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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada yiiksek doz metotreksat (MTX) ile hepatotoksisite
olusturulan sicanlarda, silibininin hepatoprotektif etkisi ve oksidatif stres
parametreleri ile sitokinlerin bu etkideki roll arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM: Sicanlar randomize olarak bes gruba (n:7) ayrildi. Kontrol
grubundaki sicanlara higbir uygulama yapilmazken, diger gruplarin hepsine ilk gin
20 mg/kg intraperitoneal (ip) metotreksat injeksiyonu yapildi. MTX-SLB25, MTX-
SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarina sirasiyla 25, 50 ve 100 mg/kg dozlarinda 5 gin
boyunca silibinin ip olarak enjekte edildi. 6.gtin sakrifiye edilen siganlarin kan
ornekleri ve karaciger dokulari alindi.

BULGULAR: MTX deneklerde total oksidan seviye ve oksidatif stres indeksi
duzeylerini etkilemeksizin total antioksidan kapasiteyi azaltmaktadir. MTX oksidatif
stresi indikleyerek total thiol seviyesi, native thiol seviyesi ve native/total thiol
oranini azaltip, distfid/total thiol oranini artirmaktadir. Buna karsilik silibinin,
disulfid duzeylerini azaltmaktadir. MTX, AST ve bilirubin duzeylerini etkilemezken,
ALT ve albumin dizeylerini distirmustir. Calismada asimetrik dimetil arjinin, TNF-
a ve IL-10 dizeylerinin MTX ve silibinin verilmesi ile degismedigi gozlendi.
Histopatolojik incelemelerde MTX’In hepatik hasari artirdigi, 50 mg/kg dozunda
verilen silibininin 06zellikle inflamatuar hticre infiltrasyonunu belirgin sekilde
onledigi gozlendi.

SONUCLAR: Silibininin 50 mg/kg dozunda, sicanlarda MTX ile olusturulan
hepatotoksisitede karaciger hasarini azaltmaktadir. Ancak bu etki biyokimyasal
belirteclere yansimamaktadir. Silibininin bu koruyucu etkiyi sitokinler Gzerinden

degil antioksidan ozellikleri ile yaptigi anlasiimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hepatotoksisite, Metotreksat, Silibinin, Oksidatif Stres,
Thiol/Distlfid



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-a 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



GiRIS VE AMAC

Metotreksat (MTX) anti-kanserojen ve anti-inflamatuar bir ajan olup
bir¢cok otoimmun ve onkolojik hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Karacigerden metabolize olan bu ajanin sitotoksik etkileri timor hiicrelerine spesifik
olmayip karaciger, gastrointestinal sistem ve kemik iliginde de belirgindir (Mager
2015). MTX’in yuksek dozlarda verilmesi ile yaptigi hepatotoksisite karaciger
enzimlerinde artis ve Kkaracigerhistopatolojik incelemelerindeki degisiklikler ile
gosterilmistir. Onceki calismalarda MTX’in, timor nekroz faktor-alfa (TNF-a)'nin
salinimini artirdi§i, oksidan-antioksidan dengeyi degistirdigi ve antioksidan
maddelerin verilmesi ile hepatotoksisitenin 6nlenebilecedi gosterilmistir(Kurt ve ark.
2015,Akbulut ve ark. 2014). Bu amagla infliximab, amifostine, askorbik asit ve
resveratrol gibi ajanlarin MTX’e bagli hepatotoksisite Uzerine etkisini arastiran
calismalar yapilmistir (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 ajandir. Silibininin hepatoprotektif etkisini antioksidasyon,
fosfatidilkolin sentezinin inhibisyonu, RNA ve proteinlerin hepatik sentezinin
uyariimasi seklinde gosterir (Dixit et al. 2007, Loguercio ve Festi 2011). Silibinin
ayni zamanda l6kosit migrasyonunu, nukleer faktér kappa B (NF-kB) aktivasyonunu,
TNF’nin indikledigi SOR ara Urdnlerinin Gretimini ve lipid peroksidasyonunu da
inhibe etmektedir (Manna et al. 1999, Kang et al. 2002). Silibininin a-amanitin,
itrakonazol, doxorubisin gibi ilaglarin hepatotoksisitesini azaltabilecegini gdsteren
calismalar bulunmaktadir (Raskovic et al. 2011, Mengs et al. 2012, Sozen ve ark.
2015). Silibinin sican deneylerinde MTX’e bagli pulmoner hasari ve nefrotoksisiteyi
azalttigi da gosterilmistir (Kalemci ve ark. 2015, Dabak ve Kocaman 2015). Ancak
literatiirde, sicanlarda silibininin MTX’e bagh karaciger toksisitesi tzerine etkisini

ve bunun fizyopatolojisini arastiran ¢alisma bulunmamaktadir.

Silibininin antioksidan etkisini arastiran 6nceki c¢alismalarda serum ve dokuda
stiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, miyeloperoksidaz ve nitrik oksid (NO)



duzeyleri bakilmistir (Muthumani 2012, Kalemci 2015, Beydilli 2015). Total
antioksidan kapasite (TAK), total oksidan seviye (TOS) ve thiol-distlfid dengesi ise
yakin zamanda daha cok kullanilan farkli oksidatif stres belirtecleridir. Asimetrik
dimetil arjinin (ADMA) ile inflamasyon, oksidatif stres ve karaciger hasariarasinda
guclu bir iliski vardir (Nijveldt et al. 2003). Hem MTX hem de silibinin
inflamasyonu etkilerken TNF-ave iliskili olarak interlokin-10 (IL-10) diizeylerinde
degisiklikler olabilmektedir (Cure ve ark. 2015, Esmaeil et al. 2017).

Biz bu calismada; silibininin sicanlarda olusturulan MTX’e baglh karaciger hasari
Uzerindeki etkisini ve bu etkinin mekanizmasini arastirmayr amagcladik. Karaciger
hasarini tespit etmek icin karaciger fonksiyon testlerinin yani sira histopatolojik
degerlendirme yaptik. Oksidatif stresin rolinl belirlemek amaciyla yeni oksidatif
stres markerleri olan TAK, TOS, thiol-disulfid dengesi ve ADMA,; inflamatuar

sitokinlerin roltnud arastirmak igin TNF-a ve I1L-10 dizeyleri ¢alistik.



2. GENEL BILGILER

2.1. METOTREKSAT

Metotreksat DNA sentezini, onarimini ve hicresel replikasyonu engelleyen bir folik
asit antagonistidir. Folat antagonistleri ilk gelistirilen antineoplastik ajanlar
arasindadir. Aminopterin (ilk antifolat ilag) 1948'de cocuklukta akut lenfoblastik
I6semide (ALL) remisyonu baslatmak icgin kullanilirken daha sonra romatolojik
hastaliklarda kullanilmaya baslandi. Antifolatlar halen ALL ve diger hematolojik
maligniteler icin modern tedavinin énemli bir bilesenidir (Farber and Diamond 1948,

Cuellar and Espinoza 1997).

2.1.1. Metotreksat Metabolizmasi

Metotreksatin sitotoksik etkisini gosterebilmesi igin folil poliglutamat sentaz enzimi
tarafindan poliglutamasyona ugratilmasi gerekmektedir. Poliglutamasyon viicutta
hem normal dokular hemde malign dokularda yapilir. iste bu MTX poliglutamatlarin
hicre icinde birikmesi folat metabolizmasini etkileyen enzimler lzerinde inhibitor
etki gosterir (Chabner et al, 1985). MTX poliglutamatlari, 6zellikle hicre icinde
birikip dihidrofolat rediktaz enzimine baglanir, dihidrofolat ile yer degistirerek etki
eder ve tetrahidrofolat (THF)’in dretilmesini engeller (Rubino 2001). MTX,
deoksiribonikleik asit (DNA) ve ribonikleik asit (RNA) sentezi icin gerekli olan
THF sentezini inhibe eder. MTX dihidrofolik asit rediiktaz enzimine baglanan bir
dihidrofolik asit analogu gibi davranir. THF sentezinin inhibisyonu pirimidin,
timidilat ve plrin nidkleotidlerinin  biyosentezinin durmasina yol acar. Bu
yapitaslarinin Uretilmemesi hicre cogalmasi icin gerekli olan DNA veRNA’nin
sentezini ve enerji icin gerekli olan Adenozin Trifosfat (ATP) yapimini inhibe eder
(Kayaalp 2009, Gillman 2009). Bu nedenle metotreksat gibi antimetabolitler DNA
sentezini negatif etkilediginden dolayr bolinme katsayisi hizli olan tlimdrlerin
tedavisinde daha etkilidirler (Kayaalp 2009). MTX, purin ve pirimidin inhibitori
oldugundan hastalarda immunsupresif ve antineoplastik olarak kullaniimaktadir
(Quemeneur et al, 2003).



Metotreksat, %90 oraninda bobrekler tarafindan aktif tiibiler sekresyona ugrayarak
atilir. Yuzde 3-4 oraninda karacigerde MTX’in ekstrasellller sividaki major formu
olan 7-hidroksi metotreksata donustralir ve bu formu da Uriner yolla atilir. Yuzde
5-10°u ise safra ile atilr ve enterohepatik dolasimla yeniden emilir. insanlarda
MTX’in major atihm yerinin boébrekler oldugu, sican gibi deney hayvanlarinda ise
safra yoluyla atihminindaha fazla oldugu gosterilmistir (Nuernberg et al, 1990).

Oral yoldan alindiginda tama yakin emilir. intravendz yoldan verildiginde %50
oraninda proteinlere (6zellikle albiimine) baglanarak tasinir ve sinir sistemi haricinde
tim vicuda yayilir. Standart dozlarda beyin omurilik sivisina gegisi yok denecek
kadar azdir. Bu sebeple meningeal timorlerde intratekal verilmesi gerekir. En ylksek
doku seviyesine karaciger ve bdbrekte rastlanir. Vicutta yarilanma omri ise 7-8
saattir (Kayaalp 2009).

2.1.2. Metotreksatin Klinikte Kullanimi

Kliniklerde gok yaygin olarak kullanilan antimetabolit etki mekanizmasina sahip bir
antineoplastik ilagtir. MTX lésemi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun tlimorleri,
akciger kanseri ve meme kanseri gibi bir¢cok onkolojik hastalikta yiiksek dozlarda
kullanilabildigi gibi psoriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazi
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde ve transaplantasyon sonrasi graft versus host
hastaliginin énlenmesinde de kullaniimaktadir (Cetinkaya ve ark, 2006). MTX’in bu
yaygin kullanimi sebebiyle Diinya Saglhk Orgiitiiniin temel ilac listesinde yer

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

Erisim adresi: 5 Ocak 2018). Santral sinir sistemi hari¢ oral ve intravendz
uygulamalarinda dokulara dagilimi iyidir. MTX meningeal karsinomatozis,
meningeal l6semi ve lenfomanin profilaksisi ve tedavisinde intratekal olarak
kullanihr (Hardman and Limbird 2001). Loékoverin kurtarma tedavisi ile birlikte
uygulanan yiiksek doz MTX, osteosarkomun adjuvan tedavisinde kullanilan standart
bir protokoldur (Jolivet et al, 1983). MTX’in hem tedavideki etkinligi hemde toksik
etkileri hastadan hastaya degiskenlik gosterebilir (Widemann and Adamson 2006).
Bu yuzden diger antineoplastik ilaglardan farkli olarak MTX genis bir doz araliginda

kullaniimaktadir. Akut lenfoblastik 16semi idame tedavisinde ve romatoid artrit,



psoriazis gibi hastaliklarin tedavisinde haftada 20 mg/m2 dozda kullanilirken,
onkolojik hastaliklarda 1000-33000 mg/m2 gibi yiksek dozlarda uygulanmaktadir
(Hardman and Limbird 2001).

2.1.3. Metotreksatin Yan Etkileri

Metotreksat icin genisleyen klinik kullanim spektrumuyla toksisitesi ¢ok daha fazla
onem kazaniyor. MTX, THF eksikligine yol acarak pdrin, pirimidin metabolizmasi

ve DNA sentezini iceren pek ¢cok metabolik yolu etkiler (Jolivet et al, 1983).

Metotreksatin ayni zamanda saglikli hicreleri de etkilemesi sonucu tedavi edici
etkileri yaninda gastrointestinal sistem, bobrek, sinir, karaciger ve kemik iligi
uzerinde toksik etkileri de ortaya ¢ikmaktadir (Jolivet et al. 1983, Sener ve ark.
2006). Tedavi sdresi, kullanim dozu, hastalarin risk faktorleri, hastaligin tipi ve

molekdler apoptotik faktorler toksisiteyi etkilemektedir (Neuman et al, 1999).

Metotreksatin yaygin yan etkileri bulanti, kusma, transaminazlarda yukselme, kemik
iligi supresyonu ve cilt ile gastrointestinal mukozada (mukozit) meydana gelen
hasardir (Laan et al, 1998).Fakat en ciddi hasari bobreklere ve Kkaracigere
vermektedir. MTX’in uzun sidre kullanimlart hepatotoksisite, nefrotoksisite,
pulmoner infiltrasyon ve fibrozise yol acar. Fibrozis icin MTX’in kimulatif dozu

Ozellikle 6nemlidir (Bertram and Katzung 2004).

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan disiuk doz MTX’e bagh beklenmeyen en ciddi
yan etki pansitopenidir (Ohasone et al, 1997). Losemi, psoriazis ve romatoid artritin
MTX ile tedavisi sirasinda gelisen hepatotoksisite beklenilen bir durumdur.
Karaciger histolojisinde nonspesifik yagh degisiklikler, nikleer polimorfizm,
hepatosit nekrozu, kronik portal inflamasyon, fibrozis ve siroz gibi patolojik lezyon
ve durumlar gozlenebilir (Kevat et al, 1988). MTX’e bagl hematolojik yan etkilerin
olusumunda dihidrofolat rediiktaz enziminin inhibisyonu sonucu DNA sentezindeki
bozulma ve hizli hiicre degisimine sahip kemik iliginin baskilanmasi sorumlu
tutulmaktadir. Mukozit icin risk faktorleri ise dustk vicut agirhgr, azalmis bobrek
fonksiyonlari, notropeni ve genetik polimorfizmlerdir (Schmiegelow et al, 2017).



