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SEKILLER DiZiNi

No

10

11

Bashk

Doksorubisinin yapisi
Doksorubisin’in indirgenme rekasiyonlar1 ve reaktif oksijen radikallerinin
ortaya ¢ikisi.
Daunorubisinin yapisi
Epirubicinin yapisi
Idarubisinin yapist
Antrasiklinlerin Molekiiler Yapilari
Antrasiklinler ve Oksidatif Stress
ALCAR’1n molekiiliiniin kimyasal yapisi.
Asetil L-Karnitin Biyosentezi
Calisma planinin ayrintili semast
Ejeksiyon fraksiyon degerlerinin gruplara gore

karsilagilastirilmasi

12 Kontrol, ALCAR, Doksorubisin ve ALCAR+Doksorubisin gruplarinda
kalp dokularinin TUNNEL boyamasi immiinoreaktivite ortalamalari.

13 Kontrol, ALCAR, Doksorubisin ve ALCAR+Doksorubisin gruplarinda
kalp dokularinin kaspaz-3 boyamas1 immiinoreaktivite ortalamalari.

TABLO DiZINI

No Bashk

1

Ejeksiyon fraksiyon degerlerinin gruplara gore

karsilagilastirilmasi



RESIMLER DiZiNi

No  BASLIK
1 faclar ve SF’in intraperitoneal olarak uygulanmasi
2 Bir sicanin anestezi altinda tiraglanmasi ve EKO kardiografi

islemi i¢in hazirlanmasi

3 Bir siganin abdominal venden kan alinarak feda edilme islemi
4 A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin

gruplarinda kalp dokularinin H&E boyamasinda goriiniimleri.

5 A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin

gruplarinda kalp dokularinin H&E boyamasinda goriintimleri.

6 A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin Masson Trikom boyamasinda goriintimleri.

7 A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin TUNNEL boyamasinda goriiniimleri.

8 A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin kaspaz-3 boyamasinda goriintimleri.

9 A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin

gruplarinda kalp dokularinin elektron mikroskobi goriintiileri

Vi



KISALTMALAR

ADR: Adriyamisin
ALCAR: Asetil L-karnitin
ANOVA: Varyans analiz
ATP: Adenozin trifosfat

C: Karbon

Ca*? Kalsiyum
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CoA: Koenzim A

CRP: C reaktif protein
DAB: Diaminbenzidin
DNA: Deoksiribontikleik asit
DNR: Daunorubisin

DOX: Doksorubisin

EF: Ejeksiyon fraksiyonu
EKO: Ekokardiografi

EPI: Epirubisin

Fe**: Demir

FS: Fraksiyonel kisalma
H&E: Hematoksilen&Eozin

HIV: Human herpes viriis
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H,0, : Hidrojen peroksit

IDR: idarubisin

L.P.: Intraperitoneal

L.V.: Intravensz

KKY': Konjestif kalp yetmezligi

LCAR: L- karnitin

LVDd: Sol ventrikiil diastolik cap

LVDs: Sol ventrikiil sistolik ¢ap

NAC: N-asetyl sistein

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
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SOD: Superoxide dismutase

SPSS: Statistical package for the social sciences

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-
mediated dUTP nick end labeling

TNF- a: Timor nekroz faktor- o
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OZET

Amag:  Antrasiklinler  birgok  ¢ocukluk  ¢agr  kanserinde  kullanilan
kemoteropatiklerden birisidir. Yiiksek etkinliklerine karsin kardiyotoksik yan
tesirleri bulunmasi1 doz kisitlanmarim1 gerektirmektedir. Bu ¢alismada akut
doksorubisin  toksisitesi  gelistirilmis ratlarda ekokardiografi (EKO) ve
ultrastruktiirel calismalar yapilarak, oksidatif stres ve reaktif oksijen radikalleri
olusum mekanizmalari1 hedef aldigi bilinen ALCAR (asetil-L-karnitin)’in

doksorubisin kardiyotoksisitesi lizerine etkisi degerlendirilmistir..

Materyal ve Metot: Calismada 180-220 g agirhiginda wistar albino tip 28 adet
erkek sigan dort gruba ayrildi. Birinci gruba 1-10 giin serum fizyolojik, ikinci
gruba 5. giin tek doz doksorubisin (15mg/kg/doz), 1-10 giin serum fizyolojik,
ticlincli gruba 1-10 giin ALCAR (300mg/kg/doz), dordiincii gruba 1-10 giin
ALCAR (300mg/kg/doz), ¢calismanin 5. giinii tek doz doksorubisin (15mg/kg/doz)
uygulandi. Kardiyak fonksiyonlar1 degerlendirmek amaci ile Doksorubisin
uygulama oOncesi ve sonrast ekokardiyografi Olclimleri yapilarak ejeksiyon
fraksiyon (EF)’lar1 degerlendirildi. Yapisal diizeyde olan degisiklikleri ortaya
koymak icin H&E (hematoksilen ve eozin) ve masson trikrom boyamalari ve
elektron mikroskobik incelemeler yapildi. Apopitozu irdelemek amaciyla TUNEL

ve kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamalar1 yapildi.

Bulgular: Ekokardiyografi sonuglari incelendiginde Doksorubisin uygulamasinin
EF degerlerini istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiirdiigii, tek basina ALCAR
uygulamasinin ise tam tersine EF degerlerini yiikselttigi gdozlenmistir. Doksorubisin
oncesinde ve sonrasinda ALCAR uygulamasinin ise Doksorubisinin meydana
getirdigi kardiyak hasar ve EF diisiisiinii onleyerek EF degerlerini baslangic EF
diizeylerinde tuttugu saptanmistir. Yapilan histopatolojik ve elektron mikroskobik
incelemeler doksorubisin uygulamasinin sadece fonksiyonel degil yapisal anlamda
da kardiyak hasar meydana getirdigini, Doksorubisin 6ncesinde ve sonrasinda
ALCAR uygulamasinin bu hasarin da Oniine gectigini gostermektedir.
Doksorubisin  kardiyotoksisitesinin  6nemli mekanizmalarindan biri  olarak
gosterilen apopitoz, TUNEL ve kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamalar1 ile

degerlendirilmistir.  TUNEL ve kaspaz-3 boyamalarinda doksorubisinin anlamli



sekilde apopitozisi indiikledigi ve kardiyak hiicre 6liimiine yol actig1, Doksorubisin
ile birlikte ALCAR uygulanmasinin bu indiiklemeyi istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalttig1 goriilmistiir. ALCAR uygulamasi doksorubisinin yol agmis oldugu

apopitozisi azaltmis olsa da kontrol grubu seviyelerine geri dondiirememistir.

Sonug¢: Doksorubisinin meydana getirmis oldugu kardiyotoksisite halen pediatrik
onkoloji pratiginde karsilasilan 6nemli problemlerden biridir. Sonuglar
Doksorubisin 6ncesinde ve sonrasinda ALCAR uygulamasinin Doksorubisinin
meydana getirdigi kardiyak hasari hem yapisal hem de fonksiyonel diizeyde
onleyerek doksorubisinin yan etkilerini azaltabilecegini ya da ortadan

kaldirabilecegini gostermektedir.



ABSTRACT

Objective: Anthracyclines are one of the most preferred agents on childhood
malignancies. However they have dose limited side effects such as cardiotoxicity.
On this study it was aimed to reveal by echocardiogram and ultrastructural studies,
if ALCAR (acetyl-L-carnitine), which aims oxidative stresses and the mechanism

that create oxygen radicals, has a preventive affect on Doxorubicine cardiotoxicity.

Materials and method: : In this study, 28 Wistar albino male rats weighing 180-
220 g were divided into four groups as control, Doxorubicine, ALCAR,
ALCAR+Doxorubicine. Rats inthe first group were given saline day 1-10; the
second group were given a single dose of Doxorubicin (15mg/kg/doz) on the fifth
day but saline on the other days; the third group were given ALCAR day 1-10
(300mg/kg/doz), and the fourth group were given ALCAR  day 1-10
(300mg/kg/doz) but given a single dose of Doxorubicin (15mg/kg/doz) on the fifth
day of the study. To evaluate the cardiac functions, ejection fractions (EF) were
measured by echocardiography before and after Doxorubisin application. H&E
(hematoxylin and eosin) and Masson trichrome applications and electron
microscobic examinations to expose the structural changes. TUNEL and caspas-3

immunohistochemical applications were performed to show apoptosis.

Results: Examining the echocardiography results; Doxorubicine application is
found to decrease the EF values and this result is statistically significant, ALCAR
application only is found to increase the EF values contrarily. ALCAR application
before Doxorubicine is found to prevent the cardiac injury and the EF fall that
Doxorubicine causes ; the EF values remain on the initial levels. The
histopathologically and electron microscopical examinations indicate that the
Doxorubicine application causes cardiac injury not only functionally but also
structurally, pre and post Doxorubicin application of ALCAR is found to prevent
this injury. In this study apoptosis; which is pointed as an important mechanism of
Doxorubicine toxicity is evaluated by TUNEL and caspas-3 immunohistochemical
procedures. Both TUNEL and caspas-3 procedures indicate that Doxorubicine
induces apoptosis significantly and causes cardiac cell death, pre and post-
application of ALCAR is found to decrease that affect and the results were



statistically significant. ALCAR application is found to reduce the apoptosis that
Doxorubicine causes but the affect was not enough to decrease the levels to control

group values.

Conclusion: The cardiotoxicity that Doxorubicine causes is an important problem
that is usually faced on practical pediatric oncology. The results of our study
represent that Pre and post application of ALCAR seems to be able to prevent the
cardiac injury that Doxorubicine causes in both functional and structural ways, and

to be able to reduce the side affects of Doxorubicine or to clear them all away.



1. GIRIS VE AMAC

Antrasiklinler antineoplastik antibiyotik grubundan olup pediatrik
onkolojide lenfoproliferatif malignansiler ve solid tiimoér tedavi protokollerinde yer
almaktadir. Bir antrasiklin tiirevi olan doksorubisin de antitiimoral spektrumu
olduk¢a genis olup akciger kanseri ve sarkomlar gibi eriskin kanserleri yaninda,
cocukluk cagi solid tiimorlerinden wilms tiimdrii, néroblastom, osteosarkom ve
lenfoproliferatif malignensilerde kemoterapi protokollerinde yer alan temel
kemoterapoétiklerden biridir. Kardiotoksisite, doksorubisinin doz siirlayict 6nemli
bir yan etkisi olup, bu etkiyi kardiyomiyositlerde birikmesi, birgok 6nemli kardiyak
proteinin ekspresyonunun bozulmasi ve mitokondriyal DNA’da hasar, oksidatif

stres ve reaktif oksijen radikalleri olusumuna yol agarak olusturdugu bilinmektedir.

L-karnitin  mitokondri  fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayan,
noroprotektif, antioksidan, serbest radikal yakalayici; yag asitlerinin mitokondri
matriksine gecisinde ve bunlarin asetil karnitinlere transformasyonunda rol alan
onemli bir ajandir. Ayrica L-karnitinin oksidatif stres ve reaktif oksijen radikalleri
tizerinde de Onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Asetil L-karnitin (ALCAR) ise
kisa zincirli ester tiirevi olup L-karnitinin fizyolojik 6zellikleri yani sira yiiksek
enerji metabolizmas1 ve anabolik reaksiyonlar sirasinda 6nemli bir asetil grubu

dondrii olarak mitokondrial fonksiyonlarda stratejik rol oynamaktadir.

Bu calismada akut doksorubisin toksisitesi gelistirilmis sicanlarda
ekokardiyografi ve ultrastruktiirel ¢alismalar yapilarak, oksidatif stres ve reaktif
oksijen radikalleri olusum mekanizmalarint hedef alan ALCAR’ mn doksorubisin

kardiyotoksisitesi tizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Antrasiklinlerin Genel Ozellikleri

Antrasiklinler  polisiklik, aromatik, kirmizi pigmentli antibiyotiklerdir. Klinik
olarak kullanilan anti-timér kinonlarin en biiyiik smifin1 olusturmaktadir (1). Ilk
antrasiklinler, 1960’larin baslarinda Adriatik Denizi yakinlarinda elde edilmis bir
aktinomiges tiirii olan Streptomyces peuceitus’dan izole edilmistir. Antrasiklinler
adriamisin ve daunorubisin olarak adlandirlmustir (2). Ilk olarak 1963’de
daunorubisin  (DNR) ve bundan 6 yil sonra 1969°da adriyamisin (ADR)
(doksorubisin) izole edilmistir (1). Antrasiklinlerden sonra bir¢ok antitimor etkili
ilaclar bulunmasina karsin antrasiklinler hala en etkili antikanser ilaclar arasinda
yer almaktadir (3,4). Antrasiklinler etkilerini asagida siralanan mekanizmalarla

gostermektedirler (5):

1. Topoizomeraz Il, RNA polimeraz ve sitokrom C oksidaz enzimlerinin

inhibisyonu

2. DNA arasina girme (interkalasyon); biiyilk molekiillerin sentezinin

engellenmesi

3. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve demir baglama; DNA hasar1 ve lipid

peroksidasyonu

4. DNA’ya baglanma ve alkalizasyon
5. Direkt membran etkisi

6. Apopitozun indiiksiyonu

Antrasiklinler, DNA’nin  replikasyon, transformasyon ve
rekombinasyonunda gorevli, DNA’nin ii¢ boyutlu yapisini diizenleyen enzimler
olan topoizomerazlar ile etkilesmekte, c¢ift ve tek sarmalli DNA baz ¢iftlerinin
arasina girerek topoizomeraz II bagimli DNA kirilmalarina neden olmakta ve
interkalasyon olusmadan da topoizomeraz 1II bagimli DNA kirilmalari
goriilebilmektedir. Ayrica antrasiklinler enzimatik olarak kimyasal yollarla
indirgenerek, demir ve kalpteki oksimiyoglobin ile etkileserek serbest radikaller

olusturabilmektedirler. Stabil olmayan serbest radikallerden molekiiler oksijene
6



elektron aktarim ile siiperoksit radikalleri (hidrojen peroksit- hidroksil radikaller)
meydana gelmektedir (5, 6, 7).

