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1. GiRIS

Doksorubisin, antrasiklin turevi bir antibiyotik ve grubunun ilk bulunan
antikanser Uyesidir. Genis spektrumlu antineoplastik etkisi sayesinde solid timorler
ve hematolojik malignitelerde yaygin olarak kullaniimaktadir (1-7). Doksorubisin ve
diger antrasiklinlerin kanser tedavisinde kullanimini sinirlayan en énemli ve olumsuz
Ozellikleri, kardiyotoksik yan etkileridir (8-13). Doksorubisinin kardiyak toksisite
olusturma mekanizmasi ile ilgili fikir birligi yoktur. Ginimuizde en fazla kabul géren
gorus; doksorubisin ve metabolitlerine bagl oksidatif stres ve bunun hiicrede
olusturdugu hasardir (14,15,16-29).

Oksidatif stresin  etkisiyle baslayan lipid peroksidasyonu hiicre
membranindaki doymamis yag§ asitlerinin oksidasyonunu i¢ceren kimyasal bir olaydir.
Bu olay kuvvetli oksidan olarak daha c¢ok hidroksil radikali ile daha az slperoksit
radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen Urunlerinin a-metil grubundan
hidrojen atomu ¢ikarmasi ve su olusturmasi ile baslar ve zincir reaksiyonu seklinde
devam eder (30-35).

Lipid hidroperoksitler membran fonksiyonlarini bozar ve aldehidleri olusturur.
Malondialdehidin (MDA) olgimuyle klinikte lipid peroksidasyonu hakkinda bilgi
alinabilir. Lipid peroksidleri membran proteinlerine zarar verir ve membrana bagli
enzim ve reseptorleri inaktive eder. Oksidatif stres ve sonucunda olusunda Urtnlerin
vicuttaki etkilerini notralize eden sistem antioksidanlardir. Serbest radikaller, normal
hicre metabolizmasi sirasinda da olusabilir. Serbest radikallerle, antioksidanlar
arasindaki dengenin korunmasi organizmanin devamini saglar. Organizma, bu
reaksiyonlarin yayiimasini 6nlemek icin stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimlerini kullanir (36-41).

Doksorubisin kardiyotoksisitesi dort klinik tabloda ortaya ¢ikar. Akut, subakut,
kronik ve gec¢ toksisitedir. Doksorubisin kardiyotoksisitesi icin en o6nemlisi risk
faktori, kimdlatif dozun 550 mg/m? (izerine ¢ikmasidir. Yas, mediastinal radyasyon
ve onceki kemoterapi dykusu diger onemli risk faktorleridir (29).

Deneysel calismalarda doksorubisinin kardiyotoksisitesini dnlemek (zere
bircok ajan denenmis (antioksidan vitaminler, bitkisel antioksidanlar,
desferroksamin, oabain, CAPE, bosentan, vb) ancak hi¢ birisi klinik kullanima
girememistir (42-45). Dokudaki glutatyon ve glutatyon bagimh enzim duzeylerini

artirdigi bilinen N-asetilsisteinin, doksorubisin ile induklenen kardiyak toksisite



Uzerindeki biyokimyasal ve histopatolojik etkilerini dederlendiren nadir sayida
calisma vardir (46-56). Deneysel olarak doksorubisinle indiklenmis
kardiyotoksisitede doku glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S transferaz
dizeyleri disuk olarak bulunmakta ve bu sirecte N-asetilsisteinin kardiyoprotektif

rolinun olacagd! vurgulanmaktadir.

Bizim calismamizin amaci da; doksorubisinin yol ac¢tigi akut kardiyak
hasarda oksidatif stresin rolinli gostererek N-asetilsistein’in bu hasarlanmadaki
biyokimyasal ve histopatolojik koruyucu etkilerini belirlemek ve N-asetilsisteinin bu
maksatla onkoloji kliniklerinde kullanimina zemin olusturacak calismalara bir 6érnek

teskil etmek ve 1sik tutmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doksorubisin
2.1.1.Genel Bilgi

Doksorubisin; antrasiklin tlrevi, farkli kanser tirlerine gugli etki gdsteren,
genis spektrumlu, antitimaral bir antibiyotiktir. Antrasiklinler 1963 yilinda bir mantar
turi olan Streptomyces peucetius variete caesiu kultirinden Uretilmistir (1-3).
Doksorubisin, 1967-1969’da, ilk tedaviye giren ve grubun en yaygin kullanilan
Uyesidir (4,5). Lésemi, lenfoma, yumusak doku ve kemik sarkomlari, Wilms timora,

noroblastom, hepatoblastom tedavisinde kullaniimaktadir (6,7).

2.1.a. Yapisi: Antrasiklin molekili, tetrasiklik ¢ekirdek ve aminosekerden
(daunosamin) olusur (Sekil 1). Tetrasiklik ¢cekirdek ilaca kirmizi rengini verir. Grubun

tim Uyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplari vardir (14).
Daunorubisin molekulindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile

doksorubisin meydana gelir. Doksorubisinin kimyasal ve uzaysal duzlemdeki yapilari

Sekil 1’de gosterilmigtir.

0O OoH
COCH,0H
O OoH O

CH;0
H,C 1o
NH,
A
A. Kimyasal B. Uzaysal Dizlemde

Sekil 1. Doksorubisinin yapisi



2.1.b. Etki Mekanizmasi: Hicrede 4 sekilde etki gosterir (15,57):

a. Kompleks olusturarak deoksiribonukleik aside (DNA) baglanma: DNA’'nin icine
girip, DNA topoizomeraz II-DNA-antrasiklin kompleksini olusturur. DNA replikasyonu
ve RNA transkripsiyon ve sentezini inhibe eder. DNA zincir kiriklarina da neden olur
(58).

b. DNA ve RNA polimerazlarin inhibisyonu: DNA ve RNA polimerazlarin

fonksiyonlarini engelleyerek DNA replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu bozar.

c. Hicre membrani Uzerine etkileri: Hicre membranina baglanarak, membran
fonksiyonunu bozar (6,7).
d. Serbest radikal olusturma: Mikrozomlardaki sitokrom P-450 rediktaz enzimi

ile reaksiyona girer ve serbest oksijen radikalleri (SOR) olusturur (59-62).

2.1.c. Metabolizmasi: intravenéz (iV) uygulanimdan sonra hizla parcalanir.

Doksorubisinol ve daunorubisinol olusur (16).

Bunlar ana bilesikten daha az aktiftir. Asit ortamda stabil olmamasi oral yolla,
doku hasari yapici 6zelligi ise intramuskuler ve subkutan kullanimina izin vermez
(6,7). IV uygulanimdan sonra dokularda birikir (kalp, karaciger, dalak, miyokard) ve
plazmadan daha yuksek konsantrasyona ulagir (5-10 kat). Timor dokusu en yiksek

doku konsantrasyonunu icerir (63).

Atihmi karaciger ve bobrekten gerceklesir. Karacigerden biyotransformasyonla
ve safradan ekskresyonla atilir. Atilan madde doksorubisinol ve daunorubisinoldur.
Karacigerde 6nce indirgenme gergeklesir ve ardindan karbonil kokd ayrihr.

Bobreklerde ise tam tersi gerceklesir (64).
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Sekil 2. Doksorubisin metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan metabolitler.

2.1.d. Yan Etkileri: Doksorubisinin klinikte daha énemli yan etkileri Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Doksorubisinin klinikte siklikla gérulen yan etkileri.

Yan Etki "' Aciklama
Sac Dokulmesi Anti-mitotik etki
Kemik iligi supresyonu Anti-mitotik etki
Mukozit Anti-mitotik etki
Ekstravazasyon Lokal toksisite
zedelenmesi

En ¢ok etkilenen organ kalptir. 2000 rad

Radyosensitizasyon Uzeri radyasyonda toksisite hizla gelisir.

Gastrointestinal toksisite

Aslil mekanizma serbest radikal aracili
hasar
*Kardiyotoksisite Birden ¢cok mekanizma ile

Nefrotoksisite

*Kardiyotoksisite: Doksorubisine bagl olarak gelisen en dnemli ve siklikla doz

sinirlayici olan yan etkidir (1-3).

Doksorubisinin IV enjeksiyonundan sonra vicuttaki dagilimi sirasinda,

doksorubisini plazmadan en hizli olarak alan dokulardan birisi kalp dokusudur (12).



2.1.2. Doksorubisin ve Kardiyotoksisite

ilacin kullanimini kisitlayan en 6énemli yan etkisi kardiyak toksisitedir.
Kardiyotoksisite olusturma mekanizmasi ise tam anlasilamamis olup, bu konuda
birgok teori uretilmistir (13). Nikleik asit ve protein sentezinde inhibisyon, vazoaktif
amin salinimi, adrenerjik fonksiyonlarda degisiklikler, mitokondriyal anormallik,
lizozomal degisiklikler, sarkolemmal kalsiyum (Ca**) transportunda degisiklik, Na-K-
ATPaz (sodyum potasyum adenozin trifosfataz) ve Ca-ATPaz adenilat siklazda
degisiklik, miyokardiyal elektrolit degisikligi, SOR olusumu, miyokardiyal antioksidan
enzim dizeyinde azalma, lipid peroksidasyonu, protein olmayan doku siilfidril

bilesiklerinde azalma ve programlanmig hticre 6limi bunlardan birkacidir (16,17).

Kardiyotoksisitenin sebebi karmasik ve bircok nedene baglidir (18).
Degisikliklerin  ortak etkisi, SOR’larin olusumu ve lipit peroksidasyonudur.
GUnUmuzde de en fazla kabul gdéren gdris doksorubisin ve metabolitlerine bagh
SOR olugsumudur (19). Antrasiklinler SOR olusmasinda ve redoks resiklusu
olusmasinda etkin maddelerdir. Bir antrasiklin molekull birgok reaktif oksijen SOR’i

olusturabilmektedir (20).

Kardiyotoksisite olusumunda kabul edilen iki teori vardir. Birinci teori kinon
halkasinin enzimatik reduksiyonudur. Sonugta molekuler oksijen redukte olur,
semikinon, hidrokinon, SOR olusur (Sekil 2). Demir hidroksil radikali (OH")
olusumunda gereklidir. Olusan maddeler mikrozomal ve mitokondriyal enzimleri
inhibe eder, lipid peroksidasyonu yapar, elektron transport zincirini bozar. ikinci teori
ise doksorubisin-metal kompleksinin meydana gelmesidir ve redoks siklusu ile
kuvvetli oksidan olusumuna yol agar. Doksorubisin ile olusan hasar SOR ve
mitokondriyal kaynakhdir. Doksorubisin demiri, major hlcresel demir deposu olan
ferritinden alir. Ferritin, antrasiklin bagimli mikrozomal lipid peroksidasyonunun etkili
bir katalizleyicisidir (21,22).

Fe, iki sekilde etkir; 1) Direkt etki: olusan kompleks fosfolipid ve kardiyolipine
toksiktir. Bunlar sarkoplazmik retikulumda ve mitokondri ic membraninda vardir.
Ayrica NADH (nikotinamid adenin dintkleotit) sitokrom-c rediiktaz ve sitokrom
oksidazi direkt inhibe eder (22).



2) indirekt etki; tiyol iceren bilesiklerden (GSH ve sistein vb) molekiiler
oksijene (O,) elektron transferini katalize eder ya da internal oksido-rediksiyon
siklusu icinde radikal kompleks Fe**-(antrasiklin); kompleksini olusturur. Bu
kompleks, dénuste bir elektronu molekiler oksijene birakir. Sonugta slUperoksit
radikallerinin olusmasina yol agar (4). Doksorubisin varliginda kalp kasinda Ca*"’'nin
hareketi ve kullanimi bozulur (1). Kalbin kasilma durumu sitozoldeki Ca*"
yogunluguyla iligkilidir. Kalp kasi hiicrelerinde kasiimayi baglatan Ca*, sarkoplazmik
retikulumdan salinir. Bundan dolayl uyariima-kasiima olayinda sarkoplazmik
retikulumdaki Ca*™ salinim kanallarinin ¢cok énemli bir rolli vardir. Doksorubisin
sarkoplazmik retikulumdaki Ca** salinim kanallarini 6zellikle riyanodin reseptorini
geri donisimli olarak inhibe eder. Doksorubisin sarkoplazmik retikulumun Ca™

salinimini engeller ve miyokard fonksiyon bozukluguna yol acar (23).

Organizma SOR’lar1 temizleme yetenegine sahiptir. Ama kalpte antioksidan
enzimler daha az bulundugundan SOR hasarlarina kargi kendini koruyamaz. Bu
durum ise neden doksorubisin verilmesi sonrasi kalpte hasarin olustugunu
aciklamaktadir (21).

Yeni Uretilen antrasiklinlerin lipozomal formlari kardiyak hasar gelistirme
sikhgi daha az olmakla birlikte bunlarda bile kardiyotoksisite hala en &énemli
problemdir (24,25).

Kardiyotoksisitenin tanisinda birgok klasik ydntem kullanilabilmekle birlikte
son dénemlerdeki calismalarda troponin ve pro-BNP (pro-brain natritiretik peptid) 6n
plana ¢ikmakta ve bu parametreler doksorubisin uygulamasindan sonra kardiyak

yetersizlik gelisecegi hakkinda bilgi vermektedir (26-28).

2.1.3. Kardiyotoksisitenin Klinik Tipleri
Doksorubisin kardiyotoksisitesi dort farkli klinik tipte gelisebilmektedir:
1. Akut Kardiyotoksisite: ilacin verilmesi sirasinda veya ilag verildikten

birka¢ saat sonra ortaya ¢ikar. Goérilme sikligi % 0.4-41 arasindadir. Genellikle

semptomsuz ama nadiren miyokardiyal infarkt gelisir. Doz iligkisiz



elektrokardiyografide (EKG) degisiklikleri gérilebilir. Olimcil komplikasyonlar
elektrolit dengesizligi olan hastalarda daha siktir (37,42).

2. Subakut Kardiyotoksisite: Nadiren gorulir, son doksorubisin dozundan
birka¢ gun veya birka¢ hafta sonra toksik perikardit ve miyokardit seklinde ortaya
cikar (43).

3. Kronik Kardiyotoksisite: Kardiyak hasarin daha sik goérilen seklidir.
Sikhdr % 0.4-23 arasindadir. Kimulatif doza baglidir. Kemoterapiden birkac hafta
veya birka¢ ay sonra kalp yetersizligi veya kardiyak sok Klinigi ve laboratuvari ile
ortaya cikar. Kalp yetersizliginin pik yaptigi dénem, tedavi kesildikten 1-3 ay
sonradir. Genellikle sol ventrikllli, nadiren her iki ventriklGli etkiler. Klinik

kardiyotoksisitede 550 mg/m? lizerindeki dozlarda belirgin artis goriilir (37).

4. Ge¢ Kardiyotoksisite: Doksorubisin tedavisi tamamlandiktan en az bir yil
sonra ortaya cikan kalp yetersizligi bulgular ile ortaya c¢ikar (40,41). Ge¢ baslayan
ventrikil fonksiyon bozuklugu ve aritmilerle birlikte gider, nadiren ani o6limle
sonuglanabilir. Bazi hastalarda kardiyotoksisitenin ilk bulgulari ¢ok ge¢ ortaya
cikabilir (1).