Kanser tedavisinde kullanilan yiiksek doz MTX, akut bébrek yetmezligine neden
olabilir. Yiksek dozda kullanilan MTX asidik idrarda presipite olup obstruktif
uropati nedeniyle oligo-aniirik bobrek hasari yapabilir. MTX’in nefrotoksik etkisi
ise; MTX ve metaboliti olan 7-hidroksimetotreksatin (7-OH MTX) bdobrek
tibdllerinde ¢okmesi ile acgiklanmistir ki bu da MTX atihminin gecikmesi ile
sonuclanir (Van den Bongard et al, 2001). Bu olay myelostupresyon, gastrointestinal
toksisite, hepatit ve mukozit gibi toksisite olusumuna énculik eder (Schornagel and
Mcvie 1983).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada romatoid artrit sebebiyle uzun dénem dustk doz
MTX kullanan 204 hasta incelenmis ve %6,37 oraninda hepatotoksisite (ALT
seviyeleri normalin 3 katindan fazla olan olgular) tespit edilmis; bunlardan 2’sinde
biyopsi ile hepatik fibroz kesinlesmistir. Ayni calismada %?5,4 oraninda ciddi
anemive lokopeni tespit edilmistir (Dubey et al, 2016).

2.1.4. Metotreksat Hepatotoksisitesi

Hepatotoksisite, MTX tedavisi esnasinda olusan major komplikasyondur (West
1997). MTX’in hepatotoksik etkisinin mekanizmasi heniliz tam olarak bilinmemekle
birlikte, intraselliler MTX poliglutamatlari birikimi ve folat azalmasinin sorumlu
olabilecegi dustnllmektedir (Kevat et al, 1988). MTX, NAD+ bagimli mitokondrial
enzimler olan piruvat dehidrogenaz, 2-oksogluterat dehidrogenaz, izositrat
dehidrogenaz, malat dehidrogenazi ve sitozolik nikotinamid adenozin difosfat
(NADP) bagimh dehidrogenazi inhibe eder. Butiin bu sayilan enzimler prolifere
hicrelerde, NADPH’nin ana kaynagini olustururlar. Bundan dolayr MTX kullanimi
hicre ici NADPH seviyelerinin azalmasina sebep olabilir (Caetano et al, 1997).
SOR’a karsl 6nemli bir koruyucu ajan olarak bilinen rediikte glutatyonun seviyesini
koruyan glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan da NADPH kullanilir. NADPglutatyon
rediktaz enzimi tarafindan, SOR’a karsi koruyucu bir antioksidan olan, redikte
glutatyonun retilmesi icin kullantlir. MTX kullanimina bagl olarak glukoz-6-fosfat,
6-fosfoglukonat dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz, y-glutamil sisteinaz aktivitelerini
inhibe eder ve glutatyonun hiicresel diizeylerini dustrerek hepatosit hasarina sebep
olur (Babiak et al, 1998).



Metotreksat, hicre iginde poliglutamat formunda tutulur (Uraz ve ark, 2008).
MTX’in uzun sdreli kullanimi poliglutamat formlarinin hepatositlerde birikmesine
yol acar. Poliglutamat formunun seviyesinin artmasi intraselliler alanda ilacin
varhgini artirir. Bu da hepatoseliler folik asit seviyelerini distrir ve sonunda
hepatosit nekrozuna yol acar (Kamen et al. 1981 ve Kremer et al. 1986). MTX ile
tedavi sirasinda gelisen hepatotoksisite de mikroskobik dizeyde, hepatositlerde
dejenerasyon, piknotik c¢ekirdek ve perinukleer vakuolizasyon, aktive Kupffer
hlcrelerinde artis, siniizoidal dilatasyon ve konjesyon, periportal mononikleer hiicre
infiltrasyonu, portal alanda belirgin fibroblast aktivasyonu ve hepatositlerde belirgin
makrovezikuler yaglanma gorlebilir (Kocaman ve Colakoglu 2013, Dalaklioglu ve
ark. 2013)

MTX’in neden oldugu toksisitenin, tedavinin suresi ve doz semasl, hastaligin tipi ve
hastanin risk faktorleri ile birlikte genetik ve molekdiler apopitotik faktorler gibi
bircok faktoriin etkilesimiyle olustugu distndtlmektedir (Neuman et al, 1999). Kent
et al. (2004)’nin MTX toksisitesinin risk faktorlerini bulmak icin yaptigi laboratuvar
arastirmasinda folat eksikligi, tedavi edilmemis hiperlipidemi, ylksek vicut Kitle
indeksi (VKI) transaminazlarda yiikselme icin risk faktorii olarak bulunmus ancak
yilksek VKIi ve tedavi edilmemis hiperlipideminin altta yatan yagli Kkaraciger

hastaliginin bulgusu olabilecegine de dikkat ¢ekilmistir.

Metotreksat tedavisi sirasindaki aminotransferaz yukseklikleri genellikle ilacin
kesilmesi ile duzeldiginden 6nemli karaciger toksisitesi teskil etmez. Uzun sureli
dusiik doz kullanan hastalarda yapilan karaciger biyopsilerinin ¢ogunda ya normal
veya hafif yagh degisiklikler gosterilmistir. Fibrozis ve siroz gibi ilerlemis patolojik
degisiklikler hastalarin %4-5’inde gérulmastir. MTX kullaniminin yani sira alkol
kullanimi, diyabet, obezite, kronik viral hepatitin olmasinin hepatotoksisite riskini
artirdigi gézlemlenmistir (Berends et al. 2006, Whiting-O’Keefe et al. 1991).

Akut lésemilerin tedavisindeki gibi MTX’in aralikli yiksek doz kullanimi veya
psoriazisdeki gibi uzun dénem MTX kullaniminda progresif hepatik fibrozis ve
siroza ilerleyebilen karaciger hasari olusabilir. Duslik doz uzun dénem MTX tedavisi



alan psoriazisli hastalardaki siroz gelisme riski %7’dir. Takip edilen hastalarin
yaklasik %8’inde transaminazlarin normalin ¢ kati kadar yikseldigi gosterilmistir
(Uraz ve ark, 2008).

Kronik MTX kullanimiyla ilgili karaciger histolojisindeki temel yan etkiler, yag
infiltrasyonu, inflamasyon, hticresel nekroz ve sonug olarak fibrozisdir. Klinik ve
biyokimyasal bulgular uzun silre sessiz kalabileceginden karaciger toksisitesinin
gosterilmesinin  tek yolu karaciger biyopsisidir ve genellikle MTX 10 wil
kullanildiktan sonra ya da MTX toplam dozu 1,5-2,5 grami gectikten sonra
onerilmektedir (Uraz ve ark, 2008).

2.1.5. Metotreksat Toksisitesinden Korunma Yollari

Yiksek doz MTX toksisitesini dnlemek ve hafifletmek icin eszamanli hidrasyon,
triner alkalinizasyon ve sonrasinda lokovorin kurtarmasi yer yapilmaktadir. Onleyici
stratejilere ragmen gecikmis MTX atilimi ve akut bobrek hasari olustugu durumda
hidrasyonu artirmak, l6kovorin kurtarma tedavisi ve glukarpidaz genellikle yeterlidir.
Toksisiteden korunmak icin éncelikle MTX ile etkilesen ilaclar (6rnegin naproksen
sodyum) kesilmelidir. MTX inflizyonundan sonra Iékovorin verilmelidir. Lokovorin
myelosupresyon, noérotoksisite ve gastrointestinal toksisiteyi onlemede 0zellikle
onemlidir. Ancak lékovorin  MTX’in etkinligini azalttigindan ¢ok erken
verilmemelidir (Howard et al, 2016).

Glukarpidaz, MTX’i hizla amino asit glutamat ve 2,4-diamino-N(10)-metilpteroik
asit olusturmak Uzere parcalayan bir bakteriyel enzim olan karboksipeptidaz G2'nin
rekombinant bir seklidir (Green 2012). Glukarpidaz, gecikmis MTX eliminasyonu
olan hastalarda nonrenal temizlige izin veren, MTX’i inaktif metabolitlere hizlica
hidroliz eden ve metotreksat konsantrasyonunu hizlica azaltan énemli ve etkili bir
ilacdir (Widemann et al, 2014).

Hemodiyaliz MTX’e bagh renal toksisitede etkili olmakla birlikte elektrolit
bozukluklar, kateter bolgelerinde kanama ve kardiyak arrest acisindan dikkatli
olunmalidir (Howard et al, 2016).



2.1.6. Metotreksat ve Oksidatif Stres

Metotreksatin hepatotoksisite ve nefrotoksisite ile ilgili mekanizmasi konusunda en

cok deginilen konu oksidatif stres olmustur (Jahovic et al, 2003).

Sicanlar tizerinde yapilan bir calismada 20 mg/kg tek doz MTX’in, sistemik toksisite
olusturmaksizin, oksidatif stres yoluyla karaciger ve bobrekte toksik etki olusturdugu
gosterilmistir (Jahovic et al, 2003). Akbulut ve ark. (2014) yaptigi calismada
amifostin, askorbik asit ve N-asetilsisteinin oksidatif stres izerinden MTX’e bagli
hepatotoksisiteyi Onleyebildigi gdsterilmistir. Aslaner ve ark. (2015) yaptig
calismada medikal ozonun antioksidan etkisi ile karaciger dokularinda MTX'in
indikledigi hepatotoksisiteyi tersine ¢evirdigi gérulmustur. Ayni calismada medikal
ozonun lipid peroksidayonunu ve nétrofil infiltrasyonunu onledigi; glutatyon,
malondialdehit ve myeloperoksidaz aktivitelerinde artis yaptigi ve TNF-a dizeyini
azalttigi gosterilmistir (Aslaner ve ark, 2015). Safaei ve ark. (2017), MTX ile
indlklenen hepatotoksisiteye karsi gallik asidin etkili oldugunu, MTX ile artan
katalaz, slperoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin gallik asit ile
dustigund gostermislerdir. Mehrzadi et al. (2018) ise antioksidan, anti-apopitotik ve
anti-inflamatuar olan berberinin ile 6n muamelenin biyokimyasal ve oksidatif stres
belirtecleri Uzerine iyilestirici etkiler yoluyla MTX hepatotoksisitesine karsi etkili

olabilecegini gosterdi.

2.2. OKSIDATIF STRES

Oksijen canlilar icin hayati 6nemi olan bir molekuldir ve hiicrede enerji Uretim
stireclerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri ise enerji tretim sureclerinin dogal
bir yan driinu olup ylksek duzeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir.
Oksidatif stres, bir organizmadaki oksidanlarin Gretimi ile organizmanin reaktif ara
maddeleri notralize etme veya reaktif oksidanlardan kaynaklanan hicre hasarinin
onarimi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. Organizmada serbest radikallerin

olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldiriima hizi arasinda bir denge mevcuttur ve bu



durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandi§i siirece
organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda
artma ya da ortadan kaldiritima hizinda bir disme bu dengenin bozulmasina neden
olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum 6zetle, serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup,
sonucta doku hasarina yol agmaktadir (Cavdar ve ark. 1997, Burcak ve Andican
2004).

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri (SOR) hucrede ekzojen ve endojen kaynaklara bagh
olarak olusan, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa 6mrli, kararsiz
ve distk molekul agirlhikli molekiller olarak tanimlanirlar. Organizmalarda SOR’lar
ve antioksidan savunma sistemleri arasinda dogal bir denge s6z konusudur (Mercan
2004).

Serbest radikaller oldukca reaktiftirler ve bu yuzden cevrelerindeki atom ve
molekdllere saldirirlar. Kisa omudrliddrler. Radikal olmayan maddelerle kolay
etkilesime girmeleri, onlari da radikal yapmalari ve bir dizi zincir reaksiyonu
baslatmalarindan 6turi oldukca tehlikelidirler. Aerobik hiicrelerde metabolizma
esnasinda veya patolojik durumlarda yan driin olarak olusabilirler ve hiicrelerde geri
dontsumli veya doniistimsiiz degisikliklere sebep olabilirler (Kilinc ve Kilinc 2003).
Bugn radikallerin hiicre molekul degisimlerine, gen mutasyonlarina yol actigi ileri
strilmekte, yaslanma, hiicresel destriksiyon ve doku yikiminda rol aldigi kabul
edilmektedir (Breimer 1991, Thomas 1995). Eslesmemis elektronlari olan serbest
radikaller, diger bir molekilden elektron alarak ya da kendi elektronlarini vererek
daha dengeli bir duruma gecerken, reaksiyona girdikleri molekilin kimyasal

yapisinida degistirirler (Davies 1994, Ternay and Sorokin 1997).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin
etkisi altinda kalma, karbon tetraklorir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari, iyonize
ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani

solventler gibi cevresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
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adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapici
maddeler bulunmasi nedeniyle serbest radikaller toksikolojik agidan da 6nemlidir
(Cavdar ve ark. 1997, Burcak ve Andican 2004). Hicre i¢i savunma sistemlerinin
yeterli olamadigi durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi tzere, SOR ile
antioksidanlar arasindaki denge bozularak oksidatif stres ortaya ¢ikar ve hicrede
oksidan hasara duyarli DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi htcresel
makromolekuller zarar gortr (Halliwell and Gutteridge 1989, Gutteridge 1994,
Berger 2005, Wildburger et al. 2009). Serbest radikallerin zararli etkilerinden
korunmak icin hucreler bunlari notralize eden antioksidanlar Uretmektedir (Cavdar
ve ark, 1997).