2.2. Antrasiklinlerin Yapisi

Antrasiklinler planar yapida olup hidrofobik yapidaki tetrasiklik antrakinon
halkalar1 niikleusu olusturmakta ve halkalarin birbirleri ile olan baglantisin
daunosamin adli karbonhidratlar saglamaktadir. Antrasiklinlerin yapisinda bulunan
bu karbonhidratlar suda ¢6ziinmeyi sagladiklar1 i¢in 6nemlidir, ayrica yapisindaki
kinon halkalar1 bitisik halkadan elektron alma, serbest radikaller olusturma ve
elektron transfer etme yetenegine sahiptirler. Bu ilaglarin timii fizyolojik pH’da
pozitif yiikliidiir ve bu yapilar1 onlara DNA ¢ift sarmal baz ciftleri arasina girererek
yapisal degisikliklere neden olma 6zelligi kazandirmaktadir. Ayrica antrasiklinlerin
planar yapisi da DNA ve RNA ¢ift sarmal1 arasina girmeyi kolaylastirmaktadir. Bu
sayede antrasiklinler DNA ve RNA polimerazlarla etkileserek DNA yapisinda
bozulmalara neden olmakta; DNA, RNA ve protein sentezleri engellenmekte ve

hiicre ¢ogalmasi1 S fazinda duraksamaya ugramaktadir (6, 7).

2.2.1. Doksorubisin (Adriyamisin)

En stk kullanilan  kanser ilaglarindandir.  Antrakinon, kromofor ve
aminoglikozidlerden olusan dort halkay: icermektedir. Daunorubisinden farki C14
pozisyonunda hidroksil halkas1 tagimasidir (Sekil 2). Bu ozellikleri antitimor

aktivitelerinin farkli olmasini saglamaktadir (8, 9)
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Sekil 1. Doksorubisinin yapisi (11):

Doksorubisin hiicre i¢inde ¢ok hizli ilerlemekte, niikleustaki DNA baz c¢iftleri
arasina girerek topoizomeraz II ve helikazi inhibe etmektedir. Doksorubisin ii¢
farkli kimyasal reaksiyonla etkisini gdstermektedir. Ilk ikisi molekiiliin hiicre
transport zinciri ile etkilesimi, sonuncusu ise kromofor yan zincirinin doksorubisin
rediiktaz tarafindan karbonile indirgenmesi ile ger¢eklesmektedir. Bu enzimatik
olay i¢in NADPH (nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) gerekmekte ve sonugta
antiproliferatif ve antineoplastik etkiyi saglayan ve bir alkol olan doksurubisinol

iirlinii ac1ga ¢ikmaktadir (8, 9).

Doksorubisin yapisindaki bir elektronun kinon halkasina ge¢mesi ile kimyasal
reaksiyon baslamaktadir. Bu islem NADPH dehidrogenaz tarafindan (tek degerli
elektron ile) indirgenmekte ve flavin iceren dehidrogenazlar sayesinde serbest
radikaller ve semikinon olugsmaktadir. Dengesiz olan bu yap1 ii¢ degisik sekilde

davranabilmektedir:

1- Indirgenerek hidrokinon olusturma
2- DNA ve RNA proteinlerine baglanma

3- Kararl serbest radikal tiriinlerine doniisme (8, 9).



Doksorubisin gii¢lii bir sekilde demir ve bakiri baglama 6zelligine sahiptir. Oksijen
varliginda doksorubisin-demir kompleksi olusmakta, enzimatik ya da enzimatik
olmayan yollarla Fe**-doksorubisin kompleksi bir elektron alarak Fe*-
doksorubisin  komplesine indirgenmektedir. Bu reaksiyonun tersi durumunda
serbest O” radikali olusmaktadir. Hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil (OH")

radikallerinin olusumu asagida gosterilmistir (10).

Fe™- doksorubisin + & = Fe*?- doksorubisin
Fe*?- doksorubisin + 0> > Fe™- doksorubisin + O%
20+ 2H - H,0,+ 0O,

Fe*?- doksorubisin + H,0, > Fe*-doksorubisin + OH + OH

o
OH
° YOH
I
o]
HO
NH;
o
NAD(P)H + HY, 0,
. M 02'- —— HzOz
NAD(P) K
o
o
OH
Y=Y “oH
o i H

Sekil 2. Doksorubisin’in indirgenme rekasiyonlar1 ve reaktif oksijen radikallerinin

ortaya ¢ikisi.



Fe*3-doksorubisin kompleksi ve hidroksil radikalleri mitokondri ve sarkoplazmik
retikulum membranlarinin transport fonksiyonlarini inhibe etmekte, hiicre ici
antioksidan savunma sistemlerini baskilamakta ve hiicre i¢i organellerin lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Serbest radikaller katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimleri tarafindan su ve O, ne doniistliriilmektedir. Kalp kas1 katalaz
enziminden fakirdir ve kalpteki tek detoksifikasyonu saglayan glutatyon peroksidaz
enzimi ise antrasiklinlerin ortaya ¢ikardigi serbest radikaller tarafindan etkisiz
duruma gelmektedir. Doksorubisinin akut, kronik ve bdlgesel toksik etkileri
bilinmektedir. ilacin kiimiilatif dozu 500-550mg/m? ‘dir ve bu dozun iizerine

cikilmamasi onerilmektedir (8, 9, 10).

2.2.2. Adriyamisin ve Kardiyotoksisite

Antrasiklin kardiyotoksisitesi genel olarak akut ve kronik (erken baslangicli ve geg
baslangigh kronik) kardiyotoksisite olarak 2 ana grupta incelenmektedir. Ilacin
uygulanmasi sirasinda veya uygulanmasindan sonra ilk 24 saat iginde gelisen akut
kardiyotoksisite daha ziyade gegici ritim bozukluklari, miyokardit ve perikarditle
karakterizedir. Bu etkiler gecici olup nadiren konjestif kalp yetmezligi ve Sliim
bildirilmistir. Patogenezde akut miyosit hasarinin yani sira antrasiklinlerce salinimi
uyartlan  katekolamin ve histaminin de etkisi oldugu disliniilmektedir.
Endomiyokardiyal biyopsi orneklerinin histopatolojik incelemesinde akut miyosit
hasarin1 destekleyecek inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriiliir (12). Etkiler gecici
olup ilacin bolus seklinde uygulandigr durumlarda hastalarin yaklasik %40°inda
goriiliir. Kronik kardiyotoksisite daha ciddidir ve dliimle sonuglanan konjestif kalp
yetmezligi gelisebilir. Adriyamisin kardiyotoksisitesi doz bagimlidir. Bununla
beraber bireylerin kardiyotoksik etkilere hassasiyetinde ©Onemli farkliliklar
goriilmektedir. Baz1 hastalarda, diisiik dozlarda ciddi kardiyak fonksiyon bozuklugu
ve hatta Sliimciil kronik kalp yetmezligi gelisebilirken, 5g/m? ye kadar yiiksek
dozlarda kardiyak patoloji saptanmayabilir. Genelde 450- 500 mg/m? ADR dozlari
klinik olarak kardiyomiyopati riskinde belirgin artisa neden olur. 300 mg/m2 veya
daha yiiksek dozlarda KKY (konjestif kalp yetmezligi) riski % 2 iken 500 mg/m*de

%7 ve 700 mg/m®de %20’nin iizerine yiikselir. Hastalarm ADR toleranslari
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cesitlilik gostermesine ragmen, pediatrik onkoloji pratiginde kardiyomiyopati
riskini minimize etmek i¢in kiimiilatif ADR dozunun 450-500 mg/m®yi asmamasi
gerekir (13). Ancak unutulmamalidir ki kiimiilatif antrasiklin dozu 210 mg/m2
kadar diisiikken dahi kardiyotoksisite gelisebilir (14). Bazi1 hastalarda tedavi
tamamlandiktan sonra 4 ile 20 yilda kardiyak hasarla birlikte ADR’e bagh
kardiyomiyopati  belirlenmistir  (15). Hastalarda ~ADR’e baghh  kronik
kardiyomiyopati ile ilgili belirtiler, hipotansiyon, tasikardi, kardiyak dilatasyon ve
ventrikiiler yetersizliktir. Serum laktat dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz, glutamik-
oksalasetik transaminaz, kreatinin fosfokinaz enzim aktivitelerinde de artis
belirlenmistir  (16). Adriyamisinin  kardiyotoksik etkisinden sorumlu farkl
mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalar, mitokondriyal disfonksiyon, asir1
kalsiyum yiiklenmesi, bazi membrana bagli vezikiillerin inhibisyonu, niikleik
asitlere baglanma, kardiyak dokuda enerji metabolizmasinin azalmasina neden olan
yag asit oksidasyonunun degismesi, apoptozisin indiiklenmesidir. Antioksidan
yetersizlige ek olarak reaktif oksijen radikalleri olusmasi ve artan oksidatif stresin
ADR’e bagli olusan kalp hasarinda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (17).
Kalp dokusu, oksijen tiiketiminin en yiiksek oldugu dokulardan biridir. Bu 6zelligi
nedeni ile fazla reaktif oksijen radikali olusumu goriiliir ve ayrica diger dokulara
gore cok daha diisiik antioksidan savunma aktivitesi yliziinden serbest oksijen
radikallerine daha hassastir (18, 19). Hastalarin biyopsi Orneklerinde
kardiyomiyopati ile ilgili yapisal degisiklikler miyofibril kaybi, sitoplazmik

vakuolizasyon, mitokondrilerin sismesi ve lizozom sayisinda artistir (13).
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2.2.3. Daunorubisin

Streptomyces peucetius adli mantardan 1960’11 yillarin basinda doksorubisin ile
birlikte iiretilmistir. Ozellikleri doksorubisine benzer; aralarindaki tek fark
doksorubisinin yan zinciri alkol ile sonlanirken daunorubisinin metil ile
sonlanmasidir. Bu durum daunorubisine daha az polar ve daha fazla yagda erir
ozellik  kazandirmakta,  hiicre  i¢ci  metabolitlerinin  (daonurubisinol)
konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Hiicre i¢i bu birikim 6nemli sorunlara
yol agabilmektedir. Daunorubisinin aktivitesi, kardiyak etkileri, demir ve bakira
olan ilgisi doksorubisine benzer 6zellik gostermektedir. Kiimiilatif doz sinir1 450—

600 mg/m? olup bu dozun iizerine ¢ikilmamasi 6nerilmektedir (8).

OH

NH>

Sekil 3. Daunorubisinin yapisi (20):
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2.2.4. Epirubisin

Epirubisin; doksurubisinin daunosamin amino glikozlarina bagli olan C4 hidroksil
grubunun aksiyaldan ekvatoral pozisyona dogru yapilanmigs epimeri olup,
doksurubisinin yar1 sentetik tiirevidir. Bu farklilik epirubisine viicut klirensinde
artma ve yarilanma 6mriinde kisalma gibi 6zellikler kazandirmakta ve daha yiliksek

dozlarin kullanilmasina olanak saglamaktadir (8).

Sekil 4. Epirubicinin yapisi (21):

2.2.5. idarubisin

Idarubisin daunorubisinin anologu olup yapisinda sadece 4-metoksi grubu eksiktir.
Daunomisine gore daha lipofilik olmas1 hiicre icinde daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasini saglamaktadir. Idarubisin-topoizomeraz 11- DNA
ticliisii dayanikli molekiil olmasi nedeni ile oral olarak da kullanilabilmektedir. Bazi
caligmalarda idarubisin, doksurobisin ve daunorubisine gore daha az kardiyotoksik
bulunmustur. Bu konuda yeterli ¢alisma bulunmamasi nedeni ile idarubisinin

kardiyak giivenligi heniiz bilinmemektedir (8).
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Sekil 5. Idarubisinin yapis: (22):

2.3. Antrasiklinlerin Yan Etkileri

Antrasiklinlerin stk gdzlenen yan etkileri, kemik iligi baskilanmasi, saglarda
dokiilme, mukozit, bulanti-kusma ve deri pigmentasyonunda artmadir. Kanser
tedavisinde kullanilan pek ¢ok ilacin, kalbin ¢alismasini az ya da ¢ok bozdugu
bilinmektedir. Bu ilaglarin birlikte kullanilmasi da, tek tek kullanilmalarina kiyasla
kalp islevlerini daha fazla bozmaktadir. Ancak tiim bu kemoterapétikler arasinda
akut ve kronik kardiyotoksik etkisi en iyi bilinen ve en ¢ok arastirilmis olan,

antrasiklinlerdir (31, 32).
2.3.1. Kardiyotoksisite

Antrasiklin grubu ilaglarin ¢ok yaygin olarak kullanilmasina karsin, hem kanser
tedavisindeki etkisi hem de kalp ve diger organlar lizerindeki toksisite mekanizmasi
iyi bilinmemektedir. Tedavi sonrasinda goriilen kardiyak toksisite kiimiilatif doz
bagimli olup 6nemli morbidite ve mortalite nedenini olusturmaktadir. Doksorubisin
ve daonurubisin kardiyotoksisitesine klinikte daha sik rastlanilmaktadir. Kardiyak
toksisite akut, subakut ve ge¢ donemlerde ortaya cikabilmektedir. Akut donemde;
ritm  sorunlari, hipotansiyon ve  kardiyak  fonksiyonlarda  bozulma
goriilebilmektedir. Ortaya ¢ikan bu durumlar geri dontigiimliidiir ve kalpte kalic

hasara yol agmamaktadir (23). Subakut donem; birka¢ hafta ile 30 ay arasinda
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degisen siirelerde ortaya ¢ikabilmekte ve bu donemde kardiyomiyopatiler

goriilebilmektedir. Hastalik kalicidir ve %60 mortaliteyle seyretmektedir (24).

