kapta gerçekleştirildi.

3.1. DENEY PLANI

Silibinin için çözücü madde olarak dimethyl sulfoxide (DMSO) kullanıldı.

Metotreksat ve silibininin intraperitoneal (ip) enjeksiyonları arasında 1 saat süre

bırakıldı. Metotreksat tek sefer, silibinin ise 24 saat arayla 5 kez ip olarak yapıldı.

Grup 1: Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki sıçanlara hiçbir ilaç verilmedi, hiçbir uygulama yapılmadı.

Grup 2: Metotreksat grubu (MTX)

Bu gruptaki sıçanlara ilk gün 20 mg/kg’dan MTXip olarak verildi. MTX’ten 1 saat

sonra 0,5 cc DMSO ip olarak verildi. Diğer 4 gün boyunca sadece DMSO 0,5 cc ip

olarak verildi.
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Grup 3: Metotreksat ve Silibinin 25 mg/kg grubu (MTX-SLB25)

Bu gruptaki sıçanlara ilk gün 20 mg/kg’dan MTX ip olarak verildi. MTX’ ten 1 saat

sonra silibinin 25 mg/kg dozunda 0,5 cc DMSO içinde çözünmüş şekilde ip olarak

verildi.  Silibinin diğer 4 gün boyunca 25 mg/kg dozda 0,5 cc DMSO içinde

çözünmüş olarak hergün aynı saatte verildi.

Grup 4: Metotreksat ve Silibinin 50 mg/kg grubu (MTX-SLB50)

Bu gruptaki sıçanlara ilk gün 20 mg/kg’dan MTX ip olarak verildi. MTX’ten 1 saat

sonra silibinin 50 mg/kg dozunda 0,5 cc DMSO içinde çözünmüş şekilde ip olarak

verildi. Silibinin diğer 4 gün boyunca 50 mg/kg dozda 0,5 cc DMSO içinde

çözünmüş olarak hergün aynı saatte verildi

Grup 5: Metotreksat ve Silibinin 100 mg/kg grubu (MTX-SLB100)

Bu gruptaki sıçanlara ilk gün 20 mg/kg’dan MTX ip olarak verildi. MTX’ten 1 saat

sonra silibinin 100 mg/kg dozunda 0,5 cc DMSO içinde çözünmüş şekilde ip olarak

verildi.  Silibinin diğer 4 gün boyunca 100 mg/kg dozda 0,5 cc DMSO içinde

çözünmüş olarak hergün aynı saatte verildi (Tablo 1).

Tablo 1: Deney Planı

1.Gün 2.Gün 3.Gün 4.Gün 5.Gün 6.Gün

Kontrol - - - - -

Sa
kr

ifi
ka

sy
onMTX MTX-DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

MTX-SLB25 MTX-SLB25 SLB25 SLB25 SLB25 SLB25

MTX-SLB50 MTX-SLB50 SLB50 SLB50 SLB50 SLB50

MTX-SLB100 MTX-SLB100 SLB100 SLB100 SLB100 SLB100

Çalışma sonunda tüm ratlara 90 mg/kg ketamin + 10 mg/kg xylazine intramuskuler

olarak verildikten sonra kardiyak ponksiyon ile 4 ml kanları alınarak sakrifiye edildi.

Sakrifikasyonun ardından midsagital insizyon yapılarak karaciğer dokuları hızlıca

çıkartıldı. Çıkarılan karaciğer dokuları %10 formaldehit ile tespit edildi.
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Ratlardan alınan kanlar sarı kapaklı jelli biyokimya tüpüne alınarak 5-6 kez yavaşça

altüst edilerek bekletildi. Bekleyen kanlar, 20 dakikalık pıhtılaşma sürecinden sonra

santrifüj işlemine (soğutmalı, 1500g, 10 dakika) tabi tutuldu. Elde edilen serumlar

numaralandırılarak 2 adet eppondorf (ısolab centrifuge tubes 2.0 ml, flat cap-without

skirt) tüplere aktarılarak soğuk zincir kurallarına uyularak Sakarya Üniversitesi

Eğitim Araştırma Hastanesi Merkez Kampüs Biyokimya Laboratuvarına getirilerek

çalışma gününe kadar -80oC de saklandı.

Alınan karaciğerler, dokunun yaklaşık 10 katı kadar hacimdeki tamponlanmış

%10’luk formalin solüsyonuna konularak ağzı sıkıca kapatılmış kaplarda patoloji

laboratuvarına gönderildi.

3.2. İLAÇLAR

Metotreksat için METHOTREXAT “EBEWE” 50 MG/5 ml; Sandoz

Silibinin için Silibinin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),1 gr poli tüpte

Ketamin için Ketalar; Pfizer

Xylazine için Rompun; Bayer

DMSO için Merck kimyasaldan Dimethyl Sulfoxide EMPLURA kullanıldı.

3.3. TOTAL ANTİOKSİDAN KAPASİTE VE TOTAL OKSİDAN SEVİYE

Plazma analizleri, önceden aplikasyonu yapılan ve kontrol serumları çalışılan tam

otomatik Beckman Coulter marka AU 680 (Koutou-ku, Tokyo, Made In Japan)

analizörde gerçekleştirildi. Çalışmada Rel Assay Diagnostics marka kit kullanıldı.

Total oksidan seviye(TOS) ve total antioksidan kapasite(TAK) tespiti için, Erel

tarafından geliştirilen otomatik ölçüm metodu kullanılmıştır (Erel 2004, Erel 2005).

Serum TAK sonuçları mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi. TOS için H2O2

Equivalent/L birimleri kullanıldı.

Oksidatif stres indeksi (OSİ) aşağıdaki formüle göre hesaplandı.

OSİ: TOS / TAK
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OSİ (Arbitrary Unit)=TOS (mmol H2O2 Equivalent/L)/TAK (mmol Trolox
Equivalent/L).

Sonuçlar Arbitrary Units (AU) olarak ifade edildi.

3.4. TOTAL THİOL SEVİYESİ, NATİVE THİOL SEVİYESİ, DİSÜLFİD

Total thiol ve native thiol Sakarya Üniversitesi Eğitim Araştırma Hastanesi

(SÜEAH) biyokimya laboratuvarında, tam otomatik Beckman Coulter marka AU

680 (Mishima K.K, Made in Japan) otoanalizöründe çalışıldı. Rel Assay Diagnostics

marka kitlerde araştırma test parametreleri çalışıldı. Total thiol seviyesi (TTS), native

thiol seviyesi (NTS) ve disülfid mol/L olarak ifade edildi.

Disülfid aşağıdaki formüle göre hesaplandı.

Disülfid = (Total thiol seviyesi- Native thiol seviyesi)/2

Total thiol seviyesi, native thiol seviyesi ve disülfidin birbirine oranlanması ile

disülfid/native thiol (D/N), disülfid/ total thiol (D/T) ve native thiol/ total thiol (N/T)

sonuçları elde edildi. Bu sonuçlar yüzde olarak hesaplanarak birbiriyle karşılaştırıldı

(Erel ve Neselioğlu 2014).

3.5. ASİMETRİK DİMETİL ARJİNİN

Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA), SÜEAH biyokimya laboratuvarında, BioTek’s

Gen5™ ELx800 Eliza cihazı ile, Rel Assay Diagnostics marka, Rat Asymmetrical

Dimethylarginine (ADMA) ELISA Kiti ile çalışılmıştır. Sonuçları optik dansitometri

ile ifade edilmiştir.

