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ARASTIRMA

Metotreksat Uygulanan Ratlarda Arjinin Silikat inc*)sitol
Kompleksinin Kemik Hasari Uzerine Etkileri

Antineoplastik bir ilag olan metotreksat (MTX), kemik deformasyonlarina neden olmaktadir. Arjinin-
silikat-inositol (ASI) kompleksi, kemik saghgi lizerinde faydali etkileri oldugu gésterilen arginin,
silikon ve inositollin bir bilesimidir. Bu ¢alismada, ratlarda ASi uygulamasinin MTX kaynakli kemik
hasarina karsi potansiyel koruyucu rolu arastirildi. Bu amagla toplam 28 adet Sprague-Dawley
erkek rat dért gruba ayrildi: i) Kontrol, ii) ASI; ratlara 15 giin boyunca 25 mg/kg/giin dozunda oral
gavaj ile ASI verildi, iii) MTX; ratlara 8-12. giinler arasinda 5 giin boyunca subkutan olarak 0.75
mg/kg dozunda MTX enjekte edildi, iv) ASI+MTX; ratlara 15 giin boyunca 25 mg/kg/giin dozda oral
gavaj ile ASI verildi ve 8-12. giinler arasinda 5 giin boyunca subkutan olarak 0.75 mg/kg dozunda
MTX enjekte edildi. MTX; serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), tre
(BUN) ve kreatin diizeylerini anlamli derecede artirirken, tibia osteokalsin diizeyini azaltmistir
(P<0.001). ASi+MTX grubunda; ALT, AST, BUN ve kreatinin diizeyleri MTX grubuna gére belirgin
olarak azalmigtir (P<0.001). MTX; kemik dokusunda nikleer faktér kappa-B (NF-kB), nikleer faktor
kappa-B ligandinin reseptor aktivatori (RANKL), interldkin-1B (IL-1B), interlékin-6 (IL-6) ve tUmor
nekroz faktori-a (TNF-a) dizeylerini artirip osteoprotegerin (OPG) ve tip 1 kollajen diizeylerini
azaltmistir (P<0.001). Ancak, ASI uygulamasi NF-kB, RANKL, IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeylerini
digirirken, OPG ve tip 1 kollajen diizeylerini de arttirmistir (P<0.05). Benzer sekilde, ASi’nin
MTX’e karsi koruyucu etkisi histolojik analizler ile dogrulanmistir. Sonug olarak, ASi uygulamasi
ratlarda MTX'in kemik hasari Gzerindeki olumsuz etkilerini azaltmigtir.

Anahtar Kelimeler: Arjinin silikat inositol, metotreksat, kemik hasars

Effects of Arginine Silicate Inositol Complex on Bone Damage in Rats Treated
with Methotrexate

Methotrexate (MTX), an antineoplastic drug, causes bone deformations. Arginine-silicate- inositol
(ASI) complex is a combination of arginine, silicon and inositol that have been shown to have
beneficial effects on bone health. In this study, it was investigated the potential protective role of
ASI against MTX induced bone damage in rats. For this purpose, a total of 28 Sprague-Dawley
male rats were divided into four groups: i) Control; ii) ASI, the rats were treated orally with 25
mg/kg/day of ASI for 15 days; iii) MTX, the rats were injected subcutaneously with 0.75 mg/kg of
MTX on 8" and 12" days for 5 days, and iv) ASI+ MTX, the rats were treated orally with 25
mg/kg/day of ASI for 15 days and injected with MTX on 8" and 12" days for 5 days. MTX
significantly increased aspartateaminotransferase (AST), alanineaminotransferase (ALT), urea
(BUN) and creatine levels, while decreased tibia osteocalcin levels (P<0.001). In the ASI+MTX
group; ALT, AST, BUN and creatinine levels were significantly decreased compared to the MTX
group. MTX increased bone nuclear factor-kappa B (NF-kB), receptor activator of NF-kB ligand
(RANKL), interleukin (IL)-1B, IL-6 and tumor necrosis factor-a (TNF-a) levels and decreased the
bone osteoprotegerin (OPG) and typelcollagen levels (P<0.001). However, ASI administration
reduced the levels of NF-kB, RANKL, IL-6 and TNF-a, while increased the levels of OPG and
typelcollagen levels (P<0.05). Similarly, the protective effect of ASI against MTX was confirmed by
histological analysis. In conclusion, ASI application reduced the negative effects of MTX on bone
damage in rats.

