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SICANLARDA ADRIYAMISIN iLE IN ViVO OLUSTURULAN KALP FONKSIYON
BOZUKLUGUNDA RENIN-ANJiYOTENSIN SiSTEMININ ROLU

OZET

Adriyamisin (ADR) viicutta reaktif oksijen iiriinlerini (ROS) artirir ve bu etkisi ile mitokondriyal
fonksiyonlar1 azaltir. Anjiyotensin II (Anj-II) mitokondriyal ROS olusumunu uyarir. Bu
calismanin amact ADR’nin neden oldugu azalmis mitokondri fonksiyonu iizerine anjiyotesin
doniistiirtici enzim (ACE) ve renin inhibitorlerinin (kaptopril ve/veya aliskiren) etkilerini

arastirmaktir.

Calisma i¢in her bir grupta 14 sican olmak {izere 5 grup olusturuldu. Kontrol grubuna 8 giin ip ve
intragastrik serum fizyolojik uygulandi. Diger gruplara iki giinde bir 4mg/kg ADR intraperitoniyal
(ip) uyguland. ikinci gruba ADR ile birlikte her giin serum fizyolojik intragastrik, tigiincii gruba
ADR ile birlikte 10 mg/kg dozunda Kaptopril, dordiincii gruba ADR ile birlikte 50 mg/kg Aliskiren
uygulandi. Son gruba ADR, Kaptopril ve Aliskiren ayni dozlarda uygulandi. Aliskiren ve
Kaptopril gavajla 7 defa giinliik olarak verildi. Enjeksiyon periyodundan sonra, sol ventrikiiler
fonksiyon, EKG ve kan basinci kaydedildi. Kalpler ¢ikartilip homojenize edildi ve mitokondride,
sitozolde ve plazmada biyokimyasal dl¢iimler yapildi. Mitokondri membran potansiyeli (MMP) ve

ATP seviyesi degerlendirildi.

ADR sol ventrikiil basing gelisimini (LVDP), basing gelisim hizin1 (+dP/dt) azaltt1 ve diyastol
sonu sol ventrikiil basimcini (LVEDP) artirdi. ADR ST’ yi uzatti1 ve ortalama kan basicini azaltti.
ADR; mitokondride, sitozolde ve plazmada oksidatif stresi arttird. ADR miyosit
mitokondrilerindeki ATP iiretimini ve membran potansiyelini azaltti. ADR ile birlikte renin ve
ACE inhibitorleri verildiginde MMP’deki azalma diizeldi. Normal mitokondriyal ATP iiretiminin
ve membran potansiyelinin etkisiyle, kaptopril ve aliskiren verilen gruplarin EKG, kan basici ve
sol ventrikiil fonksiyonlar1 kontrol degerlerine yakin sonuclar elde edilmistir.

ACE ve renin inhibitorleri ATP iiretimini, MMP’yi restore ederek ve in vivo mitokondriyal hasari

onleyerek adriyamisinin kardiyotoksisitesinin 6nlenmesinde kars1 etkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Adriyamisin, Anjiyotensin II, Mitokondriyal ATP, Mitokondri membran

potansiyeli, Oksidatif stres indeksi.



THE ROLE OF RENIN ANGIOTENSIN SYSTEM ON ADRIAMYCIN INDUCED IN
VIVO RAT HEART DISFUNCTION

ABSTRACT

Adriamycin (ADR) increases the production of reactive oxygen species, which diminishes
mitochondrial function. Angiotensin-II stimulates mitochondrial-ROS generation. The aim of the
study was to examine whether angiotensin converting enzyme (ACE) or renin inhibitors (captopril
and/or aliskiren) protect against ADR-induced mitochondrial function impairment.

Rats were divided into five groups consist of 14 rats each. The control group was treated with
normal saline. Adriamycin was administered to the second group at a dose of 4 mg/kg ip every
other 2 days. Captopril were administered to the third group at a dose 10 mg/kg plus ADR.
Aliskiren was administered to the fourth group at a dose 50 mg/kg plus ADR. Captopril, Aliskiren
and ADR were administered to the last group at the same dose. Captopril and aliskiren were gavage
administration daily for 8 times. Left ventricular function, ECG variables and blood pressure were
assessed at the end of treatment period. The hearts were homogenized and biochemical
measurements were made in mitochondria, cytosol and plasma. Mitochondria membrane potential
(MMP), ATP levels were determined.

ADR decreased in the left ventricular developed pressure (LVDP), the maximal rate of rise of
pressure (+dP/dt), and increased in the left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP). ADR
increased ST interval and decreased mean blood pressure. ADR increased oxidative stress in
mitochondrial, cytosolic and plasma. ADR decreased MMP and ATP level in myocyte
mitochondria. ADR co-administration with renin and ACE inhibitors improved the dissipation of
MMP. The decreased in ATP level was restored by treatment with inhibitors of ACE and renin. By
maintaining normal levels of mitochondrial MMP and ATP, captopril and aliskiren treatment
prevented the pathologic changes in ECG, blood pressure and left ventricular function.

We concluded that inhibitors of ACE and renin are effective against ADR cardiotoxicity via the

restoration of MMP and ATP production and prevention of mitochondrial damage in vivo.

Keywords: Adriamycin, Angiotensin II, Mitochondrial ATP, Mitochondrial membrane potential,

Oxidative stress index.
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1.GIRIS VE AMAC

Adriyamisin (ADR) cesitli tiimorlerin tedavisinde kullanilan ¢ok etkili bir antineoplastik
antibiyotiktir. Klinikte akut ve kronik olarak siniflandirilan kardiyotoksik etkileri
nedeniyle tiimor tedavisinde kullanimi simirhidir. Kardiyotoksik etkisi doza bagimli
olarak meydana gelmekte, kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligine neden
olmaktadir. Adriyamisinin neden oldugu kalp yetmezliginde serbest oksijen
radikallerinin, miyosit apoptozisinin, mitokondri fonksiyon bozuklugunun meydana
gelmesinde roliiniin olabilecegi bilinmesine ragmen, kalp yetmezliginin olusmasina
neden olan mekanizmalar giiniimiizde hala tam olarak aydinlatilamamistir (1).
Sicanlarda, adriyamisin kaynakl kalp yetmezliginde anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) inhibitorleri ile yapilan bir caligmada kardiyak fonksiyon bozuklugunda iyilesme
ve mortalite oraninda diisme gozlenmistir (2). Bu sonuglar ADR kaynakli kalp
yetmezliginin gelismesinde anjiyotensin II’nin (Anj-II) 6nemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Giiniimiizde renin anjiyotensin sisteminin (RAS) kardiyak hipertrofi, yetmezlik,
reperflizyon hasar1 gibi patolojik olaylarda 6nemli rol oynadigma dair kanitlar
artmaktadir. Bu sistemin baskilanmasi kalpte meydana gelen ‘“remodelling” olayini,
hipertrofiyi, yetmezligi ve reperfiizyon aritmisini azaltiZ1 hem deneysel modellerde hem
de insan caligmalarinda gosterilmistir. Renin anjiyotensin sisteminin sistemik ve yerel
(doku) olmak tiizere iki ayr1 bolimii bulunur. Renin anjiyotensin sisteminin
komponentleri otokrin/parakrin kardiyak doku RAS’in1 olusturmaktadir. Anj-II’nin
reseptorleri kardiyomiyositlerde ve kardiyak fibroblastlarda bulunur (3). Anj-1I’nin



NADPH oksidaza bagl yoldan reaktif oksijen iiriinlerini olusturduguna dair kanitlar
artmaktadir (4).

