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1. GIRIS VE AMAC

Radyoterapi (RT) bir ¢ok kanserin tedavisinde standart tedavi olarak
kullanslmaktadir. RT uygulamalarinda, kanserin bulundugu lokalizasyona gére kalp
radyoterapi alanina girebilic. RT fraksiyon dozu, toplam doz ve tedavi alanina giren
kalp voliimiine bagli olarak ge¢ donemde, perikardiyal fibrozis, miyokardiyal nekrozlar

ve fonksiyon bozuklukiart gelisebilir,

RT'nin normal dokudaki olumsuz etkilerini 6nlemek amactyla bir ¢ok madde
arastirilmistir, Amifostin de bunlardan biridir ve gesitli organlarda RT ye bagli zararlarin

onlenmesinde kullanilmaktadir.

Melatonin ise pineal bir hormondur ve kuvvetli bir serbest radikal tutucusudur.
Cesitli toksik ajanlarin kalpte olusturdugu oksidatif hasara kargi koruyucu olarak
preklinik ¢alismalarda kullaniimistir. Ancak kalp isinlamasinin zararlar iizerine etkisi

calistimamustir.

Bu ¢aligmada RT nin kalp tizerindeki olumsuz etkilerini 6nlemede amifostin ve

melatoninin karsilastirmali olarak etkisinin arastirtlmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Radyoterapiye Bagh Normal Doku Hasarin Mekanizmasi:

1895 yilinda Alman fizik¢i Wilhelm Condrad Roentgen X 1ginlarini kesfetmis ve
ardindan ilk kez 1896°da tibbi amagla kullantdmistir, X i1sinlarinin tani amaciyla
kullanilmaya baglanmasindan 4 ay sonra ise ¢alisanlardan birinin saglarinin dokiilmesi
dikkat ¢ekmistir. Becquerel'in yelek cebinde radyum preparati tagimast sonrasi cildinin
o bolgesinde bir yara olusmus ve ¢ok zor iyilesmistir. Bu goézlemler, iyonlastirici

radyasyonlarm zararlt etkilerinin aragtirilmasi konusunda baglangi¢ sayilabilir (1).

Radyasyonun biyolojik etkisi temelde DNA"ya verilen hasarin sonucudur. Bu ise
direkt ya da indirekt etki ile olabilir. Direkt etkide, foton enerjisinin transferi sonucunda
firlayan elektron DNA molekiiliinii dogrudan etkileyerek hasara yol agar. Indirekt etkide
ise, firlayan elektron ilk asamada ortamdaki molekiillerle etkilesime girerek serbest
radikalleri olusturur ve bunlar DNA'da hasar yapar. Klinik RT de kullanilan iyonizan
radyasyon hasarinin bilyiik 6lgiide indirekt yoldan oldugu kabul edilmektedir. Indirekt
radyasyon hasarinda, éncelikle su (H,0), RT nin etkisiyle hidroksil radikaline (OH*)
doniigiir. Olusan OH® DNA hasarina yol acar. Canlimin su icerigi ile radyasyon

duyarlilift arasindaki agik iligki de bunu desteklemektedir (1, 2).

Radyasyonun canlilardaki etkinligi, isinlama sirasinda oksijenin varhigt ile
artmaktadir. Oksijen varliginda radyasyonun zarar verici etkisi 2.5-3 kat artabilir. Buna
oksijen etkisi adi verilir. Bunun sebebi serbest radikallerin oksijen molekiilleri ile
reaksiyona girmeleridir. Bu reaksiyonlar sonucunda gerek hidrojen ve gerekse onemli

bazi organik molekiillerin ciddi hasar verici peroksit radikalleri olusur. (1-3).



RT'ye bagli olusan serbest radikaller lipid peroksidasyonuna neden olur. Lipid
peroksidasyonun bir {iriinii olan malondialdehit (MDA), ortamdaki serbest radikal
miktar1 ile dogru orantihdir. Serbest radikallere bagli doku hasarini inceleyen
¢alismalarda, hasarin biyokimyasal belirteci olarak doku MDA diizeyi kullaniimaktadir

(4-6).
2.2 Radyoprotektorler ve Amifostin:

Radyasyonun zararli etkilerinden canlilari korumak amaciyla radyoprotektor adi
verilen gesitli maddeler arastirilmistir. RT de amag, tiimére timor dokusunu ldiirecek
dozu verirken ¢evre normal dokulari korumak, ve bdylece en az morbidite ile optimal
terapotik sonug¢ almaktir (7). Radyoprotektorlerin koruyucu etkisi oksijen etkisiyle
paralellik gosterdiginden radyoprotektdrlerin etkilerini ¢ogunlukla ortamdaki serbest

radikalleri temizleyerek yaptigi sdylenebilir (1).

1948 de sisteinin radyoprotektor etkisi oldugu kesfedilmekle birlikte, toksik
etkilerinin fazla olmasi sebebiyle uygun bir radyoprotektoér olarak kabul edilmemistir
(8). Sisteinin radyoprotektor etkisinin kesfinden sonra, Walter Reed Askeri Arastirma
Enstitlisti  radyoprotektdr etkiye sahip olabilecek diger maddeleri aragtirmaya
baglamigtir. Dort binden fazla madde test ediimis ve bunlar arasinda WR-2721
(amifostin, ethyol®) kabul edilebilir bir toksisite ile radyoprotektdr etkiye sahip
bulunmustur (1). Hem radyoprotektor hem de kemoterapétik ilaglara kargi sitoprotektor
etki gosterir. Amifostin  bir pro-ilagtir. Igerdigi thiol grubu fosforilize halde
bulundugundan hiicre i¢ine gecemez. Aktif metaboliti olan WR-1065"¢ doniisebilmesi
igin defosforile olmahdir. Bu defosforilizasyon plazma membranina bagh bulunan
alkalin fosfotaz enzimiyle gergeklesebilecegi gibi, diisiik pH'da non-enzimatik hidrolizle
de olabilir (9). WR-1065 yapisinda disulfid ve serbest thiol grubu bulundurmasiyla
radyoprotektdr etkisini gosterir (10). WR-1065 daha sonra WR-33278"e metobolize olur.
WR-33278 radyoprotektor etkiye sahip olmakla birlikte bu etki WR-1065in

radyoprotektdr etkisine gore daha azdir (9). Amifostinin radyoprotektor etkinligi



cogunlukla ortamdaki serbest radikalleri temizlemesinden ileri gelmektedir. Ancak hasar
gormils molekiile hidrojen atomu vererek tamir ettigi ve oto-oksidasyon yaparak hiicre
ici hipoksiye sebep olup, bu sekillerde de radyoprotektdr etki gosterdigi bilinmektedir
(11). Ayrica topoisomeraz 2 enzimini katalizasyon yoluyla inaktive ederek DNA

hasarinin tamiri igin zaman kazanilmasim sagladigi saniimaktadir (12).

WR-1065 ve WR-33278, serbest radikalleri ortamdan temizlemek i¢in, oksijenle
kompetitif yariga girer. Bu nedenle ortamdaki oksijen basinci amifostinin radyoprotektor
etkinligi acisindan onemlidir. Radyoprotektor etki, oksijen diizeyinin orta seviyede
oldugu yani solunan havanin % 20-50 oksijen icerdigi diizeyde en yiiksektir. Oksijen
basinci yiiksek ortamlarda oksijenin agirt fazlaligi nedeniyle, oksijen ile WR-1065
arasindaki denge bozularak radyoprotektdr etki azalacaktir. Oksijen basincimin dusiik
oldugu ortamlarda ise, oksijenin azlig1 kendi basina bir radyoprotektor oldugundan ve
boyle bir ortamda daha az serbest radikal meydana geleceginden bu serbest radikallerin

WR-1065 tarafindan temizlenmesinin 6nemi azalacaktir (9).