Ge¢ donem kardiyotoksisite; tedaviden 4 ile 20 yil sonra gelisebilmekte,
kardiyomiyopatiler kalp yetmezligi bulgular ile karsimiza ¢ikabilmektedir. Geri
doniistimsiiz miyosit hasari, miyokard Kitlesinde azalma ve ilerleyici fibrozis
kardiyak fonksiyon bozuklugunun nedenlerini olusturmaktadir (23, 24). Antrasiklin
tedavisi alan hastalarda konjestif kalp yetmezligi goriilme orant; tedavi protokoli,
tani, yas ve izlem siiresine gore degisiklik gostermektedir. Lefrak ve ark. (25),
kiimiilatif ~ antrasiklin =~ dozunun 500mg/m? iizerinde olmast durumunda
kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligi gelisme riskinin artti§ini ileri
stirmektedir. Antrasiklin uygulanan hastalarda konjestif kalp yetmezligi gelisme
riski; kiimiilatif dozun 500-550mg/m? arasinda olmasi durumunda %4, 551-
600mg/m? dozda %18 ve 601lmg/m? ‘nin iizerindeki dozlarda ise %36’ya
cikmaktadir (26). Diger ¢alismalarda da doksorubisin dozundaki artisa bagli olarak

kalp yetmezligi goriilme oranlarinda artig gosterilmistir (6, 23, 24).

Doksorubisin tedavisi alan yetiskin hastalarda ge¢ kardiyomiyopati riski, kiimiilatif
dozun 300mg/m*’ye ulagsmasi halinde % 1 olup doz 450mg/m? ¢iktiginda ise risk
%4’e ¢ikmaktadir. Cocuk hastalarda doksorubisin dozunun 770mg/m? olmasi
durumunda ise toksisite riski %30-40’lara yilikselmektedir (27). Doksorubisin
kiimiilatif dozunun 550- 600mg/m? olmasi1 kardiyomiyopati riskini belirgin olarak
artirmaktadir, bu nedenle kiimiilatif dozun 500mg/m*’nin tizerine ¢ikilmamasi
onerilmektedir (8). Kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi gelisme riski sadece doz

bagimli olmayip bu riski arttiran baska faktorler de vardir. Bunlar:
 Hastanin daha dnce mediastinal bolgeye radyoterapi almasi,

+ Siklofosfamid, paklitaksel ve trastuzumab gibi diger kardiyotoksik ajanlarla

antrasiklinlerin birlikte kullanimi,

* Hastalarin 4 yas alt1 ve 65 yas Ustiinde olmalari (7, 8, 28).
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Kardiyotoksisite Patogenezi

Antrasiklinlerin neden oldugu kardiyak hasar mekanizmasi anti-tiiméral etkisinden
farklidir. Anti-timoral etkide hedef yapi DNA iken, kardiyotoksisiteden sorumlu
mekanizma sitoplazmik ve niikleer membran, sarkoplazmik retikulum, mitokondri
ve DNA’da serbest radikal aracilifiyla olusan membran lipit peroksidasyonudur.
Kardiyotoksisitenin patogenezinde agirlikli olarak serbest radikallerde ve lipit
peroksidasyon {riinlerinde artis ve antioksidan enzimlerde azalma sorumlu

tutulmaktadir (29).
Antrasiklinlerin kardiyotoksisitesinin patogenezinde sorumlu mekanizmalar;
1. Mitokondriyal DNA delesyonlar1 sonucu olugan mutasyonlar (30).

2. Mitokondri i¢ membranindaki kardiyolipine baglanarak respiratuvar zincirde
kardiyolipinin sitokrom-c ile etkilesimi ve ATP (adenin trifosfat) sentezinde gorev
alan NADH aktivasyonu engellenerek ATP ve fosfokreatinin iiretiminde azalma ve

sonu¢ olarak miyokard kontraktilitesinde zayiflama olusur (30, 33).

3. Antrasiklinlerdeki kinon halkasiin semikinon radikaline metabolize olmasi ve
oksijenin siiperokside indirgenmesi ile olusan serbest oksijen ve hidroksil
radikalleri mitokondriyal membran hasarina yol agarak enzimatik respirasyonun
bozulmasma ve lipit peroksidasyonunun artmasmna neden olmaktadir. Serbest

radikal olusumunda demir - doksorubisin kompleksinin olusumu reaksiyonu
hizlandir (32, 33).

4. Glutatyon peroksidaz ¢ogu doku ve hiicrede oldugu gibi miyositlerde de hiicreyi
serbest radikal hasarindan koruyan bir enzimdir. Diger hiicrelerde bu enzimle ortak
gbrev yapan katalazin miyositlerde goreceli olarak azligi veya bulunmayisi,
glutatyon peroksidaz diizeyinin azalmast durumunda miyosit hasarinin

hizlanmasina neden olmaktadir (34).

5. Doksorubisinin bir metaboliti olan doksorubisinol sarkoplazmik retikulumda
kalsiyum dengesini bozmakta, kalsiyum kanallarinin sayisini azaltarak kardiyak
aksiyon potansiyelini; aktin-miyosin etkilesimini engelleyerek miyokardin

kontraksiyon ve relaksasyon fazlarini degistirmektedir (35).
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6. Diger mekanizmalar: Koenzim Q 10 diizeyinde azalma veya inhibisyon, karnitin
metabolizmasindaki degisiklikler, selenyum eksikligi, vazoaktif amin diizeylerinde
degisiklikler, adrenerjik disfonksiyon ve miyokardiyal f adrenerjik reseptorlerde
disregiilasyon, TNF - a saliniminin artmasi, monositlerden IL-2 {iretiminin artmast

diger faktorler olarak suglanmistir.
Antrasiklinlere Bagh Kardiyotoksisitede Oksidatif Stress Hipotezi

Antrasiklilere bagli kardiyotoksisitenin siklig1 ve ciddiyeti pek az ortaya konmus
baz1 famakokinetik parametrelere baglidir. Birgok retrospektif analiz antrasiklin
iliskili kronik kardiyomyopatinin pik plazma konsantrasyonu ile iligkili oldugunu
gostermektedir (36). Kardiyak hasarin ciddiyeti ise ilact kan kalp bariyerindeki
endoteliyal hiicrelerden disariya pompalayan P-glikoprotein ve diger ATP-baglayici
kaskat proteinlerinin seviyesi ile ters orantilidir. (37, 38). Antrasiklin
kardiyotoksisitesi molekiiliin hiicre igine girmesinin ardindan biyoaktivasyon

olaylarina bagli olarak gelismektedir.

Sekil (6) da goriildiigii tizere, doksorubisin ve epirubisin tetrasiklik halkalar ve
bunlara komsu C-B halkalarinda bulunan kinon-hidrokinon gruplari, D halkasinda
bulunan metoksi grubu, C-13 pozisyonunda bir karbonil ve C14 pozisyonunda
bulunan bir primer alkolden olusmaktadir. 3-amino-2,3,6-tri-deoxy-L-fucosyl
icerikli daunozamin isimli bir amino seker A halkasindaki 7 numarali karbona
baglanmigtir.  Epirubisin ile daunorubisin arasindaki tek fark epirubisindeki C4
daunozamindaki  hidroksil ~grubunun aksiyal-ekvatorial epimerizasyonudur.
Daunorubisin ve idarubisinin yan grubu primer alkol yerine bir metil grubu ile
sonlanir. Idarubisin ile daunorubisin arasindaki tek fark ise idarubisinde C4
pozisyonunda metoksi ek grubunun olmamasidir. Kimyasal yapidaki bu mindr
degisiklikler klinik aktivite bakimidan Doksorubisin-Epirubisin ile Daunorubisin-
Idarubisin arasinda anlamli farklar olusmasma neden olur. Oysa kardiyotoksisite
bakimimndan bu dort ajanin da myofibrillerin kaybi, sarkoplasik retikulumun
genislemesi, stoplazmik vakuolizasyon, mitekondri sismesi ve lizozomlarin
sayisinda artig gibi benzer hasarlarlar olusturduklar1 goriilmistiir. Ayrica bu dort
ajanin kardiyotoksisitelerinde 6nem arz eden bioaktivasyon mekanizmalar1 da

aynidir (39).
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Antrasiklinlerin kinon igerigi 6zellikle mitokondride bulunan rediiktazlar tarafindan
bir elektron koparilarak indirgenir. Semikinonun molekiiler oksijen ile oksidasyonu
asil kinonu yeniden olusturur, bdylece hiicre siiperoksit anyonu O-2, hidrojen
peroksit H,O, ve hidroksil radikali OH- gibi reaktif oksijen radikallerine normalin
cok daha istiinde bir seviyede maruz kalir (40). Diger hiicre tipleri ile kiyaslandigi
zaman kardiyomyositler olduk¢a zengin bir mitokondri igerigine sahiptir. Fakat
ROS(Reaktif Oksijen Radikalleri) detoksifiye mekanizmalar1 da rolatif olarak daha
zayiftir. Bu yilizden kardiyomyositler siirekli olarak devam eden ROS iiretimine
kolayca yenik diiserler. Bu siire¢ kardiyomyositlerde sarkomer bozulmasi,
mitokondrial disfonsiyon ve DNA hasari, kardiyak spesifik gen ekspresyon
programlarinin bozulmasi ve nekrotik yada apopitotik hiicre oliimii ile sonug¢lanir

(sekil 7). Bu olaylar zinciri oksidatif stres teorisi olarak adlandirilir.(41)

Son 60 yilda yapilan c¢aligmalarda dogal antioksidanlar, probucol
(baslangicta lipid diisiiriicii olarak tasarlanan anti oksidan bir molekiil), spin trap
ajanlar (N-tert-butyl-a-phe-nylnitrone and 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide) ve
dekstrazoksan (02 ve H202'nin daha potent bir ROS olan -OH'a doniisiimiinii
katalize eden demirin selatdrii) gibi molekiillerin antrasiklinlere bagh
kardiyotoksisitenin biyokimyasal ve fonksiyonel etkilerini azaltarak bu toksisitenin
olusumunu engelledigi gosterilmistir (40). Ayrica bu teorinin gegerliligi katalaz
(42), mitekondrial manganaz bagiml siiperoksit dismutaz (43) ve metallothionein
gibi antioksidan savunma mekanizmalarinin agir1 eksprese edildigi transgenik
farelerde de basarili bir sekilde gosterilmistir. Yine antioksidan 6zellikleri olan
Alfa-1, Beta 1 ve 2 adrenoreseptor blokorii olan karvedilol'iin kardiyotoksisiteyi
onlemede etkin oldugu da klinik olarak gosterilmistir (44). Klinik ¢alismalarda
antrasiklin kardiyotoksisitesini onledigi gosterilen dekstrazoksan etkisini osksidatif
stres hasarinin olugmasinda anahtar rollerden birine sahip olan demiri selasyon yolu
ile oldugu bilinse de antrasiklin kardiyotoksisitesinin mekanizmasindaki
belirsizlikler dekstrazoksanin etki mekanizmasini da tartisamaya agik hale
getirmektedir. Dekstrazoksanin topoizomeraz II aracilikli olarak olusan DNA c¢ift
sarmal yapisinda meydana gelen kirilmalar1 inhibe ederek, demir selasyonundan
baska mekanizmalar ile de etki gosterebilecegini iddia eden c¢aligmalar

bulunmaktadir (45). Yine bazi ¢alismalarda demir selasyonu yapan, fakat
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topoizomeraz inhibisyonu yapmayan dekstrazoksan analoglariin kardiyoprotektif

etkilerinin olmamasi bu teoriyi desteklemektedir (46).

2.4 Karnitin

Karnitin hiicrenin enerji tretimi icin beta oksidasyona gidebilmek iizere uzun
zincirli yag asitlerinin mitokondri matriksine gegisinde gorev alan, asetillenmis
koenzim A (CoA) miktarin1 diizenleyen ve diger hiicresel metabolik olaylarda yer
alan, antioksidan 6zelligi kanitlanmis vitamin benzeri bir bilesiktir. Viicutta L
izoformunda bulunan karnitinin L-karnitin (LCAR), asetil L-karnitin (ALCAR) ve

propiyonil L-karnitin tiirevleri bulunmaktadir

2.4.1 Karnitin ve Asetil L-Karnitinin Biyosentezi, Fizyolojisi ve Metabolizmasi

Karnitin (4-N-trimetilamonyum-3-hidroksibiitirik asit) 20. yiizyil baslarinda
kas dokusunda kesfedilen esansiyel olmayan bir amin tiirevidir. Onceleri esansiyel
bir vitamin oldugu diisliniilmiis ancak daha sonralar1 karaciger, bobrek ve beyinde
aminoasit Onciillerinden sentezlendigi gosterilmistir (47, 48). Karnitin sentezinde
iki esansiyel aminoasit gorev alir; lizin ve metiyonin. Sentez, L-lizin aminoasidinin
S adenozilmetiyonin (SAM) ile metilasyonu ile baslar. Magnezyum, C vitamini,
demir, B3 ve B6 vitaminleri, alfa ketoglutarat ve SAM sentezi igin gerekli olan
diger kofaktorler (metiyonin, folik asit, B12 vitamini, betain) endojen karnitin
sentezinde gorev almaktadir (47). Insanda iskelet kas1, kalp, karaciger, bobrek ve
beyinde karnitinin bir onciilii olan gamma-biitirobetain sentezlenir ancak sadece
karaciger bobrek ve beyinde bu madde karnitine doniistiiriilebilir. Bu reaksiyon
gamma-biitirobetain hidroksilaz enzimi tarafindan gergeklestirilir. Bu enzimin
aktivitesi fetus ve yeni doganlarda ¢ok diisiiktiir (48). Insanlarda karnitinin %75’
diyetten saglanir, geri kalan %25’i ise endojen olarak sentezlenir (49). Karnitin
kaynaklar1 ¢cogunlukla et, siit gibi hayvansal {iriinler olmakla birlikte pisirilmeye ve

hazirlamaya bagl diyetteki karnitin igerigi degisebilir (47, 48).

