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1. GIRIS

Doksorubisin (DXR); hematolojik kanserler, solid tliimorler ve yumusak doku
sarkomalart gibi birgok kanser tedavisinde kullanilan antrasiklin tlirevi bir
antibiyotiktir. DXR’1n en énemli yan etkilerinden biri kalp kasinda olusturdugu,
kalp yetmezligi ve sonugta 6liime kadar giden, harabiyettir.

lacin kalp kasi iizerindeki toksik etkilerinin olusmasinda oksidatif stres,
mitokondriyal fonksiyonlarda bozulma, apoptoz, miyofibriler bozulma, hiicre i¢i
kalsiyum diizenlenmesinde bozukluk, niikleik asit ve protein sentezinin
baskilanmas1 ve kalbe 0zgii genlerin ifadesinde azalma gibi ¢esitli
mekanizmalarin rol aldigi ileri siirtilmiistiir (1, 2). Bununla birlikte oksidatif stres,
mitokondriyal fonksiyonlarda bozulma ve apoptoz en ¢ok iizerinde durulan
faktorlerdir (3). Reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artma, antioksidan ve siilthidril
gruplarinda azalma ile lipit peroksidasyonda artis DXR kardiyomiyopatisinin

olusumunda oksidatif stresin anahtar rol oynadigini desteklemektedir (4).

DXR ile olusturulan kardiyotoksisitenin dnlenmesinde cesitli antioksidan
maddeler lizerinde ¢alisilmaktadir. Bugiine kadar denenmis olan antioksidanlar
arasinda On plana ¢ikanlardan biri pineal bez tarafindan salgilanan melatonin
(MEL)’dir. Giiclii antioksidan etkisinin yan1 sira mitotokondriyal enerji
metabolizmasini1  diizenleyici (3) ve anti-apopitotik etkileri oldugu da

bildirilmistir (5).

DXR ile olusturulan kardiyomiyopatiyi Onlemek i¢in farkli natural
antioksidanlardan yararlanmay1 hedefleyen arastirmalar devam etmektedir. Bu
konuda etkili olabilecegi 6ngoriilen maddelerden bir tanesi timokinondur (TQ).
Timokinon, ¢orek otu (Nigella sativa) yaginda bulunan en O6nemli biyoaktif
bilesendir. Corek otu ve timokinonun c¢esitli farmakolojik etkileri oldugu
gosterilmistir.  Bunlardan  bazilar1  antikanserojenik,  antililserojenik,
antiinflematuvar ve antioksidan etkilerdir (6). Cesitli ilacglar (7, 8) ve iskemi-
reperfiizyon (9) ile olusturulmus kalp hasar {iizerinde olumlu etkileri
bildirilmekle beraber, timokinonun DXR’mn neden oldugu toksisiteden kalbi

koruyucu etkilerini bildiren ¢ok az sayida arastirma bulunmaktadir (10-12). Al-



Shabanah ve arkadaslar1 (10) timokinonun DXR kardiotoksisitesini, anti timor
etkisini azaltmaksizin, iyilestirebilecek gii¢lii bir kalp koruyucu madde olduguna
dair bulgular ortaya koymuslardir. Nagi ve Mansour timokinonun giicli
stiperoksit temizleyici ve lipit peroksidasyonunu baskilayici etkileriyle DXR ile
olusturulan  kardioktoksisiteye  karst  koruyucu rol oynayabilecegini
bildirmislerdir (11). Yeni bir ¢alismada, DXR’in tek basina 16semi hiicrelerini
azalttigit dozlarda DXR ile birlikte timokinon uygulamasinin kalp kasi
hiicrelerinin canli  kalmasim1 sagladigi  bulunmus, ayni zamanda ldsemi
hiicrelerinin apoptozunda artisla anti-kanser etkinin gii¢lendigi ileri siiriilmiistiir

(12).

Bu calismada DXR ile olusturulan kardiyotoksite iizerine timokinonun
etkilerinin aragtirilmasi ve bu etkilerin melatoninin daha iyi bilinen kalp hasarini

Onleyici etkisiyle karsilastirilmast amaglandi.

DXR kanser tedavilerinde vazgecilmez bir ilactir. Fakat kalp gibi hayati
organlar1 hasarlamasi nedeniyle bu toksik etkisinin azaltilmasi gerekmektedir. Bu
calismada olast ideal maddelerin bulunmasi hedeflenmistir. Boylece ciddi yan
etkileri nedeniyle kullanimi kisitlanmis olan DXR’in kanser tedavisinde daha

giivenli ve etkin bir sekilde kullanimi1 saglanmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Doksorubisin

Doksorubisin (DXR) (veya adriamisin, 14-hidroksidaunorubisin) sitotoksik
antibiyotikler siifindan olan bir ilagtir (13). Yapisinda kuinon igeren bu antrasiklin
antibiyotigin molekiil formiili C,;H29NO;; HCI, molekiil agirhg 579,98 g/mol,
yarilanma siiresi 12-18,5 saattir. Plazma proteinlerine %70 oraninda baglanir, esas
olarak karacigerden safra yoluyla elimine edilmesinin yaninda, bir kism1 da idrar ve
diskiyla viicuttan uzaklastirilir. Fegesle atilan kisim degismemis ilag seklindedir.
Bobreklerden itrah1 ise ilag uygulandiktan 1-2 giin sonra idrarin kirmizi

boyanmasiyla kendini gdsterir fakat bu durumun klinik agidan 6nemi yoktur (14).

Resim 1: Doksorubisin uygulanan ratta idrar renginin kirmiziya boyanmasi

Sitotoksik antibiyotikler oral yolla alindiginda gastrointestinal sistemden
emilimleri ¢ok azdir. Bunun yaninda dokular1 asir1 tahris ettiklerinden intramuskiiler
veya subkutan uygulanmazlar (15). Bu ilaglar intravendz uygulanarak sistemik etki
yapar ve hizli polifere olan hiicrelerde deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini
engellerler.

DXR, kanser hiicrelerindeki etkisini DNA ¢ift sarmalina interkalasyon yapma
ve topoizomeraz enzimi ve niikleik asit sentezini baskilama yolu ile DNA hasarma
sebebiyet vererek gosterir. Antibiyotik viicuda girdiginde hiicreye hizla niifuz eder ve

periniikleer kromatinde yaygin lokalizasyon yapar. Bu durum niikleik asit sentezinin



ve mitotik aktivitenin hizli inhibisyonu ve kromozom sapmalarinin meydana gelisini
dogrular niteliktedir. Bu etki mekanizmasinin yaninda doksorubisin, demir ile giiglii
bir sekilde selat olusturup DNA’ya ve hiicre membranlarina baglanabilir; DNA’y1 ve
hiicre membranlari1 kolayca parcalayabilen serbest radikalleri iretebilir.
Doksorubisin ayrica protein sentezini de inhibe eder. Interfaz da dahil hiicre
siklusunda etkilidir (15). Ashley ve Poulton DXR’1n sadece niikleer DNA’nin degil;
ayni zamanda mitokondriyal DNA’nin yapisina da katildigini bildirmislerdir (16).

Antrasiklinler, insanlarda goriilen kolon kanseri gibi ¢ok az kanser tiiriine
kars1 yanitsiz kalan, genis spektrumlu antitimor ilag smifidir (17). Neoplastik
hastaliklar i¢in kemoterapideki bu ajanlar tedavi sonuglarini iyilestirmek amaciyla
yiiksek dozlarda ve siklikla kullanilmaktadir. Fakat, antrasiklinler diger tiim
antikanser ajanlar gibi iki ucu keskin kiligtir ¢iinkii kullanildiklarinda tiimor
hiicrelerinde diren¢ gelismesine neden olabildikleri gibi saglikli dokular iizerinde
toksik etki yapabilmektedir (1).

Efektif bir ajan olmasi nedeniyle bir¢cok kanser tedavisinde 6nemli yere sahip
olan DXR’1n akut yan etkileri bulanti, kusma, I6kopeni (18), kemik iligi hipoplazisi,
stomatitis, anemi ve sac¢ dokiilmeleriyle karekterize alopesidir (19). Bunlarin
yaninda, kalp, bobrek, kan ve testis (18), kemik iligi (20) gibi organlar iizerinde
toksik yan etkiler gostermesi ilacin terapdtik kullanimini kisitlamaktadir (1, 21).

DXR kaynakli kardiyotoksisite patogenezinin biyokimyasal mekanizmasi
belirsizligini korumakla beraber, kimyasal yapisiyla iligkili olarak serbest oksijen
radikallerinin olusmast (21-24), DNA sentezinin inhibisyonu, kalp bdbrek ve
karacigerde lipid peroksidasyonu (19) ile protein oksidasyonuna (22) neden olarak
toksik etki yarattig1 diistiniilmektedir. Patogenezde sorumlu tutulan serbest radikaller
stiperoksit (O,"), hidroksil radikalleri (OH’) ve nitrik oksittir (NO). Serbest
radikallerin indiikledigi malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin
de olaya katkis1 oldugu gosterilmistir (25, 26).

Fizyolojik kosullar altinda aerobik metabolizmanin iirettigi reaktif oksijen
tiirleri dengeli olarak inhibe edilir ve organizmaya zarar vermeleri Onlenir. Bahsi
gecen olay, organizmada bulunan antioksidan savunma sistemleri tarafindan
gerceklestirilerek patoloji  Onlenir. Serbest radikallerin olusumu ile savunma

sistemlerinin giicii arasindaki balans bozulmadigi silirece, organizma olusan bu



radikallerden zarar gérmez. Bu denge, antioksidan sistemlerin aleyhine bozuldugu
zaman viicutta hasar meydana gelir ve oksidatif stres bag gosterir. Oksidatif stres
baslica lipidler olmak iizere DNA, protein ve karbonhidrat gibi tim biyolojik
molekiillerde meydana gelerek zarar olusturabilir (21). Serbest radikallerin hiicredeki
en zararlt ve en dnemli etkisi lipid peroksidasyonudur. DXR tedavisi oksidan sistemi
arttirtp antioksidan sistemi azaltmak suretiyle oksidatif strese sebep olan en tipik
Ozelligiyle karsimiza ¢ikmakta ve arastirmacilar1 antioksidan arayislarina
yonlendirmektedir.

Ilk kullanilan sitotoksik antibiyotik olan daunorubisin (DNR) 1960’larn
basinda pigment iireten toprak mantar tlirii Streptomyces peucetius kiiltiiriinden izole
edilmis (27) ve kisa siire sonra daunorubisinin hidroksi tiirevi olan doksorubisin
bulunmustur. Bakterilerden elde edilen ilk antrasiklin grubu antibiyotikler DNR ve
DXR’dir (28).

Sekil 1: Doksorubisin (a) ve daunorubisinin (b) kimyasal yapilari

DXR ve DNR’1n yapist ¢ok benzerdir. DXR, ilaca 6zgiin kirmizi rengini veren
parlak fluoresan tetrasiklik kromofor adriamisinon (antrakinon) ile ona glikozidik
bag ile baglanmis bir amino seker olan daunozaminden olusur. 14. karbonunda bir
hidroksil grubu tagimasiyla daunorubisinden farklilik gosterir. DXR kendine has
yapisindan dolayi, son derece lipofiliktir ve viicutta nispeten uzun yar1 émre sahiptir
(29).

Adriamisin baz1 murin kanserlere kars1 daunorubisinden daha yiiksek antitiimor
aktivite gostermekle beraber ayn1 zamanda daha iyi terapatik indekse sahiptir (29).
Hala ispatlanilmis en genis spektrumlu antineoplastik ilagtir (17). Birgok antrasiklin
antibiyotik gelistirilmis olmasma karsin klinik bilgilerin biiyilk ¢ogunlugu

doksorubisin ve daunorubisin lizerinde yogunlagmustir.



Adriamisin faz spesifik olmayan bir ila¢g olmasmnin yaninda S fazindaki
hiicreler bu ilaca en duyarli hiicrelerdir. Adriamisinin plazmadan eliminasyonu ii¢
fazda gerceklesir. ilk 5 dakikada hizli faz meydana gelirken, yaklasik 60 dakika
siiren ikinci faz ve 30 saat siiren U¢lincli faz olmak iizere eliminasyonlarindan
bahsetmek miimkiindiir (30)

Adriamisinin kimyasal yapisindaki antrakinon (B) halkasinin serbest radikal
iiretme potansiyeli vardir. B halkasinin indirgenme reaksiyonlarina ugramasi (bir
elektron rediiksiyonu) sonucu kisa Omiirlii serbest semikinon radikalini meydana
getirir. Bu radikal anaerobik sartlar altinda oldukca stabildir fakat aerobik sartlarda
iken eslesmemis elektronunu oksijene vererek siliperoksit radikalini olusturur (29, 31,
32). Oksijenin siliperokside indirgenmesi ile parental adriamisin molekiilii yeniden
olusur. ‘Redoks siklusu’ olarak bilinen reaksiyonlar dizisi, adriamisinin oldukca
diisiik miktarinin ¢ok sayida siiperoksit radikalinin olusumunu katalizlemesi icin
yeterli olabileceginden dolay1 hiicreler i¢in zararhidir (29). Bu durum goz Oniinde
bulunduruldugunda, DXR kullanim1 sonrasi meydana gelen membran hasarinin

onemli nedeni olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 2: Doksorubisin molekiiliinden siiperoksit radikalinin olusumu

2.1.1. Kardiak Morfoloji ve Fonksiyonlardaki Degisiklikler

Doksorubisin kardiyomiyopatisinde meydana gelen fonksiyon bozukluklar

ve kardiyak morfoloji dilate kardiyomiyopatiyle benzerlik gostermektedir. Ventrikiil



ve atriumlarin dilatasyonu iskemik ve iskemik olmayan dilate kardiyomiyopatilerden
daha az yayginlikta olugsmalarina ragmen, 4 kalp odaciginin tamami da dilate olabilir
(4). Ote yandan duvar trombiisii iki ventrikiilde siklikla goriiliir (1). Ventrikiiler
ejeksiyon fraksiyonu ve kontraktil fonksiyonlar azalmistir. Bunlara diastolik
disfonksiyon eslik eder (4). DXR tedavisinden sonra meydana gelebilen kalp hizi
diizensizligi ve kontraktilite azalmasi, ilacin miyosit hasar1 olusturdugunun

gostergesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.1.2. Histopatolojik Degisiklikler

DXR kaynakli kalp hasari, ciddi interstisyel 6dem, fokal subendokardiyal
fibrozis, kardiyomiyositlerde periniikleer vakuollesme, miyokardiyal
disorganizasyon ve dejenerasyon ile karekterizedir (13).

Miyokard interstisyumunda yama tarzinda fibroz alanlar ve dagilmis halde
vakuollii kardiyomiyositler vardir. Atrium hiicreleri fibroz alanlara bitisik goriliir.
Fibroz alanlar yaygindir ve akut miyosit hasar alanlari seyrektir. lyilesmis miyokardit
alanlarda fibroblast ¢ogalmasi ve histiyosit infiltrasyonu vardir. Miyofibrillerin kismi
veya total kaybi ile miyositlerdeki vakuoler dejenerasyon doksorubisin
kardiyotoksisitesinin temel Ozellikleridir. Miyoflamentlerin kaybi ile, Z diskleri
kalintis1 goriiliir. Miyosit vakuolleri biraraya gelerek birlesir ve membrana bagh

biiyiik bosluklar olusturur (1, 4).

2.1.3. Doksorubisin Kardiyomiyopatisinin Mekanizmalari

Antrasiklinlerin timor hiicrelerindeki etki mekanizmasi tartisma konusudur. Bu
mekanizmalar arasinda;

1) Hiicre i¢indeki ilacin biiyiik bir kismi niikleustaki DNA c¢ift sarmal yapisi
icine interkalasyon yaparak makromolekiil sentezi inhibisyonu;

2) ROS olusumu sonucu DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonu;

3) DNA’ya baglama ve alkilasyon;



4) DNA’ya c¢apraz baglama;

5) DNA sarmalinin agilmasina veya DNA iplik¢iklerinin ayrigmasina, DNA
helikaz enzim aktivitesinin artmasina yol agma;

6) Dogrudan membrana etki etme;

7) Topoizomeraz II nin inhibisyonu yoluyla DNA hasarin1 baslatma;

8) Topoizomeraz II’nin inhibisyonuna yanit olarak apoptozun tetiklenmesi ileri
stiriilmektedir (1, 4, 33).

Antrasiklinler DNA ile etkilesime girer ve DNA’nin yapisini bozarak tek veya
cift zincir kiriklarma neden olurlar. Dolaysiyla antrasiklinler teratojenik, karsinojenik
ve mutajenik etki gosterirler (34).

Antrasiklinler yapilarinda bulunan kuinon halkasinin mitokondriyal enzimlerle
etkilesmesiyle ROS olusumuna yol acarlar (31, 35). Bu diisiinceye parallel olarak,
yiiksek konsantrasyonda DXR’a maruz birakilan kanser hiicrelerinde ROS olusmus
(36) bunun yaninda DXR, +3 degerlikli demire baglanarak hem DNA ile komplex
olusturmus hem de oksidasyonla yikimimi katalizlemistir (37-39). DNA zincirleri
cevresinde radikaller olustugu zaman, DNA hasarlanabilir ve zincirlerin kirilmasina
neden olabilir (40).

Tiimor hiicreleri lizerinde DXR’in terapdtik etki mekanizmalart DXR’1in
kardiyotoksisite mekanizmalarindan farklidir (1, 4). Bu da DXR’in antitimor
aktivitesini azaltmaksizin kalbi koruyacak tedavi protokollerinin bulunabilecegi
yoniindeki umutlar arttirmistir.

DXR kardiyotoksisitesini agiklamada bircok mekanizma ileri siiriilmesine
ragmen, c¢aligmalarin ¢ogu lipid peroksidasyonu (41, 42), ROS diizeylerinde artis ve
oksidatif stresin tetiklenmesi (32, 43, 44), siilfhidril gruplar1 ile antioksidan
diizeylerinde azalma (42, 45, 46) DXR kaynakli kardiyotoksisitenin patogenezinde
anahtar rol oynadiklarini1 desteklemektedir.

Niikleik asit ve protein sentezinin inhibisyonu (47, 49), vazoaktif aminlerin
salinimi (histamin, katekolaminler ve prostoglandinler) (50), adrenerjik fonksiyonlar
ve adenil siklaz aktivitesinde degisiklik (51), mitokondrial anormallikler (52),
lizozomal degisiklikler (41), sarkolemmal Ca™ trasportunda degisiklik (53), adenil
siklaz, Na-K ATP,, ve Ca'>-ATP,, aktivitelerinde degisiklik (54), miyokardiyal

elektrolit dengesinin bozulmasi (55), mitokondriyal kreatin kinazin enzimatik



aktivitesi ve membrana baglanmada bozukluk (56), nitrik oksit sentezini tetikleme,
nitrik oksit ile peroksinitrit iiretimi ve miyofibriller kreatin kinaz ve/veya
metaloproteinazlarin nitrasyonu/inaktivasyonuna neden olma (57-59) durumlar ileri
stiriilen diger mekanizmalardir.

DXR, kendisine duyarl transkripsiyonel diizenleyici proteinlerin fonksiyon ve
ekspresyonunu etkilemek suretiyle kalbe 0zgli genlerin ekspresyonunu azalttigi
diistintilmektedir (1).

Yapilan ¢aligmalar antrasiklinlerin vaskiiler hiicreler ve kardiyomiyositlerde
apoptozu indiikledigini géstermektedir (60-62). Antrasiklinlerin apoptoz aracili etki
ettikleri diisiiniilirse bu durum kardiyomiyositlerin kayb1 ile sonuglanarak kalp

yetmezligini koriikleyebilecek 6nemli bir tablo olusturabilir (1, 63, 64, 65, 66).

2.1.3.1. Antrasiklinlerin Hiicre I¢i Etkileri

Antrasiklin kardiyotoksisitesinin muhtemel primer hedefleri olarak pek cok
hiicresel organel ileri siiriilmiistiir.

Antrasiklin kardiyotoksisitesinde mitokondriyal membranin ana hedef yer
oldugu diisiiniilmektedir (67). Mitokondriler eritrositler hari¢ insan viicudundaki tiim
hiicrelerde mevcut organellerdir ve enerji iiretiminde ¢ok 6nemli rol oynarlar. Bu
hayati fonksiyonuna ek olarak; hem metabolizmasi, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri
iiretiminin homeostatik kontrolii, Ca'*’nin diizenlenmesi, hiicresel metabolizma ve
proliferasyon, hiicre boliinmesi, programlanmis hiicre oliimii  (apoptoz),
mitokondriyal dinamikler ile mitofajik fonksiyonlarin yiiriitiilmesi gibi diger
kompleks siireclere de katilirlar (68, 69).

Kalp dokusunda kalbin yiliksek enerji ihtiyacim1 karsilayabilmek icin bol
bulunan mitokondriler, diger dokulara kiyasla miyokardiyal hacmin yaklasik %45’ini
olustururlar (70). Mitokondrilerin kardiyomiyositlerde yiiksek oranda bulunmasi,
mitokondrial biyoenerjetikler ile miyokardiyal canlilik ve fonksiyonla yakindan
iligkilidir. Bu sebepledir ki mitokondrial fonksiyon bozuklugu son zamanlarda
DXR’a baglt kardiyotoksisitenin gelisiminde ¢ok ©Onemli bir unsur olarak kabul

gormektedir (71). Bu disiinceyi desteklemek iizere yapilan ¢alismada, DXR’mn



ozellikle mitokondrileri hedef aldigi ve bu organelde plazmadakinden ¢ok daha
yiiksek konsantrasyonda biriktigi kanitlanmistir (72).

Bu birikim i¢ mitokondriyal membranin negatif yiiklii major fosfolipid bileseni
olan kardiyolipine yiiksek afiniteye sahip doksorubisinin katyonik dogasiyla
iliskilidir (73, 74). I¢ mitokondriyal membran DXR’1n birikimi i¢in énemli bir bélge
oldugundan, solunum zinciri DXR kaynakli toksisite i¢in potansiyel hedef olarak
kabul edilebilir. DXR’in kardiolipine yiiksek afinite gostererek baglanmasi
sonucunda irreversbl kompleks olusur. Bunun sonucunda kardiolipin, mitokondriyal
solunum enzimleri i¢in kofaktér gorevinin yerine getiremez ve oksidatif
fosforilasyon inhibe edilir (3).

