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1. GIRIS

Doksorubisin (DXR); kemoterapide kullanilan ilk antrasiklin antibiyotiktir
(1). DXR’1n en ciddi yan etkisi serbest radikallere bagl olarak ortaya ¢ikan kalici
ve doza bagiml kardiyotoksik etkidir (2).

Ilacin kalp kasinda toksik etkiler olusturmasmin altinda yatan nedenlerin
serbest radikal olusumu, antioksidan enzimlerde azalma, lipid peroksidasyonunda
artma, mitokondriyal islev bozuklugu, apopitoz, miyofibriler bozukluk,
protein sentezinin inhibisyonu ve kalbe 6zgl genlerin ekspresyonunda azalma

gibi mekanizmalar oldugu ileri siiriilmiistiir (3-6).

DXR ile indiiklenen kardiyomiyopatiye karsi koruma saglamak amaciyla
degisik antioksidanlar {izerinde aragtirmalar yapilmaktadir. Simdiye dek
calistlmis ve Onem gormis antioksidanlardan biri de pineal bez hormonu
melatonin (MEL)’dir. Potent antioksidan 6zelliginin yaninda mitokondriyal
enerji metabolizmasini diizenledigi (7) ve anti-apopitotik oOzellikte oldugu dile

getirilmistir (8).

DXR ile uyarilan kardiyotoksisiteyi engellemek adina degisik dogal
antioksidanlardan faydalanmayi amaglayan ¢alismalar stirmektedir. Bu hususta
etkili olabilecegi diisiiniilen ajanlardan biri de adrenomedullin (ADM)’dir.
Vazoaktif etkilerinden farkli olarak ADM’nin endotel hiicrelerinde apopitozu
onledigi gosterilmistir (9). Yine endotel hicreleri (10), damar diz kas htcreleri
(11) ve podositlerde (12) oksidatif strese bagli hasardan hiicreleri korudugu
bildirilmistir. ADM’in  oksidatif stresi baskilayarak kalp hasarmi da
onleyebilecegi ileri silrilmistir (13). Ayrica kalp kast hiicrelerini
iskemi/reperflizyon hasarindan anti-apopitotik etkiyle korudugu bulunmustur
(14). Ek olarak adrenomedullinin kalp kasi hiicrelerinde DXR ile olusturulan
apopitozu CAMP-bagimli bir mekanizma ile baskiladigi rapor edilmistir (15).

Calismamizda DXR ile olusturulan kardiyotoksisite {izerine adrenomedulinin
etkilerinin incelenmesi ve bu etkilerin melatonin gibi iyi bilinen bir antioksidan ile

kardiyak hasar1 dnleyici etkisi agisindan kiyaslanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Doksorubisin

2.1.1. Tamumi, Klinik Kullanim ve Biyokimyasal Yapisi

Doksorubisin (DXR, 14-hidroksidaunorubisin), ticari olarak adriamisin diye
de anilan antrasiklin tlirevi, genis spektrumlu antitiimoral etkiye sahip, antibiyotik
niteliginde bir ajandir. Yapisinda kuinon bulunan bu antibiyotigin molekiil formiili
C27H20NO11HCI, molekiil agirhigi 579,98 g/mol, yarilanma siiresi 12-18,5 saattir
(16). Antrasiklinler bir mantar tirt olan Streptomyces peucetius variete caesiu
kiltliriinden tretilmistir (2, 17, 18).

Antrasiklin molekiilii, ilaca kirmizi renk veren tetrasiklik ¢ekirdek ile ona
glikosidik bir bag ile bagli bir aminoglikoz grubundan (daunosamin) olusur (19).
Antrasiklin grubunun biitiin {iyeleri tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon
gruplart icermektedirler. Doksorubisin, hidroksi tiirevi oldugu Daunorubicin

molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile meydana gelir (20, 21).

0] 0] OH O O CH
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Sekil 1. Doksorubisinin yapisi (22)

Doksorubisin, kemoterapide kullanilan ilk antrasiklin antibiyotiktir (1). Akut
lenfositik ve myeloid 16semiler, Wilms tiimorti, akciger, mide, safra kanali, pankreas,
mesane, gogiis, prostat, over, endometrium, serviks, tiroid, testis, bas-boyun ve
skuamoz hiicreli cilt kanserleri, over, testis, tiroid ve akciger kanserlerinde, 16semi,
lenfoma, noroblastom, hepatoblastom, Ewing sarkomu, rabdomiyosarkom, yumusak

doku sarkomlari, kemik sarkomlar1 olmak iizere cesitli kanserlerin tedavisinde



onemli klinik uygulamasi olan ve kullanimda hala ilk sirada yer alan en onemli

antitimor ilaglardandir (1, 4, 23, 24).

2.1.2. Etki Mekanizmasi
Doksorubisin hiicrede 4 farkl sekilde etki gosterir (25):

a. DNA’ya baglanma: Doksorubisin, DNA c¢ift zincirini, zincir igerisindeki
komsu guanozin-Sitozin baz ciftleri arasina enine yerleserek etki gosterir. Aynt DNA
cift-zincirinde bir¢ok noktada olan bu yerlesim komsu baz ¢iftlerinin birbirinden
uzaklagmasina, zincirin uzamasina ve sarmalligin azalmasma sebep olur. Bunun
sonucunda DNA’nin replikasyonu ve transkripsiyonu inhibe edilir. Ayrica DNA’da
tamir edilemeyen tek ve ¢ift zincir kirilmalarina yol acar (26-29). Bundan 6tiri

mutajenik ve teratojenik etki gosterirler (20, 27, 30).

b. DNA ve RNA polimerazlarin inhibisyonu: DNA ve RNA polimerazlarin
islevlerini baskilayarak DNA replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu bozar.
Doneme 6zgii olmayan bir antineoplastik ilagtir; ancak doksorubisinin S (DNA
sentezi veya replikasyon donemi) donemindeki hiicrelerde etkinliginin daha fazla

oldugu da s6ylenmektedir (28, 31).

c. Akiskanlik ve iyon ge¢isini degistirmek lizere hiicre zarina baglanma:
Hiicre membrani ile etkilesime girerek serbest radikallerin olusumuna sebep olur.
Olusan serbest radikaller lipid peroksitlerinin meydana gelmesine ve membran
fonksiyonlarmin  degismesine yol acar. Lipid peroksitlerinin  olusmasi,
malondialdehit (MDA) seviyelerini arttirir (23, 24, 32). Lipid peroksidasyonu,
membran potansiyeli ve akiskanlifinda azalmaya sebep olur. Membranin iyon

gegirgenliginde artisa ve bunun sonucunda hiicre 6liimiine neden olur (33).

d. Serbest radikal olusturma: Mikrozomlarda hiicre nukleusunun
membraninda yer alan sitokrom P-450 rediktaz enzimi antrasiklinlerin semikinon
serbest radikallerine indirgenmesine neden olan reaksiyonu Katalizler. Semikinon
radikali oksijen ile tepkimeye girerek DNA zincirini pargalayan siiperoksit iyonlarini

olusturur. Olusan Oz, H2.0O2 ve OHe olusumuna sebebiyet verir. Bunun sonucunda



hiicre DNA’sinda kimyasal ve oksidatif hasar olusur (20, 34, 35). Sonu¢ olarak
doksorubisinin kimyasal yapist serbest radikallerin olusum hiz1 ile savunma
sistemlerinin giicli arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikan ‘oksidatif stresi’

arttirarak serbest radikallerin olusmasina yol agarak hiicre hasarina neden olur (36).

Hidrojen peroksit

DNA zinciri
kopar

Sekil 2. Doksorubisinin molekdler oksijen (O.) ile etkilesime girip sliperoksit
iyonu ve hidrojen peroksit olusumuna neden olarak DNA zincirinde kirilmalara yol
a¢cmast (37)

2.1.3. Metabolizmasi ve Farmakokinetikleri

Gastrointestinal sistemde iyi absorbe edilememesi oral yolla, cevre dokulara
sizarak doku nekrozuna sebep olmasi intramuskuler ve subkutan kullanimini
engeller. Bu yiizden sadece intravendz (i.v.) olarak uygulanir. Intravendz
uygulanimdan sonra hizla pargalanir. Bu parcalanma sonucunda ana bilesikten daha

az aktif Doksorubisinol ve Daunorubisinol olusur (24, 38).

Intravendz uygulanimdan sonra kalp, karaciger, dalak, miyokart gibi
dokularda birikir ve buralarda plazmadan 5-10 kat daha ylksek konsantrasyonlara

ulagir. Tiimor dokusu en yliksek doku konsantrasyonunu barindirir (39).



Dokulara fazla baglanir ve oradan yavas salinir, bu nedenle karacigerde hizl
metabolize edilmesine karsin viicutta kalist ve etkisi uzun siirer. Herhangi bir
nedenden otiiri karaciger fonksiyonu bozulmussa eliminasyonu yavaslar ve dozu
azaltilmazsa viicutta birikme yapar (40). Karaciger ve bobrekten atilir. Karacigerde
biyotransformasyona ugrar, safradan ekskresyonla doksorubisinol ve daunorubisinol
olarak atilir. Karacigerde oOnce indirgenir, ardindan karbonil kokii ayrilir.
Bobreklerde ise once karbonil kokii ayrilir, sonra indirgenme meydana gelir (41).
Esas olarak karacigerden safra yoluyla elimine edilmesine karsin, az bir miktar1 da
idrarla (% 3-10) ve diskiyla (%40-50) atilir. Digkiyla atilan kismi degismemis, ilag
seklinde iken; Bobreklerden atilimi ise ilag uygulanmasindan 1-2 giin sonra idrarin
gegcici bir siire i¢in kirmiziya boyanmasina sebep olur ancak bunun klinik agidan bir

o6nemi yoktur (42).

2.1.4. Olusturdugu Yan Etkiler

Doksorubisinin kullanimi akut ve kronik yan etkilerinin bulunmasi sebebiyle
tartisma yaratsa da kanser hastalarinin tedavisinde olduk¢a 6nem tasir. Enjeksiyonu
sonrast yan etkileri bulanti, kusma, kemik iligi supresyonu, ritim bozuklugu (43), sag
dokilmesi, alopesi, stomatit mukozit, ekstravazasyon (doksorubisinin damar digina
kacis1), radyosensitizasyon,  gastrointestinal  toksisite,  nefrotoksisite = ve
kardiyotoksisite gibi etkilerdir (44-47). Geri doniisimlii ve tedavi edilebilir yan
etkilerinin yani sira kalic1 hasar birakan yan etkileri de mevcuttur. En ciddi yan etkisi

serbest radikallere bagli olarak ortaya ¢ikan kalict ve doza bagimli kardiyotoksik
etkidir (2).

Doksorubisine bagli toksisite patojenezinden serbest radikal olusumu,
antioksidan enzimlerde azalma ve lipid peroksidasyonunda artma sorumlu
tutulmaktadir (3, 4). DXR’m tetrasiklik aglikon molekiiliinde yer alan semikinon
halkasinin, membran fazinda ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu ve

radikal oksijen aktivitesini artirdig1 belirlenmistir (48).

Patojenezde rol alan serbest radikaller O2-—, OHe ve NO’dur (3, 4). Endojen

nitrik oksit sentaz seviyesini arttirarak hiicre i¢i siiper oksit diizeyini arttirir (49, 50).



Bu yolla hiicre i¢i hidrojen peroksit artar (51). Serbest radikaller tarafindan
indiklenen Malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon urunlerinin de
patojeneze katkis1 bulunmaktadir (3, 4).

2.1.4.1. Doksorubisin ve Kardiyotoksisite

flacin kullanimini smirlayan en 6nemli yan etkisi kardiyotoksisitedir.
Kardiyotoksisite terapotik molekillerin kalp fonksiyonu (zerine olan olumsuz
etkilerini genis bir yelpazede tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Kardiyak
fonksiyon defektleri semptomatik veya asemptomatik olabilmektedir. Yeni Gretilen
antrasiklinlerin lipozomal formlar1 daha az siklikta kardiyak hasar olusturuyor olsalar

da, bunlarda bile kardiyotoksisite hala en ciddi problemdir (52-54).

Kardiyotoksisite ~ olusturma  mekanizmast  hakkinda  birgok  teori
gelistirilmistir. Bunlardan birkagi niikleik asit ve protein sentezinde inhibisyon (55),
vazoaktif aminlerin salinimi (56), mitokondriyal anormallik, miyokart fonksiyon
bozuklugu, sarkoplazmik retikulumdaki riyanodin reseptoriiniin geri dontlisiimlii
olarak inhibe edilerek Ca*™ saliniminin engellemesi (57), adrenerjik fonksiyonlarda
(58), lizozomda, Na-K-ATPaz ve Ca-ATPaz adenilat siklazda ve miyokarttaki
elektrolit diizeninde degisiklikler, serbest oksijen radikali olusumu, miyokardiyal
antioksidan enzim seviyesinde azalma, lipid peroksidasyonu ve apopitozdur (5).
Doksorubisinin kardiyomiyosit yapisini bozarak kan basincinda ve kalp hizinda
duzensizlik, kontraktilitede azalma, sitoplazmik vakuolizasyon, fibrozis,
mikrotiibiilde hasar, vakuolizasyon, sarkomerde yarilma, sarkoplazmik retikulumda

dilasyon, mitokondri hasari ve miyofibril kayb1 meydana getirmektedir (59).

Kardiyomiyositlerde apopitozu (programli hiicre 6liimii) uyardigina dair
kanitlar mevcuttur. DOX’un uyardigr kardiyomiyosit toksisitesinden hidrojen
peroksit ve siiperoksit formasyonlart sorumlu tutulmaktadir (51, 60). Bu hiicre ici

oksidanlar, apopitozun stimilatori olan p53 genini aktif hale getirirler (60, 61).

Kardiyotoksisite patojenezinde serbest oksijen radikallerinin (ROS’lar)

olusumu, lipit peroksidasyonuna bagli artmis hiicre i¢i oksidatif stres gibi onemli



olaylar yer almaktadir (5, 62). ROS ve redoks resiklusu olusumunda etkin maddeler
olan antrasiklin molekiilleri bir¢cok reaktif oksijen olusturabilmektedirler (63).
Olusturdugu serbest radikaller O2’yi indirgeyerek siiperoksit anyon radikali (O27) ve
hidrojen peroksitin (H202) olusumuna yol agarlar. H202 ve Oz~ endojen glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzim seviyelerini azaltarak oksidatif stresi artirir ve

kardiyomiyopati olusumunu kolaylagtirir (3, 64, 65).

Doksorubisinin hiicresel diizeyde olusturdugu patojenik degisiklikleri
aciklamak amaciyla ileri siiriilmiis pek ¢ok mekanizma arasindan {i¢ tanesi en fazla
kabul goren olmustur: antrasiklin bagimli lipid peroksidasyonunun etkin bir
katalizorii ve hiicresel Fe* deposu olan ferritinden aldig1 Fe* ile etkileserek serbest
oksijen radikalleri agiga ¢ikarmasi, niikleer ve mitokondriyal DNA ile etkilesmesi,
apopitozu uyaran biyokimyasal yolaklar1 aktive eden gen aktivasyonunu baslatmasi
(34, 66, 67).