Bu gerekce ile calismamizda bir ¢cok kardiyovaskiiler hastaligin tedavisinde kullanilan
renin ve ACE inhibitorlerinin giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan antrasiklin
antibiyotiklerinden adriyamisin ile birlikte kullanildiginda kalp fonksiyonu, oksidatif

stres, mitokondri membran potansiyeli ve ATP iiretim miktar1 lizerine etkileri arastirildi.



2. GENEL BILGILER

Kalp yetmezligi, kalbin yapisal veya fonksiyonel bozuklugundan kaynaklanan, dolum
veya pompa fonksiyonlarindaki bozulmayi izleyen yorgunluk, nefes darligi (ileri
evrelerde dinlenme halinde), ortopne, paroksismal nokturnal dispne, nokturi, mental
durum degisiklikleri, anoreksi ve abdominal agr1 ile karakterize olabilen kompleks

klinik bir sendromdur.

Kalp yetmezliginin asil nedeni sol ventrikiil fonksiyonlarindaki bozulmadir. Sol
ventrikiiliin sistolik ya da diyastolik fonksiyonlarindaki bozukluk, kalp yetmezligine
neden olabilir. Diyastolik fonksiyon bozuklugundaki sorun sol ventrikiil dolusu ile
ilgilidir. Sol ventrikiil boyutu normaldir, ancak diyastol sonu basing artmistir. Sistolik

disfonksiyonda ise sol ventrikiil genellikle dilate olmus ve duvar hareketleri azalmistir
(5).

Cocukluk cagi kanserlerinin tedavisinde onemli rol oynayan antrasiklin grubu ilac
uygulanmis hastalar, uygulanan ilaca bagh kalp yetmezligi ile sonuclanan kardiyotoksik

yan etki nedeniyle risk altindadirlar (1).
2.1. ANTRASIKLINLER

Antineoplastik antibiyotiklerden antrasiklinler, kanser tedavisinde yaygin kullanilan

ilaglar arasinda yer almaktadir. Cocukluk ¢agi kanseri tedavisinde antrasiklin almis



kisilerde, 5 yillik sag kalim oran1 1960’larda yaklasik %30 iken, giiniimiizde bu oran
9%70-80’lere kadar ¢ikmistir (6).

[Ik antrasiklinler olan daunorubisin (rubidomisin ya da daunomisin) ve adriyamisin
(doksorubisin), Actinobacteria tiirii olan Streptomyces peucetius’dan 1960’larda izole
edilmistir. Bu iki antrasiklinin fizikokimyasal yapis1 birbirine benzese de biyolojik
aktiviteleri ve metabolizmalar1 acisindan bazi farklilhiklar vardir. Adriyamisin ve
daunorubisin kimyasal yapilarinda aglikan ve seker icerir. Aglikan tetrasiklik halkadan
(A-D) olusur ve C-B halkalarinda kuinon-hidrokuinon, D halkasinda C4’de metoksi ve
C13’de karbonil ile C9’da kisa bir yan zincirden olusur. Yapilarinda daunozamin adli
bir seker bulunur ve A halkasindaki C7’e glikozit bagi ile baglanmistir (7). Adriyamisin
ve daunorubisin arasindaki tek fark, ADR’nin yan zincirinin primer bir alkolle
sonlanmasidir. Daunorubisin yan zinciri ise bir metil ile sonlanir (Sekil 2.1). Bu kiigiik
farklihlk ADR ve daunorubisin arasinda aktivite spekturumu acisindan 6nemli
farkliliklar gostermelerine neden olur. Daunorubisin akut lenfoblastik ve miyeloblastik
losemiye karsi ¢ok etkili iken, ADR bircok yumusak doku ve hematolojik tiimorleri
iceren ¢cok daha genis bir antikanser spektruma sahiptir. Bununla beraber terapotik
kullanimlar1 yan etkileri nedeniyle sinirlidir. Istenmeyen bu yan etkileri engellemek
amactyla belirlenen maksimum toplam doz, daunorubisin icin 500 mg/m’, ADR icin
450-600 mg/m”* dir. 40 yillik bir gecmise sahip olmasina ragmen, antrasiklinler halen

klinikte en sik kullanilan antikanserojen ilaglardir (7).
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Sekil 2.1. Adriyamisin (ADR), daunorubisin (DNR), epirubisinin (EPI) ve idarubisin (IDA) kimyasal
yapilar1. Gri isaretli residiiler ADR veya EPI ile karsilagtirildiginda alkol yerine metil ile sonlanan DNR
ve IDA’in yan zincirlerini gosteriyor. Noktali oklar ADR ile karsilastirildiginda EPI’in veya DNR ile
karsilastirildiginda IDA’da ki yapisal modifikasyonlar1 gosteriyor (7).

Yiizlerce antrasiklin tiirevi gelistirilmis ve test edilmis olmasina ragmen, sadece birkac
tanesi klinik kullanim i¢in uygundur. Ozellikle epirubisin ve idarubisin bazi agilardan
daunorubisin ve ADR yerine alternatif olarak kullanilmaktadir. Epirubisin,
daunozaminin C4’de hidroksil grubunun ekvatoryal eksene epimerizasyonu ile olusan
yar1 sentetik ADR tiirevidir. Idarubisin D halkasinda 4-metoksi grubunun ¢ikartilmasi
ile olusan daunurobisin tiirevidir (Sekil 2.1).Iki tiirevin de antitiimor etkisi daha zayiftir

ve maalesef kardiyotoksik etkisi beklenilenden fazladir (7-8).
2.2. ADRIYAMISIN

Adriyamisin, epirubisin gibi antrasiklinler, 1960’lardan itibaren cesitli hematolojik ve
solid tiimorlerin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat konjestif kalp
yetmezligi ile sonuglanabilen kardiyotoksik etkisi terapotik kullanimint sinirlamaktadir.

Kardiyotoksisite, antrasiklin uygulamasindan kisa bir siire sonra veya yillar sonra da



ortaya cikabilir (9). Sorunun biiyiikliigii, antrasiklin iceren kemoterapi uygulamasi ile

kanseri yenen kisilerin sayisindaki artigin bir sonucu olarak artmaktadir (10).

