N-ASETILSISTEININ DENEYSEL SiSPLATIN KARDiYOTOKSISITESI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Zeynep BULUTLAR
TIBBi BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI

Tez Damismam
Prof.Dr. Yilmaz CiGREMIS

Yeksek Lisans Tezi — 2025



T.C
INONU UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

N-ASETILSISETININ DENEYSEL SiSPLATIN KARDiYOTOKSISITESI
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Zeynep BULUTLAR

Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani
Prof. Dr. Yilmaz CiGREMIS

Tez Jiiri Uyeleri
Prof. Dr. Yilmaz CiIGREMIS
Prof. Dr. Yusuf TURKOZ
Doc¢. Dr. Ayse Sebnem ERENLER

Bu Arastirma Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Tarafindan TYL-
2023-3419 Proje numarasi ile desteklenmistir.

MALATYA
2025



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt en sttt s st an st n s neeeas iii
OZET oottt iv
ABSTRACT ettt b e ne e %
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cccoooiiiiiiicceeececcee e, Vi
SEKILLER DIZINT .....coiiiiiiiiieiiiiiceeeeccce et vii
TABLOLAR DIZINI. ...ttt ix
L GIRIS ettt ettt 1
2. GENEL BILGILER ......c.coiniiiitiiniiticiessise e 3
2.1. llag Kaynaklt KardiyotoKSISite ......cccevuerrrereriiieierereresssscsesessssseesesesesesesseeesans 3
2.2. Sisplatin (CIS) ve Sisplatin Kaynakli Kardiyotoksisite ............ccocoreervrnennn. 5
2.3. KardiyotoKsiSitede P53 GENI.........ccoiiiieiiiiiie i 9
2.4. Kardiyotoksisitede Troponin GeNi ...........cccvvveveiieieereiiie s 12
2.6. Kardiyotoksisitede Miyoglobin GeNi .......cccccvevveiviiieeie e 13
2.7. Kardiyotoksisite Ve N-asetilSISteIN .........ccooviiiiriiiiieeiene e 15
2.8. Kardiyotoksisite ve Glutatyon (GSH) .........ccooiiiiiniiiiieccse e 18
2.9. Kardiyotoksisite ve Malondialdehit (MDA) .........ccccooiiiiiieieccceece e 20
2.10. Kardiyotoksisite ve Siiperoksit Dismutaz (SOD)........cccccovviieniiiinciienne. 21
2.11. Kardiyotoksisite ve Katalaz (CAT) ..o 23
3. MATERYAL VE METOT ..ottt 25
3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler...........c.cccoeiiiiiiiiiniiesinesceseseeeees 25
3.2. Kullanilan Alet ve Geregler........cooviiiiiiiiiiiiii e 25
3.3. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar ............ccooviiiiiiiniiiiceceeeceee e 26
3.3.1. RNA saklama GOZEILIST ....ccuvvieiuiiiiiiiiiiiiie ettt 26
3.3.2. 10X TBE (Tris-Borat-EDTA) ¢6zeltisinin hazirlanisi ..........cc.ccoevevennen. 26
3.3.3. Lizis soliisyonu hazirlanisi ..........cccceviiiiiiiiiiiiic 26
3.3.4. Sisplatin ve N-asetilSiStein TEMINI ... 26
3.4. Siganlarin Temini ve BaKimi.......cccoociiiiiiiiiiiiii e 26
3.5. Gruplarin OluSturulmast.........coooiiiiiiiiiiici e 27
3.6. Hemodinami, Elektokardiyogram ve Elektrofizyolojik Analizler ............... 28
3.7. Biyokimyasal ANAliZIEr ..o 29

3.7.1. Malondialdehit Analizi (MDA) ..o 29



3.7.2. Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz Analizi (Cu-Zn SOD)........cccceevrernee. 30

3.7.3. Rediikte Glutatyon Analizi (GSH) .......ccovviiiiiiniii e 31
3.7.4. Katalaz (CAT) ANALIZI ..ccoevveeiiecieee e 31
3.7.5. Protein TAYINI ..c.ccieciieie et ae e nne s 32
3.8 ELISA ANGNZIEI ... 32
3.9. Molekiler ANAlIZIET........couiiiiiiiieiie s 33
3.9.1. Dokudan RNA Saflastirtlmasi...........ccceeeiiiiiieiiiiiiic e 33
3.9.2. CDNA SENEZI ...t 35
3.9.3. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR).........cccoeueee. 35
3.10. Istatistiksel ANALZIET .........cevevveereeeeieieeeeecee e ee ettt 37
4. BULGULAR ...t 38
4.1. Hayvanlarin Viicut Agirliklart Bulgulari.........coccoooiiiieiii 38
4.2. Hemodinami ve Elektrokardiyogram Sonuglart...........ccocvvveiiiiiicinennnne 39
4.3. Kalp Dokusu MDA, GSH Seviyeleri, SOD ve CAT aktiviteleri ................. 42
4.4, Serum ELISA Analiz SONUGIATT ....ccccvviiiiiiiiiiii i 45
4.5. Molekiiler Genetik Bulgular...........cccooviiiiiiiiiiiii 47
4.6. Histopatolojik BUIQUIAK .............coeiiiiiii e 51
5. TARTISMA ..ottt bbbttt 56
6. SONUC VE ONERILER ......oviiiiiieccceseee s sss e 67
KAYNAKLAR ... 68

B PIIMEE DUZIIBE T e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 83



TESEKKUR

Yiiksek lisans siirecimin en basindan itibaren sabriyla, yonlendirmeleriyle ve
destegiyle her zaman yanimda olan, degerli danismanim ve hocam Sayin Prof. Dr. Yilmaz
CIGREMIS’e,

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana katkilar1 ve destekleri i¢in tiim Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali 6gretim iiyelerine ve lisansiistii egitim goren
arkadaslarima,

Tez c¢alismamda hemodinamik analizlerin yapilmasinda destek olan Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Onural OZHAN’a, histopatolojik
analzlerin yapilmasinda destek olan Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Azibe YILDIZ’a ve maddi desteklerinden dolayr inénii Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Her zaman yanimda olan, deste§ini ve sevgisini hi¢bir zaman eksik etmeyen
kiymetli aileme,

Sonsuz sevgi ve saygilarimi sunar,

Tesekkiir ederim.

ZEYNEP BULUTLAR



OZET

N-ASETILSISETININ DENEYSEL SiSPLATIN KARDIiYOTOKSISITESI
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Amag: Bu tez, sicanlarda sisplatinle olusturulan deneysel Kkardiyotoksisite
modelinde N-asetilsistein’in kardiyotoksisiteye karst olas1 koruyucu etkilerini molekiiler,

biyokimyasal ve histopatolojik yonden incelemeyi amaglamistir.

Materyal ve Metot: Arastirmada 46 adet Wistar albino cinsi erkek sican
kullanildi. Hayvanlar Kontrol, N-Asetilsistein, Sisplatin, Sisplatin+N-asetilsistein, N-
asetilsistein+Sisplatin olmak {izere 5 gruba ayrildilar. Deney sonunda hayvanlardan
hemodinamik analizler, viicut agirlik 6lgtimleri ile serum 6rneklerinden ELISA yontemi
ile Troponin, Miyoglobin ve P53 miktarlart 6l¢iildii. Siganlarin kalp dokularindan MDA,
GSH seviyeleri ve SOD, CAT aktiviteleri ile Troponin, Miyoglobin ve P53 gen ifadeleri
analiz edildi. Ayrica kalp doku 6rnekleri hematoksilen-eozin boyama ile histopatolojik

olarak incelendi.

Bulgular: Sisplatin grubunda hayvanlarin viicut agirliginin deney sonunda
azaldig1 (P < 0.05), diger gruplarda ise herhangi bir fark olmadigi (P > 0.05) tespit edildi.
Sisplatin grubu diger gruplardan daha fazla EKG diizensizligi gosterdi. Kalp dokuda
MDA seviyesi ve CAT aktivitesi Sisplatin uygulanan tiim gruplarda Kontrol ve N-
asetilsistein gruplarina gore anlamli artig gosterdi (P < 0.05). Gruplar arasinda kalp doku
GSH ve SOD seviyeleri, Troponin, Miyoglobin ve P53 gen ifadesinde bir fark
gozlenmedi (P > 0.05). Serum P53 protein miktar1 Sisplatin grubunda, diger gruplara gére
anlamli olarak yiiksek bulunurken (P < 0.05), Troponin ve Miyoglobin protein
miktarlarinda anlamli bir fark gézlenmedi (P > 0.05). Histopatolojik olarak Sisplatin
grubuplarina ait kalp dokusunda siddetli hemoraji ve nekrotik kardiyomiyositler gozlendi
(P <0.05).

Sonug: Sisplatin kullaniminin kilo kaybina ve kardiyak o6l¢iimlerde anormallige
neden olmasi, kardiyovaskiiler sorunlara yol acabilir. Kalp dokusunda artan MDA ve
CAT seviyeleri ile oksidatif stresin artacagini gosterebilir. N-asetilsistein’in yiikselen
degerlere diislis saglamasinin oksidatif stres, lipid metabolizmas1 ve glutatyon

mekanizmasinda katkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, N-asetilsistein, Kardiyotoksisite, Sigan.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE ON
EXPERIMENTAL CISPLATIN CARDIOTOXICITY

Objective: This thesis aimed to investigate the potential protective effects of N-
acetylcysteine against cisplatin-induced cardiotoxicity in rats from molecular,

biochemical, and histopathological perspectives.

Materials and Methods: Forty-six male Wistar albino rats were divided into five
groups: Control, N-acetylcysteine, Cisplatin, Cisplatin + N-acetylcysteine, and N-
acetylcysteine + Cisplatin. Hemodynamic analyses, body weight measurements, and
ELISA assays for Troponin, Myoglobin, and P53 were conducted on serum samples.
Cardiac tissue was analyzed for MDA, GSH, SOD, and CAT, along with gene expression
of Troponin, Myoglobin, and P53. Histopathological evaluation was performed using
H&E staining.

Results: Significant weight loss and ECG irregularities were observed in the
Cisplatin group (P < 0.05). MDA levels and CAT activity were elevated in cisplatin-
treated groups, indicating oxidative stress (P < 0.05). No differences were found in GSH,
SOD, or gene expressions (P > 0.05). Serum P53 levels were significantly higher in the
Cisplatin group (P < 0.05), while Troponin and Myoglobin levels showed no difference.

Severe hemorrhage and necrosis were detected in cardiac tissue of the Cisplatin group.

Conclusion: Cisplatin administration may cause weight loss and abnormalities in
cardiac measurements, potentially leading to cardiovascular complications. The increased
MDA and CAT levels in heart tissue indicate elevated oxidative stress. The reduction of
elevated values by N-acetylcysteine suggests that it may contribute to the regulation of
oxidative stress, lipid metabolism, and the glutathione mechanism.

Keywords: Cisplatin, N-acetylcysteine, Cardiotoxicity, Rat



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALP
ALT
AST
BUN
CAT
cDNA
CIS
CuClz
DNA
EKG
ELISA
GPx
GSH
GST
G.Y.D
H20:2
HDL

LpP
LDL
MDA
NAC
NF-Kb
RNA
ROT
qRT-PZT
SOD
TNFa
V.A

: Alkalen Fosfataz

: Alanin Aminotransferaz

. Aspartat Aminotransferaz

: Kan Ure Nitrojen

: Katalaz

: Komplementer Deoksiriboniikleik Asit
: Sisplatin

: Bakar Klorit

: Deoksiribo Niikleik Asit

. Elektrokardiyogram

: Enzim Baglh Immiino Absorbe Analiz
: Glutatyon Peroksidaz

: Rediikte Glutatyon

: Glutatyon-S-Transferaz

: Gram Yas Doku

: Hidrojen Peroksit

: Yiiksek Yogunluklu Lipid

IL-6ve IL-1p :

Interlokinlerin

: Inraperitoneal

: Diistik Yogunluklu Lipid
: Malondialdehit

: N-asetilsistein

: Niikleer Faktor Kappa B
: Riboniikleik Asit

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Tepkimesi
: Stiper Oksit Dismutaz

: Timor Nekroz Faktor Alfa
: Viicut Agirhig



SEKILLER DiZINi

Sekil No Sayfa No
Sekil 2.1. Ilag kaynakl kardiyotoksisitenin mekanizmalart ............ccccooeerrverereererennnnnnn. 4
Sekil 2.2. Sisplatin molekiil yapi1S1 . ...ooivvviiiiiiiiiiiii 5
Sekil 2.3. Sisplatin etki mekanizmalart . ........cccocceviiiiiiiiiiii 7
Sekil 2.4. KVH'larda p53'e bagli apoptozis YOIU .......ccovviviiiiiiiiiiiiiecice e 10
Sekil 2.5. Troponin molekiil MeKaNIZmMasl. ........cccoereriieiiniiiceeee s 12
Sekil 2.6. Miyoglobin molekill mekanizmast ...........ccccovviiiiiiiiiiiii 14
Sekil 2.7. N-asetilsistein agik fOrmuilii .........c.ceeeviiiiieiiiiiie e 16
Sekil 2.8. N-asetilsisteinin etki mekanizmasi ...........cccoceeiiiiiiiee i, 17
SekKil 2.9. GIutatyOnUn YAPIST ....ccveverieeiiiiiiiieniieiesee st sre e nne e 18
Sekil 2.10. Glutatyon sentez MmeKaniZmasl . ..........ccovvverrerrereeiinieeneeseere e 19
Sekil 2.11. Malondialdehit agik formuilii . ..........ccooeeeiiiiiiii i, 20

Sekil 2.12. Cu, Zn-SOD'nin dongiisel oksidasyon-rediiksiyon elektron transfer

mekanizmasi yoluyla katalizledigi biyolojik siirecinin sematik gdsterimi

....................................................................................................................................... 22
Sekil 2.13. Katalaz reakSIYONU. .........ccceiiiieiieiieic e sre e sre e 23
Sekil 3.1. EKG 6l¢timii i¢in kaniile edilen S1¢an..........ccccvvviiiiiiiiiiii i 29
Sekil 3.2. Gruplara ait toplam RNA % 1 agaroz jel gorintlsii. ........ccooeveriviiecninnnnnnne 35
Sekil 4.1. Gruplarin deney baslangici ve deney sonunda viicut agirliklar

Kars1lasStirmalarl. .......c.cocvviiviiiieeiieiie e 39
Sekil 4.2. Normal ve bradikardi EKG gorselleri. ........ccocooiviiiiiiiiiiiiiiic e 40
Sekil 4.3. ST elevasyonu ve VES EKG gOrselleri........cccccovvveiiiiiiiniiii e 41
Sekil 4.4. Dal blok ve T negatifligit EKG gorselleri. .......c.ccocoviiiiiniinicncecc 41
Sekil 4.5. Gruplara ait Kalp MDA SEVIVEIEIT. ....ccuerveiiiiiiiiiieeiere s 43
Sekil 4.6. Gruplara ait kalp GSH SEVIYEIEr. ......ccoeiiiiiiiiecc e 43
Sekil 4.7. Gruplara ait kalp SOD aktiViteleri..........cccooiiiiiiiiiie 44
Sekil 4.8. Gruplara ait kalp CAT aktiViteleri..........coocooiiiiiiii e, 44
Sekil 4.9. Gruplara ait serum Troponin SEVIYEIEri.........ccoovviiieiiiiiiiie e 46
Sekil 4.10. Gruplara ait serum Miyoglobin seviyeleri............cccooiiiiiiiiiee, 46
Sekil 4.11. Gruplara ait serum P53 SEVIYEIEIT. ........cccoiiiiiiiiiiceie e 47

Sekil 4.12. Kalp cDNA 6rneklerinden qPZT ile ¢ogaltilan Troponin, Miyoglobin, P53 ve



B8KEN ©BIILEIL ...veuveveiiiti et 47
Sekil 4.13. p—aktin, Troponin ve Miyoglobin cDNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz

jel (%1.5) elektroforezi gOrintlisil. ... ..evververeienieieieie e 48
Sekil 4.14. Gruplarda kalp 6rneklerine ait Troponin gen ifade seviyeleri. .................... 49
Sekil 4.15. Gruplarda kalp 6rneklerine ait Miyoglobin gen ifade seviyeleri. ................ 50
Sekil 4.16. Gruplarda kalp drneklerine ait P53 gen ifade seviyeleri. .........cccovvvrivennene 50
Sekil 4.17. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik gorintii. .............ccceuerveennen. 52
Sekil 4.18. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik gorintii. .............ccceverveennenn. 52
Sekil 4.19. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii. .........cc.cccevvvenenne, 53
Sekil 4.20. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii. ..........c.ccceveeenenne, 54
Sekil 4.21. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik gortintii. .........cc.cceevvveinnnen 55

Sekil 4.22. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik gortintii. .........cc.ccceverveennnnn 55



TABLOLAR DiZiNi

Tablo No Sayfa No
Tablo 3.1. Calisma zaman GiZEIZESI. ......ccuverueiieiieieiie e ereas 28
Tablo 3.2. MDA analiz reaksiyon tablosu . ..o 29
Tablo 3.3. SOD analiz reaksiyon tabloSuU . .........ccccoeieiiiiiiiineeee e 30
Tablo 3.4. GSH analiz reaksiyon tabloSU ...........cccceiieiieiiiiesece e 31
Tablo 3.5. Katalaz analiz reaksiyon tablosu ............ccccvveviiieiicie e 32
Tablo 3.6. Doku 6rneklerinden elde edilen toplam RNA 6l¢tim sonuglart.................... 34
Tablo 3.7. Primer bilgileri. Ileri primer (F), geri primer (R). ......ccoovveververeriierereenennnne, 36
Tablo 4.1. Gruplara ait deney baslangici ve deney sonu viicut agirliklart ortalamast 38
Tablo 4.2. Gruplarda gozlenen EKG degisimleri..........ccoviieiieincieninineieeseseeees 40
Tablo 4.3. Gruplara ait kalp MDA ve GSH miktarlar1 ile SOD ve CAT aktiviteleri

......................................................................................... 42
Tablo 4.4. Kalp dokusu Troponin, Miyoglobin ve P53 ELISA sonuglari ..................... 45
Tablo 4.5. Kalp dokusu Troponin, Miyoglobin ve P53 gen ifadeleri ...............cc.......... 49

Tablo 4.6. Kalp histopatolojik degerlendirme SONUGIAIT.......c.ccvervvreriieriesirnienesienens 51



1. GIRIS

Kardiyotoksisite, kalp dokusuna zarar vererek kalp fonksiyonlarini olumsuz
yonde etkileyen bir durumu ifade etmekte (1) ve kalp kasmna zarar vererek
kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol agan bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (2).
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlar, etkinlikleri kadar yan etkileri ile de
dikkat gekmektedir (3) Cesitli kemoterapatik ajanlar kardiyotoksisite gelistirebilmektedir.
Ornegin giiclii bir kemoterapi ilac1 olan Sisplatin bunlardan biridir (4). Sisplatin, mesane,
bas-boyun ve akciger gibi kat1 organ tlimorlerinin tedavisinde etkili oldugu kanitlanmig
bir ilagtir; ancak nefrotoksisite, ndrotoksisite ve dzellikle kardiyotoksisite gibi yan etkileri
nedeni ile klinik kullanim1 sinirlanmaktadir (5, 6).

Sisplatin kullanimmin en ciddi yan etkilerinden biri kardiyotoksisite olarak
belirlenmistir (2). Sisplatin, Deoksiriboniikleik Asit (DNA) ile etkileserek kanser
hiicrelerinin 6liimiine neden olan bir platin bilesigidir. Ancak, bu etkili tedavi secenegi,
kardiyak sistem iizerinde toksik etkiler yaratabilmektedir (3). Yapilan arastirmalar,
Sisplatin kaynakli kardiyotoksisite olusumunda oksidatif stres, nitrozatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon ve vaskiiler endotel hasari gibi faktorlerin yer aldigini
gostermistir (2, 7).

Sisplatin tedavisi sirasinda ve sonrasinda kardiyak hasar, kalp yetmezligi,

miyokardit, anjina ve diger kardiyovaskiiler sorunlar gelisebilmektedir (3). Sisplatin
tedavisinin baslica akut kardiyotoksisite riskinin yani sira, kemoterapi sirasinda meydana
gelen ancak klinik belirtileri hemen gostermeyen toksik kardiyak etkiler, yillar sonra
kendini gosteren bir durum olarak karsimiza ¢ikabilmektedir (8).
Arastirmalar, Sisplatin tedavisinden 20 y1l sonra bile dolasimda tespit edilebilir diizeyde
Sisplatin kalabildigini gostermektedir. Sisplatin kaynakli ge¢ donem kardiyotoksisitenin
gelisiminde bu durumun sorumlu faktor olarak degerlendirilebilecegi bildirilmistir (9).
Bu nedenle, kardiyotoksisite riskini artiran ilaglarin kullaniminda, bu tiir etkileri
olabildigince erken tespit etmek yapilan arastirmalarda kritik nem tasimaktadir (10).

Sisplatin kullanimina bagli gelisen toksik etkileri engellemek amaciyla
giinimiizde onaylanmig spesifik bir antidot (viicuda zarar veren bir maddeye karsi
kullanilan, onun etkisini azaltan veya tamamen ortadan kaldiran bir bilesik) veya standart

bir tedavi protokolii bulunmamaktadir (11). Bu nedenle, Sisplatin’in neden oldugu



toksisiteyi onlemeye yonelik stratejiler lizerine yogun arastirmalar devam etmektedir.
Kardiyotoksisite mekanizmasinda oksidatif ve nitrozatif stresin belirgin bir rol oynamasi,
antioksidan ajanlarin potansiyel koruyucu etkisini 6n plana ¢ikarmaktadir. N-asetilsistein
(NAC) bu antioksidanlardan biri olarak goriilmektedir (12).

