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ÖZET

Güçlü etkili bir antineoplastik ilaç olan Doksorubisin’in klinik

kullanımını kısıtlayan önemli kardiotoksik yan etkisi bulunmaktadır. Kardiotoksik

etki mekanizması tam olarak bilinmemekle beraber günümüzde bu etkiden sorumlu

major mekanizmanın oksidatif strese bağlı doku hasarı olduğu düşünülmektedir. Son

yıllarda yapılan çalışmalarda, doksoubisin gibi antrasiklin grubu antineoplastiklerin

yaptığı oksidatif hasara bağlı gelişen kardiotoksisiteye karşı birçok antioksidan

maddenin koruyucu etkileri olduğu gösterilmiştir.

                  Pineal bezden salınan bir hormon olan melatoninin de serbest radikal

tutucu ve antioksidan özellikleri olduğu yapılan birçok çalışma ile göster ilmiş ve bu

amaçla melatonin oksidatif hasara bağlı gelişen birçok patolojide yararlı

bulunmuştur.

Bu çalışmada doksorubisin ile kardiotoksisite oluşturulan ratlardan izole

edilen ve invitro olarak perfüze edilen kalplerde melatoninin koruyucu etkileri

araştırıldı. Bu amaçla, kullanılan erkek wistar albino ratlar dört gruba ayrıldı; 1.grup

kontrol (1 ml steril saline intraperitoneal (i.p) ), 2.grup Doksorubisin (dox) (tek doz,

10 mg/kg (i.p) ), 3.grup Dox (tek doz, 10 mg/kg (i.p) ) + melatonin (mel) (7 gün

süresince günde 1 defa 10 mg/kg (i.p) ), 4.grup ise sadece melatonin (7 gün süresince

günde 1 defa 10 mg/kg (i.p) ), verilen ratlardan oluştu. Yedi günün sonunda tüm

gruplarda sternotomi ile toraks açılıp kalp izole edildi. Assendan aort izole ve kanüle

edilerek Langendorff sistemine takıldı. Langendorff sisteminde, peristaltik pompa

yardımı ile 37 0C de ve % 5 CO2 + % 95 O2 karışımı ile havalandırılan Krebs’-

Henseleit solüsyonu ile sabit akımla perfüze edilerek, koroner perfüzyon basıncı

(PB), kalbe takılan elektrotlar yardımı ile kalp atım hızı (KAH) ve sol ventrikül içine

yerleştirilen balon ile sol ventrikül gelişen basıncı (LVDP) kaydedildi. Ayrıca kalbin

kontraksiyon gücünü gösteren sol ventrikülün birim zamandaki maksimum sistolik

ve minimum diastolik basınçlarını ifade eden LV( dP/dt)max ve LV( dP/dt)min

kaydedildi.

Deneyler sonucunda, Doksorubisin enjeksiyonu yapılan grupta kontrol

grubuna göre koroner perfüzyon basıncının ve LV( dP/dt)min değerlerinin anlamlı

olarak arttığı, kalp atım hızı, LVDP ve LV( dP/dt)max değerlerinde anlamlı bir
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azalma olduğu görüldü. Buna karşılık Dox+melatonin grubunda Dox grubuna göre

perfüzyon basıncının ve LV(dP/dt)min değerlerinin anlamlı olarak azaldığı, LVDP

ve LV(dP/dt)max değerlerinin ise anlamlı olarak arttığı gözlendi.

Sonuç olarak Dox grubunda bozulan kalp konraktilitesi ve kalp

hemodinamiği ile karekterize kardiotoksik etkinin melatonin ile anlamlı olarak

korunduğu görüldü.

Anahtar kelimeler: İzole kalp, Langendorff, Doksorubisin, kardiotoksisite,

melatonin.
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ABSTRACT

Doxorubicin is a highly effective cancer chemotherapeutic agent and its

clinical use is limited by its serious cardiotoxicity. Although the exact mechanism of

its cardiotoxicity is stil unknown, oxidative damage is suggested to play a major role

in Doxorubicin- induced cardiotoxicity. Recent studies have showed that many

antioxidant agents have protective effects on cardiotoxicity of anthracyclines like

Doxorubicin.

Melatonine is a pineal secretory hormone which is shown in many studies as a

free radical scavenger and antioxidant. Melatonin has been found useful in many

pathology related with oxidative damage.

In this study we aimed to research the protective effect of melatonine on

Dox- induced cardiotoxicity in isolated perfused rat heart.  Male wistar albino rats

were divided into four groups: 1.group: control (1 ml steril saline i.p), 2.group:

Doxorubicin (one dose, 10mg/kg (i.p) ), 3.group: Dox ( one dose, 10 mg/kg (i.p)) +

Melatonine ( for 7 days once a day 10 mg/kg (i.p)), 4.group:  melatonine (for 7 days

once a day 10 mg/kg (i.p) ). After 7 days, the hearts were isolated by sternotomy in

all groups. After aorta isolated and cannulated by Langendorff system hearts were

perfused with constant flow of Krebs- Henseleit solution (aired with 95% O2 + 5%

CO2 ) and maintened at 37 0C.

Coronary perfusion pressure and -via a latex balloon inserted in the left

ventricle -left ventricular developed pressure (LVDP) and heart rate by electrodes

were recorded on a computer. Also LV( dP/dt)max and LV( dP/dt)min which shows

max and min pressures during systole and diastole per time were recorded.

During the experiments it was observed that in Dox group coronary

perfusion pressure and LV( dP/dt)min were significantly increased, heart rate, LVDP

and LV(dP/dt)max were significantly reduced versus control group. In contrary in

Dox + melatonine group coronary perfusion pressure and LV( dP/dt)min were

significantly decreased, heart rate,  LVDP and LV(dP/dt)max were significantly

increased versus Dox group.

It is concluded that melatonine has protective effects on doxorubicin

induced cardiotoxicity with altered heart contractility and hemodynamics.

Key Words: Isolated heart, Langendorff, Doxorubicin, cardiotoxicity, melatonine
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1. GİRİŞ VE AMAÇ

Birçok kanser türünün tedavisinde kullanılan güçlü etkili antineoplastik ilaç

olan Doksorubisin’in önemli kardiotoksik yan etkisi vardır. Bu etkisinden dolayı

doksorubisin deneysel çalışmalarda kardiotoksisite modeli olarak kullanılmaktadı r.

Yapılan birçok çalışmada bu kardiotoksik etkinin mekanizmaları araştırılmış ve

günümüzde bu etkiden sorumlu olarak en büyük payın serbest oksijen radikallerinin

neden olduğu doku hasarına ait olduğu düşünülmektedir. Serbest radikallerin neden

olduğu hücre hasarını vücutta endojen antioksidan sistemler azaltmaya çalışırken

ilave olarak tedavide eksojen antioksidanlar da kullanılmıştır (1,2,3,4).

Oluşan oksidatif hasara karşı koruyucu olarak kullanılan birçok antioksidan

ajanlar arasında, vücutta fizyolojik olarak bulunan ve pineal bezden salınan bir

hormon olan melatonin de yer almaktadır. Melatonin, patogenezinde serbest

radikallerin rol aldığı çeşitli fizyolojik olaylarda peroksinitrit, hidroksil ve süperoksit

radikallerinin güçlü bir temizleyicisidir (5,6,7).

Doksorubisinin yaptığı kardiotoksisite ve oluşan bu etkiye karşı

Melatonin’in koruyucu etkisi yapılan birçok çalışmada gerek biyokimyasal ve

gerekse histolojik olarak gösterilmiştir (5,6,7,8).

Çalışmamızda ratlarda Doksorubisin ile oluşturulan deneysel kardiotoksik

modelde izole edilen ve invitro olarak perfüze edilen kalpte melatoninin kalbin

kontraktilitesi ve fizyolojik fonksiyonları üzerindeki koruyucu etkilerinin

araştırılması amaçlanmıştır.