2.1.4. Doz ve Kardiyotoksisite

Miyokardiyal hasar, diisiik kiimiilatif dozlarda da (180 mg/m?) gelismektedir
(65). Morfolojik degisiklikler kimdulatif dozdan bagimsizdir. Fonksiyonel
degisikliklerin doz ve kalp yetmezIigi ile ilgisi zayiftir. Doksorubisin icin 400 mg/m?
dozda kalp yetersizligi insidansi %.01, 400-500 mg/m?lik kiimilatif doz sonrasi
hastalarin % 2-4’inde semptomatik kardiyotoksisite gelismektedir. Buna karsin 550
mg/m?de % 7, 600 mg/m?de % 15, 700 mg/ m*de % 30-40, 1000 mg/m®de % 50
hastada klinik konjestif kalp yetmezligi gelismektedir. Kardiyotoksik doz i¢in sinir son
galismalarda 550 mg/m? ‘dir (Sekil 3) (20,66). Doksorubisinin doz modifikasyonu

kardiyotoksisiteye engel olacak en énemli degiskendir (67).
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Sekil 3. Kimulatif doksorubisin dozu ile kalp yetersizligi gelisme riski arasindaki

iligki.

2.1.5. Kardiyotoksisite Risk Faktorleri

Kardiyotoksisite olusumu igin gesitli risk faktorleri belirlenmistir. En énemlileri

Tablo 2’'de verilmigtir.

Tablo 2. Karditoksisiteyi artiran risk faktorleri.

Risk Faktorleri® ¢

Kimulatif doksorubisin dozu

> 550 mg/m? belirgin artar

Yas

<4yl

Mediastinal radyasyon

> 2000 cgray

Kalp hastaligi

Koroner arter hastaligi

Kemoterapi dykusl

Antrasiklinler, siklofosfamid,

metotreksat




2.1.6. Cocuklarda Kullanimi

Miyosit sayisi postnatal altinci aydan itibaren belirlenir. Kalbin bluylmesi ise
kas hicre hipertrofisi yoluyla olur. Dort yasin altindaki hastalara doksorubisin
uygulanmasi, miyositin geri donlsimslz hasari ile sonuglanir. Geriye kalan
miyositlerin hipertrofisi, muhtemel kalp yetmezligi gelisecek olan c¢ocuklarin
blyUmesindeki artan ihtiyaglarini karsilayamayacaktir. Bu durum, cocuklarda
antrasikline bagh gecikmis kalp yetmezliginin temelini olusturmaktadir (66,67). Bir
calismada antrasiklinle tedavi edilmig 201 ¢ocuk hastanin kardiyak fonksiyonlari 4-
20 yil stre ekokardiyografi (EKO) ile degerlendirimis, hastalarin % 23’Gnde kardiyak
anormallik saptanmistir. On yildan daha az slre izlenen hastalarda % 18 oraninda
kardiyak anormallik bulunurken, 10 yildan sonrasi igin bu oran % 38’e ylkselmistir.
Kimdlatif antrasiklin dozunu 500 mg/m?nin Ulzerinde alan ve tedavi sonrasi 10
yilldan fazla gegen hastalarda EKO’da % 63 anormal bulgular saptanmig, kiimulatif
doz ve izleme siresiyle ciddi anormallik sikhigi arasinda pozitif iliski bulunmustur
(11). Lipshultz ve ark.®* antrasiklinle tedavi edilmis 4 yasindan kiiglik cocuklarda,
daha buylk cocuklara gore kardiyotoksisite riskinin arttigini rapor etmislerdir. Bu
cocuklarda somatik blylimeye oranla, miyokardiyal blyime yetersiz kalmaktadir.
Bu durum antrasiklin bagimli kardiyak hasarlanmada miyokardin bozulmus buyime

kapasitesini gostermekte olup kiiglik ¢cocuklar igin 6nemli bir sorun olusturmaktadir.

2.1.7. Kardiyotoksisite Tedavisindeki Yeni Ajanlar

Doksorubisin kullanimini kisitlayan yan etkileri ortadan kaldirmak igin birgok
ajan denenmis olup bu konudaki yeni ¢alismalar da halen devam edilmektedir.
Doksorubisinin kardiyotoksisite olusum mekanizmasi net olarak belli olmadigindan
birgok farkli ajan bu amacla glindeme gelmis, ancak doksorubisinin olusturdugu
kardiyotoksisiteyi geriye c¢eviren bir ajan bulunamamistir (11). Doksorubisin
kardiyotoksisitesini geriye c¢evirmek icin kullanilan ajanlar ve kullanim nedenleri

Tablo 3'te gosterilmigtir.
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Tablo 3. Doksorubisin iligkili kardiyotoksisite tedavisinde kullanilan ajanlar ve etki

mekanizmasi.

Kardiyoproteksiyon i¢in
Kullanilan ajan "7 ongoriilen etki
mekanizmasi
Kalsiyum kanal blokerleri intraselliiler Ca*™* |
Antioksidan vitaminler SORJ
Desferroksamin intraselliler demir 4
CAPE Oksidatif Stres
Pentoksifilin Bilinmiyor
Oabain Na-K ATPaz
Melatonin Antioksidan
Bitkisel antioksidanlar Antioksidan
Bosentan Endotelin-1 antagonizmasi

2.1.8. Yapisal Degisiklikler

Doksorubisin, erken evrelerde sadece elektron mikroskobu ile tespit edilebilen,
miyositlerde farkh tiplerde yapisal degisiklikler meydana getirir. Artmis fibrozis ve
miyosit dejenerasyonuna ait diger formlar genel olarak 250 mg/m?nin altinda Isik
mikroskobu ile tespit edilemezler. Miyosit hasarina ait ilk bulgu, sarkoplazmik
retikulumun dilatasyonudur. Bu ilerleyerek vakuolizasyon olusturur. Daha sonra
membran incelmesi ve yodun inklizyonlarla birlikte, mitokondride sisme gdzlenir.
Son olarak hicre nekrozuna nikleer degisiklikler eslik eder. Isik mikroskobunda
normal miyokardiyal doku ile birlikte, vakuolizasyon ve bazi miyositlerde
dejenerasyon acida cikar. Daha sonraki evrede ise fibrozis baslar (75). Histolojik

degisikliklerin siddeti uygulanan kumdulatif doz ile dogru orantilidir (76).
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2.2. N-asetilsistein
2.2.1. Genel bilgi ve etki mekanizmasi

Asetilsistein dusuk molekdl agirlikhdir. Kaguk miktarlarda hidrojen sdlfur
aciga cikmasina bagh olarak sodyum tuzu hafif kikulrtsi kokudadir. Suda ve diger
gozicllerde % 22 oraninda ¢ozilir. Fizyolojik kosularda pH’si stabildir. ilag
emilimden sonra kana karigir. Tium dokulara hizla geger. N-asetilsisteinin kimyasal

ve uzaysal yapisi Sekil 4'te gosterilmistir.

3

HS——CH,—HC

NH——C——CHj

A. Kimyasal B. Uzaysal

Sekil 4. N-asetilsisteinin yapisi

Mukolitik etkisi balgamdaki sulfidril baglarini kirmasindan kaynaklanmaktadir
(50,51). Dogal sisteinin en az toksik ve en etkili formu L-sisteinin N-asetil formudur.
Daha c¢ok sdlfidril grubu icermesi ve ¢dzinUrliGginin daha iyi olmasi nedeniyle
klinikte siklikla kullanilan formdur. N-asetilsistein, L-sisteinin N-asetil tlrevidir,
mukoregulator etkilidir. Vicudu zararli etkilerden oksidanlara karsi korumada tiyol
iceren bilesiklerin 6nemi giderek artmaktadir. En yaygin kullanilan mukolitiktir ve
etkisi mukokinetiklerden daha fazladir (52,53). Sisteine dénidsim sonrasi GSH
sentezinde rol oynar. Antioksidan etkisi iki yoldan gerceklesir. Direkt etkisiyle,
serbest oksijen radikallerini dodrudan inhibe eder. Yapisindaki sisteini artirarak,
GSH sentezini artirmasi ise indirekt etkisidir. Oksidan strese bu mekanimazlarla
kargi cikar (54,55). N-asetilsistein, SOR’lardan OH, O,, hidrojen peroksit
radikallerini indirger (56).
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2.2.2. N-asetilsisteinin Kullanim Alanlari

Pnomoni, sindzit tedavisi, asetaminofen ve amanita phalloides
zehirlenmeleri, kronik obstriktif akciger hastaligi (KOAH) basglica kullanim
alanlaridir. N-asetilsistein ve glutatyon degisik dozlarda mutajen ve karsinojenlerin
etkilerini inhibe eder (50). Ozellikle antioksidan olarak NAC’nin KOAH'ta atak
sikhigini azaltudr ve atak tedavisinde kullanilabilecedi gosterilmistir (53). N-
asetilsistein, sulfidril grubu kaynagi oldugundan SOR’lara ve diger oksidanlara karsi
“scavenger” (¢Opgl) oldugu ve hayvan modellerinde reperflizyon hasarini dizelttigi
gosterilmistir. N-asetilsistein hlicre icinde sistein igin bir kaynaktir ve hicre igi
sistein, GSH redoks sistem uretimini saglar. N-asetilsistein H,O, ile gelisen epitel

hlcre hasarini ve sigaranin neden oldugu enflamatuvar hticre artigini azaltir (71).

NAC bir tiyol bilesigi olmakla birlikte potent bir antioksidan ve
antienflamatuvar 6zelliktedir. Ayni zamanda iyi bilinen bir GSH prokursoéru ve direkt
hareket etkileriyle SOR’lari, OH_’yi ve hipoklorik asidi esas indirgeyicisi olarak
temizler. Redoks, sensitif degisim faktdrlerini hizla aktive ederken enflamasyon,

immun ve akut faz yanitini igeren genleri aktive eder (77).

Deneysel sepsis modelinde NAC verilmesi plazma MDA duzeylerini
dusUrmdistir. Ratlarda alkol stresi altinda NAC verilmesi sonucu plazma MDA, GSH
ve karaciger MDA degerleri kontrol grubu dederleriyle ayni dizeyde olglimustar
(78). iskemi ve reperfiizyon hasarlanmalarinda etkin bulunmustur (79). NAC
intratrakeal olarak erigkinlerin kronik akciger hastaliginin tedavisi amaciyla yaygin

olarak kullaniimakta ve oldukc¢a olumlu sonuglar bildiriimektedir (80).

Dokularda, oksidatif hasara karsi enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan mekanizmalar vardir. Antioksidan enzim sistemleri; SOD, CAT ve GSH-
Px'dir (81-83). Enzimatik olmayan dogal antioksidanlarin en 6nemlilerinden biri
GSH'dur. NAC'Iin SOR'lar tarafindan olusturulan doku hasarina karsi koruyucu etkisi
oldugu ve bu etkisini GSH dizeyini arttirarak olusturdugu bildiriimektedir (84). NAC,
asetaminofen ve alkol toksisitesinde verildiginde karacigeri hasardan korumakta ve
mortaliteyi azaltmaktadir. Antitoksisitesindeki muhtemel mekanizmalar; karaciger
kan akimini artirmasi, GSH artis1 ve SOR’lari temizlemesi sayilabilir (85). NAC

ratlara verildiginde lipid peroksidasyonunu Onleyerek karaciger toksisitesini
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azaltmaktadir. Kokaine bagli karaciger hasari NAC ile azalabilmektedir (86).
Karaciger transplantasyonunda reperflizyon ile gelisen oksidan hasar da NAC ile
anlamli derecede azaltilabilmektedir. Mevcut bilinen etkinlikleriyle NAC, karacigerde
oksidatif strese karsi tedavi edici etki ile transplantasyon hasari, alkolizm, metal

toksisitesi ve fibrozda tedavi roli oynayabilir (87).

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidan Sistemler

2.3.1. Serbest Radikaller
2.3.1.1. Genel Bilgi

Serbest radikaller, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan atom veya
molekdllerdir. E§er elektron cifttesmemis ise molekll daha reaktif duruma gelir ve
kararsizlasir. Reaktif oksijen molekilleri, tek elektronunu bir bagka molekile
verebilenler (radikaller) ve elektron eksigi olmadigi halde bagka molekiller ile
radikallerden daha zayif bir sekilde birlesebilenler (radikal olmayanlar) olmak Gzere
iki gruba ayriimaktadirlar. Canlilarda toksik olan molekuler oksijenin tam olmayan

indirgenmesi ile olusan oksijen radikalleridir.

Normal kosullar altinda biyolojik sistemlerde var olan molekiiler oksijenin
¢ogu aerobik glikoliz ile ATP Uretmek maksadiyla bir dizi reaksiyon sonucunda suya
indirgenir. Bu olaylar sirasinda bir miktar molekiler oksijende kagak meydana
gelmektedir. Bu oksijenin rediksiyonu ile O, H,0, ve OH gibi reaktif Grtnler aciga
cikmaktadir. O,’e eneriji ilavesi, tekli oksijen (O2) molekuliinii meydana getirir. O ise
O.'ye tek bir elektronun ilavesi sonucu olusur. o} radikali, SOD enzimi tarafindan
katalitik olarak H,0O, indirgenir. H,O, disuk toksisiteye sahiptir, fakat kolayca
hiicresel membranlara penetre olabilir. Ozellikle gecis-metal iyonlarinin (Fe, bakir)
varhiginda O ve H,0, yilksek derecede reaktif O olusumu ile ilgilidir. Bu reaksiyon

“Fenton Reaksiyonu” olarak bilinir (30).

14



e e +2HBY e+ H e+H

0 p 0. — p By ————p OH— 5 H:0
Siperoksit Hidrojen Peroksit Hidroksil Su

Sekil 5. Molekiler oksijenden reaktif ara trlnlerin olugsumu.

2.3.1.1.a. Superoksit Radikali: Aerobik organizmalarda oksijenin bir

elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit anyon radikali (O?) meydana gelir.
O? +e-— O

Diger radikallere gore reaktivitesi daha azdir ve olusumlarina neden oldugu
diger radikallerle birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir.
Haber-Weiss (Fenton) reaksiyon sonucunda hidroksil radikalinin olusmasi,
superoksit anyon radikallerinin doku hasarina yol agmasinda esas tehlikel

mekanizmadir.
0% + H,0, —» O? + OH + OH

O radikali, ortam pH’sinin disik oldugu durumlarda bir proton alarak daha
reaktif olan perhidroksil radikaline (HO%*) déniisebilir. Ancak ortamin pH’si fizyolojik

sinirlarda iken olusan perhidroksil formu % 1’in altindadir (31).

2.3.1.1.b. Hidrojen Peroksit: H,O,, membranlardan kolayca gecebilen uzun
omuarld  bir oksidandir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil Uretimi
suiperoksidin dismutasyonuyla olmaktadir. iki siiperoksit molekilii iki proton alarak

hidrojen peroksit ve molekuler oksijeni olustururlar.
207 + 2H" — H,0, + O?
Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tirleri
icerisinde yer alir ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Stperoksit

ile reaksiyona girerek en reaktif ve zararli serbest oksijen radikali olan hidroksil

radikalini olusturmak Uzere yikilabilmesi ona bu 6nemi verdirmistir (32).
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2.3.1.1.c. Hidroksil Radikali: OH , hidrojen peroksidin gecis metallerinin
varliginda indirgenmesiyle meydana gelir. Suyun ylUksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucu da hidroksil radikali olusabilmektedir. Yarilanma

omria ¢ok kisadir ve olustugu yerde blyuk hasara neden olabilmektedir.

H,O, + Fe'? — OH + OH + Fe™
Bu reaksiyon demir iyonlarinin katalizledigi bir reaksiyondur ve Haber-Weiss

(Fenton) reaksiyonu olarak ta bilinmektedir.