Kalp kontraktil fonksiyonunu devam ettirmek i¢in muazzam miktarda enerji
isteyen hayati bir organdir. Mitokondrial solunum, solunum zinciri yoluyla bu
enerjinin %90’ nin1 Adenozin trifosfat (ATP) olarak olusturmak ve kalbin enerji
ihtiyactm1 karsilamaktan sorumludur. I¢ mitokondriyal membranda bulunan bu
solunum zinciri, kompleks I (NADH dehidrogenaz), kompleks II (siiksinat
dehidrogenaz), kompleks III (sitokrom c rediiktaz) ve kompleks IV (sitokrom c
oksidaz) olmak iizere dort enzim kompleksi halinde gruplanmis bir seri elektron
tastyicisindan olusur. Bu elektron tasiyicilarla elektron transportu ve oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) meydana gelerek ATP sentezlenmis olur (75). DXR’in
indiikledigi kardiyotoksisitenin 6nemli Ozelliklerinden biri kardiyak enerji
homeostazisinde bozulma yapmasidir (3). Yapilan ¢ok sayida ¢alisma DXR’n,
fosforilasyon basamaklarini veya respiratuar kompleksleri inhibe ederek
mitokondriyal solunumu birden ¢ok seviyede bozdugunu gostermistir (76-79).

Tokarska-Schlattner ve arkadaslar1 (80) izole edilmis perflize rat kalbinde
DXR’in indiikledigi akut kardiyak disfonksiyonun, enerji sensorii Adenozin
monofosfat (AMP)’1n aktive ettigi protein kinaz yoluyla enerji sinyalizasyonunu
bozabilecegini gostermislerdir. Bu durum mitokondriyal fonksiyon bozukluguyla
iligkilidir.

DXR kaynakli kardiyotoksisite sirasinda kardiyak yeniden modellenme
meydana gelir ve metabolik substrat kullanimi yag asitlerinden glikoza makas
degistirir. Bu durum ATP iiretimindeki azalmaya adaptif bir yanit olarak karsimiza

cikmaktadir (80, 81). Aerobik sartlarda ATP iiretimi i¢in primer substratin yag
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asitleri oldugu bilinmektedir. Gelisen kardiyak patogenezin ilk safhalarinda, yag
asidi oksidasyonunda meydana gelen azalma glikoz kullaniminda up-regiilasyon
olusturarak kompanse edilir. DXR tedavisini takiben insanlarda, hayvan
modellerinde ve hiicre Kkiiltiirlinde yag asidi metabolizmasinin bozuldugu
bulunmustur (80, 82, 83).

DXR’in hiicre Olimiiniin indiikleyicileri olan serbest radikalleri iirettigi
bilinmektedir. ROS mitokondrial DNA (mtDNA) hasarina neden olmakta, bu sekilde
ekstrensek apoptotik yolun aktivasyonuna yol acgan transkripsiyonel faktorleri
disregiile etmektedir. Bunlara ek olarak, kalsiyum metabolizmasini bozar,
mitokondriyal redoks potansiyelini azaltan lipid peroksidasyonunu indiikler,
mitokondriyal permeabilite transisyon porlart (mPTP)'nin agilmasina ve sitokrom c
salinimina yol agar (84).

Akut miyokardiyal hasarda morfolojik olarak; mitokondride sisme, lizis, krista
biitiinliigiiniin bozulmast ve Ca'? igeren mitokondri i¢i cisimlerin olusumu goriiliir
(85). Antrasiklinlere bagli mitokondriyal toksisitenin ana metabolik etkisi ise Ca™

igceriginin artmasi ve ATP sentezinin inhibisyonudur (53).

2.1.3.2. Serbest Radikal Hipotezi ve Oksidatif Stres

En dis orbitallerinde en az bir ortaklanmamis elektronu bulunan atom, atom
grubu veya molekiillere serbest radikaller denir. Bu serbest radikaller elektriksel
yiiklii olup, ortaklanmamis elektronlar1 nedeniyle oldukc¢a kararsiz yap1 gosterirler ve
hiicre membranmi1 iginden gecerek viicuttaki niikleik asitler, proteinler, lipidler,
karbonhidratlar ve enzimler ile etkileserek kararli yap1 kazanmak ister, bunun
sonucunda organizmada yikim olustururlar (86).

Oksijen igeren herhangi bir serbest radikal reaktif oksijen tiirleri olarak anilir.
En yaygin reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyon radikali ve hidroksil radikalidir.
Oksijen molekiiliine bir elektron eklendiginde, reaktif oksijen tiirlerinin en az reaktif
olan, O," meydana gelir. O, olustuktan sonra diger serbest radikallerin olusumuna

sebep olarak, H,O, olusumuyla son bulacak bir reaksiyonlar zinciri baglamis olur.
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Kalp diger dokularla kiyaslandiginda yiiksek oksijen tiiketmesine ragmen
rolatif olarak smirli antioksidan savunma sistemine sahiptir (87, 88). Serbest
radikalleri notralize eden katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimleri kalp kasinda az
bulunur. Detoksifikasyonu saglayan glutatyon peroksidaz enzimi ise DXR
uygulamasindan sonra agiga cikan serbest radikallerden etkilenir ve seviyesi diiser.
Kalp kas1 daha az serbest radikal detoksifiye eden enzimler i¢erdiginden hasara daha
duyarhdir. Ayrica kalp dokusu bol miktarda mitokondri ihtiva ettiginden DXR'in
indiikledigi oksidatif hasardan oldukca fazla etkilenir. Bu durumda kalp ROS igin
hem kaynak hem de hedef yeri sayilabilir (32).

DXR kaynakli doku hasar1 farkli mekanizmalarla aciklanabildigi gibi basi
ceken faktorlerin oksijen radikalleri oldugu diislincesi hakimdir. Antrasiklinler
redoks siklusunu etkiler ve bir molekiil antrasiklin bir¢ok serbest radikalin
olusumuna yol agar. DXR serbest radikalleri temelde iki yolla olusturur;

(a) Enzimatik yol olarak: hiicresel oxidorediiktazlar1 kullanarak (complex I’in
NADH ile NADH dehidrojenaz, NADPH ve sitokrom P-450 rediiktaz, ksantin
oksidaz veya endotelyal nitrik oksit sentaz enzimleri)

(b) Non-enzimatik yol olarak: +3 degerlikli demir ile komplexler olusturarak
(81, 89).

Doksorubisinin indiikledigi oksidatif stres ROS {iiretmeye egilimli olan
kimyasal yapis1 ile aciklanabilir. Sitotoksik antibiyotigin yapisinda bulunan
antrakinon halkasinin enzimatik olarak rediiksiyonu s6z konusudur. Antrakinon,
flavin bagimli rediiktazlar tarafindan elektron rediiksiyonuna ugramakta ve bu
rediiksiyon sonucu serbest radikal olan semikinon radikali olugsmaktadir. NADH
dehidrogenaz, sitokrom P-450 rediiktaz ve ksantin oksidaz gibi bazi mitokondriyal
enzimlerin, antrakinon halkasinin semikinon serbest radikaline doniistimiinii
katalazladiklar1 bulunmustur. Dolaysiyla bu enzimler ROS olusumuna katki

saglamaktadir (1, 90-93).
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Sekil 3: Doksorubisinin mitokondriyal enzimler aracilifiyla serbest radikal olusturmasi

Kalpte mitokondri sayisi1 fazla oldugundan, mitokondrial komplex I de NADH
dehidrogenaz enzimi bol bulunur. Bu durum g6z 6niinde bulunduruldugunda, kalpte
ROS olusumuna neden olan esas mekanizmanin DXR redoks siklusunu bu enzimden
faydalanarak yaptigim1 diisiindiirmektedir. Bir molekiil antrasiklin, bir¢ok serbest
radikal molekiilii olusturabildiginden redoks dongiisiiniin bu tipi organizma ig¢in
zararli etkilere sebebiyet verir.

Olusan semikinon daha sonra hidrokinona doniistiiriilebildigi gibi, anaerobik
sartlarda oldukca stabil olmasina ragmen aerobik kosullarda eslesmemis elektronunu
molekiiler oksijene vererek antrakinon formuna geri donerek siiperoksit radikalini
olusturabilmektedir (29, 31, 32). Siiperoksit radikali, siiperoksit dismutazla
reaksiyona girer, bunun sonucunda bir elektron vererek molekiiler oksijen ve
hidrojen peroksit (H,O,) molekiilleri olusur. H,O, nin rediiksiyonu sonucu OH"
olusur. Hidrojen radikalleri ve serbest radikaller mitokondriyal respiratuar siklusta
defekt olugumu, hiicre zarinda bulunan lipidlerin oksidasyonu, DNA yikimu, siilfidril
iceren enzimler ile kollajen ve hiyalurinik asit fonksiyonlarinda bozulmaya sebep
olur (28, 94).

Antrasiklin serbest radikalleri, enzime bagimli olmayan mekanizma olan demir
ile etkilesime girerek de olusabilirler. Kardiyomiyosit hasarindaki anahtar roliin
antrasiklin kompleksleri ile metal iyonlar1 arasinda kurulan iligki oldugu diistincesi

hakimdir. DXR demir (Fe™) ve bakir (Cu) iyonlariyla selat olusturur (95). Meydana
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gelen DXR-metal kompleksi hidrojen peroksitten hidroksil radikallerinin olusumunu
katalize eder, ayn1 zamanda DNA’ya ve hiicre membranina baglanarak mikrozomal
ve mitokondriyal lipidlerin hasarina neden olur (28, 96)

Aragtirmacilar 20 yildir, DXR’mn indiikledigi kardiyomiyopatide demirin
roliinii aragtirmiglardir. Baglarda, etkin bir demir solatorii olan EDTA analogu
deksrazoksanin (ICRF-187), DXR kaynakli kardiyotoksisiteye karst kopekleri
korudugu gosterilmistir (97). Sonralarda, DXR’in antitiimor aktivitesine onemli
derecede miidahale etmeden, ilerlemis meme kanseri i¢in DXR kemoterapisi goren
kadinlarda kardiyoprotektif etki olusturabildigi gosterilmistir (98).

Yapilan diger ¢alismalarda, DXR’a maruz kalan kardiyomiyositlerde katalaz
enziminin diisiik seviyelerde oldugu, antioksidan selenyuma bagimli glutatyon
peroksidaz-1 (GSH-Px-1)’in hizl1 sekilde diistiigii ve bunun neticesinde sitozolik
antioksidan Cu-Zn siiperoksit dismutaz diizeylerinin diistiigli gosterilmistir (99, 100).
Bu durum DXR’in serbest radikal olusumuna neden olmasi yaninda c¢esitli
antioksidan enzim seviyelerinde azalma yaptigini1 gostermektedir. DXR’1in ¢esitli
antioksidanlarin seviyelerini baskiladigt ve DXR’mn oksidatif strese katkida
bulundugu gosterilmistir (45, 99). Fogli ve arkadaglar1 (101) ise reaktif oksijen
radikalleri ve nitrik oksidin agir1 iiretimine bagli kardiak kontraktilitede azalma
oldugunu ve antrasiklinlere bagli NO sentezindeki bozuklugun kardiyotoksisitede
onemli rol oynadigini ileri siirmiiglerdir.

DXR dogrudan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) rediiktazin etki alanini
azaltir (102), eNOS transkripsiyonunu indiikler ve siiperoksit olusumunu arttirir
(103). Nitrik oksit sentazin aracilik ettigi miyokardiyal toksisite de bildirilmistir
(104).

DXR’in kardiolipine baglanmasi serbest radikallerin olusumunu baglatan
olaylarin felaket zincirini baslattig1 gériinmektedir. Bu baglanma, DXR’1n komplex
I’1 inhibe etmesine ve serbest radikal olusumuna neden olur (105). Olusan serbest
radikaller, kardiolipin ile membranlarin daha fazla lipid peroksidasyonuna ve
mitokondrial solunum zinciri gibi énemli mitokondrial komponentlerin hasarlandigi
mutasyonlar ile transkripsiyonel hatalara yol acabilen DNA hasarina neden olur. Bu
durum, daha fazla oksidatif strese neden olur ve kardiyomiyositlerde hiicre 6liimiiyle

sonuglanan kisir dongiiyii dogurur (26, 106).
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2.1.3.3. Apoptoz

Hiicre 6liimii, hiicre hasarinin son formudur ve organ disfonksiyonun dogrudan
nedenidir. Apoptoz sozciigii 1974’te Kerr ve arkadaglar1 (107) tarafindan tiiretilen
morfolojik bir terimdir. Kerr ve arkadaglar1 nekroz yapilarindan tamamen farkli olan
O0lmiis hiicrelerde morfolojik degisimler goézlemlediler ve bu degisiklikler
kendiliginden meydana gelen hiicre 6liimiiniin bir formu ile iliskili oldugu yorumunu
yaptilar. Giliniimiizde, apoptozun temel mekanizmasi, fizyolojik ve genetik olarak
diizenlenerek morfogenezisinde, normal hiicre dongiisiinde, hormona bagimli organ
atrofisinde ve immiin sistem fonksiyonunda merkezi rol oynayan programlanmis
hiicre 6liimiiniin bir formu olarak kabul edilmektedir (108). Bunun yaninda, normal
apoptozun pek ¢cok hastaligin etiyolojisinde rol oynadig bildirilmistir (109).

Programlanmis hiicre oOliimii (apoptoz) farkli morfolojik degisikliklerle
karakterize edilen aktif bir siiregtir. Apoptoz sirasinda kromozomal DNA genellikle
nlikleozomlar arasindan kesilerek parcalara ayrilir. Kromatinler yogunlasir ve
niikleus parcalara ayrilir fakat hiicre i¢i organeller son agsamaya kadar morfolojik
acidan korunur. Sonrasinda hiicre biiziiliir ve zarla ¢evrilmis pargalara ayrilir. Bu
pargalara apoptotik cisimcikler denir. S6z konusu apoptotik hiicre parcalari, plazma
membrani tarafindan kusatilmistir, hiicre icerigi serbest birakilmadig: i¢in apoptotik
cisimciklerin membrani intakt sekilde bozulmadan kalir ve makrofajlar veya komsu
hiicreler tarafindan kolayca taniarak hizlica fagosite edilir. Buna gore apoptoz ile
Olen hiicreler dokular tarafindan etkin sekilde yok edilmis olur. Nekrozisin aksine,
apoptoz inflamasyona neden olmaz, inflamatuar yanit plazma membran riiptiirii ve
hiicresel igeriklerin serbestlenmesinden dolayr meydana gelir. Niikleozomal
birimlerde spesifik DNA fragmantasyonu apoptozun en karakteristik biyokimyasal
ozelliklerinden biridir. Apoptotik DNA fragmantasyonu, DNA kiriklarin1 in situ
olarak taninmasin1 saglayan (TUNEL ydntemi) DNA jel elektroforez gibi molekiiler
biyolojik tahliller kullanilarak tespit edilebilir (110).

Yapilan ¢alismalarda  kardiyomiyositlerdeki  apoptotik  sinyalin  1iyi
anlagilamadig1 goriilmiistiir. Fakat apoptotik sinyalin hiicreler arasinda benzerlik
gosterdigi kabul edilmektedir. Tiim hiicre tiplerine 6zgii apoptozun nihai efektorleri

kaspazlar ve DNA,, lardir. Bunlar ilkin apoptoza spesifik proteolizleri, daha sonra
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cekirdekteki DNA’nin pargalanmasii indiikler. Ama kaspazin aktive ettigi DN,,
(CAD)’1n kaspaz-3 tarafindan aktive edildigi bilinmektedir (111).

Kaspazlar1 aktive ederek apoptoza neden olan intrensek ve ekstrensek yolaklar,
iki temel sinyalizasyon yolagini olusturur. Ekstrensek yolakta, 6liim ligandlar1 (FasL,
TNF-0, TRAIL) hiicre yiizey reseptorii Fas’a (6liim reseptorii) baglanir ve reseptor
trimerizasyonu meydana gelir. Trimerizasyon ve aktivasyondan sonra, Fas reseptorii
ile iligkili 6liim alan1 proteini (FADD) ile bir kompleks olusturur. Olusan kompleks
baslatic1 kaspazlarin (6rnegin, kaspaz-8) (klasik yol) aktivasyonuna yol agar ve
efektor kaspaz 3 aktive olur (112).

Intrensek yol, anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-X1) ve pro-apoptotik proteinler olan
(Bad, Bid, Bax, Bak, BH3-only, Nix..) Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan titizlikle
diizenlenir. Pro-apoptotik proteinlerinin aktivasyonu ile mitokondriden sitokrom-c
serbestleyen olaylar zinciri tetiklenir. Mitokondriden sitokrom-c serbestlenmesi
sonucunda apoptoz-aktive edici faktdr-1 (Apaf-1), sitokrom-c ve pro-kaspaz-9’dan
olusan apoptozom kompleksi olusur ve sonug¢ olarak kaspaz-9’un aktivasyonu
meydana gelir (1). Aktif kaspaz-9, pro-kaspaz-3’ten aktif kaspaz-3 olusumuna sebep
olur ve meydana gelen olaylar silsilesi apoptotik hiicre 6liimiiyle son bulur.

DXR’1n hiicre 6liimiiniin 6nemli indiikleyicileri olan serbest radikalleri iirettigi
bilinmektedir. ROS mitokondrial DNA (mtDNA) hasarina neden olmakta ve bunun
sonucunda ekstrensek apoptotik yolun aktivasyonuna yol acan transkripsiyonel
faktorleri disregiile etmektedir. Bunlara ek olarak, kalsiyum metabolizmasini bozar,
mPTP’lerin agilmasina neden olur ve mitokondriden sitozole sitokrom-c salinimina
yol agar (84).

DXR kaynakli kardiyomiyosit apoptozunun, protein 53 (p53) tiimdr baskilayici
protein aktivasyonu ve artan ekspresyonu ile iligkili oldugunu gosterilmistir (113,
114).

DXR’in hem endotelyal hiicrelerde hem de kardiyomiyositlerde apoptotik
hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (60- 62, 115).
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2.1.4. Antrasiklin Kardiyotoksisitesinin Tipleri

Antrasiklin kardiyotoksisitesinin akut, subakut, kronik ve ge¢ donem

kardiyotoksisite olmak iizere 4 tipi tanimlanmistir (28).

2.1.4.1. Akut Toksisite

Akut toksisite, antrasiklin tedavisi alan hastalarin yaklasik %0,4 -41° inde
tedavinin ilk 24 saatinde meydana gelir. QRS voltajinda azalma, QT intervalinde
uzama, ST c¢cokmesi, T dalgasinda diizlesme, siniis tasikardisi, atipik repolarizasyon
bozukluklari, ventrikiiler ve supraventrikiiler ektopik atimlar, en sik goriilen
bulgulardir. Bunun yaninda hastalar bulgu vermeyebilir, veriyorsa da antrasiklin
tedavisinden birka¢ saat veya hafta icerisinde kaybolabilir; uzun siireli kardiyak
fonksiyon bozuklugu yaratmaz. QRS voltaj azalmasi gibi baz1 degisiklikler nadir
olarak kalicilik gosterebilmektedir (28). Seyrek de olsa, akut toksisite ile birlikte sol
ventrikiil yetmezligi, perikard veya fatal olabilen perikardit-miyokardit sendromu

meydana gelebilmektedir (116).

2.1.4.2. Subakut Toksisite

Nadir goriilen toksisite ¢esididir. Seyri akut reaksiyonlara gére yavas ve daha
az belirgindir. Antrasiklin uygulamasinin son dozundan birkag giin veya hafta sonra
goriilmekle beraber en sik bulgusu toksik miyokardit ve/veya perikardittir (28).
Antrasiklin toksisitesinde en 6nemli toksisite subakut toksisitedir (116).

2.1.4.3. Kronik Toksisite

Hastalarin % 0,4-23'tinde meydana gelir. Tedaviden birka¢ hafta veya ay sonra

genellikle sol olmak tizere, nadiren de her iki ventrikiilii i¢eren ciddi kalp yetmezligi
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geligebilir. Efor dispnesi, egzersiz toleransinda azalma, sag kalp yetmezligi bulgulari,
kardiyomegali, sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunda azalma bulgulari verir. Nadiren

akciger 6demi veya kardiyojenik sok olarak kendini gosterebilir (28).

2.1.4.4. Geg¢ Toksisite

Antrasiklin tedavisinin tamamlanmasindan sonraki birka¢ yil i¢inde meydana
gelebildigi gibi 20 yil sonrasinda bile gelisebilmektedir. Nispeten daha diisiik total
dozlarda (<480 mg/m?) antrasiklin uygulanan hastalarda gériilmiistiir. Geg toksisite
konjestif kalp yetmezligi, aritmi, ileti problemleri ve ani 6liim gibi klinik bulgularla
kendini gosterir. Aritmi ve ileti bozukluklar1 nadiren asemptomatiktir. Ventrikiiler
tasikardi antrasiklin kemoterapisi uygulanan hastalarin %3'linde 1 yildan sonra
goriilirken, 2. derece AV blok, ventrikiiler fibrillasyon da kaydedilmistir. Geg
kardiyotoksisitenin siklik ve siddeti antrasiklin tedavisinden sonraki siire uzadikca
artmaktadir. Patogenezi bilinmemekle birlikte antrasiklinlerin miyokartta biliyiime
bozukluklari, miyosit kaybina neden oldugu ve boylelikle hemodinamik kalp

rezervini tiikkettigi diisiiniilmektedir (28).

2.2. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk olarak 1958 yilinda dermatolog
Lerner ve arkadaslar tarafindan siir pineal bezinden izole edilmistir (117, 118).
Melatonin, melanin graniillerinin agregasyonuna neden olarak kurbaga deri renginde
acilmaya sebep oldugu i¢in bu ismi almistir (119), ‘karanlik hormonu’ diye anilir.

Pineal bez beynin merkezinde, {i¢lincii ventrikiiliin arkasinda yer alir (119).
Pineal bez iki tip hiicre igerir: hem hormon (en ¢ok melatonin) hem peptit iireten
pinealositler ve ndroglial hiicreler (119, 120).

Melatonin bir indolamindir (119, 121). 232 molekiil agirligina sahip olan
melatonin sirkadiyan ritimde ve karanlikta néroendokrin bir organ olan pineal bez

tarafindan salgilamaktadir (122). Pineal bezin yani sira retina, gastrointestinal sistem,
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kemik iligi, 16kositler, plateletler, eritrositler, deri ve diger beyin alanlar1 gibi ¢ok
sayida farkli organ ve hiicrelerin de melatonin sentezleme yetenegi vardir (123, 124).