2.2.2. Antioksidanlar

Canlilarda olusan serbest radikalleri metabolize eden, olusumunu o6nleyen ve
temizleyen savunma mekanizmalarina antioksidandenir (Ghiselli et al. 2000, Erel
2004).

Antioksidan maddelerin hepatik dokularda oksidatif stres, inflamasyon ve apopitozu
azaltarak karacigeri korudugu cesitli calismalarda gosterilmistir. Bundan dolay! son
yillarda MTX toksisitesinden korunmak, hafifletmek ve en erken sirede tedavi
etmek icin antioksidan maddeler dikkati cekmistir (Khalifa et al, 2017).

Antioksidanlar dort ayri sekilde etki ederler:

1. Toplayici etki (Scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini tutma ya da ¢ok
daha zayif yeni bir molekile gevirme islemine “toplayici etki” denilmektedir.
Bilirbin, antioksidan enzimler, trakeobronsial mukus ve kicik antioksidan
molekdller bu tip bir etki gostermektedir (Akkus 1996, Minetti et al. 1998).

2. Bastirici etki (Quencher etki): Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif bicime donlsturen etki
“bastirici  etki” olarak adlandiriimaktadir. Vitaminler, bu tarz bir etkiye
sahiptir(Hegyi et al. 1994, Akkus 1996).

3. Zincir kirict (Chain-breaking etki): Serbest oksijen radikallerine baglanarak

11



zincirlerini kirip  fonksiyonlarini engelleyici etkiye “zincir kirici etki” denir.
Bilirubin, hemoglobin, sertloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler
(Stocker et al. 1987, Otani et al.2001).

4. Onarici etki (Repair etki): Onarici etki zerinde calismalar devam etmektedir.
Oksidatif hasar gormis DNA molekilinu tamir eden enzimler bu guruba Ornek
olarak verilebilir (Gopinathan et al. 1994, Stocker 2004).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak ikiye ayrilmaktadir.

Endojen antioksidanlar, enzim olarak go6rev yapanlar ve enzim olmayan
antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar
superoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon rediktaz ve
mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar ise, biliriibin, alblimin, trik asit,
o-tokoferol, askorbik asit, sertiloplazmin, 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 ilaclar ve demir selatorleri sayilabilir (Akkus 1996, Scandalios
2002).

2.2.3. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagl olusan oksidatif stres ile miicadele eden karisik bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Vucudun olusan oksidan durumlara Kkarsi
indirgenme ayarini surdirebilmesinde plazma cok 6nemlidir. Cinku plazma,
antioksidanlarin vicudun tum bdélimlerine tasinmasini ve dagitimini gerceklestirir
(Yao et al. 1998, Prior and Cao 1999).

Total antioksidan duruma en blylk katki plazmadaki antioksidan molekullerden
gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi
proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirict antioksidanlar da
bulunmaktadir. Albumin, drik asit ve askorbik asit insan plazmasindaki total
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antioksidan durumun 9%85’inden fazlasini olusturur. Bu fark kanda bilirubin,
flavanoidler, a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidan durumun komponentlerine
nazaran albumin, Urik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasina baglidir.
Plazmada antioksidanlar bir etkilesim icindedir. Bu etkilesimden dolayi bilesenlerin
tek baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir (Prior
and Cao 1999). Bu sinerjizme 6rnek glutatyonun askorbati, askorbatinda tokoferoliin
yeniden aktiflesmesini saglamasi gosterilebilir. Ayrica bir antioksidandaki azalma
digerindeki artis ile kompanse edilebilmektedir (Romay et al.1996). Bundan dolay!
kanin antioksidatif durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ¢ok bunlarin
toplam antioksidan degerini veren TAK 6l¢imi yayginlasmaktadir (Yao et al. 1998,
Prior and Cao 1999, Erel 2004).

2.2.4. Total Oksidan Seviye (TOS)

Oksidatif stres; vicudumuzda mevcut oksidatif-antioksidatif dengenin oksidanlar
lehine bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif stresin
toplam degeri TOS olarak ifade edilir (Erel 2005).

Pro-oksidanlarin asiri Uretilmesi, lipid peroksidasyonu, oksidatif DNA hasari ve
protein hasari gibi zararli olaylara neden olur. Oksidatif stres, asiri reaktif oksijen
ve/veya nitrojen tdrlerinin Uretimi veya antioksidan tampon mekanizmasinin
eksikligi sonucu olusur. Reaktif oksijen ve nitrojen Urunleri toksiktir; hicrenin lipit,

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

2.2.5. Asimetrik Dimetil Arginin (ADMA)

Vallance et al. (1992) ilk defa 1992 yilinda, L-arjinine yapisal olarak benzerlik
gosteren maddeleri tanimladilar. Monometilarjininler (bir metil grubu icerenler) veya
dimetilarjininler (iki metil grubu igerenler) olarak isimlendirilen bu maddeler insan

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

ADMA protein yapisinda bulunan L-arjininin aminoasidinin hicre ici metiltransferaz

enzimleri ile metillenmesiyle Uretilmektedir (Sibal et al, 2010).
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ADMA, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enziminin U¢ formunu da kompetetif olarak
inhibe eder. ADMA’nin kan diizeyi arttikca NO sentezi azalmaktadir. Yapisal
izomeri olan simetrik dimetilarjininin (SDMA), ADMA’nin tersine, NO Uretimi
uzerine etkisi yoktur (Nijveldt et al. 2003, Vallance et al. 1992).

Nitrik oksit endotel tarafindan sentezlenen, vazodilatasyondan inflamatuar
sitokinlerin salinimina kadar 6nemli fonksiyonlari olan bir molekdlddr (MacAllister
et al, 1996). Endotel yapisi, fizyolojik vaskiler tonusin ve vaskuler yapinin
devamini saglamada merkezi bir rol oynamaktadir. Saglikli endotel hicrelerden
salgilanan  NO bu yapinin devamini saglamada rol oynayan en &nemli
mediyatorlerdendir. Artmis ADMA konsantrasyonlari, NO sentezini azaltarak etki
eder ve endotel disfonksiyonunu gosterir (Boger et al, 1997).

Artmis protein metilasyonu, metillestirilen proteinlerin parcalanmasi ve serbest
ADMA'nIn eliminasyonunun azalmasi, ADMA'nin birikimine katkida bulunabilir.
Proteoliz, serbest metil arginin kalintilarini serbest birakmak igin gerekli bir adimdir.
Hasarlanmaya karsi en belirgin karakteristik yanitlardan biri, sitokinlerin aracilik
ettigi, Ozellikle de TNF-a ile hizlandirilmis protein parcalanmasidir. Ayrica,
oksidatif stres, hucresel proteinleri modifiye edebilir ve hizli bozunmayi saglayan
hidrofobik protein yamalari Gretebilir. ADMA, artmis proteoliz ve eliminasyon
yollarinin azalmasi ile kritik hastalarda birikir (Zoccali et al. 2001, Davies 2001).
inflamatuar sitokinlerin, dzelliklede TNF-a’nin protein parcalanmasini hizlandirdigi,
metil-arjinin ~ rezidilerini  serbestlestirerek ~ ADMA  Uretimini  artirdigi
dustnilmektedir. ADMA’nin birikimi NO (retimine etki ederek coklu organ
yetmezliginin nedenlerindendir. Bu sebeplerle artmis ADMA diizeyi organ
yetmezliginin siddeti, inflamasyon ve mortalite ile iliskilendirilmistir (Lappalainen et
al, 2017).

Dimetilarjinin dimetil amino hidrolaz (DDAH) enzimi ise ADMA yI metobolize
eden enzimdir. DDAH enzimiyle ADMA sitrilin ve dimetilamine yikilir (Blackwell
2010). ito et al. (1999) endotel hiicrelerinde TNF-a’ya uzun siire maruz kaldiktan
sonra DDAH'nin aktivitesinin azaldigini bildirdiler ki bu da ortamda ADMA
dizeyinin yikselmesine sebep olmaktadir. Buna gore, kritik hastalarda; TNF-a,
ADMA'nIn daha da birikmesine neden olacak sekilde DDAH aktivitesini bozabilir.
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Septik durumda, nitrik oksit sitokin salinimi izerine negatif bir geri bildirime sahiptir
ve nitrik oksit sentezinin inhibisyonu, TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokin
duzeylerinde zararli artislara neden olabilir. Buna karsilik TNF-a seviyelerinin
artmasi DDAH aktivitesini daha da bozabilir. Buna ek olarak, DDAH aktivitesi
enzimin aktif bolgesindeki kritik bir sistein kalintisi ile reaksiyona girerek reaktif
oksijen tiirlerinden etkilenebilir (Murray-Rust et al, 2001). Ozellikle fagositik
hicreler, hasarli dokulara ¢ekildiginde reaktif oksijen turlerinin baslica Ureticisidir.
Oksidatif stres, iskemi-reperfiizyon hasari ve sistemik inflamatuar durumlar dahil
olmak iizere kritik hastaligin cesitli asamalari ile iliskilendirilmistir. inflamasyon ve
oksidatif stres DDAH aktivitesini azaltir. DDAH aktivitesi TNF-a veya okside LDL
ile induklenen oksidatif stres ile de azalmaktadir. DDAH enziminin inaktivasyonu
ADMA eliminasyonun bozulmasina, ADMA seviyelerinin artmasina ve NO

uretiminin azalmasina sebep olur (Nijveldt et al, 2003).

Hepatositler dolasimdan ¢ok miktarda arjinin aldigindan dolay karaciger yetmezligi
yuksek plazma L-arjinin dizeyleri ile karakterizedir. Karacigerin dolasimdaki
ADMA (zerindeki asil etkisi ylksek arjinaz ve DDAH aktivitesine baghdir. Ayrica
ADMA ¢ok az bir oranda hepatik hticrelerdeki aminotransferazlar ile de yikilmakta
ve yine bobrekle atilmaktadir. Kisacasi karaciger, ortamdaki stabil ADMA
konstantrasyonunu saglayan en onemli belirleyicidir ve karaciger yetmezliginde
plazma ADMA konsantrasyonu yikselmektedir (Wang et al. 2006, Wilcken et al.
2007). Nijveldt et al. (2003) ADMA ile hepatik disfonksiyon arasinda gucli bir iliski

kurmuslardir.
2.2.6. Dinamik Thiol/Disulfid Denge Durumu

Thioller bir hidrojen ve bir karbon atomuna bagli bir stlfir atomundan olusan bir
stlfhidril grubu (-SH) iceren organik bilesiklerdir (Sen and Packer 2000).

Thioller yuksek rediiktan kapasitesi olan, reversible ve irreversible modifikasyonlara
yatkinmolekullerdir. Thioller, viicutta toplam antioksidanlarin énemli bir bolumine
katkida bulunurlar ve reaktif oksijen turlerine karsi savunma icin énemli rol oynarlar
(Erel ve Neselioglu 2014). Ayrica programlanmis hiicre 6lumu, detoksifikasyon,

antioksidan korunma, transkripsiyon ve hiicresel enzimatik aktivitenin korunmasinda
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kritik rol oynarlar (Circu and Aw 2010). Oksidan ile karsilasan indirgenmis thioliin
okside formu distlfittir. Thiol/distlfit dengesi antioksidan koruma, detoksifikasyon,
sinyal transdiiksiyon, enzimatik aktivitenin reguilasyonu, apoptoz ve hiicresel sinyal
iletiminde énemli bir role sahip oldugu i¢in bu dengedeki degisikler énemlidir (Erel
ve Neselioglu 2014). Thiol/disulfid dénusimi bir redoks reaksiyonudur ve dinamik
bir strectir (Sekil 1). Anormal thiol/disulfid homeostazi sirasinda bu hayati hicresel

islevler bozulur (Nagy 2013).

. . OKSIDASYON L )
NATIVE THIOL % ~ DISULFID
REDUKSIYON

Sekil 1: Native thiol-disulfid dengesi

Son zamanlarda, cesitli akut ve kronik hastaliklarin patogenezinde anormal
thiol/distlfid denge durumunun bulundugu bildirilmektedir (Ozyazici ve ark, 2016).
Yiksek oksidatif stresde, thiol konsantrasyonlari serbest oksijen radikallerini (SOR)
notralize etmek icgin azalir. Thioller, oksidanlar vasitasiyla oksidasyon reaksiyonu
gecirebilir ve thiol gruplarina geri indirilebilen distlfir bagi olustururlar (Jones and
Liang 2009).

Thiollerin serumda o6lgllmesi antioksidan savunmanin dolayli yansimasini saglar
(Yuksel ve ark, 2016). Oksidatif stres gostergesi olarak kullanima giren thiol/distlfid
dengesi akut apendisitte, akut myokarda infarktiisiinde ve akut febril konvilziyon
gibi cesitli sistemleri etkileyen hastaliklarda cahisiimis fakat karaciger ile iliskili
hastaliklarda calisiimamistir (Kundi et al. 2015, Ozyazici ve ark. 2016, Elmas ve ark.
2017)

2.3. SILIBININ

Silibinin; Silybum Marianum bitkisinden elde edilen bir flavonoglignandir. Silibinin

CogH22010 formiiliine sahip, molekiler agirhgr 482,44 g/mol olan bir bilesendir
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(Deep and Agarwal 2010). Silybum marianum bitkisi deve dikeni, st dikeni,
meryem ana bitkisi olarakda bilinmektedir. Olgun bitki parlak-mor cicekler ve bol
dikenlere sahiptir. Bitki yeterli giinese maruz kalan yerlerde yetisir. Silibinin ile

silibin es anlamlidir (Wellington andJarvis 2001).