Giglii bir antioksidan olan NAC, serbest radikalleri notralize edebilmektedir (13).
Oksidatif stres kaynakli olusabilen kardiyotoksisite tizerinde NAC’mn ¢esitli klinik ve
deneysel ¢alismalarda koruyucu bir rol tstlendigi belirtilmistir (14). NAC’in yiiksek
dozlarda bile ciddi yan etkisi olmayan ve klinikte uzun siiredir kullanilan bir bilesik
oldugu yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (15, 16).

Bu yiiksek lisans tezinde Sisplatin ile olusturulan deneysel kardiyotoksisite sigan
modelinde NAC varsa karsiyotoksisite iizerine olan koruyucu etkisinin molekiiler,

biyokimyasal ve histopatolojik yonden incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 ila¢ Kaynakh Kardiyotoksisite

Kalp, dolasim sisteminin en dnemli organi olup, viicudun her bdlgesine oksijen
ve besin tagimaktadir. Kas yapisinda olan bu organ, yasamin siirdiiriilebilmesi igin
diizenli olarak calismaktadir. Kalp iki ana dongii ile biiylik (sistematik) dolasim ve kii¢lik
(pulmoner) dolasim araciligi ile kani dolastirmaktadir. Bu dongiiler sayesinde viicut
hiicreleri, yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli olan oksijeni almakta ve metabolik atiklardan
arindiriimaktadir (17, 18).

Siirekli ¢alisan ve biiyiik oranda enerjiye ihtiya¢ duyan kalp, ¢esitli i¢sel ve digsal
etkenlere karsi oldukca hassas olarak goriilmektedir. Kalp dokusunun hasar gormesi,
sistemik dolasimi olumsuz etkileyerek yasami tehdit eden durumlara yol agmaktadir.
Kalbin bu denli hasara kars1 duyarli olmasinin nedeni yiiksek oksijen tiiketimi ve enerji
ihtiyacina ragmen sinirli yenilenme kapasitesine sahip olmasi ile iliskilendirilmektedir
(19). Kardiyotoksisite ise bu siireglerin sonucunda ortaya ¢ikan ve kalp fonksiyonlarini
bozan patolojik bir durum olarak tanimlanmaktadir (20).

Ozellikle kemoterapotik ajanlar (doksorubisin, sisplatin vd), agir metaller, bazi
antibiyotikler ve c¢evresel toksinler, serbest radikal olusumunu tetikleyerek veya
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozarak kardiyotoksisiteye yol agabilmektedir (21). Ayrica,
DNA metilasyonundaki degisiklikler ve otofaji mekanizmasinin  bozulmasi,
kardiyomiyositlerde programlanmis hiicre 6liimiinii tetikleyerek kalp dokusunun zarar
gormesine neden olmaktadir (20).

Diger organlarla karsilastirildiginda, kalp dokusunun diisiik bir antioksidan
kapasiteye ve siurli bir rejeneratif potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
kalp doku oksidatif hasara karsi oldukc¢a hassas olabilmekte ve bu nedenle meydana
gelebilecek Kkardiyotoksisite genellikle ilerleyici ve geri dondiiriilemez olarak
goriilmektedir (22).

Kardiyak dokunun hasara karst duyarliliginin altinda yatan biyolojik
mekanizmalarin anlasilmasi, koruyucu stratejilerin gelistirilmesi, alternatif tedavi
yontemlerinin arastirilmasi ve diizenli kardiyak takip ile erken miidahalenin saglanmasi
biiyiik 6nem tagimaktadir (23, 24).

Kardiyotoksisite genellikle miyokardiyal fonksiyonlarin ve hiicresel canliligin es
zamanli olarak bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Elektrofizyolojik degisiklikler,

kasilma giiciiniin azalmasi, mitokondriyal hasar, biiyiime faktorleri ve sitokinlerin



diizensizligi gibi mekanizmalar {izerinden ilaglarin olumsuz etkileri incelenmektedir. Ilag
kaynakli kardiyotoksisitenin bu temel mekanizmalari, risk tasiyan baslica terapotik

ajanlarla birlikte ele alinmaktadir. (Sekil 2.1.).

Biiyiime Faktorii Sinyalizasyonu Mitokondri Fonksiyonu
Vaskiiler endotelyal bityiime faktorleri Fiizyon-fisyon dongisi
Egidermafl bityiime faktorleri ) *AnHIV tedavileri
o *Antbiyotikler (Antrasiklinfer dahil
irozin kinaz mhibitorleri Genomik ;
*Monoklonal antikorlar Ly
*Anti-HIV tedavileri
*Antibiyotikler
Kasilma Enerji iiretimi
eNOS sinyal *Lokal anestezikler
*Proton pompa inhibitorleri ﬂ
Kalsiyum déngiisii
*Tirozin kinaz inhibitorleri % T
*Terodilin
N Apoptoz
*Anti-tubulinler
*Antrasiklinler
Elektrofizyoloji
fvon kanalt inhibisyonu
*Kardiyovaskiiler ajanlar
*Lokal anestezikler
*Antidepresanlar Fibrozis
*Antipsikotikler *Antidiyabetik ilaglar
*Antibivotikler L) *Merkezi sinir sistemi ajanlars

Ivon Kanah Trafigi

*Fluoksetin

*HDAC mhibitorleri Iron.lboz .
*Bortezomib Anhmet?bolitler
*Kardiyak glikozitler *NSAID ler
*Antiviral ilaclar

Antibiyotikler ve antiviral ilaglar, mitokondriyal disfonksiyona yol agarak hiicrelerin fiizyon-
fisyon dengesini bozmaktadir. Lokal anestezikler, mitokondriyal zar gecirgenligini artirarak enerji iiretim
siireglerini olumsuz etkilemektedir. Tirozin kinaz inhibitérleri ve monoklonal antikorlar,
kardiyomiyositlerin hayatta kalmasini saglayan kritik sinyal yollarint baskilayarak kardiyotoksisiteye
neden olmaktadir. Merkezi sinir sistemi ajanlar1 ve bazi antidiyabetik ilaclar, kardiyak fibroz gelisimiyle
baglantili bulunmaktadir. Proton pompa inhibitdrleri, nitrik oksit sentezini azaltarak kalp kasinin kasilma
yetisini olumsuz etkilemektedir. Benzer sekilde, tirozin kinaz inhibitdrleri kalsiyum dongiisiinde
diizensizliklere yol agmaktadir. Cesitli norolojik, kardiyovaskiiler ve anti-enfektif ilaclar, kardiyak
elektrofizyoloji lizerinde etkili olmaktadir. Ayrica, fluoksetin, HDAC inhibitorleri ve bortezomib gibi
ajanlarin kardiyak yan etkileri, akut iyon kanal1 blokajindan ziyade iyon kanali taginimin

degistirmeleriyle iligkilendirilmektedir.

Sekil 2.1. Ila¢ kaynakl kardiyotoksisitenin mekanizmalar1 (25).



2.2 Sisplatin (CIS) ve Sisplatin Kaynakh Kardiyotoksisite

Sisplatin, kanser tedavisinde sik¢a kullanilan etkili bir kemoterapi ilact olarak
bilinmektedir. Kimyager Barnett Rosenberg, kanser tedavisinde devrim yaratan Sisplatin
adli ilacin kesfinde oncii bir rol oynadigi kabul edilmektedir (26). 1965 yilinda,
Rosenberg ve ekibi, platin iceren bilesiklerin hiicre boliinmesini engelledigini gdsteren
deneyler gergeklestirmistir (27). Bu ilk bulgularin ardindan, 1969 yilinda yapilan daha
ileri ¢calismalar, bu bilesiklerin kat1 timorler lizerinde iyilestirici etkiler sagladigini ortaya
konulmustur (28). Bu kesiflerin ardindan, sisplatin, 1978 yilinda ABD Gida ve Ilag
Idaresi tarafindan onaylanarak kanser tedavisinde kullanilmaya baslamistir (29).
Rosenberg’in kesfi, aslinda beklenmedik bir rastlantinin sonucudur. Bakterilerin elektrik
alanlarmin biiylime iizerindeki etkilerini incelerken, bu mikroorganizmalarin elektrik
alanina maruz kaldiklarinda bolinmeyi durdurduklarini gézlemlemistir (27). Bu gozlem,
platin ile elektrot arasindaki etkilesime bagli olarak ortaya cikan bir etki olarak
aciklanmistir ve bu durum, Sisplatin’in kesfiyle sonu¢lanmistir (30).

Sisplatin’in, gesitli kanser tiirlerinin, 6zellikle de bas-boyun, mesane, akciger ve
meme kanserlerinin tedavisinde etkili oldugu ortaya konulmustur (31). Ancak Sisplatin’in
tedaviye bagh bazi yan etkilerinin de bulundugu dikkat ¢ekmektedir. Bunlar arasinda
bobrek hasar1 (nefrotoksisite), isitme kaybi (ototoksisite), bulanti ve kusma gibi
sorunlarin yer aldig1 goriilmektedir. Ayrica, bazi hastalarda kardiyotoksisiteye de neden
oldugu ortaya konulmustur(31). Sisplatin’in  sitotoksisitesi DNA-Sisplatin
etkilesimlerinden kaynaklansa da kan plazma proteini-Sisplatin etkilesimlerinin,
Sisplatin’in antikanser ilaci olarak etkinliginde 6nemli roller oynadig: diigiiniilmektedir.
Sisplatin’in kan plazma proteinlerine geri dondiiriilemez sekilde baglanmasi da yan
etkilere neden olmaktadir(32). Sisplatin (sis-diaminodikloroplatinum (Il)) yatay
diizlemde sis pozisyonda ortada platin atomu etrafinda klor ve amonyom atomlar ile

cevrili inorganik bir platin kompleksi olarak bilinmektedir (Sekil 2.2.) (33).

Pt
cl””  NH;

Sekil 2.2. Sisplatin molekiil yapis1 (33).



Sisplatin, bir kemoterapi ilact olarak hiicreye ii¢ farkli yolla giris yapmaktadir:
pasif diflizyon, Bakir Tasiyic1 1 (CTR1) tasiyici proteini araciligiyla aktif taginma ve
endositoz yoluyla alim ger¢eklesmektedir. Hiicre i¢ine girdikten sonra, diisiik klor
konsantrasyonu nedeniyle hidrolize ugrayarak aktif forma doniismektedir. Bu aktif form,
DNA’ya baglanarak ¢apraz baglar olusturmakta ve DNA replikasyonu ile
transkripsiyonunu engellemektedir (34).

Sisplatin’in DNA {izerinde olusturdugu hasar, hiicresel yanit mekanizmalarini
tetiklemektedir. Ataksi Telanjiektazi ve Rad3 (ATR) kinaz enzimi aktive olarak Kontrol
Noktas1 Kinaz 1 (Chkl) ve Kontrol Noktasi Kinaz 2 (Chk2) proteinlerini harekete
gecirmekte ve hiicre dongiisiinii S ve G2/M fazlarinda duraksatmaktadir. Hasarli DNA’nin
onarimi i¢in niikleotid eksizyon onarim (NER) mekanizmasi devreye girmekte ve bu
siirecte Biiyiime Durdurulmasi ve DNA Hasarina Bagh Indiiklenebilir 45 (GADDA45)
proteini gorev almaktadir (6).

Eger DNA hasar1 onarilamazsa, p53 ve Mitojenle Aktive Protein Kinaz (MAPK)
sinyal yolu aktive olmaktadir. Bu siire¢, Bax proteininin etkinlesmesine yol agmakta ve
hiicrenin programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) siirecine girmesine neden olmaktadir. Bu
mekanizmalar sayesinde Sisplatin, kanser hiicrelerinin 6liimiine yol acarak tedavi edici
etkisini gostermektedir (35).

p38 Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz (p38MAPK) sinyal molekiilleri,
hiicrelerin i¢indeki cesitli stres faktorlerine karsi olduk¢a hassas bir sekilde yanit
vermektedir. Akut Promiyelositik Losemi (APL) hiicrelerinde stres sinyallemesinde
Sisplatin katilimini arastirmak amaciyla hem kontrol hem de Sisplatin ile tedavi edilen
hiicrelerde p38MAPK yolag1 molekiillerinin fosforilasyon seviyeleri
degerlendirilmektedir. Yapilan aragtirmalar, Sisplatin’in p38MAPK molekiillerinin
fosforilasyon seviyesini konsantrasyona bagl olarak azalttigin1 gostermektedir. Genel
olarak, APL hiicrelerinde Sisplatin kaynakli sitotoksisite, Sekil 2.3.’de gosterildigi gibi

bir dizi 6nemli molekiiler etki mekanizmasi araciligiyla modiile edilmektedir (36).



DNA sentezinm

engellenmesi

Sisplatin sitotoksisitesinin genel molekiiler mekanizmalar1 bircok asamadan olusmaktadir. Oncelikle,
Sisplatin hiicreye giris yapmakta ve DNA ile etkilesime girerek DNA aduktu (iki farkli molekiiliin
kovalent bag ile birleserek olusturdugu yeni bilesik) olusturmaktadir. Bunun yani sira, DNA sentezini
inhibe etmekte ve replikasyonu durdurmaktadir. Hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretmekte ve
oksidatif stres olusturmaktadir. APL hiicrelerinde DNA aduktu olusumu ve oksidatif stres, p53 sinyalleme
mekanizmasinin ve Aktivator Protein 1 (AP-1) fosforilasyonunun aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
stirecler, mitokondriyal membran potansiyelinde degisikliklere yol agarak hiicre dongiisiiniin durmasina
sebep olmaktadir. Mitokondriyal membran potansiyelindeki bu degisiklik, sitokrom C'nin mitokondriden
salinmasina neden olmakta ve bu da kaspaz-9 ile kaspaz-3'iin aktivasyonunu tetikleyerek apoptoz siirecini
baslatmaktadir. Sisplatin sitotoksisitesi, ayni zamanda Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK)

sinyal yolunu diizenlemekte ve bu mekanizmalar sonucunda genel olarak kanser hiicrelerinin 6liimiine yol

a¢cmaktadir.

Sekil 2.3. Sisplatin etki mekanizmalari (36).

Sisplatin’in etkileri yalnizca tiimor hiicreleriyle siirli kalmamaktadir. Bobrek,
sinir ve kalp hiicreleri gibi saglikli dokular da bu ajan nedeniyle toksik etkilere maruz
kalmaktadir. Bobrek toksisitesi, proksimal tiibiil hiicrelerinde hasara yol acarak
nefrotoksisiteye neden olmaktadir (37). Sisplatin kaynakli norotoksisitede periferik sinir

hiicrelerinde oksidatif stresin artisiyla duyusal sinir hasar1 olusabilirken, kardiyotoksisite



de ise, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve kalsiyum dengesizligi nedeniyle
kardiyomiyositlerde kalic1 hasar olugabilmektedir (38).

Sisplatin  genellikle diger kemoterapi ilaglartyla kombinasyon halinde
kullanilmaktadir ve yan etkilerinin azaltilmasi amaciyla cesitli destekleyici tedavi
yaklasimlar1 da ortaya konulmustur (39). Kombinasyon tedavileri, Sisplatin’in yan
etkilerini hafifletebilmekte ve ilaca karsi direng gelisimini 6nleyebilmektedir (40).

Sisplatin  kaynakli kardiyotoksisite, kalp fonksiyonlarini olumsuz yo6nde
etkileyebilmektedir. Ayrica, kemik iligi baskilanmasi nedeniyle kan hiicrelerinin
tretiminde gegici bir azalma goriilmektedir. Bu yan etkiler, Sisplatin’in tedavi
stirecindeki yoOnetimi acisindan kritik 6neme sahiptir ve hastalarin tedavi siiresince
izlenmesini ve uygun 6nlemlerin alinmasini gerektirmektedir (3, 12).

Ozellikle bazi  kemoterapi ilaglarinin  ve  radyasyon tedavilerinin
kardiyotoksisiteye neden oldugu bilinmektedir. Sisplatin de bu ilaglardan biri olarak
goriilmektedir (41). Sisplatin kaynakli kardiyotoksisitenin altinda yatan mekanizmalar
arasinda oksidatif stresin kardiyotoksistede kritik bir rol oynadigi diisiintilmektedir (11).
Sisplatin’ in serbest radikal liretimini artirarak hiicresel hasara yol actig1 ve ozellikle
miyokardiyal hiicrelerde apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) siireclerini tetikledigi
bilinmektedir. Ayrica, Sisplatin vaskiiler disfonksiyona neden olarak kardiyovaskiiler risk
faktorlerini artirabilmektedir (3).

Sisplatin kaynakli kardiyotoksisitenin altinda yatan patolojik mekanizmalar
arasinda inflamasyon, oksidatif stres, programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz, otofaji ve
ferroptoz gibi), metabolik bozukluk, endoplazmik retikulum stresi vb. yer almaktadir.
Yapilan ¢alismalarda Sisplatin'nin kardiyotoksik etkilerinin spesifik mekanizmasi kesin
olarak belirlenmemistir. Sisplatin, kalp dokusunda ROS iiretimini artirmaktadir. Daha
yiikksek ROS seviyeleri, tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
enflamatuar maddelerin salinimini kontrol eden niikleer faktor-kB'yi (NF-kB) acarak
iltihaplanmaya neden olmaktadir. Artan ROS iiretiminin endoplazmik retikulum stresini
artirdigr da bildirilmistir. Kardiyomiyositler mitokondri bakimindan zengin olarak
bilinmektedir. Caligmalar, Sisplatin’nin mitokondriyal matriste biriktigini ve bu da
mitokondrideki ROS seviyesini yiikselttigini gostermektedir. Sisplatin ayrica mitokondri
ile dogrudan etkilesime girerek sitokrom-C'yi Serbest birakabilmektedir. Yapilan
caligmalar, Sisplatin'nin kalp dokusundaki olumsuz etkilerinin ROS iiretimini
uyarmasindan kaynaklandigini, oksidatif strese, endoplazmik retikulum stresine,

iltihaplanmaya ve nihayetinde apoptoza yol a¢tigin1 gostermektedir (3).



Kanser tedavisi sirasinda veya sonrasinda kalp fonksiyonlarinin diizenli olarak
izlenmesi, kardiyotoksisite i¢in erken teshis ve gerekirse uygun tedaviye zamaninda
baslanmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (42).

Kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglar, genetik yatkinliklar1 olan bireylerde
kardiyotoksisite riskini artirabilmektedir. Kardiyotoksisite risk genleri, bu tir yan
etkilerin ortaya ¢ikma olasiligini etkileyen genetik faktorleri ifade etmektedir. Bu genler,
bireylerin kemoterapi veya diger tedavi ajanlarina karsi genetik olarak nasil tepki

verdiklerini belirlemektedir (43).

2.3 Kardiyotoksisitede P53 Geni

P53, timdr baskilayict bir protein olarak bilinmektedir. Hiicrelerde stresli kosullar
altinda apoptozu (programli hiicre 6limii) ve DNA onarimimi tesvik ederek hiicre
biiylimesini diizenlemektedir. P53 geni, hiicrelerin genetik biitiinliigiinii korumak i¢in
kritik bir rol oynamaktadir (18). DNA hasari tespit edildiginde, P53 proteini hiicre
dongiistinii durdurarak hasarin onarilmasi i¢in zaman tanir veya hasar onarilamazsa
hiicrenin apoptoz yoluyla yok edilmesini saglamaktadir (44). P53 geni’nin mutasyona
ugramasi, proteinin islevini kaybetmesine ve bu da anormal hiicre ¢ogalmasina ve tiimor
gelisimine yol agmaktadir (45).

Apoptozu indiikleyen ii¢ klasik sinyal yolu bilinmektedir; dissal yol, i¢sel yol ve
endoplazmik retikulum (ER) stres yolu. P53 geninin islevi esas olarak mitokondri
tarafindan baslatilan icsel yolla indiiklenen apoptozda tanimlanmaktadir (46) Icsel
apoptoz, Kardiyovaskiiler Hastalik (KVH)'larda yaygin olan ve mitokondrinin dis zarinda
lokalize olan B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi proteinleri tarafindan aracilik edilen DNA
hasariyla aktive edilmektedir (46). Bunlarin karsilik gelen gen promotérlerinin P53
baglayict elementlerini igerdigi bilinmektedir (47). Baslangigta, P53 yalnizca BH3
proteinlerini aktive ederek apoptozu tetiklemektedir ve bu da anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin Bax ve Bak' inhibe etmesini 6nlemektedir. Yalnizca BH3 proteinlerinden
bazilar1 ayrica iki hiicre 6liim etkilisine baglanabilmekte ve onlar1 aktive edebilmektedir
(48). KVH modelleri arasinda, sitokrom c, apoptozis indiikleyici faktdr (AIF), Apaf-1,
aktive edilmis kaspaz-3 ve kaspaz9 dahil olmak {izere Bax'in akis asag1 hedeflerinin

artmis ekspresyonuyla birlikte P53 aracili apoptozis goriilmektedir (Sekil 2.4.)(18).
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p53, KVH'larda Bcl-2 ailesi proteinlerini diizenleyerek pro-apoptotik aktivite géstermektedir.
p53, IGF-1R ekspresyonunu HDACT ile iligski kurarak epigenetik olarak diizenlemektedir ve bu durum
IGF-1R'nin pro-sagkalim etkisini zayiflatmaktadir. Bel-2 B hiicreli lenfoma 2 ailesi proteini, Cyt ¢
sitokrom ¢, IGF-1R insiilin benzeri bitylime faktorii-1 reseptorii, AIF apoptozis indiikleyici faktor, Apaf-1
apoptotik proteaz aktive edici faktér-1, GRP78 78-kDa glikoz diizenlenmis protein, Meg3 uzun
kodlamayan RNA Meg3, sarkomda kaynasmig FUS , cl-kaspaz-3 kesilmis kaspaz-3, cl-kaspaz9 kesilmis
kaspaz9 (18).

Sekil 2.4. KVH'larda p53'e bagli apoptozis yolu (18).