Amifostin normal hiicrede radyoprotektor etki gosterirken, tiimoér hiicresinde
radyoprotektor etki gostermez. Clinkii, amifostini aktif hale getiren alkalin fosfataz
enzimi tiimdr dokusunda normal dokuya oranla diistiktiir. Ornegin akciger kanserlerinde,
normal hiicreler timor hiicrelerine oranla 275 kat daha fazla alkalin fosfataz enzimi
icerirler (10). Tiimor hiicreleri hipovaskiiler olmalar1 nedeniyle doku hipoksisine maruz
kalirlar. Bunun sonucunda anabolik metabolizmalart normal hiicrelere gore daha fazla
olup bulunduklart ortamm pH’si diisiik olur. Alkalin fosfataz enziminin etkinligi diisiik
pH'da diisiik oldugundan tiimér hiicrelerinin mikro ¢evresinde daha az WR-1065 olusur
(12). Ayrica normal hiicreler amifostinin aktif metaboliti olan WR-1065"i aktif tagima
ile hiicre igine iletirken bu olay timor hiicrelerinde pasif tasima ile olur. Bunun
sonucunda amifostinin verilisinden kisa siire sonra RT uygulanirsa tiimér hiicresi igine
daha az WR-1065 girer. Boylelikle ortamdaki normal hiicrelere tiimor hiicrelerine oranla
WR-1065 daha fazla miktarda gegerek radyoprotektor etki gosterir (10). Genel olarak

amifostinin RT den 15- 30 dakika 6nce uygulanmasi 6nerilmektedir (9).



Amifostin degisik normal dokularda farkli radyoprotektdr etki gosterir. Ornegin
merkezi sinir sisteminde amifostin kan-beyin bariyerini gegemedigi i¢in radyoprotektor
etki gosteremez (9). Amifostin ozellikle tiikiirik bezinde iyi bir koruma gosterir.
Tiikiiriik bezi fonksiyonlarinmm korunmasi agiz  kurulugunu azaltir. Bas-boyun
kanserlerinde, profilaktik olarak kullanilan amifostinin radyasyonun akut etkisi olan oral
mukoziti ve geg d(inerﬁdc de agiz kurulugunu azalttigy gosterilmistir (13-15). Bagirsak
isinlamalarinda mukozayi korur (16). Ayrica kemik 1sinlamalarinda kemik biiylimesini
de korudugu gosterilmistir (17). Kemoterapotik ajanlarla birlikte kullanildiginda ise
hematotoksisite, nefrotoksisite, kardiyotoksisite, hepatotoksisite, katarakt ve alopesi
olusumunu azalttig1 bilinmektedir (1, 12, 18, 19), Kalp 1ginlamalarinda ise RT in kronik

hasarindan kalbi korudugunu gosteren iki preklinik ¢aligma vardir (20, 21).
2.3 Melatonin:

Melatonin pineal bezden salgilanan bir hormon olup kimyasal formiilii N-asetil-
S-metoksitripamindir. Son yillarda yapilan g¢alismalarla bu hormonun ¢ok kuvvetli bir
antioksidan oldugu ve serbest radikalleri temizledigi bulunmustur (22). Melatonin
hidroksil serbest radikaline elektron vererek inaktive eder. Melatoninin hidroksil radikali
temizleme kapasitesi glutatyondan 5 kez mannitolden de 15 kez fazladir (23). Direkt
serbest radikalleri temizleme 6zelliginin yani sira bazi  endojen antioksidan savunma
mekanizmalarini da diizenler. Melatonin, hidrojenperoksiti hidrojene metabolize eden
glutatyon peroksidaz enziminin aktivitesini arttirir (24,25). Bu sirada glutatyon okside
hale gelir. Glutatyonu tckrar deoksile etmek igin glutatyon rediiktaz enzimi gérev yapar.
Glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesi de melatoninle artar (25). Ayrica melatoninin
askorbik asit ve a-tokoferol gibi diger antioksidanlar ile sinerjistik olarak etkilegmesi
antioksidan 06zelligini arttirir (26). Melatonin hem hidrofilik hem de lipofilik yapisi
nedeniyle viicudun her yerine ulasarak organizmayi oksidatif strese karsi korur (27).

Melatoninin bu gliglii antioksidan 6zelliginin kesfinden sonra toksik etkilerini
serbest radikaller olusturarak yapan ajanlara karsi koruyuculugu arastirilmigtir.

Toksisitesini serbest radikaller ile yapan bir gok toksik ajan bilinmektedir. Bu ajanlar



uygulandiklarinda dokularda olusturduklari serbest radikaller lipid peroksidasyonu
yapar. Dokularda lipid peroksidasyon dirlinii olan MDA artar. Melatonin, etanol,
kadminyum ve fosfin gibi bazi toksik ajanlardan organizmay: antioksidan &zelligi
sayesinde korur (22, 28-29). Kemoterapotik ilaglardan bazilan da serbest radikal
olustururlar. Bu kemoterapétiklerden biri olan doksorubisin ile yapilan ¢aligmalarda
melatoninin doksorubisine bagli  kardiyomyopatiden  organizmayt  korudugu
gosterilmistir (30, 31). Doksorubisine bagh serbest radikallerin etkisiyle beyin, kalp ve
bobrekte olusan lipid peroksidasyon triinleri melatonin varliginda azalmaktadir (32).
Tiimor hiicre kiiltiirlerinde ve tiimor hiicreleri ekilen hayvanlarda doksorubisin ile
birlikte melatonin verildiginde antitiimoral etkinin azalmayip aksine arttiint gosteren
calismalar vardir (33, 34). Tamoksifen ile birlikte melatonin verildiginde de antitiimoral
etkinin artt1@ tespit edilmistir (35). Boylece kanser tedavilerinde melatoninin tedavinin
yan etkilerine kargi tedavinin etkinligini azaltmadan kullanilmasi giindeme gelmistir.

Melatoninin kalp 1sinlamasinin zararlari tizerine etkisi ise calisiimamigtir.
2.4 Radyoterapiye Bagh Kardiyak Hasar:

1960 lardan 6nce kalp RT ye nispeten direngli bir organ olarak kabul ediliyordu.
Sabrazés ve Rieviere, izole edilmis kurbaga kalbini yiiksek dozlarda X 1gmi ile
1isinlamislar ve RT sonrast ile RT uygulama esnasinda izole edilmis kurbaga kalbinde
fonksiyonel bir degisiklik bulamamuglardir (36). Takip eden hayvan deneylerinde de
bunu destekleyen sonuglar ¢ikmstir ve RT uygulamalarinda kalbe zarar verilmedigi
distintilmiigtiir (37-43). Bu nedenle RT dozlar yiiksek, gozlem siireleri ise kisa
tutulmustur. RT ye bagl kardiyak hasari inceleyen ilk sistematik deney Steward ve
Fajardo tarafindan yapiumuistir. Bu deneyde 16-20 Gy ya da daha fazla kardiyak RT
uygulanan tavsanlarda kardiyak hasar saptanmistir (44). Takiben yapilan hayvan
deneylerinde 151k mikroskobu ve elektron mikroskop ile kardiyak hasar gosterilmistir
(45-46).

RT'ye bagl kardiyak hasarlar arasinda en sik goriileni akut perikardittir.

Perikard hiicreleri RT ye miyokard hiicrelerinden daha duyarlidir. Bu hilcrelerde, diisiik