 Bu amaçla izole edilen kalpler invitro olarak Langendorff sisteminde

perfüze edilip kalbin hemodinamiğinin göstergesi olarak, kalp atım hızı, koroner

perfüzyon basıncı, sol ventrikül gelişen basıncı (LVDP) ve kalbin kontraksiyon

gücünü gösteren sol ventrikülün birim zamandaki maksimum sistolik ve minimum

diastolik basınçlarını ifade eden LV(dP/dt)max ve LV(dP/dt)min değerlerindeki

değişiklikler araştırılacaktır.
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2. GENEL BİLGİLER

2. 1. ANTİNEOPLASTİK İLAÇLAR

Antineoplastik kemoterapide ana ilke hastanın ya da konakçının normal

hücrelerine zarar vermeden mikroorganizma ya da tümör hücresinin büyümesini ve

çoğalmasını durdurmak ve onları yok etmektir (9). Malign hücre ile normal sağlıklı

hücre arasındaki farkların çok az olması nedeniyle antineoplastik ilaçların

selektivitesi azdır ve vücutta tümör hücrelerini yok ederken hızlı çoğalan normal

hücreleri de yok edebilirler.

Antineoplastik ilaçlar, etki mekanizmalarına ve kaynaklara göre sekiz gruba

ayrılır (9):

1. Alkilleyici ilaçlar

2. Antimetabolitler

3. Vinka alkaloidleri ve diğer bitkisel kaynaklı ilaçlar

4. Sisplatin ve diğer platin türevleri

5. L-asparaginaz

6. Hormon veya hormon antagonistleri

7. Sitotoksik Antibiyotikler

8. Diğer antineoplastik ilaçlar

7. grupta sözü edilen sitotoksik antibiyotikler çeşitli mikroorganizmaların

kültürlerinden elde edilen antineoplastiklerdir. Çalışmamızda Streptomyces

peucetius’ dan elde edilen antrasiklin türevi bir antibiyotik olan doksorubisin

kullanılmıştır. Doksorubisin, Deoksi Ribo Nükleik Asit (DNA) çift zincirinde

interkalasyon yaparak DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozar ayrıca

topoizomeraz II enzimine bağlanarak DNA hasarı oluşturur (10). Doksorubisin

DNA’nın şeker-fosfat bağ yapısına bağlanarak DNA ve Ribo Nükleik Asit (RNA)

sentezini engeller. Topoizomeraz II enziminin katalizlediği DNA zincirinin kırılması

ve tekrar farklı noktalardan birleştirilmesi işlemi doksorubisin tarafından

engellenerek DNA zincirinde tamir edilmeyen kırılmalara neden olur.
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 2. 2. DOKSORUBİSİN

(8S-cis)-10-[(3-Amino-2,3,6-trideoxy-alpha-L-lyxohexopyranosyl)oxy]-7,8,9,10-
tetrahydro-6,8,11-trihydroxy-8-(hydroxyacetyl)-1-methoxynaphthacene-5,12-dione
hydrochloride

Moleküler formül C27H29NO11
.HCl

Moleküler ağırlık 579.99

Doksorubisin göğüs, over, testis, tiroid, akciğer kanserlerinde ve birçok

sarkomun tedavisinde klinik uygulaması olan önemli antitümör ilaçlardandır. Ayrıca

akut lösemi, Hogkin hastalığı ve yaygın non-Hogkin lenfomaları içine alan

hematolojik kanserlerde tek veya kombinasyon şeklinde kullanılır. Mide barsak

kanalından absorpsiyonu azdır ve intravenöz yolla verilir. Genelde 21 günde bir hızlı

infüzyonla uygulanır (10).

2.2.1. Farmakokinetik Özellikleri

Doksorubisin enjeksiyonundan sonra ulaşılan doruk kan konsantrasyonu 30

dakika içinde %50 azalır, fakat etkin seviye 20 saate kadar sürdürülür. Yapısında

bulunan halka şeklindeki sübstitüsyonların indirgenmesi ve hidrolizi ile karaciğerde

metabolize edilir. İlacın çoğu ve metabolitleri safra ile itrah edilir. Ayrıca yaklaşık

1/6 ‘sı idrarla atılır (9).
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2.2.2. Doksorubisin Toksisitesi

Gastrointestinal sisteme ait şikayetler, alopesi, mukozit, stomatit en sık

rastlanan geri dönüşümlü yan etkilerdendir. Doz sınırlamasını gerektiren en önemli

yan etki kemik iliği depresyonudur (10). Bilirubin konsantrasyonunun yükselmiş

olması dozun azaltılması gerektiğini gösterir. Lokal olarak damar dışına sızması

sonucu ciddi doku nekrozu meydana gelir. En önemli ve ciddi yan etkisi lipid

peroksidasyonu sonucu serbest radikallerin oluşumuna bağlı ortaya çıkan

kardiotoksisitedir (1,2,3).

2.2.3. Doksorubisin Kardiotoksisitesi

 Miyositler aktif olarak çoğalan hücreler olmadığı için doksorubisinin

oluşturduğu miyosit hasarı; toksik oksijen radikallerinin üretimi ve oksidatif stresin

artması, böylece membranların lipid peroksidasyona uğramaları şeklindedir  (4,11).

Kardiotoksik etkilerin araştırılmasında çoğu araştırmacı doksorubisin

yapısında bulunan tetrasiklik halka yapısında ki kinon ve hidrokinon kromofor

grupları üzerinde yoğunlaşmıştır (12). Doksorubisin bir amino şekerin bağlı olduğu

tetrasiklik aglikon yapısındadır. Yapısında bulunan kinon halkası, sitokrom P450

redüktaz ve ksantin oksidaz enzimleri tarafından semikinon radikaline indirgenir

(Şekil 1). Serbest radikallerin kardiyak sitozol ve mitokondriyal fraksiyonlarında

oluşumu fazladır (13,14,15). Bunlar, oksijen molekülünü indirgeyerek süperoksit

anyon radikali (O2
.-)  ve hidrojen peroksitin (H2O2) oluşumuna neden olurlar. H2O2

ve O2
.- serbest radikallerin temizlenmesini sağlayan endojen glutatyon peroksidaz

gibi antioksidan enzim düzeylerinin azalmasına neden olarak oksidatif stresi artırır

ve kardiyomiyopati ile konjestif kalp yetmezliği oluşumunu kolaylaşır (16,17,18,19).



5

Şekil.1. Antrasiklin türevi bileşiklerin yapısında bulunan kinon

gruplarının semikinon radikaline indirgenmesi

Kardiyomiyopatide anormal elektrokardiografi, miyofibril kaybı, sol

ventrikül disfonksiyonu, sitoplazmik vakuolizasyon, miyosit atrofisi, fibrosis gibi

değişimler gözlenmiştir. Doksorubisine bağlı kardiyotoksisitenin patogenezinde

serbest radikal ve antioksidan enzimlerin rol oynadığı bulguların belirlenmesi,

antioksidan tedavi denemelerini gündeme getirmiştir.
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2.3. SERBEST RADİKALLER

Serbest radikaller, dış orbitalinde bir ya da daha fazla eşlenmemiş elektron

taşıyan moleküllerdir. Eşlenmemiş elektronlar stabil halde olmadığından serbest

radikaller bir başka molekülle etkileşerek kararlı hale gelme eğilimindedirler (20).

2.3.1. Organizmada Oluşan Serbest Radikaller

2.3.1.1. Süperoksit Radikali ( O2
.-) :

Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

süperoksit anyon radikali meydana gelir.

O2      +     e-  O2
.-

Organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadır. Haber-Weiss adı verilen

reaksiyon sonucunda hidroksil radikalinin oluşması, süperoksit anyon radikallerinin

doku hasarına yol açmasında esas tehlikeli mekanizmadır.

O2
.-+ H2 O2 O2 + OH. + OH.

Süperoksit radikali, ortam pH’sının düşük olduğu durumlarda bir proton alarak daha

reaktif olan perhidroksil radikaline (HO2
.) dönüşebilir. Ancak ortamın pH’sı

fizyolojik sınırlarda iken oluşan perhidroksil formu % 1’in altındadır (21).