P53 hem kalpte metabolik yakit algilamada hem de fizyolojik kosullar altinda
diizenlemede dnemli bir rol oynadig1 ve boylece yetiskin kardiyomiyositlerde homeostazi
korudugu bilinmektedir (18).

Bir transkripsiyon faktorii olarak P53, hiicre dongiisii ilerlemesi igin gerekli olan
hiicre dongiisii kontrol noktalartyla iligkili proteinleri kodlayan genleri asagi
diizenlemektedir. Klasik p53/p21 yolu, hiicre dongiisii durmasini diizenlemektedir. p53,
cogalmay1 ve hiicresel yaslanmanin ilerlemesini diizenlemek i¢in G1 fazindan mitozun
sonuna kadar kontrol noktasi diizenleyicilerini hedef almaktadir (49).

P53 ayrica kardiyak fibroblastlarda diizenleyici proliferatif ve hiicresel yaslanma
fonksiyonlarmi gergeklestirmektedir. Bunlar kardiyak fibroz ile iligkilidir ve bu nedenle

kardiyak yapinin yeniden sekillenmesine katkida bulundugu kabul edilmektedir (50).

Yaslanma stres faktorleri hiicrelerde DNA hasar yanit mekanizmalarini aktive
etmektedir. Bu faktorler hasarin boyutuna veya hiicrenin tiiriine gore farkli sonuglara yol
acabilmektedir. Ornegin, DNA’nin hafif hasari hiicre dongiisiinii duraklatirken; ciddi
hasar1 yaslanma ya da 6lim programlarini (apoptoz, otofaji, nekroz, vb.) aktif hale
getirebilmektedir. Normal hiicre dongiisiiniin durmasi ve hiicresel yaslanma durumlarinin
her ikisinde de DNA hasar1 onarim mekanizmalalart devreye girmektedir (50). Bu iki

durum arasindaki temel fark, zararli yaglanma ile iliskili salg1 fenotipi (SASP) varligidir.
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Bu salgi, hiicre biiylimesini inhibe eden inflamatuar sitokinleri, proteazlari ve biiylime

faktorlerini olusturmaktadir (51).

Son otuz yilda yapilan ¢aligmalar P53'lin kalpte diizenleyici bir rol oynadigini da
gostermektedir (18). P53'iin kardiyomiyosit (kalp kas hiicresi) 6liimiinde kritik bir rol
oynadigi belirlenmistir. Tiyopurin (TP) kaynakli kardiyomiyosit toksisitesi lizerine
yapilan ¢aligmalar, P53 proteininin akut kalp hasarinda énemli bir faktor oldugunu 6ne
siirmektedir (52). Ozellikle sisplatin, doksorubisin ve tiyopurin gibi kemoterapotik
ajanlara  bagli  gelisen kardiyotoksisite, P53'in asir1  aktivasyonu ile
iliskilendirilmektedir (53).

DNA hasar1 ve oksidatif stresin tetikledigi bu siiregte p53, pro-apoptotik
proteinleri aktive ederek kardiyomiyositlerim oliimiine neden olabilmektedir (54).
Bununla birlikte, P53’iin asir1 aktivasyonu hiicre dongiisiiniin geri doniistimsiiz sekilde
durmasina ve kardiyak rejenerasyonun engellenmesine yol agmaktadir (55).

Bazi calismalarda, P53 baskilanmasinin kemoterapiye bagli kardiyotoksisiteyi
azalttig1 ve kalp hiicrelerinin hayatta kalmasini artirdigi bildirilmistir (18). Sisplatin ve
P53 arasindaki iliski, kemoterapi tedavisinin etkileri ve hiicresel yanit siirecleri agisindan
onem tagimaktadir (56).

Sisplatin direncinin birincil nedenlerinden biri P53'in mutasyonu veya
inaktivasyonu olarak goriilmektedir (22). P53 geninde meydana gelen mutasyonlar,
P53'iin fonksiyonlarini bozarak hiicrenin hasar yanitin1 etkilemektedir (57). P53 geninin
fonksiyon kaybt DNA onarimini ve apoptoz siirecini bozmaktadir, bu durum kanser
hiicrelerinin Sisplatin’e karst daha direngli hale gelmesine neden olmaktadir. P53,
Sisplatin’in yol agtigi DNA hasarina kars: hiicresel yaniti diizenlemektedir (35). Dahasi,
Sisplatin'in neden oldugu P53'lin spesifik olmayan aktivasyonu kanserli olmayan
hiicreleri dldiirebildiginden, P53 toksisiteyi azaltmak i¢in bir hedef olarak goriilmektedir.
Ancak, P53 baskilanmasi yoluyla Sisplatin kaynakli kardiyotoksisitenin azaltilmasi
genellikle P53 reaktivasyonunun antitiimor avantajlariyla ¢elismektedir (22).

Sisplatin, P53"i ve hedef genlerini (p21, BAX ve PUMA) aktive edereck DNA
onarimini, hiicre dongiisiiniin durmasini ve tiimor hiicresi 6liimiinii tesvik etmektedir.
Ancak, P53 aktivasyonu normal hiicrelerde de spesifik olmayan kemotoksisiteye neden
olmaktadir. Ek olarak, ¢ogu insan kanserinde P53'in mutasyonu veya inaktivasyonunun

Sisplatin direncine neden oldugu ve tiimor gelisimini hizlandirdig1 bilinmektedir (32).
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P53'in tiimor olusumunu engelledigi ve apoptozu, hiicre donglisii durmasini ve
DNA onarimini indiikleyerek DNA hasarina karsi koruma sagladigi bilinmektedir.
wtp53'iin asir1 ekspresyonu, kemoterapotik ajanlara duyarliligr artirirken, mutasyona
ugramis pS53 genlerinin ekspresyonu Sisplatin direncine yol ag¢maktadir. Mutp53
ekspresyonu veya p53 delesyonlariin varliginda, tiimor hiicreleri G1 fazinda bloke
edilemez, anormal hiicre ¢gogalmasi artar ve apoptoz inhibe edilir, bu da ilag direncine yol

agmaktadir (32).

2.4 Kardiyotoksisitede Troponin Geni

Kalp dokusunda bulunan Troponin, kalp kaslarmnin kasilmasini diizenleyen kritik
bir protein kompleksidir. Troponin, aktin ve miyozin arasindaki etkilesimi diizenleyerek
kas kasilmasini kontrol etmektedir (58). Troponin, Troponin I, Troponin T ve Troponin
C olmak iizere ii¢ ana alt birime sahiptir. Normalde, bu proteinler kalp kaslarinda bulunur
ve kana karismamaktadir (Sekil 2.5.) (59). Ancak, kalpte herhangi bir hasar veya

anormallik meydana geldiginde, troponinler kan dolagimina gegmektedirler (60).

Aktin
Filament

Tropomiyozin Aktin

Miyozin
Molekiulu

Troponin I’nin tropomyozin {iizerinden ayrilmasim1 saglayarak aktin-miyozin etkilesimini
baglatmaktadir. Uyarinin sona ermesiyle kalsiyumun sarkoplazmik retikuluma geri pompalanmasi, troponin

kompleksinin yeniden inhibitor konumuna donmesine ve kas gevsemesine yol agmaktadir.

Sekil 2.5. Troponin molekiil yapisi (59).
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Troponin diizeylerinin normalden yiiksek olmasi, genellikle kalp dokusunda hasar
veya Kkalp krizi gibi ciddi sorunlarin belirtisi olarak goriilmektedir (61, 62). Kalp krizi
durumunda, troponin seviyeleri yiikselir ¢iinkii hasar goren kalp kaslar1 troponinleri kana
salmaktadir. Bu nedenle, troponin seviyeleri kalp krizinin teshisinde 6nemli bir belirteg
olarak kullanilmakta ve kalp sagliginin degerlendirilmesinde 6nem tasimaktadir (62, 63).

Kardiyotoksisitenin tanisi i¢in en sik kullanilan biyobelirteclerin troponinler ve
N-terminal pro-B-tipi Natritiretik Peptid (NT-pro) ile Beyin Natriiiretik Peptid (BNP)
oldugu bilinmektedir. Troponin testi, kemoterapi alan hastalar i¢in tamamlayici bir tani
araci sunmaktadir (64).

Yapilan ¢alismalar ¢Tn ile kardiyak disfonksiyon arasindaki iliski i¢in ¢eligkili
sonuglar gostermektedir (65).

Kemoterapi ilaglarinin kalp hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel hasara yol agmasi
sonucu troponinler kana gegmektedir. Ozellikle, kemoterapi ilaglarindan bazilari
(sisplatin, doksorobiisin vd.) kalp kasi hiicrelerinde oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre
oliimiine yol agarak troponin genlerinin ifadesini tetiklemektedir (66). Bu genler, hasar
goren kalp kast hiicrelerinin bir yanit1 olarak yiiksek miktarda protein tiretimi saglamakta
ve bu da kandaki troponin seviyelerinin artmasina neden olmaktadir (67).

Ozellikle antrasiklin ve sisplatin gibi ajanlarin uygulanmasindan sonra troponin
seviyelerindeki artig, ilerleyen donemde gelisebilecek sol ventrikiil fonksiyon
bozukluguna neden olabilecegi 6n goriilmektedir. Bu nedenle kemoterapi alan hastalarda
troponin diizeylerinin izlenmesi, kardiyak yan etkilerin erken taninmasi agisindan kritik

oneme sahip oldugu diisiiniilmektedir (68, 69).

2.6 Kardiyotoksisitede Miyoglobin Geni

Miyoglobin, yaklagik 153 amino asitten olusan kiigiik, tek zincirli bir proteindir
ve kas hiicrelerinde oksijen depolamak ve tagimakla sorumludur (70). Kalp kasinda yogun
olarak bulunan miyoglobin, oksijenin kaslara tasinmasma yardimci olmakta, 6zellikle
kasin giiclii kasilmalarinda oksijen teminini saglamaktadir. Miyoglobin, kas hiicrelerinin
enerji ihtiyact arttiginda hizla oksijen saglamakta, boylece kasin uzun siireli ve yogun
aktivitelerinde hayati bir rol oynamaktadir (71).

Miyoglobin geninin yapisi, diger hemoglobin ailesindeki proteinler gibi, oksijen
baglanma kapasitesini saglayan hem grubu igermektedir (Sekil 2.7.) (70). Hemoglobin ve
miyoglobin arasindaki fark, miyoglobinin tek zincirli yapisi ve oksijen baglama

kapasitesinin daha sinirlt olmasidir. Ancak, miyoglobin, 6zellikle oksijen tiiketiminin
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arttig1 anlarda kaslarda yiiksek miktarda depolanmakta ve hizla serbest birakilmaktadir
(72).

\ . k %/ @c
Haem b ——‘R?/Cy\./. a

Miyoglobin ¢ift-His koordinasyon durumunun sematik yapisi, PDB girisi 1abm'deki gibi (sol
panel); oksiMb'deki distal (His64) ve proksimal (His93) histidinlerin diizenlenmesi ve aktif bolgesindeki

hidrojen baglama etkilesimi (sag panel) gosterilmektedir.

Sekil 2.6. Miyoglobin molekiil mekanizmasi (73).

Miyoglobin kalp kas1 hiicrelerinde yer alirken, kalp hiicrelerinde meydana gelen
hasar durumunda bu protein kan dolagimina ge¢mektedir (70). Bu durum, kalp kasi
hiicrelerinin zedelenmesi veya dlmesiyle dogrudan iligkilidir. Kemoterapi ilaglar1 veya
kalp kasm etkileyen diger toksik ajanlar, miyoglobinin kan dolasimina ge¢gmesine yol
acarak biyobelirte¢ olarak kullanilmasini saglamaktadir (74).

Miyoglobin  konsantrasyonunun troponinden daha oOnce arttigi ortaya
konulmustur. Miyoglobin, kanda c¢ok hizli yiikselip diisen bir protein oldugu igin,
yarilanma omrii kisa olarak kabul edilmektedir (75).

Miyoglobin, kan dolasiminda ¢ok hizli bir sekilde artis gosterdiginden dolay1 kalp
kas1 hasarinin erken bir belirtisi olarak klinik izlemde faydali olarak kabul edilmektedir.
Bunun yani sira, miyoglobin seviyeleri kalp krizi, kalp yetmezligi ve kardiyotoksisiteye
bagli diger kardiyovaskiiler rahatsizliklarin degerlendirilmesinde 6nemli bir biyobelirte¢
olarak goriilmektedir (76, 77). Miyoglobin seviyesinin yiikselmesi, kalp krizinin
olabilecegini gostermektedir, ancak tek basina kesin bir tan1 koymak icin yeterli
goriilmemektedir. Bu nedenle, troponin gibi daha 0zgiil biyobelirteglerle birlikte
degerlendirilmektedir (78).
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Sisplatin tedavisi sirasinda miyoglobin seviyelerindeki artis, genellikle kas hasari
ve bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi ile iliskilendirilmektedir. Sisplatin’in neden oldugu
nefrotoksisite ve kardiyotoksisite, kaslarda hasara yol agarak miyoglobin salinimini
arttirmaktadir ve bdylece bobrek ve kalp hasarinin kotiilesmesine sebep olmaktadir (79,
80).

Genetik diizeyde incelendiginde, Miyoglobin geni’nin oksidatif strese karsi
duyarliligi da arastirilmaktadir. Oksidatif stres kosullarinda Miyoglobin geni’nin
transkripsiyonel regiilasyonunda degisiklikler meydana gelmektedir. Bu durum,
miyoglobinin yalnizca bir oksijen tasiyicist degil, ayn1 zamanda oksidatif hasara kars1
savunmada da rol oynadigin1 gostermektedir (81).

Kardiyotoksik etkilere sahip ajanlar, Miyoglobin gen ekspresyonunu artirmakta
ya da azaltmakta, bu da kalp dokusunun oksijen tasima kapasitesini dogrudan
etkilemektedir. Ornegin, Sisplatin gibi ajanlarin neden oldugu kardiyotoksisite
durumlarinda, miyoglobin diizeylerinde belirgin bir degisim gozlemlenmektedir. Bu
durum hem oksijen taginimini hem de hiicresel enerji metabolizmasini olumsuz
etkilemektedir (82).

Miyoglobin, oksijenle  baglandiginda  siliperoksit iiretimine  aracilik
edebilmektedir. Bu 6zelligi nedeniyle miyoglobinin kardiyomiyositlerde hem koruyucu
hem de zararli etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ikili rol, miyoglobin geninin
kardiyotoksisite patogenezindeki yerini daha karmasgik hale getirmektedir (83).

Miyoglobin geni kardiyak doku sagligi agisindan hem oksijen taginimi hem de
oksidatif stresle miicadele siireglerinde gorev almaktadir. Kardiyotoksisiteye neden olan
faktorler miyoglobin geninin ekspresyonunu etkilemekte, bu da kalp kasmin fizyolojik
dengesini  bozabilmektedir. Bu nedenle miyoglobin geni, kardiyotoksisite

arastirmalarinda hem biyobelirte¢ hem de terapotik hedef olarak kullanilmaktadir (83).

2.7 Kardiyotoksisite ve N-asetilsistein

N-Asetilsistein (NAC), L-sistein igin bir onciil olarak kullanilan bir bilesiktir.
Viicutta NAC, sisteinin bir tiirli olan L-sistein tiretmek i¢in kullanilmaktadir. L-sistein ise
glutatyon (GSH) adi verilen giiglii bir antioksidanin sentezinde kritik bir rol
oynamaktadir. GSH, serbest radikallerin ve oksidatif stresin hiicrelerde neden oldugu
zararlara karsi koruma saglamaktadir. NAC, bir asetil grubu (CH3CO) ile baglanmis

sistein amino asidinin bir tiirevidir (Sekil 2.8.) (84).
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NAC, sistein adli bir amino asidin tiirevi olarak bilinmektedir. Sistein, bir tiol grubu (-SH)
icermektedir ve bu grup kiikiirt atomuyla baglanmaktadir. Asetil grubu (-COCHs), sistein molekiiliine
baglanmaktadir. Asetil grubu, sisteinin amino grubuna (-NH:) baglanmis olan asetil (CHsCO) grubu
olarak bilinmektedir. Asetil grubu, sistein molekiiliiniin genellikle daha az reaktif hale gelmesini

saglamaktadir.

Sekil 2.7. N-asetilsistein agik formiilii (84).

NAC, karacigerde dogrudan sentezlenen bir bilesik olmaktan ziyade, sistein
metabolizmasinin bir iirlinii olarak ortaya ¢ikmaktadir. NAC’1n biyosentezi, metiyonin-
sistein dongiisii ve asetilasyon siireci ile ger¢eklesmektedir (85).

NAC iiretimi i¢in karacigerde yeterli miktarda sistein bulunmasi gerekmektedir.
Sistein dogrudan besinlerle alinabilecegi gibi, metiyonin metabolizmasi1 yoluyla da
sentezlenebilmektedir (86). Elde edilen sistein, Asetil Koenzim A (Asetil-CoA) ile
reaksiyona girerek NAC’1 olusumunu ger¢eklestirmektedir. Bu islem asetil transferaz
enzimleri tarafindan katalize edilmektedir. NAC’in hiicre zarlarindan daha kolay
gecebilmesi ve biyolojik olarak daha uzun siire aktif kalabilmesi 6nemli goriilmektedir
(87). Karacigerde sentezlenen NAC, GSH iiretiminin hiz sinirlayici bilesenlerinden biri
olan sistein kaynagi olarak gorev yapmaktadir. NAC, glutamat ve glisin ile birleserek
GSH sentezini desteklemektedir. GSH, hiicresel detoksifikasyon siireclerinde ve
antioksidan savunmada kritik bir rol oynamaktadir (88, 89).

NAC'nin temel islevi, hiicrelerde GSH sentezini artirmaktir. Bu sayede hiicreler,
daha fazla antioksidan korumasi elde eder ve oksidatif strese kars1 daha dayanikli hale
gelmektedir (89). Ozellikle karacigerde, parasetamol zehirlenmesinde kullanilan NAC,
etkili bir antidot olarak bilinmektedir. Ayrica akciger hastaliklart gibi durumlarda da
NAC’1n kullanimi aragtirilmaktadir (90). NAC, genellikle takviye formunda bulunur ve
oral olarak alinabilir (88).

NAC aym1 zamanda bir antienflamatuar bilesik olarak da islev gormektedir.

Niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivitesini baskilayarak, pro-inflamatuar sitokinler olan
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timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokinlerin (IL-6 ve IL-1B) seviyelerini
azaltabilmektedir (Sekil 2.8.) (91).
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NAC tiirevi metabolitler disiilfiir indirgeyici ve oksidan temizleme aktivitelerini
kolaylastirmaktadir. Bu aktivitelerin NAC tiirevi metabolitler, GSH ve H2S/siilfan kiikiirt tiirleri
tarafindan kolaylastirildigini gostermektedir. Daha 6nce tilkenmis GSH seviyelerinin yenilenmesi,
glutaredoksinler (GRX) tarafindan enzimatik disiilfiir indirgemesini, glutatyon S-transferazlar (GST)
tarafindan elektrofil detoksifikasyonunu ve glutatyon peroksidazlar (GPX) tarafindan (lipit) peroksit
temizlemesini desteklemektedir. Ote yandan, siilfan kiikiirt tiirleri dogrudan radikal temizleyiciler olarak
hareket edebilmektedir ve proteinleri geri dondiiriilemez oksidatif hasara kars1 koruyabilmektedir. Ek
olarak, proteinler tizerindeki persiilfiir modifikasyonlari, strese adaptif hiicresel tepkileri tetiklemek igin

aktivitelerini ve sinyal 6zelliklerini degistirebilmektedir.

Sekil 2.8. N-asetilsisteinin etki mekanizmasi (91).

NAC, ayn1 zamanda serbest radikalleri ndtralize etmenin yani sira, inflamasyonu
azaltarak kardiyotoksik etkilere karsi koruma saglamaktadir. Bunun yam sira, NAC,
apoptotik hiicre oliimiinii azaltarak kalp hiicrelerinin hayatta kalmasini tesvik etmektedir

ve bu sayede kalp kasinin daha fazla hasar gormesini engeledigi bilinmektedir (12, 92).

Kardiyotoksisite, 6zellikle Doksorubisin ve Sisplatin gibi bazi kemoterapotik
ajanlarin kullanimi sonrasinda belirginlesmektedir. Bu toksik etki, kalp kasinda hiicresel
diizeyde hasar olusturarak kalp fonksiyonlarmi bozmaktadir. Kalp kasi hiicrelerinde
meydana gelen hasar, serbest radikallerin ve oksidatif stresin artisi ile iligskilendirilmistir.
Bu baglamda, NAC, giiclii bir antioksidan olarak kardiyotoksisite tedavisinde potansiyel
bir koruyucu ajan olarak one ¢ikmaktadir (12).

NAC, Sisplatin tedavisine bagli olarak gelisen yan etkilerin, 6zellikle de

nefrotoksisitenin azaltilmasinda potansiyel bir koruyucu ajan olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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NAC'in giiclii antioksidan o6zellikleri, Sisplatin'in neden oldugu oksidatif stresi
hafifletmekte ve boylece tedaviye bagli toksik etkilerin en aza indirilmesine katki
sagladig1 diistiniilmektedir (12, 79).

NAC, GSH’1n ciddi sekilde tiikendigi durumlarda GSH biyosentezi igin sistein
kaynag1 saglamaktadir ve bu yolla GSH diizeylerinin yeniden yapilandirilmasi etki
gostermektedir (84, 93). Ancak, NAC'n klinik etkinligi konusunda bazi sinirliliklar
bulunmaktadir. Cesitli deneysel calismalarda ve klinik arastirmalarda, farkli patolojik
durumlar1 hedef alirken NAC'in etkinligi hakkinda tutarsiz sonuglar elde edilmistir. Bu
durum, NAC'm insan sagligi lizerindeki tam etkilerinin netlestirilmesi gerektigini

gostermektedir (94).

