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OZET

Shahzadi, Andleeb (2014). Siprofloksasin’in Si¢anlarda Doksorubisinin
Farmakokinetigine Etkisi: CYP1A1, CYP1A2, CYP2J3 Ve CYP3A1l Genlerinin Rolii.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi

Farmakoloji Anabilim Dal1. Doktora Tezi. Istanbul.

Amag¢: Bu calismada Dokso ile Sipro arasindaki etkilesim, Dokso plazma
konsantrasyonu, hepatik ve kardiyak CYP1Al, CYP1A2, CYP2J3 ve CYP3Al
enzimlerinin mRNA ekspresyonlari, kardiyak fonksiyonlar ve cTnl plazma seviyeleri

Olciilerek degerlendirildi.

Materyal ve Metod: Yetiskin erkek Sprague Dawley siganlara Dokso ve/veya
Sipro akut ve 3 hafta kronik olarak uygulandi. Dokso ve cTnl plazma seviyeleri ELISA
yontemi kullanilarak olgiildii. Kalp fonksiyonlari Langendorff teknigi kullanilarak
degerlendirilirken, kalp ve karacigerdeki CYP1Al, CYP1A2, CYP2J3 ve CYP3ALl gen

ekspresyonlari real time-PCR kullanilarak 6l¢iildii.

Bulgular: Dokso’nun plazma konsantrasyonu Sipro ile akut ve kronik
uygulamalarda disik dozda % 26,8 - % 23,5, yiksek dozda % 16,4 - % 14,3
oranlarinda anlamli olarak yiikseldi. cTnl plazma seviyelerinde akut ve kronik ilag
tedavisi uygulanan gruplarda kontrole gore % 137-% 248 arasi oranlarinda anlamli artig
saptand1 (p <0,0001). Ikili ¢arpan kalp fonksiyon degerleri tiim tedavi gruplarinda
kontrole gore % 33 ile % 70 oranlarinda azaldi. Karacigerde Dokso ve/veya Sipro ile
CYP1A2 ve CYP2J3 gen ekspresyonlar: akut ve kronik uygulamalarda azaldi, CYP3A1
ekspresyonu ise akut uygulamada artt1 (p<0,05). Kalpte Dokso ile CYP2J3, CYP1A2 ve
CYP3A1 gen ekspresyonunu anlamli bir sekilde artarken Sipro ile azaldi1 (p<0,05) .
Sipro’nun varliginda daha da azaldi. Dokso ile tedavi edilen siganlarda goriilen diyare,
istahsizlik, viicut, kalp, dalak ve testis agirliklarindaki azalma, gibi etkiler Sipro

verildiginde belirgin olarak diizeldi.

Sonug: Bu calismada Dokso’nun kardiyak hasarlarin biyomarkeri: cTnl plazma
diizeylerini doza bagl olarak artirdigini, Sipro’nun da ayni yonde etki gosterdigini

saptadik. Dokso ile azalan kalp fonksiyonlar1 (kalp atim hizi, sol ventrikiil basinci ve



Xviii

ikili carpan degerleri). Bu arastirma Sipro ile Dokso etkilesimini degerlendiren ilk

calismadir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisinin, Kardiyotoksisite, Siprofloksasin ve ilag
flag Etkilesim

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 29224.
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ABSTRACT

Shahzadi, Andleeb (2014). Effect of ciprofloxacin on the pharmacokinetics of
doxorubicin: The role of: CYP1Al, CYP1A2, CYP2J3 and CYP3ALl in rat model.
Istanbul University, Institute of Health Sciences, Medical Pharmacology, Cerrahpasa
Faculty of Medicine. Doctorate (Ph.D.) Thesis. Istanbul.

Objective: The present study was designed to investigate the interaction
between Doxorubicin (DOX) and Ciprofloxacin (CIP) along with estimation of DOX
plasma concentration, hepatic and cardiac CYP1A1, CYP1A2, CYP2J3 and CYP3Al
MRNA expression, cardiac function and cTnl plasma levels.

Materials & Methods: Adult male Sprague Dawley rats followed 3-week
administration of DOX and/or CIP in chronic and acute manner. The DOX and cTnl
plasma levels were measured by using enzyme-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
technique. Cardiac functions were assessed by Langendorff technique, cardiac and liver
CYP1A1, CYP1A2, CYP2J3 and CYP3AL gene expression were determined by real
time PCR.

Results: The DOX plasma concentration was increased by 26.8 - 23.5 % (low
dose) and 16.4 - 14.3 % (high dose) after the addition of CIP in both the acute and
chronic groups. All the treated groups, following acute or chronic dose protocol showed
significant increase of 137 to 248 % in cTnl plasma level than that of control (p<
0.0001). Double product data showed an overall decrease (33-70%) in cardiac functions
of chronic group. The administration of DOX and/or CIP following acute and chronic
dose protocol showed decreased hepatic CYP1A2 and CYP2J3 whereas, acute group
showed an increase in CYP3AL liver gene expression (p<0.05). DOX significantly
increased the cardiac CYP2J3, CYP1A2 and CYP3A1l gene expression and was
decreased with the addition of CIP (p<0.05). The rats treated with DOX showed
diarrhea, lack of appetite, body, heart, spleen and testis weight loss, these effects were
significantly improved with addition of CIP.

Conclusion: Cardiac injury biomarker cTnl levels were increased after the
addition of DOX, similar trend was observed with CIP. The heart functions (heart rate,
left ventricular pressure and double product) were reduced by DOX, while the addition
of Cipro rigorously decreased these functions. This is the first research showing the
interaction between DOX and CIP.
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Key Words: Cardiotoxicity, Ciprofloxacin, Doxorubicin and Drug-Drug
Interaction

This Project was funded by Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
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1. GIRIS VE AMAC

Kanserin farmakolojik tedavisi tibbi tedavinin en zor konularindan biridir.
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ilaglarin birgok yan etkisi vardir. Her ne
kadar bu yan etkilerin ¢ogu ilacin kendi toksisitesi ile iligkili olsa da ilag etkilesimleri de

bu yan etkilerin ortaya ¢ikmasina ya da siddetlenmesine neden olabilir.

Doksorubisin (Dokso) bir¢cok neoplastik hastalik ve kanser tiiriiniin tedavisinde
genig kullanim alanina sahip bir kemoterapdtiktir (Arcamone ve ark. 1969). Buna
ragmen klinik kullanimi, doza bagl kardiyotoksisitesi ve ndtropeni nedeniyle kisithidir
(Yeh ve ark. 2007). Dokso’ya bagl kardiyotoksisite, 6zellikle kronik uygulamalarda
kardiyak fonksiyon bozuklugunun gelismesine sebep olmaktadir (Simoncikova ve ark.
2008). Bu nedenle Dokso tedavisi goren hastalarin kardiyak fonksiyon bulgularimin

goriintiilenmesi 6nerilmektedir (Aiken ve ark. 2009).

Kardiyotoksisite gecici kan basinct degisikligi, aritmiler, sol ventrikiiler
disfonksiyon veya konjestif kalp yetmezligine yol acabilecek miyokardiyal
iskemi/enfarktiis gibi ciddi hayati tehlike olusturan bozukluklara sebep olabilir (Shakir
ve Rasul 2009). Bu bozukluklar kemoterapi uygulanma siirecinde ortaya ¢ikabildigi gibi
hemen sonrasinda da, bazense birka¢ giin i¢inde veya birka¢ hafta i¢cinde kendini
gosterebilir. Ancak bazi durumlarda aylar hatta yillarca fark edilemeyebilir. Dokso’ya
bagl toksisitenin molekiiler yapist kompleks bir yapiya sahiptir. Bunlar serbest
radikallerin artis1 (Zhang ve ark. 2009), lipid peroksidasyonu (Hrelia ve ark. 2002),
kardiyo-miyosit apoptozisi (Andrieu-Abadie ve ark. 1999; Konorev ve ark. 2002),
kalsiyum dinamiklerinde degisiklikler (Solem ve ark. 1994), mitokondride abnormalite
(Zhou ve ark. 2001; Lebrecht ve ark. 2003), kardiyak iyonlarin degismesi (Kawasaki ve
ark. 1996; Tokarska-Schlattner ve ark. 2006; 2005), DNA’da geri doniisii olmayan
hasar (Gewirtz 1999) ve varsayilan bagska mekanizmalar dahil olmak {izere gogunlukla

hiicresel ge¢is yolaklaridir. Mekanizmanin patogenezi tam olarak bilinmemektedir.

Dokso’ya bagli kardiyotoksisitenin erkek sicanlarda CYP450 kardiyak
enzimlerini modiile ettigi belirtilmis ve bu enzimlerin kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezindeki roli arastirilmistir (Roman 2002; Elbekai ve El-kadi 2006). Yapilan
yeni bir ¢calisma H9C2 hiicrelerinde ¢oklu CYP genlerinin ekspresyonu oldugunu ortaya
koymustur. Bu genlerin sican kalbindeki seviyeleri biiylikten kiiciige CYP1B1,



CYP2B1, CYP2J3, CYP1Al, CYP2C11, CYP2C23, CYP2EL, CYP1A2 ve CYP2B2
olarak siralanir (Zordoky ve El Kadi 2007).

Dokso tedavisi genellikle ¢oklu, uzun siiren notropeniye ve dolayisiyla
bakteriyel enfeksiyon riskinin artmasina sebep olur (Crawford ve ark. 2004). Hayati
tehlike yaratan enfeksiyonlara neden olabilecek notropeni, antikanser ilaglarinin en
onemli hematolojik yan etkisidir ve bu durum kanser tedavisinin etkilerini geciktirebilir.
Dolayisiyla son on yildir florokinolonlarin, kemoterapiye bagli nétropeni
profilaksisinde kullanimi giderek artmigtir. Florokinolonlarla tedavi edilen notropenili
1408 hastanin meta-analizlerinde, gram negatif bakteriyel enfeksiyonlarin ve total

enfeksiyonlarin goriilme sikliginin gozle goriiliir derecede azaldigi belirtilmistir (Engels

ve ark. 1999).

Siprofloksasin (Sipro), florokinolon grubundan sik¢a kullanilan genis-
spektrumlu bir antimikrobiyal ajandir. Sipro, Dokso ve epuribisinin etkisini artirarak
insanlarda kolorektal, mesane ve prostat kanserini engeller (Aranha ve ark. 2003;
Gurtowska ve ark. 2010; Herold ve ark. 2002; Van Weert ve ark. 2006). Buna ragmen
son caligmalar, karaciger ve kalp toksisitesinin Sipro kullanimi ile iligkili oldugunu
ortaya koymaktadir (Adikwu ve Brambaifa 2012). Hayvan ¢alismalarinda oldugu gibi
klinik uygulamalarda da Sipro’ya bagli kardiyotoksitenin QT, QTC araliinda ve
aksiyon potansiyelinde belirgin uzamaya sebep oldugu gosterilmistir (Knorr ve ark.

2008; Prabhakar ve Krahn 2004).

Dokso CYP2D6, CYP3A4 ve p-glikoproteinin substratidir. Sipro p-
glikoproteininin substrat1 (Park ve ark. 2011), CYP1A2 izoenziminin giiglii, CYP3A4
izoenziminin ise zayif inhibitoriidiir (Badyal ve Garg 2000; Jerling ve ark. 1994). Bu
etkilere bagli olusacak farmakokinetik etkilesim nedeniyle, ayr1 ayri verildiklerinde dahi
kardiyotoksisiteye neden olan Dokso ve Sipro’nun birlikte kullanildiklarinda
olusturabilecekleri kardiyotoksisitenin incelenmesi yararli olacaktir.

Ozetle polifarmasiyle tedavi edilen kanser hastalarinda, ilag etkilesimi riski
yiiksektir. Kemoterapi esnasinda hastanin, immunsiipresyonla birlikte degisik
enfeksiyonlara olan duyarliligi artmaktadir. Sipro bu tip enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilir. Biz bu caligmamizda, yetiskin erkek sicanlarda Sipro’nun Dokso’nun
farmakokinetigi lizerindeki etkisini ve etkilesimde rol oynayabilecek hepatik ve
kardiyak CYP1Al, CYP1A2, CYP2J3 ve CYP3Al enzimlerinin mRNA



ekspresyonlarinda Dokso  ve/veya Sipro’nun etkilerini  arastirdik.  Ayrica
kardiyotoksisite ile iligskilendirilen her iki ilacin plazma cTnl seviyelerine ve

Langendorf teknigi ile 6lgiilen kalp fonksiyonlarina etkilerini degerlendirdik.



2. GENEL BIiLGILER

Kanserli hastalarin  kemoterapisinde, sitosidal antineoplastik ajanlarinin
kullanim1 6nemli bir yer tutmaktadir (Riddick ve ark. 2005). Ila¢ tasiyicilar ve ilag
metabolize eden enzimler, terapotik ajanlarin farmokinetiklerinin belirlenmesinde
onemli role sahiptir (Riddick ve ark. 2005).

Kanserli hastalar ilag-ila¢ etkilesimleri i¢in yiiksek risk grubundadirlar. Kanser
ilaclar1 karmagik farmakolojik profile sahip olmanin yani sira kisitl terapdtik etkilere ve
dik toksisite-dozaj egrilerine sahiptirler (Beijnen ve Schellens 2004). Kemoterapide
ilaglarin kullanimi gittikce artmaktadir. PUBMED literatiir arastirmasi ila¢ sinerjisi
(drug synergy) anahtar kelimesine 7738 sonug, kanser ve sinerji kelimelerinin birlikte
kullanimina (cancer, synergy) 3414 sonu¢ vermektedir. Bu bize kanser alaninda ilag
etkilesimi ¢aligmalarinin, kanser ile alakali olmayan farmakolojik, toksikolojik,
epidemik alanlarda, birlikte kullanim c¢alismalarindaki orana benzer bir sekilde

gelismekte oldugunu gostermektedir.

Bugiinlerde her yil binlerce ilag-ilag etkilesimleri ¢alisilmakta, degisik ilaglarin
birlikte kullanimindaki basit ve kompleks etkilesimler konusunda yeni bilgiler elde
edilmektedir. Kanser tedavisinde ilaglarin tek basina veya birlikte kullanim1 baska tip
rastlanmamuis toksisiteler igerebilir. Dolayisiyla klinik caligmalar, antikanser ilaglarin
kullanimina bagli toksisitenin tespiti i¢in, farmakokinetik-farmakodinamik arastirmalara
ve genetik faktorlere bagli farmakokinetik-farmakodinamik etkilerin ortaya konmasi

lizerine yogunlagmistir.
2.1. DOKSORUBISIN

2.1.1. Genel Bilgi

Doksorubisin (Dokso), genis spektrumlu antitiimor aktiviteye sahip, pek ¢ok
kanserin tedavisinde kullanilan antrasiklin bir antibiyotiktir (Suresh ve ark. 2003). Tlk

olarak Streptomyces peucetius var. caesius mantarindan izole edilmistir (Bagchi ve ark.

1995; Wallace 2003).



Dokso, hematolojik malignitelere ve kat1 tiimorlere karst son derece etkili bir
antineoplastik ila¢ olup (Xu ve ark. 2001), akut 16semi, Hodgkin hastalig1 (Ganey ve
ark. 1991; Keizer ve ark. 1990), non-Hodgkin lenfoma, meme kanseri (Chularojmontri
ve ark. 2005) ve yumusak doku sarkomalarini (Ganey ve ark. 1991) igeren insan
malignant neoplazmalarina kars1 giiclii aktiviteye sahiptir (Keizer ve ark. 1990). Dokso
ile tedaviye daha iyi cevap veren timorler; meme ve Ozafagus karsinomlari,
osteosarkoma, yumusak doku sarkomasi, Hodgkin ve non-Hadgkin sarkomalaridir.
Tedaviye daha az cevap vermelerine ragmen, gastrik, hepatik, pankreatik ve
endometriyal karsinomlar da Dokso ile tedavi edilmektedir (Quiles ve ark. 2002).

2.1.2. Molekiiler Yapisi

Antrasiklin molekiilii, tetrasiklik ¢ekirdek ve amino sekerden (daunosamin)
olusur (Sekil 2.1). Tetrasiklik c¢ekirdek, ilaca kirmizi rengini verir. Grubun tiim
tiyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplari vardir (Aubel-Sadron
ve Londos-Gagliardi 1984). Daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonunun hidroksil
grubu almasi ile doksorubisin meydana gelir. Dokso’nun kimyasal ve uzaysal

diizlemdeki yapilar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.

A. Kimyasal B. Uzaysal Diizlemde

Sekil 2-1. Dokso’nun molekiiler yapisi

2.1.3. Etki Mekanizmasi

A). Kompleks olusturarak deoksiriboniikleik aside (DNA) baglanma: DNA’ nin
icine girip, DNA topoizomeraz-1l, DNA-antrasiklin kompleksini olusturur (Sekil 2.2).
DNA replikasyonunu, RNA transkripsiyon ve sentezini inhibe eder. DNA zincirinde
kiriklara da neden olur (Cutts ve ark. 1996).



B). DNA ve RNA polimerazlarin inhibisyonu: DNA ve RNA polimerazlarin
fonksiyonlarmi engelleyerek DNA replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu bozar
(Sekil 2.2).

C). Hiicre membran iizerine etkileri: Hiicre membranina baglanarak membran
fonksiyonunu bozar (Hideg ve Kalai 2007; Muggia ve Green 1991) (Sekil 2.2).

D). Serbest radikal olusturma: Mikrozomlardaki CYP450 rediiktaz enzimi ile
reaksiyona girer ve serbest oksijen radikalleri (SOR) olusturur (Karagoz ve ark. 2008;

Mordente ve ark. 2001) (Sekil 2.3).
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Sekil 2-2. Dokso’nun Etki Mekanizmasi

2.1.4. Toksik Etkileri

2.1.4.1. Kardiyotoksisite

Dokso’nun klinik kullanimi, yaygin sistemik toksisiteye neden olur ve en 6nemli
advers etkisi kardiyotoksisitedir (Jung ve Reszka, 2001; Xu ve ark. 2001). Uzun
periyotlarda kullanildiginda doza bagimli akut ve kronik kardiyotoksisiteye neden olur
(Childs ve ark. 2002; Jang ve ark. 2004). Ozellikle Dokso nun kardiyak ve diger organ
ve dokulardaki toksik etkisi sebebiyle klinikte uygulamada sinirli dozda verilmesine
neden olur (Ahmed ve ark. 2005; Dowd ve ark. 2001; Olson ve ark. 1988; Rigatos ve
ark. 2002). Bununla beraber, Dokso kadar etkili fakat kardiyotoksik etkisi daha az
antineoplastik ajanlar gelistirmek icin yogun calismalar yapilmaktadir (Llesuy ve

Arnaiz 1990).



Kardiyotoksisite gegici kan basinci degisikligi, aritmiler, sol ventrikiiler
disfonksiyon veya konjestif kalp yetmezligine yol acgabilecek miyokardiyal
iskemi/enfarktiis gibi ciddi hayati tehlike olusturan rahatsizliklara sebep olabilir (Shakir
ve Rasul 2009).

Konjestif kalp yetmezligi genellikle, Dokso tedavi dongiisiinii takip eden 4 —18
hafta igerisinde gergeklesir (Chan ve ark. 1999). Konjestif kalp yetmezligi gelisme
riski, toplam dozaj 400mg/m? altindayken % 0,14 kadar diisiiktiir. Toplam dozaj 550
mg/ m? seviyesine geldigi zaman risk % 7’ye, toplam dozaj 700 mg/m? seviyesine
geldigi zaman ise % 30’a ¢ikmaktadir (Lefrak ve ark. 1973; Chan ve ark. 1999). Her ne
kadar Dokso’nun infiizyon siiresinin uzatilmast belirgin olarak kongestif kalp
yetmezligi riskini azaltiyor olsa da, uzatilmis inflizyon siliresi mukozit ve
miyelosiipresyon etkilerini ve sikligini arttirmaktadir (Bielack ve ark. 1989; Danesi ve
ark. 2002). Onerilen maksimum Dokso toplam dozu 480 mg/m?’dir (Cresta ve ark.

2004).

Bu bozukluklar kemoterapi uygulanma siirecinde ortaya ¢ikabildigi gibi hemen
sonrasinda, birka¢ giin i¢inde veya birka¢ hafta i¢inde de kendini gosterebilir. Ancak
baz1 durumlarda aylar hatta yillarca fark edilemeyebilir. Kiimiilatif toplam doz, giinliik
uygulanan doz, uygulama hizi ve takvimi, yas, cinsiyet, diger ilaglarla kardiyotoksik

ajanlarin birlikte kullanimi gibi birgok etken kardiyotoksisiteyi etkileyebilir.