Preklinik ¢aligmalardan once daunorubisin ve ADR’nin kardiyotoksik etkileri, klinik
degerlendirmeler sirasinda fark edilmistir. 1970’lerin sonunda ilk klinik c¢aligmalar
yaymlanmis ve bu caligmalar ile daunorubisin ve ADR’nin kardiyak hasara yol actigi
belgelenmistir. Ayn1 zamanda bu caligmalar ile kardiyotoksisite riskini artiran esas

faktoriin, toplam uygulanan ADR dozuna bagh olduguna karar verilmistir (11-12).

Adriyamisin klinik olarak genellikle 3-4 haftada, arahkl olarak 40-75 mg/m’ lik bir
dozda devaml infiizyonla verilir. Hastalara verilen ilacin toplam dozu, viicut yiizey
alannin m*’sine diisen miktar 550 mg’1 astigi durumlarda hastaya ADR verilmesi
sonlandirilir. Bu toplam doz iizerindeki degerler, klinik kardiyotoksisite riskinde 6nemli
bir artis yapar, konjestif kalp yetmezligine ve 6liime neden olur. Viicut yiizey alaninin
m”sine 500 mg’dan daha yiiksek kiimiilatif dozda ADR uygulanan hastalarin
%?20’sinden fazlasinda kalp yetmezliginin gelistigi tahmin edilmektedir (13). Lefrak ve
ark. 550 mg/m’ den daha yukari kiimiilatif dozlarda ADR ile tedavi edilen hastalarmn
%30’unda konjestif kalp yetmezliginin gelistigini rapor etmislerdir (14). Von Hoff ve
ark. 550 mg/m?” altinda bir kiimiilatif doz uygulanmasimin ADR kaynakli konjestif kalp
yetmezligi riskinin % 10'dan daha az oldugunu, riskin bu doz iizerindeki uygulamalarda
artis gosterdigini bildirilmistir (11). Bu bulgular, m* ye 550 mg ADR uygulamanim
maksimum giivenli kiimiilatif doz olabilecegini diisiindiirmektedir. Kardiyotoksisitesi
daha az ADR analogu olan epirubisin i¢in, karsilastirilabilir bir esik tanimlanmamastir,

fakat 900-1000 mg/m” olarak kabul edilir (8).

Adriyamisin verilen kisilerde, ¢esitli tasikardiler, T dalga diizlesmesi, QT uzamasi, R
dalga voltajinda azalma gibi anormal EKG kaydedilmistir (15). Adriyamisin verilen
kisilerin ekokardiyografik analizlerinde, sistolik ve diyastolik sol ventrikiil
fonksiyonlarinin azaldigi ve buna bagh olarak sol ventrikiil ejekiilasyon fraksiyonunun
azaldig1 goriiliir. Azalan ejekiilasyon fraksiyonu sol ventrikiil diyastol sonu basmcini
artirr  (16). Adriyamisin, miyofibril kaybi, sarkoplazmik retikulumda sisme ve

sitoplazma da vakuolizasyon gibi histomorfolojik degisikliklere neden olur (15).
2.2.1. Adriyamisinin Farmakokinetigi

Adriyamisinin plazma doruk konsantrasyonu 5-15 pmol/L arasindadir ve yarilanma

omrii 20-30 saattir (17). Adriyamisin viicutta en fazla karacigerde metabolize edilir.



Adriyamisinin biiyiik bir boliimii fecesle, daha az bir boliimii idrarla atilir. Kalpte ADR
onemli miktarda metabolize edilmez. Ama ADR’nin alkol tiirevleri kalp dokusunda
birikim gosterir. (18). Ayrica yapilan c¢alismalarda ADR’nin mitokondrilerde ve
niikleuslarda biriktigi gosterilmistir (19).

2.2.2. Adriyamisinin Antitiimor Aktivitesi

Klinikte yaygin kullanimlarina ragmen, ADR’nin antineoplastik etki mekanizmasi halen
tartisma konusudur. Adriyamisinin antitiimor etkisini agiklayan birkac mekanizma
vardir (7). Adriyamisin, DNA zincirlerindeki baz c¢iftleri arasina baglanir, hizli biiyiiyen
kanser hiicrelerinin replikasyonunu engeller ve boylece anti kanser etki meydana gelir.
Giiniimiizde, topoizomeraz II inhibisyonunun ADR’nin primer sitotoksik mekanizmasi
oldugu kabul edilmektedir. Antrasiklinler “topoizomeraz zehir” olarak da bilinir. Siiper
sarmal DNA olusumundaki basarisizlik, DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu
bloklar. Ayrica DNA zincirindeki kiriklar kanserli hiicrelerin apoptozunu p53’e bagimli
yolak iizerinden baslatabilir. Baz1 c¢alismalar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve lipid
peroksidasyon olusumunun, ADR sitotoksisitesine katki sagladigin1 belirtmesine
ragmen, son yapilan arastirmalar bu goriisii desteklememektedir. Genel kabul goren
goriig, oksidatif stresin ADR’nin antitiimor aktivitesine Onemli katki saglamadigi
seklindedir (1,7). Spesifik mekanizmas1 ne olursa olsun ADR, DNA, RNA ve protein
sentezini tamamiyle inhibe etmekte, hiicre siklusunun S fazindaki proliferasyonu

durdurmaktadir (13).
2.2.3. Adriyamisinin kardiyotoksisitesinin tipleri, insidansi ve risk faktorleri
Adriyamisinin bilinen 4 tip kardiyotoksik etkisi vardir. Bunlar:

1. Akut kardiyotoksik etki: Adriyamisin uygulanmasi siirecinde ya da uygulama
biter bitmez goriilen etkilerdir. Bolus ya da hizli intravendz infiizyon gibi ilac
uygulamasi ile meydana gelen vazodilatasyon, hipotansiyon ve gecici kardiyak

aritmileri tamimlar.

2. Subkronik kardiyotoksik etki: Nadiren goriiliir. Adriyamisin tedavisi
baslamasindan itibaren bir-ii¢ giin icerisinde perikarditis, miyokarditis olarak
kendini gosteren etkilerdir. Yiiksek doz Adriyamisin verilen uygulamalarda

goriilme siklig1 artmaktadir.



3. Erken kronik kardiyotoksik etki: Bu etkiler uygulama evresinden daha sonra
ya da kemoterapinin bitiminden haftalar, aylar sonra ortaya cikar. Etki, sol
ventrikill sistolik disfonksiyonu ve konjestif kalp yetmezligini iceren dilate
kardiyomiyopati 1ile karakterizedir. Histopatolojik incelemelerde, miyosit
mitokondrisinde ve sarkoplazmik retikulumda sisme, sitoplazmik vakuolizasyon

artig1, miyofibrillerde dagilma ve kayip goriiliir(20).