Disardan aliman ve endojen olarak sentezlenen karnitin L izoformundadir

(48). L-karnitin aktif transport ve pasif difiizyon yollar ile barsaklardan emilir.
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Maksimum kan konsantrasyonuna oral alimdan ii¢ buguk saat sonra ulasilir ve 15
saatlik bir yar1 démrii vardir(47). Plazmada ve dokularda serbest ya da yag asitlerine
baglh acilkarnitin tiirevi olarak bulunabilir (49). Kalp, iskelet kasi, karaciger,
bobrekler ve epididimiste spesifik transport sistemleri bulunan karnitin bu dokular
icinde yogunlasir. Kan yoluyla tasimnan karnitin agirlikli olarak kalp ve iskelet
kasinda depolanir. Karnitinin viicuttan atilimi esasen bobrekler yolu ile olur (47).
Glomertiler filtrasyondan sonra karnitin proksimal tiibiillerde bulunan spesifik bir
transport sistemi tarafindan %90 oraninda geri emilir. Bobrek karnitin
transportunun sodyum bagimli oldugu ve agil karnitin gibi karnitin tiirevleri ile

engellenebildigi gosterilmistir (50, 51).

Karnitin hiicresel enerji metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Hiicrenin  enerji  liretiminde Serbest wuzun zincirli yag asitlerinin  beta
oksidasyonunun saglanmasi i¢in mitokondri i¢ membranindan mitokondri
matriksine gegisinde esansiyel bir kofaktor olarak rol alir. L-karnitin beta
oksidasyonu hizlandirarak asetil CoA miktarin arttirir, potansiyel toksik asetil CoA
metabolitlerini tamponlar ve asetil CoA/CoA oraninit diizenler. Bu oran sitrik asit
siklusu, glukoneogenez, iire siklusu ve yag asit oksidasyonunda gorev alan birgok
mitokondriyal enzim aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemlidir (47, 52, 53). Karnitin
sayilan bu 6nemli gorevlerinin yani sira bir ¢ok hiicre i¢i metabolik olayda gorev

alir. Bunlar;

1-Dall1 zincirli aminoasit (valin, 16sin, 1zoldsin) metabolizmasi
2- Keton cisimlerinin kullanimi1

3-Peroksizomal beta oksidasyonu

4-Eritrosit membranda yag asiti-fosfolipid doniisiimi

5-Yag asit zincir kisaltma iglemlerinin yan {riinlerinin peroksizomlardan disari

cikarilmasi

6-Antioksidan etki, serbest radikal ¢opgiiligii (53, 54).

21



2.4.2. Karnitinin Antioksidan, Antiapopitotik ve Immiinmodiilator Ozellikleri

L-karnitin ve tlirevlerinin giiglii antioksidan ozelliklere sahip oldugu, in
vitro ve in vivo ¢alismalarda kanitlanmistir. L-karnitin serbest uzun zincirli yag
asitlerinin beta oksidasyona gidebilmek {lizere mitokondri matriksine gegisinde rol
alir. Beta oksidasyon sonucu olusan asetil CoA ¢ok miktarda oksijenin tiiketilip
ATP iiretildigi trikarboksilik asit sikliisiine girer. Boylelikle bu siklus sonunda
H20O’ya indirgenen oksijenin konsantrasyonu azalir ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu azalmis olur (55). Hiicre i¢i oksidatif hasar lipid peroksidasyonuna,
fosfolipid yikimina ve bu yolla serbest yag asidi miktarinin artisina neden olur (56,
57).  Serbest uzun zincirli yag asitleri hidrofobik anyonlar olup  doku
diizeylerindeki artiglart mitokondri dahil olmak iizere hiicre membran yapilarinda
ve fonksiyonlarinda degisiklige yol agar (58, 59). Bu uzun zincirli serbest yag
asitleri mitokondrilerdeki voltaj bagimli kanallarla etkilesimde bulunup membran
gecirgenliginde degisiklige ve sitokrom ¢ salinimina ve apoptoza yol agarlar (59-
62). Farkli hiicre tiplerinde yapilan c¢alismalar karnitinin, serbest yag asitlerinin
neden oldugu hiicre membran gegirgenligindeki degisiklikleri, apoptozu,
mitokondriyal disfonksiyonu ve lipid peroksidasyonunu giiclii bir sekilde
engelledigini gostermistir (59, 63, 64). L-karnitin oksidatif stresi onler, nitrik oksidi
ve oksidatif hasardan korunmaya yonelik enzimlerin aktivitesini diizenler, birgcok
mitokondriyal toksik ajana karsi koruyucu etki saglar  (65-67). Siiksinat
dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin yani sira katalaz ve siiperoksit
dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde koruyucu rol oynar (68). L-
karnitin bir antioksidan olarak antioksidatif savunma mekanizmasindaki ii¢ enzimin
-glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz-  peroksidatif hasardan
korunmasinda ve esasen serbest radikallerin neden oldugu yasla meydana gelen
degisikliklerin normal hale getirilmesinde onemli bir ajandir (69). Bir ¢alismada
yash si¢anlara verilen L-karnitinin gii¢lii bir antioksidan ve serbest radikal
yakalayicist oldugu; askorbik asit, glutatyon ve E vitamini gibi antioksidanlarin
etkisini arttirdigr ve noronlarda peroksidatif hasarin gostergesi olan lipofuksin
birikimini azalttign gosterilmistir (54). L-karnitinin propiyonil ester tiirii olan
propiyonil L-karnitin ile yapilan baska bir ¢alismada ise bu maddenin etkin bir

antioksidan oldugu siiperoksit ¢opciiliigli yaptigt ve DNA’y1 kismen koruyucu
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etkisi oldugu ortaya ¢ikarilmistir (70). Yakin zamanda iilkemizden bildirilen bir
calismada L-karnitin, o-tokoferol ve troloks gibi referans antioksidanlarla
karsilagtirilmis, lipid peroksidasyonunu 6nleyici etkisi ve antiradikal 6zellikleri bir
kez daha kanmitlanmistir (69). Son zamanlardaki ¢alismalar L-karnitinin antioksidatif
ozellikleri yaninda immiinmodulatdr ozellikleri de oldugunu gdstermektedir.
Karnitin tedavisinin yasl inflamatuvar hiicrelerde kemotaktik ve fagositik
aktiveteleri 1yilestirdigi, astrositleri oksidatif stres ve inflamatuvar sitokin
maruziyetinden korudugu ve vitamin E ve folatla birlikte Alzheimer hastaligini

onlemede faydali olabilecegi bildirilmistir (71-73).

Son donemlerde karnitinin antiinflamatuvar etkinligini kanitlamaya yonelik
birgok caligma yapilmistir. L-karnitinin kardiyoprotektif etkisinde inflamatuvar
sitokinlerin roliiniin ¢alisildigr bir hayvan deneyinde L-karnitin uygulamasinin
interlokin-1p, interlokin 6 ve TNF-a seviyelerini Onemli oranda azaltarak
inflamatuvar siireci zayiflattigt gosterilmistir (74). Baska bir calismada da
sicanlarda olusturulan artrit modellerinde L-karnitin ile beraber o—lipoik asit
uygulamasinin TNF-a seviyelerini anlamli oranda diislirdiigii gosterilmistir (75).
Kronik hemodiyaliz hastalarinda yapilan baska bir ¢alismada da intravendz L-
karnitin uygulamasinin inflamatuvar siireg¢lerde artan bir belirte¢ olan serum C-
reaktif protein (CRP) diizeyini anlamli oranda azalttig1 gosterilmistir (76). Yakin
zamanda yapilan bagka bir calismada ise siganlarda karnitinin inaktif bir izomeri
olan D-karnitin verilerek karnitin eksikligi olugturulmus ve beraberinde karboplatin
verilerek  karnitin  eksikliginin  karboplatin  nefropatisi  lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Calisma sonucunda ise karnitin eksikliginin oksidatif hasar1 ve TNF-
a ve nitrik oksit gibi inflamatuvar sitokinleri arttirarak karboplatin nefropatisini

daha da arttirdig1 gosterilmistir (77).

2.5. Asetil-L-Karnitin

Asetil L-karnitin, L-karnitinin kisa zincirli ester tiirevi olup viicutta en ¢ok bulunan
acil karnitin tiirtidiir. ALCAR olusumu, yagasitleri, adenozintrifosfat (ATP) ve
KoA kullanarak agil KoA sentezleyen sitoplazmik tiokinaz ile baslar. Bu bilesik,

karnitin ile karnitin palmitoil transferaz-I yoluyla birleserek, agilkarnitin olusturur.
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Mitokondrial matrikse Karnitin-acilkarnitin  translokaz sistemiyle tasinir. Ig¢
mitokondriyal membrandan gegen her agilkarnitin molekiilii i¢in bir karnitin disar
atilir.  I¢ mitokondriyal membranda, Karnitin palmitoil transferaz-11I, agilkarnitini
karnitine ¢evirerek acil KoA’y1 serbest birakir. Son olarak, mitokondriyal matrikste
bulunan karnitin asetil transferaz, karnitin ve asetil-KoA’dan ALCAR ve KoA
tretir (78).

ALCAR’in enzimatik olusumu intraselliiler organellere KoA ve asetil-KOA
saglamak tizere geri donebilir. Karnitin agiltransferaz, kolin agiltransferaz (ChAT)
ile ilgisi bulunan bir enzim sistemidir. Intraselliiler asetilkolini saglamakta ve ters
reaksiyonu ile asetil-KoA olusturmaktadir. Kisaca karnitin ve esterleri, yagasitleri
ve acgil KoA’nin (sirasiyla sitoplazma ve mitokondrilerde) toksik birikimini

engellemekte, mitokondrilere enerji tiretimi igin asetil-KoA saglamaktadir (78).

Bu karnitin tlirevi, L-karnitinin fizyolojik 6zelliklerini tagtmasinin yanisira icerdigi
asetil grubu nedeni ile yiiksek enerji metabolizmas1 ve anabolik reaksiyonlar
sirasinda 6nemli bir asetil grubu dondrii olarak gdrev alir ve normal mitokondriyal
fonksiyonda stratejik bir rol tstlenir (49). Asetil L-karnitin, yag asidi oksidasyonu
sirasinda asetil KoA’nin mitokondriye gecisini hizlandirir, asetilkolin iiretimine

katkida ulunur ve protein ve fosfolipid sentezini uyarir (48).

Sekil 8. ALCAR’1n molekiiliiniin kimyasal yapisi.
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L-karnitin ve ALCAR oral ya da i.v. olarak kullanilir ve jejenumdan basit
difiizyon ile absorbe edilir. Hiicre iginde tasinmasi aktif transport yolu ile
olmaktadir. Caligmalar, ALCAR ve L-karnitinin plasma konsantrasyonlarinin
karnitin asetil transferaz aktivitesi ile dengeye ulastigin1 gosteriyor. Hem i.v. hem
oral uygulamalardaki ALCAR konsantrasyonundaki artis, ALCAR’in kan-beyin
bariyerini kolayca gegtigini gostermektedir. ALCAR ¢ok az metabolizmaya ugrar

ve renal tiibiiler reabsorbsiyon yolu ile idrarla atilir (79).

2.5.1. Asetil-L-Karnitinin Etkileri:

Karnitin ve tiirevlerinin etkilerine ek olarak, asetil L-karnitinin giiclii
noroprotektif ve antiapoptotik  Ozellikleri kanitlanmistir. Noroprotektif
ozelliklerini;  antioksidan, antiapoptotik aktivite, intraseliiler membranlarin
stabilizasyonu ve kolinerjik nérotransmisyon yolu ile saglamaktadir (80). Son
yillardaki caligmalarda asetil L-karnitinin apoptotik yolaklarda kaspaz 3 ve 9’u
engelleyerek apoptozu etkin bir sekilde 6nledigi gosterilmistir (81-82).