Pineal hormonu melatonin sirkadyen ritm, néroendokrin, kardiyovaskiiler ve
bagisiklik islevlerinin yani sira termoregiilasyon gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol

oynamaktadir (125).

H

L0
H,CO

CHz=CHz=NH=—C—CH,

Sekil 4: N-asetil-5 metoksitriptamin (Melatonin)’in kimyasal yapisi

2.2.1. Melatoninin Biyosentez ve Metabolizmasi

Melatonin sentezi i¢in Oncelikle dolasimdan hiicre igine alinan triptofan,
triptofan 5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofan’a; 5-hidroksitriptofan
ise L-aromatikaminoasit dekarboksilaz (dopadekarboksilaz) vasitasiyla 5-
hidroksitriptamin’e (serotonin) doniistiiriiliir. Serotonin, N-asetiltransferaz (NAT) ile
Nasetilserotonin’e ve son olarak N-asetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz
(HIOMT) enzimi tarafindan melatonine dontistiiriiliir (122, 126, 127).

Yapilan deneysel calismalarda, hayvanlarda NAT enzim aktivitesinin,
dolayisiyla melatoninin kan diizeyinin karanlikta pik yaptigi gosterilmistir. Bu
periyod pineal bezi innerve eden sempatik sinir liflerinin spontan aktivitesinin ve
bezde norepinefrin doniisiimiiniin en yiiksek oldugu saatlere denk gelmektedir. Kisa
stireli 1518a maruz kalindiginda, sempatik aktivite baskilandigr i¢cin NAT enzim

aktivitesi ve melatonin miktar1 hizla diiser (123).
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Sekil 5: Melatonin hormonunun biyokimyasal sentezi

Pineal bez, gérme sisteminin bir u¢ organi olarak ritmik 1s1k mesajini
canlidaki her organa iletir. Isik uyarisi pineal beze karmasik, cok ndronlu bir sistemle
ulagir. Retinadan baglayan ve suprakiazmatik ¢ekirdekte (SKC) sonlanan ilk néronal
yolak “Retinohipotalamik traktus”tur. Retinal 1s1k reseptorleri, 15181 elektriksel
uyariya ¢evirerek suprakiazmatik c¢ekirdege iletir. SKC’ten ¢ikan lifler pineal bez ve
omuriligin intermediolateral kolonuna gider ve buradan sempatik bir ganglion olan
stiperior servikal gangliona (SSG) ulasir. SSG’dan ¢ikan postganglionik liflerde
pineal beze ulasarak kapiller boyunca bez i¢inde dagilirlar (127).

Pineal bez igerisinde, postganglionik sempatik sinir uglarindan norepinefrin
salgilanmaktadir. Salinimi karanlikta gergeklesen norepinefrinin giin boyunca ve
1sikta salinimi durdurulur. Norepinefrinin pinealosit membranindaki B-adrenerjik
reseptorlere baglanarak bu reseptorleri uyarmasi ile hiicre i¢inde 6nce adenilatsiklaz
aktive olur ve cAMP artar. Daha sonra melatonin salgilanmasinda hiz kisitlayic
enzim olan NAT ve dolayisiyla melatonin sentezi artar. Pinealosit hiicre
membranlarinda o-adrenerjik reseptdrler de mevcut olup, P-adrenerjik uyarimi

artirirlar (122, 128, 129).
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Sekil 6: Pinealosit igerisinde gergeklesen melatonin tiretiminin kontrol mekanizmasi. (TRH):
Tractusretinohypothalamicus, (NSC):  Nucleussuprachiasmaticus, (NPV): Nucleus
paraventricularis, (GCS): Ganglioncervicalesuperius

Sentezlendikten sonra depolanmayan melatonin molekiil agirhigmin diistik
olmasi, lipofilik ve hidrofilik olma oOzelliklerinden dolayr pinealositlerden pasif
difiizyonla hizli bigimde hiicre disma atilir. Uretilen melatonin direkt olarak kan
dolasimina geger. Sonrasinda organizmanin biitiin biyolojik sivilarina ve dokularina
ulagir. Melatoninin ayrica anneden plasenta yolu ile fetusa ve siitle yeni doganlara
gectigi bilinmektedir. (122, 127 ).

Kanda yarilanma stiresi 10-40 dakika arasinda olan melatonin baglica
karacigerde ve ikinci derecede de bobreklerde metabolize olur. Karacigerden ilk
geciste melatoninin %90°1 metabolize olur ve 6-hidroksimelatonine doniistiiriiliir. Bu
madde siilfat veya daha az olarak glukuronik aside baglanarak idrarla atilir. Idrardaki

melatonin metaboliti, 6-sulfatoksi-melatonin’dir (122, 127).

2.2.2. Melatonin Sekresyonunun Diizenlenmesi

Melatonin sekresyonu gece boyunca yiiksek, giin i¢inde diisiiktiir. Is1iga maruz
kalma melatonin sekresyonunu akut olarak baskilayabilir (130). Melatonin geceleri
biiyiik bir artig gosterir ve bunun yaninda melatonin diizeyinin yiliksek kalma siiresi
karanligin stiresine baghdir. Karanligin uzun siirdiigli kis aylarinda bu siire daha

uzundur. Pinealoktemi melatoninin gece yiikselmesini dnlemektedir (127,128).
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Plazma melatonin konsantrasyonu gece saat 02.00 ile 04.00 arasinda
maksimum degerlere ulasir. Eriskinde sekresyon genelde saat 21.00 - 22.00 arasi
baslayip, saat 07.00 -09.00 aras1 sona erer (128). Plazma konsantrasyonu giindiiz 0 -
20 pg /dl iken gece 50-200 pg /dl diizeyine yiikselmektedir. Bir giinde 30 mg
melatonin iiretilmekte ve bunun % 80’ni gece sentez edilmektedir (131) .

B-blokerlerin, Pl-adrenerjik reseptorler araciligi ile melatonin salinimini

azalttig1 bilinmektedir (132).

2.2.3. Melatonin Reseptorleri

Farmakolojik ve kinetik gruplara ait, MT1 veya Mella yerleri ve MT2 veya
Mellb yerleri olmak {izere zara bagl iki melatonin baglanma yeri tanimlanmstir.
Ancak MT3 (MI2) olarak adlandirilan {igiincii bir baglayict bolgenin varligi da kabul
edilmektedir (119, 121, 133).

Hem MTI1 hem de MT2 reseptorleri serebellumda, retinal yollarda ve
ganglionik hiicrelerde bulunmustur (133). MT1 reseptdr geni insanlarda
kromozomun 4q35.1 lokalizasyonunda, MT2 reseptor geni ise 11q21-22
lokalizasyonunda tanimlanmistir (128).

Insanlarda melatonin reseptdrleri beyin ve retina, kalp-damar sistemi,
karaciger ve safra kesesi, bagirsak, bobrek, bagisiklik hiicreleri, adipositler, prostat
ve meme epitelyal hiicreleri, ovaryum/graniiloza hiicre, miyometriyum ve deri dahil
olmak iizere bir¢cok organda tespit edilmistir (134).

Melatonin reseptorleri insan fetusunda da yaygin olarak bulunur. Ancak fetal
pinealosit en erken gestasyonun 26. haftasindan sonra melatonin sentezleme yetenegi
kazanabilirler. Dogumdan sonraki 2-3 haftaya kadar melatoninin sirkadiyen salinimi

gosterilememistir (133).
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2.2.4. Melatoninin Etki Mekanizmalari

2.2.4.1. Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Melatoninin antioksidan 6zelligi genel olarak iki ana etki altinda toplanabilir:
ilki reseptorden bagimsiz olarak oksidan maddeye elektron saglamasi yoluyla
dogrudan siipiiriicii etki; ikincisi endojen antioksidan mekanizmalari reseptor bagimli
harekete gecirerek gosterdigi indirekt etkidir (129).

Serbest oksijen radikallerini ve serbest nitrojen radikallerini (RNS)’ni
dogrudan temizleyebilme yeteneginden &tiirli, melatoninin temel fonksiyonunun
canli organizmalar1 oksidatif stresten korumak oldugu hipotezi ileri siiriilmektedir
(135).

Melatoninin hem direkt hem de indirekt radikal toplayict olarak antioksidan
ozellige sahip oldugu bilinmektedir. Yiiksek derecede lipofilik 6zellige sahip olmasi,
serbest radikal toplayicisi olarak melatoninin en 6nemli avantajidir. Melatonin
serbest radikal toplayici etkisi icin herhangi bir baglanma bdlgesine ve reseptore
ihtiya¢ duymaz (136).

Melatonin en zararhi radikal olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran ¢ok
giiclii bir antioksidandir. Melatoninin OH™ radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir
indolil katyon radikaline doniisiir, bu radikal de ortamdaki O, radikalini tutarak
antioksidan aktivite gosterir (135, 136).

Melatoninin mannitol, glutatyon, E vitamini ve C vitamini gibi diger
antioksidanlardan ¢ok daha yiiksek verimlilik derecesi ile OH’1 nétralize ettigi
bildirilmistir (137). C vitamini veya E vitamini klasik antioksidanlardan pek ¢ok
farkli yonii ile ayrilmaktadir. Bahsedilen klasik antioksidanlar, etki gdstermelerinin
ardindan, savastiklar1 oksidan maddelerden yalnizca biraz daha az zararli prooksidan
maddelere doniismektedirler. Melatoninde ise ara basamaklarda ve sonugta olusan
tirtinler i1lk durumdaki gibi antioksidan etkilidir. Bu durum melatonine digerlerinde
olmayan ¢ok onemli bir 6zellik kazandirmaktadir. Melatonin bu 6zelliginden otiirti
“terminal antioksidan” olarak tanimlanmaktadir (138).

Melatoninin biitiin hiicre ve hiicre i¢i komponentlere kolaylikla diffiize

olabilmesi, serbest radikallere ulasip onlar1 zararsiz hale getirebilmesi agisindan
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onemli bir 6zelliktir. Yiiksek toksik giice sahip hidroksil radikallerini yok etmesinin
yant sira melatonin, hidroksil radikalinin prekursoru olan hidrojen peroksidi suya
metabolize eden gii¢lii antioksidan enzim glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesini
de uyarir (136).

Ayrica melatonin indirekt antioksidan 6zelligiyle antioksidan enzimler olan
siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz (GSH-Rd), katalaz ve glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) aktivitelerini de artirir (135).

Melatoninin H,O, ile reaksiyonu sonucu N1-asetil-N2-formil-5-metoksi
kniiramin (AFMK) olustugu, AFMK’nin ise katalazla Nl-asetil-5-metoksi
kniiramine doniistiiriildiigli ve antioksidan etkiye sahip bu metabolitlerin melatoninin
stipiirticii etkisini artirdigi bildirilmistir (139).

Bugline kadar melatoninin toksik 6zellige sahip olduguna dair higbir rapor
bulunmamakta olup, aksine bu hormonun ¢ok iyi bir radikal temizleyicisi oldugu

sonucuna varilmistir (135).

2.2.4.2. Apoptoz Uzerine Etkisi

Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle
diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,
organizmada homeostazi koruyan bir olaydir (140).

Melatoninin ¢esitli ajanlarla olusan apoptozu modiile edici rolii iizerine
caligmalar bildirilmistir. Melatoninin apoptoz iizerindeki etkisi, antioksidan olusu ve
serbest radikalleri temizleme 6zelligiyle ilgili gibi goriiniiyor olsa da, son zamanlarda
melatonin antiapoptotik etkisinin mitokondriyal gecis poru ile dogrudan etkilesim
yoluyla agiklanabilen yeni bir mekanizma ortaya koymustur (141). Melatonin dolayl
olarak MTP agilisini inhibe eder ve MTP bagimli sitokrom ¢ salinimini, kaspaz 3
aktivasyonunu ve apoptoz ile hiicre 6liimii engeller (142).

Melatonin hem vivo hem de in vitro deneylerle belgelenmis giiglii bir
antieksitotoksik ajandir. Periferik dokulardaki caligmalar melatoninin apoptotik
stiregleri antioksidan Ozellikleri ile de inhibe ettigini ileri siirmiislerdir (143).

Melatoninin antimitotik ve antioksidan etkisiyle p53 geninin ekspresyonunu artirdigi
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ileri siiriilmektedir ve p53 eksikligi olan hiicrelerin genetiksel olarak istikrarl

olmadiklar ve tiimdr olusumuna daha yatkin olduklari goriilmiistiir (144).

2.2.4.3. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Liu ve arkadaglar1 (145) tarafindan yapilmis bir calismada doksorubisinle
olusan kardiyak islev bozuklugu, mikroskobik degisiklikler, apoptoz, 6zellikle de sol
ventrikiil fonksiyonu ve kalbin morfolojik ¢alismasi {izerinde melatoninin koruyucu
etkisi gosterilmistir.

Oz ve arkadaslarmin (146) yaptigi arastirmada melatoninin  lipid
peroksidasyonu ile miyokardiyal lezyonlar1 6nleyerek, doksorubisinle indiiklenmis
miyokardiyal lipid peroksidasyonuyla iliskili kardiyotoksisiteye karst koruma
sagladig bildirilmistir.

Siklosporin A (CsA) yaygin kullanilan immiinsiipresif ilagtir, ama terapotik
kullaniminin nefrotoksisite ve kardiyotoksisite gibi bir¢ok yan etkisi vardir. 2006’da
Rezzani ve arkadaglar1 (147) CsA kaynakli kardiyotoksisitenin Onlenmesinde
melatoninin etkilerini inceledikleri ¢alismada, melatoninin antioksidan enzim
diizeylerini belirgin derecede yiikselterek oksidatif hasari azalttigi ve kardiyak
morfolojiyi diizelttigini bildirilmislerdir.

Bir bagka ¢alismada doksorubisin verilen grupta miyokardiyal GSH-Px ve
SOD diizeylerinin azaldigi, MDA ve NO diizeylerinin yiikseldigi gozlenmis,
melatoninin miyokardiyal GSH-Px diizeylerini ve SOD enzim aktivitesini
yiikselttigi, NO diizeyini azalttigi ve sonug olarak agir kardiyomiyopatiyi onledigi
saptanmugstir (148).

Izoproterenol (ISP), bir beta-adrenerjik agonisttir ve yiiksek dozlarda akut
miyokardiyal nekroz olusturur. 2003’te Acikel ve arkadaslarinin (149) yaptiklar
incelemede, sicanlarda ISP tarafindan indiiklenen miyokardiyal infarktiise karsi
melatoninin  koruyucu etkiye sahip oldugu ve ISP ile beraber melatonin

uygulamasinin miyosit hasar1 hafiflettigi bildirilmistir.
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2.3. Nigella sativa (Corek Otu)

Corek otu, Ranunculaceae (diigiin ¢icegigiller) familyasina ait Nigella sativa
(NS) tiiriidiir. Ingilizcede ‘black cumin’ ya da ‘black seed’, Arapca’da ‘Habba-tu
sawda olarak bilinir (150). Corek otunun anavatani Giiney ve Dogu Avrupa ile Dogu
Akdeniz iilkeleridir. Tiirkiye’de 6zellikle Burdur, Isparta, Antalya, Kiitahya, Konya
yorelerinde (151) ve bir¢ok sehirde yetisen otsu, tek yillik ince yaprakli bir bitkidir.
Ulkemizde 12 Nigella tiirii yetismektedir. Bunlardan Nigella sativa, Nigella
Damascena ve Nigella Arvensis’in tohumlar1 geleneksel tipta ve baharat olarak
gecmisten giiniimiize yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ulkemizde tarimi yapilan ve
ticarete konu olan tek tir yalmzca Nigella sativadir. Bitkinin meyve kapsiilii
olgunlasip acilir ve icerigindeki tohumlar havaya maruz kalarak kararir. Besin olarak
kullanilan kismi bitkinin kapsiil icerisinde olusan tohumdur (86, 152).

Nigella sativa 2000 yili agkin siiredir hem mutfakta baharat olarak hem de
dogal sifali bir ila¢ oldugu diisiincesiyle geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin (bas
agrisi, ates, enfeksiyonlar, grip, Oksiiriik, astim, diyabet, obezite, hipertansiyon,
inflamasyon, romatizma, gastrointestinal hastaliklar, dizanteri, gaz giderici, kurt

diisiiriicli, ekzama, ditiretik) tedavisinde kullanilmaktadir (153, 154, 155).

Resim 2: Corek otu bitkisi

Corek otunun yapisinda sabit ve ucucu yaglar, proteinler, karbonhidratlar,
aminoasitler, lifler, tanenler, saponinler, mineraller ve su bulunur. Sabit yagi

doymamus (oleik asit, linoleik asit, eicodadienoik, arasidonik asit ve linolenik asit) ve
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doymus yag asitleri (palmitik asit ve miristik asit), ucucu yagi ise d-limonen,
nigellon, karvakrol, o ve B-pinen igermektedir. Ugucu yagda bulunan farmakolojik
aktif bilesenler timokinon (TQ), ditimokinon (DTQ), timohidrokinon (THQ) ve timol
(THY) izole edilmistir (156, 157).
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Sekil 7: Nigella sativanin temel bilesenleri

Corek otu tohumu ve bilesenlerinin; antioksidan (153, 158), antiinflamatuar
ve analjezik (159, 160), gastroprotektif (161), antidiyabetik (162), antibakteriyel (86,
163), antiviral (164), antihelmintik (165, 166), antifungal (167), antikanserojenik
(168), antitiimoral (169), antitilserojenik (170), hipoglisemik (169, 171), antiastmatik
(172) ve bagisiklik sistemini giliclendirici (86, 152, 173) gibi ¢ok sayida faydah
etkiye sahip olduklart ileri siiriilmiistiir. Bu farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
Nigella sativa ve igerisinde en fazla oranda bulunan komponent olan TQ pek c¢ok

bilimsel ¢alismanin konusu olmus ve olmaya devam etmektedir.

2.3.1. Timokinon

Timokinon; Nigella sativa bitkisinin ugucu yaginda bulunan en Onemli
bilesen olup (174), koyu sar1 renkli kristallere sahip ugucu bir monoterpen kinondu.
Kimyasal formiilii C;oH;,0, olarak gosterilen 2- izopropil-5 metil- 1,4 benzokinon

yapisindaki bu maddenin molekiil agirligi 164.201 g/mol diir (175).
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Sekil 8: Timokinonun kimyasal yapisi

2.3.1.1. Timokinonun Tibbi Ozellikleri

Timokinonun antioksidan (176, 177), analjezik (159), antiinflamatuar (178,
179, 180), antibakteriyel (163), antidiyabetik (181, 182), antihiperlipitemik (158,
179), gastroprotektif (170, 183, 184), hepatoprotektif (185, 186, 187),
kardiyoprotektif (10, 11), antinefrotoksik (188, 189), antinérodejeneratif (190, 191),
antikanserojenik (168, 169), immiinomodiilator (86) ve kemik iyilesmesine yardimei

(192, 193) gibi bir¢ok 6zelligi gosterilmistir.

2.3.1.2. Timokinonun Etkileri

2.3.1.2.1. Antioksidan EtKisi

Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlar1 nedeniyle kararsiz bir yapiya
sahip olup, biyolojik yapilarda olusan oksitleyici hasarlar 6zellikle kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bircok hastaligin patofizyolojisi ile iliski
gostermektedir (194). Serbest oksijen radikalleri antioksidanlar olarak adlandirilan
enzimlerin faaliyetleri ve mono enzimler tarafindan dengelenmektedir. Normalde,
serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlarin iiretimi arasinda bir denge vardir, fakat
viicut hastaliklardan veya yasa bagh faktorlerden etkilenmisse, denetlenmeyen

oksidanlar hiicresel degisiklikler ve kritik hastaliklara yol agar (195).
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TQ’nun birgok farmakolojik etkiye sahip olmasi nedeniyle bugiine dek
tizerinde ¢ok sayida calisma yapilmakta fakat en ¢ok antioksidan ve antikanserojenik
etkileri arastirilmaktadir. TQ’nun serbest radikallere karsi antioksidan etkili oldugu
(196), prooksidan etkisinin bulunmadigi (153) ve 5- hidroksieikozatetraenoik asit ile

5-lipoksijenaz sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (178).

Farkli mekanizmalar ile antioksidan Ozellik gostererek, siliperoksit radikal
anyonu (O;") ve hidroksil (OH") radikallerini igeren birgok reaktif oksijen tiirlerinin
yakalayicist oldugu ortaya konmustur. Sentetik tertbutilhidroquinon (TBHQ) ve
TQ’nun giiclii prooksidan ve antioksidan olduklari, (konsantrasyona bagimli olarak)
demire bagli mikrozomal lipit peroksidasyonunu inhibe ettikleri ve TQ’nun
stiperoksit radikal siipiiriiciisii olarak TBHQ’dan daha gii¢lii oldugu belirtilmistir
(177).

TQ’nun polimorfoniikleer 16kositleri uyararak siiperoksit radikallerinin (O;")
hasarlayici etkilerine karsi koruyucu etki gosterdigi bulunmustur (11). Mansour ve
arkadaglar1 TQ’nun giiglii serbest radikal ve siiperoksit radikal yakalayicisi olarak
davrandigin1 (197), lipit peroksidasyonuna neden olan serbest oksijen radikallerini

inhibe ettigini rapor etmislerdir (198).

Badary arkadaglarinin (158) ratlarda yaptiklar1 ¢alismada DXR kaynakl
ndropati ve oksidatif streste TQ nun giiglii antioksidan 6zellik gostererek nefropatiyi

baskiladigini bildirmislerdir.

Hepatotoksik ajan olan karbon tetrakloriir (CCly) ile yapilan ¢aligmada ¢orek
otu yagmin lipit peroksidasyonu, MDA diizeyi ve karaciger enzim diizeylerini
diislirdigli bunun yaninda antioksidan savunma sistem aktivitelerini arttirdig

bulunmustur (196).

Etanoliin indiikledigi akut gastrik iilserasyonlarda TQ tedavisinin
malondialdehit (MDA) diizeyini azaltarak GSH diizeyini arttig1 gosterilmis bu durum

TQ’nun antioksidan ve antiperoksidatif bir ajan oldugunu desteklemistir (184).

Ratlarda iskemi/reperfiizyon uygulamasinda ¢orek otu yagi ve TQ’ nun serum

LDH diizeylerini azaltarak, GSH ve SOD diizeylerini normal diizeylere getirdikleri
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(183) ve TQ’nun rat kasindaki iskemik hasara kars1 koruyucu etki gosterdigi (199)

ortaya konmustur.