Sekil 2: Silibininin molekdler yapisi (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.‘den alinmistir)

Silymarin yedi flavonolignan dahil olmak tizere sekiz 6nemli bilesik 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 acidan en aktif bilesenidir ve silibin A ve silibin B’nin
karisimindan olusur. Silymarin 7 flavonolignan ve polifenol kompleksinden
olusmasina ragmen en aktif bileseni silibinindir (Federico et al, 2017). Silibinin,
silymarindeki en etkin antioksidan ve hepatoprotektif etkili olan flavonolignandir.
Safradaki konsantrasyonu digerlerinden 60 kat fazladir (Kren and Walterova 2005).

Silibinin gastrointestinal sistemden kolaylikla emilir ve enterohepatik dolasima girer.
Esas olarak %80’isafrayla atilmakla birliktegeri kalan kismi idrarla atilir. Oral
alindiktan 2-4 saat sonra maksimum kan konsantrasyonuna ulasir ve eliminasyon
yar1 omri 6 saattir (Post-White et al. 2007, Bijak 2017).

Silymarin ytzyillar boyunca Avrupa’da hepatik ve safra bozukluklari icin kullaniimis

bir bitki olup alternatif tiptan modern bir ilacin gelismesinin en basarili
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orneklerinden biridir. Halk tarafindan safra tasi, kusma, kasinti, sedef, sitma,
hemoroid, kolik durumlarinda ve sindirime yardimci olarak cesitli kullanim alanlar
vardir (Greenlee et al, 2007). Bunun yaninda silymarin kanser hastalari tarafindan
gondllilik esasina gore en sikhkla kullanilan bitkisel preparatlardan biri oldugu
bildirilmis ve pek ¢ok insan kemoterapétiklerin yaninda alternatif tip ilaci olarak da
silymarini kullanmaktadir (Weneke et al, 2004).

Almanya’da bu bitki sindirim bozukluklari, intoksikasyon, kronik karaciger
hastaliginda kullaniimasi Icin onay almistir
(http://naturaldatabase.therapeuticresearch.com, Erisim tarihi 1 Subat 2018).
Amerika Birlesik Devletleri tibbi kullanim icin heniiz onay vermemis olsada en sik
satilan bitkisel Grlnlerdendir (Post-White et al, 2007). Biyoyararlanimini artirmak
icin ozel silibinin formilasyonlari gelistirmislerdir. Klinik ¢alismalardakullanilan en
yaygin silymarin ve silibinin Grtnleri Legalon, Thisilyn, Siliphos ve Silipide’dir

(Ramasay and Agarwal 2008).

2.3.1. Silibinin Etki Mekanizmasi

Silibinin hepatoprotektif etkisini ¢esitli mekanizmalar ile gerceklestirir. Bunlar;

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

Metal iyonlarinin selasyonu (Darvishi Khezri et al, 2016).

Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu (Hackett et al, 2012)

Silibinin, DNA'ya bagimli RNA polimeraz I'i uyarabilir, rRNA sentezini artirabilir
ve bu yeni rRNA polimerazinin olusumunu hizlandirarak yeni hepatositlerin
olusmasini saglayabilir (Ramasay and Agarwal 2008, Saller et al. 2001)
Glukuronidasyon ve glutatyon konsantrasyonunu arttirarak stiperoksit dismutaz ve
glutatyon peroksidazi stabilize eder (Saller et al, 2007)

Anti-inflamatuar etki yolu ise 16kotrien ve prostaglandin sentezinin inhibisyonu, NF-
kB inhibisyonu, Kupffer hiicresi inhibisyonu, mast hiicresi stabilizasyonu ve nétrofil

migrasyonunun inhibisyonudur (Dehmlow et al, 1996)
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Karaciger stellat hiicrelerinin miyofibroblastlara dénisimini azaltarak fibrozusun
yavaslamasini veya tersine cevrilmesini saglar ve boylelikle anti-fibrotik etki gosterir
(Loguercio and Festi 2011).

Antikanserojen etkisi; siklin bagimh kinazlarin inhibisyonu ile kanser hicresinin

biytmesinin durdurulmasi (Dixit et al, 2007).

Silymarin ayni zamanda 0strojen sinyal modulatori, instlin - sensitizord,
antidiyabetikve koleretik etkilere de sahiptir (Li et al. 2015, Federico et al. 2006).
Silibinin diyetle indiklenen hiperkolesterolemide 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim
A (HMG-CoA) rediktazi inhibe ederek kolesterol sentezini azaltabilecegi ve

hipokolesterolemik etkili olabilecedi gosterilmistir (Kreeman et al, 1998).

Deve dikeninden elde edilen silibininin  enjektabl formu  Amanita
Phalloideszehirlenmelerinde kullanilan iyi bir antidottur ve suda ¢6zunur. Bu mantar
son derece toksiktir ve Olime sebebiyet verir. Grabhorn et al. (2013) mantar
zehirlenmesinde silibininin, N-asetil sistein ve aktif komir ile erken
detoksifikasyonunun prognozu iyilestirdigini bildirmislerdir. Vogel et al.(1984)
Amanita Phalloides verilen kopeklerin bir kismina 50 mg/kg olarak 5. ve 24.
saatlerde silibinin uygulamis ve silibinin serum degisikliklerini ve protrombin
zamanindaki degisiklikleri ve karacigerdeki hemorajik nekroz derecesini belirgin
derecede azalttigini gostermislerdir. Bitkinin etki mekanizmasi, silymarinin mantar
toksinlerinin hepatositlere baglanip, oradan da enterohepatik sirkiilasyona gecisini
inhibe etmesine baglhidir. Mengs et al. (2012)’a gore amatoksin intoksikasyonunda
silbininin etki mekanizmasi olarak enterohepatik sirkiilasyonun inhibisyonu ve
toksinlerin baglanmasini engelleme yaninda, TNF-a’nin inhibisyonu ve protein

sentezini uyarma da yer almaktadir.

2.3.2. Silibinin Yan Etkileri, Toksisitesi ve Guvenilirligi

Silymarin intravendz infizyonu ile ilgili toksisitesi (zerine calismalar farelerde,
sicanlarda, tavsanlarda ve kopeklerde yapilmistir. LDso degeri farelerde 400 mg/kg,

sicanlarda 385 mg/kg, tavsanlarda ve kopeklerde 140 mg/kg dir. infiizyon hizina
gore bu degerler degisebilir. Yavas inflizyonla LDsg, sicanlarda 2 gr/kg, agiz yoluyla
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uygulandiginda 10 gr/kg’dir (Lecomte 1975). Bu veriler akut toksisitenin disuk
oldugunu gostermektedir.

Silymarin yan etki bakimindan guvenli bir bilesik olarak gorilsede, ¢ok sayida
hastanin  katildigi  bir c¢calismada hafif gastrointestinal bulgular sergiledigi
gOzlemlenmistir (Bahmani et al, 2015). Silibinin bilinen yan etkileri uzun sireli ve
yuksek dozda kullanimda bas agrisi ve kasintidir (Dunnick et al, 2011). Nadiren

dokantd, kasinti ve anafilaksi bildirilmis, fakat hi¢c 61am olmamistir (Rainone 2005).

Rambaldi et al. (2007) tarafindan deve dikenin alkole bagli, Hepatit B ve C ye bagl
karaciger hastaliginda yararl ve zararl etkilerini degerlendirmek icgin yapilan toplam
1088 kisiyi iceren 18 klinik calismanin sistematik derlemesinde, deve dikeninin
artmis yan etki riski tasimadigi bildirilmistir. Her iki gruptada bildirilen semptomlar
kasinti, bulanti, epigastrik agri ve bas agrisidir.

Silibinin gebelerde, ¢ocuklarda ve 75 yasindan buyiklerde glvenle kullanilabilir.
Mantar zehirlenmesi olan cocuklarda 20-50 mg/kg/gin’e kadar kullanilmis ve
toksisite bildirilmemistir (Hruby et al, 1983). Silymarin, intrahepatik kolestazli
gebelerde 16 gun sireyle 560 mg/giin dozunda kullanilmis; hastaya veya fetusa
hichir toksisite gdzlemlenmemistir (Hernandez and Nazar 1982). Bir baska
calismada ginlik 13 gr Siliphos (%30 silibinin)’un tolere edilebildigini
gostermislerdir (Flaig et al, 2007).

Karaciger metabolik homeostazi korumak icin calisan baslica organdir. Karaciger
serbest radikal Greten bilesikleri metabolize eder. Oksidatif stres ise karacigerde
fibroza ve siroza kadar ilerleyen hastaliklara neden olur. Bu nedenle dengeyi
korumak onemlidir. Vicuttaki antioksidanlari artirmanin bir yoluda antioksidan
kapasiteli bilesikleri tiketmektir (Casas-Grajales and Muriel 2015). Silibinin’in
hastalikli karaciger Uzerinde de immunmodulator etkileri oldugu bulunmustur (Dixit
et al, 2007). Silibinin anti-fibrotik, antioksidan ve anti-inflamatuar 0zellikle sahip
oldugu icin son yillarda siroz, toksik karaciger hasari, kronik inflamatuar karaciger
hastaliklarinda kullanilmaya baslayan hepatoprotektor ajandir. Detoksifikasyon
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veantioksidan 6zelligiyle asetaminofen, arsenik, karbon tetraklortr, fenotiyazinler,
sisplatin, doxorubisin ve Amanita phalloides toksinleri nedeniyle zehirlenmelerde

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

Silibinin/silymarin viral hepatitlerde, alkol asiri alimlarinda ve nonalkolik yagl
karaciger hastaliginda da progresyonu durdurdugu gosterilmistir. Bu etkileri
yaparken ki hedefleri oksidatif stres, insilin direnci, karacigerde yag birikimi ve
mitokondriyal disfonksiyondur (Kayaalp 2009, Federico et al. 2017, Saller et al.
2008).

Polyak et al. (2010) silymarinden elde edilen bilesiklerin etkilerini virls kaynakli
oksidatif stres, TNF-a’ya bagli NF-xB transkripsiyonu ve T hicre ¢ogalmasinin
inhibisyonu gibi testlerie degerlendirdiier. isosilibin A, taksifolin ve silibinin en
gucli hepatoprotektorlerdi ve tim bilesikler virlise bagl oksidatif stresi, antiviral
etkiye sahip olup olmamasina bakilmaksizin inhibe etmislerdi. Bu veriler silymarinin
insanlarda HCV infeksiyonu seyrini etkileyebilecegini gostermektedir (Polyak et al,
2010).

Akut lenfoblastik 16semili (ALL) cocuklarda yapilan klinik calismada, silibininin
ALL de kullanilan kemoterapi ajanlarinin etkisini antagonize etmedigi ve uzun sire

kullanimda karaciger enzimlerini dustrebilecegi gosterilmistir (Ladas et al, 2010).

Hagag et al. (2016) ALL’li hastalarda silymarinin MTX’e bagl hepatik ve bobrek
toksisitesi tzerine koruyucu etkilerini arastirmak icin yaptiklari plasebo kontrolli
klinik calismada, kemoterapi siiresi boyunca gruplara her MTX dozundan sonra 1
hafta sureyle silymarin veya plasebo vermisler; silymarin verilen grupta tedavi
sonrasi ALT, AST ve ALP dizeylerin plasebo grubuna gére anlamlh olarak daha

dustk oldugunu gostermislerdir.

2.4. HEPATOTOKSISITEDE SITOKINLERIN ROLU

Uyarilmis lenfositler, monositler, makrofajlar ile diger bazi hiicrelerde sentezlenen

ve salindiklari zaman, salindiklari hicre cevresindeki hicrelere (parakrin) veya
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salindiklari hiicreler tizerine dogrudan (otokrin) etkili, cogu 20-30 kD bir grup potent
peptid veya glikoprotein yapisindaki solibl madde “sitokin” olarak adlandirilir.
Monosit/makrofajlar tarafindan salinan sitokinlere “monokin”, lenfositler tarafindan
salinan sitokinlere “lenfokin”, lokositlere etki eden monokin ve lenfokinlere ise
“interlokin” denilmektedir (Bilgehan 2002).

Sitokinler antijen i¢in spesifik degildir. Sentezlenmeleri ve hedef hicreleri
etkilemeleri icin ¢ogunlukla bir uyari gerektirirler. Kendi aralarinda agonist ve
antagonist etkilesimler gosterebilirler. Lenfositlerin biyime ve farklilasmasinda,
antijenlerin eliminasyonunda, hematopoetik hucrelerin gelisiminde rol alirlar.
Sitokinlerin etkileri hedef hiicrelerdeki spesifik membran reseptorlerine baglanmalari
ile baslar. Sitokinler, lenfoid hicrelerin cogalmasini ve farklilasmasini saglar, bagisik
yaniti diizenlerler. inflamasyona katilan hiicreleri aktive eder; bu hiicreleri reaksiyon
yerine toplayarak orada tutar, cesitli biyolojik etkinlikler gosterirler. Bazi hipofiz
hormonlarinin sentez ve salinimina neden olur, ates ve akut faz cevabini olustururlar.
Bazilari antiviral etkinlik gosterir. Bas agrisi, miyalji, ates gibi genel infeksiyon
bulgulari ve ylksek dozlarda sok, toksik, hatta oldiriicu etkiler olustururlar (Kuby
1992).

