KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILiM DALI

DOKSORUBISIN’IN KARDIYOTOKSIK ETKIiSi UZERINDE
NITRIiK OKSIiTIN ROLU

Uzmanlik Tezi

Dr. Aysenur BAHADIR

Trabzon-2006



KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILiM DALI

DOKSORUBISIN’IN KARDIYOTOKSIK ETKIiSi UZERINDE
NITRIiK OKSIiTIN ROLU

Uzmanlik Tezi

Dr. Aysenur BAHADIR

Tez Damismani: Dog¢. Dr. Nilgiin YARIS

Trabzon-2006



ICINDEKILER
Sayfa No
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1 Antrasiklinler 3
2.1.1. Antrasiklinlerin antitiimor aktivitesi 4
2.1.2. Antrasiklinlerin yan etkileri 4

2.1.3. Antrasiklin tedavisi ile olusan kardiyotoksisitenin belirlenmesi 7

2.1.4. Doksorubisinin kardiyotoksisite mekanizmasi 9
2.2. Nitrik Oksit 12
2.2.1. Nitrik oksit olusumu 12
2.2.2. Nitrik oksitin patofizyolojik olaylardaki etkisi 14
2.2.3. Nitrik oksitin kardiyovaskiiler sistem iizerine etkisi 15
2.2.4. Doksorubisin kardiyotoksisitesinde nitrik oksitin rolii 16
3. MATERYAL VE METOD 19
4. BULGULAR 24
5. TARTISMA 28
6. SONUC VE ONERILER 33
7. OZET 35
8. SUMMARY 36

9. KAYNAKLAR 37



1. GIRIS

Antrasiklinler oldukca etkili antikanser ilaglardir. Ilk antrasiklinler Streptomyces
peucetius’tan 1960 yilinda izole edilmis olup doksorubisin ve daunorubisin olarak
isimlendirilmistir. Doksorubisin ¢ocukluk ¢ag1 solit tiimdrleri, yumusak doku sarkomlari,
agresif seyirli lenfomalarda ve meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (1). Cocukluk
cagl tiimorlerinin tedavisinde kullanilan tedavi protokollerinin %60°1 antrasiklin grubu
ilaglar1 icermektedir (2). Bu grup ilaglarin en 6nemli yan etkisi kardiyotoksisite gelisimidir
(1). Gliniimiizde ¢ocukluk c¢agi kanserlerinde yagsam oranlarinin artmasi nedeni ile kardiyak
toksisite gibi ge¢ yan etkiler daha sik tespit edilebilmektedir.

Antrasiklinlere bagli gelisen kardiyotoksisite kiimiilatif doza bagimlidir. Sonucta
hastalarda geriye doniisiimii olmayan kronik kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligi
gelisebilmektedir (1-3). Doksorubisine bagli kardiyotoksisite mekanizmasi ile ilgili pek
¢ok calisma yapilmistir. Giliniimiizde en fazla kabul goéren goriis doksorubisin
metabolizmas1 sirasinda agiga ¢ikan serbest radikallerin miyokard hiicrelerini hasara
ugratmasidir (1,4,5). Serbest radikal temizleyicileri kullanilarak kardiyotoksisite riskinin
azaltilabilecegi gosterilmistir (6-8).

Nitrik oksit gii¢lii bir vazodilatatdr ve miyokard kasilmasinda 6nemli bir mediator
olup kalp yetmezligi, iskemi/perfiizyon hasari, kardiyomiyopati gibi kalp hastaliklarmin
patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (9). Son yillarda yapilan bazi c¢aligsmalarda
doksorubisin kardiyotoksisitesinde de nitrik oksitin rolii olduguna dair bulgular elde
edilmistir. Doksorubisinin plazmada ve kardiyak dokuda nitrik oksit sentezini artirdigi
gosterilmistir (10,11). Nitrik oksit artisinin indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimleri vasitasi ile gergeklestigi diisiintilmektedir
(12,13). Doksorubisinin rediiksiyonu sonucu meydana gelen serbest radikallerden siiper

oksit, nitrik oksitle reaksiyona girerek peroksinitrit olusturur. Peroksinitrit olduk¢a giiclii
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bir oksidan olup hiicre membranlarindaki lipitlerin peroksidasyonuna ve miyokard hasarina

neden olmaktadir (4,14-16).

Bu tezde siganlarda yapilacak deneysel bir ¢alisma ile doksorubisine bagl gelisen
kardiyotoksisitede nitrik oksitin roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla tek bagina
ve NOS enzim inhibitorleri ile birlikte doksorubisin uygulandiginda sigan kalbindeki
miyokardiyal hasarin  derecesi ve lipit peroksidasyon {rilinlerinin  diizeyi

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Cocukluk ¢ag1 kanserlerinin yasam oranlar1 giinlimiizde %75-%85’e ulagsmistir. Bu
nedenle cocukluk c¢ag1 kanserlerinden kurtulanlarin prevalansinin giderek artmasi
beklenmektedir. Amerika Birlesik Devletlerin’de 2010 yilinda, 15-45 yas grubundaki her
250 kisiden birinin, ¢ocukluk ¢agi kanserinden kurtulanlar tarafindan olusturulacagi tahmin
edilmektedir (17). Cocukluk c¢ag kanserinden sag kalanlarin artan prevalansi,
antineoplastik tedavinin ge¢ etkilerinin goriilme sikligin1 da artirmistir (18). Bu nedenle
giiniimiizde kanser tedavisine bagli ortaya ¢ikan ge¢ yan etkilerin 6nlenmesi ve tedavisi
konusunda yogun calismalar siirmektedir. Antikanser kemoterapiye bagli gec¢ yan
etkilerden biri de kardiyak toksisitedir. Kemoterapdtik ajanlar igerisinde kardiyak yan

etkileri en bariz olani antrasiklinlerdir (19).

2.1. Antrasiklinler

Antrasiklinler, pigment {reten Streptomyces peucetis’tan 1960 yilinda izole
edilmistir. Ilk antrasiklinler daunorubisin ve doksorubisin (Dox) olarak isimlendirilmis,
solid ve hemotolojik kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya baslanilmstir (1).
En sik kullanilan antrasiklin, kinon halkast igeren bir glikozid antibiyotik olan
doksorubisindir (Sekill). Doksorubisin meme kanseri, ¢ocukluk cagi solid tiimorleri,
yumusak doku sarkomlar1 ve agresif seyirli lenfomalarda daha fazla etkinlik gosterirken,
daunorubisin akut lenfoblastik veya myeloblastik l6semilerde daha etkilidir. Klinikte,

epirubisin, idarubisin ve mitaksantron gibi farkli antrasiklin deriveleri de kullanilmaktadir

().
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Sekil 1: Doksorubisin

2.1.1. Antrasiklinlerin antitiimoér aktivitesi

Antrasiklin antibiyotikler DNA’ya baglanip, interkalasyonu onleyerek etkilerini
gosterirler. ilacin ¢oklu halka yapisi, DNA gift heliksinin iki komsu niikleotidi arasina
sokularak (interkalasyon) tek ve cift sarmal kiriklarina neden olur. Sonugta DNA
replikasyonu ve transkripsiyonu onlenerek, DNA ve RNA sentezi inhibe edilir (1,6). En
onemli antitimoral etki mekanizmasi budur. Topoizomeraz-II’'nin inhibisyonu,
apopitozisin  indiilklenmesi de antrasiklinlerin antitimoéral —aktivitesine katkida
bulunmaktadir. Serbest radikal {irtinlerinin olusumunun antitiimoral etkideki roli
tartismalidir (1).

Yapilan bir¢ok ¢alismada antrasiklinlerin tiimor hiicresini 6ldiirme mekanizmasi ile
kardiyak hasar mekanizmasinin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Kalp dokusunda
DNA replikasyonu olmamaktadir, hiicreler yenilenmez. DNA’ya baglanarak antikanser
etkinlik gosteren alkilleyici ajanlar, bleomisin, sisplatin ve aktinomisin-D gibi ajanlarin
kardiyomiyopatiye sebep olmadiklar1 gozlenmistir (6). Bu iki nokta da antrasiklinin
antitimor etkisi ile toksik etkisinin farkli mekanizmalarla gerceklestigi goriislinii

desteklemektedir.

2.1.2. Antrasiklinlerin yan etkileri

Antrasiklinler kullanimlar1 esnasinda, siklikla kemik iliginin baskilanmasi, mide

bulantis1 ve kusma, alopesi, mukozit, ates, doza bagimli kardiyomiyopati ve konjestif kalp
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yetmezligi gibi yan etkiler gosterirler. Bu grup ilaglarin kullanimindaki en o6nemli

siirlandirmay1 kardiyotoksisite olusturmaktadir (19). Akut kardiyotoksisite genellikle
gecicidir ve ciddi sorun olusturmayan hipotansiyon, tasikardi, ritm bozukluklar
gelismektedir. Kronik kardiyotoksisite ise daha ciddi sorunlar olusturmakta, ilerleyici sol
ventrikiil fonksiyon bozuklugu, konjestif kalp yetmezligi ile birlikte, agir vakalarda 6limle
sonuclanabilmektedir (20). Giiniimiize degin ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinin yaklasik %40-
50’sinin tedavisinde antrasiklin grubu ilaglar kullanildigi tahmin edilmektedir ve halende
tedavi protokollerinin yaklagik %60’1 antrasiklin grubu ilaglar1 igermektedir (2).
Antrasiklin grubu ilaglar ile tedavi edilen kanser hastalarinin yasam siirelerinin uzamasi ile
birlikte kardiyak toksisite gelisimi daha da biiyilik sorun olusturmaktadir.

Doksorubisine bagli gelisen kardiyotoksisite; akut, subakut ve kronik olmak tizere

tic ayr1 grup olarak incelenmektedir (6,20).

Akut kardiyotoksisite

Doksorubisine bagli gelisen akut kardiyotoksisite ila¢ uygulandiktan sonra erken
donemde, genellikle ilk 24 saat icerisinde olusur. Aritmi, hipotansiyon, kasilma
fonksiyonunda orta dereceli depresyon izlenir. Elektrokardiyografik degisiklikler gecicidir.
Seyrek olarak akut toksisite ile birlikte sol ventrikiil yetmezligi, perikardit veya fatal
olabilen perikardit- miyokardit sendromu gelisebilmektedir (20,21).

Ikiyiizden fazla gocukta yapilan degerlendirmede, erken kardiyotoksisite oranimin,
%?2,8-%4 oldugu belirlenmistir (23). Diger calismalarda ise %2,1-%1,6 olarak bildirilmistir
(3,21). Akut kardiyotoksisite genellikle gecicidir ve kalici kardiyak hasar olusturmaz.

