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OZET

Guclu etkili bir antineoplastik ilag olan Doksorubisin’in  klinik
kullanimini kisitlayan énemli kardiotoksik yan etkisi bulunmaktadir. Kardiotoksik
etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber giinimiizde bu etkiden sorumlu
major mekanizmanin oksidatif strese bagli doku hasari oldugu distinilmektedir. Son
yillarda yapilan calismalarda, doksoubisin gibi antrasiklin grubu antineoplastiklerin
yapti§i oksidatif hasara bagl gelisen kardiotoksisiteye karsi bircok antioksidan
maddenin koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir.

Pineal bezden salinan bir hormon olan melatoninin de serbest radikal
tutucu ve antioksidan 6zellikleri oldugu yapilan birgok calisma ile gosterilmis ve bu
amacla melatonin oksidatif hasara bagl gelisen bircok patolojide vyararli
bulunmustur.

Bu calismada doksorubisin ile kardiotoksisite olusturulan ratlardan izole
edilen ve invitro olarak perfiize edilen kalplerde melatoninin koruyucu etkileri
arastirildi. Bu amagla, kullanilan erkek wistar albino ratlar dort gruba ayrildi; 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 gln
siresince giinde 1 defa 10 mg/kg (i.p) ), 4.grup ise sadece melatonin (7 guin stiresince
ginde 1 defa 10 mg/kg (i.p) ), verilen ratlardan olustu. Yedi glnin sonunda tim
gruplarda sternotomi ile toraks acilip kalp izole edildi. Assendan aort izole ve kaniile
edilerek Langendorff sistemine takildi. Langendorff sisteminde, peristaltik pompa
yardimi ile 37 °C de ve % 5 CO, + % 95 O, karisimi ile havalandirilan Krebs’-
Henseleit solisyonu ile sabit akimla perfuze edilerek, koroner perfiizyon basinci
(PB), kalbe takilan elektrotlar yardimi ile kalp atim hizi (KAH) ve sol ventrikil igine
yerlestirilen balon ile sol ventrikil gelisen basinci (LVDP) kaydedildi. Ayrica kalbin
kontraksiyon guclnl gosteren sol ventriklin birim zamandaki maksimum sistolik
ve minimum diastolik basinglarini ifade eden LV( dP/dt)max ve LV( dP/dt)min
kaydedildi.

Deneyler sonucunda, Doksorubisin enjeksiyonu yapilan grupta kontrol
grubuna gore koroner perfiizyon basincinin ve LV( dP/dt)min degerlerinin anlamli

olarak arttigi, kalp atim hizi, LVDP ve LV( dP/dt)ymax deQerlerinde anlamh bir



azalma oldugu gorildu. Buna karsilik Dox+melatonin grubunda Dox grubuna gore
perflizyon basincinin ve LV(dP/dt)min degerlerinin anlamli olarak azaldigi, L\VVDP
ve LV(dP/dt)max degerlerinin ise anlaml olarak arttigi gézlendi.

Sonu¢ olarak Dox grubunda bozulan kalp konraktilitesi ve kalp
hemodinamigi ile karekterize kardiotoksik etkinin melatonin ile anlamli olarak

korundugu goruldi.

Anahtar kelimeler: izole 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% O, + 5%
CO, ) and maintened at 37 °C.

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



1. GIRIS VE AMAC

Bircok kanser turtintin tedavisinde kullanilan guclu etkili antineoplastik ilag
olan Doksorubisin’in énemli kardiotoksik yan etkisi vardir. Bu etkisinden dolayi
doksorubisin deneysel calismalarda kardiotoksisite modeli olarak kullaniimaktadir.
Yapilan bircok calismada bu kardiotoksik etkinin mekanizmalari arastiriimis ve
gunlimdizde bu etkiden sorumlu olarak en buyuk payin serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu doku hasarina ait oldugu dustinilmektedir. Serbest radikallerin neden
oldugu hiicre hasarini viicutta endojen antioksidan sistemler azaltmaya calisirken
ilave olarak tedavide eksojen antioksidanlar da kullaniimistir (1,2,3,4).

Olusan oksidatif hasara karsi koruyucu olarak kullanilan bir¢ok antioksidan
ajanlar arasinda, vicutta fizyolojik olarak bulunan ve pineal bezden salinan bir
hormon olan melatonin de yer almaktadir. Melatonin, patogenezinde serbest
radikallerin rol alcigi cesitli fizyolojik olaylarda peroksinitrit, hidroksil ve siiperoksit
radikallerinin gucla bir temizleyicisidir (5,6,7).

Doksorubisinin - yaptigi  kardiotoksisite ve olusan bu etkiye Kars
Melatonin’in koruyucu etkisi yapilan bircok calismada gerek biyokimyasal ve
gerekse histolojik olarak gosterilmistir (5,6,7,8).

Calismamizda ratlarda Doksorubisin ile olusturulan deneysel kardiotoksik
modelde izole edilen ve invitro olarak perfiize edilen kalpte melatoninin kalbin
kontraktilitesi ve fizyolojik fonksiyonlari Gzerindeki koruyucu etkilerinin
arastiriimasi amaclanmistir.

Bu amagla izole edilen kalpler invitro olarak Langendorff sisteminde
perfiize edilip kalbin hemodinamiginin gostergesi olarak, kalp atim hizi, koroner
perfiizyon basinci, sol ventrikill gelisen basinci (LVDP) ve kalbin kontraksiyon
gicunt gosteren sol ventrikilin birim zamandaki maksimum sistolik ve minimum
diastolik basinclarini ifade eden LV(dP/dt)max ve LV(dP/dt)min degerlerindeki
degisiklikler arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANTINEOPLASTIK iLACLAR

Antineoplastik kemoterapide ana ilke hastanin ya da konakginin normal
hlcrelerine zarar vermeden mikroorganizma ya da timor hiicresinin blyimesini ve
cogalmasini durdurmak ve onlari yok etmektir (9). Malign hiicre ile normal saglikh
hiicre arasindaki farklarin ¢ok az olmasi nedeniyle antineoplastik ilaglarin
selektivitesi azdir ve vicutta timor hicrelerini yok ederken hizli ¢ogalan normal
hiicreleri de yok edebilirler.

Antineoplastik ilaclar, etki mekanizmalarina ve kaynaklara gore sekiz gruba
ayrihr (9):
. Alkilleyici ilaclar
. Antimetabolitler
. Vinka alkaloidleri ve diger bitkisel kaynakl1 ilaclar
. Sisplatin ve diger platin tirevleri
. L-asparaginaz
. Hormon veya hormon antagonistleri
. Sitotoksik Antibiyotikler

o N OO OB~ WN

. Diger antineoplastik ilaclar

7. grupta sozi edilen sitotoksik antibiyotikler cesitli mikroorganizmalarin
kaltirlerinden elde edilen antineoplastiklerdir. Calismamizda Streptomyces
peucetius’ dan elde edilen antrasiklin tirevi bir antibiyotik olan doksorubisin
kullanilmistir. Doksorubisin, Deoksi Ribo Nukleik Asit (DNA) cift zincirinde
interkalasyon yaparak DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozar ayrica
topoizomeraz Il enzimine baglanarak DNA hasari olusturur (10). Doksorubisin
DNA’nin seker-fosfat bag yapisina baglanarak DNA ve Ribo Nukleik Asit (RNA)
sentezini engeller. Topoizomeraz Il enziminin katalizledigi DNA zincirinin kirilimasi
ve tekrar farkli noktalardan birlestirilmesi islemi doksorubisin tarafindan

engellenerek DNA zincirinde tamir edilmeyen kirilmalara neden olur.