3.6. TNF- ve IL-10

Serum analizleri, SÜEAH Mikrobiyoloji Laboratuvarında tam otomatik mikro-

ELİSA cihazında (Grifols, Triturus, İspanya) çalışılmıştır. TNF- ve IL-

10 parametreleri için ratlara özel ELİSA kitleri kullanılmıştır (Thermo Fisher
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Scientific Rat TNF alpha ve IL-10 Platinum ELISA Kiti, Austria). Mikroeliza test

prosedürü (pipetaj, inkübasyon, yıkama ve okuma işlemleri) üreticinin talimatları

doğrultusunda uygulanmış olup, Cut-off ve kalibrasyon eğrisi çıkarılarak sonuçta

TNF- ve IL-10’in serum düzeyleri kantitatif olarak ölçüldü. Sonuçlar pg/ml ile

ifade edilmiştir.

3.7. BİYOKİMYASAL BELİRTEÇLER

Sakarya Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Merkez Kampüs Biyokimya

Laboratuvarında Beckman Coulter marka AU 5800 (Koutou-ku, Tokyo, Made In

Japan) tam otomatik analizörde gerçekleştirilmiştir.

Sonuçlar ise AST, ALT, ALP, LDH’ın birimi U/L ile total bilirubin ve direkt

bilirubin mg/dL ile ve albumin ise g/dL ile ifade edilmiştir.

De Ritis oranı ise AST/ALT olarak hesaplanmıştır.

3.8. HİSTOPATOLOJİK İNCELEME

Karaciğerler %10’luk tamponlanmış formalinde fikse edildikten sonra her birinden

kesitler alınarak farklı plastik kasetler içinde otomatik doku takip cihazında %10’luk

tamponlanmış formalinde %70’lik, %80’lik, %90’lık alkol, saf alkol, ksilol ve

parafini içeren basamaklarda bekletme esasına dayalı doku takibine alındı. Takip

sonrası elde edilen dokular eriyik parafin ile bloklandı. Bloklanan dokular -4 °C de

soğutuldu ve mikrotom cihazı ile herbir bloktan 5’er mikron kalınlığında kesitler

alındı. Rutin histopatolojik inceleme için lam üzerine alınan kesitler, 30 dakika, 70°C

sıcaklıkta, etüvde deparafinize edildikten sonra; 10 dakika ksilolde bekletildi,

otomatik boyama ve kapama cihazında Hemotoksilen-Eozin boyaması otomatik

prosedür ile yapıldı. Histopatolojik incelemede her olgu patoloji uzmanı tarafından

ışık mikroskobunda, dahil olduğu çalışma grubu bilinmeksizin incelendi. Hepatik

hasarı değerlendirmek üzere her olgu sinüzoidal dilatasyon, inflamatuar hücre

infiltrasyonu, hepatosellüler vakuolizasyon ve nekroz varlığı açısından “yok” (-
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),“hafif” (+), “orta” (++) ve “ağır” (+++) olmak üzere skorlandı. Toplam skor her

olgu için ayrıca hesaplandı.

3.9. İSTATİSTİK

Bütün istatistiksel yöntemler, “SPSS versiyon 22.0” istatistiksel paket programı

kullanılarak yapıldı. Sayısal değişkenlere ait verilerin normal dağılımı Shapiro-Wilk

ile değerlendirildi. Normalite testinin sonuçlarına göre parametrik veya non

parametrik testler uygulandı. Dağılımı normal olanlara one-way ANOVA, dağılımı

normal olmayanlara Kruskal-Wallis uygulandı.Çoklu karşılaştırma testi olarak

normal dağılan değişkenlerde varyanslar homojen ise Post Hoc testlerden Tukey

HSD, varyanslar homojen değil ise Dunnett T3 kullanıldı. İki grubun

karşılaştırılmasında normal dağılıma uymayan değişkenlerde ise Mann-Whitney U

analizi yapıldı. Deney öncesi ve sonrası vücut ağırlığı düzeyleri iki yönlü tekrarlı

ölçümler (tek faktör tekrarlı) varyans analizi ile karşılaştırıldı. Tanımlayıcı olarak

ortalama±standart sapma ve ortanca (minumum-maksimum) değerleri verildi. Tüm

analizlerde p<0,05 anlamlılık düzeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Çalışmaya 5 grup ve toplam 35 denek ile başlandı. Çalışma boyunca 4 adet denek

öldüğü için çalışma dışında kaldı. MTX-SLB100 grubundan bir denek deneyin 4.

günü, MTX grubundan bir denek deneyin 5.günü ve MTX-SLB100 grubundan bir

denek daha ve MTX-SLB25 grubundan bir denek deneyin 6.gününde öldü. MTX

grubunda 6 denek, MTX-SLB25 grubunda 6, MTX-SLB100 grubunda 5 adet denek

kaldı.

4.1. DENEKLERİN AĞIRLIK DEĞİŞİKLİKLERİ

Deneklerin çalışma başlangıcındaki ortalama ağırlıkları arasında istatistiksel anlamlı

fark yoktu. Deney sonunda ağırlıkları karşılaştırıldığında MTX-SLB25, MTX-

SLB50, MTX-SLB100 grupları ile kontrol grubu arasında anlamlı fark vardı

(Tablo3). Kontrol grubunun ilk ve son tartıları karşılaştırıldığında anlamlı artış

saptanırken MTX grubunda bu değişiklik izlenmedi (P:0,218). Yine silibinin verilen

grupların ilk ve son tartıları karşılaştırıldığında tartılarında anlamlı düşüş olduğu

görüldü (Tablo 2).

Tablo 2: Deneklerin çalışma öncesi ve sonrası ağırlıklarının karşılaştırılması
(Ortalama±SS)

Gruplar Çalışma öncesi ağırlık(g) Çalışma sonrası ağırlık(g) P

Kontrol 203,7±24,5 214±19,4 0,005a

MTX 200±21,6 185±20,1 0,218

MTX-SLB25 202±18,8 168±19,6 0,000a

MTX-SLB50 207±19,1 176±19,5 0,000a

MTX-SLB100 200±17 175±14,2 0,002a

(a): Çalışma öncesi ile sonrası ağırlıkları karşılaştırmasındaanlamlı farklılık, p<0,05
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Çalışma öncesinde sağlıklı olan deneklerin MTX verildikten sonra ishal oldukları

gözlemlendi. Kontrol grubunda ishal gözlemlenmedi. Özellikle silibininin 100 mg/kg

verilen gruptaki ishal şiddeti fazlaydı. Bu gruptan 2 adet denek çalışmanın son

gününe gelmeden öldü. Deney gruplarındaki kilo kaybı deney hayvanlarında görülen

ishalle ilişkiliydi.

4.2. OKSİDATİF STRES PARAMETRELERİ

Total oksidan seviye ölçümünde 31 numuneden 3’ü kit yanlış sonuç verdiği için

çalışma dışı bırakılmıştır.