Subakut kardiyotoksisite

Subakut toksisite en sik goriilen antrasiklin toksisitesidir. Yavas seyirlidir,
genellikle tedavinin verilmesinden dort ile sekiz hafta igerisinde olusur. Ancak tedavi
bitiminden sonraki ilk bir yil igerisinde de goriilebilmektedir (3). Klinik olarak sag ve sol
kalp yetmezligi gelisebilir. Subakut toksisiteye bagli konjestif kalp yetmezligi medikal
tedaviye iyi yanit vermektedir (20,22).
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Kronik kardiyotoksisite

Doksorubisine bagli gelisen kronik kardiyotoksisite tedavinin ilk bir yil1 i¢erisinde
gorilebilmektedir. Ancak tedaviden sonraki dort ile yirmi yil arasinda da
izlenebilmektedir. Bu nedenle ilk bir yi1l icerinde goriilen kardiyotoksisite gelisimi kronik
kardiyotoksisite, bir yildan sonra goriilen kardiyotoksisite gelisimi gec¢ baslangicli kronik
kardiyotoksisite olarak adlandirilmaktadir (19,20). Subakut donemde mevcut olup
diizelmis olan kardiyak bulgular hastalarda yeniden goriilebilecegi gibi, hastalarda hi¢bir
semptom olmaksizin konjestif kalp yetmezligi tablosu gelisebilir. Cocuk hastalarda
konjestif Kkalp yetmezligi, ventrikiiler aritmi ve bunlara bagli gelisen ani Oliimler
bildirilmistir (21). Geg goriilen konjestif kalp yetmezliginin oran1 %1,7 ile %l11
arasindadir. Kremer ve arkadaglarinin 1966-2001 yillar1 arasinda yayinlanan 12507 ¢ocuk
hastay1 iceren 58 makale iizerinde gerceklestirdikleri sistematik incelemede
kardiyotoksisite oraninin %0 ile %16 arasinda bildirildigi tespit edilmistir. Buna karsin
subklinik kardiyotoksisite oran1 %57 ye kadar ¢ikmaktadir (24,25).

Doksorubisine bagli gelisen kardiyak toksisitede en onemli risk faktorii kiimiilatif
dozdur. Antrasiklinlere bagli gelisen konjestif kalp yetmezligi gelisimi, 100 mg/m? gibi
diisiik dozda %7 oraninda izlenirken 550 mg/m? dozunda %15, 600 mg/m? dozunda %30
ve 700 mg/m? dozunda %40 olarak doza bagimli artmis oldugu goriilmiistiir (21). Bagka
bir ¢alismada 399 hasta retrospektif olarak analiz edilmis, >550 mg/m? dozunda kalp
yetmezligi insidanst %30 olarak bildirilmistir. Antrasiklin dozu arttikga < 500 mg/m*’de
%1’in altinda olan risk 600 mg/m*’de %36’ya yiikselmistir ve gilivenli doz limiti 500
mg/m? olarak belirlenmistir (26). Kremer ve arkadaslarinin 607 hastada gergeklestirdikleri
calismada ise; antrasiklin kiimiilatif dozu >300 mg/m? ve diger risk faktoriine sahip
bireylerde kalp yetmezligi gelisimi izlenmistir. Kiimiilatif doz 550 mg/m?’de ise risk %10
olarak bulunmustur (3). Bu Von Hoff ve arkadaslarinin adultlarda yaptig1 ¢alismadaki %7
oranina gore daha yliksektir (21). Antrasiklin i¢in giivenli en yliksek doz 450-550 mg/m?
olarak belirlenmis olmasina ragmen, 300 mg/m*’den yiiksek dozda tedavi alacak
cocuklarda kardiyotoksisiteden koruyucu ajanlar ve farkli kemoterapi yaklasgimlarinin
uygulanmasi onerilmektedir (3,6,21,24).

Antrasiklinlere bagli kardiyotoksisite gelisimini artiran diger risk faktorleri;
mediastinal boélgeye radyoterapi uygulanmasi, 65 yasindan biiyiik yada dort yasindan

kiigiik olma, onceden var olan kardiyak hastalik (valvuler, iskemik, miyokardiyal),
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siklofosfamid, ifosfamid kullanimi, karaciger hastaligi, hipertansiyon, hipertermi, trizomi-

21 varhigi, kadin cinsiyet (3,19,24,25). Bu risk faktorlerine sahip bireylerde antrasiklinler

daha diislik dozlarda kardiyotoksisite gelisimine neden olmaktadir.

2.1.3. Antrasiklin tedavisi ile olusan kardiyotoksisitenin belirlenmesi

Antrasiklinlere bagli kardiyotoksisite gelisimi oraninin tedaviden 15 yil sonra, %5
olacag1 tahmin edilmektedir. Subklinik kardiyak anormalliklerin oranmin artmasi, geg
donem kardiyotoksisite insidansini artirmaktadir. Bu nedenle hastalara, erken
kardiyotoksisite gelisimini saptayabilmek i¢in yakin takip ve uzun izlem periyodu
onerilmektedir (19,20,22). Bdylece geriye donilisiimii olmayan ciddi konjestif kalp
yetmezligi ve kardiyomiyopati gelisimi Onlenebilir. Antrasiklin kardiyotoksisitesinin
belirlenmesi amaci ile birgok yontem gelistirilmektedir.

Hastalarda gdgiis rontgenogrami ileri donemdeki kalp yetmezligine baglh gelisen
kardiyomegali ve plevral effiizyonu gosterir. Kardiyomiyopatiyi saptamada erken donemde
faydasi1 yoktur ve tamamen normal olabilir (26,27). Elektrokardiyografik degisiklikler de
spesifik degildir. Siniis tagikardisi, T dalgasinda diizlesme, R dalgasinda progresyon kaybi
ve uzun QT intervali gibi degisiklikler izlenebilir. Antrasiklin dozu arttikca QT
intervalinde uzama oldugu goriilmistiir. Elektrokardiyografik degisiklikler daha ¢ok
ekokardiyografi ile sol ventrikiil fonksiyonunda ciddi azalmanin oldugu ge¢ donemde
izlenmektedir (19).

Ekokardiyografi noninvaziv bir yontemdir. Subklinik kardiyotoksisitede anormal
sistolik fonksiyonu (kisalma fraksiyonu, ejeksiyon fraksiyonu, stres velosite indeksi)
Ol¢iilmesi veya ardyiikte artma izlenir. Boylece saglikli goriinen hastalarda bulgularin
erkenden saptanarak tedavisi miimkiin olabilmektedir. Kisalma fraksiyonunun 6l¢iilmesi
takipte onemlidir. Doksorubisin dozu arttik¢a kardiyotoksisite gelisimine bagl olarak,
kisalma fraksiyonu da orantili olarak azalmaktadir (20,24,28). Radyoniiklit ventrikiilografi,
Teknisyum-99 kullanilarak yapilmaktadir ve sol ventrikiil fonksiyonunun 6lgiilmesi ve
anormal duvar hareketinin gosterilmesini saglamaktadir. Subklinik kardiyotoksisitenin
saptanmasinda sensitivitesi yiisektir ancak ekokardiyografiye gore daha pahali bir

yontemdir (19,20,27).
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Anjiyokardiyografik yontemler de dilate kardiyomiyopati, miyokardit,

miyokardiyal infarktiisiin gosterilmesinde tercih edilmektedir. Bu amagla Indiyum-111 ve
Metaiodobenzilguanidin kullanilmaktadir. Miyokardiyal hiicre nekrozunu géstermede
sensitivitesi yiiksek ancak spesifitesi diistiktiir. Bununla beraber normal kardiyak
fonksiyona sahip olup, doksorubisin kullanimina bagli nekroz gelisen hastalarin
gosterilmesinde faydalidir (19,29,30).

Miyosit hasarmin gosterilmesi i¢in bircok biyokimyasal belirleyici ile ¢alismalar
yapilmistir. Miyosit hasart olustugunda kreatin kinaz-MB izoenziminin, laktat
dehidrogenaz-1 serum konsantrasyonunun kiimiilatif doksorubisin dozu ile orantili olarak
yiikseldigi gosterilmistir, ancak spesifik degildir (10,31). Miyokardda bulunan Troponin-T
ve Troponin-I diizeyleri de miyokardiyal infarkt, akut miyokardit gibi miyokardiyal hasar
durumlarinda serumda artmis olarak bulunurlar (31). Atriyal natritiretik peptid kalp defekti
bulunan ¢ocuklarda yiiksek diizeyde ol¢iilmiistiir. Bu nedenle doksorubisine bagli gelisen
kardiyotoksisitede miyokardiyal hasarin erken tespit edilmesinde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir (32). Doksorubisinin rediiksiyonu sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller
lipit peroksidasyonunu artirarak hasara neden olmaktadir. Bu nedenle lipit peroksidasyon
tirlinleri tiyobarbitiirat reaktif asid maddelerin doku ve plazmada Olgiimiiniin toksisitenin
gosterilmesinde kullanilabilecegi diisiinilmiistiir. Doksorubisin alan sicanlarda kontrol
grubuna gore daha yiiksek izlenmistir (4,7).

Endotelin-1 ve nitrik oksit; vaskiiler endotel ve miyokard hiirelerinden salgilanir ve
konjestif kalp yetmezliginde plazma diizeyleri yiikselir. Doksorubisine bagh
kardiyotoksisitede plazma diizeyi sistolik fonksiyonlar ve histopatolojik miyokardiyal
hasar bulgularina korele olarak artmaktadir. Bu nedenle kardiyak toksisitenin takibinde
kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir (10,11).

Antrasikline bagli kardiyomiyopatinin gosterilmesinde endomiyokardiyal biyopsi
altin standart yontemdir. Sensitivitesi ve spesifitesi yiiksektir. Histolojik degisiklikler
doksorubisinin total kiimiilatif dozu >240 mg/m? oldugunda hastalarda goézlenmeye
baslamaktadir. Bristow ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada 100-600 mg/m? arasinda
doksorubisin tedavisi alanlarda, doksorubisinin total kiimiilatif dozu ile orantili olarak
histolojik hasarm arttig1 gdsterilmistir (30). Insan ve hayvan kalp dokusunun biyopsi
orneklerinin 151k mikroskobik incelemesinde miyokardiyal hiicrelerde vakuolizasyon ve

sisme, miyofibriler kayip, sitoplazmik vakuolizasyon goriilmektedir (27,30). Elektron
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mikroskobik incelemede ise sitoplazmik vakuolizasyon, miyofibril kayb1 ve

miyofibrillerde dagilma, parcalanma, mitokondriyal dejenerasyon, sarkoplazmik
retikulumda sisme ve yapisinda bozulma gibi bulgular saptanmistir (7,19,26). Billingham
ve arkadaslar1 histopatolojik olarak antrasiklinlere bagli gelisen kardiyotoksisiteyi,
sitoplazmik degisikliklerin ciddiyetini ve miyosit hasarinin yiizde oranini belirleyerek
skorlamiglardir (33).

Billingham Skorlamasi

Grade 0 : Normal kardiyak mikroskobi

Grade 1 : Hiicrelerin %5’inden azinda hasar

Grade 1,5 : %5-15 hucre hasari

Grade 2 : %6-25 hiicre hasari

Grade 2,5 : %26-35 hiicre hasari

Grade 3 : %35 ve daha fazla hiicre hasar1

Erken donemde miyofibrillerde hasar ve sarkoplazmik retikulumda sisme
izlenmektedir. Hasarin ciddiyeti arttikga mitokondriyal ve niikleer degisiklikler
belirginlesmektedir. Ciddi hasarda hiicrelerin %35’inden fazlasi zarar goérmektedir (33).
Yiiksek biyopsi skoruna sahip olanlarda konjestif kalp yetmezligi gelisme riski daha
fazladir (30).

Endomiyokardiyal biyopsi kardiyotoksisitenin belirlenmesinde sensitiv olmasina
ragmen invaziv bir yontem olmasi nedeni ile sik kullanilamamaktadir. Endomiyokardiyal
biyopsi esnasinda gelisebilecek olan ventrikiiler tagikardi, gogiis agrisi, hemiperikardiyum,
kalp tamponadi, femoral arterden kateterin ilerletilmesine bagh gelisebilecek olan damar
icinde tromboz, hematom ve retroperitoneal kanama gibi komplikasyonlar kullanimim

sinirlamaktadir (27).