2.4.1. interl6kin-10 (1L-10)

IL-10, sitokin sentez inhibitor faktor olarak da bilinen anti-inflamatuar bir sitokindir
ve inflamasyonu sinirlamada dizenleyici role sahiptir. 1L-10 diger 6nemli gorevi
makrofajlarin T hiicre aktivasyonundaki islevini engellemek ve B lenfositlere uyarici
etkide bulunmaktir. Bu etkiler sonucunda T hicre araciligiyla gelisen bagisiklik
yanitini inhibe ederek immunsupresif etki gosterir (Abbas et al. 1994, Wang et al.
2003). IL-10, TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin Gretimini inhibe eder
ve IL-1 reseptor antagonisti gibi anti-inflamatuar sitokinlerin Gretimini artirir. Bu
sitokin ayni zamanda NF-kappa B aktivitesini bloke eder ve JAK-STAT sinyal
yollunun regulasyonuna da katilir (Nororiha et al, 1995). IL-10 ayni zamanda
virGslerin, alkollin ve otoimmunitenin neden oldugu karaciger hasarina karsi da korur
(Cintra et al, 2008).
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Son yillarda ilaca bagl hepatotoksisitede bagisiklik sistemi dikkat cekmeye
baslamistir. Sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen Grlnleri, NO, pro-inflamatuar ve
anti-inflamatuar ~ sitokinler ilaca bagh hepatotoksisite patogenezinde rol
oynayabilirler. Hepatotoksik maddeler anti-inflamatuar sitokinlerin pro-inflamatuar
sitokinlere oranini degistirebilirler. Goto et al. (2015)pro ve anti-inflamatuar yanit
dengesinin ilaca bagli hepatotoksisitede 6nemli bir faktér oldugunu, hepatotoksik
ilaclarla muamele edilen kupffer hicrelerinde TNF-a dlzeyi degismezken IL-15
dizeyinin arttigini ve IL-6, IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin baskilandigini

gostermislerdir.

Amirshahrokhi et al.(2010) tarafindan yapilan calismada, sicanlarda safra kanall
ligasyonuyla indiklenen hepatik fibrozis modelinde sitokin Gretimine kaptoprilin
etkileri arastirilmis; TNF-a artarken, IL-10"nun azaldigi gosterilmis ve kaptoprilin
hepatik fibroz Uzerine koruyucu etkisinin sitokinler tzerinden oldugu sonucuna

vartimistir.
2.4.2. Tumor Nekroz Faktor-alfa (TNF-a)

TNF-a, gram (-) bakterilere ve diger infeksiy6z ajanlara karsi gelisen akut
inflamatuar yanitin ana mediyatoridur. Pro-inflamatuar sitokinler icinde en erken
salgilanan ve konakgi cevabindaki en glgli mediyatordur. Sentezleyen ana hucreler
mononikleer fagositlerdir. Antijen ile uyarilmis T lenfosit, NK ve mast hiicreleri
tarafindan da sentezlenir. TNF-qa, infeksiyon bdlgesine notrofil ve monositlerin
cekilmesinde 6nemli rol oynar. Dusuk dozlarda lokositler ve endotelde akut
inflamasyonu indukler. Normal dozlarda inflamasyonun sistemik etkilerini duzenler.

Yiiksek dozlarda septik sokun patolojik anormalliklerine neden olur (Ozbal 2000).

TNF-q, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, pro-inflamatuar, pirojen,
akut faz reaktani olan bir sitokindir. TNF-a’nin ayrica, apopitozisin ekstrensek ve
intrensek yolaginda da baslangi¢ kaspazlarini aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu
gozlenmistir. Pro-apopitotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-o’nin antagonistleri,

anti-apopitotik etkinlik gostermektedirler (Fadeel and Orrelius 2005).
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Farkl in vivo ve in vitro ¢calismalar TNF-a diizeyinin yikselmesinin hepatositlerde
apopitozu indlkledigi ve farkli deney hayvanlarinda hepatik hasarin patogenezinde

rol aldigini ortaya koymustur (Garcia-Ruiz et al.2003, Darwish et al. 2013).

Metotreksat toksisitesinin artmasiyla birlikte pro-inflamatuar sitokin olan TNF-a’nin
arttigi yapilan calismalarda gosterilmistir (Aslaner ve ark, 2015). TNF-a’ninyiksek
doz metotreksat injeksiyonu yapilan ratlarda arttigi; melatonin, balanites ekstrati ve
medikal ozonun MTX toksisitesini Onledigi ve karaciger hasari azalirken TNF-o
dizeyinin de azaldigi gosterilmistir (Aslaner ve ark. 2015, Montasser et al. 2017).
Ari venomuda TNF-a salinimini azaltarak MTX’a bagl hepatotoksisiteyi
azaltmaktadir (Darwish et al, 2013).

Hussain et al. (2016), 15 mg/hafta MTX ile tedavi edilen romatoid artritli hastalarda
yaptigi klinik calismada silibinin tedavisi ile TNF-a dizeyinin dastugund, I1L-10
duzeyinin ise anlamlh o6lcide arttigini gostermislerdir. Zhang et al. (2009)’da
miyokarditli sicanlarda yaptigi calismada dusik doz MTX (0,1 mg/kg/gln)
uygulamasinin TNF-a’y1 azalttigini ve IL-10’nu artirdigini gostermislerdir. Bu iKi
calisma gosteriyor ki disuk dozda MTX uygulamasi, TNF-a dizeyini

dustrmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma projesine, Abant izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalari Yerel Etik
Kurulundan onay alinmistir (etik kurul onay tarihi:10.05.2017 ve karar no:2017/24).

Calisma 35 adet Wistar Albino cinsi 8-10 haftalik disi si¢an kullanilarak,19-21 °C
derece oda sicakliginda, 50-55 nisbi nem ortaminda, ad libitum su ve besleme ile
Abant izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
merkezinde yapildi. Calismanin tlim asamalari 1983 Helsinki deklarasyonunda
bildirilen “hayvanlarda bilimsel calismalar igin etik kurallar’auygun bir sekilde

yapildi.

Tum hayvanlar rastgele (randomizasyon) olarak hepsinde 7 sican olacak sekilde 5
gruba ayrildi. Bu sayede, bireyler arasi varyasyonun deney ve kontrol gruplarina esit
olarak dagilmasi saglanmis oldu. Kafeslerin Uzerine, gruplari belirtecek plakalar
yerlestirildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda agirliklar hassas terazi ile darasi

alinmis plastik bir kapta gerceklestirildi.

3.1. DENEY PLANI

Silibinin igin ¢6zlicu madde olarak dimethyl sulfoxide (DMSO) kullanildi.
Metotreksat ve silibininin intraperitoneal (ip) enjeksiyonlari arasinda 1 saat sire

birakildi. Metotreksat tek sefer, silibinin ise 24 saat arayla 5 kez ip olarak yapildi.

Grup 1: Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki sicanlara higbir ilag verilmedi, higbir uygulama yapilmadi.

Grup 2: Metotreksat grubu (MTX)
Bu gruptaki sicanlara ilk giin 20 mg/kg’dan MTXip olarak verildi. MTX’ten 1 saat
sonra 0,5 cc DMSO ip olarak verildi. Diger 4 giin boyunca sadece DMSO 0,5 cc ip

olarak verildi.

25



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

Bu gruptaki sicanlara ilk giin 20 mg/kg’dan MTX ip olarak verildi. MTX’ ten 1 saat
sonra silibinin 25 mg/kg dozunda 0,5 cc DMSO i¢inde ¢ézinmus sekilde ip olarak
verildi.  Silibinin diger 4 gin boyunca 25 mg/kg dozda 0,5 cc DMSO iginde

¢ozinmus olarak herglin ayni saatte verildi.

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

Bu gruptaki sicanlara ilk giin 20 mg/kg’dan MTX ip olarak verildi. MTX’ten 1 saat
sonra silibinin 50 mg/kg dozunda 0,5 cc DMSO iginde ¢6ziinmus sekilde ip olarak
verildi. Silibinin diger 4 gin boyunca 50 mg/kg dozda 0,5 cc DMSO icinde

¢6zlnmus olarak hergiin ayni saatte verildi

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

Bu gruptaki sicanlara ilk giin 20 mg/kg’dan MTX ip olarak verildi. MTX’ten 1 saat
sonra silibinin 100 mg/kg dozunda 0,5 cc DMSO iginde ¢oztinmis sekilde ip olarak
verildi.  Silibinin diger 4 gin boyunca 100 mg/kg dozda 0,5 cc DMSO iginde
¢cozlnmus olarak herglin ayni saatte verildi (Tablo 1).

Tablo 1: Deney Plani

1.GUn 2.GUn | 3.GUn |4.GUn |5.GUn 6.GUn
Kontrol - - - - -
MTX MTX-DMSO | DMSO |DMSO |DMSO | DMSO §
7
MTX-SLB25 | MTX-SLB25 | SLB25 | SLB25 | SLB25 | SLB25 __Eg
MTX-SLB50 | MTX-SLB50 | SLB50 | SLB50 | SLB50 | SLB50 E,
MTX-SLB100 | MTX-SLB100 | SLB100 | SLB100 | SLB100 | SLB100 3

Calisma sonunda tim ratlara 90 mg/kg ketamin + 10 mg/kg xylazine intramuskuler
olarak verildikten sonra kardiyak ponksiyon ile 4 ml kanlari alinarak sakrifiye edildi.
Sakrifikasyonun ardindan midsagital insizyon yapilarak karaciger dokulari hizlica

cikartildi. Cikarilan karaciger dokulari %10 formaldehit ile tespit edildi.
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Ratlardan alinan kanlar sari kapakl jelli biyokimya ttiptine alinarak 5-6 kez yavasca
alttst edilerek bekletildi. Bekleyen kanlar, 20 dakikalik pihtilasma slirecinden sonra
santrifiij islemine (sogutmali, 1500g, 10 dakika) tabi tutuldu. Elde edilen serumlar
numaralandirilarak 2 adet eppondorf (1solab centrifuge tubes 2.0 ml, flat cap-without
skirt) tuplere aktarilarak soguk zincir kurallarina uyularak Sakarya Universitesi
EQitim Arastirma Hastanesi Merkez Kampus Biyokimya Laboratuvarina getirilerek

calisma guiniine kadar -80°C de saklandi.

Alinan karacigerler, dokunun yaklasik 10 kati kadar hacimdeki tamponlanmis
%10’luk formalin sollsyonuna konularak agzi sikica kapatilmis kaplarda patoloji

laboratuvarina génderildi.

3.2. ILACLAR

Metotreksat icin METHOTREXAT “EBEWE” 50 MG/5 ml; Sandoz
Silibinin i¢in Silibinin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),1 gr poli tlpte
Ketamin icin Ketalar; Pfizer

Xylazine icin Rompun; Bayer

DMSO i¢in Merck kimyasaldan Dimethyl Sulfoxide EMPLURA kullanildi.

3.3. TOTAL ANTIOKSIDAN KAPASITE VE TOTAL OKSIDAN SEVIYE

Plazma analizleri, dnceden aplikasyonu yapilan ve kontrol serumlari calisilan tam
otomatik Beckman Coulter marka AU 680 (Koutou-ku, Tokyo, Made In Japan)
analizorde gerceklestirildi. Calismada Rel Assay Diagnostics marka kit kullanildi.
Total oksidan seviye(TOS) ve total antioksidan kapasite(TAK) tespiti igin, Erel
tarafindan gelistirilen otomatik 6lgim metodu kullaniimistir (Erel 2004, Erel 2005).

Serum TAK sonuclart mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi. TOS i¢in H202

Equivalent/L birimleri kullanildi.

Oksidatif stres indeksi (OSI) asagidaki formiile gore hesaplandi.

OSi: TOS/ TAK
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OSi (Arbitrary Unit)=TOS (mmol H202 Equivalent/L)/TAK (mmol Trolox
Equivalent/L).

Sonuglar Arbitrary Units (AU) olarak ifade edildi.

3.4. TOTAL THIOL SEVIYESI, NATIVE THIOL SEVIYESI, DiSULFID

Total thiol ve native thiol Sakarya Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi
(SUEAH) biyokimya laboratuvarinda, tam otomatik Beckman Coulter marka AU
680 (Mishima K.K, Made in Japan) otoanalizériinde calisildi. Rel Assay Diagnostics
marka kitlerde arastirma test parametreleri ¢alisildi. Total thiol seviyesi (TTS), native
thiol seviyesi (NTS) ve distlfid umol/L olarak ifade edildi.

Disllfid asagidaki formle gore hesaplandi.

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

Total thiol seviyesi, native thiol seviyesi ve disilfidin birbirine oranlanmasi ile
distlfid/native thiol (D/N), disulfid/ total thiol (D/T) ve native thiol/ total thiol (N/T)
sonuclari elde edildi. Bu sonuglar ylzde olarak hesaplanarak birbiriyle karsilastirildi
(Erel ve Neselioglu 2014).

3.5. ASIMETRIK DIMETIL ARJININ

Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA), SUEAH biyokimya laboratuvarinda, BioTek’s
Gen5™ ELx800 Eliza cihazi ile, Rel Assay Diagnostics marka, Rat Asymmetrical
Dimethylarginine (ADMA) ELISA Kiti ile calisilmistir. Sonugclari optik dansitometri
ile ifade edilmistir.

3.6. TNF-a ve IL-10

Serum analizleri, SUEAH Mikrobiyoloji Laboratuvarinda tam otomatik mikro-

ELISA cihazinda (Grifols, Triturus, Ispanya) calisilmistir. TNF-a ve IL-

10 parametreleri icin ratlara 6zel ELISA kitleri kullanilmistir (Thermo Fisher

28



Scientific Rat TNF alpha ve IL-10 Platinum ELISA Kiti, Austria). Mikroeliza test
prosediirli (pipetaj, inkiibasyon, yikama ve okuma islemleri) Greticinin talimatlari
dogrultusunda uygulanmis olup, Cut-off ve kalibrasyon egrisi ¢ikarilarak sonucta
TNF-a ve IL-10’in serum duzeyleri kantitatif olarak olc¢tldiu. Sonuclar pg/ml ile

ifade edilmistir.

3.7. BIYOKIMYASAL BELIRTECLER

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Kampiis Biyokimya
Laboratuvarinda Beckman Coulter marka AU 5800 (Koutou-ku, Tokyo, Made In
Japan) tam otomatik analizorde gerceklestirilmistir.