ALCAR, glutatyonu artirnpp, MDA’nin konsantrasyonunu diisiirerek
noroprotektif etki yapar (83). Ayrica sinir biiyiime faktdr reseptor sentezini baglatir
ve hipokampiiste seviyesini artirir (84, 85). ALCAR’m, noropatik agriy1 belirgin
Olciide azalttig1 gosterilmistir. Noropatik agri, spontan agri ve hiperaljezi ile
karakterizedir. ALCAR ile intramiiskiiler (i.m.) kronik tedavi, ndropati veya
radikulopatilerin agrilarim1 1yilestirir (86). ALCAR’in bir yararli etkisi de
semptomatik diabetik noropati tedavisinde kaydedilmistir (87). Ayrica, HIV
enfeksiyonuna bagl distal simetrik polindropatinin agrisinin tedavisinde yararl
olmustur (88). Buna karsin, ALCAR’n analjezik ve/veya antinosiseptif etkisinin
altinda yatan mekanizma hala acik degildir. ALCAR, L-karnitinin kas dokusu
izerinde bilinen etkilerine sahip bir bilesiktir. Mitokondrilerde ATP iiretimi i¢in
uzun zincirli yag asitlerinin tasinmasinda gorev alir. ALCAR’mn iskelet ve kalp
kasindaki etkileri ise, lipid peroksidasyonunu azaltarak ¢alisan kas dokusu

tizerindeki serbest radikal hasarin1 6nleyen antioksidan etkilerini igermektedir (89).
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Ek olarak, yash kalpte kardiyak mitokondrilerdeki onemli membran faktorlerini
koruyan kardiyolipin seviyelerini artirarak enerji iiretimi i¢in gerekli fosfat
transportunu saglamaktadir. Sigan mitokondriyal modellerinde, ALCAR’1n yash
hayvanlarda kardiyolipin seviyelerini gencglerinki oraninda artirdigi gosterilmistir
(90). Sisplatine bagli nefrotoksisite olusturulan siganlarda asetil L-kartin
kullanimimin bobrek fonksiyonlarinda diizelme sagladigi ve doku diizeyinde
bobregi koruyucu ve apopitozu onleyici etkisi oldugu gosterilmistir (91). Baska bir
caligmada sisplatin ile ALCAR uygulamasmin sisplatinin neden oldugu isitme
bozuklugunu, kohlea ve beyin harabiyetini azaltabildigi gosterilmistir (92).
ALCAR, rahatlikla tolere edilebilir olmasi, seyrek ve genellikle gecici yan etkileri
sayesinde giivenli ve etkili bir terapdtik bilesik olma potansiyeline sahiptir. 1,5 g ile
3,0 g/glin miktarindaki oral dozlar bircok durum icin etkili olabilmekle birlikte,
noropatiler i¢in i.m. enjeksiyon kullanilmaktadir. ALCAR’in birgok etkisi L-
karnitin ile Ortlismesine ragmen, bu bilesigin iskemik kalp hastaliklarindaki
kullanimina iligskin genis tecriibe yadsinamaz. SSS ve ndron hasarint igeren
durumlar i¢in L-asetil formu agik¢a daha etkilidir. Daha ¢ok arastirma ve klinik
deney ile ALCAR’1n gelecekteki uygulamalari, tamamlayici tip bakimindan biiyiik

potansiyel tagimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Deney hayvanlan

Bu ¢alisma, Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin
alinarak (Protokol No:11/2010) Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Kardiyoloji Bolimi, Histoloji Anabilim
dallarinin  isbirligi ile Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Biriminde

gergeklestirilmistir.

Her biri alti-sekiz haftalik ortalama agirliklar1 200-300 g olan, i¢ besleme
yetistirilen, 28 adet Wistar tiirii Albino susu erkek sigan Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Birimi’nden elde edildi.
Sicanlar caligma siiresince oda 1sisinda (20+2°C) ve 12’ser saatlik giin 15181/karanlik
ortaminda tutulup, standart pelet sican yemi ile beslendi, suya serbestce
ulasabilmeleri saglandi. Siganlar1 ¢aligmadan c¢ikarilma gerekgeleri sepsis, lokal

enfeksiyon, katabolizmada artis ve kanitlanmis travma olarak belirlendi.

3.2 Gruplarin olusturulmasi ve calismanin yiiriitiilmesi

Sicanlar rastgele secilerek her biri yedi sican iceren dort grup olusturuldu ve

caligmanin baslangicinda ve sonunda tiim si¢anlarin EKO kardiografileri yapildi.

3.3  Deney hayvanlar gruplar

Sicanlar rastgele segilerek, her biri yedi si¢an i¢eren dort grup olusturuldu.
Grup I (n=7): Serum fizyolojik uygulanan sican grubu

Grup II (n=7): Doksorubisin uygulanan sigan grubu

Grup 1 (n=7): Asetil L- karnitin uygulanan sican grubu

Grup 1V (n=7): Asetil L- karnitin + Doksorubisin uygulanan sigan grubu
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3.4  Sicanlara anestezi uygulanmasi:

Tiim siganlara girisimsel islemlerden once ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve

ksilazin hidroklorid (5mg/kg) intraperitoneal uygulanarak anestezi saglandi.

Girigimsel iglemler tamamlandiktan sonra si¢anlar yan yatirilarak uyanincaya kadar

derlenmeleri izlendi.

3.5 Asetil-L Karnitin

Calismada asetil L-karnitin (Sigma®) kullanildi. Toz halinde olan asetil L-karnitin
serum fizyolojik i¢inde ¢6ziilerek 140 mg/mL konsantrasyonda 300mg/kg/doz

hazirlandi.

3.6 Doksorubisin

Calismada doksorubisin (Doksorubisinrubicin fresenius kabi1 ® 10mg/5ml IV
solusyon (Doksorubisinrubicin hydrocloride, Farmar ilag ) kullanildi. Doksorubisin
kardiotoksisitesini olusturabilmek icin sicanlara 2mg/ml konsantrasyonunda

15mg/kg/doz doksorubisin hazirlandi.

3.7 Intraperitoneal doksorubisin, asetil L-karnitin veya serum fizyolojik

uygulamalari

Siganlara doksorubisin (2mg/ml konsantrasyonda 15mg/kg/doz) asetil L-karnitin
(140 mg/mL konsantrasyonda 300 mg/kg/doz) intraperitoneal uygulandi. Plasebo
olarak esit hacimde serum fizyolojik soliisyonu kullanildi ve ayni yolla verildi

(Resim 1).
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Resim 1: ilaglar ve SF’in intraperitoneal olarak uygulanmasi.

3.8 Sicanlarin kardiak acidan EKO kardiografi ile degerlendirilmesi

Sicanlar sakrifikasyon 6ncesi Smg/kg ksilazin hidroklorid+60mg/kg ketamin
hidroklorid anestezisi altinda, S 12-4 MHz’lik sektor problar kullanilarak (Philips
IE 33 marka ekokardiyografi cihazi) ekokardiyografileri yapildi. Ekokardiyografide
parasternal eksenlerden 2D ve M-mode goriintiiler elde edilerek, bu goriintiilerde
sol ventrikiil diyastolik ¢cap (LVDd) ve sol ventrikiil sistolik ¢ap (LVDs) o6l¢iildii
(24). Bu olgiimler ile
EF (%): (LVDd)3_(LVDs)3/(LVDd)3x100]

FS (%): LVDd_LVDs/LVDdx100]
formiilleri kullanilarak ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma oranlari

hesaplandi (Resim 2).
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Resim 2 : Bir siganin anestezi altinda tiraglanmasi ve EKO kardiografi islemi igin

hazirlanmasi
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3.9 GRUPLARA YAPILACAK ILAC UYGULAMALARININ, EKO ILE
DEGERLENDIRILMESININ VE FEDA EDILME ISLEMLERININ
ZAMANLAMASININ AYRINTILI LiSTESI

GRUP 1 (n:7) : Siganlarin suya serbestge ulagmalar1 saglandi.

Calismanin 0. giiniinde ve 10. giiniin sonunda: EKO ile degerlendirildi.

Calismanin (1-10).giinii:
= 0. DAKIKADA : Grup III ve IV’ deki ALCAR uygulamasi ile

esdeger hacimde salin intraperitoneal (i.P.) hergiin uygulandi.
Calismanin (5).giinii:

* 0. DAKIKADA : Grup III ve IV’ deki ALCAR uygulamas ile

esdeger hacimde salin intraperitoneal (i.P.) hergiin uygulandi
* 30. DAKIKADA : Grup II ve IV’ deki doksorubisin uygulamasi ile

esdeger hacimde salin intraperitoneal (i.P.) uygulandi.

GRUP 11 (n: 7) - Sicanlarin suya serbestge ulasmalar1 saglandi.

Calismanin 0. giiniinde ve 10. giiniin sonunda: EXO ile degerlendirildi.

Calismanin (1-10).giinii:
* 0. DAKIKADA : Grup III ve IV’ deki ALCAR uygulamasi ile

esdeger hacimde salin intraperitoneal (I.P.) hergiin uyguland.
Calismanin (5).giinii:

* 0. DAKIKADA : Grup II ve IV’ deki ALCAR uygulamas: ile

esdeger hacimde salin intraperitoneal (I.P.) hergiin uygulandi.
» 30. DAKIKADA : 2 mg/ml yogunluktaki doksorubisin 15mg/kg/doz dan
tek doz intraperitoneal (I.P.) uygulandi.
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GRUP 111 (n: 7) : Siganlarin suya serbest¢e ulagsmalar1 saglandi.

Calismanin 0.giiniinde ve 10 giiniin sonunda: EKO ile degerlendiridi.

Calismanin (1-10).giinii:
= 0. DAKIKADA : ALCAR salin iginde ¢oziilerek 140 mg/mL

yogunlukta  soliisyon  hazirlandi ve ALCAR  300mg/kg/doz
intraperitoneal (I.P.)

Calismanin (5).giinii:

= 0. DAKIKADA : ALCAR salin iginde c¢oziilerek 140 mg/mL

yogunlukta  soliisyon  hazirlandi ve ALCAR  300mg/kg/doz

intraperitoneal (I.P.)
* 30. DAKIKADA : Grup II ve IV’ deki doksorubisin uygulamasi ile

esdeger hacimde salin intraperitoneal (i.P.) uygulandi.

GRUP IV (n:7) : Sicanlarin suya serbestge ulagsmalart saglandi.

Calismanin 0.giiniinde ve 10 giiniin sonunda: EKO ile degerlendiridi.

Calismanin (1-10).giinii:
= 0.DAKIKADA . ALCAR salin i¢inde ¢oziilerek 140 mg/mL
yogunlukta  soliisyon  hazirlandi ve  ALCAR  300mg/kg/doz

intraperitoneal (I.P.)
Calismanin (5).giinii:

= 0.DAKIKADA . ALCAR salin icinde c¢oziilerek 140 mg/mL

yogunlukta  soliisyon  hazirlandi ve  ALCAR  300mg/kg/doz
intraperitoneal (I.P.)

* 30. DAKIKADA : : 2 mg/ml yogunluktaki doksorubisin 15mg/kg/doz
dan tek doz intraperitoneal (I.P.) uyguland1 (Sekil 10).
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GRUP 1
KONTROL GRUBU

SF 0.5 mlip.

Eko T
Degerlendirmesi Eko _
S Degerlendirmesi

AREREERNAN!

Baglangic 1.Gin 2.Gin 3.Gin 4.Gin 5. Gin 6.Gin 7. Gin 8.Gin 9.Gin 10.Gin

Sakrifikasyon ve doku
orneklerinin alinmasi

GRUP 2
DOKSORUBISIN GRUBU

15 mg/kg

SF0.5mli.p. Doksorubisin i.p.

Eko Ek
) ) Eko
pgerle, 1168, F i i
Degerlendirmesi Degerlendirmesi

ARIRRIREEy!

Baslangic 1.Giin  2.Gin 3.Gin 4.Gin 5. Gin 6.Gin 7. Gin 8.Gin 9.Gin 10.Gin

Sakrifikasyon ve doku
orneklerinin alinmasi
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GRUP 3
TEK BASINA LCAR UYGULANAN GRUP

300 mg/kg SF0.5mlip.
LCARip.

Eko Eko
SO -, ; g ;
Degerlendirmesi Degerlendirmesi

RERERTRNNN

- _______________________________________________________________________________|
Baglangic 1.Gin 2.Gin 3.Gin 4.Gin 5. Gin 6.Gin 7.Gun 8.Gin 9.Gin 10.Giin

Sakrifikasyon ve doku
orneklerinin alinmasi

GRUP 4
LCAR+DOKSORUBISIN GRUBU
15 mg/kg
iOCQA’[’?I%//]jg Doksorubisin i.p.
Eko -

eoerle irmesi % . .
Degerlendirmesi Degerlendirmesi

RERERIRNNY

|
Baglangic 1.Gin 2.Gin 3.Gin 4.Gin 5.Guin 6.Gin 7.Gin 8. Gin 9.Gin 10.Gin

Sakrifikasyon ve doku
orneklerinin alinmasi

Sekil 10. Calisma planinin ayrintih semasi
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3.10 Sicanlarin feda edilmesi ve kalbin cerrahi olarak ¢ikarilmasi

Doksorubisin, asetil L-karnitin veya esdeger hacimde serum fizyolojik
uygulamalarindan 12 saat sonra (izlemin onuncu giiniinde) si¢anlar feda edildi. Tiim
siganlar ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5mg/kg) anestezisi
altinda Karm 6n duvar1 6nce alkol ardindan batikon ile silinip orta hat vertikal
abdominal insizyon ile karin 6n duvari a¢ildi ve abdominal venden (vena cava
caudalis) venosection ile 5-8 mL kan alinip hipovolemi yaratilarak siganlar feda
edildi (Resim 3). Takiben kalpleri immiinhistokimyasal ve elektromikroskobik
incelemeler i¢in ¢ikarildi. Cikarilan kalp dokusundan kesit alinarak histopatolojik
caligmalar i¢in formaldehid, elektromikroskobik c¢alismalar i¢in glutareldehid,
immiinfloresan ¢alismalar i¢in ise PBS soliisyonlarina konuldu ve -20 °C’de

saklanda.

Resim 3: Bir siganin abdominal venden kan alinarak feda edilme islemi
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3.11 Histolojik inceleme
Isik mikroskopik inceleme

Tim siganlar ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid
(5mg/kg) anestezisi altinda sakrifiye edildi. Cikartilan kalp 6rnekleri oda 1sisinda,
%10’luk formalin soliisyonu ic¢inde 48 saat tespit edildikten sonra, artan oranda
alkol serilerinden gecirildi. Dokular seffaflandirma amaciyla 3 degisim ksilole

uygulandiktan sonra parafin i¢ine gomiildii.