2.1.4. Doksorubisinin kardiyotoksisite mekanizmasi

Doksorubisine bagl gelisen miyokardiyal hasarin mekanizmasi ile ilgili birgok
teori One siirlilmiistiir: Doksorubisinin neden oldugu; serbest radikal olusumu ve lipit

peroksidasyonu (4,5,34,35), adrenerjik fonksiyonlarindaki degisiklikler (36), sarkolemmal
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kalsiyum transportunda degisme (35,37), makrofajlardan sitokin (timor nekrozis faktor

alfanin ve interlokin-2’nin) salinmasi (38,39), apopitozis (programli hiicre 6liimii) (40).
Doksorubisine bagl gelisen kardiyotoksisitede bu mekanizmalardan en sik kabul géren
gorls ise serbest radikal olusumudur (4,5,35). Literatiirde serbest radikal temizleyicilerinin
kullanilarak miyosit hasarinin 6nlenebilmesi ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir.
Melatonin, vitamin E, askorbik asit, N-asetil sistein bunlar arasinda sayilabilir (7,8,41,42).
Giliniimiizde demir selasyonu yaparak etki gosteren Deksrazoksanin tedavi 6ncesi

verilmesinin antrasikline bagl kardiyotoksisiteyi 6nleyebilecegi gosterilmistir (43).

Doksorubisin kardiyotoksisitesinde serbest radikal teorisi

Doksorubisin iki mekanizma ile serbest radikal olusturur.

1. Doksorubisin gii¢lii demir ve bakir selatdriidiir. Ilacin halka yapisindaki 11. ve
12. pozisyonlarda bulunan oksijen (O,), demiri (Fe) baglar ve Fe"-doksorubisin
(Fe"-DOX ) kompleksi olusturur (a). Hiicresel indirgeyici sistem nonenzimatik yol ile bu
kompleksi indirgeyebilir (b) ve sonugta hidrojen peroksit olusur (c). Hidrojen peroksit de
reaksiyonun sonunda Fe*2’yi okside ederek reaktif hidroksil radikalini olusturur (d) (1,5,6)
(Sekil 2).

a) Fe"-DOX + ¢~ — Fe™>- DOX

b) Fe*2- DOX + O, — Fe™-DOX + 0,

¢) 20, +2H" — H,0,+ O,

d) Fe™- DOX + H,0, — Fe*-DOX + OH- + OH"
Sekil 2: Doxorubisin-Fe kompleksi.

2. Doksorubisinin kinon formunda olan C halkast flavin bagimli rediiktazlarla
(NADPH sitokrom p450 rediiktaz, NADH dehidrogenaz, ksantin oksidaz) semikinon
formuna indirgenebilir. Semikinon form serbest radikal o6zelligine sahiptir. Oksijen
varliginda semikinonda bulunan elektron, molekiiler oksijene transfer edilir. Boylece
stiperoksit (O, 7) serbest radikali meydana gelir ve doksorubisin eski haline geri doner.
Stiperoksit anyonu, siiperoksit dismutaz enzimi vasitasi ile elektron vererek molekiiler

oksijene ve hidrojen perokside doniisiir (1,5,6) (Sekil 3).
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Sekil 3: Doksorubisinin serbest oksijen radikali olusturmasindaki enzimatik yol.

Hiicre hasarinin 6nlenmesinde bu yoldaki hidrojen peroksidin eliminasyonu
onemlidir. Ciinkii en gii¢lii serbest radikallerden olan hidroksil radikali olusumuna yol
acacak bircok reaksiyona girebilme kapasitesine sahiptir. Hidrojen peroksid iki enzim
tarafindan inaktive edilir. Katalaz enzimi hidrojen peroksidi esit miktarda su ve oksijene,
glutatyon peroksidaz enzimi ise glutatyonu kullanarak su ve okside glutatyona doniistiiriir.
Kalp kasinda katalaz aktivitesi zayiftir. Ayrica doksorubisine bagli olusan serbest
radikaller glutatyon peroksidazi inhibe ederler. Bu durum antrasiklinlerden en c¢ok
etkilenen organin neden kalp oldugunu agiklamaktadir (4).

Serbest radikaller mikrozomal ve mitokondriyal lipit peroksidasyonunu uyarici etki
gostererek membran fonksiyonlarini bozarlar (1,4,44). Ayrica doksorubisin-Fe kompleksi
reaktif oksijen radikalleri olmadan da lipit iiretimini baslatabilir. Doksorubisin-Fe*
kompleksinin fosfolipit olan kardiyolipine giiclii afinitesi vardir. Bu fosfolipit mitokondri
ve sarkoplazmik retikulum membranlar1 {izerinde bulunur ve membrana bagli birgok
enzimin aktivitesinden sorumludur. Bundan dolayr doksorubisine bagli gelisen
kardiyotoksisitede en fazla etkilenen organeller mitokondri ve sarkoplazmik retikulumdur.
Doksorubisin-kardiyolipin kompleksi hiicre membran fonksiyonlarini bozarak miyosit
hasarma ve sonunda miyokardiyal disfonksiyona yol agar (4,6).

Doksorubisinin etkisi ile endotelyal hiicrelerde ve miyositlerde apopitotik hiicre
6liimii meydana geldigi yapilan hayvan deneylerinde gosterilmistir (1,40,45). Bu

caligmalarda kardiyomiyositlerin apopitozise ugramasinin kalp yetmezligi gelisimine
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katkida bulunduguna isaret edilmektedir. Miyosit kaybi kalp yetmezligini baglatabilir ya da

mevcut durumun daha da koétiilesmesine sebep olabilir. Tiimor hiicrelerindeki
doksorubisine bagli apopitotik etki sitostatik mekanizmalar ile diizenlenirken, miyosit ve
endotelyal hiicrelerdeki apopitotik etkisi ise oksijen radikallerinin etkisiyle gerceklesir.
(40,45). Hidrojen peroksid bu etkiye katkida bulunmaktadir. Doksorubisine bagl gelisen
apopitozis kanser tedavisinde yararli etkiye sahip olmasina ragmen, vaskiiler hiicre ve
miyositlerdeki doksorubisinin proapopitotik etkisi, kardiyotoksisiteden sorumlu
tutulmaktadir (40).

Doksorubisine baglh gelisen  kardiyotoksisitenin diger =~ muhtemel
mekanizmalarindan biri de mitokondri i¢ membraninda kalsiyum ve sodyum iyonlarinin
degis-tokus mekanizmasinin bozulmasidir. Elektron transport zincirinin bozulmasi serbest
oksijen radikallerinin olusumu ile sonuglanarak hiicre hasarina neden olur (35,37).

Son yillarda yapilan ¢alismalar nitrik oksidin kardiyak fonksiyonlar ve hastaliklar
tizerinde rolii oldugunu gostermektedir (46-49). Doksorubisine bagl kardiyak hasarda da

NO’nun rolii olduguna dair kanitlar mevcuttur (11,13,50).

2.2. Nitrik Oksit

Ik kez 1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki tarafindan endotel kokenli
vazodilatasyon yapici bir madde (Endotelium Derived Relaksing Factor, EDRF)
tanimland1 (51). Yedi yi1l sonra, 1987°de bu relaksasyonu saglayan esrarengiz mediatdriin
nitrik oksit (NO) oldugu iki ayr1 grup tarafindan es zamanli olarak bildirildi (52,53).
Giiniimiizde ise endotel kaynakli nitrik oksidin hem insanlarda hem de hayvanlarda, siirekli
bir vazodilatator etki yaparak vaskiiler tonusun fizyolojik diizenleyicisi oldugu ortaya
konuldu. Bunun yani sira ndrotransmiter hiicre igi sinyalleme ajani, antimikrobik sitotoksik

mediator olarak da gérev yaptigi anlagilmistir (46,54,55).
2.2.1. Nitrik oksit olusumu
Nitrik oksit birgok hiicrede bir aminoasit olan L-Arginin’den nitrik oksit sentaz

(NOS) enzimi ile iiretilir. Reaksiyon molekiiler oksijen ve kofaktor olarak NADPH
gerektirir (56,57) (Sekil 4).
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NITRIiK OKSIT SENTAZ

L-Arginin »  NO + L-Sitrullin
£ >
NADPH NAD+

Sekil 4: Nitrik oksitin olusumu

Nitrik oksitin ortaya ¢iktiktan sonra 3-5 saniyelik yar1 dmrii vardir ve hizla
hemoglobin, metilen mavisi ve superoksit anyonu tarafindan notralize edilir. Nitrik oksit,
biyolojik olarak aktif olan en kii¢lik molekiillerden biridir. Bir eslenmemis elektronunun
olmasi nedeni ile bagka molekiillerle hizla reaksiyona girebilen bir serbest radikaldir.
Diisiik molekiil agirligr ve lipofilik yapist nedeni ile kolay ve hizli bir sekilde dkaryotik
membranlardan ve prokaryotik hiicre duvarlarindan gegebilir. Hemen her hiicre tarafindan
tiretilir ve her hiicre iizerinde fizyolojik ve/veya patolojik etki gosterebilir (9,46).

Nitrik oksit sentazin, endotelyal NOS (eNOS), noéronal NOS (nNOS) ve
indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak iizere ii¢ izoformu vardir (58). Noronal NOS, sinir ve
bazi1 diger dokularda (akciger, pankreas, mide ve uterus) bulunur. Norotransmisyonu yani
noronal hiicrelerarasi iletisim ve hiicre ici iletisimi saglayan NO’yu iiretir. Endotelyal
NOS, endotel hiicrelerinde bulunur ve sentezlenen NO vazodilatasyon yaparak kan
basincini ve organ perfiizyonunu diizenler. Noronal ve endotelyal NOS hiicre i¢inde stirekli
mevcut olup aralikli ve kii¢iik miktarlarda NO tretimini saglar. Her ikiside kofaktor olarak
kalsiyum(Ca*2)/kalmodulin’e bagimlidir ve intraseliiler Ca*2 diizeyini yiikselten agonistlere
yanit verir. Kalsiyum yiikselmesi kalmodulin’in NOS’a baglanmasini uyarir ve normal
fizyolojik dozlarda (nanomolar) NO sentezlenir. Kalsiyum selasyonu yapan maddeler ve
kalmodulin inhibitorleri ile bu yolla saglanan NO sentezi 6nlenebilir (53,58,59).

Indiiklenebilir NOS hemen hemen biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunmaktadir.
Endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri, makrofaj, nétrofil, kardiyak miyosit ve
endokard hiicrelerinde gosterilmistir. Prototip makrofajdir. Bu enzim hiicresel ajanlar
tarafindan uyarim sonucu uzun siireli ve fazla miktarda NO iiretiminden sorumludur.
Sentez uyarist esas olarak endotoksin ve sitokinler (IL-1, TNF) tarafindan yapilir, bazi

hiicrelerde sentez IL-8, IL-10, TGF-B gibi antiinflamatuar maddelerce yavaslatilabilir,
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glukokortikoidlerle enzimin indiiksiyonu Onlenebilir. Enzimin aktivasyonu kalsiyumdan

bagimsizdir (53,58,59,60).

2.2.2. Nitrik oksitin patofizyolojik olaylardaki etkisi

Farkli hiicrelerde NO’nun {iretiminde veya etkinliginde bozuklukla seyreden NO
dengesindeki degisiklikler bircok fizyopatolojik siirece katkida bulunmaktadir. Iskemi ve
reperfiizyon hasari, inme, sepsis, norotoksisite, makrofaj kaynakli hasarlar, vaskiiler
hastaliklar, diyabetes mellitus, otoimmun hastaliklar, inflamasyon, agri, kanser,
respiratuvar hastaliklar, pulmoner hipertansiyon gibi ¢ok c¢esitli patolojilerde NO’nun
roliiniin olabilecegi bildirilmistir(9,46,60-62).