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

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

De Ritis orani ise AST/ALT olarak hesaplanmistir.

3.8. HISTOPATOLOJIK iINCELEME

Karacigerler %10’luk tamponlanmis formalinde fikse edildikten sonra her birinden
kesitler alinarak farkli plastik kasetler i¢cinde otomatik doku takip cihazinda %10’ luk
tamponlanmis formalinde %70’lik, %80’lik, %90’lik alkol, saf alkol, ksilol ve
parafini iceren basamaklarda bekletme esasina dayali doku takibine alindi. Takip
sonrasi elde edilen dokular eriyik parafin ile bloklandi. Bloklanan dokular -4 °C de
sogutuldu ve mikrotom cihazi ile herbir bloktan 5’er mikron kalinhginda kesitler
alindi. Rutin histopatolojik inceleme i¢in lam Uzerine alinan kesitler, 30 dakika, 70°C
sicakhkta, etivde deparafinize edildikten sonra; 10 dakika ksilolde bekletildi,
otomatik boyama ve kapama cihazinda Hemotoksilen-Eozin boyamasi otomatik
prosedir ile yapildi. Histopatolojik incelemede her olgu patoloji uzmani tarafindan
1stk mikroskobunda, dahil oldugu calisma grubu bilinmeksizin incelendi. Hepatik
hasari degerlendirmek Uzere her olgu sinlzoidal dilatasyon, inflamatuar hiicre

infiltrasyonu, hepatosellller vakuolizasyon ve nekroz varhgl acisindan “yok” (-
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),“hafif” (+), “orta” (++) ve “agir” (+++) olmak lzere skorlandi. Toplam skor her
olgu icin ayrica hesaplandi.

3.9. ISTATISTIK

Bitun istatistiksel yontemler, “SPSS versiyon 22.0” istatistiksel paket programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenlere ait verilerin normal dagilimi Shapiro-Wilk
ile degerlendirildi. Normalite testinin sonuclarina gore parametrik veya non
parametrik testler uygulandi. Dagilimi normal olanlara one-way ANOVA, dagilimi
normal olmayanlara Kruskal-Wallis uygulandi.Coklu karsilastirma testi olarak
normal dagilan degiskenlerde varyanslar homojen ise Post Hoc testlerden Tukey
HSD, varyanslar homojen degil ise Dunnett T3 kullanildi. iki grubun
karsilastiriimasinda normal dagilima uymayan degiskenlerde ise Mann-Whitney U
analizi yapildi. Deney 6ncesi ve sonrasi vicut agirhgr dizeyleri iki yonlu tekrarli
olcimler (tek faktor tekrarl) varyans analizi ile karsilastirildi. Tanimlayici olarak
ortalamazxstandart sapma ve ortanca (minumum-maksimum) degerleri verildi. Tim

analizlerde p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Cahismaya 5 grup ve toplam 35 denek ile baslandi. Calisma boyunca 4 adet denek
6ldugi icin calisma disinda kaldi. MTX-SLB100 grubundan bir denek deneyin 4.
gind, MTX grubundan bir denek deneyin 5.gini ve MTX-SLB100 grubundan bir
denek daha ve MTX-SLB25 grubundan bir denek deneyin 6.guninde 6ldi. MTX
grubunda 6 denek, MTX-SLB25 grubunda 6, MTX-SLB100 grubunda 5 adet denek
kald1.

4.1. DENEKLERIN AGIRLIK DEGISIKLIKLERI

Deneklerin ¢alisma baslangicindaki ortalama agirliklari arasinda istatistiksel anlamli
fark yoktu. Deney sonunda agirhklar karsilastirildiginda MTX-SLB25, MTX-
SLB50, MTX-SLB100 gruplari ile kontrol grubu arasinda anlamli fark vardi
(Tablo3). Kontrol grubunun ilk ve son tartilari Kkarsilastirildiginda anlamh artis
saptanirken MTX grubunda bu degisiklik izlenmedi (P:0,218). Yine silibinin verilen
gruplarin ilk ve son tartilari karsilastirildiginda tartilarinda anlamli dists oldugu
goraldi (Tablo 2).

Tablo 2: Deneklerin ¢calisma oncesi ve sonrasi agirhiklarinin karsilastiriimasi
(OrtalamazSS)

Gruplar Calisma dncesi agirlik(g)  Calisma sonrasi agirhk(g) P
Kontrol 203,7+24,5 214+19,4 0,0052
MTX 200+21,6 185+20,1 0,218
MTX-SLB25  202+18,8 168+19,6 0,000?
MTX-SLBSO  207+19,1 176+19,5 0,000?
MTX-SLB100  200+17 175+14,2 0,0022

(a): Galisma 6ncesi ile sonrasi agirliklari karsilastirmasindaanlamli farklilik, p<0,05
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Tablo 3: Deneklerin ¢alisma sonrasi agirhiklarinin karsilastiriimasi (OrtalamazSS)

Kontrol MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100
Calisma
sonrasl 214+19 4 185+20,1  168+19,6° 176+19,52 175+14,22
agirhk(g)

(a): Calisma sonrasi agirliklarinda kontrol grubuna gére anlamli farklilik, p<0,05

Calisma 0Oncesinde saglikli olan deneklerin MTX verildikten sonra ishal olduklari
gozlemlendi. Kontrol grubunda ishal gozlemlenmedi. Ozellikle silibininin 100 mg/kg
verilen gruptaki ishal siddeti fazlaydi. Bu gruptan 2 adet denek calismanin son
gunune gelmeden 6ldi. Deney gruplarindaki kilo kaybi deney hayvanlarinda goriilen

ishalle iliskiliydi.

4.2. OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI

Total oksidan seviye Olciminde 31 numuneden 3’0 kit yanlis sonu¢ verdigi icin

calisma disi birakilmustir.

Tablo 4: Serum TAK, TOS, OSi ve ADMA degerlerinin Karsilastiriimasi

(OrtalamazSS ve ortanca(min-max))

Kontrol MTX MTX+SLB25 MTX+SLB50 MTX+SLB100
TAK 1,37+0,04 0,88+0,14 0,940,3 1,0240,27 0,970,39
1:2251'32' 0,86(0,68-1,09)* 0,78(0,69-1,48)  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(1,1-286)  5,01(3,06-181,2)  5,01(3,06-181,19)  13,9(1,8-151,74)
OSi 4,9+4,3 13,7+12,3 34,1+34,7 36,2+48 30,9+37,3
if%lzg' 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
A S I R s

(a): Kontrol grubuna gore anlamli farkllik (p<0,05)
TAK: Total antioksidan kapasite, TOS: Total oksidan seviye, OSi: Oksidatif stres
indeksi, ADMA: Asimetrik dimetil arginin
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Gruplardaki TOS, OSi, ADMA diizeyinin gruplar arasi karsilastiriimasinda istatiksel
anlamli fark yoktu. MTX maruziyeti ve de silibinin tedavisinin TOS, OSi ve ADMA
uzerine etkisi gozlenmedi. Ancak TAK dizeyleri MTX verilen grup ve MTX-SLB25
grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalma g6zlendi. Ayni azalma
MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarinda saptanmadi. Yani azalmis olan TAK
dizeyi silibinin 50-100 mg/kg dozlarda verildiginde artmakla birlikte, MTX grubu
ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark olusturacak diizeyde degildi (Tablo
4).

Total thiol seviyesi beklendigi sekilde MTX grubunda kontrol grubuna gére anlamli
dizeyde duasukti. Diger tum gruplarin kontrol grubu ile ve kendi aralarinda
karsilastirilmasinda fark yoktu. Silibinin verilen gruplarda total thiol diizeyinin arttigi
gozlendi. Ancak bu artis MTX grubu ile karsilastirildiginda anlamh degildi. Native
thiol dlzeylerinde de total thiol dlizeylerine benzer bir etki g6zlendi (Tablo 5).

Tablo 5: Serum TTS, NTS, disulfid, D/N, D/T, N/T degerlerinin Kkarsilastiriimasi

(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
géi;f(m%' 1350(669-1535)* 1008(651-4127)  1372(1096-4957) 1026(634-4521)
NTS 884+171 311493 892+1233 1005+1622 955+1494
814(699-1195) 294(199-449)*  311(43-3257) 341(143-4653)  280(198-3626)
Disulfid 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)*  486,5(152-651)°  414(177-447)?
D/N(%) 75+12 156+48 190264 148+106 105475
81(56-88) 147(108-242)  86(13-706) 151(3-330) 100(12-209)
D/T(%) 29+2 3742 28+14 3113 29412
30(26-31) 37(34-41)3 31(10-46) 37(3-43) 33(9-40)
N/T(%) 404 2545 4128 35427 40423
38(36-47) 25(17-32) 36(6,6-79) 25(13-94) 33(19-80)

(a): Kontrol grubuna gore anlaml farklilik (p<0,05)
TTS: Total thiol seviyesi, NTS: Native thiol seviyesi, D/N: Disllfid/Native thiol
orani, D/T: Disulfid/Total thiol orani, N/T: Native/Total thiol orani
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Disulfid degerleri MTX-SLB25, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamh diizeyde disukti. MTX grubu ile kontrol grubu arasinda fark
yoktu. Disulfid/native thiol degerleri acisindan gruplar arasinda anlamh fark

saptanmadi.

Disllfid/total thiol deQerleri ise MTX grubunda kontrol grubuna goére anlamli
duzeyde yulksekti. Bu anlamli yiksekligin silibinin tedavisi verilen gruplarda

olmadigi goralda.

Native thiol/total thiol degerlerinin karsilastirmasinda, TTS ve NTS’de gozlendigi
sekilde anlamli fark saptandi (Tablo 5).

4.3. TNF-a VE IL-10

Tablo 6’da gosterildigi gibi ne MTX maruziyeti ne de silibinin tedavisi TNF-a ve
IL-10 dlzeylerini etkilemektedir.

k

Tablo 6: Serum TNF-  ve IL-10 dizeylerinin karsilastiriimasi(Ortalama+SS ve
ortanca(min-max))

Kontrol MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100
za(1
TNF-
« 23164380 22354242 2535+662 23594263 2962 + 607
(pg/m)
23,02(16-27) 22(19-25)  24,5(16-35)  24(20-27)  31(22-37)
IL-10 198463 160+81 289+174 113457 235+170
(pg/ml)

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

AST, total bilirubin ve direkt bilirubin testleri gruplar arasi karsilastirmalarinda
istatistiksel anlamh fark saptanmadi. Ancak ALT ve ALP dizeyleri MTX alan
gruplarda belirgin sekilde dusuktu (P<0,05). Benzer bir sonu¢ LDH duzeylerinde de
gozlendi. MTX, MTX-SLB25 ve MTX-SLB100 verilen gruplarda LDH seviyeleri
kontrol grubuna gore anlamli derecede distik saptandi. Fakat MTX-SLB50 grubunda
farklhihk yoktu. De Ritis orani(AST/ALT), MTX ve silibinin verilen tim gruplarda
kontrol grubuna gore anlamli seviyede yiksekti. Albumin dizeyleri de MTX ve
silibinin verilen gruplarin hepsinde kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
dusiktl (Tablo 7).

Tablo 7: Serum AST, ALT, AST/ALT, ALP, LDH, T.bil, D.bil, aloumin degerlerinin

karsilastirilmasi (Ortalama=SS ve ortanca(min-max))

KONTROL  MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100
AST  137,9+154 114,8+29,1 101+30,7 116+27,8 125,6+76,9
(UL)  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
(UL)  67,5(51,8-80,8) 29,6(22,8-31,5)* 255(16,8-36,1)* 351(20,5-42,5)2 22,2(19-65,1)°
AST/ 2,040,52 4,0+0,88 3,9+0,91 3.4+0.39 4,1%0,78
ALT  19(1,6-3,2) 4,0(3,2-5,5) 3,8(2,9-5,5)? 3,3(2,9-4,2)° 4,6(2,9-4,7)
ALP  24229+474  69,67+71,5 55+13,2 38+17,5 49,4+ 31,8
(UIL)  227(173-310)  37(32-214)2 58(36-72) 2 37,5(19-69) 2 34(32-106)°
LDH  843+198 416+152 280+167 569+284 3314352
(U/L)  903(543-1054) 434,5(243-666)2 231,5(114-553)2 648,5(228-893)  216(86-947)2
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 0,03620,02 0,022+0,01 0,04620,02
(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 1540 1 2,17+0,3 2,090,4 2,46%0,2 2,32+0,3
(9/dL)  3,13(3,05-3,24) 2,26(1,72-2,53)2 2,01(1,67-2,7)®  2,38(2,2-2,72)®  2,21(1,98-2,65)°

(a): Kontrol grubuna gore anlamh farklilik (P<0,05)
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4.5. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Kontrol grubunda yer alan siganlarin karacigerinde bu organa 6zgi histolojik yapilar

disinda herhangi bir bulguya rastlanmadi (Resim 1).

MTX grubundaki sicanlarin karacigerlerinde kontrol grubuna kiyasla inflamasyon
siddetinde belirgin bir artis oldugu saptanmistir.

Bu calismada MTX uygulamasina bagli hepatositlerde sinuzoidal dilatasyon,
inflamatuar hicre infiltrasyonu, hepatoseliler vakuolizasyon ve fokal nekroz alanlari
gozlemlendi (Resim 2, 3). Ozellikle MTX-SLB50 grubunda bu inflamasyonun
geriledigi gozlemlendi. Sinlzoidal dilatasyon MTX, MTX-SLB25, MTX-SLB50,
MTX-SLB100 tedavisi verilen tiim gruplarda kontrol grubuna gére anlamli diizeyde
yuksekti (Tablo 8).