Parafin Takibi
1- Fiksasyon: 48 saat % 10 formalin

2- 24 saat akarsuda yikama

3- % 70 etil alkol 20 dk
4- % 80 etil alkol 20 dk
5- % 96 etil alkol 20 dk
6- Aseton | 20 dk
7- Aseton |1 20 dk
8- Aseton Il1 20 dk
9- Aseton IV 20 dk
10- Ksilol 1 30 dk
11- Ksilol 11 30 dk
12- 60°C’lik etiivde erimis parafin I 1 saat
13- Parafin Il 1 saat

14- Parafin i¢ginde bloklama
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Etiivden ¢ikarilan parcalar parafine gomiilerek bloklandi. Mikrotom
(Thermo Finesse) yardimiyla bloklardan 5 pum kalinhiginda kesitler alinarak
ornekler lizinli lamlara yerlestirildi. Her bloktan seri kesitler alindi. Kesitlere
Hematoksilen&Eozin  (H&E), Mason  Trichrome, TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) boyama ve

Kaspaz-3 i¢in immunohistokimya uygulandi.

H&E ile boyama yontemi

H&E ile dokunun olagan goriintiisliniin boyanmasi amaglandi.

1- Ksilol I (etiivde) 20dk
2- Ksilol 11 10dk
3- Ksilol 11 10 dk
4- Absolu alkol 1dk
5- %96 alkol 1dk
6- %80 alkol 1dk

7- %70 alkol 1dk

8- Distile su 5dk
9- Hemotoksilen Boya solusyonu 10 dk
10- Akarsu 10 dk
11- Eozin Boya solusyonu 2 dk
12- %70 alkol calkalama
13- %80 alkol calkalama
14- %96 alkol calkalama
15- Absolu alkol calkalama
16- Ksilol (li¢ degisim) 60 dk
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17- Entellan ile kapama

Masson trichrome ile boyama yéntemi

Masson Trichrome ile dokudaki kollajen yogunlugunun gosterilmesi amaglanmistir.

1-Ksilol I (etlivde)
2-Ksilol 11

3- Ksilol 11

4- Absolu alkol

5-%96 alkol

6-%80 alkol

7-%70 alkol

8-Distile su

9- Hemotoksilen Boya solusyonu
10- Pikrik asit solusyonu
11-Ponceau asit fuksin
12- Posfomolibdik asit
13- Anilin blue

14- Artan alkol serileri
15- Ksilol (ii¢ degisim)

16- Entellan ile kapama

TUNEL Teknigi ile Boyama

Miyokard dokusundan alinan kesitler dokudaki

20dk
10dk
10 dk
1dk
1 dk
1dk
1dk
5dk
10 dk
4 dk
4 dk
10 dk
5dk
calkalama

60 dk

apoptotik hiicreleri

gostermek amaci ile TUNEL teknigi ile boyandi. Bu teknik i¢in 1n situ cell death
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detection TUNEL system, POD kiti (Roche) kullanildi. Kesitler boyama i¢in bir
gece 60 °C’lik etliivde tutulduktan sonra, 3 degisim ksilol ile deparafinizasyon
islemi gerceklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon
saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Kesitler 15 dakika 20 pg/ml proteinase
K ile enkiibe edildikten sonra, distile su ile 5 dakika yikandi. Doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’lik H,O, (Merck, Germany)
uygulandiktan sonra 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS; Phosphate
Buffered Saline Solution, DBS, Pleasanton, CA) ile yikanan kesitler TdT-enzimi 37
°C de 1 saat enkiibe edildi. Ardindan tampon soliisyonu ile oda sicakliginda 10
dakika yikanan kesitler anti-streptavidin-peroksidaz ile 30 dakika enkiibe edildi.
Tampon soliisyonu ile yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun goriiniirliiglini
saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB, Roche Diagnostics, Germany) ile
boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayers hematoksilen ile zemin boyamasi
yapilan kesitler %70-%80 ve %96’lik alkollerde dehidratasyon ve 30’ar dk 3

degisim ksilol ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.

Indirekt Immiinohistokimya Yontemi

TUNEL teknigi ile belirlenen apopitozun desteklenmesi amaciyla, kesitler
24 saat 60°C etiivde bekletildikten sonra immunohistokimyasal yontemle boyanda.
Kaspaz-3 immunreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla rat spesifik anti-kaspaz-3
(1:100; Neomarkers, Fremont, CA) antikoru kullanildi. Lizinli kesitler ii¢c degisim
ksilol ile deparafinizasyon islemine tabi tutuldu. Ardindan azalan derecede alkol
serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Proteinaz K
soliisyonu icinde 37°C etiivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liikk Hidrojen peroksit uygulandi. 3
defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 20 dk oda 1sisinda
bloklama solusyonu (Invitrogen, Histostain- Plus Bulk Kit) ile enkiibe edildi ve
ardindan yikama yapilmadan anti-kaspaz-3 antikoru ile bir gece +4°C’de enkiibe
edildi. Ertesi glin fosfathh tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler
biyotinlenmis sekonder antikor (Invitrogen- Plus Broad Spectrum) ile 30 dk enkiibe

edildi. Sekonder antikor enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi
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(streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum) ile baglandiktan sonra antikor-
biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi 0.02% Diaminobenzidin (DAB) kullanilarak
goriliniir hale getirildi. Zemin boyamasi Mayers hematoksilen ile yapildi. Dereceli
alkollerde dehidratasyon islemi gercgeklestirilen kesitler ksilol ile seffaflastirma

isleminden sonra entellan ile kapatildi.

Apopitotik hiicre sayilarinin belirlenmesi

Immunohistokimyasal boyama islemlerinin tamamlanmasmin ardindan
hazirlanan preparatlar Olympus CX-41 model 151k mikroskobu ve video kameradan
(Olympus DP71) olusan goriintii analiz sistemi (DP Controller Olympus Corp.
3.1.1.267) araciligiyla bilgisayar ekraninda kaydedilerek degerlendirildi.

Miyokard dokusunda apopitoz oranini belirlemek i¢in 40X objektif ile her kesitte

10 alanda hiicreler sayilarak TUNEL-pozitif hiicre sayilar1 belirlendi. Apopitotik hiicre

orani yiizde cinsinden hesapland1 ve gruplar arasindaki fark analiz edildi. Kaspaz-3

immunreaktivitesinin degerlendirilmesi i¢in semikantitatif skorlama kullanildi. Skorlama

igin 1; yok, 2; hafif, 3; orta, 4; siddetli olarak degerlendirildi (Kiray et al. 2012, Toxicol Ind
Health).

Elektron Mikroskobu Ile Inceleme

Dokulardaki ince yapinin degerlendirilmesi amaciyla her gruptaki 3’er denekten 1x1

mm biiyiikliigiinde doku 6rnekleri alindi. Ornekler karnovsky fiksatifi iginde fikse edildi.

Elektron mikroskopi takip prosediirti:

3 x 15 dakika 0.1 M sodiumphosphate buffer + 0.1 M Sucrose

90 dakika postfiksasyon: 500 um OsO4 + 500 um SSC buffer

3 x 15 dakika 0.1 M SSC buffer pH 7.4

2 x1 5 dakika dehidratasyon: 50% aseton

Kontrastlama: 70% aseton + 0.5 % uranilasetat + 1% fosfotungustic asit Overnight
(+4°C)

2 X1 5 dakika 80% aseton

2 x1 5 dakika 90% aseton

2 x1 5 dakika 96% aseton

3 x20 dakika 100% aseton
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2 x 15 dakika propilenoksit
30 dakika 2:1 propilen oksit: araldit karigimi
30 dakika 1:1 propilen oksit: araldit karigimi
30 dakika 1:2 propilen oksit: araldit karisimi
Araldit karisim1 Overnight (+4°C)
Taze araldit karigimi

o 48 saat 60 °C polimerizasyon icin
Ultramikrotom ile kesit
Postkontrastlama:

o 10 dk 8% uranilasetat,

o 5dk 0.7% leadcitrate + 0.9% sodiumcitrate

15dk kurutma

Ultraince kesitler Zeiss Libra 120 TEM ile incelendi ve fotograflandi.

3.12. Istatistik degerlendirme

Elde edilen veriler ortalama, +standart sapma ve ortanca olarak ifade edildi.
Histopatolojik sonuglar degerlendirilirken ANOVA testi, post-hoc test olarak da
Tukey testi kullanildi. Gruplar arasindaki EKO kardiografi sonuglari
degerlendirilirken Bonferonni diizeltmeli Kruskal-Wallis Testi uygulanildi.
Gruplar kendi i¢inde ¢alisma dncesi ve sonrast EF 6l¢iimleri yoniinden
degerlendirilirken Wilcoxon Testi uygulandi. P degerinin 0.05’den kii¢ilik oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ekokardiyografi Sonuclari

Doksorubisin uygulamasinin kardiyak hasar yapici etkisini degerlendirmek ve
ALCAR ile birlikte uygulamanin bu hasari1 geri dondiriip dondiiremeyecegini
gérmek amaci ile tiim gruplarda uygulama oncesinde ve sonrasinda ekokardiyografi
Olctimleri yapildi. Elde edilen veriler ile her bir sigan i¢in Ejeksiyon Fraksiyon (EF)
degerleri hesaplandi. Gruplarin baslangic EF diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p:0,438). Tiim gruplarin ¢aligma sonrast Olgiilen EF
diizeyleri kiyaslandiginda aralarinda istasistiksel olarak anlamli fark saptandi
(p<0,001). Bu farkin Doksorubisin grubunun EF diizeyinin tiim gruplara gore daha
fazla diismesinden kaynaklandigi goriildii. Doksorubisin grubu; kontrol, ALCAR ve
Doksorubisin+tALCAR grubu ile kiyaslandiginda EF diizeyindeki disiikligiin
anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Doksorubisin+tALCAR grubu ile kontrol grubu
calisma Oncesi ve sonrasit EF diizeyleri arasinda anlamli fark olmadigi (p>0,05),
ALCAR’in Doksorubisin kardiyotoksisitesini Onleyerek EF diizeylerini normal

degerlerde tuttugu gorilmiistiir.

Gruplar kendi igerisinde calisma Oncesi ve sonrast EF degerleri ile
kiyaslandiginda; Doksorubisin grubunda EF degerinin %64,8° den %47,3° e
diistiighi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmis (p<0,05), Doksorubisinin
kardiotoksik etkisi gosterilmistir. ALCAR grubunun EF degeri %70’ ten %80’ e
artmustir (p<0,05). DoksorubisintALCAR grubunun, ¢alisma 6ncesi %68,8 olan EF
degeri, DoksorubisitALCAR uygulama sonrast %64,5 diizeyinde korunmustur.
Bu da ALCAR’m, Doksorubisinin yarattigi kardiyotoksisite {izerine koruyucu

etkisinin oldugunu gostermistir. (Tablo 1, Sekil 11)
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Tablo 1. Ejeksiyon Fraksiyon Degerlerinin Gruplara Gore Karsilagilastirilmasi

Gruplar EFilk EF son p**
Kontrol Ortalama 69,14 74,57 0,039
Std 4,14 4,68
Ortanca 70 76
Doxorubicin Ortalama 64,83 47,33 0,027
Std. 6,70 7,17
Ortanca 64 49
ALCAR Ortalama 70,28 80,85 0,027
Std. 6,99 3,71
Ortanca 70 81
ALCAR-DOX Ortalama 68,83 64,50 0,715
Std. 6,64 13,99
Ortanca 67 70
p* 0,438 <0,001

*p: Kruskal Wallis Test

**p: Wilcoxon Testi

100+

80-

60-

Ejeksiyon Fraksiyon (%)

Emm Uygulama Oncesi

B Uygulama Sonrasi
p=0.027

p=0.039 p=0.715

p=0.027

Sekil 11. Ejeksiyon Fraksiyon Degerlerinin Gruplara Gore Karsilasilastirilmasi

*Biitlin gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik (p<0,001)
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4.2. Histolojik ve Elektron Mikroskopi Sonuclar:

H&E ile boyanan kesitlerde kontrol ve ALCAR gruplarinda miyofibrillerin
morfolojisi normal olarak gozlendi (Resim 4A-B, Resim 5A-B). Miyokard
dokusunun bol sarkoplazmali, diisiik oranda bag dokusu igeren myokard
hiicrelerinden olustugu izlendi. Miyofibrillerin, hiicrenin merkezinde yerlesmis tek
nukleusa sahip olduklar1 goriildii. Doksorubisin grubunda bir¢ok alanda miyokard
dokusunun bozuldugu izlendi (Resim 4C, Resim 5C). Miyofibrillerde diizensizlik
olustugu, sarkoplazmada vakuolizasyonlar gelistigi, nukleus yerlesiminin perifere
kaydigi gozlendi. DoksorubisintALCAR grubunda ise az sayida alanda hasar
olustugu gozlendi (Resim 4D, Resim 5D). Masson trichrome ile boyanan kesitlerde
kontrol ve ALCAR gruplarinda fibrozis izlenmezken (Resim 6A-B) Doksorubisin
grubunda bazi alanlarda bag doku artisi, miyofibrillerin etrafinda ve damar
cevrelerinde  kollajen  artisina  bagli  fibrozis izlendi (Resim  6C).
Doksorubisin+tALCAR grubunda ise minimal diizeyde kollajen artisi oldugu
gozlendi (Resim 6D).

Apopitoz oranin1 belirlemek i¢cin TUNEL teknigi ile boyanan kesitlerde
TUNEL-pozitif hiicreler sayilarak degerlendirildi. Apopitotik hiicre orani yilizde
cinsinden hesaplandi ve gruplar arasindaki fark analiz edildi. Yapilan
degerlendirme sonucunda, Doksorubisin grubunda apopitotik hiicre orani1 kontrol,
ALCAR ve DoksorubisintALCAR gruplarina oranla anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.05). Kontrol ve ALCAR gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi
(p>0.05). DoksorubisintALCAR grubunda apopitotik hiicre orani Doksorubisin
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). TUNEL boyamasina ait kesit
gortintiileri Resim 6’de, TUNEL-pozitif hiicre oranlar1 Sekil 12’deki grafikte
goriilmektedir.

