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SISPLATIN NEFROTOKSISITESI GELISTIRILEN
RATLARDA N-ASETILSISTEIN (NAC) KULLANIMININ,
KALP DOKUSU UZERINDEKI ETKILERININ
INCELENMESI
OZET
Amag: Sisplatin (cis-diamindikloroplatinum (1), CP) nefrotoksisitesi gelistirilen
ratlara uygulanan N-asetilsistein (NAC)’in kalp dokusu iizerine koruyucu etkilerinin,
cesitli biyokimyasal ve histopatolojik belirteglerle gosterilmesi amaglanmaistir.
Bu c¢alisma CP kardiyotoksisitesinin patogenezinde oksidatif ve nitrozatif stresin
ortaya konulmasi, NAC’m olast yan etkiler iizerine etkilerini ve sisplatin
kardiyotoksisitesinin  belirlenmesinde yeni biyomarkerlarin kullanilabilirligini
degerlendirmek amaciyla planlandi.
Gereg ve yontem: Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nden temin edilen 32 adet
300-400 gr agirhiginda Wistar albino erkek rat dort gruba ayrildi. Tiim uygulamalar
kg rat agirligi/giin, ip olacak sekilde: Kontrol grubuna SF (1 ml); CP, (10 mg) tek
doz; NAC, (250 mg) ii¢ doz; CP-NAC (tek doz 10 mg CP ve ardisik 3 doz 250 mg
NAC, CP uygulamasindan 4 saat sonra) verildi. Son uygulamay1 izleyen 72. saatte,
anestezik ratlarin heparinize kanlar1 ve kalpleri alindi. Kalp dokular1 nétral
formalinle tespit edildi, histopatolojik olarak degerlendirildi. c¢Tnl  (kardiyak
troponin 1), kardiyak miyozin hafif zincir-1 (CMLC-1) ve iskemi modifiye albumin
(IMA) plazmada; total lipid hidroperoksit (ROOH), 4-hidroksinoneal (4-HNE), 3-
Nitrotirozin (3-NT), tiyol, total antioksidan (TAK) ve total oksidan (TOK) kapasite
kalp dokusunda 6l¢iildii.
Bulgular: Plazma, cTnl, CMLC-1, IMA ve doku ROOH, 4-HNE, 3-NT, TOK,
diizeylerinin Kontrole gére CP grubunda arttigi; doku tiyol ve TAK diizeylerinin ise
azaldig1 belirlendi. Histolojik olarak CP grubunda hemoraji, interstisyel édem ve
vakuolizasyon gozlemlendi. CP grubuyla kiyaslandiginda CP-NAC grubunda TAK
ve tiyol degerlerinin artti1 belirlendi. Azalan ¢Tnl, CMLC-1, IMA ve doku ROOH,
4-HNE, 3-NT, TOK diizeyleri ve histopatolojik skorlar istatiksel olarak anlamli

bulunamada.

viii



Sonu¢: CP kardiyotoksisitesi gelisiminde lipid peroksidasyonun (yliksek 4-HNE,
ROOH diizeyleri) ve protein oksidasyonun (yiiksek 3-NT diizeyleri) rol oynadigi
sOylenebilir.  Diisik TAK ve tiyol ve yliksek TOK diizeyleri de bu goriisii
desteklemektedir. CP kardiyotoksisitesini 6nlemede, bu doz ve siirede uygulanan
NAC’1n antioksidan kapasiteyi artirmasina ragmen (yiiksek tiyol ve TAK); gerek
plazma gerekse doku diizeyinde basarisiz oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, N-Asetilsistein, Kardiyotoksisite, Oksidatif Stres, Rat



THE EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE (NAC) ON HEART TiSSUE IN
CISPLATIN INDUCED NEPHROTOXICITY IN RATS
ABSTRACT
Aim: Objective is to demonstrate the protective effects of N-acetylcysteine (NAC)
on heart tissue, which is applied to rats which developed cisplatin (cis-
diaminedichloroplatinum (1), CP) induced nephrotoxicity, through various

biochemical and histopathological indicators.

The study thereof has been planned in order to evaluate the usability of new
biomarkers in determining CP cardiotoxicity, and to evaluate the effects of NAC on
possible side effects, and to demonstrate the oxidative and nitrosative stress
regarding the CP cardiotoxicity‘s pathogenesis.

Material and method: 32 male Wistar albino rats, each one weighing 300-400
grams and which are procured from Experimental and Clinical Research Center,
have been separated into 4 groups. All applications being kg rat weight/day, ip:
Control group has been applied: saline (1 ml); CP, (10 mg) single dose; NAC, (250
mg) three doses; CP-NAC (single dose 10 mg CP and successive 3 doses 250 mg
NAC, 4 hours after CP application). In the 72.hour following the last practice,
heparinized bloods and hearts of the rats have been taken. Heart tissues have been
fixed by neutral formalin, and have been evaluated histopathologically. cTnl (cardiac
troponin 1), cardiac myosin light chain-1 (CMLC-1) and ischemia modified
albumin(IMA) in plasma; total lipid hydroperoxide(ROOH), 4-hydroxynonenal (4-
HNE), 3-Nitrotyrosine(3-NT), thiol, total antioxidant (TAC) and total (TOC)
capacity has been measured on heart tissue.

Results: Plasma, cTnl, CMLC-1, IMA and tissue ROOH, 4-HNE, 3-NT, TOC,
levels are found to have increased in CP group; tissue thiol and TAC levels are found
to have reduced. Histologically on CP group; haemorrhage, interstitial oedema and
vacuolization have been observed. When compared to CP group; CP-NAC group is
found to have increased in TAC and thiol values. Reduced cTnl, CMLC-1, IMA and



tissue ROOH, 4-HNE, 3-NT, TOC levels and histopathological scores did not yield
any histopathologically meaningful results.

Conclusion: In development of CP cardiotoxicity; lipid peroxidation (high 4-HNE,
ROOH levels) and protein oxidation(high 3-NT levels) can be said to have been
effective. Low TAC and thiol and high TOC levels as well support this opinion. In
preventing CP cardiotoxicity, despite the NAC which was applied at specified dose
and duration increasing the antioxidant capacity (high thiol and TAC); it can be said
to have failed.

Key words: Cisplatin, N-Acetylcysteine, Cardiotoxicity, Oxidative Stress, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Sisplatin (CP), mesane, bas-boyun, akciger, testis ve over kanserleri dahil olmak
tizere ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilan, platin igeren kemoterapotik bir
ajandir (1). Ototoksisite, norotoksisite, nefrotoksisite gibi yan etkiler, ilacin klinik
olarak kullanimim1 kisitlayan nedenlerdir. Bunlar arasinda en sik rastlanilani
nefrotoksisite (2) olsa da son yillarda yapilan ¢alismalarda kardiyotoksisite de dnemli
bir sorunu teskil etmektedir (3,4).

Kardiyotoksisite potansiyeli olan ilaglarin  kullaniminda kardiyotoksisiteyi
olabildigince erken belirlemek 6nemlidir. CP tedavisinde akut kardiyotoksisite sorun
olusturmasina ragmen, kemoterapi tedavisi sirasinda olusan ancak klinik bulgu
vermeyen toksik kardiyak etkilerin sonuglari, yillar sonra ortaya ¢ikabilmektedir (5).
CP tedavisinden 20 y1l sonra bile, hasta kaninda hala tespit edilebilir dizeyde CP
bulunmasi; bu ge¢ komplikasyonun sorumlusu olarak kabul edilmistir (6). Bu yiizden
kardiyologlarla birlikte onkologlarin; sadece kanseri ortadan kaldirmak icin degil,
ayn1 zamanda kemoterapotiklerin hastalarda olusturdugu kardiyotoksisiteyi azaltmak

igin bir takim olarak tedavi etmesi gerektigi onerilmektedir (5).

Literatirde CP kardiyotoksisitesi gelistirilen ratlarla yapilan ¢aligmalarda; kalp
dokusuna yiiksek spesifite gosterip, kalp hasar1 esnasinda salinan cTnl (7),

‘diizeylerini degerlendiren kisitli ve metodolojik yonden de hatali ¢aligmalar (8,9)



vardir. Bir kardiyak marker olan CMLC-1 (10) ve kardiyak iskemi marker1 olan
iskemi modifiye albumin (IMA) diizeylerini degerlendiren ¢alismalara
rastlanilmamistir. Kardiyak markerlarin 6zellikle birlikte degerlendirilmesi, tanida

hatal1 negatif sonuglarin 6niine gegilebilmesi bakimindan ¢ok 6nemlidir (11).

CP kardiyotoksisitesi patogenezinde oksidatif stresin (4) yani sira nitrozatif stresin de
rol oynadigini gosteren g¢alismalar son yillarda 6ne g¢ikmaktadir (3). Literatiirde
nitrozatif stres markerlarindan olan 3-nitrotirozin (3-NT), lipid peroksidasyon
markerlarindan olan 4-hidroksi nonenal (4-HNE) ve total lipid hidroperoksit
diizeyleri ile TOK diizeylerini degerlendiren herhangi bir CP kardiyotoksisitesi

caligsmasina rastlanilmada.

Antioksidan 0Ozellikli farkli ajanlarla yapilan cesitli hayvan c¢alismalarinda

antioksidan 6zelligi olan baz1 ajanlarin CP kardiyotoksisitesini onledigi gosterilmistir

).

Serbest tiyol grubu iceren bir amino asit olan sisteinin, N-asetil tiirevi olan N-
asetilsistein  (NAC)  uzun siiredir klinikte solunum sistemi hastaliklarinda
kullanilmaktadir(12). Klinik (13,14) ve deneysel (15-17) c¢alismalarla giiglii bir
antioksidan oldugu gosterilen NAC’1n bu etkisi, rediikte glutatyon (GSH) prekiirsorii
olmasma ve aymi zamanda direkt olarak serbest radikalleri toplayabilmesine
baglanmaktadir (12). NAC’m dilate kardiyomiyopati, diyabetik kardiyomiyopati,
iskemik repiirfiizyon kardiyak hasari, kardiyak inflamasyon gibi birgok kalp
hasarinda faydali bir ajan oldugu farkli caligmalarla gosterilmis olmasina ragmen
(18); literatiirde doksorubisin (DOX) kaynakli kardiyotoksisite (19) haricinde, CP
kardiyotoksisitesinde NAC uygulayan sadece iki yayin mevcuttur (20-21).
Literatiirde antioksidan kapasite gostergerinden olan tiyol’a (22) ait kisitli ¢aligma

olmasina ragmen, TAK diizeyi ¢alismasina rastlanilmamustir.

Bu ¢alisma, CP kardiyotoksisitesinde oksidatif/nitrozatif stresin varligini, lipid
peroksidasyonu/protein oksidasyonu {irtinleri ve antioksidan kapasite tizerinden
degerlendirmek ve CP ile birlikte uygulanan NAC’in bu parametreler tizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla planlandi. Bu nedenle CP, NAC, CP-NAC ve Kontrol
gruplarina ait plazma orneklerinde ¢Tnl, CMLC-1, IMA, CK-MB, LDH, BUN,
kreatinin ile kalp dokularinda 4-HNE, ROOH, 3-NT, TAK, TOK ve tiyol diizeyleri
tayin edilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sisplatin
2.1.1. Tarihge

Ilk kez 1845 yilinda Michele Peyrone tarafindan sentezlenen sisplatinin kimyasal

yapist ancak 1893’de Alfred Werner tarafindan agiklanmigtir (1).

CP’nin antikanser ajan oldugunun farkina 1960’lh yillara kadar varilamamustir.
Rosenberg et al (23) sivi ortamda platin elektrotlarindan ortama gecen platin
tirevlerinin, E. Coli bakterileri iizerine antibakteriyel ve antineoplastik etki
gosterdiklerini fark ettiler. Bu platin tiirevleri arasinda yer alan CP, antiproliferatif

etkinligi en yiiksek form olarak tespit edilmistir (24).

CP 1971 yilinda faz 1 klinik caligmalarina girdi ve 1978 yilinda over ve testikiiler
kanserlerin tedavisi i¢in FDA (U.S Food and drug Administration) onay1 aldi (2,25).
CP’nin klinik kullanima girdigi 1978’den bu yana 25 platin bilesigi klinik
denemelere tabi tutulmustur (26). Diinya genelinde CP haricinde, sadece oksaliplatin

ve karboplatin kullanim1 genis ¢apli kabul gormiistiir (27).



2.1.2. Kimyasal Yap1 ve Ozellikleri

Molekiil agirligr 301.1 g/mol, yogunlugu 3.74 g/cm?, erime sicakligi 270°C olan CP
(cis-diamindikloroplatinum (11)), dimethylprimanide ve N,N-dimethylformamid
iginde iyi ¢oziiniir. Sudaki ¢oziiniirliigii azdir (25°C’de 2.53 g/L). Normal sicaklik ve

basing altinda stabil kalan CP, zamanla transizomerizasyon gegirebilir (1).

Klinik kullanimdaki CP noétral; dort koordine ligandi ile kare diizlemsel platin
bilesikleridir, metal merkezde cis konfigiirasyona sahiptir. Iki amin grubu ve klorid

anyonlari icerir (Sekil 1).

Cl NH,
N/

Pt
/

N
Cl"  NH,

Sekil 1. Cis- diamindikloroplatinum (25)

CP’nin aktif hale gelebilmesi i¢in hiicre i¢ine girmesi gerekir. Hiicre i¢ine girdikten
sonra sitoplazmada hidrolize ugrar ve CP’nin klorid atomlar1 su ile yer degistirir.
Hidrolize ugramis bu iiriin niikleik asitlerlerle ve siilfidil grubu iceren proteinlerle

reaksiyona girebilen giiclii elektrofillerdir (1).

CP’nin proteinlere, DNA ve RNA’ya baglanabilmesi i¢in hidrolize ugramasi gerekir.
Ligand degisim hiz1 kritik 6neme sahiptir, ¢iinkii hizl1 hidroliz daha reaktif platin
tiirlerine yol agar ki kandaki biyomolekiillere daha fazla baglanmayla ve daha ciddi
sistemik toksisiteyle sonuclanir. Yavas hidroliz daha diisiik toksisite, daha diisiik
plazma yar1 omrii, biitiin ilacin bobrekler yoluyla daha etkili ekskresyonunu saglar

(25).

Biyolojik sivilarda hidroliz hizi, soliisyonlardaki klorid iyonu konsantrasyonuna
baghdir. Klorid konsantrasyonunun yogun oldugu kanda, CP’nin hidrolizi

gerceklesmez ve biitlin halde kalir (25).



2.1.3. Farmokokinetik ve Metabolizma

CP, mide-bagirsak kanalindan absorbe edilmez; sadece intravendz (iv) uygulanir.
Dokulara, plazma proteinlerine %90 oraninda ve kismen geri-doniisiimsiiz baglanir.
Verilisinden yaklasik 4 ay sonra bobrek dokusunda CP saptanabilir. Eliminasyon

yartlanma omrii 60 saat kadardir (27).

CP’nin iv uygulamasindan sonra, 1 saat i¢inde maksimum plazma degerlerine
ulagilir. Terap6tik kullaniminda eliminasyon yarilanma Oomrii 24 saatten fazladir.
Doz asiminda bu 28 giine kadar uzayabilir. CP agirlikli olarak (%90) bobrekler
tarafindan elimine edilir. Yaklasik olarak % 15’1 idrarla hi¢bir degisiklige ugramadan
atilir. Normal bobrek fonksiyonlarina sahip bir hastada, standart dozda iv uygulanan
CP’nin yaklasik %25°1 ilk 24 saat i¢inde, % 50°ye yakini, 5 giin i¢inde elimine edilir
(28). Safranin ve bagirsaklarin atilim tizerine etkisi minimaldir (2). CP’nin bilinen
aktif bir metoboliti yoktur. Hem hiicre i¢inde hem de kan dolasiminda enzimatik

olmayan yolla siilfidril gruplarina baglanarak inaktif metobolitlerine doniisiir (28).

CP’nin hiicreler arasi transfer mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir ve farkli
hiicre gruplarinda degisiklik gosterebilir. Ik ¢alismalar sonunda CP’nin yaklasik
%350’sinin hiicreye aliminin plazma membranlari ile pasif difiizyon; diger yarisinin
ise bilinmeyen bir tasiyici ile ger¢eklestigi kanisina varilmistir (29). Yiiksek afiniteli
bakir tastyict proteinin (CTR1) delesyonu maya hiicrelerinde hiicre i¢i CP birikimini
azalttigindan, CTR1’in CP toksisitesine direngle iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir
(2). Bunu destekler sekilde, aktif bir bakir tasiyicist olan ATP7B’nin CP direngli
kanser hiicrelerinde fazlaca sentez edildigi gosterilmistir. Biitiin bu ¢alismalar bakir
tastyict sistemlerin, CP’nin hiicreler arasindaki transferinde merkezi bir rola sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica renal sistem iginde, organik katyon tasiyicilar’t
(OKT), CP uptake ile iligkilendirilmistir. Renal proksimal tubiil hiicrelerinde 3 tane
OKT izoformu oldugu gosterilmis (29), bobreklere CP alinimindan esas sorumlu

olan tastyicinin OKT2 oldugu gosterilmistir (2).
2.1.4. Etki Mekanizmasi

CP’nin kansere karsi etki mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla birlikte yaygin
goriis, DNA’ya baglandig1 ve zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglarin olusumuna

yol agtigidir. (29) CP ¢ogunlukla sarmal i¢i baglar olusturur ve bunlar bazlar arasinda



kovalent baglar seklindedir. CP, piirin bazinda N7 reaktif merkezine baglanarak
kanserli hiicrelerin DNA’sina hasar verir, hiicre bdlinmesini durdurup apopitotik
hiicre 6liimiine neden olur (1). CP’yle piirin bazlar1 arasinda en dikkat ¢eken degisim
1,2-zincir i¢i gapraz baglaridir. Bunlar zincir i¢i 1,2-d(GpG) ve d(ApG) capraz
baglarini igerir ve sirastyla %90 ve % 10 oranindadir. 1.3 zincir i¢i d(GpXpG) bagi
ve zincir arasi capraz baglari gibi diger baglar herhangi bir fonksiyona sahip olmayan
baglardir (1). Capraz baglanma; defektli DNA kaliplarinin olusumu ve DNA
sentezinin ve replikasyonun ¢okiisiiyle sonuglanir. Kanserde oldugu gibi hizli
boliinen hiicrelerde de capraz baglanma ileri DNA hasarmi indiikleyebilir. Orta
hasarli DNA tamir edilebilir fakat ileri DNA hasar1 geri doniisiimsiiz hasardir ve

hiicre 6liimiiyle sonuglanir (29).

Ozetle; CP iki sekilde hiicreyi dliime siiriikler: nekroz ve apopitoz. Nekroz plazma
membran biitlinliigiiniin kayb1 ve sitoplazmik sisme ile karakterizedir. Buna karsilik
apopitoza ugrayan hiicrelerde ise; hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlasmas1 ve DNA

fragmantasyonu goriiliir (30).
2.1.5. Kullanim Alanlar1

CP, FDA onay1 aldiktan sonra, tek basina ve diger kemoterapatik ajanlarla beraber,
farkli kanser tiplerinde kullanilmaya baglamistir. CP, biitiin bu tedavi rejimlerinde;
birinci basamak ilag, adjuvan ilag ve cerrahi ya da radyoterapi uygulamalarinda

neoadjuvan ajan olarak kullanilmaktadir (2).

CP; mesane, bas-boyun, akciger, over, testis gibi bir¢ok insan kanserinde
kullanilmaktadir. Ayrica rekiirrens gosteren ¢ocukluk cagi beyin tlimorleri, gastrik
kanser, anal kanser ve 16semi de kullanim alanlar1 i¢indedir (1). Testikiiler kanserde
genel olarak % 90’mn tizerinde kiir saglar (30). Kii¢iik hiicreli akciger kanserinde

platin temelli tedaviler en etkili rejimlerdir (1).

2.1.6. Yan etki ve Toksisite

Tiimdr hiicre direnci, ototoksisite, ndrotoksisite, kardiyotoksisite, nefrotoksisite gibi
yan etkiler, ilacin klinik olarak kullanimini kisitlayan nedenlerdir. Bunlar arasinda en
stk rastlanilan ve bu nedenle de klinik kullanimi en sik engelleyen yan etki,

nefrotoksisitedir (2). Klinik olarak CP nefrotoksistesi genellikle uygulanmasindan 10
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giin sonra goriilmektedir ve glomeriiler filtrasyonun diismesi, yliksek serum kreatinin

ve diisiik magnezyum ve potasyum diizeyleri ile kendini gosterir (29).

CP i¢in minimum letal doz belli olmasa da, iv 180-480 mg/m? dozlarinda verilen
CP’nin ciddi yan etkilere neden oldugu gosterilmistir . 4 giin boyunca totalde 640
mg/m? (iv) olacak sekilde veya tek seferde 750 mg/m? (iv) CP’nin &liimlere neden

oldugu raporlanmistir. CP’nin dozasimi i¢in bilinen spesifik bir antidot yoktur (28).
2.2. Kardiyotoksisite

Genel anlamda “kalbi etkileyen toksisite® olarak tanimlanan ‘“kardiyotoksisite” (31)
kanser kemoterapisinin ¢ok iyi bilinen bir sonucudur (4). Kanser bilgisinde ve
tedavisindeki ilerlemeler; kardiyo-onkoloji basliginin a¢ilmasina neden olmustur
(34). Kardiyotoksisite olusturma potansiyeli oldugunu bilinmesine ragmen, bir¢ok
kemoterapoétik ilag halen kanser tedavisinde kullanilmaktadir. S6z konusu ilaglarin
hastalar1 tamamen iyilestirmeleri ya da sagkalim siirelerini uzatabilmeleri gibi
olumlu etkiler, bu komplikasyonlara ragmen kullanimlarmin siirdiiriilmesine neden

olmaktadir (5).
2.2.1.Sisplatin Kardiyotoksisitesi

Kemoterapi iliskili kardiyak olaylar zaman agisindan degerlendirildiginde akut,
(tedavi esnasinda ya da kisa bir siire sonra), subakut (kemoterapi tamamlandiktan

sonras1 giinler i¢cinde ya da haftalar sonra) ya da kronik (ila¢ uygulamasindan aylar

sonra) olabilir (32).

CP kemoterapisi boyunca, vaskiiler endotelyal hasara sekonder endotel hiicrelerinden
salman Von Willebrand faktoriin artmasi; akut CP kardiyovaskiiler toksisitesinin
direkt vaskiiler endotel hasar kaynakli oldugunu disiindiirtmistiir (4). CP’nin
gecikmis kardiyovaskiiler toksisitesinde ise direkt diffiiz endotelyal hasar ve
kardiyovaskiiler risk faktorlerinin artig1 tanimlanmistir. Bu gecikme uzun yillar sonra
koroner arter hastalifina yol acar ve sistolik ya da diyastolik disfonksiyonundan,

ciddi konjestif kardiyomiyopati tablosuna kadar ¢esitli patolojilere neden olabilir (4).

CP kardiyotoksisitesinin insanlarda doz ile iliskili olmadigi, kardiyotoksik etkilerin

tedavi bitiminden sonraki 18. aya kadar uzadigi rapor edilse de (32); ratlarda CP



kaynakl1 kardiyotoksik etkilerin erken donemlerde goriildiigii 6ne stirilmistiir (9,33

)-

CP, hipomagnezemi, hipokalsemi, hiponatremi, hipokalemi, hipofosfatemi gibi
elektrolit diizensizlikleri meydana getirebilir. Ozellikle hipomagnezemi, koroner

arter vasospazmin tetiklenmesinden ve iskemik olaylardan sorumlu tutulmustur (34).

CP kemoterapisine sckonder goézlenebilen Kkardiyak patolojiler kalp yetmezligi,
anjina, akut miyokart enfarktiisii (AMI), tromboembolik olaylar, hipertansiyon,
hipotansiyon, miyokardit, perikardit, konjestif kardiyomiyopati olarak sayilabilir (4).
Bu patolojilerin nedeni olarak; vaskiiler endotel hasari, koroner vasospazm, oksidatif
ve nitrozatif stres, platelet fonksiyonlarinda bozulma, platelet apopitozu, platelet
agreagasyonu, sivi elektrolit dengesizligi, ventrikiiler repolarizasyon, mitokondriyel
anormallikler ve artmis endoplazmik retikulum stresi gosterilmektedir (4). Biitiin bu

faktorler igerisinde oksidatif ve nitrozatif stres bariz bir sekilde 6n plana ¢ikmaktadir

).

CP’yle olusturulan deneysel kardiyotoksisite calismalarinda, kardiyak kas lifi
hiicrelerinde dejenerasyon, nekroz, fibrozis, sitoplazma vakuolizasyonu tespit

edilmistir (9).