Ratlarda streptozotosin (STZ) indiiklii diyabetin sebep oldugu kalp ve
beyindeki oksidatif stres arastirilmig, glutatyon —S- transferaz (GST), glutatyon ve
katalazdaki diisiise bagli olarak oksidatif hasarin olustugu, CK-MB ve beyin
monoaminlerindeki degisimlerin NS yag ve TQ’nun antioksidan 06zellikleri

sayesinde diizeldigi gosterilmistir (200).

Al-Enazi (2007)’nin diyabetik gebe fareler iizerinde yaptigr arastirmada
TQ’nun serbest radikalleri azaltarak embriyo malformasyonunu inhibe ettigi ve

bunun yaninda embriyo matiirasyonunu arttirdigini gézlemlemistir (201).

2.3.1.2.2 Antitiimoral ve Antikanserojenik EtKkisi

Kanser miyokard infarktiisiinden sonra ikinci 6liim nedeni olarak kabul
edilen, modern yasamin en biiyiikk tehditlerinden biridir. Hiicrelerinin siirekli ve
kontrolsiiz olarak cogalmasi olarak tanimlanan kanser, hiicrelerin ¢ogalmasindan,
farklilasmasindan ve hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerde meydana gelen

degisikliklerden kaynaklanmaktadir (6).

In vivo ve in vitro ¢alismalar, hem NS yag1 hem de tohumlarindaki aktif
maddelerinin antitimor etkilere sahip oldugunu gostermektedir (86, 202). N. sativa
tohumlarmin ucucu yagimin etkileri, insanlarda goriilen farkli kanser hiicreleri
izerinde arastirilmis ve yagin bu hiicrelerde sitotoksik etki yarattii bildirilmistir

(203).

In vitro ve in vivo ortamda osteosarkoma iizerine yapilan bir calismada
TQ’nun antitimdr ve anti-anjiyojenik etkisi incelenmistir. Sonuglar, insanlardaki
osteosarkoma hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigi ve apopitoza neden oldugunu,
altinda yatan mekanizmanin NF-xkB ve efektér molekiillerinin inhibisyonu yoluyla

olabilecegi gosterilmistir (204).
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Yapilan calismalar TQ’nun, kan kanseri (205), gogiis ve yumurtalik
adenokarsinomu (206), hepatik kanser (207), kolon kanseri (208), pankreatik kanser
(209), prostat kanseri (168), fibrosarkoma tiimorleri (210), insan osteosarkomu (211)
gibi pek cok kanser ¢esidinde hiicrelerin proliferasyonu {izerine inhibitor etki

gosterdigini ortaya koymaktadir.

2.3.1.2.3. Analjezik ve Antienflamatuar Etkisi

Abdel-Fattah ve arkadaslarinin (159) fareler iizerinde yaptiklari c¢alismada
TQ’nun agrinin erken ve ge¢ safhalarinda etkili olarak agriyr inhibe ettigini
bildirmiglerdir. Sonucglar NS yagi ve TQ’nun antinosiseptif etkilerini supraspinal p,
ve kapa opioid reseptdr subgruplarinin indirekt aktivasyonu yolu ile oldugunu
gostermektedir.

Inflamasyon, siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LO) olmak iizere
baslica iki enzim tarafindan diizenlenir. COX katalizorliigiinde prostaglandinler (PG)
sentezlenirken, LO Kkatalizorliigiinde lokotrienler (LT) sentezlenir. Sentezlenen
prostaglandinler ve lokotrienler alerji ve inflamasyonun aracilari olarak gorev alirlar
(86).

TQ’nun antienflamatuar 6zelligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda TQ ve ¢orek
otu yagmin siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzim inhibitérii olduklari ortaya
konmustur (172).

Hajhashemi ve arkadaglarmin (212) ratlar {izerinde yaptig1 ¢aligmada ¢orek
otu ugucu yaginin potent antienflamatuar 6zelliginin oldugunu gdstermislerdir.

El-Mahmoudy ve arkadaglarimin (213) yaptig1i incelemede TQ’nun
makrofajlardan salinan NO {iretimini baskilayarak inflamasyonlu ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde yararl etkileri olabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Corek otu yagmmin farmakolojik 0Ozelliginden faydalanilarak artrit ve
inflamatuar hastaliklarda kullanilabilecek antienflamatuar bir madde oldugu

bildirilmistir (86).
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2.3.1.2.4. Antihistaminik EtKisi

Viicut dokularindan salgilanan histamin bronsiyal astim gibi hastaliklarla
iliskili alerjik reaksiyonlar olusturabilmektedir (86). NS ve TQ’nun antihistaminik
etkileri gosterilmistir.

TQ’nun kobaydan izole edilen trakeal ve ileum diiz kaslarinda histamin ve
serotoninin baskilayici etkilerini tamamen ortadan kaldirdigi ve antiallerjik etkisini
histamin ve serotonin reseptorlerini non selektif bloke ederek gdsterdigi one
stiriilmiistiir (214).

TQ’nun karbonil polimeri olan nigellonun, TQ’nun bir¢ok farmakolojik
Ozelligine sahip oldugu ve rat peritoneal mast hiicreleri lizerine uygulandiginda

histamin salinimini inhibe ettigi gozlenmistir (215).

2.3.1.2.5. Antihiperlipitemik ve Antihiperkolesterolemik EtKkisi

Ratlarda DXR tarafindan indiiklenen hiperlipitemik noropati ve oksidatif stres
tizerine timokinonun etkisi arastirilmistir. DXR’1n intravendz yoldan tek doz 6mg/kg
verilmesi lizerine hipoalbuminemi, hipoproteinemi, serumda {iire artisi, hiperlipitemi,
idrarda protein albumin ve N-asetil-B-D glikozaminidaz atiliminda artis ile iligkili
ciddi nefrotik sendrom meydana gelmistir. DXR enjeksiyonundan 5 giin 6nce ve
deney boyunca giinde 10 mg/kg TQ verilmesi sonucu DXR kaynakli proteiniiri ve
albuminiiriyi anlamli sekilde diislirdiigli saptanmis, nefrotik sendromla iligkili
hiperlipitemi ve proteiniiri i¢in TQ nun koruyuculuguna vurgu yapilmistir (158).

Ragheb ve arkaslarinin (179) tavsanlarda olusturduklar1 ateroskleroz
modelinde TQ’nun Siklosporin A (CsA) ve hiperlipiteminin neden oldugu
aterogenezi azalttig1 ve koruyucu bir ajan rolii gérdiigii saptanmustir.

Albino ratlarin kanlarinda kolesterol, trigliserid, HDL ve LDL {izerine
TQ’nun etkisi arastirilmis ve 1, 4, 7, 10 ve 14. giinlerde 0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 mg/kg/giin
dozajlarda intraperitoneal yoldan TQ wuygulanmig ve timokinonun tiim
parametrelerde anlaml diigiise neden oldugu, insan ve hayvanlarda terapotik etkileri

oldugu 6ne siiriilmiistiir (216).
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Hiperkolesterolemi ile indiiklenen ratlarda TQ ve NS ekstrakti olan zengin
fraksiyonlu timokinonun (TQRF) lipitler iizerindeki etkileri ve antioksidan
aktiviteleri arastirllmistir. Sonuglar TQRF ve TQ’nun hiperkolesterolemik ratlarin
plazma ve karaciger antioksidan kapasitesini iyilestirerek karaciger antioksidan

genlerinin ekspresyonunu arttirdig1 kaydedilmistir (217).

2.3.1.2.6. Antidiyabetik Etkisi

Diyabetes Mellitus insanligin bilinen en eski hastaliklarindan biridir. Hayvan
deneylerinde yapilan ¢alismalar TQ’ nun hipoglisemik (169, 171) ve karacigerdeki
glukoneogenezi azaltarak antidiyabetik (182) etkileri oldugunu, insiilin bagiml
olmayan diyabetes mellitusun tedavisinde terapotik oldugunu (150) gostermistir.

Al-Enazi’nin STZ ile olusturulan diyabetik gebe fareler lizerinde yaptigi
arastirmada TQ’nun serbest radikalleri azaltarak embriyo malformasyonunu inhibe

ettigi ve bunun yaninda embriyo matiirasyonunu arttirdigini saptamistir (201).

STZ ile olusturulan diyabet modelinde NS yagi ile yapilan tedavide yiiksek
serum glikoz konsantrasyonun diistiigli ve diisiik olan insiilin konsantrasyonun
arttig,  glikoz  diisiistiniin @~ ise  pankreasin =~ [  hiicrelerinin  kismi
rejenerasyonu/poliferasyonuna bagli olarak meydana gelmis olabilecegi belirtilmistir

(218).

Al-Hader ve arkadaslarinin (219) tavsanlar {lizerinde yaptigi calismada NS
yag1 ugucu ekstresinin 50 mg/kg intraperitoneal yoldan uygulayarak aclikta plazma

glikoz seviyesinin %15 ila %23 oraninda azaldigini gostermislerdir.

Diyabetli tavsanlarda yapilan bir ¢alismada NS ekstresinin serum glikoz ve
MDA konsantrasyonunu azaltarak, GSH ve seruloplazmin konsantrasyonunu
arttirdig1 bdylece lipit peroksidasyonunun neden oldugu karaciger hasarini 6nledigi

one siirtilmiistiir (220).

Tek doz STZ (50 mg/kg/ip) uygulanarak diyabet olusturulan ratlara STZ
enjeksiyonundan 3 giin dnce baslanarak 4 hafta siire ile intragastrik sonda ile 0,2

ml/kg/giin NS ugucu yag1 verilmis ve bulgular sonucu yag ekstresinin oksidatif stresi
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azaltarak pankreas beta hiicre biitliinliiglinii korudugu ve diyabete karsi terapotik

etkisinin oldugu diistiniilmiistiir (221).

TQ’nun insiiline bagh tip-1 diyabette STZ enjeksiyonundan sonra meydana
gelen patojenik siiregleri engellemede etkin olabildigi, insiiline bagli olmayan
diyabette ise NO ve TNF-a konsantrasyonlarini normalize ederek tip-2 diyabette

tyilesmede etkili olabilecegi belirtilmistir (222).

Timokinonun total HbA1, diizeyini anlamli sekilde diisiirdiigii bulunmustur
(182). Diyabetik ratlarda HbA1, ile plazma glikoz diizeylerindeki artig ve insiilin ile
Hb diizeylerindeki azalmanin TQ tedavisinden sonra normal degerlere ulastigir ve
maksimum glikoz diislisliniin  ise 80 mg/kg dozdaki TQ’da gerceklestigi
belirtilmektedir. Bununla birlikte glikolitik enzim olan hegnokinaz seviyesini
arttirirken, glikoneojenik enzimler olan glukoz 6-fosfataz ve fruktoz 1,6-bifosfataz
gibi karaciger enzimlerinin seviyesini azaltarak dokular tarafindan glikoz kullanimini
arttirdigr ve inslilin salimimini arttirma suretiyle glikoneogenezi azalttigina dikkat

cekilmigtir (223).

2.3.1.2.7. Antihipertansif Etkisi

Spontan hipertansif sican (SHR)’lar lizerinde Nigella sativa tohumunun
diklorometan ekstresinin diiiretik ve hipotansif etkileri arastirilmistir. Corek otu
ekstresi (0,6 ml/kg/giin) ile furosemidin (5 mg/kg/giin) 15 giin boyunca oral yoldan
verilmesi sonucunda diiirezin %16-30 oraninda artis gostermesi yaninda CI,, Na' ve
K" iyonlar1 ile iirenin idrarda arttigi, arteriyel kan basincmnin ise %22 oramnda
diistiigii gozlemlenmistir. Calisma sonuglart NS tohumunun spontan hipertansif
sicanlarda ac¢iga c¢ikan hipotansif etkisinin kismen onun diiiretik aktivitesinden

kaynaklanmis olabilecegi yorumu yapilmistir (224).
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2.3.1.2.8. Antibakteriyel, Antihelmintik Antifungal ve Antiviral Etkisi

Antibakteriyel Etki

NS yagmin Pseudomonas pyocyaneanin bazi suslari disinda hem Gram-
pozitif ve Gram-negatif mikroorganizma biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir
(150).

Corek otu yagmin iki temel komponenti olan TQ ve THQ’nun Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium,
Salmonella enteritidis ve Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyel etkinliginin
arastirildigr c¢alismada S.aureus bakterisinin TQ’ya yiliksek derecede duyarlilik
gosterdigi ve TQ’nun 3 pg/ml dozunun bakteriyostatik, 6 pg/ml dozunun ise
bakterisit etkili oldugu bildirilmistir. S.aureus’a karst THQ’nun bakteriyostatik ve
bakterisit etkili olabilmesi i¢in konsantrasyonlarmin 400 ug/ml ve 800 pug/ml olmasi
gerektigi ve bu miktarlarin TQ’nunkinden 100 kat daha fazla oldugu ifade edilmistir.
TQ ve THQ’nun antibiyotikler (ampisilin, tetrasiklin, gentamisin, sephaleksin,
kloramfenikol ve siprofloksasin) ile kombinasyonunun S. aureus’da sinerjistik etki
gosterdigi gosterilmistir. Diger Gram-negatif bakterilerin ise TQ ve THQ’ya daha az
duyarl olduklar1 bulunmus ve minumum inhibitér konsantrasyonlar1 ile minumum
bakteriyel konsantrasyonlarinin 200 ile 1600 pg/ml arasinda degisiklik gosterdigi
belirlenmistir (163).

Daha oOnceleri yapilan ¢alismalarda THQ’nun Gram-pozitif bakteri (225) ve
mayalara karsi aktif bir madde oldugu bulunmustur (226).

NS tohumu dietil eter ekstraktinin streptomisin ve gentamisin ile
antibakteriyel sinerjik etki ve steptinomisine, eritromisin, tobramisin, doksisiklin,
kloramfenikol, nalidiksik asit, ampisilin, linkomisin ve siilfometaksozol-trimetoprim
kombinasyonu ile additif antibakteriyel etki gostererek; fatal olmayan derialti
stafilokok enfeksiyonunda, enfeksiyonlu bolgeye enjekte edildiginde enfeksiyonu

basarili sekilde eradike ettigi bildirilmektedir (227).
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Antihelmintik Etki

Schistosomiasis mansoni ile enfekte farelerde NS yagi ile yapilan tedavi
sonucu hem karaciger hem de bagirsaklardaki yumurta sayis1 azalarak bagirsak
duvarindaki 6lii kurtcuk sayisi artmistir (166).

Ucgiincii diinya iilkelerinde yaygm goriilen tropikal bir hastalik olan
Sistozomiyazis ile enfekte edilen fare hiicrelerinde hem ¢orek otu ekstraktinin hem
de TQ’nun Sistozomiyazis’in sebep oldugu kromozomal bozuklara kars1 potansiyel

koruyucu maddeler olduklari ifade edilmistir (165).

Antifungal Etki

Corek otu tohumu ve TQ’nun eter ekstresinin 8 farkli tiire kars1 antifungal
aktivitesi arastirilarak deri mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde ¢orek otunun
kullanim1 desteklenmis ve antidermatofit ilaglar i¢in bir kaynak olusturabilecegi one
stiriilmiistiir (228).

Intravendz yoldan Candida albicans verilerek enfekte edilen farelerin
karaciger, dalak ve bdbreklerinde koloniler olusturulmus ve NS tohumunun sulu
ekstresinin antifungal aktivitesi incelenmistir. Farelerde enfeksiyon basladiktan 1 giin
sonra baglanarak 3 giin siireyle muayene edilen farelerin biitiin organlarinda mantar
bliylimesini onledigi gosterilmistir (167).

Antifungal ila¢ olan Amfoterisin B ile TQ’nun Fusarium solaniye karsi
antifungal aktiviteleri karsilastirilmis ve TQ’nun daha etkin inhibisyon yaptigi

bulunmustur (229).

Antiviral Etki

Salem ve Hossain tarafindan yapilan bir ¢alismada murin sitomegaloviriis
(MCMV) modeli kullanilarak NS tohum yaginin antiviral etkisi incelenmistir.
MCMV’li farelere intraperitoneal yoldan NS yagi uygulanmasinin, enfeksiyonun
3.giinlinde karaciger ve dalaktaki viriis kiimelerini dikkat ¢ekecek diizeyde inhibe

ettigini gostermistir (164).
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2.3.1.2.9. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkisi

El-Abhar ve arkadaglar1 (183) tarafindan iskemi/reperflizyon olusturulan
ratlardan elde edilen bulgularda NS yag ve TQ’nun gastrik mukoza redoks
durumunun korunmasi ile iligkili olarak gastrik lezyonlara karsi gastroprotektif
etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Sicanlarda asetik asit kaynakli kolit iizerindeki timokinonun olas1 etkilerini
arastirmak amaciyla yapilan bir baska c¢alismada % 3 asetik asidin intrakolonik
enjeksiyonu ile kolit indiiklenmistir. Calismada 3 giin siireyle oral yoldan
thymoquinone (10 mg/kg) verilerek biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikler
onarilmistir. Bu sonuglar, deneysel kaynakli kolit ve olasi mekanizmasina karsi
timokinonun olumlu etkiler gosterdigi bulunarak koruyucu etkilerinin kismen
antioksidan etkisinden kaynakli olabilecegi ifade edilmistir (230).

Yine ratlar lizerinde yapilan bir ¢caligmada etanol ile indiiklenen akut gastrik
hasarin TQ tarafindan engellenebildigi ve gastroprotektif etkisinin kismen
antioksidan 6zelligiyle iligkili oldugu isaret edilmistir (184).

Ratlarda etanoliin indiikledigi iilser ve gastrik sekresyon ilizerine NS yaginin
etkisi arastirilarak NS’nin glutatyon ve miisin seviyesinde anlamli derecede artis,
mide mukoza histamin igeriginde azalma yaptig1 saptanmistir (161).

Etanoliin indiikledigi akut gastrik iilserlerin patogenezindeki reaktif oksijen
tiirleri iizerine TQ ve NS yagmin etkilerinin degerlendirildigi bir baska c¢alismada
mukozal hasarin Onlendigi ve gastroprotektif etkilerinin radikal siipiriicii
etkilerinden kaynaklanabildigi raporlanmistir (170).

Etanoliin indiikledigi akut gastrik mukozal hasarin NS ve TQ tarafindan
onlendigi ve ilserli dokunun hizla 1iyilestigi gozlenerek bu koruyuculugun
antihiperoksidatif, antioksidan ve antihistaminik etkileri ile saglandigi One

siiriilmiistiir (162).
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2.3.1.2.10. Sinir Sistemi Uzerine Etkisi

Rat hipokampiisiinde gegici Onbeyin iskemi/reperflizyon ndronal hasarina
karst TQ’nun noroprotektif oldugu belirtilmistir (190).

Sicanlarda  kronik  toluen  maruziyetinden  sonra  hipokampus
norodejenerasyonu  lizerine NS  ve  TQ  tedavisinin  hipokampiis
norodejenerasyonlarinda morfolojik diizelme sagladigi ve tedavide katkida
bulunabilecegi bildirilmistir (191).

Al- Naggar ve arkadaslar1 (231) tarafindan NS tohum yagmin santral sinir
sistemi iizerine etkileri incelenmistir. Tohumlarin sulu ve metanollii ekstresinin
normal viicut sicakliginda diisiis, hot-plate ve basing testlerinde belirgin analjezik
etki, genel davranis bicimlerinde degisiklik, SSS iizerine sedatif, antikonviilsan ve

depresif etkinin yaninda kas gevsetici oldugu belirtilmistir.

2.3.1.2.11. Solunum Sistemi Uzerine EtKisi

Akut solunum sikintisi  sendromu (ARDS)’'nda  TQ’nun etkinligi
arastirilmistir. Bu calismada sigcanlara insan mide 6zsuyu (ph 1.2) verilerek ARDS
olusturulmus ve TQ’nun insan gastrik 6zsuyunun zararli etkilerine kars1 akciger
dokusunu korudugu, bronkodilatasyon yapmaksizin oksijenasyonu iyilestirdigi
kaydedilmistir (232).

TQ’nun bronsiyal astim ile inflamasyon iizerine antienflamatuar ve immun
stimiilator etkili oldugu bilinmekle beraber bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar
ve faktorler bilinmemektedir. El Gazzar ve arkadaslar1 (233) tarafindan yapilan bir
calismada alerjik astimli fare modelinde hava yolu inflamasyonu iizerinde TQ’nun
etkisi incelenmistir. Farelere intraperitoneal yoldan uygulanan TQ enjeksiyonunun
hava yollarinda eozinofil infiltrasyonu inhibe ederek alerjik hava yolu inflamasyonu
azalttigin1 gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda akcigerlerde alerjik tepki sirasinda

TQ’nun potansiyel antienflamatuar rol oynadig1 diisliniilmektedir.
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Bir diger ¢alismada intraperitoneal verilen TQ ’nun eozinofil inflitrasyonunu
engelleyerek akciger eozinofillerinde artisa neden olmus, havayolu inflamasyonunu

inhibe etmis ve antienflamatuar etki gostermistir (234).

2.3.1.2.12. Uriner Sistem Uzerine EtKisi

Insanlarda akciger, bas boyun, mide, mesane, testis ve over gibi birgok
tiimdrlerin tedavisinde endike olan fakat basta kemik iligi depresyonu-supresyonu,
nefropati, hepatotoksisite ve norotoksisite gibi Onemli yan etkiler gosteren
kemoterapotik ilaglar sinifinda bulunan cisplatin’in yan etkilerini 6nlemek amaciyla
fare ve sicanlarda timokinonun etkileri arastinlmistir. Cisplatinin tek doz
enjeksiyonundan (siganlarda 5 mg/kg/iv ve farelerde 7-14 mg/kg/ip) 5 gilin 6nce ve 5
giin sonra verilen TQ’nun (igme suyu i¢inde 50 mg/L) serum {iire ve kreatin
diizeylerinde belirgin azalmayla kombine olarak kreatin klirensi, bobrek agirligi ve
politiride belirgin iyilesme saglandigi ve histolojik kesitlerin de bu iyilesmeyi
dogruladigr saptanmistir. Dolaysiyla TQ nun cisplatin nefrotoksisitesini iyilestirmede
ve terapdtik indeksini desteklemede etkili olabildigi yorumu yapilmistir (235).