Inflamasyonda NO’nun fizyolojik etkisi koruyucu ve antiinflamatuar ydndedir.
Ancak yliksek miktarlarda salgilandiginda ortamin redoks ve oksijenasyon durumuna bagli
olarak hedef hiicrelerde peroksinitrit olusumuna neden olur. Olusan peroksinitrit,
mitokondriyal solunumu, DNA sentezini inhibe ederek sonugta hiicre dliimiine neden olur
(57,60,61). Nitrik oksit, trombositlerde siklik GMP (sGMP) diizeylerini yiikselterek hem in
vivo ve hem de in vitro olarak trombosit adezyon ve agregasyonunu inhibe eder.
Prostasiklin disindaki en 6nemli inhibitér faktordiir. Gelecekte antitrombotik ajan olarak
kullanilmasi ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir (57,61,63). Nitrik oksit, postganglioner
parasempatik orijinli ndronlarin ucundan saliverilir ve gastrointestinal sistem boyunca,
dzofagustan anal sifinktere kadar, tonus ve motiliteyi diizenler (54). inflamatuar barsak
hastaligindaki mukozal hasarlanmaya NO’nun katki sagladigi bildirilmistir (55). Nitrik
oksit, renal kan akimi, glomeruler filtrasyon, renin salgilanmasi ve tuz itrahi gibi renal
fonksiyonlarin kontroliinde Onemli bir parakrin modiilatér ve mediatordiir. Ayrica
diyabetik nefropati, inflamatuar glomeriiler bozukluk, septik sokta goriilen akut bdbrek
yetmezligi, ilaclarin nefrotoksik etkileri gibi bobrek fonksiyon bozuklugu durumlarinda
onemli rol oynamaktadir (64,65). Pankreas adacik hiicrelerine infiltre olan makrofajlarda
INOS aktivitesi olustugu ve buna bagh olarak fazla miktarda olusan NO’nun bu
hiicrelerdeki harabiyetten sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu nedenle NO’nun diabetin
patogenezinde de rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (60). Ogrenme ve bellek fonksiyonu
tizerinde de NO’nun rolii 6nemlidir. Eksitator aminoasitlerin beyin gelisimi, 6grenme ve

hafiza {izerine olan etkilerine NO’nun aracilik ettigi detayli ¢aligmalarla gosterilmistir.
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Fazla miktarda olusturulan NO’nun ndrodejeneratif hasarlanmalara neden oldugu ileri

stiriilmektedir (9,46,60,66).

2.2.3. Nitrik oksitin kardivaskiiler sistem iizerine etkisi

Nitrik oksitin normal fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde ve cesitli patolojik
siireclerin gelisiminde rol oynadigi sistemlerden birisi de kardiyovaskiiler sistemdir.
Miyokard kontraktilitesi, vaskiiler tonus, trombosit-endotel etkilesimleri ve 16kosit
adezyonunun diizenlenmesine aracilik ederek kardiyak patolojilerde rol oynamaktadir
(9,46,57,60,67). Esansiyel hipertansiyonun patogenezinde endotelyal NO {iiretiminin veya
etkinliginin azalmasinin rol oynadigi distiniilmektedir. Aterosklerozda endotel
disfonksiyonu nedeni ile NO’nun iiretimi ve salinimi azalmustir. Ilave olarak NO’ya kars1
vaskiiler diiz kas duyarliligi azalir. Sonugta NO’nun antitrombotik ve vazodilatator
etkisinin kalkmas1 aterosklerozu kolaylastirir (63). Nitrik oksitin vaskiiler diiz kasta
dilatasyon etkisi disinda kalp kasi fonksiyonlarinda parakrin, otokrin, intrakrin regiilatuar
rolii lizerine c¢ok sayida calisma mevcuttur. Kalpte NO endojen NOS’lar tarafindan
sentezlenir. Atrial ve ventrikiil miyositlerin sarkoplazmik retikulumunda nNOS ve eNOS
ekspresyonu gosterilmistir. Ayrica kolinerjik ve kolinerjik olmayan sinir uglarinda nNOS
aktivitesi gosterilmistir. Miyositlerde yiiksek miktarlarda eNOS iiretilmektedir. Ayrica
miyositler, inflamatuar sitokinlerle uyarildiginda iNOS enzimi de {retmektedir.
Endokardiyal, endoteliyal hiicrelerde ve miyositlerde iNOS aktivitesi gdsterilmistir. Kalp
yetmezligi, dilate kardiyomiyopati gibi kardiyak hastaliklarda iNOS miktarinin arttig
tespit edilmistir (9,48,57,68). Nitrik oksitin kalpte olusturdugu etkiler sGMP’ye bagimli ve
bagimsiz etkiler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Nitrik oksit kalp kasinda inaktif solubl guanilat
siklaz1 aktive eder oda GTP’nin sGMP’ye doniisiimiinii saglar. Bu sekilde meydana gelen
sGMP aracilig1 ile diiz kas hiicrelerini gevsetir. Kalp tizerinde hem pozitif hem de negatif
inotropik etkisi olmakla birlikte, sonuc¢ olarak kalp kasilmasini inhibe etme yoniindeki
etkisi hakimdir. Bununla uyumlu olarak cesitli agonistlerle (B-agonistleri) olusturulan
pozitif inotropik etki eNOS aktivasyonu ile veya NO vericileri ile azalmaktadir. Ayrica
NO, miyositlerin mitokondriyal solunumunu inhibe ederek kalbin oksijen tiikketimini azaltir
(9,57).
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Miyokard kontraktilitesinde bozulma o6zellikle sepsiste belirgindir ve bu olayda

sitokinlerin rolii 6nemlidir. TNF-o, IL-6 ve IL-2’nin kalp kasinda in vitro olarak hizli ve
geri doniisebilir negatif inotropik etki yaptigir gosterilmistir. Septik sokta gelisen
hipotansiyon ve miyokard depresyonundan asirt NO yapimi sorumludur. Bu etkide eNOS
aktivasyonunun araci oldugu, iNOS aktivasyonunun da bu etkiye katkida bulundugu
bildirilmistir (61,70). Miyokard iskemisinde erken donemde endotel disfonksiyonu olusur.
Nitrik oksit aracili vazodilatasyon ger¢ceklesemez ve koroner arterlerde vazokonstriksiyon
olusur. Iskemiyi takiben reperfiizyonun olusumuna bagl olarak da dokuya nétrofil gogii
baslar ve lokositlerden ortama serbest oksijen radikallerinin salgilanmasi hasar1 baslatir.
Reperfiizyon sirasinda O ve NO iiretimi beraber olmaktadir. iki molekiil birleserek giiglii
bir oksidan olan peroksinitriti (ONOOQO") olusturur (9,46,62). Nitrik oksit sentaz inhibisyonu
ile peroksinitriti olusturan NO komponentinin baskilanmasinin reperfiizyon hasarin
Onleyecegi disilinlilmiistiir. Buna karsin iskemi-reperfiizyon hasarinda NO’nun koruyucu
rolii de bulunmaktadir. Lokosit migrasyonu ve adezyonunu onleyerek mikrovaskiiler
permeabilite de 16kosit aracili artis1 baskilayarak inflamatuar hasar1 belirli Slgiide
sinirlayabilmektedir. Eksojen uygulanan NO’nun iskemi-reperfiizyonda kardiyoprotektif
oldugu, antiaritmik koruma sagladig: bildirilmistir (61,62,67,71). Nitrik oksitin toksisitesi
ile koruyucu etkinligi arasinda hassas bir denge bulunmaktadir. Bu hassas denge NO’nun
indirgenmis formlarinin olusumu ile ayarlanmaktadir.

Kardiyak miyositlerde bulunan iNOS’un indiiksiyonu sonucu salgilanan fazla
miktardaki NO, ¢esitli inflamatuar mediatorleri artirmakta ve miyosit kontraktilitesini
inhibe etmekte, ayrica sitotoksik etki, apopitoz ve nekroza neden olmaktadir (9). De Belder
ve arkadaslariin yaptig1 calismada, dilate kardiyomiyopatili hastalarda iNOS’un
miyokardiyal sentezinin arttig1 gosterilmistir. Son donem kalp yetmezligi mevcut olan 22
hastada (n==8 dilate kardiyomiyopati, n=14 iskemik kalp hastalig1) yapilan ¢alismada,
dilate kadiyomiyopatili ve iskemik kalp hastaligina sahip hastalarda miyokardiyumdan
iINOS sentezi oldugu tespit edilmistir (49).

2.2.4. Doksorubisin kardiyotoksisitesinde nitrik oksitin rolii

Nitrik oksitin ¢esitli kardiyak patolojilerdeki, 6zelliklede kardiyomiyopatideki

roliiniin gosterilmesi doksorubisine bagli kardiyotoksisitedeki katkisinin arastirilmasina
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neden olmustur. Antrasiklin kardiyotoksisitesi kardiyomiyosit biitiinliigiinde bozulma ve

kardiyak fonksiyon kayb1 ile sonuglanan birden fazla sayida biyokimyasal yolakla ilgili
bozuklugun neden oldugu hiicresel hasarin birikimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda antrasiklinin kardiyak toksisitesinde NOS aktivitesinin ve NO
metabolizmasindaki bozukluklarin sorumlu olabilecegini diislindiiren bulgular elde
edilmistir. Doksorubisin uygulanmasinin si¢anlarda plazma ve kalpte NO diizeyini artirdig1
gosterilmistir (10,11). Aortik endotel hiicrelerinde eNOS ekspresyonunda doksorubisine
bagl artis saptanmistir (50). Ayrica hidrojen peroksitin endotel hiicrelerinde eNOS
ekspresyonunu artirdig1 belirlenmistir (72). Bu bulgu antrasiklin uygulanmasina bagl agiga
¢ikan hidrojen peroksitin eNOS artisindan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.
Kalivendi ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada doksorubisinle birlikte antisense eNOS
oligoniikleotid uygulanmasimin doksorubisine bagli apopitozisi azalttig1 rapor edilmistir.
Hidrojen peroksitin mitokondride olusumunun engellenmesinin de doksorubisine bagli
apopitozisi azalttig1 gosterilmistir. Sonugta doksorubisine bagli apopitozisin doksorubisinin
eNOS tarafindan redoks aktivasyonuyla iliskisi oldugu yorumu yapilmistir (50).

Doksorubisin, eNOS’un rediiktaz domainine baglanmakta ve bir elektron
rediiksiyonu ile doksorubisin semikinon formu olusmaktadir. Sonugcta siiper oksit meydana
gelmektedir. Bu reaksiyonda doksorubisin rediiksiyona ugrarken, eNOS bagimli NADPH
tikketimini artirmakta ve eNOS un rediiktaz domaini i¢in kofaktdr olan flavinin olusmasini
saglamaktadir (13). Nitrik oksit ve siiper oksit beraber peroksinitriti olustururlar. Olusan
peroksinitrit gili¢lii bir hiicre oksidanidir, DNA hasarina ve lipit peroksidasyonuna neden
olur. Ayrica oksidatif stresi artirir, mitokondriyal akonitazdan demir salgilanmasini saglar.
Doksorubisin kardiyotoksisitesinden peroksinitrit olusumu sorumlu tutulmaktadir (15,73).
Serbest radikal temizleyicilerin (alfa-tokoferol, N-asetilsistein gibi) kullanilmasi ile
peroksinitriti temizleyerek, oksidatif hasardan korunulabilecegi diistiniilmektedir. Siiper
oksit temizleyicileri doksorubisinin kardiyotoksik etkisinden, hem hidroksil radikal
formasyonunu onleyerek hem de peroksinitrit olusumunu engelleyerek koruyucu etki
gosterebilirler (7,8,20,41).