2.1.4.1.1. Doksorubisin Kardiyotoksisitesinin Klinik Tipleri

Kardiyotoksisite akut, subakut, kronik ve ge¢ donemlerde ortaya
cikabilmektedir.

a. Akut Kardiyotoksisite

Akut kardiyotoksisite ilacin verilmesi sirasinda ya da verilmesinden sonraki
ilk 24 saat icinde gelisir. Gegici ritim bozukluklari, miyokardit, perikardit,
hipotansiyon ve kalp fonksiyonlarda bozulma ile karakterizedir. Bu etkiler geri
dontistimliidiir, nadiren konjestif kalp yetmezligi, miyokardiyal infarkt goriilmiis,

6lum rapor edilmistir. Gortilme siklig1 % 0.4-41 arasidir (54, 68).
b. Subakut Kardiyotoksisite

Antrasiklinlerin son dozundan birkag¢ giin veya hafta sonrasinda ortaya ¢ikan
ve kardiyomiyopati yaratabilen kardiyotoksisite tipidir. Olusturdugu hasar kalicidir,

%60 oraninda 6liimle sonuglanir. GOrtlme sikligi %0.4-23 arasidir (69).



c¢. Kronik Kardiyotoksisite

Kronik kardiyotoksisite Olimle sonuglanan konjestif kalp yetmezligi
gelistirebilmesinden  Gtiirii  daha ciddidir  (70). Kronik kardiyomiyopatide
hipotansiyon, tasikardi, kardiyak dilatasyon ve ventrikiiler yetersizlik gibi belirtiler

de ortaya ¢ikar (71).
d. Ge¢ Kardiyotoksisite

Antrasiklin tedavisinden sonraki birkag yil i¢inde ortaya ¢ikabilmekle birlikte
20 yil sonra bile kendini gosterebilir. Konjestif kalp yetmezligi, aritmi, ileti
problemleri ve ani Olim gelistirebilir. Ge¢ kardiyotoksisitenin siklik ve siddeti

antrasiklinle tedaviden sonraki siirenin uzamasiyla artis gosterir (72).

2.1.4.2. Histopatolojik Degisiklikler

Doksorubisin kaynakli kardiyak hasar sonucu kardiyomiyositlerde interstisyel
O0dem, fibrozis, periniikleer vakuollesme, miyokardiyal disorganizasyon ve

dejenerasyon gdzlenir (73).

Miyokard interstisyumunda vakuolli kardiyomiyositler bulunur. Fibroz
alanlara bitigmis atriumlar gozlenir. Miyofibrillerin kismi ya da bitun olarak kaybi
ve miyositlerde olusan vakuolar dejenerasyon doksorubisin kardiyomiyopatisinin
baglica karakteristikleridir. Miyosit vakuolleri birleserek membrana baglh biiyiik
bosluklar olustururlar (5, 74). Histopatojik degisimlerin siddeti uygulanan doz ile
orantilidir (27).

2.1.4.3. Doksorubisinle Serbest Radikal Olusumu ve Oksidatif Stres

Kalp dokusunda diger dokulara gore fazla miktarda reaktif oksijen radikali
olusumu gozlenir; ¢linkii kalp dokusu oksijeni en yiiksek oranda tiiketen dokulardan
biridir. Ote yandan diger dokulara nazaran ¢ok daha diisiik antioksidan savunma

aktivitesine sahip olmasindan &tiirli serbest oksijen radikallerine daha fazla maruz



kalir (75, 76). Ayrica bol miktarda mitokondri igerdiginden DOX’un uyardig
oksidatif hasardan oldukga etkilenir (77). DOX yaratmis oldugu kardiyotoksisitenin

hedef organelleri olan mitokondrilerin iginde birikme yapar (78).

Oksijen iceren serbest radikaller reaktif oksijen turleri (ROS) seklinde
adlandirilir. En yaygin ROS’lar siperoksit anyon (O2-—) ve hidroksil (OHe)
radikallerdir. En az reaktif olan ve oksijen molekuliinln bir elektron almasiyla olusan
Oz, diger serbest radikallerin olusumuna da yol acar ve hidrojen peroksit (H202)

olusumuyla son bulan bir reaksiyon zincirini baslatir.

ROS iiretmeye yatkin kimyasal yapisiyla DOX’un oksidatif stresi
indiiklemesi, ihtiva ettigi antrakinon halkasinin enzimatik rediiksiyonuyla iligkilidir.
Antrakinon, flavin bagimli rediiktazlarla elektron rediiksiyonuna ugrayarak, bir
serbest radikal olan semikinonu olusturmaktadir. NADH dehidrojenaz, sitokrom P-
450 rediiktaz ve ksantin oksidaz gibi bir takim mitokondriyal enzimin, semikinon
rediiksiyonunu katalizledigi rapor edilmistir (5, 79-81). Meydana gelen semikinon
eslesmemis elektronunu molekiiler oksijene verebilir ve antrakinon formuna geri

donerek O: radikalini olusturabilir (77, 82, 83).

O: radikali, superoksit dismutazla tepkimeye girerek molekiler oksijen ve
H.O. molekiillerini olusturur. H202’nin rediiksiyonuyla OHe meydana gelir (84).
Ac¢iga cikan bu radikaller mikrozomal ve mitokondriyal lipit peroksidasyonunu

uyardigi gibi, hiicresel enzimler ve niikleik asitlere de zarar verebilmektedirler (63).

Doksorubisine maruz kalan kardiyomiyositlerde katalaz enzim diizeylerinin
diistiigl, selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz-1 (GSH-Px-1)’in aktivasyonunun
hizlica engellendigini gosteren calismalar olmustur (48, 85, 86). Bunun yaninda
DOX’un ¢esitli antioksidan diizeylerini baskiladigr da bildirilmistir (48, 87). Bir
baska caligmada reaktif oksijen radikalleri ve nitrik oksidin (NO) asir1 iiretiminin
kardiyak kontraktiliteyi azalttigina rastlanilmistir (88). DXR ayrica miyokardiyal
toksisiteye aracilik eden endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) transkripsiyonunu da

indiiklemektedir (89, 90).



2.1.4.4. Apopitoz

Apopitoz, hiicre hasarinin son formudur. Temel mekanizmasi, fizyolojik ve
genetik olarak diizenlenmis apopitoz, programlanmis hiicre 6liimiiniin bir formu
olarak kabul edilmektedir (91). Anormal apopitozun pek ¢ok hastalikta hastaligin
siddetini ya da ilerlemesini etkiledigi gosterilmistir (92).

Programlanmis hiicre 6limii (apopitoz) degisik morfolojilerle karakterize,
faal bir sirectir. Apopitoz esnasinda kromozomal DNA niikleozomlar arasindan
kesilerek parcalara ayrilir. Kromatin yogunlasir, nukleus parcalanir. Devaminda
hiicre biiziilir ve plazma membraniyla ¢evrili apopitotik cisimciklere ayrilir.
Apoptotik cisimcikler membranla kusatilmis olduklarindan hiicre igerigi bozulmadan

kalir ve makrofajlar veya komsu hiicrelerce hizlica fagosite edilir.

Apopitoza yol agan ve kaspazlar aktifleyen iki temel sinyal yol vardir:
intrensek yol ve ekstrensek yol. Ekstrensek yolda oliim ligandlari hiicre Yyuzey
reseptorii Fas’a baglanir. Fas reseptorii ile iliskili 6liim alan1 proteini (FADD)
kompleks olusturur. Olusan kompleks, baslatici kaspazlarin (kaspaz-8 gibi)

aktiflenmesine sebep olur ve efektor kaspaz 3 aktive olur (5, 7, 93).

Intrensek yol, anti-apopitotik olan Bcl-2 ve Bcl-XL ile pro-apopitotik olan
Bax, Bak ve BH3-only diye isimlendirilen Bcl-2 ailesi proteinlerince duzenlenir.
BH3-only proteinlerinin aktivasyonu, mitokondriden sitokrom-c serbestleyen
olaylar zincirini tetikleyerek apopitoz-aktive edici faktor-1, sitokrom-c ve pro-
kaspaz-9 apopitozom komplekslerin olusumuna yol agar. Sonrasinda kaspaz-9 aktif

hale gelerek pro-kaspaz-3’ten aktif kaspaz-3 meydana getirir (5).

DOX iirettigi serbest radikallerle mitokondrial DNA (mtDNA) hasarina
neden olarak ekstrensek apoptotik yolu aktive eden transkripsiyonel faktorleri
disreglle eder, kalsiyum metabolizmasini bozar, lipid peroksidasyonunu uyarir,

mPTP'lerde acilma yapar, mitokondriden sitokrom-c salinimina sebep olur (94).

10



2.2. Melatonin

Melatonin  (N-asetil-5-metoksitriptamin) 1958’de bir grup arastirmact
tarafindan sigir pineal bezinden izole edilmistir (95, 96). Melanin granullerinin
agregasyonuna yol acarak kurbaga deri renginde agilma yaptigi icin bu adi almustir,
‘karanlik hormonu’ da denir (97, 98).

Pineal bez beynin merkezinde, ii¢iincii ventrikiiliin arkasinda lokalize olmus
noroendokrin bir organdir (97, 99) ve iki tip hicresi vardir: hormon (en cok
melatonin) ve peptit sentezleyen pinealositler ile néroglial hiicreler (97, 100).

C13H16N202 molekil formalli ve 232.2783 molekiil agirligindaki melatonin
sirkadiyen bir ritimde ve 1siksiz ortamda salgilanan bir indolamindir (97, 99, 101).
Pineal bezden hari¢ retina, gastrointestinal sistem, kemik iligi, 16kositler, plateletler,
eritrositler, deri ve diger beyin alanlari gibi ¢ok sayida organ ve hicrenin de
melatonin Uretme yetenegindedir (102, 103).

Melatonin sirkadiyen ritm, noroendokrin sistem, kardiyovaskiler sistem,
bagisiklik, termoregiilasyon gibi pek ¢ok biyolojik siiregte islev gérmektedir (104).

Melatoninin kimyasal yapis1 sekil 3’te gdsterilmistir.

5 L]
" \—3CH,~-CH,-N—C—CH;
H O

Melatonin
(N-asetil-5-metoksitrptamin)

Sekil 3. Melatoninin kimyasal yapis1 (105)

2.2.1. Melatoninin Biyosentezi ve Metabolizmasi

Melatonin dretimi i¢in dolasimdan hiicreye alinan triptofan, triptofan 5-
hidroksilaz  araciligiyla  5-hidroksitriptofan’a;  5-hidroksitriptofan  L-aromatik
aminoasit dekarboksilaz (dopadekarboksilaz) tarafindan 5-hidroksitriptamin’e

(serotonin) cevrilir. Serotonin, N-asetiltransferaz (NAT) ile N-asetilserotonin’e, N-
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asetilserotonin de hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) araciligiyla melatonine
dontisur (99, 106, 107) (Sekil 4).

NAT enzimi aktivitesi, dolayisiyla melatoninin kan diizeyi karanlik
fotoperiyotta pik yapmaktadir. Bu fotoperiyot, pineal bezi uyaran sempatik sinir
liflerinin spontan aktivitesinin en yiiksek oldugu saatlere denk gelir. Kisa stireli 1518a
maruziyette, sempatik aktivite baskilanir, bu sebeple NAT enzimi aktivitesi ve

melatonin diizeyi hizla diiser (102).

Pinealosit

pnll

\ il Kapiller

Sekil 4: Melatoninin pinealositlerde sentez ve salgilanmasi. Karanlikta SCG’den
gelen uyarilar, cCAMP yolagi ile melatonin salinnminda hiz kisitlayic1 enzim NAT’1
aktifler ve melatonin Uretimi artar (109).

Gorme sisteminin bir u¢ organi olan pineal bez, ritmik 151k mesajint her
organa ulastirir. Isik uyarist pineal beze ¢ok noronlu bir sistemle gelir. Retinadan
baslayan ve suprakiazmatik nukleusta (NSC) son bulan ilk néronal yolak retino-
hipotalamik traktustur. Retinal 151k reseptorleri, 15181 elektriksel uyarana doniistlrip
NSC’ye iletir. Suprakiazmatik nukleustan g¢ikan lifler pineal bez ve omuriligin
intermediolateral kolonuna, daha sonra da sempatik bir ganglion olan superior
servikal gangliona (SCG) gider. SSG’dan ¢ikan postganglionik lifler de pineal beze
gelerek burada dagilim gosterirler (107).
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Pineal bez iginde, postganglionik sempatik sinir uglarindan norepinefrin
salimmaktadir. Norepinefrinin pinealosit membranindaki B-adrenerjik reseptorlere
baglanmasi ile hiicre i¢inde 6nce adenilat siklaz aktiflesir ve CAMP artar. Sonrasinda
da N-asetiltransferaz (NAT) ve onu takiben melatonin sentezi artar. Pinealosit hiicre
membranlarinda a-adrenerjik reseptorler de bulunur ve bu reseptorler B-adrenerjik
uyarimi arttirirlar (99, 108, 109). (Sekil 5).

. : !
l:l RH trakt SCN /-\p\/hl "
151K ' N !
! HIPOTALAMUS -
Triptofan
$ p-adrenenik
i reseptor
5-Hidmoksitriptofan ~ TINEALOSIT
L CAMPD
Postganglionik
5-Hidroksitriptamin / ?,aﬂe?'
NAT o protein C-kinaz
l sentezi
N-Asetilseratonin a-adrenenik
‘HIOMT reseptor
Melatonin

Sekil 5: Pinealosit icerisinde melatonin uretiminin kontrol mekanizmasi.
(TRH): Retino-hipotalamik-traktus, (NSC): Suprakiazmatik nukleus, (NPV): Para
ventrikular nukleus, (SCG): Superior servikal ganglion (108)

Uretildikten sonra depolanmayan melatonin diisiik molekiil agirhig, lipofilik
ve hidrofilik olma 6zelliklerinden 6tlirl pinealositlerden pasif diffuzyonla hizla hiicre
digina atilir ve dogrudan kan dolasimina gecerek tiim biyolojik sivilara ve dokulara
ulasir.

Yarilanma suresi 10-40 dakika arasi olan melatonin yaygin olarak
karacigerde, daha diisiik oranda bobreklerde metabolize edilir. Karacigerden ilk
geciste %90°1 metabolize olan melatonin 6-hidroksimelatonine doniistiiriiliir. 6-
hidroksimelaton sulfat veya daha az oranda glukuronik aside baglanarak idrarla atilir.

Melatoninin idrardaki metaboliti, 6-sulfatoksi-melatonin’dir (99, 107).
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2.2.2. Melatonin Saliniminin DUzenlenmesi

Melatonin Uretimi gece boyu fazla, giin igerisinde azdir. Isiga maruz kalma
melatonin salgilanmasini akut olarak baskilayabilir (110). Geceleri biiyiikk oranda
artis gosteren melatonin diizeylerinin yiiksek kalma stiresi karanligin siiresine
baglidir. (107, 108).

Plazma melatonin konsantrasyonu gece 02:00 ile 04:00 arasinda en yiiksek
degere erisir. Eriskinde salinim genelde saat 21:00-22:00 aras1 baslayip, 07:00-09:00
aras1 son bulur (108). Melatonin plazma konsantrasyonu gundiz 0-20 pg/dl, gece 50-
200 pg/dl seviyesine kadar yukselir. Ginde 30 mg melatonin sentez edilmekte,
bunun %380°1 gece Uretilmektedir (111) .