2.1.4.2. Doz ve Kardiyotoksisite

Miyokardiyal hasar, diisiik kiimiilatif dozlarda da (180 mg/m?) gelismektedir
(Colon ve ark. 1992). Morfolojik degisiklikler kiimiilatif dozdan bagimsizdir.
Fonksiyonel degisikliklerin doz ve kalp yetmezligi ile ilgisi zayiftir. Dokso’nun 400
mg/m2 dozda kullaniminda kalp yetmezligi insidans1 % 0,14 tiir ve 400-500 mg/m?2 ’lik
kiimiilatif doz kullanim1 sonrasi hastalarin % 2-4’linde semptomatik kardiyotoksisite
gelismektedir. Buna karsin 550 mg/m2 kullanimda % 7, 600 mg/m2°de % 15, 700 mg/
m2’de % 30-40, 1000 mg/m2°de % 50 hastada konjestif kalp yetmezligi gelismektedir.
Kardiyotoksik doz i¢in kisitlama, son ¢alismalarda 550 mg/m2 doz olarak belirlenmistir
(Sekil 2.3) (Mettler ve ark. 1977). Dolayisiyla Dokso’nun doz modifikasyonu

kardiyotoksisiteye engel olabilecek en 6nemli degiskendir (Leondro ve ark. 1994).
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Sekil 2-3. Kiimiilatif Dokso dozu ile kalp yetmezligi gelisme riski arasindaki iliski.

2.1.4.3. Kardiyotoksisite Tipleri

Dokso ile indiiklenen iki tip kardiyotoksisite vardir; akut ve kronik. Akut
kardiyotoksisite, genellikle Dokso kullaniminin hemen sonrasinda baslar, hafif aritmiler
ve hipertansiyon olarak belirir (Takemura ve Fujiwara 2007; Zhang ve ark. 2009). Diger
taraftan kronik kardiyotoksisite, genellikle kiimiilatif dozun tamamlanmasindan sonra
ortaya ¢ikar ve kanser hastalarmin % 1,7’sini etkiler (Von Hoff ve ark. 1979). Bu
kronik kardiyotoksisite dozdan bagimsizdir ve geri almamaz. Ayrica kronik
kardiyotoksisite, kalp alaninin biiylimesine ve dilate kardiyomiyopatiyle birlikte
ventrikiil duvarlarinin incelmesine sebep olur (Buja ve ark. 1973; Takemura ve

Fujiwara 2007).

2.1.4.4. Kardiyotoksisite Mekanizmalari

Dokso’nun kansere karsi mekanizmalar: ile kardiyotoksisite mekanizmalari
birbirinden farkhidir. Ancak hala kardiyotoksisite mekanizmalar1 tam olarak

anlagilamamustir.



Antrasiklin toksisitesini tam olarak aciklayan hipotez, serbest radikal
hipotezidir. Radikal hipotezinin kardiyotoksisite i¢in gegerliligini destekleyen iki
onemli delil vardir; Birincisi, in vivo ¢alismada Dokso’nun kardiyotoksisitesinin demir
selatlayicilarin =~ yaninda, serbest radikal siipiiriiciileri  tarafindan  kismen
azaltilabilmesidir. Ikincisi ise; S-aminodaunorubisin gibi antrasiklin analoglarmin daha
az kardiyotoksisite gosterdigi fakat redoks dongiisiine ugramadigidir. Bu durum,
antrasiklin analogunun, semikuinon anyonlari olusturmadigini gostermektedir ve
1970’lerin basindan beri kuinon igeren ilaglarin, serbest oksijen radikalleri iirettigi
bilinmektedir (Jung ve Reszka 2001). Serbest radikal iiretimi ve oksidatif stresin
Dokso’nun hem anti-timor etkisi hem de kardiyotoksisitesi ile ilgili oldugu kabul
edilmektedir. Bu yiizden Dokso’nun oksidatif strese yol agtig1 ve lipit peroksidasyonuna
neden oldugu rapor edilmistir (Quiles ve ark. 2002). Dokso’nun serbest radikal
olusumuna yol agtig1 iki farkli mekanizma bilinmektedir; 1. Redoks dongiisii ile serbest

radikal mekanizmasi 2. Dokso-demir kompleks aracili serbest radikal mekanizmasi

(Quiles ve ark. 2002).

Antrasiklinlerin kardiyotoksik etkilerine ait bilgiler, hiicresel toksisitenin temel
hedefi olarak mitokondriyal membranlari isaret eder. Fluoresans oOl¢limleri
antrasiklinlerin membranin hem lipit hem de protein yapilarina baglanabildigini
gostermektedir. Antrasiklinler, proteinlerle dogrudan etkileserek bazi enzimatik
fonksiyonlar1 inhibe edebilirler. Mitokondriyal enzimatik aktivitenin tamamen inhibe
edildigini gdsteren mekanizma, antrasiklinlerin enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gerekli
lipit gevrelerine baglandigini gostermektedir. Ozellikle bazi mitokondriyal enzim
aktivitesinin, lipit bagimli oldugu gozlenmistir. NADH dehidrogenaz, sitokrom c
oksidaz (COX) ve sitokrom c rediiktaz fonksiyonlar: i¢in belirli miktarda kardiyolipine
gereksinim duyarlar (Jung ve Reszka 2001). Kardiyolipin, kalpte mitokondrinin i¢
membraninda bulunan bir fosfolipittir (Goormaghtigh ve ark. 1990; Horenstein ve ark.
2000; Wallace 2003). Mitokondriyal enzim ve transfer edici aktivitelerin allosterik
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Wallace 2003). Dokso, kardiyolipin bagimli
enzimlerin aktiviteleri i¢in gerekli kardiyolipin ile kompleks olusturarak bu enzimleri
inhibe edebilir. Boylece mitokondri membran yap1 ve fonksiyon bozukluguna neden
olur (Valls ve ark. 1994). Dokso, kardiyolipine karsi ¢ok yiiksek afiniteye sahip (Quiles
ve ark. 2002; Valls ve ark. 1994; Wallace 2003), kardiyotoksik bir bilesiktir
(Goormaghtigh ve ark. 1990).
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Dokso, COX aktivitesinin inhibisyonundan sorumludur. Bu gozlenen
inhibisyon, dogrudan ilag enzim etkilesimi ile degil enzimin lipit ile
komplekslesmesiyle gerceklesir. Ilag-lipit kompleksinin olusumu, COX’nun gerekli
kardiyolipin ¢evresinden yoksun kalmasina neden olur. Mitokondri solunum zinciri,
siiperoksitin en Onemli kaynagi olarak bilinir. Siiperoksit, kendi kendine hasar
olusturabilir. Ayrica daha reaktif oksidantlar da olusturabilir. Sonug¢ olarak mitokondri,
hiicrenin diger kisimlarindan daha ¢abuk oksidatif hasar1 biriktirebilir. Oksijen
bulunmasi durumunda ilk olarak siiperoksit serbest radikali ve daha sonra diger reaktif
oksijen radikalleri redoks dongiisiine katilir. Bu dongii, daha sonra ¢oklu doymamis
lipitlerin peroksidasyonuna neden olur (Jung ve Reszka 2001). Bu bilgiler,
mitokondrinin diger hiicre kompartmanlar1 ile karsilastirildiginda, antrasikline baglh
oksidatif strese olan hassasiyetini agiklamaktadir. Ciinkii antrasiklin antibiyotikler, daha
cok mitokondriyal enzim akivitesi ile redoks dongiisiine katilir ve mitokondride daha
cok serbest radikal ortaya c¢ikar. Bu ylizden Dokso, 20 alternatif elektron akseptorii
olarak davranir ve elektron solunum zincirinin tastyicilari olan dogal akseptorlerle
yarigir. Bu durum Dokso’nun elektron akisini durdurdugu ve elektron akisini kendi
indirgenmesi lehinde yonlendirdigi anlamina gelmektedir. Flavin iceren bazi enzimlerin
(NADPH: sitokrom P450 rediiktaz, NADH dehidrogenaz ve ksantin oksidaz) ve kuinon
iceren bazi ilaglarin elektron indirgenmesini katalize edebilirler. Bu enzimler ayrica
antrasiklinlerin serbest radikal tiirlerine aktivasyonundan sorumludur (Jung ve Reszka
2001).

2.1.4.5. Kardiyotoksisiteye Tedavisel Yaklasimlar

Gliniimiizde Dokso c¢aligsmalari, Dokso kardiyotoksisitesini azaltmak, Dokso’nun
kalp fonksiyonlari lizerindeki etkilerinin minimuma indirmek ve kansere kars1 optimum
etkinligini saglamayr amaclamaktadir. Birka¢ ¢alismada Dokso doz ayarlamasi ile
mitokondriyel hasar azaltilmis, anlamli sonuglar elde edilmistir (Creech ve ark. 1980;
Erttmann ve ark. 1988). Baska bir ¢alismada, sican modellerinde kronik Dokso
toksisitesinde mitokondriyal DNA’nin tiiketimini engellemek icin serbest demir
selatlarinin kullanimi kalbi korumada anlamli bulunmustur (Hasinoff 1990; Lebrecht ve
ark. 2007; Schroeder ve Hasinoff 2005). Dokso kardiyotoksisitesinin azaltilmasinda,
dekstrazonun demir ile ilgili reaktif oksijen radikalleri liretiminin inhibisyonunda etkili

oldugu goriilmiistiir (Seifert ve ark. 1994). Ayrica Dokso ile indiiklenen
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kardiyotoksisitede antioksidan enzim seviyelerinin, transgenik farelerde etkin bir

sekilde azalmis oldugu gozlemlenmistir (Simunek ve ark. 2005).

Dokso tedavisinden Once iki hafta boyunca resveratroliin profilaktik kullanimi
reaktif oksijen radikalleri iiretimini azaltmada ve glutatyon/katalaz enzimlerinin
islevlerini arttirmada etkili olmustur. Bu durum, Dokso indiiklenen kardiyotoksisiteyi
azalttigin1 ortaya koymustur (Tatlidede ve ark. 2009). Benzer bir sekilde, Dokso ile
sildenafil kullanimimnin kanser hiicrelerinde reaktif oksijen radikallerini arttirirken,
saglikli hiicrelerde daha diisiik reaktif oksijen radikalleri seviyesini korumada yardimci
oldugu goriilmiistiir (Das ve ark. 2010). Son ¢alismalar ayrica eritroportin ile yapilan
profilaktik tedavinin, Dokso ile indiiklenen apoptozdan korunmada yardimci oldugunu

gostermistir (Ramond ve ark. 2008).

2.1.5. Troponinler (Kardiyak isaretgiler)

Troponinler, iskelet ve kalp kasinda aktin ve miyozin arasindaki iligkiyi
diizenleyen, kalsiyuma bagimli yapisal proteinlerdir ve {i¢ alt grubu ayrilirlar. Bunlar;
Troponin | (Tnl, 24 kDA), Troponin T (TnT, 37 kDA) ve Troponin C (TnC, 18
kDA)’dir (Sarko ve Pollack 2002). Troponinler kana T, I, C kompleksleri (cTnT-1-C
ticlii ve cTnl-C ikili kompleksi) seklinde ve serbest alt gruplar halinde salinirlar. Farkl
genler tarafindan kodlandiklar i¢in, ¢izgili kaslarda Troponin kompleksi benzer sekilde
yer alsa da, TnT ve TnI’nin izoformlar1 kalp kasinda farklidir. Kardiyak izoformlara
karst olusturulan spesifik antikorlar, hassas TnT ve Tnl testleri i¢in esas olustururlar
(Christenson ve ark. 1998). TnT ile baglantili olarak Tnl, kas kontraksiyonunun
diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Iskelet ve kardiyak kaslarda TnI’nin iig

degisik dokuda spesifik sekli tanimlanmistir (Leszyk ve ark. 1988).

Kardiyak Troponinler, miyozit i¢inde iki bolgede bulunurlar. Sitozolde serbest
olarak bulunan Troponinler, miyokard hasarim1 izleyen donemde salinirlar ve
Troponinlerin % 3-5’ini olustururlar. Bu nedenle hasarin erken doneminde plazmaya
gecen Troponin miktar1 daha azdir. Fakat kontraktil yapiya bagli durumda bulunan
Troponinler, daha fazladir ve daha yavas plazmaya salinirlar. Bu ikinci bolge nedeniyle,
miyosit hasarindan sonra Troponin diizeyleri uzun siire yiiksek kalir (Saffe ve
Davidenka 2001). Diger kardiyak belirteclerin tersine Troponinler saglikli bireylerde

tespit edilmezler. Troponinler miyositlerin travma, toksinler, inflamasyon ve koroner
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vaskiiler yatakta tikanma gibi nekroz durumlarinda hasar gérmesi sebebiyle salinirlar.
Bu nedenle Troponinlerin kan degerindeki ufak artiglar1 bile miyokard hasarii
gostermesi acisindan 6nemlidir. (Newby ve ark. 1999).

Amerikan Kardiyoloji Koleji ve Amerikan Kardiyoloji Toplulugu risk
siniflamasina gore, ST aralifinin EKG’de yiikselmeyen, koroner arter hastaligi olan
hastalarda, kardiyak TnI’'min 0,1-1,5 ng/ml orta, 1,5 ng/ml {istii ise yiiksek riskli
hastalar1 belirlemede kullanilir (Braunwald ve ark. 2000). Amerikan Kardiyoloji

Toplulugunun belirledigi akut miyokardiyak enferktiisler i¢in kriterler su sekildedir:

1. Miyokardiyal nekroz i¢in asagidakilerden en az biri ile belirgin risk olusmasi ve
biyokimyasal belirtilerin kademeli olarak diismesi (Troponinler veya serum Kkreatin
kinaz-MB):

. Iskemik semptomlar

. EKG’de patolojik Q dalgalarinin olugmasi

. Miyokardiyal iskemiyi gosteren EKG degisimleri
. Koroner arterlerin {ist iiste binmesi

2. Miyokardiyak enfarktiislerin patolojik bulgular

TnT ve Tnl, miyokardiyal hasar ve enfarktiisiin teshisinde kullanilan hassas ve
0zel belirtecler olmalar1 disinda, kanitlar TnT ve TnI’nin, siddetli akciger embolisi,
kronik obstruktif akciger hastaligi, kalp yetmezligi ve solunum yetmezligi goriilen
hastalarda énemli bir prediktor olabilecegi diisiiniilmektedir (Ohman ve ark. 1996; Ooi
ve ark. 1999).

EKG’de patolojik Q dalgalar1 belirlenerek akut miyokard enfarktiis tanis1 konan
hastalarda, kardiyak Troponinlerin seri Olgiimleri biliyiik 6nem tasir (Alpert ve ark.
2000). Ozellikle kararsiz anjina ve non-Q akut miyokard enfarktiisiinde, serum kreatin
kinaz-MB diizeyleri normal sinirlardayken, yiiksek Tnl diizeyleri saptanmasi, Tnl’nin
minimal miyokard hasart i¢in olduk¢a duyarli bir belirte¢ oldugunu gdstermektedir

(Antman 2002).
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Tropomyosin

Sekil 2-4. Miyozin filamentine bagh Troponin—Tropomiyozin kompleksi.

Tablo 2.1. Tnl ve TnT performans karsilastirmasi

Troponin |

Troponin T

23500 kD

33500 kD

Iskelet kas1 miyopatili hastalarda
artisin olmamasi

Miyopatili hastalarda yanlis pozitif
sonu¢ vermesi

Birden fazla uretici

Bir Uretici

Tahliller arasinda bir
standardizasyonun bulunmamasi

Standardize sonuglar

Farkl1 tahlil sonuglarinin

karsilastirilmasinin zor olmasi

Troponin yiikselmesi miyokardiyal hasardan yaklasik 6 saat sonra goriiliir ve 12-

24 saat icinde en yiiksek noktaya ulasir (Sekil 2.5). TnI’nin yiikselmesi 5-9 giin arasi

stirerken, TnT yiikselmesi miyokardiyal hasardan sonra, 14 giin boyunca devam edebilir

(Bodor ve ark. 1992). Tnl ve TnT’nin biiyiikk ¢ogunlugu miyofibrillere bagimlidir.

Ancak, TnI’larin % 3’4 ve TnT’lerin % 6’s1 sitoplazmada serbest haldedir ve

miyokardiyal hasardan sonra sitoplazmadaki serbest havuza salinirlar. Miyokardiyal

hiicre nekrozundan sonra Troponin seviyesindeki stirekli artig, hasarli miyofibrillerin

devamli salinimindan kaynaklanir (Wu ve ark. 1999).




14

-
=
=

= = = = Myoglobin
wsnranens CKMB

Troponin T
------- Troponin |

&0
E=1

(=2
=1

Sensitivity (%)
&

g
(=3

0 |. T ...| T T T T ';.\‘ T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Saat

Sekil 2-5. Miyokardiyal hasar icin kardiyak belirtecler (Per Lagman’a ait bir illiistrasyon)

Tnl veya TnT seviyesinin artmasi, miyokardiyal hasarin nedenini
aciklayamadigr gibi, iskemik miyokardiyal hasarin kesin tanisi olarak goriilmesi
yanlistir. Kardiyak travma, konjestif kalp yetmezligi, solunum yetmezligi, sepsis, Kritik
hastalik, amiloidosis, ila¢ toksisitesi gibi kardiyak stresine yol agabilecek hastaliklarda

da kardiyak Troponinlerde artis tespit edilebilir (Urbanova ve ark. 2006).

2.1.6. Farmakokinetik

Dokso hidroklorid klinik kullanim igin 3 ile 7 pH degerleri arasinda sulu ve
stabil olan ¢oziiniirliikte kullanilan kirmizi-turuncu bir tozdur. Eski yayinlar (Speth ve
ark. 1987) Dokso'nun damar igine uygulandiginda hizli ve genis etkisi bircok ornekte
gostermistir. Dokso'nun %50-85'i plazma proteinlerine baglanir (Speth ve ark. 1987).
Dokso konsantrasyonlart Dokso'nun damar yoluyla 30mg/m? ik uygulamasindan
sonraki 1,5-5 saat araliginda ciger, lenf bezi, kan hiicresi niikleoitid'inde, kolon ve
meme kanseri durumlarinda buradaki plazmalara 5-30 kat daha yogun etkili olmaktadir
(Gabizon ve ark. 1989). Dokso’nun farmakokinetigi baslangi¢ hizli doku dagilim fazi
(yarilanma O0mrii [t12], 10dk) ve uzun zamanl eliminasyon fazindan (ti2, 30 s) olusur.
Dokso CYP2D6, CYP3A4, ve p-glikoproteinin substratidir. Diger taraftan CYP2B6,
CYP2D6 ve CYP3A4 izoenzimlerinin inhibitoriidiir (Baumhakel ve ark. 2001;
Flockhart 2007). Sicanlarda insan CYP3A4 izoenziminin analogu CYP3Al

izoenzimidir (Kirita ve Matsubara 1993).
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Eliminasyon fazinin baslangicindaki dokso konsontrasyonu, pik plazma ilag
konsantrasyonunun sadece %2’sini olusturmasina ragmen, total ilag miktarinin %751
kalan eliminasyon fazina denk gelir (Greene ve ark. 1983; Warren ve ark. 2000).
Tedavilerinde Dokso'nun 50mg/m? uygulandigi lenfoma hastalarinda Dokso
konsantrasyonu mononiikleer kan hiicrelerinde 24 saat sonra SuM yogunlugunda olup
bu normal plazmalardan 350 kat daha yogundur (Andersen ve ark. 1999). Tiimor
cesitleri ve niikleotidli alyuvarlarlardaki birikim Kklinik kemoterapideki antikanser ve

akut hematolojik zehirlenmeler seklinde kendini gosterir (Nencioni ve ark. 2013).

Dokso atilim1 kompleks bir metabolik durumdur. Hizla faz-1 durumuna gegerek,
hidrofilik metabolit doksorubisinol oncelikli olarak, kriptoplazmatik NADPH tabanli
karbonil rediiktaz'lar ve aldo-keto reduktaz'lar tarafindan katalize edilir (Blanco ve ark.
2008; Behnia ve Boroujerdi 1999; Choi ve ark. 2006; Cusack ve ark. 1988; Forrest ve
ark. 2000; Kaiserova ve Kvasnickova 2005; Kassner ve ark. 2008; Ohara ve ark. 1995;
Olson ve ark. 2003).

2.1.6.1. lac - Nla¢ Etkilesimleri

Tedavide kullanilan yaygin kemoterapi ilaglarinin biiytik kismi (yaklasik %90')
hastalarda ilag-ilag etkilesimi gostermektedir. Son yapilan incelemeler kanser
hastalarinin ~ yaklagik  %55'inde  farmokokinetik ilag etkilesimleri goriilmiistiir

(Riechelmann ve ark. 2007).