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H2O2):

H2O2, membranlardan kolayca geçebilen uzun ömürlü bir oksidandır. Biyolojik

sistemlerde hidrojen peroksidin asıl üretimi süperoksidin dismutasyonuyla

olmaktadır. Bu reaksiyon süperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizasyonu ile

oluşur. İki süperoksit molekülü iki proton alarak hidrojen peroksit ve moleküler

oksijeni oluştururlar.

2O2
.- +  2H+ H2O2 + O2
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Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadığı halde reaktif oksijen türleri içerinde

yeralır ve serbest radikal biyokimyasında önemli bir rol oynar. Süperoksit ile

reaksiyona girerek en reaktif ve zararlı serbest oksijen radikali olan hidroksil

radikalini oluşturmak üzere yıkılabilmesi ona bu önemi vermiştir. Ayrıca geçiş

metalleri ile reaksiyona girerek daha güçlü oksidanlar oluşturur. Ortamda fazla

miktarda hidrojen peroksit bulunması durumunda, proteine bağlı demir (Fe+2)

ferröz (Fe+3) haline yükseltgenir ve hidroksil radikali oluşur. Oluşan bu reaksiyona

Fenton reaksiyonu denir (Şekil.2) (22,23). Hidrojen peroksit biyolojik membranları

geçebildiğinden intrasellüler olarak fosfalipidleri, karbonhidratları, metalo proteinleri

ve DNA’ yı hasara uğratır (23,24,25).

Fe+2   + H2O2 Fe+3   +    OH-    +    OH-

2.3.1.3. Hidroksil Radikali:

Hidroksil radikali (OH.), hidrojen peroksidin geçiş metallerinin varlığında

indirgenmesi ile meydana gelir. Suyun yüksek enerjili iyonize edici radyasyona

maruz kalması sonucu da hidroksil radikali oluşabilmektedir. Yarılanma ömrü çok

kısadır ve oluştuğu yerde büyük hasara neden olabilmektedir.

SOD

H2O2 + Fe+2 OH. + OH- + Fe+3

2.3.1.4. Singlet (Tekli) Oksijen:

Enerji absorbsiyonu ile uyarılan oksijenin paylaşılmamış dış elektronları,

spinlerini değiştirerek ayrı ayrı ya da aynı orbitali işgal edebilir. Bu iki forma singlet

oksijen adı verilmektedir. Gerçekte bir serbest radikal değildir, fakat serbest radikal

reaksiyonları sırasında üretilmesinden dolayı serbest oksijen radikalleriyle birlikte

değerlendirilen bir reaktif oksijen ürünüdür.
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2.3.1.5. Nitrik Oksit (NO-):

Endotel kaynaklı gevşetici faktör (EDRF) olan NO insan vücudunda çok çeşitli

hücreler tarafından salgılanan en önemli fizyolojik transmitterlerden biridir . NO,

siklik guanozin monofosfat (cGMP) üzerinden etki gösteren potent bir periferik

vasküler düz kas gevşetici olarak 1979’da tanımlanmıştır. NO hem hücre içi hem de

hücre dışında düzenleyici işlev gören küçük, reaktif bir serbest radikal moleküldür.

NO’nun en önemli fizyolojik hedefi, solübl guanilat siklaz (sGC) enziminin hem

grubudur. Lipofilik serbest radikal olan NO, damar endotel hücrelerinde nitrik oksit

sentaz (NOS) enzimi aracılığıyla L-argininden sentezlenir. Düz kas hücresine geçen

NO, guanilat siklazı uyararak, guanozin trifosfatın (GTP) cGMP’ye dönüşümünü

sağlar. Artan cGMP de protein kinazı ve iyon kanallarını aktif hale getirir.

Sekestrasyon ve hücre dışına çıkarılma yolu ile hücre içi kalsiyum azalır ve gevşeme

sağlanır (26). cGMP’nin fizyolojik etkisi 3’5’ bağının fosfodiesteraz enzimi

tarafından hidrolize edilmesi ile sonlanır. NO, aynı zamanda tiyol gruplarını S-

nitrozilasyona uğratarak protein ve reseptör fonksiyonlarını da değiştirir. NO,

oluşmuş olan serbest oksijen radikaller ile reaksiyona girerek güçlü bir oksidan olan

peroksinitrit oluşturmakta ve bunu da ileri dekompozisyonla HO• radikaline

dönüştürmektedir (22).

2.3.2. Serbest Radikallerin Etkileri

2.3.2.1. Proteinlere Etkileri:

Doymamış bağ ve sülfür içeren moleküller serbest radikallerle kolayca

reaksiyona girdiği için triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi

aminoasitleri içeren proteinler serbest radikallerden kolaylıkla etkilenirler. Glutatyon

redüktaz ve gliseraldehit 3 fosfat dehidrojenaz gibi reaktiviteleri için aminoasitlere

bağımlı olan enzimler, serbest radikallerden kolaylıkla etkilenerek inhibe edilirler

(27,28). Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve çapraz

bağlanmalar meydana gelebilir. Bunlar da protein fonksiyonlarında bozulmalara yol

açabileceği gibi, immun sistemi uyarabilecek antijenik değişiklikler de

oluşturabilirler.
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2.3.2.2. Nükleik Asitler ve DNA’ya Etkileri:

DNA yapısında oksidatif hasara yol açan birçok faktör vardır. Bunlar (iyonize

radyasyon, çeşitli kimyasallar) aşırı derecede serbest radikaller meydana getirip

DNA’da hasara yol açabilirler. Serbest radikaller DNA’ da tek veya çift bağ

kırıklarına yol açarak mutasyon ve karsinogeneze neden olurlar. Hidrojen peroksit,

DNA’daki demir ve bakır ile reaksiyona girerek hidroksil radikali oluşturur (24,25).

Oluşan hidroksil radikali nükleik asitlerde kromozom değişikliğine ve hücre

fonksiyonlarının bozulmasına neden olur (29,30).

2.3.2.3. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid peroksidasyonu):

Serbest radikallerin etkilerine en duyarlı olan dokular lipidlerdir. Hücre

membranı serbest radikaller için kritik bir bariyerdir, çünkü serbest radikaller hücre

komponentleri ile etkileşim için bu bariyeri geçmek zorundadırlar. Membran

yapısında bulunan kolestrol ve yağ asitlerinin doymamış bağları, serbest radikaller ile

reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu oluşturur. Zincirleme reaksiyonlar

sonucunda oldukça zararlı ürünler oluşur ve oluşan membran hasarı geri

dönüşümsüzdür. Doymamış yağ asitlerinden bir hidrojen atomunun çıkması ile

peroksidasyon başlar ve lipid radikali oluşur. Bu radikal, çift bağların yerini değiştirir

ve oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikaline dönüşür. Lipid peroksil

radikali diğer doymamış yağ asitlerine de etki ederek yeni radikaller oluşur. Hidrojen

atomları alarak hidroperoksitlere dönüşürler. Hidroperoksidlerin parçalanması

sonucu lipid alkoksi radikalleri açığa çıkar (22,24).

Lipid peroksidasyonu sonucu oluşan ürünlerin tiobarbütirik asit ile reaksiyona

girmesi sonucu malondialdehit (MDA) ortaya çıkar. MDA ölçümü lipid

peroksidasyonunun göstergesi olarak kullanılır.

2.3.2.4. Karbonhidratlara Etkileri:

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle çeşitli ürünler meydana gelir ve

bunlar, çeşitli patolojik süreçlerde önemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin

otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehit meydana gelir

(24,25).
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2.4. ANTİOKSİDAN SAVUNMA SİSTEMLERİ

Canlı hücrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside

olabilecek maddelerin oksidasyonunu önleyen veya geciktirebilen maddelere

antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir.

Memeli hücrelerinde oksidan ürünlere karşı korunma bazı prensipler içinde

gerçekleşmektedir. Öncelikle oksidanların organizmadaki düzeylerini artırıcı

etkenlerin ve risk faktörlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulması  ya da

serbest radikalleri tetikleyen biyokimyasal reaksiyonların bir ya da birkaç

basamağında kırılması ve oluşan mediyatörlerle aktive olan inflamatuvar hücrelerin

lezyon yerine geçişini önlemek gerekmektedir. Oluşan oksidanları inaktif hale

getirmek amacı ile kullanılan antioksidanlar, doğal (endojen kaynaklı) ve ekzojen

kaynaklı antioksidanlar olmak üzere başlıca iki ana gruba ayrılabilirler (31).