Sonug olarak NO’nun miyokard fonksiyonlar1 ve miyokard hastaliklarindaki roli,
doksorubisinin NO metabolizmas1 ve NOS aktivitesi lizerindeki etkileri doksorubisinin

kardiyak toksisitesinde NO’nun katkis1 oldugu goriisiinii desteklemektedir (Sekil 5).
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Sekil 5: Doksorubisin kardiyotoksisitesinde NO’nun rolii.

3. MATERYAL VE METOD

Bu tezde, doksorubisinin (Carlo Erba, Tiirkiye) tek basina ve NOS inhibitorleri ile
birlikte kullaniminda kardiyak toksisite bulgulari degerlendirildi. NOS inhibitdrlerinden
nonselektif inhibitdr olan N®-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME, Sigma), indiiklenebilen
NO inhibitérii olan N°-(1-iminoetil)-L- lizin (L-NIL, Sigma) kullanildu.

Arastirma icin 12 haftalik 24 adet erkek “Sprague-Dawley” cinsi sican kullanildi.
Hayvanlar farmakoloji boliimiinde sicakligr 22+1°C’de tutulan, 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik dongiisii saglanan odalarda kafes i¢inde takip edildi. Herhangi bir yem ve su

kisitlamasi uygulanmadi. Siganlarin agirligir 240-320 gr arasinda degismekteydi (ortalama
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262+18 gr). Calisma siiresince sicanlarin saglik durumu giinde iki kez degerlendirildi ve

aktivitelerinde azalma olup olmadig1 kaydedildi. Haftada 2 kez tartild1.

Sicanlar her grupta 6 adet sican olmak iizere rastgele 4 gruba dagitildi.
1. grup: Kontrol Grubu
Bu gruptaki siganlara serum fizyolojik 10 ml/kg dozunda haftada bir kez, 5 hafta
boyunca intraperitoneal yoldan enjekte edildi.
2. grup: Doksorubisin Grubu
Bu gruptaki sicanlara haftada bir kez, doksorubisin 3 mg/kg dozunda, 5 hafta
boyunca intraperitoneal yoldan enjekte edildi (Total kiimiilatif doz 15 mg/kg ).
3. grup: Doksorubisin + L-NAME Grubu
Ikinci deney grubundaki siganlardan farkli olarak bu gruptaki sicanlara haftada bir
kez doksorubisine ilave olarak, her doksorubisin enjeksiyonundan 30 dakika once L-
NAME 30 mg/kg dozunda, 5 hafta boyunca intraperitoneal yoldan enjekte edildi.
4. grup: Doksorubisin + L-NIL Grubu
Ikinci deney grubundaki siganlardan farkli olarak bu gruptaki sicanlara haftada bir
kez doksorubisine ilave olarak, her doksorubisin enjeksiyonundan 30 dakika 6nce L-NIL
3 mg/kg dozunda, 5 hafta boyunca intraperitoneal yoldan enjekte edildi.
KALBIN CERRAHI OLARAK CIKARILMASI:

Hayvanlar en son enjeksiyondan sonra, 1 hafta siire ile gozlendi ve 6.

haftanin bitiminde farmakoloji boliimiinde cerrahi olarak kalp ¢ikarildi.

Operasyondan Once bir gece a¢ birakilan siganlara eter ile inhalasyon anestezisi
uygulanarak hareketsiz kalmalar1 saglanacak sekilde strafor {izerine sabitlendi.
Hayvanlarin anestezinin cerrahi safhasina girip girmedikleri ekstremite ve kulak
refleksleri ile saptandi. Uygun bolge temizligi ve steril sartlar saglanarak linea alba
tizerinden karmn alt yarisina transvers kesi ile girilerek toraksa dogru ilerlendi,
diyafragma kesilerek toraksa girildi. Cift tarafli torakotomi ile gogiis kafesi agilarak, en
iist seviyede mammarian arterler baglandi. Akcigerler ekartorler ile sag tarafa c¢ekilerek
kalbin perikard dokusu siyrildi. Gogiis boslugunun arka kisminda vertebralara
yaslanarak yukaridan asagiya dogru uzanmakta olan torasik aorta dokusu orta kismindan

5/0 ipek ile askiya alindi. Daha sonra renal arterden plazma lipit peroksidasyon
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tirtinlerinin tayini i¢in kan alindi. Askiya alinmig olan torasik aorta bir klemp ile tutulup

kalple birlikte ¢evre dokulardan hizlica uzaklastirildi. Cerrahi olarak ¢ikarilan kalbin sol
ventrikiilii elektron mikroskobik inceleme, 151k mikroskobik inceleme ve lipit

peroksidasyonu tayini i¢in ii¢ pargaya ayrilarak gerekli soliisyonlarin i¢ine koyuldu.

HISTOPATOLOJIK CALISMA:

Isik Mikroskobi ve Elektron Mikroskobi Calismasi:

Sicanlardan ¢ikarilan kalp sol ventrikiiliiniin bir pargasi 1sik mikroskop igin
%10’luk formalin igerisine, bir parcast da elektron mikroskop i¢in %2’lik glutaraldehit

fiksatiflerine kondu.

A- Isik mikroskobi icin formalinde 48 saat bekletilen doku parcalar1 asagidaki
yontem ile takip edildi.

1- %70 alkol igerisinde 24 saat bekletildi,

2- %90 alkol igerisinde 24 saat bekletildi,

3- %96 alkol igerisinde 24 saat bekletildi,

4- %100 alkol -1 igerisinde 24 saat bekletildi,

5- %100 alkol -2 igerisinde 15 dk bekletildi,

6- %2100 alkol -3 igerisinde 15 dk bekletildi,

7- Ksilen-1 igerisinde 30 dk bekletildi,

8- Ksilen-2 igerisinde 30 dk bekletildi,

9- Ksilen-3 igerisinde 30 dk bekletildi,

10- Ksilenden ¢ikarilan doku 37 °C etiivde sirasi ile; parafin-1, parafin-2, parafin-3
icerisinde arka arkaya 15’er dakikalik siirelerle bekletildi.

11- 37 °C’lik etiivden parafin-3’ten c¢ikarilan doku 58 °C’lik etlivde sirasi ile;
parafin-1, parafin-2 icerisinde 15’er dakika, parafin-3 igerisinde 30 dakika bekletildi.

12- Son olarak parafin bloklara gdmiilen dokulardan Leica RM 2155 marka
mikrotom araciligl ile 5 mikron kalinhiginda kesitler alindi; deparafinizasyon yapilarak

hematoksilen eosin ile boyanarak lamlar kapatildi.
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Hazirlanan preparatlar tek bir histolog tarafindan Olympus BH2 marka 11k

mikroskopta incelendi.

B- Elektron mikroskobi takibi ise asagidaki yonteme gore gerceklestirildi.

1- Doku, %2’lik glutaraldehit i¢erisinde 4 °C’de 2 saatin iizerinde tutuldu.

2- Potasyumbisiilfat i¢erisinde (PBS) 4 °C’de 10 dakika bekletildi.

3- %1’lik Osmiyum tetroksit (OsOg) igerisinde 4 °C’de 60 dakika bekletildi.

4- PBS’de 4 °C’de 10 dakika bekletildi.

5- %1°lik uronil asetat igerisinde 4 °C’de 60 dakika bekletildi.

6- PBS’de 4 °C’de 10 dakika bekletildi.

7- %50’lik alkolde oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

8- %70’lik alkolde oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

9- %96’lik alkolde oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

10- %100’liik alkolde oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

11- Propilen oksit i¢erisinde oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

12- 1:1 oraninda hazirlanan propilen oksit: epon igerisinde oda 1sisinda 60 dakika
bekletildi.

13- 1:3 oraninda hazirlanan propilen oksit: epon igerisinde oda 1sisinda 60 dakika
bekletildi.

14- Saf epon igerisinde oda 1sisinda 60 dakika bekletildi.

15- Saf epon(kapsiil i¢inde) icerisinde 60 °C de 18 saat bekletildi.

16- Saf epon icinde bloklanan dokulardan Leica Reichert Ultracut R marka
mikrotomda 6nce 700-900 nm kalinliginda yari-ince kesitler alindi ve toluidin mavisi ile
boyandi. Olympus BH2 marka 151k mikroskopta uygun bolgeler belirlendikten sonra 70-90
nm kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler kursun sitrat ve uranil asetat ile kontrastlandi.

Hazirlanan preparatlarin tek bir histolog tarafindan JEOL 1010 elektron mikroskop
ile gerekli inceleme ve degerlendirmeleri yapildiktan sonra, resimleri ¢ekildi.

Doksorubisin toksik etkisine bagli ortaya ¢ikan; miyositlerde ve interstisyumda
O0dem, sarkoplazmik retikulumda 6dem, miyositlerde vakuolizasyon, miyofibril kayb,

mitokondrilerde zedelenme (6dem, atrofi, krista kiimelesmeleri ve krista kaybi) gibi
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miyokard hasarina iliskin bulgular 151k ve elektron mikroskobik olarak degerlendirildi.

Hasar yok (-) veya var (+) seklinde kaydedildi.

LiPiT PEROKSIDASYONU TAYINI:

Deney gruplarinda agiga c¢ikan serbest radikalleri dolayli olarak degerlendirmek
amaci ile si¢an kalbinde ve plazmada lipit peroksidasyon {irlinleri tayin edildi. Lipid
peroksidasyonu; tiyobarbiturat reaktif maddelerinden (TBS-RS) olan malondialdehit
(MDA) diizeyinin biyokimya bdliimiinde 6l¢iimii ile belirlendi.

Doku MDA Ol¢iimii:

Kalp dokusunda MDA diizeyini belirlemek i¢in sigan kalplerinden ayrilan
numuneler tartildi ve 10pm deferoksamine % 0,04 BHT, %2 Etanol i¢eren % 1,15’lik KC1
¢ozeltisinde homojenize edildi (parcalandi). Homojenat 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatandan 150 pL alinarak tizerine 1 ml TCA-TBA-HCI [TCA (Trikloroasetik
asit) %15, TBA (Tiyobarbitiirik asit) %0,375 (W/V= kiitle/hacim) ve 0,25 Normalite (N)
HCI] reaktifi koyuldu ve 100 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Sogutma isleminden sonra
ornekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, slipernatanin absorbansi spektroskopik
olarak 532 nm dalga boyunda okundu. Tetrametoksipropan standart olarak kullanildi ve

sonuglar nmol/gr yas doku olarak ifade edildi.

Plazma MDA Olciimii:

Plazmada MDA diizeyi “Yogi” yontemi ile dl¢iildii. Her bir sicandan elde edilen
150 pL plazmaya 1,2 ml 0,083 N H,SO4 ve 150 puL fosfotungistik asit (%10) ilave edilerek
karistirildi. 4500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenip slipernatan atildi. Protein ¢okelegi 2 ml
distile su ile yeniden ¢oziildii ve 500 uL %0,67°lik TBA eklendi. 100 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra supernatan spektroskopik olarak
532 nm dalga boyunda okundu ve Tetrametoksipropan standart olarak kullanilarak

sonuglar nmol/ml olarak hesaplandi.