2.2.3. Melatonin Reseptorleri

MT1 veya Mella (yuksek afinite (pikomolar)) yerleri ve MT2 veya Mellb
(diisiik afinite (nanomolar)) yerleri olmak {izere membrana bagl iki melatonin
baglanma yeri bulunmaktadir. Ayrica Uglnci bir baglanma bolgesinin varligi da
kabul edilmektedir: MT3 (MI2) (97, 101, 112).

MT1 ve MT2 reseptorleri serebellumda, retinal yollarda ve ganglionik
hiicrelerde tespit edilmistir (112). MTI1 reseptdr geni insanlarda kromozomun
4935.1; MT2 reseptor geni ise 11921-22 lokalizasyonunda belirlenmistir (108).

Insanlarda melatonin reseptorleri beyin, retina, kalp-damar sistemi, karaciger
ve safra kesesi, bagirsak, bobrek, bagisiklik hiicreleri, prostat ve meme epitelyal
hlcreleri, ovaryum/granuloza, miyometriyum ve deri gibi ¢ok sayida organda
belirlenmistir (113).

Melatonin reseptorleri insan fetusunda da bol miktarda mevcuttur. Fakat fetal
pinealosit, gestasyonun 26. haftasindan itibaren melatonin Gretme kabiliyeti
kazanabilir (112).
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2.2.4. Etki Mekanizmalari
2.2.4.1.0ksidatif Stres Uzerine Etkisi

Melatoninin antioksidan 6zelligi baslica iki temel etki altinda toplanabilir:
reseptor bagimsiz olarak oksidan maddeyi dogrudan siipiiriicii etkisi; reseptor
bagimli olarak endojen antioksidan mekanizmalar aktifleyen dolayli etkisi (109).

Serbest oksijen radikallerini (ROS) ve serbest nitrojen radikallerini (RNS)
direkt olarak temizleyebilme kabiliyeti sayesinde, melatoninin temel islevinin
organizmalar1 oksidatif stresten korumak oldugu 6ne surilmektedir (114).

Melatoninin hem dogrudan ve dolayli yoldan serbest radikal toplayicisi etkisi
hem de antioksidan etkisi kanitlanmis durumdadir. Yiksek dizeyde lipofilik
Ozellikte olmasi, melatoninin en 6nemli avantajidir. Cilinkii bu 6zelligi sayesinde
serbest radikal toplayict etkisini gostermek amaciyla herhangi bir baglanma
bolgesine ve reseptore ihtiyact yoktur (115).

Melatonin en zararli radikal olan hidroksil radikalini (OHe) bile yok edebilen
potent bir antioksidandir. OHe radikali ile tepkimesi sonucu, ortamdaki Oz~
radikalini tutarak antioksidan etki gosteren indolil katyon radikaline donisiir (114,
115).

Melatonin OH+’1 mannitol, glutatyon, E vitamini ve C vitamini gibi diger
antioksidanlardan ¢ok daha yuksek bir etkinlik duzeyi ile notralize eder (116). C
veya E vitamini gibi klasik antioksidanlar, etki gostermeleri sonrasi, mucadele
ettikleri oksidanlardan yalnizca biraz daha az zararli prooksidanlara doniismekte
iken; melatoninin etki gostermesinin ardindan ara basamaklarda ve sonugta ortaya
¢ikan Urtinler ilk durumdaki gibi antioksidan etki gosterirler. Melatonin E vitaminine
gore en az iki, glutatyona gore bes kat daha etkili bir antioksidandir. (101, 117).

Melatoninin butin hiicre ve hicre ici bolimlere rahatlikla diffize olabiliyor
olmasi, serbest radikallere ulasip, onlar1 etkisiz hale getirmesi bakimmdan 6nemli bir
oOzelliktir. Yiksek toksisiteye sahip hidroksil radikalini yok etmesine ek olarak
melatonin, hidroksil radikalinin prekirsori olan H202’yi suya doniistiiren, gucli
antioksidan enzim glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesini de stimile eder (115).

Ote yandan melatonin dolayl1 antioksidan enzimler olan stperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon rediktaz (GSH-Rd), katalaz (CAT) ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PD) aktivitelerini de artirmaktadir (114).
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Melatoninin  H20. ile tepkimesi sonucu N1-asetil-N2-formil-5-metoksi
kniiramin (AFMK) olusmakta, AFMK Kkatalazla N1-asetil-5-metoksi kniiramine
doniistiiriilmekte ve antioksidan etkiye sahip bu metabolitler melatoninin stpuricu
etkisine katki saglamaktadir (105).

Simdiye dek melatoninin toksik &zellige sahip oldugunu gosteren hicbir rapor
bulunmamig, tam tersine ¢ok etkili bir radikal temizleyicisi oldugu sonucuna

varilmistir (114).

Pro-oksidatif

i imlari Genis intraselitler
Antioksidan enzimlen enzimler inhibe adar

Wwyar d&?]m gﬂS[EﬂI
Reaktif Olksijen Tiirlerini
D“[I}ﬁsiﬂvft-lzngr e Pro-inflamatuvar
) o MELATONIN sitokinleri ve adezvon
0 molelillerini azaltr
Reaktif Nitrojen Trlerini e M__JLH
Detoksifiyve eder ? 3
F
. . Olkzidatif fosforilasyon
Tom fizyolojik Hilere zarlarm korur etkinlisini artrr

bariyerlerden gager

Sekil 6: Melatoninin antioksidan fonksiyonu (118)

2.2.4.2. Apopitoz Uzerine Etkisi

Apopitoz genel anlamda hucrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle
dizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye ihtiyag duyan ve
homeostazisi dengelen bir olaydir (119).

Melatoninin degisik ajanlarla olusan apopitozu duzenleyici roli Uzerine
caligmalar mevcuttur. (120, 121). Melatoninin apopitozu inhibe eden mekanizmasi,
onun bir antioksidan olarak serbest radikalleri temizleme ozelligiyle iligkili gibi
gorlinse de, son zamanlarda melatoninin antiapoptotik etkisinin mitokondriyal gecis
poru (MTP) ile dogrudan etkilesimi ile agiklanabilen yeni bir mekanizma ileri
stiriilmiisttir (122).

Melatonin, antieksitotoksik giici hem invivo hem de invitro deneylerle

belgelenmis bir ajandir. Periferal doku caligmalar1 melatoninin apopitotik suregleri
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antioksidan o6zelligiyle de baskilayabildigini ileri stirmiislerdir (123). Melatoninin
antimitotik ve antioksidan etkisinin, eksikligi timor olusumuna yol agan p53 geninin

ekspresyonunu da artirdigi séylenmektedir (124).

2.2.4.3. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Mevcut ¢alismalardan elde edilen bulgular melatoninin kalp-damar sistemine
etkilerinin reseptdr ve non-reseptér aracili oldugunu gostermektedir. Melatonin
serebral arterlerde vazokonstruksiyon, periferdeki damar yataklarinda vazodilatasyon
yapmaktadir (105).

Yiiksek kan basincinin neden oldugu kalp damar sistemindeki oksidan
hasarda serbest radikallerin etkisi bulunmaktadir (125). Bu konu ile ilgili yapilan bir
calismada deney hayvanlarinda hipertansiyon gelistirilmis ve hem miyokartta hem
doku hasar parametrelerinde gozlenen degisiklikler, melatonin uygulanan grupta
anlamli olarak geri ¢evrilmistir (105).

Liu ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir arastirmada doksorubisinle olusan
kardiyak fonksiyon bozuklugu, mikroskobik degisimler, apopitoz, sol ventrikilin
islevi ve kalbin morfolojik ¢alismasinda melatoninin protektif etkide oldugu
gosterilmistir (126).

Oz ve arkadaslarmin (127) bir c¢alismasinda melatonin, doksorubisin
uygulamasindan sonra artis gostermis MDA diizeylerini diisiirerek miyokardial lipid
peroksidasyonunu baskilamis ve miyokardial lezyonlar1 6nleyerek kardiyotoksisiteye

kars1 koruma saglamistir.

Siklosporin A (CsA) yaygin kullanilan immiinsiipresif ilagtir; ancak tedavi
edici kullanimmin kardiyotoksisite yarattigi bilinmektedir. 2006’da bir grup
aragtirmaci (128) CsA kaynakli kardiyotoksisitenin dnlenmesinde melatoninin yararl
etkilerini aragtirmiglar, yaptiklar1 incelemede melatoninin antioksidan enzim
seviyelerini 6nemli Olcude yiikselterek oksidatif hasar1 azalttigini ve kalbin

morfolojisini diizelttigini gozlemlemislerdir.

Bir diger arastirmada doksorubisin uygulanan grupta miyokardiyal GSH-Px

ve SOD duzeylerinin azalmig, MDA ve NO diizeylerinin yiikselmis oldugu
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gozlenirken; melatoninin miyokardiyal GSH-Px duzeylerini ve SOD enzim
aktivitesini ytikselttigi, NO diizeyini azaltti§1 ve sonugta agir kardiyotoksisteye kars1

koruma sagladig1 saptanmustir (129).

Izoproterenol (ISP) bir beta-adrenerjik agonisttir ve yilksek dozda akut
miyokardiyal nekroz olusturur. Bir ¢alismada, sigcanlarda ISP ile aktive olan miyokart
infarktiisiine kars1 melatoninin protektif etkide oldugunu ve ISP ile birlikte melatonin

uygulamasinin miyosit hasarini hafiflettigi gosterilmistir (130).

2.3. Adrenomedullin
2.3.1. Tarihce

Adrenomedullin  (ADM) 1993 wyilinda bir grup bilim insaninin
feokromasitoma dokusundan izole edilen peptitleri incelerken kesfettigi, trombosit
cAMP diizeyini artiran bir peptittir. Bol miktarda bulundugu adrenal medulla
hiicrelerinden izole edilmis olmasindan otiirii ‘‘adrenomedullin’®® ismini almistir
(131). Daha sonra insan adrenomedullinini kodlayan gen ve ardindan rat geni
aciklanmistir (131, 132). Sonraki ¢aligsmalarda plazma ADM seviyesinin ¢esitli klinik
durumlarda arttig1 belirlenmis ve ADM reseptorii saptanmustir (133-135).

2.3.2. Molekiiler Ozelligi

ADM Kalsitonin gen iliskili peptit (CGRP) ile %24 aminoasit homolojisi
gosterdigi ve CGRP’ye benzer bir biyolojik aktivite profiline sahip oldugu i¢in
kalsitonin/CGRP/amilin peptid ailesine katilmigtir (131, 136, 137). Adrenomedullin
geni 11. kromozomda lokalize olup, 4 ekson ve 3 intron boélgesi icermektedir. 52
aminoasitten olusan insan adrenomedullini karboksi terminalinde tirozin aminoasiti
bulunan, 16 - 21. karbonlar: arasinda disulfit bag: igeren bir vazodilatator peptittir
(138).

ADM’nin prekursori 185 aminoasitten olusan preproadrenomedullin adin
alan bir molekdldir. Bu molekiliin 21 numarali aminoasitine bagli N-terminalinden

aminoasitlerin ayrilmasiyla 6nce 164 aminoasitlik proadrenomedullin (ProADM)
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olusur. ProADM’den 53 aminoasitlik immatur ve inaktif ADM ve es zamanli olarak
plazmada enzimatik amidasyonla immatur ADM, 52 aminoasitlik matur ADM
formuna doniismektedir. ProADM’nin N terminal bolgesinde amidasyon sinyalinin
yer aldig1 proadrenomedullin N-terminal 20 peptit (PAMP) olusur. PAMP biyolojik
acidan aktif bir peptittir; fakat ADM’den daha az potenttir (Sekil 7). ADM’yi 4.
ekzon, PAMP’1 2. ve 3. ekzonlar kodlar (137-139).

1 ThitAla®  Arg®-Gly® Arg"-T: Tyrlss Glyu? 185

Signal peptide

| If"'"

/

PAMP (20 a.a.)

Sekil 7. Adrenomedullin molekiiliiniin yapis1 (137)

2.3.3. Biyosentezi ve Metabolizmasi

Adrenal medulla basta olmak iizere miyokart, akcigerler, bobrek, santral sinir
sistemi, gastrointestinal ve endokrin dokular, vaskiler endotel ve diiz kas hucreleri
gibi pek cok dokuda sentezlenmektedir (132, 137). in vitro ¢alismalar kiiltiirlenmis
kardiyak hiicreler ve vaskiiler diiz kas veya endotel dokularin ADM ‘yi kiiltiir ortami1
icine aktif olarak salgiladigin1 gostermislerdir (139). Dolasimdaki ADM'nin bir
kisminin damar sisteminden ve kalpten geldigi onerilir (140). Plazmaya ilaveten
idrar, stt, beyin omurilik sivist (BOS), tiikriik, amnion sivisi, ter ve umblikal vende

de bulunur (141-144). ADM plazmada spesifik olarak, kompleman faktér H olarak
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da tanimlanan adrenomedullin baglayic1 protein-1 (AMBP-1) denen bir protein
tarafindan taginmaktadir (145).

Uretimi olduk¢a hizli olan ADM depolanmamakta, sentezlenir sentezlenmez
salgilanmaktadir (137). Dolasimdaki adrenomedullinin molekiil agirhig 6028.79
g/mol, metabolizmasi hizli ve yarilanma 6émrii 20 dakikadir (146).

En karakteristik etkileri siklik adenosin monofosfat (CAMP), nitrik oksit ve
bobrek prostaglandin sistemleri aracili vazodilator ve hipotansif etkileridir (137, 147,
148). Kronik olarak ayrica antihipertrofik, anti-apoptotik, antifibrotik, antioksidan,
anjiyogenez ve natriiiretik etkileri de vardir (149). Giderek artan veriler ADM’nin
baslangigta vazodilatdr ajan olarak beklenen etkisinden daha fazla biyolojik etkiye
sahip oldugunu ve kalp de dahil olmak iizere ¢esitli organlarda sentezlendigini ortaya

koymustur (131, 132).