Key Words: Arginine silicate inositol, methotrexate, bone damage

Girig

Kanser tedavisinde kemoterapdtik ajanlarin  uygulanmasi hastalarda kemik
olusumunu 6nemli dlglide azaltarak kemik kaybi riskini artirir (1-5). Kemik kaybi riskinin
belirlenmesi ve degerlendiriimesi hastaligi 6nleyici tedavinin belilenmesinde oldukc¢a
o6nemlidir (6, 7). Metotreksat (MTX), cocukluk cagi kanserlerinde &zellikle akut
lenfoblastik |6semide sik¢a kullanilan anti-metabolit etkili bir kemoterapétikdir (8-10).
Tedavide siklikla kullaniimasi ile birlikte kemik dokusuyla iligkili yan etkileri nedeniyle
MTX uzerine calismalar yodunlasmistir (11, 12). Yapilan calismalar (13, 14) deney
hayvanlarinda MTX uygulamasinin kemik kitlesinde kayba ve kemik iyilesmesinde
olumsuzluklara neden oldugunu gostermistir. Osteoblast sayisinda azalma ve
osteoklast sayisinda artis MTX'in akut etkileri sonucu ortaya ¢ikmaktadir (2, 8, 15-17).
Bunun yanisira, MTX uygulamasi kemik yikici sitokinlerin artisina sebep olmaktadir
(11). Gunimuzde MTXin kemik Uzerine olumsuz etkilerini azaltabilecek bir tedavi
bulunmamaktadir (18) ve hayvan modellerinde yan etkilerin tedavisi igin bir
takim tedaviler denenmektedir (18-22). Kemoterapdtik ajanlarla birlikte fitokimyasal
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maddelerin kullanilmasi tedavide ve yan etkileri en aza
indirgemede etkili olmaktadir (11, 23). Arjinin silikat
inositol (ASI) kompleksi arjinin (%43.8), silikat (%8.0) ve
inositol (%24.0) bilesenlerinden olugsan biyoyararlanimi
yuksek olan bir bilesimdir. Arjinin, tedavide kullanilabilen
temel aminoasitlerdendir (24). Diyetle alinan arjininin
osteoporoz olusturulan deneklerde kemik mineral
yogunlugunu arttirdidi rapor edilmistir (25, 26). Silikon,
kemik dokusu uzerinde etkili 5nemli bir iz elementtir (27).
Silikon  eksikliginin, ratlarda kollajen sentezinde
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (28). Arjinin ve
silikon arasinda hidrojen baglan olugturarak ASI
kompleksini meydana getiren inositol, B vitamini ailesinin
bir Gyesidir (29). Arjinin silikat inositol kompleksinin
kemik, kikirdak, bad ve damar dokulari Uzerine etkilerine
yonelik galismalar bulunmaktadir (30, 31). Bununla
birlikte, bir rat modelinde ASi'nin ratlarda MTX ile
indiklenen kemik hasari ve kemik niikleer faktér kappa-
B (NF-kB), nikleer faktor kappa-B ligandinin reseptor
aktivatori  (RANKL), osteoprotegerin  (OPG), tip 1
kollajen, interldkin-1B3 (IL-1B), interldkin-6 (IL-6) ve tumor
nekroz faktéri-a (TNF-a) dizeyleri tzerindeki etkilerini
arastiran deneysel bir galismaya rastlaniimamigtir. Bu
nedenle, ASI uygulamasinin ratlarda MTX'in neden
oldugu kemik hasari Uzerindeki potansiyel koruyucu
etkileri ve bu etkilerin molekiler mekanizmalari
arastiriimigtir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar ve Deneme Diizeni: Calismada Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi
(FUDAMYynden temin edilen 28 adet erkek Sprague-
Dawley cinsi rat (yas: 8 haftalik, agirhk 200+20 g)
kullanildi. Ratlar standart laboratuvar kosullarinda (12/12
saat gun 1sigi/karanhik déngisui, %5515 bagil nem ve
2242°C sicakhk) tutuldu. Calisma siliresince ratlara
standart pelet yem ve su ad libitum olarak verildi.
Deneyler, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (FUHADEK) onayi alindiktan sonra (Tarih:
18.01.2017, Toplanti: 2017/02, Karar No:17), etk
kurallara uygun bir sekilde yirGtildi. Bir hafta sure ile
laboratuvar kosullarina uyum saglandiktan sonra her