Tablo 3: Deneklerin çalışma sonrası ağırlıklarının karşılaştırılması (Ortalama±SS)

Kontrol MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100

Çalışma

sonrası

ağırlık(g)

214±19,4 185±20,1 168±19,6a 176±19,5a 175±14,2a

(a): Çalışma sonrası ağırlıklarında kontrol grubuna göre anlamlı farklılık, p<0,05

Tablo 4: Serum TAK, TOS, OSİ ve ADMA değerlerinin karşılaştırılması

(Ortalama±SS ve ortanca(min-max))

Kontrol MTX MTX+SLB25 MTX+SLB50 MTX+SLB100
TAK 1,37±0,04 0,88±0,14 0,9±0,3 1,02±0,27 0,97±0,39

1,38(1,32-
1,43) 0,86(0,68-1,09)a 0,78(0,69-1,48)a 0,93(0,78-1,59) 0,82(0,72-1,66)

TOS 6,7±6,04 11,7±10,3 37,2±44,60 48,5±76,64 39,9±63,6

4,6(1,7-18,7) 10,3(1,1-28,6) 5,01(3,06-181,2) 5,01(3,06-181,19) 13,9(1,8-151,74)

OSİ 4,9±4,3 13,7±12,3 34,1±34,7 36,2±48 30,9±37,3
3,34(1,29-
13,4) 11,07(1,26-34,4) 15,1(8,3-85,11) 6,42(3,52-113,9) 17,16(2,21-91,4)

ADMA 0,097±0,017 0,086±0,002 0,096±0,008 0,085±0,003 0,093±0,004
0,089(0,083-
0,13)

0,086(0,083-
0,089)

0,098(0,081-
0,106)

0,085(0,080-
0,089) 0,094(0,86-0,96)

(a): Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık (p<0,05)

TAK: Total antioksidan kapasite, TOS: Total oksidan seviye, OSİ: Oksidatif stres

indeksi, ADMA: Asimetrik dimetil arginin



33

Gruplardaki TOS, OSİ, ADMA düzeyinin gruplar arası karşılaştırılmasında istatiksel

anlamlı fark yoktu. MTX maruziyeti ve de silibinin tedavisinin TOS, OSİ ve ADMA

üzerine etkisi gözlenmedi. Ancak TAK düzeyleri MTX verilen grup ve MTX-SLB25

grubunda kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azalma gözlendi. Aynı azalma

MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarında saptanmadı. Yani azalmış olan TAK

düzeyi silibinin 50-100 mg/kg dozlarda verildiğinde artmakla birlikte, MTX grubu

ve kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı fark oluşturacak düzeyde değildi (Tablo

4).

Total thiol seviyesi beklendiği şekilde MTX grubunda kontrol grubuna göre anlamlı

düzeyde düşüktü. Diğer tüm grupların kontrol grubu ile ve kendi aralarında

karşılaştırılmasında fark yoktu. Silibinin verilen gruplarda total thiol düzeyinin arttığı

gözlendi. Ancak bu artış MTX grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı değildi. Native

thiol düzeylerinde de total thiol düzeylerine benzer bir etki gözlendi (Tablo 5).

Tablo 5: Serum TTS, NTS, disülfid, D/N, D/T, N/T değerlerinin karşılaştırılması

(Ortalama±SS ve ortanca(min-max))

Kontrol MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100

TTS 2189,3±193,3 1259±309,7 1549,8±1320 1948,6±1355,1 1685,2±1600
2167,7(1926-
2542) 1350(669-1535)a 1008(651-4127) 1372(1096-4957) 1026(634-4521)

NTS 884±171 311±93 892±1233 1005±1622 955±1494

814(699-1195) 294(199-449)a 311(43-3257) 341(143-4653) 280(198-3626)

Disülfid 651±24,1 473,5±127,4 328,6±89,1 471,2±153,9 364,6±108,2

645(613-676,5) 492,7(235-589,5) 313(223,5-435)a 486,5(152-651)a 414(177-447)a

D/N(%) 75±12 156±48 190±264 148±106 105±75

81(56-88) 147(108-242) 86(13-706) 151(3-330) 100(12-209)

D/T(%) 29±2 37±2 28±14 31±13 29±12

30(26-31) 37(34-41)a 31(10-46) 37(3-43) 33(9-40)

N/T(%) 40±4 25±5 41±28 35±27 40±23
38(36-47) 25(17-32)a 36(6,6-79) 25(13-94) 33(19-80)

(a): Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık (p<0,05)

TTS: Total thiol seviyesi, NTS: Native thiol seviyesi, D/N: Disülfid/Native thiol

oranı, D/T: Disülfid/Total thiol oranı, N/T: Native/Total thiol oranı
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Disülfid değerleri MTX-SLB25, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarında kontrol

grubuna göre anlamlı düzeyde düşüktü. MTX grubu ile kontrol grubu arasında fark

yoktu. Disülfid/native thiol değerleri açısından gruplar arasında anlamlı fark

saptanmadı.

Disülfid/total thiol değerleri ise MTX grubunda kontrol grubuna göre anlamlı

düzeyde yüksekti. Bu anlamlı yüksekliğin silibinin tedavisi verilen gruplarda

olmadığı görüldü.

Native thiol/total thiol değerlerinin karşılaştırmasında, TTS ve NTS’de gözlendiği

şekilde anlamlı fark saptandı (Tablo 5).

4.3. TNF- VE IL-10

Tablo 6’da gösterildiği gibi ne MTX maruziyeti ne de silibinin tedavisi TNF- ve

IL-10 düzeylerini etkilemektedir.

Tablo 6: Serum TNF- ve IL-10 düzeylerinin karşılaştırılması(Ortalama±SS ve
ortanca(min-max))

Kontrol MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100

TNF-
(pq/ml)

23,16±3,80 22,35±2,42 25,35±6,62 23,59±2,63 29,62 ± 6,07

23,02(16-27) 22(19-25) 24,5(16-35) 24(20-27) 31(22-37)
IL-10

(pg/ml)
128±63 160±81 289±174 113±57 235±170

114(62-250) 131(65-296) 255(114-584) 124(37-204) 195(47-497)
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4.4. BİYOKİMYASAL PARAMETRELER

AST, total bilirubin ve direkt bilirubin testleri gruplar arası karşılaştırmalarında

istatistiksel anlamlı fark saptanmadı. Ancak ALT ve ALP düzeyleri MTX alan

gruplarda belirgin şekilde düşüktü (P<0,05). Benzer bir sonuç LDH düzeylerinde de

gözlendi. MTX, MTX-SLB25 ve MTX-SLB100 verilen gruplarda LDH seviyeleri

kontrol grubuna göre anlamlı derecede düşük saptandı. Fakat MTX-SLB50 grubunda

farklılık yoktu. De Ritis oranı(AST/ALT), MTX ve silibinin verilen tüm gruplarda

kontrol grubuna göre anlamlı seviyede yüksekti. Albumin düzeyleri de MTX ve

silibinin verilen grupların hepsinde kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede

düşüktü (Tablo 7).