.dozlarda bile morfolojik hasar meydana gelebilir. RT hasarindan sorumlu hedef hiicrele
perikard ve epikardi doseyen mezotel hiicreleridir. Isinlamadan birkag saat sonra tav$a’m'
kalbinde perikardin tiim tabakalarinda gecici ama yaygin iltihap olusur (panperikardit).
Ancak bu inflamasyon birka¢ giinde kaybolur. 10-12 haftalik latent periyottan sonra
fibroz eksuda olugmaya baglar. Latent periyodun siiresi RT dozundan bagimsizdir.
Biriken perikardiyal s;v1 proteinden zengindir. Perikarditin siddeti, benign karakterde
olan gegici perikarditten kardiyak konstritksiyona yol agabilen yogun skleroza kadar
degisebilir. Gegici perikardit zamanla tamamen rezorbe olur. Genellikle asemptomatiktir
ve rutin akciger grafilerinde tesadiifen tespit edilir. Kalict perikardiyal sivi birikimi
(kalict efiizyon) ise fibroz perikardit seklinde baslaytp gégiis agrisi, ates ve perikardiyal
siirtiinme sesi semptomlart verir. Bunu perikardiyal sivi birikimi takip eder. Radyolojik
olarak saptanmasi igin en az 250 ml sivi birikimi gereklidir. Isinlamadan 6nce ¢ekilmis
olan grafilere oranla kalbin transfer ¢apinin 1.5cm veya daha fazla artmig olmasi ve
ozelikle kalbin sol tarafinda daha belirgin olmak iizere kalbin kiiresel bir sekil alarak
sintrlarinin diizlesmesiyle saptanir. Perikardiyal sivinin saptanmasinda ekokardiyografi
en duyarli yontem olup 100ml, ve hatta bazen daha az sivi birikimini belirleyebilir.
Ayrica dinamik ekokardiyografi ile sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu da olgiilebilir.
Kardiyak tamponat ise asirt sivi birikimi sonucunda kalbin sag tarafina dokiilen venoz
kanin azalmasi ve buna baglh kardiyak ¢ikisin azalmasi sonucu olusur. Akciger grafisi ve
ekokardiyografik verilere ek olarak juguler venin geniglemesi, alternan nabiz
(inspirasyonda sistolik basincin digmesi), EKG'de voltaj diismesi ve kardiyak
kateterizasyonda  karakteristik  basing paterni ile saptanabilir. Acil olarak
perikardiyosentez ya da perikardiyotektomi gerekebilir. Konstriiktif perikardit ise
perikardiyum ve epikardiyumun yogun fibrozu sonucunda kalp etrafinda sert bir tabaka
olusumunun sonucudur. RT den yillar sonra gelisebilen nadir bir komplikasyondur.
Konstritksiyon sag kalbi dolduran vendz doniisii bozarak venlerde sisme ve kardiyak
¢tkisin azalmasina yol agar. Ekokardiyografi ve bilgisayarh tomografi ile perikardiyal
kalinlasma, ileri vakalarda ise kalsifikasyonlar tespit edilir. Yapismis olan
perikardiyumun her iki tabakasinin cerrahi olarak ¢ikariimast gerekmektedir. Ancak bu

cerrahi islemin basarisi kardiyak tamponata bagh perikardiyotektomiye gére azdir.



Radyasyona bagl miyokardit ise uzun bir latent periyottan sonra yavas gelisen bir
durumdur. Oncelikle noktasal miyokardiyal dejenerasyonla baglar. Miyositler arasinda
septalar olusturan yaygin interstisyel fibrozise yol agan genis fokal dejenerasyonlarla
sonlamir. Miyokard hiicreleri morfolojik degisiklikler agisindan ileri derecede
direnglidirler. Bu hiicrelerde ancak cok yiiksek dozlarda radyasyon etkisi ile yapisal
hasarlar olusturulabilir'. Miyositler RT den dogrudan etkilenmezler. Miyosit hasarinin
miyokardiyal kapillerdeki hasara baglt oldugu diistiniilmektedir. Kapiller hasar
miyokardit 6ncesi elektron mikroskop ile saptanabilir. Koroner damarlar ise RT ye en
duyarli yapilardir. Radyasyonun kalpteki akut ve kronik etkileri, bilyiik 6l¢tide bu
yapilardaki hasarlar tarafindan belirlenir. Endotel hiicre membraninda diizensizlik,
sitoplazmik sisme, tromboz ve kapiller duvarin yikimi goriilebilir. Bu degisiklikleri
rejenerasyon sonucu olusan proliferatif yanit izler. Fakat bu yanit, kapiller kaybt
kargtlamada genellikle yetersiz kalir. Sonugta miyosit/kapiller orant %50 azahr. Kapiller
yogunlukta bu azalmayla birlikte stromal bag dokusu yogunlugu artar. Bunlarin sonunda
da RT 'nin miyositler tizerindeki etkisi, kalp kasmnin ¢izgili yapisinmn kaybolmasi ve
sarkoplazmanin homojen hale gelmesi, nukleuslarda piknozis ve miyokardiyal nekrozlar

seklinde patolojik olarak izlenir (2, 3).

Kalbin %50 sinden fazlasinm iginlandigr durumlarda kardiyak hasarin olusmast
icin esik RT dozu 20 Gy iken RT alanina giren kalp dokusu azaltildiginda kardiyak
hasarin olugmast i¢in daha yiiksek dozlar gerekir. Kalbin o/p orani diisiiktiir. Bu nedenle
fraksiyonasyon anlamli bir kardiyak koruma saglar. Radyasyona bagli kardiyomiyopati
ise yogun ve yaygin fibrozis olugsmasina baghdir. Lezyonlar yilar gegtikge yavasca
biiylir ve sonunda kardiyak fonksiyonlarda bozulma ile sonlanir. Kalbin biiyiik kismui RT
alanina giren ve yaklasik 30 Gy toplam doz alan Hodgkin lenfomali hastalarda kardiyak
fonksiyonlarda azalma goriilmiistiir. Kalbin korunan kismmin arttirtlmast ile semptom

insidanst hizia diiser (1).

Bu ¢alismada amag, amifostin ve melatoninin kardiyoprotektif etkilerini

karsilastirmali olarak arastirmaktir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Denekler:

Aragtirmada 36 adet, agirhiklari 170-310 gr arasinda olan Spraque-Dawley
siganlar kullanildi. Siganlar normal laboratuar sartlarinda tutulmus, herhangi bir 6zel

diyet uygulamast veya i¢gime suyu kisitlamast yapiimamistir.

3.2 Arastirma Protokolii:

RT' ye bagh kardiyak hasarin nlenmesinde amifostin ve melatonin’in etkilerinin

arastirilmast icin 36 sigan her grupta alti adet olmak iizere alt: gruba ayrildi.

1. Grup (melatonin + radyoterapi grubu : MRG): Siganlara eter ile anestezi yapildiktan
sonra intraperitoneal (i.p.) 10 mg/kg melatonin enjekte edildi. Kardiyak RT alan tespiti
icin viicut maskesi ile stabilizasyon saglandiktan sonra simiilasyon yapildi (Sekil 1).

Melatonin enjeksiyonundan 30 dakika sonra kalbe 20 Gy RT uygulandi.

2. Grup (amifostin + radyoterapi grubu : ARG): Siganlara eter ile anestezi yapildiktan
sonra i.p. 200 mg/kg amifostin enjekte edildi. Kardiyak RT alan tespiti igin viicut
maskesi ile stabilizasyon saglandiktan sonra simiilasyon yapildi. Amifostin

enjeksiyonundan 30 dakika sonra kalbe 20 Gy RT uygulandi.



3. Grup (kontrol radyoterapi grubu : KRG): Siganlara eter ile anestezi yapildiktan sonra
i.p. %0,9 serum fizyolojik enjekte edildi. Kardiyak RT alan tespiti i¢gin viicut maskesi ile
stabilizasyon saglandiktan sonra simiilasyon yapildi. Serum fizyolojik enjeksiyonundan

30 dakika sonra kalbe 20 Gy RT uygulandh.

4. Grup (kontrol melatonin grubu : KMG): Siganlara eter ile anestezi yapildiktan sonra
i.p. 10 mg/kg melatonin enjekte edildi. Kardiyak RT alan tespiti igin viicut maskesi ile
stabilizasyon saglandiktan sonra RT i¢in simiilasyon yapildi. Ancak RT uygulanmayarak

melatonin i¢in kontrol grubunu olusturdular.

5. Grup (kontrol amifostin grubu : KAG): Siganlara eter ile anestezi yapildiktan sonra
i.p. 200 mg/kg amifostin enjekte edildi. Kardiyak RT alan tespiti igin viicut maskesi ile
stabilizasyon saglandiktan sonra RT ig¢in simiilasyon yapildi. Ancak RT uygulanmayarak

amifostin i¢in kontrol grubunu olusturdular.

6. Grup (kontrol grubu : KG): Siganlara eter ile anestezi yapildiktan sonra i.p. %0,9
serum fizyolojik enjekte edildi. Kardiyak RT alan tespiti i¢in viicut maskesi ile
stabilizasyon saglandiktan sonra RT i¢in simiilasyon yapildi. Ancak RT uygulanmayarak

kontrol grubunu olusturdular.
3.3 Radyoterapi teknigi:

Siganlara Co 60 teleterapi cihazi (Alcyon,GE) ile RT uygulandi. RT, Dalloz F. ve
arkadaslarmimn daha 6nce tammlamig olduklar: teknikle yapildi (47). Bu teknige gore 5 x
5 em’lik bir alan agildi. 7 cm kalinlikta ve ortasinda 1.5 cm'lik bir delik bulunan kursun
blok dokiildu. Boylelikle hedef alan igine kalp alinarak diger dokular korundu. Kaynak
ile sigan cildi arasindaki mesafe 80 cm’e ayarladi. Tedavi derinligi 2 cm olarak

belirlendi.