Akut kalp yetmezliginin ve kardiyotoksisitenin altinda yatan mekanizmalar tam
olarak anlagilamasa da son yillarda klinik ve temel ¢alismalarla kardiyotoksisiteye
neden olabilecek c¢esitli varsayimlar ortaya atilmistir. Serbest radikallerin neden
oldugu lipid peroksidasyonu bu mekanizmalardan biridir ve kardiyotoksisite {izerine
cok 6nemli rolleri vardir (35). Serbest radikallere karsi savunmada 6nemli gorevleri
olan antioksidan enzimler, karaciger ve bobregin aksine kalp dokusunda oldukga
diisiik diizeyde bulunur bu yilizden kalp serbest radikal hasarina karsin savunmasizdir
ve miyokard hiicrelerine verilen hasar sonucunda geri doniisiimsiiz kalp yetmezligi

gelisebilir (35).

Kemoterapdtik ajanlarin meydana getirdigi kardiyotoksisite; miyosit ve sarkolemmal
biitiinliik kaybina neden olabilir. Bu ajanlar biyoaktif marker enzimlerin hiicre disina
(doku ve dolasim) c¢ikmasina neden olur. Kemoterapotik ajanlar sonunda
miyositlerde nekroz meydana getirebilir. Nekroz seviyesi ve ciddiyeti biyomarker

enzimlerin 6l¢timii ile izlenebilir (36).



Kardiyak hasar1 saptamak i¢in benimsenen tanisal yaklasim ekokardiyografi (EKO)
ile sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonun hesaplanmasidir. Fakat bu tanisal test

ozellikle erken donemlerde kardiyak hasari tespit etmek icin diisiik duyarlilik gosterir

(35).
2.2.2. Kardiyak Markerlar

Kardiyospesifik biyomarkerlarin  6l¢iimii, kardiyotoksisitenin erken tanisinda,
degerlendirilmesinde ve izlenmesinde gegerli bir tan1 aracidir. Bu yaklasim minimal
invazif, EKO’ya ve 6zelikle de niikleer tekniklere gore daha hesaplidir ve ayrica
hastalara radyasyon verilmeden kolaylikla tekrar edilebilen bir yontemdir. Ayrica
sonuclarin yorumlanmasi operatériin uzmanlhigina baglh degildir. Bu yiizden
gozlemler arasi degiskenlikten etkilenmez (37). Gegmiste miyoglobin ve CK-MB
(Kreatin Kinaz-MB) izoformu sinirli kardiyak spesifik ve goreceli olarak kisa serum
yarilanma Omriine sahip olmalarma ragmen miyokardiyal belirtecler olarak

calisilmustir (7).
2.2.2.1. Kardiyak Troponin I (cTnl)

Kardiyak troponinlerden olan cTnl ve cTnT kardiyotoksisite ve kardiyak iskemik
nekrozunun tespitinde, hem yiiksek yarilanma Omiirlerine sahip olmalari, hem de
yiksek kardiyak spesifik olmalar1 sebebiyle ideal kardiyak biyomarkerlar
olmuslardir (7).

2000 yilindan beri miyokardiyal hasar1 degerlendirmek i¢in biyobelirte¢ olarak
tanimlanan kardiyak troponinler, AMI tanisindaki kritelerden biri olarak standart bir

marker olarak kullanilmaktadir (37).

Kardiyak dokuya en spesifik biyobelirte¢ olan troponinler, miyokard iginde
diizenleyici gorevleri olan proteinlerdir ve miyositlerin hasarlanmasi durumunda
dolasima katilirlar. Troponin kompleksi ii¢ subiiniteden olusmaktadir. Troponin C
kalsiyuma baglanir. Troponin I aktin-miyozin etkilesimini inhibe eder. Troponin T
ise tropomiyozine baglanir ve kasilmaya yardimci olur. Troponin C hem kalp hem
de iskelet kasindan salindigindan kalbe 6zgii degilken; Troponin T ve Troponin |
kardiyak kasa Ozgiidiir. Troponin degerleri serumda miyokard nekrozu sonrasi
yaklasik 2-4 saat sonra yiikselmeye baslar. Troponin I yaklasik olarak 4-7 giin,
troponin T ise yaklasik olarak 10-14 giin yiiksek seyreder (38).
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Kalbin primer patolojilerinde biyobelirte¢ olarak kullanilan troponinler, kalbi
sekonder olarak etkileyen, kardiyak hasarla karakterize olan sol ventirkiil hipertrofisi,
konjestif kalp yetmezligi, pulmoner embolizm, kiint travma, sepsis, orta dereceli
bobrek yetmezligi, diyabetes mellitus, ve kemoterapi iliskili kardiyotoksisite gibi

cesitli patolojilerde de marker olarak kullanilmaktadir (37).
2.2.2.2. Cardiac Myosin Light Chain-1 (CMLC-1)

Iskelet ve kardiyak kas hiicrelerindeki kontraktil yapmin temel yapitasi sarkomerdir.
Sarkomerdeki kalin filamanlarin baglica bileseni miyosin mokeliilleridir. Miyosin
molekiilii hem kardiyak hem de iskelet kasinda bulunan iki agir zincir (Miyosin agir
zincir; MAZ, herbirininin molekiiler kiitlesi yaklasik olarak 220 kDa ) ve iki g¢ift
hafif zincirden (Miyosin hafif zincir; MHZ) olusan heteropolimer komplekstir.
MHZ’ler kendine has fonsiyonel ve kimyasal o6zelliklerine gore ayirt edilebilir.
“esansiyel ya da Miyosin hafif zincir-1 (MHZ-1; molekiiler kiitlesi yaklasik olarak
27 kDa), “diizenleyici” ya da Miyosin hafif zincir-2 ( MHZ-2; molekiiler kiitlesi
yaklagik olarak 20 kDa) (10).

MHZ-2, MHZ-1’e gore daha kardiyospesifik olmasina ragmen MHZ-1 daha stabil
oldugundan daha sik kullanilmaktadir (10).

Yapilan bir¢ok calisma, saglikli insanlarin serumlarinda dlgiilen MHZ diizeylerinin

diisiik oldugunu géstermektedir (10).

AMI gegiren hastalarda yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgulara gore, MHZ’lerin
kardiyak hasar sonrasinda, silirekli salindigi, bu yilizden de AMI tanisinda ve
miyokardiyal nekrozun derecesini belirlemede ¢ok sensitif bir serum belirteci
olabilecegi belirtilmektedir. Serum MHZ konsantrasyonlarini  dlgimii, kalp
transplantasyonunun postoperatif donemdeki izlenmesinde ve kalp greft hasarinin

degerlendirilmesinde ayrica yararhidir ( 10).

Serum kardiyak MHZ’leri, sadece kardiyak hasarda degil ayn1 zamanda akut ya da
kronik kas hasari ve renal yetmezlik gibi kalp dis1 patolojilerde de yiikselmistir (10).

2.2.2.3. iskemi Modifiye Albiimin (IMA)

Albiimin suda yiiksek oranda ¢6ziinen, molekiiler agirligi 65 kDa olan monomerik

bir proteindir. Karacigerde sentezlenen albiimin kolloid osmotik basincin
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saglanmasindan sorumludur. Ayrica serbest yag asitleri, bazi1 metobolitler, bilirubin,
ilaglar ve hormonlarin tasinmasinda gorev alir (39). Alblimin, dolasimdaki endojen
ve eksojen toksik maddeler i¢in tampon gorevi yapmaktadir. Albiiminin N-terminal
ucundaki aspartat-alanin-histidin-lizin sekansi; bakir, kobalt, nikel gibi gegis
metallerini baglayabilmektedir. Iskemi durumunda albiiminin N-terminal ucunun
gecis metallerini baglama kapasitesinin azalmas1 iskemi modifiye albiimin (IMA)

olarak adlandirilir (40-41).

Normal Ornek Iskemik Ornek

Sekil 2. Albiimin Kobalt Baglama Testi (41)
Albiiminin N-terminalinde goriilen yapisal degisikligin SOR (Serbest oksijen
radikalleri) olusumu ile iliskili oldugu ifade edilmektedir (42). iskemi sonucu
goriilen asidoz; Cu ve Fe gibi iyonlarin plazmada bagli bulunduklar1 proteinlerden
ayrilmasina neden olmakta ve bu aktif redoks iyonlar1 varliginda Fenton
reaksiyonuyla olusan OH’, albliminde goriilen degisikliklerden sorumlu
tutulmaktadir (43).

Serum albiiminin IMA’ya déniisiimiinde pek ¢ok sebebin olabilecegi ortaya
konulmustur. Bu sebeplerin baslicalar1 hipoksi, asidoz, oksidatif stres ve iskemi-

reperfiizyon hasaridir (40, 44).
2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren
atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii
(anyon) veya elektriksel olarak notral olabilirler (45).
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Yar1 omiirleri ¢cok kisa olan serbest radikaller, normal metabolik olaylar sirasinda
olusabilecekleri gibi, ¢cok c¢esitli etkenlere bagli olarak da olusabilirler. Serbest
radikaller, proteinler, amino asitler, lipidler, serbest yag asitleri, karbonhidratlar ve

niikleotidler gibi tiim hiicre bilesenleriyle etkilesebilirler (46).

Serbest radikaller baslica {i¢ yolla olusur;
Radikal 6zelligi olmayan bir atom veya molekiiliin, bir elektron kaybetmesi ile,
X—>e+X"

Radikal 6zelligi olmayan bir atom veya molekiil yapisina tek bir elektron transferi

ile,
Y+e-—-Y"

Kovalent bagin kirilmasi sonucunda, bag yapisindaki eslenmis elektronlardan her

birinin molekiiliin her bir par¢asinda kalmasi ile (homolitik fisyon), (47):
XY->X+Y
2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijen havada yer alan (O,), dioksijen ya da molekiiler oksijen diye de adlandirilan
bir molekiildiir. Nitrojenden (%78) sonra atmosferde, %21 ile en cok bulunan
elementtir. Aerobik organizmalar yasam i¢in gerekli enerjiyi saglamak amaciyla
karbon ve hidrojenden zengin molekiilleri okside etmek i¢in oksijene mutlak
gereksinim duyar. Hiicre kendisi i¢in enerji saglarken, oksijen hiicrede bir dizi
reaksiyon ile indirgenerek suya doniisiir. Fakat bu siliregte oksijenin % 2-3 kadari

suya donilismeyip, oksijene kaynakli radikaller olusur. (48).

Hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilen SOR, oksijenin radikal olan ve olmayan

tiirevlerini kapsamaktadir (46).

Oksijene ardisik elektron eklenmesi sirasinda SOR’un ara firiinleri elde edilir ve
ayrica elektron kagagr da SOR olusumuna katkida bulunur. Molekiiler oksijene tek
bir elektronun eklenmesi ile siiperoksit (O,") radikali olusur. Ikinci bir elektronun
eklenmesi ile peroksit elde edilir, bu molekiiliin protonasyonu ile hidrojen peroksit

(H.0,) meydana gelir. Fenton reaksiyonu gibi reaksiyonla 3.elektron eklenmesi
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sonucunda son derece reaktif olan hidroksil (HO") radikali meydana gelir. Son olarak
4. Elektronun eklenmesi sonucu su meydana gelir (49).

SOR; O;" anyonu, HO" radikali ve H,0O, gibi farkli kimyasal tiirleri igermektedir.
O,  ve HO' radikali gibi bazi tiirler son derece kararsiz iken H,O, dokularda serbest
dagilabilir ve digerlerine gore daha uzun Omiirliidiir. Bu radikaller hem ekzojen
olusabildigi gibi, ¢esitli kaynaklarla hiicre i¢inde liretilebilir. Birgok ¢alisma SOR’un

hiicre igindeki {iretim yerinin mitokondri oldugunu séylemektedir (50).

Kalpte SOR olusumu hem sitokinlerle, hem de biiyiime faktorleriyle indiiklenebilir.
Ornegin; Anjiyotensin II (ATII), PDGF, ve TNFa, NAD(P)H oksidaz aktivasyonuyla

H,0O, ve O;" olusumunu saglar (49).

Tablo 1. Serbest Oksijen Radikalleri (46)

Serbest Oksijen Radikalleri

Radikal Tiirevler Radikal olmayan tiirevler
Stiperoksit (02") Singlet oksijen (*0,)
Hidroksil (HO") Ozon (O3)
Hidroperoksi (HO;") Hidrojen peroksit (H,0,)
Peroksi (ROO") Lipid hidroperoksit (ROOH)
Alkoksi (RO") Hipoklorik asit (HOCI)
Nitrik oksit (NO") Peroksinitrit (ONOQ?)

2.3.2. Serbest Nitrojen Radikalleri

Serbest nitrojen radikalleri (SNR), NO’, NO;", NO;3" gibi radikal olan tiirevler ile
N,O4(dinitrojen tetroksit), N,Os (dinitrojen trioksit), ONOO™ gibi radikal olmayan
tirevleri kapsamaktadir (51). NO’, argininden NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla
sentezlenir. NO’dan koken alan SNR’nin asir1 tiretilmesi nitrozatif stres olarak
adlandilir (52). Bu asir1 tiretim, miyokard fonksiyon bozuklugu, dolagim yetmezligi,
inflamasyon farkli organ disfonksiyonlari ile sonlanan bir¢ok hastalikta rol

oynamaktadir (53).
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2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Organizmalar, SOR iiretimini ve/veya SOR kaynakli hiicre hasarin1 6nlemek igin,
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak da adlandirilan
bircok savunma mekanizmasi gelistirmislerdir. Antioksidanlar etki gosterdikleri
bolgeye gore hiicre i¢i ve hiicre dis1 seklinde siniflanabilecegi gibi; yapilarina gore
de enzimatik ve non-enzimatik bi¢iminde de incelenebilir. Hangi siniflandirmaya ait
olursa olsun, hem endojen ve hem de eksojen kaynakli olabilen antioksidan savunma
sistemleri; SOR’un neden oldugu hasarlar1 ortadan kaldirarak, organizmayi zararh
etkilerden korumayr amaclamaktadir. SOR iiretiminde artma ve/veya antioksidan
savunma sistemlerinde azalmaya sekonder olusan oksidatif stres hasarin, ya SOR
tiretimini azaltarak ya da antioksidan sistemleri destekleyerek Onlenebilmesi

mimkiindiir (54).

SOR iiretimini dengelemek icin enzimatik ya da nonenzimatik yollar dahil birgok
hiicresel mekanizma vardir. Biitlin bu enzimatik yollarin icerisinde en karakterize
olanlar O, i H;O,'ye doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD), ve H,Oy:i ise suya
indirgeyen glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalazdir (CAT) (49).

Nonenzimatik mekanizmalar vitamin E, C ve karoten, ubikinon, lipoik asit ve iirat
gibi hiicre i¢i antioksidanlar1 igerir. Ayrica glutatyon peroksidazin enzimatik
aktivitesi i¢in indirgeyici substrat olarak gorev yapan glutatyon da bu mekanizma

arasinda yer alir (49).
2.4.1. N-asetilsistein

N-asetilsistein (NAC) hem mukolitik bir ajan olarak hem de sayisiz hastaligin

tedavisinde uzun yillardir klinik pratikte yer almaktadir (19).
2.4.1.1. Kimyasal Yap1 ve Ozellikleri

NAC, sistein amino asidinin asetillenmis tiirevidir. Kimyasal formiilii CsHgNO3S ve
molekiiler agirligt 163,2 g/mol’diir. NAC sekresyonlarin viskozitesini azaltan bir
mukolitiktir(55). Mukolitik etki; NAC’m sahip oldugu serbest tiyol grubu ile
balgamin mukoprotein yapisindaki disiilfid kopriilerini kirmasimma ve bdylece

balgamin viskozitesini azaltmasina baglanmaktadir (56).
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NAC’in Oncelikli gorevi GSH sentezi ve depolanmasi i¢in gerekli olan sisteini
bulundurmasidir. Kimyasal olarak NAC sisteine ¢ok benzer fakat NAC’taki asetil
varligi; onu tiyole reaktivitesini diigtiriir. Boylece sisteinle karsilagtilidiginda asetil
varligi; NAC’1 daha az toksik, oksidasyona ve dimerizasyona daha az duyarli, suda

daha iyi ¢6ziinen bir bilesik yapar (57).
2.4.1.2. Farmokokinetik ve Metabolizma

NAC; oral, iv, ya da topikal (6rnegin aeresol) yollarla uygulanabilir. Topikal
uygulama sonrasinda sistemik dolasimda NAC, sistein ya da GSH diizeyi artis
gosterilememistir  (57). Oral uygulama sonrasinda, NAC maksimum plazma
konsantrasyonuna 1 saaten daha az bir siirede ulagir. NAC’1n plazma yarilanma 6mrii
yaklasik olarak 2,15 saattir ve uygulama sonrast 10-12 saat icinde tespit
edilemeyecek diizeye gelir. Oral alimi takiben, diisiik mide pH’sinda n6tr hale gelen
NAC’in hemen hemen tamami bagirsaklar tarafindan hizla emilir. Radyoaktif
isaretlenmis oral NAC’in fegesle sadece %3’0 atilmistir. Bu NAC ve
metabolitlerinin  tamamina yakinin  emildigini  gostermektedir.  Radyoaktif
isaretlenmis NAC’in oral alimimdan sonra, %13-38’1 24 saat i¢inde idrardan geri
emilir. Uygulama sonrasinda sadece ¢ok az miktarda intakt NAC molekiilii dnce
plazmaya sonrasinda ise dokulara ulagir (12). NAC’in biyoyaralaniminin diigiik olusu
(% 5’den az), intestinal mukozada deasetilasyona ugramasi ve karacigerde ilk gecis

etkisine maruz kalmasiyla iligkili oldugu diistiniillmektedir (19).

Tek doz iv NAC uygulamasindan sonra ilacin yarilanma 6mrii, 5,6 saatir ve ilacin %
30’u renal atilimla temizlenir (19). intravenéz uygulama sonrasinda NAC gegici
olarak plazmada ¢ok yiiksek diizeylere (uygulama esnasinda) ulasir ve bunun da yan
etkilere neden oldugu bilinir. Bazi klinik durumlarda NAC’m iv uygulamasi

gerekliyken, ¢ogunlukla oral kullanimi yeterlidir (57).
2.4.1.3. Etki Mekanizmasi

NAC muhtemelen proteinlerdeki disiilfid baglarin1 indirgeyerek yapilarini
degistirmesi boylece liganda baglanmasini bozmasi, ulasilmasi daha az olan
alanlarda kendisinden daha biiyiik indirgeyici molekiillerle yarismaya girmesi ve
GSH sentezi i¢in sistein saglayicist olmasi ile etki gosterir (19). NAC’1in viicutta

birgok islevi vardir; elektrofilik ksenebiyotiklerin detoksifikasyonu, sinyal iletiminin
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modiilasyonu, immiin cevabin regiilasyonu, prostaglandin ve ldkotrien
metabolizmasi, antioksidan defans, norotransmitter iletimi ve hiicre proliferasyonun
modiilasyonudur (19). NAC’1n antioksidan 6zellikte olmasi onun spesifik yapisindan
kaynaklanmaktadir. NAC, L- sistein, asetil (CO-CHj) ve amino (NH;) grubu
icermektedir. L-sistein igeren aminoasitler antioksidan 6zellige sahiptir (58). Oral
alman NAC’m yararl etkilerininin ¢ogu ekstaselliiler sistin ve sistein diizeylerini
artirmast ve SH (tiyol) gruplar i¢in kaynak olmasina baglanmaktadir. SH kaynagi
olan NAC, GSH sentezini stimiile eder. Glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesini
artirtr, detoksifikasyonu saglar, SOR’a karsi dogrudan etkileri vardir (12). Bu
dogrudan etki O,", H,0O, ve HO gibi SOR’a kars1 toplayici etkisidir (58).

NAC’m aymi zamanda antiinflamatuvar etkileri vardir. NAC’in antiinflamatuvar
etkisi interlokin 8(IL-8), IL-6 ve tiimor nekoz faktor a (TNF-a) gibi proinflamatuvar
sitokinlerin aktivitelerini inhibe etmesine baglidir. Ayrica kollajen sentezi ve

fibroblast proliferasyonu da NAC tarafindan baskilanir (58).
2.4.1.4. Kullamim Alanlari

NAC mukolitik ajan olarak kulamlmasimin yanisira, sayisiz  hastalikta
kulllanilmaktadir. Bunlar; asetaminofen intoksikasyonu, doksorubisin kaynakli
kardiyotokisite, stabil anjina pektoris, iskemi-reperfiizyon kardiyak hasari, ARDS
(akut solunumsal distress sendromu), bronsit, kemoterapi kaynakli toksisite,
HIV/AIDS, agir metal toksisitesi, sizofreni ve bipolar duygudurum bozuklugu gibi
baz1 psikiyatrik hastaliklar bunlardan birkagidir (19). CP’yle iliskili toksisite
caligmalarinda NAC’1n oldukga yararl etkileri oldugu gosterilmistir (15, 16, 20, 21).
NAC en ¢ok karaciger hasariyla iliskili asetaminofen (parasetemol) toksisitesinde
kullanilmistir. Asetaminofen aracili karaciger toksisitesi, hepatik sitokrom p450
enzimleriyle ile diizenlenen reaksiyonlar sonrasi meydana gelen N-asetil-
pbenzoquinoneimine metaboliti ile alakalidir. Bu metabolitin detoksifikasyonu
yiiksek GSH gerektirmektedir. Bu yiizden GSH eksikligine neden olan asetaminofen
dozasimi karaciger hasarina neden olabilir ve tedavide GSH eksikligini gidermek

i¢in sistein deposu olan NAC uygulamasi gerekmektedir (57).
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2.4.1.5. Yan Etki ve Toksisite

Giinliik 8000 mg’a kadar oral NAC tedavisinin klinik énemli yan etkilere neden

olmadigi bilinmektedir (57).

Parasetamol zehirlenmelerinde yiiksek dozlarda (20 saat boyunca total doz 300
mg/kg olacak sekilde) kullanilan iv NAC’m yan etki sayist ve siddeti yok
denilebilecek kadar azdir. Bununla beraber, nadir de olsa hastalarda bulanti, Kusma,
dokiintii, kasint1, anjioddem, bronkospazm, tasikardi, hipotansiyon/hipertansiyon ve
yasami tehdit edebilen anaflaksi goriilebilir (12).

NAC’in oral letal dozu, fareler icin 7888 mg/kg ve ratlar icin 6000 mg/kg
tizerindedir. Hayvanlarda yapilan fertilite ¢aligmalarinda, 250 mg/kg dozda herhangi
bir yan etkiye rastlanmamis ve hatta 2000 mg/kg dozlarda bile teratojenik etki
gbozlenmemistir. Ayni durum, dogum, fiziksel gelisme laktasyon donemi igin de
gecerlidir. Gebelik ilag smiflandirmasinda “B” grubunda kodlanan NAC ile ilgili
yeterli sayida klinik ¢aligma olmadig: i¢in, gebe kadinlarda NAC kullanimi heniiz

netlik kazanmamustir (12).
2.4.2. Tiyol

Siilfidril grubu igeren organik bilesikler olan tiyoller, antioksidan 6zelliklerinin yani
sira; ¢ogu enzim ve koenzimlerin aktif merkezinde bulunmalari, distilfid kopriileri
(S-S) ile proteinlerin tersiyer ve quarterner yapilarini olusturmalari, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, intra- ve ekstraselliiler ortamda redoks tamponu olmalari, sinyal

iletimi ve apoptozis gibi bir¢ok yapisal ve metabolik fonksiyona sahiptirler (59).

Glutatyon ve tiyoredoksin, intraseliiler olarak en oOnemli tiyollerdir. Glutatyon,
intraseliiler ortamda bircok non-enzimatik fonksiyonu olan bir antioksidandir;
rediikte formu “GSH” ve okside formu (glutatyon disiilfid) “GSSG” seklinde
gosterilir (60).

Organizmanin total tiyol havuzu, ya rediikte/okside glutatyon (GSH/GSSG) gibi
serbest formlarda ya da proteinlere bagli formlarda bulunan intra- ve ekstraseliiler
tiyollerden olusur. Intraseliiler tiyol bilesikleri icerisinde en énemlisi, GSH olmakla

beraber; dokular, tiyol igeren proteinlerden zengindir ve bu protein-tiyollerin redoks
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durumu, seliiler lokasyonlarina baglidir. Sitoplazmada rediikte formlar1 agir basan

GSH/GSSG gifti, protein-tiyol gruplarini oksidasyondan korur (59).

Hiicrelerden kan dolasimmma salinan GSH’mm biliyik kismi eritrositlerde
toplandigindan; plazma GSH diizeyleri nispeten diisiiktiir. Buna karsilik, disiilfid
formu agir basan sistein/sistin havuzu, kantitatif olarak plazma ve ekstraseliiler
ortamin en biiyilik tiyol ve disiilfid kaynagini olusturur. Plazmada rediikte formda
bulunan serbest tiyoller arasinda, GSH’1in yani sira homosistein, sisteinilglisin ve
sistein sayilabilir; Homosistin, sistinilglisin, sistin ve GSSG ise okside formda
bulunan serbest tiyollerdir. Protein-bagl tiyoller, protein-SH gruplar1 ve bunlarin

diger tiyol bilesikleriyle yaptiklari karma disiilfidlerden olusurlar (59)

Tiyol bilesiklerinin secici olarak hipokloréz asit (HOCI) ve kloraminleri yakaladig:
bilinmektedir. Bu nedenle plazmada HOCIl’yi yakalayan en onemli antioksidanin

tiyol oldugu sdylenebilir (61).