4. Gecikmis tip kardiyotoksik etki: Diger bir adi ise “ge¢ baslayan kronik
etki’dir. Bu tip, 1990’larin basinda cocukluk cagi kanserlerinden kurtulanlar
arasinda tanimlanmistir. Giiniimiizde, antikanser tedavinin tamamlanmasindan
yillar sonra bile Adriyamisinin kardiyotoksik etkisinin ortaya cikabilecegi

bilinmektedir (1).

Akut kardiyotoksik etki, infiizyonun bitiminden kisa bir siire sonra ortadan kalktig1 icin
onemli klinik problem teskil etmez. Kronik tip toksisite uzun siire terapi gerektirdigi,
mortalite ve morbiditeyi etkiledigi i¢in ciddi ve onemli klinik problem olusturmaktadir.
Kemoterapiden haftalar ve aylar sonra kronik kardiyotoksisitenin ve konjestif kalp
yetmezliginin goriilme siklig1 %1-16’dir. Von Hoff ve ark.’larinin 1979 da yaptiklar1 bir
calismada, 550 mg/m” kiimiilatif doz uygulamasindan sonra hastalarin %7’sinde ADR-
iliskili konjestif kalp yetmezliginin meydana geldigi belirtilmistir (11). Bu doz sonraki
yillarda ADR ve daunomisin i¢in yiliksek doz olarak kabul edilmistir. Swan ve ark.
tarafindan 2003 de yapilan arastirmaya gore, 550 mg/m” kiimiilatif doz uygulamasindan
sonra hastalarin %26’sinda ADR-iliskili konjestif kalp yetmezligi gelismistir (21). 2006
yilinda ¢ocukluk ¢agi kanserinden kurtulanlar arasinda yapilan retrospektif bir analiz,
beklenilen degerler ile karsilastirildiginda, kalp yetmezliginin 15 kat, diger
kardiyovaskiiler hastaliklarin tahmin edilenden 10 kat ve inmenin 9 kat daha yiiksek
oranda oldugunu gostermistir (22). Kiimiilatif doza ek olarak kardiyotoksisitenin ortaya
cikmasinda Onemli diger risk faktorleri ise hastanin yasi, beraberinde toksisiteyi
artirabilecek baska kemoterapotik ila¢ kullanmasi, mediastinal 151 tedavisi, hastanin

anemnezinde kardiyak hastalik bulunmasidir (1,15).
2.2.4. Adriyamisinin Kalp Fonksiyonlarma Etkisi

Fare, sican, tavsan ve kopeklere ADR enjeksiyonu ile kardiyotoksisite olusturulabilir
(23). Sicanlarda ADR enjeksiyonu sonrast birka¢ saat icerisinde kardiyak debide
%42’lik, sol ventrikiil pik sistolik basincinda %36’lik azalma goriilmiistiir (24). Coklu



ADR enjeksiyon sonrasi (ilk 8 hafta 1mg/kg/hafta, sonra 2 haftada bir 1mg/kg/8 hafta)
sistolik ve diyastolik sol ventrikiil fonksiyonlarin ilerleyen sekilde azaldig: belirtilmistir.
Yine ayni ¢alismada 16 haftalik ADR tedavisinin, sistolik dP/dt de %25°lik, kardiyak
indeksde %40’lik bir azalmaya, sol ventrikiil diyastol sonu basin¢ da %250’lik bir artisa
neden oldugu ifade edilmistir (25). Adriyamisin kaynakli kardiyotoksisite belirtileri ilk
once diyastolik fonksiyonlarda goriilmesine ragmen; yiiksek doz ADR, hem sistolik
hem de diyastolik fonksiyon bozukluguna neden olur. Ayrica bazen ADR verilen
hayvanlarda, kardiyak ritim bozuklugu da gozlenmistir (26).

2.2.5. Adriyamisinin Kalp Yapisina Etkisi

Kardiyomiyositlerin sayica azalmasi, ADR verilmis hastalarda yapilan otopsi
sonucunda belirlenmistir (14). Yapisal degisiklikler dozla iligskili oldugu kadar
zamanlada iliskilidir. Bu yapisal degisiklikler, ADR verilmesinden aylar sonra bile
meydana gelebilir (27). Hastalarda ADR verilmesinden sonra meydana gelen ilk
degisiklik sarkoplazmik vakuolizasyondur, bu degisiklik miyosit tiibiiler sistemdeki
sisme nedeniyle meydana gelir (28). Sonug olarak, vakuolar dejenerasyon sitoplazmada
genis bir alana yayilir; miyofibril ve diger yapilarin hasarlanmasma neden olur.
Mitokondriyal vakuolizasyon, sisme ve krista bozulmasi da tanimlanmistir (29).
Hastalardan alinan biyopsiler, patolojik hasarin ilerleyici oldugunu ve elektron
mikroskobu goriintiilerinde gozlenen degisikliklere gore derecelendirilebilecegini
gostermistir. Billingham ve ark’larina gore bu degisiklikler O ile 3 arasinda
derecelendirilir (30). 0, degisiklik yok anlamina gelirken; 1, miyofibriler kayip ya da
sarkoplazmik retikulumda sisme gibi hafif derecede hiicresel hasar1 tanimlar. 2,
kontraktil elemanlarin kaybi1 ve sitoplazmik vakuolizasyon gibi hiicre gruplarinin
etkilendigini belirtir. 3, total kontraktil eleman veya organel kaybi, mitokondriyal ve

niikleer dejenerasyon gibi 6nemli hiicresel hasarlar1 tanimlar.

Erken ve ge¢ kardiyak morfolojik degisiklikler bir¢ok caligmada arastirilmistir (31).
Fokal krista topaklanmasi (clumping), matriks yogunlagmasi veya sismesi ve niikleolar
ayrilma gibi mitokondriyal hasarlar, farelere ADR verildikten sonraki 24 saat icinde
gozlenebilir (32). Adriyamisin enjeksiyonundan 1-3 ay sonra mitokondriyal hasar
gozlenmezken, bircok kardiyomiyositte sarkoplazmik vakuolizasyon, miyofibril
kayiplari, sarkomerler ve interkale disklerde hasar gelismektedir (33). Tek ve c¢oklu