2.8 Kardiyotoksisite ve Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), tripeptit yapisina sahip bir molekiildiir ve hiicrelerde yaygin
olarak bulunan bir antioksidan olarak bilinmektedir (Sekil 2.9) (95).

Ao LW\)L

GSH, glutamat, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit olarak bilinmektedir.

Sekil 2.9. Glutatyonun yapisi (95).

Icerdigi siilfhidril (-SH) grubu sayesinde, GSH serbest radikalleri ve diger
oksidatif zarar verici molekiilleri notralize etmektedir. GSH’1n en bilinen islevi, hiicre
icindeki toksik bilesenlerin, 6zellikle de ROS temizlenmesidir. Bu, hiicrelerin oksidatif
stresin yol agtig1 hasara kars1 korunmasina yardimei oldugu bilinmektedir (96).

GSH, iki formda bulunur: indirgenmis GSH ve oksitlenmis glutatyon (GSSG).
GSH, aktif formudur ve serbest radikalleri notralize edebilir. Ancak, oksidatif stres
altinda, GSH oksitlenerek GSSG'ye doniisiir. Viicut, GSH diizeyini dengeleyerek
hiicresel sagligi korumaya ¢alismaktadir (97).

GSH, sistein, glisin ve glutamik asitten olusan bir tripeptittir ve ya indirgenmis
formunda GSH olarak ya da GSSG olarak bulunmaktadir. Pro-oksidan kosullarda, iki
GSH molekiilii bir disiilfiir bagi aracilifiyla dimerleserek GSSG olustururken,
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antioksidan kosullarda GSSG, Sekil 2.10." de gosterildigi gibi NADPH'ye bagli glutatyon
rediiktaz araciligiyla GSH'ye doniistiiriilmektedir (98).

ATP  ADP ATP ADP
Glutamik asit + Sistein ;*1- Glutamilsistein + Glisin ——— Glutatyon

Glutamat sistein ligaz Glutatyon sentez /

©Q) ()

Geribildirim engelleme

GSH, g-glutamil sistein sentaz (g-GCS) ve GSH sentaz (GS) tarafindan katalize edilen Adenosin Trifosfat
(ATP)'ye bagli iki agamal1 bir iglemle sitozolde sentezlenmektedir.

Sekil 2.10. Glutatyon sentez mekanizmasi (98).

GSH sentezi her hiicrede gerceklesebilmekle birlikte, organizma genelinde en
yogun sentez ve metabolizmasinin gergeklestigi organ karaciger olarak bilinmektedir.

Bazi kanser tirlerinde GSH sentezinin artis gostermesi, bu hiicrelerin
kemoterapiye ve radyoterapiye karsi direng gelistirmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(99). GSH diizeyleri azaldiginda, oksidatif stres artar ve serbest radikaller hiicrelerde
birikerek daha fazla hasara yol agmaktadir. Bu nedenle, GSH’in korunmasi veya
artirilmasi, kardiyotoksisiteyi azaltabilmekte ve kalp sagligini koruyabilecegi
distintilmektedir (12). NAC'nin uygulanmasi GSH seviyelerini yukari diizenleyerek
antioksidan ve noroprotektif etkilerini arttirmaktadir (100).

GSH’1n, kardiyotoksisiteyi azaltmadaki etkisi, 6zellikle kemoterapi tedavisi géren
hastalarda dikkat c¢ekicidir. Yapilan calismalarda GSH’in kardiyomiyosit hasarinin
iyilesmesine katkida bulundugu gosterilmektedir (101). Ozellikle oksidatif stresin neden
oldugu kalp kasi hasarinda GSH’1in antioksidan kapasitesi sayesinde hiicresel hasari
azalttig1 bildirilmistir. Bunun yan sira, Sisplatin tedavisine bagh olarak ortaya g¢ikan
apoptoz mekanizmalarinin baskilanmasinda da GSH’in koruyucu etkilerinin oldugu

belirtilmistir (102). Bu ¢alismalar, GSH’1n hem kardiyotoksisiteye karsi koruyucu roliinii
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hem de kemoterapétik ajanlarin neden oldugu hiicresel hasar1 azaltmadaki potansiyelini
gosternektedir (6).

Yapilan galismalarda, doksorubisin uygulanan deneysel hayvan modellerinde
kalp dokusunda GSH diizeylerinin anlamli Olglide azaldigi ve bunun kardiyak
fonksiyonlarda bozulmaya yol agtigi bildirilmektedir. GSH eksikligine bagli olarak
mitokondriyal membran biitlinliigiiniin bozuldugu ve kalsiyum dengesinin saglanamadigi
gosterilmektedir. Bu durum, kardiyomiyositlerde hiicre i¢i sinyal yolaklarinin

bozulmasina ve kasilma giiciiniin zayiflamasina neden olmaktadir (103, 104).

2.9 Kardiyotoksisite ve Malondialdehit (MDA)
Malondialdehit (MDA), hiicrelerdeki oksidatif stresin bir gostergesi olan reaktif
bir bilesik oldugu bilinmektedir (Sekil 2.11) (105).

Sekil 2.11. Malondialdehit agik formiilii (105).

Oksidatif stres, serbest radikallerin ve ROS in hiicresel bilesenlerle etkileserek
zarar vermesi sonucu ortaya ¢ikan bir durumu gostermektedir (106). MDA, 6zellikle lipid
peroksidasyonunun (yaglarin oksidasyonu) bir yan iriinii olarak olusmaktadir. Lipid
peroksidasyonu, hiicre zarlarindaki yaglarin serbest radikallerle reaksiyona girerek
oksitlenmesiyle baslamaktadir. Bu reaksiyonlarin sonunda MDA gibi kiigiik, reaktif
bilesikler olugsmaktadir (107). Lipit peroksidasyon reaksiyonlart sonucunda olusan lipit
peroksitleri (Lipit peroksit, siklik peroksit ve siklik endoperoksit) sonucta sekonder veya
son tiriinler olan Malondialdehit (MDA), 4-Hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal isimli
aldehitlere dontigmektedir. MDA, hiicresel zarlari, proteinleri ve DNA'y1 etkileyerek
hiicresel hasara yol agmaktadir. Bunun sonucu olarak, MDA'nin yiiksek diizeyleri,
hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina, doku hasarmna ve hastaliklarin gelisimine yol
acabilmektedir. Bu nedenle, MDA'nin tespiti, oksidatif stresin derecesinin ve hiicresel

hasarin degerlendirilmesinde yaygin bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (108).
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Sisplatin gibi ajanlarin, kalp iizerinde oksidatif stres yaratacak sekilde MDA
seviyelerini arttirabildigi ortaya konulmustur. Artan MDA seviyesi, kalp hiicrelerinde
lipit peroksidasyonuna yol agarak hiicresel yapilarin bozulmasina, bunun sonucunda da
kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi gibi klinik problemlere yol agmaktadir. Bu baglamda,
MDA'nin kardiyotoksisite lizerindeki etkileri, oksidatif stresin biyolojik sistemlerdeki
roliinii ve tedavi stratejilerinin dnemini vurgulamaktadir (109).

Yapilan caligmalarda asirt MDA {iretimi, oksidatif stresin bir gdstergesi olarak
Alzheimer hastaligi, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, karaciger hastaliklar1 ve
Parkinson gibi gesitli patolojik durumlarla iligkilendirilmektedir (110).

Bazi ¢alismalarda, MDA seviyelerinin yiikselmesi ile kardiyotoksisite arasinda
dogrudan bir iliski oldugu belirlenmistir. Ornegin, doksorubisin tedavisi goren hastalarda
MDA seviyelerinin arttig1 ve bu artisin kalp fonksiyonlarindaki bozulmalarla paralel
oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, MDA'nin kardiyotoksisitenin bir biyomarkeri olarak
kullanilabilecegini diistindlirmektedir. Ayrica, MDA seviyelerinin yiiksek olmasi,
oksidatif strese karsi1 viicudun savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldigini
gostermektedir ve bu durum kalp dokusunda kalici hasara yol agabilmektedir (111).

MDA seviyelerinin izlenmesi, kardiyotoksisite riskinin degerlendirilmesinde ve
tedavi stratejilerinin belirlenmesinde 6nemli bir gostergesi olarak diistiniilmektedir. MDA
diizeylerinin diigiiriilmesi, oksidatif stresin azaltilmasina yardimci olabilmektedir ve bu
da kardiyotoksisiteyi onleyebilmekte ya da azaltabilmektedir. Bu nedenle, MDA'nin
kardiyotoksisite ile iligkisini anlamak, daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine

katki saglamaktadir (112).

2. 10 Kardiyotoksisite ve Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit Dismutaz (SOD), hiicrelerde bulunan ve oksidatif strese karsi savunma
mekanizmalarinin 6nemli bir bileseni olan bir enzim oldugu bilinmektedir. SOD,
stiperoksit radikallerini (O2") hidrojen perokside (H20:) doniistiirerek oksidatif stresi
azalttigi bilinmektedir (Sekil 2.12).
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H-O» SOD (Cu? ") o."

Sekil 2.12. Cu, Zn-SOD'nin dongiisel oksidasyon-rediiksiyon elektron transfer

mekanizmasi yoluyla katalizledigi biyolojik siirecinin sematik gosterimi (113).

Bu doniistim, hiicrelere zarar verebilecek olan siiperoksit radikallerinin etkilerini
noétralize eder ve bdylece hiicresel fonksiyonlarin korunmasina yardimer olmaktadir
(114).

Hidrojen peroksit, daha sonra baska enzimler (6rnegin, katalaz veya glutatyon
peroksidaz) tarafindan suya donistiiriiliir, boylece hiicredeki oksidatif stresin diizeyi
kontrol edilmektedir (3).

SOD enzimleri, ii¢ ana izoformda bulunmaktadir. Stiperoksit Dismutaz 1 (Cu/Zn-
SOD) hiicre sitoplazmasinda bulunmaktadir. Siiperoksit Dismutaz 2 (Mn-SOD)
mitokondri i¢inde bulunur. Siiperoksit Dismutaz 3 (EC-SOD) ekstraseliiler alanda
bulunmaktadir. SOD'un etkinligi, hiicresel oksidatif stresin kontrol edilmesinde kritik
oneme sahiptir ve g¢esitli hastaliklarin, 6zellikle kalp hastaliklar1 ve kanserin gelisimiyle
iliskili oldugu diisiiniilmektedir (114).

Fridovich yaptig1 calismalarda, oksijen radikallerinin hiicreye zarar verme
potansiyelini ve bu zararlarin ndrodejeneratif hastaliklar, kanser ve yaslanma ile iligkisini
detayli bigimde agiklamaktadir (115). Kalp kas1 hiicrelerinde SOD aktivitesinin azalmasi,
oksidatif stresin birikmesine yol agarak kardiyotoksisite riskini artirabilmektedir (3).

Ozellikle sisplatin gibi kemoterapotik ilaglar, kalp iizerinde oksidatif stres
yaratarak, SOD aktivitesini engelleyebilmekte ve bu da hiicresel yapilari tahrip
edebilmektedir. SOD'nun korunmasi veya artirilmasi, kardiyotoksisiteyi dnlemek adina
potansiyel bir tedavi stratejisi olarak one ¢ikmaktadir (116, 117).

Doksorubisin, genis spektrumlu bir kemoterapdtik ajan olmasma ragmen
kardiyotoksik etkileri nedeniyle klinik kullanim1 sinirlandirilmaktadir. Bu toksisite biiyiik

oranda oksidatif stres ve ROS firetimi ile iliskilendirilmekte, hiicresel diizeyde ciddi
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hasarlara yol agmaktadir. Yapilan caligmalarda, doksorubisin tedavisi goren bireylerde
SOD aktivitesinin arttifi gozlemlenmekte, ancak baslangigta yiliksek diizeyde bulunan
SOD seviyelerinin sol ventrikiil disfonksiyonu gelisimiyle iliskili olabilecegi 6ne
siriilmektedir. Bu durum, yiiksek bazal SOD aktivitesinin doksorubisin kaynakli
kardiyotoksisite  riskini Ongdrmede bir  biyobelirteg islevi  gorebilecegini
diistindiirmektedir (118).

EC-SOD eksikligi olusturulmus hayvan modellerinde, miyokard enfarktiisii
sonrasinda oksidatif stresin belirgin sekilde arttig1, bu durumun ise kardiyak hipertrofiye
ve fonksiyon bozukluklarina yol agtig1 bildirilmektedir. Bu veriler, EC-SOD’un kalp
dokusunu oksidatif hasara karsi koruyucu etki gosterdigini desteklemektedir (119). SOD,
ozellikle EC-SOD izoformu, kardiyak fonksiyonlarin korunmasi ve oksidatif stresin
azaltilmasi agisindan kritik Oneme sahip bulunmaktadir. Bununla birlikte, SOD
aktivitesindeki degisimlerin kardiyotoksisite riskinin belirlenmesinde kullanilabilir bir
biyobelirteg olarak degerlendirilebilecegi diisiiniillmektedir. Bu nedenle, SOD
diizeylerinin izlenmesi ve diizenlenmesi, kardiyotoksisiteye karst koruyucu bir yaklasim
olarak stratejik onem tasimaktadir (120). Ozellikle acik kalp cerrahisinde, iskemi-
reperfiizyon hasarini 6nlemek amaciyla rekombinant insan siiperoksit dismutaz (rh-SOD)
uygulanmaktadir. Bu enzim, siiperoksit radikallerini par¢alayarak oksidatif stresi azaltir
ve kardiyomiyositleri koruyarak kalbin fonksiyonel biitiinliigiinii desteklemektedir (121).
Reperfiizyon hasarinin 6nlenmesi ve miyokardiyal koruma i¢in rh-SOD kullaniminin

etkili oldugu yapilan bazi ¢alismalarda da ortaya konulmustur (117, 122).

2.11 Kardiyotoksisite ve Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT), hiicrelerde bulunan ve oksidatif stresle miicadelede kritik rol
oynayan bir enzim olarak bilinmektedir. Bu enzim, hidrojen peroksiti (H20:) suya (H20)
ve oksijene (0:) doniistiirerek, hiicrelerde zararli etkiler yaratabilen hidrojen peroksit

birikimini engellemektedir (Sekil 2.13.) (3).

HOo, X4 | Ho + o0,

Sekil 2.133. Katalaz reaksiyonu (3).
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H202, metabolik siiregler sirasinda serbest radikal olarak iiretilen ve hiicre
zarlarina, proteinlere ve DNA'ya zarar verebilen reaktif bir bilesik oldugu bilinmektedir.
Katalaz, 6zellikle peroksizomlar gibi hiicresel organellerde bulunur ve yiiksek etkinligi

sayesinde bu zararli molekiilleri hizla notralize etmektedir (116).

Katalaz enzimi, tek bir reaksiyonla hidrojen peroksiti etkisiz hale getirebilir, bu
da hiicrelere zarar vermesini engeller ve hiicresel sagligi korumaktadir. Katalazin diistik
seviyeleri, oksidatif hasarlarin artmasma ve cesitli hastaliklarin gelismesine yol
acabilmektedir (3, 123).

Kardiyak dokular, yliksek enerji ihtiyaci ve yogun mitokondriyal aktiviteye sahip
olmalar1 nedeniyle ROS iiretimine oldukga yatkin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, kalp
hiicrelerinin korunmasinda antioksidan enzim sistemlerinin biitlinliigii ve islevselligi
hayati 6nem tasimaktadir. Katalaz enziminin kardiyak dokularda aktif olarak bulunmasi,
oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasarin siirlandirilmasinda etkili olmaktadir.
Kemoterapi ilaglarmin kullanimi sirasinda, asir1 ROS iiretimi gézlemlenmekte ve bu
durum kardiyomiyositlerde oksidatif hasar1 tetiklemektedir. Bu baglamda, katalaz
enziminin diizeyi ve aktivitesi, kemoterapi ila¢ kaynakli kardiyotoksisitenin siddetini
belirleyebilecek onemli biyokimyasal gostergelerden biri olarak degerlendirilmektedir
(124).

Yapilan hayvan modeli ¢calismalarinda, doksorubisin uygulanan gruplarda katalaz
aktivitesinde anlamli bir azalma gézlemlenmektedir, bu azalma kalp dokusunda biriken
H:0: miktarinin artmasina ve mitokondriyal hasarin siddetlenmesine yol agmaktadir.
Transgenik fare modellerinde katalazin asir1 ekspresyonunun kardiyotoksisiteye karsi
koruyucu etki gosterdigi belirlenmektedir. Bu veriler, katalazin farmakolojik olarak
hedeflenmesinin kardiyotoksisitenin Onlenmesinde ya da azaltilmasinda terapotik
potansiyel tasidigini ortaya koymaktadir (125). Ayrica, katalaz eksikligi veya yetersiz
aktivitesi durumunda, inflamatuar siireclerin arttig1, lipid peroksidasyonunun hizlandig:
ve kardiyak fonksiyonlarin olumsuz etkilenmekte oldugu gosterilmektedir. Bu baglamda,
katalaz enziminin ekspresyon seviyeleri, oksidatif stres gostergeleri ve kardiyak
biyobelirteglerle birlikte degerlendirilerek kardiyotoksisite riski ongoriilebilmektedir.
Katalaz enzimi, kardiyak dokularin oksidatif strese karsi korunmasinda Kritik bir rol
oynamaktadir. Ozellikle kemoterapiye bagli kardiyotoksisite mekanizmalarimin
aydinlatilmasinda ve bu toksik etkilerin Onlenmesinde O6nemli bir hedef olarak

degerlendirilmektedir (126).
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3. MATERYAL ve METOT

Calisma Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezinde
(INUTF-DEHUM) ve Inénii Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde gergeklestirildi. Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Etik
Kurulu tarafindan onaylanan (03/09/2023 tarihli ve 2023/9-4 protokol no’lu karar) bu

caligmada tiim uygulamalar etik kurul protokoliine uygun sekilde yapildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Sisplatin  (Kogak), N-asetilsistein (Asist), Uretan (Etil Karbamat, TCI),
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA, Sigma-Aldrich), Ksantin (Sigma), Ksantin oksidaz
(5UN-Sigma), Nitrotetrazolium Blue Klor (Sigma), Sigir Serum Albiimin (Sigma),
Trikloroasetik asit (AppliChem), N-Butanol (Fluka), Potasyum Kloriir (KCI, Merck),
Sodyum Kloriir (NaCl, Sigma), 2-Tiyobarbiitirik Asit (Sigma), 5,5’-ditiyobis-2
nitrobenzoik asit (DTNB, Sigma), Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4. H20, Riedel-
de-Haen), Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4. 7H20, Riedelde-Haen), Fosforik Asit
(HsPOs, %385°lik, Riedel-de-Haen), 1,1,3,3, Tetramethoksipropan (Sigma-Aldrich),
sodyum hidroksit (NaOH, Sigma-Aldrich), tri sodyum sitrat (Sigma-Aldrich), potasyum
dihidrojen fosfat (KH2PO4, Sigma-Aldrich), Dipotasyum Hidrojen Fosfat (KoHPOg,
Sigma-Aldrich), Hidrojen Peroksit (H202, Sigma-Aldrich) Na-K-tartarat (Sigma-
Aldrich), bakir siilfat (CuSOg4, Sigma), Etidyum bromid (EtBr, Fisher Scientific), Agaroz
(Sigma), Sodyum Sitrat Tri-bazik Dihidrat (Sigma), Sodyum Asetat (Sigma), Guanidin
Tiyosiyanat (Sigma), Hidroklorik Asit (HCI, Sigma), Troponin, Miyoglobin ve P53
ELISA analizleri Sunred Biotechnology. RNA saflastirma kitleri, cDNA sentez Kkiti,

qPZT i¢in gerekli master mix ve primerler Qiagen firmasindan tedarik edildi.

3.2. Kullanilan Alet ve Geregler

Arastirmada; millipore marka saf su {initesi, Hamilton marka 10 pl hacimli
enjektér, Hemodinami ve EKG analizlerinde BIOPAC MP-100 cihaz1 (BIOPAC
Systems, Inc. Santa Barbara, CA), gercek zamanli qPZT analizlerinde Roche marka LC96
model gercek zamanli qPZT cihazi, tartimlarda Denver Instrument marka terazi, Ohaus
marka hassas terazi, Biorad marka elektroforez gii¢ kaynagi, Retsch marka MM400
model bilyeli parcalama sistemi, Mettler Toledo marka EL20 model pH metre, Hettich-

zetrifugen marka 200 model sogutmali masaiistii santrifiij cihazi, Hermle marka Z216MK
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model mikro santrifiij, EpochBiotek marka spektrofotometre cihazi, Heidolph marka
vorteks, Heidolph marka manyetik karistirici, Scotsmann marka buz makinesi, Leica

marka mikrotom ve mikroskop kullanildi.

3.3. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

3.3.1. RNA saklama ¢ozeltisi
70 gr Amonyum Siilfat 100 ml dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 suda ¢oziildii.
Uzerine 10 mM EDTA (pH=8) ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5.2) eklenip DEPC’li saf

su ile 150 ml’ye tamamlandi ve pH 5.2’ye ayarlandu.

3.3.2. 10X TBE (Tris-Borat-EDTA) cozeltisinin hazirlanisi

1 litre 10X TBE tamponu hazirlarken; 6ncelikle 108 gr TRIS baz, 55 gr Borik Asit
ve 40 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi 900 ml saf su igerisinde manyetik karistiricida
¢ozdiiriildii. Cozeltinin pH degeri 8.0 oluncaya kadar HCI eklendi. Daha somra ¢6zeltinin
toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi ve son olarak otoklavda 121 °C” de 20 dakika

otoklavlandi.

3.3.3. Lizis soliisyonu hazirlanisi

4 M Guanidin izotiyosiyanat, 25 mM sodyum sitrat (pH:7) ve % 0.5 sarkosil (N
Lauroylsarcosine) eklenerek lizis karisimi hazirlandi ve ¢alisma esnasinda kullanilacak
soliisyonun miktarinin % 1'i olacak kadar -Merkaptoetanol eklenerek homojenizasyonda
kullanildi.