Serbest tiyol grubu igeren bilesikler, radikallerle direkt veya indirekt reaksiyona
girerek ya da protein tizerindeki serbest tiyol gruplariyla reversibl baglar olusturarak,
proteinlerin oksidatif hasara ugramalarini Onleyebilmektedirler. Protein yapisindaki
amino asitlerin ¢cogu, H,O, varliginda, kiiciik degisikler gegirirken; tiyol gruplar
tiiketilmekte ve protein lizerinde siilfid tiirevleri olusmakta; boylece proteinde yapisal

degisiklikler meydana gelmektedir (62).

Tiyol diizeylerinin tayini, proteinlerin SOR aracili oksidasyondan ne denli

etkilendiklerini gostermesi bakimidan 6nem tagimaktadir (62).

Diyabet, KVH, kronik bobrek yetmezligi, siroz, felg ve diger norolojik bozukluklar
gibi bir¢ok hastalikta, tiyol diizeylerinin diistiigli gésterilmistir (59).

2.4.3. Total Antioksidan Kapasite

Organizma normal kosular altinda, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest
radikaller ve bunlara sekonder meydana gelen oksidatif stres ile miicadele eden
kompleks bir antioksidan defans sistemine sahiptir. Oksidan durumlara karsi
dengenin slirmesinde kan dolagimi biiyiik 6neme sahiptir. Cilinkii antioksidanlarin

viicutta taginimi ve dagilimini yapmaktadir (63).
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Albiimin, trik asit, askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin
%85’inden fazlasini olusturmaktadir. Bunun nedeni, kanda bilirubin, glutatyon,
flavinoidler, alfa tokoferol ve beta karoten gibi antioksidan sistemin komponentlerine
nazaran alblimin, {irik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasina baglidir

(63-65).

Plazmada bir etkilesim i¢inde bulunan antioksidanlar sinerjist olarak caligmaktadir.
Bu sinerjizme 6rnek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatinda tokoferolun yeniden
aktiflesmesini saglamasi gosterilebilir. Bu etkilesimlerinden dolayi, bilesenlerin tek
baslarina yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Ayrica bir
antioksidandaki azalma diger bir antioksidanin artisi ile kompanse edilmektedir. Bu
yizden TAK’mn Ol¢iimii antioksidanlarin tek tek dlclimiinden daha degerli bilgiler
vermektedir. (63,64).

2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemi ile prooksidan maddeler arasindaki

dengenin, prooksidan maddelerin lehine kaymasiyla ortaya ¢ikan durumdur (66).

SOR ile etkilesen niikleik asit, polisakkarit, lipid ve proteinler gibi temel hiicre
bilesenlerinden olusan toksik bilesikler, hiicre ve dokularda birikmekte ve bunun
sonucunda hem yapisal hem de fonksiyonel hasar meydana gelmekte; hatta oksidatif

hiicre hasar1, nekroz ya da apopitoz ile sonuglanabilmektedir (67).

Oksidatif stresle olugan baslica doku hasarlar1 arasinda lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu, membran fonksiyonlarinin bozulmasi, mukopolisakkaritlerin yikima,
monosit ve makrofajlardan proenflamatuvar sitokinlerin salinimi ve DNA yapisinin

bozulmasi gibi oksidatif modifikasyonlar sayilabilir (60,68).
2.5.1.Total Oksidan Kapasite

Serum plazma veya dokuda bulunan oksidan molekiillerin konsantrasyonlar1 bilinen
pek cok metodla ayr1 ayr1 Olgiilebilmektedir. Oksidatif stres varlifinda, artan bu
molekiillerin oksidan etkileri birbiri {izerine eklenebilir. Bu oksidan molekiillerin tek
tek olciimden ziyade, total Ol¢limii hem daha pratik hem de daha anlamli olacag
diistintilerek, tiim oksidanlarin durumunu yansitabilecek bir yontem gelistirilmistir.

Bu metodla in vitro TOS 6lglimii yapilabilmektedir (69).
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2.5.2. Lipid Peroksidasyonu

Lipidler hiicrelerin yapisinin korunmasinda ve fonksiyonlarinin kontrolii i¢in hiicre
membranmin esansiyel bilesikleridir. SOR’un primer hedefinde de olan ve
oksidasyona ugrayan lipidler ¢esitli patolojik durumlarla iligkilidir (70). Lipid
peroksidasyonu hiicre memranlarinda bulunan lipoprotein ya da lipid igeren diger
bilesiklerin oksidatif hasari olarak bilinir. Doymamis fosfolipidler, glikolipidler ve
kolesterolun peroksidatif modifikasyonu; oksil, peroksil ve hidrojen peroksitin demir
aracili indirgenme iriinii olan HO" radikali gibi serbest radikal {irlinlerinin ya da
single oksijen, ozon, O," ve NO"’nun reaksiyonuyla olusan ONOQO™ gibi non radikal

tirtinlerle tetiklenen reaksiyonlarda olusabilir (68)

Ardisik olarak, baglama, yayilma ve sonlanma seklinde gerceklesen peroksidasyon
reaksiyonlart; bagladiktan sonra, otokatalitik olarak yayilir ve yiizlerce yag asidi

zinciri, lipid hidroperoksitlerine ¢evrilebilir (70).

Baglama asamasinda; basta HO" olmak iizere, serbest radikallerin doymamis yag
asidi (RH) zincirinden bir hidrojen atomu ayirmasiyla olusan karbon merkezli lipid
radikali (R.); O, varliginda lipid peroksi radikaline doniisiir. ROO.’nun doymamis
baska bir yag asidinden H atomunu uzaklastirmasi, ROOH ve yeni bir R Olusturur ki,
zincirleme reaksiyonlar devam eder (70). Hidroperoksitler, lipid alkoksi radikaline
dontigebilir ve zincirleme reaksiyonlar sonucunda, tek bir radikalden bircok RO" ve
ROOH meydana gelebilir. Bu zincir reaksiyonlari, iki radikal tirlinden nonradikal bir
iiriin olusuncaya veya bu radikaller antioksidanlarla ortadan kaldirilincaya kadar

devam eder (70).

Peroksidasyon sirasinda olusan iriinler, “primer” ve “sekonder” olarak iki grupta

toplanabilirler (71).
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TABLO 2. Lipid Peroksidasyon Uriinleri (71)

Primer Sekonder
e Konjuge dienler e Alkanlar
e Lipid peroksitler e Aldenhitler
e Lipid hidroperoksitler v Malondialdehit (MDA)
v" n-aldehitler
v o,B-doymamus aldehitler:

» 4-hidroksi nonenal (4-HNE)
» 4-0kso-2-nonenal (4-ONE)
» 4,5-epoksi-2-alkenal

e F2-izoprostanlar (8-izoprostan)

e H2-izoprostanlar (izolevuglandin)

Lipid peroksidasyonu; ateroskleroz, kanser, diyabet, kronik alkol hasari ve akut
akciger hasarmin yam1 sira Alzheimer ve parkinsonu hastaligini da igeren

norodejenartaif bozukluklar la iligkili bulunmustur (71).
2.5.2.1. 4-Hidroksi nonenal (4-HNE)

4 hidroksi-2-nonenal (4-HNE) karaciger mikrosomal lipid hiicrelerinde, omega 6 yag
asitlerinin peroksidasyonu ile olusan sitotoksik bir triindir (72). 4-HNE serbest

radikallerin ikinci toksik mesajcis1 olarak kabul edilir. Ayrica;

e Fizyolojik olarak en aktif lipid peroksit,

e Oksidatif stresin 6nemli bir pargasi,

e Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan kemotaktik bir aldehit,
e Lipid peroksidasyonun temel iiriini,

e Lipid peroksidasyon firiinlerinin en toksik olanidir (72).

Biitlin bunlar goz 6niine alindiginda bugunlerde, 4-HNE’nin lipid peroksidasyonunda

en biyoaktif marker oldugunun diistiniilmesi siirpriz degildir (72).
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2.5.2.2.Total Lipid Hidroperoksit

Organizmada {retilen hidroperoksitler, lipid ya da protein kaynakli olabilirler.
Oksidatif stres sartlarinda; fosfolipidler, glikolipidler ve ester kolesterolde bulunan
doymamig yag asitlerinden peroksidatif reaksiyonlarla olusan lipid hidroperoksitler,

oksidatif stres markeri olarak yaygin kullanima sahiptirler (68, 74).

Genelde, HO-, lipid oksi veya peroksi radikalleri, singlet oksijen ve ONOO™ gibi
aktif SOR tiirleriyle baslatilan reaksiyonlarda aciga cikan hidroperoksitler, lipid

peroksidasyonunun radikal olmayan ara iiriinleridirler (6).

Tiiredikleri radikallerden daha polar ve daha uzun 6miirlii olan lipid hidroperoksitler;
ayni hiicre iginde, hiicreler arasinda ya da lipoproteinler ile hiicreler arasinda
membrandan membrana gecebilirler ve bu yolla, membran yap1 ve fonksiyonlarinin
bozulmasina, akiskanligin artmasina ve sitozolik soliitlerin membran disina
sizmasina neden olabilirler. Dokularda biriken peroksitler, dokusal ve hiicresel
fonksiyon bozukluklarina yol agmakta ve bu durum, yaslanmada veya yaslilik ve
oksidatif stresle iligkili diyabet, ateroskleroz ve norodejeneratif hastaliklarda 6nemli

olmaktadir ( 68, 71).
2.5.3. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanir ve SOR
veya sekonder oksidatif stres tirlinleri ile tetiklenebilir. Lipid peroksidasyonuna
benzer sekilde gergeklesen protein-radikal zincir reaksiyonlari, proteinlerin oksidatif
modifikasyonuna neden olmaktadir. H,O, ve HOCI gibi reaktifler, Fe** ve Cu® gibi
gecis metalleri, paraquat, karbontetrakloriir, asetaminofen gibi ksenobiyotikler, aktif
notrofiller, UV radyasyon, ozon, ile lipid ve serbest amino asit oksidasyon triinleri

protein oksidasyonuna yol agabilmektedir (75).

Protein oksidasyonu esas olarak HO" radikali ile baglar. Diger taraftan oksidasyon
stirecinde O; ile birlikte, O, radikalive HO, ’nin varlig1 da gereklidir. Adi1 gecen bu
serbest oksijen tiirevleri; amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-
protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile

peptid baglarmin ayrilmasina neden olur (76). Protein oksidasyonu; protein
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iskeletinin oksidasyonu, peptid baglarinin kirilmasi, amino asit yan zincirlerinin
oksidasyonu ve kovalent c¢apraz baglanma reaksiyonlar1 seklinde dort farkli

mekanizma ile gergeklesebilir (76).

Okside proteinlerin birikimi, yalnizca protein oksidasyon oranini yansitmaz ayni
zamanda okside protein yikimini da yansitir. Bu yol, okside proteinleri tercihen yikan
proteazlarin konsantrasyonlarinin ve proteolitik aktivitelerini etkileyen pekcok
faktoriin (metal iyonlari, inhibitorler, aktivatorler ve diizenleyici proteinler), yer

aldig1 bir sistemi igerir (76).

Oksidatif hasar goren proteinlerin onarimi miimkiin olmadigindan; katepsin C,
kalpain ve 20 S proteozom gibi endojen proteazlarla yikilmalari gerekir. Ancak
oksidatif hasarin derecesi, proteinlerin metabolik sonlarini belirlemekte ve kismi
oksidasyon, proteinlerin hidrofilik 6zelligini artirirken; ileri derecede oksidasyon,
proteinlere hidrofobik 6zellik kazandirmaktadir. Soyle ki, kismen denature ya da
hafif derecede okside olan proteinler, proteolitik ataga daha duyarl; ileri derecede
okside olanlar ise, kovalent capraz baglar, disiilfid kopriileri veya hidrofobik
etkilesimler yiiziinden, daha direnclidirler. Bu nedenle, hiicrelerdeki okside protein
diizeylerinin, protein oksidasyon hizi ile proteolitik yikim hizi arasindaki dengeye
bagli oldugu ve dengenin bozulmasiyla, okside proteinlerin organizmada birikmeye

basladig1 ve bdylece tiim hiicre fonksiyonlarinin bozulabilecegi sdylenebilir (77).
2.5.3.1. NO’ ve Peroksinitrit Aracili Protein Oksidasyonu

NOS’un (nitrik oksit sentaz) endotelyal formu olan eNOS tarafindan fizyolojik
diizeylerde iiretilen NO™ (nitrik oksit), endotelyum bagimli relaksasyon ve vaskuler
tonusta temel belirleyicidir. Ote yandan NO' platelet agregasyonunu ve adezif
molekiil ekspresyonunu inhibe eder. Hiicre proliferasyonunu ve vaskiiler duvar
farklilagmasini diizenler. NO ’nun in vivo lokal diizeylerinin azalmas1 atheromatosis,
kalp yetmezligi, sepsis, koroner arter hastaligi (KAH) da dahil olmak iizere sayisiz

kardiyovaskiiler hastalikla iligkilidir (78).

Ne, NO' ne de O," in vivo sartlarda sanildiklar1 kadar toksik degillerdir ¢iinkii etkileri
bir dizi reaksiyonla minimize edilir. O;" siipiiriicii bir enzim olan ve de fakli tipte
fakli lokalizasyonlarda (mitokondri, sitoplazma, ekstraselliiler kompartman) farkl

izoenzimleri olan SOD tarafindan uzaklastirilir. Benzer sekilde NO™ da dokularda
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bulunan kirmizi kan hiicrelerinde, oksihemoglobinin katalize ettigi reaksiyonla

nitrata doniistiirtliir (53).

NO" eslenmemis bir elektron icerir ve uygun kosullar altinda O;" ile reaksiyonu

sonucunda gii¢lii bir oksidan olan peroksintrit meydana gelir (ONOQ") (49).

ONOQO™ bir ya da iki elektronun oksidasyon mekanizmasiyla, tiyoller ve metal
merkezli triinlere zarar verebilen kisa yasamli (in vivol0 ms) bir ara iriindiir.
ONOO~, DNA, protein ve lipidlerle direk olarak oksidatif reaksiyonlarla ya da

radikal aracili mekanizmalarla indirek etkilesime girer (53).

In vivo ONOO" iiretimi, stroke, MI, kronik kalp yetmezligi, sok, diyabet, kronik
inflamatuvar hastaliklar, kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢ok Onemli

patojenik mekanizmalarla iliskili bulunmustur (53).
2.5.3.2. 3-Nitrotirozin (3-NT)

Protein tirozin artiklarnin nitrasyonu, tirozinin aromatik halkasindaki hidroksil
grubunun bitisigine bir nitro grubunun eklenmesi ile olusan kovalent bir protein
modifikasyondur. Nitrasyon, proteinin yapisini ve fonksiyonlarini etkiler, antijenik
epitop Uretimine neden olur, enzimlerin katalitik aktivitesi degistirir, hiicre
iskeletinin yapisi bozar ve bozulmus hiicre sinyal iletimi meydana getirir. Bu yilizden

nitrotirozin ONOQO™ aracil1 sitotoksisitenin merkezinde kabul edilmektedir. (53).

Tirozin direk olarak ONOO™’le reaksiyona girmez. Tirozinin direk nitrasyona
ugramasi yerine, tirozine bir hidrojen atomu eklenmesi ile tirozil radikali meydan

gelir bu da hizlica NO; " ile birleserek 3-NT’yi meydan getirir (79).
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Feraxymitrite HDE
+e catalysifs)
i
R R
Tyrosine 3-Nitrotyrosine

Sekil 3. 3-Nitrotirozin olusumu (79)

3-NT, NO’ dan koken alan oksidanlar i¢in stabil bir belirtectir (80). Nitrotirozin
formasyonu, hem saglikli bireylerde hem de kardiyovaskiiler hastaliga sahip
hastalarin her ikisinde birden vaskiiler dolasimda ve miyokardiyal dokularda
gozlemlenmistir (81). Protein tirozin nitrasyonu, yiiksek oksidatif strese maruz

kalinan durumlarda posttranslasyonel modifikasyonu gosterir (82).
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3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen
(Proje no: TTU-2015-6134) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunca
onaylanan (10/12/2014 tarih, karar no:14/168) bu calisma, Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi (DEKAM) ve Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.

3.1. GEREC

Biyokimyasal oOl¢iimlerde, analitik saflikta ve/veya HPLC kalitesinde, Sigma-
Aldrich(St Louis. MO. USA), Merck (Darmstad. Germany), Acros ve Fluka marka
kimyasal maddeler kullanildi.

Calisma sirasinda; spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), otoanalizorler (Roche
Cobas C701, Roche Cobas E601 ), mikro ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) okuyucusu (BioTek ELx800), mikro ELISA yikayicisi (BioTekELx50), derin
dondurucu (Haier, Beko), saf su cihazlar1 (Rentro 16000, Rentro immu), etiiv
(Memmert), sogutmali santrifiij (Sigma 3K 30), pH metre (WTW-330I/SET), hassas
terazi (Sartorius, AND GR-200), su banyosu (Kottermann), manyetik karistirici
(Niive, Labor Brand Hotplate Stirrer), buzdolab1 (Arcelik), vorteks (Velp scientifica
2x%), sonikator (Virtis), kronometre, otomatik pipetler (Socorex, Axygen, Brand),
polipropilen tiipler ile balon joje, beher, meziir, pipet ve tiip gibi cam malzemeler
kullanildi.
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Caligmada kullanilan tiim cam malzeme ve polipropilen tiipler, % 20’lik nitrik asit
cozeltisinde bir giin boyunca bekletildikten sonra, Tip II ve ardindan Tip I kalitesinde
saf su ile ii¢ kez yikanarak demineralize edildi. Tip I su kullanilarak hazirlanan
tampon ve c¢ozeltiler, ¢alisma siiresince soguk odada saklandi. Dayaniklilik stiresi
kisa olan ¢ozeltiler, ¢calisma giinii hazirlandi.

Calisma Grubu: Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya DEKAM’da iiretilen, 6-7
aylik, 350-450 g agirliginda, 32 erkek rat ¢alisma grubunu olusturdu. Calisma
stiresince, 12 saat karanlik/aydinlik dongiisiinde, normal oda sicakligi (22+1°C) ve
neminde tutulan ratlar, standart pellet yem ve musluk suyu ile beslendi. Cevreye
adapte olmalarim1 saglamak amaciyla, calismaya baslamadan en az bir hafta 6nce,
ratlar ayn1 deney ortamina alindu.

Cahisma Plani: Ratlar; Kontrol, NAC, CP ve CP-NAC grubu olmak tizere, her biri 8
rat iceren dort gruba ayrildi.

Preparat uygulamalarina baglamadan 6nce (0. giin), ¢aligma grubunu olusturan ratlar,
tartildiktan sonra, 24 saat boyunca metabolik kafeslere yerlestirildi. Bir gece ag
birakilan ratlarin, ertesi sabah metabolik kafeste toplanan 24 saatlik idrar hacimleri
olgiildii.

Nefrotoksisite olusumunu saglayan CP dozunu belirlemek amaciyla, toplam 6 ratla
bir 6n ¢alisma yapildi: her biri 2 rat igeren ii¢ gruba, sirastyla tek doz 5, 7,5 ve 10
mg/kg CP ip olarak uygulandi. On calisma sonucuna dayanarak, CP 10 mg/kg tek
doz, ve NAC 250 mg/kg ardisik ili¢ doza karar verildi. Deney plan1 asagida
belirtildigi lizere uygulandi.

Deney Modeli

GRUP NAC CP Aciklama Yontem Doz sayisi

Kontrol - - SF 1mL/kg ip 3 doz

NAC 250 - ip 3 doz
mg/kg

CP 10 ip Tek doz

mg/kg

CP-NAC 250 10 CP’den 4 saat sonra ip CP tek

mg/kg  mg/kg NAC NAC 3

doz

Kontrol grubu:1mL/kg ip SF uygulandi.
NAC grubu: Ardisik 3 giin boyunca 250 mg/kg ip NAC uygulandi.
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CP grubu: 10mg/kg tek dozip CP uygulandi.
CP-NAC grubu: Ilk giin 10mg/kg tek doz CP uygulandiktan 4 saat sonra NAC
uygulandi. Muldoon et al. yapmis oldugu (83) c¢alisma baz alinarak, CP
uygulandiktan 4 saat sonra NAC uygulamasi yapildi. NAC uygulama zamanindan 24
saat sonra olmak tizere, ardisik iki giin daha 250 mg/kg NAC uygulandi.
Son enjeksiyonu takiben, metabolik kafeslere alinan ratlar bir gece ag¢ birakildi.
Ertesi sabah, 24 saatlik idrar ornekleri alindiktan sonra, ratlar tartildi ve kg rat
agirligi basina 80 mg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer, 50 mg/ml’lik soliisyon) +
10 mg ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer, %2’lik soliisyon) anestezisi altinda
abdominal aortadan heparinize enjektorlere ve EDTA’I tiiplere kanlar1 (5-7 ml)
alindi. Son kan ornekleri alindiktan hemen sonra, anestezi altinda sakrifiye edilen
ratlarin kalp ve diger tiim organlar cikartildi ve kandan temizleninceye kadar, soguk
SF ile 3-4 kez yikandi. Kurutma kagitlari ile fazla suyu alinan kalp’ler tartildi.
Heparinli kan 6rnekleri, +4°C’de 2000 g’de 10 dk santrifiij edilerek plazmalar1 elde
edildi ve alikotlar halinde, kalp dokulartyla birlikte galisma giiniine kadar, -40 °C’de
saklandi.
3.2. YONTEM
Ratlardan elde edilen plazma, idrar ve kalp dokusunda yapilan ¢aligmalar,

e Rutin biyokimya

e Doku ve plazma 6rneklerinde biyokimyasal ¢aligma

e Histopatolojik ¢alisma
seklinde ii¢ baslik altinda toplandi.
3.2.1. Rutin Biyokimya Analizleri
Ratlardan alindig: giin,

Plazma Orneklerinde: BUN, kreatinin, kreatin kinaz (CK), CK-MB, albiimin, laktat
dehidrogenaz (LDH) ol¢iimleri Roche Cobas 702 ve Roche Cobas 501
otoanalizdriinde, uygun ticari kitler kullanilarak o6l¢tildi.

3.2.2. Biyokimyasal Caliyma

Calisma giiniine kadar alikotlar halinde dondurularak saklanan;

Plazma &rneklerinde; ¢Tnl, CMLC-1 ve IMA diizeyleri,

Doku orneklerinde; Lipid hidroperoksit, TAK, TOK, 3-NT, 4-HNE, tiyol diizeyleri
caligildi.
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Kalp doku o6rneklerinin biyokimyasal dl¢ciimlere hazirlanmasi: Caligsma giiniine
kadar -40°C’de saklanan kalp parcalarindan homojenatlarin hazirlanmasi sirasinda
yapilan tiim islemler, buz iizerinde ve 4°C’de ylriitiildii. Homojenizasyon islemi,
teflon uglu homojenizator ile gerceklestirildi.

Caligilan yontemlere gore, kalp dokularina uygulanan islemler asagida verildi:

* Buzu c¢ozdiiriilen kalp pargalari, 3 kez daha soguk SF ile yikandi ve siizgeg
kagidiyla kurulandi. Hassas terazide 0,1 gram agirliginda tartilan yas doku ornekleri,
2,0 mL 0.02 M EDTA ile homojenize edildi ve dogrudan aymi giin doku tiyol
tayininde kullanildi .

* Buzu ¢ozdiiriilen kalp pargalari, 0.015 M fosfat tamponlu salin (PBS; pH 7.4) ile
yikand1 ve siizgec kagidiyla kurulandi. Hassas terazide tartilan yas doku ornekleri,
1/10 (w/v) oraninda PBS ile homojenize edildi.Alikotlar halinde dondurularak
saklandi. Calisma giinii ¢6zdiirtilen bu alikotlar vorteksle karistirildi,, 20.000 g’ de 15
dk santrifiijlendi. Elde edilen siipernatanlar; TOK ve TAK o6l¢iimlerinde kullanildi.
1/10 (w/v) doku homojenatlarinin alikotlarinin bi kismi ise 3000 rpm de 20 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar 3-NT ve 4-HNE tayininde kullanildi.
Olgiimlerde kullanilan yéntemlerin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla; kontrol
grubu ratlarindan kalp dokulari ve plazma Ornekleri alinarak numune havuzlar
olusturuldu. Bu havuzlarda, her yontem i¢in ayr1 ayri, en az 10-15 dlgiim yapildi ve
degisim katsayis1 (coefficient of variation; CV) degerleri hesaplandi.

3.2.2.1.Doku Protein Tayini

Ratlarin kalp dokularinda doku protein seviyeleri, spektrofotometrik yontemle tayin
edildi
Metodun prensibi, alkali ortamda bakir iyonu (Cu®"), proteinlerdeki peptid baglari ile

bir kompleks olusturur ve Cul®e indirgenir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan
zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek
renk olusumuna neden olur olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile
dogru orantilidir ve 660 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir (84).