ADR dozu verilen farelerin histopatolojik bulgular1t neredeyse aynidir (33).
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Histopatolojik  bulgular ADR’ye bagh kardiyotoksisite belirleyicisi olarak
kullanilmaktadir, ancak kardiyak fonksiyon bozuklugunun siddeti ile her zaman
ortiismedigi bildirilmistir (34). Histopatolojik hasarmm Adriyamisinin olusturdugu ROS
sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Antioksidan olan probukol (35), iyon selatorii olan
deksrazoksan ile birlikte ADR verilen (36) ya da katalaz (37), manganez siiperoksit
dismutaz (38) veya metallotionin (39) gibi ekzojen antioksidanlarin asir1 eksprese
edildigi transgenik hayvanlarda ADR’nin yaptig1 hasarin az olmasi bu goriisii

desteklemektedir.
2.2.6. Adriyamisinin Hiicre Ici Etkisi

Ultra yapisal degisiklikliklere ek olarak, ADR verilen hayvan kalplerinde sarkoplazmik
retikulum ve mitokondri fonksiyon bozuklugu da goriiliir. Sarkoplazmik retikulum (SR)
kalsiyumu depolar ve salgilar. SR fonksiyon bozuklugu, kardiyak disfonksiyonun
belirgin nedenlerindendir. Mitokondri oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezinin
yapildig1 enerji merkezidir. Bu organallerde bir hasar meydana gelirse, kardiyak

kontraktil fonksiyon bozukluguna neden olur.
2.2.6.1. Adriyamisinin Mitokondriye Etkisi

Adriyamisinin neden oldugu mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 kardiyotoksisitenin
meydana gelmesinde 6nemli paya sahiptir. 4 ya da 8 hafta ADR uygulanan sicanlarin
kalplerinden mitokondriler izole edildiginde, kristada hasar, sisme ve Ca*? depolama
kapasitesinde azalma goriilmiistiir (40). Adriyamisin, ayrica izole mitokondrilerde doz
bagimli olarak solunumu da inhibe ettigi belirtilmistir (41). Mitokondri fonksiyonunda
goriilen bu hasar adenin niikleotid translokaz-1 (ANT-1) proteinin down regiilasyonu ile
iligkilidir. ~ ANT-1, mitokondri i¢ membraninda bulunan aerobik enerji
metabolizmasinda  ve  kardiyomiyositlerde =~ mitokondriyal =~ membran  por

transmisyonunun (mPTP) diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan proteindir (42).

Adriyamisin ayrica mitokondri i¢in ¢ok Onemli bazi enzimleri kodlayan kardiyak
mitokondriyal DNA’da hasar yapar. Yapilan ¢alismalarda ADR, mitokondriyal DNA
heliksinde kirikliklara neden oldugu ve mitokondriyal DNA sentezini inhibe ettigi
gosterilmistir (43). Kronik ADR uygulanan fare ya da sigan kalplerinde, mitokondriyal
DNA delesyonlarinin da meydana gelebilecegi belirtilmektedir (44). Mitokondriyal
delesyonlarin insidans1 doza ve ADR’nin verilme siiresi ile iligkili olarak artmaktadir.

Adriyamisin ile antioksidan enzim olan QI0’nun birlikte verilmesi durumunda
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mitokondriyal DNA delesyonlarinin azalmasi, DNA delesyonlarinin ROS ile iliskili
olabilecegini gostermektedir (45). Reaktif oksijen iirtinlerinin DNA’da yaptig1 hasar
triinlerinden en sik karsilasilan ve mutajenitesi en 1yi bilinen 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG)’dir. Bu iiriin, normal oksidatif metabolizma sirasinda
tiretilen endojen veya ekzojen kaynakli ROS tarafindan DNA’da sekillenen bir
mutajendir. OH radikali, guaninin 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlar: ile
reaksiyona girer ve DNA kaynakli radikalleri olugturur. OH- radikalinin C-8’e katilmasi
ile olusan radikal (C8-OH) bir elektron ve proton kaybederek 8-OHdG’e okside olur
(46). DNA replikasyonu sirasinda, G-C’den A-T’ye doniisiime neden olarak mutasyona

egilimini artirir (47).
2.2.6.2. Adriyamisinin Sarkoplazmik Retikuluma Etkisi

Sarkoplazmik retikulumda (SR) longitudinal tiibiil ve terminal sisterna olmak iizere iki
primer fonksiyon alani bulunur. Longitudinal tiibiiller boylamasina uzanir ve terminal

terminalar Ca*?’

u transport eder. Terminal sisternalardan salinan Ca+2’lar, intraselliiler
Ca*u daha fazla artiracak sekilde SR’i uyarirlar. Kronik ADR uygulamasi SR
fonksiyonlarin1 bozar (48). Bu bozukluk, riyanodin reseptér ekspresyonundaki ve
kalsiyum kanallarindan kalsiyum salinmasindaki azalmalarla iliskilidir (49). Ca®
alinmasi (SR Ca*-ATPaz) ya da salmimu ile ilgili genlerin spesifik olarak inhibe
edildigi belirtimektedir. Bu inhibisyonun ADR’nin neden oldugu H,O, artiginin
mitojenle-aktive olan protein kinazi (MAPK) aktive etmesi ile iligskili oldugu
diisiiniilmektedir  (50). Diger bazi calismalar ise tam tersine ADR’nin SR’den Ca*
salinmasini uyardig1 ve terminal sisternalarda bulunan Ca** kanallari selektif olarak
actigimi belirtmektedir (51). Yiiksek dozlarda ADR, izole SR preparatlarinda adenilaz
ve guanilaz siklaz enzim aktivitesini inhibe etmektedir. Bu inhibisyonun, serbest
radikallerin olusumu ve buna bagl lipid peroksidasyonu ile olduguna inanilmaktadir

(52). Sonug¢ olarak ADR, SR’de bazi onemli enzimlerin gen ekspresyonunu inhibe

edebilir.
2.2.7. Adriyamisinin Neden Oldugu Kalp Yetmezliginin Molekiiler Patofizyolojisi

Adriyamisinin kardiyotoksik etkisine, DNA interkalasyonu (baz ciftleri arasina bir
molekiiliin tersinir sekilde girmesidir) ve topoizomeraz II inhibisyonu gibi antitimor
etkilerden farkli mekanizmalarin aracilik ettigine inanilmaktadir. Adriyamisin

kardiyotoksisite mekanizmalari, bircok arastirmada incelenmis ve cesitli olasi
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mekanizmalar One siiriilmiistiir. Adriyamisinin miyokardiyum {iizerindeki bir¢ok etkisi
ROS olusumu ile ilgilidir. Onerilen diger kardiyotoksik mekanizmalar ise; ADR’nin
daha hidrofilik, kardiyotoksik maddelere metabolize edilmesi ve bunlarin
kardiyomiyositlerde = birikmesi sonucu bazi  Onemli kardiyak proteinlerin
ekspresyonunun bozulmasi, hiicresel ve mitokondrial Ca** homeostazisinin bozulmasi,
mitokondriyal DNA kiriklarinin  indiiksiyonu, mitokondriyal enerji {iretiminin
bozulmasi, titin ve distrofin dahil miyofilament ve hiicre iskeleti proteinlerinin yikimidir
(1,7). Bu yollardan her biri, kardiyak hiicre hasarina ve sonugta nekroz ya da apoptozis

yolu ile miyosit dliimlerine katkida bulunabilir (1) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Antrasiklinlerin kardiyotoksik etki mekanizmasini agiklayan sematik sekil. ANT: Antrasiklin,
FADD: Fas ile iliskili oliim proteini, iNOS: indiiklenebilen nitrik oksit sentaz, MMP: Matriks
metalloproteinaz, MnSOD: Mangan (mitokondriyal) siiperoksit dismutaz, mPTP: Mitokondriyal
permeabilite gegis porlari, PS: Fosfatidilserin, ROS: Reaktif oksijen iiriinii, RNS: Reaktif nitrojen iiriinii,
NO: Nitrik oksit, RyR: Riyanodin reseptor, SR: Sarkoplazmik retikulum, TnT/I: Troponin T/I (1).