2.3.4. Dokulardaki Dagilim
2.3.4.1. Adrenomedullin Peptidinin Dagilim

ADM, CGRP ailesinin bir tyesidir; fakat CGRP gibi sadece noral dokudan
sentezlenmemekte, pek c¢ok dokuda yaygmn bulunmaktadir. ADM kardiyak
miyositler, vaskiler diz kas hicreleri, endotel hicreleri, renal distal ve toplayici
tibdller, sindirim sisteminde mukozal ve glanddiler epitel ile respiratuar ve Ureme
sistemindeki epitelde, endokrin ve noéroendokrin sistemlerde, hipotalamusta
supraoptik niikleus ve paraventrikiiler niikleusun magnoseliiler alaninda, kanda,
idrarda, serebrospinal sivi ve amniyon sivisinda belirlenmistir (150). Immiinoreaktif
(ir)-ADM’nin feokromositoma ve adrenal medullada bol ve yogun oldugu
gosterilmistir (151). Ir-ADM ayrica insan merkezi sinir sisteminde talamus,
hipotalamus ve hipofiz bezinde merkezi sinir sisteminin diger bdlgelerine oranla

daha yiiksek seviyelerde bulunmustur (152).
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Tablo 1. Adrenomedullinin dokulardaki dagilimi (153)

. . ) damar endotel hicreleri, damar diuz kas hicreleri
KARDIYOVASKULER SISTEM kardiyomiyositler, miyokardiyum

. Adrenokortikal hicreler, feokromositoma
ENDOKRIN SISTEM

o . Paraventrikiler nikleus, supraoptik nikleus,
SANTRAL SINIR SISTEMI glioblastoma

Makrofaj, granudlosit, lenfosit, monosit

KAN HUCRELERI

. Mezangiyal hiicreler, glomerdler epitelyal hiicreler ,
BOBREK distal ve toplayici tubuller, renal tubuler hiicreler
Bronsiyal epitel, kolumnar epitel, alveolar makrofajlar

SOLUNUM YOLU

DUZ KAS HUCRELERI

. ; Plasental trofoblastlar, endometrium epiteli, meme duktal
GENITAL SISTEM hiicreleri, prostatik epitel hiicreleri
Dermal epitel, keratinosit, sag folikllleri

DERI

Kolorektal karsinoma, pankreas, gastrik mukoza

GASTROINTESTINAL SiSTEM

2.3.4.2. Adrenomedullin mRNA'sinin Doku Ekspresyonu

Insan ADM mRNA’s1 yiiksek oranda feokromositoma, adrenal medulla,
kardiyak ventrikiilii, akciger ve bobrekte (131); bunlara ek olarak gastrointestinal
sistem, normal ve gebe uterus ve insan beyni gibi cesitli dokularda eksprese edilir.
En yuksek ekspresyonu hipotalamus ve beyin tumérleri, koroid pleksus, adrenal
bezler ve adrenokortikal adenomlar ve hipofiz bezinde gergeklesir (154). Sican
nefronunda ADM mRNA’s1 glomertil, kortikal toplayict kanal, dis medullar toplama
kanali ve i¢ medullar toplama kanalinda mevcuttur; ancak proksimal tubul veya
medullar kalin ¢ikan tarafta bulunmaz (155). Insan adrenal korteksinde ADM zona
glomeruloza hiicrelerinde sentezlenir (156). Bundan baska, ADM mRNA's1,
noroendokrin hiicrelerinin salgi graniillerinde, sican mide mukozasindaki birkag
epitelyal hiicresinde ve normal sican derisinin epitel hiicrelerinde lokalize olmustur

(140).
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2.3.5. Plazma Seviyesini Etkileyen Faktorler

2.3.5.1. inflamatuvar Sitokinler

Inflamatuvar sitokinler interlokin (IL-1a, IL-1p), tiimor nekroz faktdr (TNF-a
, TNF-B) ve bakteriyel endotoksin ile lipopolisakkarit (LPS), vaskiiler endotel ve diiz
kas hiicrelerinde kiiltiirlenmis siganlarin ADM sentezini ve salgilanmasini gii¢lii bir
sekilde uyarirlar. Anestezi uygulanmis ratlarda LPS’in damar igine injeksiyonu,
plasma ADM konsantrasyonunu arttirmustir (157). TNF-o, IL-1 ve LPS vaskdler
endotel hiicrelerden ADM salgilanmasimin temel indikleyicileridirler (158). Ek
olarak fetal serum, doniistiiriicii blylme faktori-f1 (TGF—B1), vazoaktif intestinal
peptid (VIP) ve trombin adrenomedullinin vaskiiler endotel hiicrelerden salinimini

engelleyen en potent inhibitorler arasindadir (159, 160).

2.3.5.2. Himoral Faktoérler

Gkukokortikoidler, kortikosteroidler ve tiroid hormonlari, Anjiotensin II (Ang
I1), aldosteron, atriyal natriliretik peptit (ANP), endotelin (ET-1), bradikinin, P
maddesi, adrenalin, noradrenalin, doku plazminojen aktivatorii (TPA) vaskiler
endotel ve diiz kas hiicrelerinden ADM salgilanmasin1 uyarirken; vazoaktif intestinal
peptit (VIP), trombin ve IF-y potent inhibitorler olarak ADM iiretimini baskilar (157,
161-163).

2.3.5.3. Mekanik ve Metabolik Etkiler

Tum bu faktorlere ek olarak fiziksel uyaranlar, ani stres ve kardiyomistlerin
gerilmesi gibi mekanik faktorlerin yani1 sira iskemi, hipoksi, oksidatif stres ve
hiperglisemi gibi metabolik faktorlerin de ADM sekresyonunu indiikledigi
gosterilmistir (164-166).
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2.3.6. ADM Reseptorleri

ADM reseptor baglanma bolgeleri dnce siganlarda sonra insanlarda tespit
edilmistir. Sicanlarda sirasiyla kalp, akcigerler, adrenal bezler, bobrek ve santral sinir
sisteminde; insanlarda mikrovaskiler endotelde, deride ve gastrointestinal immin
sistemde yliksek diizeylerde bulunmustur (167).

ADM, CGRP reseptorleriyle benzer 0Ozellik gosteren plazma membran
reseptorlerine baglanmaktadir. Kalp miyositleri dahil bazi sistemlerde, ADM ve
CGRP ortak reseptor ve sinyal mekanizmasini paylasirlar (168-170). En iyi bilinen
CGRP/ADM  reseptor kompleksi “kalsitonin  reseptdrii  benzeri reseptor”
(CRLR)’diir (171). Bu reseptoriin islevsel olabilmesi ic¢in hiicre membraninda
“reseptor aktivite diizenleyeci protein” (RAMP) adi verilen bir proteine ihtiyag vardir
(172). RAMP’lar 1, 2 ve 3 olmak Uzere 3 tiptirr CRLR/RAMP1 kompleksi CGRP
reseptor; CRLR/RAMP2 ve CRLR/RAMP3 kompleksleri AM reseptor Ozelligi
gosterir (173-175). Adrenomedullinin sinyal iletiminde rol alan diger molekiil 146
aminoasitten olusan ve CGRP reseptor potansiyeline sahip “reseptor komponent
protein” (RCP)’dir. Sonu¢ olarak ADM ve CGRP’nin fonksiyonel reseptorleri
CRLR, RAMP ve RCP proteinleridir (172).

ADM CRLR’ye baglandiktan sonra CRLR, guanilat siklaz (Gs) araciligiyla
ve adenilat siklaz-protein kinaz A yolagiyla hedef hiicrede cAMP’de artisa neden
olur (sekil 8). Adrenomedullin hedef hlcrede primer ikincil haberci olarak cCAMP
yolagmmi kullanir (176, 177). Kullandig1 diger sinyal ileti yolaklar1 NO/cGMP
aktivasyonu (178), inositol trifosfat aktivasyonu (179), ATP duyarli K* kanal
aktivasyonu (180), protein kinaz A (PKA) ve protein kinaz B fosforilasyonu ve
protein tirozin kinaz aktivasyonudur (181). NO/cGMP yolagi adrenomedullinin
vazodilatasyon, antiproliferatif, antimitotik, antiapoptotik aktivite ve oksidatif stresi
diisiirticti etkisinden sorumludur (182). ADM’nin oksidatif strese kars1 koruyucu bir
rol oynayarak kardiyovaskiiler hasar1 6nleme ve bir antioksidan olma 06zelliginin
cAMP ve protein kinaz A yolu ilizerinden saglandigi sdylenmektedir (183). cCAMP
diizeylerini yiikselterek protein kinaz A’y1 aktiflestiren Adrenomedullin, bu yolla
miyokart kontraktilitesini de artirmaktadir (184).

23



CGRP/AM

RAMP l

Sosg «— | AMBP1

Adenilat sildaz
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Reseptor kompanent protein (RCP)

Sekil 8. ADM Reseptorleri (137)

2.3.7. Adrenomedullin ve Vaskiiler Etkileri

Adrenomedullin potent bir vazodilatator peptittir. ADM ve CGRP hem invivo
hem de invitro ¢alismalarda giiclii hipotansif ve vazodilatator etki gdstermistir (185-
187). AM vazodilatator etkisiyle hem sistolik hem de diastolik kan basincinda doza
bagimli olarak derece derece diisiise neden oldugu gosterilmistir (188). Endotelyum-
bagimli ve endotelyum-bagimsiz mekanizmalar aracilifiyla sistemik ve pulmoner
kan damarlarinda nonadrenerjik ve nonkolinerjik vazodilatasyon yaparak kalp,
bobrek, adrenal bez ve akcigerlere giden kan miktar: arttirmaktadir (185).
Vaskiiler endotelyal hiicrelerde AM ve CGRP reseptorleri araciligiyla intraseliiler
cAMP konsantrasyonu artisi, intraseliiler Ca’da artis yapar. Artmuis intraselliiler Ca*?
konsantrasyonu, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesini uyarir (189). Nitrik oksit
sentazin ardindan da Gs aktive olur (190). Aktive olmus guanilat siklaz
vazodilatasyona sebep olur (191). Endotel bagimsiz vazodilatasyon ise diiz kas
hiicrelerinde intraselliiler cAMP artig1, Ca+? konsantrasyonunda azalma ve K* kanal

aktivasyonu ile saglanmaktadir (192, 193).
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Sekil 9: Adrenomediillinin vazodilatasyon mekanizmalar1 (137)

2.3.8. Adrenomedullin ve Kardiyovaskuler Sistem

Karakteristik etkisi saglikli insanda ve kalp yetmezligi olan hastalarda
periferik direnci ve kan basincini diisiirerek hipotansiyon yapmak ve buna sekonder
olarak kalp debisini arttirmaktir. ADM ayrica beyin, akciger ve bobrek damarlart gibi
spesifik bolgelerde kan akisinda artisa yol agan, giiclii vazodilator etkiye sahiptir
(194, 195).

ADM kardiyak miyositlerde protein sentezinde artis ve hipertrofi meydana
getirmekte, kardiyak fibroblastlarda ise ekstraselliler matriks Gretimini ve
proliferasyonu inhibe etmektedir (175). Ek olarak Ang II veya trombosit kaynakli
bliylime faktorii (PDGF)’niin uyardigi vaskiiler diiz kas hiicresi migrasyonunu da
engellemektedir (196). Herhangi bir uyaran olmadan vaskiler diiz kas hicre
proliferasyonunu (197), anjiogenik etkisiyle de endotel hiicre proliferasyonunu
stimile eder (198).

2.3.9. Adrenomedullinin Kardiyovaskiiler Hastaliklardaki Rolii

Adrenomedullin plazma konsantrasyonu konjestif kalp yetmezliginde (181),
primer arteriyel hipertansiyonlu hastalarda, aterosklerozda, miyokard infarktdsu
sonrasinda ve sol ventrikil hipertrofisi ile nefroskleroz gibi hipertansiyon

komplikasyonu olan kisilerde normalden daha yiksek bulunmustur (199).
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2.3.9.1. Hipertansiyon

Hipertansiyonlu hastalarda normal tansiyonlu kisilere goére daha yiiksek olan
plazma ADM seviyesi kan basinci ve hedef organ hasarinin siddeti ile korelasyon
gosterir (200). Bir calismada ADM’nin kronik inflizyonunun hem hipertansiyonlu
hem de normal tansiyonlu si¢anlarda hipotansif etki gosterdigi bulunmustur (201).
Adrenomedullinin  hipertansiyonda artis gostermesi, peptidin natrilretik ve
vazodilatator ozellikleri sayesinde miyokardiyal yliklenmeyi azaltarak koruyucu rol
oynamakta ve miyokardiyal hipertrofiyi sinirlandirmaktadir (202). Ote yandan,
malign hipertansiyonu olan hastalarda antihipertansif tedavi sonrast kan basincinda
diisiis meydana gelmis, bu disiisii takiben plazma ADM seviyesinde biiylik bir artig
goriilmiistiir. Kalsiyum kanal blokdrii ve anjiotensin konverting enzim (ACE)
inhibitoriiniin uygulanmas1 kan basincini diisiiriitken, plazma ADM diizeyini

etkilememektedir (203).

2.3.9.2. Ateroskleroz

ADM’nin endotelyal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde salgilanmasi ve
tiretilmesinin, plazma ADM oraninin ile endoteliyal hasar arasindaki iliskiden
kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim ateroskleroz hastalarinda

plazma ADM diizeyleri endotel hasarinin derecesini yansitir (175).

Ateroskleroz plagindaki makrofajlarda da tespit edilen adrenomedullinin
aterojenezi inhibe ettigi (159) ve bu etkisinde vaskiler duz kas hucrelerinin
proliferasyonunu, migrasyonunu ve endotel hiicre apopitozunu inhibe etmesinin
yaninda antiinflamatuvar etkisinin rol oynadig: diisiinilmektedir (197). Bu ¢alismalar
ADM’nin aterosklerozun ilerlemesine kars1 vaskiiler koruyucu olarak rol oynadigini

diisiindiirmektedir (140).

2.3.9.3. Akut Miyokardiyal infarktiis

Plazma ADM konsantrasyonu miyokart infarktlisunin akut fazinda
yukselmekte ve 2-3. giinde maksimum seviyeye ulasip 3 haftada normale inmektedir.

Bu hastalardaki ylksek peptit duzeyinin (-) prognostik faktér oldugu
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disiinllmektedir (204). ADM’nin kompansatuvar ve koruyucu etkileri koroner
vazodilatasyonu ve koroner kan akiminin artisini sagliyor olabilir. Ayrica miyokart
enfarktlisii sonrasi ADM muamelesi kalp yetmezliginin ilerlemesini engelleyip,

siganlarda sag kalimi artirabilir (205).

ADM’nin kisa siireli inflizyonu infarkt alanini azaltir ve antioksidan ve
antiapoptotik 6zellikleri ile sicanlarda miyokard iskemi/reperfiizyon hasarini azaltir
(206). Adrenomedullinin miyokart hucrelerindeki oksidatif stresi azalttigi ve lokal
koroner vazodilatasyon ile miyokardiyal iskemiyi sinirlandirdigi gozlenmistir.
Kardiyomiyositlerin apopitozunu inhibe ettigi, infarkt alanini distirdigi, ventrikiler
fibrilasyon olusumunu azalttigi, ayrica kan basincini etkilemeyen disiik dozda
kronik ADM inflizyonunun deneysel olarak olusturulan miyokart infarktiistinde
kardiak remodelingi inhibe ettigi saptanmistir (202).

2.3.9.4. Kalp Yetmezligi

Plazma ADM seviyesi kronik kalp yetmezliginde yiikselir (207) ve hastaligin
ciddiyetiyle orantili olarak artar (208, 209). Seviye hem diyastolik hem de sistolik
kalp yetmezliginde yiikselir (210). Hayvan c¢alismalarinda kronik ADM muamelesi
hipertrofinin kalp yetmezligine gegisini zayiflatmigs ve kalp yetmezligi olan
sicanlarda sagkalimi artirmistir (211). ADM sistematik ve lokal olarak kalp
yetmezliginin ilerlemesine karsi hareket eden bir otokrin veya parakrin hormon gibi
islev gormektedir (140). Bir ¢aligmada yiiksek doz ADM uygulamasi hem normal
sicanlarda hem de kalp yetmezligi olanlarda ortalama arteriyel kan basincimi hafifce
diisiiriirken kalp debisini 6nemli 6lciide artirmistir. Kalp yetmezligi olan sicanlarda
ayrica sag ventrikiil basinci ve atriyal basingta 6nemli bir diisiis goriilmiistiir. Bugiine
dek yapilan klinik c¢aligmalar da kalp yetmezliginde basing ve hacim

diizenlenmesinde ADM’nin bir rolii oldugunu desteklemektedirler (195).