Warren ve ark. (2000) dort tane yetiskin Rhesuses maymun iistiinde
flukonazoliin Dokso’nun Pk'sinda yarattigi etkileri incelemek igin farmakokinetik
calismalar ylriitmiigler. Calismanin sonucu bu ajanlar arasinda herhangi bir
farmakokinetik etkilesim gostermemistir. Daha erken yillarda Colombo ve ark. (1999)
CDFI erkek farelerde, Dokso ile birlikte verildiginde paklitakselin (Taksanlar,
kemoterapide kullanilan mitotik inhibitdr) kremofor dagilimini ve metabolizmasini
degistirdigini, kalp de dahil olmak iizere cogu dokuda Dokso seviyesini yiikselttigini
gostermiglerdir. Taksanlar ile birlikte Dokso uygulamalari intoksikasyona neden
olmustur. PLD'nin (polietilen glikol kapli lipozomal Dokso, Caelyx) plazma kinetigi,
tek ajan olarak veya taksanla (paklitaksel veya doksataksel) ile kombinasyon halinde
verilip 19 kanser hastasinda incelenmistir. Paklitaksel ve daha diisiik dozda doksataksel

ile kombinasyon halinde oldugunda daha yiiksek seviyede bir PLD plazmasi
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konsantrasyonu saptanan bu ¢alismanin sonucu farmakokinetik bir etkilesimin varligini
gostermistir (Briasoulis ve ark. 2004). Bu farmakokinetik bilgi klinik 6nem tasimaktadir
ve taksanlar ile yapilan PLD kombinasyonu terapilerinde kullanilmaktadir (Briasoulis
ve ark. 2004). Benzer olarak paklitaksel, seanslarin faz 1 ve II sonuglarinda Dokso
miilkemmel bir antitimor etki gostermistir. Buna karsilik konjestif kalp yetmezliginin
yiiksek olasiligi daha fazla arastirma gerektirmektedir. Paklitakselin ayn1 zamanda
Dokso-farmakokinetiklerin - nonlinearligin1  artirdigt ve hem Dokso hem de
doksorubisinol'un sistemik klerensini azalttigi  gosterilmistir. Paklitaksel/Dokso
etkilesiminde, paklitaksel veya Dokso plazma konsantrasyonlart degisir. Bu degisimde
p-glikoproteinlerinin -~ de  rolii  oldugu  belirtilmistir. Doksataksel/Dokso
kombinasyonlarinin faz I ve II denemeleri, antrasiklin ile indiiklenen konjestif kalp
yetmezligi riski olmaksizin, daha yiiksek antitomor aktivite gostermistir. Doksataksel
kombinasyon halindeyken kullanildiginda Dokso'nun farmakokinetik profillerinde
minimal degisimler gozlenmistir. Metastatik meme kanserinin tedavisinde hem
paklitaksel hem de doksataksel Dokso ile etkili bir sekilde kombinasyon haline
getirilebilse de, paklitaksel ve Dokso arasindaki ilag-ilag etkilesimleri giivenli kullanim

icin baz1 belirli sinirlamalar gerektirmektedir (Holmes ve Rowinsky 2001).

Ilaglarin tesir etmedigi maligniteleri bulunan 33 hasta iistiinde yapilan baska bir
caligmada ise 15 dakika Dokso inflizyonunu takiben, ilk dongiide paklitaksel infiizyonii
1 saat uygulanmistir. Ikinci dongiide hastalar P-glikoprotein inhibitérii valspodar1 (PSC
833) ile giinde dort defa oral olarak paklitakselin azaltilmis dozunu (5 mg/kg) almistir.
Sonuglar PSC 833'lin Dokso ve paklitaksel ile gilivenli olarak alinabilecegini

gostermistir (Advani ve ark. 2001).

2.1.6.2. Farmakogenetik

[lag yamtinin bireyler aras1 degiskenliginden sorumlu bir ¢ok faktdrler arasinda
yas, viicut agirligi, eliminasyon organ hastaliklar, ilacin verilis yolu, ¢evresel faktorler,
beslenme aligkanliklar1 ve ilacin plasebo etkisi bulunmaktadir. Ancak ilag yanitinin
bireyler arasi degiskenligine yol acan daha 6nemli bir etkenin genetik faktorler oldugu
son zamanlarda anlagilmistir. Birgok ilacin etkinligi ve toksisitesindeki bireyler arasi
farkliliklar ila¢g metabolize eden enzimler, transport proteinleri, reseptorler ve diger ilag
hedeflerinde gozlenen genetik polimorfizmlerle iliskilidir. Normal bir popiilasyonda

varyant ya da mutant genlerin % 1'den daha sik goriilmesine genetik polimorfizm adi



17

verilir. Bu tlir polimorfizmlerle ilgili arastirmalar farmakogenetik disiplininin ¢alisma
konular arasinda yer almaktadir. Farmakogenetik, genetik kontrollii farkliliklar sonucu
ilag yanitinda go6zlenen bireyler arast degisiklikleri arastiran bir bilim dalidir.
Farmakogenetik calismalar sayesinde ila¢ dispozisyonu ve etkisindeki bireyler arasi
farkliliklarin kalitsal dogas1 hizla aydinlanmaktadir. Bu tiir ¢alismalar bir yandan yeni
ilag gelistirilmesine katki saglarken diger yandan hastalarin genetik yapilar1 temel
almarak, ilag dozunun optimal diizeyde uygulanmasina yardimci olmaktadir.
Farmakogenetik alanindaki molekiiler ¢caligmalar, esas olarak sitokrom P450 2D6’nin
(CYP2D6) karakterize edilmesi ve klonlanmasi ile baslamis ve giiniimiizde 20'den fazla
ilag metabolize edici enzim, ilag reseptorleri ve ¢esitli ilag transport sistemlerinin de
icerisinde bulundugu diger insan genlerinin tanimlanmasiyla genisleyerek devam

etmektedir (Ulusoy 2004).

Bu bilim dalindan son on yilda evrimlesen farmakogenomik calismalar ise insan
genomu hakkindaki bilgi artisina dayanarak geleneksel ilag gelistirme siirecini
degistirmektedir. Polimorfik metabolizma yolaklarinin belirlenmesi yakin bir gelecekte
DNA testleri desteginde kisiye-0zgii ila¢ tasarimina ve dozlarinin belirlenmesine olanak
verecektir (Goodman ve Gilman’s 1996). Ancak, hastalarin genotipi ile ilgili bilginin

kime ve ne kadar bildirilebilecegi etik tartismalara yol acan bir konudur.

2.1.6.2.1. CYP Ekspresyonu

Insan ve fare sitokromu P450 (CYP) gen iist familyas: genomlarinda sirasiyla 57
ve 102 adet protein-kodlu gen barindirmaktadir. Karacigerden kalbe kadar, hemen
hemen tiim hiicrelerde eksprese edilirler (Nebert ve ark. 2006). Kiiltir kardiyak
miyositlerde ve H9¢c2 hiicrelerinden elde edilmis kiiltiirde oldugu gibi bir¢ok c¢alisma,
CYP enzimlerinin canli organizmadaki kardiyak dokularda da olabilecegini
distindiirmiistiir (Fulton ve ark. 1995; Geetha ve ark. 1991; McCallum ve ark. 1993;
Thum ve Borlak, 2000a; Yamada ve ark. 1992; Zordoky ve El-Kadi, 2007). CYP

enzimlerinin ekspresyonuna dair gerekli bilgi asagidaki gibi 6zetlenmigtir.

2.1.6.2.2. CYP1 Familyasi

CYP1A2, CYPI ailesinin tek hepatik iiyesidir. CYP1A1 ve CYP1B1 bu ailenin
diger enzimleridir. CYP1A1 insandaki en biiyiik ekstrahepatik CYP formudur. Bu

ailenin tiim iyelerinin AhR-reseptorii tarafindan diizenlendigi bilinmektedir.
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Detoksifikasyonun yanisira, CYP1 ailesi tyeleri siklikla polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin (PAH) ve aromatik aminlerin metabolik aktivasyonundan sonra CYP1
tiretiminden sorumlu tutulmus ve bu yolla kimyasal karsinogenezle iliskilidirilmistir
(Corchero ve ark. 2001; loannides ve Lewis 2004). CYP1A1 ve CYP1A2 genleri zit
yerlesimlidir ve 5’ diizenleyici bolgesi iki gen arasinda ortaktir.

Karma fonksiyonlu oksidaz sistemi sitokrom P450 iiyesi olan CYP1A2, viicutta
ksenobiyotiklerin metabolizmasina katilir. insanlarda, CYP1A2 enzimi CYP1A2 geni
tarafindan kodlanir. CYP1A2 ekspresyonu cesitli besin bilesenleri ile uyarilmaktadir.
Sitokrom P450 proteinleri ila¢ metabolizmas1 ve kolesterol, steroid ve diger lipitlerin
sentezini igeren bir¢ok reaksiyonu katalizleyen monooksigenazlardir.

Geniglemis kardiyomiyopati hastalarinda sag ventrikiil ve sol atriyumda ve
saglikli bireylerin sol ventrikiilinde CYP1A1 mRNA saptanmistir (Thum ve Borlak
2000b; 2002). Eksplante edilmis insan kalbinin sol ventrikiiler dokusunda CYP1Al
MRNA bulunmustur (Michaud ve ark. 2010). B-naftoflavon ve Aroclor 1254'n kalpteki
CYP1 enziminin indiiksiyonunda énemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Brauze ve ark.
2006; Thum ve Borlak 2000a). CYP1B1'in, eksplante edilmis insan kalbinde, ikinci en
verimli eksprese edilen CYP geni oldugu disiiniilmektedir (Bieche ve ark. 2007).
Benzo(a)piren (BaP) igeren sigara da fare kalbindeki CYP1A1l ve CYP1IBI1' indiikler
(Aboutal ve ark. 2009). CYP1A1 ve CYP1BI1'i diizenleyen bir transkripsiyonel faktor
olan aril hidrokarbon reseptorii kalpte yiiksek oranda eksprese edilir (Korashy ve El-
Kadi 2006). CYP1A1, pulmoner aortta da tespit edilmistir (Thum ve Borlak 2000b;
2002). CYP1AL insan koroner arteri diiz kas hiicrelerinde saptanirken (Dubey ve ark.
2004) CYP1A2 biiyiik olgiide karacigerde eksprese edilir ve uyarilabilir (¢cogunlukla
karaciger, akciger, pankreas, gastrointestinal (GIS) sistem ve beyinde olmak iizere).
Birgok ilag CYP1A2 tarafindan metabolize edilir (Jorge-Nebert ve ark. 2010).

2.1.6.2.3. CYP2 Familyasi

CYP2 alt familyasinin CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E ve CYP2J
gibi altfamilyalar1 insandaki kardiyovaskiiler dokularda bulunmaktadir (Delozier ve ark.
2007; Thum ve Borlak 2000b). EET’lerin {iiretiminden sorumlu izoezimlere bagl
olarak, CYP2C8, CYP2C9 ve CYP2J2’nin kardiyak dokudaki epoksigenaz
etkinliginden sorumlu olduklar1 goriilmektedir. Tiim bu izoformlar CYP2J2’nin en ¢ok

sentezlenen enzim olarak tretildigi normal insan kalbinde olugsmaktadir (Thum ve
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Borlak 2002; Bieche ve ark. 2007; Delozier ve ark. 2007). Buna karsilik CYP2J2
normal Kkalplerde CYP2C8 ve CYP2C’dan 1000 kat fazla olmak iizere, dnemli 6l¢iide
daha c¢ok iiretilir (Delozier ve ark. 2007). CYP2J3 farelerde ¢ok fazla bulunur (Wu ve
ark. 1997). CYP2J3 mRNA’s1 daha ¢ok karacigerde olusmaktadir. Kalpte, akcigerde,
bobrekte, batinda ince bagirsak ve kolonda ¢ok daha az rastlanir (Wu ve ark. 1997).

2.1.6.2.4. CYP3 Familyasi

Insan CYP3 ailesi karacigerdeki toplam P450 miktarinin yaklasik %50’sini
temsil eder ve ilaclarin biyotransformasyonunda en 6nemli CYP alt ailesi olarak
degerlendirilir. Bu aile CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 ve bir pseudoprotein olan
CYP3A4 olamak tizere 3 fonksiyonel protein icermektedir (Burk ve Wojnowski 2004).
Bu enzimlerin katalitik 6zellikleri ortiismekte ancak dokulardaki ekspresyon sekilleri
farklidir. CYP3AS insan karacigerindeki en az polimorfizm gosteren CYP seklidir
(Wrighton ve ark. 1990). Fakat karaciger disindaki dokularda (bdbrek, karaciger, kolon
ve 6zofagus) siirekli eksprese edilmektedir (Williams ve ark. 2002). insan enzimi olan
CYP3A4’iin fare analoglar1 CYP3A1 ve CYP3A2’dir. Daha ¢ok karacigerde bulunur.
Fakat CYP3 familyasinin kardiyovaskiiler dokulardaki wvarligi acik bir sekilde
bilinmektedir. Buna ragmen Thum ve Borlak (2000a) kardiyomiyositten CYP3A1l
mRNA’y1 izole etmistir. Bu nedenle konu hakkinda daha fazla aragtirma yapilmasi

gerekmektedir.

2.2. SIPROFLOKSASIN

2.2.1. Genel Bilgi

Florokinolonlar, ¢ok ¢esitli gram-pozitif ve gram-negatif organizmalara kars1
aktif olan genis spektrumlu aktibiyotiklerdir (Hooper ve Wolfson 1991).
Florokinolonlar  siprofloksasin, enrofloksasin, gatifolksacin, levofloksasin,
lomefloksasin, norfloksasin, ofloksasin vb. igerirler. Siprofloksasin (Sipro) en yaygin
kullanilan kinolonlardandir (Von-Moltke ve ark. 1996). Sipro, gram-negatif ve bazi
gram-pozitif bakterilerin yan1 swra bazi klamidya, mikoplazma ve birgok
mikobakteriyum tiirlerine karsi iistiin antibakteriyal aktiviteye sahiptir (Campoli-
Richards ve ark. 1988; Hyatt ve ark. 1994; Neu ve ark. 1987). Idrar yolu

enfeksiyonlarinin (Talan ve ark. 2004), kadinlarda karmasik olmayan akut sistitlerin
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(Hooton ve ark. 2005), kronik bakteriyel prostatin (Weidner ve ark. 2008), iist ve alt
solunum yolu enfeksiyonlarinin (Simoensa ve ark. 2005), cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlariin (Brunner ve ark. 1999; Gillis 1997; Segev ve ark. 1999), kemik ve
eklem enfeksiyonlarinin (Darley ve MacGowan 2004), karmasik enfeksiyonlarmin
(Dimitrios ve ark. 2006), basilli dizanterinin (Murphy ve ark. 1993), tifo atesinin
(Enteric Fever), karmasik olmayan servikal ve iiretral bel soguklugunun ve pyelonefritin

ve benzerlerinin tedavisinde kullanilir.

Son 10 yil boyunca, florokinolonlar giderek artan sekilde kemoterapiyle iliskili
notropeniye bagli enfeksiyonlart tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Engels ve ark.
1999). 1408 nétropenik hastanin toplu analizi gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlarinin
insidansinda, toplam enfeksiyonlarda ve florokinolonlarin tedavisini takiben olusan
atesli episodlarda dikkate deger bir azalma oldugunu gostermistir (Engels ve ark. 1999).
Sipro ve roksitiromisin gibi antibiyotiklerinin hastaliklardan korunmak igin iki
plaseboya kars1 siklofosfamid, Dokso ve etoposide ile beraber kullanilmasi febril
notropeninin (FN) insidansini, farkli tlirde enfeksiyonlara maruz kalmayi, baska
antibiyotiklerin kullanimini, FN’ye bagli hastaneye yatirilma sayisin1 %50 diistirmiis ve
kiigik hiicreli akciger kanseri hastalarinda enfeksiyona bagli daha az 6lim rapor
edilmistir (Tjan-Heijnen ve ark. 2001). Siprofloksasin ayrica kemoterapi esnasinda
olusan nétropeniye bagli enfeksiyonu, mesane kanserini, kolorektal kanseri veya prostat
kanserini tedavi etmekte yaygin bigimde kullanilir (Aranha ve ark. 2003; Gurtowska ve
ark. 2010; Herold ve ark. 2002; VVan Weert ve ark. 2006).

2.2.2. Molekiiler Yapisi

Sekil 2-6. Siprofloksasin’nin molekiiler yapisi
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Sipro, 1-siklopropil - 6-fluoro - 1,4-dihidro - 4-oxo - 7-(1-piperazinil) - 3-
kinolinkarboksilik asittir. Deneysel formiilii C17HI8FN303’tiir ve molekiiler agirligi

331.5’tir. Hafif sarimsi ile agik sar1 arasinda kristal bir maddedir (Imran ve ark. 2007).

2.2.3. Etki Mekanizmasi
Antibakteriyal maddelerin ¢alisma mekanizmalar1 dort kategoriye ayrilir:
1. Hicre duvarlar sentezinin inhibisyonu
2. Hiicre membran fonksiyonuna hasar
3. Niikleik asit sentezinin ya da fonksiyonunun 6nlenmesi
4. Protein sentezinin énlenmesi

Sipro, niikleik asit sentezini Onleyen ve diger florokinonlarla ayni calisma
mekanizmasini paylasan bir bakterisidal antibiyotiktir. (Prescott ve Baggot 1988). DNA
giraz DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve onariminda gorev alir. Topoizomeraz IV
ise replikasyon sirasinda olusan yavru DNA iplik¢iklerinin birbirinden ayrilarak yavru
hiicrelere ge¢melerine yardim eder (Drlica ve Zhao 1997; Hooper ve Wolfson 1991).
Tip Il topoizomerazlardan olan bu iki enzim kinolon grubu antibiyotiklerin hedefini
olusturmaktadir. Topoizomeraz-DNA kompleksine baglanan kinolonlar DNA sentezini
hizla inhibe ederler. Kinolonlarin bakterisidal etkilerinin ortaya c¢ikmasinda DNA
sentezinin inhibisyonu temel olmakla birlikte farkli mekanizmalarin da hiicre 6liimiinde

rol oynadig1 sanilmaktadir ( Roca 1995) (Sekil 2,7).
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Sekil 2-7. Sipro’nun etki mekanizmasi

2.2.4. Toksik Etkileri

2.2.4.1. Kardiyotosisite

Yapilan son ¢aligmalar insanlarda ve hayvanlarda Sipro kullanimina bagl toksik
etkiler oldugunu gostermistir (Adikwu ve Barmbaifa 2012). Sipro, orsades de pointes ile
sonuglanan QT ve QTc intervalinin ve aksiyon potansiyelinin uzamasina, bradikardiye
neden olarak kardiyotoksitite olusturur (Falagas ve ark. 2007). Ayrica FDA tarafindan,
kardiyotoksititenin yani sira hepatotoksisite, fototoksisite ve tendinopati gibi diger
toksik etkileri sebebiyle temafloksasin, trovafloksasin, grapafloksasin ve sparfloksasinin
ruhsatlari iptal edilmistir (Adikwu ve Barmbaifa 2012). Bu raporlara ragmen Sipro’nun

klinik kullaniminda bir artis s6z konusudur.

Hayvan deneyleri Sipro'nun kardiyotoksisiteye sebep olabilecegini gostermistir.
Kobaylarda elektrokardiyogram (EKG) degisikliklerine neden oldugu rapor edilmistir
(Pispirogos ve Chrysanthopoulos 2001).

Sipro’nun 25 ve 50 mg/kg dozunda jiivenil farelerde bir hafta boyunca

kullaniminda serum biyokimyasal parametrelerinin, malondialdehit ve nitrik oksit
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seviyelerinin arttig1 gézlenmistir (Saracoglu ve ark. 2009). Yine yapilan bir ¢alismada
Sipro’nun 1-30mg/kg doz aralifinda tavsanda doza bagli bradikardiye neden oldugu
gosterilmistir (Frothingham 2001). Ayrica Sipro’nun 20mg/kg dozunda farelerde QT ve
QTc intervalinin uzamasina sebep oldugu gosterilmistir (Adikwu ve Brambaifa 2012).

Kobaylarin izole sag ventrikiil miyositleri {izerinde yapilan ¢alismada, Sipro’nun

diger florokinolonlara goére toksik etkisinin daha fazla oldugu gézlenmistir (Kahn 2000).

Patmore ve ark. (2000) Sipro’nun kalbin sol ve sag ventrikiil purkinje liflerinde
aksiyon potansiyeli siiresinin doza bagli olarak biiyiik Olciide uzattigin1 ortaya
koymuslardir. Baska bir ¢alisma da benzer bir sekilde Sipro’nun QT interval indiikleme
ve aksiyon potansiyeli uzatma 6zelligi desteklenmistir (Milberg ve ark. 2007). Ayrica
saglikli kopeklerde Sipro’nun 10mg/kg dozunda kullaniminda elektrokardiyogramda
QT, QTc, PR ve QRS intervalinde, kalp atisinda, ST segmentte, T dalgasi amplitiitiinde
belirgin degisiklikler gdzlemlenmistir (Ghaffari ve Parsamehr 2009).