Adriyamisin, miyokardin adrenerjik fonksiyonu iizerinde dogrudan toksik etkiye
sahiptir (53). Bu etkisi ile ADR, miyokardin kontraktilitesini bozar. Kalp debisinde bir
diisis oldugunda bunu telafi etmek ic¢in, kalbin pompalama giiciinii arttiracak bazi
adaptif mekanizmalar aktive edilir. Bu mekanizmalar ile kalp atim hizi, kasilabilirlik, 6n
yiilk ve kontraktil eleman sayisi artar. Diger kalp yetmezliklerinde olusan bu adaptif

etkiler ADR kaynakl kalp yetmezliginde de meydana gelir. Bu ayarlamalar, birbiri ile
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norohormonal/otokrin-parakrin iligkili adrenerjik ve renin anjiyotensin sistemi
aktivitelerinde artisa neden olur. Sonu¢ olarak, duvar stresi (ard yiik) artar ve
ventrikiiller dilate olur. Bunlar, ventrikiil (beyin natriiiretik peptid) ve atriyum (atriyal
natriiiretik peptid) tarafindan salgilanan natriiiretik peptidlerin salgilanmasina yol acar.
Mekanistik diizeyde, sistolik fonksiyonlarda bozukluk olmadan 6nce, ilk olarak kalbin
diyastolik fonksiyonlarinda bozukluk olacag: diisiiniilmektedir. Sistolik fonksiyon ciddi
diizeyde azaldig1 zaman, konjestif kalp yetmezligi ortaya cikabilir (54).

2.2.7.1. Adriyamisinin Neden Oldugu Kalp Yetmezliginin Oksidatif Stres ile iliskisi

Adriyamisinin kardiyotoksisitesini aciklamada en cok kullanilan ve en ¢ok arastirilan
konu serbest radikallerdir. Adriyamisin yapisinda bulundurdugu kuinon nedeniyle ROS
yapiminda artisa neden oldugu tahmin edilmektedir. Adriyamisinin serbest oksijen
radikalleri olusturmasi in vitro c¢aligmalarda da gosterilmistir (55). Akut ADR
kardiyotoksisite modeli kullanilarak yapilan calismada, antioksidan olan alfa
tokoferoliin toksisiteyi azalttig1r gosterilmistir (56). Bu calismalar ADR’nin antitiimor
etkisini olusturmada kullandigi DNA replikasyon inhibisyonunun, kardiyotoksisitenin
meydana gelmesinde roliiniin olmadigin1 gostermistir. Adriyamisin kaynakli ROS
olusumunun, ADR’nin antitiimor etkinligini etkilemeden ortadan kaldirilabilecegi
belirtilmistir (57). Bu diisiince dekstrazoksanin kardiyoprotektif etkisinin goriilmesi ile
popiilerlik kazanmistir. Dekstrazoksan, hiicre i¢cindeki demire baglanarak antrasiklin-
demir kompleksinden demiri ayirir, boylelikle serbest radikal olusumunu Onlemistir
(58). Sonraki ¢alismalarda da, ADR kardiyotoksisitesinden ROS’un sorumlu olabilecegi
gosterilmistir (40,59-61). Katalaz (37), mitokondriyal siiperoksit dismutaz (38),
tiyoredoksin-1 (62) ya da metallothionein (39) gibi antioksidanlarin asir1 eksprese
edildigi transgenik hayvanlarin kullanildig1 ¢alismalarda, ADR kardiyotoksisitesine
karst artmis antioksidan savunmanin yararh etkileri gosterilmistir.  Ayrica bazi
caligmalarda da, glutatyon peroksidaz-1’den yoksun farelerin akut ADR kaynakl
kardiyotoksisiteye daha fazla duyarlh olduklar1 gosterilmistir (63). Biitiin bu sonuclar
ADR’nin  neden oldugu kardiyotoksisitede ROS’un ©Onemli rol oynadigini

gostermektedir.

Adriyamisin serbest oksijen radikallerini enzimatik ve enzimatik olmayan yollar
araciligr ile olusturmaktadir. Kardiyomiyositlerde, ADR’nin enzimatik yollar

aracilifiyla serbest radikalleri olusturduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Adriyamisin
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bir amino seker grubu ve aglikan yapidan olusur (Sekil. 2.1). Bu tetrasiklik yapinin C
halkasinda kuinon bulunur (64). Kuinon NADPH, sitokrom P-450 reduktaz, NADH ve
NADH dehidrojenaz gibi elektron donorlerinden tek elektron alarak semikuinon
formuna indirgenir (61,65). Bir kez semikuinon meydana geldiginde, tekrardan kuinon
formuna dénmek i¢in bir elektron molekiiler oksijene transfer edilir ve bu transfer
sonucunda siiperoksit anyonu olusur (Sekil 2.3). Redoks dongiisii olarak bilinen bu
reaksiyonlar, ¢ok sayida ADR kaynakli siiperoksit radikalleri olusturur ve son derece
zarar vericidir (64). Anoksik kosullarda ADR cok fazla radikal olusturmazken,
normoksik sartlarda daha fazla siiperoksit radikali olusturur. Redoks dongiisii
sitoplazma da, mitokondride ya da sarkoplazmik retikulumda gerceklesebilir (66).
Adriyamisinin siiperoksit radikalini karaciger mikrozomlarinda, kardiyak mitokondride,
kardiyak miyosit kiiltiirlerinde ve sican kalplerinde olusturdugu bircok c¢alismada
gosterilmistir (61,66-67). Adriyamisin-aracilt serbest radikallerin ilk hedefi, lipid
peroksidasyon egilimin fazla oldugu cesitli hiicresel membranlardir. Bu radikal hasar,
malondialdehit (MDA) gibi nispeten ¢ok toksik bir¢ok aldehitlerin olusmasina neden
olur. Bu aldehitler kolayca hiicre i¢ine diffiize olabilir veya plazma zarindan gecebilir,

"ikinci sitotoksik haberciler" olarak hareket eden makromolekiileri etkiler (24).