2. 2. DOKSORUBISIN

(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

Molekdler formul Ca7H29NO11'HCI
Molekuler agirlik 579.99

Doksorubisin gogus, over, testis, tiroid, akciger kanserlerinde ve birgok
sarkomun tedavisinde klinik uygulamasi olan 6nemli antitimor ilaglardandir. Ayrica
akut l6semi, Hogkin hastaligi ve yaygin non-Hogkin lenfomalari igine alan
hematolojik kanserlerde tek veya kombinasyon seklinde kullanilir. Mide barsak
kanalindan absorpsiyonu azdir ve intravendz yolla verilir. Genelde 21 glinde bir hizli

infzyonla uygulanir (10).

2.2.1. Farmakokinetik Ozellikleri

Doksorubisin enjeksiyonundan sonra ulasilan doruk kan konsantrasyonu 30
dakika iginde %50 azalir, fakat etkin seviye 20 saate kadar surdirdlir. Yapisinda
bulunan halka seklindeki stbstitisyonlarin indirgenmesi ve hidrolizi ile karacigerde
metabolize edilir. ilacin cogu ve metabolitleri safra ile itrah edilir. Ayrica yaklagik
1/6 *si idrarla atihr (9).



2.2.2. Doksorubisin Toksisitesi

Gastrointestinal sisteme ait sikayetler, alopesi, mukozit, stomatit en sik
rastlanan geri donustimlu yan etkilerdendir. Doz sinirlamasini gerektiren en dnemli
yan etki kemik iligi depresyonudur (10). Bilirubin konsantrasyonunun yikselmis
olmasi dozun azaltilmasi gerektigini gosterir. Lokal olarak damar disina sizmasi
sonucu ciddi doku nekrozu meydana gelir. En 6nemli ve ciddi yan etkisi lipid
peroksidasyonu sonucu serbest radikallerin olusumuna bagh ortaya c¢ikan
kardiotoksisitedir (1,2,3).

2.2.3. Doksorubisin Kardiotoksisitesi

Miyositler aktif olarak ¢ogalan hicreler olmadigi icin doksorubisinin
olusturdugu miyosit hasari; toksik oksijen radikallerinin retimi ve oksidatif stresin
artmasi, bdylece membranlarin lipid peroksidasyona ugramalari seklindedir (4,11).

Kardiotoksik etkilerin arastirllmasinda cogu arastirmaci doksorubisin
yapisinda bulunan tetrasiklik halka yapisinda ki kinon ve hidrokinon kromofor
gruplari Gzerinde yogunlasmistir (12). Doksorubisin bir amino sekerin bagh oldugu
tetrasiklik aglikon yapisindadir. Yapisinda bulunan kinon halkasi, sitokrom P450
redilktaz ve ksantin oksidaz enzimleri tarafindan semikinon radikaline indirgenir
(Sekil 1). Serbest radikallerin kardiyak sitozol ve mitokondriyal fraksiyonlarinda
olusumu fazladir (13,14,15). Bunlar, oksijen molekullni indirgeyerek stperoksit
anyon radikali (O,") ve hidrojen peroksitin (H,O,) olusumuna neden olurlar. H,0O,
ve O, serbest radikallerin temizlenmesini saglayan endojen glutatyon peroksidaz
gibi antioksidan enzim dizeylerinin azalmasina neden olarak oksidatif stresi artirir

ve kardiyomiyopati ile konjestif kalp yetmezligi olusumunu kolaylasir (16,17,18,19).
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Sekil.1. Antrasiklin turevi bilesiklerin yapisinda bulunan kinon

gruplarinin semikinon radikaline indirgenmesi

Kardiyomiyopatide anormal elektrokardiografi, miyofibril kaybi, sol
ventrikil disfonksiyonu, sitoplazmik vakuolizasyon, miyosit atrofisi, fibrosis gibi
degisimler gozlenmistir. Doksorubisine bagh kardiyotoksisitenin patogenezinde
serbest radikal ve antioksidan enzimlerin rol oynadigi bulgularin belirlenmesi,
antioksidan tedavi denemelerini glindeme getirmistir.



2.3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
tastyan molekullerdir. Eslenmemis elektronlar stabil halde olmadigindan serbest

radikaller bir bagska molekiille etkileserek kararl hale gelme egilimindedirler (20).

2.3.1. Organizmada Olusan Serbest Radikaller
2.3.1.1. Superoksit Radikali (O2") :
Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

stperoksit anyon radikali meydana gelir.

0, + e- —— 0,

Organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir. Haber-Weiss adi verilen
reaksiyon sonucunda hidroksil radikalinin olusmasi, stperoksit anyon radikallerinin

doku hasarina yol agmasinda esas tehlikeli mekanizmadir.

0, +H,0, [C——> 0,+0OH+O0OH

Suiperoksit radikali, ortam pH’sinin diisiik oldugu durumlarda bir proton alarak daha
reaktif olan perhidroksil radikaline (HOy) donusebilir. Ancak ortamin pH’s

fizyolojik sinirlarda iken olusan perhidroksil formu % 1’in altindadir (21).

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H;0,):

H,0,, membranlardan kolayca gecebilen uzun émurli bir oksidandir. Biyolojik
sistemlerde hidrojen peroksidin asil Gretimi stperoksidin dismutasyonuyla
olmaktadir. Bu reaksiyon stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizasyonu ile
olusur. iki stiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijeni olustururlar.

205" + 2H" |:> H,O, + O



Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadidi halde reaktif oksijen tirleri icerinde
yeralir ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Stperoksit ile
reaksiyona girerek en reaktif ve zararli serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikalini olusturmak Uzere yikilabilmesi ona bu 6nemi vermistir. Ayrica gegis
metalleri ile reaksiyona girerek daha gucli oksidanlar olusturur. Ortamda fazla
miktarda hidrojen peroksit bulunmasi durumunda, proteine bagli demir (Fe*?)
ferrdz (Fe*) haline yiikseltgenir ve hidroksil radikali olusur. Olusan bu reaksiyona
Fenton reaksiyonu denir (Sekil.2) (22,23). Hidrojen peroksit biyolojik membranlari
gecebildiginden intraselliler olarak fosfalipidleri, karbonhidratlari, metalo proteinleri
ve DNA’ yI hasara ugratir (23,24,25).

Fe?  +H,0; C——>Fe® + OH + OH

2.3.1.3. Hidroksil Radikali:

Hidroksil radikali (OH’), hidrojen peroksidin gecis metallerinin varliginda
indirgenmesi ile meydana gelir. Suyun yuksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasi sonucu da hidroksil radikali olusabilmektedir. Yarilanma 6mru gok

kisadir ve olustugu yerde biylk hasara neden olabilmektedir.