grupta 7 rat olacak sekilde 4 grup olusturuldu. Gruplar: i)
Kontrol, ii) ASI; ratlara 15 giin boyunca 25 mg/kg/giin
dozunda oral gavaj ile ASI (Nutrition 21 Inc., Purchase,
NY) verildi (24), iii) MTX; ratlara 8-12. gunler arasinda 5
glin boyunca subkutan olarak 0.75 mg/kg dozunda MTX
(KOCAK 50 mg/5 mL enjektabl sollisyon igeren flakon)
enjekte edildi (11), iv) ASI+MTX; ratlara 15 giin
boyunca 25 mg/kg/giin dozda oral gavaj ile ASi verildi ve
8-12. glnler arasinda 5 gin boyunca subkutan olarak
0.75 mg/kg dozunda MTX enjekte edildi. Ratlar deneysel
uygulamanin 15. gininde etik yonergelere uygun
bicimde dekapite edilerek kemik ve serum 6rnekleri elde
edildi. Ornekler analiz edilinceye kadar —80°C’de, derin
dondurucuda muhafaza edildi. Ayrica histopatolojik
analizler icin kemik drnekleri hemen %10’luk formalin ile
fikse edildi. Yirmi dort saat sonra formik asit bazli kemik
dekalsifikasyon sollisyonunda 4°C'de yedi gin
dekalsifiye edildi ve parafin bloklar hazirlandi. Parafin
bloklardan 4 pum’lik kesitler alinarak hematoksilen ile
boyandi.
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Laboratuvar Analizleri: Serum AST, ALT, lre ve
kreatin konsantrasyonlari ticari kitlerle bir otoanalizor
cihazi (Samsung Labgeo PT10, Samsung Electronics
Co., Seoul, Kore) kullanilarak belirlendi. Kemik dokusu
osteokalsin duzeyleri, rat Osteokalsin/Kemik gla protein
ELISA kiti (YL Biotech Co., Ltd., Shanghai, Cin; Katalog
No: YLAO302RA) ile ELISA sistemi (EIx—800; Bio-Tek
Instruments Inc, Winooski, VT, ABD) kullanilarak analiz
edildi. NF-kB, RANKL, OPG, tip 1 kollajen, IL-1B, IL-6 ve
TNF-a proteinlerinin duzeyleri Western blot analizi ile
belirlendi. Tibia dokusu sivi nitrojen iginde havan ve
tokmak ile ince bir toz haline getirildi ve numuneler
proteaz inhibitdrleri iceren RIPA tamponunda sonikasyon
yoluyla homojenize edildi (32). Homojenatlar sogutmali
santrifijde (+4°C) 15.000 rpm’de 1 saat santrifuj edildi.
Santrifiij isleminden sonra elde edilen sipernatant
orneklerin igerisine esit hacimde sample buffer ilavesi
yapildiktan sonra protein denatiirasyonu igin érnekler su
banyosunda (100°C) 5 dakika bekletildi. Protein
konsantrasyonlarinin  dlglilmesinden sonra, protein
numuneleri sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayrildi ve nitroseliloz
membranlara (Schleicher ve Schuell Inc, Keene, NH,
ABD) aktarildi. %7’lik sidir serum albumini ile bloke
edildikten sonra membranlar, NF-kB, RANKL, OPG, tip 1
kollajen, IL-1B, IL-6 ve TNF-a primer antikorlar (Santa
Cruz Biotechnology Inc, CA, ABD) ile inkibe edildi.
Yikama igleminden sonra nitroseliloz membranlar
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit
immunoglobulinle (Santa Cruz Biotechnology Inc, CA,
ABD) inkiibasyona birakildi. Bantlarin goriintilenmesi
icin diaminobenzidin (DAB) sollisyonu kullanildi. Image
Analyses System (Image J; National Institute of Health,
Bethesda, ABD) yazilim programi kullanilarak bantlarin
rolatif yogunluklari analiz edildi. Kemik histopatolojisi igin
her bir deney hayvanindan alinan tibia ve femur
ornekleri 24 saat sireyle %10 formalinde fikse edildi.
Ardindan imminokal ¢ozeltide yedi giin boyunca
dekalsifikasyon islemine tabi tutuldu ve parafine
gémdldid. Bu iglemden sonra 4 pm kalinlida sahip
kesitler elde edildi. Kesitler hematoksilin-eozin (H&E) ile
boyanarak bir 1sik mikroskopu yardimiyla incelendi.
Kemikteki histopatolojik degisiklikleri incelemek igin
trabekdler kalinlik ve osteoklast sayisi 6l¢uldi (11).