2.4.1. Endojen Olan Antioksidanlar:

 Endojen antioksidanlar enzim ve enzim yapısında olmayan sistemler olarak iki

bölümde incelenir (24,32).

2.4.1.1. Enzim Olan Antioksidanlar:

1. Süperoksit Dismutaz (SOD) :

SOD enzimi, süperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve moleküler oksijene

dönüşümünü katalizlemektedir. Katalizlediği reaksiyon şu şekildedir:
SOD

2O2
.- + 2H+ H2O2 + O2

 İnsanda SOD’ un üç tipi bulunmaktadır. Bunlar sitozolde bulunan bakır (Cu) ve

çinko (Zn) içeren dimerik izomerler (Cu/Zn-SOD), mitokondride bulunan mangan

(Mn) içeren tetramerik izomerler (Mn-SOD), ve ekstraselüler SOD’dur. SOD’un

ekstraselüler aktivitesi çok düşüktür. Genel olarak, hücrede en bol bulunan izomer

sitozolik Cu/Zn- SOD'dur. Normal metabolizma sırasında hücreler tarafından yüksek

oranda süperoksit üretimi olmasına rağmen bu enzim sayesinde intrasellüler

süperoksit düzeyleri düşük tutulur. Enzimin primer fonksiyonu, hücreleri süperoksit
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radikalinin zararlı etkilerinden korumaktır. Bu şekilde hücrelerdeki lipid

peroksidasyonu da inhibe edilmiş olur (33).

2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) :

GSH-PX, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik

yapıdadır ve dört selenyum atomu ihtiva etmektedir.

Diyetteki selenyum desteği enzim aktivitesini modüle etmektedir. Enzim

aktivitesi heksoz monofosfat yolunda üretilen nikotianamid adenin dinükleotit

fosfata (NADPH) bağımlıdır. Düşük konsantrasyonlardaki H2O2, öncelikle GSH-Px

tarafından temizlenir. Bu enzim, redükte glutatyonun okside glutatyona çevrildiği

ortamda hidrojen peroksidi yüksek spesifite ile detoksifiye etmektedir. Redükte

glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG) haline dönüştüğü reaksiyonda GSH-Px

enzimiyle hidrojen peroksit suya indirgenmiş olur (24). Oluşan reaksiyon şu

şekildedir:

GSH- PX

2 H2O2 + 2GSH GSSG +  2 H2O

3. Katalaz (CAT) :

Glikoprotein yapısında bir hemoproteindir. Her biri ferriprotoporfirin grubu

içeren dört adet alt üniteden oluşmuştur. Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda +3

değerlikli Fe atomu bulunan protoporfirin IX halkasıdır. Eritrositler yüksek oranda

CAT içermekte olup, CAT aktivitesinin %98’den fazlasını sağlarlar. CAT enzim

aktivitesinin en yüksek olduğu dokular karaciğer ve böbrek dokularıdır. Enzim

dokularda başlıca mitokondri ve peroksizom partiküllerine bağlı olarak

bulunmaktadır. Bundan başka endoplazmik retikulum ve stoplazmada da aktivite

göstermektedir. CAT, okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda oluşan hidrojen

peroksidi direkt olarak suya dönüştürür (33). Ortamdaki hidrojen peroksit

konsantrasyonunun düşük olduğu durumlarda hidrojen peroksidi substrat olarak

kullanan diğer antioksidan enzimler (GSH-Px) devreye girerek hidrojen peroksidi

ortamdan uzaklaştırırlar. Aynı etkileri gösteren CAT ve GSH-Px enzimleri, hücre içi

yerleşimleri ve etki yerleri bakımından farklılıklar gösterirler. CAT enzimi
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peroksizomlarda daha etkin iken, GSHPx enzimi başlıca sitozol ve mitokondride

etkindir. Katalizlediği reaksiyon şu şekildedir:

Katalaz

2 H2O2 2 H2O +  O2

CAT’ın indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil-etil hidroperoksitleri gibi

küçük moleküllere karşıdır. Büyük moleküllü lipid hidroperoksitlerine ise etki etmez.

2.4.1.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar:

1. Vitamin C: Suda eriyen vitaminlerden olan askorbik asit ( vitamin C) ince

barsaklardan kolayca emilir. Sıcaklığa karşı dayanıksızdır (32). Organizmada

hidroksilasyon reaksiyonlarında indirgeyici ajan olarak antioksidan etki gösterir.

Süperoksid ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek inaktif hale getirir.

2. Vitamin E: Tokoferol yapısında bulunur ve alt tipleri mevcuttur. α-

tokoferol en yüksek biyolojik ve antioksidan aktivite gösterir. Yapısında bulunan

fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin aktif kısmını oluşturur ve

antioksidan özellik kazandırır. Miyokard ve mitokondri membranında fazla miktarda

bulunur. Hücre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatüre yağ asitlerini serbest

radikallerden korur. Süperoksid ve hidroksil radikalini, singlet oksijeni, lipid peroksi

radikallerini ve diğer radikalleri indirger (25).

3. Karotenoidler : ß- karoten, A vitamini prekürsörüdür. Peroksi ve

süperoksit radikali ile direkt etkileşerek antioksidan etki gösterir (34,35).

4. Seruloplazmin: Ferro demiri (Fe2+) feri demire (Fe3+) yükselterek Fenton

reaksiyonunu ve serbest radikal oluşumun inhibe eder (36,37,38)

5. Ürik asit: Pürin metabolizmasında son ürün olarak ürik asit oluşur. Singlet

O2 ve peroksil radikalleri için güçlü bir temizleyicidir (37,39).

6. Sistein: Süperoksit ve hidroksil radikali toplayıcısıdır (40).

7. Transferin: Dolaşımdaki serbest demiri bağlar.

8.Albümin: Hipoklorik asit ve ROOH toplayıcısıdır (25).

9. Glutatyon (GSH): Serbest radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girer.

Proteinlerdeki –SH gruplarını redükte halde tutarak bu grupları oksidasyona karşı

korur. Fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller (41).
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2.4.2. Ekzojen Antioksidanlar:

Eksojen antioksidanlar serbest radikallerin salınımını engelleyerek, oluşmuş

radikalleri temizleyerek veya endojen antioksidan savunma sistemini güçlendirerek

etki ederler. Yapılan birçok çalışmada gerek besin olarak kullanılan maddelerin

gerekse tedavide değişik amaçlarla kullanılan allopurinol, N-asetil sistein, mannitol,

melatonin, vitaminler ve pentoksifilin gibi ilaçların antioksidan etkileri olduğu

görülmüş ve bu amaçla kullanılmaya başlanmıştır. Bu tür eksojen antioksidanların

sayıları her geçen gün artmaktadır (42,43).

2.5. MELATONİN ( C13H16N2O2 )

N-acetyl-5-methoxytrptamin-N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl]-3-(N-

Acetyl-2-aminoethyl)- 5-methoxy indole-N-[2-(5-Methoxy-1H-indol-3-yl]

Melatonin (N-Asetil-5-Metoksitriptamin) pineal bezin özellikle karanlık

fotoperiyotta sentezlenen en önemli hormonudur. Pineal bezin endokrin

aktivitesi fotoperiyodik çevrenin kontrolü altındadır (44). Çevre şartlarında ki

(ışık, ısı vb.) değişimler canlılarda birtakım metabolik ve psişik cevaplar

oluşmasına neden olur. Mevsimlere bağlı ışık yoğunluğu ve ışık dalga boyunda

ki farklılıklar birçok memeli türünün endojen endokrin ritimlerini etkileyen

önemli bir potansiyel faktördür. İnsanda melatonin gece salgılanır.