Erkek wistar albino ratlarda etilen glikoliin neden oldugu bdobrek taslar
tizerine TQ’nun etkisi arastirilmis ve TQ’nun serum kalsiyum diizeyini anlaml
olarak arttirdig1, idrar oksalat diizeyini diisiirdiigi boylece kalsiyum oksalat
birikintilerinin daha az ve kii¢lik oldugu belirlenerek diisiik doz timokinonun bobrek
taglarinin dnlenmesi ve tedavisinde kullanilabilecegi ifade edilmistir (236).

Siganlarda civa kloriir ile indiiklenen proliferatif yanit ile renal oksidatif
hasarin  TQ tarafindan iyilestirilip iyilestirilemeyecegi arastirilan calismada
timokinonun antioksidan etkisinden dolay1 inorganik civa zehirlenmesinin neden
oldugu akut bobrek yetmezliginin 6nlenmesinde klinik degerli bir ajan olabilecegi
kaydedilmistir (237).

Sayed-Ahmed ve Nagi tarafindan yapilan bir g¢alismada gentamisinin
indiikledigi nefrotoksisitede artmis kreatin, kan {ire nitrojeni (BUN), tiobarbiturik asit
reaktif maddeleri (TBARS) ve nitrat/nitrit diizeyleri TQ ile diisiiriilmiistiir. Bobrek

dokusunda azalmis olan glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz ve ATP diizeyleri
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ise TQ sayesinde artmistir. Bu sonuglar histopatolojik degerlendirmelerle de
dogrulanmistir (188).

Siganlarda arsenik tarafindan indiiklenen bobrek hasarina karst TQ’nun anti-
apoptotik ve antioksidan Ozellikleri araciligiyla koruyucu roliiniin arastirildigi
caligma bulgularina gore TQ’ nun oksidatif strese engel olabilecegi, bobrekte arsenik
kaynakli toksisiteye karsi koruyucu bir rol oynadig1 ve potansiyel olarak iyilestirici
bir madde olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (238).

Cevresel ve endiistriyel kirletici olan ve oksidatif stresten sorumlu serbest
radikalleri olusturan kadmiyum, bobrekte ¢esitli toksik hasarlara ve glomerular
disfonksiyona yol acabilmektedir. Sigan bdbreklerinde Cd’nin indiikledigi
nefrotoksisitede TQ’nun bdbrek hasarina, apopitoza ve oksidatif hasara karsi
koruyucu etkiye sahip oldugu gdosterilmis ve bu nefroprotektif etkisinin antioksidan

ve anti-apopitotik 6zelliginden kaynaklanmis olabilecegi rapor edilmistir (239).

2.3.1.2.13. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

El-Tahir ve arkadaslarinin (240) ratlar iizerinde yaptiklart g¢alismada
timokinonun doza bagimli olarak kalp atisin1 azalttigi ve arteriyel kan basincini
diisiirdiigii bulunmustur.

Bir baska calismada TQ’nun arakidonik asit (AA) ile indiiklenen trombosit
kiimelesmesi ve kanin pihtilagmasi iizerine inhibe edici etkiler gosterdigi ve
trombozisi iyilestirdigi bilinen aspirinden 30 kat daha gii¢lii oldugu bulunmustur
(241).

Siklofosfamid (CP) birgok kanser kemoterapisi ve immunsupresif
protokollerde yaygin sekilde kullanilan farkli tiplerdeki tiimorlere karst
antineoplastik aktiviteye sahip genis spektrumlu bir ilagtir. Nagi ve arkadaslarmnin (8)
CP kaynakli kardiyotoksisiteye karst TQ’nun etkilerini inceledikleri calismanin
sonuglarma goére TQ’nun CP kaynakli kardiyotoksisiteyi azalttigi, kismen de olsa
mitokondriyal fonksiyon ile enerji iiretimininde iyilesme yaptigi, antioksidan
enzimlerin aktivitesini korudugu ve oksidatif/nitrostatik stresi azaltma kabiliyeti

oldugu 6ne saptanmustir.
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Siklosporin A, transplant cerrahisi ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde en
stk kullanilan immunosuppressor ajandir. Fakat ilacin klinik kullanimini sinirlayan
nefrotoksisite, hipertansiyon, hepatotoksisite ve kardiyotoksisite gibi biiylik yan
etkileri vardir. Uz ve arkadaglariin 2008’de (7) yaptiklar1 ¢alismada Siklosporin
A’nin sebep oldugu kalp hasarina karst NS yag ile yapilan 6n tedavinin kalpte lipit
peroksidasyonunu azalttig1, hiicresel protein oksidasyonunu ve antioksidan enzimleri
tyilestirdigi, kardiyak histopatolojiyi normale dondiirdiigii bulunmustur.

Randhawa ve arkadaslarinin 2013’te (157) yaptiklar1 ¢alismada izoproterenol
tarafindan olusturulan miyokart hasarina karsi timokinonun antioksidan aktivitesi ve
kalbi koruyucu etkisi ortaya konmustur.

DXR, yumusak doku sarkomasi, mesane, meme, akciger, mide, tiroit
kanserleri olmak {iizere bircok kanser tedavisinde kullanilan genis spektrumlu
antrasiklin grubu kemoterap6tik bir ajandir. Fakat basta kardiyomiyopati, kalp krizi
ve kardiyotoksisite olmak iizere ¢ok ciddi yan etkiler meydana gelebilmekte ve
bundan dolay1 klinik kullanimi sinirlandirilmaktadir. Doksorubisinin (15 mg/kg/i.p)
tek doz enjeksiyonundan 5 giin 6nce verilmeye baslanan ve deney boyunca igme
suyu ile verilmeye devam edilen TQ (10 mg/kg/giin/oral)’nun potent siiperoksit
radikal siipiiriciisit  oldugu, lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ve DXR
kardiyotoksisitesine karsi koruyucu oldugu bildirilmistir (11).

Al-Shabanah ve arkadaslar1 (10) tarafindan farelerde yapilan benzer bir
caligmada DXR’mn antitiimor aktivitesi ile kardiyotoksisitesi incelenmistir. Tek doz
DXR (20 mg/kg/ip) enjeksiyonundan 5 giin dnce baglanan ve deney siiresince igme
suyuna karistirilarak verilen TQ (8 mg/kg/oral)’nun, DXR’1n antitiimor aktivitesini
azaltmaksizin kardiyotoksisitesini 1iyilestirebilecek secici sitoprotektif bir ajan
olabilecegi kaydedilmistir.

DXR kaynakli kardiyotoksisiteye karsi antioksidan etkinlikleri daha once
kanitlanmis TQ ile endojen madde olan melatoninin koruyuculuklarini karsilagtirmak

izere bu ¢alismay1 planlamis bulunmaktayiz.
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2.3.1.2.14. immiin Sistem Uzerine Etkisi

NS vyag ve TQ’nun etkileri incelenmis ve her ikisinin yararh
immiinomodiilator etkilerinin oldugu ve kazanilmis bagisiklik grubundan olan T
hiicreleri ile immiin yanita aracilik eden killer hiicrelerinin sayilarinda artis yaptiklar
belirtilmistir. Yapilan in vitro caligmalar NS yag ekstresinin yilan ve akrep
zehirlerinin hemolitik etkisini 6nledigini, eritrositleri lipit peroksidasyonu, protein
denatiirasyonu, sekil degisikligi ve H,O, nin neden oldugu osmotik frajiliteye karsi
korudugunu ve laringeal karsinoma hiicrelerini lipopolisakarit veya kortizol
tarafindan indiiklenen apopitozdan korudugunu gostermistir (86).

El-Mahmoudy ve arkadaglarinin (213) yaptigi calismada ise TQ’nun
makrofajlardan saliman NO {iretimini baskilayarak inflamasyonlu ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek yararli etkileri olabilen sitoprotektif bir ajan
oldugu 6ne siiriilmiistiir.

El Gazzar ve arkadaslarinin yaptiklart calismalarda TQ’nun eozinofil
inflitrasyonunu  inhibe ettigi ve havayolu inflamasyonunu engelleyerek
antienflamatuar etki gosterdigini belirtmislerdir (233, 234).

Yapilan bir bagka ¢alismada timokinonun bdcek ilact toksisitesinde oksidatif
stresi azaltarak immiin etkiyi gii¢lendirdigi ve iyilesmeyi destekledigi bildirilmistir

(242).

2.3.1.2.15. Hepatoprotektif Etkisi

Al-Gharably ve arkadaslarmin (185) tarafindan farelerde yapilan ¢alismada
NS sulu suspansiyonunun CCL,’lin neden oldugu toksikasyona karsi karacigeri
korudugu gosterilmistir.

Fareler iizerinde Mansour tarafindan yapilan bir ¢alismada igme suyuna
kanstirilarak verilen TQ’nun (16 mg/kg), CCLs ve desferrioksamin tarafindan
indiiklenen hepatotoksisiteye karst serum ALT, AST, LDH ve hepatik MDA
diizeylerini azaltmak ve serbest radikal iiretimini inhibe etmek suretiyle antioksidan

sitoprotektif etki gosterdigi rapor edilmistir (198).
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Tersiyer biitil hidroperoksit (TBHP) toksisitesine karsi ise timokinonun hiicre
ici GSH diizeyini koruyarak hepatoprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (243).

Mansour ve arkadaslar1 (176) tarafindan CCL4’e bagli hepatotoksisiteye karsi
NS yagi1 bilesenleri olan timokinon, p-simen ve a-pimenin etkileri arastirilmistir. Bu
calismanin sonuclarina goére CCL4’e bagli hepatotoksisiteye karsi p-simen ve o-
pimenin etkili olmadigi, timokinonun ise 12,5 mg/kg/i.p. dozunun antioksidan olarak
onemli rol oynayan protektif bir ajan oldugu bildirilmistir. Fakat yiiksek TQ dozunun
karaciger hasarina neden olan oksidatif stresi indiikledigi ve oliimciil olabilecegi
bulunmustur.

Etanolle olusturulan hepatotoksisiteye karsi timokinonun antienflamatuar ve
antioksidan 06zelligiyle iliskili olarak terapotik bir ajan olarak davrandigi oOne
stiriilmiistiir (187).

Farelere oral yoldan TQ verilmis ve karacigerde bulunan detoksifiye edici
enzimler olan kinon rediiktaz ve glutatyon transferazin aktiviteleri incelenmistir.
Calismanin sonuglarima gore TQ’nun her iki enzimin aktivitesini arttirdigi ve
kimyasal karsinogenez ile toksisitesine karsi umut verici profilaktik bir ajan oldugu
belirtilmistir (207).

Nagi ve arkadaslar1 (244) tarafindan farelerde asetaminofen kaynakli
hepatotoksisiteye karst TQ nun etkileri incelenmis ve TQ’ nun artmis oksidatif ve
nitrosatif strese karsit direnci arttirmanin yani sira mitokondrial enerji iiretimini
tyilestirdigi boylelikle asetaminofen kaynakli karaciger hasarmma karsi fareleri
korumada etkili oldugu gosterilmistir.

Hiicresel homeostazda degisiklik yaparak oksidatif hasara sebebiyet veren
kadmiyum (CD) hepatoksisitesi iizerine etkileri arastirilan TQ’nun antioksidan
savunma sistemi ilizerinde diizenleyici etkiye sahip oldugu ve kadmiyum
hepatotoksisitesini 6nledigi belirtilmigtir (245).

Aycan ve arkadaglar1 (246) tarafindan sicanlarda asetaminofenin neden
oldugu hepatotoksisite modelinde karaciger toksisitesine karst TQ tedavisinin
antioksidan sistemi upregiile ederek onemli tedavi edici etkiye sahip olabildigi
saptanmistir.

Kursuna bagl karaciger hasarina karst TQ’nun potansiyel koruyucu etkisi

arastirilmistir. Kursun uygulanmasindan sonra total antioksidan diizeyde azalma ve
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karaciger lipit peroksidasyonunda artis meydana gelmistir. TQ takviyesinin karaciger
metal birikimininde anlamli derecede azalma yapmaksizin kursun kaynakl
toksisitenin olumsuz etkilerini diizelttigi ve klinik acidan yararli olabilecegi rapor

edilmistir (247).

2.3.1.2.16. Kemikler tizerine Etkisi

Wistar ratlar iizerinde yapilan kollojen kaynakli artrit (CIA) modelinde
TQ’nun etkinligi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar TQ’nun romatoid artrit (RA)
patogenezinde etkili oldugu bilinen faktorleri ortadan kaldirdig: boylece inflamatuar
hastaliklarin tedavisinde potansiyel degere sahip olabilecegi bildirilmistir (248).
Budancamanak ve arkadaslarinin 2006 yilinda (193) yaptiklar1 benzer calisma
sonuglari da TQ nun CIA tedavisinde giivenilir ve etkili ajan olarak kullanilabilecegi
ve romatizmal artritin tedavisinde yararli olabilecegi goriistinii desteklemektedir.

Kirui ve arkadaglarimin yaptigi ¢alismada (192) femoral bozuklugu olan
hayvan modellerinde timokinonun kemik iyilesmesinde rolii arastirilmistir. Bulgular
sonucu yasamsal ve reprodiiktif organlarda yan etki gostermeksizin iyilesme
stiresinin kisaldig1, anatomik sekillenmenin daha diizgiin oldugu vurgulanmistir.

Patofizyolojik RA’nin sinyal yolaklar1 {izerinde TQ’nun in vitro ve in vivo
etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismada TQ’nun RA patogenezinde
ilgili oldugu bilinen bir dizi faktdrii ortadan kaldirdigi, RA ve kemik erimesini
azalttigr gosterilmistir. Bundan dolayr eklem hastaliklarinin 6nlenmesinde klinik
acidan degerli bir madde oldugu goriisii savunulmustur (249).

MC3T3-E1 osteoblast hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilagmasi ve mineralizasyonu
tizerine TQ’nun anabolik etkili oldugu ve osteogenezde yararh etkilerinin oldugu
belirlenmigtir (25).

NS ve TQ’nun antiosteoporotik etkileri incelenmis ve interlokin-1, interlokin-
6, transkripsiyon faktorii ve niikleer faktér kB gibi inflamatuar sitokinleri inhibe
ettikleri gosterilmis; NS ve TQ nun ¢ocuklar ile hamile kadinlarda 6nlem amach gida

takviyesi olarak giivenli oldugu tespit edilmistir (251).
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Kara ve arkadaglar1 tarafindan (252) yapilan histomorfometrik analizlerde
TQ’nun sistemik kullaniminin hizli maxiller genislemeyi ve kemik olusumunu

saglamada etkili ve yararli olabilecegi belirtilmistir.

Artritik sicanlarda viicut agirlig, kliniksel inflamasyon skoru, toplam ve
farkl1 16kosit sayis1 lizerine TQ ’nun antienflamatuar etkili oldugu ve romatoid artritte

etkili bir ilag olarak arastirilabilecegi ifade edilmistir (253).

2.3.1.2.17. Timokinon Toksisitesi

Badary ve arkadaslar1 (171) tarafindan TQ’nun akut ve subkronik oral
uygulamalarda erkek Swiss albino fareler iizerinde hiicre koruyucu ozellikleri
calisilmigtir. Akut oral uygulamadan sonra letal doz 50 (LDso) 2,4 g/kg olarak
belirlenmistir. Yiiksek doz toksisite belirtileri hipoaktivite ve solunum sikintisi
olmustur. TQ (2 ve 3 gr/kg) uygulamasinda yirmi dort saat sonra karaciger, bobrek
ve kalp dokularinda GSH diizeyinde anlamli derecede azalmanin yaninda plazma {iire
ve kreatinin konsantrasyonlari, alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz
(LDH) ve kreatin fosfokinaz (CPK) enzim aktivitelerinde anlamli derecede artis
meydana gelmistir. TQ farelere icme suyu ile subkronik olarak %0.01, %0.02 ve
%0.03 konsantrasyonlarda 90 giin verildiginde ise herhangi bir toksisite belirtisi veya
mortalite goriilmemistir. TQ nun ortalama giinliik alim miktar1 yaklasik 30, 60 ya da
90 mg/kg/giin olmustur. Viicut ve organ agirliklarinda, besin ve su alimi ile idrar ve
feces c¢ikisinda toksikolojik dnemi olan herhangi bir degisiklik olmamistir. Doku
GSH, plazma, iire, kreatinin ve trigliserid ile ALT, LDH ve CPK enzim aktiviteleri
de etkilenmemistir. Histolojik incelemede gozle goriiniir ya da mikroskobik herhangi
bir doku hasar1 gozlemlenmemistir. Fakat TQ aglik plazma glukozunda 6nemli bir
azalmaya sebebiyet vermistir. Sonuclar farelerde TQ’nun akut oral toksisitesinin
diisiik oldugunu, subkronik olarak verildiginde ise iyi tolere edilecegini gostermistir.

Bamosa ve arkadaglar1 (216) tarafindan yapilan ¢alismada 8 mg/kg/ip TQ

dozunun toksik oldugu bildirilmistir. Mansour ve arkadaslarinin (176) ¢alismasinda
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yiikksek doz verilen timokinonun letal olabilecegi ve LDsy degerinin 90.3 mg/kg
oldugu ifade edilmistir.

LDso degerinin saptanmasi amaciyla yapilan bir baska calismada farelere ve
ratlara oral ve intraperitoneal yoldan TQ verilmistir. Belirlenen LDsy degerinin anti-
inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser etkileri i¢in kullanilan i.p dozlarinda 10-15
kez, oral dozlarinda 100-150 kez daha fazla oldugu bulunarak deney hayvanlarinda
Ozellikle oral yoldan alindiginda giivenle kullanilabilecek bir bilesik oldugu yorumu

yapilmustir (254).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Kurgusu

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu tez calismasi, Celal Bayar Universitesi (CBU) Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanliginca 09/06/2015 tarihli ve 77.637.435-51 sayili
karar ile onaylanmistir. Calismada kullanilan deney hayvanlari, kimyasallar ve
gerekli ara¢ gerecler Izmir Katip Celebi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan 2015- ONP-TIPF-0016 nolu proje ile

desteklenmistir.

Calismada ayni jenerasyonda 8 haftalik, 230-350 gr agirliklar1 arasinda
degisen Wistar-Albino cinsi 32 adet erkek rat kullanildi. Kullanilan hayvanlar CBU
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilerek caligma
stiresince ayni laboratuar kosullarinda tutuldu. Hayvanlarin bakimlari, beslenmesi ve

barindirilmasi aynt merkezde uyum sorunu yasanmadan yapildi.

3.1.2. Laboratuar Kosullan

Denekler, deney siiresince ortalama 22 + 2°C oda 1sisinda ve 12 saatlik
karanlik/aydinlik dongiistiniin  saglandigt %40 + 20 oraninda nemlendirilen
laboratuar ortaminda tutuldular. Sicanlara igme suyu olarak ¢esme suyu verildi ve
tiim denekler standart yem ile beslendi. Siganlarin barindirilmasinda standart Tip 3
kafesleri kullanildi. Timokinon grubu hayvanlar ayr1 ayr1 kafeslere yerlestirilirken,
diger grup hayvanlar her kafese maksimum 3 hayvan olacak sekilde gruplandirilarak

giinliik takipleri yapildi.
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3.1.3. Deneklere Uygulanan Kimyasallar

Calismada kullanilan Doksorubisin hidroklorid, Melatonin, Timokinon ve
Sodyum pentobarbital Sigma-Aldrich firmasindan, % 0,9’luk NaCl c¢ozeltisi

eczaneden temin edilmistir.

3.1.4 Calisma Plam

Bu tez calismasi bir kontrol ve {i¢ deneme grubundan olusturuldu. Deney
hayvanlart her grupta 8’er (n=8) hayvan olacak sekilde “Kontrol”, “Doksorubisin”,
“Doksorubisin+Melatonin” ve “Doksorubisin+Timokinon” olarak belirlendi.
Gruplarin homojen olmasina ve gruptaki hayvanlarin agirliklarinin birbirine yakin
olmasma dikkat edildi. Deney siireci her hayvan i¢in bir hafta olarak belirlendi.
Deney sirasinda hayvanlarin bir kismi 61diigli i¢in ¢alismadan ¢ikarilmistir. Deney

gruplar1 ve uygulanan kimyasallar Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Deneklerde kullanilan kimyasal maddeler ve uygulanan giinler

Gruplar Uygulama n 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin  7.giin
yontemleri
Kontrol >i.v) n=7 - - - - SF - -
DXR @i.v) n=6 - - - - DXR - -
DXR+MEL @i.p) n=7 MEL MEL MEL MEL MEL+DXR MEL  MEL
DXR+TQ (oral) n=6 TQ TQ TQ TQ TQ+ DXR TQ TQ
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Kontrol grubu (n=7): Bu gruptaki deney hayvanlarma herhangi bir kimyasal
verilmeyip, sadece deneyin 5.giinlinde tek doz %0,9’luk NaCl (serum fizyolojik- SF)

kuyruk veninden intravendz (i.v) uygulandi.

Doksorubisin grubu (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina deneyin 5. giiniinde 45

mg/kg/giin tek doz doksorubisin kuyruk veninden i.v uygulandi.

Doksorubisin+Melatonin grubu (n=7): Bu gruptaki deney hayvanlarina 7 giin
boyunca 10 mg/kg/giin melatonin intraperitoneal (i.p) yoldan uygulandi. Melatonin
enjeksiyonu aksamiistii saat 17: 00 dolaylarinda yapildi. Deneyin 5. giiniinde 45
mg/kg/glin, tek doz doksorubisin kuyruk veninden enjekte edildi. Doz ve ugulama

siiresi bakimindan Oz ve arkadaslari referans alinmustir (125).

Doksorubisin+Timokinon grubu (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina etanol
igerisinde ¢ozdiriilmiis ve phosphate buffered saline (PBS) ile tamponlanmis
timokinon ¢dzeltisi 50 mg/kg/gilin pelet yeme karistirilarak 7 giin boyunca oral (p.o)
yoldan verildi. Deneyin 5. giiniinde 45 mg/kg/giin, tek doz doksorubisin kuyruk
veninden uygulandi.

Uygulanacak ila¢ dozlarinin belirlenebilmesi i¢in deney protokoliiniin

basindan itibaren deneklerin viicut agirliklar: her giin tartildi.