Verilerin analizinde SPPS 21 istatistik paket
programi kullanildi. Veriler normal dagihm
gosterdiginden tek yonli varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak gruplar karsilastirildi. Tukey testi kullaniidi.
istatistiksel anlamlilik P<0.05 olarak kabul edildi (33).

Bulgular

Kemik dokusu osteokalsin duzeyleri Sekil 1'de
verilmigtir. Osteokalsin dizeylerine bakildiginda kontrol
grubu ile MTX grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmistir (P<0.0001). Bununla birlikte, ASI takviyesi,
MTX grubuna gére kemik osteokalsin konsantrasyonunu
onemli Olglide arttirmistir (P<0.001). MTX uygulanan
ratlarin serum AST (P<0.0001) ve ALT (P<0.0001)
aktiviteleri ile Ure (P<0.005) ve kreatin (P<0.001)
dizeylerinde artis tespit edilmistir (Sekil 2). Kontrol ile
ASI gruplan arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
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farkhlik gozlenmemistir (P>0.05). ASI+MTX grubunda
AST degerleri MTX grubuna gbre azalmis olmakla
birlikte, kontrol ve ASI grubuna gére anlaml derecede
artmistir (P<0.001). MTX grubu ile karsilastirildiginda
ASI+MTX grubu ALT aktiviteleri azalirken (P<0.001)
kontrol ve ASI gruplarina gére anlamli derecede artmigtir
(P<0.001). MTX uygulamasi, kontrol ve ASI gruplarina
kiyasla NF-kB, RANKL, IL-1B, IL-6 ve TNF-a dizeylerini
6nemli Olgide artirmis ve kemikteki OPG ve tip-1
kollajeni azaltmistir (Sekil 3; P<0.001). Ancak ASI
takviyesi, ASI+MTX grubunda NF-kB, RANKL, IL-1pB, IL-
6 ve TNF-a dlzeylerini azaltmis ve OPG ve tip-1 kollajen
diizeylerini arttirmistir (P<0.01). Kontrol ile ASI gruplari
istatistiksel olarak kiyaslandiginda anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (P>0.05).