Cozeltiler:

e A Reaktifi: %2 Na,COj3 (0.1N NaOH i¢inde)
e B Reaktifi: % 1 CuSO4.5H,0 + % 2 NaK tartarat. 4H,0 (1:1 v/v)
o C Reaktifi: 50 ml A reaktifi ile 1 ml B reaktifi (v/v )

e 2 N Folin ciocalteu-fenol reaktifi:1.1 (v/v oraninda tip 1 su ile diliie)
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Doku protein ¢calisma plam (84)

Numune Kor
Doku homejanati 0.3 mL -
Tip1lsu - 0.3 mL
C reaktifi 3mL 3mL

Iyice karistirlan tiipler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Tiipler vorteklenirken Folin ciocalteu-fenol reaktifi eklendi.

Folin ciocalteu-fenol 0.3mL 0.3 mL

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

Absorbansla 660 nm’de kore karsi okundu.

Standart serinin hazirlanmasi: Stok HSA (300pg/mL) ¢ozeltisi, doku protein
tayini ig¢in, 25; 50; 75; 100; 150; 200 ve 300 ug/mLkonsantrasyonlarinda Tip | su ile
diltie edildi ve her standart, numune gibi c¢alisildi. HSA konsantrasyonlarina karsilik

gelen OD degerleriyle standart grafikler ¢izildi (Sekil 4).

04 -
oD y =0.001x - 0.007
0,35 - R? = 0.998

0,3 -

0,25 -

0,15 -
0,1 -

0,05 -

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Human Serum Albumin pg/mL

Sekil 4. Human Serum Albumin Standart Grafigi

Diliisyon faktoriiyle carpilarak hesaplanan homojenat orneklerinin doku protein
diizeyleri mg/mL olarak verildi. Hesaplanan doku protein diizeyleri (mg/mL) bu

parametreyi kullanan diger doku parametrelerin hesaplanmasinda kullanildi.
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Doku protein tayininde kullanilan yontemin metodu CV degeri, % 3.88 olarak

bulundu.

Olgiim sayis1 X+ SD CV (%)

Doku protein (mg/ mL) 14 20.74+0.77 3.88

3.2.2.2.Tiyol Tayini
Ratlarin kalp dokularinda tiyol seviyeleri, spektrofotometrik yontemle tayin edildi .

Metodun prensibi, serbest tiyol gruplari tarafindan, Ellman reaktifi [5,5-ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit); DTNB]’nin rediiklenmesiyle agiga ¢ikan, koyu sar1 renkli 5-tiyo-
2-nitrobenzoik asit (TNB)’in renk siddetinin 412 nm dalga boyunda Olgiilmesi

esasina dayanir (85).

2 R-SH + DTNB— R-S-S-R + 2 TNB (koyu sar1 renk)
Cozeltiler

e 0.1 M Tris-HCI tamponu, pH 8.2 (10 mM EDTA igerir)

e 0.2 M Tris-HCI tamponu, pH 8.2

0.02 M EDTA

10 mM DTNB (metanolde hazirlanir)

e 3.0 mM GSH (stok standart)

Reaksiyon ortamina DTNB ilavesiyle inkubasyon siiresi baglatilarak; kor, kontrol ve

numune tiipleri, 25°C’de tam 15 dk inkube edildi. Daha sonra, kor tiipiine kars,
kontrol ve numune tiiplerinin absorbansi 412 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve AOD

degerleri hesaplandi. Degerlendirme standart grafik tizerinden yapild.

Doku tiyol ¢aligma yontemi (85)

Kor Kontrol Numune
0.2 M Tris-HClI 0.300 mL 0.300 mL 0.300 mL
Metanol 1.60 mL 1.58 mL 1.58 mL
Doku homojenati - 0.02 ml 0.02 ml
0.02 M EDTA 0.100 mL 0.08 mL 0.08 mL
DTNB 0.02 mL - 0.02 mL
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Reaksiyon ortamina DTNB ilavesiyle inkubasyon siiresi baglatildi. Kor, kontrol ve
numune tiipleri, 30°C’de calkalamali su banyosunda tam 15 dk inkiibe edildikten
sonra, 10.000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Kontrol ve numune tiiplerinden elde edilen
siipernatanlarin absorbansi, kor tlipline karsi, 412 nm’de 6l¢iildii ve AOD degerleri
hesaplandi. Degerlendirme standart grafik iizerinden yapildi.

Standart serinin hazirlanmasi: Stok GSH (3.0 mM) ¢ozeltisi, doku tiyol tayini i¢in,
100; 200; 400; 600; 800; 1000; 2000 ve 3000 umol/L konsantrasyonlarinda standart
seri olusturacak sekilde Tip I su ile diliie edildi ve her standart, numune gibi ¢aligildi.
GSH konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleriyle standart grafikler ¢izildi
(Sekils5).

0,6 -

oD y = 0,00186x - 0,0001

0,5 -

0,4 -

0,3 -

0,2 -

0,1 -

O T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

GSH pmol/L

Sekil 5. Glutatyon Standart Grafigi

Standart grafikten bulunan doku tiyol seviyeleri (umol/L), ayn1 dokuda tayin edilen
protein (mg/mL) degerlerine boliinerek, nmol/mg protein olarak verildi.
Doku tiyol tayininde kullanilan yontemin metodunun CV degeri, % 3.80 olarak

bulundu.

Olgiim say1s1 X+ SD CV (%)

Doku tiyol (nmol/mg) 14 39.77+1.51 3.80

32



3.2.2.3. iskemi Modifiye Albiimin Tayini

Serum IMA tayininde kullanilan ACB testinin prensibi; albiiminin metal baglama
kapasitesinin, Co* iyonlarmin albiimine baglanma derecesi iizerinden gosterilmesine

dayanir (40).

Ekzojen Co®* iyonlariyla inkiibe edilen serum 6rneklerinde, albiimin tarafindan
baglanmayan kobaltin, ditiyotireitol (DTT) ile verdigi kirmizi kahve renkli
kompleksin renk siddeti, spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.

Albiiminin Co?* iyonlarin1 baglama kapasitesi ne kadar diistikse, kompleksin renk
siddeti o kadar biiyiikk olacak; diisiikk kobalt diizeyleri ise kapasitenin yiiksek

oldugunu gosterecektir.
Cozeltiler

e 9.72mMDTT

e 4.2 mM Kobalt kloriir (CoCl, 6H,0)
e 0.154 M NaCl

e 50 mM Tris-barbital tamponu, pH 8.6
e Insan serum albiimini (HSA) (60 g/L)

IMA Cahsma Plam
Numune Numune Korii
Serum 40 uL 40 uL
4.2 mM CoCl,-6H,0 10 uL 10 uL
50 mM Tris-barbital tamponu 40 uL 40 uL

Karistirilan plate oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

9.72mM DTT 10 uL -
Tip I'su - 10 uL

Karistirilan plate, oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi.

0.154 M NaCl 0.160 mL 0.160 mL

Numune ve kor orneklerinin OD’leri, 470 nm’de mikroplate okuyucuda okundu
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Hesaplama

Numune ve numune korlerinin absorbanslar1 kullanilarak AOD degerleri bulundu.
IMA birimi, absorbans iinitesi (ABS U) olarak tanimlandi. ABS U > 0.400, iskemi
i¢in pozitif ve ABS U < 0.400, negatif olarak degerlendirildi (40).

Calisma gruplarinda 6lgiilen IMA, plazma &rneklerinin OD degerleri (ABS U) ve

IMA tayininde kullanilan metodun CV degerleri, birimlerine gore asagida gosterildi:

Olgiim say1is1 X+ SD CV (%)

iMA (ABSU) 16 0.30 £0.006.  1.93

3.2.2.4.Total Lipid Hidroperoksit Tayini

Plazmada total lipid hidroperoksit tayininde kullanilan FOX yonteminin prensibi;
peroksitlerin asidik ortamda olusturdugu ferrik (Fe**) iyonun, XO ile yaptig1 mavi-
mor renkli kompleksin renk siddetinin, spektrofotometrik olarak 560 nm dalga

boyunda dl¢iilmesi esasina dayanir (86).

Fe?* + peroksitler (ROOH) > Fe** + Alkoksi radikal (RO’) + OH"
Fe** + XO = Fe*+ X0 (mavi-mor renkli kompleks)

Cozeltiler
» FOX Reaktifi
© 250 uM Fe(NH4),S04
© 100 uM XO
© 25 mM H,SO,
" 4 mM Butillenmis hidroksi-toluen (BHT)
" % 90 (v/v) Metanol

= 10 mM Tris-karboksietil-fosfin (TCEP)
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Total Lipid Hidroperoksit Calisma Plam (86)

Numune Numune Korii
Homojenat 90 uL 90 uL
10 mM TCEP - 10 uL
Tip I'su 10 uL -

Agz1 kapatilan tiipler, 20-25°C’de ¢alkalamali su banyosunda 30 dk inkiibe edildi.

FOX Reaktifi 900 pL 900 pL

Agz1 kapatilan tiipler, iyice karistirildiktan sonra, 20-25°C’de 60 dk inkiibe edildi.
Tiiplerin 10.000 g’de 10 dk santrifiijlenmesiyle elde edilen siipernatanlarin OD’si,
560 nm dalga boyunda, Tip I su koriine kars1 okundu

Hesaplama:

Numune OD: Total peroksitlerin olusturdugu rengin siddetine karsilik gelir.

Numune kérii OD: Lipid peroksit disindaki peroksitler ve Fe* iyonu gibi diger
interferans maddelerin verdigi rengin siddetini gosterir.

Numune ve kor tiiplerinin OD farklarindan bulunan AOD’ler, Fe**+XO kompleksine
ait molar ekstinksiyon katsayisi (€: 4.31x10* M‘em™) yardimuyla, total lipid peroksit
degerlerine donistiriildii. Diliisyon faktoriiyle carpilarak hesaplanan homojenat
orneklerinin total lipid peroksit diizeyleri (umol/L), doku protein diizeylerine
(mg/mL) boliinerek gram doku protein basina nanomol olarak verildi (nmol/g doku).

Total lipid peroksit tayininde kullanilan metodun CV degeri, % 3.97 olarak bulundu.

Olgiim say1s1 X'+ SD CV (%)

Lipid peroksit (nmol/g doku) 13 92.41 £3.67 3.97

3.2.2.5. Total Oksidan Kapasite Tayini

Doku stipernatanlarinin TOK degerleri, Rel Assay Diagnostics (RL0024; Gaziantep-
Tiirkiye) marka kit ile dl¢iildii.
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Olgiimiin prensibi, doku o6rneklerinde bulunan oksidanlarm ferréz iyon — orto-
dianisidin kompleksini ferrik iyona oksitlemesi ve ferrik iyonun asidik ortamda
kromojen ile mavi-yesilrenkli kompleks olusturmasi esasina dayanir (69). Orneklerde
bulunan toplam oksidan miktar1 ile orantili olan kompleksin renk siddeti,

spektrofotometrik olarak 530 nm dalga boyunda 6l¢iiliir.

Y 6ntemin kalibrasyonunda hidrojen peroksit ¢ozeltisi, standart olarak kullanilir.
Cozeltiler

* Calisma tamponu (Reaktif 1)

* Prokromojen ¢ozeltisi (Reaktif 2)

* Stabilize standart ¢6zeltisi (10 umol H,0, ekivalani/L) ¢ozeltisi

* Kontrol level 1 (5.0 umol H,0, ekivalani/L) ¢ozeltisi

* Kontrol level 2 (20.0 umol H,0, ekivalani/L) ¢ozeltisi

TOK Calisma Plani (69)
Numune Standart
Calisma standardi - 75 uL
Numune 75 uL -
Calisma tamponu 500 puL 500 puL

* Tiiplerin OD; degerleri, 530 nm dalga boyunda okundu.

30 saniye sonrasinda;

Prokromojen ¢ozeltisi 25 uL 25 ulL

« Standart ve numune tiiplerinin OD, degerleri, 37°C’de 5 dk inkiibasyonu takiben
Tip I su koriine karsi, 530 nm dalga boyunda okundu.
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Hesaplama

(AOD numune) * Standart konsantrasyonu

AOD standart

pmol H,0; ekivalany/ L =

Doku 6rneklerinde tayin edilen TOK, yukarda verilen formiile gére hesaplandi. Doku
TOK degerleri, doku protein diizeyleri (mg/mL)’ne bdliinerek, pmol Hy0;

ekivalani/g doku protein olarak verildi.
3.2.2.6. Total Antioksidan Kapasite Tayini

Doku siipernatanlarinda TAK Ol¢limleri, Rel Assay Diagnostics (RLO0017;
Gaziantep-Tiirkiye) marka kit kullanilarak yapildi.

Olgiimiin prensibi, doku drneklerinde bulunan antioksidanlar tarafindan, koyu mavi-
yesil renkli 2,2’-azinobis 3-etil benzotiazolin-6-siilfonat radikalinin renksiz ABTS
formuna rediiklenmesi esasina dayanir (63). Antioksidanlarin miktarlarina ve
kapasitelerine bagli olan ABTS rediiksiyonunun derecesi, spektrofotometrede 660

nm dalga boyunda renk farkindan kaynaklanan absorbans degisikligi ile tayin edilir.

Yontem, “Trolox ekivalan1” olarak adlandirilan ve vitamin E analogu olan stabil bir

antioksidan standart ¢ozelti ile kalibre edilir.
Cozeltiler
* Calisma tamponu (Reaktif 1)
* Prokromojen ABTS radikal soliisyonu (Reaktif 2)
» Standart (1.0 mmol Trolox Ekivalani/L)
* Kontrol level 1 (0.5 mmol Trolox Ekivalani/L)

* Kontrol level 2 (2.0 mmol Trolox Ekivalani/L)
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TAK calisma plam

Numune Standartl H,O Kontrol
Numune 30 uL - - -
Standart - 30 pl - -
Tip 1su - - 30 uL -
Kontrol - - - 30 uL
Calisma tamponu 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

* Tiiplerin OD; degerleri, 660 nm dalga boyunda okundu.

Prokromojen Cozeltisi 75 pL 75 uL 75 puL 75 uL

e Standart numune ve kontrol tiiplerinin OD; degerleri, 37°C’de 5 dk inkiibasyonu
takiben Tip I su kortine karsi, 660 nm dalga boyunda okundu.

Hesaplama

mmol Trolox Ekivalani/L = (AOD H,0) - (AOD Numune)
(AOD H0) - (AOD Standart)

Doku orneklerinde tayin edilen TAK, yukarda verilen formiile gore hesaplandi
(mmol/L). Doku TAK degerleri, doku protein diizeyleri (mg/mL)’ne boéliinerek mmol

Trolox ekivalani/g doku protein olarak verildi.
3.2.2.7. Oksidatif stres indeksi

Ratlarin kalp dokularinda tayin edilen TOK ve TAK degerlerinin % orani olarak

kabul edilen oksidatif stres indeksi, asagida verilen formiiller ile hesaplandi:

Doku OSI (%) = TOK (umol H,0; ekivalani/g doku) x 100
TAK(umol Trolox ekivalani/g doku )

Doku (mmol Trolox ekivalani/g doku) TAK degerleri, pmol Trolox ekivalani/g doku

birimlerine ¢evrildikten sonra formiilde kullanildi.
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3.2.2.8. CMLC-1 Tayini

Plazma CMLC-1 diizeyleri, Mybiosource marka (Katalog No: MBS266939)
ELISA kiti kullanilarak 6l¢tildii.

Plazma CMLC-1 diizeylerinin 6l¢iimiinde kullanilan ELISA y6nteminin prensibi;
yarismasiz antijen—antikor komplekslerinin olusumuna dayanmaktadir plazmada
bulunan CMLC-1 (antijen), resistin antikoru ile kapli kuyucuklara baglanir.
Yikama islemiyle baglanmayan antijen ve diger plazma bilesenleri ortamdan
uzaklagtirilir. Daha sonra, deney ortamina biyotinlenmis antikor ilavesiyle
“antikor—antijen—isaretli antikor” kompleksleri (sandwich ELISA) olusturulur.
Baglanmayan biyotinlenmis antikor yikama islemiyle ortamdan uzaklastirildiktan
sonra, kompleksin i¢inde yer alan biyotinlenmis antikora yiliksek bir afiniteyle
baglananan, avidin peroksidaz konjugati eklenir. Enzim substratiyla inkiibasyonu
takiben, plazma CMLC-1 konsantrasyonu ile dogru orantili olarak, enzimatik

reaksiyonla olusan rengin siddeti, 450-630 nm’de Slg¢iiliir.
Reaktifler ve Materyaller:

1-96 adet CMLC-1 antikoru ile kaplanmis kuyucuk
2- Rat CMLC-1 standardi
3- Biyotin antikoru

4- Enzim konjugat1

5- Enzim konjugat diliienti
6- Antikor diliienti
7-Standart diliienti

8- Numune diliienti

9- Yikama tamponu (1:25)
10-Renk reaktifi A

11- Renk reaktifi B

12- Renk reaktifi C

Calisma Prosediirii

Kullanilacak reaktifler ve plazmalar dncelikle oda 1sisina getirildi. Plazmalar vorteks

ile iyice karistirildi. Stok standart, birbiri ardina seri diiliisyonlar ile yedi adet ¢caligma
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standard: elde edildi (100, 50, 25, 125, 6.25, 3.12, 1,56 ng/mL). 8. Tiipe sadece

numune diliienti eklendi ve negatif kontrol olarak kabul edildi (0 ng/mL). ,

1- Standartlar ve numunelerden, 6nceden belirlenmis plate planina gore, uygun
kuyucuklara 100’er uLL konuldu.

2- Plate, yapiskan bant ile kapatilarak 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildi.

3- 2. islemin bitmesine 30 dakika kala, rat biyotin antikoru(100X), antikor diliienti
ile 1:100 oraninda diliie edilerek hazirlandi.

4- Inkiibasyonu takiben her kuyucuk 350 uL yikama tamponu ile 3 kez yikandi.

5- Her bir kuyucuga rat biyotin antikorundan (1X) 100’er uL konuldu.

6- Plate, yapiskan bant ile kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

7- 6. Islemin bitmesine 30 dakika kala enzim konjugati, enzim konjugat diliienti
kullanilarak 1:100 oraninda diliie edildi.

8- Inkiibasyonu takiben her kuyucuk 350 pL yikama tamponu ile 3 kez yikand.

9- Kor tiipii haricindeki her bir kuyucuga enzim konjugat1 (1X) 100’er pL konuldu.

10- Plate, yapiskan bant ile kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

11-Renk reaktifi A ile Renk reaktifi B 1:9 oraninda karistirilarak renk reaktifi
hazirlandi.

12- Inkiibasyonu takiben her kuyucuk 350 pL yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

13- Kor tiipii dahil herbir kuyucuga renk reaktifi 100’er pL konuldu.

14- Plate, yapiskan bant ile kapatilarak 37 °C’de kontrollii bir sekilde 30 dakika
inkiibe edildi.

15- Inkiibasyonu takiben her kuyucuga 100’er pL renk reaktifi C eklendi.

16- Enzimatik reaksiyonla kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 10 dakika i¢inde 450

ve 630 nm’de okundu.

630 nm’de okunan absorbans degerleri, 450nm’de okunan numune ve standart
absorbans degerlerinden ¢ikarildi; Standart konsantrasyonlarma karsilik gelen OD
degerleri kullanilarak, CMLC-1 standart grafigi CURVE EXPERT progranmi
kullanilarak c¢izildi (Sekil 6).
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Sekil 6. CMLC-1 Standart Grafigi

Grafik yardimiyla hesaplanan plazma CMLC-1 konsantrasyonlart mL plazma basina

nanogram cinsinden verildi (ng/mL).

3.2.2.9. cTnl Tayini
Plazma cTnl diizeyleri, CUSABIO marka (Katalog No: CSB-E08594r) ELISA Kiti
kullanilarak olg¢iildii.
Plazma cTnl diizeylerinin Ol¢limiinde kullanilan ELISA ydnteminin prensibi
kantitatif sandwich ELISA’dir. Plazmada bulunan cTnl (antijen), cTnl antikoru ile
kapl kuyucuklara baglanir. Yikama islemiyle baglanmayan antijen ve diger plazma
bilesenleri ortamdan uzaklastirilir. Deney ortamina biyotinlenmis antikor ilavesiyle
“antikor-antijen—isaretli antikor” kompleksleri (sandwich ELISA) olusturulur.
Baglanmayan biyotinlenmis antikor yikama islemiyle ortamdan uzaklastirildiktan
sonra, kompleksin i¢inde yer alan biyotinlenmis antikora yiiksek bir afiniteyle
baglananan, avidin conjugated Horseradish Peroxidase (HRP) eklenir. Enzim
substratiyla inkiibasyonu takiben, plazma c¢Tnl konsantrasyonu ile dogru orantili
olarak, enzimatik reaksiyonla olusan rengin siddeti, 450-630 nm’de 6l¢iiliir.
Reaktifler ve Materyaller:

1. 96 adet rat cTnl antikoru ile kaplanmis kuyucuk

2. Stok Standart (2000 pg/mL)

3. Biyotinlenmis rat ¢cTnl antikoru (100x konsantrasyonunda)

4. HRP-avidin (100x konsantrasyonda)
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10.

Biyotinlenmis antikor diliienti
HRP-avidin diliienti

Numune diliienti

Yikama tampnu (25x konsantrasyonda)
TMB substrat ¢ozeltisi

Stop ¢ozeltisi

Calisma Prosediirii:

Kullanilacak reaktifler ve plazmalar dncelikle oda 1sisina getirildi. Plazmalar vorteks

ile iyice karistirildi. Stok standart(2000 pg/mL), ardisik seri diiliisyonlarla 7 adet

(2000,

1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 pg/mL) c¢alisma standarti haline getirildi.

Numune diliienti sifir standart olarak ¢alisildi (0 ng/mL).

1.

10.

Standartlar ve numuneler Onceden belirlenmis plate planina goére uygun
kuyucuklara 100’er pL konuldu.

Yapiskan bant ile kapatilarak 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklardaki sivi alindi. Herhangi bir yikama islemi yapilmadi.

Biitiin kuyucuklara 100’er uL biyotinlenmis antikor eklendi. Yapigkan bant
ile kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonu takiben her kuyucuk 200 uL yikama tamponu ile 3 kez yikandu.
Biitiin kuyucuklara 100’er uL HRP konjugati eklendi. Yapiskan bant ile
kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonu takiben her kuyucuk 200 pL yikama tamponu ile 3 kez yikanda.
Biitiin kuyucuklara 100°er pnL. TMB substrat ¢ozeltisi eklendi. Yapigkan bant
ile kapatilarak 37 °C’de 15-30 dakika inkiibe edildi. Isiktan korundu.

Biitiin kuyucuklara 50’ser puL stop ¢ozeltisi eklendi. Nazik¢e dokunularak
karigmasi saglandi.

Enzimatik reaksiyonla kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 450 ve 570 nm’de

okundu.

570 nm’de okunan absorbans degerleri, 450nm’de okunan numune ve standart

absorbans degerlerinden ¢ikarildi; Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen OD

degerleri kullanilarak, cTnl standart grafigi excel programi kullanilarak ¢izildi (Sekil

7).
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Sekil 7. cTnl Standart Grafigi

Grafik yardimiyla hesaplanan c¢Tnl plazma konsantrasyonlar1 mL plazma basina

pikogram cinsinden verildi (pg/mL).

3.2.2.10. 3-Nitrotirozin Tayini
Doku siipernatanlarinda 3-NT tayini, Yehua marka (Katalog No:YHBO001l1lRa)
ELISA kiti kullanilarak yapildi.

Doku homojenati 3-NT diizeylerinin 6l¢iimiinde kullanilan ELISA yonteminin
prensibi; sandwich ELISA’dir. Homojenatta bulunan 3-NT (antijen), 3-NT antikoru
ile kapli kuyucuklara baglanir. Inkiibasyon sonrasinda, deney ortamia
biyotinlenmis antikor ilavesiyle “antikor—antijen—isaretli antikor” kompleksleri
olusturulur. Baglanmayan biyotinlenmis antikor yikama islemiyle ortamdan
uzaklastirildiktan sonra, kompleksin i¢inde yer alan biyotinlenmis antikora ytiksek
bir afiniteyle baglananan, streptavidin-HRP konjugati eklenir. Enzim substratiyla
inkiibasyonu takiben, homojenat 3-NT konsantrasyonu ile dogru orantili olarak,

enzimatik reaksiyonla olusan rengin siddeti, 450nm’de 6l¢iildii.