SOD
H,0, + Fe* C———> OH +OH-+Fe"

2.3.1.4. Singlet (Tekli) Oksijen:

Enerji absorbsiyonu ile uyarilan oksijenin paylasiimamis dis elektronlari,
spinlerini degistirerek ayri ayri ya da ayni orbitali isgal edebilir. Bu iki forma singlet
oksijen adi verilmektedir. Gergekte bir serbest radikal degildir, fakat serbest radikal
reaksiyonlari sirasinda Gretilmesinden dolayi serbest oksijen radikalleriyle birlikte

de@erlendirilen bir reaktif oksijen Grunudr.



2.3.1.5. Nitrik Oksit (NO):

Endotel kaynakl gevsetici faktor (EDRF) olan NO insan viicudunda ¢ok gesitli
hiicreler tarafindan salgilanan en 6nemli fizyolojik transmitterlerden biridir. NO,
siklik guanozin monofosfat (CGMP) (zerinden etki gbsteren potent bir periferik
vaskuler duiz kas gevsetici olarak 1979’da tanimlanmistir. NO hem hdicre i¢i hem de
hiicre disinda duzenleyici islev géren kiglk, reaktif bir serbest radikal molekuldar.
NO’nun en 6nemli fizyolojik hedefi, soliibl guanilat siklaz (SGC) enziminin hem
grubudur. Lipofilik serbest radikal olan NO, damar endotel hicrelerinde nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-argininden sentezlenir. Diz kas hiicresine gegen
NO, guanilat siklazi uyararak, guanozin trifosfatin (GTP) cGMP’ye ddnlsimuni
saglar. Artan cGMP de protein kinazi ve iyon kanallarini aktif hale getirir.
Sekestrasyon ve hiicre disina ¢ikarilma yolu ile hicre igi kalsiyum azalir ve gevseme
saglanir (26). cGMP’nin fizyolojik etkisi 3’5’ baginin fosfodiesteraz enzimi
tarafindan hidrolize edilmesi ile sonlanir. NO, ayni zamanda tiyol gruplarini S-
nitrozilasyona u@ratarak protein ve reseptdr fonksiyonlarini da degistirir. NO,
olusmus olan serbest oksijen radikaller ile reaksiyona girerek gucli bir oksidan olan
peroksinitrit olusturmakta ve bunu da ileri dekompozisyonla HOe radikaline
donustirmektedir (22).

2.3.2. Serbest Radikallerin Etkileri
2.3.2.1. Proteinlere Etkileri:

Doymamis bag ve sulfur iceren molekuller serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girdigi icin triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi
aminoasitleri iceren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Glutatyon
redilktaz ve gliseraldehit 3 fosfat dehidrojenaz gibi reaktiviteleri icin aminoasitlere
bagimli olan enzimler, serbest radikallerden kolaylikla etkilenerek inhibe edilirler
(27,28). Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve c¢apraz
baglanmalar meydana gelebilir. Bunlar da protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol
acabilecegi gibi, immun sistemi uyarabilecek antijenik degisiklikler de

olusturabilirler.



2.3.2.2. NUkleik Asitler ve DNA’ya Etkileri:

DNA vyapisinda oksidatif hasara yol agan birgok faktor vardir. Bunlar (iyonize
radyasyon, cesitli kimyasallar) asiri derecede serbest radikaller meydana getirip
DNA’da hasara yol acabilirler. Serbest radikaller DNA’ da tek veya cift bag
kiriklarina yol acarak mutasyon ve karsinogeneze neden olurlar. Hidrojen peroksit,
DNA’daki demir ve bakir ile reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturur (24,25).
Olusan hidroksil radikali nukleik asitlerde kromozom degisikligine ve hicre

fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (29,30).

2.3.2.3. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid peroksidasyonu):

Serbest radikallerin etkilerine en duyarh olan dokular lipidlerdir. Hicre
membrani serbest radikaller icin kritik bir bariyerdir, ¢ciinki serbest radikaller hiicre
komponentleri ile etkilesim igin bu bariyeri ge¢mek zorundadirlar. Membran
yapisinda bulunan kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikaller ile
reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu olusturur. Zincirleme reaksiyonlar
sonucunda oldukga =zararh drunler olusur ve olusan membran hasar geri
donlsiimsizdir. Doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun cikmasi ile
peroksidasyon baslar ve lipid radikali olusur. Bu radikal, ¢ift baglarin yerini degistirir
ve oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikaline dontsur. Lipid peroksil
radikali diger doymamis yag asitlerine de etki ederek yeni radikaller olusur. Hidrojen
atomlar alarak hidroperoksitlere donustrler. Hidroperoksidlerin parcalanmasi
sonucu lipid alkoksi radikalleri aciga ¢ikar (22,24).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan Grinlerin tiobarbitirik asit ile reaksiyona
girmesi sonucu malondialdehit (MDA) ortaya ¢ikar. MDA olgtimu lipid

peroksidasyonunun gostergesi olarak kullantlir.

2.3.2.4. Karbonhidratlara Etkileri:

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli Griinler meydana gelir ve
bunlar, cesitli patolojik sureclerde ©6nemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehit meydana gelir
(24,25).
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2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Canli hucrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir.

Memeli hicrelerinde oksidan driinlere karsi korunma bazi prensipler icinde
gerceklesmektedir. Oncelikle oksidanlarin organizmadaki diizeylerini artirici
etkenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi ya da
serbest radikalleri tetikleyen biyokimyasal reaksiyonlarin bir ya da birkag
basamaginda kirilmasi ve olusan mediyatdrlerle aktive olan inflamatuvar hicrelerin
lezyon yerine gecisini dnlemek gerekmektedir. Olusan oksidanlari inaktif hale
getirmek amaci ile kullanilan antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve ekzojen

kaynakli antioksidanlar olmak tizere baslica iki ana gruba ayrilabilirler (31).

2.4.1. Endojen Olan Antioksidanlar:
Endojen antioksidanlar enzim ve enzim yapisinda olmayan sistemler olarak iki
bélimde incelenir (24,32).

2.4.1.1. Enzim Olan Antioksidanlar:
1. Stperoksit Dismutaz (SOD) :
SOD enzimi, superoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiler oksijene

donisimini katalizlemektedir. Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
SOD

202'- + 2H+ |:> H202 + 02

insanda SOD’ un ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar sitozolde bulunan bakir (Cu) ve
¢inko (Zn) iceren dimerik izomerler (Cu/Zn-SOD), mitokondride bulunan mangan
(Mn) igeren tetramerik izomerler (Mn-SOD), ve ekstraseliiler SOD’dur. SOD’un
ekstraseliiler aktivitesi ¢ok dustiktir. Genel olarak, hiicrede en bol bulunan izomer
sitozolik Cu/Zn- SOD'dur. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiksek
oranda superoksit Uretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde intraselluler

stperoksit diizeyleri disuk tutulur. Enzimin primer fonksiyonu, hiicreleri superoksit
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radikalinin ~ zararli etkilerinden korumaktir. Bu sekilde hicrelerdeki lipid

peroksidasyonu da inhibe edilmis olur (33).

2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) :

GSH-Px, hidroperoksitlerin  indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik
yapidadir ve dort selenyum atomu ihtiva etmektedir.