Yetişkinlerde ortalama plazma melatonin seviyesi 60-70 pg/ml ve başlıca

metaboliti olan 6-Hidroksimelatoninsülfat’nin (6-HMS) maksimum plazma

konsantrasyonu 80-100 pg/ml arasındadır (45). Melatoninin plazma

konsantrasyonu gece saat 02:00 ve 04:00 arasında pik değerine ulaşır.
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Erişkinlerde sekresyon genelde saat 21:00- 22:00 arası başlar 07:00- 09:00

arası sona erer.

2.5.1. Melatonin Biyosentezi

Melatonin biyosentez yolağı triptofanla başlar. Pineal gland ile sistemik

dolaşım arasında kan-beyin bariyeri bulunmadığı için, kandaki triptofan

pinealositlere kolayca ulaşabilmektedir. Aktif transport ile pinealosit

sitoplazması içine alınan triptofan ilk olarak triptofan 5-hidroksilaz enzimiyle

hidroksillenerek 5-hidroksitriptofana, daha sonra 5-hidroksitriptofan da

aromatik aminoasit dekarboksilazla 5-hidroksitriptamine (serotonin, 5HT)

dönüşür, serotonin sonra serotonin-N-asetiltransferaz (SNAT) enzimi ile

asetillenerek N-asetilserotonine (NAS), NAS ise hidroksiindol-O-

metiltransferaz (HIOMT) ile melatonine dönüştürülür (Şekil 2) (46,47).
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Şekil.2. Melatonin Biyosentezi

2.5.2. Melatonin Farmakokinetiği

Melatonin pineal bezde sentezlenip depolanmadan hızlı bir şekilde

komşu kapiller damarlara geçer. Lipofilikliğinin çok yüksek olmasından

dolayı, tüm biyolojik doku ve sıvılara dağılır. Plazmada yaklaşık %70

albumine bağlı olarak taşınır. Melatonin büyük ölçüde karaciğerde

hidroksilasyon sonucu hızla metabolize olur (5-hidroksimelatonin). Sülfürik ya

da glukuronik asit ile konjuge olduktan sonra idrarla atılır (9). Melatoninin
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idrarda ki başlıca metaboliti 6-sülfatoksimelatonindir (10). İdrardaki düzeyi

serum melatonin düzeyi ile ilişkilidir.

2.5.3. Melatonin Reseptörleri

Melatonin reseptörleri Mel-1a, Mel-1b ve Mel-1c olmak üzere üç tiptir.

Mel-1a reseptör ekspresyonu suprakiazmatik nükleus ve pars tüberaliste

sınırlıdır, sirkadian ve reprodüktif etkilerini bu reseptörler aracılığı ile

gerçekleştirir. Mel-1b; beyin ve retinada eksprese olur ve her iki bölgede de

dopaminerjik fonksiyonlar ile ilişkili olduğu düşünülür. Mel-1c geni ise diğer

melatonin reseptörleri ile benzer özellik gösterir ancak bazı memelilerde

bulunmasına rağmen insanlarda henüz klonlanmamıştır.

2.5.4 Melatoninin Fizyolojik Etkileri

Melatonin; uyku, üreme, yaşlanma, vücut ısısını düzenleme, immun ve

antioksidan sistem gibi pek çok biyolojik süreçte etkilidir ( 44,45).

2.5.5 Melatoninin Kalp Kası Üzerine Etkisi

Melatonin reseptörleri G proteine bağlı yapılardır (48). Kalp kası

hücrelerinde ki melatonin reseptörlerinin biyolojik önemi henüz tam olarak

açıklanmış değildir. Ancak melatoninin sıçan kalp hücre membranında voltaja

duyarlı kalsiyum kanallarının aktivitesini inhibe ettiği saptanmıştır (49,50,51).

Kalsiyum iyonu normal kardiyak fizyolojide önemli bir rol oynar. Melatoninin

membran kalsiyum pompası aktivitesini engelleyerek aşırı kalsiyum

yüklenmesini önlediği ve hücre içi kalsiyum düzeyini ayarladığı belirtilmiştir.

Hücre içi kalsiyumun aşırı artması ve diğer iyon dengesizlikleri

miyokardiyal elektriksel instabilite, kardiyak aritmiler ve miyokardiyal nekroz

gibi hasarlarla sonuçlanabilir. Deneysel olarak yapılan çalışmalarda, inozitol

trifosfat (IP3) aracılıklı depolardan ve voltaj duyarlı kanallardan hücre içine

kalsiyum (Ca++) girişi intrasellüler Ca++ miktar artışına neden olduğu,

melatonin plazma membranında Na+-Ca++  değiş tokuşu veya katyonik

kanallardan Na+ girişini azaltarak hiperpolarizasyon yaptığı bildirilmiştir.
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Böylece hücre içine Ca++ girişinin inhibe edilebildiği ve siklik adenozin

monofosfat (cAMP) bağımlı kinazlar aracılığıyla da voltaja duyarlı Ca++

kanallarının fosforilasyonunu inhibe ederek kanalların permeabilitesini

etkileyerek intrasellüler Ca++ düzeyini azalttığı gösterilmiştir (52,53).  Ayrıca

melatoninin fosfolipaz C aktivitesini ve IP3 oluşumunu inhibe ederek

intrasellüler depolardan Ca++ salıverilmesini bloke ettiği veya bu depolardan

Ca++ geri alınmasını stimule ettiği bildirilmiştir (54,55).

2.5.6 Melatoninin Antioksidan Etkileri

Hem in vitro, hem de in vivo çalışmalarda, melatoninin güçlü bir serbest

oksijen radikal süpürücü olduğu gösterilmiştir (5,6,7). Oldukça toksik olan

hidroksil radikalleri başta olmak üzere, diğer serbest oksijen radikallerinin

neden olduğu oksidatif hasardan makromolekülleri özellikle de DNA’yı

koruyabilir. DNA hasarı oluşturan radikaller hücrede nükleer bir enzim olan

poli-ADP-riboz sentazı (PARS) aktive eder. Bu enzim DNA tek zincirinin

kırılması ile aktive olur ve hücrelerde şiddetli enerji tüketimine yol açarak

sonuçta nekrotik tipte hücre ölümüne neden olur. Melatoninin PARS

aktivitesini inhibe ederek; şok, inflamasyon ve iskemi/reperfüzyonda (I/R)

organ hasarını önleyebildiği bildirilmiştir (5,6,7,56). Serbest radikal yakalayıcı

etkisi bakımından, bilinen tüm antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vitamin

E) daha güçlüdür. Hem suda hem de yağda çözünebildiğinden hücrenin tüm

komponentlerine etki eder (5,7).

Melatoninin antioksidan özelliği iki ana etki altında incelenebilir: Birincisi

reseptörden bağımsız olarak oksidan maddeye (serbest radikal, reaktif oksijen türevi

vb.) elektron sağlaması yoluyla olan doğrudan süpürücü etki, ikincisi ise endojen

antioksidan mekanizmaları reseptör bağımlı olarak harekete geçirmek yoluyla

gösterdiği indirekt etkisidir. Direkt süpürücü etkisi ile; O2
.-, H2O2, OH.,

peroksinitritler (ONOO-) gibi radikal ve reaktif maddeleri zararsız hale getirdiği,

indirekt etkisiyle de  SOD, CAT, GSH-Px ve glutatyon redüktaz gibi antioksidan

enzimlerin DNA seviyesinde ekspresyonlarını artırdığı ve peroksinitritlerin artışına

neden olabilen uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimini inhibe ettiği ortaya

konmuştur (5,7).
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  Süperoksit radikaline en önemli etkisi süperoksitin dismutasyonunda

en büyük rol oynayan SOD’un mRNA ‘sını artırmasıdır . H2O2 hücrelerde CAT

ve GPx ile toksik olmayan ürünlere dönüştürülür. GSH-Px aktivitesi melatonin

ile uyarılmaktadır. Melatonin H2O2‘nin hücre içi miktarını azaltır. Melatoninin

G-6-PD aktivitesini de uyarır. Melatonin,  indol nükleusun yan zincirindeki

metoksi ve toksik olmayan indolil katyon radikaline dönüşür. Bu nitrojen

merkezli melatonin radikalinin de süperoksit anyon radikali ile etkileşerek N-

asetil-N-formil-5-metoksiküniramini oluştururduğu bildirilmektedir (Şekil 3).