RT'nin akut etkilerinin belirlenmesi igin, i.p. melatonin, amifostin veya serum



fizyolojik uygulandiktan 24 saat sonra Langendorff perfiize sigan kalbi yinte
kalp fonksiyonu, lipid peroksidasyonu, ve 151k ve elektron mikroskop incelemesiyle

de patolojik hasar tespit edildi.

Sekil 1 : Kalp 1ginlamasi esnasinda siganin pozisyon ve sabitlenmesi

3.4 Langendorff perfiize sican kalbi:

Deneyler Langendorff teknigine uygun olarak yapildi. Caligma grubundaki
hayvanlara i.p. tiretan 1.5 g/kg olarak verilerek anestezi uygulandi. Denekler anestezi
Oncesi i.p. yoldan heparinize (1000 IU/kg) edildiler. Deneklerin anestezinin cerrahi
safhasina girip girmedigi pupil ve kornea refleksleri ile saptandi. Daha sonra linea
alba iizerinden, abdominal bolgeden toraksa dogru yapilan bir insizyonla cilt agild

ve toraksa girildi.
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Abdominal aorta siiratle kanatildi. Aort 5/0 ipekle askiya almp sabitlendigi
segmentin distalinden kesildi. Kalp hizh bir gekilde ¢evre dokulardan temizlenip buzile
sogutulmus Kreb-Henseleit soliisyonu (Mm/1 ; 118.00 NaCl, 4.70 KCl, 2.52 CaCl,, 1.66
MgS0Oy, 24.88 NaHCO;, 1.18 KH,PO,4, 5.55 glukoz ve 2.00 Na-Piruvat) ile perflize
edildi. Perfizyon, multikanal yavag perfiizyon pompasi araciligi ile (Cole Palmer
Masterflex Pump) yapildi. Koroner perfiizyon akimi 6-6.5 ml/dk degerinde sabit tutuldu.
Koroner damar yatagindaki degisiklikleri gozlemleyebilmek igin kaniiliin alt ucunun
aortadan sol ventrikiile girmemesine 6zen gosterildi. Boylece aort yoluyla sol ventrikiile
gegmeyen besleyici soliisyon koroner arterlere ve oradan da siniis koronaris yoluyla
atildi. Koroner perfiizyon basincindaki degisiklikler aorta icine yerlestirilen basing
transiideri (PT 300-A Commat ltd) ile kaydedildi. Basing ileticisinin kalibrasyonu civah
manometre (F.C. Palmer) araciligi ile yapildi. EKG kayitlart {i¢ platin igne elektrot

kullanilarak MP100 sistemi aracilifi ile Biopac sisteminde kaydedildi.

Deney protokolii baglamadan stabilizasyon i¢in 20-30 dk beklendi. Tiim 6
gruptaki siganlarm bir saatlik kalp hizlari, koroner diyastolik basing ve koroner sistolik
basinglarinin normal kayitlari alindi. Ardindan 100 pl izoproterenol (1mg/ml) kanal
sisteminden verildi ve bir saatlik bipolar elektrogram ve koroner basing kayitlar1 alindi.
Normal kalp hzi (KH), koroner diyastolik basing (KSB) ve koroner sistolik
basinglarinin (KSB) ortalama degerleri ile izoproterenol uygulanmasi sonrast kalp hiz1
(izZKH), koroner diyastolik basing (IzKDB) ve koroner sistolik bastnglarinin (IzKSB)
ortalama degerleri hesaplandi. Bu degerler istatistiksel hesaplamalarda ortalama kalp
hiz1 (Ort.KH), ortalama koroner diyastolik basing (Ort.KDB), ortalama koroner sistolik
basing (Ort.KSB); izoproterenol uygulanmas: sonrast ortalama kalp hiz (Ort.izKH),'
ortalama koroner diyastolik basing (Ort.[IzKDB) ve ortalama koroner sistolik basing
(Ort.izKSB) olarak kullanildi. Daha sonra islem sonlandirilarak, sigan kalbinin yarisi

biyokimyasal belirleyicinin tayini i¢in, diger yarisi da patolojik inceleme i¢in ayrildi.

[zoproterenol (izoprenalin) beta-adrenerjik reseptorleri etkileyen en giiglil
sempatomimetik ilagtir. Belirgin vazodilator etkisi vardir. Beta-1 ve beta-2 adrenerjik

reseptorlerin her ikisine de ayni derecede giiglii etki eder. Etkinligi selektif degildir.
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izoproterenol uygulanmasi ardindan kalpte pozitif inotropik etki beklenir. Kalbin bu
pozitif inotropik etki altinda ne kadar hizlandig1 ise kalp fonksiyonu gostergesi olarak
kullamilmaktadir (48). Deneyde izoproterenol Img/ml de hazirlandi ve preparata kanal

sisteminden 100 ul verildi.
3.5 Biyokimyasal Belirleyici:

Langendorff perfiize sigan kalbi incelemesinin hemen ardindan sigan kalbi ikiye
bolinerek yanist hizlica donduruldu ve biyokimyasal olarak incelenene kadar
dondurulmusg halde tutuldu. Kalp dokusundaki MDA miktart Uchiyama ve Mihara
tarafindan tarif edilen yontemle tayin edildi (49). Dokular %1.15 KCI, % 0.001
bitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve %0.7 oraninda sodyum dodesil siilfat (SDS)
bulunan ¢ozeltide homojenize edildi. 0.5 ml homojenata 3 ml %1’lik H3PO4 ve 0.5ml
%67’ lik tiyo barbiturik asit (TBA) eklenerek vortekslendi. Kaynar su banyosunda 1|
saatlik inkiibasyondan sonra Orneklerin absorbansi 532nm de spektrometrede okundu.
Tetrametroksipropan standart olarak kullanildi ve sonuglar nmol/ml olarak hesaplandi.
Supernatandaki protein tayini Lawry metoduna goére yapildi. Sonuglar nmol/mgprotein

olarak ifade edildi.
3.6 Patolojik Inceleme:

Kalp biitlin olarak ¢ikarildiktan hemen sonra bir yarisi 1g1k mikroskopik
degerlendirme i¢in %10 luk formaldehid igine kondu. Materyal rutin takip isleminden
gegerek parafin bloklara gomiildii ve 4-5 mikron kalinliginda kesitler hazirlandi. Kesitler
hematoksilen-cozin ve fibrozisi degerlendirme ag¢isindan Masson-trikrom boya

yontemleri ile boyandi.

Elektron mikroskop degerlendirme i¢in kalp dokusundan alinan 1-2 mm ¢apinda
ornekler %3’ liik glutaraldehid tespitinden sonra %2'lik osmium tetroxide (Os0,) ile post

fiksasyona birakildi. Rutin takip islemlerinden sonra epon igine gdmiildii. Hazirlanan
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“ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanarak JEOL 1010 model elektron

mikroskopta incelendi.
3.7 Istatistiksel Yontem:

[statiksel hesaplamalarda SPSS bilgisayar programi, nonparametrik degerlerde
Fisher'in kesin ki-kare testi, parametrik degerlerde ise Kruskal Wallis analizi ile Mann
Whitney U testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi

Degerler ortalama olarak belirtildi.




4. BULGULAR

MRG'da ortalama kalp agirhg 267 £23 mg, ARG'da 248 +16 mg, KRG"da 253
+29 mg, KMG'da 242 +14 mg, KAG'da 252 43 mg, KG'da 247 £51 mg idi.
Gruplar arasinda sigan kalp agirhik degerleri agindan anlamli bir fark bulunamadi

(Tablo 1).

Tablo | : Gruplarin sigan kalp agirlik degerleri

Sican kalp agirhiklari (ortalama mg cinsinden)

MRG 267

ARG 248

KRG 253

MKG 242

AKG 252

KG 247
p >0.05

4.1 Langendorff perfiize sican kalbi:

MRG'da ortalama 228 +11 atim/sn, ARG'da 208 +5 atim/sn, KRG'da 212 +35
atim/sn, KMG'da 206 +52 atim/sn, KAG'da 164 +44 atim/sn, KG'da 240 +43 atim/sn
idi.