Insanlarda Sipro’nun kardiyotoksisite potansiyeli Prabhakar ve Krahn (2004)
tarafindan yapilan klinik deneyde incelenmistir. Bu ¢alismada iki hastada QT interval
uzamasiyla beraber tosardes de pointes gozlemlenmistir. Bu sebeple hastalarda biling
kaybi olugmustur. Her iki vakada da QT araligi Sipro’nun kesilmesiyle normale
donmiistiir. Buna ragmen baska bir calismada 38 hastaya Sipro ya da levofloksasin
kullaniminda, higbiri taban ¢izgisi ilizerinde QTc’de belirgin uzama yapmamistir
(Makaryus ve ark. 2006). Knorr ve ark. (2008) Crohn hastaligi ve kalin bagirsak iltihab1
olan bir pediatri hastasinda Sipro tedavisiyle (400mg x2) QT internal uzamasi ve
bradikardi gelismesi rapor edilmistir. Sipro durduruldugunda QT intervali normale
donmiistiir. Nair ve ark. (2008) metadon tedavisi goren bir hastanin Sipro ilavesi sonrast

QT interval uzamasi ve torsades de pointes gelistirdigini rapor etmistir.

Benzer olarak, (Arce ve ark. 2010) Sipro’ya baghi QT internal uzamasi ve
tosarde depointes gozlemlendi. Bunun nedeni ventrikiiler tasikardi ve uzun QT ile
belirgin olmasidir. Baska bir calismada Sipro’nun birakilmasindan 72 saat sonra kalple
ilgili repolarizasyondaki degisikliklerin kayboldugu not edilmistir (Arce ve ark. 2010).
Flanagan ve ark. (2006) 22 yasinda saglikli bir denizciye pndmoni igin intravendz
verilmig Sipro sebebiyle olusan QT internal uzamasina bagli ventrikiiler tasikardi ve

tosarde de pointes gozlenmistir.
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Benzer bir sekilde, torsade de pointes tanist konulmus bir hastanin
elektrokardiyograminda ciddi olarak uzamis QT interval gozlenmistir. Bu durumda
Sipro kullanimi birakildiginda kardiyotoksite problemi ¢oziilmiistiir (Ibrahim ve Omar
2012). Konstantino ve ark. (2006) olanzapin alan bir hastada Sipro verilmesinden sonra
QT interval uzamas1 kaydetmistir. Benzer bir sekilde Sipro azimilid ile birlikte implant
kardiyoverter defibrilatorii olan bir hastaya verildiginde QT uzamasiin oldugu rapor

edilmistir (Singh ve ark. 2002).

Bunlara ek olarak, kinolonlarin gecikmis diizeltici potasyum akimini doza bagl
olarak engelledigi rapor edilmistir. Bu durum elektrofizyolojik aksiyon QT interval
uzamasi ve torsade de pointes olusumuna neden olabilir. Sonug¢ olarak literatiirde
belirgin bir sekilde QT araliginin uzamas: Sipro ile iligkili olarak gdziikmektedir
(Katrisis ve Camm 2003).

2.2.4.2. Kardiyotoksisitenin Mekanizmasi

Yiiksek dozda florokinolon ve serum konsantrasyonunun, QT uzamasi ve
arkasindan da tosarde de pointes riski olusturdugu gosterilmistir (Patenes ve ark. 2008).
Ayrica, Sipro halkasinin 5 pozisyonundaki radikallerin QTC uzamasindan sorumlu
oldugu belirtilmistir. Bu pozisyondaki bir protonun da ayrica Sipro’daki QT uzamasi ile
baglantili oldugu belirtilmistir (lannini ve Tittoson 2001). Sipro oksidatif stresi harekete
gecirerek mikardiyotoksisiteyi ortaya ¢ikarabilir ve nitrik oksit bu toksisiteden
sorumludur (Saracoglu ve ark. 2009). Bu degerlendirme Sipro’nun kardiyotoksik

potansiyeli oldugunu gostermistir.

2.2.5. Farmokokinetik

Sipro tablet formunda gastrointestinal sistemden kolay absorbe edilmektedir.
Oral biyoyararlanimi yaklasik olarak %70’tir. 500 mg Sipro i¢in maksimum serum
konsantrasyonu 2.4 ug mL-1’dir ve egri altindaki alan 11.6 pg hr mL-1’dir. Normal
renal fonksiyonlu kisilerde yarilanma omrii serum eliminasyonu yaklasik olarak 4
saattir (Boelaert ve ark. 1985). Serum maksimum konsantrasyonlarina oral uygulamay1

takiben 1-2 saat iginde ulasilir (Boelaert ve ark. 1985).

Sipro’nun, serum proteinlerine %20-40 oraninda baglanmaktadir ki bu, diger
ilaclarla 6nemli protein baglanimi etkilesimlerine yol agacak kadar yliksek degildir.

Sipro oral verilisinden sonra iyice dagitilir. Sipro ayrica akciger, deri, yag, kas, kikirdak
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ve kemikte de bulunmustur (Kelly ve ark. 1992). Sipro p-glikoproteininin subtratidir
(Park ve ark. 2011). CYP1A2 izoenziminin giiglii, CYP3A4 izoenziminin ise zayif
inhibitoriidiir. (Badyal ve Garg 2000; Jerling ve ark. 1994). Sicanlarda da CYP1A2
izoenzimi insanlardaki ile aynidir (Ikeya ve ark. 1989).

Oral alinmis bir dozun yaklasik olarak %40 ila %50’si degismemis ila¢ olarak
idrarla atilir. 250 mglik bir oral dozdan sonra, Sipro’nun idrar konsantrasyonlari
genellikle ilk iki saat i¢inde 200 pg/mL asar ve alinmasindan sonraki 8 ila 12 saat i¢inde
yaklasik olarak 30 pg mL-1'tir. Sipro’nun renal klerensi yaklagik olarak 300

mL/dakikadir ve bu 20 mL/dakika olan normal glomeriiler filtrasyon degerini asar.

2.2.6. Ila¢- Tla¢ Etkilesimleri

Sipro’nun CYP1A2 izoenzimiyle metabolize edilen ilaglarla beraber verilmesi,
bu ilaglarin plazma konsantrasyonlarinda artma veya azalmaya neden olur. Bu durum
klinik olarak Onemli fakat istenmeyen durumlarin olusmasina neden olabilir.
Doksorubisin ve etoposid ile beraber kullanilmasi febril nétropeninin (FN) insidansini,
farklr tiirde enfeksiyonlara maruz kalmayi, baska antibiyotiklerin kullanimini, FN’ye
bagli hastaneye yatirilma sayisim1 %50 disiirmiis ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
hastalarinda enfeksiyona bagli daha az 6liim rapor edilmistir (Tjan-Heijnen ve ark.
2001). Baska bir ¢alismada doksitaksel, adriamisin ve siklofosfamid kullanan Koreli
meme kanseri hastalarinda proflaktik olarak oral yolla kullanilan siprofloksasinin fibral
notropenide etkili oldugu diisliniilmektedir (Suh 2006). Benzer bir sekilde
GEPARTRIO klinik ¢aligmasinda ayni ila¢ kombinasyonunu kullanan meme kanserli
hastalarda siprofloksasinin 4. derece notropenide ve fibral ndtropenide suboptimal
koruma sagladig1 gosterilmistir (von Minckwitz ve ark. 2008). Bu calismalarin aksine
ise yine Suh tarafindan 2008’de ayni sekilde meme kanseri hastalarinda yapilan
calismada ise siprofloksasinin notropeni ya da sistemik enfeksiyonda koruyucu etkisi

goriilmemistir.

Otolog kok hiicre transplantasyonu yapilmis yiiksek doz kemoterapi goren
hastalarda siprofloksasinin proflaktik olarak intravenéz kullanimi enfeksiyon

olusumunu azaltmistir (Wolska ve ark. 2012).
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2.3. DOKSORUBISIN -SIPROFLOKSASIN ETKILESIMLERI

Kanserin farmakolojik tedavisi tibbi tedavinin en zor konularindan biridir.
Tedavide kullanilan sitotoksik kemoterapétik ilaglar kompleks farmakolojik profilleri
olan, dar terapdtik pencereye sahip ve bir arada kullanildiklarinda bireyler arasinda

farmakokinetik ve farmakodinamik farkliliklar gosteren ¢ok giiclii ajanlardir.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapoétik ilaglarin birgok yan etkisi vardir.
Her ne kadar bu yan etkilerin ¢ogu ilacin kendi toksisitesi ile iligkili olsa da ilag

etkilesimleri de bu yan etkilerin ortaya ¢ikmasina ya da siddetlenmesine neden olabilir.

Kemoterapdtik uygulamalarda; Dokso ve Sipro birlikte yaygin kullanilan bir
protokoldiir. Dokso ve Sipro birlikte kullaniminda etkilesim olabilme olasilig1 oldukca
yiiksektir. Cilinkii; Dokso ve Sipro biyotransformasyonunda CYP450 enziminin aktif rol
aldigin1 diistiniilmekte ve iki ilag birlikte kullanildiginda CYP gen ekspresyonlarini
degistirmektedir. Simdiye kadar Dokso ve Sipro ile ilgili yapilan ¢aligmalar; bu ilaglarin
etkilesim mekanizmalarini belirlemek i¢in yetersizdir. Biz de yaptigimiz bu caligmada
CYP enzimlerinin gen ekspresyonlarma bakarak Dokso ve Sipro arasindaki

etkilesimleri gostermek istedik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calismamizda herbiri 250-300 g agirliginda olan 80 adet saglikli erkek Sprague
Dawley sicanlar kullanildi. Siganlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii’nden temin edildi. Deney hayvanlar1 Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Deney Hayvani Laboratuvari’nda 4’erli gruplar halinde ayr1 polikarbonat
kafeslerde, normal ¢evresel kosullarda (21°C ve 12 saat gece/giindliz dongiisii), su ve
yeme erisimi siirsiz  sekilde barindirildi. Yem icin standart sigan pelletleri

kullanilirken, su ihtiyact musluk suyu olarak saglandi.

3.2. ETIK FAKTORLER

Bu calismaya, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onay verildi (Karar No:2012/167 ve 19.11.2012).

3.3. KIMYASALLAR

e High Capacity cDNA Ters Transkripsiyon Kit Applied Biosystem (Foster City,
CA),

e Gene Matrix Universal RNA izolasyon kiti (EURX, Poland)

e Eva green sicak FIREPol DNA igeren boya (Solis Biodyne, Estonya)
¢ Integrated DNA Technologies Inc (San Diego, CA)

o Real-time PCR primerleri (Solis Biodyne, Estonya)

e Kardiyak Troponin (cTn-I) (East Biopharm, China)

e Adriyamisin Elisa Kiti (East Biopharm, China)

e Diger tim kimyasallar (NaCl, KCI, CaCl;, MgCl,, NaHCO, NaH2POs ve
glukoz) Merck Kimyasallar, Tiirkiye'den satin alindi.

e Doksorubisin (i.p.) Adriblastina®, 10 mg flakon (Deva Farma Limited,

Tiirkiye)


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDAQFjAB&url=http%3A%2F%2Fdeneyseltip.istanbul.edu.tr%2F&ei=wHlwU-naEuTY7Aaiz4D4BQ&usg=AFQjCNE_ST8U34Ge_rsJfdnGfql6hxIt6w
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDAQFjAB&url=http%3A%2F%2Fdeneyseltip.istanbul.edu.tr%2F&ei=wHlwU-naEuTY7Aaiz4D4BQ&usg=AFQjCNE_ST8U34Ge_rsJfdnGfql6hxIt6w
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e Sipro (i.p.) Ciproxin®, 400 mg flakon (Bayer ilaclari, Almanya) ticari preparati
kullanildi.

3.4. METOD

3.4.1. Deney Tasarim

Bu ¢aligma akut ve kronik gruplar olmak iizere iki ana gruba ayrilarak tasarlandu.
Her iki grup da kendi icerisinde 5 alt gruba ayrildi (Tablo. 3.1). ilaglar intraperitonel
(i.p.) olarak uygulandi.

Akut Grup: Bu grup toplamda 40 adet erkek Sprague Dawley sigandan
olusmaktadir. Herbiri rastgele secilen 8’er sicandan olusan 5 gruba ayrildi. Grup-I
Kontrol grubu; ilag uygulanan diger gruplarla ayni miktarda serum fizyolojik ¢ozeltisi
uygulandi. Grup-1l (6 mg/kg Dokso): tek doz olarak bir seferde 6 mg/kg Dokso
uygulandi. Grup-I1l (15 mg/kg Dokso): tek doz olarak bir seferde 15 mg/kg Dokso
uygulandi. Grup-1V (6 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro): tek doz olarak 6 mg/kg Dokso
ve es zamanli olarak da 20 mg/kg Sipro viicut agirhigma uygun olarak uygulandi. Grup-
V (15 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro): tek doz olarak 15 mg/kg Dokso ve es zamanli
olarak da 20 mg/kg Sipro viicut agirligina uygun olarak uygulandi.

Kronik Grup: Bu grup da akut grup ile ayni sekilde toplamda 40 adet erkek
Sprague Dawley sigandan olugsmaktadir. Herbiri rastgele segilen 8’er sicandan olusan 5
gruba ayrildi. Grup-VI (Kontrol grubu): Bu gruptaki siganlara da ilag uygulanmasi
yapilan hayvanlarla ayni siire boyunca, viicut agirligina gore hesaplama yapilarak serum
fizyolojik uygulandi. Grup-VII (1 mg/kg Dokso): siganlara 3 hafta boyunca haftada iki
kez olacak sekilde 1 mg/kg Dokso uygulandi. Grup-VIII (2,5 mg/kg Dokso): siganlara 3
hafta boyunca haftada iki kez olacak sekilde 2,5 mg/kg Dokso uygulandi. Grup-IX (1
mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro): siganlara 3 hafta boyunca haftada iki kez olacak
sekilde 1 mg/kg Dokso uygulandi. Bu siire boyunca hergiin 20 mg/kg Sipro uygulandi.
Grup-X (2,5 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro): si¢anlara 3 hafta boyunca haftada iki kez
olacak sekilde 1 mg/kg Dokso uygulandi.
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Tablo 3.1. Deney protokolii

Deney Gruplar Sican Sayisi
Akut uygulama
I-  Serum Fizyolojik 8
I1- 6 mg/kg Dokso g
(tek doz)
I11- 15 mg/kg Dokso g
(tek doz)
IV- 6 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro o
(tek doz)
V- 15 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro o
(tek doz)
Kronik uygulama
VI- Serum Fizyolojik 8
VII- 1 mg/kg Dokso (3 hafta boyunca haftada o
iki kez)
VIII- 2,5 mg/kg Dokso (3 hafta boyunca o
haftada iki kez)
IX- 1 mg/kg Dokso (3 hafta boyunca haftada o
iki kez) + 20 mg/kg Sipro (giinde 1 kez)
X- 2,5 mg/kg Dokso (3 hafta boyunca haftada o
iki kez) + 20 mg/kg Sipro (giinde 1 kez)

3.5. DENEY ASAMASI

3.5.1. Doksorubisin Plazma Konsantrasyonu

Akut ve kronik gruplara ilag verildikten sonra bir yari dmiir gegmesi beklendi
(48 saat), siganlarin kan ornekleri toplandi ve plazma ekstraksiyonu igin microtranier

EDTA tiipler kullanildi. Toplanan plazmadan Dokso’nun konsantrasyonu 6lgiildii ya da
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daha sonra 6l¢iilmesi i¢in -20 °C’de saklandi. Dokso’nun plazma seviyeleri ticari olarak
satilan Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assays (ELISA) kitleri (East Biopharm,
China) ile 6l¢iildii.

Ikili olarak calistlacak olan 0, 75, 150, 300, 600, 1200 umol/L
konsantrasyonlarda Dokso standartlart hazirlandi. Standartlarin konsantrasyonlari
ELISA ile olgiilerek kalibrasyon grafigi i¢in egri ilizerine yerlestirildi (Sekil 3.1). 0-1200

umol/L araliginda, egri lineerdir ve kalibrasyon egrisi Sekil 3.1’de gosterildi.

Abs = 0.056825 + 0.00091217 * Core
Correfaton (r squared) = 0. 98965

1.200+
1.100
1.000
0.900-
0.800-
0.700
o 0.600
5 :
£0.500-
<

0.400
0.300
0.200-+-
0.100
0000 b g g

0.000 210.092 420.183 630.275 840.367 1050.459 1260.550

Konsantrasyon (#Hmol/L)

Sekil 3-1. Dokso standart egrisi

3.5.2. Gen Ekspresyonu

Xie ve ark. (2003)’nin gelistirdigi teknik iizerinde bazi1 degisiklikler yapilarak
gercek-zamanli-PCR kullanldi.
3.5.3. RNA Ekstraksiyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA, donmus dokulardan (karaciger ve kalp) Gene MATRIX Universal
RNA purification (EURXx, Poland) kiti ile izole edildi. Deney protokolii sekil 3.2°de
gosterildi.
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(glbglb = =

Donmug dokulardan S nitrojen LG, RL tampon + -80 ° C'de sakladi ya
(sigan karaciger ve  jle homojenizasyon B-merkaptoetanol da 5 dakika maksimum Supernatan alind
kalhi) 30 =

albi) 30mg ve pipetleme da santrifijlenmistir
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Spin kolonuna % 96-100 400 plwash DN - g50 pivwash 350 plwwash  ElUSyon saflagtinimig RNA
transfer edildi ve etanol ve tampon eklendi  pEratampon  REMAtampon  tamponu
santriflj edeldi pipetleme ve santrifijlendi  epjendi ve eklendi ve ilave edildi

yapildiktan santrifijlendi sartrifijledi

sonra yeni

spin kolouna

trasfer edildi

Sekil 3-2. Toplam RNA izolasyonu protokolii

Ornekler havanda sivi azotla toz haline getirildikten sonra ependorf tiipiiniin
yaklasik 200 puL’lik seviyesine gelecek sekilde dolduruldu. S1vi azot ugar ugmaz 500 pL
ekstraksiyon tamponu (300 uL LG ve 200 uL LG tamponu) eklendi. Uzerine 500 pL
fenol-kloroform eklenerek karigtirildi. 14 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant spin kolon tiiptine aktarildi ve alt st edilerek, 1 dakika 14000
rpm’de santrifiij edildi. Olusan ¢okeltiye 250 pL etanol eklenerek yeni tiipe aktarildi, 1
dakika 11000 rpm’de santrifiij edildi. Sonrasinda 400 pL. washDN1 tamponu eklendi ve
1 dakika 11000 rpm’de santrifiij edildi. 600 pL. wash RBW tamponu ile 1 dakika daha
11000 rpm’de santrifiij edildi ve son olarak 350 uLL wash RBW tamponu eklenerek, 1
dakika 11000 rpm’de santrifiij edildi. Spin kolonun {izerine 30 uL’lik Rnase free water

eklenerek kullanima hazir hale getirildi.

Biitiin 6rneklerin, RNA konsantrasyon ve safligi, Nano Drop 2000c (Thermo
Scientific, USA) ile 260/280 nm absorbansta 6l¢iildii. RNA ornekleri, direk olarak High
Capacity cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystem, USA) kullanilarak dogrudan
calisildi yada -80°C’de daha sonra 6l¢iilmesi i¢in saklandi.
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cDNA eldesi i¢in gereken materyallerin miktarlar1 belirlenerek, 2 x RT Master Mix
(20 pL reaksiyon basina) ile asagidaki protokole gore hazirlandi. (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. cDNA reaksiyonu protokolii

1 Ornek I¢in Miktar

10yRT Buffer 2,0 uL

25x ANTP Mix (100 mM) 0,8 uL

10 x RT Random Primers 2,0 uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0 uL
RNase Inhibitor 1,0 uL
Nuclease-free H20 3,2 uL

Toplam 10 uL

2 x RT Master Mix’den her 0,2 uL PCR tiipline aktarildi ve pipetle karigtirildi.
Daha sonra tizerine her RNA o6rneginden 10 pL eklenerek, cDNA karisimi ile RNA
karigtirlldi. Oda sicakliginda (25°C'de) 10 dakika bekletildi. Asagida belirtilen

programa gore ‘thermal cycler’da cDNA reaksiyonu gergeklestirildi.