3.3.4. Sisplatin ve N-asetilsistein Temini

Sisplatin, Cisplatin Kocak 50 mg/100 mL LV Infiizyon i¢in konsantre soliisyon
iceren flakon olarak Kogak Farma firmasindan hazir ¢6zelti sisesinde temin edildi. N-
asetilsistein, Asist Asetilsistein 300mg/3ml (%10) soliisyon igeren ampul Steril ve

Apirojen i.m/i.v TOPIK firmasindan hazir ¢ozelti olarak temin edildi.

3.4. Sicanlarin Temini ve Bakinm

Arastirmada Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen, ortalama agirliklart 250-300 gram olan 3 aylik
Wistar Albino cinsi toplam 46 adet erkek sican kullanildi. Deney siiresince si¢anlar

sicakligin 21 °C ve ortam neminin %55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00 saatleri), 12
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saat karanlik uygulanan odalarda tutuldular, ad libitum olarak standart sican yemiyle

beslendiler ve normal musluk suyu igtiler.

3.5. Gruplarin Olusturulmasi

Deneye baslamadan 6nce hayvanlar agirliklarina gore es dagilim olacak sekilde
asagidaki gibi 5 gruba ayrildi. Kullanilacak hayvan sayisini belirlemek i¢in gii¢ analizi
yapildi. Gruplar arasi en yiiksek SOD farki 33 unit/L, standart sapmas1 da 20 ve tip1 hata
a: 0.05, tip2 hata B: 0.020 (16) oldugundan her bir grupta en az 8 deney hayvani olmak
tizere (Sisplatin kardiyotoksisitesine bagli olarak mortalite orani yiikselebilecegi igin
Sisplatin uygulanan gruplara 2 ser yedek hayvan eklendi.) en az 46 deney hayvani olmasi
gerektigi gii¢ analiziyle hesaplandi.

1- Kontrol Grubu (K, n=8): Bu grupta bulunan hayvanlara 5 giin boyunca
sisplatin ve N-asetil sisteinin ¢oziiclisii olan 1 mg/kg viicut agirligi dozunda salin ¢ozeltisi

intraperitoneal olarak verildi. Bagka herhangi bir uygulama yapilmadi.

2- N-Asetilsistein Grubu (NAC, n=8): Bu grupta bulunan hayvanlara ilk giinden
baslanarak 5 giin boyunca i.p. olarak 250 mg/kg viicut agirligi dozunda N-asetilsistein

verildi (12). Bunlarin disinda bir uygulama yapilmadi.

3- Sisplatin Grubu (CIS, n=10): Bu grupta bulunan hayvanlara ilk giin tek doz
Sisplatin 7 mg/kg i.p viicut agirligi dozunda verildi (127). Bunun disinda bir uygulama
yapilmadi.

4- Sisplatin+N-asetilsistein Grubu (CIS+NAC, n=10): Bu grupta bulunan
hayvanlara 1. giin tek doz Sisplatin 7 mg/kg i.p viicut agirligi dozunda verildi ardindan 4
saat sonra 250 mg/kg viicut agirlig1 dozunda N-asetilsistein i.p olarak verildi. Devam eden

4 giin boyunca giinde tek doz N-asetilsistein viicut agirlig1 dozunda i.p olarak verildi.

5- N-asetilsistein+Sisplatin Grubu (NAC+CIS, n=10): Bu grupta bulunan
hayvanlara 5 giin boyunca 250 mg/kg viicut agirligi dozunda N-asetilsistein i.p olarak
giinde tek doz verilmistir. 5.glin N-asetilsistein uygulamasindan sonra 2 saat igerisinde

Sisplatin uygulamasi i.p olarak yapildi.

Caligsmaya baglamadan 6nce yapilacak uygulamalarin planlanmasi i¢in bir ¢izelge
hazirlandi. Calisma zamani ¢izelgesine gore deney hayvanlarinin Kontrol, N-asetilsistein,

Sisplatin, Sisplatin + N-astilsistein gruplarina ayn1 giin enjeksiyon yapildi. N-
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asetilsistein+Sisplatin grubuna deneyden 4 giin dnce N-asetilsistein verilmeye baslandi.
Her grubun enjeksiyon siiresi 5 giin siirdii. Son olarak hayvanlarin anestezi altinda EKG

olgtimleri yapildi, kan ve kalp dokular1 alindi.

Tablo 3.1. Calisma zaman ¢izelgesi.

5 giin boyunca 5.giin sonunda

sadece Sgﬁllndgi;.ozeltm e i,
5 giin boyunca e )
s%léece HC { - 5.glin sonunda

cozeltisi verildi.. Stenazi yapildi.

1. giin tek doz CIS / ‘ > 5.glin sonunda
uygulamasi yapildi. . __/? 6tenazi yapildi.
S glin boyunca NAC P
verildi, 5. giin tek f s % 10.giin sonunda
doz CIS uygulamasi N R Otenazi yapildi.
yapildi. A
1. giin tek doz CIS R\
uygulamasi yapildi, Us -
5 giin boyunca { r— 2.z s_onunlc}ia
giinde tek doz NAC - N (e ypiln
verildi. —

K: Kontrol, NAC: N-asetilsistein, CIS:Sisplatin
3.6. Hemodinami, Elektokardiyogram ve Elektrofizyolojik Analizler

Siganlar 1.2 gr / kg viicut agirhigr (v.a) tiretan (etil karbamat) ile anestezi altina
alindiktan sonra sol karotid arterleri dikkatlice kaniile edilerek 3 elektrotlu EKG ile
hemodinamik parametreler olarak sistolik, diyastolik, ortalama kan basinci ve EKG
patolojileri Ol¢tildi (Sekil 3.1.). Lambeth Convention kriterlerine gore hem aritmi
cesitliligi hem de PR, QRS ve QT siireleri hesaplandi. Deney protokolii tamamlandiktan

sonra vena kava inferiordan kan 6rnekleri ve diger analizler i¢in doku 6rnekleri alindi.
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Sekil 3.1. EKG 6l¢iimii i¢in kaniile edilen sigan

3.7 Biyokimyasal Analizler

3.7.1 Malondialdehit Analizi (MDA)

Sigan kalp doku 6rnekleri Mihara ve Uchiyama’nin yontemine gore ¢alisildi (128).
Doku ornekleri % 1.15 KCI ¢ozeltisi ile %10 konsantrasyonda olacak sekilde 15000
devir/dakika homojenizator kullanilarak 1 dakika siliresince buz iizerinde parcalandi.

Homojenat 6rnekleri dogrudan analiz i¢in kullanildu.

Tablo 3.2. MDA analiz reaksiyon tablosu (128).

Reaktifler Miktar
Homojenat 250 pl
%1 Fosforik Asit 1500 pl
% 0.6 (Tiyobarbiitirik Asit) TBA 500 pl
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Tablo 3.2.’te belirtilen oranlara goére cam tliplerde hazirlanan karigimlar
vortekslendikten sonra en az 95 derecede 1 saat suda birakildi. Siire sonunda sogutulan
tiiplere 2 ml n-butanol eklendi, sonra en az 5 dakika kuvvetlice vortekslendi. Ornek tiipleri
1500 x g hizinda faz ayrimin1 saglamak amaciyla en az 20 dakika santrifiij edildi. Renkli
faz kisimlarin absorbans degerleri sprektrofotometrik olarak 520 ve 535 nm dalga
boyunda okundu ve 1,1°,3,3’ tetrametoksipropan ile hazirlanmig standart grafiginden
MDA konsantrasyonlar1 degerlendirildi ve nmol/gram yas doku (g.y.d) olarak sonug
hesaplandi.

3.7.2 Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz Analizi (Cu-Zn SOD)

Kalp doku 6rneklerindeki SOD aktivitesi Sun ve arkadaglarinin metoduna gore
analiz edildi (129). Doku ornekleri distile su ile %10 konsantrasyonda olacak sekilde
15000 devir/dakika homojenizatdr kullanilarak 1 dakika siiresince buz {iizerinde
parcalandi. Mikrosantrifiij tiiplerine alinan homojenatlar 8000 x g hizinda 20 dakika
boyunca santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan iizerine 3:5 oraninda hazirlanan
kloroform/etanol karisimindan 1:1 oraninda eklendi ve bu karisitm 1500 x g hizinda 20
dakika santrifiij edildi. En iistte olusan berrak kloroform fazindan alinan 6rnekler CuZn-

SOD analizi i¢in kullanildi.

Tablo 3.3. SOD analiz reaksiyon tablosu (129).

Reaktifler Ornek Kor

Analiz reaktifi (0.3 mM/L ksantin,
0.6 mM/L Na2EDTA, 150 pmol/L NBT, 2.45 ml 2.45 ml
400 mmol/L Na2COs, 1 g/L BSA)

Siipernatan 0.5 mi -
Distile Su 0.5 ml -
Ksantin Oksidaz (167 U/L) 0.05 ml 0.05 ml

Tablo 3.3.te yer alan tiim reaktifler eklendikten sonra vortekslenip oda
sicakliginda, karanlikta 20 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplere

1 ml CuCl2 (0.8 mmol/L) eklenerek reaksiyon durduruldu. Spektrofotometrede distile su
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ile sifirlama yapildiktan sonra 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiildii ve

enzim aktivitesi U/gr protein olarak asagidaki formiile gére hesaplandi.

Absorbans (kor)—Absorbans (numune)

Absorbans (kor) x 100

% inhibisyon =

% inhibisyon
% 50 inhibisyon

U/mlSOD =

3.7.3 Rediikte Glutatyon Analizi (GSH)

Sigan kalp doku orneklerinden glutatyon tayini Ellman’in yontemine gore analiz
edildi (130). Doku ornekleri distile su ile %10 konsantrasyonda olacak sekilde mekanik
olarak 15000 devir/dakika homojenizator kullanilarak 1 dakika siiresince buz tizerinde
parcalandi. Homojenatlar mikro santrifiij tiiplerinde 1500 x g hiz1 4 °C’de 15 dakika
santrifiij edildi. Stipernatanlar farkl: tiiplerde 1:1 oraninda %10 trikloroasetik asit (TCA)
ile karigtirilarak tekrar santrifiij edildi ve elde edilen siipernatanlar GSH analizi igin

kullanildi.

Tablo 3.4. GSH analiz reaksiyon tablosu (130).

Reaktifler Ornek Kor
%10’luk Homojenat 500 pl -
0.3 M NazHPOq4 4 ml 4mi
5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)-DTNB

500 ul 500 pl
(4 mg DTNB+10 ml %1’lik trisodyum sitrat)
Distile Su - 500 pl

GSH reaktif karisimlarina 6rnekler ve aynm1t miktarda DTNB eklendikten sonra
vortekslenip oda sicakliginda, karanlikta 5-10 dakika inkiibasyona birakildi. Hazirlanan
glutatyon standart grafigi ile 410 nm’de okunan absorbans degerleri karsilastirildi ve

sonuglar pmol/gram yas doku (umol/gyd) olarak verildi.

3.7.4 Katalaz (CAT) Analizi

Kalp doku orneklerindeki CAT aktivitesi Luck’un metoduna gore analiz edildi

(131). Doku ornekleri distile su ile %10 konsantrasyon olacak sekilde mekanik olarak
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15000 devir/dakika homojenizator kullanilarak 1 dakika siiresince buz {izerinde
parcalandi. Mikrosantrifiij tiiplerine alinan homojenatlar 8000 x g hizinda 20 dakika

boyunca santrifiij edildi.

Tablo 3.5. Katalaz analiz reaksiyon tablosu (131).

Reaktifler Ornek Kor
Fosfat Tamponu (50 mM, ph: 7.0) - 2.99 ml
H202’li Fosfat Tamponubulgu 2.99 ml 0.01 ml
Siipernatant 0.01 ml -

Spektrofotometre kinetik okuma i¢in 240 nm dalga boyuna ayarlanip kor ile
stfirland1 ve ornekler eklendikten sonra absorbans 6l¢iimleri 15 saniyede bir olacak
sekilde 90 saniye boyunca 6lgiildii. Azalan absorbans degerleri kaydedildi ve dogrusal
azalma aralig1 degerlendirilerek enzim aktivitesi K / gr protein olarak asagida verilen
formiil ile hesaplandi.

2.3xlog (Ilk absorbans/Son absorbans) o
K= x sulandirma faktori

At (6lgiim stiresi, sn)

K/ gr protein = proyy

K = katalaz aktivite sabitesi

3.7.5 Protein Tayini

Orneklerde bulunan protein miktar hesabi standart olarak sigir serum albiimin

kullanilan Biiiret yontemi ile hesaplandi.

3.8 ELISA Analizleri

Hayvanlardan alinan kan dokuya ait serumlar ELISA analizi igin kullanildi. Serum
orneklerinden Troponin (Sunred, Lot:201-11-0306), Miyoglobin (Sunred, Lot:201-11-
0309) ve P53 (Sunred, Lot:201-11-0072) protokole uygun bir sekilde ¢aligildi. ELISA
plate kuyucuklarina serum 6rneklerinden 40 pl numune+ 10 pl TN-I ve 50 ul HRP bagh
calisma soliisyonu (HRP Conjugate Work Solution) eklenip 37 °C’de 60 dakika

inkiibasyona birakildi. Bu islemlerden sonra tim kuyucuklar aspire edildi ve her
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kuyucuga 350 pl kitte hazir bulunan yikama soliisyonu (Wash Buffer) eklendi ve daha
sonra soliisyon aspire edildi. Bu yikama islemi 3 kez tekrar edildi. inkiibasyon sonrasi
kuyucuklar pipetle tamamen temizlendi, hizli bir sekilde kitte bulunan Biotinli Antikor
tespit soliisyonundan (Biotinylated Detection Ab working solution) 50 ul eklendi, plate
tekrar 10 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Bu islemlerden sonra tiim kuyucuklar
aspire edildi ve her kuyucuga 350 ul kitte hazir bulunan yikama soliisyonu (Wash Buffer)
eklendi ve daha sonra soliisyon aspire edildi. Bu yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Son
olarak kuyucuklara 50 pl reaksiyon durdurma soliisyonu (Stop Solution) eklendi ve 450
nm’de spektrofotometre cihazinda Sl¢iim alindi. Standart soliisyonlardan elde edilen

Ol¢iimler ile analiz sonuglarinda 6rneklerde bulunan protein miktarlart hesaplandi.

3.9. Molekiiler Analizler

3.9.1. Dokudan RNA Saflastirilmasi

Kalp dokusu Troponin, Miyoglobin ve P53 genlerinin mRNA seviyelerinin tespiti
icin gruplardan alinan kalp doku ornekleri RNA saklama ¢ozeltisi i¢ine konuldu ve bu
dokulardan QIAGEN firmasimin “RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Lot no: 178010511
ve referans no: 74704 protokoliine gore gergeklestirildi. Elde edilen kalp doku 6rnekleri
% 10 homojenat olacak sekilde RLT soliisyonu i¢inde toplam 1 dakika boyunca 30 Hz
hiz ile bilyeli parcalayicida (Retsch MM 400, Almanya) homojenize edildi Elde edilen
homojenatlar 3 dakika 15000 x g hizinda santrifiij edildi ve sonrasinda siipernatanlar
farkli tiiplere aktarildi. Numuneler 1:1 oraninda % 70 etanol ile karistirildi, spin-kolon
tiiplerine alindi. Spin-kolon tiipleri 8000 x g’de 15 saniye (sn) santrifiij edildikten sonra
kolonda biriken sivi dokiildii kalan 6rnek i¢in bu islem tekrarlandi. Bu asamada DNA
kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla DNaz soliisyonu filtre {izerine eklenip 15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Filtreli tiipe 700 pl RW1 soliisyonu eklenip 8000 x g
hizinda 15 saniye santrifiij edildi ve kolonda biriken siv1 atildi. Daha sonra filtreli tiipe
500 pl RPE soliisyonu eklenip 8000 x g hizinda 15 saniye santrifiij edildi ve kolonda
biriken siv1 atildi. Tekrar filtreli tiipe 500 pl RPE soliisyonu eklenip 8000 x g hizinda 2
dakika santrifiij edildi ve kolonda biriken sivi atildi. Filtreli tiipler steril RNaz-DNaz
temiz mikro santrifiij tiiplerine alinarak iizerine 30-50 pl RNaz-DNaz temiz su eklenip
8000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edildi. Tiiplerde toplanan sivilardaki RNA miktarlari
spektrofotometrik olarak Biotek-Gen5 programinda ng/ul olarak 6l¢iildii (Tablo 3.6.) ve
% 1 agaroz jelinde kosturularak elde edilen RNA safligi kontrol edildi (Sekil 3.2.).
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Tablo 3.6. Doku 6rneklerinden elde edilen toplam RNA 6l¢iim sonuglart.

Kalp doku toplam

Ornek no RNA (ng/pl) 260/280 nm Oram
1 494.0 2.0
2 678.0 2.0
3 415.0 2.0
4 550.0 2.0
5 498.5 2.0
6 426.5 2.0
7 583.0 2.2
8 516.0 2.0
9 653.0 2.0
10 757.5 2.0
11 583.0 2.0
12 818.0 2.0
13 671.0 2.1
14 549.0 2.1
15 649.5 2.0
16 962.5 2.0
17 661.0 2.0
18 446.0 2.0
19 596.0 1.9
20 4515 2.0
21 762.0 2.0
22 607.0 2.0
23 473.5 2.0
24 254.5 2.0
25 671.5 2.0
26 487.5 2.1
27 750.0 2.0
28 742.5 2.0
29 626.5 2.0
30 596.0 2.0
31 470.5 2.0
32 628.5 2.0
33 465.0 2.0
34 522.5 2.0
35 588.5 2.0
36 362.5 2.1
37 681.0 2.0
38 630.0 2.0
39 580.0 2.0
40 1069.0 2.0
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41 542.5 2.0

42 589.5 2.0
43 679.0 2.0
44 401.5 2.0
45 506.5 2.0
46 491.0 2.0

Kontrol grubu (K), N-asetilsistein grubu (NAC), Sisplatin grubu (CIS), Sisplatin+N-asetilsitein
grubu (CIS+NAC), N-asetilsistein+Sisplatin grubu (NAC+CIS)

Sekil 3.2. Gruplara ait toplam RNA % 1 agaroz jel goriintiisi.

3.9.2. cDNA Sentezi

Kalp doku orneklerinden saflastirilan toplam RNA’dan 1000 ng kullanilarak
Qiagen- Quantitect Reverse Transcription Kit (Lot no: 178012837, Ref no: 205311)
protokoliine uygun olarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Ornek basma 2 ul cDNA
Wipeout buffer eklendikten sonra belirlenen konsatrasyonlara gore her bir 6rnek igin
RNA ve saf su ile hacim 14 ul olarak tamamlandi. Ornekler 2 dakika boyunca 42 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi her bir tiipe 1 ul Quantiscript Reverse
Transcriptase, 4 pl Quantiscript RT Buffer ve 1 pl RT Primer Mix eklenerek toplam hacim
20 pl’ye tamamlandi ve numuneler 15 dakika boyunca 42 °C ve 3 dakika boyunca 95
°C’de inkiibe edildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri analize kadar -80 °C’de saklandi.

3.9.3. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)
Troponin, Miyoglobin, P53 ve (-aktin cDNA ornekleri kullanilarak Roche Light
Cycler 96 RT-qPZT cihazinda Qiagen marka “QuantiNova SYBR Green PCR Kit” (Lot

35



no: 175044540, Ref no: 208054)” ve “QuantiTect Primer Assays B-Actin” (order no:
50345551, bconfig n0:249990) ile gen ifadelerine bakildi. Kit protokoliine gére her bir
reaksiyon i¢in 12.5 ul SYBR Green master mix, 1 ul cDNA, 1 ul primer ve 10.5 pl saf su
ile toplamda 25 pl PZT karisim1 hazirlandi. 10 dakika 95 °C’de denaturasyonun ardindan,
15 saniye 95 °C ve 1 dakika 60 °C dongiisti ile 45 dongii olarak ¢ogaltim saglandi. Her
ornegin cDNA’s1 f-aktin (https://geneglobe.giagen.com/us/product-groups/quantinova-
Ina-pcr-assay/SBR1166867, RN_ACTB 2411074 QuantiNova LNA PCR Assay |
GeneGlobe), Troponin (https://geneglobe.giagen.com/us/product-groups/quantinova-
Ina-pcr-assay/SBR1180357, RN_TNNI1 2424564 QuantiNova LNA PCR Assay |
GeneGlobe), Miyoglobin (https://geneglobe.giagen.com/us/product-groups/quantinova-
Ina-pcr-assay/SBR1179220, RN_MB 2423427 QuantiNova LNA PCR Assay |
GeneGlobe) ve P53 (https://geneglobe.giagen.com/us/product-groups/quantinova-Ina-
pcr-assay/SBR1172374, RN_TP53 2416581 QuantiNova LNA PCR Assay | GeneGlobe)
genlerine 6zgii primerler ile gogaltilarak, sonuglar f-aktin genine oranlandi ve Livak’in
2-2ACT metodu ile gen ifadesi hesaplandi (132). Cogaltilan genlere ait primer bilgileri
asagidaki tabloda verildi (Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. Primer bilgileri. ileri primer (F), geri primer (R).