MRG da ortalama koroner diyastolik basing 116 +25 mmHg, ARG da o 75 +26
mmHg, KRG da 67 40 mmHg, KMG'da 76 +31 mmHg, KAG'da 52 +34 mmHg ,
KG'da 77 £35 mmHg idi.

MRG'da ortalama koroner sistolik basing 140 25 mmHg, ARG'da 89 129
mmHg, KRG'da 90 +42 mmHg, KMG'da 89 32 mmHg, KAG'da 66 +37 mmHg,
KG'da 87 +37 mmHg idi.

[zoproterenol uygulanmasi ardindan MRG'da ortalama kalp hizi 316 120
atim/sn, ARG da hizi 265 £35 atim/sn, KRG'da 291 £19 atim/sn, KMG'da 259 +76
atim/sn, KAG'da 257 +51 atim/sn, KG'da 345 £34 atim/sn idi.

izoproterenol uygulanmasi ardindan MRG'da ortalama koroner diyastolik basing
97 +38 mmHg, ARG da 57 +18 mmHg, KRG'da 61 +28 mmHg, KMG'da 71 +27
mmHg, KAG'da 42 +23 mmHg, KG'da 56 £9 mmHg idi.

[zoproterenol uygulanmast ardindan MRG'da ortalama koroner sistolik basing
120 +34 mmHg, ARG da 74 £22 mmHg, KRG da 85 +39 mmHg, KMG'da 85 +29
mmHg, KAG'da 58 31 mmHg, KG'da 66 +11 mmHg idi.

KRG ve KG arasinda ortalama kalp hizi degerleri ortalama koroner diyastolik
basing degerleri ve ortalama koroner sistolik basing degerleri arasinda istatiksel agindan
anlamli bir farkhlik yoktu (p>0.05). izoproterenol uygulanmasi ardindan ise ortalama
koroner diyastolik ve sistolik basing degerleri arasinda yine istatiksel agindan anlamli bir
farkliltk olmamakla birlikte (p>0.05) ortalama kalp iz degerleri arasinda istatiksel
agidan anlamli bir farkhilik meveuttu. KRG'nun izoprotenole yanit olarak kalp hizi
degerlendirildiginde (291 atim/sn), KG (345 atim/sn)  kadar hizlanmadign gozlendi
(p<0.05) (Tablo 2).



Tablo 2 : KRG ve KG'larinin Langendorff perflize sigan kalbi parametre degerleri

KRG KG p

"Ort.KH 212 240 >0.05
Ort.KDB 67 77 >0.05
Ort.KSB 90 87 >0.05
Ort.izKH 291 345 <0.05
Ort.izKDB 61 56 >0.05
Ort.izKSB 85 66 >0.05

Diger gruplart bu ag¢idan degerlendirdigimizde, ARG nin (274atim/sn) ise tipki

KRG gibi izoprotenole yamt olarak KG kadar hizlanmadigi gézlendi (p<0.05) (Tablo
3). MRG (316 atim/sn) ile KG arasinda istatiksel agidan bir fark yoktu (p>0.05) (Tablo
4). Sempatomimetik izoproterenol uyarisina cevaben ortalama kalp hizt KG “da en
yiiksek iken KRG ve ARG da ise diisiik idi. MRG ‘da ise KRG ve KG'nun arasinda bir
degerde Olgiildii.

Tablo 3 : ARG ve KG'larinin Langendorff perfiize sigan kalbi parametre degerleri

ARG KG p
Ort.KH 208 240 >0.05
Ort.KDB 75 77 >0.05
Ort.KSB 89 87 >0.05
Ort.1zKH 265 345 <0.05
Ort.izZKDB 57 56 >0.05

Ort.IzZKSB 74 66 >0.05
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Tablo 4 : MRG ve KG'larinm Langendorff perfiize sigan kalbi parametre degerleri

MRG KG p
“OrtKH 228 240 >0.05
Ort.KDB 16 77 >0.05
Ort.KSB 140 87 >0.05
Ort.izKH 316 345 >0.05
Ort.izKDB 97 56 >0.05
Ort.IzKSB 120 66 >0.05

4.2 Biyokimyasal Belirleyici:

MRG'da ortalama MDA 3.68 +0.92 nmol/mgprotein, ARG da ortalama MDA

3.30 +£1.18 nmol/mgprotein, KRG'da ortalama MDA 3.43 +0.52 nmol/mgprotein,

KMG'da ortalama MDA 3.37 +0.46 nmol/mgprotein, KAG'da ortalama 3.82 10.69

nmol/mgprotein, KG'da ortalama MDA 3.20 +£0.52 nmol/mgprotein idi.
MRG, ARG, KRG, KMG, KAG ve KG arasinda sigan kalp MDA degerleri
agisindan anlamh bir farklilik yoktu (p>0.05) (Tablo 5).

Tablo 5 — Gruplarin sigan kalp MDA degerleri

MDA (ortalama nmol/mgprotein cinsinden)

MRG
ARG
KRG
MKG
AKG
KG

3.68
3.30
343
3.37
3.82
3.20

p

>0.05



4.3 Patoloji:

4.3.1 Isitk Mikroskobu:

Isik mikroskobu ile kalp Ornekleri perikard, miyokard ve koroner damarlar
agisindan incelendi. Périkardda iltihap, 6dem ve fibroz arastinldi. KRG da perikardda
%50"ye ulagan fokal iltihap alanlarna rastlandi. RT uygulanmayan KG'da ise fokal
iltihap alant goriilmedi. RT uygulanan gruplar (MRG, ARG, KRG) arasinda perikardda
%50- %60 arasinda fokal iltihap alanlart mevcuttu (Sekil2). Ancak gruplar arasinda
istatistiksel agitdan bir fark yoktu (p>0.05). RT uygulanmayan gruplarda (KMG, KAG,
KG) ise fokal iltihap alanlart goriilme sikhign %0- %20 arasinda idi. Bu gruplar arasinda
da fokal iltihap alanlar goriilme sikligi agisindan bir fark yoktu ( p>0.05). Ancak RT
uygulanan gruplarla (MRG, ARG, KRG) RT uygulanmayan gruplar (KMG, KAG, KG)
arasinda fokal iltihap alanlari goriilme sikligt acisindan fark bulundu ( p<0.05).
Miyokard iltihap, intersisyel fibroz, miyofibrillerin birbirinden ayriimas), miyokardiyal
dejenerasyon, myokardiyal nekroz, ¢izgili kas yapisinin kaybi, kas liflerinde vakiiol ve
kapiller dilatasyon agisindan degerlendirildi. Bu histolojik goriinitimlerin higbirine
rastlanmadi.  Dolayisiyla RT uygulanan gruplarla (MRG, ARG, KRG) RT
uygulanmayan gruplar (KMG, KAG, KG) arasinda miyokard degisiklikleri agisindan
fark yoktu ( p>0.05). Koroner damarlarda endotel hiicre membraninda diizensizlik,
sitoplazmik sisme, tromboz ve kapiller duvarin yikimi aragtirildi. Bu histolojik
gortintimlerin higbirine rastlanmadi. Dolayisiyla RT uygulanan gruplarla (MRG, ARG,
KRG) RT wuygulanmayan gruplar (KMG, KAG, KG) arasinda koroner damar
degisiklikleri agisindan bir fark yoktu ( p>0.05).



Sekil 2: HE X 200 ve Masson trikrom X 200. Perikardda IenfoplaémOSite

hiicreler




4.3.2 Elektron mikroskop:

Elektron mikroskop incelemesinde, tiim gruplarda degerlendirilen kalp kas
hiicrelerinde mitokondrial yapilarin normal oldugu, ve 6deme bagh genisleme, krista
kaybi, kristaloid olusumu gibi 6zel patolojik bulgular igermedigi saptandi. Benzer
sekilde hiicrelerde myioﬁbril yaptlarinin korundugu ve myofibril kaybi, pargalanma,
vakuolizasyon gibi dejeneratif degisiklikler igermedigi gozlendi. Ayrica interstisyel
alanlarda fibrozisi destekleyebilecek kollajen artisi mevcut degildi. Orneklere ait
kesitlerin tiimiinde damar yapisi temsil edilmedigi i¢in damar endotel hiicreleri hakkinda

gruplar arasinda bir degerlendirme yapilamadi.