2.3.1.2. Serbest Radikallerin Etkileri

2.3.1.2.a. Proteinlere Etkileri: Doymamis bag ve siilfir iceren molekdllerin
serbest radikallerle reaktivitesi ylksek oldugu icin; triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metyonin, sistein gibi aminoasitleri igeren proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Glutatyon redliktaz ve gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz gibi
reaktiviteleri icin yukaridaki aminoasitlere bagimh olan enzimler, serbest
radikallerden kolaylikla etkilenerek inhibe edilirler (33,34). Serbest radikallerin
etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve capraz baglanmalar meydana gelebilir.
Bunlar da protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol acabilecegdi gibi, immun sistemi

uyarabilecek antijenik degisiklikler de olusturabilirler.

2.3.1.2.b. Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri: DNA yapisinda oksidatif
hasara yol acan birgok faktor vardir. Bunlar (iyonize radyasyon, gesitli kimyasallar)
asiri derecede serbest radikaller meydana getirip direkt olarak DNA’da hasara yol
acabilirler. Direkt etkinin yaninda DNA’da tamir defektleri olusturup da hasara yol
acabilirler. Olusan bu serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek hicrede mutasyonlara
ve Olime yol acarlar. Sitotoksisite blylk oranda ya nikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozomal degisikliklere, ya da DNA’daki diger
bozukluklara baghdir (35).

2.3.1.2.c. Membran Lipidlerine Etkileri: Hiicre membrani serbest radikaller
icin kritik bir bariyerdir, ¢linki serbest radikaller hiicre komponentleri ile etkilesim icin
bu bariyeri gecmek zorundadirlar. Lipit peroksidasyonu serbest radikallerin en

onemli etkilerindendir. Lipit peroksidasyonu kuvvetli yulkseltgeyici bir radikalin
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etkisiyle baglayan ve membran yapisindaki doymamis yag asitlerinin yikimiyla
sonuglanan kimyasal bir olaydir. Lipit peroksidasyonu lipit hidroksiperoksitlerinin
aldehit ve diger karbonil bilesiklerine dénlismesiyle son bulur. Bu Urlnlerden
baslicalari olan malondialdehit ve hidroksinonenal, proteinlere ve DNA'ya

baglanarak kalici degisiklikler olustururlar.

2.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

2.3.2.1. Genel Bilgi

Reaktif oksijen tlrlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak igin canlilarda antioksidan savunma sistemleri gelistirilmistir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif
oksijen turlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar,
dogal (endojen kaynakli) ve ekzojen kaynakh antioksidanlar olmak Uzere baslica iki
ana gruba ayrilabilirler. Antioksidanlarin degisik sekillerde siniflandiriimasi
muamkindir. Serbest radikalin meydana gelisini engelleyenler ve mevcut olanlari
etkisiz hale getirenler seklinde bir siniflama olabilecegi gibi, enzim yapisinda olanlar

ve olmayanlar seklinde de bir siniflandirma yapilmasi mimkandar (36).

2.3.2.2. Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidan etki dort tiptir. a. Toplayici etki, b. Bastirici etki, c. Onarici etki, d.
Zincir kirici etkidir. SOR’lari etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir
molekile c¢evirme islemine “toplayici etki” denir. Serbest oksijen radikalleriyle
etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle
donlstiren olaya “bastirici etki” denir. Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak (hemoglobin gibi) zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye “zincir

kirici etki” denmektedir. Temelde (g ¢esit antioksidan vardir.

2.3.2.2.a. Dogal Antioksidanlar: Dogal antioksidanlarin siniflandiriimasi

Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Dogal antioksidanlarin siniflandiriimasi.

Enzimler Enzim Olmayanlar
SOD - » .
Lipit fazdakiler A-tokoferol, 3- karoten
CAT
GSH-Px Askorbat, Urat, sistein,

Mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi

GSH-S-transferaz

Sivi fazdakiler

(sitozol veya plazma)

seruloplazmin,
transferin, laktoferrin,
miyoglobin,
hemoglobin, albumin,
bilirubin, ferritin,

glutatyon.
Sivi ve lipit fazdakiler Melatonin
2.3.2.2.b. Ekzojen Antioksidanlar: Ekzojen antioksidanlarin

siniflandiriimasi Tablo 5'te gosterilmistir.

Tablo 5. Ekzojen antioksidanlarin siniflandiriimasi

Antioksidasyon Mekanizmasi

Baslica Yer Alan ilaglar

Ksantin oksidaz inhibitorleri

Allopurinol, oksipdrinol, folik asit,
pterin aldehit

Soya fasulyesi inhibitorleri

Ksantin dehidrogenazin proteolitik
etki sonucu ksantin oksidaza
doénusimuni inhibe eder.

NADPH Oksidaz inhibitorleri

Lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, non-steroid
antienflamatuvar ilaglar.
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2.3.2.2.c. Gida Antioksidanlari: Butile hidroksitoluen, butile hidroksiyanisol,

sodyum benzoat, etoksikuin, propil galat, Fe-SOD.
2.3.2.3. Antioksidan Enzimler

2.3.2.3.a. Siiperoksit Dismutaz: SOD enzimi, O nin H,O, ve O,
donisumunu katalizlemektedir. SOD enzimi, sliperoksit diizeylerini kontrol etmede

onemli bir rol Gstlenmektedir (37). Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
20%- + 2H" — H,0, + 0?

Enzimin primer fonksiyonu, hlcreleri suUperoksit radikalinin zararh
etkilerinden korumaktir. Bu sekilde hucrelerdeki lipit peroksidasyonu da inhibe
edilmis olur (88). SOD, fagosite edilen bakterilerin intrasellller 6ldurtlmesinde de rol

oynamaktadir. Bu nedenle, SOD granulosit fonksiyonu igin ¢cok dnemlidir.

2.3.2.3.b. Glutatyon Peroksidaz: Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik yapidadir ve dért selenyum (Se) igerir.
Diyetteki Se destedi enzim aktivitesini module eder. Enzim aktivitesi heksoz
monofosfat yolunda dretilen NADPHa bagdimhdir. Dusik konsantrasyonlardaki
H,0,, éncelikle GSH-Px tarafindan temizlenir. Bu enzim, redikte glutatyonun okside
glutatyona cevrildigi ortamda hidrojen peroksidi ylksek spesifite ile detoksifiye
etmektedir. Redikte GSH okside glutatyon (GSSG) haline donlstiugu reaksiyonda
GSH-Px enzimiyle hidrojen peroksit suya indirgenmis olur. Daha sonra glutatyon
rediktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak, okside glutatyon

redukte hale donustirilir. Olusan reaksiyonlar su sekildedir:

2GSH + Hx0, > GSSG + 2H;0

NADP* GSH “\ r H20;
| \VZ IR GSH-Px
NADPH /Ny =~ GSSG G \} HZ0

Sekil 6. Glutatyonun okside ve redikte formlari arasindaki donisumu.
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GSH-Px'in, fagositik hucrelerde 6nemli fonksiyonlart vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hicrelerin zarar gdérmelerini engeller. GSH-Px
aktivitesi dislk olan makrofajlarda baslatilan solunum patlamasini takiben, H,O,
saliniminin arttigi gosterilmistir (39). Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi
en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin

artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar (40).

2.3.2.3.c. Katalaz: Glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Enzimin
molekil agirhidgr 240.000 daltondur. Her biri ferriprotoporfirin grubu iceren dort adet
alt Gniteden olusmustur. Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda +3 degerlikli Fe atomu
bulunan protoporfirin IX halkasidir. Eritrositler yiksek oranda CAT icermekte olup,
CAT aktivitesinin %98’'den fazlasini saglarlar (41).CAT enzim aktivitesinin en yuksek
oldugu dokular karaciger ve bdbrek dokularidir. Enzim dokularda bagslica mitokondri
ve peroksizom partikullerine bagl olarak bulunmaktadir. Bundan bagka endoplazmik
retikulum ve sitoplazmada da aktivite gdostermektedir. CAT, okside edici enzimlerin
etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksidi direkt olarak suya dénustirtr. Ortamdaki
H,0, konsantrasyonunun dusik oldugu durumlarda H,O;'yi substrat olarak kullanan
diger antioksidan enzimler (GSH-Px) devreye girerek hidrojen peroksidi ortamdan
uzaklastinirlar. Ayni etkileri gosteren CAT ve GSH-Px enzimleri, hlcre ici yerlesimleri
ve etki yerleri bakimindan farkliliklar gosterirler. CAT enzimi peroksizomlarda daha
etkin iken, GSH-Px enzimi baslica sitazol ve mitokondride etkindir. Katalizledigi

reaksiyon su sekildedir:
2 H,0; — 2 H,0 + O?
CATIn indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil-etil hidroperoksitleri gibi

kl¢cuk molekullere karsidir. Buylk molekullt lipit hidroperoksitlerine ise etki etmez.

(1).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada; 15 haftalik ve agirliklari 200-320 gram arasinda olan 30 adet
Wistar-Albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar Stleyman Demirel Universitesi
(SDU) Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Laboratuvar’'ndan alindi. Calisma igin SDU
Tip Fakiltesi Etik Kurulu’'ndan 20.02.2008 tarih ve 11 sayili karariyla onay alind1.

3.1.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapiimasi

Deney mekani SDU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Laboratuvar tarafindan
olusturuldu. Kullanilan laboratuvar; 12 saat gece 12 saat gunduz olan,
havalandirilabilen, nemi ve isisi ratlarin ideal sekilde yasamasi i¢in ayarlanmisti.
Deneyde gerekli olan rat yemi, rat kafesi, rat sulugu kullanildi. Ratlar; Grup 1 Kontrol
(K, n:10), Grup 2 Doksorubisin (D, n:10) ve Grup 3 “doksorubisin + N-asetilsistein”
(DN, n:10) olarak Ug¢ gruba ayrildi. Rat gruplari ve uygulanan ilaglar Tablo 6’da

gOsterildi.

Tablo 6. Rat gruplari ve uygulanan ilaglar.

Doksorubisin +
Gruplar (n) > Kontrol (n:10) Doksorubisin (n:10) N-asetilsistein
(n:10)

Intraperitoneal

enjeksiyon igerigi serum fizyolojik Doksorubisin, 20 mg/kg Doksorubisin, 20 mg/kg

Gavaj igerigi serum fizyolojik serum fizyolojik N-asetilsistein, 140 mg/kg

Deney baslangicindaki
ortalama rat agirhigi 258 + 34.14 261.10 £ 28.07 256.50 + 20.65
(gram)
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1. grup: Kontrol (K) grubu: Bu gruba nazogastrik (NG) yolla 0. ve 24.
saatlerde steril kosullarda 1 mililitre (ml) serum fizyolojik (SF) ile 48. saatte
intraperitoneal (IP) yolla yine SF verildi. Gavajla SF uygulamasina 24 saatlik

araliklarla calisma sonuna dek devam edildi.

2. grup: Doksorubisin (D) grubu: Bu gruba steril kosullarda 0. ve 24.
saatlerde NG ile 1 ml SF, 48. saatte doksorubisin (20 mg/kg dozda, 1 ml distile su ile
sulandirilarak) IP yolla uygulandi. Doksorubisin (Adriblastina® flakon 10 mg, Carlo
Erba ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.) uygulamasindan sonra 24 saat aralarla gavajla 1
ml SF verildi.

3. grup: Doksorubisin + N-asetilsistein (DN) grubu: Calismanin 0. ve 24.
saatlerinde gesme suyu ile hazirlanan NAC 140 mg/kg dozunda (Asist® Pediatrik
stispansiyon, 60 gr/150 ml, Hisni Arsan ilaclarn A.S.) gavajla verildi. Bu gruba 48.
saatte steril kosullarda doksorubisin (20 mg/kg dozda, 1 ml distile su ile
sulandirilarak) iP yolla uygulandi. Sonra gavajla 24 saat aralarla ¢alisma sonuna
dek SF verildi.

3.1.3. Anestezi

Sakrifikasyon sevofuran ile gaz anestezisini takiben tam anestezi
gerceklestikten sonra gerceklestirildi. Ratlarin g6gus kafesi agildiktan sonra cevre
dokulardan arindirilarak kalbe ulasildi. Apikal kesi ile kalp durdurularak
serbestlestirildi ve yerinden cikarildi. Dokular biyokimyasal ¢alisma igin fosfat
tamponu konulmus ependorf iginde -20°C‘de derin dondurucuya yerlestirildi.
Histopatolojik calisma igin de % 10’luk nétral formole konuldu. Yirmidort saat sonra

biyokimyasal ve histopatolojik ¢calismalar yapildi.

3.2. Deneyde Kullanilan Cihazlar

Sogutmali santriflj eppendorf MR 5415 (Almanya), derin dondurucu Facis
(Fransa), hassas terazi Scaltec (isvigre), Vorteks (karistirici) Nive NM 100
(Tarkiye), otomatik pipetler Gilson (Fransa), eppandorf, ultraviyole spektrofotometre
Shimadzu UV 1601 (Japonya), homojenizatér Ultra Turrax T25 (Almanya), Viva (ilag
diizeyi 6lcim cihazi) Dade Dehring (Almanya- ABD).
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3.3. SOD, GSH-Px ve Katalaz i¢cin Dokularin Homojenizasyonu

Doku ornekleri dnce kani uzaklastirmak icin soguk distile suyla yikandi.
Dokular hassas terazide tartilip, 1/10 oraninda fosfat tamponu ile dilie edildi. Daha
homojenizor (Ultr-Turrax T25,lka labor Technik, Almanya) ile 9600 devir/dk'da 30
saniye slreyle soguk zincirde mekanik olarak homojenize edildi. Burada pargalanan
numuneler 30 saniye streyle sonifikasyon islemine (Bandelin Sonoplus, HD2070,
Almanya) tabi tutuldular. Bu sure sonunda elde edilen % 10'luk homojenatlar,
+4°C'de 10 dakika streyle 5000 g'de santrifiij edilerek sUpernatanlar elde edildi. Bu
supernatantlarda protein, MDA dlzeyleri ile GSH-Px, SOD ve CAT aktiviteleri
calisildi.

3.4. Dokularda Biyokimyasal Analizler

3.4.1. SOD Aktivitesinin Olgiimii

Deneyin prensibi: Sun ve arkadaslarinin metoduna dayanmaktadir (89).
SOD cgesitli yollarla ortaya c¢ikan stperoksit radikalinin H,O,'ye dismutasyonu
reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemi tarafindan uretilen
superoksit radikallerinin, 2-(4-iyodofenil)-3-4-(4- nitrofenol)-5-fenil tetrazolyum Kklorit
(INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazon boyasinin, 505 nm dalga
boyunda verdigi optik dansitenin spektrofotometrik olarak okunmasi esasina
dayanmaktadir. Bu reaksiyona dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak,

reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi.

Deneyin Yapilisi: Yirmibes pl homojenattan alindi ve % inhibisyonun % 30-
60 arasinda olmasi igin drnekler dilie edilmedi. 0.025 ml homojenata, 0.850 ml 0.05
mM ksantin ¢ozeltisi (0.025 mM INT iceren) ve 40 mM’larhk CAPS (0.94 mM’lik
EDTA iceren) ilave edildi. 0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edildikten hemen
sonra 505 nm’'de 37 °C’de 30 saniyelik gecikme fazinin ardindan, havaya karsi
baslangi¢ absorbansi (A1) ve 3 dakika sonra da son absorbans (A2) okundu. Ayni
islemler kore karsi denemeyle de tekrarlandi. Standart (5.2 U/mL) calisilarak
hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon grafiginden yararlanilarak konsantrasyonlar

saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak bulundu. Bu degerler homojenizasyon
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sirasindaki diliisyon katsayisi ile ¢arpilip dokunun protein dederine bdliinerek U/gr

birimi seklinde sonuglar verildi.