Tablo 7: Serum AST, ALT, AST/ALT, ALP, LDH, T.bil, D.bil, albumin değerlerinin

karşılaştırılması (Ortalama±SS ve ortanca(min-max))

KONTROL MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100
AST 137,9±15,4 114,8±29,1 101±30,7 116±27,8 125,6±76,9
(U/L) 131(125-167) 103(100-174) 101,5(62-149) 123(76-146) 97(76-262)
ALT 67,5±10,2 28±3,9 26,3± 8,8 33,9± 9,8 30,6±19,4
(U/L) 67,5(51,8-80,8) 29,6(22,8-31,5) a 25,5(16,8-36,1) a 35,1(20,5-42,5) a 22,2(19-65,1) a

AST/ 2,0±0,52 4,0±0,88 3,9±0,91 3,4±0,39 4,1±0,78
ALT 1,9(1,6-3,2) 4,0(3,2-5,5)a 3,8(2,9-5,5)a 3,3(2,9-4,2)a 4,6(2,9-4,7)a

ALP 242,29±47,4 69,67±71,5 55±13,2 38±17,5 49,4± 31,8
(U/L) 227(173-310) 37(32-214) a 58(36-72) a 37,5(19-69) a 34(32-106) a

LDH 843±198 416±152 280±167 569±284 331±352
(U/L) 903(543-1054) 434,5(243-666) a 231,5(114-553) a 648,5(228-893) 216(86-947) a

T.Bil 0,16±0,01 0,13±0,03 0,15±0,05 0,16±0,09 0,17±0,06
(mg/dL) 0,17(0,15-0,18) 0,13(0,09-0,17) 0,13(0,12-0,24) 0,15(0,03-0,28) 0,21(0,1-0,23)
D.Bil 0,027±0,01 0,026±0,01 0,036±0,02 0,022±0,01 0,046±0,02
(mg/dL) 0,02(0,02-0,04) 0,025(0,02-0,04) 0,035(0,01-0,08) 0,02(0,01-0,03) 0,05(0,03-0,07)
Albumin 3,15±0,1 2,17±0,3 2,09±0,4 2,46±0,2 2,32±0,3
(g/dL) 3,13(3,05-3,24) 2,26(1,72-2,53) a 2,01(1,67-2,7) a 2,38(2,2-2,72) a 2,21(1,98-2,65) a

(a): Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık (P<0,05)
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4.5. HİSTOPATOLOJİK DEĞERLENDİRME

Kontrol grubunda yer alan sıçanların karaciğerinde bu organa özgü histolojik yapılar

dışında herhangi bir bulguya rastlanmadı (Resim 1).

MTX grubundaki sıçanların karaciğerlerinde kontrol grubuna kıyasla inflamasyon

şiddetinde belirgin bir artış olduğu saptanmıştır.

Bu çalışmada MTX uygulamasına bağlı hepatositlerde sinuzoidal dilatasyon,

inflamatuar hücre infiltrasyonu, hepatoselüler vakuolizasyon ve fokal nekroz alanları

gözlemlendi (Resim 2, 3). Özellikle MTX-SLB50 grubunda bu inflamasyonun

gerilediği gözlemlendi. Sinüzoidal dilatasyon MTX, MTX-SLB25, MTX-SLB50,

MTX-SLB100 tedavisi verilen tüm gruplarda kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde

yüksekti (Tablo 8).

İnflamatuar hücre infiltrasyonu MTX ve MTX-SLB25 gruplarında kontrol grubuna

göre anlamlı düzeyde yüksekti. MTX-SLB50 grubunun inflamatuar hücre

infiltrasyonu, hem MTX hem de MTX-SLB25 grubuna göre anlamlı seviyede

düşüktü ve de kontrol grubuyla aralarında fark yoktu.

Tablo 8: Sinuzoidal dilatasyon (SD), inflamatuar hücre infiltrasyonu (İHİ),
hepatoselülervakuolizasyon (HV), nekroz ve toplam skorun karşılaştırılması
(Ortanca(min-max))

Kontrol MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100

SD 0(0-0) 2(1-2)a 1,5(1-2)a 1(1-2)a 1(1-2)a

İHİ 0(0-0) 1(0-1)a 1(0-2)a 0(0-0)b,c 0(0-1)
HV 0(0-0) 1(0-1)a 1(1-1)a 1(1-1)a 1(1-2)a

Nekroz 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-0) 0(0-1)
Toplam 0(0-0) 4(3-4)a 3(2-6)a 2(2-3)a,b 3(2-4)a

(a): Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık, (b): MTX grubuna grubuna göre
anlamlı farklılık, (c): MTX-SLB25 grubuna göre anlamlı farklılık (P<0,05)
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Hepatoselüler vakuolizasyon MTX, MTX-SLB25, MTX-SLB50, MTX-SLB100

gruplarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı düzeyde yüksek saptandı.

Kontrol grubu ve MTX-SLB50 grubu dışındaki tüm gruplarda nekroz alanları

görülmekle birlikte anlamlı farklılık yoktu.

Denek grupların karaciğerlerinin histopatolojik incelemesinin toplam skoru MTX,

MTX-SLB25, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarında kontrol grubuna göre

istatistiksel olarak anlamlı farklıydı. MTX-SLB50, MTX grubuna göre toplam skoru

daha düşüktü ve istatistiksel olarak anlamlıydı (Tablo 8).

Resim 1: Santral ven ve portal alanlar arasında kordonlar ve trabeküller halinde
organize olmuş hepatositlerden oluşan doğal lobüler yapıda karaciğer dokusu
(Hematoksilen-Eozin X 100)
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Resim 2: Karaciğer dokusunda portal alanda mononükleer inflamatuar infiltrasyon
ve belirgin sinüzoidal dilatasyon (Hematoksilen-Eozin X 200)

Resim 3: Karaciğer dokusunun parankiminde nekroz alanı ve belirgin sinüzoidal
dilatasyon (Hematoksilen-Eozin X400)
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Deneklerin TAK, TOS, OSİ, ADMA, total thiol seviyesi (TTS), native thiol seviyesi

(NTS), disülfid, TNF-α, IL-10, AST, ALT, ALP, LDH, total bilirubin, direkt

bilirubin, albümin sonuçları tablo 9, 10, 11, 12, 13’de verilmiştir. Deneklerin

histopatolojik skorlama sonuçları ise tablo13’de gösterilmiştir.
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5. TARTIŞMA

Bu çalışma, MTX ile oluşturulan hepatotoksisitedeki oksidatif stresin ve sitokinlerin

rolünü araştırmak; antioksidan ve hepatoprotektif bir ajan olan silibininin potansiyel

koruyucu etkilerini doz bağımlı olarak değerlendirmek üzere tasarlandı. Yüksek doz

MTX ile hepatotoksisite oluşturulan deneklerde, antioksidan savunma sistemi ve

oksidatif stres parametreleri, sitokinler, ADMA, karaciğer hasarını gösterecek

biyokimyasal parametrelerin ölçülmesi ve histopatolojik olarak karaciğerin

incelenmesi ile karakterize edildi.

Metotreksatın karaciğer toksisite potansiyeli bu ilacı kullanan hekimler için hala

endişe kaynağıdır. Silibinin ise MTX tedavisinin önemli ve doz sınırlayıcı bir yan

etkisi olan karaciğer hasarının önlenmesinde potansiyel tedavi edici bir ajan olarak

görülmektedir (Hagag et al, 2016).

Çalışmamızda; MTX ile birlikte silibinin verilen tüm grupların ortalama vücut

ağırlıkları tedavi öncesine ve kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde düşük bulundu.