Apopitozun bir CAMP-bagimsiz mekanizma ile inhibe edildigi bir ¢aligmada
ADM’nin kalbi koruyucu etkisi kiiltiirlenmis sican aortik endotel hiicrelerinde
gosterilmis; antiapoptotik etkisi de insan umbilikal damar endotel hiicrelerinde

gozlenmistir (212). Bu bulgular ADM’nin apopitozun inhibe ederek ve
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proliferasyonu dlzenleyerek kardiyovaskiiler dokular1 hasara karsi korudugunu
gostermektedir (140). Sonug olarak adrenomedullin izole kardiyomiyosit ve kardiyak
fibroblastlardan sentez ve sekrete edilmekte olup, miyokardiyal hipertrofi, arteriyel
hipertansiyon, ateroskleroz ve kalp yetmezliginin iyilesmesini parakrin veya otokrin
olarak diizenlemektedir (213).

2.3.10. Adrenomedullin ve Oksidatif Stres

Adrenomedullinin cAMP bagimli yolak araciliiyla oksidatif stresi inhibe ettigi
gosterilmistir (214). Endojen ADM {iretiminin oksidatif streste artis gosteriyor
olmasi, bu peptidin oksidatif stres iiriinlerini inhibe ederek organ hasarina karsi

koruyucu gorev iistlendigini diisindiirmektedir (215).

Oyar ve arkadaglarnt yaptiklar1 bir arastirmada abdominal aortik
iskemi/reperfizyon ile indiklenen miyokardiyal hasar sonrasi artis gosteren
miyokardiyal doku MDA seviyesi, SOD, CAT, All, TNF-a ve Tn-l dizeylerinin
adrenomedullin uygulamasinin ardindan 6nemli Ol¢lide azaldigimi gozlemislerdir

(216).

Bir bagka ¢alismada ADM’nin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Anjiotensin-2 ile
uyarilan intraseliiler ROS {iretiminin, hem reseptdr bagimli mekanizma hem de

CAMP-PKA bagimli yolak ile azaltildigin1 gdstermislerdir (11).

Oba ve arkadaglarinin bir incelemesinde Puromycin aminonikleosit (PAN)
ile olusturulan ROS asir1 iiretiminin oldugu ortamda ADM {iretimi artig géstermis ve
ROS’larin  iiretimi ADM sayesinde baskilanarak ROS bagimli apopitoz
engellenmistir. (12).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Kurgusu
3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasi, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul Bagkanliginca 09/06/2015 tarihli ve 77.637.435-51 sayil1 karar ile
onaylanmistir. Kullanilmis olan deney hayvanlari, kimyasallar ve ihtiya¢ duyulan
ara¢ gerecler Izmir Katip Celebi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon  Birimi  tarafindan  2015-ONP-TIPF-0016 nolu  projeyle

desteklenmistir.

Calismada ayni jenerasyondaki 8 haftalik, 300+£50 gr arasinda degisen
agirliklara sahip, 32 tane Wistar-Albino cinsi erkek rat kullanilmistir. Kullanilmis
olan hayvanlar Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edilmis olup, ¢alisma siiresince ayni laboratuvar sartlar1 altinda
tutulmuglardir. Hayvanlarin bakimi, beslenme ve barindirilmasi ayni merkezde

yapilmustir.

3.1.2. Laboratuvar Kosullari

Deneklerin, deney siiresi boyunca ortalama 22+2°C’lik oda 1sisina sahip, 12
saatlik karanlik/aydinlik dongiisiiniin saglandigi, %40+20 oraninda nemlendirilen
laboratuvar ortaminda barindirilmasi saglanmistir. Siganlara su ihtiyaci olarak ¢esme
suyu verilmis, tim denekler standart yemle beslenmisler ve barindirilmalarinda
standart Tip 3 kafesleri kullanilmistir. Hayvanlar her kafeste maksimum 3 hayvan
bulunacak sekilde gruplara boliinmiis ve hayvanlarin giinliik takipleri diizenli olarak

yapilmistir.

3.1.3. Uygulanan Kimyasallar

Calismada  kullanilan ~ Doksorubisin ~ hidroklorid, = Melatonin  ve

Adrenomedullin Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmustir.
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3.1.4 Calisma Plan

Bu c¢alismada 1 kontrol ve 3 deney basemold grubu olusturulmustur. Deney
gruplar1 her grup icin 8’er (n=8) hayvan olacak sekilde “Kontrol”, “Doksorubisin”,
“DoksorubisintMelatonin” ve “DoksorubisintAdrenomedullin” olarak
belirlenmistir. Gruplarin homojen olarak dagilmasina ve hayvanlarin vicut
agirliklarinin birbirine yakin olmasina 6zen gosterilmistir. Deney siresi her bir
hayvan icin yedi glin olarak belirlenmistir. Deney sirasinda hayvanlarin birkag1
O0lmiig, Olenler c¢aligmaya dahil edilmemistir. Deney gruplart ve uygulanan

kimyasallar Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tablo 2: Kullanilan kimyasal maddeler ve uygulama gunleri

Gruplar Uygulama n lgin 2gun  3.g0n  4.9ln 5.gun 6.gun  7.gun
yontemleri
Kontrol (i.v) n=6 - - - - SF
DXR (i.v) n=8 - - - - DXR
DXR+MEL (i.p) n=6 MEL MEL MEL MEL MEL+DXR MEL MEL
DXR+ADR (i.p) n=7 ADR ADR ADR ADR  ADR+DXR ADR ADR

Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki deneklere herhangi bir kimyasal verilmemis,
yalnizca deneyin 5.glinlinde kuyruk veninden intravendz (i.v) yoldan tek doz %

0,9°luk SF uygulanmistir.

Doksorubisin grubu (n=8): Bu gruptaki deneklere deneyinimiz 5. glininde kuyruk

veninden i.v yoldan tek doz 45 mg/kg/giin doksorubisin uygulanmustir.
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Doksorubisin+Melatonin grubu (n=6): Bu gruptaki deneklere 7 giin boyunca
intraperitoneal (i.p) yoldan 10 mg/kg/giin melatonin uygulanmigtir. Melatonin
enjeksiyonu aksam iizeri saat 17:00 dolaylarinda yapilmistir. Deneyin 5. giinlinde
kuyruk veninden tek doz 45 mg/kg/giin doksorubisin enjekte edilmistir. Doz ve
uygulama siiresi, Oz ve ilhan’in yaptig1 bir ¢alisma referans alinarak belirlenmistir

(104).

Doksorubisin+tAdrenomedullin  grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere 7 gin
boyunca i.p olarak, % 0,09’luk SF igerisinde dilue edilmis ve ¢ozdirilmis 12
ug/kg/giin adrenomedullin uygulanmistir. Deneyin 5. guninde kuyruk veninden tek

doz 45 mg/kg/giin doksorubisin enjekte edilmistir.

Uygulanacak dozlarin belirlenmesi amaciyla deneklerin agirliklar1 her giin

Olclilmiistiir.

3.2. Analiz Yontemleri

3.2.1. Anestezi ve Numunelerin Toplanmasi

Deneyin son giiniinde (8. giin) hayvanlarin agirliklarina gore, anestezik
madde olan Nembutal (Sodyum pentobarbital) 50-60 mg/kg/ip uygulanmustir.
Anestezi altindaki denekler, hipotermiyi onlenmek amaciyla alttan 1sitmali tabla
tizerine yatirilmislardir ve hayvanin deri altina akapunktur ignelerinden yapilmis 6zel
EKG elektrodlar1 yerlestirilerek EKG kayitlar1 alinmistir.  Deneklerin  viicut
sicakliklarmin deney boyunca sabit tutulmasina 6zen gosterilmistir. Kayit aliminin
ardindan, ratlar derin anestezi altinda iken ayak parmaklari giicli bir sekilde
sikigtirilip, agr1 duyusu tam olarak kayboldugunda, denek diseksiyon masasina
yatirilip iglemlere baglanmistir. Vertikal abdominal insizyon ile karin 6n duvari; sag
sternotomi ile toraks agilarak kalp dokusu ¢ikarilmistir. Alinan kalp dokusunun SF
ile yikandiktan sonra sag ventrikiil ve sol ventrikiiliin bir kismi histolojik ¢alisma icin
%10’luk notral formalin i¢inde fiksasyonu saglanmistir. Sol ventrikiiliin kalan kism1
tartilip 1’e 9 oraninda fosfat tamponlu ¢ozelti ile sulandirildiktan sonra mekanik

parcalayict ve sonikatdr yardimiyla homojenize edilmistir. Dokular ileri parcalama
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islemi icin +4 °C’de 15000 g’de santrifiij edilmis, elde edilen ¢ozeltinin siipernatan

kism1 porsiyonlara ayrilmis ve analizin yapilacagi giine kadar -80 °C’de saklanmustir.

Almman sag ve sol ventrikil dokusundaki histolojik degisiklikler,
hematoksilen-eosin (H&E) ile boyama islemi ardindan 151k mikroskobunda

degerlendirilmistir.

Biyokimyasal parametrelerden total oksidan ve antioksidan duzeyleri (TOS,
TAS), glutatyon, SOD ve aspartat aminotransferaz (AST) doku proteini hemolizat,
hemoglobin seviyeleri otoanalizorde spektrofotometrik; MDA ve katalaz manuel
olarak spektrofotometrik metotla ol¢iilmiistiir. NO, hipoksiyle indiiklenmis faktor
(HIF-1a), kreatin kinaz miyokardiyal bant (CK-MB), tumor nekrozis faktor alfa
(TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin- 6 (IL-6) ve interlokin-18 (1L-18) seviyeleri
ELISA testiyle l¢iilmiistiir.

3.2.2. Sayisal EKG Kayitlarinin Eldesi

EKG c¢ekimi deneklerde, DIl derivasyonu olarak kaydedilmistir. Kayit 6ncesinde
hayvanlar anestezi edilmis, anestezi etkisi altindayken hayvanin deri altina igne
elektrotlar yerlestirilerek kayit alinmistir. Kayit esnasinda siganlar hipotermiyi
Oonlenmek adina alttan 1sitmali tabla {izerine yatirilmis ve viicut (rektal) sicakliklar

deney stresince 35,5+0,50 °C civarinda tutulmustur.

Kaydin bilgisayar ortaminda sayisal olarak elde edilebilmesi amaciyla
“PowerLab/SP8” biyoelektrik kayit cihazi ve bu cihazla uyumlu Lab Chart 7
bilgisayar programi  kullanilmistir ~ (ADInstruments,  Australia). Kayitlar
elektrokardiyografin 6rneklem hizi 4000 oOrnekleme/sn olarak ayarlanarak, her

hayvan igin yaklasik 5’er dakikalik siireyle alinmistir.

Kayuitlar1 takiben yapilan degerlendirmede su parametreler l¢tilmiistiir:

a) QRS kompleksi, b) QT intervali, ¢c) RR intervali, d) PR intervali, d) QTc
(Diizeltilmis QT) intervali

Alman EKG kayitlarinin ortalama 3. dakikas1 iginde yapilan o&lglmler
degerlendirmeye alinmis ve olgimler istatistiksel agidan kiyaslanmak {izere birbirini

takip eden 3-5 atimda alinmistir.
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3.2.3. Doku Takibi ve Dokularin Parafine Gomiilmesi

Hayvanlardan izole edilen kalp dokusu, sag ve sol ventrikiillere ayrilmus,
bitun dokular % 10’luk noétral formalin igerisinde 3-4 glin boyunca tespit edilmistir.
Doku drneklerini iceren kasetler bir gece akarsu altinda yikanmis ve nemi korunarak
tespit sollisyonundan arindirilmalart saglanmigtir. Ertesi sabah doku takip kasetleri
LEICA TP 1020 marka doku takip cihazinda, giderek artan alkol
konsantrasyonlarinda ( % 60, 70, 80 ve 90’lik etil alkollerde 30’ar, %96’lik ve
100°lik alkolde 60’ar dakika) dehidratasyon islemi gerceklestirilmistir.
Dehidratasyon igleminin ardindan doku once 1:1 oraninda 30 dakika alkol:ksilen
karisiminda, daha sonra 2’ser kez 60’ar dakika ksilende tutulmus, boylece dokunun
seffaflastirma islemi gergeklestirilmistir. infiltrasyon islemi, doku drnekleri 60 °C’lik
etlivde 30 dakika 1:1 oraninda ksilen:parafin karigiminda, 2 degisim 60’sar dakika
parafinde tutularak yapilmistir. Bu islemlerin ardindan doku takip kasetleri TP 1020

marka cihazdan ¢ikarilmistir.

3.2.4. Parafin Bloklardan Kesit Alma

Parafin bloklar sertlesmesi i¢in bir giin onceden buzdolabinda +4 °C’de
tutulmus, ertesi glin buzdolabindan ¢ikartilarak oda 1sisinda tutulan parafin blogun
kenar1 bicaga paralel olacak ve kesit alinacak yiiz bicaga bakacak sekilde blok
tutucuya yerlestirilmistir. Bloktaki parafin fazlasi, LEICA RM 2245 marka rotatuar
mikrotomda, doku Ornegi gelene kadar 10 pum kalinlifinda trimlenerek
uzaklastirilmistir. Doku o6rnegi agiga ciktiginda ornekten 5 pum’lik ince kesitler
alinmig, suluboya fircas1 yardimiyla benmari i¢indeki 40 °C’lik suya birakilarak
kirigikliklarin  agilmasi saglanmistir. Dokularin aktarilacagi lamlar {izerine doku
kimlik bilgileri yazilmis ve ardindan lamlar 45°’lik a1 ile su banyosuna daldirilmis
ve acilan kesitler lam tizerine alinmistir. Daha sonra lamlar dik konumlandirilarak
kurumaya birakilmigtir. Lamlar iizerine yeterli doku 6rnegi alindiktan sonra kesit
alinan parafin blogun kesit yiizeyi sicak parafin ile kapatilmistir. Lamlara alinan
kesitler bir gece boyunca 37 °C’lik etiivde bekletilerek, kesitlerin parafinden

arindirilmasi ve lama yapigmasi saglanmustir.
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3.2.5. Kesitlerin Boyanmasi

Deneklerden alinan doku kesitlerindeki yapisal farkliliklarr gézlemlemek igin

Hematoksilen&Eosin boyamasi yapilmistir.

Hematoksilen-Eosin Boyamasi

Kesit alma isleminin ardindan deparafinizasyon islemi ig¢in parafin bloktan
lama alinmis 5 pm’lik 6rnek kesitler etiivde bir gece bekletilmistir. Etiivden alinan
kesitler kimyasal deparafinizasyon islemi ig¢in 30’ar dakika 2 degisim ksilende;
kimyasal deparafinizasyondan sonra rehidratasyon islemi ic¢in 2’ser dakika azalan
alkol konsantrasyonlarinda (%95°lik, 80’lik, 70’lik ve 60’lik etil alkol serilerinde)
tutulmustur. Rehidratasyondan sonrasinda 5 dakikalik akarsu yikamalar
gerceklestirilmis, akarsudan sonra 6 dakika Hematoksilen boya (Merck) ile muamele
edilmesinin ardindan 5 dakikalik akarsuya birakilmistir. Bu islemi takiben
diferansiyasyon iglemi igin asit alkol sollisyonuna 1-3 saniye batirilip ¢ikarilmis ve
yeniden 5 dakikalik akarsu yikamasi gerceklestirilmistir. Daha sonra 5 dakika eosin
boya (Merck) soliisyonunda tutulmus ve 3 dakikalik akarsu yikamasi
gerceklestirilmistir. Kesitler sirasiyla 1’er dakikalik %80 ve 95°lik alkol iginde
tutulduktan sonra 1 saat ksilende bekletilmistir. Bu islemlerin ardindan kesitler
tizerine entellan damlatilarak kesitler lamel ile kapatilmis, penset vasitasiyla hava
kabarciklar1 cikarilmistir. Islemlerin  sonunda hiicreler niikleuslart mavi-mor;
stoplazma ve diger doku kisimlari pembe renk alarak 151k mikroskobu altinda
incelenecek duruma gelmistir. Boyanan preparatlar Olympus Bx43 tipi kamera
atagmanli 151k mikroskobunda (Olympus SC100) incelenmis, Kesitler dijital fotograf

makinesi ile fotograflanmistir.