3.4.2. GSH-Px Aktivitesinin Olgiimii

Deneyin prensibi: Paglia ve Valentine’'nin metoduna dayanmaktadir (90).
Glutatyon peroksidaz, kimen hidroperoksid ile glutatyonun oksidasyonunu
katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediktaz tarafindan
indirgenir. Bu arada NADPH, NADP+' ye oksitlenir. Nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat'in azalmasina bagl olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans degisimi
Olcllerek enzim aktivitesi hesaplandi. Deneyin yapilisi: Bir deney tupinde 1 ml;
glutatyon (4 mM), glutatyon rediiktaz (= 0.5 U/L) ve B-NADPH (0.34 mM) ¢ozeltilerini
iceren reaktif ile 20 yl numune karistirilip, élcimden hemen 6nce 40 pl kiimen
hidroperoksit (0.18 mM) ilave edildi. Enzim aktivitesini 6lcmek icin 340 nm’deki
absorbans degisimi hesaplandi. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi,
homojenizasyon esnasindaki dilisyon katsayisi ile ¢arpildiktan sonra doku protein

degerine bdlinerek sonuglar U/gr birimi olarak ifade edildi.

3.4.3. Katalaz Aktivitesinin Olgiimii

Deneyin prensibi: Aebi metoduna dayal olarak yapildi (91). Hidrojen
peroksidin CAT tarafindan parcalanmasi timeline dayali UV spektrofotometrik
yontem ile CAT aktiviteleri tayin edilmistir. Hazirlanan homojenat, fosfat tamponuyla
10 kat dilie (0.2 ml homojenat + 1.8 ml fosfat tamponu) edildi. 2 ml'lik bu dillie
homojenat U(zerine taze hazirlanan ve 30 mM H202 iceren fosfat tampon
¢ozeltisinden 1 ml eklendi. 240 nm'de ilk 30 saniye icinde 15’er saniyelik absorbans

azalmasi bulunarak, k degeri asagidaki sekilde hesaplandi:

k=23/Atx (log A1/A2) x (a/b)

A1: 240 nm deki baslangi¢ absorbansi (t1=0), A2: 240 nm deki 15. sn’deki

absorbansi (t2=15), a: dilisyon faktoru, b: homojenatin protein miktari
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3.4.4. MDA Aktivitesinin ve Protein Diizey Olgiimii

MDA: HPLC ile dokuda MDA analizi Mateos ve ark. metodu ile ¢alisildi (92).
Protein: Otoanalizér ile Lowry ve ark. (93) metoduna gore ticari kitle galisiimistir (DC
Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, California, USA).

3.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.5.1. SOD Tayini igin Kullanilanlar

Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya), Disodyum hidrojen fosfat
dihidrat, Merck (Almanya), CAPS, Sigma (Almanya), lodonitrotetrazolyum violet,

Sigma (Almanya), Ksantin, Merck (Almanya)X Ksantin oksidaz, Sigma (Almanya),

Titripleks Ill, Merck (Almanya).

3.5.2. GSH-Px Tayini igin Kullanilanlar:

Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)X Disodyum hidrojen fosfat
dihidrat, Merck (Almanya)X Glutatyon rediiktaz, Fluka (isvicre), B-NADPH, Sigma
(Almanya), Glutatyon-rediikte, Sigma (Almanya), Kimen hidroperoksit, Sigma
(Almanya), Titripleks Ill, Merck (Almanya).

3.5.3. Katalaz Tayini i¢in Kullanilanlar

Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya), Disodyum hidrojen fosfat

dihidrat, Merck (Almanya), Hidrojen peroksid, Merck (Almanya).
3.5.4. MDA ve Protein Tayini i¢in Kullanilanlar
MDA: ThermoFinnigan Spectra High Performance Liquid Chromatograph

with Diode Array Detector San Jose, California, USA. Protein: Aeroset Automated

Analyzer, Abbott Laboratories, lllinois, USA.
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3.6. Kullanilan Cozeltiler

3.6.1. SOD Tayini igin Kullanilanlar

e CAPS tamponu (pH: 10.2), 40 mM: 8.85 gr CAPS tartilip 400 ml distile
suda ¢ozilip pH'1 10.2’ye ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml'ye tamamlandi. 0.94
mM EDTA (0.36 gr) tartilip CAPS tamponuna katildi.

e Ksantin ¢ozeltisi (0.05 mM): 7.6 mg ksantin tartildi ve hacmi 40 mM CAPS
tamponu (0.94 mM EDTA iceren; pH: 10.2) ile 1000 ml'ye tamamlandi. Cozelti,
0.025 mM  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum  klorlr ~ (INT)
icermektedir ve +2 / +8°C’de muhafaza edildiginde 10 giin siireyle kararlidir.

e Ksantin oksidaz c¢ozeltisi (80 U/L): 56 ul ksantin oksidaz standardindan

alinir, 10 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, glinlik hazirlanir.

3.6.2. GSH-Px Tayini i¢in Kullanilanlar

e Kimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0.18 mM): Kimen hidroperoksitten 1.62 pl
alinir, 50 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, gunlik hazirlanir.

e Glutatyon ¢oézeltisi (4 mM): 0.0614 gr glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA iceren) ile 50 ml’'ye tamamlanir.

e Glutatyon rediktaz (= 0,5 U/L): 10 ul glutatyon rediktaz alinir, 10 ml distile
su ile seyreltilir. Bundan 50 ul gekilip, 50 mM fosfat tamponu (4.3 mM EDTA
icerenve pH: 7.2 olan) ile 50 ml'ye seyreltilir. Cozelti, gunluk hazirlanir. B-NADPH
¢cozeltisi (0.34 mM): 0.0116 gr B-NADPH tartiip hacmi 50 mM fosfat tamponu (pH:
7.2 olan ve 4.3 mM EDTA iceren) ile 50 ml'ye tamamlanir.

3.6.3. Katalaz Tayini icin Kullanilanlar:
e 50 mM fosfat tamponu: 2.7218 gr KH2PO4 ve 5.3397 gr Na2HPO4.2H20
tartilarak 500 ml distile suya tamamlandi..

e 30 mM hidrojen peroksit igin: 0.34 ml % 30’luk hidrojen peroksid, 100 ml

fosfat tamponu ile dillie edildi.
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3.6.4. MDA Tayini icin Kullanilanlar

Tartilan dokular pH 7.16 olan fosfat tamponuna kondu ve alindiktan hemen
sonra -20°C’ye saklandi. Numuneler galisilacaklari zaman eritildi ve 500 ppm BHT
ilavesinden sonra bu tamponda Ultra Turrax T25 Homogenizer ile 2500 rpm’de +4°C
sicaklikta homojenize edildi. Homojenatlar 10,000 X g’de 30 dakika boyunca
+4°C’de santrifiij edildi. SGpernatanlardan 250 uL eppendorf tlplere alindiktan sonra
Uzerine 6M 50 puL NaOH soliisyonu eklenerek final hacim 300 uL’'ye ¢ikarildi. Alkali
supernatanlar daha sonra 60°C su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi (proteine
bagli MDA'nin hidrolizi). Numuneler sogutulduktan sonra %35’lik (v/v) perklorik asit
ilavesiyle proteinlerin presipitasyonu saglandi. Karisim 2800 X g’de 10 dakika
santrifiij edilip slipernatanlardan 250 pL eppendorf tlplere aktarildi ve Gizerine 25 L
dinitro fenil hidrazin (DNPH, 5mM) eklenerek vortekslendi. 30 dakika karanlikta

tirevlenmeye birakilan numunelerden 50 uL HPLC sistemine enjekte edildi.

Kromatografik kosullar

Kolon : 5um, 125x4mm Nuckleosil 100C18 RP

Mobil Faz (lzokratik): Acetonitrile/H,O/Acetatic Acid (38/62/0,2 —v/v/v)
Akim Hizi: 0.6 mL/min

Isi : 23°C

UV A :310 nm

3.7. Histolojik Degerlendirme

Cikarilan kalp dokusu o6rnekleri, % 10’luk nétral formaldehit ¢dzeltisinde
immersiyon fiksasyon teknigi kullanilarak sabitlendi ve rutin histolojik doku takibi
uygulanarak parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi
kizakli mikrotom ile dort mikron kalinhiginda kesitler alindi ve elde edilen kesitler,
Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyanan &rnekler, Olympus BX-50 tipi i1sik
mikroskobunda incelendi ve Kkesitlerin  fotografi  ¢ekildi. Histopatolojik
degerlendirmede 6dem, enflamasyon, vakuolizasyon, hemoraji, nekroz ve dagiima
parametreleri kullanildi. Her bulgu, negatiften (-) l¢ pozitife (+, ++, +++) kadar
degisen sekilde derecelendirildi ve yari nitel degerlendirme yapildi. Her gruptan kag

ratta bu bulgularin gérildigu kaydedildi. Ayrica, hazirlanan kalp dokusu kesitlerinde
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sol ventrikil duvarinda miyofibril kalinhgi 10 farkh alanda okuler mikrometre ile
Olguldu ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi. Miyofibril kalinliklarina gore de

kardiyomiyopatinin olup olmadidina bakildi.

3.8. istatistik Galisma

Doku o&rneklerinin istatistik analizinde, Graphpad Prism 4.0 yazilimi
kullanildi. Coklu grup karsilastirmalari icin tek yonli ANOVA ve Tukey testleri,
gruplar arasi ikili kargilastirmalarda c¢ift yonla t testleri ve yari nitel degerlendirme
icinse Ki-kare testi kullanildi. Elde edilen sonuglara gore, 0.05’in altindaki p degerleri

istatistik agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Alinan doku érneklerinden yapilan biyokimyasal analiz sonucunda, gruplarin
enzim etkinlik seviyelerine gore karsilastiriimalari ve p degerleri Tablo-7’de ve Sekil
7-10’da verildi. Kontrol grubuyla D grubu arasinda MDA, SOD, CAT ve Gsh-Px
enzim etkinlik seviyelerinin anlamli sekilde farkli oldugu bulundu (p<0.05).
Doksorubisin ve DN gruplari arasinda MDA, SOD, CAT ve Gsh-Px enzim etkinlik
seviyeleri yoninden farkhlik yoktu (p>0.05). Yine K ve DN gruplari arasinda da

farklilik olmadigi gézlendi (p>0.05).

Ratlarin ¢alisma baslangicinda ve bitiminde dlgilen ortalama agirliklari ve p
degerleri dederleri Tablo-8'de, Sekil 11,12’de gdsterildi. Calisma baslangicinda
Olcllen ortalama agirlik degerleri yoninden gruplar arasinda herhangi bir fark
bulunmazken, g¢alisma bitiminde K grubuyla diger iki grupla kiyaslandiginda anlaml
farklilik oldugu géralda (p<0.05).
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Tablo 7. Gruplarin enzim etkinlik seviyelerine gore karsilastiriimasi ve p degerleri.

. . . . Glutatyon
Malondialdehid $uperok3|d Katalaz (u/g) | Peroksidaz
(mmol/g) Dismutaz (u/g)
(u/g)
Kontrol (K) 1.61+0.24 882.31 + 102.06 2.32+0.41 | 80.76 +37.03
&
?El Doksorubisin (D) 2.38 £0.31 682.80 + 16.67 1.78 £0.09 | 72.22 +33.16
O
Doksorubisin
N-asetilsistein 2.08 £0.21 710.70 £ 53.09 1.87 £0.13 | 75.27 +35.96
(DN)
@ = K-D p <0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05
T o
SExT
8§ S &
§_*@g K-DN p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
5o
£= D-DN p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

Tablo 8. Gruplarin rat agirliklarina gore karsilastiriimasi ve p degerleri.

Qall§man|&;an?;anglcmda Calismanin bitiginde (gram)
Kontrol (K) 258 + 34.14 255.6 +31.96
3
S Doksorubisin (D) 261.1 + 28.07 183.0 £ 12.11
o
Doksorubisin 216.3 + 12.82
N-asetilsistein (DN) 256.5 +20.65
- K-D p>0.05 p <0.05
()
=
:J.’, K-DN p>0.05 p <0.05
©
< D-DN p>0.05 p>0.05
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Sekil 7. Deney gruplarinda kalp dokusu ortalama Malondialdehid (MDA)
enzim aktiviteleri.

K: Kontrol grubu, D: Doksorubisin grubu, DN: Doksorubisin + N-asetilsistein grubu.
MDA: Kalp dokusu malondialdehid dizeyi (mmol/g protein)
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Sekil 8. Deney gruplarinda kalp dokusu ortalama Stiperoksid Dismutaz
(SOD) enzim aktiviteleri.

K: Kontrol grubu, D: Doksorubisin grubu, DN: Doksorubisin + N-asetilsistein grubu.
SOD: Kalp dokusu stiperoksid dismutaz diizeyi (U/g protein).
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Sekil 9. Gruplarda kalp dokusu ortalama Katalaz (CAT) enzim aktiviteleri.

K: Kontrol grubu, D: Doksorubisin grubu, DN: Doksorubisin + N-asetilsistein grubu.
CAT: Kalp Dokusu Superoksid Dismutaz Duzeyi (U/g protein).
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Sekil 10. Gruplarda kalp dokusu ortalama Gsh-Px (Glutatyon Peroksidaz)
enzim aktiviteleri.

K: Kontrol grubu, D: Doksorubisin grubu, DN: Doksorubisin + N-asetilsistein grubu.
Gsh-Px: Kalp Dokusu Glutatyon Peroksidaz Diizeyi (U/g protein).
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Sekil 11. Ratlarin deney baslangicindaki vicut agirliklari.

K: Kontrol grubu, D: Doksorubisin grubu, DN: Doksorubisin + N-asetilsistein grubu.
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Sekil 12. Ratlarin deney sonunda vicut agirliklari.

K: Kontrol grubu, D: Doksorubisin grubu, DN: Doksorubisin + N-asetilsistein grubu.
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4.2. Histolojik Bulgular

Gruplarda kalp dokusunun histolojik parametrelere gére yari nitel olarak
degerlendiriimesi ve p degerleri sonucunda tespit edilen bulgular Tablo 9da
gosterildi. Doksorubisin grubunun (Resim 1) miyokard tabakasi incelendiginde,
kontrol grubuna (Resim 3) gore bazi yapisal degisikliklerin ortaya ¢iktigi izlendi. Bu
degisiklikler 6dem, enflamasyon, vakuolizasyon, hemoraji, nekroz ve dagilma
seklindeydi ve istatistik agidan anlamliydi (p<0.05). “Doksorubisin + N-asetilsistein”
grubunun (Resim 2) miyokard tabakalari ayni parametreler agisindan K grubuyla
kargilastirildi ve (Resim 3) farkh oldugu goéruldu (p<0.05). Doksorubisin grubuna ait
sol ventrikil duvari miyofibril kalinliklarinin da K grubuna goére arttigi goraldi
(p<0.05) (Tablo 10). “Doksorubisin + N-asetilsistein” grubunun kalp dokusu miyofibril
kalinliklari K grubuyla karsilastirildi ve anlamli fark bulunamadi (p>0.05).
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Tablo 9. Gruplarin histopatolojik parametrelere gére degerlendiriimesi ve p

degerleri.
. Doksorubisin
Kontrol (K) Doksorubisin (D) N-asetilsistein (DN)
- + | ++ | | - + ++ | +++ | - + | ++ | +++
Odem (a) 9 1 0 0 0 0 2 8 7 2 1 0
— Enflamasyon (b) | 9 1 0 0 0 0 1 9 8 1 1 0
8
§ | Vakuolizasyon | 46 5\ o | 0 0| 0o | 3| 7 |8]1]1]o0
Q (c)
S
R Hemoraji (d) 10| O 0 0 0 0 2 8 5 3 1 1
Nekroz (e) 10| 0 0 0 0 0 1 9 7 2 1 0
Dagilma (f) 10| 0 0 0 0 0 3 7 6 3 1 0
a b c d e f
5 K-D p<0.05| p<005 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05
2 K-DN p>0.05| p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
D-DN p<005| p<0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05

Tablo 10. Gruplarin sol ventrikil duvari miyofibril kalinliklarina gére karsilastiriimasi

ve p degerleri.