Uriin
Ref.
) o biiyiikl
Gen Adi Primer dizileri Sekans
ugii
Number
(bg)
F: 5'- GTCGAGTCCGCGTCCACCCG -3' NM 031
ki 139
p-aktin R:5-TTTTTTTTTTTTTTTTGCGCAA -3' 144.3
F: 5'- TCTCATCTGCACAGGACACC -3' NM_017 2

Troponin R 5. CACATACAAGCCCAAGTTTTA-3'  184.2

_  F:5-CTCCTTTTGT CCTCTTTAGA -3' NM_021
Miyoglobin 588.2 102
R: 5- TTGGAGGAGT GGGTTGGGAC -3 :

F: 5- AGTTCATTGGGACTTATCCTTGC -3¢ NM-001 . o

P53
R: 5- GGGTGGGGTGAAATTCACTG -3 429996.1
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3.9. Histopatolojik Analizler

Deney sonunda ¢ikarilan kalp dokulari, %10’luk formaldehit igerisine alinarak
tespit edildi. Tespit sonunda ¢esme suyunda yikanan dokular, dehidrasyon ve parlatma
islemlerinden gegirilerek parafine gomiildii. Hazirlanan parafin bloklardan 4 um
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler genel morfolojik yapinin belirlenmesi i¢in
hematoksilen-eozin boyama metodu ile boyandi. Degerlendirmeler Leica DFC-280
aragtirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging
Solutions Ltd,Cambridge, UK) kullanilarak yapildi. Doku kesitleri hemoraji, intersisyel
alanda o6dem ve kardiyomiyosit dejenerasyonu (sitoplazma eozinofilitesinde
artma/azalma, piknotik niikleus) yoniinden degerlendirildi. Her bir kesitte rastgele secilen
10 alan incelendi ve alanlar histolojik degisikliklerin derecesine gore; 0: degisiklik yok,

1: hafif, 2: orta, 3: siddetli degisiklik olarak skorland1 (133).

3.10. istatistiksel Analizler

Verilerin analizlerinde MedCalc Versiyon 23.0.9 Istatistik programi kullanildi.
Verilerin normal dagilima uygunluklar1 Shapiro Wilk testiyle, varyans homojenligi
Levene testi ile incelendi. Dagilimlarin parametrik ve non parametrik olma durumlarina
gore sirasiyla, istatistik analizlerde ANOVA, tek yonlii varyans analizi, Kruskal Wallis
ile Conover post hoc testleri uygun olan yerlerde kullanildi. MDA ve GSH seviyeleri ile
SOD ve CAT aktivitelerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda parametrik dagilim
gosteren veriler icin ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc testi yapilirken, non
parametrik veriler i¢in Kruskal Wallis H testi, Conover post hoc test yapildi. Troponin,
B-aktin, Miyoglobin, P53 gen ifadesi analizleri i¢in Kruskal Wallis H testi sonrasi
Conover post hoc testleri kullanildi. Hayvanlarin viicut agiliklar1 karsilagtirimasinda
Paired sample t testi kullanildi. Normal dagilim gosteren veriler ortalama (x) + standart
sapma (ss), normal dagilim gostermeyen veriler ise ortanca (25-75 P) olarak gosterildi.
(P <0.05) degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Histolojik verilerin istatistiksel analizleri SPSS istatistiksel yazilim programi
(SPSS for Windows version 26) ile yapildi. Veriler normal dagilim gostermediginden
parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis H varyans analizi tim degiskenler
yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanildi ve ikili gruplar arasi
karsilastirmalar Bonferroni diizeltmesiyle Mann-Whitney-U testi ile yapildi. Veriler
ortanca (min-maks) ve aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. (P < 0.05)

anlaml olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Hayvanlarin Viicut Agirhklar: Bulgular:

Hayvanlarin viicut agirliklart deney baslangici ve deney sonunda 6l¢iildii. Yapilan
tartimlarda yalnizca CIS grubu hayvanlarin viicut agirliginin deney sonunda azaldig: (P
<0.05), diger gruplarda ise herhangi bir fark olmadigi (P > 0.05) tespit edildi (Tablo 4.1.),
(Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Gruplara ait deney baslangict ve deney sonu viicut agirliklart ortalamasi (gr).

Deney baslangici Deney sonu

Gruplar

K (n=8) 285.5+20.3 288.3+ 18.1

NAC (n=8) 307.5+10.7 2954 +28.3

CIS (n=10) 2789 +16.9* 250.6 £22.6 *

NAC+CIS (n=10) 291 +20.7 279.6 +17.2
280.1 +£19.6 262.2 +22

CIS+NAC (n=10)

Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). Veriler % + ss olarak gosterildi. * Istatistiki olarak
birbirinden anlamli (P < 0.05, Paired sample t test).

38



500 -
Gruplar
£ Kontrol
450 — NAC
& CIs
O NAC+CIS
400 = B CIS=NAC
&
80 350 —
e *
f1-11)
< R il | ca——
= 300 - . *
=3
g f o=
2 250
=
=
<
o
7 200 -
=
<
-g' 150 =
=
]
100 =
50 =
0 \ I

Deney baslangici Deney sonu

N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS)." Istatistiki olarak birbirinden anlamli (P < 0.05, Paired
sample t test).

Sekil 4.1. Gruplarin deney baslangici ve deney sonunda viicut agirliklart

karsilastirmalari.

4.2 Hemodinami ve Elektrokardiyogram Sonuclari

EKG kayit videolar1 gorsel olarak analiz edildi ve Aritmi, U dalgasi, ST
elevasyonu, PAF ve VES degerlendirmesi yapildi. Tabloda yiizde olarak gruplara ait
sonuglar verildi (Tablo 4.2.). EKG anomalileri gruplar arasi kalp hizi ve kan basinci
farkliliklari, QR, QT ve QRS degiskenliklerindeki siire ve dalgalanmalarin yiiksek
hassasiyetli ol¢iimleri Lambeth Sozlesmesi Kriterlerine gore yapilmistir (134). EKG
kayitlarina gore CIS, NAC+CIS ve CIS+NAC gruplarinda aritmi gézlenirken, gruplarda
ST elevasyonu CIS grubunda yiiksek bulunurken, NAC+CIS grubunda daha az gézlendi.
U dalgas1 yiizdesi en fazla CIS grubunda tespit edildi ve ST elevasyonu CIS grubunda en
yiiksek ol¢iildi (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. Gruplarda gézlenen EKG degisimleri.

ST
Aritmi U Dalgasi PAF VES
elevasyonu
Gruplar  (gozlenen (gozlenen (gozlenen (gozlenen
(gozlenen
%) %) %) %)
%)
K (n=8) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
NAC
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(n=8)
CIS
30.00 20.00 20.00 0.00 10.00
(n=10)
NAC+CIS
10.00 10.00 10.00 10.00 0.00
(n=10)
CIS+NAC
20.00 10.00 0.00 0.00 0.00
(n=10)
K (Kontrol), NAC (N-asetilsistein), CIS (Sisplatin).
A B
e e T e S s e e ST
= = = : 00 0) i 000
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A) Normal EKG, B) Bradilkardi EKG

Sekil 4.2. Normal ve bradikardi EKG gorselleri.
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A) ST elevasyonu B) VES

Sekil 4.3. ST elevasyonu ve VES EKG gorselleri.
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A) U Dal blok, B) T negatifligi (paf)

Sekil 4.4. Dal blok ve T negatifligi EKG gorselleri.
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4.3 Kalp Dokusu MDA, GSH Seviyeleri, SOD ve CAT aktiviteleri

Kalp doku CIS ve CIS+NAC grubu MDA seviyesi K, NAC, ve NAC+CIS
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi (P < 0.05). CIS+NAC grubu
MDA seviyesi, CIS ve NAC+CIS grubuna gore daha yiiksekti (P < 0.05) (Sekil 4.5, Tablo
4.3.). Kalp doku GSH seviyeleri ve SOD aktivitesi bakimindan gruplar arasinda anlamli
bir farklilik tespit edilmedi (P > 0.05) (Sekil 4.6., 4.7., Tablo 4.3.). Kalp CAT aktivitesi
kontrol ve NAC grubuna gore CIS, NAC+CIS ve CIS+NAC gruplarinda istatiksel olarak
anlamli bir artis gosterdi (P < 0.05) (Sekil 4.8., Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Gruplara ait kalp MDA ve GSH miktarlar1 ile SOD ve CAT aktiviteleri

Gruplar MDA GSH (nmol/ SOD (U/gr CAT (K/gr
(nmol/gyd) gyd) protein) protein)
(X £ ss) (X £ s8) (X £ s8) (ortanca 25-75
P)
K
59.7+63%  902.8+64.6 255+27  341(28.3-36.5)°
(n=8)
NAC
66.9+11.5%  871.9+121.1 235437  391(35.1-46.8)
(n=8)
CIS b
73.6+14.1°  840.0+1369  244x21 97444579
(n=10)
NAC+CIS a1
694+66  9529+586  277+87  46:9(40.2:%81)
(n=10)
CIS+NAC b
(n=10) 870+ 128° 9225532  232:29  498(431:534)
n=

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki olarak anlamlidir (P <0.05). Kontrol (K), N-
asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS).. Veriler MDA, GSH ve SOD igin X + ss olarak, CAT i¢in ise ortanca
(25-75 P) olarak gosterildi. (Parametrik dagilim gosteren veriler igin ANOVA, Student-Newman-Keuls
post hoc testi, non parametrik veriler i¢in Kruskal Wallis, Conover post hoc test yapildi).
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin(CIS), N-asetilsistein+Sisplatin(NAC+CIS), Sisplatin+N-
asetilsistein(CIS+NAC). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki olarak anlamlidir (P <
0.05). (ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc testi).

Sekil 4.5. Gruplara ait kalp MDA seviyeleri.
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin(CIS), N-asetilsistein+Sisplatin(NAC+CIS), Sisplatin+N-
asetilsistein(CIS+NAC). (ANOVA)(P > 0.05).

Sekil 4.6. Gruplara ait kalp GSH seviyeleri.
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin(CIS), N-asetilsistein+Sisplatin (NAC+CIS), Sisplatin+N-
asetilsistein(CIS+NAC) (ANOVA) (P > 0.05).

Sekil 4.7. Gruplara ait kalp SOD aktiviteleri.
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS), N-asetilsistein+Sisplatin (NAC+CIS), Sisplatin+N-
asetilsistein (CIS+NAC). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki olarak anlamlidir.
(Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi) (P < 0.05).

Sekil 4.8. Gruplara ait kalp CAT aktiviteleri.
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4.4 Serum ELISA Analiz Sonuclar:

Serum orneklerinde ELISA yontemi ile 6lgiilen Troponin ve Miyoglobin protein
miktarlarinda istatistiki olarak anlamli bir fark gézlenmedi (P > 0.05) (Sekil 4.9, 4.10,
Tablo 4.4.). Serum P53 protein miktar1 CIS grubunda, Kontrol, NAC, NAC+CIS ve
CIS+NAC gruplarma gore anlamli olarak yiiksek bulundu (P < 0.05) (Sekil 4.11, Tablo
4.4)).

Tablo 4.4. Kalp dokusu Troponin, Miyoglobin ve P53 ELISA sonuglari

Gruplar Troponin (ng/ml) Miyoglobin (ng/ml) P53 (pg/ml)

K (n=8) 246.1(220.2-270.9) 147.0 (123.4-158.5) 82.4 (7.2 - 86)°
NAC (n=8) 380.2 (224.9-508.3) 136.8 (115.1-158.6) 79.9 (63.6 - 92.5)°
CIS (n=10) 276.9 (206.9-400.2) 157.6 (143-172.9)  102.3(96.1-109.9)°
(Nné%’)c's 204.9(179.3-436.9) 1185 (111.2-142.8) 78.3 (75.6 - 92.7)°
(fl'fﬂ)';'AC 2413 (141.9-395.6) 115.8 (89.1-138.6) 86.3 (67.5 - 95)°

Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). Veriler ortanca (25-75 P) olarak gosterildi. Her bir
stitinda farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki olarak anlamlidir (P <0.05).
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi

yapildi).

Sekil 4.9. Gruplara ait serum Troponin seviyeleri.
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi

yapildi).

Sekil 4.10. Gruplara ait serum Miyoglobin seviyeleri.
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden
istatistiki olarak anlamlidir (P <0.05). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi yapildr).

Sekil 4.11. Gruplara ait serum P53 seviyeleri.

4.5. Molekiiler Genetik Bulgular
Molekiiler analizlerde “Syber Green” kimyasi kullanilarak B—aktin, Troponin,

MYO ve P53 mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin ger¢ek zamanli PZR ile ¢ogaltim1
yapildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kalp cDNA 6rneklerinden qPZT ile ¢ogaltilan Troponin, Miyoglobin, P53

ve B-aktin egrileri.
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—aktin, Troponin, Miyoglobin ve P53 ¢cDNA’lar1 kullanilarak yapilan gergek

zamanlt PZR sonrasi agaroz jelinde Ornekler kosturularak primer baglanmasinin

Ozgiilliigii kontrol edildi. Analiz sonucunda her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir

DNA bandi olustugu goriildii (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. p—aktin, Troponin ve Miyoglobin cDNA’lariin PZR’deki ¢ogaliminin
agaroz jel (%1.5) elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 b¢ DNA
Markeri’dir (Bioron, 50 bp, catalog no: 304007)
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Kalp doku 6rneklerinden ¢alisilan qPZT sonuglarina bakildiginda gruplar arasinda
Troponin, Miyoglobin ve P53 gen ifadeleri bakimindan istatistiksel olarak bir fark
gozlenmedi (P > 0.05) (Sekil 4.14, 4.15, 4.16, Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Kalp dokusu Troponin, Miyoglobin ve P53 gen ifadeleri

Gruplar  Troponin / g-aktin Miyoglobin / p- P53 / p-aktin oram
orani aktin oram

K (n=8) 0.0024 (0.00099 — 0.005) 4.80 (0.65 - 8.88) 0.008 (0.006 - 0.0097)

(Nnég:) 0.0023 (0.0006 — 0.006) 2.74 (0.05 - 10.29) 0.0075 (0.002 - 0.02)
CI_S 0.0100 (0.0036 — 0.02) 12.69 (3.04 - 15.99)  0.0078 (0.005 - 0.012)
(n=10)
NéC+CIS 0.0030 (0.001 — 0.006) 1.53 (0.02 - 5.44) 0.008 (0.003 - 0.0097)
(n=10)
g]I:SlJBI;IAC 0.0015 (0.0005 — 0.003) 0.02 (0.005 - 2.51) 0.006 (0.002 - 0.037)

Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). Veriler Troponin, Miyoglobin ve P53 i¢in ortanca (25-
75 P) olarak gosterildi.
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi yapildi).

Sekil 4.14. Gruplarda kalp 6rneklerine ait Troponin gen ifade seviyeleri.
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi

Sekil 4.15. Gruplarda kalp 6rneklerine ait Miyoglobin gen ifade seviyeleri.

yapildi).
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Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi

yapildi).

Sekil 4.16. Gruplarda kalp 6rneklerine ait P53 gen ifade seviyeleri.
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4.6. Histopatolojik Bulgular

Doku kesitleri hemoraji, intersisyel alanda 6dem ve kardiyomiyosit dejenerasyonu
yoniinden degerlendirildi. Kalp i¢in yapilan histopatolojik degerlendirme sonuglari

(Tablo 4.6.)’da verildi.

Tablo 4.6. Kalp histopatolojik degerlendirme sonuglari

Gruplar Hemoraji Odem Kardiyomiyosit
dejenerasyonu

K 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-1)

NAC 0 (0-3) 0 (0-1) 0 (0-1)

CIS 1(0-3)* 1(0-3)* 1(0-3)®

NAC+CIS 0(0-3)° 0 (0-3) 0.5 (0-3)

CIS+NAC 0(0-3)" 0(0-2)°¢ 0(0-2)°¢

Kontrol (K), N-asetilsistein (NAC), Sisplatin (CIS). Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade
edildi.

2Kontrol ve NAC gruplarina gére anlamli gore artis (P < 0.0001).

b CIS grubuna gore anlamli azalis (P < 0.0001).

¢ CIS grubuna gore anlamli azalig (P < 0.05).

Kontrol ve NAC gruplarinda, yer yer izlenen hafif diizeydeki degisiklikler disinda,
kardiyak doku normal histolojik goriiniimdeydi (Sekil 4.17., 4.18.).
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Kontrol grubunda hafif diizeydeki hemoraji diginda kardiyak doku normal histolojik gériiniim
sergilemekte. H-E, 200x.

Sekil 4.17. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii.

NAC grubunda, kontrol grubuna benzer sekilde, hafif diizeydeki hemoraji diginda kardiyak doku

normal histolojik goriiniimde izlenmekte. H-E, 200x.

Sekil 4.18. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii.
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CIS grubunda belirgin histopatolojik degisiklikler gozlendi (Sekil 4.19., 4.20.).
Bu grupta baz1 6rneklerde siddetli hemoraji, hemorajik alanlarda artmis interstiyel 6dem
ve nekrotik kardiyomiyositlerin varligi dikkat ¢ekti. Ayrica cogu 6rnekte yaygin olarak
sitoplazmik eozinifilitesi artmis, piknotik niikleuslu kardiyomiyositler izlendi. Bu
degisiklikler yoniinden CIS grubu hem kontrol hem de NAC grubundan istatistiksel
olarak farkli bulundu.

CIS grubunda yaygin konjesyon/hemoraji (yildizlar), hemorajik alanlarda nekrotik
kardiyomiyositler (dot kdseli yildizlar) ile sitoplazmik eozinofilitesi artmis, piknotik niikleuslu

kardiyomiyositler (ok baslar1) izlenmekte. H-E, 200x.

Sekil 4.19. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii.
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CIS grubunda yaygin konjesyon/hemoraji (yildizlar), sitoplazmik eozinofilitesi artmis, piknotik

niikleuslu kardiyomiyositler (ok baslari) ve interstisyel 6dem (oklar) izlenmekte. H-E, 200x.
Sekil 4.20. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii.

NAC+CIS grubunda, CIS grubu ile karsilastirildiginda, hemorajinin anlamli
olarak azaldigi; 6dem ve kardiyomiyosit dejenerasyonunun ise hafif diizeyde azaldigi
ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (Sekil 4.21.).
CIS+NAC grubunda tiim histopatolojik degisikliklerin CIS grubuna gore belirgin sekilde
azaldigr saptandi (Sekil 4.22.). Diger yandan, CIS+NAC grubunda histopatolojik
degisiklikler NAC+CIS grubuna gore daha hafiflemis oldugu halde bu gruplar tiim

parametreler yoniinden istatistiksel olarak benzer bulundu.
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NAC+CIS grubunda hemorajinin (yildizlar) belirgin sekilde, kardiyomiyosit dejenerasyonu (ok
baslar1) ve 6demin (oklar) hafif diizeyde azaldig1 dikkat cekmekte.

Sekil 4.21. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii.

CIS+NAC grubunda hemoraji (y1ldiz), kardiyomiyosit dejenerasyonu (ok bas1) ve 6demin (ok)

belirgin sekilde azaldigi izlenmekte.

Sekil 4.22. Kalp dokusuna ait H-E boyanmis mikroskobik goriintii.
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5. TARTISMA

Kemoterapi tedavisinde siklikla tercih edilen Sisplatin’in, tedavi edici etkilerine
ek olarak ciddi diizeyde sistemik toksisiteye, ozellikle de kardiyotoksisiteye neden
olabildigi bilinmektedir. Son yillarda, kemoterapétik ajanlarin yan etkilerini azaltmaya
yonelik cesitli antioksidan bilesiklerin koruyucu potansiyelleri arastirilmaktadir. Bu
dogrultuda, antioksidan Ozellikleri ile bilinen N-Asetilsistein gibi bilesiklerin Sisplatin
kaynakli toksisiteyi azaltmadaki etkileri hayvan modelleri iizerinde yiiriitiilen
caligmalarla degerlendirilmektedir (36).

Caligmamizda, belirlenen dozda ve siireyle Sisplatin uygulanan siganlarda,
kontrol grubuna kiyasla viicut agirliginda anlamli bir azalma gézlemlenmistir. Bu durum,
Sisplatin’in sistemik toksisiteye neden olarak beslenme davranislarinda bozulmaya ve
genel saglik durumunda zayiflamaya yol agtigini gostermektedir. Viicut agirhig
degisimleri, sistemik toksisitenin dolayli bir gostergesi olarak degerlendirilmis; bu
dogrultuda NAC ile birlikte Sisplatin uygulanan grupta, yalnizca Sisplatin verilen gruba
kiyasla viicut agirhginda daha az kayip tespit edilmistir. Insanlarda sisplatin yan etkisinin
bir belirtisi de kilo kaybidir. Bulgularimiz, sisplatinin istah kayb1 ve gastrointestinal yan
etkiler yoluyla kilo kaybina neden oldugu 6nceki ¢alismalarla uyumludur (135). Bu
sonuglar Sisplarin uygulamasinin 6ncesinde ve sonrasinda N asetilsistein uygulamasinin
yan etkileri hafifletmede etkili oldugunu dogrular niteliktedir. Yapilan bir arastirmada
Sisplatin uygulanan siganlarin viicut agirliginin Sisplatin uygulamasindan sonra azaldigi
gosterilmistir (136). Ayrica tiim gruplarin yem tiiketim miktarlari karsilastirildiginda,
Sisplatin uygulanan grubun kontrol grubuna goére daha az yem tiikettigi; buna karsilik
NAC ile birlikte Sisplatin uygulanan grupta yem tiiketiminin kismen korunabildigi
gozlemlenmistir. Bu bulgular, NAC’in beslenme davraniglart ve metabolik denge
tizerinde koruyucu bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda elde edilen
veriler, NAC’1n Sisplatin kaynakli viicut agirlig1 kaybini ve yem tiikketiminde azalmay1
kismen engelleyebildigini ortaya koymustur.