3.2. Analiz Yontemleri

3.2.1. Anestezi ve Numunelerin Toplanmasi

Deney protokoliiniin son giiniinde (8. giin) hayvanlarinin agirliklarina gore
anestezik madde olan Nembutal (Sodyum pentobarbital) 50-60 mg/kg/ip uygulanda.
Denekler anestezi olunca hipoterminin Onlenmesi amaciyla alttan i1sitmali tabla
lizerine yatirilarak akapunktur ignelerinden yapilmis 6zel EKG elektrodlar1 deri
altina yerlestirildi ve EKG kayitlar1 alindi. Deneklerin viicut sicakliklar1 deney

stiresince sabit tutuldu. Kayit yapildiktan sonra ratlar derin anestezi altindayken ayak

49



parmaklar1 iyice sikigtirilarak agri duyusunun (pedal agr refleksi) tam kaybolup
kaybolmadig1 kontrol edildi. Hayvanlardan yanit gelmeyince anestezi derinligine
karar verildi ve diseksiyon masasma yatirilarak islemlere baglandi. Vertikal
abdominal insizyon ile karm 6n duvar agilarak sag sternotomi ile toraks acgildi ve
kalp dokusu cikarildi. Alinan kalp dokusu serum fizyolojik ile yikanarak sag
ventrikiil ve sol ventrikiiliin bir kismi histolojik calismalar i¢in %10 luk notral
formalin i¢inde fiske edildi. Sol ventrikiiliin kalan kisimi tartilarak 1’°¢ 9 oraninda
fosfat tamponlu ¢ozelti ile sulandirildiktan sonra mekanik parcalayici ve sonikator
kullanilarak homojenize edildi. Dokular ileri parcalama islemi i¢in +4 C de 15000
g’de santrifiij edildi. Elde edilen ¢dzeltinin siipernatan kismi alinarak porsiyonlara

ayrild1 ve analizin yapilacag: giine kadar -80 "C’de saklad.

Almman sag ve sol ventrikiil dokusundaki histolojik degisiklikler
hematoksilen-eosin (H&E) ile boyanarak 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Biyokimyasal parametrelerden total oksidan ve antioksidan seviyeleri (TOS,
TAS), glutatyon, SOD ve aspartat aminotransferaz (AST) doku proteini hemolizat
hemoglobin diizeyleri otoanalizérde spektrofotometrik yontemle; MDA ve katalaz
manuel olarak spektrofotometrik yontemle calisildi. NO, hipoksiyle indiiklenmis
faktor (HIF-1a), kreatin kinaz miyokardiyal bant (CK-MB), tiimor nekrozis faktor
alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin- 6 (IL-6) ve interlokin-18 (IL-18)
diizeyleri ELISA testi ile 6lgiildii.

3.2.2. Sayisal EKG Kayitlarinin Elde Edilmesi

Deneklerde EKG ¢ekimi, DII derivasyonu olarak kaydedildi. Kayit dncesinde
hayvanlar anestezi edildi ve anestezinin etkisi altinda iken cilt altina igne elektrotlar
yerlestirildi. Kayit sirasinda hipoterminin 6nenmesi amaciyla sicanlar alttan 1sitmali
tabla lizerine yatirildi ve viicut (rektal) sicakliklari deney boyunca 35,5 + 0,50 °C

civarinda tutuldu.
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Kayitlarin  bilgisayar ortaminda sayisal olarak elde edilebilmesi ig¢in
“PowerLab/SP8” biyoelektrik kayit cihazi ve bu cihazla uyumlu Lab Chart 7
bilgisayar programi kullanildi (ADInstruments, Australia). EKG kaydedilirken,
elektrokardiyografin 6rneklem hizi 4000 6rnekleme/sn olarak ayarlanarak her bir

denek i¢in yaklagik 5’er dakikalik kayitlar alindu.

Kayitlar1 takiben yapilan degerlendirmede asagidaki parametreler 6lgiildii: a)
QRS kompleksleri siiresi: Q dalgasinin baslangicindan S dalgasinin izoelektrik hatta
dondiigii yere kadar gegen siire, b) QT intervali (siiresi): QRS kompleksinin
baslangict yani Q dalgasinin baslangic noktasi, QT intervalinin baglangic1 olarak
kabul edildi ve T dalgasinin sonuna kadar olan mesafe olarak belirlendi, ¢) RR
intervali: Bir birini takip eden iki R dalgasinin tepe noktalar1 arasindaki mesafe, d)
PR intervali (sliresi): P dalgasinin baslangicindan Q dalgasinin baslangicina kadar
olan siire 6l¢iildii. QTc (Diizeltilmis QT) intervali hesaplanirken Bazett’in formiilii
kullamlmistir (Bazett Formulii: QTc = QT / VRR). EKG kayitlar1 incelenirken
yaklasik olarak 3.dakika icindeki kayitlardan yapilan Olgiimler degerlendirmeye
alimmustir; birbirini takip eden atimlardan 3-5 tanesinde yapilan Olgiim sonucu

bulunan degerlerin ortalamasi alinarak istatistiksel kiyaslamada kullanilmistir.

s

Sekil 9: Kayitlarda elde edilen tipik bir sican EKG kaydi, DII derivasyonu

3.2.3. Doku Takibi ve Dokularin Parafine Gomiilmesi

Dokularin takip, kesit alma ve boyama islemlerinin tiimii IKC Tip Fakiiltesi

Histoloji Embriyoloji Anabilim Dal1 Laboratuari’nda gergeklestirildi.

Deney hayvanlarindan elde edilen kalp dokusu, sag ve sol ventrikiillere
ayrildi, tiim dokular %10’luk nétral formalin igerisinde 3-4 giin siireyle tespit edildi.

Doku orneklerini igeren kasetler biitiin bir gece akarsu altinda yikandi ve nemliligi
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korunarak tespit soliisyonundan arindirilmalart saglandi. Ertesi sabah, doku takip
kasetleri giderek artan alkol konsantrasyonlarinda ( %60°11k,70’lik, 80’lik ve 90’lik
etil alkollerde 30’ar dakika, %96’lik ve 100’liik alkolde ise 60’ar dakika) LEICA TP
1020 marka doku takip cihazinda tutularak dehidratasyon islemi gergeklestirildi.
Dehidratasyon isleminden sonra 1:1 oraninda alkol: ksilen karistminda 6nce 30
dakika, daha sonra ksilende 2’ser kez 60’ar dakika tutularak dokunun seffaflastirma
islemi gerceklestirildi. Infiltrasyon islemi, doku drnekleri 60 °C etiivde 1:1 oraninda
ksilen: parafin karistminda 30 dakika, parafinde 2 degisim 60’sar dakika tutularak
gerceklestirildi. Doku takip kasetleri; TP 1020 marka cihazdan ¢ikarildi.

Doku gomiilen basemoldlara eritilmis parafin dokiildii ve pens yardimiyla
kesit yiizeyi alta gelecek sekilde dokular sirasiyla yerlestirildi. Basemoldun iizeri
eritilmis parafin ile tekrar dolduruldu ve kaset iizerine dokunun kimlik bilgileri
kursun kalemle kaydedildi. Biitiin dokularin bloklama islemi gerceklestirildikten
sonra LEICA EG 1150 marka doku gémme cihazinin sogutucu kismina konarak
dokularin donmasi saglandi. Yeterli sertlige ulasan bloklar, blok kabindan ¢ikarilarak

buzdolabinda +4 °C’de saklanda.

3.2.4. Parafin Bloklardan Kesit Alma

Parafin bloklar sertlesmesi i¢in bir giin dnceden +4 °C buzdolabinda tutuldu.
Ertesi sabah buzdolabindan ¢ikarilarak oda isisinda tutulan parafin blogun kenari
bicaga paralel ve kesit alinacak yiiz bicaga bakacak sekilde blok tutucuya
yerlestirildi. Bloktaki parafin fazlasi, LEICA RM 2245 marka rotatuar mikrotomda,
doku 6rnegi gelene kadar 10 pum kalinliginda trimlenerek uzaklastirildi. Doku 6rnegi
aciga ciktiginda doku ornekleri 5 um’lik ince kesitler alindi. Daha sonra suluboya
firgast yardimiyla benmari i¢indeki 40 °C’lik sicak suya alinarak kirigikliklarin
acilmasi saglandi. Dokularin aktarilacagi lamlar iizerine doku kimlik bilgileri yazildi
ve lamlar 45°’lik ac1 ile su banyosuna daldirilarak agilan kesitler lam iizerine alindi.

Daha sonra lamlar dik konumlandirilarak kurumaya birakildi. Lamlar tizerine yeterli
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doku 6rnegi alindiktan sonra kesit alinan parafin blogun kesit yiizeyi sicak parafin ile
kapatildi. Lamlara alinan kesitler bir gece 37 °C’lik etiivde tutularak parafinden

arindirilmalar1 ve lama yapigmalar1 saglandi.

3.2.5. Kesitlerin Boyanmasi

Deneklerden almman doku kesitlerindeki yapisal farkliliklari gozlemlemek

amaciyla Hematoksilen&Eosin boyamas1 yapildi.

Hematoksilen- Eosin Boyamasi

Kesit alma iglemi tamamlandiktan sonra deparafinizasyon islemi i¢in parafin
bloktan lama alinmig 5 um’lik 6rnek kesitler etiivde bir gece bekletildi. Etiivden
alinan kesitler kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in 30’ar dakika 2 degisim ksilende
tutuldu. Kimyasal deparafinizasyondan sonra rehidratasyon iglemi i¢in azalan alkol
konsantrasyonlarinda (%95°1ik, 80’lik, 70’lik ve 60’lik etil alkol serilerinde) 2’ser
dakika tutuldu. Rehidratasyon sonra 5 dakikalik akarsu yikamalar1 gerceklestirildi.
Akarsudan sonra 6 dakika Hematoksilen boya (Merck) ile muamele edildi ve 5
dakikalik akarsuya birakildi. Bu islemi takiben diferansiyasyon islemi i¢in asit alkol
soliisyonuna 1-3 saniye batirilip ¢ikarildi ve yeniden 5 dakikalik akarsu yikamasi
gergeklestirildi. Daha sonra 5 dakika eosin boya (Merck) soliisyonunda tutuldu ve 3
dakikalik akarsu yikamasi gergeklestirildi. Kesitler 1’er dakikalik sirasiyla %80 ve
95’1ik alkol i¢inde tutulduktan sonra 1 saat ksilende bekletildi. Bu islemler
tamamlandiktan sonra kesitler iizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi ve
penset yardimiyla hava kabarciklar1 cikarildi. Islemler son buldugunda hiicrelerin
cekirdekleri mavi-mor renk alirken stoplazma ve diger doku kisimlar1 pembe goriintii
alarak 151k mikroskobu diizeyinde incelenecek duruma geldi. Boyanan preparatlar
Olympus Bx43 tipi kamera atagmanli 15tk mikroskobunda (Olympus SC100)

incelendi ve dijital fotograf makinesi ile kesitlerin fotograflar ¢ekildi.

53



Doku Ornekleri histopatolojik olarak; kas liflerinin disorganizasyonu,
interstisyel Odem, interstisyel hemoraji, niikleer dejenerasyon, periniikleer
vakuolizasyon, inflamatuar hiicre varlig1 ve fibrozis bakimindan degerlendirildi ve
histopatolojik degisiklikler skorlandi. Her histopatolojik degisiklik 1 puan olarak
degerlendirilirken; degisiklik olmayanlar O kabul edildi. Histolopatolojik hasar
derecesi ise parametrelerin toplam puanina gore degerlendirildi (0-2 puan: Hasar

yok; 3-4 puan: Hafif derecede hasar var; 5-7 puan: Hasar var) (148).

3.2.6. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Tiimor Necrosis Factor Alfa Tayini

TNF-a antikoru ile kapli kuyucuklara kalp dokusu homojenati1 pipetlendi ve
37 °C‘de 90 dk inkube edildi. Her kuyucuga biotin isaretli antikor eklendi ve 37
°C’de 60 dk inkube edildi daha sonra 3 kez 350 mikrolitre yikama soliisyonuyla
yikama yapildi. Avidin biotin peroksidaz komplex eklenerek bir 30 dk 37 °C’de
inkiibe edildikten sonra 5 kez 350 mikrolitre yikama soliisyonuyla yikama yapildi.
Kromojen eklendi ve karanlikta 37 °C’de 30 dk inkube edildi. Siire sonunda H,SO4
kullanilarak reaksiyon sonlandirildi. Elisa plate okuyucuda 450 nm’de absorbanslar
okunup standart absorbans egrisine gore konsantrasyon hesaplandi. ELISA y6ntemi
icin Biotek ELx808, USA marka yar1 otomatik elisa cihazinda rat IL-1 elisa kiti
(YH-Biosearch, Shangai, China, Referans No: YHB20151231775; Lot No:
20151231) kullanild.

Kreatin Kinaz Miyokardiyal Band Tayini

CK-MB antikoru ile kapli kuyucuklara kalp dokusu homojenati pipetlendi.
Her kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin isaretli HRP enzimi eklenerek bir
saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez 350 mikrolitre yikama soliisyonuyla

yikama yapildi. HRP enzimi i¢in substrat eklendikten sonra 37 °C karanlikta

54



inkiibasyon sonrast H,SO4 kullanilarak reaksiyon sonlandirildi. Elisa plate
okuyucuda 450 nm’de absorbanslar okunup standart absorbans egrisine gore
konsantrasyon hesaplandi. ELISA yéntemi igin Biotek ELx808, USA marka yari
otomatik elisa cihazinda rat CK-MB izoenzim elisa kiti (Shangai LZ Biotech Co,

China, Referans No: YHB20151231776; Lot No: 20151231) kullanilda.

Interlokinlerin Tayini

IL-1, IL-18 ve IL-6 antikorlar ile kapl kuyucuklara kalp dokusu homojenat:
pipetlendi. Her kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin isaretli HRP enzimi
eklenerek bir saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez 350 mikrolitre yikama
soliisyonuyla yikama yapildi. HRP enzimi i¢in substrat eklendikten sonra 37 °C
karanlikta inkiibasyon sonrast H,SO4 kullanilarak reaksiyon sonlandirildi. Elisa plate
okuyucuda 450 nm’de absorbanslar okunup standart absorbans egrisine gore
konsantrasyon hesaplandi. ELISA yéntemi igin Biotek ELx808, USA marka yari
otomatik elisa cihazinda rat IL-1, IL-18 ve IL-6 elisa kitleri (YH-Biosearch, Shangai,
China, Referans No: YHB20151231775; Lot No: 2015123; Biassay Technology
Laboratory, Katalog No: EO0117Ra; Lot No: 20151222; Biassay Technology
Laboratory, Katalog No: EO135Ra; Lot No: 20151222) kullanildi.

Nitrik Oksit Tayini

NO antikoru ile kapl kuyucuklara kalp dokusu homojenati pipetlendi. Her
kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin isaretli HRP enzimi eklenerek bir saat
37 °C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez 350 mikrolitre yikama soliisyonuyla yikama
yapildi. HRP enzimi i¢in substrat eklendikten sonra 37 °C karanlikta inkiibasyon
sonrast HySOj4 kullanilarak reaksiyon sonlandirildi. Elisa plate okuyucuda 450 nm’de
absorbanslar okunup standart absorbans egrisine gore konsantrasyon hesaplandi.
ELISA yontemi icin Biotek ELx808, USA marka yar1 otomatik elisa cihazinda rat
NO elisa kiti (Yehua Biological Technology, Shanghai, China, Referans No:
YHB20160612356; Lot No: 20160612) kullanildi.
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Hipoksi Ile indiiklenen Faktor 1a Tayini

HIF-1a antikoru ile kapli kuyucuklara kalp dokusu homojenati pipetlendi.
Her kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin isaretli HRP enzimi eklenerek bir
saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez 350 mikrolitre yikama soliisyonuyla
yikama yapildi. HRP enzimi i¢in substrat eklendikten sonra 37 °C karanlikta
inkiibasyon sonrast H,SOs kullanilarak reaksiyon sonlandirildi. Elisa plate
okuyucuda 450 nm’de absorbanslar okunup standart absorbans egrisine gore
konsantrasyon hesaplandi. ELISA yéntemi igin Biotek ELx808, USA marka yari
otomatik elisa cihazinda rat HIF- lo elisa kiti (YH-Biosearch, Shangai, China,
Referans No: YHB20151231777; Lot No: 20151231) kullanildi.

Total Antioksidan Seviye Tayini

Doku orneklerinde total antioksidan seviyesinin belirlenmesi, Architect
C16000 (Abbott Diagnostic, USA) marka klinik kimya otoanalizérii kullanilarak kit
(Rel Assay Diagnostics, Referans No: RL0O017; Lot No: DR15056A) araciligiyla
olciildii. Olgiim, numunelerdeki antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli 2,2’-azino
bis (3-etil benzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) radikalini renksiz indirgenmis ABTS
formuna indirgemesi esasina dayanir. 660 nm’deki absorbans degisimi numunedeki
total antioksidan diizeyle iliskilidir. Ol¢iimde, kalp doku homojenatindan elde edilen

stipernatan kullanildz.

Tablo 2: TAS 6l¢iim prosediirii

Numune Standart Kor
Olgiim tamponu 200 uL 200 uL 200 uL
Numune 12 uL
Standartl (1mmol /L) 12 uL
Standart2 (Deiyonize su) 12 uL

flk absorbans degeri icin 660 nm’de baslangic absorbanslar okundu ve degerler kaydedildi. Daha sonra islemlere
devam edildi.

Renkli ABTS radikal ¢ozeltisi 30 uL 30 uL 30 uL
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Karistirma islemi yapildi ve oda sicaklifinda 10 dakika inkiibe edildi. ikinci
absorbanslar 660 nm’de okundu. Yukarida belirtilen islemler yapildiktan sonra TAS

sonuglar1 ‘‘mmol/g protein’’olarak belirtildi.

Total Oksidan Seviye Tayini

Total Oksidan Seviye 6l¢timii Architect C16000 (Abbott Diagnostic, USA)
marka klinik kimya otoanalizoériinde doku oOrnekleri kullanilarak kit (Rel Assay
Diagnostics, Ref No: RL0024; Lot No: NR130440) yardimiyla tayin edildi.
Numunede bulunan oksidanlar, ferréz iyon-selator kompleksini ferrik iyona
yiikseltger. Meydana gelen ferrik iyonu ph’s1 diisiik ortamda kromojenle renkli bir
kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak belirlenen renk yogunlugu, numunede
bulunan oksidan molekiillerin total miktariyla iliskilidir. Olgiimiimiizde kalp doku
homojenatindan elde edilen slipernatan numunesi, standart olarak hidrojen peroksit
¢ozeltisi kullanilmistir. Kitin 6lgiim prosediiriinde belirtilen hazirlik ve diliisyonlar

yapildiktan sonra Tablo 3‘de verilen pipetleme ve islemler gergeklestirildi.

Tablo 3: TOS o6l¢iimii

Numune Standart Kor
Olgiim tamponu 250 uL 250 uL 250 uL
Numune 37.5 uL
Standartl (Deiyonize H,0) 37.5uL
Diliie standart2 (20 pM H,0,) 37.5puL
Ilk absorbans icin 530 nm’de baslangic absorbanslar okunarak kaydedildi. Akabinde asagidaki islemler
uygulandi.
Prokromojen ¢ozeltisi 12.5 pL 12.5 uL 12.5 uL

Karistirllma iglemi uygulandiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi. Ikinci absorbanslar 530 nm’de okundu. Tablo 3‘de belirtilen islemler

uygulandiktan sonra TOS sonuglar1 “pmol /g protein’’ olarak bildirildi.
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Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

Doku o6rneklerinde SOD aktivitesi, Randox Ransod marka SOD (Lot No:
358385; Ref No: SD125) kiti kullanilarak saptandi. Numuneler Ransod SOD kitinin
Abbott Architect C16000 (Abbott Diagnostic, USA) marka klinik kimya
otoanalizoriinde ¢alisildi.

Bu yontemde siiperoksit iiretmek icin ksantin ve ksantin oksidaz kullanilir.
Tepkime sonucu meydana gelen siiperoksit 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolyumklorid 41 (INT) ile tepkimeye girer ve kirmizi formazon renk
olusumuna neden olur. Numunelerdeki SOD aktivitesi reaksiyonun inhibisyonuna
gore belirlenir. INT seviyesinin diigmesini %50 oraninda inhibe eden SOD f{inite
olarak ifade edilir ve 505 nm’de absorbans okumasi yapilir. SOD aktivitesi doku i¢in

“U/mg protein’’ olarak hesaplandu.

Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Dokuda GPx analizi i¢in Randox Ransel marka GPx (Lot No: 360781; Ref
No: RS505) kiti kullanilarak tayin edildi. Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Paglia ve
Valentine metoduna dayali olarak saptanir. Glutatyon peroksidaz, kiimen
hidroperoksit ile glutatyonun oksidasyonu katalize eder. Kiimen hidroperoksidin
indirgenmesiyle olusan okside glutatyon (glutatyonun yiikseltgenmis formu)
(GSSG), glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH varliginda NADPH’in NADP’ye
yiikseltgenmesiyle indirgenir. Enzim aktivitesi, spektrofotometrik olarak 340 nm’de
absorbanstaki degisim izlenerek saptanir.

GPx standart egrisi kullanilarak absorbansa karsilik gelen konsantrasyonlara
gore Ransod GPx kiti kullanilarak Abbott Architect C16000 (Abbott Diagnostic,
USA) marka otoanalizor iizerinden sonuclar hesaplandi. GPx aktivitesi “U/mg

protein’’ olarak hesaplandi.
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Katalaz Tayini

Katalaz tayini, kinetik Ol¢lime dayali Aebi metoduna dayanir. Bu enzim,
hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijen vermek {lizere bozunmasini katalizler. Bu
calismada katalaz aktivitesi, hidrojen peroksit konsantrasyonunda birim zamandaki
azalmanin 240 nm'de spektrofotometrik olarak izlenmesiyle tayin edildi.

Dokuda katalaz aktivitesinin tayini i¢in daha Onceden hazirlanan
homojenizatlar, 50mM fosfat tamponu (pH=7,0) ile 1: 5 oraninda seyreltildi. 2,00
mL homojenizat lizerine 1,00 mL hidrojen peroksit ¢ozeltisi (30mM) ilave edilip
15’er saniye araliklarla 240 nm’deki absorbans degisimleri kaydedildi. Benzer
islemler kor denemeyle tekrarlandi ve aktivite hesabi, baslangic ile 30. saniye
absorbanslar1 dikkate alinarak hemolizat i¢in kullanilan formiile gore hesaplandi.
Elde edilen degerler seyrelme faktorii ile carpilip protein miktarina bdliinmesiyle

“k/g protein’’ cinsinden aktivite birimi ifade edildi.