Calismada histopatolojik agidan ASi'nin olumlu
etkileri oldugu goérulmdastir. MTX grubu ratlarin kemik
dokularinda kemik trabekullerinde belirgin incelme ve
osteoklastlarda 6nemli artis gozlenmistir (Sekil 4).
ASI+MTX grubunda, kemik dokularinda trabekiiller orta
derecede incelmis ve osteoklast sayisinda orta derecede
artis tespit edilmigtir (Sekil 4).
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Sekil 1. Metotreksat (MTX) uygulanan ratlarda Arjinin silikat
inositol (ASI) kompleksinin osteokalsin dlzeyleri Gzerine etkileri.
Tum veriler ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir.

Farkli Ust simgeler (a-b), grup ortalama farkhliklarini gosterir
(P<0.05).
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Sekil 2. Metotreksat (MTX) uygulanan ratlarda Arjinin silikat inositol (ASI) kompleksinin biyokimyasal parametreler lzerine etkileri.
TUm veriler ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir. Farkl tst simgeler (a-c), grup ortalama farklliklarini gésterir (P<0.05).
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Sekil 3. Metotreksat (MTX) uygulanan ratlarda Arjinin silikat inositol (ASI) kompleksinin kemik dokusu; NF-kB (A), RANKL (B), OPG
(C), IL-1B (D), IL-6 (E), TNF-a (F) ,tip-1 kollajen (G) protein diizeyleri lizerindeki etkileri ve Western blot bantlari (H). Tim veriler
ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Farkli Gst simgeler (a-c), grup ortalama farkhliklarini gésterir (P<0.05).
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$Sekil 4. Gruplarin kemik histopatolojik gériiniimleri: A. Kontrol grubu; B. ASI grubu; C. MTX grubu: kemik trabekiillerinde belirgin
incelme (ok); D. MTX grubunun osteoklast olusumu (ok); E. ASI+MTX grubu: osteoklast sayisinda azalma (ok) (H&E, x200).

Tartisma

Bu ¢alisma, MTX uygulanan ratlarda ASI’nin serum
AST, ALT, ure ve kreatin dlzeyleri ile kemik dokusu
osteokalsin, NF-kB, RANKL, OPG, tip 1 kollajen, IL-1pB,
IL-6 ve TNF-a protein duzeyleri Gzerine olan etkilerini
degerlendirmek Uzere tasarlanmistir. Kemoterapi kanser
tedavisinde ilk etapta disunllen tedavi segenegidir (34,
35). Ancak kemoterapétik ajanlar, kemik dokusunda
hasarlara neden olur (11). Deneysel arastirmalar bir
kemoterapétik ajan olan MTX kullaniminin  kemik
blylimesini azalttigi ve osteoklast aktivitesini artirdidi
bilinmektedir (2, 4, 8, 11). Yan etkilere ragmen, MTX'in
yan etkilerini azaltmak igin kullanilan spesifik bir tedavi
yoktur.  Kemoterapdtik ajanlarin  yan  etkilerinin
azaltilmasi uzerine son yillarda ¢ok sayida arastirma
yapilmistir (11, 23, 36). ASi kompleksi, arginin, silikon ve
inositolin  bir  kangimidir.  Argininin  memelilerde
immunolojik  fonksiyonlar  Gzerinde etkili oldugu
bildirilmistir (37). Silikonun gesitli rolleri, bliylk o6lgtde
deneysel galismalara dayali olarak tanimlanmistir (38).
Dogada bol miktarda bulunan bir eser mineral olan
silikonun daha gucli kemikler ve daha esnek eklemler
icin gerekli bir bilesen oldugu kanitlanmistir (39).
Silikonun kemik dokusunda kalsiyum ve fosfor birikimi
icin diizenleyici bir faktor olarak hareket ettigi sonucuna
variimistir (39). Son arastirmalar (28, 40), diyetteki
arginin ve silikonun uzun kemiklerin geligimi, blylimesi
ve modellenmesinde o6nemli bir rol oynayabilecegini
distindirmektedir. Osteokalsin, osteoblastlar tarafindan
sentezlenir ve plazma konsantrasyonu, kemik olusum
hizi ile koreledir (41). Yapilan galismalarda (17, 22, 36),
osteokalsinin, MTX ile tedavi edilen ratlarda kontrol
grubuna kiyasla arttigr  gorilmistir.  Calismada
osteokalsin diizeyinin kontrol grubuna gére MTX
grubunda bir diisiis gosterdigi, ancak ASI+MTX
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grubunda MTX grubuna goére ise artis gOsterdigi
belirlenmistir (Sekil 1). MTX'in kemoterapétik etkilerinin
yanisira, karaciger, bébrek ve kemik iligi Gzerine ciddi
yan etkileri vardir (42). Yapilan calismalar (42-44),
MTXin serbest oksijen radikallerinin asiri Gretimi
sonucunda serum AST ve ALT dizeylerinde artis
meydana geldigini ortaya koymustur. Calismada, MTX
uygulanan ratlarin serum &rneklerindeki AST ve ALT
aktivitelerinde kontrol grubuna goére artis oldugu
gorilmigtir. ASI+MTX grubunda ise AST ve ALT
aktivitelerinde azalma goérulmustur (Sekil 2). MTX aracih
nefrotoksisitenin,  antioksidan  tedaviyle  azaldigi
bildirilmigtir (45). Calismada MTX verilen ratlarda Ure ve
kreatin seviyelerinin kontrol grubuna gére arttigi ve
ASI+MTX grubunda ise azaldig tespit edilmistir (Sekil
2).