Reaktifler ve Materyaller:
1. Antikor kaplit ELISA PLATE (96 kuyucuklu)
2. Standart ¢ozeltisi (2400nmol/L)
3. Streptavidin-HRP konjugati
4. Stop ¢ozeltisi
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Kromojen reaktif A

5

6. Kromojen reaktif B

7. Biyotinle isaretlenmis Anti 3-NT
8. Standart diliisyonu

9. Yikama tamponu

Calisma Prosediirii

Calisma giinii pH’1 7.4 olan PBS ile homojenize edilip dondurulmus /1o PBS ile
homojenize edilipidondurulmus olan 1/10 (w/v) doku homojenatlarioda 1sisinda
¢ozdiiriiliip, 3000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen doku siipernatanlarinda
3-NT c¢alisildi. Kullanilacak reaktifler 6ncelikle oda 1sisina getirildi. Siipernatanlar
vorteks ile iyice karistirildi.  Stok standarttan (2400nmol/L), Seri diliisyonlar ile 6
adet calisma standart: elde edildi (2400, 1200, 600, 300, 150, 75 nmol/mL). Kor

okumalarinda numune olarak distile su kullanildi.

3-NT Calisma Plani

Numune Kor Standart
Stipernatan 40 uL - -
Distile su - 100 uL -
Standart seri - - 50 uL
Enzim konjugati 50 uL - 50 uL
Biyotinlenmis antikor 10 uL - -

Yapigkan bant ile kaplanan plate, hafifce karistirildiktan sonra 37 °C’de inkiibe
edildikten sonra, her kuyucuk 350 pL yikama tamponu ile bes kez yikandi.

Kromojen ¢ozeltisi A 50 uL 50 uL 50 uL

Kromojen ¢ozeltisi B 50 uL 50 uL 50 uL

Yapiskan bant ile kaplanan plate, hafif¢e karistirildiktan sonra 37 °C’de 1siktan
uzakta 10 dakika inkiibe edildi.

Stop cozeltisi 50 uL 50 pLL 50 pL

Enzimatik reaksiyonla kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 450 nm’de okundu.
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450 nm’de okunan standart ve numune absorbans degerlerinden kor degerleri
cikarildi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleri kullanilarak, 3-
NT standart grafigi excelde ¢izildi (Sekil 8).
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Sekil 8. 3-NT Standart Grafigi
Grafik yardimiyla hesaplanan 3-NT siipernatan konsantrasyonlar: diliisyon faktorii

ile carpilarak (nmol/L) olarak verildi.

Doku 3-NT’nin konsantrasyonu (nmol/L), ayni siipernatanda Olgiilen protein

(mg/mL) degerlerine boliinerek nmol/gram protein basina verildi.

3.2.2.11. 4-HNE Tayini
Doku siipernatanlarinda 4-HNE tayini, Yehua marka (Katalog No:YHBO0012Ra)
ELISA kiti kullanilarak yapildi.

Doku homojenatt 4-HNE diizeylerinin 6l¢iimiinde kullanilan ELISA ydnteminin
prensibi; sandwich ELISA’dir. Homojenatta bulunan 4-HNE (antijen), 4-HNE
antikoru ile kapli kuyucuklara baglanir. Inkiibasyon sonrasinda, deney ortamina
biyotinlenmis antikor ilavesiyle “antikor—antijen—isaretli antikor” kompleksleri
olusturulur. Baglanmayan biyotinlenmis antikor yikama islemiyle ortamdan
uzaklastirildiktan sonra, kompleksin ig¢inde yer alan biyotinlenmis antikora ytliksek
bir afiniteyle baglananan, streptavidin-HRP konjugati eklenir. Enzim substratiyla
inkiibasyonu takiben, homojenat 4-HNE konsantrasyonu ile dogru orantili olarak,

enzimatik reaksiyonla olusan rengin siddeti, 450nm’de 6l¢iildii.
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Reaktifler ve Materyaller:

Antikor kapli ELISA PLATE (96 kuyucuklu)
Standart ¢6zeltisi (400ng/L)
Streptavidin-HRP konjugati

Stop ¢ozeltisi

Kromojen reaktif A

Kromojen reaktif B

Biyotinle isaretlenmis Anti- 4-HNE

O N o g A~ w Db -

Standart diliisyonu
9. Yikama tamponu

Calisma giinii ¢ozdiiriilen ph’1 7.4 olan PBS ile homojenize edilip dondurulmus Yo
(w/v) doku homojenatlari, oda 1sisinda getirilip 3000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi.
Elde edilen doku siipernatanlariyla birlikte kullanilacak reaktifler oncelikle oda
1s1sina getirildi. Siipernatanin, vorteks kullanilarak iyice karismasi saglandi. Stok
standart(400 ng/L), birbiri ardina seri diiliisyonlar yapilarak yari yariya azalan 6 adet
standart elde edildi (200, 100, 50, 25, 12.5 ng/L) Distile su kor olarak galisildi (0
ng/mL).

4-HNE Cahisma Plam

Numune Kor Standart seri
Stipernatan 40 uL - -
Distile su - 100 puL -
Standart seri - - 50 uL
Enzim konjugati 50 L - 50 uL

Biyotinlenmis antikor 10 pL - -
Yapiskan bant ile kaplanan plate, hafif¢e karistirildiktan sonra 37 °C’de inkiibe
edildikten sonra, her kuyucuk 350 pL yikama tamponu ile bes kez yikandi.

Kromojen ¢ozeltisi A 50 pL 50 uL 50 uL

Kromojen ¢ozeltisi B 50 pL 50 uL 50 uL
Yapiskan bant ile kaplanan plate, hafifce karistirildiktan sonra 37 °C’de 1siktan
uzakta 10 dakika inkiibe edildi.

Stop cozeltisi 50 uLL 50 pLL 50 pLL

Enzimatik reaksiyonla kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 450 nm’de okundu.
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450 nm’de okunan standart ve numune absorbans degerlerinden kor degerleri
cikarildi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleri kullanilarak,
standart grafigi excelde ¢izildi (Sekil 9).

25 -
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1 .
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Sekil 9. 4-HNE Standart Grafigi
Grafik yardimiyla hesaplanan 4-HNE siipernatan konsantrasyonlart diliisyon faktorii
(10) ile garpilarak (ng/L) olarak verildi.
Doku 4-HNE’nin konsantrasyonu (ng/L), ayni siipernatanda 6lgiilen protein (mg/mL)

degerlerine boliinerek, ng/gram protein basina verildi.

3.2.3. Histopatolojik Caliyma

Alinan kalp doku ornekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in % 10’luk formaldehit
soliisyonu ic¢ine konuldu ve 48 saat siireyle tespit edildi. Tespitten sonra doku
ornekleri, artan alkol serilerinden gegirilereck dehidrate edildi, ksilen ile

seffaflandirildiktan sonra 60°C’de eriyik parafinde bir gece bekletildi.

Parafin bloklara yerlestirilen kalp dokularindan 5 mikron kalinliginda kesitler alindu.
Kesitler genel histolojik yap1 degerlendirilmesi i¢in hematoksilen ve eozin ile

boyandi (Tablo 6) ve Olympus BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobunda incelendi.

Doku o6rnekleri Tablo 3’de verilen tanimlama ve skorlama tablosu dogrultusunda

degerlendirildi.
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Tablo 3. Kalp Dokusu Tanimlama ve Skorlama Tablosu

Kalp Yok Hafif Orta Siddetli
Hemorayji 0 1 2 3
Interstisyel 6dem 0 1 2 3
Vakuolizasyon 0 1 2 3

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma gruplarindan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde, "IBM SPSS
Statistics 22" ve "R. Studio" paket programlari kullanildi. Sayisal degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren sayisal degiskenlerin 6zet istatistikleri aritmetik ortalama + standart sapma
(£ SD) olarak verildi. Normal dagilima uymayan sayisal degiskenlerin Gzet

istatistikleri i¢in, ortanca (% 25. — % 75. persentil) degerleri kullanildi.

Normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplara gore karsilastirilmasi, “Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA)” ve fark ¢ikan gruplarin ¢oklu karsilastirilmasi da post
ANOVA (Student-Newman-Keuls) ile yapildi.

Normal dagilim gostermeyen degiskenlerin gruplara gore karsilastirilmasinda,

Kruskal-Wallis analizi kullanild.

Ayni ¢alismada iki nicel degiskenin korelasyonunu Spearman korelasyon analiziyle
degerlendirildi.

Tiim istatistiki karsilastirmalarda, anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Aragtirma Merkezinde bulunan

Wistar albino, 150-180 giinliik, 300400 g agirliginda 32 erkek rat kullanildu.

Her biri 8 rat igeren dort calisma grubu, sirasiyla Kontrol, CP, NAC, CP-NAC;
gruplar1 olarak belirlendi. CP verilen gruplardaki ratlara, kg rat agirlig1 basina 10 mg
CP olacak sekilde tek doz halinde ip uygulama yapildi. NAC, 250 mg/kg rat
agirhigi/glin dozunda ip olarak, kendilerine karsilik gelen gruplardaki ratlara, ti¢ giin
stireyle, ardisik olarak verildi. CP-NAC grubuna 10 mg/kg CP olacak sekilde tek doz
halinde ip olarak uygulamanin ardindan ilk uygulamasi 4 saat sonra olacak sekilde,
250 mg/kg rat agirligi/glin dozunda ip olarak 3 giin siire ile NAC, ardigik olarak
uygulandi. Kontrol grubu ratlarina da, SF’de kg rat agirhigi basina 1 mL olacak
sekilde, tek doz halinde ip uygulandi. Ayrica, nefrotoksisite olusturacak CP dozunu

belirlemek amaciyla, 6 rata biyokimyasal ve histopatolojik 6n-¢aligma yapildi.

Calisma sonunda, kanlar1 alindiktan hemen sonra sakrifiye edilen ratlarin kalpleri
cikartildi. Kalp dokusunun bir kismi histolojik inceleme i¢in Histoloji A. D.’nda
degerlendirildi. Plazma 6rneklerinin bir kismi, ayni giin rutin analizlerde kullanildi.
Kalbin geri kalani ile plazma o6rnekleri, alikotlar halinde, ¢aligma giiniine kadar -

40°C’de dondurularak saklandi.

Plazma ve kalp dokusunda yapilan ¢aligmalara ait bulgular; rutin analiz bulgulari,

biyokimyasal ve histopatolojik bulgular seklinde ii¢ baslhk altinda toplandi.
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Caligsma gruplarina ait tiim veriler, Ek Tablo 1 ve 2’de gosterildi. Bu verilerden elde
edilen grup ortalama degerleri, Tablo 4, 5 ve 6’da, aritmetik ortalama ve standart
sapma (X+SD) ile medyan 25p-75p persentil degerleri kullanilarak degerlendirildi.
Istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.

4.1. Rutin Analiz Bulgular:

Ratlarin plazma Orneklerinde tayin edilen CK, CK-MB, LDH aktiviteleri, CK-
MB/CK orani1 ile BUN Kreatinin diizeyleri, Tablo 5’de sunuldu.

Tablo 4. Calisma Gruplarinin Rutin Analiz Sonuglari

Parametre Kontrol CP NAC CP-NAC

BUN (mg/dL) 18.4 (17.9-20.6) 140.6 (97.4-168.4)* 15.3 (14.9-18)*  98.9 (86.8-107.2)"

Kreatinin (mg/dL) 0.42 (0.38-0.52) 3.22 (2.34-4.06)*  0.39(0.33-0.42)* 1.83 (1.70-2.05)"

CK (U/L) 642 (435-809) 777 (669-1780) 392(297-486)° 1201 (870-1544)"
CK-MB (U/L) 154 (101-211) 412 (392-582)* 109 (103-118)® 212 (198-223)
LDH (U/L) 157 (145-260) 751 (578-794)* 119.5 (103-158)*  445.5 (422-473)"

Istatistiki karsilastirma: Tiim ¢aligma gruplari arasinda Kruskal Wallis test yapild.

Anlamli bulgular: *Kontrol grubu, ®:CP grubu, ® NAC grubu ve diger gruplarin

karsilastirilmasi sirasinda elde edildi.

Tablo 4’e gore; Plazma BUN, kreatinin ve LDH degerleri bakimidan; Kontrol
grubu ile NAC ve CP-NAC gruplari arasinda farklilik olmadigi belirlendi (p>0.05).
NAC grubu ile CP-NAC grubu arasinda farklilik belirlendi (p<0.05), NAC ve
Kontrol grubu, CP grubu ile kiyaslandiginda aralarinda farklilik belirlendi (p<0.05),
CP grubunda BUN diizeyinin anlamli arttigi gosterildi. CP grubu ile CP-NAC
gruplar arasinda fark olmadigi gézlendi (p>0.05).

Tablo 4’e gore; Plazma CK diizeylerine bakildiginda; Kontrol grubu ile hi¢bir grup
arasinda anlamli bir farklilik olmadigi belirlendi (p>0.05). NAC grubu ile hem CP
grubu hem de CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik belirlendi (p<0.05). CP
grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik olmadigi belirlendi (p>0.05).

Plazma CK-MB diizeylerine bakildiginda; Kontrol grubu ile NAC ve Kontrol grubu
ile CP-NAC grubu arasinda anlaml bir farklilik olmadig: belirlendi (p>0.05). Tam
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tersi sekilde hem Kontrol grubu ile CP grubu arasinda hem de NAC GRUBU ile CP
grubu arasinda anlamli bir farklilik belirlendi (p<0.05). CP grubunda CK-MB
diizeyleri anlamli oranda arttigi gozlemlendi. NAC grubu ile CP-NAC grubu
arasinda ve CP-NAC grubu ile CP grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi

(p>0.05).
4.2. Biyokimyasal Calisma Bulgulari

Ratlardan elde edilen plazma 6rneklerinde cTnl, CMLC-1 ve tiyol diizeyleri ve IMA;
doku orneklerinde ise 3-NT, 4-HNE, TAK, TOK, tiyol ve total lipid hidroperoksit
diizeyleri tayin edildi.

Tablo 5. Calisma Gruplarinin Kardiyak Parametreleri

Parametre Kontrol CP NAC CP-NAC

cTnl (pg/mL) 6.5 (0.75-11.75) 305.5 (298-350) * 13.5 (13-15.5)® 154.5 (132.2-179.7)*
CMLC-1 (ng/ mL) 0.76 (0.46-0.88) 15.45 (13.34-23.22)* 0.77 (0.67-1.02)® 5.82 (4.95-6.32)*
IMA (% ABS) 0.322 (0.296-0.340) 0.495 (0.461-0.529)* 0.266 (0.252-0.291)* 0.333 (0.289-0.355)

Istatistiki karsilastirma: Tiim calisma gruplar arasinda Kruskal Wallis test yapild.

Anlamli bulgular: *Kontrol grubu, “CP grubu, ® NAC grubu ve diger gruplarin

karsilastirilmasi sirasinda elde edildi

Tablo 5’e gore; Plazma cTnl ve CMLC-1 diizeylerine bakilidginda; Kontrol grubu ile
NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). Hem cTnl hem de
CMLC-1 diizeyleri CP grubunda ciddi anlamda yiikselmistir. Kontrol grubu ile CP-
NAC ve CP grubu ve CP grubu ile NAC grubu arasinda bir farklilik tespit edildi
(p<0.05). Aksi yonde CP grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik
tespit edilmedi (p>0.05).

Tablo 5’e gore; Plazma IMA diizeyine bakildiginda; Kontrol grubu ile NAC grubu
arasindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). IMA diizeyleri CP grubunda
ciddi anlamda yiikselmistir. Kontrol grubu ile CP grubu ve CP grubu ile NAC grubu
arasinda bir farklilik tespit edildi (p<0.05). Aksi yonde Kontrol grubu ile CP-NAC
grubu ve CP grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(p>0.05).
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Tablo 6. Calisma Gruplarinin Oksidatif Stres/Antioksidan Kapasite Parametreleri

Parametre Kontrol CP NAC CP-NAC

TAK mmol/g 0.741 £ 0.063 0.217 + 0.098* 1.0£0.140™2 0.599 + 0.056™ >
TIYOL nmol/mg 42.95+3.57 32.6 3£.92* 43.43+ 4232 37.66 £2.21% &P
TOK pmol/g 1.82 (1.62-1.91) 3.31 (3.09- 3.56)* 1.83 (1.46-.2.04)*  2.19 (2.03-2.36)
OSI (%) 0.24 (0.22-0.26) 1.42 (1.1- 3.8)* 0.169 (0.15-0.225)*  0.37 (0.33-0.41)"
4-HNE ng/g 47.8 (42.5-53.7) 87.9 (83.1-97.2)* 58.6 (57.0-63.1)° 69.5 ( 68.3-74.1)*
ROOH nmol/g 0.56 (0.41-0.74) 1.16 (1.0-1.31)* 0.62 (0.53-0.64)? 0.82 (0.76-0.89)
3-NT nmol/g 360(339-423) 702 (664-755)* 363.1 (312- 465)®  457(428-508)

Istatistiki karsilastirma: Calisma gruplari arasinda Kruskal Wallis ve One Way Anova (gri

satirlar) testleri yapildi.

Anlamli bulgular: *Kontrol grubu, *CP grubu, ® NAC grubu ve diger gruplarin karsilastirilmasi

sirasinda elde edildi.

Tablo 6’ya gore; doku TAK diizeyine bakildiginda, tiim gruplar arasinda bir farklilik
tespit edildi (p< 0.05).

Doku tiyol diizeyleri incelendiginde; Kontrol grubu ile NAC grubu arasinda anlamli
bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). Tersine Kontrol grubu ile CP grubu ve Kontrol
grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edildi (p<0.05). CP
grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlaml bir farklilik tespit edildi (p< 0.05). Yine
benzer sekilde NAC grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit
edildi (p<0.05).

Tablo 6’ya gore; Doku TOK diizeyine degerlendirildiginde; Kontrol grubu ile NAC
grubu arasindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). TOK diizeyleri CP
grubunda ciddi anlamda yiikselmistir. Kontrol grubu ile CP grubu ve CP grubu ile
NAC grubu arasinda bir farklilik tespit edildi (p<0.05). Aksi yonde Kontrol grubu ile
CP-NAC grubu ve CP grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0.05). OSI yiizdesine gozatildiginda; Kontrol grubu ile NAC grubu
arasindan anlaml bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). OSI diizeyleri CP grubunda
ciddi anlamda yiikselmistir. Kontrol grubu ile CP-NAC grubu, Kontrol grubu ile CP
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grubu ve CP grubu ile NAC grubu arasinda bir farklilik tespit edildi (p<0.05). Aksi
yonde CP grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(p>0.05).

Tablo 6’ya gore; Doku 4-HNE diizeyine bakildiginda; Kontrol grubu ile NAC grubu
arasindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). 4-HNE diizeyleri CP
grubunda ciddi anlamda yiikselmistir. Kontrol grubu ile CP-NACgrubu, Kontrol
grubu ile CP grubu ve CP grubu ile NAC grubu arasinda bir farklilik tespit edildi
(p<0.05). Aksi yonde CP grubu ile CP-NACgrubu arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0.05).

Tablo 6’ya gore; Doku ROOH diizeyi degerlendirildiginde; Kontrol grubu ile NAC
grubu arasindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). ROOH diizeyleri CP
grubunda ciddi anlamda yiikselmistir. Kontrol grubu ile CP grubu ve CP grubu ile
NAC grubu arasinda bir farklilik tespit edildi (p<0.05). Aksi yonde Kontrol grubu ile
CP-NACgrubu ve CP grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0.05).

Tablo 6’ya gore; Doku 3-NT diizeyine bakildiginda; Kontrol grubu ile NAC grubu
arasindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). 3-NT diizeyleri CP grubunda
ciddi anlamda yiikselmistir. Kontrol grubu ile CP grubu ve CP grubu ile NAC grubu
arasinda bir farklilik tespit edildi (p<0.05). Aksi yonde Kontrol grubu ile CP-NAC
grubu ve CP grubu ile CP-NAC grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(p> 0.05).

4.3. Histopatolojik Bulgular
Preparat uygulamalarini takiben ratlardan elde edilen kalp dokular: histolojik olarak
degerlendirildi. Calisma grubuplarina ait histolojik bulgular asagida verildi:

Kontrol Grubu: Kalp kesitlerinde; hemoraji, interstisyel 6dem, vakuolizasyon gibi
mikroskobik degisiklikler gozlenmedi. Kalp kasi enine c¢izgilenme gosterirken
niikleus hiicre merkezindeydi ve tamamen normal olarak degerlendirildi (Sekil 10-

11).
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200 pm

Sekil 10. Kontrol Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Goriiniimii (HEx200)

100 pm

Sekil 11. Kontrol Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Goriintimii (HEx400)

CP Grubu: Bu grupta, Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, anormal kalp dokusu
histolojik bulgular1 gozlendi. Belirgin hemoraji, interstisyel 6dem ve kalp kasi

hiicrelerinde vakuolizasyon mevcuttu (Sekil 12-13).
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200 pm ]

Sekil 12. CP Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Gortiniimii (HEx200)

_ _100um

Sekil 13. CP Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Gortiniimii (HEx400)

Hemoraji (-) Interstisyel 6dem (4*») Vakuolizasyon (ﬂ

NAC Grubu: Kalp kesitlerinde; hemoraji gozlemlenmedi ancak interstisyel 6dem,
vakuolizasyon gibi degisiklikler gézlendi (Sekil 14-15).
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ZOOiun

Sekil 14. NAC Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Gériiniimii (HEx200)

1 ﬂg_;_.nn

Sekil 15. NAC Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Goriintimii (HEx400)

Interstisyel 6dem (*) Vakuolizasyon (')

CP-NAC Grubu: Bu grupta, Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, farkli histolojik
bulgular gozlendi. CP grubuna kiyasla kismen daha az hemoraji, interstisyel 6dem ve

kalp kast hiicrelerinde vakuolizasyon gozlendi (Sekil 16-17).
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200:pm

Sekil 16. CP-NAC Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Gortiniimii (HEx200)

100 pm

Sekil 17. CP-NAC Grubu Kalp Dokusunun Histolojik Goriiniimii (HEx400)

Hemoraji ( sl )  interstisyel sdem (0*') Vakuolizasyon ()

Tablo 7. Calisma gruplarinin Histolojik Skorlama Sonuglari

Parametre Kontrol CP NAC CP-NAC
Histoloji i vk _\a AV*
Skoru 0 (0-0) 7.5 (7-8) 1.5 (1-3) 3.5(2.25-4)
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Istatistiki karsilastirma: Tiim calisma gruplar arasinda Kruskal Wallis testi yapildi.

Anlamli bulgular: *Kontrol grubu, *CP grubu, ® NAC grubu ve diger gruplarin

karsilastirilmasi sirasinda elde edildi.

Tablo 7’ye gore; Kalp dokusu histolojik skorlamalar1 degerlendirildiginde; Kontrol
grubu ile hem CP grubu hem de CP-NAC grubu arasinda istatiksel olarak anlamli
fark oldugu tespit edildi (p<0.05). CP grubu ile NAC grubu arasinda anlamli bir
farklilik gozlendi (p<0.05). CP-NAC grubu ile CP grubu kiyaslandiginda CP-NAC
grubunda yaklasik %350’lik bir skor azalmasi gozlense de, anlamli diizeylere
ulasamadig belirlendi. Kontrol grubuyla NAC grubu arasinda istatitiksel bir farklilik
gozlenmedi (p>0.05).
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5. TARTISMA

Kanser, ABD’de KVH’1n ardindan en sik 6liime yol agan ikinci nedendir. Yapilan
caligmalar ilerleyen yillarda kanser insidansinin giderek artacagini gdostermektedir
(6). Tirkiyede yapilan istatisiklere gore kanser insidansi diinya ortalamasinin
tizerindedir (87).

Kanser tedavisinde son yillarda énemli gelismeler kaydedilmis; ¢oklu ilag rejimleri
ve birden ¢ok farkli yontemler, hastalarin mortalite oranlar1 azaltmis ve hastalarda
yaklasik 5 yillik yasam siiresi oranlar1 artmistir (6).

CP ¢esitli kanser tiirlerinde ilk akla gelen ve bir¢ogunda alternatifsiz bir
kemoterapétiktir (1). Kullaniminda meydana gelen farkli yan etkiler farkli tedavi
seceneklerinin ortaya atilmasina ve farkli platin grubu ilaglarin gelistirilmesine neden
olmustur (26). Daha az toksik ve klinik kullanimi daha kolay alternatif platin
bilesiklerinin gelistirilmesi i¢in gosterilen yogun klinik ve deneysel arastirmalara
ragmen; CP halen yaygin bir sekilde recete edilmektedir ve degisik solid organ
tiimorleri tedavi rejimlerinin standart bir bilegeni olmaya devam etmektedir (88).
Kemoterapinin bir¢ok kanser tiiriinde ¢ok etkili oldugunun bilinmesine ragmen,
bircok kemoterapotigin  kardiyotoksisiteye neden olmasi, tedavinin kesintilere
ugramasina neden olmaktadir (35). Antikanser ajanlara bagli olarak meydana gelen
kardiyotoksisite, son donemde kardiyologlar tarafindan sik¢a karsilasilan klinik bir
sorun haline gelmistir. Sol ventrikiil sistolik disfonsiyonu ve kalp yetmezligi

meydana getirdikleri en Onemli problemler olsa da, neden olan ajana
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bagli olarak, klinik tablo ve prognoz ¢ok farkli karakterde olabilir (89).
Siklofosfamid, adriamisin ve CP gibi birgok kemoterapétigin oksidatif stres
nedeniyle kardiyotoksisiteye neden oldugu ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir. Bu
ilaglar SOR {iretimini artirabildigi gibi, SOR’a kars1 savasta vucutta lretilen ya da
disaridan alinan antioksidan seviyelerinin hem plazma hem de doku diizeylerinde
kemoterapi esnasinda diismelerine neden olmaktadir (3, 89, 90).