Inflamatuar hiicre infiltrasyonu MTX ve MTX-SLB25 gruplarinda kontrol grubuna
gore anlamh dizeyde ylksekti. MTX-SLB50 grubunun inflamatuar hicre
infiltrasyonu, hem MTX hem de MTX-SLB25 grubuna gdére anlamli seviyede

dusiktl ve de kontrol grubuyla aralarinda fark yoktu.

Tablo 8: Sinuzoidal dilatasyon (SD), inflamatuar hiicre infiltrasyonu (iHi),
hepatoselulervakuolizasyon (HV), nekroz ve toplam skorun Karsilastiriimasi
(Ortanca(min-max))

Kontrol MTX MTX-SLB25 MTX-SLB50 MTX-SLB100
SD 0(0-0) 2(1-2)* 1,5(1-2 1(1-20*  1(1-2)°
iHi 0(0-0) 1(0-1)* 1(0-2)*  0(0-0)>¢  0(0-1)
HV 0(0-0) 1(0-1)* 1(1-1)?*  1(1-1)?*  1(1-2)°

Nekroz ~ 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)  0(0-0) 0(0-1)
Toplam  0(0-0)  4(3-4)* 3(2-6)  2(2-3)*  3(2-4)°

(a): Kontrol grubuna gore anlamli farklihk, (b): MTX grubuna grubuna gore
anlamli farkhihik, (c): MTX-SLB25 grubuna gore anlamli farklilik (P<0,05)
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Hepatoseluler vakuolizasyon MTX, MTX-SLB25, MTX-SLB50, MTX-SLB100

gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde ylksek saptandi.

Kontrol grubu ve MTX-SLB50 grubu disindaki tim gruplarda nekroz alanlari

gorulmekle birlikte anlamli farklilik yoktu.

Denek gruplarin karacigerlerinin histopatolojik incelemesinin toplam skoru MTX,
MTX-SLB25, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farkliydi. MTX-SLB50, MTX grubuna gore toplam skoru
daha dusuktu ve istatistiksel olarak anlamliydi (Tablo 8).

Resim 1: Santral ven ve portal alanlar arasinda kordonlar ve trabekuller halinde
organize olmus hepatositlerden olusan dogal lobiler yapida karaciger dokusu
(Hematoksilen-Eozin X 100)
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Resim 2: Karaciger dokusunda portal alanda mononikleer inflamatuar infiltrasyon
ve belirgin sinuzoidal dilatasyon (Hematoksilen-Eozin X 200)

1
¥ |
5

Resim 3: Karaciger dokusunun parankiminde nekroz alani ve belirgin sinizoidal
dilatasyon (Hematoksilen-Eozin X400)
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Deneklerin TAK, TOS, OSi, ADMA, total thiol seviyesi (TTS), native thiol seviyesi
(NTS), disulfid, TNF-a, IL-10, AST, ALT, ALP, LDH, total bilirubin, direkt
bilirubin, albimin sonuglari tablo 9, 10, 11, 12, 13’de verilmistir. Deneklerin

histopatolojik skorlama sonuglari ise tablo13’de gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma, MTX ile olusturulan hepatotoksisitedeki oksidatif stresin ve sitokinlerin
rolunu arastirmak; antioksidan ve hepatoprotektif bir ajan olan silibininin potansiyel
koruyucu etkilerini doz bagiml olarak degerlendirmek tzere tasarlandi. Yiksek doz
MTX ile hepatotoksisite olusturulan deneklerde, antioksidan savunma sistemi ve
oksidatif stres parametreleri, sitokinler, ADMA, Kkaracifer hasarini gosterecek
biyokimyasal parametrelerin 6l¢llmesi ve histopatolojik olarak karacigerin

incelenmesi ile karakterize edildi.

Metotreksatin karaciger toksisite potansiyeli bu ilaci kullanan hekimler i¢in hala
endise kaynagidir. Silibinin ise MTX tedavisinin 6nemli ve doz sinirlayici bir yan
etkisi olan karaciger hasarinin énlenmesinde potansiyel tedavi edici bir ajan olarak

gorulmektedir (Hagag et al, 2016).

Calismamizda; MTX ile birlikte silibinin verilen tim gruplarin ortalama vicut
agirhklar tedavi oncesine ve kontrol grubuna gére anlamh dlctde disuk bulundu.
Bu durumun belirtilen gruplarda MTX inflizyonu sonrasinda gézlenen ishalle iliskili
olabilecegi, bunun da MTX’e bagli gastrointestinal sistem toksisitesi ile
aciklanabilecegi dusinuldiu. Zira MTX’in gastrointestinal sistem boyunca hizli
bolinen epitel hicrelerine hasar verdigi ve mukozite neden oldudu bilinmektedir
(Howard et al, 2016). Ancak yalniz MTX alan grupta tarti azalmasi olmasina ragmen
MTX-SLB gruplarindaki gibi anlamli diizeyde degildi. Silibinin alan gruplarda tart
kaybinin daha fazla olmasi, tartt kaybinda silibinin de etkisi oldugunu
dustindurmektedir. Flaig et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada yiksek doz oral
silibinin verdikleri hastalarda yan etki olarak diyare gelistigi bildirilmektedir. Tart
azalmasinda ishalin yani sira MTX verilen ve hepatotoksisite gelisen ratlarda istah

azalmasininda etkili olabilecegi dustintlmektedir.

Yaptigimiz cahsma ile 6ngorimiiz; MTX etkisi ile azalan TAK, artan TOS ve OSI
degerlerinin antioksidan 6zelligi oldugu bilinen silibinin tedavisi ile diizeltilmesiydi.

MTX’in TAK ve TOS uzerine etkilerini inceleyen calismalarda farkli sonuglar
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bildirilmistir. Akbulut ve ark. (2014), 20 mg/kg MTX verilen siganlara amifostin,
askorbik asit ve N-asetilsistein gibi antioksidan maddeler vererek biyokimyasal
parametreleri ve karaciger histopatolojilerini  degerlendirmislerdir. TAK
duzeylerinde diger gruplar ve kontrol grubu arasinda farklilik saptanmazken, TOS
dizeyinin MTX verilen tim gruplarda kontrol grubuna gore arttigi gézlenmistir. Sen
ve ark. (2014)’min siganlarda MTX’in indlkledigi oksidatif akciger hasarini
inceledikleri calismada, 20 mg/kg tek doz MTX verilen deneklerde hem dokuda hem
de serumda TAK diizeyinin azaldigi TOS ve OSi diizeylerinin arttigi bildirilmistir.
Bu calismada antioksidan olarak verilen karvakrol ve nar ekstratinin TAK
diizeylerini artirdigi ve OSI azalttigi gozlenmistir. Bizim calismamizda da sadece
MTX verilen grupta ve MTX-SLB25 grubunda TAK duzeyinde kontrol grubuna
gore azalma gozlenirken, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100 gruplarinda fark izlenmedi.
Bu durum silibininin 50-100 mg/kg/gin dozunda antioksidan kapasiteyi kismen
artirdi§i seklinde yorumlanabilir. Ancak TOS ve OSi degerleri agisindan MTX ve
MTX-SLB gruplarinda kontrol grubuna gore fark izlenmedi.

Multipl organ yetmezliginde, inflamasyonda ve oksidatif stres durumlarinda ADMA
duzeyleri artar (Nijveldt et al, 2003). Artan TNF-a dizeylerinin de ADMA’yI
artirdigi gosterilmistir (Ito et al, 1999). Karaciger ortamdaki ADMA dUzeyinin en
onemli belirleyicisidir ve karaciger yetmezliginde duzeyleri artar (Wilcken et al,
2007). Ancak calismamizda gruplar arasinda TNF-a duzeylerinde oldugu gibi

ADMA duzeyleri arasinda da fark izlenmedi.

Silibininin antioksidan etkisini gosteren baska bir bulgu da thioller ile ilgili
buldugumuz sonuclardir. Sadece MTX verilen grupta total thiol, native thiol ve
native/total thiol diizeyi azalirken, disiifid/total thiol dizeyi artmistir. Bu degisikligin
silibinin alan gruplarda izlenmemesi, MTX’e bagli olusan oksidan stresin (6zellikle
distlfid/total thiol oraninin artisi) silibinin ile azalmasi seklinde yorumlandi. Ayrica
MTX-SLB gruplarinda distlfid diizeyinin kontrol grubuna gore azalmis olmasi da bu
yorumu desteklemektedir. Thioller yeni gelistirilen bir oksidatif stres markeri
oldugundan literatirde MTX’in thioller (zerine etkisini gosteren bir calismaya

rastlanmamistir. Bizim ¢alismamiz MTX ve thioller ile ilgili ilk olma niteligindedir.
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Onceki calismalar, yiiksek doz MTX’in oksidatif stresi artirarak, SOR’da ve pro-
inflamatuar sitokinlerde artisa neden oldugunu goéstermislerdir (Dalaklioglu ve ark.
2013, Aslaner ve ark. 2015). MTX farmakolojik dozlarda pro-inflamatuar sitokinleri
ve TNF-a’y1 baskilarken, yiksek dozlarda pro-inflamatuar sitokin salinimina ve
TNF-a ddzeyinin artmasina sebep olur.MTX’in otoimmin myokardit olusturulmus
sicanlarda dusuk dozda (0,1 mg/kg/doz) ve uzun sire kullanildigi bir calismada
TNF-a ve IL-6 seviyelerinin dustigi ve IL-10 seviyesinin arttigi gozlenmistir
(Zhang et al, 2009). Sicanlara 20mg/kg dozunda verilen MTX’in SOR ve TNF-a
duzeyini artircigi bildirilmektedir (Kurt ve ark, 2015). Ancak calismamizda yuksek
doz MTX verilmesi ile pro-inflamatuar sitokin olan TNF-a ve anti-inflamatuar
sitokin olan IL-10’un serum seviyeleri kontrol grubuna gore anlamh degisiklik

gostermemistir.

Silibininin anti-inflamatuar etkisini gosteren cok sayida calisma vardir. Osteoartrit
modeli olusturulan sicanlarda silymarin, selekoksib ve selekoksib+silymarin
kombinasyonu tedavilerinin etkinliklerinin degerlendirildigi ¢alismada silymarinin
de TNF-a ve SOR’u anlamli diizeyde azalttigi gosterilmistir (Ashkavand et al,
2014). Hussain et al. (2016) dusuk doz MTX kullanan romatoid artritli hastalarda
silibinin ve plaseboyu karsilastirmislar; silibinin kullanan grupta plaseboya gore
anlamli derecede daha disik TNF-a ve daha ylksek IL-10 diizeyleri saptamislardir.
Schiimann et al. (2003) ise T hicreye bagl hepatit olusturulan fare modelinde
silibininin, intrahepatik IL-10 sentezini artirdigini; TNF-a, IFN-y, 1L.-4 ve IL-2’yi
inhibe ederek karaciger hasarini énemli 6lctde azalttigini biidirmisierdir. Yukaridaki
calisma modelleri, silibinin doz ve sireleri bizim calismamizdan farkli olsa da
silibininin TNF-a ve IL-10 Gzerinde etkili oldugunu gostermektedir. Calismamizda
ise MTX grubunda oldugu gibi farkli dozlarda silibinin alan gruplarda da TNF-a ve

IL-10 dlzeyleri agisindan kontrol grubuna gore fark gézlenmedi.

Ladas et al.(2010)’in ALL nedeniyle idame tedavisi sirasinda MTX kullanan ve
grade 2 karaciger toksisitesi gelisen (AST, ALT veya total bilirubin duzeylerinde
artis olan) cocuklarda yaptiklari ¢alismada iki ayri gruba 28 gln sureyle 5.1
mg/kg/gln’den oral silibinin (siliphos) ve plasebo verildigi belirtilmis; 28. glinde
gruplar arasinda fark gézlenmezken, 56. gunde silibinin grubunda plasebo grubuna
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gore daha distik AST degerlerinin oldugu rapor edilmistir. Bu c¢alismaya her ne
kadar dustik doz ve uzun sireli MTX alan hastalar dahil edilmis ve silibinin de uzun
streli kullanilmissa da bizim calismamizla benzer sekilde hastalara toksisite

gelistikten sonra silibinin verilmistir.

Yukaridaki ¢ahismanin  farkli versiyonu Hagag et al. (2016) tarafindan
gerceklestirilmistir. ALL’li cocuklara kemoterapi boyunca her MTX (indiiksiyonda 5
gr/m?, konsolidasyonda 1 gr/m? ve idamede 20 mg/m?) verilmesini takiben bir hafta
streyle oral silymarin veya plasebo verilmis; silymarin alan grupta ALT, AST ve
ALP duzeylerinin plasebo grubuna gore anlamh olarak daha dusik seyrettigi
gosterilmistir. Bu ¢calismanin en 6nemli 6zelligi Ladas et al. (2010) yaptigi calisma

gibi silymarinin uzun sureli kullanimidir.

Ghaffari et al. (2011) MTX uygulanan siganlarda silymarinin etkisini arastirmak icin
yaptiklari ¢alismada, tek doz MTX (100 mcg/kg, ip) ve silymarin (600 mg/kg, oral)
vermislerdir. Uygulamadan 15, 30 ve 45 giin sonra yapilan degerlendirmelerde
serum AST, ALT, ALP, albumin, total ve direkt bilirubin dizeyleri silymarin verilen
grupta, MTX grubuna gore belirgin derecede disuk saptanmistir. Bu c¢alismada
bizimkinden farkli olarak MTX cok daha dustk dozlarda kullaniimis, silymarin ise
oral olmakla birlikte cok yuksek dozda verilmistir. Ayrica en erken degerlendirmenin

15. giinde yapilmasi ile de bizim calismamizdan farklilik arzetmektedir.