Bu durumun belirtilen gruplarda MTX infüzyonu sonrasında gözlenen ishalle ilişkili

olabileceği, bunun da MTX’e bağlı gastrointestinal sistem toksisitesi ile

açıklanabileceği düşünüldü. Zira MTX’in gastrointestinal sistem boyunca hızlı

bölünen epitel hücrelerine hasar verdiği ve mukozite neden olduğu bilinmektedir

(Howard et al, 2016). Ancak yalnız MTX alan grupta tartı azalması olmasına rağmen

MTX-SLB gruplarındaki gibi anlamlı düzeyde değildi. Silibinin alan gruplarda tartı

kaybının daha fazla olması, tartı kaybında silibinin de etkisi olduğunu

düşündürmektedir. Flaig et al. (2010) tarafından yapılan çalışmada yüksek doz oral

silibinin verdikleri hastalarda yan etki olarak diyare geliştiği bildirilmektedir. Tartı

azalmasında ishalin yanı sıra MTX verilen ve hepatotoksisite gelişen ratlarda iştah

azalmasınında etkili olabileceği düşünülmektedir.

Yaptığımız çalışma ile öngörümüz; MTX etkisi ile azalan TAK, artan TOS ve OSİ

değerlerinin antioksidan özelliği olduğu bilinen silibinin tedavisi ile düzeltilmesiydi.

MTX’in TAK ve TOS üzerine etkilerini inceleyen çalışmalarda farklı sonuçlar
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bildirilmiştir. Akbulut ve ark. (2014), 20 mg/kg MTX verilen sıçanlara amifostin,

askorbik asit ve N-asetilsistein gibi antioksidan maddeler vererek biyokimyasal

parametreleri ve karaciğer histopatolojilerini değerlendirmişlerdir. TAK

düzeylerinde diğer gruplar ve kontrol grubu arasında farklılık saptanmazken, TOS

düzeyinin MTX verilen tüm gruplarda kontrol grubuna göre arttığı gözlenmiştir. Şen

ve ark. (2014)’nın sıçanlarda MTX’in indüklediği oksidatif akciğer hasarını

inceledikleri çalışmada, 20 mg/kg tek doz MTX verilen deneklerde hem dokuda hem

de serumda TAK düzeyinin azaldığı TOS ve OSİ düzeylerinin arttığı bildirilmiştir.

Bu çalışmada antioksidan olarak verilen karvakrol ve nar ekstratının TAK

düzeylerini artırdığı ve OSİ azalttığı gözlenmiştir. Bizim çalışmamızda da sadece

MTX verilen grupta ve MTX-SLB25 grubunda TAK düzeyinde kontrol grubuna

göre azalma gözlenirken, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarında fark izlenmedi.

Bu durum silibininin 50-100 mg/kg/gün dozunda antioksidan kapasiteyi kısmen

artırdığı şeklinde yorumlanabilir. Ancak TOS ve OSİ değerleri açısından MTX ve

MTX-SLB gruplarında kontrol grubuna göre fark izlenmedi.

Multipl organ yetmezliğinde, inflamasyonda ve oksidatif stres durumlarında ADMA

düzeyleri artar (Nijveldt et al, 2003). Artan TNF- düzeylerinin de ADMA’yı

artırdığı gösterilmiştir (Ito et al, 1999). Karaciğer ortamdaki ADMA düzeyinin en

önemli belirleyicisidir ve karaciğer yetmezliğinde düzeyleri artar (Wilcken et al,

2007). Ancak çalışmamızda gruplar arasında TNF- düzeylerinde olduğu gibi

ADMA düzeyleri arasında da fark izlenmedi.

Silibininin antioksidan etkisini gösteren başka bir bulgu da thioller ile ilgili

bulduğumuz sonuçlardır. Sadece MTX verilen grupta total thiol, native thiol ve

native/total thiol düzeyi azalırken, disüfid/total thiol düzeyi artmıştır. Bu değişikliğin

silibinin alan gruplarda izlenmemesi, MTX’e bağlı oluşan oksidan stresin (özellikle

disülfid/total thiol oranının artışı) silibinin ile azalması şeklinde yorumlandı. Ayrıca

MTX-SLB gruplarında disülfid düzeyinin kontrol grubuna göre azalmış olması da bu

yorumu desteklemektedir. Thioller yeni geliştirilen bir oksidatif stres markeri

olduğundan literatürde MTX’in thioller üzerine etkisini gösteren bir çalışmaya

rastlanmamıştır. Bizim çalışmamız MTX ve thioller ile ilgili ilk olma niteliğindedir.
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Önceki çalışmalar, yüksek doz MTX’in oksidatif stresi artırarak, SOR’da ve pro-

inflamatuar sitokinlerde artışa neden olduğunu göstermişlerdir (Dalaklioglu ve ark.

2013, Aslaner ve ark. 2015). MTX farmakolojik dozlarda pro-inflamatuar sitokinleri

ve TNF- ’yı baskılarken, yüksek dozlarda pro-inflamatuar sitokin salınımına ve

TNF- düzeyinin artmasına sebep olur.MTX’in otoimmün myokardit oluşturulmuş

sıçanlarda düşük dozda (0,1 mg/kg/doz) ve uzun süre kullanıldığı bir çalışmada

TNF- ve IL-6 seviyelerinin düştüğü ve IL-10 seviyesinin arttığı gözlenmiştir

(Zhang et al, 2009). Sıçanlara 20mg/kg dozunda verilen MTX’in SOR ve TNF-

düzeyini artırdığı bildirilmektedir (Kurt ve ark, 2015). Ancak çalışmamızda yüksek

doz MTX verilmesi ile pro-inflamatuar sitokin olan TNF- ve anti-inflamatuar

sitokin olan IL-10’un serum seviyeleri kontrol grubuna göre anlamlı değişiklik

göstermemiştir.

Silibininin anti-inflamatuar etkisini gösteren çok sayıda çalışma vardır. Osteoartrit

modeli oluşturulan sıçanlarda silymarin, selekoksib ve selekoksib+silymarin

kombinasyonu tedavilerinin etkinliklerinin değerlendirildiği çalışmada silymarinin

de TNF- ve SOR’u anlamlı düzeyde azalttığı gösterilmiştir (Ashkavand et al,

2014). Hussain et al. (2016) düşük doz MTX kullanan romatoid artritli hastalarda

silibinin ve plaseboyu karşılaştırmışlar; silibinin kullanan grupta plaseboya göre

anlamlı derecede daha düşük TNF- ve daha yüksek IL-10 düzeyleri saptamışlardır.

Schümann et al. (2003) ise T hücreye bağlı hepatit oluşturulan fare modelinde

silibininin, intrahepatik IL-10 sentezini artırdığını; TNF- , IFN- , IL-4 ve IL-2’yi

inhibe ederek karaciğer hasarını önemli ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. Yukarıdaki

çalışma modelleri, silibinin doz ve süreleri bizim çalışmamızdan farklı olsa da

silibininin TNF- ve IL-10 üzerinde etkili olduğunu göstermektedir. Çalışmamızda

ise MTX grubunda olduğu gibi farklı dozlarda silibinin alan gruplarda da TNF- ve

IL-10 düzeyleri açısından kontrol grubuna göre fark gözlenmedi.

Ladas et al.(2010)’ın ALL nedeniyle idame tedavisi sırasında MTX kullanan ve

grade 2 karaciğer toksisitesi gelişen (AST, ALT veya total bilirubin düzeylerinde

artış olan) çocuklarda yaptıkları çalışmada iki ayrı gruba 28 gün süreyle 5.1

mg/kg/gün’den oral silibinin (siliphos) ve plasebo verildiği belirtilmiş; 28. günde

gruplar arasında fark gözlenmezken, 56. günde silibinin grubunda plasebo grubuna
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göre daha düşük AST değerlerinin olduğu rapor edilmiştir. Bu çalışmaya her ne

kadar düşük doz ve uzun süreli MTX alan hastalar dahil edilmiş ve silibinin de uzun

süreli kullanılmışsa da bizim çalışmamızla benzer şekilde hastalara toksisite

geliştikten sonra silibinin verilmiştir.