Tablo 3.3. Sicaklik dongiisii programi

Sicakhk Siire (Dakika) Dongii Sayis
25°0C 10 1
37°C 120 1
85°C 5 1
4°C 0 1

c¢DNA o6rnekleri PCR i¢in kullanimdan hemen 6nce RNAase free water ile 10
kez seyreltildi ya da daha sonra kullanilmak tizere -80°C sicaklikta saklandi. Toplam

RNA'dan tek seritli cDNA'nin sentezlenmesi asamalart Sekil 3. 2°de gosterildi.
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00© °5
OO TT reaksiyonlari
ZXTers 0 Toﬁplam RN_A’ 2X Ters transkripsiyon, (cDNA), kgnutaur
Transkmiswyon (Tm) H ‘]L eklend. 1MX bir termal déngtide PCR ya da diger
OO ?;f.rfgr:g'x Oljztﬁrtmakicm x gerceklestirildi. uygulamalaricin
O O Ox) direkt olarak
oo kullantldi

Sekil 3-3. High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit kullanilarak toplam RNA'dan
tek seritli cDNA'nmin sentezlenmesi

3.5.4. Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PCR)
Amplifikasyon reaksiyonlar1 asagidaki gibi gerceklestirildi:

CYP1Al, CYP1A2, CYP3A1 ve CY2J3 i¢in kullanilan primer dizileri Tablo 3.4
'de verilmistir. Saf PCR {irlinii elde etmek i¢in PCR cihazi optimize edilmistir. PCR’da
10 uL cDNA, 2 pL 10 x RT tamponu, 1 pL MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 1 pL
RNAase Inhibitor, 3 uL. Nuclease-free water ve 0,5 uL reverse ve forward primerler
eklenerek toplamda 20 pL karisim elde edildi. PCR, Gene AMPs PCR system 9700
(Roche, USA) kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo 3.4. CYP1A1, CYP1A2, CYP2J3, CYP3A1, GAPDH genlerin analizi i¢in primer
dizisi ve baglanma sicakhgi

] o Isitma Baglama
Gen Primer Dizi
Sicakhi@
Forward primer 5’-tgccaatgtccagctctcag-3’
62°C
CYPIAL Reverse primer 5’-accaggtacatgaggctcca-3’
Forward primer 5’-ttgctacttggaggagcacg-3’
CYP1A2 60°C
Reverse primer 5’-ttagccaccgattccaccac-3’
Forward primer 5’-ccaggtccgagctgttcatt-3’
CYP2J3 60°C
Reverse primer 5’-ggggaaatggtgacggacat-3’
Forward primer 5’-ggaaattcgatgtggagtgc-3’
CYP3A1 60°C
Reverse primer 5’-aggtttgcctttctcttgee-3°
Forward primer 5’-tgccactcagaagactgtgg-3’
GAPDH 60°C
Reverse primer 5’-ttcagctctgggatgacctt-3°
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3.5.5. Eva Green Boyasi

Bu deneyde Solis BioDyne Estonya’dan satin alinan Eva Green boyasi (HOT
FIREPol Eva Green) kullanildi. Eva green qPCR Mix Plus ger¢cek zamanli - PCR
calismalari i¢in optimize edildi. HOT FIREPol Eva Green DNA polimeraz, 15 dakika
95°C’de inkiibasyon ile aktive edildi. Bu durum, qPCR kurulum sirasinda diisiik
sicaklikta olusan spesifik olmayan bir sekilde baglanan primer-dimerlerinin uzanmasini
onlemektedir. Eva Green DNA-baglayic1 boya, bir¢ok ozelligi ile qPCR i¢in SYBR
Green I’den daha iyi bir alternatiftir. Eva Green® boyasi, DNA’ya baglanmak iizere
tasarlanmistir (Sekil 3.4). DNA yoklugunda, dimerik boya DNA baglamada etkin
olmayan sarmal ii¢ boyutlu bir yap1 olusturur. Ortamda DNA oldugunda, sarmal yap1
DNA baglama yetenegine sahip rastgele bir konformasyona geger ve DNA’ya
baglanarak floresan 1g1ma yapar. PCR sirasinda daha fazla DNA olusturularak, boyanin
aktif ve rezerve (halka seklinde, inaktif boya) formunun arasindaki kimyasal dengeden

daha cok aktif form olugmasini saglar.

4 DNA
R==o_~o = ARGV
N
Eva Green, Eva Green, Eva Green- DNA

| inaktif formu aktif formu kompleksi
Sekil 3-4. EvaGreen® boyasinin DNA baglama mekanizmasi

3.5.6. Gercek-Zamanh Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (QPCR)

Gergek-Zamanli Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (QPCR, real-time polymerase
chain reaction) DNA molekiillerini ¢ogaltmak ve es zamanli olarak miktarin1 6lgmek
icin siklikla kullamilan bir laboratuvar teknigidir. Bu teknige nicel gergek-zamanl
polimeraz zincirleme tepkimesi (QPCR - quantitative real time polymerase chain

reaction) ya da kinetik polimeraz zincirleme tepkimesi denilmektedir.

Gercek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Housekeeping gen/Referans gen
ve Target gen/Hedef gen)

cDNA’larin referans gen ve hedef gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve
ilgili bolgeleri isaretlemek amaciyla Eva Green Master Mix uygulandi ve asagidaki

protokole gore hazirlandi.
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Tablo 3.5. Ger¢ek zamanh pcr karisim protokolii

1 Ornek I¢in: MIKTAR
5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus 4,0 uL
Primer Forward (10 pmol/uL) 1,0 uL
Primer Reverse (10 pmol/uL) 1,0 uL
cDNA 1,0 uL
Nuclease-free water 13 uL
Toplam 20 pL

Ger¢ek Zamanh PCR Is1 Protokolii

Hazirlanan referans gen qPCR Mix’leri ve hedef gen qPCR Mix’leri uygun
cDNA’lar ile Light Cycler 480 sistemine ait 96 kuyucuklu plateler iizerinde bir araya
getirildikten sonra asagida oldugu gibi 1s1 protokolii ile light cycler 480 sisteminde
(Roche) gergek zamanli PCR igin isleme alind1 (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Ger¢ek zamanh PCR is1 protokolii

Dongii Adimlar Sicaklik (°C) Zaman Devir
fIk denatiirasyon 95 15 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye

Baglanma 60-65 20 saniye 40
Uzama 72 20 saniye

3.5.7. Kalp Fonksiyonlarimin Degerlendirilmesi

Kalp izole

edilerek,

kardiyak fonksiyonlarmin degerlendirilmesi igin

Langendorff modelinde, Oner Siizer teknigi kullanilarak perfiize edildi (Siizer 1994).
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3.5.8. Langendorff Diizenegi

Oscar Langendorff 1897’ de, ilk olarak izole memeli kalbini retrograd olarak
perfiize eden kisidir (Skrzypiec-Spring ve ark. 2007). Kan ya da kristalloid perfiizyon
cozeltisi, aort kaniili iizerinden sigan kalbine iletildi. Langendorff kalp modeli
fizyolojik, farmakolojik ve biyokimyasal arastirmalarda ¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir (Stizer 1997). Hayvanlarda kalp ile ilgili tedavi edici potansiyel
maddelerin denenmesinde, Langendorff diizenegi onemli ve degerli bir in-vitro

arastirma aracidir.

Langendorff metoduyla perfiizyonun ¢esitli modifikasyonlart olsa da, bunlarin
ortak noktas: perfiizyon soliisyonunun dolasim yoludur. Izole kalp, genellikle sabit bir
basingta veya sabit akista perfiize edilmistir. Retrograd akim, aortada aortik valfi kapatir
ve tlim perfiizyon soliisyonu koroner arter igine yonlendirilir. Perflizyon soliisyonu,

koroner siniis tizerinden sag atrium i¢ine akar (Stizer 1997).

Sekil 3-5. Bu calismada kullanilan Langendorff diizeneginin temel bir gosterimi
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3.5.9. Langendorff Diizeneginin Parcalar:

e Perflizyon sollisyonu i¢in rezervuar

Perfiizat hacmi i¢in sicak su haznesi

Kalp bolmesi ve oksijenli perfiizat i¢in hazne

Perflizyon soliisyonuna oksijen iletimi i¢in pompa

Sol ventrikiiliin basincini kontrol etmek igin transdiisere bagli balon

Fizyolojik verileri 6l¢iim sistemi

Veri iletimi i¢in amplifikatorler

3.5.10. Modifiye Tyrode Soliisyonu

Bir litre modifiye Tyrode soliisyonu, 7,5 g NaCl, 0,35 g KCl, 0,15 g CaCl,, 0,1 ¢
MgCl,, 1,7 g NaHCO, 0,05 g NaH2PO4 ve 2 g glukoz igerir.

Stok Soliisyon A’nin Hazirlanisi

Bir litre modifiye Tyrode stok A soliisyonu hazirlanmasi i¢in; 150 g NaCl, 7 g
KCI, 3 g CaCl, ve 2 g MgCl, kullanildi.

Stok Soliisyon B’nin Hazirlanisi

Bir litre modifiye Tyrode stok B soliisyonu hazirlanmasi igin; 34 g NaHCO3 ve 1
g NaH2PO4 kullanildi.

Calisma Soliisyonu Hazirlamisi

Bir litre modifiye Tyrode soliisyonu hazirlanmasi i¢in; stok soliisyon A’dan 50
mL, stok soliisyon B’den 50 mL alinarak 2 g glukoz eklendi. Deiyonize suda ¢oziilerek

filtreden gecirildi.

3.5.11. Langendorff Deney Protokolii

Sakrifikasyonlarin 6ncesinde her siganin viicut agirhigr Olgiildii. Anestezik
maddelerin ilag ve miyokart ile etkilesecegi diisiiniilerek Sicanlar herhangi bir anestezik
madde kullanilmadan servikal dislokasyonla 6ldiiriildii ve dekapitasyon uygulandi. Kalp

aortun yaklagik 2 mm proksimalinden kesilerek ¢ikartildi. Kalbin durmasi ve i¢indeki kanin
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bosaltilmasi i¢in heparinize soguk perfiizyon ¢ozeltisine koyup ve ardindan hizlica aortadan
Langendorff diizenegine kaniile edilerek perfiizyon baslatildi. Perflizyon soliisyonu sistemin
igine konulduktan sonra, % 95 O, ve % 5 CO: ile gazlandirild1 ve 22,1 mL/min 'lik bir sabit
akis ile Minipuls 3 peristaltik pompa (Gilson Medical Electronics Middleton W 1 USA)
ile gergeklestirildi. Kardiyak kontraktil fonksiyonlar ve atim hizi ile 1s1 arasinda kuvvetli bir
baglant1 vardir. Bu nedenle kalbin viicut sicakligina yakin sekilde olmasi icin perfiizyon

soliisyonu rezervuarda ve sistemde 37°C sicakligindaki su ile 1sitilmustir (Stizer 1997).

Kalp kasilmasimin mekanik kayd: i¢in iki ayri yontem izlenebilir, bu deney
protokolliinde sol ventrikiil i¢cine 3 numara ince bir lateks balon (Commat Ltd. Ankara
Tiirkiye) yerlestirildi ve basing transdiiktorii ile kaydedildi. Bu yontemle kalbin giicti mm
Hg seklinde ifade edilir. Balon sol ventrikiil i¢inde uygun pozisyona getirildi ve sonra
balonun basinci, diyastol sonu basinci standardize etmek i¢in ortalama 5 mm Hg olarak
ayarlandi. Bipolar elektrokardiyogram apekse yerlestirilen elektrot (EL450 Unipolar
Needle) ve lateks balon transdiisor arasindaki biitlinliigii saglayan iletken ¢ubuga bagh tel

ile kaydedildi.

3.5.12. Langendorff Diizeneginde Hesaplanan Parametreler

Veriler Biopac Systems MP 100 veri toplama sistemi ile dijital sisteme aktarildi.
Windows isletim sistemli bir bilgisayarda “Acq Knowledge Software Version 3.2.6”

programu ile saniyede 200 veri alinarak ham veriler elde edildi.

Intraventrikiiler basing, Biopac Systems TSD 104A (Kaliforniya, ABD) basing
transdiisorii ile oOlgiildii. Bipolar elektrogram kayitlart ECG100B elektrokardiyogram
amplifikator tizerinden EL451 Unipolar igne elektrot kullanilarak yapildi.

Tiim izole edilmis sigan kalpleri Langendorff diizenegin iizerinde ayni deney
protokoliine tabi tutuldu. Paslanmaz ¢elik kaniil tizerine kalp yerlestirildikten sonra, 40
dakikalik bir siirede kalp fonksiyonlar1 gozlendi. Deney bittikten sonra doku Ornekleri
homojenizasyon islemine kadar -80 °C 'de saklandi ve sonrasinda ger¢cek zamanli PCR

analizi i¢in kullanildi.

Intraventrikiiler basing kayitlarindan; sol ventrikiil diyastol sonu basinci
(LVEDRP: left ventricular end diastolic pressure), sol ventrikiil gelisen basinct (LVDP:
left ventricular developed pressure), kasilma ve gevseme giiciiniin zamana gore

degisimi (+dp/dtmax, -dp/dtmax), pik sistolik basinca ulagma siiresi (TTP: time to peak),
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ejeksiyon zamani (ET: ejection time), kontraksiyon zamani (CT: contraction time)
ortalama koroner arter perflizyon basinci (mean PP: mean perfusion pressure),
dakikadaki kalp atim saysi (bpm: beat per minute) 6lgiilmesi icin BSL PRO 3.7

kullanilarak analiz edildi.

Kalp agirligi sakrifikasyon giintinde 6l¢iildii ve viicut agirlig tiim ¢alisma stiresi

boyunca haftada bir 6l¢iiliip sakrifasyon giinii de 6l¢iildii.

3.5.13. Kardiyak Troponin (cTnl) Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Dokso’nun farkli dozlarinin tek basma ve Sipro ile uygulanmasindan sonra bir
yar1 Omiir gecmesi beklendi (48 saat), ardindan sicanlarin kan 6rnekleri toplandi ve
plazma ekstraksiyonu i¢in microtranier EDTA tiipleri kullanildi. Toplanan plazmadan
kardiyak troponin (cTnl) o6lgiildii ya da daha sonra 6lgiilmesi i¢in -20 °C’da saklandi.
Kardiyak troponin plazma seviyeleri ticari olarak satilan Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assays (ELISA) kitleri (East Biopharm, China) ile l¢tildii.

3.5.14. Lokomotor Aktivitenin Degerlendirmesi

Sicanlarin lokomotor aktivitesi, kontrol, akut ve kronik grup i¢in, lokomotor
aktivite cihazi kullanilarak degerlendirildi. Aktivite cihazi asagida tanimlandi (Sekil
3.5).

Aktivite Cihazi

Mevcut deney i¢in, lokomotor aktivite cihazinda sicanin hareketleri kaydedildi.
Bolme (26 cm x 21 cm x 40 cm) bir pleksiglas 6n-menteseli kap1 ile opak plastikten
(arka ve yan paneller) olusmaktadir. Cihaz, ses ve 1s18a kars1 yalitimli bir alanda
bulunmaktadir. Iki fotosel (zemin seviyesinden 4 cm) lokomotor aktivitenin tespiti i¢in
haznenin uzunlamasina ekseni boyunca 15 cm aralikla yerlestirildi. Sensorler (zemin
seviyesinden 15 cm) her yan panel iizerinde konumlandi. Hayvanlar diizenege tek tek

olarak alindu.
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Sekil 3-6. Aktivite cihaz1

3.5.15. Organ Agirhiklar

Reletif organ agirliklar: tiim viicut agirligina oranla hesaplandi.

3.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Tim degerler ortalama + SE (standart hata: Standard error) olarak hesaplandi.
Tek yonlii ANOVA ve ardindan post-hoc Tukey testi kullanilarak anlamlilik degeri p
<0.05 olarak kabul edildi. Ayrica buna ek olarak, tek basina Dokso ve Sipro gruplart iki
yonlit ANOVA yapildi, ardindan post-hoc Tukey kullanilarak degerlendirildi (p <0.05)
(Graph Pad Prism 4.0).
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4. BULGULAR

4.1. FARMAKOKINETIK

20 mg/kg/giin Sipro’nun, akut ve kronik uygulamada Dokso’nun kan diizeyine
etkisi degerlendirildi. Kullanilan ELISA yontemi ile tedavi oncesi Dokso plazma

konsantrasyonu 0 umol/L olarak o6l¢tildii.
4.1.1. Kronik Uygulama

3 hafta boyunca haftada 2 kez toplam 6 doz 1 mg/kg (toplam 6 mg) veya 2,5
mg/kg (toplam 15 mg) Dokso tek basmma veya 20 mg/kg/giin Sipro ile birlikte
uygulandi. Dokso’nun plazma konsantrasyonu Sipro ile diisiik dozda % 23,5 (Dokso:
141,6+£2,63 - Sipro+Dokso: 174,942,216 umol/L) yiiksek dozda % 14,3 (Dokso:
201,0£7,906 - Sipro+Dokso: 229,849,928 umol/L) oranlarinda anlamli olarak yiikseldi.
Doza bagl artig tek basina Dokso’da % 41,9 Sipro ile birlikte % 31,4 olarak saptandi
(p<0,001, Tablo: 4.1, Sekil: 4.1).

4.1.2. Akut Uygulama

Akut grupta tek doz 6 mg/kg veya 15 mg/kg Dokso tek basmma veya 20
mg/kg/giin Sipro ile birlikte uygulandi. Dokso’nun plazma konsantrasyonu Sipro ile
diisiik dozda % 26,8 (Dokso: 143,1£2,650 - Sipro+Dokso: 181,5+1,658 umol/L) yiiksek
dozda % 16,4 (Dokso: 196,0+2,989 - Sipro+Dokso: 228,2+7,846 umol/L) oranlarinda
anlamli olarak yiikseldi. Doza bagl artis tek basina Dokso’da % 37 Sipro ile birlikte %
25.7 olarak saptandi1 (p<0,001, Tablo: 4.2, Sekil: 4.2).

4.1.3. Akut Ve Kronik Uygulamalarin Karsilagtirilmasi

Kronik diisiik doz Dokso (1 mg/kg, toplam 6 mg/kg) ile akut diisiik doz Dokso
(6 mg/kg) gruplann arasinda, gerek tek basina gerekse Sipro ile birlikte
uygulandiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ayni sekilde kronik
yiiksek doz Dokso (2,5 mg/kg: toplam 15 mg/kg) ile akut yiiksek doz Dokso (15 mg/kg)
gruplar1 arasinda, gerek tek basma gerekse Sipro ile birlikte uygulandiklarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo: 4.3, Sekil: 4.3).
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Tablo 4.1. Kronik uygulamada doksorubisinin plazma konsantrasyonu

Dokso Dokso + Sipro Dokso

Dokso + Sipro
Gruplar (1mg/kg) (1 + 20mg/kg) (2,5 mg/kg) (2,5 + 20 mg/kg)
n=8 n =8 n =4 n=5
Dokso
141,6+2,63¢ 174,9 £2,216° 201,0+7,906° 229,8+9,928?
uM/dL

Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli
olarak birbirinden farklidir (p <0,001).
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Sekil 4-1. Kronik olarak Dokso (1 veya 2,5 mg/kg) ve Dokso + Sipro (20 mg/kg)

uygulanan gruplarda doksorubisinin plazma konsantrasyonlari

Degerler ortalamatstandart hata olarak verildi. Farkli harflerle gdosterilen gruplar

anlamli olarak birbirinden farklidir (p <0,001).

Tablo 4.2. Akut uygulamada doksorubisinin plazma konsantrasyonu

Dokso Dokso + Sipro Dokso Dokso + Sipro
Gruplar (6 mg/kg) (6 + 20mg/kg) (15 mg/kg) (15 + 20 mg/kg)
n=_8 n=_8 n=8 n=8
Dokso
143,1+2,650° 181,5+1,658° 196,0+2,989° 228,247,846
uM/dL

Ortalamatstandart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli olarak
birbirinden farklidir (p < 0,001).
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Sekil 4-2. Akut olarak Dokso (6 ve 15 mg/kg) ve Dokso + Sipro (20mg/ kg)

uygulanan gruplarda doksorubisinin plazma konsantrasyonlari

Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli
olarak birbirinden farklidir (p < 0,001).

Tablo 4.3. Kronik ve akut gruplarda doksorubisin konsantrasyonunun

karsilastirilmasi
Gruplar Kronik Gruplar Akut
Dokso (1mg/kQg) 141,6£2,63° Dokso (6 mg/kQ) 143,1£2,650°
n=28 n=8
Dokso + Sipro (1 174.9 42.216° Dokso + Sipro (6 181,541,658

+20 mg/kg) n=8

Dokso (2,5 mg/kQg)
n=4

Dokso +Sipro (2,5
+20 mg/kg) n=5

201,0+7,906°

229,849,928%

+20 mg/kg) n=8

Dokso (15 mg/kg)
n=38

Dokso +Sipro (15
+20 mg/kg) n=8

3196,0+2,989"

228,2+7,8462

Veriler (uM/L) ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
anlamli olarak birbirinden farklidir (p < 0,0001).
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Sekil 4-3. Kronik ve akut gruplarin karsilastirilmasi

Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli
olarak birbirinden farklidir (p < 0,0001).