Literatiirde kronik Sisplatin tedavisine cesitli aritmi tipleri, iskemik kalp hastalig
ve kalp yetmezligi gibi ¢ok sayida kardiyotoksik etkinin eslik ettigi bildirilmistir (137).
Calismamizda aritmi yalnmizca Sisplatin uygulanan gruplarda tespit edilmis ve diger
gruplarda aritmi seyredilmemistir. Kardiyak degerlendirmelerde, EKG analizleri
Sisplatin uygulanan gruplarda bazi elektrofizyolojik degisiklikleri ortaya koymustur.
Ozellikle Sisplatin verilen grupta T dalgasi negatifliginin daha belirgin oldugu tespit
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edilmistir. Kontrol grubunda bu bulguya rastlanmamistir. T negatifligi, literatiirde ani
kardiyak 6lim ve miyokardiyal repolarizasyon bozukluklariyla iliskilendirilmis olup,
kardiyovaskiiler toksisitenin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir (138). EKG
bulgular1 arasinda ST segment diizeyleri NAC+CIS uygulanan grupta diger gruplara
kiyasla daha az gozlenmistir bu bulgu Rosic ve arkadaslarimin yaptigi calisma ile
uyumludur (16). PR aralig1 ve QRS siiresi gibi diger parametrelerde ise NAC ile birlikte
Sisplatin uygulanan grupta, yalnizca NAC verilen gruba kiyasla daha uzun QRS siiresi
elde edilmistir. Bu durum, NAC’1n baz1 kardiyak parametreler lizerindeki etkisinin sinirlt
veya kosula bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. PR araligi agisindan gruplar arasinda
anlaml bir fark saptanmamistir. NAC ile ilgili yapilmis calismalar, kardiyovaskiiler
operasyonlarda iyilesme siirecini hizlandirdig1 ve kardiyotoksik ajanlarin yan etkilerini
azalttigin1 ortaya koymustur (12). Benzer sekilde NAC’in da antioksidan o6zellikleri
sayesinde kalp dokusunda oksidatif stresin azaltilmasina katki saglayabilecegi
bildirilmektedir (16). Ancak, ¢alismamizin 5 giinlik uygulama siiresinin, kardiyak
parametrelerde belirgin degisiklikleri gdzlemlemek acisindan yetersiz kalabilecegi
diistiniilmektedir. Arastirmamizda, deney gruplarina ait EKG kayitlar analiz edilerek
aritmi, U dalgasi, ST elevasyonu, PAF ve VES gibi kardiyak parametreler
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, CIS uygulamasmin kardiyak fonksiyonlar
tizerindeki olumsuz etkilerini ortaya koyarken, NAC tedavisinin bu etkileri azaltma
potansiyeline sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Kardiyak hasari tespit etmek igin
kullanilan tanisal yaklagsim ekokardiyografinin hesaplanmasidir. Ancak bu tani testleri
ozellikle erken donemlerde kardiyak hasarin tespitinde diisiik duyarlilik gostermektedir.
Bu nedenle klinik ve deneysel ¢aligmalarda kardiyotoksisitenin tespiti i¢in biyokimyasal
belirtegler tercih edilmektedir (16). CIS grubunda aritmi insidansinin yiiksek olmasi,
CIS’in kardiyotoksik etkileriyle tutarhidir. Literatiirde, CIS’in oksidatif stres ve
inflamasyon mekanizmalar1 yoluyla miyokard hiicrelerinde hasara neden oldugu ve bu
durumun aritmi riskini artirabilecegi belirtilmektedir (31). NAC+CIS grubunda aritmi
sikliginin azalmasi, NAC’ i giiglii antioksidan ozellikleri sayesinde oksidatif stresi
baskilayarak kardiyak ritim bozukluklarini 6nleyebilecegi diisiincesini desteklemektedir.
NAC’m siilfidril gruplar1 araciligiyla ROS’u noétralize ettigi ve hiicresel savunma
sistemlerini  destekledigi  bildirilmistir  (139). ST  elevasyonu agisindan
degerlendirildiginde, CIS grubunda en yiiksek oranlarin gozlenmesi, bu grupta
miyokardiyal hasarin daha belirgin oldugunu gostermektedir. ST elevasyonu, genellikle

miyokardiyal iskemi ve inflamasyon ile iliskilendirilmekte olup, Sisplatin’in endotelyal
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disfonksiyon ve mitokondriyal stres yoluyla kardiyotoksisiteye neden olabilecegi
belirtilmektedir (140). NAC+CIS grubunda ST elevasyonunun daha az goriilmesi,
NAC’mn anti-enflamatuar ve hiicre koruyucu etkileriyle iligkili olabilir. NAC’1n nitrik
oksit biyoyararlaniminm1 artirarak endotel fonksiyonlarimi iyilestirdigi ve bu sayede
kardiyovaskiiler hasar1 azalttig1 gosterilmistir (89). CIS grubunda U dalgas1 yiizdesinin
en yiiksek olmasi, CIS’in elektrolit dengesi lizerindeki olumsuz etkileriyle agiklanabilir.
U dalgalari, genellikle hipokalemi ve repolarizasyon anormallikleri ile iliskili olup,
CIS’in renal fonksiyonlar1 bozarak elektrolit dengesizliklerine yol agabilecegi
bilinmektedir (141). Bu baglamda, CIS grubunda tespit edilen yiiksek U dalgasi orani,
hipokalemi kaynakli repolarizasyon bozukluklarini diisiindiirmektedir. NAC’1n elektrolit
dengesini diizenleyici etkileri tam olarak bilinmemekle beraber, oksidatif stresin
azaltilmast yoluyla dolayli olarak kardiyak repolarizasyonu iyilestirebilecegi One
stiriilmektedir. CIS uygulanan gruplarda QRS siiresinde uzama ve T dalgasinda belirgin
degisiklikler tespit edilmistir. Bu bulgular, literatiirde Sisplatinin kardiyak elektriksel
iletim tizerinde olumsuz etkiler yaratabilecegini bildiren calismalarla Ortiismektedir.
Ancak bu veriler, farkli kardiyolojik bozukluklarla kiyaslanarak daha genis kapsamli
degerlendirilmelidir. Arastirmamizda, yalnizca CIS uygulanan grupta kardiyak dokuda
belirgin histopatolojik hasarlar gézlemlenirken, kan basinci degerlerinin kontrol grubuna
gore daha diisiik oldugu saptanmistir. NAC + CIS grubunda ise QRS siiresinin yalnizca
sisplatin grubuna kiyasla daha kisa olmasi, NAC’in oksidatif stresin neden oldugu
elektriksel iletim bozukluklarini hafifletebilecegini disiindiirmektedir. Atriyal ve
ventrikiiler depolarizasyon arasindaki ileti siiresini yansitan PR araliklarinda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunamamig, NAC uygulamasinin bu parametre tizerinde
belirgin bir etkisi saptanamamustir.

Bu tezde, kalp doku 6rneklerinden analiz edilen MDA diizeylerine bakildiginda,
Sisplatin uygulanan grupta ve Sisplatin ile birlikte NAC uygulanan grupta MDA
seviyesinin kontrol ve NAC grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttig1 gézlemlenmistir.
Sisplatin uygulamasiyla birlikte viicutta artan oksidatif stresin, lipid peroksidasyonu
yoluyla MDA gibi zararli bilesiklerin olusumunu tetikledigi diisliniilmektedir. Bu durum,
doku diizeyinde gelisen oksidatif hasarin dnemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(142). NAC uygulamasinin, Sisplatin kaynakli artan MDA seviyesini diislirdiigii ve bu
diizeyin kontrol grubuna yakinlastigi tespit edilmistir. Bu bulgu, NAC’in giiglii
antioksidan 6zelligi sayesinde serbest radikallerin temizlenmesine katki saglayarak lipid

peroksidasyonunu azaltabilecegini gostermektedir. Nitekim literatiirde, NAC’1n oksidatif
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stres kaynakli dokusal hasarlar1 azalttifi ve MDA seviyelerini diislirdiigi yoniinde
bulgulara sikga rastlanmaktadir (16). Bir baska calismada da Sisplatin uygulamasinin
serbest radikal iiretimini artirarak oksidatif dengeyi bozdugu ve MDA diizeylerinde
yiikselise neden oldugu belirtilmektedir (143). Sisplatin ile indiiklenen kardiyak hasarda
NAC uygulamasinin MDA seviyelerini diislirmesi, bu bilesigin kardiyak doku tizerindeki
koruyucu etkisini destekler niteliktedir (36). Dolayisiyla calismamizda elde edilen
bulgular, NAC’in Sisplatin kaynakli lipid peroksidasyonunu baskilayabildigini
gostermektedir. Arastirmamizda CIS+NAC grubunda MDA seviyelerinin yalnizca
Sisplatin alan gruptan daha diisiik olmasi beklenirken, CIS+NAC grubunda MDA
seviyelerinin NAC+CIS grubuna gore daha yiiksek bulunmasi dikkat ¢ekmektedir. Bu
durum, NAC’nin Sisplatin’e bagli oksidatif stresi yeterince baskilayamadigin1 ya da
uygulama zamanlamasi ve dozuna bagli olarak farkli bir etki mekanizmasi
gosterebilecegini diisiindiirmektedir (144).

Caligmamizda kalp doku MDA seviyelerinde gbzlenen anlamli artis, 6zellikle CIS
ve CIS+NAC gruplarinda, CIS'in kardiyotoksik etkisinin 6nemli bir gdstergesi olarak
degerlendirilebilir. MDA, lipid peroksidasyonunun bir son iiriinii olup hiicresel diizeyde
membran hasarinin bir belirtecidir. Bu baglamda, CIS'in kalp dokusunda oksidatif stres
olusturdugu ve bunun NAC ile birlikte uygulanmasina ragmen tamamen baskilanamadigi
goriilmektedir. Ozellikle CISTNAC grubunda MDA seviyelerinin CIS ve NAC+CIS
grubuna gore daha yiiksek bulunmasi, NAC uygulama sirasinin ve zamanlamasinin
oksidatif stres lizerindeki etkisini degistirebilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde kalp dokusuna ait GSH diizeyleri incelendiginde, Sisplatin grubunda
GSH seviyesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azaldigi bildirilmistir. Bu
durum, Sisplatin uygulamasinin oksidatif stres yaratmasmm, viicudun endojen
antioksidan savunma sistemini zayiflattigin1 gostermektedir (79). Ancak ¢aligmamizda
GSH diizeylerinde grup arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bu bulgu, Sisplatin
uygulamasinin glutatyon metabolizmasindaki etkisinin viicuttaki genel antioksidan
savunma sistemini yeterince baskilayamadigimi veya calisma kosullarinin oksidatif
stresin yeterince yogun olmamasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir (145).

NAC uygulanan grupta da GSH seviyelerinde anlamli bir artis gézlenmemistir.
Bu bulgu, NAC’mn glutatyon fiiretimini artirma potansiyeline ragmen, Sisplatin
uygulamasinin etkisinin bu diizeyde bir iyilesmeye yol acacak kadar belirgin olmadig:
veya aragtirmanin siiresinin ve dozunun bu tilir bir etkiyi gozlemlemek icin yeterli

olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, literatirde NAC’in antioksidan sistem
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tizerinde diizenleyici etkilerinin kalp dokusunda GSH diizeylerini artirmada faydali
oldugu bildirilmistir (12). Calismamizda elde edilen bulgular, NAC’in antioksidan
savunmay1 giiclendirme potansiyeline ragmen, histopatolojik oalrak gbzlenen Sisplatin
kaynakli kardiyotoksisiteyi hafifletici etkisinin, GSH seviyelerinde goézle goriiliir bir
degisim olmaksizin ger¢eklesmis olabilecegini diisiindiirmektedir. NAC'nin antioksidan
etkisinin olast mekanizmasi, NAC'nin neden oldugu artmigs GSH seviyelerinde
bulunabilir. Bu, ¢esitli kemoterapdtik ajanlarin neden oldugu oksidatif stresin azaltilmasi
yoluyla farkli antioksidanlarin yararli etkisini bildiren literatiir verileriyle uyumludur
(16).

Oksidatif stresin 6nemli belirteglerinden biri olan SOD enzimi, serbest oksijen
radikallerinin zararsiz hale getirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bazi ¢caligmalarda
oksidatif stresin baslangi¢ evrelerinde SOD aktivitesinde gecici bir artis gdzlenmisken,
uzun vadede oksidatif hasarin artmasiyla birlikte enzim aktivitesinin azaldigi
bildirilmistir (143, 146). Calismamizda, Sisplatin uygulanan grupta kalp dokusundaki
SOD enzim aktivitesinde anlamli sekilde fark tespit edilememistir. NAC uygulanan
grupta da yine aym sekilde SOD aktivitesinde anlamli bir degisim gozlemlenmemistir.
Buna karsin kanser hiicreleriyle yapilan bazi arastirmalarda yiiksek konsantrasyonda
antioksidan maddelerin uygulanmast SOD aktivitesini azaltabilirken, disiik
konsantrasyonda ise artirabilmektedir (147). Bu bulgu, NAC’in serbest radikalleri
notralize etme potansiyeline ragmen, oksidatif stresi tamamen engellemeyebilecegini ve
enzim aktivitesindeki degisimlerin belirgin olabilmesi i¢in daha uzun siireli ve yiiksek
dozlu bir tedavi gerekebilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda GSH seviyeleri ve
SOD aktivitesi bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmemesi, CIS'in
antioksidan savunma sisteminin bazi bilesenleri lizerinde sinirl etkiler gosterdigini ya da
bu parametrelerin dengeleme mekanizmalar1 tarafindan korunmus olabilecegini
diistindiirmektedir. GSH, 6nemli bir hiicre i¢i antioksidan olup CIS ile iligkili oksidatif
hasara kars1 hiicresel savunmada rol oynamaktadir. Ancak elde edilen bulgular, GSH
seviyelerinin CIS uygulamasina ragmen sabit kalabildigini gostermektedir.

Bir diger calismada uygulanan kronik sisplatin tedavisi, kontrol grubuna kiyasla
kan GSH ve SOD seviyelerini 6nemli 6l¢iide diistirdiigii bildirilmistir (16). GSH'nin hiicre
gecirgen bir Onciisli olarak NAC'nin yararl etkilerinin, hiicre ici GSH'nin artisiyla veya
yiikksek hiicre i¢i GSH seviyelerini siirdiirme yetenegiyle iliskili olabilecegi ©ne
siiriilmiistiir. Ustelik, NAC'nin koruyucu etkisini kismen dogrudan ROS'u temizleyerek

ve kismen ERK1/2 aktivasyonu yoluyla gosterdigi bildirilmistir (148). Bu durum
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NAC'nin sisteinil tiyoliiniin antioksidan o6zelliklerini sagladigint diislindiirmektedir.
Rosic ve arkadaslarinin yaptigi calismada, NAC uygulamasinin tek basina kalpteki
glutatyon seviyesini ve GPx ve GR'nin aktivitesini degistirmedigi gosterilmistir (149).
Uygulanan dozda NAC'nin kalpte redoks glutatyon aracili etkilerle degil, ROS'u azaltan
kendi antioksidan ozellikleriyle (NAC'nin kendisi serbest SH grubu olan giiglii bir
antioksidandir) galistigi ile iliskilendirilmektedir. NAC tedavisinin hem tek basina hem
de sisplatin tedavisiyle birlikte uygulanmasinin kalpteki H202 ve siiperoksit diizeylerini
azalttig1 gercegiyle desteklenmektedir. Sisplatin tedavisinin, ROS saliniminin artmasi da
dahil olmak {izere, redoks homeostazi {izerindeki olumsuz etkisi daha Once
gozlemlenmistir (150). Ayrica, Sisplatin uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesini
azalttig1 bildirilmistir (143). Dokulardaki redoks durumunun siplatin etkisinin her iki
mekanizmasi da oksidatif hasarin artmasina yol acar ve Sisplatin kaynakli toksisiteleri
azaltmak i¢in NAC ve digerleri gibi antioksidan takviyesine olan ihtiyac1 gii¢lii bir sekilde
destekler niteliktedir (151).

Bir diger 6nemli antioksidan savunma enzimi olan Katalaz, hidrojen peroksit gibi
zararli reaktif oksijen tiirlerinin suya donistiiriilmesinde gorev almaktadir (152).
Oksidatif stresin arttig1 durumlarda, 6zellikle ilag kaynakli toksisite modellerinde katalaz
aktivitesinde artig bildirilmektedir (33). Calismamizda, Sisplatin uygulanan gruplarda
kalp dokusu katalaz aktivitesinin yiikksek olmasi da literatiirle benzerdir. Truong ve
arkadaglar1 yaptiklari aragtirmalarinda, SOD seviyelerinin arttigini ve bu durumun artan
antioksidan tepki nedeniyle bir risk olusturabilecegini 6ne siirmiistiir (41). Bu durum,
Sisplatin uygulamasinin oksidatif stres olusturdugunu gosterebilmektedir. Yiiksek
katalaz aktivitesi, hiicrelerin oksidatif stresle miicadele etmeye calistigini ve bu enzimin
toksisiteye kargt savunma mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.
NAC uygulanan grupta ise katalaz aktivitesinin, sisplatin grubuna kiyasla daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir, ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli degildir. Literatiirde,
bazi calismalar NAC’1n katalaz aktivitesini dogrudan artirabilecegini bildirirken, bazilari
bu enzimin NAC’tan daha az etkilendigini belirtmektedir (16, 87). Bulgularimiz da bu
celigkili literatiirle paralellik gostermektedir. Ancak, kalp dokusu katalaz aktivitesinin
CIS, NAC+CIS ve CIS+NAC gruplarinda kontrol ve NAC gruplarina gore anlamh
diizeyde artig gostermesi, oksidatif stresin artigina karsi hiicresel adaptasyon gelismis
olabilecegini diisiindiirmektedir (153). Ayrica NAC’in 6n uygulama veya es zamanli

verilmesine ragmen CAT aktivitesindeki artisin devam etmesi, CIS'in kardiyak doku
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tizerinde olusturdugu stresin giiclii oldugunu ve antioksidan savunma sisteminin bu
duruma cevap verdigini ortaya koymaktadir.

Troponin ve Miyoglobin, kardiyak dokuya 6zgii biyobelirtegler arasinda yer
almakta olup, Ozellikle kardiyomiyosit hasari durumlarinda serum diizeylerinde artis
gozlemlenmektedir. Oksidatif stresin, hiicresel hasarin ve enflamatuvar siireclerin eslik
ettigi kardiyotoksik durumlarda bu biyobelirteglerin diizeyleri, doku zedelenmesini
gostermek amaciyla siklikla kullanilmaktadir (62, 83). Sisplatin'in kalp dokusu tizerinde
olusturabilecegi potansiyel toksik etkiler, literatiirde troponin ve miyoglobin gibi
kardiyak belirteglerin artigiyla iligkilendirilmistir (154). Ancak ¢alismamizda, Troponin
ve Miyoglobin gen ifade seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmemistir. Bu durum, Sisplatin uygulamasinin kardiyomiyosit diizeyinde
anlamli bir doku hasar1 olusturmadigini veya calisma siiresinin bu tiir bir hasari
yansitacak diizeyde olmadigimi diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda, NAC uygulanan
grupta da bu belirteglerin ifadesinde anlamli bir farklilik izlenmemistir. Bu bulgu,
NAC’mm kardiyoprotektif etkilerinin gen diizeyinde belirgin bir degisim olusturmamis
olabilecegini gostermektedir.

P53, hiicresel stres ve DNA hasar1 karsisinda aktive olan bir timor baskilayici gen
olup, apoptozun diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir (45). Sisplatin'in, DNA
hasar1 olusturarak p53 araciligiyla hiicre Oliimiinii tetikledigi deneysel caligmalarda
gosterilmistir (52). Ancak ¢alismamizda P53 gen ifade seviyelerinde gruplar arasinda
anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu durum, Sisplatin uygulamasinin kalp dokusunda P53
aracili bir apoptoz yanitin tetiklememis olabilecegini veya yanitin zamansal olarak farkl
bir periyotta ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir. Ayn1 sekilde, NAC uygulamasinin da
P53 ifadesi iizerinde anlamli bir etkisi tespit edilmemistir. Literatiirde NAC’in P53
aktivitesini baskilayabilecegine yonelik bazi bulgular mevcut olsa da, ¢alismamizda bu
etki istatistiksel diizeyde ortaya konulamamistir (155). Yapilan calismalarda, kanser
kemoterapisinde kullanilan ilaglardan kaynakli kardiyotoksisitede, pifithrin-a, p53 ve
onun fosforile edilmis formunun seviyelerini degistirmeden, Bax ve MDM2 protein
seviyelerinin  yiikselmesini  azaltarak, apoptozla iligkili kalp disfonksiyonu
degisikliklerini iyilestirdigi ortaya konulmustur (156). Bununla tutarli olarak, bir in vitro
calisma, pifithrin-a'nin, Bcl-2 proteininin indirgenmesini engellemenin yani sira, Bax,
PUMA-a'y1 asag diizenleyerek ve kaspaz-3'li pargalayarak doksorubisin kaynakli H9c2
hiicre apoptozunu azalttigini ortaya koymaktadir (157, 158). Arastirmamizda gen ifade

analizlerinde Troponin, Miyoglobin ve P53 gen ifadeleri agisindan gruplar arasinda
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anlamli bir fark gozlenmemistir. Bu durum, sisplatinin kardiyotoksik etkilerinin
transkripsiyonel diizeyde belirgin bir degisiklige yol agmadigimi veya gen ifadesi
tizerindeki etkilerinin belirli bir zaman diliminde ortaya ¢ikabilecegini diisiindliirmektedir.