Yukarıdaki çalışmanın farklı versiyonu Hagag et al. (2016) tarafından

gerçekleştirilmiştir. ALL’li çocuklara kemoterapi boyunca her MTX (indüksiyonda 5

gr/m2, konsolidasyonda 1 gr/m2 ve idamede 20 mg/m2) verilmesini takiben bir hafta

süreyle oral silymarin veya plasebo verilmiş; silymarin alan grupta ALT, AST ve

ALP düzeylerinin plasebo grubuna göre anlamlı olarak daha düşük seyrettiği

gösterilmiştir. Bu çalışmanın en önemli özelliği Ladas et al. (2010) yaptığı çalışma

gibi silymarinin uzun süreli kullanımıdır.

Ghaffari et al. (2011) MTX uygulanan sıçanlarda silymarinin etkisini araştırmak için

yaptıkları çalışmada, tek doz MTX (100 mcg/kg, ip) ve silymarin (600 mg/kg, oral)

vermişlerdir. Uygulamadan 15, 30 ve 45 gün sonra yapılan değerlendirmelerde

serum AST, ALT, ALP, albumin, total ve direkt bilirubin düzeyleri silymarin verilen

grupta, MTX grubuna göre belirgin derecede düşük saptanmıştır. Bu çalışmada

bizimkinden farklı olarak MTX çok daha düşük dozlarda kullanılmış, silymarin ise

oral olmakla birlikte çok yüksek dozda verilmiştir. Ayrıca en erken değerlendirmenin

15. günde yapılması ile de bizim çalışmamızdan farklılık arzetmektedir.

Başlangıçta çalışmayı planladığımız sıradaki öngörümüz MTX verilen deneklerde

karaciğer fonksiyon testlerinin (AST, ALT, ALP ve bilirubinler) artması şeklinde idi.

Ancak çalışma sonrasında elde ettiğimiz değerlerde paradoksal olarak AST ve

bilirubin değerlerinde değişiklik olmazken ALT ve ALP değerleri MTX verilen tüm

gruplarda kontrol grubuna göre daha düşük düzeylerde saptandı. Bu konuda

literatürde farklı sonuçlar bildirilmektedir. Dalaklıoğlu ve ark. (2013) sıçanlara üç

gün boyunca 7 mg/kg/gün dozda uyguladıkları MTX’in serum AST, ALT ve ALP

düzeylerini anlamlı derecede artırdığını göstermişlerdir. Akbulut ve ark. (2014) ise

20 mg/kg MTX’in sıçanlarda AST ve ALP düzeylerini belirgin şekilde düşürürken

ALT düzeyini artırdığını rapor etmişlerdir. Her iki çalışmada da koruyucu olarak

kullanılan antioksidan ajanların (resveratrol, amifostin, N-asetilsistein, askorbik asit)
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bu parametrelerde kısmen düzelme sağladığı bildirilmiştir. Biz silibininin her üç

dozuyla da ALT, AST ve bilirubin düzeylerinde değişiklik gözlemlemedik. Masif

hepatik nekroz varlığında karaciğer enzim düzeylerinde düşme gözlenebilmektedir

(Özen ve ark, 2012). Biz de histopatolojik değerlendirme sırasında nekroz

görmemize rağmen masif düzeyde değildi.

Kalemci ve ark. (2015) sıçanlarda MTX’e bağlı akciğer hasarı üzerine silibininin

etkisini inceledikleri çalışmada, 10 mg/kg/dozda 3 gün süreyle verilen MTX’in ALT,

AST düzeylerini artırdığını; MTX ile beraber 100 mg/kg silibinin verilen sıçanlarda

ise bu artışın önlendiğini göstermişlerdir. Ancak bu çalışmada silibinin yedisi

MTX’ten önce olmak üzere 10 gün süreyle verilmiş ve silibininin bu etkisi

antioksidan enzim düzeylerini artırmasına bağlanmıştır. Çalışmamızla aynı silibinin

preparatının kullanıldığı bu çalışmanın en önemli farkı silibininin, MTX verilmeden

önce ve daha uzun süre ile verilmesidir. Bu da silibininin hücreleri hasara uğramadan

ve toksik etki oluşmadan önce toksik maddelere karşı daha dirençli hale getirdiğini

düşündürmektedir. Bizim çalışmayı bu şekilde planlamamızın en önemli nedeni

yüksek doz MTX’in malignitelerde kullanılıyor olmasıdır. Bu tedavilerde MTX

malign hücre içine girerek etki etmekte ve MTX toksisitesini önlemek için kullanılan

lökoverin gibi ilaçların MTX etkisini gösterdikten sonra verilmesi önerilmektedir.

AST hem hepatosit sitoplazmasında hem de mitokondride bulunur. Ayrıca ALT

karaciğere özgü iken AST diğer dokularda da bulunabilir (Guyton and Hall 2001).

Farklı hastalıklarda ALT ve AST’nin etkilenmesi de farklı olabilmektedir. De Ritis

oranının (AST/ALT) alkolik karaciğer hastalığı ve kronik karaciğer hastalığında

yüksek iken, kronik viral hepatitlerde düşük olduğu belirtilmektedir (Botros and

Sikaris 2013). Bununla birlikte AST ve ALT düzeylerinin her zaman histopatoloji ile

korele olmadığını akılda tutmak gerekir (Khattab et al. 2015, Özen ve ark. 2012).

Çalışmamızda her ne kadar serum AST düzeylerinde değişiklik olmasa da ALT

düzeylerinin MTX verilen tüm gruplarda kontrol grubuna göre düşük (dolayısı ile De

Ritis oranının yüksek) saptanmasının ileri derecede karaciğer hasarı ile ilişkili olduğu

düşünülebilir. Ancak histopatolojik değerlendirmelerimizde ileri derecede hasar

(nekroz ve inflamasyon) gözlememiş olmamız bu açıklama ile paradoks

oluşturmaktadır.
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Albumin, karaciğer tarafından sentezlenen en önemli proteindir ve hepatik

fonksiyonun yararlı bir göstergesidir. Fakat asiti olan hastalarda dağılım hacminin

geniş olmasından dolayı veya nefrotik sendrom gibi böbrekten kayıp olduğu

durumlarda da serum düzeyi düşebilmektedir (Thapa and Walia 2007). Bizim

çalışmamızda albumin MTX, MTX-SLB25, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100

gruplarında kontrol grubuna göre düşük seviyede idi. Albumin gibi yarılanma ömrü

uzun olan bileşenin 6 gün içerisinde anlamlı ölçüde azalmasını karaciğerin bozulan

sentez fonksiyonuna bağlamak mümkün gözükmemektedir. Ancak MTX’in

nefrotoksik etkileri de göz önünde bulundurulacak olursa albumin düşüklüğüne renal

kayıpların yol açtığı düşünülebilir (Özen 2012, Wiczer et al. 2016). Biz

çalışmamızda nefrotoksisiteyi değerlendirmediğimiz için kesin bir yorumda

bulunmak doğru olmayacaktır. Bunların yanı sıra albuminin bir antioksidan olarak

oksidatif stres sırasında koruyucu rol aldığı bilinmektedir. Hatta sepsisli hastalarda

albumin desteğinin ekstraselüler thiol düzeyini artıracağı bildirilmektedir (Sitar ME

et al. 2013, Quinlan GJ et al. 2005). Biz albumin düzeyindeki en fazla düşüşü

TAK'nın en çok azaldığı grup olan MTX ve MTX-SLB25 grubunda olduğunu

gözledik. Bütün bunlar birlikte değerlendirildiğinde albumin düzeyindeki azalmada

en büyük rolün, oksidatif stres karşısında albuminin tamponlayıcı etkisine ait

olduğunu göstermektedir.