TUNEL boyama ile belirlenen apopitozu desteklemek i¢in uygulanan kaspaz-
3 immunohistokimyasal boyama degerlendirmesi sonucunda, Doksorubisin
grubunda kaspaz-3 immunreaktivitesi kontrol, ALCAR ve Doksorubisin+tALCAR
gruplarina oranla anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Kontrol ve ALCAR
gruplart arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Doksorubisin+tALCAR
grubunda kaspaz-3 immunreaktivitesi Doksorubisin grubuna gore anlamli olarak
disik bulundu (p<0.05). Kaspaz-3 immmun boyamasina ait kesit goriintiileri

Resim 7’de, immunreaktivite ortalamalar1 Sekil 13’deki grafikte goriilmektedir.
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Yapilan elektron mikroskopik incelemede; kontrol ve ALCAR grubu kalp
dokusu Orneklerinde hiicresel yapilar ve mitokondriler normal olarak izlendi
(Resim 9A-B). Doksorubisin grubunda miyofibrillerde diizensizlik ve dejenerasyon
ile hiicre iginde vakuolizasyon saptandi (Resim 9C). Doksorubisin+ALCAR
grubunda bu bulgular hafif derecede izlendi (Resim9D).

Resim 4. A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin H&E boyamasinda goriintimleri.

(~7 : Myofibrillerde diizensizlik, hiicre ¢ekirdeginin perifere kaymasi, * kapiller
konjesyon)
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Resim 5. A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin H&E boyamasinda goriiniimleri.

(~7 : Vakualizasyon, hiicre ¢ekirdeginin perifere kaymasi, * stoplazmik dejenerasyon)
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Resim 6. A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin Masson Trikom boyamasinda goriiniimleri.

(~7 :Kollejen doku artis1 ve fibrozis)
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Resim 7. A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin TUNNEL boyamasinda goriiniimleri.

(~7 : Tunnel pozitif boyanan apopitotik hiicre ¢ekirdekleri)
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TUNEL-pozitif
Hiicre Orani (%)
2

o
1

o
1

Kontrol ALCAR Dox ALCAR+Dox

Sekil 12. Kontrol, ALCAR, Doksorubisin ve ALCAR+Doksorubisin gruplarinda
kalp dokularmin TUNNEL boyamas1 immiinoreaktivite ortalamalari.

* Tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl

# Tum gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl
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Resim 8. A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularinin kaspaz-3 boyamasinda goriintimleri.

(~7 :Kaspas-3 pozitif boyanan apopitozise ugramis hiicre stoplazmalar1)
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Kontrol ALCAR Dox ALCAR+Dox

Sekil 13. Kontrol, ALCAR, Doksorubisin ve ALCAR+Doksorubisin gruplarinda
kalp dokularmin kaspaz-3 boyamasi immiinoreaktivite ortalamalari.

* Tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl

# Tum gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkll
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Resim 9. A) Kontrol, B) ALCAR, C) Doksorubisin ve D) ALCAR+Doksorubisin
gruplarinda kalp dokularimin elektron mikroskobi goriintiileri.

Z:7 ¢izgisi, M: mitokondri, *:myofibriler diizensizlik ve dejenerasyon, v: vakuol
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TARTISMA

Doksorubisin hiicre dongiistiniin her fazina etki edebilen nonspesifik etki
eden anti-timor bir ilagtir (93). Bir¢cok kullanim alan1 olmasina ragmen
kardiyotoksik yan etkisi bu kullanimi kisitlayan 6nemli ve en temel nedendir.
Toksik yan etkilerinden serbest oksijen radikalleri sorumludur (94,95).
Doksorubisine bagli olarak meydana gelen kardiyotoksisitenin patogenezi tam
aciklanamamakla birlikte, olusan serbest oksijen radikalleri eger temizlenemezse
hiicrede hasara yol agtig1r bilinmektedir (96,97). Kardiyotoksisite gelismesinde
serbest radikallerin agiga c¢ikmasinin ve antioksidan enzim aktivitelerindeki
degismenin temel rol oynadigi ortaya konulmustur (98). Bazi ¢aligsmalarda
doksorubisine bagli olarak olusan oksidatif stresin vitamin E, aspirin, dexrazoksane
(ICRF-187) gibi antioksidanlarla ve desferroksamin gibi maddelerle azaltilabilecegi
bildirilmektedir (99,100). Doksorubisinin 550 mg/m? kiimiilatif dozunda insanda
akut kardiyotoksisite gelistigi bilinmektedir (101).

Bu ¢alismada siganlar i¢in Doksorubisinin akut kardiyak toksik dozu olan
15 mg/kg intraperitoneal uygulandi. Uyguladigimiz kiimiilatif doksorubisin dozu da
literatiirdeki ¢aligmalarla aymi idi (102,103). Doksorubisin kardiyotoksisitesini
onlemek amaciyla antioksidan ve serbest radikal yakalayici 6zellikleri olan asetil L-
karnitin (ALCAR), antioksidan 6zelliklerinin literatiirde vurgulandig1 dozlarda (300
mg/kg)intraperitoneal uygulanmistir (104).

Giliniimiizde  kardiyotoksisite  erken  tamisinda  ¢esitli  yontemler
kullanilmaktadir. Endomiyokardiyal biyopsi uygulama ve degerlendirmedeki
zorluklar nedeni ile tercih edilmemektedir. Radyoniiklid anjiografi kardiyak
toksisite tanisinda kullanilan diger bir yontem olup, yar1 girisimsel ve pahali olmas1
nedenleri ile tercih edilmemektedir (105,106). Bu yiizden en ¢ok kullanilan yontem
‘Renkli Doppler Ekokardiyografi’ dir. Bu yontem ventrikiillerin sistolik ve
diyastolik fonksiyonlarin1 géstermede en yararli yontemdir. En sik kullanilan
ekokardiyografik parametreler; sol ventrikiil sistolik arka duvar kalinligi1 (LVPWSs),
sol ventrikiil ¢cap1 (LVD) ve voliim degisiklikleri, ejeksiyon fraksiyonu (EF) ve
fraksiyonel kisalmadir (FS). Genellikle FS’nin %28’in altina inmesinin kardiyak

fonksiyonlarda ciddi bozulmaya isaret ettigi ve antrasiklin tedavisinin kesilmesi
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gerektigi savunulur (107). Bilindigi {izere, diyastolik fonksiyon bozukluklari
sistolik fonksiyonlar bozulmadan once baslar. Bundan dolay: diyastolik fonksiyon
bozuklugunun saptanmasi hastaligin erken doneminde taninin koyulmasina olanak

saglamaktadir (108).

Santin ve ark. (109) yaptiklar1 ¢alismada doksorubisin alan hastalarda hem
akut donemde hem de takipte ilerleyen donemde kardiyak fonksiyonlarda bozulma
olabilecegini, ekokardiyografi yontemi ile EF’leri takip ederek ortaya koymuslardir.
Elbb L. ve ark. (110) doksorubisin tedavisinin kardiyak fonksiyonlar1 bozdugu ve
hatta hastalarin %9’unda EF’yi %50’nin altina disiirdiiglinii gostermislerdir.
Guerra J. ve ark. (111) ise doksorubisin uygulamasinin si¢anlarda plazma nitrik
oksit diizeylerini anlamli sekilde artirirken, EF degerlerini %23 oraninda anlamli
sekilde diistirdiigiinii géstermislerdir. Giiler E. ve ark. (112) 2011 yilinda 29 ¢ocuk
iizerinde yaptiklar1 bir calismada, doksorubisin tedavisinin EF degerlerini
diisiirdiigiinii gostermisler ayrica EF ve Fraksiyonel kisalma yiizdeleri ile serum
nitrik oksit seviyeleri arasinda ters bir korelasyon oldugunu ifade ederek, nitrik
oksitin  subklinik  doksirubisin  kardiyotoksisitesinde bir belirteg¢ olarak
kullanilabilecegini iddia etmislerdir. Paiva MG. ve ark. (113) Dexrazoxane isimli
ajanin  doksorubisin  tedavisi  esnasindaki  kardiyoprotektif  etkilerinin
degerlendirildigi c¢alismada doksorubisin tedavisi sirasinda EF degerlerinin
%69.4’den %27.7’ye diistiigiinii, oysa ki doksorubisin ile birlikte Dexrazoxane alan
grupta ise EF degerlerinin kontrol grubu ile benzer oldugunu ve sadece

doksorubisin alan gruba gore anlamli sekilde daha iyi oldugunu bulmuslardir.

Bu c¢alisma da literatir ile paralellik gostermektedir. Caligmada
doksorubisin uygulamasi sonrasi EF degerlerinin %64,8’den %47,3’e diistiigii ve
istatisitksel olarak anlamli oldugu saptanmistir, bu da doksorubisinin
kardiyotoksisite etkisinin sicanlarda olustugunu gostermektedir.
Doksorubisin+tALCAR uygulanan grubun EF diizeyleri sadece doksorubisin
uygulanan grupla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
saptanmamistir ancak DoksorubisintALCAR uygulanan grubun EF diizeylerinin
kontrol grubuyla benzer olmasi (p<0,05), ¢alisma 6ncesi %68,8 olan EF degerinin
DoksorubisintALCAR uygulama sonrasi %64,5 diizeyinde korunmus olmasi,
ALCAR’1n, Doksorubisinin uygulamasina bagli goriilmesi beklenen EF diisiisiine
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izin vermedigini ve Doksorubisin kardiyotoksisitesi iizerine koruyucu etkisinin
oldugunu gostermistir. Kontrol grubunda ¢alisma 6ncesi ve sonrast EF diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli artisin  oldugunun goriilmesi, serum fizyolojik
uygulamasina bagli olarak hemodinamigin arttig1 ve boylece EF diizeyinde artis
oldugunu diisindiirmiistiir. Vargiu ve ark.(114)’nin Syrian hamsterlar1 {izerinde
yaptiklar1 calismada hamsterlardaki dilate kardiyomiyopati iizerine propionyl L-
carnitine’nin pozitif inotropik etkisi oldugunu gdostermislerdir. Bu ¢alismada da
ALCAR uygulanan grupta EF diizeylerindeki anlamli artisin ALCAR’1n potansiyel

pozitif inotropik etkisine bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Doksorubisinin toksik etkilerini inceleyen bazi ¢alismalarda utrastriiktiirel
olarak miyofibril harabiyeti ve mitokondriyal dejenerasyon yaninda diskus
interkalarislerde de yapisal degismeler oldugu bildirilmistir. Doksorubisinin
hasarladig1 kalp kasinin 151k mikroskopu ile tespit edilebilen morfolojik bulgular
miyokardiyal fibrillerde hipertrofi, 6dem, vakuolizasyon, interstisyel o6dem,
hemoraji, dagilma ve nekrozdur (115). Pek ¢ok ¢alismada doksorubisin kullanimi
ile miyofibrillerde harabiyet ve kayip oldugu gosterilmistir. Doksorubisinin
antitimor aktivitesinin protein ve niikleik asit sentezini inhibe etmesine bagl olarak
olustugu bilinmektedir. Singal ve ark. (116) bu mekanizmanin miyofibril kayb1 ve
diger hiicresel degisikliklere de neden oldugunu sOylemistir. Doksorubisin ile
tedavi sonrasi olusan etkileri 151k mikroskobunda inceleyen baska ¢alismalarda da
kardiyomiyositlerde atrofi, dejenerasyon, sitoplazmik vakuolizasyon ile
miyofibrillerde diizensizlik bildirilmistir (117-119). Demir (120) New Zeland
White cinsi tavsanlarda yaptigi ¢alismada histopatolojik bulgular1 kardiyomiyopati
skorlamas1  yaparak degerlendirmis, L-triptofan ve pentoksiflinin  agir
kardiyomiyopatiyi Onledigini tespit etmistir. Doroshow ve ark. (121) elektron
mikroskopisiyle doksorubisin sonrasi Sitoplazmik ve mitokondriyal &6dem,
kardiyomiyositlerde  yikilma, sarkoplazmik retikulumda parcalanma ve
mitokondriyal kristalarda dagilma bulmus, “doksorubisin+tNAC” grubunda ise agir
kardiyomiyopati bulgularinin olmadigint géstermislerdir. Narin ve ark. (122) geng
tavsanlarda dokular1 151k mikroskopisiyle incelemis, pentoksifilinin doksorubisinle
olusan agir kardiyomiyopatiyi onledigini gostermislerdir. Demir ve ark. (123)