ISTATIKSEL YONTEM
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Istatiksel analizler “SPSS (Statistical Package for Social Screnu) for Windows©”

paket programi kullanilarak bilgisayarda yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapmalar ve
yiizdeler olarak ifade edildi.

Doksorubisin, Doksorubisin+L-NAME, Doksorubisin+L-NIL gruplarinda 1s1k ve
elektron mikroskobik olarak saptanan toksisite bulgular1 kontrol grubu ile karsilastirildi.
Doksorubisin+tL-NAME ve Doksorubisin+L-NIL gruplari Doksorubisin grubu ile ve
birbirleri ile karsilastirildi.

Ayn1 gruba ait sayisal verilerin (ortalamalarin) karsilastirilmasinda “Wilcoxon”,
farkli gruplar i¢in “Mann Whitney U” testi, nominal verilerin (oranlarin)
karsilastirilmasinda “Fisher” testi kullanildi. Sonugta p< 0,05 olmasi istatistiki olarak

anlamli kabul edildi.

ETIK KURUL ONAYI

“Doksorubisin’in Kardiyotoksik Etkisi Uzerinde Nitrik Oksitin Rolii” adl
calismamiz 2005/13 etik kurul dosya kayit numarasi, 12.07.2005 tarihli 400 sayili raporla

Karadeniz Teknik Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Baskanli§indan onay almistir.

4. BULGULAR

Siganlarin alt1 haftalik izlem siiresi igerisinde, Doksorubisin+L-NIL grubunda yer
alan bir sican ikinci haftanin sonunda 6ldii. Sicanin 6liim nedenini belirlemek amaci ile
yapilan otopsisinde o6liimiinii agiklayacak herhangi bir bulguya rastlanmadi. izlem
stiresince doksorubisin alan gruptaki siganlarin aktivitelerinde kontrol grubuna gore

belirgin azalma gozlemlendi. Buna karsilik Doksorubisin+tL-NAME ve Doksorubisin+L-



45
NIL grubundaki siganlarin aktiviteleri doksorubisin alan grubun aktivitesine gore daha iyi

idi. Aktivite azalmasinin diginda siganlarin saglik durumunda degisiklik izlenmedi.
Sicanlarin agirliklar1 karsilastirildiginda (Tablo-1); kontrol grubunda deneyin
basindan sonuna kadar %12’lik kilo artis1 saptandi (p=0.02). Buna karsilik grup-Il, grup-I11
ve grup-IV’te sirast ile %12, %7 ve %6 olmak tizere kilo kayb1 izlendi. En fazla kilo kayb1
tek basina doksorubisin uygulanan grupta saptanmis olup ilk ve son tart1 arasinda istatistiki
olarak anlamli fark saptandi (p=0.02). Grup-11l ve grup-IV’te kilo kayb1 oranlar1 birbirine
yakind1 ve bu gruplarda sicanlarin baslangi¢ ve son kilolar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunamadi (sirast ile p=0.20 ve p=0.78).

Tablo-1: Siganlarin ¢aligma baslangici, ¢alisma sonu agirliklarinin karsilagtirilmasi

Agirhik (gr) Grup-1* Grup-11* Grup-111* Grup-1v*
(ortalama+SD)

260+ 8 278+ 28 254+ 12 258+ 14
ilk tarta
Son tarti 292+14 246+ 35 237+ 16 256+ 12
Tart1 fark: + %12 - %12 - %7 - %6
P 0.02 0.02 0.20 0.78

*Grup 1= Kontrol, Grup I1= Doksorubisin, Gruplll= Doksorubisin+L-NAME, GruplVV= Doksorubisin+L-NIL

Doksorubisinin tek basina ve NOS inhibitorleri ile birlikte kullaniminda ortaya
¢ikan miyokardiyal toksisite bulgulari 151k ve elektron mikroskobi ile histopatolojik olarak
degerlendirildi. Gruplarin elektron mikroskobik incelenmesine iliskin elde edilen

fotograflardan birer 6rnek sekil 6-9°da sunuldu.



Sekil 8: Doksorubisin+L-NAME grubu Sekil 9: Doksorubisin+L-NIL grubu



Kontrol grubundaki sicanlarin higbirisinde herhangi bir miyokardiyal toksisite
bulgusu saptanmamigken grup-II"deki siganlarin hepsinde histopatolojik olarak en az bir
miyokardiyal hasar bulgusu mevcuttu. Grup-II’deki siganlarin %50’sinde miyosit 6demi,
miyositlerde vakuolizasyon, miyofibril kaybi, %83’linde intersitisiel 6dem ve siganlarin
hepsinde mitokondriyal hasar saptandi. Grup-Ill ve grup-IV’te ise miyokardiyal toksisite
daha diisiik oranda tespit edildi. Grup-III’de higbir sicanda miyosit ddemi, intersitisiel
O6dem, miyositlerde vakuolizasyon, miyofibril kayb1 saptanmazken sicanlarin %66’sinda
sarkoplazmik retikulum 6demi ve mitokondriyal hasar bulgusu oldugu goriildii. Grup-1V’te
ise sicanlarin %80’inde intersitisiel 6dem, sarkoplazmik retikulum 6demi, miyositlerde
vakuolizasyon goriilmezken %40’inda miyosit 6demi ve mitokondriyal hasar bulgusu

saptandi. Miyofibril kayb1 yoktu (Tablo 2).

Tablo-2: Histopatolojik myokardiyal toksisite bulgularinin degerlendirilmesi

Histopatolojik Bulgular Grup-I* Grup-11*  Grup-111* Grup-1v*
t(n) -n) +@)-n) +() -(n) +(n) -(n)

0 6 3 3 0 6 2 3
Miyosit 6demi

Intersitisiel 6dem 0 6 5 1 0 6 1 4
Sarkoplazmik retikulum 6demi 0 6 6 0 4 2 1 4
Miyositlerde vakuolizasyon 0 6 3 3 0 6 1 4
Miyofibril kaybi 0 6 4 2 0 6 0 3)
Mitokondriyal hasar 0 6 6 0 4 2 2 3

*Grup 1= Kontrol, Grup 1= Doksorubisin, Gruplll= Doksorubisin+L-NAME, GruplVV= Doksorubisin+L-NIL

n=Si¢an sayisi

Histopatolojik kardiyak toksisite bulgularinin karsilastirilmasinda (Tablo-3);
doksorubisin alan grupta intersitisiel 6dem, sarkoplazmik retikulum 6demi, miyosit
vakuolizasyonu, mitokondriyal hasar kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oranda
pozitif bulundu. Miyosit 6demi ve miyofibril kaybinin karsilastirilmasinda ise bir fark
bulunamadi. Doksorubisinle beraber L-NAME alan grupta sadece sarkoplazmik retikulum
0demi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda fazla bulundu.
Doksorubisinle beraber L-NIL alan grubun kontrol grubu ile toksisite bulgulart agisindan

karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi.
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Tablo-3: Kontrol grubu ve ilag gruplarinda toksisite bulgularinin karsilagtirilmasi

P Degerleri

Histopatolojik Bulgular Grup Grup Grup

I X1 I X111 I X1V

>0.05 >0.05 >0.05
Miyosit 6demi
Intersitisiel 6dem 0.02 >0.05 >0.05
Sarkoplazmik retikulum 6demi 0.002 0.02 >0.05
Miyositlerde vakuolizasyon 0.02 >0.05 >0.05
Miyofibril kayb1 >0.05 >0.05 >0.05
Mitokondriyal hasar 0.002 >0.05 >0.05

*Grup 1= Kontrol, Grup 1= Doksorubisin, Gruplll= Doksorubisin+L-NAME, GruplVV= Doksorubisin+L-NIL

Histopatolojik toksisite bulgular1 yoniinden tek basma doksorubisin uygulanan
grupla, doksorubisinle birlikte L-NAME ve L-NIL alan gruplarin karsilastirilmasinda;
bulgular doksorubisin alan grupta daha belirgin olmakla beraber aralarindaki fark istatistiki
olarak anlamli degildi. DoksorubisintL-NAME ve Doksorubisin+L-NIL gruplarinin kendi
aralarindaki karsilagtirllmasinda da toksisite bulgulari arasinda istatistiksel olarak fark
izlenmedi.

Lipit peroksidasyonunu gostermek amaci ile Olciilen doku ve plazma MDA
diizeyleri karsilastirildiginda (Tablo-4, Tablo-5); doksorubisin grubunun plazma MDA
diizeyi (9.3+ 3.4), diger tiim gruplara gore daha yiiksek olarak 6l¢iilmiis olup bu deger hem
kontrol grubundan hem de Doksorubisin+L-NAME grubundan istatistiki olarak anlamli
derecede farkli idi (siras1 ile p=0.03, p=0.03). Buna karsin doku MDA degerlerinin gruplar
arasinda belirgin bir fark gostermedigi goriildii. Bu durum kalp dokusundan homojenat
hazirlanmasinin ve MDA tayininin teknik olarak zorluguna baglandi.

Tablo-4: Plazma ve doku MDA diizeyleri ve gruplar arasi karsilastirilmasi

MDA Diizeyi Grup-1*  Grup-lI*  Grup-111*  Grup-1V*
(ortalama + SD)

Plazma (nmol/ml) 6.2+ 0.5 9.3+34 5.6 +1 6.3+14
Doku (nmol/gr yasdoku) 2.4+0.8 2.3+0.7 1.9+0.6 1.5+0.1

*Grup I= Kontrol, Grup 11= Doksorubisin, Gruplll= Doksorubisin+L-NAME, GruplV= Doksorubisin+L-NIL
Tablo-5: Plazma ve doku MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Grup Grup Grup Grup Grup Grup

P Degerleri IXIE IXHE IXIV X XV X IV
P (plazma ) 0.03 0.48 08 0.03 0.2 0.42
P (doku) 1 0.39 0.08 0.48 0.3 05

*Grup I= Kontrol, Grup 11= Doksorubisin, Gruplll= Doksorubisin+L-NAME, GruplV= Doksorubisin+L-NIL



35

5. TARTISMA

Doksorubisin, ¢gocukluk ¢agi solid ve hemotolojik kanserlerinde yirmi yildan uzun
stiredir yaygin olarak kullanilan genis spektrumlu bir antineoplastik antibiyotiktir. Ancak
kiimiilatif doza bagimli olarak gelisen kardiyotoksisite bu ilaglarin kullanimini
sinirlandirmaktadir (3,24).

Doksorubisine bagli kardiyak toksisitenin gelisim mekanizmalarinin belirlenmesi
amaci ile ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bunlardan en fazla kabul goren serbest radikal
olusumuna bagl gerceklesen miyokard hasaridir. Antrasiklinlerin kalp sarkozomunda,
mitokondrisinde ve sitoplazmasinda ilacin konsantrasyonuna bagli olarak stiperoksit
anyonunu ve hidrojen peroksit olusumunu artirdig1 tespit edilmistir (1,5,6). Serbest radikal
olusumunu azaltan ajanlarla  yapilan calismalarda da  doksorubisine bagl
kardiyotoksisitenin azaltildigi gosterilmistir (8,41,42).

Nitrik oksit vaskiiler tonusun en dnemli diizenleyicisidir. Kardiyak fonksiyonlar ve
hastaliklar iizerinde 6nemli rol oynamaktadir. Kardiyak NO tiretimi eNOS ve iNOS enzimi
vasitasi ile olmaktadir (16,48,59). Bazal NO iiretimi kardiyomiyosit kontraktilitesini ve
kan akimini diizenlerken, asir1 miktarda iiretilen NO ise dilate kardiyomiyopati ve konjestif
kalp yetmezligi gibi kardiyak patolojilerde rol oynamaktadir (9,46,53,60). Son yillarda
yapilan bazi1 caligmalarda doksorubisin kardiyotoksisitesinde de NO’nun rolii olduguna
dair bulgular yaymlanmistir (10,11,13,50).