Aspartat Aminotransferans Tayini

Sicanlarin AST diizeyleri Architect C16000 (Abbott Diagnostic, USA) marka
klinik kimya otoanalizorii kullanilarak 6l¢iildii (Lot No: 91778UNI15; Ref No: 7D81-
21). Aspartat aminotransferaz enzimi; L-Aspartik asidin amin grubunu a-ketoglutarik
aside tasiyarak glutamik asit ve oksalasetik asit olusumunu katalizler. Ortamda
yeterli miktarda a-ketoglutarat ve L-Aspartat varliginda AST, okzaloasetat ve L-
Glutamat olusumuna neden olur. Meydana gelen okzaloasetat NADH varliginda
malat dehidrogenaz enzimi ile L-Malat’a indirgenir ve NAD aci8a ¢ikar.

Bu kit NAD’in 340 nm’deki azalan absorbansi ile AST degerini
hesaplamaktadir. AST kiti yardimiyla dakikadaki absorbans degisiminden AST

aktivitesi enzimatik yontemle otoanalizor tarafindan hesaplandi.

Malondialdehid Tayini

Lipid peroksidasyon son iiriinlerinden olan malondialdehid, Draper ve Hadley

yontemine dayanan, tiyobarbitiirik asit metodu kullanilarak saptandi. MDA, lipid

peroksidasyonun giivenilir bir gostergesidir. Bu {iriin, biyolojik materyallerde farkli
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kovalent bagli formlarda ve serbest halde bulunur. Asit veya bazla sicakta
muameleyle kovalent yapidan ayrilmasi saglanir. Polidoymamis yag asidi (PUFA)
peroksidasyonunun son iriinii olan MDA tayini, TBA ile reaksiyona girerek
olusturdugu renkli kompleksin spektrofotometrik olarak izlenmesine dayanir.

0,5 mL numune iizerine 2,5 mL %10Tuk TCA eklenerek tiipler vortekste
karistirildi. 15 dakika siireyle kaynar suda bekletilip hemen sogutma islemi
gergeklestirildi. 5000 devir/dakika da 10 dakika santrifiijleme islemi gerceklestirildi.
Sonrasinda her bir siipernatandan 2'ser Ml baska bir tiipe aktarildi. Uzerine 1 mL
%0,67'lik TBA eklenip vortekste karigtirma islemi gerceklestirildi.

Numuneler 15 dakika siireyle kaynar suda bekletilip hemen sogutulduktan
sonra 532 nm’deki absorbanslar1 kaydedildi. MDA miktari, olusan MDA-TBA
kompleksinin en yiiksek absorbansa 6zgii 532 nm’deki absorbans degerlerinden (e=

1,56x105cm™'M™) yararlanilarak hesaplama islemi gergeklestirildi.

A=exlxc=c=A/exl

A A xmolx10° x Lx100mL e 10’ mol
exl 1,56x10°cm™ xLxcmxmolx1000mL xmgHb 1,56 xmgHb

A
gHb

Bi=

x 641x seyrelme faktérii = nmol/ mg Hb

A : Absorbans; 1 : 151k yolu cm; € : Molar sogurma katsayisi; ¢ : konsantrasyon

Doku MDA miktar1 “nmol/mg protein’’ cinsinden ifade edildi.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Calismamizin EKG, biyokimyasal ve histolojik verilerinin tiim istatiksel
degerlendirmesi SPSS 22.0 (Statistical Package for Social Sciences) istatistik
programi kullanilarak yapildi.  Gruplar arasi farkliliklar1 degerlendirmek ig¢in
Kruskal-Wallis varyans analizi yapildiktan sonra anlamli sonug veren gruplarin hangi

gruplar arasinda oldugunu gdérmek icin ikiserli karsilagtirmalarda non-parametrik
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yontem Mann-Whitney U testi uygulandi. Histolojik bulgularin istatistiginde ise Ki
kare testi uygulandi. Ortalama ve standart sapmalar hesaplanarak p degerinin

0.05’ten kii¢iik oldugu durumlar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. EKG Bulgular:

Tablo 4’de kontrol ve ilag gruplarinda olgiilen EKG parametrelerine ait sonuglar

ve istatistiksel degerlendirmeler 6zet seklinde verilmektedir.

Tablo 4: Gruplarm EKG parametre degerleri

Gruplar RR (sn) QRS (sn) PR (sn) QT (sn) QTec (sn)
Ort£SS Ort+SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS
Kontrol 0,237+0,018 0,016+0,001 0,043+0,004 0,077+0,010 0,158+0,019
DXR 0,269+0,054" 0,026+0,007" 0,063+0,013" 0,129+0,021" 0,250+0,037"
DXR+Mel 0,307+0,093" 0,023+0,002" 0,065+0,018" 0,120+0,029" 0,217+0,027°"
DXR+TQ 0352:0,076"F  0,022:0005TF  0,057+0,013° T 0,124+0,035 0,207+ 0,044
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin, TQ: Timokinon
*: Kontrol grubuna gore anlamli (p<0,05)

. DXR grubuna gére anlamli (p<0,05)

 DXR+MEL grubuna gore anlamli (p<0,05)

Kardiyotoksisite ajan1 olarak kullandigim Doksorubisin (DXR) enjekte edilen
siganlardaki EKG parametre degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hem PR
intervali hem de QRS siiresi daha uzun bulundu. Buna paralel olarak QT ve QTc
stireleri de uzadi (p<0,001). RR intervalinde de uzama, yani kalp hizinda yavaslama
tespit edildi (p<0,01).

DXR+MEL grubu kontrol grubu ile mukayese edildiginde PR intervali, QRS
stiresi, RR intervali, QT ve QTc siirelerinin hepsinde uzama meydana geldi
(p<0,001).

Benzer sekilde, DXR+TQ grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda PR
intervali, QRS siiresi, RR intervali, QT ve QTc siirelerinde istatistiksel agidan
anlamli uzama tespit ettim (p<0,001).

Melatonin ile yapilan “kardiyotoksisite tedavisi”nin EKG {izerine etkisinin
olup olmadig1 sorusu i¢cin DXR-+MEL grubu ile DXR grubu EKG degerleri
karsilastirildiginda QT, siiresinin Melatonin (MEL) ile anlamli derecede kisaldigi
dikkat ¢ekmektedir (p<0,05), diger EKG parametrelerinde ise degisim olmamustir.
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Timokinonun etkisini gormek i¢in DXR+TQ grubu DXR grubu ile
kiyaslandiginda hem PR intervali hem de QRS ve QTec siireleri daha kisa bulunurken
(p<0,05), RR intervalinde anlaml artis gézlendi (p<0,001).

DXR+TQ grubu deneklerde PR intervali ve QRS siiresi, Melatonin grubuna
gore anlamli diizeyde kisalirken (p<0,05), RR intervalinde uzama meydana geldi
(p<0,05). Bu sonuglara gore timokinon kalp dokusu iginde hem A-V
(atriyoventrikiiler) diiglimde hem de ventrikiil i¢inde kardiyotoksisiteye bagli olusan
ileti hiz1 degisikligini melatonine gore daha ¢ok kontrol degerlerine yaklastirdi,

ancak kalp hizin1 yavaslatti.

4.2. Histolojik Bulgular

Gruplarin sag ventrikiil dokulari incelenerek hasar diizeylerine gore
dagilimlar1 Tablo 5’te gosterilmistir. Kontrol grubunda normal histolojik yap1
gosteren 6 (%85,7) hayvana karsilik sadece 1 (%14,3) hayvanda hafif derecede hasar
tespit edilirken; DXR grubunda bulunan 6 (%100) hayvanin tamaminda hasar tespit
edildi. DXR+MEL grubundan 4 (%57,1) hayvan normal histolojiye sahipken, 2
(%28,6) tanesi hafif derecede hasarli, 1 (%14,3) tanesi hasarli sinifina girdi. Ancak
DXR+TQ grubunda bulunan 6 (%100) hayvanin tamaminda hasar saptandi.

Tablo 5: Sag kalp histopatolojik hasar derecelerine gore hayvanlarin dagilimi

GRUPLAR HASAR YOK HAFIF HASAR TOPLAM

n (%) HASAR n (%) n (%)

n (%)

Kontrol 6 (85,7) 1(14.3) 0(0,0) 7 (100)
DXR 0(0,0) 0 (0,0) 6 (100) 6 (100)
DXR + MEL 4(57,1) 2 (28,6) 1(14.3) 7 (100)
DXR + TQ 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100) 6 (100)
Toplam 10 (38.5) 3(11,5) 13 (50) 26 (100)

Tablo 6°’da sag kalbin histolojik incelemesi sonucunda elde edilen hasar
skorlarinin ortalama degerleri verilmistir. Kruskal-Wallis testinin sonucuna gore

gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p<0,001). Kontrol grubunun ortalama degeri
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(1,0 £ 1,29) DXR (6,16 £ 0,75) ve DXR+TQ’nun (5,83 + 0,98) degerlerinden
kiigtiktii (p<0,01); ancak DXR+MEL grubu (2,42 + 1,71) ile karsilastirildiginda
anlamlh fark bulunmadi (p>0,05). DXR grubu DXR+MEL grubu ile mukayese
edildiginde istatistiksel agidan anlamli bulunurken (p<0,01), DXR+TQ grubu ile

arasinda anlam tespit edilmedi (p>0,05). DXR+TQ ile karsilastirildiginda

DXR+MEL grubu ortalamalar1 anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,01).

Tablo 6: Sag kalpteki histopatolojik hasar skorlarinin ortalama degerleri

GRUPLAR n Mean £+ SS
Kontrol 7 1,0£1,29

DXR 6 6,16 +0,75*
DXR + MEL 7 242+ 1,717
DXR + TQ 6 5,83 + 0,98

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin, TQ: Timokinon

*: Kontrol grubuna gore anlamli (p<0,05)
. DXR grubuna gére anlamli (p<0,05)
# DXR+MEL grubuna gdre anlamli (p<0,05)

Resim 3: Kontrol grubu sag ventrikiil doku goriiniimii (H&E boyama X40; bar: 20um)
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Resim 5: DXR grubu sag ventrikiilde meydana gelen degisiklikler (H&E boyama X40; bar:
20um). == interstisyel 5dem_ ﬂ:ﬁbrﬁzis , Sk:interstisyel hemoraji
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Resim 6: DXR grubu sag ventrikiil dokusundaki patolojiler (H&E boyama X40; bar: 20um).
> : liflerde disorganizasyon , /\ : nitkleer dejenerasyon | %: interstisyel hemoraji | +  infiltrasyon )
(O : periniikleer vakuolizasyon

Resim 7: DXR grubu sag ventrikiil doku degiklikleri (H&E boyama X40; bar: 20um).
*  interstisyel hemoraji A . pukieer dejencrasyon , (O : periniikleer vakuolizasyon , + : infiltrasyon

|- fibrozis
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Resim 8: DXR+MEL grubu sag ventrikiil doku goriintiisii (H&E boyama X40-bar: 20pm)
> :liflerde disorganizasyon /\ : nitkleer dejenerasyon

..? >
N e ———

Resim 9: DXR+MEL grubu sag ventrikiil doku goriinimii (H&E boyama X40- bar: 20pm)

<> : liflerde disorganizasyon | '+ : interstisyel hemoraji
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Resim 10: DXR+TQ grubu sag ventrikiil dokusunda meydana gelen degisiklikler (H&E
boyama X40-bar:20pum) > : liflerde disorganizasyon 4 /\ - niikleer dejenerasyon ,
== interstisyel ddem | i‘(: interstisyel hemoraji

Resim 11: DXR+TQ grubu sag ventrikiil dokusunun goriiniimii (H&E boyama X40-bar:

20um) {> :liflerde disorganizasyon = interstisyel 6dem : O : perintikleer vakuolizasyon ,
/\ : niikleer dejenerasyon
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Resim 12: DXR+TQ grubu sag ventrikiil dokusunun goriiniimii (H&E boyama X40-bar:

20um)0 : liflerde disorganizasyon /\ : niikleer dejenerasyon . == interstisyel 6dem .
/' - interstisyel hemoraji. < - infiltrasyon

Sol kalpteki histopatolojik hasarin derecesine gore hayvanlarmn gruplar igi

dagilimi Tablo 7°de gosterilmistir. Buna gore kontrol grubunda bulunan hayvanlarin

6 (%85,7)’sinda normal histolojik yap1 gozlenirken, 1 (%14,3) tanesinde hafif hasar

tespit edildi. DXR grubundan 1 (%16,7) hayvaninin dokusunda hafif hasar

bulunurken, 5 (%83,3) tanesinin hasarli grupta oldugu gozlendi. DXR+MEL

grubunda ise 1 (%14,3) hayvanda hasara rastlanmazken; 3 (%42,9)’{iniin hafif, 3

(%42,9)’iiniin hasarl1 dokuya sahip oldugu saptandi. Ote yandan DXR+TQ grubunda
bulunan 6 denekten 1 (%16,7)’1 hafif hasarli, 4 (%66,7)’ii hasarli iken; 1 (%16,7)

tanesinde normal histolojik doku gozlendi.

Tablo 7: Sol kalp histopatolojik hasar derecelerine gore hayvanlarin dagilimi

GRUPLAR HASAR YOK HAFIF HASAR TOPLAM
n (%) HASAR n (%) n (%)
n (%)
Kontrol 6 (85,7) 1(14,3) 0(0,0) 7 (100)
DXR 0(0,0) 1(16,7) 5(83,3) 6 (100)
DXR + MEL 1(14,3) 3(42,9) 3(42,9) 7 (100)
DXR + TQ 1(16,7) 1(16,7) 4 (66,7) 6 (100)
Toplam 8 (30,8) 6 (23,1) 12(46,2) 26 (100)
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Deney gruplarma ait dokularin 151k mikroskobunda incelenmesi sonucu
gruplarin hasar skorlamasi yapilmis ve ortalama degerler Tablo 8’te verilmistir.
Skorlama sonucu yapilan istatistikte gruplar arast anlamli fark oldugu tespit edildi
(p<0,01). Kontrol grubunun ortalama degeri (0,85 + 1,06) DXR (5,33 + 1,03),
DXR+MEL (4,00 + 1,63) ve DXR+TQ (4,66 = 2,50) gruplarimin ortalama
degerlerinden kiigiikk ve istatistiksel agidan anlamlidir (sirayla p<0,01; p<0,01;
p<0,05). DXR+MEL ve DXR+TQ gruplarinin ortalama degerleri DXR grubu
degerlerinden diisiik olmasina karsin gruplar arasi istatistiksel anlamlilik tespit

edilmedi (p>0,05).

Tablo 8: Sol kalpteki histopatolojik hasar skorlarinin ortalama degerleri

Gruplar N Mean £ SS
Kontrol 7 0,85 +1,06
DXR 6 5,33 £1,03*
DXR + Mel 7 4,00 £ 1,63*
DXR + TQ 6 4,66 +2,50*

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin, TQ: Timokinon
*: Kontrol grubuna goére anlamli (p<0,05)

. DXR grubuna gore anlamli (p<0,05)

# DXR+MEL grubuna gére anlamli (p<0,05)

Resim 13: Kontrol grubu sol ventrikiil normal doku goriiniimii (H&E boyama X40; bar:
20pm)
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Resim 14: DXR grubunda yaym patoloji goriintiisi (H&E boyama X40; bar: 20um).
== interstisyel ddem . *:interstisyel hemoraji; ﬂ:ﬁbl‘ﬁZiS; () : perintikleer vakuolizasyon

Resim 15: DXR grubunda meydana gelen hasar goriintiisii (H&E boyama X40; bar: 20um)
/\ : niikleer dejenerasyon ; O : perintikleer vakuolizasyon . > :liflerde disorganizasyon)
ﬁ: interstisyel hemoraji
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Resim 16: DXR grubunda goriilen yaygin hasarin goriintiisii (H&E boyama X40; bar: 20pum)
/\ : nitkleer dejenerasyon ;<> :liflerde disorganizasyon | O : perintikleer vakuolizasyon . + : inﬁllrasyon;
'*: interstisyel hemoraji

Resim 17: DXR+MEL grubunun sol ventrikiil goriintiisii (H&E boyama, X40-bar: 20pm )
/\ : niikleer dejenerasyon ; (O : perinikleer vakuolizasyon; > : liflerde disorganizasyon ; ‘%’ : 'mﬁllrasyon;
|- fibrozis
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Resim 18: DXR+MEL grubu sol ventrikiil doku goriiniimii (H&E boyama X40-bar: 20pum)
> : liflerde disorganizasyon (O : perintikleer vakuolizasyon /N : niikleer dejenerasyon ; === interstisyel ddem ;
3,'\\\7: interstisyel hemoraji

Resim 19: DXR+MEL grubu sol ventrikiil dokusunun goriintiisii (H&E boyama, X20- bar:
50 wm) = interstisyel 5dem ; ﬂ:ﬁbrﬁzis
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Resim 20: DXR+TQ grubu sol ventrikiil dokusunun goriinimii (H&E boyama X40- bar:
20pum). O : perintikleer Vakuolizasyon; /\ : niikleer dejenerasyon ;< :liflerde disorganizasyon ;
=¢= : infiltrasyon

Resim 21: DXR+TQ grubu dokusunda meydana gelen degisikligin goriiniimii (H&E boyama
X40- bar: 20pm). /\ : nitkleer dejenerasyon

74



Resim 22: DXR+TQ grubu sol ventrikiil doku goriintiisiit (H&E boyama X40- bar: 20pum).
/\ : nitkleer dejenerasyon : ﬂ - fibrozis, > : liflerde disorganizasyon (O : periniikleer vakuolizasyon ,

—: interstisyel ddem

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Kontrol ve deney gruplarinda 6lgiilen biyokimyasal parametrelere ait sonuglar
ve istatistiksel degerlendirmeler Tablo 9’da goriilmektedir. Kreatin kinaz
miyokardiyal bant (CK-MB) diizeyleri bakimindan incelendiginde kontrol grubuna
gore DXR grubunda anlamh artis gozlenirken (p<0,05), DXR+MEL grubunda
anlaml diisiis (p<0,05) saptandi. DXR grubu ile karsilastirildiginda hem DXR+MEL
hem de DXR+TQ grubunda anlamli azalma oldugu bulundu (p<0,05). Ote yandan
DXR+MEL ile DXR+TQ gruplarinin ikisinde de meydana gelen diisiisler arasinda
anlaml farka rastlanmadi (p>0,05).

Interlokin-1 seviyesi bakimindan degerlendirildiginde kontrol grubuna gore
sadece DXR grubunda artis meydana geldi (p<0,01). DXR grubuna gore
karsilastirildiginda ise hem DXR+MEL hem de DXR+TQ grubunda anlamli azalma
oldugu gozlendi (p<0,01). Buna karsin DXR+MEL ile DXR+TQ gruplar1 arasinda
fark bulunmadi (p>0,05).

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, DXR grubunun IL-6 seviyesinde anlamli
artis gozlenirken (p<0,05); DXR+MEL ve DXR+TQ gruplarn icin fark tespit
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edilmedi (p>0,05). DXR grubuyla kiyaslandiginda DXR+MEL grubunda anlamli
diisiis meydana geldigi bulundu (p<0,01). Ote yandan, DXR+TQ ile DXR+MEL
gruplarinda IL-6 seviyesindeki diisler birbiriyle kiyaslandiginda bu gruplar arasinda
da anlamli fark oldugu goriildii (p<0,05).

Proinflamatuar  sitokinlerden  olan  IL-18  seviyesi  bakimindan
degerlendirildiginde, kontrol grubu ortalamasina kiyasla DXR grubunda anlaml
artma (p<0,01); DXR+MEL grubunda anlamli (p<0,01), DXR+TQ grubunda ise
anlamli olmayan azalma tespit edildi (p>0,05). DXR grubu ile karsilastirildiginda,
hem DXR+MEL hem de DXR+TQ gruplarinda belirgin diisme saptandi (p<0,01).
DXR+MEL grubunda meydana gelen azalma DXR+TQ grubundakinden daha fazla
ve anlamliydi (p<0,05).

Lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA seviyesi, kontrol grubuna gore
DXR ve DXR+TQ gruplarinda yiiksek bulundu. DXR grubundaki artis istatistiksel
olarak anlamli idi (p<0,05). DXR grubu ile mukayese edildiginde DXR+MEL grubu
ortalamasinin anlamli olarak azaldigi (p<0,05) goézlenirken; DXR+TQ grubunda
meydana gelen azalmanin istatistiksel anlamlilik kaydedemedigi gozlendi (p> 0,05).

Kontrol, DXR, DXR+MEL ve DXR+TQ gruplarinin NO degerleri sirastyla
62,86+8,942; 91,54+23,99; 31,83+4,38 ve 60,28+26,13 olarak o6lgiildii. Ancak sadece
DXR ile DXR+MEL gruplar1 arasinda anlamli bir fark vardi (p<0,05).