Çalışmamızda MTX verilen sıçanların karaciğer histopatolojik incelemelerinde

sinüzoidal dilatasyon, inflamatuar hücre infiltrasyonu, hepatoselüler vakuolizasyon

ve yer yer nekroz alanları görülmesi MTX’in hepatotoksik etkisini göstermektedir.

Özellikle inflamatuar hücre infiltrasyonun MTX grubunda artmış ve MTX-SLB50

grubunda düzelme olduğu gözlenmiştir. MTX verilen gruplarda total histolojik skor

anlamlı düzeyde artarken MTX-SLB50 grubunda MTX grubuna göre anlamlı

düzelme olduğu fakat MTX-SLB25 ve MTX-SLB100 gruplarında bu farklılığın

olmadığı izlenmiştir. MTX-SLB100 grubunda MTX-SLB50 grubuna benzer etkinin

gözlenmemesi silibinin dozunun artırılmasıyla anti-inflamatuar etkisinin artmadığı

şeklinde yorumlanabilir. Bu sonuçlar MTX’e bağlı karaciğer hasarının antioksidan

maddelerle önlenebildiğini histopatolojik olarak gösteren diğer çalışmalar ile

uyumludur (Akbulut ve ark. 2014). Ghaffari ve ark. (2011) MTX’in indüklediği

karaciğer fibrozisini silymarinin azaltabileceğini bildirmişlerdir.
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6. SONUÇLAR

1. MTX-SLB gruplarındaki deneklerin ağırlıklarında çalışma öncesine göre ve

kontrol grubuna göre düşme izlendi. MTX deneklerde tartı kaybına neden

olmakta, silibinin ise tartı kaybını anlamlı düzeye çıkaracak şekilde

artırmaktadır.

2. MTX deneklerde TOS ve OSİ düzeylerini etkilemeksizin TAK’ı

azaltmaktadır. MTX-SLB alan deneklerde TAK’ın azalmaması silibininin

denekleri oksidatif stresten koruduğunu göstermektedir.

3. MTX’in oluşturduğu karaciğer hasarında ve silibininin hepatoprotektif

etkisinde ADMA’nın rolü saptanamamıştır.

4. MTX oksidatif stresi indükleyerek TTS, NTS ve native/total thiol oranını

azaltıp, disüfid/total thiol oranını artırmaktadır. Buna karşılık silibinin,

disülfid düzeylerini azaltarak oksidatif stresi önlemektedir.

5. MTX ve silibinin etki mekanizmasında TNF- ve IL-10’un rolü

gösterilememiştir.

6. Hepatotoksisite oluşturmak için verilen MTX (20 mg/kg, ip), uygulamadan5

gün sonra yapılan tetkiklerde AST ve bilirubin düzeylerini etkilemezken

öngörümüzün aksine ALT düzeylerini düşürmüştür. Bu değişiklik üzerine

silibininin bir etkisi gözlenmemiştir.

7. Albumin düzeylerinin bu kadar kısa sürede düşmesi MTX’in nefrotoksisite

etkisiyle birlikte özellikle albuminin koruyucu antioksidan özelliğinden

kaynaklandığı düşünülmüştür. Ancak çalışmamızda nefrotoksisite

değerlendirilmediği için bu konuda kesin bir yargıya varılamamıştır.

8. Histopatolojik incelemelerde MTX’in hepatik hasarı artırdığı, 50 mg/kg/gün

dozunda verilen silibininin bu hasarı belirgin şekilde önlediği gözlenmiştir.

Silibinin bu etkiyi daha çok inflamatuar hücre infiltrasyonunu azaltarak

göstermiştir.
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7. KISITLILIKLARIMIZ

1. Çok fazla kan gerekmesinden dolayı kan MTX düzeyi bakılamadı ve

silibininin kan MTX düzeyine etkisi incelenemedi.

2. MTX’e bağlı nefrotoksisite değerlendirilmediği için özellikle albumin

düşüklüğünde nefrotoksisitenin rolü belirlenemedi.
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VERİLER

Tablo 9: Deneklerin TOS, TAK ve ADMA değerleri

NO
GRUP

T0S TAK ADMA
(mmol H2O2
equiv./L)

(mmol Trolox
equiv./L )

1 KONTROL 18,73 1,39 0,083
2 KONTROL 2,37 1,4 0,086
3 KONTROL 3,54 1,43 0,131
4 KONTROL 5,58 1,33 0,110
5 KONTROL 4,62 1,38 0,094
6 KONTROL 1,71 1,32 0,089
7 KONTROL 10,64 1,34 0,086
8 MTX - 0,99 0,085
9 MTX 6,73 0,68 0,089
10 MTX 1,1 0,87 0,087
11 MTX 10,34 0,85 0,084
12 MTX 28,63 0,83 0,083
13 MTX 12,07 1,09 0,087
14 MTX-SLB 25 13,72 0,69 0,100
15 MTX-SLB 25 81,71 0,96 0,097
16 MTX-SLB 25 7,21 0,74 0,095
17 MTX-SLB 25 105,99 1,48 0,106
18 MTX-SLB 25 7,73 0,74 0,099
19 MTX-SLB 25 6,97 0,83 0,081
20 MTX-SLB 50 48,9 0,93 0,082
21 MTX-SLB 50 - 1,12 0,085
22 MTX-SLB 50 181,19 1,59 0,088
23 MTX-SLB 50 5,01 0,78 0,080
24 MTX-SLB 50 - 0,93 0,084
25 MTX-SLB 50 3,06 0,87 0,086
26 MTX-SLB 50 4,48 0,93 0,089
27 MTX-SLB100 13,9 0,81 0,096
28 MTX-SLB100 1,94 0,82 0,086
29 MTX-SLB100 151,74 1,66 0,094
30 MTX-SLB100 1,86 0,84 0,096
31 MTX-SLB100 30,1 0,72 0,092
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Tablo 10: Deneklerin Total thiol seviyesi (TTS), native thiol seviyesi
(NTS) ve disülfid düzeyleri

NO GRUP TTS( mol/L) NTS( mol/L) Disülfid( mol/L)