Sol ventrikiil duvari
miyofibril kalinhg:

Gruplarin karsilastiriimasi

(um)

Kontrol (K) 10.75+1.43 K-D p <0.05

5 3
S" Doksorubisin (D) 13.10£1.74 %)) K-DN p > 0.05

O °

Q

Doksorubisin

N-asetilsistein (DN) 11.90 £ 1.26 D-DN p > 0.05
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(H-E).

Resim 2: Doksorubisin grubuna ait miyokard tabakasi: A. Monontkleer hiicre infiltrasyonlari
(siyah ok), hucre sismesi (sari yildiz), vakuolizasyon (sari halka), nekrotik hicreler (sar ok),
dagiima. B. Vakuolizasyon (sari ok), hiicre sismesi (sari yildiz), hemorajik alanlar (siyah
yildiz), nekrotik hiicreler (sari ok), dagiima. (Ax400, Bx400) (H-E).

Resim 3: Doksorubisin — N-asetilsistein grubuna ait miyokard tabakasi: A. Vakuolizasyon
(sar1 halka), mononukleer hiicre infiltrasyonlari (siyah ok), hemorajik alanlar (siyah yildiz),
dagilma. B. Vakuolizasyon (sari halka), hiicre sismesi (sari yildiz), hemorajik alanlar (siyah
yildiz), nekrotik hicreler (sari ok), dagiima.
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5. TARTISMA

Doksorubisin hiicre déngustine nonspesifik etki eden anti-timér bir ilagtir
(94). Birgok kullanim alani olmasina ragmen kardiyotoksik yan etkisi bu kullanimi
kisittayan 6nemli ve en temel nedendir. Toksik yan etkilerinden serbest oksijen
radikalleri (SOR) sorumludur (81,82). Doksorubisine bagli olarak meydana gelen
kardiyotoksisitenin patogenezi tam aciklanamamakla birlikte, olusan SOR’lar eger
temizlenemezse hiicrede hasara yol acgtigi bilinmektedir (83,95). Kardiyotoksisite
gelismesinde serbest radikallerin agiga c¢ikmasinin ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki degismenin temel rol oynadi§i ortaya konulmustur (96). Bazi
calismalarda doksorubisine badl olarak olusan oksidatif stresin vitamin E, aspirin,
dexrazoksane (ICRF-187) gibi antioksidanlarla ve desferroksamin gibi maddelerle
azaltilabilecegi bildirilmektedir (97,98). Doksorubisinin 550 mg/m? kiimilatif dozunda
insanda akut kardiyotoksisite gelistigi bilinmektedir (99). Bizim galismamizda ratlar
icin doksorubisinin akut kardiyak toksik dozu olan 20 mg/kg uygulandi.
Uyguladigimiz kimdulatif doksorubisin dozu da literatirdeki ¢alismalarla ayni idi
(100,101). ilacin kardiyak hasarindan korunmak icin de antioksidan etkisi bilinen ve
yapisindaki tiyol sayesinde GSH Uretimine aktif katilan N-asetilsistein de literatiirde

Onerilen antioksidan dozda (140 mg/kg) uygulandi (102,103).

Venditti ve ark."™ oksidatif hasar yatkinhdinin organlara gére degistigini
belirtmistir. Antioksidan kapasiteye gére organlari karaciger, kan, kalp, kas olarak
siralamistir. Bu arastirmacilara gore, émurleri kisa olan ve olustuklari dokuda etkin
olan antioksidan enzimlerin ve serbest radikallerin doku diizeylerinin saptanmasi,
tanisal deger bakimindan plazma degerlerinden daha kiymetlidir. Plazma
antioksidan enzim aktivitelerinin doku enzim aktiviteleri ile paralellik gostermedigini,
bu bulgunun antioksidan kapasitenin organlara gore farkhlik géstermesine bagl
olabilecedini ortaya koymuslar ve bu tlr calismalarda doku enzim aktivitesinin
galisiimasinin daha glvenli olacagini savunmuslardir. Ancak klinikte plazma degeri
belirlenmesinin doku degerlerinin belirlenmesinden daha pratik olabilicegini de
belitmislerdir. Bu nedenlerden dolayl plazma antioksidan enzim aktivitelerinin,
doksorubisin kardiyotoksisitesini belirlemede kullanilamayacagini vurgulamiglardir.
Ayni yaklagimla literatlrdeki bazi ¢alismalar doku antioksidan ve lipid peroksidasyon

kapasitesine bakmiglardir (103-107). Benzer disuUnceyi biz de paylastigimiz igin

37



¢alismamizda plazma dizeyleri yerine, kalp dokusunda GSH-Px, SOD, MDA ve
CAT duzeylerini belirlemeyi tercih ettik.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin patofizyolojisinden kalp dokusundaki
MDA dlzeylerinde yikselmenin sorumlu tutuldugunu gésteren ¢ok sayida calisma
bildirilmistir (105-109). Cesitli antioksidan ajanlarin da MDA diizeylerinde azalma
saglayarak  doksorubisin  kardiyotoksisitesini  Onledigi  gosterilmistir  (20).
Demirkaya'nin’® galismasinda, yiiksek ve diisiik doz kimiilatif doksorubisin
uygulamasindan yedi glin sonra bakilan MDA dizeylerinde kontrol grubuna gore
anlamli degisme tespit etmemistir. iliskovic ve ark.'® doksurubisinin son dozundan
Uc hafta sonra kalp dokusunda MDA dizeyinde anlamli artis saptadiklarini
bildirmislerdir. Luo ve ark."" 10 mg/kg tek doz doksorubisin verilen ratlarda plazma
ve doku MDA duzeylerindeki ylkselmenin ikinci saatte pik yaptigini, 24. saatte
plazma MDA dlzeyinin baslangi¢ dizeyine doéndigini, ancak dokuda MDA
yuksekliginin devam ettigini gostererek, doksorubisinin ilk dozunun MDA veya
benzer bagka sitotoksik maddelerin salinimini indukleyerek kardiyotoksisiteyi
baglattigini ileri strmaglerdir. Calismamizda doksorubisin grubunda MDA enzim
etkinlik dizeyinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini tespit ettik.
“DoksorubisintNAC” grubunda ise MDA diizeyindeki artisin doksorubisin grubundan
daha az oldugu, ancak doksorubisin ile “doksorubisin+NAC” grubu arasinda fark
olmadigi gdzlendi. Bu sonuglar doksorubisin uygulamasinin dokuda lipid
peroksidasyonunu artirdigini ve doku hasarindan sorumlu oldudunu, ancak N-
asetilsisteinin ~ biyokimyasal = duzeyde  koruyucu  etkinliginin  olmadigini

gostermektedir. Park ve ark.'®

ratlarda doksorubisin ile deneysel toksisite olusturup
NAC ve selenyumun koruyucu etkilerini inceledikleri gcalismada kalp, testis, bébrek,
karaciger ve beyin dokusunu degerlendirmigler, MDA dlizeyinin doksorubisin verilen
grupta yukseldigini, tedavi gruplarinda ise dustigini tespit etmislerdir. Bizim
galismamizda doksorubisin grubundaki doku MDA dizeyindeki artis ta literaturle
benzerlik gdsteriyordu. Lipid peroksidasyon Urinl olan MDA’nin doksorubisin ve
“doksorubisintNAC” gruplarindaki artisi kontrol grubuna gore yiksek bulundu
(Tablo 7). Bu sonug, lipid peroksidasyonu sonrasinda aciga c¢ikan MDA’nin
doksorubisinin kardiyotoksik etkisine aracilik ettigi goérlisuni desteklemektedir.
Calismamizda NAC uygulamasi sonrasinda doksorubisine bagli ylkselmis olan
MDA degerlerinin digsmedigi gézlendi ve bu bulgu da literatirdeki cogu calisma ile

benzerlik gdsteriyordu (100,103,106,108,110,112). Bu calismalardan sadece Park
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ve ark.in'® calismasinda doku MDA diizeyinin “doksorubisin+tNAC” grubunda
distk bulundugu gorilmektedir. Ancak bu farkhihdin kullandiklari doksorubisin
dozunun duslik olmasina ve daha direncli oldudu bilinen sprague dawley cinsi ratlar

kullaniimasina bagli oldugunu dusunmekteyiz.

Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
superoksit anyon radikali meydana gelir. Olusumlarina neden oldugu diger
radikallerle birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir. Siperoksit
anyon radikallerinin doku hasarina yol agmasinda asil tehlikeli olan mekanizma,
Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu sonucunda hidroksil radikalinin olusmasidir.
Siiperoksit dismutaz enzimi bunun parcalanmasini saglayarak hiicreyi koruyucu bir
rol Ustlenir (81). Kardiyomiyositleri SOR’lara karsi koruyan antioksidan enzimlerden
biri GSH-Px’ dir. GSH-Px kalp icin koruyucu olan en 6nemli antioksidan enzimdir
(113). Katalaz da hiicrede yer alan 6nemli bir antioksidan enzim ve serbest oksijen
radikal temizleyicisidir. N-asetilsistein yapisindaki tiyol grubuyla glutatyonun
sentezine katilmasi ve enzimin kofaktoru gibi davranmasi da olasi mekanizmalar
arasindadir. lliskovic ve ark.”® deneysel calismalarinda doksorubisinin son
dozundan U¢ hafta sonra kalp dokusunda Gsh-Px diizeyinde azalma ile birlikte, kalp
dokusu MDA dizeyinde anlamli artis, “doksorubisin+probukol” grubunda ise kalp
dokusu Gsh-Px dizeyinde artis, MDA seviyesinde azalma saptamislardir. Doroshow
ve ark."™ ratlara NAC ile birlikte doksorubisini 20 mg/kg kiimiilatif dozunda ve
aralikl olarak vererek dokudaki doksorubisin ve metabolitlerinin konsantrasyonlarina
bakmiglar, kalp dokusunda o&lgtikleri nonprotein silfidril icerigini N-asetilsistein
grubunda doksorubisin grubuna goére yiiksek bulmuslardir. Narin ve ark.' genc
tavsanlarda yaptiklari ¢alismada kimdlatif total doz 15 mg/kg olacak sekilde
intraperitoneal doksorubisin vermisler, doksorubisine baglh kardiyotoksisitenin
patogenezinde miyokardiyal antioksidan enzimlerde azalma, serbest radikallerde ve
lipid peroksidasyon Urlnlerinde artmanin rol oynayabilecedini tespit etmiglerdir.
Demir ve ark.'”” doksorubisin verilen tavsanlarda miyokardiyal MDA’nin yiikseldigi,
Gsh-Px’in diustuguni, “doksorubisin+melatonin” grubunda ise SOD ve Gsh-Px
duzeyinin yukseldigini saptamislardir ve doksorubisine bagh kardiyotoksisitenin
patogenezinde miyokardiyal lipid peroksidasyonunda artis ve antioksidan
sistemlerdeki azalmanin rol oynayabilecegini géstermislerdir. Fadillioglu ve ark.'®
sprague dawley cinsi ratlar Uzerinde doksorubisin ile olusturulan kardiyotoksisitede

CAPE’nin  koruyucu etkilerini  incelemisler, “doksorubisin+CAPE” grubunda
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doksorubisin grubuna gére Gsh-Px, CAT aktivitesinde artis tespit etmigler ve
CAPE’nin  antioksidan  etkiyle  doksorubisinin  kardiyotoksik  etkilerinden
koruyabilecegi sonucuna varmislardir. Villani ve ark.*’ ratlarda yaptiklari calismada
sulfidrii  komponenti olan glutatyon ve  N-asetilsisteinin  doksorubisin
kardiyotoksisitesine etkisini invitro ve invivo modelle test etmigler, her iki koruyucu
ajanin da doksorubisinin sol atriumda olusturdugu negatif inotropik etkisine karsi
koruyucu etkisi oldugunu gostermiglerdir. Bu etki ile de miyokardiyal non-protein
sulfidril konsantrasyonu arasinda dogru oranti oldugunu tespit etmislerdir. Xu ve
ark.""® sprague dawley cinsi ratlarda doksorubisin ve deferipion uyguladiklari
calismada sol atrium dokusunda biyokimyasal olarak SOD, suksinat dehidrogenaz
(SDH) ativitesinde doksorubisin uygulanan grupta disme, MDA dizeyinde artis
gostermistir. Nagi ve ark.'' ratlarda doksorubisinin kardiyotoksisitesinden korunmak
icin timokinonu kullandiklari ¢galismasinda 15 mg/kg dozda doksorubisin tek seferde
vermisler. Slperoksid anyon radikalinin doksorubisin tek basina uygulanan grupta
arttigini, timokinonun kardiyotoksisiteyi engelledigini gostermiglerdir. Chularojmontri
ve ark.*® rat kardiyak hiicre Kkiiltiriinde yaptiklari biyokimyasal galismada
doksorubisinin verdigi hasarda hicrelerin antioksidan kapasitesini ve bunun vit-E ve
vit-C ile degisimini arastirmiglar, doksorubisin verilen grupta SOD, CAT, GSH
aktivitelerini kontrol grubuna goére dusuk, vit-C ve vit-E gruplarinda yiksek olarak
bulmuslardir. Bolaman ve ark.®® tek seferde 10 mg/kg doksorubisin verilerek akut
kardiyotoksisite meydana getirilen erkek Wistar cinsi ratlarda amifostinin koruyucu
etkilerini arastirmiglar, doksorubisin uygulamasi sonrasi kalp dokusunda MDA
dizeyinin arttigini, diger antioksidan enzim dizeylerinin ise anlamli olarak
distigunu tespit ederek amifostinin doksorubisin kardiyoksisitesini azaltabilecegi

sonucuna varmislardir.

Bizim ¢alismamizda doksorubisin uygulamasi sonrasi rat miyokard dokusu
SOD, CAT, Gsh-Px enzim etkinlik seviyelerinde azalma tespit edildi ve bu enzimlerin
etkinlik seviyelerindeki azalma kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bulundu. Bu
bulgularimiz  literatirdeki birgok calismayla da uyumluluk gdsteriyordu
(47,72,73,83,100,105,106,115,118,120-131). N-asetilsistein uygulandiktan sonra ise
SOD, CAT, Gsh-Px enzim etkinlik seviyelerinde anlamli ylkselme gézlenmedi.
Benzer calismalardan farkli olarak biz akut doksorubisin kardiyotoksisitesini tek
seferde verdigimiz 20 mg/kg dozla degerlendirdik. N-asetilsistein verildikten sonra

antioksidan enzim ve lipid peroksidasyon Urtnlerinin sonuglarinin farkli gikmasini da
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uyguladigimiz yontemin farkliigina bagliyoruz. Ayrica doksorubisin grubundaki
ratlarin vacut agirlklarinda % 30’ a yakin kayip olmasi nedeniyle, olaya renal ve
metabolik sorunlarin da eklendigini digunlyoruz. Nitekim histolojik incelemeyle
doksorubisin verilen ratlarin bobrek dokularinda bdbrek yetersizligi bulgulari ile ince
bagirsak dokularinda ciddi villus atrofisi olustugunu saptadik. Bdylece gavajla
verilen NAC emiliminin kisitlanarak etkinliginin azalmis olacagini disunduk.
Calismamizda doksorubisin uygulamasi sonrasi ortaya c¢ikan kardiyotoksisite
modelinde antioksidan enzim aktivitelerinin didsmesi ve lipid peroksidasyon
drtnlerinin artmasinin roli de dikkati cekmektedir. Biyokimyasal olarak NAC ile
koruyucu etkinlik gdsterilememistir. N-asetilsisteinin oral olarak ylksek dozda veya
parenteral uygulanmasiyla akut kardiyotoksisitedeki koruyucu etkinliginin

biyokimyasal olarak ta gosterilmesi mimkuln olacaktir.