5. TARTISMA

Amifostin 6zellikle titkriik bezinde iyi bir koruma saglayarak agiz kurulugunu
azaltir. Bas-boyun kanserlerinin RT'sinde profilaktik olarak kullanilan amifostinin
radyasyonun akut etkisi olan oral mukoziti ve ge¢ donemde de agiz kurulugunu azalttig

gosterilmistir (13-15) .

Barsak iginlamalarinda da amifostinin uygulanmasinin  barsak mukozasini
korudugu gosterilmistir. Ben-Josef ve ark.'nin bir g¢alismasinda radyasyonun geg
etkilerinden olan rektal hasarin 6nlenmesinde amifostinin etkilerini degerlendirilmis ve
1500-2500 mg amifostin uygulanmasmin rektal hasar semptomlarini azalttifini

bildirilmistir (16).

Kemik 1simlamalarinda, RT 6ncesi amifostin uygulanmasinin kemik biiyiimesini

korudugu gosterilmistir (17).

Ayrica amifostinin hepatotoksisite olusumunu azalttig1 da bilinmektedir. Symon
ve ark. karaciger 1ginlamalarinda amifostin uygulanmasinm hepatositleri RT hasarindan

korudugunu gostermislerdir (12).

RT ye bagl kronik donemde olusan kardiyak hasara kargi amifostinin koruyucu
etkileri de aragtirilmigtir. Kruse ve ark. ¢alismalarinda amifostinin, kardiyak RT den 6
ay sonra incelenen sigan kalplerinde, RT ye bagli gelisen histopatolojik degisiklikleri
(interstisyel ve perikardiyal fibrozis) ve kardiyak fonksiyonlardaki bozulmay: onledigini

gostermislerdir (20). Tokath ve ark. da RT'ye bagl kronik donemde olusan kardiyak



hasart onlemede amifostinin roliinii incelemiglerdir. RT ye bagl gelisen miyokardiyal
dejenerasyonu, koruyucu olarak amifostin alan grupta anlamli olarak az oldugunu

gozlemiglerdir (21).

Bizim ¢alismamizda ise KRG ve KG arasinda biyokimyasal belirte¢ olarak
MDA ve patolojik aéndan ise elektron mikroskop incelemeleri degerlendirildiginde
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Istk mikroskobu incelemelerinde KRG da
perikardda fokal iltihap alanlari gozlemledik. Literatiirde akut dsnemde RT nin perikard
iizerine etkilerini inceleyen 3 ayri ¢alismada da fokal iltihap alanlari saptanmistir (45-46,
50). Bizim ¢alismamiz da perikarda RT ye baglt iltihap alanlarinin gozlenmesi literatiirle
uyumludur. Ancak, amifostinin kalbi RT hasarindan korumas: agisindan galigmamizi
degerlendirdigimizde, ARG ile KRT arasinda perikardda fokal iltihap goriilme siklidi
agisindan bir fark olmadigini gordiik. Caligmamizda RT nin akut etkilerinden korunma
agisindan amifostinin perikardiyal fokal iltihap gelisimini engellemede koruyuculugunun

olmadig: sonucuna vardik.

Kalp fonksiyonlar1 agisindan inceledigimizde KRG ve KG arasinda ortalama
kalp hiz1 degerleri, ortalama koroner diyastolik basing degerleri ve ortalama koroner
sistolik basing degerleri arasinda istatiksel agindan anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05).
Izoproterenol uygulanmasi ardindan ise ortalama koroner diyastolik basing degerleri ve
ortalama koroner sistolik basing degerleri arasinda yine anlamli bir farklilik olmamakla
birlikte (p>0.05), ortalama kalp hiz1 degerleri arasinda anlamli bir farklilik mevcuttu.
KRG nun (291 atim/sn), izoprotenole yanit olarak kalp hizi degerlendirildiginde, KG
(345 atim/sn) kadar hizlanmadigi gozlendi. Langendorff perfiize sigan kalbi ile
degerlendirdigimiz kalp fonksiyonlari agisindan RT'ye bagh akut kardiyak hasar,
izoprotenole yanit olarak kalp hizindaki artigin diismesi seklinde gozlendi. ARG ve KG
degerlendirildiginde, ARG'nun tipki KRG gibi izoprotenole yanit olarak KG kadar
hizlanmadigi gozlendi. Caligmamizda RT'nin akut etkilerinden korunma agisimdan,
sempatomimetik uyarana yamit olarak kalp hizindaki artis degerlendirildiginde

amifostinin koruyuculugunun olmadig1 sonucuna ulagildu.
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Literatiirde, antioksidan maddelerin organizmay: toksik ajanlardan korudugunu

gosteren bir ¢ok ¢alisma meveuttur (28,51).

Antioksidan ozelligi sayesinde melatonin organizmay: etanol, kadminyum ve
fosfin gibi bazi toksik ajanlardan korur. El-Sokkary ve ark. kronik etanola magruz kalan
Spraque-Dawley siganlarinda melatonin uygulamiglardir. Daha Once antioksidan
maddelerin etanol toksisitesini lipid peroksidasyonunu azaltarak hepatik yag birikimini
kismen giderdigi bilinmekteydi (28). Kronik etenola maruz birakilan Spraque-Dawley
siganlarina melatonin uyguladiklarinda, beyin, kalp, testis ve akcigerlerde etanol
toksisitesi sonucu olusan lipid peroksidasyon iirlinlerinin azadigim gérmiiglerdir (28).
Karbownik ve ark. kadminyumun lipid peroksidasyonu yoluyla beyin, kalp ve akcigerde
olusturdufu hasari melatoninle azaltmanin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.
Kadminyum toksisitesi lipid peroksidasyonu ile olugmaktadir. Kadminyum uygulanan
hamsterlere melatonin uygulanmasimim ise beyin, kalp ve akcigerde olusan lipid
peroksidasyonunu azaltigim géstermiglerdir (22). Hsu ve ark. zararli boceklerden
tarlalart korumak amagh kullamlan fosfin toksisitesini azaltmak igin melatonin
uygulanmasinin yararint incelemislerdir. Bobrek ve kalp, toksisiteye bagli olarak artan
lipid peroksidasyon iiriinii MDA, melatonin uygulanimiyla anlamli olarak diismiistiir.
Antioksidanlardan dokulart koruyan antioksidan enzimler ise, etanole bagh azalirken,

etanolle birlikte melatonin uygulandiginda artmiglardir (29).

Kemoterapotik ilaglar kanser tedavisinde siklikla uygulanirlar. Ancak bu ilaglar
ayni zamanda organizmaya toksik etki de gosterirler. Bunlardan bazilari toksisitesini
serbest radikal olusturarak saglar. Morishima ve ark. doksorubisine bagl kardiyak
hasarin  6nlenmesinde melatoninin  etkisini arastirmiglardir  (30). Melatonin ve
doksorubisin birlikte uyguladiklarinda, sadece doksorubisin uygulanan Spraque-Dawley
siganlara gore, kalbin viicut agirligina orani artmistir. Arteryal kan akiminda, kardiyak
fonksiyonlar1 gosteren sol ventrikiil fraksiyonel kisahminda anlamli olarak bir fark
olmamakla birlikte, lipid peroksidasyonu doksorubisin uygulanan grupta, melatoninle

birlikte doksorubusin uygulanan gruba oranla anlaml bir yiikselme tespit edilmistir.



Elektron mikroskobisiyle kalbi incelediklerinde ise melatoninle birlikte doksorubys;
uyguladikiar grup kontrol grubuyla neredeyse ayirt edilemezken kadar benzesirken, tek"
bagina doksorubisin uyguladiklart grupta belirgin miyokardial lezyonlar goriilmiigtiir
(30). Xu. ve ark da doksorubusin kardiyotoksisitesine kars1 melatonin uygulanuslardir.
Doksorubusin tek basina verildiginde viicut agirhginda kontrol grubuna gore diigsmeye
sebep olurken, dokslorubusine melatonin  eklenmesi bu diigtigti  azaltmamistir.
Doksorubusine baglt sol ventikiiler sistolik ve diyastolik basinglarin, arteryel sistolik ve
diyastolik basinglarin ve kalp hizinin diistiigii goriilmustiic. Ancak doksorubusinle
birlikte melatonin uygulandiginda sol ventikiiler sistolik ve diyastolik basinglarin,
arteryel sistolik ve diyastolik basinglarin ve kalp hizinin dismedigini saptayarak
melatonin kalp fonksiyonlarini doksorubisinin toksik etkisinden korudugu sonucuna

ulagmislardir (31).