Diyetteki selenyum destegi enzim aktivitesini module etmektedir. Enzim
aktivitesi heksoz monofosfat yolunda tretilen nikotianamid adenin dintkleotit
fosfata (NADPH) bagimlidir. Dlstk konsantrasyonlardaki H,O,, 6ncelikle GSH-Px
tarafindan temizlenir. Bu enzim, redikte glutatyonun okside glutatyona cevrildigi
ortamda hidrojen peroksidi yuksek spesifite ile detoksifiye etmektedir. Redikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG) haline donustigu reaksiyonda GSH-Px
enzimiyle hidrojen peroksit suya indirgenmis olur (24). Olusan reaksiyon su
sekildedir:

GSH- Py
2 H,0, + 2GSH —— GSSG + 2 H,0

3. Katalaz (CAT) :

Glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Her biri ferriprotoporfirin grubu
iceren dort adet alt Uniteden olusmustur. Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda +3
degerlikli Fe atomu bulunan protoporfirin 1X halkasidir. Eritrositler yiksek oranda
CAT icermekte olup, CAT aktivitesinin %98’den fazlasini saglarlar. CAT enzim
aktivitesinin en ylksek oldugu dokular karaciger ve bobrek dokularidir. Enzim
dokularda baslica mitokondri ve peroksizom partikullerine bagli  olarak
bulunmaktadir. Bundan baska endoplazmik retikulum ve stoplazmada da aktivite
gostermektedir. CAT, okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda olusan hidrojen
peroksidi direkt olarak suya donustirar (33). Ortamdaki hidrojen peroksit
konsantrasyonunun disiik oldugu durumlarda hidrojen peroksidi substrat olarak
kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px) devreye girerek hidrojen peroksidi
ortamdan uzaklastirirlar. Ayni etkileri gosteren CAT ve GSH-Px enzimleri, hiicre igi

yerlesimleri ve etki yerleri bakimindan farkliliklar gosterirler. CAT enzimi
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peroksizomlarda daha etkin iken, GSHPx enzimi baslica sitozol ve mitokondride
etkindir. Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

Katalaz

2 H0O, — 2 H0O + O,

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

kicik molekullere karsidir. Bliytk molekulli 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. Sicakhga karsi dayaniksizdir (32). Organizmada
hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak antioksidan etki gosterir.
Siperoksid ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek inaktif hale getirir.

2. Vitamin E: Tokoferol yapisinda bulunur ve alt tipleri mevcuttur. a-
tokoferol en yilksek biyolojik ve antioksidan aktivite gosterir. Yapisinda bulunan
fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin aktif kismini olusturur ve
antioksidan 6zellik kazandirir. Miyokard ve mitokondri membraninda fazla miktarda
bulunur. Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest
radikallerden korur. Stiperoksid ve hidroksil radikalini, singlet oksijeni, lipid peroksi
radikallerini ve diger radikalleri indirger (25).

3. Karotenoidler : R- karoten, A vitamini prekirsoridir. Peroksi ve
stiperoksit radikali ile direkt etkileserek antioksidan etki gosterir (34,35).

4. Seruloplazmin: Ferro demiri (Fe?") feri demire (Fe**) yiikselterek Fenton
reaksiyonunu ve serbest radikal olusumun inhibe eder (36,37,38)

5. Urik asit: Purin metabolizmasinda son iriin olarak (rik asit olusur. Singlet
02 ve peroksil radikalleri igin gucli bir temizleyicidir (37,39).

6. Sistein: Superoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir (40).

7. Transferin: Dolasimdaki serbest demiri baglar.

8.AlbUmin: Hipoklorik asit ve ROOH toplayicisidir (25).

9. Glutatyon (GSH): Serbest radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girer.
Proteinlerdeki —SH gruplarini redukte halde tutarak bu gruplari oksidasyona karsi
korur. Fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller (41).
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2.4.2. Ekzojen Antioksidanlar:

Eksojen antioksidanlar serbest radikallerin salinimini engelleyerek, olusmus
radikalleri temizleyerek veya endojen antioksidan savunma sistemini guclendirerek
etki ederler. Yapilan bircok ¢alismada gerek besin olarak kullanilan maddelerin
gerekse tedavide degisik amaclarla kullanilan allopurinol, N-asetil sistein, mannitol,
melatonin, vitaminler ve pentoksifilin gibi ilaclarin antioksidan etkileri oldugu
gorilmis ve bu amacla kullaniimaya baslanmistir. Bu tir eksojen antioksidanlarin

sayilari her gegen giin artmaktadir (42,43).

2.5. MELATONIN (Ci3HigN,0, )

O H CH
HC” | h

O
N
H

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 6zellikle karanlk
fotoperiyotta sentezlenen en ©6nemli hormonudur. Pineal bezin endokrin
aktivitesi fotoperiyodik cevrenin kontrolii altindadir (44). Cevre sartlarinda ki
(1s1k, 151 vb.) degisimler canlilarda birtakim metabolik ve psisik cevaplar
olusmasina neden olur. Mevsimlere bagli i1sik yogunlugu ve 1sik dalga boyunda
ki farkhliklar bircok memeli tiriinin endojen endokrin ritimlerini etkileyen
onemli bir potansiyel faktordir. Insanda melatonin gece salgilanir,
Yetiskinlerde ortalama plazma melatonin seviyesi 60-70 pg/ml ve baslica
metaboliti olan 6-Hidroksimelatoninsulfat’nin (6-HMS) maksimum plazma
konsantrasyonu 80-100 pg/ml arasindadir (45). Melatoninin plazma

konsantrasyonu gece saat 02:00 ve 04:00 arasinda pik degerine ulasir.



Eriskinlerde sekresyon genelde saat 21:00- 22:00 arasi baglar 07:00- 09:00

arasl sona erer.
2.5.1. Melatonin Biyosentezi

Melatonin biyosentez yolagi triptofanla baslar. Pineal gland ile sistemik
dolagsim arasinda kan-beyin bariyeri bulunmadigi icin, kandaki triptofan
pinealositlere kolayca ulasabilmektedir. Aktif transport ile pinealosit
sitoplazmasi icine alinan triptofan ilk olarak triptofan 5-hidroksilaz enzimiyle
hidroksillenerek 5-hidroksitriptofana, daha sonra 5-hidroksitriptofan da
aromatik aminoasit dekarboksilazla 5-hidroksitriptamine (serotonin, 5HT)
doénusdr, serotonin sonra serotonin-N-asetiltransferaz (SNAT) enzimi ile
asetillenerek  N-asetilserotonine  (NAS), NAS ise hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) ile melatonine donistiralir (Sekil 2) (46,47).
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Sekil.2. Melatonin Biyosentezi

2.5.2. Melatonin Farmakokinetigi

Melatonin pineal bezde sentezlenip depolanmadan hizli bir sekilde
komsu kapiller damarlara gecger. Lipofilikliginin ¢ok yiksek olmasindan
dolayi, tim biyolojik doku ve sivilara dagilir. Plazmada yaklasik %70
albumine bagh olarak tasinir. Melatonin biyik o6lglide karacigerde
hidroksilasyon sonucu hizla metabolize olur (5-hidroksimelatonin). Sulfurik ya

da glukuronik asit ile konjuge olduktan sonra idrarla atilir (9). Melatoninin



idrarda ki baslica metaboliti 6-siilfatoksimelatonindir (10). idrardaki diizeyi

serum melatonin diizeyi ile iliskilidir.
2.5.3. Melatonin Reseptorleri

Melatonin reseptorleri Mel-1a, Mel-1b ve Mel-1c olmak Uzere g tiptir.
Mel-1a reseptor ekspresyonu suprakiazmatik nikleus ve pars tiberaliste
sinirhdir, sirkadian ve reproduktif etkilerini bu reseptorler aracihg ile
gerceklestirir. Mel-1b; beyin ve retinada eksprese olur ve her iki bélgede de
dopaminerjik fonksiyonlar ile iliskili oldugu dustnalur. Mel-1c geni ise diger
melatonin reseptorleri ile benzer 6zellik gosterir ancak bazi memelilerde

bulunmasina ragmen insanlarda hentiz klonlanmamistir.
2.5.4 Melatoninin Fizyolojik Etkileri