Bizim calismamizda da doksorubisine bagli kardiyak toksisitede NO’nun roliiniin
arastirtlmas1 amaglanmigtir. Bu amagla siganlar tizerinde yapilan deneylerde doksorubisin
tek basmma ve NOS enzim inhibitorleri (L-NAME ve L-NIL) ile birlikte kullaniminda
kardiyak toksisite bulgular1 degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. Tek basina doksorubisin
tedavisi alan si¢anlarda beraberinde L-NIL ve L-NAME alan siganlara gore daha yiiksek
oranda kilo kaybi izlenmistir. Ayrica aktivitelerinde de belirgin azalma gdzlenmistir.

Literatiirde hayvan deneylerinde doksorubisin toksisitesine bagli klinik bulgular arasinda
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aktivite azalmasi, kilo kaybi, asid olusumu sayilmaktadir. Guerra ve arkadaglari 13,5

mg/kg kiimiilatif dozda doksorubisin uygulanan sicanlardan kardiyomiyopati bulgulari
saptananlarinda, kontrol grubuna gore anlamlhi derecede diisiik kilo alimi oldugunu
bildirmislerdir (11). Hirano S ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada; haftalik 1,25 mg/kg, 4
hafta (total doz 5 mg/kg) ve 2,5 mg/kg, 4 hafta (total doz 10 mg/kg) intravendz
doksorubisin verilen siganlarin agirliklarinda kardiyomiyopati bulgularina paralel olarak
azalma oldugu goriildiigii, bunun 6zellikle 2,5 mg/kg/hafta tedavi alan grupta daha belirgin
oldugu rapor edilmistir (74). Deneysel c¢alismalarda si¢anlarda 1,5-3 mg/kg/hafta
intravendz yada intraperitoneal yoldan 5-9 hafta (10-20 mg/kg kiimiilatif dozlarda)
doksorubisin uygulanmak suretiyle olusturulan kardiyotoksisite modellerinde saptanan
histopatolojik bulgular insandakine benzerdir. Sican kalbinin 151k ve elektron mikroskobik
incelemesinde sitoplazmik vakuolizasyon, miyofibril kaybi, sarkoplazma 6demi,
mitokondrilerde hasar rapor edilmistir (7,75). Bizim calismamizda da sigan kalbinin
histopatolojik incelenmesinde doksorubisin alan grupta belirgin kardiyak hasar bulgulari
izlenmistir. Ozellikle intersitisiel 6dem (p=0.02), sarkoplazmik retikulum 6demi (p=0.002),
miyositlerde vakuolizasyon (p=0.02), mitokondriyal hasar (p=0.002) kontrol grubu ile
karsilastinlldiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Doksorubisint+L-NAME,
Doksorubisin+L-NIL alan gruplarda da kardiyak toksisite bulgulari izlenmis olmakla
beraber kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik
gosterilememistir.

Literatiirde doksorubisine bagli kardiyak hasarda NO’nun katkisina iligkin ilk
yapilan ¢alismalardan birisi Guerra ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. Bu
calismada siganlara dokuz hafta boyunca 1,5 mg/kg (total doz 13,5 mg/kg ) doksorubisin
verilerek plazma NO diizeyi 6l¢iilmiistiir. Sigan kalplerinin histopatolojik incelemesinde
kardiyak hasar bulgulan tespit edilmis ve plazma NO diizeyinin kontrol grubuna gore
belirgin olarak yiiksek bulundugu bildirilmistir. Bu ¢alismada kardiyomyopati skoru ile
NO diizeyi arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (11). Sayed Ahmed ve arkadaslari ise
sicanlara hem tek doz yiiksek doz doksorubisin (20 mg/kg) hem de giderek artan dozlarda
giinliik doksorubisin (5-25 mg/kg) verdikten sonra kardiyak NO diizeyini dlgmiisler. Tek
ve artan dozlarda kiimiilatif doksorubisin uygulanmasina bagli kardiyotoksisitede kardiyak
NO diizeyinin arttigini gostermistir. Ancak plazma NO diizeyinde artis saptayamamiglar ve

doksorubisine bagli NO artisinin dokuya spesifik oldugunu one siirmiiglerdir (10).
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Doksorubisin ile yirmidort saat inkiibe edilen sican kardiyak hiicre kiiltliriinde yapilan

calismada da doksorubisinin hem hiicrelerde NOS aktivitesini hem de silipernatanda NO
miktarini belirgin olarak artirdigi ve bu artisin demir eklenmesi ile inhibe edildigi tespit
edilmistir. Bu c¢alismada doksorubisinin kardiyomiyositlerde NO sentezini, demir
hemostazini etkileyerek artirdigi sonucuna varilmigtir (12). Fadillioglu ve arkadaslari
sicanlara doksorubisinle beraber erdostein vererek kalp dokusunda NO diizeyini 6l¢gmiisler
ve NO diizeyini diger gruplara gore tek basimma doksorubisin alan grupta belirgin olarak
yiiksek bulmuslardir (76). Bizim g¢alismamizda da NOS inhibitorlerinin kullanimi ile
doksorubisin kardiyotoksisitesinin siddetinin azaltilmasinin, doksorubisinin kalpte NO
artisina neden oldugunu dolayli olarak gosterdigi diistiniilmiistiir. Nitekim literatlirde de
doksorubisine bagli NO artisinin antioksidanlar ve NOS inhibitorleri ile engellendigini
gosteren yaymlar mevcuttur. Aldieri ve arkadaslar1 doksorubisin uygulanan hiicre kiiltiir
vasatina NG-nitro-L-arjinin metil ester, L-canavanin, NG-monometil-L-arjinin gibi farkli
NOS inhibitorleri ekleyerek NO {iretiminin baskilandigini gostermislerdir (12). Fadillioglu
ve arkadaglarinin ¢alismasinda da antioksidan etkili mukolitik bir ajan olan erdosteinin
doksorubisinle beraber uygulamasinda plazma NO diizeyi tek basina doksorubisin alan
gruba gore daha diisiik bulunmustur (76).

Doksorubisinin neden oldugu kardiyak NO artiginin iNOS araciligi ile gerceklestigi
saptanmustir. Aldieri ve arkadaglar1 kalp hiicrelerinde doksorubisinle muameleden sonra
NO miktarinin artmasinin iNOS gen ekspresyonunda artma ile birlikte oldugunu
gostermistir (12). Pacher ve arkadaslarida iNOS geni delesyona ugratilmis farelerde
doksorubisin uygulamasi sonrasi kardiyak fonksiyonlarin daha iyi korundugunu tespit
etmiglerdir (77). Weinstein ve arkadaslarinin yaptig1 calismada farelere doksorubisin
uygulandiginda miyokardiyal iNOS’un arttig1 immunohistokimyasal olarak gosterilmistir
(73). Kardiyak iNOS’un indiiksiyonunun, intrensek antioksidan olan glutatyon
peroksidazin inaktivasyonuna neden olarak oksidatif stresin neden oldugu miyokardiyal
hasari artirdig1 gosterilmistir (14).

Cesitli calismalarda NOS inhibitdrlerinin doksorubisin kardiyotoksisitesini dnledigi
gdsterilmistir. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitdrii Aminoguanidinin doksorubisinle
beraber siganlara verilmesinin doksorubisine bagli mortalite oranini, asit gelisimini
azalttig1 ve sican kalbinde histopatolojik degisiklikleri diizelttigi izlenmistir (78). Aym

sekilde Pacher ve arkadaslarinin doksorubisinle beraber Aminoguanidin verilen farelerde
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yaptig1 calismada doksorubisine bagli gelisen kardiyak fonksiyonlardaki bozulmanin ve

mortalitenin  azaldigi, kalp dokusundaki histopatolojik degisikliklerin diizeldigi
gosterilmistir (77). Barnabe ve arkadaglarinin neonatal sican kardiyak miyositlerinden
hazirlanan hiicre kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢alismada, doksorubisinle inkiibasyon 6ncesinde
vasata NOS inhibitérleri olan L-NAME ve NG-monometil-L-arjinin(L-NMMA)
eklenmistir. Sonucta L-NAME ve L-NMMA’nin tedavi oncesi verilmesinin miyositlerde
doksorubisine bagli gelisen hasar1 engelleyebilecegi tespit edilmistir (79). Bizim
calismamizda da iNOS inhibitorii olan L-NIL ve nonspesifik NOS inhibitorii olan L-
NAME’in doksorubisine bagli histopatolojik toksisite bulgularinda azalma sagladig
gosterilmistir.

Doksorubisin  kardiyotoksisitesinde miyokardda NO olusumunun katkisi
gosterildikten sonra NO’nun hangi mekanizma ile miyokardda hasara neden oldugu da
arastirma konusu olmustur. Bu konuda yapilan c¢alismalar NO’nun yine doksorubisin
tarafindan olusturulan siiperoksit ile birlikte peroksinitrit olusumuna katkida bulundugunu
gostermektedir. Doksorubisin toksisitesi serbest radikal olusumuna baghdir. Oksijen ve
hidroksil serbest radikalleri NADPH sitokrom P 450 rediiktaz ve mitokondrial NADH
dehidrogenaz gibi flavo enzimlerin katalize ettigi doksorubisin redoks siklusu ile
uretilmektedir. Bu enzimler doksorubisine bagli kardiyomiyopati gelisimine katkida
bulunmaktadir. Nitrik oksit sentaz yapisal olarak P-450 rediiktaza benzer ve doksorubisin
metabolizmasinda benzer rol oynayabilecegi diisiiniilmistir (13,16,72). Nitrik oksit
sentazin ¢ izoformu da tiimor dokusunda doksorubisin-redoks siklusunu katalize etme ve
serbest radikal olusturma kapasitesine sahiptir. Bu enzimlerden doksorubisine en yiiksek
afinitey1 gosteren eNOS’tur. Doksorubisin eNOS’un rediiktaz domainine baglanmakta ve
semikinon formuna indirgenmektedir. Semikinon radikal hizla oksijen ile reaksiyona
girerek stliperoksit olusturur. Hipoksik durumda tiim NOS izoformlar1 doksorubisini
indirgeyerek siiperoksit olusturmaktadir (13,16). Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzimi
tarafindan tiretilen yiiksek miktardaki NO, olusan siiper oksit anyonu ile reaksiyona girerek
peroksinitrit olusturmaktadir. Olusan peroksinitrit hiicresel yapilar1 oksitler ve lipit
peroksidasyonuna neden olarak miyokardiyal oksidatif hasara, apopitozise ve nekroza
katkida bulunmaktadir (14-16,80). Sonug olarak oksijen radikalleri ve peroksinitrite bagl
olarak lipit peroksidasyon iiriinlerinin miktarinda artma saptanabilmektedir. Weinstein ve

arkadaglar yaptiklar calismada farelere tek doz 25 mg/kg doksorubisin uygulandiktan bes
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gin sonra sol ventrikiil fonksiyonlarin1 ve kardiyak peroksinitrit olusumunu
degerlendirmislerdir. Kontrol grubuna gore sol ventrikiil kisalma fraksiyonunda ve
kardiyak atimda belirgin azalma saptamislardir. Immunhistokimyasal analizle iNOS ve 3-
nitrotirozin (peroksinitritin belirteci) olusumunun doksorubisinle tedavi edilen fare
grubunda anlamli oranda artmis oldugunu ve bu artisin kisalma fraksiyonu ile anlamli
olarak korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (73). Packer ve arkadaslar1 da doksorubisin
verilen ve sol ventrikiil fonksiyonlarinda bozulma saptanan farelerde kardiyak dokuda lipit
peroksidasyon {irtinii olarak MDA’ ’nin arttigini ve peroksinitrit dekompozisyon katalizati
olan FP15 ile bu artisin engellendigini gostermislerdir (77). Fadillioglu ve arkadaglarinin
siganlara doksorubisinle beraber koruyucu olarak antioksidan etkili erdostein vererek
yaptiklar1 c¢alismada; plazma ve eritrositlerde lipit peroksidasyonunun tek basina
doksorubisin alan grupta belirgin arttig1 izlenmistir. Doksorubisin tedavisi ile erdostein
verilmesinin hiicre i¢i ve hiicre disi lipit peroksidasyonunu engelledigi ve bu sekilde
koruyu etkisi oldugu gosterilmistir (81). Ayrica erdostein iNOS enzimini inhibe ederek NO
tiretimini 6nledigi ve bdylece peroksinitrit olusumunu engelledigi yorumu yapilmistir (76).
Bizim calismamizda da lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA’nin doksorubisin alan
siganlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi belirlenmistir. L-NAME ve L-NIL
gruplarinda MDA diizeyinin doksorubisin grubuna gore istatistiki olarak anlamli derecede
az arttigt  goriilmiistir. Bu da NO sentezinin Onlenmesinin  doksorubisin
kardiyotoksisitesinden koruyucu oldugunu destekleyen diger bir bulgudur.