ahder |y Fo?* whdy
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Sekil 2.3. Adriyamisinin kuinonun redoks dongiisii ile reaktif oksijen firiinlerini olusturmasi.
NADPH/CYP: NADPH’e bagli sitokrom P450 rediiktaz; NADH DH: NADH dehidrojenaz (kompleks I);
Xa: Ksantin; XOD, Ksantin oksidaz; SOD: Siiperoksit dismutaz.
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Serbest radikaller ayrica ADR-demir etkilesimi gibi non-enzimatik mekanizmalar
araciligiyla da olusturulur. Fe*’, ADR’nin Cl1°deki keton ve C12’deki hidroksil
gruplar1 ile birleserek bir kompleks olusturur. Bu kompleks sirasinda internal redoks
reaksiyonu ile C-14 hidroksil grubundan bir elektron demire aktarilir ve Fe**-ADR
serbest radikal kompleksine doniisiir. Fe™-ADR serbest radikal kompleksinden de bir
elektron ayrilarak tekrar Fe™-ADR serbest radikal kompleksini olusturmaktadir. Bu
reaksiyon sirasinda da bir elektron, ortamdaki oksijeni siiperoksit anyonuna indirger. Bu
kompleks daha sonra Fe™-ADR (aldehit) okside olarak, Fe"-ADR (aldehit)’e yeniden
diizenlendiginde baska bir molekiiler oksijen siiperoksit anyonuna indirgenir (68).
Demir solatorii deksrazoksanin ADR’nin olusturdugu akut ve kronik kardiyotoksisiteyi

engelledigi gosterilmistir (36) (Sekil 2.4).

Hiicre (0] O
Solunumu
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DNA hasar Lipoperoksidasyon
Sekil 2.4. Adriyamisin-Fe kompleksinin ROS olusturma mekanizmasi. Fe: Demir, O,": Siiperoksit
radikali, SOD: Siiperoksit dismutaz, H,O,: Hidrojen peroksit, OH: Hidroksil radikali, NAD(P):

Nikotinamit adenin diniikleotid (fosfat), Fp: Flavoprotein, GSH/GSSG: Indirgenmis/yiikseltgenmis
glutatyon (1).

Reaktif oksijen iiriinlerine ek olarak, reaktif nitrojen iirtinleri de ADR kaynakli
kardiyotoksisitenin meydana gelmesinde onemlidir (69). Adriyamisin ve NO iiriinleri
arasinda capraz baglar olusur. Adriyamisinin, miyokartda indiiklenebilen NO sentazin
(INOS, NOS2) mRNA ve protein seviyelerini artirarak, NO {iretimine neden oldugu
gosterilmigstir. Fakat ADR, NO’in diger iki izoformunun ekspresyonunu etkilemedigi
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belirtilmistir (70). Akut ADR kardiyotoksite modelini kullanan bir calismada,
endoteliyal NOS izoformunun da (eNOS, NOS3) degistigi belirtilmistir (71). Bu
modeli kullanan caligmalarda, “knockout” iNOS hayvanlarda ADR kardiyotoksitenin
paradoksal olarak arttig1 (72), eNOS “knockout” hayvanlarda kardiyotoksisitenin
azaldig1 gosterilmistir (71). Son yillardaki caligmalarda ise, eNOS rediiktaz’in ADR’ye
maruz kalmis miyokardiyumda siiperoksit olusumundan sorumlu olabilecegi
belirtilmektedir. Endotel hiicre kiiltiiriinde yapilan calisma, ADR’nin redoks
aktivasyonu ve buna bagli gelisen apoptotik hiicre Olimiinde eNOS’un roliinii
gostermistir (73).

Diger dokulara oranla kalp dokusunda ADR’nin neden oldugu oksidatif strese daha
duyarli olmasimi agiklayan nedenler vardir. Bunlar;

1. Kardiyomiyositler diger tip hiicrelere gore daha az antioksidan savunmaya
sahiptir (74). Kalp dokusunun katalaz enzimi olmadigi i¢in antioksidan
aktivitesinin zayif oldugu one siiriilmiistiir (75). Ayrica kardiyomiyositlerin
yilksek diizeyde hidrojen perokside maruz kaldigr ve bundan dolay1
ADR’nin selektif olarak glutatyon peroksidazi down regiile ettigi
gosterilmistir (76).

2. Kardiyomiyositler, toplam kiitle agirliklarinin %50’sinden fazla mitokondri
icerir. Fazla mitokondri ihtiva etme daha ¢ok ROS olusuma ve dokunun
oksidatif strese maruz kalmasma neden olmaktadir (59,77). Ayrica, ROS
olusumunda NADH dehidrojenaz 6nemli bir role sahiptir. Kardiyak
mitokondrilerin aksine, karaciger mitokondrilerinde NADH iliskili yol
zayiftir. Sonucgta karaciger mitokondrilerinde ©nemli miktarda ADR
semikuinonlar1 olusmaz (78). Son olarak ADR mitokondrilerde birikir ve
kardiyolipine baglanarak solunum zincirini inhibe eder. Kardiyolipin
doymamis yag asitlerince zengin kardiyospesifik fosfolipit olup mitokondri

i¢c zarmda bulunur. Adriyamisinin kardiyolipine yiiksek affinitesi vardir (79).

Farelerde yapilan calismada, kalbin yapimda bulunan endojen antioksidanlardan
sliperoksit dismutaz ve katalaz seviyesinin karaciger dokusunda bulunan miktara oranla
daha diisik oldugu gosterilmistir (76). Kalp, ADR’nin olusturdugu ROS’a karsi
savunmasizdir. Adriyamisinin olusturdugu siiperoksit anyonlar, siiperoksit dismutaz
tarafindan hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Sican kalbinden izole edilen mitokondriler

ADR ile inkiibe edildiginde, biiyilk miktarda siiperoksit anyonu olusur. Siiperoksit
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anyonlar da mitokondriyal fonksiyonlar1 bozar (66). Siiperoksit anyonu, Fe** varliginda
Fenton reaksiyonu ile ¢ok daha toksik hidroksil radikallerine doniistiiriiliir (80). Diger
taraftan, siiperoksit anyonu ve nitrik oksit reaksiyona girerek peroksinitrit olusturabilir
(81). Hem hidroksil radikalleri hem de peroksinitrit son derece toksik ROS’lardir ve
bunlar kardiyomiyositlerde, protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu ve membran
hasarmi baslatabilirler. Ornegin peroksinitrit proteine bagl trozini, 3-nitrotirozine
modifiye eder. 3-nitrotirozin ise protein fonksiyonlarinin bozulmasima neden olur (82).
Yapilan ¢aligmalarda ADR verilen kalplerde lipid peroksidasyonunun meydana geldigi
gosterilmistir. Izole sican papiller kast 100 uM ADR ile 60 dakika muamele
edildiginde, lipid peroksidasyon {iiriinlerinden biri olan malondialdehitin (MDA) arttig1
gosterilmistir (65). Hem deneysel hemde klinik arastirmalar ADR’nin, serum kreatin
fosfokinaz ve kardiyak troponin T’yi (cTnT) artirdig1 belirtilmektedir (83). Ayrica
serbest radikaller SR’de Ca*® salimmini bozabilir. Ornegin, SR’nin ADR ve
NAD/NADH dehidrojenaz ile 30 dakika pre-inkiibasyonu Ca** salmimimni %70 inhibe
eder. Bu inhibisyon kalp dokusu katalaz, serbest radikal temzileyicileri, N-asetilsistein
ve glutatyon ile inkiibe edildikten sonra azalmustir (84). Ozet olarak ROS, ADR
kardiyotoksisitesinde 6nemli etkendir ve antioksidanlar ADR’nin olusturdugu ROS