Doksorubisinin toksik etkilerini inceleyen bazi calismalarda utrastriktirel
olarak miyofibril harabiyeti ve mitokondriyal dejenerasyon yaninda diskus
interkalarislerde de yapisal deg@ismeler oldugunu bildirilmistir. Doksorubisinin
hasarladigi kalp kasinin isik mikroskopu ile tespit edilebilen morfolojik bulgulari
miyokardiyal fibrillerde hipertrofi, ddem, vakuolizasyon, interstisyel 6dem, hemoraji,
dagilma ve nekrozdur (38). Pek c¢ok calismada doksorubisin kullanimi ile
miyofibrillerde harabiyet ve kayip oldugu gdsterilmistir. Doksorubisinin antitimor
aktivitesinin protein ve nikleik asit sentezini inhibe etmesine bagh olarak olustugu
bilinmektedir. Singal ve ark.'® bu mekanizmanin miyofibril kaybi ve diger hiicresel
degisikliklere de neden oldugunu sdylemistir. Doksorubisin ile tedavi sonrasi olusan
etkileri 1s1k mikroskobunda inceleyen calismalarda da kardiyomiyositlerde atrofi,
dejenerasyon, sitoplazmik vakuolizasyon ile miyofibrillerde diizensizlik bildirilmistir.
(132-134). Demir”® new zeland white cinsi tavsanlarda yapti§i calismada
histopatolojik bulgulari kardiyomiyopati skorlamasi yaparak degerlendirmis, L-
triptofan ve pentoksiflinin adir kardiyomiyopatiyi dnledigini tespit etmistir. Doroshow
ve ark."" elektron mikroskopisiyle doksorubisin sonrasi sitoplazmik ve mitokondriyal
6dem, kardiyomiyositlerde vyikilma, sarkoplazmik retikulumda pargalanma ve
mitokondriyal kristalarda dagima bulmus, “doksorubisin+NAC” grubunda ise agir
kardiyomiyopati bulgularinin  olmadigini gdstermislerdir. Narin ve ark.' genc
tavsanlarda dokulari 151k mikroskopisiyle incelemis, pentoksifilinin doksorubisinle
olusan agir kardiyomiyopatiyi &nledigini géstermislerdir. Demir ve ark.'”’” tavsanlarda

Istk mikroskopisi ile miyokard liflerinde sisme, intertisyel ddem, dagilma, nekroz,
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vakuolizasyon parametrelerine var/yok olarak bakmiglar ve doksorubisin verilen
grupta agir kardiyomiyopati, melatonin verilen grupta ise hafif kardiyomiyopati
gelistigini gostererek melatonin ile kardiyomiyopatinin ortadan kalkmadigini ancak
agirlik derecesinin azaldigini tespit etmislerdir. Fadillioglu ve ark.'® sprague dawley
cinsi ratlar Gzerinde doksorubisin ile olusturulan kardiyotoksisitede caffeic acid
phenethyl ester’in (CAPE) koruyucu etkilerini incelemisler, elektron mikroskopisinde
doksorubisin verilen grupta mitokondriyal sisme, kristalarda diizlesme, CAPE verilen
grupta ise bu bulgularda diizelme oldugunu bulmuslar ve CAPE’nin antioksidan
etkisinin kardiyotoksisiteyi dnleyecedi sonucuna varmiglardir. Oz ve ark''® Wistar
cinsi ratlarda doksorubisin ile deneysel kardiyotoksisite olusturup, melatoninin
koruyucu etkilerini arastirdiklari calismada doku glutatyon ve MDA dUzeyi ile birlikte
calisma gruplarinin kalp morfolojilerini kiyaslamislar. Elektron mikroskopisinde
hlcresel 6dem, mitokondriyal bozulma, azalmis glikojen depolari ve bozulmus

miyofibriler yapi tespit etmisler.

Doku 6rneklerinin ultrastriiktiirel analizlerini Li ve ark.’nin™* skorlama
sistemine godre skorlayan galismacilar, doksorubisinin olusturdugu bulgular cesitli
antioksidanlarin hafiflettigini tespit etmislerdir. Xu ve ark.""® sprague dawley cinsi
ratlarda doksorubisin ve deferipion uyguladiklari ¢alismada sol atrium dokusunu
izole etmisler, doksorubisin uygulamasiyla mitokondrilerde olusan degisimlerin
(kontraktilitenin azalmasi, mitokondriyal sisme, mitokondriyal kristalarin kayiplari ve
matrikste azalmis elektron dansiteler) antioksidan uygulanan grupta gorilmedigini
elektron miksoskopisiyle tespit etmislerdir. Zeidan ve ark.®® disi sprague dawley
cinsi ratlarda doksorubisin ile kalpte ve karacigerde ortaya c¢ikan hasarda L-
karnitinin koruyucu etkisini incelemigler, elektron mikroskopisiyle miyokardiyal hiicre
kaybi, parcalanma, mitokondriyal sisme ve yogunlasma tespit etmislerdir.
Doksorubisin verilen grupta ortaya c¢ikan bu bulgularin, “L-karnitin+doksorubisin”
grubunda olmadigini, dolayisiyla L-karnitinin agir kardiyomiyopati bulgularini

gerilettigini gdstermislerdir. Park ve ark.'®

sprague dawley cinsi ratlarda, 7.5 mg/kg
doksorubisin ile deneysel toksisite olusturup N-asetilsistein ve selenyumun koruyucu
etkilerini inceledikleri calismada kalp, testis, bobrek ve Kkaraciger, beyni
degerlendirmigler, N-asetilsistein ve selenyum ile histopatolojik bir dizelme
gosterememislerdir. Ball’'nin®™® calismasinda Wistar-albino cinsi ratlara 15 mg/kg
kimulatif dozda doksorubisin verilerek miyokard dokusunda hem 1sik hem de

elektron mikroskopik inceleme yapilmig, 1sik mikroskopisinde kalp kas! hicrelerinde
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yer yer dejeneratif degisikliklerin oldugu, miyofibrillerin dizenli diziliminin bozuldugu
ve yer yer miyofibrillerin parcalandigini tespit edilmigtir. Elektron mikroskopisinde ise
mitokondrial dejenerasyon ve vakuolesme, dev mitokondrialar, hicre igi lipid
damlacigi, hlicre organellerinde kayip, sarkomer dlzensizlik, sarkolemmal
hasarlanma, miyofibriler pargalanma ve litik alanlar, Z cizgisinde bilirginlesme,
hicreler arasi kapillerde harabiyet, diskus interkalarislerde bozulma gibi

degisikliklerin oldugu goésterilmistir.

Bizim c¢alismamizda doksorubisin uygulamasi sonrasi kalp kasi
histomorfolojisinden elde ettigimiz 1s1k mikroskopisi bulgulari hicresel 6dem,
interstisyel 6dem, enflamasyon, miyofibriler hipertrofi, vakuolizasyon, hemoraji,
nekroz ve dagilma ile karakterize doksorubisinin olusturdugu kardiyomiyopati
bulgulari saptandi. Bu bulgular literatirdeki bulgularla uyumluluk goésteriyordu (135-
139). Ayrica histolojik parametreleri hem tek tek hem de siddetine gore yaptigimiz
“yari-nitel” degerlendirme sistemiyle gruplardaki kardiyomiyopatiyi de kiyasladik. Bu
sisteme gdre doksorubisin grubundaki bulgularin, kontrol grubuna goére anlamli
dizeyde koétl oldugunu tespit ettik. Kontrol grubu ve galisma gruplarindaki histolojik
bulgular kiyaslandiginda doksorubisin grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak
kotllesme oldugunu (agir kardiyomiyopati), “doksorubisin+NAC” grubunda ise bu
bulgularin anlamli olarak dizelme gdsterdigini ve kontrol grubu ile arasinda fark
olmadigini tespit ettik (Tablo 9). Doksorubisinle olustugunu gdésterdigimiz
kardiyomiyopati bulgularinin, “doksorubisin+NAC” grubunda gorulmedigini belirledik.
Literatirdeki calismalarla benzerlik gdsteren bulgularimiz  N-asetilsisteinin
doksorubisinle olusan hasarlanmayi 0Onleyebilecegini de histopatolojik olarak

gOstermektedir.

Kanser tedavisinde yeni gelismelerin beklendigi glinimizde antrasiklinler
halen 6énemli bir yere tutmaktadir. Bu nedenle ¢ogu solid timorlerin ve I6semilerin
tedavisinde alternatifsiz gibi goriinen antrasiklinlerin yan etkilerinin azaltilmasina
yonelik ¢alismalar da olduk¢ca 6énemli ve anlamli olarak kabul edilmektedir. Ancak
Ozellikle kalp dokusundaki hasarin antioksidan maddelerin kullanimiyla azaltiimasini
hedefleyen calismalar, bu maddelerin pratikte kullanimlarina yansiyacak diizeylere
ulasabilmis degildir. Biz de bu c¢alisma ile hasarlanmis kalp dokusunda N-
asetilsistein uygulanmasi sonrasinda biyokimyasal dizeyde iyilesme gosteremedik.

Ancak elde ettigimiz sonuglar ve histopatolojik olarak saptadigimiz iyilesme
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bulgulari, kullanilan oral N-asetilsistein dozununun artirilmasi veya parenteral yolla
verilmesiyle  biyokimyasal parametrelerde de iyilesme saglanabilecegini
disundurmektedir. Calismamizda N-asetilsisteinin kalp dokusunda doksorubisinin
toksik etkilerini dnledigi histolojik olarak gosterildi ve anlamli bulundu. Elde ettigimiz
bu bulgu doksorubisinin kardiyak yan etkilerini azaltmak tzere N-asetilsisteinin Gmit
verici bir ajan oldugunu vurgulamaktadir. Sonu¢ olarak kalp dokusunda N-
asetilsisteinle saglanan ve histopatolojik degerlendirmeyle goésterdigimiz koruyucu
etkinin 6nemli oldugunu vurgulamakla birlikte, calismamizin bu konuda yapilacak

yeni deneysel ¢alismalara da isik tutacagini disinlyoruz.
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OzZET

Doksorubisin ile olusturulan deneysel kardiyotoksisite Uizerine N-
asetilsisteinin biyokimyasal ve histopatolojik diizeylerdeki koruyucu

etkilerinin aragtiriimasi

Doksorubisin genis spektrumlu antineoplastik etkisi sayesinde gerek erigkin,
gerekse c¢ocukluk cagdi kanserlerinin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Doksorubisinin klinik kullanimini kisitlayan en énemli yan etkisi kardiyotoksisitedir.
Kardiyotoksisiteyi 6nlemek igin bir cok ajan denenmis, ancak etkin ve glvenilir bir
ajan bulunamamistir. Bu c¢alismada doksorubisinin kalp dokusunda olusturdugu
toksisiteye karsi antioksidan bir ajan olan N-asetilsistein’in (NAC) koruyucu etkileri
arastinidi.

Ratlar “kontrol” (n:10), “doksorubisin” (n:10) ve “doksorubisin + NAC” (n:10)
gruplari olmak Uzere Ug¢ gruba ayrildi. Kontrol grubuna 0. ve 24. saatlerde gavajla
serum fizyolojik (SF) ile 48. saatte intraperitoneal SF; doksorubisin grubuna 0. ve
24. saatlerde gavajla SF ile 48. saatte intraperitoneal doksorubisin (20 mg/kg);
“doksorubisin + NAC” grubuna 0. ve 24. saatlerde gavajla NAC (140 mg/kg) ile 48.
saatte intraperitoneal doksorubisin (20 mg/kg) uygulandi. Deney yedinci glinde
sonlandirilarak kalp dokusunda biyokimyasal ve histopatolojik analizler yapildi.
Kontrol grubuna gére; doksorubisin grubunda MDA yiksek (p<0.05), SOD, CAT ve
GSH-Px degerleri anlaml olarak disik bulundu (p<0.05), “doksorubisin + NAC”
grubuna ait enzim degerlerinde ise fark yoktu (p>0.05).

Doksorubisin uygulanan ratlarin kalp dokularinda, kontrol grubunda
gérilmeyen 6dem, enflamasyon, vakuolizasyon, hemoraji, nekroz ve dagilma
seklinde histolojik degigiklikler saptandi (p<0.05). Doksorubisin grubundaki
histopatolojik bozulmalarin “doksorubisin + NAC” grubunda goérilmedigi belirlendi
(p<0.05). Doksorubisin grubunda sol ventrikil duvari miyofibril kalinhklarinin, kontrol
grubuna gére arttigi (p<0.05), “doksorubisin + NAC” grubuyla kontrol grubu arasinda
ise fark bulunmadigi gorulda (p>0.05).

Bu bulgular doksorubisinin lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen
radikallerinin  sentezini  artinp, antioksidan enzim etkinligini  azaltarak
kardiyotoksisiteye yol actigi, NAC'nin histopatolojik dizeyde kardiyotoksisiteyi
onledigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Serbest radikal hasari, doksorubisin, kardiyotoksisite, N-
asetilsistein.
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SUMMARY

Investigation of the protective effect of N-acetylcysteine on
doxorubicine-induced experimental cardiotoxicity: a biochemical and
histopathological study

Doxorubicin is an antineoplastic agent which is widely used in the treatment
of both childhood and adulthood cancer. Cardiotoxicity is the most important side
effect of doxorubicin which has been restricted its clinical usage. Although many
agents are employed to prevent cardiotoxicity, an efficient and a safe agent has not
been found. In this study, we investigated the protective effect of N-acetylcysteine
(NAC), an antioxidant agent, against doxorubicin-induced cardiotoxicity on the heart
tissue.

Rats were divided into three groups as control (n:10), doxorubicin (n:10) and
doxorubicin + NAC (n:10). The control group was administered physiological saline
(PS) by gavage at 0. and 24. hours and intraperitoneal PS was given at 48. hour;
the doxorubicin group was administered PS by gavage at 0. and 24. hours and
intraperitoneal doxorubicin (20 mg/kg) was administered at 48.hour; the
doxorubicin+ NAC group was administered NAC by gavage (140 mg/ kg) at 0.and
24. hours and intraperitoneal doxorubicin (20 mg/ kg) was administered at 48. hour.
The experiment lasted seven days and then biochemical and histopathologic
analysis were made on heart tissue. Compared to the control group; MDA was high
(p<0.05) and SOD, CAT and GSH-Px values were significantly low in the
doxorubicin group (p<0.05) and there was no difference in the enzyme values of the
doxorubicin+NAC group (p>0.05).