tavsanlarda 1s1tk mikroskopisi ile miyokard liflerinde sisme, intertisyel 6dem,
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dagilma, nekroz, vakuolizasyon parametrelerine var/yok olarak bakmislar ve
doksorubisin verilen grupta agir kardiyomiyopati, melatonin verilen grupta ise hafif
kardiyomiyopati gelistigini gostererek melatonin ile kardiyomiyopatinin ortadan
kalkmadigin1 ancak agirlik derecesinin azaldigini tespit etmislerdir. Fadillioglu ve
ark. (124) Sprague Dawley cinsi ratlar iizerinde doksorubisin ile olusturulan
kardiyotoksisitede caffeic acid phenethyl ester’in (CAPE) koruyucu etkilerini
incelemigler, elektron mikroskopisinde doksorubisin verilen grupta mitokondriyal
sisme, kristalarda diizlesme, CAPE verilen grupta ise bu bulgularda diizelme
oldugunu bulmuslar ve CAPE’nin antioksidan etkisinin kardiyotoksisiteyi
onleyecegi sonucuna varmiglardir. Oz ve ark (125) Wistar cinsi ratlarda
doksorubisin ile deneysel kardiyotoksisite olusturup, melatoninin Koruyucu
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada doku glutatyon ve MDA diizeyi ile birlikte
calisma gruplarinin kalp morfolojilerini kiyaslamiglar. Elektron mikroskopisinde
hiicresel 6dem, mitokondriyal bozulma, azalmis glikojen depolari ve bozulmus
miyofibriler yapi tespit etmisler. Doku 6rneklerinin ultrastriiktiirel analizlerini Li ve
ark.’nin (119) skorlama sistemine gore skorlayan caligmacilar, doksorubisinin
olusturdugu bulgular ¢esitli antioksidanlarin hafiflettigini tespit etmislerdir. Xu ve
ark. (126) Sprague Dawley cinsi ratlarda doksorubisin ve deferipion uyguladiklari
calismada 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 goriilmedigini  elektron miksoskopisiyle tespit
etmiglerdir. Zeidan ve ark. (127) disi Sprague Dawley cinsi ratlarda doksorubisin
ile kalpte ve karacigerde ortaya ¢ikan hasarda L-karnitinin koruyucu etkisini
incelemisler, elektron mikroskopisiyle miyokardiyal hiicre kaybi, pargalanma,
mitokondriyal sisme ve yogunlagma tespit etmislerdir. Doksorubisin verilen grupta
ortaya c¢ikan bu bulgularin, “L-karnitint+doksorubisin” grubunda olmadigini,
dolayisiyla  L-karnitinin ~ agir  kardiyomiyopati  bulgularint  gerilettigini
gostermiglerdir. Park ve ark. (128) Sprague Dawley cinsi ratlarda, 7.5 mg/kg
Doksorubisin ile deneysel toksisite olusturup N-asetilsistein ve selenyumun
koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismada kalp, testis, bobrek ve karaciger, beyni
degerlendirmisler, N-asetilsistein ve selenyum ile histopatolojik bir diizelme
gosterememislerdir. Balli ve ark. (129) Wistar-albino cinsi ratlara 15 mg/kg
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kiimiilatif dozda doksorubisin verilerek miyokard dokusunda hem 1sik hem de
elektron mikroskopik inceleme yapilmis, 151tk mikroskopisinde kalp kasi
hiicrelerinde yer yer dejeneratif degisikliklerin oldugu, miyofibrillerin diizenli
diziliminin bozuldugu ve yer yer miyofibrillerin pargalandigini tespit etmisler,
elektron mikroskopisinde ise mitokondrial dejenerasyon ve vakuolesme, dev
mitokondrialar, hiicre i¢i lipid damlacigi, hiicre organellerinde kayip, sarkomer
diizensizlik, sarkolemmal hasarlanma, miyofibriler parcalanma ve litik alanlar, Z
cizgisinde bilirginlesme, hiicreler arasi kapillerde harabiyet, diskus interkalarislerde

bozulma gibi degisikliklerin oldugunu gostermislerdir.

Bu c¢alismada da benzer sekilde 1s1tk mikroskobisi ile incelemede
Doksorubisin grubunda bir¢ok alanda miyokard dokusunun bozuldugu izlendi.
Miyofibrillerde diizensizlik olustugu, sarkoplazmada vakuolizasyonlar gelistigi,
niikleus yerlesiminin perifere kaydigi gozlendi. DoksorubisintALCAR grubunda
ise az sayida alanda hasar olustugu gozlendi, Doksorubisinin ALCAR ile birlikte
uygulanmasinin histopatolojik hasar1 onledigi gozlendi. Ayrica Masson trichrome
ile boyanan kesitlerde kontrol ve ALCAR gruplarinda fibrozis izlenmezken
Doksorubisin grubunda bazi alanlarda bag doku artisi, miyofibrillerin etrafinda ve
damar ¢evrelerinde kollajen artigina baglh fibrozis izlendi. ALCAR+Doksorubisin
grubunda ise minimal diizeyde kollajen artisi oldugu goézlendi. Elektron
mikroskopik incelemede; kontrol ve ALCAR grubu kalp dokusu orneklerinde
hiicresel yapilar ve mitokondriler normal olarak izlendi. Doksorubisin grubunda
miyofibrillerde diizensizlik ve dejenerasyon ile hiicre iginde vakuolizasyon
saptandi1. Doksorubisin+ALCAR grubunda bu bulgular hafif derecede izlendi.

Doksorubisinin kalp hasar1 yapmasindaki 6nemli mekanizmalardan birinin
kalp kasi hiicrelerinde meydana getirdigi apoptozis oldugu bilinmektedir. Sishi BJ.
ve ark. (130), doksorubisin uygulamasinin kalp kasi hiicrelerinde anlamli bir
apoptozise sebep oldugu, rapamisin uygulamasinin ise otofajiyi upregiile ederek
hiicre sag kalimin1 artirdig1 ve apoptozisi engelledigini gostermislerdir. Altieri P. ve
ark. (131) yaptig1 ¢alismada ise doksorubisin uygulamasi yine kardiyomyositlerde
apoptozise neden olmus, olduke¢a selektif bir PPAR gama aktivatorii olan L-165041
uygulamasinin ise bu apoptozisi engelledigi gosterilmistir. Ma J. ve ark. (132) ise

farelerde yaptiklar1 ¢alismada doksorubisinin kalp kasinda giiglii bir apopitotik etki
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meydana getirdigini, Rac 1 inhibisyonunun bu apoptozisi anlamli sekilde
engelledigini spesifik bir Rac 1 inhibitéri olan NSC23766’y1 kullanarak
gostermiglerdir. El-Bakly WM. ve ark. (133) 6-gingerol isimli molekiiliin
doksorubisin toksisitesi lizerindeki etkisini degerlendirmek {lizere yaptiklar1 ve 2012
Eyliill ayinda yaymladiklar1 ¢caligmada apoptozis lizerindeki etkiyi kalp dokusunda
kaspaz-3’ii ELISA yontemi ile 0lgerek degerlendirmislerdir. Doksorubisin
uygulamasinin kaspaz-3 seviyelerini 2.4 kat gibi anlamli bir diizeyde artirdigini, 6-
gingerol uygulamasinin ise bu artisin olmasina izin vermeyerek kaspaz-3’i kontrol
grubu seviyelerinde tuttugunu gostermislerdir . Yine 2012 yili igerisinde yayinlanan
bir ¢alismada Gu J. ve ark. (134) doksorubisin uygulamasinin HO-1 ekspresyonu ve
enzimatik aktivitesini azalttigini, P53 ekspresyonunu artirdigini, Bcl-2/Bax
ekspresyonunu modiile ettigini ve kaspaz-3 aktivitesini artirdigini, boylelikle
apoptozisi etkileyen birden fazla molekill ve yolak {iizerinden apopitozisi
tetikledigini, beraberinde resveratrol uygulanmasinin ise tiim bu etkileri azaltarak
apoptozis olusumunu engelledigini ortaya koymuslardir. Ayrica calismamizda
doksorubisin kardiyotoksisitesini engellemek amaci ile kullanilan ALCAR’1n bagka
ajanlarin toksisitelerini engelledigine, bunu da antiapopitotik etki paternine baglh
olarak gerceklestirdigine dair calismalar bulunmaktadir . Tiifekci O. ve ark. (91)
2009 yilinda yaptigr ve ALCAR’1n sisplatin nefrotoksisitesi tizerindeki etkilerinin
arastirlldig1 calismada; sisplatinin nefrotoksik etkisini renal hiicrelerde apoptozis
yaparak gosterdigi, ALCAR uygulamasinin da bunu engelledigi gosterilmistir (91).
Benzer sekilde Giines D. ve ark. (92) sisplatinin ototoksik ve norotoksik etkisini
yine apoptozis lizerinden gosterdigi ve bu etkinin de ALCAR tarafindan geri
cevrildigini gostermislerdir.

Bu calismada apopitoz oranini belirlemek i¢cin TUNEL teknigi ile boyanan
kesitlerde TUNEL-pozitif hiicreler sayilarak degerlendirildi. Yapilan degerlendirme
sonucunda, Doksorubisin grubunda apopitotik hiicre orani kontrol, ALCAR ve
Doksorubisin+tALCAR gruplarina oranla anlamli olarak yiiksek bulundu. Kontrol
ve ALCAR gruplart arasinda anlamli fark bulunmadi. DoksorubisintALCAR
grubunda apopitotik hiicre oran1 Doksorubisin grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulundu.

TUNEL boyama ile belirlenen apopitozu desteklemek i¢in uygulanan kaspaz-
3 immunohistokimyasal boyama degerlendirmesi sonucunda, Doksorubisin
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grubunda kaspaz-3 immunreaktivitesi kontrol, ALCAR ve Doksorubisin+tALCAR
gruplarina oranla anlamli olarak yiiksek bulundu. Kontrol ve ALCAR gruplari
arasinda anlamli fark bulunmadi. DoksorubisintALCAR grubunda kaspaz-3

immunreaktivitesi Doksorubisin grubuna gére anlamli olarak diisiik bulundu.

Bu ¢alismada ALCAR’in kalp dokusunda doksorubisinin toksik etkilerini
onledigi ultrastriiktiirel olarak gosterildi ve anlamli bulundu. Calisma ayrica
ALCAR’Im bu etkiyi doksorubisinin kardiyomiyositlerde meydana getirdigi
apoptozu engelleyerek gosterdigini de ortaya koymustur. Ekokardiografik
degerlendirme ile ALCAR’in doksorubisinin neden oldugu kardiak fonksiyon
bozuklugunu 6nledigi de gosterilmistir. Elde ettigimiz bu bulgular doksorubisinin
kardiyak yan etkilerini azaltmak {izere ALCAR’n iimit verici bir ajan oldugunu
vurgulamaktadir. Ancak bu ajanin klinige uygulanmadan once pediatrik tiimor
dizilerinde c¢alismasi ve kemoteropatiklerin antitiimoral potansiyelleri iizerine

etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Kanser tedavisinde hergiin yeni modalitelerin uygulandigi giiniimiizde
kemoterapi protokollerinden antrasiklinler halen 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
nedenle ¢ogu solid tiimorlerin ve 16semilerin tedavisinde alternatifsiz gibi goriinen
antrasiklinlerin yan etkilerinin azaltilmasina yonelik ¢alismalar da olduk¢a 6nemli
ve anlamli olarak kabul edilmektedir. Ancak ozellikle kalp dokusundaki hasarin
antioksidan maddelerin kullanimiyla azaltilmasim1 hedefleyen c¢alismalar, bu
maddelerin klinikte kullanimlarina yansiyacak diizeylere ulasabilmis degildir. Bu

nedenle translasyonel aragtirmalarin daha da hizlanmasi gerekmektedir.
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1-

SONUCLAR

Doksorubisin grubunda calisma oncesi ve sonrast EF degerinin %64,8’den
%47,3’e dustiigi  ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmus,
Doksorubisinin kardiyotoksik etkisi gosterilmistir.

Doksorubisin+tALCAR grubu ile kontrol grubu c¢alisma 6ncesi ve sonrasi EF
diizeyleri  arasinda  anlamli  fark  olmadig1i  goriilmistiir.  Ayrica
DoksorubisintALCAR grubunun, calisma oncesi %68,8 olan EF degeri,
Doksorubisi+ALCAR uygulama sonrast %64,5 diizeyinde korunmustur. Bu da
ALCAR’n, Doksorubisinin yarattigi kardiyotoksisite iizerine koruyucu
etkisinin oldugunu gostermistir.

Kalp dokusunun 1s1k mikroskobi ile incelemesinde tek basina doksorubisin
uygulanan grupta miyofibrillerde diizensizlik olustugu, sarkoplazmada
vakuolizasyonlar gelistigi, nukleus yerlesiminin perifere kaydigi, bag doku
artis1, miyofibrillerin etrafinda ve damar ¢evrelerinde kollajen artisina bagl
fibrozis gozlenmistir.

DoksorubisintALCAR uygulanan grupta ise kalp dokusunun 1sik mikroskobi
ile incelemesinde hasarin minimal diizeyde oldugu, az miktarda kollejen
artisinin oldugu gozlenmistir.

DoksorubisintALCAR uygulanan grupta kalp dokusunun 1sik mikroskobi ile
incelemesinde tek basina Doksorubisin uygulanan gruba gore az sayida alanda
hasar olusmasi ve minimal derece kollajen artisina neden oldugunun
gozlenmesi ALCAR’1n doku diizeyinde koruyucu etkisini gostermistir.
Doksorubisin uygulanan grupta apopitotik hiicre oraninin
DoksorubisintALCAR uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmasi ALCAR’1n antiapopitotik 6zelligini gostermistir.
Doksorubisin+tALCAR grubunda kaspaz-3 immunreaktivitesinin Doksorubisin
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmasi ALCAR’in antiapopitotik

ozelligini desteklemistir.
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8- Kalp dokusunun elektron mikroskobi ile  incelemesinde  tek basina

doksorubisin uygulanan grupta miyofibrillerde diizensizlik ve dejenerasyon ile
hiicre ig¢inde vakuolizasyon oldugu gozlenmistir. Doksorubisin+ALCAR
grubunda bu bulgularin hafif derecede oldugu saptanmistir. Bu ALCAR’1n
doksorubisine bagli kardiyotoksisitede koruyucu bir ajan oldugunu

ultrastriiktiirel diizeyde gosteren 6nemli bir bulgudur.

Sonug¢ olarak bu calisma; Doksorubisine bagli kardiotoksisite gelistirilmis
sicanlarda, kardiotoksisiteyi onlemede ALCAR’in hem fonksiyonel hem de
ultrastriiktiirel diizeyde koruyucu bir ajan oldugunu gostermistir. Bu bulgular
ALCAR’in timor hiicre dizilerindeki invitro c¢alismalari takiben Kklinikte

uygulanabilecegini diistiindiirmiistir.
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