Melatonin; uyku, Ureme, yaslanma, vicut 1sisini diizenleme, immun ve

antioksidan sistem gibi pek ¢ok biyolojik surecte etkilidir ( 44,45).
2.5.5 Melatoninin Kalp Kasi Uzerine Etkisi

Melatonin reseptorleri G proteine bagli yapilardir (48). Kalp kasi
hicrelerinde ki melatonin reseptorlerinin biyolojik ¢nemi henuz tam olarak
actklanmis degildir. Ancak melatoninin sican kalp hiicre membraninda voltaja
duyarh kalsiyum kanallarinin aktivitesini inhibe ettigi saptanmistir (49,50,51).
Kalsiyum iyonu normal kardiyak fizyolojide 6nemli bir rol oynar. Melatoninin
membran Kkalsiyum pompasi aktivitesini engelleyerek asir kalsiyum
yiklenmesini 6nledigi ve hicre ici kalsiyum diizeyini ayarladigi belirtilmistir.

Hicre i¢i kalsiyumun asiri artmasi ve diger iyon dengesizlikleri
miyokardiyal elektriksel instabilite, kardiyak aritmiler ve miyokardiyal nekroz
gibi hasarlarla sonuclanabilir. Deneysel olarak yapilan calismalarda, inozitol
trifosfat (IP3) aracilikli depolardan ve voltaj duyarli kanallardan hiicre igine
kalsiyum (Ca'™) girisi intraselliler Ca™ miktar artisina neden oldugu,
melatonin plazma membraninda Na'-Ca™  degis tokusu veya katyonik

kanallardan Na® girisini azaltarak hiperpolarizasyon yaptigi bildirilmistir.

16
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Bdylece hiicre icine Ca™ girisinin inhibe edilebildigi ve siklik adenozin
monofosfat (CAMP) bagimli kinazlar araciliiyla da voltaja duyarh Ca™*
kanallarinin  fosforilasyonunu inhibe ederek kanallarin permeabilitesini
etkileyerek intraselliller Ca™ diizeyini azalttigi gosterilmistir (52,53). Ayrica
melatoninin fosfolipaz C aktivitesini ve IP3 olusumunu inhibe ederek
intraselliiler depolardan Ca™ saliverilmesini bloke ettigi veya bu depolardan

Ca'" geri alinmasini stimule ettigi bildirilmistir (54,55).

2.5.6 Melatoninin Antioksidan Etkileri

Hem in vitro, hem de in vivo ¢alismalarda, melatoninin glgli bir serbest
oksijen radikal stpurici oldugu gosterilmistir (5,6,7). Oldukga toksik olan
hidroksil radikalleri basta olmak Uzere, diger serbest oksijen radikallerinin
neden oldudu oksidatif hasardan makromolekilleri 6zellikle de DNA’yi
koruyabilir. DNA hasari olusturan radikaller hicrede niikleer bir enzim olan
poli-ADP-riboz sentazi (PARS) aktive eder. Bu enzim DNA tek zincirinin
kirilmasi ile aktive olur ve hiicrelerde siddetli enerji tiketimine yol acarak
sonugta nekrotik tipte hiicre o6limune neden olur. Melatoninin PARS
aktivitesini inhibe ederek; sok, inflamasyon ve iskemi/reperfiizyonda (I/R)
organ hasarini dnleyebildigi bildirilmistir (5,6,7,56). Serbest radikal yakalayici
etkisi bakimindan, bilinen tlim antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vitamin
E) daha glclidir. Hem suda hem de yagda c¢ozlnebildiginden hiicrenin tim

komponentlerine etki eder (5,7).

Melatoninin antioksidan 6zelligi iki ana etki altinda incelenebilir: Birincisi
reseptérden bagimsiz olarak oksidan maddeye (serbest radikal, reaktif oksijen tirevi
vb.) elektron saglamasi yoluyla olan dogrudan sipiricl etki, ikincisi ise endojen
antioksidan mekanizmalari reseptor bagimh olarak harekete gecirmek yoluyla
gosterdigi indirekt etkisidir. Direkt supdrict etkisi ile; 0,7, H,O, OH,
peroksinitritler (ONOO-) gibi radikal ve reaktif maddeleri zararsiz hale getirdigi,
indirekt etkisiyle de SOD, CAT, GSH-Px ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan
enzimlerin DNA seviyesinde ekspresyonlarini artirdigi ve peroksinitritlerin artisina
neden olabilen uyarilabilir nitrik oksit sentaz (INOS) enzimini inhibe ettigi ortaya

konmustur (5,7).
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Superoksit radikaline en énemli etkisi stperoksitin dismutasyonunda
en biyuk rol oynayan SOD’un mRNA ‘sini artirmasidir. H,O, hicrelerde CAT
ve GPx ile toksik olmayan urtnlere dontsturulur. GSH-Px aktivitesi melatonin
ile uyarilmaktadir. Melatonin H,O, nin hiicre i¢i miktarini azaltir. Melatoninin
G-6-PD aktivitesini de uyarir. Melatonin, indol nikleusun yan zincirindeki
metoksi ve toksik olmayan indolil katyon radikaline donusir. Bu nitrojen
merkezli melatonin radikalinin de stperoksit anyon radikali ile etkileserek N-
asetil-N-formil-5-metoksikiiniramini olustururdugu bildirilmektedir (Sekil 3).

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

CH30
CH;-CH,-NH-CO-CH;

|
y melatonin
N\

H .
Elektron vermesi l + R, ‘OH, Fe®

CH30
i CH;-CH;-NH-CO-CH;
~— I . ® ‘ Indol katyon radikali
NN L
N
Radikal temizleyici + 0y
CH;0 CHO - CH,- CH; - NH- CO - CH;3
e ~
, N-asetil-N-formil-5-metoksi-kiniiramin
“‘\\ “‘\,\
AN NHCHO

Sekil.3. Melatoninin elektron vermesi



Son yillarda yapilan bircok c¢alismada Melatonin’in antioksidan
ozelliginden dolay! degisik doku ve organlarda I/R hasari gibi birgok oksidatif
durumda (56), sisplatin gibi antineoplastik ilaglarin nefrotoksik yan etkilerine
karsi koruyucu etki yaptigi bildirilmistir (57,58). Morishima ve arkadaslarinin
yapti§i bir c¢alismada Melatonin’in doksorubisinin kardiyak toksisitesini
azaltici etkisi oldugu ve bu etkiyi lipid peroksidasyonunu 6nleyip, antioksidan
enzim aktivitelerini arttirarak sagladigi gosterilmistir (59). Ayrica doksorubisin
tarafindan indiiklenen kardiyak zedelenmenin, melatoninin distik farmakolojik
dozlari ile de Onlenebildigi (8), kardiyovaskdler sistemle ilgili olarak

melatoninin arteryel tonusu regule ettigi bildirilmistir (60).