Yapilan bir calismada (46) MTX uygulanan ratlarda
muhtemel kemik olusum mekanizmasinin, yilksek
hidrojen peroksit ve lipit peroksidasyonu ve azaltiimis
antioksidan enzim aktiviteleri ile Uretilen oksidatif strese
bagl olarak etkilendigini gdsterilmistir. Baska bir
calismada (47), TNF-q, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler,
buyime ve transkripsiyon faktorleri gibi goklu
mekanizmalarin kemik rezorpsiyonu ve yogdunlugu
Uzerinde etkili oldugunu gostermistir. Buna ek olarak
RANKL, kemik rezorbsiyondan sorumludur (48). RANKL
osteoblastlar ve osteositler tarafindan salgilanir ve
osteoklastlar ve osteoklast onciileri lzerinde eksprese
edilen RANK’In reseptdr aktivatoriine baglanarak
osteoklastlarin farklilagsmasini ve aktivitesini diizenler.
OPG RANKL'In RANK ile etkilesimini baglayip inhibe
edebilen ¢ozinebilir bir reseptordur (49). Daha dnceki
¢aligsmalar (10, 22), MTX'in kanda ve kemikte osteoklast
yogunlugunu artirdigini  gostermistir. Tip 1 kollajen,
kemik ekstraselller matriksinin en onemli
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bilesenlerinden biridir ve kemik Kkollajenin yaklagik
%95’ini ve toplam kemik proteinlerinin yaklasik %80Q’ini
temsil eder (50). Yapilan bir galismada (51), MTX
tedavisinin tip 1 kollajeni énemli d&lglide azalttig
g6rilmustir. Calismada MTX uygulamasinin, kontrol ve
ASI gruplarina kiyasla NF-kB, RANKL, IL-1B3, IL-6 ve
TNF-a dizeylerini arttirdigi ve kemikteki OPG ve tip-1
kollajeni azalttigi tespit edilmistir (Sekil 3). Ayrica ASI
takviyesinin, MTX grubunda NF-kB, RANKL, IL-1B, IL-6
ve TNF-a duzeylerini azalttigi ve OPG ve tip-1 kollajen
dlzeylerini arttirdigi belirlenmigstir (Sekil 3). Histolojik
bulgular, bu calismanin diger sonuglariyla benzer sekilde
tutarhdir. Daha o6nceki c¢alismalarla (10, 11) uyumlu
olarak, MTX grubunda trabekiler kalinlikta azalma,
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