4.2. KARDIYAK TOKSISITE

4.2.1. Kardiyak Troponin (cTnl) Plazma Konsantrasyonu

3 haftalik serum fizyolojik uygulanan sicanlarda plazma cTnl seviyeleri 1,317 +
0,12 ng/mL olarak olciildii. Akut ve kronik ila¢ tedavisi uygulanan gruplarda kontrole
gore % 137-248 arasi oranlarda anlamli artislar saptandi (p <0,0001;Tablo 4.4, Sekil
4.4).

Kronik diisiik doz Dokso (1 mg/kg, toplam 6 mg/kg) ile akut diisiik doz Dokso
(6 mg/kg) gruplart arasinda, gerek tek basina gerekse Sipro ile birlikte
uygulandiklarinda plazma cTnl seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. Ayni sekilde kronik yiiksek doz Dokso (2,5 mg/kg: toplam 15 mg/kg) ile
akut yiiksek doz Dokso (15 mg/kg) gruplari arasinda, gerek tek basina gerekse sipro ile
birlikte uygulandiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 4.4,
Sekil 4.4).
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Dokso, plazma cTnl seviyelerini gerek kronik gerekse akut uygulamada doza
bagl olarak anlamli olarak artirdi. Iki doz arasindaki fark, kronik uygulamada % 31,5
akut uygulamada % 34,6’dir. 20 mg/kg Sipro gerek kronik gerekse akut uygulamada
Dokso’nun bu etkisini degistirmedi (Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Tablo 4.4. Kronik ve akut gruplarda plazma cTnl konsantrasyonu (ng/mL)

Gruplar Kronik Gruplar Akut
Kontrol n=8 1,317 +£0,126° Kontrol n=8 1,317 £ 0,126°
Dokso (1 mg/kg) n=8 3,16 + 0,150 Dokso (6 mg/kg) n=8 2,914 £0,167°
Dokso + Sipro (1 +20 Dokso + Sipro (6 +20

b bd
mg/kg) n=8 3,126 +£0,140 mg/kg) n= 8 3,324 +£0,167

Dokso (2,5 mg/kg) n=4 4,155 £0,273« Dokso (15 mg/kg) n=8 3,921 +0,201%

Dokso +Sipro (2,5 +20
mg/kg) n=5

Dokso +Sipro (15 +20

a
4,585 +0,157 mg/kg) n= 8

4,091 +0,213«

Veriler ortalama+tstandart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlaml
olarak birbirinden farklidir (p <0,0001).
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(2.5+ 20 mg/kg)

Dokso+Sipro i
(1+ 20 mg/kg)

Dokso
(2.5 mg/kg)

Dokso
(1 mg/kg)

Kontrol

I T T T T
0 1 2 3 4 5

cTnl plazma konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4-4. Dokso’nun tek basina ve Dokso + Sipro’nun birlikte verilmesinin ¢Tnl
plazma konsantrasyonu iizerine etkisi

Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlaml
olarak birbirinden farklidir (p <0,0001).
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Sekil 4-5. Kronik gruplarda Dokso’nun tek basina ve Dokso + Sipro’nun birlikte

verilmesinin cTnl plazma konsantrasyonu iizerine etkisi

Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli
olarak birbirinden farklidir (p <0,05).
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Sekil 4-6. Akut gruplarda Dokso’nun tek basina ve Dokso + Sipro’nun birlikte

verilmesinin cTnl plazma konsantrasyonu iizerine etkisi

Veriler ortalama+tstandart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlaml

olarak birbirinden farklidir (p <0,05).
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4.2.2. Kalp Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Langendorff Parametreleri

Akut uygulamada Langendorff Parametrelerinde gruplar arasi anlamli bir

degisiklik olusmadi. Kronik uygulama sonuglari agagida belirtildi.

4.2.2.1. Perfiizyon/Koroner Basing (KB)

Tek basina 1mg/kg ve 2,5 mg/kg Dokso uygulamasi koroner basingta kontrol
grubuna gore anlamli bir fark olusturmadi. Sadece 2,5 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro
ile tedavi edilen sigcanlarin koroner basinci tiim gruplara gére anlamli olarak yiiksek

bulundu (p<0,001). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark olusmadi (Sekil 4.7A, B).
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Perfiizyon/Koroner Basing (KB) (mm Hg)

Sekil 4-7. A, B: Kontrol ve tedavi gruplarinda koroner basing
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Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli

olarak birbirinden farklidir (p< 0,001).

4.2.2.2. Kalp Atim Hiz1 (KAH)

Tek basina Dokso kontrol grubuna gore kalp atim hizin1 degistirmedi. 2,5 mg/kg
Dokso + 20 mg/kg Sipro ile tedavi edilen sicanlarin kalp atim hiz1 tim gruplara gore
anlaml olarak diistii (p<0,001). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark olugsmadi (Sekil
4.8A, B).
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Sekil 4-8. A,B: Kontrol ve tedavi gruplarinda kalp atim hiz
Verler ortalama+tstandart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli

olarak birbirinden farklidir (p< 0,001).
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4.2.2.3. dp/dtmax

1 mg/kg Dokso ve 1 mg/kg Dokso + 20mg/kg Sipro ile tedavi edilen siganlarda,
kontrol grubuna gore dp/dtmax degerlerinin sirasiyla % 40 ve % 31 oranlarinda anlaml
olarak distiigii goriildii (p<0,05, Sekil 4.9A). Diger tedavi gruplarlardaki azalma (%
25-27) istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Sekil 4.9A, B).
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Sekil 4-9. A, B: Kontrol ve tedavi gruplarinda dp/dtmax degerinin karsilasrilmasi
Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
anlamli olarak birbirinden farklidir (p<0,05).

4.2.2.4. dp/dtmin

Tim gruplar kendi aralarinda ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda dp/dtmin

degerinde anlamli bir fark bulunamadi (p >0,05, Sekil 4.10A, B).
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Sekil 4-10. A, B: Kontrol ve tedavi gruplarinda dp/dtmin degerinin karsilastiriimasi

Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasindan anlamlilik

gozlenmedi (p>0,05).

4.2.2.5. Kontraksiyon Siiresi

Gerek diisiik gerekse yiiksek doz Dokso kalp kontraksiyon siiresini anlamli
olarak degistirmedi. Sadece 2,5 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro uygulanan siganlarda
kontraksiyon siiresi tiim gruplara gére anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001). Diger

gruplar arasinda anlamli bir fark olusmadi (Sekil 4.11A, B).
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Sekil 4-11. A, B: Kontrol ve tedavi gruplarinda kalp kontraksiyon siirelerinin
karsilastiriimasi
Veriler ortalama + standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli

olarak birbirinden farklidir (p< 0,05).

4.2.2.6. Ejeksiyon Siiresi

2,5 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro uygulanan siganlarda ejeksiyon siiresi,
yiikksek doz Dokso uygulanan grup hari¢, tiim gruplara gore anlamli olarak uzadi

(p<0,001). Diger gruplar arasinda anlaml1 bir fark olusmadi (Sekil 4.12A, B).
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Sekil 4-12. A, B: Kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda ejeksiyon siirelerinin
karsilastiriimasi
Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli olarak birbirinden farklidir (p< 0,001).

4.2.2.7. Ikili carpan (Sol ventrikiil basinc1 (VB) x Kalp atim hiz1 (KAH) )

Ikili ¢arpan kalp fonksiyon degerleri tiim tedavi gruplarinda kontrole gore %33-
70 oranlarinda anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). En fazla diisiis 2,5 mg/kg Dokso
+ 20 mg/kg Sipro uygulanan siganlarda saptandi (%70). Tek basina Dokso gruplart ile +
Sipro gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi. (p >0,05; Sekil 4.13A,B).
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Sekil 4-13. A, B: Kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda ikili carpan degerinin
karsilastiriimasi
Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli olarak birbirinden farklidir (p< 0,05).
4.3. GEN EKSPRESYONU
4.3.1. CYP1A2

4.3.1.1. Karaciger

Akut uygulamada Dokso yiiksek dozda daha fazla olmak iizere her iki dozda da
karacigerde CYP1A2 gen ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak azaltti

(p<0,05). 20 mg/kg Sipro, anlamli olmamakla birlikte, 6 mg/kg Dokso’nun azalma
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yoniindeki etkisini artirirken, 15 mg/kg Dokso’nun etkisini tersine ¢evirdi (p>0,05,

Sekil 4.14a). Karacigerde CYP1A2 gen ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil

4.14b’de gosterildi.

CYP1A2 Karaciger
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Sekil 4-14. a: Akut uygulamada karacigerde CYP1A2 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklidir (p< 0,05).

Ampiification Curves
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Sekil 4-14. b: Akut uygulamada karacigerde CYP1A2 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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Kronik uygulamada 2,5 mg/kg Dokso kontrol grubuna gore karacigerde
CYPIA2 gen ekspresyonu anlamli olarak azaltti (p <0,05). Diger tedavi gruplar1 ve
kontrol grubu karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi (Sekil 4.15a). Karacigerde
CYP1AZ2 gen ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.15b’de gosterildi.
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Kontrol Dokso Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
1 mg/kg 1+ 20 mg/kg 2,5mg/kg 2,5+ 20 mg/kg

Sekil 4-15. a: Kronik uygulamada karacigerde CYP1A2 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlaml1 derecede birbirinden farklidir (p< 0,05).

Ampification Curves

CYPILA2 Karaciger

1.0E 7

(465-510)

Fluorescence

1.0E0

Sekil 4-15. b: Kronik uygulamada karacigerde CYP1A2 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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4.3.1.2. Kalp

Akut ilag tedavisi, kalp CYP1A2 gen ekspresyonunda gruplar aras1 anlamli fark
olusturmadi (Sekil 4.16a, p>0,05). Kalpte CYP1A2 gen ekspresyonu rt-PCR
amplifikasyon egrisi Sekil 4.16b’de gosterildi.

CYP1A2 Kalp
6

Log; kat degigimi

0_
Kontrol Dokso Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
6 mg/kg 6+ 20 mg/kg 15 mg/kg 15+ 20 mg/kg

Sekil 4-16. a: Akut uygulamada kalpte CYP1A2 gen ekspresyonu

Degerler ortalama =+ standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasindan anlamlilik

gozlenmedi (p >0,05).

Amplification Curves

CYPLA2 Kalp

1.0E 1

Fluorescence (465-510)

1.0E0

Negatif Kontrol
Dokso(omgkg)

Dokso{15mg/kg+20mg/ks)
Dokso(15mg/ke)

Dokso+Sipro(6mg/kg+20mg/kg)
2 4 [3 & 0 1z 14 18 18 20 2 24 25 s 30 32 .
Cycles

Sekil 4-16. b: Akut uygulamada kalpte CYP1A2 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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Kronik uygulamada 1 mg/kg Dokso kontrol grubuna gore CYPIA2 gen
ekspresyonunu kalpte %50 oraninda anlamli olarak arttirdi (p<0,05). Diger gruplar
kontrol ve birbiriyle karsilagtirildiginda, anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.17a).
Kalpte CYP1A2 gen ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.17b’de gosterildi.

CYP1A2 Kalp
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Kontrol Dokso Dokso Dokso+Sipro Dokso+Sipro
1 mg/kg 2,5 mg/kg 1+ 20 mg/kg 2,5+ 20 mg/kg

Sekil 4-17. a: Kronik uygulamada kalpte CYP1A2 gen ekspresyonu

Degerler ortalama =+standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklidir (p< 0,05).

Amplification Curves

CYP1A2 Kalp

1.0E1

Fluorescence (465-510)

1.0E0]

Negatif Kontrol

Dokso+Sipro(1mgkg+20mg’kg)
Dokso+Sipro(1mg/kg+20mg/kg)
Dokso(1mgkg)
S § 0 1z 14 & 18 @ oz 2 = @& W 3 W% 3B 4
Cycles

Sekil 4-17.b: Kronik uygulamada kalpte CYP1A2 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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4.3.2. CYP2J3

4.3.2.1. Karaciger

Akut ilag uygulamasi karacigerde CYP2J3 gen ekspresyonunda gruplar arasi
anlamli fark olusturmadi (Sekil 4.18a, p>0,05). Karacigerde CYP2J3 gen ekspresyonu
rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.18b’de gosterildi.

= L

CYP2J3 Karaciger

Log, kat degisimi

'
(5]
1

Kontrol Dokso Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
6 mg/kg 6+ 20 mg/kg 15 mg/kg 15+ 20 mg/kg

Sekil 4-18. a: Akut uygulamada karacigerde CYP2J3 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasinda anlamlilik
gozlenmedi (p >0,05).

Amplification Curves

CYP2J3 Karaciger

1,081

Fluorescence (465-510)

1.0E0

Negatif Kontrol

Dakso+Sipro(15mg/kg+20mg/kg)

Dokso{15mgkg)
Dokso{6mgkg)

Dokso(6mg/ke+20mg/ke)

2 4 [3 & 10 12 14 16 18 20 22 24 % 28 30 32 34 3B 38 A
Cycles

Sekil 4-18. b: Akut uygulamada karacigerde CYP2J3 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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Kronik uygulamada 2,5 mg/kg Dokso kontrol grubuna gore CYP2J3 gen
ekspresyonunu karacigerde 4 kat azaltti1 (p=0,001). Bu azalma 20 mg/kg Sipro ile
birlikte anlamli olmamakla birlikte 2 kat geriye dondii. Diger gruplar kontrol grubu ve
birbiriyle karsilastirildiginda, anlamli fark goriilmedi (Sekil 4.19a). Karacigerde
CYP2J3 gen ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.19b’de gosterildi.

b CYP2J3 Karaciger

04 e !

.

'
N
1

Log, kat degisimi

Kontrol Dokso Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
1 mg/kg 1+ 20 mg/kg 2,5 mg/kg 2,5+ 20 mg/kg

Sekil 4-19. a: Kronik uygulamada karacigerde CYP2J3 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklhidir (p< 0,05).

Amplification Curves

CYP2J3 Karaciger

1.0E14

Fluorescence (445-510)

1.0E0

Negatif Kontrol

Dokso(2.5 mg'kg)

Doksa(1mg/kg)
Dokso+Sipro(2.5mgz/ke+20me kz)
Dokso+Sipro{1mg/kg+20me/kg)

2 4 11 g 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 et=} Ll
Cycles

Sekil 4-19. b: Kronik uygulamada karacigerde CYP2J3 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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4.3.2.2. Kalp

Akut olarak uygulanan 6 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro % 78 ve 15 mg/kg
Dokso % 69 oraninda kontrol grubuna gore CYP2J3 gen ekspresyonunu kalpte anlaml
bir sekilde artirdi (p<0,005; Sekil 4.20a). Kalpte CYP2J3 gen ekspresyonu rt-PCR
amplifikasyon egrisi Sekil 4.20b’de gosterildi.

CYP2J3 Kalp
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Kontrol Dokso Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
6 mg/kg 6+ 20 mg/kg 15 mg/kg 15+ 20 mg/kg

Sekil 4-20. a: Akut uygulamada kalpte CYP2J3 gen ekspresyonu

Degerler ortalama =+ standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklidir (p< 0,005).

Amplification Curves

CYP2J3 Kalp

1.0E1

(465-510)

Fluorescence

1.0E0
Negatif Kontrol

Kontral

Dokso+Sipro( 1 5me/ke+20me/ke)

Dokso+Sipro(6mg keg+20mg/kg) Dokso(6mgkg)
Dokso(15mgkg)

3 4 [3 3 10 1z 14 15 18 20 22 24 2 28 30 32 34 ;® I+ 4
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Sekil 4-20. b: Akut uygulamada kalpte CYP2J3 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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Kronik uygulamada Dokso doza bagli olarak kalpte CYP2J3 gen ekspresyonunu
artird1 (p=0,001). 2,5 mg/kg Dokso grubunda anlamli olan bu artis (% 83), 20 mg/kg
Sipro ile birlikte % 99 oraninda azald1 (p=0,001). 1 mg/kg Dokso ile 2,5 mg/kg Dokso
gruplart arasindaki fark % 56’dir (p=0,03; Sekil 4.21a). Kalpte CYP2J3 gen
ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.21b’de gosterildi.
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Kontrol Dokso Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
1 mg/kg 1+ 20 mg/kg 2,5 mg/kg 2,5+ 20 mg/kg

Sekil 4-21. a: Kronik uygulamada kalpte CYP2J3 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklidir (p< 0,05).

Amplification Curves.

CYP2J3 Kalp

1.OET

Fluorescence (465-510)

1.0E0
Negatif Kontrol

-
1 Dokso+Sipro(2,5mg/kg+20mg/kg)

Kontrol
Dokso(1mgkg)

Dokso+Siprof 1mg/kg+20mg ke)

Dokso(2.5mg/kg)
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0
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Sekil 4-21. b: Kronik uygulamada kalpte CYP2J3 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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4.3.3. CYP3Al

4.3.3.1. Karaciger

Akut Dokso tedavisi karaciger CYP3A1 gen ekspresyonunu her iki dozda da
artirdi. Kontrol grubuna goére anlamsiz olan bu etki 20 mg/kg Sipro ile birlikte kontrol
grubuna gore % 52-58 oraninda anlamli olarak artt1 (p<0,05; Sekil 4.22a). Karacigerde
CYP3A1 gen ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.22b’de gosterildi.

CYP3A1 Karaciger
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Kontrol Dokso Dol pro Dokso Dokso+Sipro
6 mg/kg 6+ 20 mg/kg 15 mg/kg 15+ 20 mg/kg

Sekil 4-22. a: Akut uygulamada karacigerde CYP3A1 gen ekspresyonu

Degerler ortalama =+ standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklidir (p< 0,05).

Amplification Curves.

CYP3A1 Karaciger
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Fluorescence (465-510)

/‘/ Negatif Kontrol

Kontrol

Dokso(6mg/kg) Dokso(15mgks)
Dokso+Sipro(6mg/kg=20mg/kg)
Dokso+Sipro(15mgkg+20mg/kg)
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20
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Sekil 4-22. b: Akut uygulamada karacigerde CYP3A1 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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Kronik uygulamada 1 mg/kg Dokso + 20 mg/kg Sipro grubuna gore, 2,5 mg/kg
Dokso grubunda CYP3AL gen ekspresyonu karacigerde anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0,008). Diger gruplar kontrol ve birbiriyle karsilastirildiginda anlamli fark
saptanmadi (Sekil 4.23a). Karacigerde CYP3A1 gen ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon
egrisi Sekil 4.23b’de gosterildi.
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Kontrol Dokso Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
I mg/kg 1+ 20 mg/kg 2,5 mg/kg 2,5+ 20 mg/kg

Sekil 4-23. a: Kronik uygulamada karacigerde CYP3A1 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklidir (p< 0,05).

Amplification Curves

CYP3A1 Karaciger
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Sekil 4-23. b: Kronik uygulamada karacigerde CYP3A1 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi



4.3.3.2. Kalp

64

Akut 15 mg/kg Dokso grubu kontrol grubuna gére CYP3A1 gen ekspresyonunu

kalpte anlaml1 bir sekilde yiikseltti (% 65, p<0,05). Diger gruplar kontrol ve birbiriyle

karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi (Sekil 4.24a). Kalpte CYP3Al gen

ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.24b’de gosterildi.
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CYP3A1 Kalp
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Dokso+Sipro Dokso Dokso+Sipro
6+ 20 mg/kg 15 mg/kg 15+ 20 mg/kg

Sekil 4-24. a: Akut uygulamada kalpte CYP3AL1 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli derecede birbirinden farklidir (p< 0,05).

Amplification Curves
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Sekil 4-24. b: Akut uygulamada kalpte CYP3AL1 gen ekspresyonu rt-PCR

amplifikasyon egrisi
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Kronik uygulamada tiim gruplarda kontrole gore bir artig goriilmesine ragmen

gruplar arasi anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05; Sekil 4.25a). Kalpte CYP3A1 gen

ekspresyonu rt-PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.25b’de gosterildi.
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CYP3A1 Kalp
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Kontrol Dokso Dokso+Sipro
1 mg/kg 1+ 20 mg/kg

Dokso Dokso+Sipro
2,5 mg/kg 2,5+20 mg/kg

Sekil 4-25. a: Kronik uygulamada kalpte CYP3A1 gen ekspresyonu

Degerler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasindan anlamlilik

gozlenmedi (p >0,05).

Amplification Curves
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Sekil 4-25. b: Kronik uygulamada kal

amplifikasyon egrisi
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pte CYP3AL gen ekspresyonu rt-PCR
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4.4. GENEL DURUM

Calismamiz siiresince tlim gruplardaki siganlarin genel durumu rutin olarak takip
edildi. Yiiksek doz Dokso (2,5 mg/kg) kullanilan gruplardaki siganlarda; gozlem
siirecinde hizla gelisen bir uyusukluk goriildii ve lokomotor aktivitelerinde azalma
oOl¢iildii. Bunlara ek olarak, sicanlarin tiiylerinde dagmiklik, géz ¢evrelerinde, burun ve
ag1z cevresinde kizariklik gozlendi. Son haftalarda siganlarin istahsizlik, batinlarinda

genisleme ve diskilarinda sulanma gozlendi.