Bunun yanisira yaslanma ile kalp hastaliklari insidensinin artmasi ve
melatoninin dizeyinin azalmasi (61), ani kardiyak 6lim insidensinin sabah
saatlerinde yukselmesi ve bu saatlerde melatonin seviyesinin anlaml bir
sekilde dustik olmasi (62), koroner kalp hastaligi olanlarda normal bireylere
gbre melatonin seviyesinin dusik bulunmasi (63), hipertansiflerde yalniz
basina melatonin verilmesi ile bozulmus kalp hizi ve kan basinci sirkadiyen
ritmini  dlzeltmesi (64,65) gibi bulgular; Kkardiyovaskiler hastaliklarin

patofizyolojisinde melatoninin énemli rolli oldugunu géstermektedir.

19



20

3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Gereg:

3.1.1 Kullanilan arag ve geregler:

Langendorff ( MAY 0702)

MP 30 B Amplifikator (Biopac System. Inc. Santa Barbara, CA, USA)
FDT-10A, Basing transduseri ( Commat iletisim Co. Ankara, Turkiye)
MAY WBC 3044 Organ Banyosu igin su sirkilator cihazi

MAY PRS 9508 PeristaltikPump Cihazi

Hassas terazi  (Sartorius BP 1215)

Santrifdj cihazi  (Janetzki T5)

Cerrahi alet seti

Bilgisayar

3.1.2. Kullanilan Deney Hayvanlari:

Calismada 18.06.2009 tarihli 22 nolu etik kurul onayi ile Dicle Universitesi
Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUSAM) den temin edilen
ortalama 400 gram agirhginda 40 adet eriskin erkek wistar albino rat kullanildi.
Calisma suresince ‘Hayvan Haklarinin Korunmasi’ hususundaki esaslara 6zenle

uyuldu.

3.1.3.Kullanilan 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 1U, Roche )

Krebs-Henseleit Solusyonu
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Kullanilan Krebs Henseleit Soltsyonunun Hazirlanisi: Tabloda belirtilen
miktarda maddeler hassas terazi ile tartildiktan sonra distile suda ¢oézuldi ve her

calismada guinliik olarak hazirlandi (Tablo 1).

Tablo 1. 1L Krebs Henseleit soltisyonu igindeki maddeler:

NACI 6.9 gr/L
NAHCO;3; 2.1g/L
KCI 0.35¢g/L
CaCl, 0.28 g/L
MgCl; 0.11 g/L
Na;HPO4 0.12 g/L
Glukoz 2g/L
3.2. YOntem

Calisma her biri 10 hayvandan olusan 4 grupta gerceklestirildi..
1. Kontrol Grubu; 1 ml (i.p) steril saline enjeksiyonu yapildi.
2. Doksorubisin (Dox) Grubu; Tek doz, 10 mg/kg (i.p) Dox. enjeksiyonu yapildi. 7.
gliniin sonunda kalp izole edildi.
3. Dox+ Melatonin Grubu; Tek doz, 10 mg/kg (i.p) Dox. enjeksiyonu yapildi.
Ayrica 7 gin slresince gunde 1 defa olmak tizere her giin ayni saatte 10 mg/kg (i.p)
melatonin enjeksiyonu yapildi.
4. Melatonin Grubu; 7 gun siresince her giin ayni saatte olmak tzere 10 mg/kg

(i.p) melatonin enjeksiyonu yapildi.

3.2.1 Farmakolojik inceleme

Calismamizda butln gruplara anestezik olarak 100 mg/kg Ketamin + 15
mg/kg Ksilazin intramuskiler (i.m) olarak uygulandi. Anestezi altinda ve cerrahi
islemler sirasinda olusabilecek bir koagulasyonu dnlemek amaci ile femoral venden
heparinize edilen (500 1U/kg) ratlarda sag sternotomi ile toraks acildi, Kkalpte
herhangi bir mekanik hasar olusturmamaya 6zen gostererek assendan aort ve diger
damarlar kesilerek kalp izole edildi. Buzlu krebs sollisyonu igerisine birakilan ve kisa

bir kandl ile aortadan kanle edilen kalpler Langendorff sistemine takildi (Sekil.4,5).
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Krebs sollsyonu ile (%5 CO; ve % 95 O, karsimi ile havalandirilan ) sabit akimla
koroner perflizyon saglandi. Perflizyon peristaltik pompa yardimi ile yapildi. Kalpte
koroner perfiizyon basinci (PB) aortik inflizyon kaniline bagli olan basing
transduseri ile 6lculda.

Bir polietilen katetere baglanan lateks balon sol atriumda mitral kapaktan
sol ventrikl icine yerlestirildi. Diger ucunda ikinci bir basing transdiseri bulunan
kateter distile su ile dolduruldu ve kateter ucundaki lateks balon periyodik olarak
distile su ile sisirilerek 5- 6 mmHg’ lik basing olusturuldu. Maksimum kardiyak
fonksiyon degerlerine ulasmak icin gerekli olan 30- 45 dakikalik stabilizasyon
siresinden sonra lateks balonun bulundugu sol ventrikilde, Sol Ventrikil Gelisen
Basinci(Left Ventricular Developed Pressure) (L\VVDP) élculdi.

Ayrica kalbin kontraksiyon gicuniin gostergesi olarak sol ventrikiliin birim
zamandaki max sistolik ve minimum diastolik basincini ifade eden LV/( dP/dt)max ve
LV/( dP/dt)min kaydedildi.

Bunlarin yani sira kalplere takilan elektrotlar yardimi ile kalbin dakikadaki
atim sayisi olan kalp atim hizi (KAH) kaydedildi.

Butln gruplarda, Biopac MP 30 Amplifikator ile alinan kayitlar bilgisayar
ortaminda analiz edildi.

Sekil.4. Langendorff Sistemi
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Sekil.5. Langendorff Sistemi

3.2.2. istatistiksel Degerlendirme:

Calismamizda gruplar arasi farki degerlendirilmek amaci ile varyans analizi
olarak Kruskal Walis testi uygulandi. Gruplar arasinda fark gorldugu icin farkin
hangi gruplar arasinda oldugunu gérmek amaci ile ikili gruplarda Mann Whitney U
testi uyguland. istatistiksel verilerin hesaplanmasinda Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) bilgisayar programi kullanildi. p< 0,05 iken gruplar
arasindaki fark anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizdaki buatiin gruplarda 6lgtigimiz koroner perflizyon basinci ve
LVDP mmHg cinsinden, KAH atim/dk, LV(dP/dt)max ve LV(dP/dt)min degerleri ise
mmHg/sn olarak hesaplanmistir.

Deney gruplarimizda Mann Whitney-U testi kullanilarak ikili karsilastirma
yapildiginda; koroner perflizyon basinglarinin Dox grubunda kontrol grubuna goére
anlaml olarak arttigi goruldi (p< 0.001). Artan koroner perflizyon basincinin Dox+
Mel grubunda Dox grubuna gére anlaml olarak azaldigi gézlendi (p= 0.001). Tek
basina melatonin verilen grupta kontrol grubuna gore koroner perfiizyon
basinclarinda anlamli bir fark gorilmez iken (p> 0.05), dox verilen gruba gore
kontrole benzer olarak anlamli fark goraldi (p< 0.001).