Agapito ve ark. doksorubisine bagl serbest radikallerin etkisiyle beyin, kalp ve
bobrekte olusan MDA ile temsil ettikleri lipid peroksidasyon iirtinlerinin melatonin

varliginda azaldigint gdstermislerdir (32).

Timor hiicre kultiirlerinde ve tiimor hiicreleri ekilen hayvanlarda doksorubisin
ile birlikte melatonin verildiginde antitiméral etkinin arttigini gosteren ¢aligmalar kanser
tedavisinde melatoninin giivenle kullanilabilecegini 6n goérmektedir. Granzotto ve ark.
sigan losemi P 388, meme adenokarsinom MCF-7, kolon karsinom LoVo ve normal
meme epitelyal HBL-100 hiicre kiiltiirlerinde meletoninin, doksorubusin sitotoksisitesi
tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Melatonin sigan 16semi P 388 hiicre kiiltliriinde
doksorubusin direncini, doza bagimh olarak arttirmistic (33). Wahap ve ark. Ehrlich
asitli karsinom hiicre kiiltiirli ekilmis Swiss albino farelerinin bir grubuna doksorubusin
uygulayip, dokdorubusin ve melatonin uyguladiklart diger grupla kargilagtirmislardir.
Doksorubisinin tek basina uygulandigi grupta MDA artarken, melatonin doksorubusine
eklendiginde MDA miktari diismiistiir. Antitimoral etkinligi degerlendirmek amaciyla
sag kalan hayvanlarin yiizdesi ve ortalama yasam siireleri kargilagtirildiginda,

doksorubusinle birlikte melatonin uygulamasinin, tek basina melatonine oranla hem sag



kalan hayvanlarin yiizdesinde hem de ortalama yagsam siiresinde amsy:sag digt
izlenmistir (34). Kothari ve ark.'min yaptiklari ¢aligmada ise tamoksifen ile birlikte

melatonin verildiginde antitiméral etkinin arttig) gosterilmistir (35).

RT hasarma kargi melatoninin koruyucu etkisini inceleyen galigmalar de
mevcuttur. Yavuz ve ark. biiylimekte olan siganlarda, RT"ye bagl epifizyel hasart ve bu
hasar1 onlemede melatoninin etkilerini incelemislerdir. RT éncesi koyucu olarak
melatonin uygulanan siganlarda epifizyel hasarin ve buna bagli olarak kemik kisaliginmn
daha az oldugunu gstermislerdir (50). Vijayalaxmi ve ark. tiim viicut RT sinden sonra
sag kalim oranlarini arastirnuslar ve RT 6ncesi melatonin uygulanan farelerde sag kalim
oranlarinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (52). Kog ve ark. ise, radyoprotektor
olarak melatonin kullanimi ardindan yapilan 1sinlamalarda, melatonin uygulanmayan
siganlara oranla MDA, siiper oksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksitaz enzim

seviyelerinin daha yiiksek oldugunu saptamiglardir (53).

Bizim c¢aligmamizda ise KRG ve KG arasinda biyokimyasal belirteg olarak
MDA, patolojik agidan ise elektron mikroskop incelemeleri degerlendirildiginde gruplar
istatistiksel ~ olarak farkli olmadigindan, RT'ye bagh akut kardiyak hasar
degerlendirilmesinde  yararlantlamamistir.  Patolojik  olarak istk  mikroskopu
incelemelerinde KRG da perikardda fokal iltihap alanlarina rastlandi. Ancak MRG ile
KRT arasinda perikardda fokal iltihap goriilme sikhig agisindan bir fark yoktu.
Dolayistyla melatoninin RT nin akut etkilerinden korunma agisindan, perikardiyal fokal

iltihap goriilmesi ile akut koruyuculugunun degerlendirilemeyecegi sonucuna ulagildt.

Kalp fonksiyonlart degerlendirildiginde KRG nun izoprotenole yanit olarak kalp
hiz1 291 atim/sn iken, KG 345 atim/sn olup daha fazla hizlanmasi v€ iki grup arasindaki
farkin anlamh idi. Béylelikle Langendorff perfiize sigan kalbi ile kalp fonksiyonlan
agisindan RT'ye bagh akut kardiyak hasar, izoprotenole yanit olarak kalp hizindaki
artisin diigmesi seklinde gozlendigini saptamistik. Melotoninin koruyuculugunu bu

acidan degerlendirdigimizde, MRG ile KG arasinda istatistiksel agidan bir fark yoktu.



Sempatomimetik izoproterenol uyarisma yanit olarak ortalama kalp hizs KG “da en
yikksek iken KRG ve ARG'da diisiik seviyede idi. MRG ‘da ise KG ve KRG arasinda
bir degerde olgiildii. Sempatomimetik uyarana yanit olarak kalp hizindaki artig
degerlendirildiginde MRG'nun KG'dan istatistiksel agidan farkli olmayip hatta KG'na
en yakin degerde olmasi gozlemi ile, melatoninin - RT'nin akut etkilerinden kalbi

korudugu sonucuna ulasildi.

RT'ye bagl akut olarak perikardda iltihap goriilmesi iyi bilinen klinik bir durum
olup sonuglarimiz literatiirle uyumludur. RT sonrast melatoninin ve amifostinin belirgin
radyoprotektdr etkisi ortaya ¢ikmadi. RT ye bagh kronik kardiyak toksisite modelinde
melatonin ve amifostinin radyoprotektdr etkisini inceleyen uzun siireli ¢ahigmalarda,

patolojik olarak radyoprotektdr etkinin gézlenebilecegi dngoriilebilir.

Bu calismada RT nin akut kardiyotoksik etkisini fonksiyonel, biyokimyasal ve
patolojik yontemlerle inceledik. Kalp fonksiyonlart dikkate alindiginda, melatoninin
RT den 20-30 dak. once uygulandiinda izoproterenol stresi altinda kalbin hizlanma
fonksiyonunu korudugu gozlendi. Her ne kadar RT uygulanmayan grubun kalp hizi
degerlerine ulasmasa da ARG'nun tersine KG'dan anlamli olarak farkhligt da
bulunamadi. Boylece melatoninin RT'nin akut kardiyak yan etkilerine karst
radyoprotektdr olarak etkili oldugu gosterildi. Ancak ayni radyoprotektdr etki amifostin
igin gegerli degildi. RT'ye bagh kronik kardiyak toksisite ile ilgili melatonin ve
amifostinin radyoprotektdr etkisini inceleyen galismalar devam etmektedir. Melatoninin
insanlarda klinik olarak da radyoprotektor etkilifini gosteren yeni c¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Radyoterapiye bagl akut kardiyak hasar, Langendorff perfiize sican kalbi
diizenegi ile kalp fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde, izoprotenole yanit
olarak kalp hizindaki artigin RT alan siganlarda daha diigiik olmasi seklinde
gozlendi. Patolojik olarak ise 15tk mikroskobu incelemelerinde, perikardda fokal
iltihap alanlar seklinde tespit edildi.

Langendorff perfiize sigan kalbi diizenefi ile kalp fonksiyonlarmm
degerlendirilmesinde ortalama kalp hizi degerleri, ortalama koroner diyastolik
basing degerleri ve ortalama koroner sistolik basing degerleri ile RT ye bagh
akut kardiyak hasar belirtileri gdsterilemedi..[zoproterenol uygulanmasi sonrasi
ortalama koroner diyastolik basing degerleri, ortalama koroner sistolik basing
degerleri incelemeleri ile RT'ye bagh akut kardiyak hasar belirtileri
gosterilemedi. Biyokimyasal belirte¢ olarak MDA diizeyleri degerlendirmeleri
ile RT ye baglh akut kardiyak hasar belirtileri gosterilemedi. Patolojik agidan ise
elektron mikroskop incelemeleri ile RT"ye bagli akut kardiyak hasar belirtileri

gosterilemedi.