Baslangicta calismay planladi§imiz siradaki 6ngérimiz MTX verilen deneklerde
karaciger fonksiyon testlerinin (AST, ALT, ALP ve bilirubinler) artmasi seklinde idi.
Ancak calisma sonrasinda elde ettigimiz degerlerde paradoksal olarak AST ve
bilirubin degerlerinde degisiklik olmazken ALT ve ALP degerleri MTX verilen tim
gruplarda kontrol grubuna gore daha dusik dizeylerde saptandi. Bu konuda
literattirde farkh sonuclar bildirilmektedir. Dalakhoglu ve ark. (2013) si¢canlara Ug¢
gun boyunca 7 mg/kg/gin dozda uyguladiklari MTX’in serum AST, ALT ve ALP
duzeylerini anlamli derecede artirdigini gostermislerdir. Akbulut ve ark. (2014) ise
20 mg/kg MTX’in sigcanlarda AST ve ALP duzeylerini belirgin sekilde disurirken
ALT duzeyini artirdigini rapor etmislerdir. Her iki calismada da koruyucu olarak

kullanilan antioksidan ajanlarin (resveratrol, amifostin, N-asetilsistein, askorbik asit)
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bu parametrelerde kismen diizelme sagladigi bildirilmistir. Biz silibininin her (¢
dozuyla da ALT, AST ve bilirubin dizeylerinde degisiklik gézlemlemedik. Masif
hepatik nekroz varliginda karaciger enzim dizeylerinde disme gdzlenebilmektedir
(Ozen ve ark, 2012). Biz de histopatolojik degerlendirme sirasinda nekroz

goérmemize ragmen masif diizeyde degildi.

Kalemci ve ark. (2015) sicanlarda MTX’e bagli akciger hasari tzerine silibininin
etkisini inceledikleri calismada, 10 mg/kg/dozda 3 giin sureyle verilen MTX’in ALT,
AST dizeylerini artirdigini; MTX ile beraber 100 mg/kg silibinin verilen sigcanlarda
ise bu artisin 6nlendigini gostermiglerdir. Ancak bu calismada silibinin yedisi
MTX’ten o6nce olmak (zere 10 giin sireyle verilmis ve silibininin bu etkisi
antioksidan enzim dizeylerini artirmasina baglanmistir. Calismamizla ayni silibinin
preparatinin kullanildigi bu ¢calismanin en énemli farki silibininin, MTX verilmeden
once ve daha uzun sure ile verilmesidir. Bu da silibininin hiicreleri hasara ugramadan
ve toksik etki olusmadan énce toksik maddelere karsi daha direncli hale getirdigini
dustndurmektedir. Bizim calismayl bu sekilde planlamamizin en 6nemli nedeni
yuksek doz MTX’in malignitelerde kullaniliyor olmasidir. Bu tedavilerde MTX
malign hucre icine girerek etki etmekte ve MTX toksisitesini 6nlemek icin kullanilan
I6koverin gibi ilaglarin MTX etkisini gosterdikten sonra verilmesi dnerilmektedir.

AST hem hepatosit sitoplazmasinda hem de mitokondride bulunur. Ayrica ALT
karacigere 6zgu iken AST diger dokularda da bulunabilir (Guyton and Hall 2001).
Farkli hastaliklarda ALT ve AST’nin etkilenmesi de farkli olabilmektedir. De Ritis
oraninin (AST/ALT) alkolik karaciger hastaligi ve kronik karaciger hastaliinda
yuksek iken, kronik viral hepatitlerde dusiuk oldugu belirtilmektedir (Botros and
Sikaris 2013). Bununla birlikte AST ve ALT duzeylerinin her zaman histopatoloji ile
korele olmadigini akilda tutmak gerekir (Khattab et al. 2015, Ozen ve ark. 2012).
Calismamizda her ne kadar serum AST duzeylerinde degisiklik olmasa da ALT
duzeylerinin MTX verilen tum gruplarda kontrol grubuna gore disiik (dolayisi ile De
Ritis oraninin yiiksek) saptanmasinin ileri derecede karaciger hasari ile iliskili oldugu
dustinulebilir. Ancak histopatolojik degerlendirmelerimizde ileri derecede hasar
(nekroz ve inflamasyon) g0zlememis olmamiz bu aciklama ile paradoks

olusturmaktadir.
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Albumin, karaciger tarafindan sentezlenen en Onemli proteindir ve hepatik
fonksiyonun yararli bir gostergesidir. Fakat asiti olan hastalarda dagihm hacminin
genis olmasindan dolay1 veya nefrotik sendrom gibi bobrekten kayip oldugu
durumlarda da serum dizeyi dusebilmektedir (Thapa and Walia 2007). Bizim
calismamizda albumin MTX, MTX-SLB25, MTX-SLB50 ve MTX-SLB100
gruplarinda kontrol grubuna gore dusiik seviyede idi. Albumin gibi yarilanma 6mri
uzun olan bilesenin 6 gln icerisinde anlamli 6l¢iide azalmasini karacigerin bozulan
sentez fonksiyonuna baglamak miamkin gdézikmemektedir. Ancak MTX’in
nefrotoksik etkileri de g6z éninde bulundurulacak olursa albumin disukligine renal
kayiplarin yol actigi dustintilebilir (Ozen 2012, Wiczer et al. 2016). Biz
calismamizda nefrotoksisiteyi degerlendirmedigimiz icin kesin bir yorumda
bulunmak dogru olmayacaktir. Bunlarin yani sira albuminin bir antioksidan olarak
oksidatif stres sirasinda koruyucu rol aldigi bilinmektedir. Hatta sepsisli hastalarda
albumin desteginin ekstraselller thiol dizeyini artiracagi bildirilmektedir (Sitar ME
et al. 2013, Quinlan GJ et al. 2005). Biz albumin dizeyindeki en fazla duslsi
TAK'nin en ¢ok azaldigi grup olan MTX ve MTX-SLB25 grubunda oldugunu
gozledik. Butiin bunlar birlikte degerlendirildiginde aloumin diizeyindeki azalmada
en buyuk rolin, oksidatif stres karsisinda albuminin tamponlayici etkisine ait
oldugunu gostermektedir.

Calismamizda MTX verilen sicanlarin karaciger histopatolojik incelemelerinde
sintizoidal dilatasyon, inflamatuar hicre infiltrasyonu, hepatoseliiler vakuolizasyon
ve yer yer nekroz alanlari gérilmesi MTX’in hepatotoksik etkisini gostermektedir.
Ozellikle inflamatuar hiicre infiltrasyonun MTX grubunda artmis ve MTX-SLB50
grubunda diizelme oldugu g6zlenmistir. MTX verilen gruplarda total histolojik skor
anlamli dizeyde artarken MTX-SLB50 grubunda MTX grubuna gére anlamli
dizelme oldugu fakat MTX-SLB25 ve MTX-SLB100 gruplarinda bu farklihgin
olmadigi izlenmistir. MTX-SLB100 grubunda MTX-SLB50 grubuna benzer etkinin
g6zlenmemesi silibinin dozunun artiriimasiyla anti-inflamatuar etkisinin artmadigi
seklinde yorumlanabilir. Bu sonuclar MTX’e bagl karaciger hasarinin antioksidan
maddelerle 6nlenebildigini histopatolojik olarak gosteren diger calismalar ile
uyumludur (Akbulut ve ark. 2014). Ghaffari ve ark. (2011) MTX’in indikledigi

karaciger fibrozisini silymarinin azaltabilecegini bildirmislerdir.
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6. SONUCLAR

MTX-SLB gruplarindaki deneklerin agirliklarinda calisma dncesine gore ve
kontrol grubuna goére disme izlendi. MTX deneklerde tarti kaybina neden
olmakta, silibinin ise tarti kaybini anlamli dizeye c¢ikaracak sekilde
artirmaktadir.

MTX deneklerde TOS ve OSi diizeylerini etkilemeksizin TAK’I
azaltmaktadir. MTX-SLB alan deneklerde TAK’in azalmamasi silibininin
denekleri oksidatif stresten korudugunu gostermektedir.

MTX’in olusturdugu karaciger hasarinda ve silibininin hepatoprotektif
etkisinde ADMA’nin rolii saptanamamistir.

MTX oksidatif stresi indiukleyerek TTS, NTS ve native/total thiol oranini
azaltip, distfid/total thiol oranini artirmaktadir. Buna karsilik silibinin,
distlfid duzeylerini azaltarak oksidatif stresi dnlemektedir.

MTX ve silibinin etki mekanizmasinda TNF-a ve IL-10’un roli
gosterilememistir.

Hepatotoksisite olusturmak icin verilen MTX (20 mg/kg, ip), uygulamadan5
gun sonra yapilan tetkiklerde AST ve bilirubin dizeylerini etkilemezken
ongorimuzin aksine ALT dlzeylerini dustrmastir. Bu degisiklik tzerine
silibininin bir etkisi gbzlenmemistir.

. Albumin duzeylerinin bu kadar kisa siirede diismesi MTX’in nefrotoksisite
etkisiyle birlikte 6zellikle albuminin koruyucu antioksidan 6zelliginden
kaynaklandigr  dasundlmastir.  Ancak  calismamizda  nefrotoksisite
degerlendirilmedigi icin bu konuda kesin bir yargiya vartlamamistir.
Histopatolojik incelemelerde MTX’in hepatik hasari artirdigi, 50 mg/kg/gln
dozunda verilen silibininin bu hasari belirgin sekilde 6nledigi gozlenmistir.
Silibinin bu etkiyi daha ¢ok inflamatuar hicre infiltrasyonunu azaltarak

gostermistir.
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7. KISITLILIKLARIMIZ

. Cok fazla kan gerekmesinden dolayr kan MTX dlzeyi bakilamadi ve
silibininin kan MTX duzeyine etkisi incelenemedi.
. MTX’e bagh nefrotoksisite degerlendirilmedigi icin &zellikle albumin

dustikluginde nefrotoksisitenin roli belirlenemedi.
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VERILER

Tablo 9: Deneklerin TOS, TAK ve ADMA degerleri

TOS TAK ADMA
GRUP (mmol H202 (mmol Trolox
equiv./L) equiv./L)
1 KONTROL 18,73 1,39 0,083
2 KONTROL 2,37 14 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 11 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 disulfid dizeyleri

icl TS sCW

NO GRUP TTS(-—al/L) NTS(-ol/L) Disiifid(——ol/L)
1 KONTROL 19263 699 613,65
2 KONTROL  2296,3 1005 645,65
3 KONTROL 20772 790 643,6
4 KONTROL 21677 814 676,85
5 KONTROL 25421 1195 673,55
6 KONTROL 21123 761 675,65
7 KONTROL 22033 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 14232 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 41279 3257 435,45
18 MTX-SLB 25 960,38 316 322,4
19 MTX-SLB 25 1055,3 187 434,15
20 MTX-SLB50 1767 794 486,5
21 MTX-SLB50 1865 563 651

22 MTX-SLB50 49572 4653 152,1
23 MTX-SLB50 1096,7 143 476,85
24 MTX-SLB50 13382 244 547,1
25 MTX-SLB50  1372,4 341 515,7
26 MTX-SLB50 12442 303 470,6
27 MTX-SLB100 1238,6 410 414,3
28 MTX-SLB100 1005,1 263 371,05
29 MTX-SLB100 45218 3626 447,9
30 MTX-SLB100 1026,1 198 414,05
31 MTX-SLB100 634,38 280 177,4
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Tablo 11: Deneklerin TNF- /e IL-10 dizeyleri

NO GRUP TNF--T;-_(-pg/mI) 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

S 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-SLB50 26,026 142,95
21 MTX-SLB50 22,022 204,03
22 MTX-SLB50 21,021 99,6

23 MTX-SLB50 27,027 133,1
24 MTX-SLB 50 24,024 124,23
25 MTX-SLB50 20,02 50,35
26 MTX-SLB50 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

62



Tablo 12: Deneklerin AST, ALT, LDH ve ALP degerleri

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-SLB25 62 16,8 114 63
15 MTX-SLB25 97 30,1 182 59
16 MTX-SLB25 116 21 158 43
17 MTX-SLB25 106 36,1 397 57
18 MTX-SLB25 149 36 281 36
19 MTX-SLB25 76 18,2 553 72
20 MTX-SLB50 76 20,5 228 19
21 MTX-SLB50 78 23,9 233 28
22 MTX-SLB50 146 42,3 893 69
23 MTX-SLB50 128 38 - 31
24 MTX-SLB50 123 42,5 751 47
25 MTX-SLB50 123 29,5 546 48
26 MTX-SLB50 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 degerleri

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-SLB25 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 karacigere ait histopatolojik inceleme sonuglari

Siniizoidal  inflamatuar hiicre  Hepatoseliler Nekroz ~ SKOR

GRUP dilatasyon infiltrasyonu vakuolizasyon

KONTROL - - - - 0
KONTROL - - - - 0
KONTROL - - - - 0
KONTROL - - - - 0
KONTROL - - - - 0
KONTROL - - - - 0
KONTROL - - - - 0
MTX ++ + + - 4
MTX + + + - 3
P ++ + + - 4
MTX ++ T 4 - 4
. ++ - + + 4
M ++ + - - 3
MTX-sLB2s t++t - + - 3
MTx-sLB2s t+t + 4 + 5
MTX-sLB2s t+t ++ + + 6
MTX-sLB25  t + + - 3
MTX-sLB25s t - + - 2
MTX-sLB25s t + + - 3
MTX-sLBso t - + - 2
MTX-SLBs0 - + - 2
MTX-sLBso - + - 2
mMTx-sLeso t+ - + - 3
MTX-sLBso - + - 2
mMTx-sLeso  t+ - + - 3
mMTx-sLeso  t+ - + - 3
MTX-sLB1oo t7+ - ++ - 4
MTX-sLB100 T - + - 2
mMTx-sLe1oo t+ - + - 3
MTX-sLB100 t - + - 2
MTX-sLB100 t + + + 4
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