CP kardiyotoksisitesine temelde oksidatif stres neden olsa da nitrozatif stresin bunda
onemli bir pay1 oldugunu farkli ¢alismalarla gosterilmistir (9, 33, 91).

Literatiirde deneysel CP kardiyotoksiste modellerinde rat (8, 33, 92) ve fare (91) gibi
cesitli hayvan tiirlerinin kullanildig1 gortilmektedir.

Insanlarla deneysel ¢aligmalarda kullanilan hayvan tiirii metabolizmalar1 arasindaki
benzerlikler, uygulama kolaylig1 ve maliyet gibi faktorler; ¢aligmalarin planlanmasi,
stirdliriilmesi ve degerlendirilmesi agisindan énem arzetmektedir. Bu agidan ratlarin
bu ¢alismada kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

Literatiirde CP’nin, deneysel kardiyotoksisite modellerinde; tek doz (9, 91), haftada
bir olmak iizere 4 hafta (8) haftada bir olmak iizere 5 hafta (20, 21) aralik ve total
uygulama dozunda da totalde 6 mg/kg (94) -25 mg/kg (20, 21)’a kadar genis bir

araliga sahiptir.

Literatiirde CP’nin kardiyotoksisite ve nefrotoksisite modellerinde farkli uygulama
yontemleri kullanilmistr. Nefrotoksisite modellerinde ip (15, 16, 17, 93) iv (83),

kardiyotoksisite modellerinde ise sadece ip (8, 9, 92 ) yollart kullanilmistir.

Kardiyotoksisite olusturan CP dozu ile ilgili literatiir bilgileri kisitli olsa da birbirine
yakinlik gostermektedir. CP (tiimii Wistar rat olmak iizere), ip yoldan kg viicut
agirlig1 basina; 6 mg (94), 7mg (33), 10mg (91) gibi farkli dozlarda uygulandiginda
kardiyotoksisite olusturuldugu gosterilmistir. CP nefrotoksisitesi olustugu goézlenen
ratlara, timil ip yoldan kg rat agirhgi/giin olmak iizere 10mg (15, 16)’a benzer
dozajlarda kardiyotoksisiteninde gelisiyor olmasi, CP nefrotoksisite modeli
gelistirilen ratlarin kardiyotokisite modelinede uygun oldugunu bize gostermektedir.
Bu calisma da da CP dozunun hem nefrotoksisite de hemde kardiyotoksisitede bir¢ok

calisma da ortak olan doz ip 10mg/kg secildi.

Literatiirde deneysel olarak gelistirilen CP kardiyotoksisitesinde, adjuvan bir ajan

olarak verilen farkli ajanlar bulunmaktadir; NAC (20, 21), aposinin (33), resvaratrol
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(95), ellajik asit (96), propionyl-I-carnitin(9), human eritropoetin (94) gibi ajanlari

kullanan ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir.

CP kardiyotoksisitesinden sorumlu pek ¢ok farkli mekanizma one siirtildiigiinden;
toksisiteyi onlemek adina kullanilacak ajanin birden fazla mekanizma tizerine olumlu
etki gostermesi tercih nedeni olacaktir. Diger bir ifade ile kullanilacak
“kardiyotoksisiteyi Onleyici ajan”m, CP ile ortaya c¢ikmis birden fazla patolojiyi
diizeltebilmesi, klinik faydanin artmasini saglayacaktir. Preklinik ¢alismalarda ¢ok
basarili sonu¢ alman adjuvanin  “kardiyotoksisite temelinde organatoksisiteyi
Onleyici ajan” oldugu i¢in asagidaki riskler goz oniine alindiginda;

* Ajanin uzun dénemde ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlari

* Ajanin klinik kullanima sunulabilmesi i¢in gereken siirenin uzun yillar almasi
*Ciddi yatinnm yapilan ajanin c¢esitli nedenlerle, zorunlu olarak arastirmadan
cekilmesinin ARGE maliyetini artirmasi

gibi faktorler nedeniyle; yillardir klinikte degisik endikasyonlarda kullanilagelen bir
ilacin, farkli endikasyonlarda kullanilmasi; daha giivenli, daha cabuk ve daha ucuz
bir yontem olacagi diisiiniildiigiinden, bu kosullar1 saglamak iizere, dogrudan ve
dolayli antioksidan olan ve ayni zamanda antienflamatuvar etki de gosterdigi bilinen
NAC’m (97) bu endikasyonda kullanimi, ideal bir girisim olarak diistintildii.
Litetiirde nefrotoksisite modellerinde uygulanan NAC uygulamasi sc (93), ip (15,
17), iv (83, 15), po (15), ia (15), kardiyotoksisite modellerinde sadece ip (20, 21)
yola rastlanirken, nefrotoksisite uygulama dozunda da 50mg/kg ia (15)-4500mg/kg
ip (17) gibi genis bir araliga sahiptir.

Bu calismada, literatiir bilgileri ve 6n calismalarin verilerine dayanilarak, erkek
Wistar ratlarda, nefrotoksisite olusturmak amaciyla, ip 10mg/kg CP tek doz ve NAC
dozu ip 250 mg/kg olarak belirlendi.

Bu ¢aligmada nefrotoksisite olusturmak tizere ip olarak tek doz uygulanan CP’in tek
basina ve Muldoon et al.(83) yaptigi ¢alismaya paralael olacak sekilde NAC ile
(CP’den 4 saat sonra) beraber verildiginde, kalp dokusu {izerinde oksidan-
antioksidan sistem tizerindeki etkileri, rat modeli iizerinde arastirildi.

CP’yle yapilan galismalarda kardiyotoksisite erken déonemde goriilebilecegi gibi geg
doneme kadar sarkabilir (9). Ge¢ doneme sarkan kardiyotoksisitenin nedeni yapilan
bir ¢alismada 20 yil sonra bile kanda CP’ye rastlanilmasi olabilir (98). Kiigiik hiicreli

kanserle tedavide CP alan hastalarda yapilan calismada, CP tedavisinin kronik
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kardiyotoksisiteye neden oldugunu raporlanmistir (99). CP’yle yakin zamanda
yapilan 5 hafta siiren iki farkli ¢alismada da; Smg/kg/hafta ip CP’nin kronik
kardiyotoksisiteye neden oldugunu gosterilmistir (20, 21).

CP kardiyotoksisitesinden oksidatif stres (3, 20) ve nitrozatif stres (3)’in haricinde
inflamatuvar yolak (33)’in da etkili oldugunu sdyleyen bunuda proinflamatuvar
sitokinlerin ( TNF o) artmasina baglayan ¢alisma da vardir.

Kalbin zorunlu aerobik bir organ olmasi, dinlenim halindeyken dakikada 100 gram
doku basma 8-15 ml O, kullaniyor olmasi hatta zorlu egzesiz durumlarinda O,
kullaniminin 70 ml’e kadar ¢ikarmast kalp i¢in Oy’nin ¢ok Onemli oldugunu
gostermektedir (49). Iste bu Kalp kas1 anaerobik kosullar/kardiyak hasara neden olan
durumlarda, hiicresel siiregleri korumak i¢in yeterli enerjiyi liretemez bu yilizden Op,
kardiyak fonksiyonlarin ve canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in vazgecilmezdir. Kalbin
oksijenle olan iligkisi enerji metobolizmas1 Gtesinde bir komplekstir. SOR
olusumunda merkezi bir rola sahip olan oksijen; hiicresel iletimde yararli bir molekiil
ya da geri doniisiimsiiz hiicresel hasar ve 6liime neden olan bir molekiil olabilir. Bu
yiizden hem yararli hem de zararhdir (49).

CP’nin kroroner kan akimmi %30-40 azaltigi, kalp atim hizin1 disiirdigi
gosterilmistir (20). Farkli bir ¢alismada da paralel olacak sekilde kalp atim hizini ve
ortalama kan basinclarini disiirdiigi gosterilmis ayrica CP’nin viicut agirlhigini
azaltt1g1, hatta bazi hayvanlarda liime neden oldugu raporlanmistir (33). Bu galisma
da daha onceki ¢aligmalara benzer sekilde viicut agirliklarinin ciddi oranda azaldigin
ancak Oliimlere neden olmadigini gézlemlendi. CP-NAC grunda da NAC’mn CP’nin
meydana getirdigi bu kilo kaybin1 6nleyemedegi gozlenmistir. Hatta tek bagina NAC

uygulanan grupta da anlamli kilo kayb1 gézlenmistir.

Literatiirde CP uygulamasi ile olusan hasarin derecesine bagli olarak, bobrek
fonksiyonlarini ortaya koyan BUN ve kreatinin(8); kardiyak fonksiyonlari ortaya
koyan CK, CK-MB, LDH, troponin gibi islevsel enzimlerin plazmadaki diizeylerinin
yiikseldigi bildirilmektedir (8, 9, 33, 92).

Hepsi ip ve tek doz olmak iizere, 5 mg/kg (17), 6mg/kg (93), 10 mg/kg (16)
dozlarinda uygulanan CP’nin BUN ve kreatinin diizeyleri, CP grubunda anlamli
oranda artmistir. Bir ¢alismada haftada bir olmak tizere 4mg/kg dozunda 4 hafta
uygulanan CP’nin benzer sekilde nefrotoksisiteye neden oldugu raporlanmistir (8).

Dickey et al. (15) ip yoldan tek doz (10mg/kg) ve giinde iki defa olmak {izere 4 giin
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diisiik ancak multipl dozda CP’yi iki farkli gruba uyguladilar. Hem tek doz grubunda
hem de multipl CP uygulamasi yapilan grupta, BUN ve kreatinin
konsantrasyonlarinin yiikseldigini ve farkli iki metotla uygulanan CP’nin renal
toksisiteye neden oldugunu bildirdiler (15). Muldon et al.(83)’da 4 mg/kg dozda iv
uygulanan CP’nin minimal da olsa nefrotoksisiteye neden oldugunu gosterdiler (83).
Bu c¢alisgma da da CP, BUN ve kreatinin konsantrasyonlari, CP grubunda kontol
grubuna kiyasla ciddi diizeyde yiikselmistir. 10 mg/kg dozda uygulanan CP’nin
erken donemde nefrotoksisiteye neden oldugu gosterilmistir. CP’nin erken donemde
nefrotoksisiteye neden oldugu gosteren calismalarla kiyaslandiginda, benzerlik

gostemektedir (15).

L-sistein amino asitin asetillenmis varyanti, siilthidril (SH) gruplarinin miikemmel
bir kaynag1 olan NAC, viicutta glutatyon sentezini stimiile etme yetenegine sahip
metabolitlerine donistiiriiliir, detoksifikasyonda ve serbest radikal temizleme direk
rol oynar (12). Bugiine kadar ¢ok farkli endikasyonlarda gorev alan NAC,
kemoterapotik yan etkilerine karst da oldukga etkilidir. CP kardiyotoksisitesi (20,

21), nefrotoksisitesisinde (15) kullanilmis olup olumlu birgok etkisi gosterilmistir.

Dickey et al. (15) tek doz ve multipl olmak iizere CP nefrotoksisitesi gelistirdikleri
calismada, ip uygulanan NAC’m yeterli etkinlik gostermedigi, iv ve ia uygulmalarda
ise ia’da daha belirgin olmak iizere olumlu etkiler gozlemislerdir (15). Tek doz CP
verilen nefrotoksisite modelinde, 400 mg/kg NAC dozunun hem ip hem de po yoldan
renoprotektif olmadigi ancak iv yoldan uygulanan NAC’m renoprotektif oldugunu
raporladilar. 50 mg ia NAC’1n, iv yoldan daha iyi koruma sagladigin1 gosterdiler.
Tekrarlanan dozdaki CP nefrotoksisite modelinde ise 800 mg/kg iv NAC’in
koruyucu oldugu ancak ip yoldan yine bir koruma saglamadigini raporladilar. Dickey
et al. (15) NAC’in CP nefrotoksisindeki koruyucu etkisinin doz ve uygulanan yola
bagl oldugunu belirttiler. /p ve p.0 uygulama yollarindaki etkisizligi NAC’1n
karacigerde ilk gegis etkisine maruz kalmasina bagladilar.

Abdelrahman et al. (17) CP nefrotoksisitesi gelistirilmis oldugu ratlarda totalde
4500mg/kg olmak fiizere, 9 ardisik giin 500mg/kg uygulamis ve NAC’mm CP
nefrotoksisitesinde ¢ok etkili oldugunu belirtmislerdir.

Bu calisma da ise CP nefrotoksisitesi gelistirilen ratlara ardisik 3 giin 250 mg/kg
NAC uygulanmis olup CP’nin BUN ve kreatinin diizeylerinde hafif bir azalmaya
neden oldugu gosterilse de nefroprotektif olmadig1 gosterildi. Bu ¢alisgma Dickey et
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al. (15) yaptigit calismaya ip yoldan etki olmamasi bakimindan benzerlik
gostermektedir. Abdelrahman et al. (17) yaptigi calismada totalde kullanilan doz bu
calismada kullanilan NAC’in 6 kati1 oldugu diisiiniildiigiinde, Abdelrahman et al.
(17)’1n yaptig1 calismasina benzer nefroprotektif etkinin gosterilmesi i¢in yiiksek doz
kullanilmast gerektigi soylenebilir. Caligmanin basarili olabilmesi, yani CP
nefrotoksisitesinde nefroprotektif etkinin gdzlenebilmesi i¢in ¢ok diisik doz
kullanilcaksa i.a diisiik doz kullanilacaksa iv, yiiksek doz kullanilacaksa ip ya da p.o
verilmesi gerektigi soylenebilir. Bu bakimdan uygulama degisikligi doz siiresi ya da
dozaj artim1 faydali olabilir.

Muldoon et al. (83) pediatrik beyin timor modeli gelistirdikleri ratlara CP’den
sirasiyla 30 dakika ve 4 saat sonra yapilan NAC’m, CP’nin antimdral etkisini
engelleyip engellemedegini karsilastirmistir. 30 dakika sonra yapilan NAC
tedavisinin, CP’nin antitimdr etkinligini hem medullablastom hem de ndroblastom
modelinde O6nemli derecede azaltirken, 4 saat sonra verilen NAC’m ise CP’nin
antitiimiiral etkisini etkilemedigini raporladilar. CP’in antitlimoral etkinligini
diismesinin, CP ile NAC’1in beraber verilmesine bunun da selasyona neden olarak
ilacin etkinliginin yok etmesine baglamislardir (83). Bu modelde CP minimal
diizeyde nefrotoksik olarak degerlendirilmis ve NAC’in BUN diizeylerinde diisiise
yol agtig1 raporlandi. Muldoon et al. (83) eger NAC tedavisi 4 saat ertelenirse CP
efikatisinin etkilenmeyecegini belirtmislerdir.

Wu et al’da (100) yapmis olduklari ¢aligmada CP’yle es zamanl ya da 2 saat
sonrasina kadar uygulanan NAC’mm CP’nin meydana getirdigi sitotoksik ve
apopitotik etkisini 6nledigini ancak NAC tedavisi 8§ saate kadar uzamas1 durumunda
bu etkinligin minimal oldugunu raporladilar. Wu et al. (100) bunu ilk 1-2 saatlik
periyodun CP’nin apopitotik etkinligini engellemek i¢in kritik oldugunu, 8 saat gibi
bir siirede hiicrelerin apopitozda kararli hale geldiklerine bagladilar.

Bu calisma da uygulanan NAC Muldoon et al.’(83) in yapmis oldugu g¢alismaya
benzer dogrultuda yapildi. 4 saat sonra uygulanan NAC nefroprotektif etki
gostermemistir. Bu c¢alisma NAC’in bu doz ve uygulama yoluyla nefroprotektif
olmadigimi gosterse de, Muldoon et al.’in ¢alismasina paralel olacak sekilde, NAC’1n
CP’den 4 saat sonra verilmesinin CP’nin antitlimoral etkisini diisiirmedigi goriisiiyle
ortiismektedir.

Daha once insanlarda (3) ve ratlarda (9, 92) yapilan calismalarda CP tedavisi
zemininde gelisen kardiyotoksistede CK-MB, CK, LDH gibi miyokardiyal hasarda
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yiikselen biyomarkerlar raporlanmigtir. Literatiir bilgisi CP’nin in ip 7 mg/kg (9)
diizeylerinde CK-MB ve LDH ip 10 mg/kg (92) LDH, CK, CK-MB, ip 16 mg/kg
(8) diizeylerinde 6nemli artisa yol a¢tigin1 gostermektedir.

Bu kardiyak biyomarkerler kardiyak hasarmn varligini ve kapsamini kullanilabilegi
gibi miyokard hasar riski altinda olan hastalar1 belirlemede yardimer olabilir.
Kemoterapdtik ajanlar hiicre membranlarinda bozulmaya neden oldugu i¢in, LDH
CK-MB, c¢Tnl, ¢TnT gibi intraselliiler proteinlerin dolasimina ¢ikmasina sebep
olabilir (99, 101).

El-Sawalhi et al. (33) yaptig1 ¢alismada da, CP ip 7 mg dozda kardiyotoksik etki
yaptp CK-MB diizeylerini yiikseltmistir. Bu etkinin kardiyak membranlarda
meydana gelen lipid peroskidasyonu ikincil olarak ortaya ¢iktigini bunun sonucunda
da memranda irreversible modifikasyonlara ve hasara yol acip, kadiyak enzimlerin
dolasima karistigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada da CP 10 mg/kg dozunda hem LDH hemde CK-MB diizeyini anlaml
oranda artirmistir. Plazma CK diizeylerine bakildiginda, CK diizeylerinin gruplar
arasinda anlamli bir yiikseklik diisiiklik goézlemlenmemistir. Plazma CK-MB ve
LDH diizeylerine bakarak bu etkinin daha onceki ¢aligmalarla benzer etki gosterdigi
ve lipid peroksidasyonuna sekonder gelistigi sdylenebilir. CP kardiyotoksisitesi ile
yapilan  ¢alismalarda CK’da  kardiyotoksisite agisindan anlamli  olarak
degerlendirilmis olup bizim g¢alismamiz da tam aksini gostermektedir (91, 102).
Rosic et al’ (21) in yapmis oldugu calismada preiskemik (bazal) durumlarda NAC
uygulamasi, CK seviylerini diislirmesine ragmen hala Kontrol seviyelerinin iizerinde
seyrettigini benzer sekilde LDH seviyelerinin de CP grubunda Kontrol grubuna goére
cok da fazla anlamli bir etkiye neden olmadigini ancak CP grubuna goére anlamli
diisiis sergiledigini gosterdiler.

Plazma CK-MB diizeylerinde anlamli bir etki gozlemlenirken, CK’nin daha 6nce
yapilan ¢alismalar paralelinde seyretmemesinin nedeni CK diizeylerinin sadece AMI
gibi sadece kalp kasi hasarinda degil, ayn1 zamanda enjeksiyon, cerrahi gibi
nedenlerle iskelet kasi hasarinda da salinmasina baglanabilir (103). Akut iskemik
kalp rahatsizligi olmayan kronik diyaliz hastalarinda yapilan bir caligmada
serumlarinda CK-MB ve cTnT diizeylerinin yiikselirken cTnl diizeylerinin
etkilenmedigi gosterilmistir. cTnT diyaliz hastalarinda iskelet kasindan da eksprese

edilmektedir. c¢Tnl bu acidan bobrek yetmezligine sahip olupta kardiyak hasarin
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tespitinde en spesifik biyomarker oldugu sdylenmektedir (104). Tim bu acidan
baktigimizda plazma CK diizeylerinden ziyade CK-MB ve ¢ok daha kardiyospesifik
olan cTnl ve diger kardiyospesifik markerlari degerlendirmek, kardiyotoksisitenin
tespiti i¢in gereklidir.

cTnl, kompleks klinik durumlarda bile miyokardiyal nekrozu saptamak i¢in uygun
bir markerdir. Miyokardiyuma spesifitesi oldukga yiiksektir kronik kas hasar1 bobrek
yetmezligi gibi durumlarda eger kardiyak bir hasar s6z konusu degilse yiikselmesi
s6z konusu degildir (101). Kardiyak nekroz tespit etmede vazgegilmez bir marker
olan cTnl, AMI, kalp yetmezligi gibi birgok koroner hastalikta yiikselir (101). DOX
ve trastuzumab gibi birgok kemoterapdtikte kardiyotoksisiteyi erken donemde tespit
etigi gosterilmistir (105, 106).

Literatiirde CP kardiyotoksisitesinde cTnl diizeyine bakan calisma sayisi olduca
azdir. (8, 92, 102, 107).

Saleh et al. (8) haftada bir olmak {izere toplamde 4 defa uyguladigi 4mg/kg ip CP
uygulmasindan sonra 1. Haftadan itibaren 4. Haftaya kadar olan ayr1 ayr1 ¢alisilan
cTnl diizeylerinin istatiksel olarak giderek arttigini raporlamislardir. Ancak yaptiklari
calismada kullanildiklar1  kitin rat spesifik olmamas1 c¢aligmalarina golge
disiirdiigiinii sOyleyebiliriz. Rat spesifik olmayan kitlerin sonuglar anlamli ¢iksa dahi
dogru sonug olmayacaktir. Benzer sekilde farkli ¢alismalarda da (8, 92, 102, 107).
cTnl diizeyleri yiiksek bulunmus ancak bu ¢alismalarda da kullanmus oldugu kitlerin
ratlarda kullanilmasinin dogru sonu¢ vermeme olasiligi oldukga yiiksektir. Onceki
yillarda yapilan bir ¢calismada saflastirilmis rat cTnl’nin saflastirilmis insan ¢Tnl’dan
%50 daha reaktif oldugunu, yani dlgiilen degerlerin olmasi gerekenden %50 yiiksek
degerlendirdigi gosterilmistir (108). Ammar et al.’(109) 1n yaptig1 bir caligmada tek
doz 10 mg/kg CP uygulmasindan sonra hem CK-MB hem de cTnl diizeylerinde
anlaml bir artis olmadigini; tam tersine yine aymi dozda ancak 2 giinde bir olmak
tizere 4 farkli seferde verilen CP’nin ise hem CK-MB hemde cTnl seviyelerinin
istatiksel yiiksek bulmuslardir. Ammar et al. (109) diisiik dozlarda ancak daha sik
uygulanan CP’nin yiiksek ancak tek dozda uygulanan CP uygulmasindan daha
kardiyotoksik oldugunu bildirmislerdir.

Her ne kadar kardiyotoksisite tespitinde ¢ok yararli bir marker oldugu farkh
caligmalar gosterilse de (8, 92, 102, 107, 109). Polena et al (110)’in DOX tedavisi
goren 38 hastada yapmis olduklar1 calismada, sadece bir hastada cTnl seviylerini

yiiksek raporlamislar. DOX kardiyotoksisitesinde cTnl’nin yararli bir marker
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olmadigini belirtmislerdir (110). Bu calismada rat spesifik ELISA kiti kullanild1 ve
10mg/kg dozda uygulanan CP’nin cTnI’nin seviyesini bariz bigimde ylikselttigi
gozlendi. Kullandigimiz kitin rat spesifik kiti de oldugu diisiiniildiigiinde CP’nin
erken donemde kardiyotoksisiteye neden oldugu gosterilmistir. Polena et al. (110)
calismamni tam tersine cTnl’nin yararli oldugunu gosterilmesi, c¢Tnl’nin
kardiyotoksisiteyi erken donemde belirleyebildigini, uzun siireli tedavilerin
sonundaki 6l¢timlerde bu 6zelligini kaybetigi soylenebilir.

Kardiyak troponinlere ek baska kardiyospesifik parametrelerin  bulunmasi
kardiyotoksisite basta olmak iizere kalp hasarmin 6nceden tespitinde daha spesifik
bir yaklasim olabilir. Bu kardiyak markerlerin birlikte kullanim ile kardiyak hasarin
kagirilmasinin 6niine gegebilir (11). Kalp hasarinini tespitinde gegmis yillardan beri
kullanilan CMLC-1 (111) bu ideal marker aday: olabilir. Miyokardiyal kontraktil
protein olan CMLC-1 izoformu miyosit nekrozu sirasinda dolasima salinmaktadir
(111). Ozellikle kalp yetmezligi olan hastalarda diisiik dereceli myokard hasarinda
dolasima saliman CMLC-1’in kotii prognoz belirteci olabilecegi belirtilmektedir
(111). Literatiir taramalarinda CP kardiyotoksisite modelinde CMLC-1 diizeylerinin
calisildigr bir yayina rastlanilmamistir. Berna et al. (112) Kkardiyotoksik oldugu
bilinen isoprotrenol ile ratlarda yaptig1 calismada, CMLC-1’in isoprotrenol
kardiyotoksistesinin teptinde kuvvetli bir marker oldugunu ortaya koydular.
Isoproterenolun, CMLC-1 konsantrasyonlarmin, hesaplanamayacagi diizeyden
yaklagik 25 kat yiiksege cikardigini gosterdikleri gibi bu yiiksek seviyelerde 24
saatten fazla bu diizeylerde kaldigin1 gosterdiler. Ayrica saglikli ratlarda da CMLC-1
konsantrasyonlarinin diisiik ve 6l¢lim sinirindan daha asagida oldugunu ve boylelikle
CMLC-1"in iyi bir kardiyak marker oldugunu kanitladigini raporladilar (112).