Endojen antioksidan olan ve siliperoksiti hidrojen peroksite doniistiiren
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi kontrol grubuyla kiyaslandiginda hem DXR hem
de DXR+MEL gruplarinda anlamli diislis gosterdi (sirastyla p<0,05; p<0,01),
DXR+TQ grubunda ise anlamli olmayan artis meydana geldi (p>0,05).
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Tablo 9: Biyokimyasal parametre degerleri

Kontrol DXR DXR+MEL DXR+TQ
(0=7) (n=6) (n=7) (n=6)
Ort+SS Ort£SS Ort£SS Ort+SS
CK-MB 7,29+1,77 11,73+2,80" 4,51+1,84" 6,23+2.217
(ng/mg protein)
HIF-1a 2,27+0,28 2,56x135 1,62+0,59 2,19+0,90
(ng/mg protein)
AST 1284,28+509,11 1457,50+£316,30  1188,00+234,59 1485,0+293.86
(U/g protein)
TNF-a 108,29+26,75 106,82+55,45 112,56+29,51 167,74+75,03
(pg/mg protein)
IL1 30,09+6,47 64,03+18,68* 22,30+5,127 22,1248 57"
(pg/mg protein)
IL6 3,64+1,05 8,48+2,83* 2,55+0,84" 4,94+1,84%
(ng/g protein)
IL18 136,83+9,29 231,96+52,08* 62,96+11,59%" 107,84+34,31™
(pg/mg protein)
MDA 242.33+32,77 315,57463,57" 177,85+97,45" 267,16£109,41

(nmol/mg protein)

NO 62,86+8,942 91,54+23,99 31,83+4,38"" 60,28+26,13
(nmol/g protein)

SOD 8,90+1,22 6,93+1,41%* 5,87+1,70* 9,28+2,58%
(U/mg protein)

GPx 1,66+0,83 1,57+0,39 1,06+0,40 1,20+0,24
(U/mg protein)

CAT 10,72+8,25 5,80+4,18 3,95+1,29 3,63+1,23
(k/g protein)

TAS 0,11+0,03 0,12+0,03 0,08+0,04 0,15+0,07
(mmol/g protein)

TOS 0,47+0,15 0,68+0,39 0,59+0,45 0,85+0,32
(nmol/g protein)

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin, TQ: Timokinon
*: Kontrol grubuna gore anlaml1 (p<0,05);

+: DXR grubuna gore anlamli (p<0,05),

i: DXR+MEL grubuna gére anlamli (p<0,05)



5. TARTISMA

5.1. Elektrokardiyografi Bulgularinin Degerlendirilmesi

5.1.1. Doksorubisin ile Olusturulan Kardiyotoksisitenin Elektrokardiyografik
Etkileri

Bu c¢alismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda doksorubisin grubunun
PR, QRS, QT ve QTc siirelerinin anlamli olarak uzadigir goriildii. Ek olarak RR
intervalinde gozlenen uzama, DXR’m kalp hizim1 yavaslattigini gostermektedir.
Literatiirde bulgularimi destekleyen ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. DXR verilen
rat (255, 256, 257) ve farelerde (258) kontrollere gore kalp hizinda anlamli azalma
bildirilmistir. Yine ratlarda QRS (256, 259), PR (257) ve QT (255, 256, 257) siireleri
ile farelerde QRS (260) ve QT (258, 261, 262) siirelerinde anlamli uzama
bildirilmistir. Oldukc¢a yeni bir ¢alismada, Mantawy ve arkadaslar1 (263) ratlarda
doksorubisin uygulamasinin kontrollere gore anlamli olarak kalp hizinda azalma,
QRS, PR, QTc siirelerinde artma yaptigini bildirmislerdir.

RR intervalinin uzamasi sinoatriyal (SA) diigiim fonksiyonunun etkilendigini
ortaya koymaktadir. DXR’im PR ve QRS siirelerini uzatmasi sirasiyla hem
atriyoventrikiiler (A-V) hem de ventrikiil i¢i (intraventrikiiler) iletinin yavasladigi
anlamina gelmektedir. QT siiresinin uzamasi ise repolarizasyon siiresinin uzamasi
anlamma gelir ve K iyonunun hiicre icinden disina akimmin geciktigine isaret

edebilir.
5.1.2. Melatoninin Elektrokardiyografik Etkileri

Calismamda DXR+MEL grubu ratlarin  tim  elektrokardiyografik
parametrelerinde kontrol grubuna gore anlamli artis saptadim. Diger bir ifadeyle PR,

QRS, QT ve QTc siireleri uzarken kalp hizi azaldi. DXR+MEL grubunun EKG
bulgular1 DXR grubu ile karsilastinlldiginda QTc disinda anlamlhi farklilik
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bulunamadi. QTc siiresi, DXR grubununkine gore daha diisiik olarak kaydedildi.
Yaptigim detayl literatiir arastirmasi sonucunda kalp hizi disinda bulgularimi
karsilastirabilecegim doksorubisin ile olusturulmus kardiyotoksisitenin yol actigi
EKG degisiklikleri {izerine melatoninin olumlu ya da olumsuz etkilerini bildiren
onemli bir arastirmaya rastlayamadim. Aramami doksorubisin disinda herhangi
baska bir ajanla olusturulan kardiyotoksisite iizerinde yaptigimda da sonug
degismedi. Bu yiizden s6z konusu bulgular1 tartisma imkanim olmamistir. Mevcut
bulgularim, DXR’in neden oldugu -elektrokardiyografik degisikler iizerine
melatoninin 6nemli bir etkisi olmadigin1 géstermektedir.

Deney sonuglarim hem DXR hem de DXR+MEL grubunun kontrole gore
anlamli olarak daha yiiksek RR araligina sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
durum her iki grupta da kalp hizinin azaldigin1 géstermektedir. DXR’1n kalp hizini
azaltic1 etkisi yukarida tartisilmisti. Melatoninin de kalp hizini yavaslattigini bildiren
cok sayida calisma vardir (264-268). Chuang ve arkadaslarinin (269) yaptigi
caligmada, doz bagimli intraven6z uygulanan melatoninin sempatik inhibisyon ya da
parasempatik stimiilasyon yaparak bradikardiye sebep oldugunu bildirmislerdir. Bir
baska calismada dolasimda bulunan melatoninin kalp hizin1 kontrol eden
baroreseptor refleksi modiile ederek kalp hizinda diisiise neden oldugu ve bu etkisini
kan-beyin bariyerinin disinda lokalize olmus postrema bdlgesinde bulunan melatonin
reseptorleri araciligiyla gergeklestigi ifade edilmistir (270). Bu calismada sadece
melatonin uygulanan grup olmadigi i¢cin DXR grubu ile DXR+MEL grubunun
sonuclar1 karsilagtirilarak melatoninin kalp hiz1 iizerindeki etkisi hakkinda fikir
edinilebilir. Nitekim DXR ve MEL’in birlikte uygulanmasi tek basina DXR
verilmesine gore RR siiresini daha fazla uzatmig (sirasiyla 0.307+0.093 sn ve
0.269+0.054 sn), yani kalp hizinda daha da diisiise neden olmustur. Ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir.

DXR+MEL grubu degerleri DXR grubu degerleri ile kiyaslandiginda sadece
QTec siiresinde anlamli degisim kaydedilmistir. Bunun disinda DXR’1n neden oldugu
elektrokardiyografik bulgular (QRS, PR, QT ve RR siirelerinde uzama) iizerine
istatistiksel ~olarak anlamli  degisiklik yapamamustir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda QTc intervali, DXR kardiyotoksisitesine bagli olarak 0.158+0.019
saniyeden 0.250+0.037 saniyeye uzamis iken Melatonin bu degeri 0.2174+0.027 sn
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seviyesine diisiirmiistiir. Bu da Melatoninin repolarizasyon siiresini kisalttigina isaret

etmektedir.

5.1.3. Timokinonun Elektrokardiyografik Etkileri

Bu c¢alismada DXR+TQ grubunun QRS, PR, QT ve QTc siireleri kontrol
grubuna gore daha uzun, DXR grubuna gore daha kisa bulundu. Bu farklar DXR
grubunun QT’si diginda istatistiksel olarak anlamliydi. QRS ve PR bulgular1 TQ nun
kalpte A-V ve intraventikiiler ileti siiresini kisalttifina, yani “iyilestirdigine” igaret
edebilir. DXR’1n neden oldugu QTec siiresindeki uzamanin TQ tarafindan azaltilmasi
da TQ’nun repolarizasyonu etkiledigini gostermektedir. Yaptigim detayli literatiir
arastirmasi sonucunda kalp hizi disinda bulgularimi karsilagtirabilecegim herhangi
bir kardiyotoksik ajanin yol actigi EKG degisiklikleri iizerine TQ’nun etkilerini
arastiran bir calisma bulamadim. Bununla birlikte calismamin bulgular1 TQ’nun
DXR ile olusturulan EKG parametrelerindeki (RR siiresi hari¢) bozulmalar
Onleyebilecegini gostermektedir.

Diger taraftan DXR+TQ grubunun RR siiresi hem kontrol hem de DXR
grubundan anlamli olarak daha uzun bulundu (sirasiyla 0.3524+0.076, 0.237+0.018
ve 0.269+0.054). Diger bir ifadeyle DXR ve TQ’nun birlikte uygulanmasi tek basina
DXR verilmesinin yol ac¢tig1 kalp hizindaki azalmay1 daha da artirdigi soylenebilir.
Ratlarda yapilan bir caligmada, Cadmium uygulamasindan sonra kalp hizinda
meydana gelen artisin Nigella sativa tarafindan anlamli olarak disiiriildiigi

bildirilmistir (271).

5.2. Histolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Sag kalp histolojik incelemesinde, DXR’1n kalp dokusunda anlamli histolojik

degisiklikler yaptig1 saptandi. MEL uygulamasinin bu degisiklikleri dnledigi, TQ

verilmesinin ise Onlemedigi goriildii. Sol kalpte DXR uygulamasinin kontrol

grubuyla karsilastirildiginda tiim deney gruplarinda anlamli doku hasaria yol agtigi
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bulundu. DXR+MEL grubu ile DXR grubu kiyaslandiginda arada oldukga biiyiik
fark vardi ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Muhtemelen bu duruma
standart sapmalarin biiyiik olmasi neden olmustur. DXR+TQ grubu ile DXR grubu
arasinda ise belirgin fark bulunamadi.

Melatoninin sag ve sol kalpte birbirinden farkli etki gostermesi tizerine iki
kalpten elde edilen hasar skorlar1 cebirsel olarak toplanarak tim kalpte ortalama
degerler hesaplandi (bulgularda verilmedi). Bu degerler Kontrol, DXR, DXR+MEL
ve DXR+TQ gruplar i¢in sirasiyla 1,85+1,21, 10,50+£2,42, 6,42+2,87 ve 10,5+2,94
seklindeydi. Bu degerler iizerinde yapilan analizde gruplar arasinda anlamlilik
saptand1 (p<0,05). Tiim gruplarin ortalama degerleri kontrol grubundan anlamli
olarak biiyiiktii (p<0,01). DXR+MEL verilen grubun ortalama degeri hem DXR hem
de DXR+TQ verilen gruplardan anlaml olarak diisiik bulundu.

Tim bulgular biitlinciil olarak degerlendirildiginde DXR’in kalpte
olusturdugu histopatolojik degisikliklerin MEL tarafindan azaltildig1 ancak TQ’nun
azaltici etkiye sahip olmadigi goriildii. Literatirde DXR ile olusturulmus
kardiyotoksisiteye karst melatoninin koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir

(145, 146, 272).

5.3. Biyokimyasal Bulgularin Degerlendirmesi

DXR grubunun ortalama CK-MB degeri kontrol grubundan anlamli olarak
yiiksek bulundu. CK-MB akut dénemde kardiyak hasar1 gosteren bir izoenzimdir.
DXR’la birlikte melatonin ve timokinon verilmesi DXR’in neden oldugu artisi
onledigi goriildii. Bu sonuglar literatiirle uygunluk gostermektedir. Ratlara uygulanan
adriamisin, plazma CK-MB degerini ¢ok artirirken adriamisinle birlikte melatonin
verilmesi bu artist Onlemistir (273).  Isoproterenolle olusturulan enfarktiiste
melatonin verilmesi benzer bir etki gostermistir (266). Nagi ve arkadaslar1 (8)
siklofosfamid ile olusturulan kardiyotoksisitede TQ verilmesinin ilacin olusturdugu
CK-MB’deki artist azalttigini bildirmislerdir

Stiperoksit radikali reaktif oksijen tiiriidiir. ROS {iretiminin artmasi oksidatif

strese yol acar. ROS’lar proinflamatuar aracilar1 aktive eder. Kontrol grubuna

81



kiyasla, DXR grubunda proinflamatuar sitokin diizeylerinin (IL-1, IL-6 ve IL-18)
anlamli sekilde artttig1 gortildii. Melatonin ve timokinon verilmesi, DXR’mn
sitokinleri artiric1 etkisini 6nledigi gozlendi. Bu bulgular literatiirle paralellik
gostermektedir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda, melatoninin serbest radikalleri
stiptiriicii ve antioksidanlar1 artirict etkilere sahip oldugu (274, 275) aym1 zamanda
sitokinleri ve inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu baskiladigi rapor edilmistir
(276). Ojha ve arkadaslar1 (277) da timokinonun oksidatif stresi ve inflamasyonu
azaltarak isoproterenolle olusturulan miyokard hasarma karsi kalbi korudugunu
bildirmislerdir.

Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda DXR grubunun MDA degeri anlamh
olarak yiiksekti. MDA lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya cikar ve serbest
radikallerin neden oldugu hasarin O6nemli bir indikatoriidiir. Serbest radikaller
membran fosfolipitlerinin peroksidasyonuna yol agarak membran gegirgenliginde
degisime neden olmalarinin yani sira, membran proteinlerinin SH gruplarimi
oksitlerler. DXR serbest radikalleri artirmak suretiyle membran fonksiyonlarin1 bozar
ve kardiyotoksik etkiler olusturur. Bu calismada, kardiyotoksik ajana ilaveten
melatonin uygulamamin MDA’daki artis1 Onledigini gordiim. Benzer sonug
isoproterenol ile olusturulan miyokard enfarktiisiinde de ortaya konmustur (266). Oz
ve arkadaslar1 kalp (146) ve (125) kalp dis1 dokularda DXR’1n neden oldugu MDA
artisinin  melatoninle azaltildigin1  bildirmislerdir. Anlamli olmamakla birlikte,
TQ’nun MDA seviyesini diisiirdiigiinii gozlemledim. Timokinonun MDA diizeyini
kontrol degerlerine yaklagtirmasina ragmen anlamlilik kaydedemesini, standart
sapmalarin biiyilk olmasima baglamaktayim. Literatiirde CCly ve desferrioksamin
(198), etanol (184) ve ISP (277) kaynaklt MDA seviyesindeki artisin TQ; CCly (196)
ve siklosporin A (7) kaynakli artisinsa Nigella sativa uygulamalariyla diistiigii
bildirilmigtir.

Bu calismada DXR kontrol grubuna goére NO’da biiyiik artisa neden oldu
(srastyla 91,544£23,99 ve 62,86+8,942) ancak bu fark, muhtemelen standart
sapmalardan dolayi, istatistiksel olarak anlamli degildi. Nitekim DXR grubundaki en
kiigiik degeri ¢ikardigimda fark anlamli hale geldi (97,50+£21,28; p<0,05). Nitrik
oksit reaktif bir radikaldir. Fizyolojik reaktif NO konsantrasyonlar1 apoptotik siireci
baskilayict olarak goriiliir. Artmis diizeyleri bu koruyucu etkiyi ortadan kaldirdigi
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icin pro-apoptotik etkiler ortaya cikabilir. Ayrica artmig reaktif NO’nun tiyollerle
reaksiyona girmesiyle olusan S-nitrosotiyoller apoptozisin potent uyaricisidirlar
(278). Melatonin ve timokinonun antioksidan etkileriyle NO olusumunu 6nlemeleri
beklenir. Calismamda DXR+MEL ve DXR+TQ gruplarinin NO degerleri sirasiyla;
31,834+4,38 ve 60,28426,13 olarak olgiildii. DXR ile birlikte melatonin verilmesi
NO’yu DXR’a gore anlamli olarak diisiirdii. Melatonin NO sentaz (NOS) aktivitesini
azaltarak NO olusumunu 6nleyebilir (279). Bir in vitro ¢alismada melatoninin NO
stipiiricti etkisi gosterilmistir (280). Sadece DXR verilen gruba gore timokinon
uygulanan grubun NO degerinde goézle goriiniir azalma tespit ettim fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Yukarida anlatilan diizenlemeden sonra bu fark da
anlamli hale geldi (p<0,05). Literatiirde timokinonun da melatonin gibi NOS
aktivitesi ve NO diizeyini azalttig1 bildirilmistir (213, 222).

Stiperoksiti hidrojen peroksite doniistiiren siiperoksit dismutaz enzimi kontrol
grubuyla kiyaslandiginda hem DXR grubu hem de DXR+MEL grubunda anlamli
olarak diisiis gosterirken (sirasiyla p<0,05; p<0,01); DXR+TQ grubunda degisiklik
meydana gelmemistir (p>0,05). DXR grubunda ortalama SOD degeri kontrole gore
anlamli olarak diisiik bulundu. DXR, endojen antioksidan enzim olan SOD’un
aktivitesini baskilayarak siiperoksit radikal iiretiminde artisa neden olur (281).
Burada beklenmeyen sonu¢ doksorubisine ilaven melatonin verilmesinin SOD
diizeyini diisiirmesidir (p<0,05). Bu durum melatoninin serbest radikalleri siipiiriicii

etkisiyle SOD aktivitesinde artisa gerek birakmamasina bagli olabilir (282).

5.4. Genel Degerlendirme

Bu ¢alismadan elde edilen elektrokardiyografik, biyokimyasal ve histolojik
bulgular, kalpte DXR’1n ¢ok iyi bilinen hasarlayici etkisinin ¢calismamizda da ortaya
ciktigini gosterdi.

Calisma sonuglarim protektif ajan olan melatoninin DXR kaynakli kalp
hasarmi azalttigr goriildii. Melatoninin kalbi koruyucu etkisi birgok arastirmaci
tarafindan daha once bildirilmistir (145-149). Diger taraftan 6zellikle histolojik

bulgular gbz onilinde tutuldugunda DXR hasarina kars1 timokinonun melatonin kadar
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kardiyoprotektif etki gostermedigini buldum. Bu konuda ¢ok sinirli literatiir bilgisi
mevcut olup, bahsi gegen ¢alismalarda timokinonun DXR’a kars1 kardiyoprotektif
ajan oldugu bildirilmistir (10,11). Meydana gelen bu farkin gerek DXR, gerekse TQ
doz ve wuygulama siirelerindeki farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegi

goriigiindeyim.
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1))
2)
3)

4)
5)

6. SONUC VE ONERILER

Doksorubisin ¢ok 1yi bilindigi lizere kardiyotoksik bir maddedir.

Melatonin doksorubisin hasarina karsi kalbi koruyucu bir etkiye sahiptir.
Timokinon en azindan doksorubisinin kalpte olusturdugu hasar1 onleme
egilimindedir.

Bunun anlagilabilmesi i¢in doz ¢aligmalar1 yapilmalidir.

Melatonin ve timokinonun birlikte etkilerinin arastirilmast da faydal

olacaktir.
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OZET

Bu c¢alismanin amaci doksorubisinle olusturulan kalp hasarina karsi
timokinonun olas1 kalbi koruyucu etkisini arastirmak ve bunu melatoninin nispeten
daha iyi etkisiyle karsilagtirmakti.

Deneylerde 8 haftalik, agirliklart 230-350 gr olan 32 adet Wistar albino erkek
sigan kullanildi. Denekler dort gruba ayrildi: Kontrol, Doksorubisin (DXR),
DoksorubisintMelatonin (DXR+MEL) ve DoksorubisintTimokinon (DXR+TQ).
Yedi glin boyunca DXR+MEL grubuna intraperitoneal olarak her giin 10 mg/kg
melatonin, DXR+TQ grubuna pelet yeme eklenmek suretiyle her giin 50 mg/kg
timokinona verildi. Deneyin 5. giliniinde tiim tedavi gruplarina kuyruk veninden tek
doz DXR (45 mg/kg) kontrol grubuna ise serum fizyolojik enjekte edildi. Deneyin 8.
giiniinde anestezi altinda EKG kayitlar1 alindi. Hayvanlar dekapite edildikten sonra
biyokimyasal ve histolojik incelemeler i¢in kalp dokular1  ¢ikarildi.
Elektrokardiyografik, biyokimyasal ve histolojik farkliliklar1 karsilastirmak ig¢in
verilerin Kruskal Wallis, Mann Whitney U ve Fisher Freeman Halton Exact (sadece
histolojik bulgularin istatistiksel analizinde) testleri kullanildu.

Timokinon; DXR’in uzattigi PR, QRS ve OTc siirelerini kisaltti oysaki
melatonin sadece QT siiresini kisaltti. DXR’in kalp dokusunda yol actigi
histopatolojik degisiklikler tizerinde melatoninin koruyucu etkisi vardi fakat
timokinonun etkisi olmadi. DXR kalp dokusunda CK-MB, IL-1, IL-6, IL-18, MDA
ve NO diizeylerini artirirken SOD’u azaltti. Melatonin CK-MB, IL-1, IL-6, IL-18,
MDA, NO ve SOD diizeylerini diisiirdii. Timokinon ise sadece CK-MB, IL-1 ve IL-
18’de azalmaya neden oldu.

Sicanlarda doksorubisinin kalpte neden oldugu hasar iizerinde melatoninin
koruyucu bir etkisi vardir. Bu etki timokinonda zayiftir. Timokinonun olasi dozla
iliskili etkileri ileri arastirmalar1 gerektirir. DXR kardiyotoksisitesi lizerinde her iki
kimyasalin birlikte etkilerinin arastirilmasinin da bu konuda faydali olacagimi

diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, kardiyotoksisite, melatonin, timokinon

86



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the possible cardioprotective effect of
thymoquinone (TQ) on doxorubicin (DXR) cardiotoxicity and to compare it with the
relatively well-known effect of melatonin (MEL).

Wistar albino male rats aged 8 weeks (weight 230-350 gr) were used in this
study. The animals divided into four groups: Control, DXR, DXR+MEL ve
DXR+TQ. Melatonin (10 mg/kg per day, intraperitoneally) and thymoquinone (50
mg/kg per day, added in feed pellet) were given to DXR+MEL and DXR+TQ
groups, respectively, for seven days. On the fifth day of the experimental period, a
single dose of 45 mg/kg DXR in all treatment groups and saline solution in the
control group is injected intravenously through the tail veins of the animals. On the
8™ day ECGs are recorded under anesthesia. Then the animals were decapitated and
their cardiac tissues were isolated for biochemical and histological examinations. To
compare the electrocardiographic, biochemical and histological differences among
the groups Kruskal Wallis, Mann Whitney U and Fisher Freeman Halton Exact (only
for statistical analysis of histological findings) tests were used.

Thymoquinone shortened the PR and QRS intervals and the corrected QT
(OTc) time which were prolonged by DXR whereas melatonin shortened only the
QT. time. Melatonin had a protective role on the histopathological changes in cardiac
tissue induced by DXR’1n but thymoquinone had not. DXR increased CK-MB, IL-1,
IL-6, IL-18, MDA and NO levels but decreased SOD in cardiac tissue. Melatonin
decreased CK-MB, IL-1, IL-6, IL-18, MDA, NO and SOD levels. However
Thymoquinone caused a decrease only in CK-MB, IL-1 and IL-18.

Melatonin has a protective effect on DXR-induced cardiotoxicity. This effect
is weak for thymoquinone. The possible dose related effect of thymoquinone requires
further researches. We also suggest to investigate the combined effects of both

chemicals on DXR-induced cardiotoxicity will be useful on this subject.

Key words: Doxorubicin, cardiotoxicity, melatonin, thymoquinone
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