Aragtirmamizda Serum 6rneklerinden ELISA yontemi ile dlgiilen Troponin ve
Miyoglobin seviyeleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bu
sonug, sisplatinin akut déonemde belirgin miyokardiyal hiicre hasarina yol agmadigini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, P53 protein seviyelerinin sadece sisplatin uygulanan
grupta belirgin bir artis gostermesi, sisplatinin kardiyotoksisite mekanizmasinda P53
aracili hiicresel 6lim mekanizmalariin aktif olabilecegini destekler niteliktedir (159).
Ancak, gPCR analizlerinde P53 gen ifadesinde anlamli bir farklilik gbzlenmemesi,
translasyon sonrasi diizenlemelerin ve protein mekanizmalarinin bu siiregte rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum, Sisplatin kaynakli kardiyotoksisitenin
siirl diizeyde kaldigini veya 6l¢lim zamanlamasinin protein diizeylerindeki degisimi
yakalayacak uygunlukta olmadigini diisiindiirmektedir. Ayni sekilde, NAC tedavisi
uygulanan grupta da bu protein diizeylerinde belirgin bir farklilik izlenmemistir. NAC’1n
kardiyoprotektif etkileri literatiirde siklikla vurgulansa da, ¢aligmamizda bu etkinin
troponin ve miyoglobin protein diizeylerine anlamli diizeyde yansimadigi
gozlemlenmistir (160). Calismamizda yalnica Sisplatin uygulanan grupta serum p53
protein diizeylerinde anlamli bir artis gdzlenmistir. Nitekin, Xiu ve arkadaslarinin kiigiik
hiicreli kanser hiicreleriyle yaptigi calismada Sisplatin’in p53 aktivitesini arttirtigi tespit
edilmistir (161). Bu artig, Sisplatin’in hiicresel DNA hasarini tetiklemesi sonucu
apoptozun uyarildigimi ve p53 aracili bir hiicresel yamitin devreye girdigini
diigiindiirmektedir. NAC tedavisi ile birlikte p53 protein diizeylerinde Sisplatin grubuna
kiyasla azalma egilimi gozlenmis, ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamh
bulunmamaistir. Bu durum, NAC’1n oksidatif stres tlizerindeki diizenleyici etkisinin p53
protein yamitin1 smnirh  Olglide baskiladigini - gdsterebilir.  NAC’in  antioksidan
ozelliklerinin yani sira bazi c¢aligmalarda p53 iizerinden apoptotik yaniti modiile
edebildigi bildirilmektedir (161). Ancak calismamizda bu etkinin protein diizeyine
yansimasi, muhtemelen uygulama siiresi, dozaj ve Sisplatin kaynakl stresin siddeti gibi
parametrelere bagh olarak degisiklik gostermistir. Calismamizda troponin ve miyoglobin
protein diizeylerinde anlamli degisiklikler goézlenmemekle birlikte, p53 protein
diizeyindeki artig Sisplatin kaynakli hiicresel hasar ve apoptoz siirecini literatiir ile
uyumlu olarak destekler niteliktedir (56). NAC’1n bu siireci sinirlandirict etkisi tam olarak

istatistiksel diizeyde ortaya konamasa da, p53 protein seviyesindeki baskilanma egilimi,
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antioksidan tedavilerin bu mekanizma iizerindeki potansiyel koruyucu etkisini
diisindirmektedir. Bu bulgular, yalnizca gen ifade diizeylerinin degil, protein
diizeyindeki biyolojik degisimlerin de degerlendirilmesinin toksisite g¢alismalarinda
onemli oldugunu diistindiirmektedir. Hiicresel stres yanitlarinda 6nemli rol oynayan p53
proteininin ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla, NAC’imn apoptoz mekanizmalari
tizerinde de koruyucu bir etkisi olabilecegi one siiriilmektedir (14).

Histopatolojik incelemeler, Sisplatinin kalp dokusunda belirgin hasara yol agtigini
ortaya koymustur. Kontrol ve NAC gruplarinda kardiyak dokunun genel olarak normal
histolojik yapisint korudugu gozlenirken, CIS grubunda yaygin hemoraji, interstisyel
6dem ve nekrotik kardiyomiyositlerin varligi dikkat ¢ekmistir. Ayrica, sisplatin grubunda
sitoplazmik eozinofili artis1 ve piknotik niikleuslu kardiyomiyositlerin yaygin oldugu
tespit edilmistir. Bu bulgular, sisplatinin kardiyotoksisite mekanizmasinda nekrotik hiicre
oliimii ve vaskiiler hasarin 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir (162). Sisplatine
ek olarak NAC verilen gruplarda, kardiyak hasarin azaldigi goézlenmistir. NAC+CIS
grubunda hemorajide anlamli bir azalma tespit edilmesine ragmen, odem ve
kardiyomiyosit dejenerasyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
CIS+NAC grubunda ise tim histopatolojik degisikliklerin belirgin sekilde azaldigi
saptanmigtir. Bununla birlikte, CIS+NAC ve NAC+CIS gruplar1 arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulunmamasi, NAC’nin koruyucu etkisinin uygulama
zamanlamasi ve biyoyararlanimi (ilacin uygulandigi formdan sistemik dolasima gegerek
hedef dokulara ulasabilme oranin1 ve hizim1 ifade eder) gibi faktorlerden
etkilenebilecegini diigiindiirmektedir (163).

Sisplatin kullaniminin, hem insan hem de hayvan caligmalarina ait derlemelere
bakildiginda, kardiyotoksisteye yol agtigi ortaya konmustur (3). Kardiyotoksisite
durumunda dolasimda artan serbest radikallerin troponin ve miyoglobin ile birlikte kalp
hasarini tetikledigi ve devaminda P53 aktivitesinin arttig1, dolayisiyla sisplatin direncinin
gelistigi bilinmektedir (154, 164). Sisplatin, kalp kasi1 hiicrelerinde ROS iiretimini
arttirmakta ve GSH, SOD ve CAT seviyelerinin yani sira diger dogal olarak olusan
antioksidan seviyelerini diisiirmektedir (3). Bu nedenle tedavinin tamamlanmasi sirasinda
veya sonrasinda kardiyak bozukluklarin gelismesi ciddi bir sorundur ve bu konudaki
temel sorular kardiyotoksisitenin gelismesinin nasil Ongoriilebilecegidir (165).
Sisplatinin ¢esitli dokularda oksidatif hasara neden oldugu bildirildigi i¢in, sisplatin
toksisitelerinin azaltilmasi icin NAC takviyesinin potansiyel terapotik yaklasim olarak

arastirtlmasi uygun goriilmektedir (12).
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Birgok deneysel c¢alismada, NAC’in Sisplatin kaynakli kardiyotoksisite
tizerindeki etkisi incelenmistir. Arastirmalar, NAC tedavisinin sisplatinle indiiklenen
oksidatif hasar1 6nemli Olgiide azaltabildigini ve kalp fonksiyonlarini korudugunu
gostermektedir (12, 16). Bunun yam sira, NAC’1n inflamasyonu baskilayici etkisi ve
apoptotik siirecleri engellemeye yonelik rolii de dikkat ¢ekicidir. Bu bulgular, NAC’1n
kardiyotoksisiteyi onlemek igin etkili bir strateji olabilecegini gostermektedir (165).
Ancak, NAC’1n sisplatin kardiyotoksisitesine kars1 etkinligini daha iyi anlayabilmek i¢in
daha fazla klinik ve preklinik arastirma gerekmektedir (16). Ornegin, NAC’n farkli
dozajlarinin ve tedavi siirelerinin kardiyotoksisite iizerindeki etkileri hala net bir sekilde
belirlenmemistir. Ayrica, NAC’n uzun siireli kullanimiyla ilgili giivenilirliginin ve olas1
yan etkilerinin de aragtirilmasi gerekmektedir (16, 165). Literatirde NAC’1n yalnizca
antioksidan savunma sistemini desteklemekle kalmayip ayn1 zamanda hiicresel diizeyde
inflamasyon ve oksidatif stres yanitlarin1 da modiile edebildigi bildirilmektedir (91).
NAC’in serbest radikalleri notralize edebilme kapasitesi sayesinde, mitokondriyal
fonksiyonlar1 korudugu ve metabolik siiregleri dengeleyebildigi gosterilmistir (87). Bu
yoniiyle NAC, Sisplatin’in neden oldugu kardiyak ve metabolik yan etkileri baskilamada
potansiyel bir ajan olarak degerlendirilmektedir (16). Ayrica, sisplatinle birlikte oksidatif
stresin artmasi sonucu antioksidan savunma sistemine ait enzimlerde (SOD, CAT vb.)
dengesizlikler olusabilecegi de onceki arastirmalarla ortaya konmustur. Calismamizda,
NAC+CIS grubunda MDA diizeylerinin kontrol grubuna yakin seviyelerde olmasi,
NAC’ 1 antioksidan etkisiyle oksidatif stresin baskilandigini diistindiirmektedir. NAC’1n
stilfidril grubu igerigi sayesinde reaktif oksijen tiirlerini notralize ederek hiicresel lipid
peroksidasyonunu azalttig1 bilinmektedir. Bu etkinin bir sonucu olarak, CIS kaynakli
kardiyotoksisiteye kars1 koruyucu rol iistlenmis olabilir. Nitekim, pek ¢ok deneysel ve
klinik calismada NAC takviyesinin ¢esitli doku ve organlardaki oksidatif hasar1 azalttig1,
MDA diizeylerinde diisiis sagladig1 ve antioksidan savunma sistemini destekledigi rapor
edilmistir (12, 143).

Bu tez caligmasi; Sisplatin uygulamasinin kardiyak dokuda belirgin oksidatif
stres, histopatolojik hasar ve hemodinamik degisiklikler gibi kardiyotoksik etkilere yol
acabilecegini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, NAC uygulamasinin bu olumsuz
etkileri belirli diizeyde hafiflettigi gozlemlenmistir. NAC, 6zellikle ROS’u nétralize etme
kapasitesi sayesinde oksidatif stresin azaltilmasinda ve lipid peroksidasyonunun
baskilanmasinda etkili olmustur. Ayrica, bazi kardiyak parametrelerin korunmasinda ve

doku biitlinliigiiniin siirdiiriilmesinde NAC’1n koruyucu bir rol iistlendigi belirlenmistir.

65



NAC’in bu etkileri, antioksidan savunma sistemini destekleyici yapist ve serbest
radikallerin etkilerini baskilayic1 6zellikleri ile iliskilendirilmektedir. Literatiirde de
belirtildigi tlizere, NAC yalnizca glutatyon iiretimini desteklemekle kalmayip aym
zamanda iltihab1 azaltici ve hiicreleri koruyucu 6zelliklere sahip bir bilesen olarak da islev
gormektedir (12). Ayrica NAC’m, oksidatif stresle iligkili iyon kanallar1 tizerinde
dengeleyici etkiler gosterebildigi, asir1 aktivasyonlarni baskilayarak hiicresel hasari
azaltabilecegi bildirilmektedir. Calismamizda da NAC’1n kardiyak dokuda oksidatif stres
kaynakli zarar1 azaltarak, potansiyel bir kalp dokusunu koruyucu ajan olarak
degerlendirilebilecegi diisliniilmektedir. Son ¢alismalar, Sisplatin uygulamasinin ROS
asir1 tiretiminin uyarilmasi ve antioksidan enzim aktivitesinin azaltilmasi yoluyla redoks
homeostazini bozdugunu gostermistir (12, 149). Bu durum, Sisplatin’in neden oldugu
toksik etkilere karsi, NAC gibi serbest radikalleri temizleyen ve antioksidan ozellik
tastyan ajanlarin kullanimin1 giiglii sekilde desteklemektedir. Ancak, mevcut verilerin
biliyiik boliimii bobrek dokusu iizerinde yiiriitiilen deneysel ve klinik caligmalara
dayanmaktadir. Sisplatin’in kalp kasi lizerindeki etkilerine iliskin bulgular ise hala
tutarsiz ve yetersiz goriilmektedir (16).

NAC, Sisplatin kaynakli kardiyotoksisiteye karsi etkili ve giivenli bir destekleyici
ajan olabilir. Antioksidan ve anti-enflamatuvar 6zellikleriyle NAC, bu tiir kemoterapiye

bagli komplikasyonlar1 6nleyebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin bulgular1 N-asetilsisteinin deneysel Sisplatin kardiyotoksisitesi
tizerinde kismen koruyucu etki gosterdigi ortaya konulmustur. Sisplatin uygulanan
siganlarda gozlemlenen viicut agirligi azalisi, oksidatif stres artigi gibi kardiyotoksisiteyi
tetikleyen ve Sisplatin kullanimi sonrasi ortaya c¢ikabilecek kalp hasarma yonelik
tedavilerin anlasilmasi agisindan 6nemli veriler sunmustur.

Sisplatin’in N-asetilsistein ile birlikte uygulanmasi, viicut agirligini gibi bazi
metabolik parametreleri olumlu yonde etkileyebilmektedir. Ayrica, N-asetilsistein’in
oksidatif stresle basa ¢ikma konusundaki potansiyel faydalari, 6zellikle MDA ve CAT
seviyeleri lizerindeki etkileriyle gozlemlenmistir.

NAC uygulamasiin daha 6nce verilmesinin kalp dokusu tizerinde daha énemli
oldugu tespit edilmistir. Klinikte kemoterapotik ajan olarak Sisplatin verilecek hastalara
NAC’in Sisplatin dncesi verilmesi tavsiye edilebilir.

Calismamiz NAC uygulamasmin Sisplatin’e bagli oksidatif stres tizerindeki
etkileri kismen gozlemlenmis, histopatolojik bulgular ise NAC’nin sisplatin kaynakli kalp
hasarmi belirli 6l¢iide hafiflettigini gdstermistir. Ancak, kardiyak biyobelirtecler ve gen
ifadeleri tizerinde belirgin bir etki ortaya konulamamistir. NAC’nin antioksidan
etkilerinin sisplatinin  kardiyotoksisite mekanizmalar1 iizerindeki tam etkisini
belirleyebilmek icin farkli doz ve uygulama zamanlamalarini igeren ileri calismalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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EKLER

EK. Primer Dizileri

1. Beta aktin Geni
Sican B-aktin geninin 1293 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_031144.3

1 gtcgagtcceg cgtccacceg cgagtacaac cttettgcag ctecteegte gecggtecac

61 acccgccacc agttcgecat ggatgacgat atcgetgegce tegtcgtcga caacggetec
121 ggcatgtgca aggccggctt cgegggegac gatgetcece gggecgtctt cecctecate
181 gtgggcegcec ctaggceacca gggtgtgatg gtgggtatgg gtcagaagga ctectacgtg
241 ggcgacgagg cccagagcaa gagaggcatc ctgaccctga agtaccccat tgaacacgge
301 attgtcacca actgggacga tatggagaag atttggcacc acactttcta caatgagctg
361 cgtgtggcec ctgaggagcea ccctgtgetg ctcaccgagg ccectetgaa cectaaggec
421 aaccgtgaaa agatgaccca gatcatgttt gagaccttca acaccccagc catgtacgta
481 gccatccagg ctgtgttgte cctgtatgec tetggtegta ccactggeat tgtgatggac
541 tccggagacg gggtcaccea cactgtgecc atctatgagg gttacgegcet cectcatgec
601 atcctgegtc tggacctgge tggecgggac ctgacagact acctcatgaa gatcctgacc
661 gagcgtggct acagcttcac caccacagct gagagggaaa tcgtgegtga cattaaagag
721 aagctgtgcet atgttgecct agacttcgag caagagatgg ccactgecgc atcctcttec
781 tccctggaga agagctatga getgectgac ggtcaggtca tcactatcgg caatgagegg
841 ttccgatgece ccgaggctct cttccagect tectteetgg gtatggaatc ctgtggeate
901 catgaaacta cattcaattc catcatgaag tgtgacgttg acatccgtaa agacctctat
961 gccaacacag tgctgtctgg tggcaccacc atgtacccag geattgetga caggatgceag
1021 aaggagatta ctgccctggc tectageacce atgaagatca agatcattge tectectgag
1081 cgcaagtact ctgtgtggat tggtggctct atcctggcect cactgtccac cttccagcag
1141 atgtggatca gcaagcagga gtacgatgag tccggcccct ccatcgtgea ccgcaaatge
1201 ttctaggcgg actgttactg agctgegttt tacacccttt ctttgacaaa acctaacttg

1261 cgcaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa
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2.Troponin Geni

Sican Troponin geninin 822 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_017184.2

1 tctcatctge acaggacacc aacaggtgcet gecttgttac caccatgecg gaagttgaga
61 ggaaatctaa gatcactgcc tcccgtaaac tcatgctgaa gagectgatg ctagccaagg
121 ccaaggagtg ctgggagcag gagcacgagg agcgagagge tgagaaggtg cgttacctct
181 cggagcgcat ccctacgcetg cagacccgeg gtctttcect cagegecctt caggacttat
241 gecgagagct ccatgccaag gtggaggtgg tggatgagga gegetatgat atcgaageca
301 aatgcctcca caacacgaga gagatcaagg acctgaagct gaaggtgetg gaccteegtg
361 ggaagttcaa gcgtccacce ctgegeeggg teegtgtete agecgacgec atgetccgag
421 ccctactggg ttccaaacac aaggtgtcca tggatctgeg ggecaacctc aagtetgtga
481 agaaagaaga cacagaaaag gagcggccag tggaggtggg agactggagg aagaacgtgg
541 aggccatgtc tggcatggaa ggccgeaaga agatgttcga tgctgecaag tecccaacct
601 cgcagtagag gtgcttagag tgctcttctt ggtgecccte agaatcttgg ggeactcagg
661 agaagggatg ggaggctgac ccaacgtaca gaactcttag gagtcagctc tcttgggttc
721 aagcctactg cagtgtcttc agacactggg cacagcatge ctgtgtcagg tetttttttg
781 ctgttgttgt tccctcatca ataaaacttg ggcettgtatg tg
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3.Miyoglobin Geni
Sican Miyoglobin geninin 1015 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit: NM_021588.2

1 ctecttttgt cctctttaga agccaccatg gggetcagty atggggagtg gcagatggtg
61 ctgaacatct gggggaaagt ggagggegac cttgctggece atggacagga agtcctcate
121 agtctattta aggctcacce cgagaccctg gaaaagttcg acaagttcaa gaacctgaaa
181 tccgaggaag agatgaagag ttcagaggac ctgaagaagc acggetgeac cgtgctcaca
241 geectgggta ccatcctgaa gaagaaggga caacatgcty ctgagatcca gectetggec
301 cagtcccacg ccaccaagcea caagatcecg gtcaagtace tggagtttat ctcagaagte
361 atcatccaag tcctgaagaa gagatattce ggggactttg gagcagatge tcagggegec
421 atgagcaagg ccctggagcet gttccggaat gacattgctg ccaagtacaa ggagetgggc
481 ttccagggct gagecatggg cteecactgt ccageccage aagetgggac ccaatgttgt
541 gtagaaggta gagtgtgctg tgccctaggt tagcagagaa cagaagaggg gagcatagtg
601 tggcatctac ccacacccct ggggacagag ctetgggeag cattgtcctg gaacccagag
661 gtgcaaagtg gectetgctt cetcagetct getgggteat getcaggtct cetgtcacct
721 aagtcccaac ccactttect cotggtttty ggaaaaatct cttttccact gtcacatttg
781 accccaaatg caagtcacca getagcagac actgaccttt gaaggagaca gagggttact
841 tagagggagt ggagggtgga aagtgggcag gtgagcatcg gaagtctcca getgcttage
901 ttccecctga cccacctggt ttcaataaaa catcctgeaa ctectcaaaa aaaaaaaaaa

961 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa
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4. P53 Geni

Sican P53 geninin 1745 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_030989.4

1 agttcattgg gacttatcct tgctataggt agcgactaca gttagggggt acctggeatc

61 cgggcccgcea cectacttce cagcagggtg tcacgetcee ctgaagactg gataactgtc
121 atggaggatt cacagtcgga tatgagcatc gagctccctc tgagtcagga gacattttca
181 tgcttatgga aacttcttce tccagatgat attctgccca ccacagcgac agggtcacct

241 aattccatgg aagatctgtt cctgecccag gatgttgcag agttgttaga aggcccagag
301 gaagccctcc aagtgtcagce tectgcagcea caggaacctg gaactgagge ccctgeacce
361 gtggcccectg cttcagetac accgtggect ctgtcatctt cegtecctte tcaaaaaact

421 taccaaggca actatggctt ccacctgggc ttcctgcagt cagggacagc caagtctgtt
481 atgtgcacgt actcaatttc cctcaataag ctgttctgec agctggcgaa gacatgecct

541 gtgcagttgt gggtcacctc cacacctcca cctggtacce gtgtcegtge catggecatc
601 tacaagaagt cacaacacat gactgaggtc gtgagacgct gcccccacca tgagegttge
661 tctgatggtg acggcectggce tectceccaa catcttatce gggtggaagg aaatccgtat
721 gctgagtatc tggacgacag gcagactttt cggcacageg tggtggtacc gtatgagceca
781 cctgaggtcg getccgacta taccactatc cactacaagt acatgtgcaa cagctcctge
841 atggggggca tgaaccgecg geccatcctt accatcatca cgetggaaga ctccagtggg
901 aatcttctgg gacgggacag ctttgaggtt cgtgtttgtg cctgtcctgg gagagacegt
961 cggacagagg aagaaaattt ccgcaaaaaa gaagagcatt gcccggagcet geececcaggg
1021 agtgcaaaga gagcactgcc caccagcaca agctcctctc cccagcaaaa gaaaaaacca
1081 ctcgatggag aatatttcac ccttaagatc cgtgggcgtg agcgcttcga gatgttccga
1141 gagctgaatg aggccttgga attaaaggat gcececgtgcetg ccgaggagtc aggagacagce
1201 agggctcact ccagctaccc gaagaccaag aagggccagt ctacgtcccg ccataaaaaa
1261 ccaatgatca agaaagtggg gcctgactca gactgacagc ctctgcatcc tgtcecccate
1321 accagcctec cegteecctce ctttettgee attttatgac tttagggctt gttatgagag
1381 ctgacaagac aatgctagtc ccttcactgc ctttttttac cttgtagata gtactcggcc
1441 ccctctatgc aaactggttc ctggcccaga ttggggaatg ggttggtagt tgctgggtct
1501 ctgctggtcc agcgaaatcc tatccggtca gttgttggac ctggceaccta cagtgaaatt
1561 tcaccccacc ccaccgectg taagattcta tettgggecc tcatacgatc tgtatcctec
1621 aggacccatt tcctccactc tgcaaagect gtetgeattt atccatcccc cacccectctce
1681 cctcttttta tctcttttta tatatcaatt tcttatttta caataaactt ttgttaccac
1741 ttgta
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