Dokso + Sipro (2,5 mg/kg + 20 mg/kg ) uygulanan grubun, 2,5 mg/kg Dokso
uygulanan gruba gore daha aktif, digkilarinin daha sert ve beslenmelerinin daha iyi
oldugu goriildii. Diisiik doz Dokso (1 mg/kg) ve Dokso + Sipro (1 mg/kg + 20 mg/kg)

gruplarinin genel durumlari kontrole benzer bulundu.

Tedavi uygulanan siganlarin, sakrifiye edildikten sonra, kalp ve karacigerlerinde
kiigiik siyah noktalar goriildii. 2,5 mg/kg Dokso uygulanan siganlarda peritonel 6dem,
bos mide, mide-bagirsak kanamasi ve iilserasyon goriildii. Sekil 4.25' de gosterildigi
gibi, Dokso (2,5 mg/kg) uygulanan bir sigan 7. giinde 6ldii ve yapilan otopside
akcigerde patolojik bulgulara rastlandi. Dokso + Sipro (2,5 mgkg + 20 mg/kg)
uygulanan grupta toksik etkilerin daha az siddetli oldugu ve ayn1 zamanda peritonda

O0dem olmadig1 goriildii. Bu sicanlarin midelerinde iilserasyon belirtileri vardi (Sekil

4.26).

Dokso 2,5 mg/kg: Dokso 2,5 mg/kg:
Burun cevresinde Akcigerde patolojik
ve bacaklarda bulgu ve
eritem. gastrointestinal
kanama.
Dokso + Sipro (2,5
Dokso 2,5 mg/kg: mg/kg * 2(.) mg/kg):
96z cevresinde gbz (;evresmd_e ve
. bacaklarda eritem
eritem.

gozlenmedi.

Sekil 4-26. Dokso veya Dokso + Sipro’nun sicanlarin genel durumuna etkisi
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4.4.1. Lokomotor Aktivite

Lokomotor aktivite degerleri, Dokso 1 mg/kg grubunda % 11, Dokso 1 mg/kg
+20 mg/kg grubunda % 19, Dokso 2,5 mg/kg grubunda % 79 ve Dokso +Sipro 2,5
mg/kg +20 mg/kg grubunda % 56 oranlarinda, anlamli olarak azaldi (p <0,0001, Sekil
4.27; Tablo 4.5). Dokso 1 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda, Dokso + Sipro (1 mg/kg
+ 20 mg/kg) grubunda lokomotor aktivite anlamli bir fark géstermedi (Sekil 4.27).
Dokso 1 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda, Dokso + Sipro (2,5 mg/kg + 20 mg/kg)
grubunda lokomotor aktivite degerleri % 51 olarak anlamli bir sekilde daha az oldu
(Sekil 4.27). Ayrica, Dokso 2,5 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda, Dokso + Sipro (2,5
mg/kg + 20 mg/kg) grubunda lokomotor aktivite % 51 olarak anlamli bir sekilde
yiikseldi (Sekil 4.27). Dokso (1 mg/kg) ve Dokso + Sipro (1 mg/kg +20 mg/kg)
gruplart karistirildiginda lokomotor aktivite degerlerinde anlamli bir fark gozlenmedi

(Sekil 4.27).

Tablo 4.5. Kronik uygulamada sicanlarin lokomotor aktivitesi

Dokso Dokso + Sipro Dokso Dokso + Sipro
Kontrol
Gruplar 8 (Img/kg) (1 +20mg/kg) (2,5 mg/kg) (2,5 + 20 mg/kg)
- n=8 n=8 n=4 n=5
Mesafe
cm 373,5+10,92 328,849,597 300,1+7,87¢ 78,38+9,24° 161,1+13,259

Veriler ortalama+tstandart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlaml
olarak birbirinden farklidir (p < 0,0001).

Dokso+Sipro d
2,5+20 mg/kg
Dokso
2,5 mg/kg /// b

Dokso+Sipro

1+20 mg/kg c
Dokso E e o
1mg/kg B e b s
Kontrol a
o 100 200 300 400 500

Mesafe (cm)

Sekil 4-27. Sprague Dawley sicanlarinda lokomotor aktivite mesafesi; cm olarak

gosterildi

Farkli harflerle gdsterilen siitunlar anlamli olarak birbirinden farklidir p< 0,0001.
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4.4.2. Yasam Siiresi

Kronik yiiksek dozda Dokso (2,5 mg/kg) ile tedavi edilen siganlarin 6liim orani
%350’dir, bu oran kontrol grubundan ve kronik diisiik doz Dokso (1 mg/kg) ve Dokso +
Sipro (1 mg/kg + 20 mg/kg) uygulanan gruptan yiiksektir (p < 0,05; Sekil 4.28). Oysa
yiiksek doz Dokso ve Sipro (2,5 mg/kg + 20 mg/kg) uygulanan sicanlarda 6liim orani
oran1 % 38’dir. Kronik Dokso (1 mg/kg) ve Dokso + Sipro (1 mg/kg + 20 mg/kg)
uygulanan gruplarda 6liim gozlenmedi. Diisiik ve yiiksek (6 mg/kg ve 15 mg/kg tek
basima Dokso; ve 20 mg/kg Sipro ile birlikte) akut doz uygulanan siganlarin tamami

hayatta kald1 (Sekil 4.28).

- Kontrol
100-

% Dokso Img/kg

Dokso + Sipro
| +20mg/kg

50 ¥ Doxo 2,5 mg/kg

Yasama Yuzdesi

Dokso + Sipro
2,5 +20mg/kg

Giinler

Sekil 4-28. 3 hafta kronik ila¢ uygulamasinin yasam siiresine etkisi (Kaplan —Meier
Plot)

Ayni renk kesik ¢izgiler ortalama + standart hatay1 gostermektedir. * P< 0,05.

4.4.3. Viicut Agirhg:

4. haftada tiim gruplar kontrol ile karsilastirildiginda sicanlarin viicut agirliginda,
Dokso (1 mg/kg) grubunda % 22, Dokso (2,5 mg/kg) grubunda % 46, Dokso + Sipro (1
mg/kg + 20 mg/kg) grubunda % 26 ve Dokso + Sipro (2,5 mg/kg + 20 mg/kg) grubunda
% 31 oraninda azalma go6zlendi (Sekil 4.29; Tablo 4.6). Dokso (1 mg/kg) ile tedavi
edilen sicanlarin calisma siiresi boyunca viicut agirhiginda bir de8isim goriilmedi.
Ayrica, Dokso (2,5 mg/kg) grubundaki siganlarin viicut agirliginda 0. ve 1. haftada bir
degisiklik goriilmedi. Benzer bir sekilde Dokso + Sipro (2,5 mg/kg + 20 mg/kg)
grubunda 0., 1., 2., ve 3. haftada bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.29; Tablo 4.6). 4.
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haftada Dokso (2,5 mg/kg) grubundaki azalma Dokso 20 mg/kg Sipro ilavesi ile %26

oraninda anlamli olarak tersine g¢evrildi (Sekil 4.29). Serum fizyolojik enjeksiyonu

yapilan kontrol grubundaki sicanlarin viicut agirlifinda, deney siiresince anlamli bir

degisiklik olusmadi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Dokso ve Sipro tedavi siiresinde Sprague Dawley sicanlarinin toplam

viicut agirhgindaki degisimler

Gruplar 0.Hafta 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4. Hafta
Kontrol 279,38+3,7132 290,13+4,454%  304,50+6,068%  324,88+11,705%  322,38+7,431%
n=8
Dokso (1mg/kg) 255,63+1,752° 254,00+1,615°  252,7542,366° 250,7542,644° 249,3843,053 0
n=38
Dokso 266,87+43,9473®  249,63+3,097° 222,63+4,723°¢ 194,25+2.919°¢ 163,50+1,758°¢

(2,5mg/kg) n=4

Dokso + Sipro
(Img/kg+20mg/k
gn=8

Dokso + Sipro

(2,5mg/kg+20
mg/kg) n=5

229,13+£2,936°

262,25+4,913 %

229,63+3,00°¢

249,63+6,222"

233,38+3,343 ¢

247,714,568

235,38+3,914°

234,71+7,555°

237,50+4,432 b

220,20+6,939 %

Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli
olarak birbirinden farklidir (p < 0,05).
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Sekil 4-29. Dokso ve Sipro tedavi siiresinde Sprague Dawley sicanlarinin toplam

viicut agirh@indaki degisiklikler

Verilerin karsilastirilmasi Tablo 4.6’da gosterildi (p< 0,05).
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4.4.4. Organ Agirhklar

Tim viicut agirhgina goére organ agirliklar rolatif olarak hesaplandi. Akut
uygulamada organ agirliklarinda anlamli bir fark olusmadi. Kronik uygulama sonuglar

asagida verildi.
1.4.4.1. Kalp Agirhg:

Rolatif kalp agirligi, Dokso 2,5 mg/kg grubunda % 34,6 oranda anlamli olarak
azaldi. Bu azalma 20 mg/kg Sipro ile birlikte % 56 oraninda anlamli olarak geriledi (p
<0,0001; Tablo 4.7). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.30).

Tablo 4.7. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun kalp agirh@na etkisi

etkisi
Gruplar Kontrol Dokso Dokso + Sipro Dokso Dokso + Sipro
. (1 mg/kg) (1+20mg/kg) (25 mg/kg) (2.5 +20 mg/kg)
n=
n=8 n=8 n=4 n=>5
Kalp 0,408£0,009°  0,390+0,016° 0,388 +£0,005%  0,267+0,016°  0,4170,012°
agirhgi (%)

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
anlamli olarak birbirinden farklidir (p < 0,0001).
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Sekil 4-30. Dokso ve Dokso + Sipro’nun kalp agirhigina etkisi

Veriler ortalama+standart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar anlamli

olarak birbirinden farklidir (p< 0,0001).
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4.4.4.2. Karaciger Agirh@

Relatif karaciger agirligi, Dokso 1 mg/kg grubunda %11,5 oranda anlamli1 olarak
yiikseldi (p < 0,01; Tablo 4.8). Ancak, yiiksek doz Dokso + Sipro (2,5 mg/kg + 20
mg/kg) uygulanan grupta, Dokso 1 mg/kg uygulanan gruba gore belirgin mindr
karaciger atrofisi gézlendi (% 22; Sekil 4.31).

Tablo 4.8. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun karaciger agirhgina etkisi

Gruplar Kontrol Dokso Dokso + Sipro Dokso Dokso + Sipro
. (1mg/kg)  (1+20mg/kg) (2,5 mglkg) (2.5 +20 mg/kg)
n=
n=8 n=8 n=4 n=5
Karaciger

O 2,977 £0,031%° 3,321 £0,110° 2,912 +£0,0712> 2,995+ 0,174%® 2,581 £ 0,165
agirhgi (%)

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
anlamli olarak birbirinden farklidir (p< 0,01).
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Sekil 4-31. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun karaciger agirhgina etkisi

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli olarak birbirinden farklidir (p <0,01).
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4.4.4.3. Dalak Agirhg:

Rolatif dalak agirligi, Dokso + Sipro (1 mg/kg + 20 mg/kg) tedavi grubu harig
tek basina Dokso ve Dokso + Sipro (2,5 mg/kg + 20 mg/kg) gruplarinda % 76-80
oraninda anlamli olarak azaldi (p <0,0001; Tablo 4.9, Sekil 4.32).

Tablo 4.9. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun dalak agirhgina etkisi

Gruplar Kontrol Dokso Dokso + Sipro Dokso Dokso + Sipro
n=8 (1 mg/kg) (1+20 mg/kg) (2,5 mg/kg) (2,5 + 20 mg/kg)
n=8 n=8 n=4 n=5
Relatif
karaciger 0,299+0,021°  0,236+0,008" 0,349 0,013 0,193+0,016° 0,232+0,010°
agirhg (%)

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
anlamli olarak birbirinden farklidir (p< 0,0001).
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Sekil 4-32. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun roélatif dalak agirhgina
etkisi

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlaml olarak birbirinden farklidir (p < 0,0001).
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4.4.4.4. Bobrek Agirh

Kronik Dokso tedavisi bobrek agirligini, Dokso 2,5 mg/kg dozunda anlamli
olmak iizere doza bagh olarak artirdi (p <0,0001; Tablo 4.10). 20 mg/kg Sipro ile
birlikte bu artis kontrol seviyesine geriledi (Sekil 4.33).

Tablo 4.10. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun bobrek agirhgina etkisi

Gruplar Kontrol Dokso Dokso + Sipro Dokso Dokso + Sipro
. (1 mg/kg) (1+20mg/kg)  (2,5mglkg)  (2,5+ 20 mg/kg)
n=
n=8 n=8 n=4 n=>5
Bobrek

<1< o 0,384+0,014*°  0,436+0,013° 0,354 +£0,006° 0,485+0,033° 0,358+0,006°
agirhgi (%)

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
anlamli olarak birbirinden farklidir (p< 0,0001).
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Sekil 4-33. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun rélatif bobrek agirhgina
etkisi

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlaml olarak birbirinden farklidir (p < 0,0001).
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4.4.4.5. Testis Agirhg

Rolatif testis agirligi, Dokso 2,5 mg/kg grubunda % 50 oraninda anlamli olmak
tizere dokso tedavi gruplarinda azaldi. 20 mg/kg Sipro bu azalmayi anlamli olarak

kontrol grubu seviyesine dogru geriletti (p <0,0001; Tablo 4.11, Sekil 4.34).

Tablo 4.11. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun testis agirhgina etkisi

Gruplar Dokso Dokso + Sipro Dokso Dokso + Sipro
Kontrol K
. (1 mg/kg) (1+20mg/kg) (2,5 mglkg)  (2.5+ 20 mg/kg)
n=
n=38 n=8 n=4 n=5
Testisagirh@l o (6610,0350  0,457£0,020° 0,599 £0,028°  0,331£0,046°  0,534:0,049°

(%)

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
anlamli olarak birbirinden farklidir (p< 0,0001).
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Sekil 4-34. Kronik tedavide Dokso ve Dokso + Sipro’nun roélatif testis agirh@ina

etkisi

Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Farkli harflerle gosterilen gruplar

anlamli olarak birbirinden farklidir (p <0,0001).
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4.5. KORELASYON

Akut uygulamada Dokso plazma konsantrasyonu ile cTnl plazma

konsantrasyonu arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon gozlendi (r = 0,978; p < 0,01;

Sekil 4. 33).

250,000

= y =79.476x-97.692
-, 200,008°=0,9786 o
e r=0,978,p<0.01 o
= f 150,000
4 = 100,000
3.‘:
e
5 50,000

0,000

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

c¢Tnl (ng/mL)

Sekil 4-35. Akut tedavide Dokso konsontrasyonu ile plazma cTnl korelasyonu

Kronik uygulamada da Dokso plazma konsantrasyonu ile cTnl plazma
konsantrasyonu arasinda giiclii bir pozitif korelasyon goézlendi (r = 0,973; p < 0,01;

Sekil 4. 34).

300,000
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wn
= 1=09737
= ~ 200,000 _
=3 ' p=0.001
23 o
Z = 150,000
"ff = 100,000
>
2
a 50,000

0,000 <
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Sekil 4-36. Kronik tedavide Dokso konsontrasyonu ile plazma cTnl korelasyonu

Kronik uygulanan grupta Dokso plazma konsantrasyonu ile ikili ¢arpan (KAH x
VB) arasinda giiglii bir negatif korelasyon gozlendi (r = -0,955; p < 0,01; Sekil 4. 35).
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Sekil 4-37. Kronik tedavide Dokso plazma konsantrasyonu ile ikili ¢carpan (KAH x
VB) korelasyonu

Benzer bir sekilde, akut grupta plazma cTnl degerleri ile kalp CYP3Al
izoenzimi ekspresyonu arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon bulundu (r = 0,818; p <

0,05; Sekil 4.36).
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Sekil 4-38. Akut tedavide plazma cTnl degerleri ile kalp CYP3A1l izoenzimi

ekspresyonu korelasyonu

Kronik grupta lokomotor aktivite ve dokso plazma konsantrasyonu arasinda

anlamlilik olmamasiyla birlikte, aralarinda korelasyon gozlendi (r = 0,7610; p >0,05;

Sekil 4.37).
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Sekil 4-39. Kronik tedavide lokomotor aktivite ile dokso plazma konsantrasyonu

korelasyonu

Kronik grupta cTnl plazma degerleri ve kalpte CYP3A1l gen ekspresyonu
arasinda anlamlilik olmamasiyla birlikte, aralarinda korelasyon gozlendi (r = 0,700; p

-0,05; Sekil 4.38).
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Sekil 4-40. Kronik tedavide cTnl plazma degerleri ile kalpte CYP3Al gen

ekspresyonu korelasyonu
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5. TARTISMA

Dokso birgok neoplastik hastalik ve kanser tiiriiniin tedavisinde genis kullanim
alanma sahip bir kematerapdtiktir. Buna ragmen klinik kullanimi, doza bagh
kardiyotoksisitesi ve ndtropeni nedeniyle kisitlanir (Yeh ve ark. 2007). Kemoterapi
esnasinda hastanin, immunosupresyonla birlikte degisik enfeksiyonlara olan duyarlilig
artmaktadir. Sipro bu tip enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Florokinolon grubundan
stkea kullanilan genis-spektrumlu bir antimikrobiyal ajan olan Sipro’nun, kolorektal,
mesane ve prostat kanserli hastalarda Dokso ve epuribisinin etkisini artirdigi
gosterilmistir (Aranha ve ark. 2003; Gurtowska ve ark. 2010; Herold ve ark. 2002; Van
Weert ve ark. 2006). Ancak son c¢aligmalar, karaciger ve kalp toksisitesinin Sipro
kullanim1 ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir (Adikwu ve Barmbaifa 2012).
Hayvan c¢aligmalarinda oldugu gibi klinik uygulamalarda da Sipro’ya bagh
kardiyotoksitenin QT, QTC araliginda ve aksiyon potansiyelinde belirgin uzamaya
sebep oldugu gosterilmistir (Knorr ve ark. 2008; Prabhakar ve Krahn 2004).

Polifarmasiyle tedavi edilen kanser hastalarinda, ilag¢ etkilesimi riski ytiksektir.
Biz c¢alismamizda, Dokso ve Sipro birlikte kullanildiginda olas1 etkilesimi
degerlendirmek amaci ile yetiskin erkek sicanlarda Sipro’nun Dokso’nun plazma
diizeyine etkisini ve Dokso ve/veya Sipro varliginda hepatik ve kardiyak CYP1Al,
CYP1A2, CYP3J2 ve CYP3A1 enzimlerinin mRNA ekspresyonlarini arastirdik. Her iki
ilacin da kardiyotoksisite ile iliskilendirilmis olmasina bagli olarak, Langendorff
preparati ile Dokso ve/veya Sipro’nun sican kalbinde fonksiyonel parametrelere
etkilerini karsilastirmali olarak degerlendirdik ve plazma cTnl diizeylerini 6l¢tiik.

Dokso, yapilan klinik caligmalarda, antitimor aktivitesinin gelistirilmesi
amactyla, farkli dozlarda ve baska ilaclarla kombine edilerek kullanilmistir. Benzer
sekilde, cesitli hayvan ¢alismalarinda akut ve kronik kardiyotoksisitenin gelismesinde,
Dokso kullaniminin doza bagli olarak etki olusturdugu gozlenmistir (Bertazzoli ve ark.
2014; Herman ve ark. 2000). Bu bilgiler dogrultusunda ¢alisma gruplarimizi Dokso ve
Sipro’nun akut ve kronik kullanimi olacak sekilde diizenledik. Dokso ve Sipro’yu ayni
dozlarda ancak farkli zaman periyotlarinda uygulayarak Dokso’nun farmakokinetik

profilini arastirdik.
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Calismamizin  sonuglari, Akut ve kronik uygulamanin Dokso plazma
seviyelerinde gozle goriiliir bir fark olmadigini ortaya koydu. Uygulamadan iki giin
sonra yapilan 6l¢iimlerde, Dokso’nun tek seferlik intraperitonel enjeksiyonu ya da ayni
dozun haftalara boliinerek verilmesi ile Olclilen Dokso plazma konsantrasyonlar
arasinda fark bulunmadi (Sekil 4.3). Kronik grupta, Dokso’nun plazma konsantrasyonu
Sipro ile diisiik dozda % 23,5 yiiksek dozda % 14,3 oranlarinda anlamli olarak yiikseldi.
Doza bagh artis tek basina Dokso’da % 41,9 Sipro ile birlikte % 31,4 olarak saptandi
(p<0.001, Tablo: 4.1, Sekil: 4.1). Akut grupta, Dokso’nun plazma konsantrasyonu Sipro
ile diisiik dozda % 26,8 yliksek dozda % 16,4 oranlarinda anlamli olarak yiikseldi. Doza
bagli artis tek basina Dokso’da % 37 Sipro ile birlikte % 25,7 olarak saptand1 (p<0.001,
Tablo: 4.2, Sekil: 4.2). Genellikle farmakokinetik etkilesimler ilaclarin enzimatik
biyotransformasyonundaki inhibisyon veya indiiksiyonuna baghdir (Ogu ve Maxa
2000). Dokso CYP2D6, CYP3A4, ve p-glikoproteinin substratidir. Diger taraftan
CYP2B6, CYP2D6 ve CYP3A4 izoenzimlerinin inhibitoriidiir. Ayn1 zamanda p-
glikoproteinini indiikler (Baumhakel ve ark. 2001; Flockhart 2007). Sicanlarda insan
CYP3A4 izoenziminin analogu CYP3Al izoenzimidir (Kirita ve Matsubara 1993).
Sipro p-glikoproteininin supstratidir (Park ve ark. 2011). CYP1A2 izoenziminin giiglii,
CYP3A4 izoenziminin ise zayif inhibitoriidiir. (Badyal ve Garg 2000; Jerling ve ark.
1994). Siganlarda da CYP1A2 izoenzimi insanlardaki ile aynidir (Ikeya ve ark. 1989).