Melatonin singlet oksijeni de direkt olarak nötralize edebilmektedir (6).

Şekil.3. Melatoninin elektron vermesi
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Son yıllarda yapılan birçok çalışmada Melatonin’in antioksidan

özelliğinden dolayı değişik doku ve organlarda I/R hasarı gibi birçok oksidatif

durumda (56), sisplatin gibi antineoplastik ilaçların nefrotoksik yan etkilerine

karşı koruyucu etki yaptığı bildirilmiştir (57,58). Morishima ve arkadaşlarının

yaptığı bir çalışmada Melatonin’in doksorubisinin kardiyak toksisitesini

azaltıcı etkisi olduğu ve bu etkiyi lipid peroksidasyonunu önleyip, antioksidan

enzim aktivitelerini arttırarak sağladığı gösterilmiştir (59). Ayrıca doksorubisin

tarafından indüklenen kardiyak zedelenmenin, melatoninin düşük farmakolojik

dozları ile de önlenebildiği (8), kardiyovasküler sistemle ilgili olarak

melatoninin arteryel tonusu regüle ettiği bildirilmiştir (60).

Bunun yanısıra yaşlanma ile kalp hastalıkları insidensının artması ve

melatoninin düzeyinin azalması (61), ani kardiyak ölüm insidensının sabah

saatlerinde yükselmesi ve bu saatlerde melatonin seviyesinin anlamlı bir

şekilde düşük olması (62), koroner kalp hastalığı olanlarda normal bireylere

göre melatonin seviyesinin düşük bulunması (63), hipertansiflerde yalnız

başına melatonin verilmesi ile bozulmuş kalp hızı ve kan basıncı sirkadiyen

ritmini düzeltmesi (64,65) gibi bulgular; kardiyovasküler hastalıkların

patofizyolojisinde melatoninin önemli rolü olduğunu göstermektedir.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3. 1. Gereç:

3.1.1 Kullanılan araç ve gereçler:

Langendorff    ( MAY 0702)

MP 30 B Amplifikatör (Biopac System. Inc. Santa Barbara, CA, USA)

FDT-10A, Basınç transduseri ( Commat iletişim Co. Ankara, Türkiye)

MAY WBC 3044 Organ Banyosu için su sirkülatör cihazı

MAY PRS 9508 PeristaltikPump Cihazı

Hassas terazi    (Sartorius BP 1215)

Santrifüj cihazı    (Janetzki T5)

Cerrahi alet seti

Bilgisayar

3.1.2. Kullanılan Deney Hayvanları:

Çalışmada 18.06.2009 tarihli 22 nolu etik kurul onayı ile Dicle Üniversitesi

Sağlık Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezi (DÜSAM) den temin edilen

ortalama 400 gram ağırlığında 40 adet erişkin erkek wistar albino rat kullanıldı.

Çalışma süresince ‘Hayvan Haklarının Korunması’ hususundaki esaslara özenle

uyuldu.

3.1.3.Kullanılan Kimyasal Maddeler

Melatonin ( Merck )

Ketamin HCL ( Ketalar 50 mg/ml, 10 ml flakon, Pfizer )

Ksilazin ( Rompun %2, Bayer )

Doxorubicin Hydrochloride      ( Sigma-Aldrich )

Absolut alkol ( Merck )

Heparin ( Liquemine flakon 25.000 IU, Roche )

Krebs-Henseleit Solüsyonu
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Kullanılan Krebs Henseleit Solüsyonunun Hazırlanışı: Tabloda belirtilen

miktarda maddeler hassas terazi ile tartıldıktan sonra distile suda çözüldü ve her

çalışmada günlük olarak hazırlandı (Tablo 1).

Tablo 1. 1L Krebs Henseleit solüsyonu içindeki maddeler:

NACI 6.9 gr/L

NAHCO3 2.1 g/L

KCI 0.35 g/L

CaCl2 0.28 g/L

MgCl2 0.11 g/L

Na2HPO4 0.12 g/L

Glukoz 2 g/L

3.2. Yöntem

Çalışma her biri 10 hayvandan oluşan 4 grupta gerçekleştirildi..

1. Kontrol Grubu; 1 ml (i.p) steril saline enjeksiyonu yapıldı.

2. Doksorubisin (Dox) Grubu; Tek doz, 10 mg/kg (i.p) Dox. enjeksiyonu yapıldı. 7.

günün sonunda kalp izole edildi.

3. Dox+ Melatonin Grubu; Tek doz, 10 mg/kg (i.p) Dox. enjeksiyonu yapıldı.

Ayrıca 7 gün süresince günde 1 defa olmak üzere her gün aynı saatte 10 mg/kg (i.p)

melatonin enjeksiyonu yapıldı.

4. Melatonin Grubu; 7 gün süresince her gün aynı saatte olmak üzere 10 mg/kg

(i.p) melatonin enjeksiyonu yapıldı.

3.2.1 Farmakolojik İnceleme

Çalışmamızda bütün gruplara anestezik olarak 100 mg/kg Ketamin + 15

mg/kg Ksilazin intramusküler (i.m) olarak uygulandı. Anestezi altında ve cerrahi

işlemler sırasında oluşabilecek bir koagülasyonu önlemek amacı ile femoral venden

heparinize edilen (500 IU/kg) ratlarda sağ sternotomi ile toraks açıldı, kalpte

herhangi bir mekanik hasar oluşturmamaya özen göstererek assendan aort ve diğer

damarlar kesilerek kalp izole edildi. Buzlu krebs solüsyonu içerisine bırakılan ve kısa

bir kanül ile aortadan kanüle edilen kalpler Langendorff sistemine takıldı (Şekil.4,5).
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Krebs solüsyonu ile (%5 CO2 ve % 95 O2 karşımı ile havalandırılan ) sabit akımla

koroner perfüzyon sağlandı. Perfüzyon peristaltik pompa yardımı ile yapıldı. Kalpte

koroner perfüzyon basıncı (PB) aortik infüzyon kanülüne bağlı olan basınç

transdüseri ile ölçüldü.

Bir polietilen katetere bağlanan lateks balon sol atriumda mitral kapaktan

sol ventrikül içine yerleştirildi. Diğer ucunda ikinci bir basınç transdüseri bulunan

kateter distile su ile dolduruldu ve kateter ucundaki lateks balon periyodik olarak

distile su ile şişirilerek 5- 6 mmHg’ lık basınç oluşturuldu. Maksimum kardiyak

fonksiyon değerlerine ulaşmak için gerekli olan 30- 45 dakikalık stabilizasyon

süresinden sonra lateks balonun bulunduğu sol ventrikülde, Sol Ventrikül Gelişen

Basıncı(Left Ventricular Developed Pressure) (LVDP) ölçüldü.

Ayrıca kalbin kontraksiyon gücünün göstergesi olarak sol ventrikülün birim

zamandaki max sistolik ve minimum diastolik basıncını ifade eden LV( dP/dt)max ve

LV( dP/dt)min kaydedildi.

Bunların yanı sıra kalplere takılan elektrotlar yardımı ile kalbin dakikadaki

atım sayısı olan kalp atım hızı (KAH) kaydedildi.

Bütün gruplarda, Biopac MP 30 Amplifikatör ile alınan kayıtlar bilgisayar

ortamında analiz edildi.

Şekil.4. Langendorff Sistemi
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Şekil.5. Langendorff Sistemi

3.2.2. İstatistiksel Değerlendirme:

Çalışmamızda gruplar arası farkı değerlendirilmek amacı ile varyans analizi

olarak Kruskal Walis testi uygulandı. Gruplar arasında fark görüldüğü için farkın

hangi gruplar arasında olduğunu görmek amacı ile ikili gruplarda Mann Whitney U

testi uygulandı. İstatistiksel verilerin hesaplanmasında Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS) bilgisayar programı kullanıldı. p< 0,05 iken gruplar

arasındaki fark anlamlı olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Çalışmamızdaki bütün gruplarda ölçtüğümüz koroner perfüzyon basıncı ve

LVDP mmHg cinsinden, KAH atım/dk, LV(dP/dt)max ve LV(dP/dt)min değerleri ise

mmHg/sn olarak hesaplanmıştır.