Unlike the control group; there were histological changes (p<0.05) such as
edema, inflammation, vacuolization, hemorrhage, necrosis and disorganization in
the heart tissues of rats administered doxorubicin. The histopatologic degenerations
in the doxorubicin group did not occur in the doxorubicin+NAC group (p<0.005). An
increase was observed in the myofibril thickness of the left ventricle wall of the
doxorubicin group compared to the control group (p>0.05); and no difference was
observed between the doxorubicintNAC group and the control group (p>0.05).
These results show that increasing the synthesis of free oxygen radicals and lipid
peroxydation and decreasing the antioxidant enzyme efficacy, doxorubicin causes
cardiotoxicity and NAC prevents cardiotoxicity by histopathological evaluation.

Key Words: Free radical damage, doxorubicin, cardiotoxicity, N-

acetylcysteine.

46



10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

KAYNAKLAR

Singal PK, Li T, Kumar D, Danelisen |, lliskovic N. Adriamycin-induced heart
failure: mechanism and modulation. Mol Cell Biochem. 2000;207:77-85.
Kayaalp SO, Kanser kemoterapisinin esaslari ve antineoplastik ilaglar, Kayaalp
SO, Rasyonel Tedavi Yoninden Tibbi Farmakoloji. Cilt I, IX. Baski, Hacettepe-
TAS, 2002:394-5.

Kiglikhiiseyin C. Kanser kemoterapisi. Oziiner Z. Temel ve Klinik Farmakoloji.
3. baski Baris Kitabevi, istanbul, 1995:1116-7.

Cottin Y, Ribuot C, Maupoil V, Godin D, Arnold L, Brunotte F, Rochette L.
Early incidence of adriamycin treatment on cardiac parameters in the rat. Can
J Physiol Pharmacol. 1994;72:140-5.

Chabner BA, Myers CE, Coleman N, Johns DG. The clinical pharmacology of
antineoplastic agents (second of two parts). New Eng J Med. 1975;292:1159-
68.

Muggia FM, Green MD. New anthracycline antitumor antibiotics. Crit Rev
Oncol Hematol. 1991;11:43-64.

Hideg K, Kalai T. Novel antioxidants in anthracycline cardiotoxicity. Cardiovasc
Toxicol. 2007;7:160-4.

Bolis FM, Holcenberg JS, Poplack DG. General Principles of Chemotherapy.
In: Pizzo PA, Poplack DG (eds) Principle and Practice Pediatric Oncology. J.B.
Lippincott Company, USA, 2001:186-9.

Schimmel KJM, Richel DJ, van den Brink RBA, Guchelaa HJ. Complications of
treatment cardiotoxicity of cytotoxic drugs. Cancer Treat Rev. 2004;30:181-
191.

Venkatesan N, Punithavathi D, Arumugam V. Curcumin prevents adriamycin
nephrotoxicity in rats. Br J Pharmacol. 2000;129:231-4.

Bryant J, Picot J, Levitt G, Sullivan |, Baxter L, Clegg A. Cardioprotection
against the toxic effects of anthracyclines given to children with cancer: a
systematic review. Health Technol Assess. 2007;11:1-84.

Ergul PB. Erken antrasiklin kardiotoksisitesinin renkli doppler ekokardiografi ile
izlemi ve karnitinin kardioprotektif etkisinin arastiriimasi. istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiltesi GCocuk Saghgr ve Hastaliklari Uzmanhk Tezi.
istanbul-2001.

Ferrans VJ. Anthracycline cardiotoxicity. Adv Exp Med Biol. 1983;161:519-32.
Aubel-Sadron G, Londos-Gagliardi D. Daunorubicin and doxorubicin,
anthracycline antibiotics, a physicochemical and biological review. Biochimie.
1984,;66:333-52.

Lipshultz SE, Alvarez JA, Scully RE. Anthracycline associated cardiotoxicity in
survivors of childhood cancer. Heart. 2008;94:525-33.

Lipshultz SE, Cohen H, Colan SD, Herman EH. The relevance of information
generated by in vitro experimental models to clinical doxorubicin cardiotoxicity.
Leuk Lymphoma. 2006;47:1454-8.

Takemura G, Fujiwara H. Doxorubicin-induced cardiomyopathy from the
cardiotoxic mechanisms to management. Prog Cardiovasc Dis. 2007;49:330-
52.

Belham M, Kruger A, Mepham S, Faganello G, Pritchard G. Monitoring left
ventricular function in adults receiving anthracycline-containing chemotherapy.
Eur J Heart Fail. 2007;9:409-14.

Menna P, Salvatorelli E, Minotti G. Cardiotoxicity of antitumor drugs. Chem
Res Toxicol. 2008;21:978-89.

47



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Gutteridge JM. Anthracycline toxicity, iron and oxygen radicals and chelation
therapy. J Lab Clin Med. 1993;122:228-9.

Basser RL, Green MD. Strategies for prevention of anthracycline cardiotoxicity.
Cancer Treat Rev. 1993;19:57-77.

Corna G, Santambrogio P, Minotti M, Cairo G. Doxorubicin paradoxically
protects cardiomyocytes against iron-mediated toxicity: role of reactive oxygen
species and ferritin. J Biol Chem. 2004;279:13738-45.

Holmberg SR, Williams AJ. Patterns of interaction between anthraquinon
drugs and the calcium-release channel from cardiac sarcoplasmic reticulum.
Circulation Res. 1990;67;272-83.

Rahman AM, Yusuf SW, Ewer MS. Anthracycline-induced cardiotoxicity and
the cardiac-sparing effect of liposomal formulation. Int J Nanomedicine.
2007;2:567-83.

Outomuro D, Grana DR, Azzato F, Milei J. Adriamycin-induced myocardial
toxicity: New solutions for an old problem? Int J Cardiol. 2007;117:6-15.

Biner B. Cocukluk ¢cagi akut I6semilerinde erken ve ge¢ dénem antrasiklin
kardiyotoksisitesinin tanisinda kardiyak troponin T ve ekokardiyografi. istanbul
Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji Yandal Uzmanlik Tezi.
istanbul-2000.

Broeyer FJ, Osanto S, Ritsema van Eck HJ, van Steijn AQ, Ballieux BE,
Schoemaker RC, Cohen AF, Burggraaf J. Evaluation of biomarkers for
cardiotoxicity of anthracyclin-based chemotherapy. J Cancer Res Clin Oncol.
2008 Mar 15 [Epub ahead of print].

Germanakis |, Kalmanti M, Parthenakis F, Nikitovic D, Stiakaki E, Patrianakos
A, Vardas PE. Correlation of plasma N-terminal pro-brain natriuretic peptide
levels with left ventricle mass in children treated with anthracyclines. Int J
Cardiol. 2006;108:212-5.

Berg SL, Balu FM, Poplack DG. Cancer chemotherapy. Nathan DG, Oski SH.
Hematology of infancy and childhood. 5" edition, W.B. Saunders Company
1998:1218-9.

Reiter RJ. Functional aspects of the pineal hormone melatonin in combating
cell and tissue damage induced by free radicals. Eur J Endocrinol.
1996;134:412-20.

Akkus I. Serbest Radikaller ve Fizyopatalojik Etkileri. Mimoza yayinlari, Konya-
1995.

Bagchi D, Bagchi M, Hassoun EA, Stohs SJ. In vitro and in vivo generation of
reactive oxygen species, DNA damage and lactate dehydrogenase leakage by
selected pesticides. Toxicology. 1995;104:129-40.

Erden M, Bor NM. Changes of reduced glutathione, glutathione peroxidase
after radiation in guinea pigs. Biochem Med. 1984;31:217-27.

Mitchell JB, Russo A. The role of glutathione in radiation and drug induced
cytotoxicity. Br J Cancer. 1987;55:96-104.

Blakely WF. Hydrogen peroxide induced base damage in DNA. Radiat Res.
1990;121:338-43.

Cheeseman KH, Slater TF. An introduction to free radical biochemistry. Br.
Med. Bull. 1993;49:479-80.

Marklund SL. Analysis of extracellular superoxide dismutase in tissue
homogenates and extracellular fluids. Methods Enzymol. 1990;186:260-5.
Niwa Y, Ishimato K, Kanoh T. Induction of superoxide dismutase in leukocytes
by paraquat: correlation with age and possible predictor of longevity. Blood.
1990;76;835-41.

48



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Spallholz JE. Selenium and glutathione peroxidase: Essential nutritient and
antioxidant component of the immune system. Adv Exp Med Biol.
1990;262:145-58.

Forslid J, Bjorksten B, Hagersten K, Hed J. Erythrocyte mediated scavenging
of reactive oxygen metabolites generated by human polymorphonuclear
leukocytes during phagocytosis. Inflammation. 1989;13:543-51.

De Bleecker J, Lison D, Van Den Abeele KV, Willems J, De Reuck J. Acute
and subacute organophosphate poisoning in the rat. Neurotoxicology.
1994;15:341-8.

Larsen RL, Jakacki RIl, Vetter VL, Meadows AT, Silber JH, Barber G.
Electrocardiographic changes and arrhythmias after cancer therapy in children
and young adults. Am J Cardiol. 1992;70:73-4.

Prout MN, Richards MJ, Chung KJ, Joo P, Davis HL Jr. Adriamycin
cardiotoxicity in children: case reports, literature review, and risk factors.
Cancer. 1977;39:62-5.

Porea TJ, Dreyer ZE, Bricker JT, Mahoney DH Jr. Evaluation of left ventricular
function in asymptomatic children about to undergo anthracycline-based
chemotherapy for acute leukemia: an outcome study. J Ped Hematol Oncol.
2001;23:420-3.

Steinherz LJ, Steinherz PG, Tan C. Cardiac failure and dysrhythmias 6-19
years after anthracycline therapy: a series of 15 patients. Med Pediatr Oncol.
1995;24:352-61.

Chularojmontri L, Wattanapitayakul SK, Herunsalee A, Charuchongkolwongse
S, Niumsakul S, Srichairat S. Antioxidative and cardioprotective effects of
Phyllanthus urinaria L. on doxorubicin-induced cardiotoxicity. Biol Pharm Bull.
2005;28:1165-71.

Villani F, Galimberti M, Monti E, Piccinini F, Lanza E, Rozza A, Favalli L, Poggi
P, Zunino F. Effect of glutathione and N-acetylcysteine on in vitro and in vivo
cardiac toxicity of doxorubicin. Free Radic Res Commun. 1990;11:145-51.
Schmitt-Graff A, Scheulen ME. Prevention of adriamycin cardiotoxicity by
niacin, isocitrate or N-acetyl-cysteine in mice. A morphological study. Pathol
Res Pract. 1986;181:168-74.

Olson RD, MacDonald JS, vanBoxtel CJ, Boerth RC, Harbison RD, Slonim AE,
Freeman RW, Oates JA. Regulatory role of glutathione and soluble sulfhydryl
groups in the toxicity of adriamycin. J Pharmacol Exp Ther. 1980;215:450-4.
Kayaalp OS. Rasyonel Tedavi Yéninden Tibbi Farmakoloji. Hacettepe Tas.
Ankara, 10. Baski, Eyltl, 2002.

Rodenstein D, DeCoster A, Gazzaniga A. Pharmacokinetics of oral
acetylcysteine: absorbtion, binding and metabolism in patients with respiratory
disorders. Clin Pharmacokinet. 1978;3:247-54.

Ziment |. Acetylcysteine: a drug that is much more than a mucokinetic. Biomed
Pharmacother. 1988;42:513-9.

Moldeus P, Cotgreave JA, Berggren M: Lung protection by a thiol-containing
antioxidant: N-acetylcysteine. Respiration 1986;50; 31-42.5.Moldeus P,
Cotgreave JA, Berggren M: Lung protection by a thiol-containing antioxidant:
N-acetylcysteine. Respiration. 1986;50:31-42.

Flora S, Bennicelli C, Camoirano A, Serra D, Romano M, Rossi GA, Morelli A,
Flora A: in vivo effects of N-acetylcysteine on glutathione metabolism and on
the biotransformation of carcinogenic and/or mutagenic compounds.
Carcinogenesis. 1985;6:1735-45.

Meyer A, Buhi R, Magnausen H: The effect of oral N-acetylcysteineon lung
glutathione levels in idiopathic pulmonary fibrosis. J. Eur Respir. 1994;7:431-6.

49



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Firat S. Kobaylarda radyasyonla olusan akciger hasarinda doku glutatyon,
glutatyon peroksidaz, glutatyon S transferaz, diizeyleri ve N-asetilsisteinin bu
sistem Uzerindeki etkisi. Gazi Universitesi Biyokimya AD, Uzmanlik tezi.
Ankara 1997.

Bolis FM, Holcenberg JS, Poplack DG. General Principles of Chemotherapy.
In: Pizzo PA, Poplack DG (eds) Principle and Practice Pediatric Oncology. J.B.
Lippincott Company, USA, 1989:186-9.

William E, Evans et al. Clinical pharmacology of cancer chemotherapy in
children, anthracyclines. Saunders, Pediatr Clin North Am, Clinical
Pharmacology. 1989;36:1206-9.

Cetinkaya Y, Kabakgi MG, Aydemir K, et al. Antrasiklinler ve kalp. ilag ve
Tedavi Dergisi. 1995;8:214-8.

Park MK, Troxler RG. Pediatric Cardiology Practitioners. Mosby. Fourth
Edition. USA. Part V. Chapter 18, Primary Myocardial Disease. Doxorubicine
Cardiomyopathy. 2002.

Karagoz B, Suleymanoglu S, Uzun G, Bilgi O, Aydinoz S, Haholu A, Turken O,
Onem Y, Kandemir EG. Hyperbaric oxygen therapy does not potentiate
doxorubicin-induced cardiotoxicity in rats. Basic Clin Pharmacol Toxicol.
2008;102:287-92.

Mordente A, Meucci E, Martorana GE, Giardina B, Minotti G. Human heart
cytosolic reductases and anthracycline cardiotoxicity. IUBMB Life. 2001;52:83-
8.

Robert J, Gianni L,. Pharmacokinetics and metabolism of anthracyclines.
Cancer Surveys. 1993;17:219-52.

Woo MH, Evans WE, Relling MV. Pharmacokinetic and pharmacodynamic
considerations. In: Pui C-H (ed), Childhood Leukemias, Cambridge University
1999:275-6.

Colon SD, Speuak PJ, Parness IA. Cardiomyopaties. In: Fyler DC (ed) Nadas
Pediatric Cardiology. Second edition Mosby Year Book. Boston. 1992:329-62.
Hale JP, Lewis |J. Anthracyclines: cardiotoxicity and its prevention. Arch Dis
Childhood. 1994;71:457-62.

Leondro J, Dyck J, Poppe D, Shore R, Airhart C, Greenberg M et al. Cardiac
dysfunction late after cardiotoxic therapy for childhood cancer. The Am J
Cardiol. 1994;74:1152-6.

Lipshultz SE. Exposure to anthracyclines during childhood causes cardiac
injury. Semin Oncol. 2006;33:S8-14.

larussi D, Indolfi P, Casale F, Martino V, Di Tullio MT, Calabréo R.
Anthracycline-induced cardiotoxicity in children with cancer: strategies for
prevention and management. Paediatr Drugs. 2005;7:67-76.

Evans WE, Petros WP, Relling MV, Crom WR, Madden T, Rodman JH,
Sunderland M. Clinical pharmacology of cancer chemotherapy in children.
Pediatr Clin North Am. 1989;36:1199-230.

Bryant J, Picot J, Levitt G, Sullivan |, Baxter L, Clegg A. Cardioprotection
against the toxic effects of anthracyclines given to children with cancer: a
systematic review. Health Technol Assess. 2007;11:1-84.