1 KONTROL 1926,3 699 613,65
2 KONTROL 2296,3 1005 645,65
3 KONTROL 2077,2 790 643,6
4 KONTROL 2167,7 814 676,85
5 KONTROL 2542,1 1195 673,55
6 KONTROL 2112,3 761 675,65
7 KONTROL 2203,3 930 636,65
8 MTX 1422,8 243 589,9
9 MTX 669 199 235
10 MTX 1277,7 280 498,85
11 MTX 1226,3 308 459,15
12 MTX 1423,2 449 487,1
13 MTX 1535,3 390 572,65
14 MTX-SLB 25 651,1 43 304,05
15 MTX-SLB 25 1750,8 1243 253,9
16 MTX-SLB 25 753,1 306 223,55
17 MTX-SLB 25 4127,9 3257 435,45
18 MTX-SLB 25 960,8 316 322,4
19 MTX-SLB 25 1055,3 187 434,15
20 MTX-SLB 50 1767 794 486,5
21 MTX-SLB 50 1865 563 651
22 MTX-SLB 50 4957,2 4653 152,1
23 MTX-SLB 50 1096,7 143 476,85
24 MTX-SLB 50 1338,2 244 547,1
25 MTX-SLB50 1372,4 341 515,7
26 MTX-SLB 50 1244,2 303 470,6
27 MTX-SLB100 1238,6 410 414,3
28 MTX-SLB100 1005,1 263 371,05
29 MTX-SLB100 4521,8 3626 447,9
30 MTX-SLB100 1026,1 198 414,05
31 MTX-SLB100 634,8 280 177,4
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Tablo 11: Deneklerin TNF- ve IL-10 düzeyleri

NO GRUP TNF- (pg/ml) IL-10(pg/ml)

1 KONTROL 26,026 77,93

2 KONTROL 23,023 62,17

3 KONTROL 26,026 95,65

4 KONTROL 16,016 145,9

5 KONTROL 23,023 250,33

6 KONTROL 21,021 114,386

7 KONTROL 27,027 151,82

8 MTX 25,025 127,192

9 MTX 23,023 210,92

10 MTX 25,025 124,23

11 MTX 21,021 136,05

12 MTX 19,019 296,63

13 MTX 21,021 65,13

14 MTX-SLB 25 23,023 222,74

15 MTX-SLB 25 35,035 386,27

16 MTX-SLB 25 26,026 584,28

17 MTX-SLB 25 30,03 142,95

18 MTX-SLB 25 22,022 287,76

19 MTX-SLB 25 16,016 114,386

20 MTX-SLB 50 26,026 142,95

21 MTX-SLB 50 22,022 204,03

22 MTX-SLB 50 21,021 99,6

23 MTX-SLB 50 27,027 133,1

24 MTX-SLB 50 24,024 124,23

25 MTX-SLB 50 20,02 50,35

26 MTX-SLB 50 25,025 37,54

27 MTX-SLB100 31,031 497,59

28 MTX-SLB100 33,033 195,165

29 MTX-SLB100 37,037 47,39

30 MTX-SLB100 22,022 148,86

31 MTX-SLB100 25,025 290,72
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Tablo 12: Deneklerin AST, ALT, LDH ve ALP değerleri
No GRUP AST(U/L) ALT(U/L) LDH(U/L) ALP(U/L)
1 KONTROL 167 51,8 1012 310
2 KONTROL 125 67,5 814 283
3 KONTROL 130 69,9 963 211
4 KONTROL 134 65,4 903 173
5 KONTROL 127 58,6 613 227
6 KONTROL 131 80,8 543 221
7 KONTROL 151 78,6 1054 271
8 MTX 100 30,6 269 62
9 MTX 101 23,4 422 36
10 MTX 174 31,3 666 37
11 MTX 108 28,6 447 32
12 MTX 104 22,8 243 37
13 MTX 102 31,5 450 214
14 MTX-SLB 25 62 16,8 114 63
15 MTX-SLB 25 97 30,1 182 59
16 MTX-SLB 25 116 21 158 43
17 MTX-SLB 25 106 36,1 397 57
18 MTX-SLB 25 149 36 281 36
19 MTX-SLB 25 76 18,2 553 72
20 MTX-SLB 50 76 20,5 228 19
21 MTX-SLB 50 78 23,9 233 28
22 MTX-SLB 50 146 42,3 893 69
23 MTX-SLB 50 128 38 - 31
24 MTX-SLB 50 123 42,5 751 47
25 MTX-SLB 50 123 29,5 546 48
26 MTX-SLB 50 138 40,7 764 24
27 MTX-SLB100 90 19 86 32
28 MTX-SLB100 103 22,2 284 34
29 MTX-SLB100 97 20,7 126 106
30 MTX-SLB100 76 26,4 216 34
31 MTX-SLB100 262 65,1 947 41
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Tablo 13: Deneklerin total bilirubin (T.Bil), direkt bilirubin (D.Bil)
ve albumin değerleri
No GRUP T.Bil(mg/dL) D.Bil(mg/dL) Alb.(g/dL)
1 KONTROL 0,15 0,02 3,09
2 KONTROL 0,17 0,02 3,24
3 KONTROL 0,18 0,04 3,22
4 KONTROL 0,16 0,02 3,05
5 KONTROL 0,17 0,04 3,19
6 KONTROL 0,18 0,02 3,12
7 KONTROL 0,15 0,03 3,13
8 MTX 0,17 0,04 2,4
9 MTX 0,13 0,02 1,72
10 MTX 0,13 0,03 2,21
11 MTX 0,12 0,03 2,32
12 MTX 0,09 0,02 1,82
13 MTX 0,16 0,02 2,53
14 MTX-SLB 25 0,14 0,03 1,78
15 MTX-SLB 25 0,2 0,04 2,16
16 MTX-SLB 25 0,24 0,08 1,67
17 MTX-SLB 25 0,13 0,01 2,7
18 MTX-SLB 25 0,12 0,02 1,86
19 MTX-SLB 25 0,12 0,04 2,35
20 MTX-SLB 50 0,15 0,03 2,2
21 MTX-SLB 50 0,13 0,03 2,72
22 MTX-SLB 50 0,28 0,02 2,31
23 MTX-SLB 50 0,03 0,01 2,38
24 MTX-SLB 50 0,21 0,02 2,58
25 MTX-SLB 50 0,09 0,02 2,36
26 MTX-SLB 50 0,27 0,03 2,69
27 MTX-SLB100 0,21 0,05 2,21
28 MTX-SLB100 0,11 0,03 2,19
29 MTX-SLB100 0,21 0,07 2,65
30 MTX-SLB100 0,1 0,03 2,55
31 MTX-SLB100 0,23 0,05 1,98
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Tablo 14: Deneklerin karaciğere ait histopatolojik inceleme sonuçları

GRUP

Sinüzoidal

dilatasyon

İnflamatuar hücre

infiltrasyonu

Hepatoselüler

vakuolizasyon

Nekroz SKOR

KONTROL - - - - 0

KONTROL - - - - 0

KONTROL - - - - 0

KONTROL - - - - 0

KONTROL - - - - 0

KONTROL - - - - 0

KONTROL - - - - 0

MTX ++ + + - 4

MTX + + + - 3

MTX ++ + + - 4

MTX ++ + + - 4

MTX ++ - + + 4

MTX ++ + - - 3

MTX-SLB25 ++ - + - 3

MTX-SLB25 ++ + + + 5

MTX-SLB25 ++ ++ + + 6

MTX-SLB25 + + + - 3

MTX-SLB25 + - + - 2

MTX-SLB25 + + + - 3

MTX-SLB50 + - + - 2

MTX-SLB50 + - + - 2

MTX-SLB50 + - + - 2

MTX-SLB 50 ++ - + - 3

MTX-SLB50 + - + - 2

MTX-SLB50 ++ - + - 3

MTX-SLB50 ++ - + - 3

MTX-SLB100 ++ - ++ - 4

MTX-SLB100 + - + - 2

MTX-SLB100 ++ - + - 3

MTX-SLB100 + - + - 2

MTX-SLB100 + + + + 4
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