Kalp atim hizlarinin Dox grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak
azalirken (p< 0.001), Dox+ Mel grubu ile anlamli bir fark gézlenmedi (p> 0.05). Tek
basina melatonin verilen grupta kontrol grubuna gore fark gézlenmez iken (p > 0.05),
dox ve dox+mel verilen gruplara gore anlamli olarak arttigi gozlendi (p< 0.001,
p<0.05).

LVDP yanitlarina bakildiginda, Dox grubunda kontrol grubuna gére anlamli
bir azalma oldugu goérildi (p< 0.001). Dox grubundaki bu azalmanin Dox+ Mel
grubunda anlamli olarak arttigi gorildii (p< 0.05). Tek basina melatonin verilen
grupta kontrol grubuna gore anlamli bir fark gorilmez iken (p> 0.05), Dox ve Dox+
Mel gruplarina gore anlamli bir artis oldugu gorildi (p< 0.001).

LV(dP/dt)max yanitlarina bakildiginda, Dox grubunda kontrol grubuna gore
anlaml bir azalma oldugu (p< 0.001) g6zlendi. Dox grubundaki bu azalmanin Dox+
Mel grubunda anlamh olarak arttigi goraldu (p< 0.05). LVDP yanitlarina benzer
olarak tek basina melatonin verilen grupta kontrol grubuna gore anlamh bir fark
gorilmez iken (p> 0.05), Dox ve Dox+ Mel gruplarina gére anlamli bir artis oldugu
goraldi (p< 0.001).

LV(dP/dt)min yanitlarina bakildiginda, Dox grubunda kontrol grubuna gore
anlamli bir artis oldugu (p< 0.001) gozlendi. Dox grubundaki bu artisin Dox+ Mel
grubunda anlamli olarak azaldigi (p< 0.001), tek basina melatonin verilen grupta ise

kontrol grubuna gore anlaml bir fark gériilmez iken (p> 0.05), Dox grubuna gére
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anlamli olarak azaldigi (p< 0.001), ve Dox + Mel grubuna goére anlamli olarak
azaldi§i ( p< 0.05) gordld.

Tum gruplara ait elde edilen veriler Tablo.2” de gosterilmistir. Gruplara ait PP,
KAH, LVDP, LV(dP/dt)msx ve LV( dP/dt)min degerleri Sekil (6,7,8,9,10)" de
gosterilmistir.

Tablo.2. Gruplara ait elde edilen veriler (Sonuglar Aritmetik ortalama (X) + Standart
hata (SD) seklinde gosterilmistir. PB: Perflizyon Basinci, KAH: Kalp Atim Hizi,

LVDP: Sol ventrikil gelisen basinci,

zamandaki

maksimum sistolik basinci,

zamandaki minimum diastol basinct).

LV(dP/dt)max:
LV(dP/dt)min: sol ventrikalin birim

sol ventriktlin birim

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 (atim/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




Perflizyon Basinci (mmHg)
160 -
120 -
80 A
40 -~
0 = T T
Kontrol Dox Dox+Mel Mel

Sekil.6. Bitln gruplarda, Perflizyon basinci(immHg) (n= 10)

KAH (atim/dk)

350 -
300 -
250 A
200 A
150 -
100 A

50 -

Kontrol Dox Dox+Mel Mel

Sekil.7. Butln gruplarda, Kalp Atimi Hizi(atim/dk) (n=10)
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LVDP (mmHg)
120 -

Tanl

Kontrol Dox+Mel

Sekil.8. Butln gruplarda, Sol Ventrikil Gelisen Basinci (mmHg) (n=10)

LV(dP/dt)max (mmHg/sn)
1600
1400
1200
1000
8001
600"
400
2007

0
Kontrol Dox+Mel

Sekil.9. Butln gruplarda 6lculen sol ventrikilin maksimum sistolik basinci
(mmHg/sn) (n=10)



LV(dP/dt)min (mmHg/sn)
Kontrol Dox+Mel
0

2007
4001
600"
8001
1000
1200
1400

Sekil.10. Bittn gruplarda élgulen sol ventrikiltin minimum diastolik basinci
(mmHg/sn) (n=10)
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TARTISMA

Bu c¢alismada ratlara doksorubisin verilerek kardiotoksik etki olusturulmustur.
Birgok hematolojik malignitelerde ve solid timdrlerin tedavisinde genis kullanima
sahip olan doksorubisin gibi antrasiklin tirevlerinin miyokardda belirgin toksisiteye
yol agtiklari bilinmektedir (66,67). Olusan bu toksik etkiler olduk¢a énemli bir sorun
teskil etmekte, zira yasam kalitesini 6nemli 6l¢ude disurirken bazen 6limlere neden
olabilmektedir. Bu nedenle antrasiklinler ile tedavide kardiyotoksik etkilerini
azaltmak amaci ile halen degisik yontemler denenmektedir. ilacin maksimum
kiimalatif dozunun azaltilmasi seklinde bir yaklasim, terapotik etkilerinin de
azalmasina yol acacagindan, kardiotoksik etkiyi azaltacak yeni yontemlere ihtiyac
duyulmaktadir.

Bu amagla kardiotoksisitesi diisuk antrasiklin analoglarinin sentez edilmesi,
degisik verilis yollarinin denenmesi, bu ilaglarin lipozom gibi degisik formulasyonlar
icine enkapsule edilmesi gibi yontemler kullanilmistir (68,69). Son yillarda bu
antrasiklinlerin  kardioprotektif etkili ilaglar ile kombine edilerek tedavide
kullaniimasi oldukga ragbet goren bir yontem olmustur (69,70).

Biz de bu calismamizda, doksorubisin ile olusturdugumuz kardiotoksisiteye
karsi kardioprotektif olarak Melatonin ile kombinasyonunun etkisini arastirdik

Doksorubisin’in kardiotoksik etki mekanizmasinda; nukleik asit ve protein
sentezinin inhibisyonu (71), vazoaktif aminlerin salinimi (72), mitokondriyal
membran potansiyelinde kayip ve elektron trasport zincirinin inhibisyonu (73,74),
adrenerjik fonksiyonlardaki degisiklikler (75), adenilat siklaz, Na*-K* —ATPaz ve
Ca® —ATPaz aktivitelerinin azalmasi (76) ve en onemlisi serbest oksijen
radikallerinin olusumu (13,14,15,77) gibi olaylarin rolii oldugu anlasilinca, s6z
konusu kombinasyonlar icinde ¢ok sayida ilag Ozellikle serbest radikal tutucu ve
antioksidan etkili olanlar basta olmak tizere kullaniimistir (11,17,18,19,69,70).