Doku ornekleri histopatolojik olarak kas liflerinin disorganizasyonu,
interstisyel 6dem, interstisyel hemoraji, nikleer dejenerasyon, perinukleer
vakuolizasyon, inflamatuar hiicre varlig1 ve fibrozis bakimindan degerlendirilmis ve
histopatolojik degisimler skorlanmistir. Her histopatolojik degisim 1 puan olarak

degerlendirilmis; degisim bulunmayanlar 0 kabul edilmistir. Histolopatolojik hasar
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derecesi parametrelerin toplam puanina gore degerlendirilmistir (0-2 puan: Hasar

yok; 3-4 puan: Hafif derecede hasarli 5-7 puan: Hasarli) (129).

3.2.6. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Tumor Necrosis Factor Alfa Tayini

TNF-a antikoru ile kapl kuyucuklara kalp dokusu homojenati pipetlenmis,
doku 37 °C‘de 90 dk inkube edilmistir. Her kuyucuga biotin isaretli antikor
eklenmis, 37 °C’de 60 dk inkube edilmis sonrasinda 3 kez 350 mikrolitre yikama
sollisyonuyla yikama islemi gerceklestirilmistir. Avidin biotin peroksidaz komplex
eklenerek 30 dk 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez 350 mikrolitre yikama
soliisyonuyla yikama yapilmistir. Kromojen eklenmis, 151ksiz ortamda 37 °C’de 30

dk inkiibe edilmis ve siire bitiminde tepkime H2SO4 kullanilarak sonlandirilmustir.

Kreatin Kinaz Miyokardiyal Band Tayini

CK-MB antikoru ile kaplh kuyucuklara kalp dokusu homojenati
pipetlenmistir. Her kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin isaretli HRP
enzimi eklenmis, 37 °C’de 60 dk inkiibe edilmis sonrasinda 5 kez 350 mikrolitre
yikama sollisyonuyla yikama islemi gerceklestirilmistir. HRP enzimi i¢in substrat
eklenmesinin ardindan karanlikta 37 °C’de inkiibe edilmis ve siire sonunda H2SO4

kullanilarak tepkime sonlandirilmstir.

Interlékinlerin Tayini

IL-1, IL-18 ve IL-6 antikorlar: ile kapl kuyucuklara kalp dokusu homojenati
pipetlenmistir. Her kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin isaretli HRP
enzimi eklenmis, 37 °C’de 60 dk inkiibe edilmis sonrasinda 5 kez 350 mikrolitre
yikama soliisyonuyla yikama islemi gergeklestirilmistir. HRP enzimi i¢in substrat
eklenmesinin ardindan karanlikta 37 °C’de inkiibe edilmis ve sure bitiminde H2SO4

kullanilarak tepkime sonlandirilmistir.
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Nitrik Oksit Tayini

NO antikoru ile kapli kuyucuklara kalp dokusu homojenati pipetlenmistir.
Her kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin isaretli HRP enzimi eklenmis, 37
°C’de 60 dk inkiibe edilmis daha sonra da 5 kez 350 mikrolitre yikama soliisyonuyla
yikama islemi gergeklestirilmistir. HRP enzimi i¢in substrat eklenmesinin ardindan
karanlikta 37 °C’de inkiibe edilmis ve siire bitiminde H>SO4 kullanilarak reaksiyon

sonlandirilmustir.

Hipoksi ile indiiklenen Faktor 1o Tayini

HIF-1a antikoru ile kapli kuyucuklara kalp dokusu homojenati pipetlenmistir.
Her kuyucuga biotin isaretli antikor ve streptavidin igaretli HRP enzimi eklenmis, 37
°C’de 60 dk inkiibe edilmis daha sonra da 5 kez 350 mikrolitre yikama soliisyonuyla
yikama islemi gergeklestirilmistir. HRP enzimi i¢in substrat eklenmesinin ardindan
karanlikta 37 °C’de inkiibe edilmis ve siire bitiminde H>SO4 kullanilarak reaksiyon

sonlandirilmistir.

Total Antioksidan Seviye Tayini

Doku orneklerinde total antioksidan seviyesi, Architect C16000 (Abbott
Diagnostic, USA) marka klinik kimya otoanalizorii kullanilarak kit (Rel Assay
Diagnostics, Referans No: RL0O017; Lot No: DR15056A) yardimiyla tayin edilmistir.
Olgtim, numunelerdeki antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli 2,2’-azino bis (3-etil
benzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) radikalini, renksiz indirgenmis ABTS formuna
indirgemesi esasina dayanmaktadir 660 nm’deki absorbans degisimi numunedeki
total antioksidan diizeyiyle alakalidir. Olgiimde, kalp dokusu homojenatindan elde

edilen siipernatan kullanilmistir.

Total Oksidan Seviye Tayini

Doku orneklerinde total antioksidan seviyesi, Architect C16000 (Abbott
Diagnostic, USA) marka klinik kimya otoanalizorii kullanilarak kit (Rel Assay
Diagnostics, Ref No: RL0024; Lot No: NR130440) araciligiyla olgiilmiistiir.

Numunede bulunan oksidanlar, ferréz iyon-selatér kompleksini ferrik iyona
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yukseltger. Olusan ferrik iyon ph’s1 diisiik ortamda kromojenle renkli bir kompleks
olusturur. Rengin spektrofotometrik olarak belirlenen yogunlugu, numunede bulunan
oksidan molekiillerin total miktariyla ilgilidir. Olglimde kalp dokusu homojenatindan

elde edilen siipernatan, standart olarak hidrojen peroksit ¢ozeltisi kullanilmistir.

Superoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

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

Bu metotta superoksit Uretmek amaciyla ksantin ve ksantin oksidaz
kullanilmaktadir. Reaksiyon sonunda ortaya ¢ikan siiperoksit, 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazolyumklorid 41 (INT) ile tepkimeye girer ve bu etkilesim
kirmizi renk formazon olusumuna Yol acar. Numunelerdeki SOD aktivitesi
tepkimenin inhibisyonuna gore belirlenir. INT dlzeyinin azalmast %50 oraninda
inhibe eden SOD iinite olarak ifade edilir ve 505 nm’de absorbans okumasi yapilir.

SOD aktivitesi doku icin “U/mg protein’’ olarak hesaplanmuistir.

Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Dokuda GPx analizi Randox Ransel marka GPx (Lot No: 360781; Ref No:
RS505) kiti kullanilarak yapilmistir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Paglia ve
Valentine yontemine dayali saptanir. Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksit ile
glutatyonun oksidasyonunu Kkatalizler. Kiimen hidroperoksidin indirgenmesiyle
ortaya ¢ikan okside glutatyon (glutatyonun yiikseltgenmis formu) (GSSG), glutatyon
rediiktaz (GR) ve NADPH varligimda NADPH’in NADP"’ye yiikseltgenmesiyle
indirgenir. Enzim aktivitesi, spektrofotometrik yontemle 340 nm’de absorbanstaki

degisim izlenerek belirlenir.

Katalaz Tayini

Katalaz tayini, kinetik 6l¢iime dayali Aebi yOntemine dayanir. Katalaz,

hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijen vermek iizere bozunmasini katalize eder.
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Calismamizda katalaz aktivitesi, hidrojen peroksit konsantrasyonunda birim
zamandaki azalmanin 240 nm'de spektrofotometrik yontemle izlenmesiyle
belirlenmistir.

Dokuda katalaz aktivitesinin tayini i¢in onceden hazirlanan homojenizatlar,
50mM fosfat tamponu (pH=7,0) ile 1:5 oraninda seyreltilmis, 2,00 mL homojenizat
Uzerine 1,00 mL hidrojen peroksit ¢ozeltisi (30mM) eklenip 15’er saniye araliklarla
240 nm’deki absorbans degisimleri kaydedilmistir. Benzer igslemler kor denemeyle
de tekrarlanmis, aktivite hesabi, baslangi¢ ile 30. saniye absorbanslar1 g6z éninde
bulundurularak ve hemolizat i¢in kullanilan formiile gore hesaplanmistir. Elde edilen
degerlerin seyrelme faktorii ile ¢arpilmis, protein miktarina boliinmis ve “k/g

protein’’ cinsinden aktivite birimi ifade edilmistir.

Aspartat Aminotransferans Tayini

Ratlarin AST seviyeleri Architect C16000 (Abbott Diagnostic, USA) marka
klinik kimya otoanalizorii kullanilarak tespit edilmistir. (Lot No: 91778UN15; Ref
No: 7D81-21). Aspartat aminotransferaz enzimi, L-Aspartik asidin amin grubunu o-
ketoglutarik aside tasiyarak glutamik asit ve oksalasetik asit olusumunu katalize eder.
Ortamda yeterli miktarda a-ketoglutarat ve L-Aspartat bulunmasi halinde AST,
okzaloasetat ve L-Glutamat olusumuna sebebiyet verir. Meydana gelen okzaloasetat
NADH varliginda malat dehidrogenaz enzimi ile L-Malat’a indirgenir ve NAD

meydan ¢ikar.

Malondialdehit Tayini

Bu iirlin, biyolojik materyallerde farkli kovalent bagli formlarda ve serbest
halde bulunur. Sicakta asit veya bazla muameleyle kovalent yapidan ayristirilir.
MDA tayini, TBA ile tepkimeye girerek olusturdugu renkli kompleksin
spektrofotometrik yontemle izlenmesine dayanir.

Tipler 0,5 mL numune Gzerine 2,5 mL %10'luk TCA ilave edilerek vortekste
karistirtlmalarinin ardindan, 15 dakika kaynar suda bekletilip hemen sogumaya
alimmistir. 5000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiijleme islemi ardindan her bir
siipernatandan 2'ser mL baska bir tiipe aktarilmis, lizerine de 1 mL %0,67'lik TBA

eklenip vortekste karistirma iglemi yapilmistir.
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3.2.7. istatistiksel Analiz

Calismanin EKG, biyokimya ve histoloji verilerinin tlm istatiksel
degerlendirmesinde SPSS 22.0 (Statistical Package for Social Sciences) istatistik
programi kullanilmigtir. Gruplar aras1 farkliliklar1 saptamak i¢in Kruskal-Wallis
varyans analizi yapilmig, anlamlilik ortaya ¢ikmasi halinde bu anlamliligin hangi
gruplar arasinda oldugunu gorebilmek amaciyla non-parametrik yontem Mann-
Whitney U testiyle ikiserli karsilastirma yapilmistir. Histoloji bulgularmin
istatistiginde ki-kare testi uygulanmis, ortalamalar ile standart sapmalar hesaplanarak

p degerinin 0.05’ten kii¢lik oldugu durumlar anlamli olarak kaydedilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. EKG Bulgular:

Tablo 3’te kontrol ve ilag gruplarinda 6l¢iilen EKG parametrelerinin istatistiksel

degerlendirmesi verilmektedir.

Tablo 3: Gruplarin EKG parametre degerleri

PR (s) QRS () RR () QT (s) QTc (s)
Gruplar Ort+Ss ort+ss Ort+Ss Ort+Ss Ort+Ss
Kontrol 0.050+0.006 0.01820.002 0.284+0.074 0.08920.021 0.167%0.024
DXR 0.05940.013+ 0.02420.006 0.274+0.046 0.12140.021 0.233+0.040¢
DXR+Mel  0.059+0.004+ 0.022+0.002+ 0.275£0.037 0.111£0.017+ 0.212+0.026+
DXR+ADR  0.055+0.007+ 0.019::0.002+* 0.303:£0.059 0.1070.021¢+  0.1950.033¢+*

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, s: Saniye, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin, ADR: Adrenomedullin
+: Kontrol grubuna gore anlamli (p<0,05);

»: DXR grubuna gore anlamli (p<0,05),

*: DXR+MEL grubuna goére anlamli (p<0,05)

Kardiyotoksisite ajan1 olan DXR enjekte edilen sicanlardaki EKG parametre
degerleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda, hem PR intervali hem QRS siresi daha
uzun bulunmus, buna paralel olarak QT ve QTec siireleri uzamstir.

DXR+MEL grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda PR intervali, QRS siiresi,
QT ve QTec siirelerinde uzama goézlenmistir.

DXR+ADR grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda PR intervali, QT ve

QTec siirelerinde istatistiksel olarak anlamli uzama tespit edilmistir.

4.2. Histoloji Bulgular:

Hayvanlarin sol kalpte olusan histopatolojik hasar derecesine gore gruplar
arast dagilimi Tablo 4’te belirtilmistir. Sonuclara gére kontrol grubunda bulunan

hayvanlarin 5 (%83,3)’inde normal histolojik yap1; 1 (%16,7) tanesinde hafif hasar
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gozlenmigtir. DXR grubundaki 1 (%12,5) hayvaninin dokusunda hafif hasar
bulunurken, 7 (%87,5) tanesinin hasarli grupta yer aldig1 belirlenmistir. DXR+MEL
grubunda 3 hayvanin (%50,0) hafif, diger 3 (%50,0)’iiniin ise hasarli dokuya sahip
oldugu tespit edilmistir. DXR+ADR grubunda yer alan 7 denekten ise 3 (%42,9)’u
hafif hasarli, 4 (%57,1)’1 hasarli oldugu ortaya ¢ikmustir.