Karacigerde CYP1A2 gen ekspresyonu akut uygulamada, yliksek doz Dokso ve
Sipro’nun birlikte uygulandig1 gruplarin haricindeki tiim gruplarda kontrol grubuna gore
azalma gosterdi (Sekil 4.14 a ve b). Bu azalma Sipro ile birlikte daha fazla oldu.
Kardiyotoksisite 1ile iliskilendirilen CYPs ekspresyonlarindaki azalma Wang ve
arkadaslar1 tarafindan, endotelyal hiicrelerde ve kardiyomiyositlerde Dokso’nun neden
oldugu apoptoza baglanmistir (Wang ve ark. 2004). Hepatositlerde de ayn1 durum séz
konusu olabilir. Karacigerde patolojik durumlarda (siroz, inflamasyon, obozite vs) ve
kemoterapi sirasinda olast CYPs ekpresyonlarindaki azalmanin arasidonik asid
metaboliti sitoprotektif EET olusumunu ve karaciger metabolizmasini degistirebilecegi
ileri siiriilmektedir (Askri ve ark. 2014). CYP1A2 gen ekspresyonundaki azalmanin
Sipro ile birlikte artmasi Dokso’nun etkisine ek olarak Sipro'nun CYP1A2 gen
ekspresyonunu inhibe etmesi ile iligkili olabilir (Granfors ve ark. 2004). Akut
uygulamada karaciger CYP3A1l ekspresyonunda ise Dokso’nun diisiik ve yiiksek
dozlarinin Sipro ile birlikte uygulandigi gruplarda, kontrole gore artis saptadik. Tek
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basina kronik yiliksek doz Dokso kullanilan grupta ise karaciger CYP3A1 gen
ekspresyonu azaldi. Bu sonuglar, CYP3A1 izoenzimi igin Sipro’nun zayif inhibitdr,
Dokso’nun ise hem subtrati hem de inhibitorii olmast ile iliskili olabilir.

Akut uygulamada karaciger CYP2J3 gen ekspresyonunda, istatistiksel olarak
anlamli olmasa da azalma goriildii (Sekil 4.18 a ve b). Oysa tek basina yiiksek doz
kronik Dokso uygulanan sigcanlarda hepatik CYP2J3 enzim ekspresyonunda kontrole
gore anlamli bir azalma saptadik (Sekil 4.19a be b). Akut ve kronik uygulama
karsilagtirildiginda, CYP2J3 gen ekspresyonunda anlamli bir fark goriillmemistir.
CYP2J3 enzim ekspresyonu, Dokso Sipro ile birlikte uygulandiginda anlamli
olmamakla birlikte dokso grubuna gore artti. Sican CYP2J3 izoenzimi insan CYP2J2
enziminin analogudur (Zeldin ve ark. 1996). Sipro’nun hepatoksisiteye ve SOR
tiretilmesine sebep oldugu literatiirde gosterilmistir (Adikwu ve Brambaifa 2012;
Saracoglu ve ark. 2009). Sipro’nun eklenmesiyle hepatik CYP2J3 gen
ekspresyonundaki artisin rolii net degildir. Bu yonde daha fazla arastirma
gerekmektedir.

Diger taraftan, CYP450 enzimlerinin yani sira p-glikoproteinleri de ilag-ilag
etkilesiminde rol oynarlar (Greiner ve ark. 1999; Holtzman ve ark. 2006) ve ilaglarin
farmakokinetik, farmakodinamik ve toksikolojik 6zelliklerini etkilerler. P-glikoproteini
ilaglarin hepatositlerden ve renal tiibiillerden luminal bosluk i¢ine gecisini arttirir (Lin
ve Yamazaki 2003). L-MDR1a p-glikoproteinin eksikliginin Dokso’nun safra igine
salgilanmasii azalttigi ve bu nedenle Dokso plazma konsantrasyonunu arttirdigi
gosterilmistir (Van Asperen ve ark. 2000). Sipro’nun p-glikoproteinin inhibisyonu veya
indiiksiyonunda rol oynadigimi gosteren bir veri yoktur. Yapilan ¢aligmalar Sipro’nun
bir p-glikoprotein substrati oldugunu ortaya koymaktadir (Park ve ark. 2011; Shen ve
ark. 2008). Dolayisiyla bizim bulgularimizda saptadigimiz Dokso’nun plazma
konsantrasyonundaki artis, CYP3A4/1 ve CYP1A2 isoenzimlerini ek olarak p-
glikoproteinleriyle baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu baglamda Dokso ve
Sipro arasindaki etkilesiminin p-glikoproteini agisindan arastirilmasi yararli olacaktir.

Dokso ve Sipro doza bagli olarak kardiyotoksik etki gosterirler (Adikwu ve
Brambaifa 2012; Shi ve ark. 2011). Birlikte kullanildiklarinda Dokso’nun plazma
konsantrasyonunda goriilen artiga bagl olarak antitlimor etkinin yani sira kardiyotoksik
etkinin de artmasi beklenir. Bunu arastirmak {izere planladigimiz c¢alismamizda

kadiyotoksisiteyi degerlendirmek i¢in Langendorff preparati ile Dokso ve/veya
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Sipro’nun sican kalbinde fonksiyonel parametrelere etkilerini arastirdik ve plazma c¢Tnl
diizeylerini olgtiik.

cTnl plazma diizeyleri, kardiyak hasarlar1 belirlemek i¢in biyomarker olarak
kullanilir ve hasarla orantili olarak artar (Lipshultz ve ark. 2004; Urbanova ve ark.
2010, Bertinchant ve ark. 2003; Herman ve ark. 1998). Biz c¢Tnl diizeylerinde akut ve
kronik ila¢ tedavisi uygulanan gruplarda kontrole goére % 137-248 arasi oranlarda
anlaml artislar saptadik (p <0,0001;Tablo 4.4, Sekil 4.4). Dokso tek basina plazma cTnl
seviyelerini, gerek kronik gerekse akut uygulamada doza bagli olarak anlamli derecede
artirdr. iki doz arasindaki farki, kronik uygulamada % 31,5 akut uygulamada % 34,6
olarak bulduk. Sipro kronik ve akut uygulamada Dokso’nun bu etkisini degistirmedi
(Sekil 4.5, Sekil 4.6). cTnl seviyelerinde saptadigimiz bu artiglar Dokso ve Sipro’nun
miyokard {izerindeki etkisinin direkt gostergesi veya miyokardiyal hasarla sonu¢lanan
diger organ sistemlerindeki etkilerinin indirekt gostergesi olabilir (Wallace ve ark.
2004).

Langendorff teknigi kullanilarak yaptigimiz degerlendirmede, genel kalp
fonksiyonunun gostergesi “Ikili ¢arpan kalp fonksiyon degerleri’nin tiim tedavi
gruplarinda kontrole gore %33-70 oranlarinda anlamli olarak diistiigiinii gordiik. Tek
basina Dokso gruplar ile Dokso+Sipro gruplar1 arasinda anlamh bir fark saptamadik.
Sol ventrikiil basinct (dp/dtmax) Dokso ile yapilan daha 6nceki ¢alismalara benzer tarzda
azald1 (Zhu ve ark. 2011). Deneylerimizde Sipro’nun bu azalmada anlamli bir etkisi

gorilmedi.

Ilaglarin  farmakokinetik ve farmakodinamik &zelliklerini etkileyen CYP
izoenzimlerinin kardiyotoksisitede de rolii oldugu aragtirmalarda gosterilmistir (Zhang
ve ark. 2009). Bu calismamizda, kardiyotoksisitenin molekiiler temelini incelemek i¢in
Dokso’nun tek basina ve Sipro ile birlikte kullanildiginda kalpte CYP2J3, CYP3A1 ve
CYP1A2 izoenzimlerinin gen ekspresyonlar1 iizerindeki etkisini arastirdik. Onceki
caligmalarda, gen ekspresyonundaki degisimlerin kardiyak miyositlerdeki yapisal
biitinligiin (Thompson ve ark. 2010) ve enzim fonksiyonlarinin bozulmasina, ve bu
sekilde de kasilma fonksiyonlarinin degismesine sebep olabilecegi gosterilmistir (Ito ve
ark. 1990). CYP2J3 genlerinin fazla eksprese edilmesinin, kardiyak miyositlerini Dokso
indiiklii kardiyotoksisiteye karsi korudugu ileri siiriilmektedir (Zhang ve ark. 2009).

Zordoky ve arkadaglar1 24 saat g¢esitli Dokso konsantrasyonlarina maruz biraktiklar
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kardiyak H9C2 hiicrelerinde CYP gen ekspresyonlarinin arttigin1 gostermislerdir
(Zordoky ve ark. 2010). Biz de calismamizda yiliksek doz kronik Dokso’nun kalpte
CYP2J3 gen ekspresyonunu anlamli bir sekilde artirdigini saptadik (Sekil 4.21 a ve b).
Bunun yani sira kardiyotoksisitenin gostergesi olarak c¢Tnl seviyelerinin arttigini ve
kardiyak atrofi olustugunu gozlemledik. Cesitli ¢alismalarla, Dokso’ya bagh
kardiyotoksisitenin CYP ve sEH enzimlerinin indiiksiyonundan kaynaklandigi ve CYP
enzimlerinin arasidonik asidi kardiyoprotektif EETs ve kardiyotoksik 20-HETE’ye
doniistiirdiigii; sEH enziminin ise kardiyoprotektif EETs’1 diisiik biyolojik aktiviteli
DHETSs’ye hidrolize ettigi gosterilmistir. Bu verilere dayanarak, arasidonik asidin CYP-
aracili metabolitleri 20-HETE {iretiminin inhibisyonu yada EET iiretiminin indiiksiyonu
ile akut Dokso kardiyotoksisitesine karsi yeni bir koruma mekanizmasinin

saglanabilecegini ileri sliriilmiistiir (Zordoky ve ark. 2010).

Kronik grupta kardiyoprotektif etkisi oldugunu gostermese de yiliksek doz Dokso
ile birlikte uygulanan Sipro CYP2J3 gen ekspresyonunu kontrol grubu degerlerine
yaklastirdi. Bu grupta Dokso kan plazma konsantrasyonu (Sekil 4.3) ve c¢Tnl plazma
seviyeleri yiiksek (Sekil 4.4) olgiiliirken, Langendorff diizenegi ile dlgiilen kardiyak
fonksiyonlarda azalma saptadik (Sekil 4.13). Kronik tedavi gruplarinda, Dokso plazma
konsantrasyonu ile kardiyak fonksiyonlar arasinda giiglii bir negatif korelasyon gozledik
(Sekil 4.35). Dokso plazma konsantrasyonu ile ¢Tnl plazma konsantrasyonu arasinda
ise glclii bir pozitif korelasyon gozlemledik (Sekil 4.34). Aynmi kiimiilatif dozun
uygulandigr akut grupta ise CYP2J3 gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
olusmadi. Bu sonuclara gore Dokso indiiklii kardiyak hasarda genel olarak CYP2J3
enziminin koruyucu olarak bir etkisinin olup olmadig1 kesin olarak sdylenemez. Bu
asamada kardiyak hasarda rol alabilecek farkli mekanizmalarin da arastirilmasi
gerekmektedir.

Volkovo ve arkadaslari Dokso’nun aril hidrokarbon reseptoriinii (AhR) aktive
ettigini gosterdiler. Bu durumun, faz 1°’de (CYP1A1, CYP1A2 ve CYPIBI gibi) ve faz
II’de (Gamma-glutamil transferaz ve dipeptidazlar) ilag metabolize eden genlerin
ekspresyonlarinin up-regiilasyonu ile sonuglandigini saptadilar (Volkovo ve ark. 2011).
Biz de caligmamizda, kalpte diisiik kronik doz Dokso’nun, CYP1A2 enziminin
ekspresyonunu kontrole gore anlamli olarak arttig1 gordiik. Sadece diisiik doz Dokso’da

goriilen gen ekspresyonundaki artig diger tedavi gruplarinda olusmadi.



83

Kronik tedavi uygulanan gruplarda kardiyak CYP3A1l gen ekspresyonunda
anlamli degisiklik olusmadi (Sekil 4.25). Buna ragmen, tek doz 15mg/kg Dokso akut
uygulandiginda kardiyak CYP3Al gen ekspresyonunda anlamli bir artig gordiik.
CYP3Al izoenziminin Kkalpteki etkisi kesin olarak bilinmemektedir. Fakat,
kardiyoprotektif ya da kardiyotoksik gen olduguna dair c¢esitli baz1 indirekt kanitlar
bulunmaktadir. Disi ve erkek kardiyak miyositlerinde androjen reseptorlerinin varligi,
erkek seks hormonlarinin kasilma aktivitesinde kardiyo-regiilator roliinii gdstermektedir
((Bupha-Intr ve ark. 2007; Callies ve ark. 2003; Marsh ve ark. 1998). Scheuer ve
arkadaslar1 (1987) ilk olarak ejeksiyon fraksiyonu, pik sistolik basinci ve kardiyak ¢ikisi
da dahil olmak tizere kalp kasilma islevlerindeki azalmanin testosteron takviyesi ile
normal degerlere doniistiiglinii  gostermislerdir.  Testosteronun, insan CYP3A4
izoenziminin (Flockhart 2007) ve sicandaki analogu CYP3A1 izoenziminin substrati
(Flockhart 2007) oldugu gosterilmistir (Kirita ve Matsubara 1993). Buna gore
Dokso’nun CYP3A1 gen ekspresyonunu artirarak testosteron azalmasina ve dolayisi ile

kalp fonksiyonunun azalmasina neden olabilecegini sdyleyebiliriz.

Calismamizda tim bu verilere ek olarak sicanlarin genel durumu goézledik.
Saglikli Sprague Dawley siganlarinda 3 hafta boyunca Dokso ve Sipro’nun birlikte
kullanimi ile yasam kalitesinin artip artmadigi veya yaygin toksisitenin azalip
azalmadig1 hipotezi test edildi. Yorgunluk, lokomotor aktivitenin hesaplanmasiyla

degerlendirildi.

Tiim kronik tedavi gruplarinda kontrole gore lokomotor aktivitenin anlamli bir
sekilde azaldigimi gordiik (Sekil 4.27). Yiiksek doz Dokso diger tedavi gruplarina gore
lokomotor aktiviteyi daha fazla azaltt1 (Sekil 4.27). Sipro Dokso’nun bu etkisini anlamli
olarak geriye cevirdi. Sipro’nun antienfektif etkisinin bu diizelmede rolii olabilecegini
diisiinebiliriz. Yiiksek doz Dokso ile kronik olarak tedavi edilen sicanlarda diyare, viicut
kiitlesinin diismesi ve istahsizlik gibi etkiler gordiik. Ayn1 doz Dokso ile birlikte Sipro
verildiginde bu semptomlar belirgin olarak azaldi. Genel olarak antibiyotik tedavisinin
kanser hastalarinda genel saglik durumunu iyilestirdigi bilinmekte ve bu iyilesmenin
antienfektif etki ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (Flaherty ve ark. 1989; Haron ve
ark. 1989; Kern ve ark. 2013).
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Dokso ile tedavi ettigimiz gruplarinda zayiflama, istahsizlik, az su igme ve kilo
kayb1 saptadik. Bu c¢alismada gozlenen kilo kaybi benzer ¢alismalarla uyum
gostermektedir (Hajjaji ve ark. 2012; Herman ve ark. 2000; Hoekman ve ark. 1999).

Yiiksek kronik dozda tek bagina Dokso uygulandiginda kalp rolatif agirliklarinin
azaldig1 ve Sipro ile birlikte uygulanan gruplarda ise bu azalmanin anlamli bir sekilde
geriye dondiigli izlendik (Sekil 4.30). Kalbin rdélatif agirligindaki bu degisimde
kardiyotoksisitenin etkili olabilir. Dokso’nun olusturdugu kardiyoktoksisiteye oksidatif
hasarn, apoptozis indiiksiyonun, mitokondriyal disfonksiyonun, kalsiyum
hemostazisindeki degisikliklerin ve bizim de bu c¢alismada gosterdigimiz gibi, gen
ekspresyonu degisikliklerinin neden olabilecegi ileri siiriilmektedir (Minotti ve ark.

2004; Sharkey ve ark. 2013).

Kronik Dokso uygulanmasinin dalak ve testislerin rolatif agirliklarini azalttigina,
bobrek agirliklarinda ise artirdigini saptadik (Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34). Dalak
agirhigindaki  azalma, gelisecek fonksiyon bozuklugu sebebiyle hematolojik
parametrelerde degisiklik ve immiin yetmezlik ile iliskilendirilebilir (Herman ve ark.
1985; Panis ve ark. 2012; Carvalho ve ark. 2009; Vici ve ark. 2011).

Yeh ve arkadaglarinin ¢alismasiyla uyumlu olarak biz de bu ¢alismamizda tek
basma diisiik ve yiliksek doz Dokso ile tedavi edilen sicanlarda testikiiler atrofi
olustugunu ve Sipro’nun testikiiler atrofiyi geriye ¢evirdigini gordiik. Dokso’ya bagl
testikiiler toksisitenin altinda yatan mekanizmanin biiyiik bir kismini hiicresel
apoptozise neden olan oksidatif stresin olusturdugunu gostermektedir (Yeh ve ark.
2007). Dokso spermatogenezi inhibe ederek infertiliteye yol acar (Howell ve Shalet
2005; Yeh ve ark. 2007). Calismamizda Sipro’nun rolatif testis agirliklarindaki

azalmay geriye ¢evrilmesi ile 1lgili literatiirde herhangi bir veriye rastlamadik.

Calismamizda rolatif bobrek agirligi Dokso ile tedavi edilen sicanlarda artis
gostermistir. Bu durum, Sharkey ve arkadaslarinin bulgulariyla tutarlidir (Sharkey ve
ark. 2013). Sharkey ve arkadaslari, Dokso’ya bagl agirlikta artiga neden olan renal
patolojinin, artan serum Kardiyo-troponin seviyesi ile iliskili kardiyotoksisitenin
sekonder nedeni olabilecegini ileri siirdiiler (Sharkey ve ark. 2013). Bizim verilerimiz
Sipro’nun Dokso ile birlikte uygulandiginda bdbrek agirhigindaki artist geriye

cevirdigini gostermektedir. Ancak biz Sipro’nun bu etkisi ile kardiyo-troponin seviyesi
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arasinda bir iligki saptamadik. Sipro’nun sicanlarda nefrotoksisiteye yol agmadigi

gosterilmistir (Baykal ve ark. 2005).

Sonug olarak, Dokso ve Sipro etkilesimini degerlendirmek amaci ile yaptigimiz
aragtirmamizda, karacigerde Dokso ve/veya Sipro ile CYP1A2 ve CYP2J3 gen
ekspresyonlarinin azaldigini, CYP3A1 ekspresyonun ise arttigini saptadik. Kalpte
Dokso ile CYP2J3, CYP1A2 ve CYP3Al gen ekspresyonunu anlamli bir sekilde
artarken Sipro ile azaldi. Bu calisma ile Dokso’nun kardiyak hasarlarin biyomarker1
cTnl plazma diizeylerini doza bagli olarak artirdigini, Sipro’nun da ayni yonde etki
gosterdigini saptadik. Dokso ile azalan kalp fonksiyonlari (kalp atim hizi, sol ventrikiil
basinci ve ikili ¢arpan degerleri) Sipro’nun varliginda daha da azaldi. Dokso ile tedavi
edilen sicanlarda goriilen diyare, istahsizlik, viicut, kalp, dalak ve testis agirliklarindaki
azalma, gibi etkiler Sipro verildiginde belirgin olarak diizeldi. Bu arastirma Sipro ile

Dokso etkilesimini degerlendiren ilk ¢aligmadir.
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