Sonu¢ olarak bizim bulgularimizi  ve literatiirdeki bulgular1  birlikte
degerlendirdigimizde NO’nun hem peroksinitrit olusumu yolu ile lipid peroksidasyonuna
neden olarak hem de apopitozisi indiikleyerek kardiyak toksisitede rol oynadigi

diistiniilmistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1- Doksorubisin (Grup II) tedavisi alan siganlarda beraberinde L-NIL (Grup 1V) ve
L-NAME (Grup III) alan siganlara gore daha yiiksek oranda kilo kaybi izlendi. Kilo kayb1
grup II’de istatistiki olarak anlamliyken grup III ve IV’te anlamli degildi. Ayrica grup
II’deki siganlarin aktivitelerinde de belirgin azalma mevcuttu. Doksorubisin alan gruptaki
kilo kayb1 ve aktivite azalmasi toksisite bulgusu olarak degerlendirildi.

2- Doksorubisin uygulanan siganlarin kalbinin histopatolojik incelenmesinde
belirgin kardiyak hasar tespit edildi. Intersitisiel 6dem (p=0.02), sarkoplazmik retikulum
o6demi (p=0.002), miyosit vakuolizasyonu (p=0.02), mitokondrial hasar (p=0.002) kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiliksek oranda pozitif bulundu.

3- Doksorubisin+L-NAME, Doksorubisin+L-NIL alan gruplarda da kardiyak
toksisite bulgular1 izlenmekle beraber kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda fark
istatistiki olarak anlamli degildi (p>0.05).

4- Doksorubisin alan grupta lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak plazma
MDA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli derecede (p=0.03) yiiksek bulundugu
saptandi.

5- L-NAME ve L-NIL gruplarinda plazma MDA diizeyleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli fark izlenmedi. Ayrica artisin doksorubisin grubuna goére daha
az oldugu gozlendi.

6- Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzim inhibitorii olan L-NIL ve nonspesifik
NOS inhibitorii olan L-NAME’in doksorubisin kardiyak toksisitesine neden olan lipit
peroksidasyonunda ve toksisiteye bagli histopatolojik bulgularda azalma sagladig:
gosterildi.

7- Nitrik  oksit sentaz  inhibitorlerinin  kullanimi1  ile  doksorubisin
kardiyotoksisitesinin siddetinin azalmasinin, dolayli olarak doksorubisin verilmesi
sirasinda  kalpte  NO’nun arttifin1  gosterdigi  diisiiniildii. Sonug¢ olarak NO’nun
doksorubisine bagl kardiyotoksisitede rol oynadig: diistiniildii.

8- Doksorubisinin kardiyotoksik etkisinde NO’nun roliiniin belirlenmesinden sonra,
NO sentezini Onleyerek peroksinitrit olusumunu azaltan ajanlarin doksorubisin tedavisi ile
beraber uygulanmasi ile ilgili ¢alismalarin 6nii agilmistir. Bizim ¢alismamizda da NOS
inhibitorlerinin doksorubisine bagl kardiyak toksisitede koruyucu oldugunun gosterilmesi

gelecekte bu tiir ajanlarin tedavide kullanilabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.



7. OZET

DOKORUBISIN’IN KARDIYOTOKSIK ETKiSi UZERINDE
NITRIK OKSIiTIN ROLU

Doksorubisin ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta
olan bir antrasiklin antibiyotik olup en Onemli yan etkisi kiimiilatif doza bagimli
kardiyotoksisite gelisimidir. Doksorubisine bagli gelisen kardiyotoksisite mekanizmasi tam
olarak bilinmemesine ragmen en fazla kabul goren goriis serbest radikallerin miyokard
hiicrelerini  hasara ugratmasidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda doksorubisin
kardiyotoksisitesinde nitrik oksitin (NO) rolii olduguna dair bulgular elde edilmistir. Bu
calismada da doksorubisine bagli kardiyak toksisitede NO’nun roliinlin arastirilmasi
amaglandi. Doksorubisinin tek basina ve nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorleri ile birlikte
kullaniminda myokardiyal hasarin derecesi ve lipit peroksidasyon {iriinlerinin diizeyi
belirlendi.

Calismada 12 haftalik 24 adet erkek “Sprague Dawley” si¢an (ortalama agirlik
262+18 gr) rastgele dort gruba (n=6) dagitildi. Birinci grup kontrol olarak ayrildi. ikinci
gruba haftada bir kez 3 mg/kg, bes hafta (toplam 15 mg/kg) doksorubisin (Carlo Erba,
Tiirkiye) uygulandi. Ugiincii ve dordiincii gruba her doksorubisin enjeksiyonundan 30
dakika once siras1 ile nonselektif NOS inhibitorii L-NAME (30 mg/kg) ve indiiklenebilir
NOS inhibitorii L-NIL (3 mg/kg) verildi. Calisma siiresince sicanlarin saglik durumu
degerlendirildi ve haftada iki kez tartildi. Altinci haftada kalbin sol ventrikiiliinden alinan
parcalar elektron ve 151k mikroskobik inceleme ve lipit proksidasyonu tayini i¢in gerekli
soliisyonlarin i¢ine koyuldu. Ayrica plazma lipit peroksidasyonunun belirlenmesi amaci ile
sicanlardan kan alindi. Myokardial toksisite bulgular1 ve malondialdehit (MDA) diizeyleri
“Fisher” , “Mann Whitney U” ve “Wilcoxon” testi kullanilarak karsilastirildi.

Kontrol grubunda %12’lik kilo artig1 saptanirken, grup-1l, grup-I1l ve grup-IV’te
sirast ile %12, %7 ve %6 olmak {izere kilo kaybi izlendi. En fazla kilo kaybi1 tek basina
doksorubisin uygulanan grupta saptanmis olup ilk ve son tarti arasinda istatistiki olarak
anlamli fark saptandi (p=0.02). Kontrol grubu ile doksorubisin alan grup arasinda miyokard
hiicresindeki vakuolizasyon, intersitisiel 6dem, miyofibril kaybi, sarkoplazmik retikulum
sismesi ve mitokondriyal zedelenme gibi toksisite bulgulari agisindan onemli farklilik
saptandi (sirast ile p=0.015, p=0.015, p=0.06, p=0.002, p=0.002). Doksorubisinle birlikte
L-NAME ve L-NIL uygulanan sicanlarda kardiyak toksisite bulgular1 saptanmakla birlikte
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli degildi. Lipit peroksidasyonu
tayini ic¢in Olciilen plazma MDA diizeyi Doksorubisin grubunda (9.3+ 3.4), diger tiim
gruplara gore daha yiiksek olarak 6l¢iilmiis olup bu deger hem kontrol grubundan hem de
Doksorubisin+L-NAME grubundan istatistiki olarak anlamli derecede farkli idi (sirasi ile
p=0.03, p=0.03).

Sonug¢ olarak doksorubisinle beraber NOS inhibitorleri uygulandiginda kardiyak
toksisite bulgularinda anlamli azalma oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar doksorubisine
bagl kardiyotoksisitede NO’nun katkis1 oldugu goriisiinii desteklemektedir.
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8. SUMMARY

THE ROLE OF NITRIC OXIDE IN DOXORUBICIN-INDUCED
CARDIOTOXICITY

Doxorubicin is widely used in the treatment of malignant tumors. Its use is limited
by cardiotoxicity which is related to generation of oxygen derived free radicals. In this
study we aimed to investigate the possible role of nitric oxide (NO) on doxorubicin
induced cardiotoxicity. We evaluated the myocardial damage in rats treated with
doxorubicin alone and in combination with NO synthase (NOS) inhibitors. The level of
lipid peroxidation product was also determined.

Twenty-four male “Sprague-Dawley” rats (12 weeks old, weighing 262+18 gr)
were randomly divided into four groups (n=6): Group-I, was assigned to control group. In
group-I1, rats were treated with weekly i.p. injections of 3 mg/kg doxorubicin ( Carlo Erba,
Tiirkiye) for five weeks. In group-I1l, rats received weekly i.pi injection of 30 mg/kg L-
NAME (non-specific NOS inhibitor) 30 minutes before doxorubicin injection, for five
weeks. In group-1V, rats received weekly i.pi injection of 3 mg/kg L-NIL (inducible NOS
inhibitor) 30 minutes before doxorubicin injection, for five weeks. Rats were weighed two
times a week. At six weeks animals were anesthetized and hearts were excised and then
fixed for light and electron microscopy, and tissue lipid peroxidation. Moreover, blood
samples were obtained for measuring plasma lipid peroxidation. The pathologic findings of
myocardial toxicity and the levels of malonyldialdehyde (MDA) for each group were
compared by using “Fisher”, “Mann Whitney U” and “Wilcoxon” test.

Weight loss was observed in group-11, group-111 and group-1V (12%, %7, and %6
respectively), while 12% weight increase was obtained in control group. Weight loss was
statistically significant in doxorubicin group (p=0.02). Findings of myocardial damage in
animals treated with doxorubicin, (such as cyctoplasmic vacuolization, interstitial edema,
loss of myofibrils, dilatation of sarcoplasmic reticulum, mitochondrial damage) were
significantly more than control group (p=0.015, p=0.015, p=0.06, p=0.002, p=0.002,
respectively). Histopathological findings of cardiotoxicity in rats treated with doxorubicin
in combination with L-NAME and L-NIL were not significant compared with control
group. The level of plasma MDA in doxorubicin group (9.3+£3.4) was higher than those of
all other groups. There is a statistically significant difference in MDA level between
control group and doxorubicin group; and between doxorubicin and doxorubicin+L-
NAME group (p=0.03, p=0.03, respectively).

In conclusion, our results showed that the findings of doxorubicin cardiotoxicity
were meaningfully decreased, when doxorubicin was given with NO synthase inhibitors.
These findings supported that NO and NO-related oxidative mechanism might be
contributed to the doxorubicin cadiotoxicity.
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