Deney gruplarımızda Mann Whitney-U testi kullanılarak ikili karşılaştırma

yapıldığında; koroner perfüzyon basınçlarının Dox grubunda kontrol grubuna göre

anlamlı olarak arttığı görüldü (p< 0.001). Artan koroner perfüzyon basıncının Dox+

Mel grubunda Dox grubuna göre anlamlı olarak azaldığı gözlendi (p= 0.001). Tek

başına melatonin verilen grupta kontrol grubuna göre koroner perfüzyon

basınçlarında anlamlı bir fark görülmez iken (p> 0.05), dox verilen gruba göre

kontrole benzer olarak anlamlı fark görüldü (p< 0.001).

 Kalp atım hızlarının Dox grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak

azalırken (p< 0.001), Dox+ Mel grubu ile anlamlı bir fark gözlenmedi (p> 0.05). Tek

başına melatonin verilen grupta kontrol grubuna göre fark gözlenmez iken (p > 0.05),

dox ve dox+mel verilen gruplara göre anlamlı olarak arttığı gözlendi (p< 0.001,

p<0.05).

LVDP yanıtlarına bakıldığında, Dox grubunda kontrol grubuna göre anlamlı

bir azalma olduğu görüldü (p< 0.001). Dox grubundaki bu azalmanın Dox+ Mel

grubunda anlamlı olarak arttığı görüldü (p< 0.05). Tek başına melatonin verilen

grupta kontrol grubuna göre anlamlı bir fark görülmez iken (p> 0.05), Dox ve Dox+

Mel gruplarına göre anlamlı bir artış olduğu görüldü (p< 0.001).

LV(dP/dt)max yanıtlarına bakıldığında, Dox grubunda kontrol grubuna göre

anlamlı bir azalma olduğu (p< 0.001) gözlendi.  Dox grubundaki bu azalmanın Dox+

Mel grubunda anlamlı olarak arttığı görüldü (p< 0.05). LVDP yanıtlarına benzer

olarak tek başına melatonin verilen grupta kontrol grubuna göre anlamlı bir fark

görülmez iken (p> 0.05), Dox ve Dox+ Mel gruplarına göre anlamlı bir artış olduğu

görüldü (p< 0.001).

LV(dP/dt)min yanıtlarına bakıldığında, Dox grubunda kontrol grubuna göre

anlamlı bir artış olduğu (p< 0.001) gözlendi. Dox grubundaki bu artışın Dox+ Mel

grubunda anlamlı olarak azaldığı (p< 0.001), tek başına melatonin verilen grupta ise

kontrol grubuna göre anlamlı bir fark görülmez iken (p> 0.05), Dox grubuna göre
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anlamlı olarak azaldığı (p< 0.001), ve Dox + Mel grubuna göre anlamlı olarak

azaldığı ( p< 0.05) görüldü.

Tüm gruplara ait elde edilen veriler Tablo.2’ de gösterilmiştir. Gruplara ait PP,

KAH, LVDP, LV(dP/dt)max ve LV( dP/dt)min değerleri Şekil (6,7,8,9,10)’ de

gösterilmiştir.

Tablo.2. Gruplara ait elde edilen veriler (Sonuçlar Aritmetik ortalama (X) ± Standart

hata (SD) şeklinde gösterilmiştir. PB: Perfüzyon Basıncı, KAH: Kalp Atım Hızı,

LVDP: Sol ventrikül gelişen basıncı, LV(dP/dt)max: sol ventrikülün birim

zamandaki maksimum sistolik basıncı, LV(dP/dt)min: sol ventrikülün birim

zamandaki minimum diastol basıncı).

Kontrol (a) Dox (b) Dox-Mel (c) Mel (d) P

PB (mmHg) 71.34 ± 14.07 126.02 ± 16.67 77.37 ± 27.47 78.40 ± 12.30

(a-b) (b-c)
    p<0.001,
(b-d) p<0.05

KAH(atım/dk) 280.90 ± 16.71 213.00 ± 27.44 225.90±40.61 279.30±16.15

(a-b) (b-d)
p<0.001,

(a-c) (c-d)
p<0.05

LVDP
(mmHg) 91.66 ± 6.83 53.96 ± 11.02 70.09 ± 7.55 90.92 ± 6.80

(a-b) (a-c) (b-
d) (c-d)
p<0.001,
(b-c) p<0.05

LV(dP/dt)max 1351.80 ± 72.98 914.90 ± 77.98 1023.90±54.3 1299.50±73.7

(a-b) (a-c) (b-
d) (c-d)
p<0.001,
(b-c) p<0.05

LV(dP/dt)min -1142.00 ± 58.04 -764.60 ± 65.79 -1037.00±62.3 -1122.30±74.9

(a-b) (a-c) (b-
c) (b-d)
p<0.001,
(c-d) p<0.05
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Şekil.6. Bütün gruplarda, Perfüzyon basıncı(mmHg) (n= 10)
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Şekil.7. Bütün gruplarda, Kalp Atımı Hızı(atım/dk) (n=10)



27

LVDP (mmHg)

0

40

80

120

Kontrol Dox Dox+Mel Mel

Şekil.8. Bütün gruplarda, Sol Ventrikül Gelişen Basıncı (mmHg)  (n=10)

Şekil.9. Bütün gruplarda ölçülen sol ventrikülün maksimum sistolik basıncı
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Şekil.10. Bütün gruplarda ölçülen sol ventrikülün minimum diastolik basıncı

(mmHg/sn)  (n=10)
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TARTIŞMA

Bu çalışmada ratlara doksorubisin verilerek kardiotoksik etki oluşturulmuştur.

Birçok hematolojik malignitelerde ve solid tümörlerin tedavisinde geniş kullanıma

sahip olan doksorubisin gibi antrasiklin türevlerinin miyokardda belirgin toksisiteye

yol açtıkları bilinmektedir (66,67). Oluşan bu toksik etkiler oldukça önemli bir sorun

teşkil etmekte, zira yaşam kalitesini önemli ölçüde düşürürken bazen ölümlere neden

olabilmektedir. Bu nedenle antrasiklinler ile tedavide kardiyotoksik etkilerini

azaltmak amacı ile halen değişik yöntemler denenmektedir. İlacın maksimum

kümülatif dozunun azaltılması şeklinde bir yaklaşım, terapötik etkilerinin de

azalmasına yol açacağından, kardiotoksik etkiyi azaltacak yeni yöntemlere ihtiyaç

duyulmaktadır.

Bu amaçla kardiotoksisitesi düşük antrasiklin analoglarının sentez edilmesi,

değişik veriliş yollarının denenmesi, bu ilaçların lipozom gibi değişik formülasyonlar

içine enkapsüle edilmesi gibi yöntemler kullanılmıştır (68,69). Son yıllarda bu

antrasiklinlerin kardioprotektif etkili ilaçlar ile kombine edi lerek tedavide

kullanılması oldukça rağbet gören bir yöntem olmuştur (69,70).

Biz de bu çalışmamızda, doksorubisin ile oluşturduğumuz kardiotoksisiteye

karşı kardioprotektif olarak Melatonin ile kombinasyonunun etkisini araştırdık

Doksorubisin’in kardiotoksik etki mekanizmasında; nükleik asit ve protein

sentezinin inhibisyonu (71), vazoaktif aminlerin salınımı (72), mitokondriyal

membran potansiyelinde kayıp ve elektron trasport zincirinin inhibisyonu (73,74),

adrenerjik fonksiyonlardaki değişiklikler (75), adenilat siklaz, Na+-K+ –ATPaz ve

Ca+ –ATPaz aktivitelerinin azalması (76) ve en önemlisi serbest oksijen

radikallerinin oluşumu (13,14,15,77) gibi olayların rolü olduğu anlaşılınca, söz

konusu kombinasyonlar içinde çok sayıda ilaç özellikle serbest radikal tutucu ve

antioksidan etkili olanlar başta olmak üzere kullanılmıştır (11,17,18,19,69,70).