Tablo 4: Hayvanlarin sol kalpte olusan histopatolojik hasar derecesine gore dagilimi

CRUPLAR HASAR YOK HAFE&‘)‘SAR HASARLI TOPLAM
n (%) n (%) n (%)
Kontrol 5 (83,3) 1(16,7) 0(0,0) 6 (100)
DXR 0(0,0) 1(12,5) 7 (87,5) 8 (100)
DXR + MEL 0(0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 6 (100)
DXR + ADR 0 (16,7) 3 (42,9) 4 (57,1) 7 (100)
Toplam 5 (18,5) 8 (29,6) 14 (46,2) 27 (100)

Tablo 5°te sol kalbin histolojik incelemesi sonucu elde edilen hasar
skorlarmin ortalama degerleri belirtilmistir. Kruskal-Wallis testinin sonucuna gore
gruplar arasinda anlaml fark tespit edilmistir. Kontrol grubunun ortalama degeri
(1,50 £ 1,22) DXR (5,50 + 1,06), DXR+MEL (4,50 + 1,04) ve DXR+ADR (5,00
1,15) gruplarinin ortalama degerlerinden kiiglik ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. DXR+MEL ve DXR+ADR gruplar1 ile DXR grubu arasinda

istatistiksel acidan anlamlilik tespit edilmemistir.
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Tablo 5: Sol kalpteki histopatolojik hasar skorlarinin ortalama degerleri

Gruplar N Mean £ SS
Kontrol 6 1,50 £ 1,22
DXR 8 5,50 +£1,06¢
DXR + Mel 6 450 £1,04¢
DXR + ADR 7 5,00+1,15¢

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin,
ADR: Adrenomedullin

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

»: DXR grubuna gore anlamli (p<0,05)

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

Resim 1: Kontrol grubu sol ventrikil normal doku gériintiisi (H&E boyama X40; bar: 20um)
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Resim 2: Kontrol grubu sol ventrikiil normal doku gérinimi (H&E boyama X40; bar: 20pum)

Resim 3: DXR grubunda olusan hasar goriintiisii (H&E boyama X40; bar: 20um)
[]: interstisyel 6dem : O: liflerde disorganizasyon : A\ fibrozis ;
"y : niikleer dejenerasyon
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Resim 4: DXR grubunda meydana gelen hasar gérintist (H&E boyama X40; bar: 20um)
[J: interstisyel 6dem - O: liflerde disorganizasyon - A fibrozis . (7 : niikleer dejenerasyon

Resim 5: DXR grubunda meydana gelen hasar gorintusi (H&E boyama X40; bar: 20pum)
[J: interstisyel 6dem - (): liflerde disorganizasyon ;Ai fibrozis .
() : nitkleer dejenerasyon . < interstisyel hemoraji . <'=: periniikleer vakuolizasyon
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Resim 6: DXR grubunda olusan hasar goriintiisii (H&E boyama X40; bar: 20pum)
[J: interstisyel 6dem . (): liflerde disorganizasyon . /\: fibrozis . (J : nitkleer dejenerasyon .
< interstisyel hemoraji

Resim 7: DXR grubunda meydana gelen hasar goriintusi (H&E boyama X40; bar: 20um)

2 infiltrasyon
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Resim 8: DXR+MEL grubu sol ventrikil dokusunun gériinimi (H&E boyama X40-bar: 20pum)
[J: interstisyel ddem - O: liflerde disorganizasyon - (7 : niikleer dejenerasyon ;
< interstisyel hemoraji

Resim 9: DXR+MEL grubu sol ventrikil dokusunun gériintisi (H&E boyama X40-bar: 20um)
[7: interstisyel ddem . ( : nitkleer dejenerasyon .= interstisyel hemoraji

46



Resim 10: DXR+MEL grubu sol ventrikiil dokusunun gérinimi (H&E boyama X40-bar: 20pum)
[J: interstisyel 6dem - (7 : niikleer dejenerasyon : (): liflerde disorganizasyon

Resim 11: DXR+ADR grubu dokusunda olusan degisim (H&E boyama X40- bar: 20pum)
[1: interstisyel dem . (7 : niikleer dejenerasyon . /\: fibrozis
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Resim 12: DXR+ADR grubu dokusunda olusan degisim (H&E boyama X40- bar: 20um)
[7: interstisyel 6dem . (U : niikleer dejenerasyon .= interstisyel hemoraji

Resim 13: DXR+ADR grubu dokusunda meydana gelen degisim (H&E boyama X40- bar: 20pum)
[J: interstisyel dem - () : nitkleer dejenerasyon : N fibrézis; <7: periniikleer vakuolizasyon
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Resim 14: DXR+ADR grubu dokusunda meydana gelen degisim (H&E boyama X40- bar: 20um),
[71: interstisyel ddem . ( : nitkleer dejenerasyon .<(~: interstisyel hemoraji .

O: liflerde disorganizasyon

Gruplarmm sag ventrikiill dokularinda olusan hasar seviyelerine gore
dagilimlar1 Tablo 6’da gosterilmistir. Kontrol grubunda bulunan 6 (% 100,0)
hayvanin tamaminin normal histolojik yap1 gosterdigi saptanirken; DXR grubunda
bulunan 8 (% 100) hayvanin 1 (% 12,5) tanesi hafif derecede hasarli, 7 (% 87,5)
tanesi hasarli sinifina girmistir. DXR+MEL grubundan 3 (% 50,0) hayvan normal
histolojik yapiya sahip iken, 2 (% 33,3) tanesi hafif derecede hasarli, 1 (%16,7)
tanesi hasarli smifina dahil olmustur. DXR+ADR grubunda bulunan 7 (% 100)
hayvanin 1 (% 14,3) tanesinde hafif hasar gozlenirken, 6 (% 85,7) tanesinde hasar

tespit edilmistir.
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Tablo 6: Hayvanlarin sag kalpte olusan histopatolojik hasar derecesine gére dagilimi

HAFIF
GRUPLAR HASAR YOK HASAR HASARLI TOPLAM
n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontrol 6 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0) 6 (100)
DXR 0(0,0) 1(12,5) 7(87,5) 8 (100)
DXR + MEL 3 (50,0) 2 (33,3) 1(16,7) 6 (100)
DXR + ADR 0(0,0) 1(14,3) 6 (85,7) 7 (100)
Toplam 9 (33,3) 4 (14,8) 14 (51,9) 27 (100)

Deney gruplariin hasar skorlamasi yapilmis ve ortalama degerler Tablo 7°de

verilmigtir. Skorlama sonucu yapilan istatistiksel sonuca gore gruplar arasinda

+

anlamli fark oldugu saptanmustir. Kontrol grubunun ortalama degeri (0.50 + 0.83),

DXR (5.75 + 1.03), DXR+MEL (2.66 + 1.36) ve DXR+ADR (5.71 * 1.11)

gruplarimin ortalama degerlerinden kiiciik ve istatistiksel olarak anlamlidir.

DXR

grubu DXR+MEL grubu ile Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunurken, DXR+ADR grubu ile arasinda anlam tespit edilmemistir. DXR+MEL

grubu ortalamast DXR+ADR ile mukayese edildiginde ise anlamli derecede diigiik

bulunmustur.

Tablo 7: Sag kalpteki histopatolojik hasar skorlarinin ortalama degerleri

GRUPLAR n Mean + SS
Kontrol 6 0.50+0.83
DXR 8 5.75+1.03+
DXR + MEL 6 2.66 £ 1.36¢-
DXR + ADR 7 571+ 1.11e*

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin,
ADR: Adrenomedullin

+: Kontrol grubuna gore anlaml1 (p<0,05)

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

*: DXR+MEL grubuna gére anlamli (p<0,05)
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Resim 15: Kontrol grubu sag ventrikiil doku goriintisii (H&E boyama X40; bar: 20um)

Resim 16: Kontrol grubu sag ventrikiil doku goriiniimii (H&E boyama X40; bar: 20pum)
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Resim 17: DXR grubu sag ventrikiilde meydana gelen hasar goriintusi (H&E boyama X40- bar:
20pm) ¢ interstisyel ddem . ( : niikleer dejenerasyon .<(>: interstisyel hemoraji .

O: liflerde disorganizasyon

Resim 18: DXR grubu sag ventrikiilde olusan hasar géruntisi (H&E boyama X40- bar: 20pum)
[1: interstisyel 6dem . (7 : niikleer dejenerasyon . /\: fibrozis . <=: perinikleer vakuolizasyon
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Resim 19: DXR grubu sag ventrikiilde olusan hasar goérintiisii (H&E boyama X40- bar: 20um)
[7: interstisyel ddem - (O : nitkleer dejenerasyon .<{>: interstisyel hemoraji .

(): liflerde disorganizasyon . infiltrasyon

Resim 20: DXR grubu sag ventrikiilde olusan hasar géruntiisi (H&E boyama X40- bar: 20um)
[7: interstisyel ddem - (O : nitkleer dejenerasyon .<{>: interstisyel hemoraji .

(): liflerde disorganizasyon ;C): infiltrasyon . /\: fibrozis
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Resim 21: DXR grubu sag ventrikiilde meydana gelen hasar goriintusi (H&E boyama X40- bar:
20pm) < interstisyel hemoraji

Resim 22: DXR+MEL grubu sag ventrikiil doku goriintiisii (H&E boyama X40-bar: 20pum)
[7: interstisyel ddem . ( : niikleer dejenerasyon .<(>: interstisyel hemoraji
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Resim23: DXR+MEL grubu sag ventrikiil doku gériinimi (H&E boyama X40-bar: 20um)
() : nitkleer dejenerasyon - <7: periniikleer vakuolizasyon

Resim 24: DXR+MEL grubu sag ventrikiil doku goriintiisit (H&E boyama X40-bar: 20pum) ,
[ interstisyel 6dem . (J : nilkleer dejenerasyon
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Resim 25: DXR+ADR grubu sag ventrikiil dokusunda olusan degisimler (H&E boyama X40-
bar:20pm) [J: interstisyel sdem . (J : nitkleer dejenerasyon . (J: liflerde disorganizasyon -

A: fibrozis

Resim 26: DXR+ADR grubu sag ventrikiil dokusunda olusan degisimler (H&E boyama X40-
bar:20um) [ interstisyel ddem . (7 : nitkleer dejenerasyon . (J: liflerde disorganizasyon -

/\: fibrozis . <~ interstisyel hemoraji
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Resim 27: DXR+ADR grubu sag ventrikiil dokusunda olusan degisimler (H&E boyama X40-
bar:20um) [ interstisyel ddem . (7 : nitkleer dejenerasyon . (J: liflerde disorganizasyon -

/\: fibrozis . < interstisyel hemoraji

Resim 28: DXR+ADR grubu sag ventrikiil dokusunda olusan degisimler (H&E boyama X40-
bar:20pm) [J: interstisyel sdem . O : nitkleer dejenerasyon . (: liflerde disorganizasyon -

/\: fibrozis -<3: periniikleer vakuolizasyon
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Resim 29: DXR+ADR grubu sag ventrikiil dokusunda olusan degisimler (H&E boyama X40-
bar:20pum) [ interstisyel dem . (3 : niikleer dejenerasyon : (): liflerde disorganizasyon .

/\: fibrszis . <= interstisyel hemoraji

Resim 30: DXR+ADR grubu sag ventrikiil dokusunda olusan degisimler (H&E boyama X40-
bar:20um) [J: interstisyel ddem . (3 : niikleer dejenerasyon . (): liflerde disorganizasyon ;

/\: fibrozis . <= interstisyel hemoraji .C_: infiltrasyon
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4.3. Biyokimya Bulgular

Kontrol ve deney gruplarinda dokuda olgllen biyokimyasal parametre
sonuclart ve istatistiksel degerlendirmeler Tablo 8’de gosterilmistir. Kreatin kinaz
miyokardiyal bant (CK-MB) seviyeleri incelendiginde DXR grubunda kontrol
grubuna gore anlamli artis gozlenirken, DXR+MEL grubunda anlamli diisiis
belirlenmistir. DXR grubu ile kiyaslandiginda DXR+MEL grubunda anlamli azalma
oldugu bulunmugtur. DXR+ADR grubunda DXR+MEL grubuna gore anlamli artisa
rastlanmustir.

HIF-1a diizeyleri degerlendirildiginde sadece DXR+MEL grubunda kontrol
grubuna gore azalma goriilmiistiir. Ek olarak DXR-+ADR grubunda DXR+MEL

grubuna gore anlamli artis oldugu belirlenmistir.

Interlokin-1 (IL-1) seviyesi ele alindiginda kontrol grubuna goére sadece
DXR+MEL grubunda azalma gozlenmistir ve bu azalma anlamlidir. DXR grubu ile
karsilastirildiginda yine sadece DXR+MEL grubunda anlamli azalma oldugu tespit
edilmistir. DXR+MEL ile DXR+ADR gruplart kiyas edildiginde ise DXR+ADR
grubunda DXR+MEL grubuna gore anlamli artis meydana gelmistir.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, IL-6 seviyesinde diger higbir grup
arasinda fark tespit edilmemistir. DXR grubuyla kiyas edildiginde DXR-+MEL
grubunda anlamli diisiis meydana geldigi belirlenmistir. DXR+ADR ile DXR+MEL
gruplart birbiriyle kiyaslandiginda DXR+ADR grubunda DXR+MEL grubuna gore
anlamli artis gézlenmistir.

IL-18 seviyesi incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla DXR+MEL grubunda
anlamli azalma tespit edilmistir. DXR grubu ile kiyaslandiginda, DXR+MEL
grubunda belirgin diisme saptanmistir. DXR+MEL grubuna gére de DXR+ADR
grubunda anlaml1 derecede artma meydana gelmistir.

Lipit peroksidasyonunun son driuni olan MDA duzeyi, kontrol grubuna gore
DXR grubunda anlamli derecede yiiksek, DXR+ADR grubunda anlamli 6lciide
diisiik bulunmustur. DXR grubuyla karsilastirildiginda DXR+MEL ve DXR+ADR
gruplari ortalamasinin anlamli olarak azaldig1 géze carpmistir.

NO degerleri bakimindan kontrol grubuna gore sadece DXR+MEL grubunda

azalma gozlenmistir ve bu azalma anlamlidir. DXR+MEL grubunda DXR grubuna
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gore anlamli bir azalma, DXR+ADR grubunda DXR+MEL grubuna gore anlamli bir
artma saptanmugtir.

Endojen antioksidan olan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi kontrol
grubuyla kiyaslandiginda DXR ve DXR+MEL gruplarinda diisiis gdzlenmis ve bu
diistisin anlamli oldugu fark edilmistir. DXR grubuna kiyasla DXR+MEL grubunda
anlamli bir azalma meydana gelmistir. DXR+ADR grubunda ise DXR+MEL

grubuna gore anlamli bir artis s6z konusu olmustur.
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Tablo 8: Dokuda dl¢iilen biyokimyasal parametre degerleri

Kontrol DXR DXR+MEL DXR+ADR
(n=6) (n=8) (n=6) (n=7)
Ort+SS Ort+SS Ort£SS Ort£SS
CK-MB 7,21+2,28 11,96+3,55¢ 4,070,74 ¢+ 9,19+2,73*
(ng/mg protein)
HIF-1a 2,22+0,60 3,07+1,67 1,45+0,38¢ 2,89+0,62*
(ng/mg protein)
AST 1284,83+512,47 1298,37+398,20 1182,16+249,02 2015,42+635,78
(U/g protein)
TNF-a 125,49+48,56 102,02+47,70 100,94+35,62 92,76+22,32
(pg/mg protein)
IL1 39,58+11,86 58,90+21,80 22,3145,12¢ 47,65+10,87*
(pg/mg protein)
IL6 4,62+2,10 7,66+3,25 2,80+0,82¢ 6,87+1,61*
(ng/g protein)
1L18 127,33+£19,45 193,77481,32 74,19£19,21 ¢+ 149,11+27,62*

(pg/mg protein)

MDA
(nmol/mg protein)

NO
(umol/g protein)

SOD
(U/mg protein)

GPx
(U/mg protein)

CAT
(k/g protein)

TAS
(mmol/g protein)

TOS
(umol/g protein)

280,66+11,03 344,83+57,49+ 200,54+103,59- 203,31+57,21 ¢+

70,16x22,24 79,14+30,87 38,57+12,64 ¢ 73,17+£13,21*
8,25£1,52 6,33+1,67 5,36£1,55 8,90£3,79
2,08+0,81 1,38+0,24¢ 0,92+0,23 ¢+ 1,62+0,67*
4,59+1,61 4,25+1,07 4,32+1,21 5,87+1,78
0,12+0,07 0,12+0,07 0,07+0,02 0,09+0,04
2,11+1,55 0,46+0,19 0,78+0,49 0,56+0,24

Ort: Ortalama,

Adrenomedullin

SS: Standart Sapma, DXR: Doksorubisin, Mel: Melatonin, ADR:

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

*: DXR grubuna gore anlamli (p<0,05),
*: DXR+MEL grubuna gére anlamli (p<0,05)
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5. TARTISMA

Bu calismada DXR ile olusturulan kardiyotoksisite lizerine adrenomedulinin
etkilerinin incelenmesi ve bu etkilerin melatonin gibi iyi bilinen bir antioksidan ile

kardiyak hasar1 6nleyici etkisi agisindan kiyaslanmasi hedeflenmistir.