Bu calismada Doksorubisin ile kombine kullandigimiz Melatonin, pineal
bezden salinan bir hormon olup, son yillarda yapilan bircok calismada gucli
antioksidan etkili oldugu ve direkt etkisi ile serbest radikal tutucu 6zelligi oldugu

gosterilmistir (5,6 ).
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Doksorubisin’in biyotransformasyonu sonucu yapisinda bulunan kinon
grubunun, sitokrom P450 rediktaz ve ksantin oksidaz tarafindan semikinon
radikaline indirgenmesi ve bu sirada aciga ¢ikan elektronlarin oksijen gibi oksitleyici
ajanlar tarafindan tutulmasi, miyositlerde hasara neden olan serbest oksijen
radikallerinin olustugu bir dizi reaksiyonu baslattigi gosterilmistir (13,14). Olusan
02" ve Hy0, radikallerinin, serbest radikallerin temizlenmesini saglayan endojen
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim diizeylerinin azalmasina neden olarak
oksidatif stresi artirdigi ve kardiyomiyopati olusumunu kolaylastirdigi bildirilmistir
(13-19).

Yapilan bir¢ok biyokimyasal ¢alismada doksorubisin verilen ratlarda, serbest
oksijen radikal olusumunun arttigi, lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA
dizeylerinin arttigi ve buna karsilik glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim
dizeylerinin azaldigi gosterilmistir ( 4,11,15,16,17,19).

Histopatolojik olarak yapilan ¢alismalarda ise doksorubisin’in kalpte hiicresel
lezyonlara yol actigi ayrica kalp damarlarinda kapiler dansiteyi ve dallanmayi
azaltarak vaskuler olusumu bozdugu bildirilmistir (78,79,80)

Calismamizda kullandigimiz  Langendorf sistemi, doksorubisin  gibi
kardiotoksik etkili ilaglarin yaptigi kardiomiyopatinin akut belirtilerinin ve kalbin
fonksiyonlarindaki degisiklerin gorilmesini saglayan izole perfize kalp modelidir
(81).

Bu deneysel modeli kullanarak yaptigimiz calismada, literatiir ile uyumlu
olarak Doksorubisin enjeksiyonu yapilan grupta kontrol grubuna gore kalbin
kontraktil giictinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goruldu. Basta
serbest oksijen radikalleri olmak (izere damar vaskdilatirinde artan adrenerjik
aktiviteye (11,17,18,75) bagh olarak, perfiizyon basincinda istatistiksel olarak
anlamh  bir artis goruldid. Bu bulgular, doksorubisinin yaptigi bildirilen
kardiomiyopati belirtileri ile uyumluluk gostermektedir (3,4,11,12).

Ayrica doksorubisin verilen ratlarin sol ventrikil basinglari (LVDP) ve
saniyedeki maximum sistolik basinclar (LV(dP/dt)max ) 6lcildugunde, bu degerlerde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu, buna karsilik
minimum diastolik basing (LV( dP/dt)min) dederlerinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis oldugu goruldi. Doksorubisin verilen ratlarda gelisen sol ventrikil yetmezligini
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ve kalbin hemodinamig@inin bozuldugunu gosteren bu bulgular, De Nigris F. ve
arkadaslarinin beta bloker etkili nebivolol ile yaptigi ¢calisma (82) ile uyumludur.

Calismamizda doksorubisin ile olusturdugumuz ve Langenderff sistemini
kullanarak 6lgtigimiiz kardiyak fonksiyon bozukluklarina karsi koruyucu etkilerini
gbrmek amaci ile kullandigimiz Melatonin’in gucli antioksidan etkili oldugu son
yillarda yapilan birgok calisma ile gosterilmistir (5,6,7,56 ).

Doksorubisin + Melatonin enjeksiyonu yapilan grupta Doksorubisin grubuna
gore kalbin kontraktil giicinde istatistiksel olarak anlamli bir artma ve koroner
perfiizyon basincinda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma géruldi. Bu bulgular,
doksorubisinin yapti§i kardiomiyopati belirtilerinin  Melatonin ile duzeldigini
gostermektedir.

Ayrica Doksorubisin + Melatonin verilen ratlarin sol ventrikal basinglarinda
(LVDP) ve saniyedeki maximum sistolik basinglarinda (LV(dP/dt)max) Doksorubisin
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, buna karsihk minimum
diastolik basin¢larinda (LV( dP/dt)min) istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gorildu. Boylece Doksorubisin ile ratlarda gelisen sol ventrikil yetmezligi ve kalbin
hemodinamigindeki bozulmanin Melatonin ile dizeldigi géralmastr.

Elde edilen bu bulgular histopatolojik ve biyokimyasal olarak yapilan
calismalar ile uyumluluk gostermekte; ©Ornegin doksorubisin tarafindan
indiklenen kardiyak zedelenmenin, melatonin’in disiuk farmakolojik dozlari
ile de dnlenebildigi (8) ve kardiyovaskiler sistemle ilgili olarak melatoninin
arteryel tonusu regile ettigi bildirilmistir (60). Ayrica bir diger calismada
Melatonin’in doksorubisinin kardiyak toksisitesini azaltici etkisi oldugu ve bu
etkiyi lipid peroksidasyonunu Onleyip, antioksidan enzim aktivitelerini

arttirarak sagladigi gosterilmistir (59).

Biyokimyasal olarak yapilan calismalarda Melatonin’in direkt etkisi
ile; 0,7, Hy0,, OH:, peroksinitritler (ONOO-) gibi radikalleri tuttugu ve
indirekt etkisiyle de SOD, CAT, GSH-Px ve glutatyon rediktaz gibi
antioksidan enzimlerin DNA seviyesinde ekspresyonlarini artirdigi  ve
peroksinitritlerin artisina neden olabilen uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
enzimini inhibe ettigi bildirilmistir (5,7). Bu antioksidan ¢zelliginden dolayi

Melatonin’in, degisik doku ve organlarda olusan I/R hasari (56) ve birgok



antineoplastik ilacin olusturdugu nefrotoksisite durumunda artan MDA
diizeylerini azaltarak ve antioksidan enzim duzeylerini artirarak koruyucu etki
olusturdugu bildirilmistir (57,58).
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SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada, genis kullanima sahip bir
antineoplastik ila¢g olan Doksorubisin’in klinik kullanimi ile uzun surelerde
olusabilen kalp yetmezliginin akut belirtilerinin gorulebildigi deneysel model
kullanilmistir. Kardiotoksik etki olusturulan ratlardan izole edilen kalpler
Langendorff sistemi kullanilarak perfiize edilerek kalplerdeki hemodinamik ve
fonksiyonel degisiklikler incelenmistir. Olusan sol ventrikil yetmezligi ile
karekterize belirtilerin, antioksidan etkili melatonin ile dlzeldigi géralmustir.
Literatiirde bildirilen gerek biyokimyasal ve gerekse histopatolojik veriler ile
uyumlu olan bu bulgular, bu tir cahsmalarda daha saghklh sonuclara
ulasabilmek icin kalp fonksiyonlarinin dlgiilmesi icin Langendorff sisteminin

gerekliligini ortaya koymustur.

Sonuc olarak bu sistem, kalp ile ilgili ilac etkilerinin arastirildigi
calismalarda veya I/R hasari gibi her tiirlii deneysel modelde kalbin fizyolojik
aktivitesini  6lcmek amaci ile kullanilabilir. Kalbin histopatoljik ve
biyokimyasal parametrelerinin  yani sira  fonksiyonel kapasitesi ve
kontraktilitesinin de Olculebilmesi, ilaclarin kalp fonksiyonlari (izerindeki
direkt etkilerini gosterecek ve klinik kullanim agisindan daha yararli sonuclar

olusturacaktir.
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