Demirkaya E. Doksorubisine bagh kardiyak toksisitenin dnlenmesinde bitkisel
antioksidanlarin etkinliklerinin in-vivo arastiriimasi. Genelkurmay Baskanligi
Gulhane Askeri Tip Akademisi. Askeri Tip Fakultesi. Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari AD Uzmanlhk Tezi. Ankara-2003.

Demir F. Doksorubisin ile olusturulmus deneysel kardiyotoksisite Uzerine
melatonin, L-triptofan ve pentoksifilinin etkileri. Erciyes Universitesi Tip
Fakiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari AD, Uzmanlik Tezi. Kayseri-2004.

50



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.
92.

Mitra MS, Donthamsetty S, White B, Latendresse JR, Mehendale HM.
Mechanism of protection of moderately diet restricted rats against doxorubicin-
induced acute cardiotoxicity. Toxicol Appl Pharmacol. 2007;225:90-101.
Pihkolo J, Sariola H, Saarinen UM. Myocardial function and postmortem
myocardial histology in children given anthracycline therapy for cancer. Pediatr
Hematol Oncol. 1994;11:259-69.

Hortobagyi GN. Anthracyclines in the treatment of cancer. An overview. Drugs.
1997;54:1-7.

Sutherland ER, Crapo JD, Bowler RP. N-acetylcysteine and exacerbations of
chronic obstructive pulmonary disease. COPD. 2006;3:195-202.

Cotgreave IA. N-acetylcysteine: pharmacological considerations and
experimental and clinical applications. Adv Pharmacol. 1997;38:205-27.

Sehirli AO, Sener G, Satiroglu H, Ayanoglu-Dulger G. Protective effect of N-
acetylcysteine on renal ischemia/reperfusion injury in the rat. J Nephrol.
2003;16:75-80.

Webb WR. Clinical evaluation of new mucolytic agent, acetyl-cysteine. J
Thorac Cardiovasc Surg. 1962;44:330-43.

Deng S, Wojnowski L. Genotyping the risk of anthracycline-induced
cardiotoxicity. Cardiovasc Toxicol. 2007;7:129-34.

Green PS, Leeuwenburgh C. Mitochondrial dysfunction is an early indicator of
doxorubicin-induced apoptosis. Biochim Biophys Acta. 2002;1588:94-101.
Bolaman Z, Cicek C, Kadikoylu G, Barutca S, Serter M, Yenisey C, Alper G.
The protective effects of amifostine on adriamycin-induced acute cardiotoxicity
in rats. Tohoku J Exp Med. 2005;207:249-53.

Zafarullah M, Li WQ, Sylvester J, Ahmad M. Molecular mechanisms of
acetylcysteine actions. Cell Mol Life Sci. 2003;60:6-20.

Ronis MJ, Butura A, Sampey BP, Shankar K, Prior RL, Korourian S, Albano E,
Ingelman-Sundberg M, Petersen DR, Badger TM. Effects of N-acetylcysteine
on ethanol-induced hepatotoxicity in rats fed via total enteral nutrition. Free
Radic Biol Med. 2005;39:619-30.

Zaragoza A, Diez-Fernandez C, Alvarez AM, Andres D, Cascales M.
Mitochondrial involvement in cocaine-treated rat hepatocytes: effect of
Nacetylcysteine and deferoxamine. Br J Pharmacol. 2001;132:1063-70.

Targin O, Avsar K, Demirtiirk L, Giiltepe M, Oktar BK, Ozdogan OC, Targin O,
Baloglu HN, Gurbliz AK. In vivo inefficiency of pentoxifylline and interferon-
alpha on hepatic fibrosis in biliary-obstructed rats: assessment by tissue
collagen content and prolidase activity. J Gastroenterol Hepatol 2003;18:437-
44,

Niwa Y, Ishimato K, Kanoh T. Induction of superoxide dismutase in leukocytes
by paraquat: correlation with age and possible predictor of longevity. Blood.
1990;76;835-41.

Sun Y, Larry WO, Ying Li. Simple method for clinical assay of superoxide
dismutase. Clin Chem. 1988;34:497-500.

Paglia DE, Valentine WN. Studies on the quantitative and qualitative
characterization of erythrocyte glutathione peroxidase. J Lab Clin Med.
1967;70:158-69.

Aebi H. Catalase in vitro. Methods Enzymol. 1984;105:121-6.

Mateos R, Lecumberri E, Ramos S, Goya L, Bravo L. Determination of
malondialdehyde (MDA) by high-performance liquid chromatography in serum
and liver as a biomarker for oxidative stress, application to a rat model for
hypercholesterolemia and evaluation of the effect of diets rich in phenolic
antioxidants from fruits. J Chromatog B. 2005;827:76-82.

51



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with
the folin phenol reagent. J Biol Chem. 1951;193:265-75.

Havelka AM, Berndtsson M, Olofsson MH, Shoshan MC, Linder S.
Mechanisms of action of DNA-damaging anticancer drugs in treatment of
carcinomas: is acute apoptosis an "off-target" effect? Mini Rev Med Chem.
2007;7:1035-9.

Berthiaume JM, Wallace KB. Adriamycin-induced oxidative mitochondrial
cardiotoxicity. Adriamycin-induced oxidative mitochondrial cardiotoxicity. Cell
Biol Toxicol. 2007;23:15-25.

Ferreira AL, Yeum KJ, Matsubara LS, Matsubara BB, Correa CR, Pereira EJ,
Russell RM, Krinsky NI, Tang G. Doxorubicin as an antioxidant: maintenance
of myocardial levels of lycopene under doxorubicin treatment. Free Radic Biol
Med. 2007;43:740-51.

Bryant J, Picot J, Levitt G, Sullivan |, Baxter L, Clegg A. Cardioprotection
against the toxic effects of anthracyclines given to children with cancer: a
systematic review. Health Technol Assess. 2007;11:1-84.

Bast A, Haenen GR, Bruynzeel AM, Van der Vijgh WJ. Protection by
flavonoids against anthracycline cardiotoxicity: from chemistry to clinical trials.
Cardiovasc Toxicol. 2007;7:154-9.

Ferrans VJ. Overview of cardiac pathology in relation to anthracycline
cardiotoxicity. Cancer Treat Rep. 1978;62:955-61.

Fadillioglu E, Oztas E, Erdogan H, Yagmurca M, Sogut S, Ucar M, Irmak MK.
Protective effects of caffeic acid phenethyl ester on doxorubicin-induced
cardiotoxicity in rats. J Appl Toxicol. 2004;24; 47-52.

Falcone G, Filippelli W, Mazzarella B, Tufano R, Mastronardi P. Filippelli A,
Berrino L, Rossi F. Cardiotoxicity o doxorubicin: effects of 21-aminosteroids.
Life Sci. 1998;63;1525-32.

Robert J. Preclinical assessment of anthracycline cardiotoxicity in laboratory
animals: predictiveness and pitfalls. Cell Biol Toxicol. 2007;23:27-37.

Park ES, Kim SD, Lee MH, Lee HS, Lee IS, Sung JK, Yoon YS. Protective
effects of N-acetylcysteine and selenium against doxorubicin toxicity in rats. J
Vet Sci. 2003;4:129-36.

Venditti P, balestrieri M, De Leo T, Di Meo S. Free radical involvement in
doxorubicin induced electrophsiological alterations in rat papillary muscle
fibres. Cardiovasc Res. 1998;38:695-702.

lliskovic N, Hasinoff BB, Malisza KL, Li T, Danelisen I, Singal PK. Mechanisms
of beneficial effects of probucol in adriamycin cardiomyopathy. Mol Cell
Biochem. 1999;196:43-49.

Siveski-lliskovic N, Kaul N, Singal PK. Probucol promotes endogenous
antioxidants and provides protection against adriamycin-induced
cardiomyopathy in rats. Circulation. 1994;89:2829-35.

Demir F, Narin F, Akgun H, Uzim K, Saraymen R, Baykan A, Kokli E.
Doksorubisin ile olusturuimus deneysel kardiyotoksisite (izerine melatoninin
etkisi. Cocuk Sag Hast Derg. 2004;47:260-8.

Luo X, Reichetzer B, Trines J, Benson LN, Lehotay DC. L-carnitine attenuates
doxorubicin-induced lipid peroxidation in rats. Free Radic Biol Med.
1999;26:1158-65.

Arafa HM, Abd-Ellah MF, Hafez HF. Abatement by naringenin of doxorubicin-
induced cardiac toxicity in rats. J Egyp Natl Canc Inst. 2005;17:291-300.

Saad SY, Najjar TA, Al-Rikabi AC.The preventive role of deferoxamine against
acute doxorubicin-induced cardiac, renal and hepatic toxicity in rats.
Pharmacol Res. 2001;43:211-8.

52



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Luo X, Evrovsky Y, Cole D, Trines J, Benson LN, Lehotay DC. Doxorubicin-
induced acute changes in cytotoxic aldehydes, antioxydant status and cardiac
function in the rat. Biochim Biophys Acta. 1997;1360:45-52.

Narin F, Demir F, Akgliin H, Baykan A, Uzim K, Kuzugiden S, Kokli E.
Doxorubicin-induced experimental cardiotoxicity and effect of pentoxphylline
on cardiotoxicity. Turk Kardiyol Dern Ars. 2004;32:279-87.

Li T, Singal PK. Adriamycin-induced early changes in myocardial antioxidant
enzymes and their modulation by probucol. Circulation 2000;24:2105-10.
Doroshow JH, Locker GY, Ifrim I, Myers EC. Prevention of doxorubicin cardiac
toxicity in the mouse by n-acetylcysteine. J Clin Invest. 1981;1053-64.

Karim S, Bhandari U, Kumar H, Salam A, Siddiqui MAA, Pilla KK. Doxorubicin
induced cardiotoxicity and its modulation by drugs. Indian J Pharmacol.
2001;33;203-7.

Oz E, Erbas D, Surlci HS, Dizgiin E. Prevention of doxorubicin-induced
cardiotoxicity by melatonin. Mol Cell Biochem. 2006;282:31-7.

Dresdale AR, Barr LH, Bonow RO, Mathisen DJ, Myers CE, Schwartz DE,
d'Angelo T, Rosenberg SA. Prospective randomized study of the role of N-
acetyl cysteine in reversing doxorubicin-induced cardiomyopathy. Am J Clin
Oncol. 1982;5:657-63.

Buyukokuroglu ME, Taysi S, Buyukavci M, Bakan E. Prevention of acute
adriamycin cardiotoxicity by dantrolene in rats. Hum Exp Toxicol. 2004;23:251-
6.

Xu LJ, Jin L, Pan H, Zhang AZ, Wei G, Li PP, Lu WY. Deferiprone protects the
isolated atria from cardiotoxicity induced by doxorubicin. Acta Pharmacol Sin.
2006;27:1333-9.

Kanter MM, Hamlin RL, Unverferth DV, Davis HW, Merola AJ. Effect of
exercise training on antioxidant enzymes and cardiotoxicity of doxorubicin. J
Appl Physiol. 1985;59:1298-303.

Nagi MN, Mansour MA. Protective effect of thymoquinone against doxorubicin-
induced cardiotoxicty in rats: a possible mechanism of protection. Pharmacol
Res. 2000;41;283-9.

Mohamed HE, Asker ME, Ali Sl, el-Fattah TM. Protection against doxorubicin
cardiomyopathy in rats: role of phosphodiesterase inhibitors type 4. J Pharm
Pharmacol. 2004;56:757-68.

Sacco G, Giampietro R, Salvatorelli E, Menna P, Bertani N, Graiani G, Animati
F, Goso C, Maggi CA, Manzini S, Minotti G. Chronic cardiotoxicity of
anticancer anthracyclines in the rat: role of secondary metabolites and reduced
toxicity by a novel anthracycline with impaired metabolite formation and
reactivity. Br J Pharmacol. 2003;139:641-51.

Zhou S, Starkov A, Froberg MK, Leino RL, Wallace KB. Cumulative and
irreversible cardiac mitochondrial dysfunction induced by doxorubicin. Cancer
Res. 2001;15;771-7.

Xu MF, Tang PL, Qian ZM, Ashraf M. Effects by doxorubicin on the
myocardium are mediated by oxygen free radicals. Life Sci. 2001;68;889-901.
Singal PK, Deally CM, Weinberg LE. Subcellular effects of adriamycin in the
heart: a concise review. J Mol Cell Cardiol. 1987;19:817-28.

Mortensen SA, Olsen HS, Baandrup U. Chronic anthracycline cardiotoxicity:
haemodynamic and histopathological manifestations suggesting a restrictive
endomyocardial disease. Br Heart J. 1986;55:274-82.

Torti FM, Bristow MM, Lum BL, Carter SK, Howes AE, Aston DA, Brown BW
Jr, Hannigan JF Jr, Meyers FJ, Mitchell EP, et al. Cardiotoxicity of epirubicin
and doxorubicin: assessment by endomyocardial biopsy. Cancer Res.
1986;46;3722-7.

53



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Tong J, Ganguly PK, Singal PK. Myocardial adrenergic changes at two stages
of heart failure due to adriamycin treatment in rats. Am J Physiol.
1991;260:909-16.

Nicolay K, Fok JJ, Voorhout W, Post JA, Kruijff B. Cytofluorescence detection
of adriamycin-mitochondria interactions in isolated, perfused rat heart. Biochim
Biophys Acta. 1986;887;35-41.

Ahmed HH, Mannaa F, Elmegeed GA, Doss SH. Cardioprotective activity of
melatonin and its novel synthesized derivatives on doxorubicin-induced
cardiotoxicity. Bioorg Med Chem. 2005;13:1847-57.

Xu MF, Ho S, Qian ZM, Tang PL. Melatonin protects against cardiac toxicity of
doxorubicin in rat. J Pineal Res. 2001;31:301-7.

Hirano S, Wakazono K, Agata N, Iguchi H, Tone H. Comparison of
cardiotoxicity of pirarubicin, epirubicin and doxorubicin in the rat. Drugs Exp
Clin Res. 1994;20:153-60.

Li ZR, Reiter RJ, Fujimori O, Oh CS, Duan YP. Cataractogenesis and lipid
peroxidation in newborn rats treated with buthionine sulfoximine: Preventive
actions of melatonin. J Pineal Res. 1997;22;117-23.

Herman EH, Ferrans VJ, Myers CE, Van Vieet JF. Comparison of the
effectiveness of (1)-1,2-Bis(3,5-dioxopiperazinyl-1-yl)propane (ICRF-187) and
N-acetylcysteine in preventing chronic doxorubicin cardiotoxicity in beagles.
Cancer Res. 1985;45,276-81.

Zeidan Q, Strauss M, Porras N, Anselmi G. Differential long-term subcellular
responses in heart and liver to adriamycin stress. Exogenous L-carnitine
cardiac and hepatic protection. J Submicrosc Cytol Pathol. 2002;34;315-21.
Germain E, Bonnet P, Aubourg L, Grangeponte MC, Chajés V, Bougnoux P.
Anthracycline-induced cardiac toxicity is not increased by dietary omega-3
fatty acids. Pharmacol Res. 2003;47:111-7.

Yagmurca M, Fadillioglu E, Erdogan H, Ucar M, Sogut S, Irmak MK.
Erdosteine prevents doxorubicin-induced cardiotoxicity in rats. Pharmacol Res.
2003;48;377-82.

Balli E. Doksorubisinin olusturdugu karditotoksisitede melatoninin etkisi.
Cukurova Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Uzmanlik Tezi.
Adana-2003.

54



	Binder1.pdf
	ic kapak
	kabul ve onay sayfasi
	önsöz
	içindekiler
	kisaltmalar
	dizinler