. Langendorff perfiize sigan kalbi diizenegi ile kalp fonksiyonlarinin

degerlendirilmesinde, izoprotenole yamit olarak kalp hizindaki artism KG
degerlerine ulasmamasi, patolojik olarak ise 1stk mikroskobu incelemelerinde,
perikardda fokal iltihap alanlari izlenmesine bakilarak RT nin akut etkilerinden
kalbi korunma agisindan amifostinin koruyuculugu olmadig: gosterildi.

Langendorff perfize sican kalbi diizenegi ile kalp fonksiyonlarmn

degerlendirilmesinde, MRG'da izoprotenole yanit olarak kalp hizindaki artisin



KG degerlerinden farklt olmamasina bakilarak RT nin akut etkiieri ,
korunmast agisindan melatoninin koruyuculugu oldugu gosterildi.
Patolojik olarak ise 1gtk mikroskobu incelemelerinde, perikardda fokal iltihap
alanlart izlenmesine bakilarak RT nin akut etkilerinden kalbi korunma agisindan
melatoninin koruyuculugunun olmadigi gézlendi.

Radyoterapiye bagh kronik kardiyak toksisite ile ilgili melatonin ve amifostinin
radyoprotektor etkisini inceleyen ¢alismalara ve melatoninin insanlarda klinik

olarak da etkinligini gosteren yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.



8. OZET

RADYOTERAPIYE BAGLI KARDIAK HASARIN ONLENMESINDE
AMIFOSTIN VE MELATONIN'IN ETKILERI

RT'ye bagh kardiyak hasar iyi bilinen bir klinik durumdur. Serbest radikalleri
temizleyen bir radyoprotektér olan amifostinin normal hiicreleri iyonizan
radyasyondan korudugu bir g¢ok dokuda gosterilmistir. Kronik doénemde de
amifostinin  kardiyoprotektdr etkisi gosterilmistir. Bir diger serbest radikal
temizleyicisi olan melatonin de normal hiicreleri iyonizan radyasyondan korudugu
kalp hari¢ bir ¢ok dokuda gosterilmistir. Bu ¢alismanin amact amifostin ve
melatoninin radyasyona bagli akut kardiyak hasara karsi kardiyoprotektor etkisini

degerlendirmektir.

Sigan kalpleri: 1. kardiyak fonksiyonlar, 2. oksidatif hasarm biyokimyasal
belirteci, 3. patolojik degisiklikler acisindan incelenerek gerceklestirildi. Siganlar
her grupta altt sigan olacak sekilde alti gruba ayrildi. Grup 1'e 10 mg/kg melatonin,
grup 2'ye 200 mg/kg amifostin, grup 3’e serum fizyolojik enjekte edildi. Simiilasyon
yapildiktan sonra, grup 1, 2 ve 3’e enjeksiyonu takip eden 30 dak. iginde 20 Gy
kardiyak RT tek fraksiyonda uygulandi. Grup 4'e 10 mg/kg melatonin , grup 5'e
200 mg/kg amifostin, grup 6'ya serum fizyolojik enjekte edildi. Ancak simiilasyon

yapildiktan sonra, grup 4, 5 ve O6'ya enjeksiyonu takiben kardiyak RT
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uygulanmayarak, kontrol gruplari olarak birakildilar. Kardiyak fonksiyonlar
degerlendirmek igin Langendorff perfiize sigan kalbi metodu uygulandi. Kalp hizi,
koroner sistolik ve diyastolik basimnglar &lgiildii. Sempatomimetik uyaran olan
izoproterenol enjeksiyonunu takiben  kalp hizi, koroner sistolik ve diyastolik
basinglar tekrar  Olglildii  Oksidatif hasara baglt  biyokimyasal belirteci
degerlendirmek igin siganlarin kalp dokusunda bulunan MDA degerleri 6lgiildii.
Patolojik degisiklikleri incelemek igin sigan kalp dokusu 151k mikroskobu ve elektron

mikroskobu ile degerlendirildi.

Sempatomimetik uyaran izoproterenole bagli artan kalp hizt RT sebebiyle, KG
degerlerine gore digiiktii. Istk mikroskobunda ise fokal perikardiyal iltihap
alanlarina rastlandi. Ancak RT sonrasi kalp hizi, koroner sistolik ve diyastolik
basinglar, sempatomimetik uyaran izoproterenol enjeksiyonu sonrast koroner sistolik
ve diyastolik basinglar, MDA degerleri, elektron mikroskop degerlendirilmesi
degismedi. RT Oncesi amifostin uygulanmasi izoproterenole enjeksiyonu sonrasi
kalp hizindaki RT'ye bagli diismeyi ve isik mikroskobunda gozlenen fokal
perikardiyal iltihap alanlarma rastlanmasini degistirmedi. RT Oncesi melatonin
uygulanmas! 151tk mikroskobunda gozlenen fokal perikardiyal iltihap alanlarina
rastlanmasini  degistirmedi. Ama RT oncesi melatonin uygulanmasiyla
sempatomimetik uyaran izoproterenol sonrasi artan kalp hizinda RT nedeniyle

diisme olmadi.

Bu ¢alisma sonucunda RT 6ncesi uygulanan amifostinin akut kardiyak hasar:
engellemedigi ancak melatonin uygulamasinin kardiyak hasari 6nleyebilecegi

diistiniilmektedir.



9. SUMMARY

THE EFFECTS OF AMIFOSTINE AND MELATONIN AGAINST
RADIOTHERAPY INDUCED CARDIAC TOXICITY

Radiation induced cardiac injury is well known clinical entity.  The
radioprotectant free-radical scavenger amifostine has been demostrated to protect
normal cells from ionizing radiation in many tissues. In chronic phase,
cardioprotective effects of amifostine has been demostrated as well. The another
free-radical scavenger melatonin has been demostrated to protect normal cells from
ionizing radiation in many tissues also, but cardiac tissue. The aim of this study was
to investigate the acute cardioprotective effects of amifostine and melatonin against

radiation induced cardiac injury.

We evaluated heart of rat: 1. cardiac functional change, 2. biochemical
determination of oxidative damage, 3. pathological changes. Rats were divided into
six grups that each grup containing six rats. Group 1 was injected 10 mg/kg of
melatonin, group 2 was injected 200 mg/kg of amifostine, group 3 was injected
sodium chloride 0.9%. After simulation, following a 30 min-period 20 Gy cardiac

irradiation was given to groups 1, 2 and 3 in single fraction. Group 4 was injected 10
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mg/kg of melatonin, group 5 was injected 200 mg/kg of amifostine, group 6 was
injected sodium chloride 0.9%. But after simulation, cardiac irradiation was not
given to groups 4, 5 and 6 and they are reserved as control groups. To evaluate
cardiac fuctional change, method of Langendorff perfused rat heart is performed.
Heart rate, coranary systolic and diastolic pressures were measured. Following
isoproterenol injection as a sympathomimetic stimulant, heart rate, coranary systolic
and diastolic pressures were measured again. To evaluate biochemical determination
of oxidative damage, MDA was measured in cardiac tissue of rats. To evaluate
pathological changes, cardiac tissue of rats were examined by light microscope and

electron-microscope.

RT resulted in decrease of increased heart rate by sympathomimetic stimulant
isoproterenol injection and pericardial focal inflamation areas in hearts of rat by light
microscope according to KG. But RT did not result changes at heart rate, coronary
systolic and diastolic pressures, coronary systolic and diastolic pressures by
sympathomimetic  stimulant isoproterenol injection, MDA levels, electron
microscopic evaluation. Amifostine administration prior to RT not changed in
decrease of increased heart rate by isoproterenol injection and evaluation of
pericardial focal inflamation areas in hearts of rat by light microscope. Melatonin
administration prior to RT not changed in evaluation of pericardial focal inflamation
areas in hearts of rats by light microscope as well. However there was not decrease
of increased heart rate by sympathomimetic stimulant isoproterenol injection caused

by RT that were pretreated with melatonin.

The data obtained in this study suggest that amifostine administration prior to RT
not prevent cardiac damage, but melatonin administration prior to RT may be

beneficial to prevent cardiac damage.
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