Mair et al. (113) yaptig1 prospektif c¢alismada ilk kez AMI geciren sonrasinda
trombolitik tedavi goren ve kardiyolog tarafindan WHO kritelerine gore MI gegirdigi
gosterilen 17 hastada sintigrafi, CMLC-1 ve CK-MB ¢alismis, CMLC-1 AUC (Area
under the curve, egri altinda kalan alan) ve CMLC-1 pik diizeylerinin sintigrafiyle
korele bulmuslardir (113) .

CMLC-1 ‘nin kardiyak hasari tespit etmede yararli olmadigini bildiren ¢aligmada
vardir. Hillis et al. (114) AMI igin %7 riske sahip ancak EKG‘lerinde yeni ST
elavasyonu olmayan ve gogiis agrisi ile acile bagvuran 208 hastada yapmis olduklari
calisma da 0. 4. 8. 16. ve 24. Saatte cTnl CK-MB kiitle, MLC-1 ve miyoglobin

konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 degerlendiginde tiim parametrelerin kardiyak hasarin
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tespitinde zayif tahmin giiclerinin oldugunu ancak zamanla arttiklarini, cTnl ve CK-
MB Kkiitlenin ise en faydali parametre oldugunu raporladilar. MLC-1in kayda deger
artis sergilemedegini gostermislerdir (114).

Luo et al. (115) DOX ile deneysel kardiyotoksisite gelistirlen ratlarda CMLC-1
diizeylerini degerlendirmis ve kiimiilatif dozda ve son doz DOX’dan sonra 0Slgiilen
CMLC-1 diizeylerinin, tek doz verilen DOX’a gore onemli artis sergiledigini
raporlamistir. Tek doz verilen DOX un, kontrol grubuna géore CMLC-1 seviyelerini
yiikseltsede, anlamli bir yiikseklik segilemedgini gostermislerdir. Ayrica kiimiilatif
dozda verilen ancak son doz DOX’dan 3 hafta sonra dl¢iilen CMLC-1 diizeylerinin
Olciildiigi grupta da CMLC-1 kontrol diizeylerine yakin gelmis bu da CMLC-1
seviyelerinin 3 haftadan uzun siirede yiliksek kalmadigimi gostermektedir. CMLC-1
seviyelerinin yiikselmesinin doz bagimli oldugu ve ve SOR’un kalpte meydana
getirdigi lipid perosidasyonuna ve andisoksidan savunma sistemin yetersizligine
baglamiglardir (115). Bu arastirmacilar ayrica ekokardiyografi ¢alismasiyla
biyokimyasal paramatreleri birbirbiriye korele bulmamislar; bunu da 6nemli bir hasar
olmadan ekokardiyografide degisiklik olmadigin1 ancak CMLC-1 diizeylerinin DOX
tedavisi hemen sonrasi meydana gelen aldehitlerin akabinde salinmasina
baglamiglardir (115). Bu ¢alismada CMLC-1 diizeyleri CP grubunda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda cTnl’a benzer sekilde bariz bir bigimde arttif1 gozlendi.
Kontrol grubunda CMLC-1 diizeyleri 6lgiilebilcek diizeylerde olsa da 6nemli oranda
diisiik bulunmustur. CMLC-1 diizeyleri bu ¢alismada degerlendirilen cTnl ile yiiksek
korelasyon gostermektedir. Bu yiiksek korelasyon CMLC-1 diizeylerinin kardiyak
hasar1 tespit etmede cTnl’lara ciddi anlamda destek verecgini gostermektedir.
CMLC-1 de bu yiiksek korelasyon onun da cTnl gibi lipid peroksidasyonundan
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Luo et al’ (115) da benzer sekilde bu yiiksek
diizeyleri lipid peroksidasyonuna ve antioksidan diizeylerinin diistikliigiine
baglamiglardir .

Son yillarda miyokardiyal iskemi tanisinda IMA denilen yeni bir parametre
arastirilmaktadir (116). Giiniimiizde, geri doniisimsiiz kalp hasarinin baslamasindan
once, kardiyak iskeminin tanisindaki en yararl biyomarker1 IMA’dir (117).
Literatiirde deneysel CP kardiyotoksisitesi calismalarinda IMA ¢alismasina
rastlanilmamustir. Sadece CP degil, kardiyotoksisite bashig altinda IMA galismasina

ait literatiir bilgileri sinirlidir.
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Goglis kanseri nedeniyle DOX tedavisi alan 158 hastada yapilan calismada
kemoterapi sikliisleri sonrasinda, miyokardiyal hasar gelisen hastalarla, gelismeyen
hastalar kiyaslandiginda IMA diizeyleri arasinda anlamli farklilk oldugu
gozlemlendi (11). Ellidag ve ark. (118) kalp yapmis oldugu calismada kalp
yetmezligi ile takip eden hastalarda serum IMA, diizeylerini saglikli oldugu tespit
edilen hastalarda karsilastiridginda anlamli yiiksek bulmus bu sonucunda IMA’nin
akut iskemiyle takip edilen hastalarda iyi bir biyomarker oldugunu tespit etmistir.
IMA’nin belikde albumin bagimli bir oksidatif stres markeri olabilcegini
raporlamistir .

Bu calismada da plazma IMA degerleri CP grubunda saglikli ratlarla kiyaslandiginda
anlamli yuksek bulunmustur.

Oksidatif stresin arttig1 durumlarda arttigi gosterilen IMA’nin, miyokard dokusuna
has olmadig1r diyabet gibi iskemiye neden olan hastaliklarda arttigini gosteren
caligmalarda vardir (119 ).

Bu calismalar da gostermektedir ki IMA iyi bir iskemi markeridir. IMA’ nin
kardiyotoksisiteyi tespit etmesinde yararli bir marker olabilmesi, diger kardiyak
parametrerlerle birlikte kullanimi ile miimkiin olabilir. Akut MI’l1 538 hasta tizerinde
yapilan bir ¢alismada troponinin ve IMA’nin birlikte kullamiminda sensitivitenin
%100 oldugu gosterilmistir (120). Bir ¢alismada son 3 saat iginde gogiis agrisi ile
acile servise basvurup standart triaj ve tedavi islemleri yapilan 208 hastada cTnT,
IMA diizeyleri ve EKG degerlendirildi. Son tanilar1 konulan hastalarda iskemik ve
noniskemik oldugu belirlenen bu hastalardan, iskemik hastalar1 ayirt etmede,
IMA nmn sensitiveisi % 82, EKG’nin %42 c¢TnT’in ise % 20 bulundu. IMA, cTnT ve
EKG ile birlikte degerlendirildigindeyse sirasiyla % 90 ve 92 olarak gosterildi. 3
birlikte degerlendiriliginde iskemik kalp hastaligin1 tahmin etme giicii % 95 e kadar
ciktr. IMA nin gogiis agrisyla bagvuran hastalarda miyokaridayal iskemi tamisinda
yiiksek sensitif bulundugu gosterildi (121).

Baska bir calisma da IMA, troponin T ve CK-MB nin birlikte bakilmasiyla, DOX
kaynakli miyokardiyal hasar1 belirleme agisindan sensivitesinin % 92 spesifitesinin
ise % 83 oldugu gosterilmistir (11). Bu ¢alismada da IMA, c¢Tnl ve CMLC-1 ile
korelasyonlar yapilmis olup her iki diizeylede kuvvetli korelasyon gostermektedir.
Bu bakimdan iskemi markeri olan IMA diizeylerinin hesaplanmasi, onun diger
kardiyak markerlarla birlikte degerlendirilmesi kardiyak hasarli bireylerde tanida

sensitive ve spesivitesinin artmasina neden olabilir.
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Kardiyak hasarin gosterilmesinde kardiyak biyomarkerlar olduk¢a yararli oldugu bu
calismada IMA CMLC-1 cTnl ile hem tek basina hemde birdigeriyle anlamli oldugu
gosterilse de bu markerlarin histopatolojik ¢alismayla pekistirilmesi kardiyotoksisite
tanisin1 koymada daha yardimci olacaktir.

CP kardiyotoksisitesinde histolojik calismalar ¢ok kisithdir. Yapilan kisith
caligmalarda da CP’nin kardiyotoksik etki ettigi gosterilmistir (8, 9, 91).

Al-Majed et al.(9)’n yaptig1 tek doz ip CP 7 mg/kg sonrasinda yapilan histokimyasal
calismada [.M’da kalp dokusunda dejeneratif degisiklikler gozlemledi. Bir¢ok kas
hiicresinin sitoplazmasinda vakulizasyon ve kan damarlarinda asir1 hemoraji izlendi.
Hussein et al. (91) 10 mg/kg CP sonrasinda elde edilen bobrek doku histolojisinde,
LM ile yapilan calismada 24 saat sonra bobrek kesitlerinde genis dejenerasyon
alanlar1, baz1 proksima ve distal tiibiil hiicrelerinde agir hasar ile birlikte hiicre
mimarisinde biiyiik kayip gozlendi 6te yandan bobrek tiibiil hiicreleri arasinda
interstisyle hemoraji izlendi Yine ayni ¢alismada kalp dokusunun incelemesinde ise
miyofibrillerin kesintisiyle birlikte, kardiyak kas hiicrelerinin birbirinden ayrildigi ve
ciddi derecede hemorajiler izlendi (91).

Saleh et al (8). haftada bir 4 mg/kg olmak tizere kiimiilatif ve totalde 16 mg/kg CP
uygulamasinin ardindan yagtig1 histopatoljik c¢alismada ratlarda 7. ve 14. giinlerde
kiigiik intramiiskiiler arteriyollerde perivaskiiler 6dem, fokal muskuler hiyalinizasyon
tanimladi. Koroner arteiyoller ve intramiiskiiler arteriyollerde medial kas kalinligi,
proturde olan arteriyel endotelyum, diizensiz intimal tabaka, perivaskuler luminal
infiltrasyon sonucu liimen darlig1 gézlendi. 30. giinde intramuskiiler arteiyollerde kas
lifleri arsinda konjesyon, 6dem ve hemoraji gozlendi. Ote yandan kardiyak
miyofibriller tamamen diizensizdi. Kontrol grubu ise normaldi.

Rjiba-Touati et al. (94) Bu verilerin aksine 6 mg/kg ip CP uygulanan ratlarda Kontrol
grubuna kiyasla DNA hasar1 olmasina ragmen, anlamli doku hasar1 bulgularina
rastlanilmadigin1 gosterdiler. CP grubundaki histolojik goriintii Kontrol grubuna
benzer histolojik bir goriintii raporladi.

Bu ¢alismada CP verilen grupta ciddi hemoraji, interstisyel 6dem, ve sitoplazmada
vakuolizasyon gozlemlendi. Bu calisma daha once yapilan g¢alismalarin biiyiik
ksimiyla benzerlik gostermektedir (9). Tiim bu histopatolojik kanit kardiyak
biyomarkerlarla birlikte diistiniildiiginde, CP 10mg/kg dozunda erken donemde

kardiyotoksiktiye neden olmustur.
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NAC, Kkardiyotoksisite ve nefrotoksisite modellerinde nefroprotektif ve
kardiyoprotektif etki ettigi gosterilmistir (15, 16, 20, 21 ).

NAC birgok kalp sorununda kullanilmaktadir; Dilate Kardiyomiyopati, diyabetik
kardiyomiyopati, iskemik repiirfiizyon kardiyak hasari, kardiyak inlamasyon gibi
kardiyak problemler bunlardan bir kagidir (18). NAC, CP iliskili kardiyotoksisite(20,
21) nefrotoksisite (15, 16) ve ototoksisite (122) gibi CP organotoksisitlerinde ve
kemoterotik harici diger ilag iligkili kardiyotoksisitelerdede kendisine yer bulmustur
(123). En kardiyotoksik kemoterapdtiklerin basinda gelen DOX (90) ve beta
adrenerjik bir ajan olan isoprotrenol (123) bunlardan bir kacgidir. CP iliskili
kardiyotoksistede nadir de olsa kullanilmis (20, 21) olan NAC, tiim bu adi gegen
calsmacilarin raporlarinda kardiyotoksistede kullanimi faydali goriilmiistiir (20, 21,

90, 123).

Eksojen antioksidanlardan biri olan NAC’1n oksidatif doku hasarina karg1 savunmada
cok etkili olmasi ilacin direk kendisinden kaynaklanabilecegi gibi (6rnegin HO'
radikallerin inaktivasyonunu saglar), ayrica glutatyon {retimini artirmasindan
kaynaklanabilir (55).

Rosic et al. yapmis olduklari iki farkli ¢alismada da CP’nin kardiyotoksik etkisini 5
hafta haftada bir 500mg/kg ip uygulamis olduklart NAC’la 6nlemislerdir (20, 21). Bu
calismalarda CK ve LDH diizeyleri anlamli bir diisiis gozlememislerdir. Rosic et al
(20), CK ve LDH diizeylerinin istenildigi kadar diismemesini, ancak hiicre
membranlarindaki hasarin ¢ok onemli diizeye geldiginde, NAC’1n kardiyak enzim
diizeylerinde diisiise yol agabilecegine baglamiglardir (20).

Sikolofosfamid kardiyotoksisite modelinde 5 giin boyunca ip 200mg/kg uygulanan
NAC tiim biyokimyasal parametrelerce kardiyoprotektif oldugunu gosterdiler. Bu
sonucuda NAC’in oksidatif ve nitrozatif stresi Onleyerek antioksidan aktiviteyi
artirmasina baglamiglaridir (124).

DOX kaynakli kardiyotoksisitede de 40 mg/kg dozda ip uygulanan NAC ve
histidinin kardiyoprotektif etkisini arastirilmis olup, hem biyokimyasal yonden hem
de goriintiileme metodlariyla NAC’1n kardiyoprotektif olduklarini gézlemlemislerdir
NAC’1n tek basina histidinden daha etkin oldugunu ancak NAC ile birlikte histidin
verilmesinin NAC’a gore daha etkin oldugunu raporlamislardir (125).

Bu ¢alisma da ise 250 mg/kg dozunda 3 ardisik giin uygulanmis olup, LDH, CK-MB,

cTnl, CMLC-1 ve IMA diizeylerinde kismi bir diisiis olmasina ragmen anlamli bir
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etkiye rastlanilmamistir. Kardiyak parametrelerin paralelinde histopatolojik
calismada da NAC’1n kismi diizelme gosterdigi goriilsede kardiyoprotektif olmadigi
asikardir. Bunun nedeni kardiyotoksisite modellerine neden olan mekanizmlarindan
kaynaklabilecegi gibi ayni sekilde nefrotoksisite modelinde soOylendigi iizere
uygulama siiresi yontemi ve dozu etkili diger parametreler olabilir. Caligmaya
eklenecek ekstra bir kardiyoprotektif ajanin kardiyoproteksiyonda etkili olabilegi
soylenebilir (farshid F5). Ozetle NAC bu calismada yeterli kardiyoprotektif etkiyi

gosterememistir.

SOR’un iiretimi ile temizlenmesi arasindaki dengenin bozulmasi, oksidatif stres
olarak adlandirilir. Bu durum ya SOR’un arsir1 iiretiminden ya da antioksidan defans
sisteminin yetersizliginden kaynaklanir (126). SOR, serbest radikallerle bilikte,
radikal olmayip radikale doniisebilen oksidize edici ajanlara verilen bir ortak bir
tammdir (126). Omiirleri milisaniyelerle belirtilen SOR tiirevlerinin &l¢iimii gok
teknik oldugundan; bu reaktif tiirlerin major hedefleri olan memran lipidleri,
proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillerde olusturdugu
hasarin 6l¢iimii, dolayli da olsa kullanabilir bir metoddur (81). Bu nedenle oksidatif
stresi varligi 4-HNE (127) ve ROOH (123) gibi lipid peroksidasyon tiriinlerinin 3-NT
(127) gibi protein oksidasyon iiriinleri nin yiikselmis diizeyleriyle gosterilebilir.
Benzer sekilde non-enzimatik [rediikte glutatyon-GSH, serbest siilfidril gruplari-SH,
alblimin, vitaminler (E, A, C)] ve enzimatik [glutatyon peroksidaz (GSH-PXx),
glutatyon rediiktaz (GSH-Rd), katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD)] antioksidan
savunma sistemi bilesenlerinin azalmis seviyeleri ile de oksidatif stres hakkinda fikir
sahibi olunabilmektedir (81,128). Bundan 6nce yapilan bir¢ok ¢alisma insanlarda ve
deneysel modellerde, CP’nin oksidatif strese neden olarak kardiyotoksisite ile
birlikte diger organotoksisitelere neden oldugunu gosterdi (15, 99). Cesitli hayvan
caligmalarinda antioksidan oOzellikleri olan bilesiklerin CP kardiyotoksisitesini
Onliiyor olmasi; oksidatif stresin CP kardiyotoksisisinde temel nedenlerinden birisi
oldugunun ayr bir kanitidir (9, 20, 21). Her ne kadar SOR tiirevlerini 6lgmek zor
olsa da Rosic et al’ (21) in yapmis oldugu calismada 5 hafta boyunca haftada bir
olmak {iizere verdigi 5Smg/kg CP’nin H,0; diizeylerini arttirdigin1i ancak Oy~
diizeylerinin artmasina ragmen anlamli bir degisiklige neden olmadigini
gostermislerdir. tam tersine GSH ve SOD diizeylerinin ciddi derecede diistiigiinii

raporladilar (21).
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TOK, TAK ve OSI diizeyleri Oksidatif stresin genel olarak degerlendirilmesinde
kullanilan ¢ok yararli parametrelerdir (63, 69).

Literatiirde CP kardiyotokisitesinde TOK ve TAK c¢alismalarina rastlanilmamustir.
Sadece kardiyotoksisite degil diger organ toksisiteleri ve kardiyovaskiiler hastaliklar
ile literatiir bilgileri sinirlidir.

Salisilik asitin CP norotoksisitesine etkisinin arastrildigi in vitro bir ¢alisma da CP ile
tedavi edilen noron kiiltliir hiicresinde TOK diizeylerinin Kontrol grubuna goére
yiiksek geldigi yine aynmi calismada TAK kapasitenin diisiik geldigi raporlandi.
CP’nin, ratlarm primer noéron hiicrelerinde ciddi norotoksisteye neden oldugu
gosterildi (129).

Bu calisma da TOK ve OSI, CP grubunda Kontrol grubuna gére anlamli bulundu. Bu
calisma CP’nin kardiyotoksiste gelismesinde temelde oksidatif stresin etkili
oldugunu gostermektedir.

Atakisi ve ark. (130) tavsanlarda yaptigi bir ¢alismada 100mg/kg im uygulanan NAC
uygulmasinin hemen sonrasinda, 3. 6.ve 9. Saat olmak tizere 3 farkli zamanda kan
alindi. Uygulmanin 6. ve 9. Saatlerinde TAK diizeyleri baslangi¢ periyoduna gore
yiikksek bulundu. TOK diizeylerini ise 3. 6. Ve 9. Saatlerin hepsinde baslangi¢
diizeyine gore anlamli diisiik gézlemlendi. NO™ seviyeleri ise 6. 9. Saatte baslangig
diizeylerine gore diisiik oldugu gozlemlendi. NAC’in ¢ok kisa bir zamanda
antioksidan 6zellik gosterdigi raporland .

Bu ¢alismada TOK diizeyleri, NAC uygulamasi sonrasinda diisiis gézlensede anlamli
bir diisiise neden olmadigi gozlendi. Bu da NAC dozunun yetersizligi ya da
uygulama metoduna baglanabilir. Farkli uygulama (iv, ia) yollari ile istenilen sonug
alinabilir.

Oksidatif stresin etki ettigi proteinler ve DNA gibi biyomolekiillere nazaran
lipidlerin daha az etkilendikleri bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu ayni zamanda
daha ge¢ meydana gelir (131). Bununla birlikte; oksidatif hasar sonucu meydana
gelen hastaliklarda, lipid peroksidasyonun giivenilir bir bi¢imde degerlendirilmesi
¢ok onemlidir. (132).

CP’nin lipid peroksidasyonuna neden olarak, doku hasarina neden oldugu
kardiyotoksisite ve nefrotoksisite gibi cesitli organotoksisitelere neden oldugu farkl
calismalarla gosterilmistir (8, 92). CP kardiyotoksisite caligmalarin ¢ogunda lipid
oksidasyon gostergesi olarak MDA diizeylerini, TBARS (Tiyobarbitiirik asit reaktif

tiriinleri) ile ¢alismis olup, MDA lipidlerin primer ve sekonder yollarla pargalanmasi
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sonucu meydana gelen diisik moliik agirlikli, lipid peroksidasyonunun son
tirtinlerinden biridir (132). Rosic et al. (21) CP kardiyotoksisitesinde lipid oksidasyon
parametresi olarak TBARS ¢alismis olup CP grubunda TBARS konsantrasyonlarini
yiiksek bulmuslardir. Benzeri caligmalarda da CP kardiyotoksistesinde TBARS
diizeylerini yiiksek bulundugu gosterilmistir (9, 20). Saleh et al. (8) hem kardiyak
dokuda hem de plazmada MDA diizeylerini degerlendirmis olup, Her iki 6rnekte de
CP’nin, MDA diizeylerini artirarak lipid peroksidasyonuna neden oldugu
gostermistir.

CP’nin, kardiyak dokuda MDA diizeylerini oldukga yiikseltigini, akabinde verilen a
lipoki asit, ellajik asit gibi adjuvanlarla, kardiyak membranlarda meydana gelen lipid
peroksidasyonun engellendigini gdsterilmistir ( 91, 96).

Literatiirde CP kardiyotoksisite ¢aligmalarinda lipid peroksidasyon gostergesi olarak
4-HNE ¢alismasina rastlanilmadi.

Noori S et al. (133) yaptig1 bir ¢alismada birbirini izleyen 5 giin 3 mg/kg ip CP’in
plazma BUN, kreatinin ile birlikte bobrek dokusunda ve plazmada 6l¢iilen 4-HNE ve
MDA ve nitrat diizeylerini yiikselttigini, doku GSH, SOD, CAT diizeylerinin
distirdiigiinii gosterdiler (133). Luo et al. (115) DOX ile gelistirdikleri deneysel
kardiyotokisite modelinde; total aldehit, hexenal, 4-HNE ve MDA diizeylerini
calismislar; tiim lipid peroksidayon parametrelerinin serum ve kalp doku
diizeylerinin ikisinde de, tek doz DOX sonrasi ciddi bigimde yiikseldigini, kiimiilatif
dozda verilen DOX’un aldehit konsantrasyonalarin1 en yiiksege ¢ikardigini, karnitin
ilavesiyle birlikte lipid peroksidasyon markerlerinin Kontrol diizeyine kadar
geriledigini raporladilar. Ayrica aldehit seviyelerinin 3 haftadan uzun bir stire yiiksek
seyrettigini, Bunun da aldehitlerin sadece bir hasar marker1 olmayip, ayn1 zamanda
ilerde meydana gelecek hasarlarda bir duyarlik endeksi oldugunu raporladilar (115).
4-HNE son yillarda CP nefrotoksisite modellerinde immiinohistokimyasal diizeyde
calisilmaktadir ( 127, 134). Bu c¢alismalar 4-HNE’nin CP’in renal hasar1 gostermede
cok yararli oldugunu gostermektedir.

Hidroperoksitler yag asiti ve kolesterol gibi doymamis lipidlerin peroksidasyonu
baslangicinda olusan kararli iirlinlerdir (86). Kolesteril esteri gibi ¢oklu doymamis
yag asitlerini yliksek miktarda igceren biyolojik sistemlerde ROOH’un miktarinin
tayini, oksidatif durumun gostergesinin dogrudan ve faydal bir gostergesidir (74).
Literatiirde deneysel CP kardiyotoksisitesi caligmalarinda ROOH c¢alismasina

rastlanilmadigi gibi CP c¢alismalarinda da literatiirde rastlanilmamistir.
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Isoprotrenol kardiyotoksisite modelinde (123) lipid hidroperoksit diizeyleri ¢alisiimus
ve anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Isoprotrenol ile birlikte 14 giin boyunca oral
100 mg /kg NAC verilmis lipid hidroperoksit diizeylerinin anamli oranda azaldig1
gosterilmistir. Bu bulguyu histolojiyle de korele oldugunu NAC’1n kardiyak dokuda
anlamli bir diizelmeye neden oldugunu bildirmislerdir (123 ).