5.1. Elektrokardiyografi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Kardiyak hasarlarin belirlenmesinde EKG 6nemli bir veridir. Bir kemoterapotik
ajan olan DXR’m kalp tizerinde yarattigi toksik etkilerin gosterilmesinde énemli bir
veri olarak kullanilmistir. DXR enjekte edilen ratlarda PR (217), QRS (218, 219),
QT (217, 218, 220-222) ve QTc (222) sureleri ile farelerde QRS (223) ve QT (224-
226) siirelerinde kontrole kiyasla anlamli uzama bildirilmistir. Bir grup arastirmaci
da (227) ratlarda DXR uygulamasinin QRS, PR ve QTec siirelerinde kontrol grubuna
gore anlamli uzama gdsterdigini rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamiz da literatiirii
desteklemektedir. Calismamizda kontrol grubu ile kiyaslandiginda DXR grubunun
PR, QRS, QT ve QTc siirelerinin anlamli olarak uzadig: goriilmiistiir. DXR’1n PR ve
QRS siirelerinde uzama yapmasi, sirasiyla atriyoventrikiler (A-V) ve intraventrikiler
iletiyi yavaslattigini; QT siiresinin uzamasi1 repolarizasyon siiresinin uzadigini
diistindiirmektedir.

Bilinen en iy1 antioksidanlardan olan melatonin pek c¢ok kalp ile ilgili calismada
kullanilmistir. Calismamizda DXR-+MEL grubu ratlarin PR, QRS, QT ve QTc
stirelerinde kontrol grubuna goére anlaml artig tespit edilmistir. Literatiirde DXR ile
olusturulmus kardiyotoksisitenin sebep oldugu EKG degisiklikleri iizerine
melatoninin belirtilen parametreler tizerine etkinligini gosteren bir ¢alisma yoktur.
Bu yoniiyle ilk olan ¢alismamizda bulgular, DXR’1n yol actig1 elektrokardiyografik
degisiklikler lizerine melatoninin ayn1 sekilde etkiye devam ettigini gostermektedir.

ADR c¢ok yeni bulunan bir madde olup glnimizde pek c¢ok yonuyle
calisilmaktadir. Potent vazodilatatér bir madde olmas1 yoniiyle kardiyak calismalar
oldukca fazladir. Calismamiz ADR’nin DXR kardiyotoksisitesindeki etkinligini

arastiran ilk ¢alismalardan biridir.
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Bu ¢alismada DXR+ADR grubunun PR, QT ve QTec siireleri kontrol grubuna

gore istatistiksel agidan anlamli olarak uzun bulunmustur.

5.2. Histoloji Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sag kalbin histolojik olarak incelenmesinde, DXR’1n kalp dokusunda negatif
yonde anlamli histolojik degisiklikler yaptigi saptanmis; MEL uygulamasinin bu
negatif etkileri istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde 6nledigi, ADR verilmesinin
ise korumadigr goriilmiistiir.

Sol kalpte DXR uygulamasinin kontrol grubuyla kiyas edildiginde tiim deney
gruplarinda anlamli derecede doku harabiyetine sebep oldugu gézlenmis, MEL ya da
ADR uygulamasinin bu haraplanmay1 dnleyemedigi fark edilmistir.

Elde edilen histolojik bulgular total olarak ele alindiginda DXR’1n kalpte yol
actig1 histopatolojik hasarin MEL ile azaltildig; fakat ADR’nin hasar1 azaltici etkiye
sahip olmadig1 goriilmiistiir. Literatiirde de DXR ile olusturulmus kardiyotoksisiteye
kars1 melatoninin protektif etkiye sahip oldugunu gosteren calismalar mevcuttur

(126, 127, 228-230). Bizim ¢alismamiz da bu ¢alismalari desteklemektedir.

5.3. Biyokimya Bulgularinin Degerlendirmesi

CK-MB akut donemde kalp hasarmi gosteren bir izoenzimdir. Normalde
kanda diisiik diizeylerde bulunan ve hasar meydana geldiginde kandaki seviyesi
yiikselmeye baslayan CK-MB’nin kaynagi kalp kasidir. O nedenle kardiyak hasarin
gosterilmesinde ¢alismamizda kullanilmistir. DXR grubunun ortalama CK-MB
degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. DXR’la birlikte
melatonin verilmesi durumunda deger istatistiksel olarak anlamli azalmigtir. Bu
sonuglar literatiirle uygunluk gostermektedir. Daha 6nce yapilmis c¢alismalarda da
DXR, plazma CK-MB degerini artirirken DXR ile birlikte MEL uygulamasi bu artisi
onlemistir (127, 231). isoproterenolle olusturulan miyokardiyal infarktiiste melatonin
enjeksiyonu benzer etki yaratmistir (232).

HIF-1 (Hipoksiyle Indiiklenebilir Faktor-1) timor hcrelerinin hipoksiye olan

adaptasyon mekanizmalarindan biridir. HIF-1a hipoksiye hizli bir sekilde cevap
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verebilmek i¢in hiicreler tarafindan diizenli olarak sentezlenen, hipoksik ortamda
miktar olarak artan bir HIF-1 subinitidir ve HIF-1’in aktivitesini belirler. Bu
calismada HIF-1a seviyesinde DXR+MEL grubunda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel ag¢idan anlamli azalma gozlenmistir; bu yoniiyle calismamiz literatiirde
ilktir.

Sitokinler immiin sistem hiicrelerinin  gelismesi, farklilasmasi ve
aktivasyonunda, antijen sunumu, adezyon molekullerinin ekspresyonu, akut faz
yanitlar1 gibi immiin yanitin ve inflamasyonun her sathasinda, hiicre 6liimiinde,
hematopoez ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok biyolojik olayda hiicreler arasi iletisimi
saglayan protein yapisinda aract molekiillerdir. Inflamatuar aracilarin aktiflenmesi,
ROS iiretimi artisina ve oksidatif strese sebebiyet verir. Proinflamatuar ve anti-
inflamatuar olmak {izere iki tlirii bulunur. Yapilan ¢alismalar melatoninin serbest
radikalleri siiptiriicti etkide oldugunu, antioksidan enzimleri artirdigini (233, 234);
sitokinleri ve inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu inhibe ettigini gostermistir
(235). Bizim ¢alismamizda, DXR ile olan artisi, DXR+MEL grubu, kontrol grubuna
gore proinflamatuar sitokinlerden IL-1 ve IL-18’i anlamli sekilde azaltmistir. DXR
grubuna kiyasla IL-1, IL-18 ve anti-inflamatuar sitokinlerden IL-6 seviyelerinin
anlamli  sekilde azaldigi gorilmistir. Bu bulgular literatiirle paralellik
gOstermektedir.

Oksidatif stresin dokudaki en son gostergelerinden birt MDA dir ve serbest
radikallerin yol agtig1 lipit peroksidasyonu sonucu ortaya c¢ikar. DXR serbest
radikalleri artirarak membranin islevini bozar ve kardiyomiyopatik etkiler olusturur.
DXR kardiyotoksisitesinde MDA diizeyinin arttigim1 gosteren pek c¢ok calisma
mevcuttur (127, 236) Calismamizda da DXR ile kardiyak MDA diizeyi istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde artmig, DXR’a ek olarak uygulanan melatonin bu artis
onlemistir. Oz ve Ilhan (104) DXR’in yol agtign MDA artisinin melatoninle
azaldigim kalp dis1 dokularda da gdstermislerdir. Son yillarda ADR’nin antioksidan
ozelligi iizerinde durulmaktadir (10, 12, 238) Bizim ¢alismamizda DXR ile birlikte
verilen ADR, DXR ile artmis MDA diizeylerini anlamli olarak azaltmistir.
Literatiirde ADR’nin iskemi/reperfiizyon ile artmis MDA’y1 azalttigini gosteren

arastirmalar da mevcuttur (216, 239).
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Nitrik oksit (NO) reaktif bir radikaldir. Pek cok yonlyle literatirde
caligilmaktadir. Fizyolojik reaktif NO diizeyleri apoptotik stireci baskilarken; artmis
diizeylerinin bu koruyuculugu ortadan kaldirarak pro-apoptotik etkilere yol
acabilecegi gosterilmisir. NO’nun siiperoksit ile reaksiyonuyla peroksinitrit olusur.
Peroksinitrit gibi  yapilarin  oksidan  Ozellikleri  bilinmektedir  (240-242).
Calismamizda DXR ile beraber verilen MEL, NO seviyesini DXR’a gore anlaml
olarak diisiirmiistiir. MEL’in NO sentaz (NOS) aktivitesini azaltarak NO olusumunu
onleyebilmesi (243) ve NO’yu siipiiriici etki gostermesi (244) bu sonucta etkili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Glutatyon peroksidaz enzimi (GPx) serbest radikaller olan H.O; ile
hidroperoksitlerin indirgenmesini saglar. Aktivitesindeki azalma hidrojen peroksit
birikmesine ve hiicre hasarina yol agarken; lipit peroksidasyonunun baglamasini
Onlemede gorev alir. Calismamizda Onemli bir veri olup antioksidan aktivite
bakimindan incelenmistir. Kontrol grubuyla kiyas edildiginde hem DXR hem
DXR+MEL gruplarinda anlamh diisiis gosterirken; DXR+ADR grubu bu diisiisii
anlamli olarak yiikseltmistir. Literatiirde de DXR’in, kontrol grubuna goére GPx
seviyesinde anlamli azalma yaptigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (127, 220, 231).
Calismada elde edilen bulgulara bakildiginda, DXR ile birlikte MEL uygulamasinin
GPx seviyesini diigiirdiigii goze c¢arpmistir. MEL’in GPx aktivitesinde artis
yapmamis olmasi, kendisinin sahip oldugu giiclii antioksidan 6zellikten ve serbest
radikalleri siipiiriicii etkisinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

DXR kanser tedavisinde kullanilan vazgecilmez bir ajandir; ancak gerek kalp gibi
hayati 6nemi olan bir organda gerekse diger organlarda olusturdugu hasardan 6tiiri,
yarattig1 toksik etkinin azaltilmasi gerekmektedir. Bu calismada DXR’mn toksik
etkilerini hafifleten maddelerin bulunmasi amaglanmistir. Bu yolla ciddi yan etkileri
sebebiyle kullanimi sinirlanmis olan DXR’1in kemoterapide daha giivenli ve etkin

kullanimi saglanmis olacaktir.

Sonug olarak DXR kardiyotoksisitesi DXR kullanimini kisitlayan énemli bir
yan etkidir. Bu yonlyle bu toksisiteyi kaldirabilmek adina literatiirde pek g¢ok

calisma yapilmistir. Calisma grubumuz DXR kardiyotoksisitesini bilinen gii¢lii bir
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antioksidan olan melatonin ile azaltmistir. Ancak bir antioksidan olan ADR bu doz

itibariyle toksisiteye karsi melatonin kadar giiclii koruyamamustir.
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4,
5.

6. SONUC VE ONERILER

DXR bilinen kardiyotoksik bir maddedir.

MEL doksorubisin hasarina kars1 kardiyoprotektif etkiye sahiptir.
Kullandigimiz doz itibariyle ADR DXR’1n yarattig1 kardiyak hasar1
biyokimyasal birka¢ parametrede 6nleme egilimindedir ancak histopatolojik
olarak korumamustir.

ADR’nin kullanilan dozla iliskili etkileri ileri arastirmalar1 gerektirmektedir.

DXR kardiyomiyopatisi izerinde her iki kimyasalin beraber ¢alisilmasinin da

bu anlamda yararli olabilecegi diistiniilmektedir.
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OZET

Bu ¢alismada DXR ile olusturulan kardiyotoksisite tizerine ADR’nin etkilerinin
arastirilmasi ve bu etkilerin MEL gibi iyi bilinen bir antioksidan ile kardiyak hasari

Onleyici etkisi agisindan kiyaslanmasi hedeflenmistir.

Deneyde 8 haftalik, 300£50 gr agirliginda, 32 adet Wistar albino erkek si¢an
kullanilmistir. Denekler dort gruptan olusmaktadir: Kontrol, Doksorubisin (DXR),
Doksorubisin+Melatonin (DXR+MEL)  ve Doksorubisin+Adrenomedullin
(DXR+ADR). Bir hafta boyunca DXR+MEL grubuna intraperitoneal yoldan her gin
10 mg/kg melatonin, DXR+ADR grubuna intraperitoneal yoldan her gin 12 pg/kg
adrenomdullin verilmistir. Deneyin 5. gununde tim gruplara kuyruk veninden tek
doz DXR (45 mg/kg); kontrol grubuna ise SF enjekte edilmis, 8. guninde EKG
kayitlar1 alinmigtir. Hayvanlar dekapite edilip, biyokimyasal ve histolojik inceleme
yapmak (zere kalp dokulari alinmistir. Elektrokardiyografik, biyokimyasal ve
histolojik farkliliklar Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testleri uygulanarak
karsilastirilmistir.

Sonug olarak DXR kardiyotoksisitesi DXR kullanimini kisitlayan énemli bir
yan etkidir. Bu toksisiteyi ortadan kaldirabilmek adina literatiirde pek ¢ok ¢alisma
yaptlmigtir. Calisma grubumuz DXR kardiyotoksisitesini, bilinen guclu bir
antioksidan olan melatonin ile azaltmistir. Ancak bir antioksidan olan ADR bu doz

itibariyle toksisiteye karsi melatonin kadar gii¢lii koruyamamastir.

Anahtar Kelimeler: Adrenomedullin, doksorubisin, melatonin, kardiyotoksisite
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of ADR on cardiotoxicity
induced by DXR and to compare these effects with a well-known antioxidant such as

MEL in terms of cardiac injury inhibitory effect.

In the experiment, 32 Wistar albino male rats for 8 weeks weighing 300+50
gr were used. The animals divided into four groups: Control, Doxorubicin (DXR),
Doxorubicin+Melatonin (DXR+MEL) ve Doxorubicin+Adrenomedullin
(DXR+ADR). Melatonin (10 mg/kg per day, intraperitoneally) and adrenimedullin
(12 pg/kg per day, intraperitoneally) were given to DXR+MEL and DXR+ADR
groups, respectively, for seven days. On the fifth day of the experimen, a single dose
of 45 mg/kg DXR in all groups and SF in the control group was injected
intravenously by the tail veins, on the 8th day ECGs are recorded. Animals were
decapitated and cardiac tissues were isolated for biochemical and histological
examination. Electrocardiographic, biochemical and histological differences were

compared by Kruskal Wallis and Mann Whitney U tests.

In conclusion, DXR cardiotoxicity is an important side effect that limits the
use of DXR. Many studies have been done in the literature in order to remove this
toxicity. Our study group reduced DXR cardiotoxicity with melatonin, a known
strong antioxidant. However, ADR, an antioxidant, does not protect as much as

melatonin against toxicity at this dose.

Key words: Adrenomedullin, doxorubicin, melatonin, cardiotoxicity
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