Bu çalışmada Doksorubisin ile kombine kullandığımız Melatonin, pineal

bezden salınan bir hormon olup, son yıllarda yapılan birçok çalışmada güçlü

antioksidan etkili olduğu ve direkt etkisi ile serbest radikal tutucu özelliği olduğu

gösterilmiştir (5,6 ).
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 Doksorubisin’in biyotransformasyonu sonucu yapısında bulunan kinon

grubunun, sitokrom P450 redüktaz ve ksantin oksidaz tarafından semikinon

radikaline indirgenmesi ve bu sırada açığa çıkan elektronların oksijen gibi oksitleyici

ajanlar tarafından tutulması, miyositlerde hasara neden olan serbest oksijen

radikallerinin oluştuğu bir dizi reaksiyonu başlattığı gösterilmiştir (13,14). Oluşan

O2
.- ve H2O2 radikallerinin, serbest radikallerin temizlenmesini sağlayan endojen

glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim düzeylerinin azalmasına neden olarak

oksidatif stresi artırdığı ve kardiyomiyopati oluşumunu kolaylaştırdığı bildirilmiştir

(13-19).

Yapılan birçok biyokimyasal çalışmada doksorubisin verilen ratlarda, serbest

oksijen radikal oluşumunun arttığı, lipid peroksidasyonun göstergesi olan MDA

düzeylerinin arttığı ve buna karşılık glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim

düzeylerinin azaldığı gösterilmiştir ( 4,11,15,16,17,19).

Histopatolojik olarak yapılan çalışmalarda ise doksorubisin’in kalpte hücresel

lezyonlara yol açtığı ayrıca kalp damarlarında kapiler dansiteyi ve dallanmayı

azaltarak vasküler oluşumu bozduğu bildirilmiştir (78,79,80)

Çalışmamızda kullandığımız Langendorf sistemi, doksorubisin gibi

kardiotoksik etkili ilaçların yaptığı kardiomiyopatinin akut belirtilerinin ve kalbin

fonksiyonlarındaki değişiklerin görülmesini sağlayan izole perfüze kalp modelidir

(81).

Bu deneysel modeli kullanarak yaptığımız çalışmada, literatür ile uyumlu

olarak Doksorubisin enjeksiyonu yapılan grupta kontrol grubuna göre kalbin

kontraktil gücünde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu görüldü. Başta

serbest oksijen radikalleri olmak üzere damar vaskülatüründe artan adrenerjik

aktiviteye (11,17,18,75) bağlı olarak, perfüzyon basıncında istatistiksel olarak

anlamlı bir artış görüldü. Bu bulgular, doksorubisinin yaptığı bildirilen

kardiomiyopati belirtileri ile uyumluluk göstermektedir (3,4,11,12).

Ayrıca doksorubisin verilen ratların sol ventrikül basınçları (LVDP)  ve

saniyedeki maximum sistolik basınçları (LV(dP/dt)max ) ölçüldüğünde, bu değerlerde

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu, buna karşılık

minimum diastolik basınç (LV( dP/dt)min) değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir

artış olduğu görüldü. Doksorubisin verilen ratlarda gelişen sol ventrikül yetmezliğini
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ve kalbin hemodinamiğinin bozulduğunu gösteren bu bulgular, De Nigris F. ve

arkadaşlarının beta bloker etkili nebivolol ile yaptığı çalışma (82) ile uyumludur.

      Çalışmamızda doksorubisin ile oluşturduğumuz ve Langenderff sistemini

kullanarak ölçtüğümüz kardiyak fonksiyon bozukluklarına karşı koruyucu etkilerini

görmek amacı ile kullandığımız Melatonin’in güçlü antioksidan etkili olduğu son

yıllarda yapılan birçok çalışma ile gösterilmiştir (5,6,7,56 ).

Doksorubisin + Melatonin enjeksiyonu yapılan grupta Doksorubisin grubuna

göre kalbin kontraktil gücünde istatistiksel olarak anlamlı bir artma ve koroner

perfüzyon basıncında ise istatistiksel olarak anlamlı bir azalma görüldü. Bu bulgular,

doksorubisinin yaptığı kardiomiyopati belirtilerinin Melatonin ile düzeldiğini

göstermektedir.

Ayrıca Doksorubisin + Melatonin verilen ratların sol ventrikül basınçlarında

(LVDP) ve saniyedeki maximum sistolik basınçlarında (LV(dP/dt)max) Doksorubisin

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu, buna karşılık minimum

diastolik basınçlarında (LV( dP/dt)min)  istatistiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu

görüldü. Böylece Doksorubisin ile ratlarda gelişen sol ventrikül yetmezliği ve kalbin

hemodinamiğindeki bozulmanın Melatonin ile düzeldiği görülmüştür.

Elde edilen bu bulgular histopatolojik ve biyokimyasal olarak yapılan

çalışmalar ile uyumluluk göstermekte; örneğin doksorubisin tarafından

indüklenen kardiyak zedelenmenin, melatonin’in düşük farmakolojik dozları

ile de önlenebildiği (8) ve kardiyovasküler sistemle ilgili olarak melatoninin

arteryel tonusu regüle ettiği bildirilmiştir (60). Ayrıca bir diğer çalışmada

Melatonin’in doksorubisinin kardiyak toksisitesini azaltıcı etkisi olduğu ve bu

etkiyi lipid peroksidasyonunu önleyip, antioksidan enzim aktivitelerini

arttırarak sağladığı gösterilmiştir (59).

Biyokimyasal olarak yapılan çalışmalarda Melatonin’in direkt  etkisi

ile; O2
.-, H2O2, OH., peroksinitritler (ONOO-) gibi radikalleri tuttuğu ve

indirekt etkisiyle de  SOD, CAT, GSH-Px ve glutatyon redüktaz gibi

antioksidan enzimlerin DNA seviyesinde ekspresyonlarını artırdığı ve

peroksinitritlerin artışına neden olabilen uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS)

enzimini inhibe ettiği bildirilmiştir (5,7). Bu antioksidan özelliğinden dolayı

Melatonin’in, değişik doku ve organlarda oluşan I/R hasarı (56) ve birçok
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antineoplastik ilacın oluşturduğu nefrotoksisite durumunda artan MDA

düzeylerini azaltarak ve antioksidan enzim düzeylerini artırarak koruyucu etki

oluşturduğu bildirilmiştir (57,58).
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SONUÇ VE ÖNERİLER

Yapmış olduğumuz bu çalışmada, geniş kullanıma sahip bir

antineoplastik ilaç olan Doksorubisin’in klinik kullanımı ile uzun sürelerde

oluşabilen kalp yetmezliğinin akut belirtilerinin görülebildiği deneysel model

kullanılmıştır. Kardiotoksik etki oluşturulan ratlardan izole edilen kalpler

Langendorff sistemi kullanılarak perfüze edilerek kalplerdeki hemodinamik ve

fonksiyonel değişiklikler incelenmiştir. Oluşan sol ventrikül yetmezliği ile

karekterize belirtilerin, antioksidan etkili melatonin ile düzeldiği görülmüştür.

Literatürde bildirilen gerek biyokimyasal ve gerekse histopatolojik veriler ile

uyumlu olan bu bulgular, bu tür çalışmalarda daha sağlıklı sonuçlara

ulaşabilmek için kalp fonksiyonlarının ölçülmesi için Langendorff sisteminin

gerekliliğini ortaya koymuştur.

Sonuç olarak bu sistem, kalp ile ilgili ilaç etkilerinin araştırıldığı

çalışmalarda veya İ/R hasarı gibi her türlü deneysel modelde kalbin fizyolojik

aktivitesini ölçmek amacı ile kullanılabilir. Kalbin histopatoljik ve

biyokimyasal parametrelerinin yanı sıra fonksiyonel kapasitesi ve

kontraktilitesinin de ölçülebilmesi, ilaçların kalp fonksiyonları üzerindeki

direkt etkilerini gösterecek ve klinik kullanım açısından daha yararlı sonuçlar

oluşturacaktır.
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