Bu caligmada CP grubunda Kontrol grubuna kiyasla hem total lipid hidroperoksit
diizeyleri hem de 4-HNE diizeyleri anlamli derecede ylikselmistir. Bu CP’nin kalpte
lipid peroksidasyonuna yol agtiginin agik bir gostergesidir. Bu c¢alismada CP’yle
birlikte  NAC wverilen grupta 4-HNE ve ROOH diizeyleri yeterli diisiis
sergileyememistir. Bunun olast nedeni kalp dokusuna antioksidan sistemlerin yeterli
oranda niifiis edememesi olabilir (135). Ayrica verilen NAC’1n uygulanis bi¢iminin
degisiklige gidilmesi ya da NAC dozunun artirilmasi ile istenilen sonuglar alinabilir.
Ozetle, SOR’u son derece yiiksek miktarda iireten ve antioksidan sistemin yetersiz
oldugu kalp dokusunda (135), NAC uygulmasi tahmin edildigi kadar koruyucu
etkinlik géstermemistir.

Ileri calismalalarla CP’nin kalpte kiimiilatif etkiyle daha fazla etkiye yol agip
acmayacagmin gosterilmesi, ayrica kalp dokusunda lipid peroksidasyonunu
immiinohistokimyasal yontemlerle de gosterilmesi CP kardiyotoksistesi bagligi
altindaki literatiirli bir adim ileriye tasiyabilir.

Proteinler SOR’un primer hedeflerindendir. CP’nin kardiyotoksisitesinde 6nemli bir
yer tutan protein oksidasyonu farkli ¢alismalarla gosterilmistir (3, 94). Touati et al.
(94) CP’nin, protein oksidasyonun énemli markerlerinden biri olan protein karbonil
diizeylerini hem kalp hemde karaciger dokusunda caligmig olup her iksisinde de
anlaml olarak yiikseldigini gdstermistir (94). Ayni ¢alismada CP, nonprotein bir
tiyol olan glutatyon diizeylerinide anlaml diistirmiistiir. PCC diizeylerinin sadece CP
degil, kuvvetli bir kardiyotoksik ajan olan DOX modellerinde de artig1 gosterilmistir
(105).

CP’nin nitrozatif stres araciligiyla kardiyotoksisiteye neden oldugu daha Onceki
caligmalarda gosterilmistir (99). NO° iligkili CP kardiyotoksisiteyle ilgili yeterli
bilgiler olmasa da NO™un peroksinitrit dahil metobolitlerinin toksik oldugu
bilmektedir (3, 126). Nitrit plazmadaki NO" seviyesini gosteren bir¢ok fizyolojik ve
patolojik siirecte rol alan NO" varyant1 bir serbest nitrojen radikalidir (3). Demkow et
al. (99) yapmis olduklar1 ¢alismada kemoterapi tedavisi esnasinda 12 hastadan

7’sinin nitrit seviyelerinin arttigin1 gostediler. Al-Majed et al (9). yaptigi bir
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calisgmada 7mg CP ip tek doz verilen ratlarda kardiyak dokuda serbest nitrojen
radikallerinden olan total NO,'/, NO3" diizeylerini yiiksek bulmuslardir (9). Benzer
sekilde Hussein et al. (91) 10 mg CP uygulmasindan hemen 24 saat sonra kardiyak
dokuda NO" seviyelerini anlamli yiiksek bulmuslardir. Tiim bu ¢alismalarin aksine,
Colakogullari ve ark. (136) ilk defa CP bazli kemoterapi kuru ala hastalarda 24 ve 48
saat sonra serum nitrit/nitrat seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmadigini
bildirdiler (136) Saleh et al.(8) yaptig1 ¢calismada ise serum NO" kalp ve bobrek doku
homojenatt NO" seviyelerini CP grubunda anlamli oranda diisiik bulmuslardir. Saleh
et al. bu durumu NO’nun potent bir vazodilatdr oldugunu endotelyal fonsiyon kayip
durumununda NO" diizeyleri azalmasina baglamislardir.

Rosic et al. (21) yapmis oldugu kronik CP kardiyotoksisitesinde CP grubunda NO,°
diizeylerinin preiskemik (BAZAL) durumda anlamli degismedigi 30 saniye den 2
dakikaya kadar stiren 3 farkli iskemik reperfiizyon hasarinda NOj" diizeylerinin
distiigiinii raporladilar. Bunun sebebinin NO" ve O;" iiretimimin fazla olmasi
durumunda yiiksek toksik ONOO™i meydana getirdigi bununda bu {iriinden dolay1
NO" diizeylerinin anlaml degismedigi kanisina varmiglardir. Ayni kisiler gruplara
ayrt ayr1 500 mg/kg NAC ilavesinde ise hem preiskemik (bazal) hemde iskemik
durumlarda hem Kontrol hem de CP grubuna gore NO;" diizeylerinin anlamli oranda
arttigin1 gosterdiler (21). Bunun sebebi NAC’1n yararl etkileri de oldugu gosterilen
NO’ salinimi olabilir. Serbest radikal siipiiriiciisii olan NAC, Oz" olusumunu dolayl
olarak da peroksinitrit olusumunu engellemis olabilir.

O, varliginda, NO* spontan olarak ONOO™e doniisebilir. ONOO™ kendisini
olusturan hem siiperoskit hemde NO"’dan daha reaktif bir bilesiktir ve direk olarak
oksidatif modifakasyonlara neden olabilir (3). ONOO™ aracili oksidatif
modifikasyonun bir iriinii olan 3-nitrotirozin (3-NT) olusumu da nitrozatif stres
belirteci olarak kabul edilir (126). Tirozin amino asidiyle NO" tiirevi oksidanlarin
reaksiyonu sonucu meydana gelir ve radikallerin neden oldugu protein hasarinda
kararl1 bir marker olarak islev goriir (74).

CP kardiyotoksisitesi ilgili literaratiir calismlarinda 3-NT diizeylerini Olgen bir
caligmaya  rastlanilmadi.  Literatirde  sadece  bobrek  dokusunda  ve
immiinohistokimyasal ¢alismalar gozlendi.

Chirino et al. (127) yapmis oldugu bir calismada Inos aktivasyonunun CP iliskili
renal hasarda, oksidatif ve nitrozatif streste 6nemli rol oynadigin1 raporlamislardir.

Bu kisiler CP nefrotoksisitesinde immunohistokimyasal olarak renal korteks ve
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medulllada 3-NT (nitrozatif stres) ve 4-HNE(oksidatif stres) gii¢lii boyandiklarini
gdzlemlemislerdir. Benzer sekilde Inos inhibitorii ile tedavi edilen grupta bu
markerlerin 6nemli oranda boyanma 6zelliklerini kaybettiklerini gézlemlemislerdir.
Chirino et al. NO* ve derivelerinin CP nefrotoksisitesine katkida bulundugunu
raporlamiglardir (127).

Chirino et al. (137) yaptigi farkli bir calismada CP tedavisi alan ratlarda bobrek
korteksin i¢ kisminda yer alan proksimal tiibiillerde kuvvetli 3-NT immiin boyama
gozlendi. (137). Bu ¢alismada ratlarda FeTPPS’nin, (fizyoljik sartlar altinda ONOO™i
nitrata ceviren suda ¢oziinen fe(Ill) kompleksi) CP kaynakli nefrotoksiside
gostermis oldugu protein nitrasyonunu azaltict yondeki etkisi, ONOO™ nin hem
protein oksidasyonuna hem de CP nefrotoksisitesine neden oldugunu gostermektedir
(137).

Literatiirde deneysel CP kardiyotoksisitesi ¢alismalarinda 3-NT ¢alismasina
rastlanilmamistir. CP ilgkili kardiyotoksisite de SNR’nin dolayli olarak da nitrozatif
stresin literatiir eksikligi nedeniyle, CP iliskili kardiyotoksisitesinin daha iyi
anlagilabilmesi ic¢in nitrozatif stresin agiklanmasi bu ve ileri c¢alismalarla
desteklenmesi gerekmektedir. Bu calisma da CP iligkili kardiyotoksisitede kalp
dokusu 3-NT diizeyleri ¢alisildi. 3-NT diizeyleri 10mg/kg CP verilen grupta Kontrol
grubuna kiyasla kaydadeger yliksek bulunmustur. Bu bulgu bundan 6nce yapilan
nefrotoksisite ¢alismalarinin aksine imiinohistokimyasal bir calisma degildir. Bu
calismada NAC, CP’nin neden oldugu nitrozatif stresi kismen giderse de yeterli
gelmemistir.  Farkli protokaller, ip uygulama yontemi ve fakli dozlar (20, 21)
NAC’in kardiyoproteksiyonda etkili olmamasinin nedeni olabilir. NAC’in daha
yiikksek dozda kullanimi kardiyoprotektif etkiyi anlamli bi¢cimde gosterebilir.
Kardiyotoksisiteyi nitrozatif stres zeminide daha iyi anlayabilmek i¢in hem
molekiiler diizeyde hem de imunohistokimyasal diizeyde ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
CP kardiyotoksisinde, bir tiyol olan GSH ( 8, 9, 91, 92, 94, 102) peroksizomda yer
alan H,O;’yi su ve molekiiler oksijene indirgeyen CAT (94, 95, 96) hiicre igindeki
en etkili enzimatik antioksidan olup O, ’1, kendisinden daha az reaktif olan H,O;’ye
doniistiren SOD (91, 95, 102) gibi antioksidan tarafta yer alan enzimatik ve
nonenzimatik parametrelerin diistiigiinli gosteren bir¢ok ¢alisma mevcutur.

Tiyoller serbest radikalleri temizleme yetenegine sahip miikemmel molekiillerdir.
GSH’da memeli hiicrelerde non-protein tiyollerden en yaygin olanidir. GSH serbest

radikalleri temizleyerek oksidize formu olan glutatyon distilfiit (GSSG) ‘e doniisiir.
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CP’nin 5mg/kg dozda uygulanip, CP nefrotoksisitesinde total glutatyon ve protein
bagli tiyol diizeyleri bobrek dokusunda arastirilmis olup, CP uygulmasinin 1 saat
sonrasinda bobrek korteks ve medullasinda total glutayon (GSH ve GSGG birden)
diizeylerinin arttigini, Kontrol diizeyiyle karsilagtirildiginda 72 saat sonra artisin %50
ye yaklastigint bu diizeylerde de yaklasik olarak 120 saat yiiksek seyrettigini
raporlandi. Bunun aksine proksimal tiibiilde Olgiilen protein-tiyol diizeyinin CP
uygulmasinin 8 saat sonrasinda kaydedeger diizeyde diistiigiinii, 120 saat sonra ise bu
diistisiin % 29’a vardigim1 gozlemlediler (138). CP nefrotoksisitesinde uygulanan
GSH’1n, ratlarda miikemmel nefroprotektif oldugu ve CP’nin sistemik toksisitesinde
de benzeri etkiler gosterdigi ayrica uygun tedavi kosullarinda CP’nin antitimor
etkinliginin azaltmadig1 gosterilmistir (139).

Rosic et al. (21) CP kardiyotoksiste ¢aligmasinda, CP grubunda kan SOD ve GSH
diizeylerini Kontrol grubuyla kiyasladiginda ciddi derecede diisiik oldugunu
gozlediler. NAC ve CP’in birlikte uygulamasindan sonrasinda intraselliiler GSH ve
SOD diizeylerinin kaydadeger artis gosterdigi gézlemlendi. Bununla birlikte SOD
diizeyleri kontol grubuyla kiyaslandiginda hala diisiik oldugu raporlandi (21).

Rosic et al (20) baska bir ¢alismasinda ise kronik CP uygulmasinin kalpte total
glutatyon diizeyleriyle bilikte, GPx ve GR aktivitesini etkilemedegini bildirdiler.
Benzer sekilde NAC’1in hem tek basina hem de CP’le birlikte uygulandiginda, bu
parametreleri degistirrmedigini gozlemlediler. NAC kardiyotoksisiteyi onlerken bu
parametrelerde herhangi bir degisiklik olmamasini, NAC’1n sadece glutatyon redoks
sisteminde etki yapmadigini aynt zamanda NAC’in sahip oldugu antioksidan
ozelliklere baglamuslardir, Oyle ki NAC, icerdigi SH gruplariyla ¢ok giiclii bir
antioksidandir ve SOR iiretimini glutaton sikliisii haricinde kendisi de diisiirebilir
(20).

CP uygulmasinda antioksidan savunma sisteminde yol agtig1 defektleri tiyol, GSH ve
antioksidan enzimlerden haricen genel olarak gosteren TAK ile CP-Antioksidan
sistemi hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Moghadam et al. (22)’in yapmis oldugu
calisma da 7 mg ip tek doz CP’nin plazma TAK diizeylerinde ciddi diislise yol
actiginm bildirdiler. TAK diizeyi diiserken tiyol diizeyinde diisiis olsa da anlamli bir
diisiis olmagini raporladilar.

Bu calismada kalp dokusunda caligilan tiyol ve TAK diizeylerinin yalniz CP
uygulmasi sonrasinda Kontrol grubuna gore anlamu diislis gosterdigi gozlendi. Bu

goriisii destekler nitelikte yalniz NAC uygulanan grupta Kontrol grubuna kiyasla
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anlamli yiikseklik gézlemlendi. Daha dnceki bir¢ok c¢alisma da NAC’1n antioksidan
oldugu ve TAK (130,140) ve GSH diizeylerini artirarak, antoksidan kapasiteyi
arttirdigr gosterildi (21). Shalby et al. (140) yaptig1 ¢alisma da CP nefrotoksisitesi
gelistirilen ratlarda NAC uygulmasmmin hem plazma hemde bobrek dokusunda
degerlendirdileri TAK’in CP grubuna goére anlamli arttigini raporladilar (S11).
Atakisi ve ark. (130) NAC’1n ¢ok kisa bir stirede TAK’1 arttirdigini gézlemlediler.
Bu ¢alisma da CP ile birlikte uygulanan NAC’in CP grubuna gore kiyaslandiginda
hem TAK hemde dok tiyol diizeylerinin ciddi bir bi¢cimde ylikselttigini, kontol
grubuyla kiyaslandiginda ise TAK diizeylerini istatiksel olarak anlamli yiikseltirken,
doku tiyol degerlerinin ise arasinda anlamli bir farklilik olmadigi gozlendi. NAC
CP’nin doku diizeyinde yapmis oldugu toksisiteye TAK ve tiyol diizeyinin artirarak
cevap vermistir. Onceki yillarda yapilan bir ¢alismada kalp dokusunun antioksidan
kapasite bakimindan bobrek, karaciger ve beyin dokusunun gerisinde kaldigi hatta
tim bu dokulardaki antioksidan kapasitesinin neredeyse 10 da birinden daha az
oldugu gosterilmistir (135). Bu calismada, TAK hesaplanmasinda TRAP (Total
reaktif antioksidan potansiyel ) testini kullanan arastirmacilar, en yiiksekten en
diisiige sirasiyla karaciger homojenati (3900 uM Trolox-Equivalent /doku kg),
bobrek, (2700 pMTE/Kg), beyin (1700 uMTE/Kg) ve kalp (320 uMTE/Kg) olarak
gbzlemledi. Arastirmada kalp antioksidan icerigi bakimindan en duyarli doku olarak
gbzlemlendi (135). Bu calisma da NAC her ne kadar serbest tiyol diizeyini ve TAK’1,
CP grubuna gore anlamli oranda artirmasina ragmen, CP kardiyotoksisite modelinde
kardiyotoksisiteyl tam anlamiyla engelleyici etki gdstermemistir. Bu bulgu birkag
nedenden kaynakli olabilir. Uygulama stiresi bakimindan muldoon et al. (83) yaptig1
stireye bagl kalinsa da ip NAC’in tam etkinlik gosteremedigi ve karacigerde ilk
gecis etkisine ugradigr soylenebilir (15). Ayrica giinde 250 totalde 750 mg/kg
uygulanan NAC’1n yetersiz geldigi soylenebilir (17).

Sonug olarak; Oksijeni yiiksek miktarda ve siirekli tiiketen ve herhangi bir kardiyak
sorundan oOtiirii meydana gelen SOR’a yiiksek oranda maruz kalan kalbin antioksidan
kapasitesinin yeterli olmadigindan, CP’nin yiiksek toksistesine maruz kalmis hem
oksidatif hem de nitrozatif strese bagli kardiyotoksisite meydana gelmistir. Ancak CP
kardiyotoksisitesinde verilen NAC’1n; dozu, siiresi ya da uygulama yontemlerinden
biri veya hepsi birden kalp lizerindeki patolojiyi ortadan kaldirmaya yetmedigi

sOylenebilir. Bu agidan NAC uygulama yolu degisikligine gidilmesi, NAC dozunun
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artirtlmas1 veya NAC’a ileveten ekstra antioksidan 6zelligi olan adjuvanin eklenmesi

CP kardiyotoksisitesi giderilmesinde yardimci olabilir.
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6. SONUCLAR

CP kardiyotoksisitesi patogenezinde rol oynayan bazi mekanizmalarin aydinlatilmasi

ve NAC’1n etkisini 6grenmek icin yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglar:

e Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CP grubunda; BUN, kreatinin, CK-MB
LDH, cTnl, CMLC-1, IMA, TOK, OSI, 4-HNE, 3-NT, ROOH degerleri
yiiksek: tiyol ve TAK ise diisiik bulundu. Kalbin histolojik skorlamasinda
anlamli fark goriildi.

e Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, NAC grubunda; TAK diizeyleri yiiksek
bulundu; ancak BUN, kreatinin, CK-MB LDH, c¢Tnl, CMLC-1, IMA, TOK,
OSI, 4-HNE, 3-NT, ROOH ve tiyol diizeyleri arasinda fark olmadigi goriildii.
Kalbin histolojik skorlmasinda fark olmadig: goriildii.

e Kontrol grubuyla karsilastirildiginda CP-NAC grubunda; BUN, kreatinin,
CK-MB, LDH, IMA, TOK, OSI, 3-NT, ROOH diizeyleri arasinda fark
olmadigr goriildi. cTnl, CMLC-1,4-HNE diizeylerinin yiiksek; tiyol ve TAK
diizeylerinin diisiik oldugu goriildii. Kalbin histolojik skorlamasinda fark
goriildi.

e CP grubuyla karsilastirildiginda CP-NAC grubunda; BUN, kreatinin, CK-MB
LDH, cTnl, CMLC-1, IMA, TOK, OSI, 4-HNE, 3-NT, ROOH degerlerinin
farkli olmadig1 goriildii: tiyol ve TAK diizeyleri ise yliksek bulundu. Kalbin
histolojik skorlamasinda fark goriilmedi.

e (P grubuyla karsilastirildiginda NAC grubunda; BUN, kreatinin, CK-MB
LDH, cTnl, CMLC-1, IMA, TOK, OSi, 4-HNE, 3-NT, ROOH degerleri
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e diisiik: tiyol ve TAK ise yliksek bulundu. Kalbin histolojik skorlamasinda
fark olmadig1 goriildii.

e NAC grubuyla karsilastirildiginda CP-NAC grubunda; BUN, kreatinin, LDH,
OSI diizeylerinin yiiksek; tiyol ve TAK diizeylerinin ise diisiik oldugu
goriildi. ¢Tnl, CMLC-1, IMA, TOK, 4-HNE, 3-NT, ROOH diizeylerinde
farklilik goriilmedi. Kalbin histolojik skorlmasinda fark olmadigi goriildii.
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EKLER

Ek Tablo 1. Biyokimya Tiim Sonuglar

et | MMl anT | b | TAK | TOK | TIYOL | ROOH | IMA | CK | CK-MB | LDH | BUN | Kreatinin
pg/mL ng/mL nmol/g ng/g mmol/g | pmol/g | nmol/mg | nmol/g oD u/L u/L u/L mg/dL mg/dL

K1 11 0,34 468,02 57,79 0,77 1,80 43,74 0,75 0,294 | 1023 147 148 18,5 0,43

K2 12 0,82 443,02 53,31 0,74 1,62 40,93 0,60 0,304 857 162 137 18,3 0,52

K3 3 1 366,45 49,44 0,65 1,92 42,39 0,80 0,259 617 239 188 20,8 0,61

K4 8 0,91 358,68 42,93 0,86 1,89 40,87 0,39 0,325 | 2664 209,7 284 21,3 0,52

K5 0 0,8 334,88 53,89 0,68 1,83 40,93 0,75 0,342 | 3017 2114 343 15,7 0,37

K6 5 0,73 250,5 46,2 0,70 1,60 39,23 0,39 0,353 391 101 145 17,8 0,35
K7 18 0,39 353,84 42,47 0,72 1,64 44,89 0,50 0,334 433 92 167 20,3 0,41

K8 0 0,7 361,76 40,76 0,77 1,98 50,58 0,53 0,319 441 103 146 18.4 0.41
CP1 305 13,49 663,25 90,12 0,28 4,09 27,51 1,01 0,53 3158 484 1359 92 2,25
CP2 498 25,35 667,70 83,12 0,06 3,20 29,3 0.87 0,448 | 2060 369 792 108,5 2,62
CP3 306 22,26 583,97 89 0,29 3,05 32,36 1,21 0,528 804 423,6 795 93,8 1,83
CP4 304 23,54 859,06 99,64 0,06 3,20 31,42 1,20 0,466 597 402 568 192 5,6
CP5 294 13,57 701,74 86,86 0,31 2,44 31,24 112 0,598 712 619 722 147,4 2,91
CP6 296 11,03 703,68 114,17 0,24 3,45 35,28 1,34 0,46 750 402 780 174.7 4.16
CP7 352 13,3 756,05 83,24 0,20 341 40,39 1,64 0,519 655 389 578 133.8 3.53
CP8 344 17,33 754,09 79,23 0,26 3,59 33,18 1,12 0,472 941 690 579 149.7 3.76
NAC1 30 0,68 302,87 58,04 0,94 1,24 39,23 0,51 0,249 283 111 129 19,8 0,33
NAC2 14 0,8 343,02 57,73 1,21 1,86 38,43 0,45 0,24 272 108 57 14,8 04
NAC3 14 0,75 443,03 59,17 1,07 1,59 41,84 0,89 0,302 412 98,1 103 15,3 0,42
NAC4 13 1,09 273,33 53,75 0,98 1,81 42,67 0,62 0,297 501 108,2 166 13,4 0,33
NAC5 13 0,98 380,37 61,32 1,13 2,09 44,56 0,65 0,267 372 119,2 136 15,3 0,39
NAC6 16 1,04 346,01 56,80 0,93 1,42 44,51 0,63 0,265 339 102,1 105 16,2 0,34
NAC7 13 0,39 473,37 63,76 0,74 1,77 43,97 0,58 0,273 443 114,8 110 18,6 0,43
NAC8 12 0,67 627,65 69,29 1,00 2,83 52,22 0,64 0,262 725 171,8 232 15,3 0,42
CP-NAC1 114 4,78 428,07 63,74 0,61 2,40 39,28 0,67 0,361 | 1617 213 421 77,2 1,66
CP-NAC2 217 5,68 415,25 68,81 0,54 2,02 33,40 0,80 0,283 | 1603 211 477 99,7 1,89
CP-NAC3 163 4,49 516,12 | 69,48 0,54 2,27 39,87 0,99 031 | 1367 201 547 835 1,76
CP-NAC4 146 5,49 428,07 69,59 0,57 2,062 37,71 0,75 0,272 | 1288 231 460 98,1 1,77
CP-NAC5 184 6,35 484,24 75,45 0,66 2,45 39,41 0,78 0,405 | 1114 224 431 109,3 19
CP-NAC6 133 6,25 461,20 68,25 0,53 2,24 36,71 0,84 0,334 798 176 425 108 2.22
CP-NAC7 132 8,32 581,09 | 80,24 0,67 1,89 38,99 0,86 0,333 | 886 221 461 105 211
CP-NAC8 167 5,97 454,06 | 70,05 0,65 2,14 35,93 0,90 0,339 | 865 197 391 97 1.68
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Ek Tablo 2. Histolojik Skorlama Sonuglar1

Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik Bulgular

GRUPLAR Hem. Int. Odem Vak. GRUPLAR Hem. Int. 6dem Vak.
Kontrol (1) 0 0 0 CP(1) 2 2 3
Kontrol (2) 0 0 0 CP(2) 3 2 2
Kontrol (3) 0 0 0 CP(3) 2 2 3
Kontrol (4) 0 0 0 CP(4) 3 3 2
Kontrol (5) 0 0 0 CP(5) 3 3 2
Kontrol (6) 0 0 0 CP(6) 2 2 3
Kontrol (7) 0 0 0 CP(7) 3 3 3
Kontrol (8) 0 0 0 CP(8) 2 3 3
NAC (1) 0 1 0 CP-NAC (1) 1 0 1
NAC (2) 0 1 0 CP-NAC (2) 2 1 1
NAC (3) 1 1 1 CP-NAC (3) 2 0 1
NAC (4) 1 0 1 CP-NAC (4) 1 0 1
NAC (5) 1 1 1 CP-NAC (5) 2 1 1
NAC (6) 1 0 0 CP-NAC (6) 1 2 2
NAC (7) 2 1 0 CP-NAC (7) 2 0 1
NAC (8) 0 0 1 CP-NAC (8) 2 1 1

Hem: Hemoraji
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8. TEZ ONAY SAYFASI
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konulu tezi 04.11.2016 tarihinde asagidaki jlri tarafindan oy birligi ile kabul
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