kaynakl kardiyak hasar1 azaltmaktadir.
2.2.7.2. Adriyamisinin Neden Oldugu Kalp Yetmezligi, Apopitozis ve iliskisi

Kardiyomiyositlerde apopitoz, kalp yetmezligine neden olur (85). Endotel hiicrelerde ve
miyositlerde ADR, apopitotik hiicre Oliimlerini kaspazlarin aktivasyonu ve DNA
hasarlar1 ile gerceklestirir (85). Apopitoz yolu ile kardiyomiyosit kaybi, kalp
yetmezligini baslatabilir veya siddetini yiikseltebilir (86). Adriyamisin oksijen
radikallerini olusturarak miyosit ve endotel hiicrelerinde apopitozu meydana getirir
(85). Adriyamisinin proapoptotik etkileri H,O, olusumu ile ilgilidir. Adriyamisinin
neden oldugu apopitoz bir yandan kanser hiicrelerin yok edilmesi agisindan faydali

etkilere neden olur. Diger yandan kardiyotoksisiteden sorumludur.

Apopitoz, normal embriyonik gelisim, homeostazis, immiin sistem fonksiyonlarinda ve
yaslanma siirecinde organ gerilemesi gibi bircok islevde ©Onemli rol oynayan
programlanmis hiicre Oliimidiir (87). Apopitozis, kontrolsuz bir sekilde asir1 aktive
edildigi veya basarisiz oldugu durumlarda hastaliklar ortaya ¢ikar. Nekroz akut hiicresel

hasarlar meydana getirirken, apopitozis genel olarak bir dokunun tek bir hiicresinin
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Olim siirecini kontrol eder. Morfolojik olarak apoptotik hiicreler, su kaybederek
kiiciiliir, biiziilir. Kromatin, c¢ekirdek membranina yakin kisimlarda yogunlasarak,
yarim ay, hilal seklinde cekirdek membranmnin i¢ yiizeyine yerlesir (88). Membranlar
biitlinliiklerini korurlar fakat apoptotik siire¢c ilerledik¢e hiicrelerde sitoplazmik
cikintilar olusur. Hiicre daha sonra membranla cevrili kiiciik parcalara boliiniir. Bunlara
“apopitotik cisim” ad1 verilir (89). I¢lerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller

bulunur. Bazilarinda ¢ekirdek parcalarida mevcuttur.

Nekrozun aksine, apoptotik cisimler ¢evredeki hiicreler ve fagositler tarafindan fagosite
edilerek dokudan hemen temizlenir. Bundan dolay1 dokuda infilamasyon meydana
gelmez. DNA hasarlari, endojen proteazlar1 aktive ederek apopitozu baglatir (89-90).
Apoptotik hiicrelerde meydana gelen onemli bir degisiklik plazmalemmanin i¢ yiiziinde
bulunan fosfatidilserinin yer degistirerek membranin dis yiizeyine yerlesmesidir. Bu yer

degisikligi kaspaz kaskadini ve poli ADP-riboz polimerazi aktivite eder (PARP) (91).

Apopitozis intrinsik ve eksintrik ad1 verilen iki ana yol ile baslatilabilir. Intrinsik yolda
mitokondri 6nemli rol oynarken, eksintrinsik yol FAS, tiimor nekroz faktor-a reseptorii
(TNF- o), TNF- a ile iligkili apopitozisi baslatici ligand (TRAIL) gibi 6liim reseptorleri
ile uyarilir. p53 ve Bcl-2 protein ailesi intrinsik yolda onemli rol oynarken, kaspazlar
her iki apoptotik sinyal yolunda rol alir. Bir¢ok calismada kalpte hipoksi ve iskemi
durumunda, Bax ve mitokondiri araciligiyla apopitozun baslatildig1 belirtilmektedir
(88). Kalp yetmezligi bulunan hastalarda, miyosit apopitozunun Bax’in aktivasyonu ile
olabilecegi gosterilmistir. H,O, olusumu Bax, Bad gibi proapoptotik proteinlerin
translokasyonu ile sitokrom-c mitokondriden ayrilmaktadir. Intraselliiler oksidan

olusumunun p53 ile iliskili olduguna dair kanitlar artmaktadir. p53 de Bax’1 aktive eder.
Hem O, hem de H,0,, p53’ii uyarir (92). Kardiyak miyositlerdeki p53 aracili
apopitozis anjiyotensin ile de uyarilir (93). Bu calismalar p53, Bax ve mitokondrinin

kardiyak miyosit apopitozunda 6nemli rol oynadiklarini1 desteklemektedir (93).

2.2.7.2.1. Adriyamisinin Neden Oldugu Apopitoziste p53’iin, Bcl-2 Protein

Ailesinin ve Kaspazlarin Rolii

p53, iizerinde en ¢ok calisilan tiimor baskilayici proteinlerden biridir. pS3 sitoplazmada
bulunan ve DNA’nin ya da hiicrenin agir bicimde hasar géormesi durumunda, DNA da

belli genlerin aktivasyonuna, bdylece yapimlarinin artmasima (Bax, Apaf-1, Fas), belli
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genlerin de baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-X) yol acarak apoptozu tetikleyen
transkripsiyon faktoriidiir. pS3 ubikitinleyici bir protein (mdm?2) tarafindan belli bir
hizda yok edilmektedir. Fosforile p53 ubikitinlemeyi engeller. DNA hasari, hipoksi ya
da onkogenlerin aktivasyonu, p53’iin fosforillenmesini arttirarak ortamda pS53 artisina

neden olur (94).

Kardiyomiyosit apopitoz siirecine p53’iin katildigina dair kanitlar artmaktadir (95). p53
ve Bax genlerinin ekspresyonunun miyosit apopitozunda arttigi gosterilmistir (93).
pS53’ten yoksun fare kalplerinin transplante edildigi farelerin yasam siirelerinde anlamli
bir artis oldugu belirtilmektedir. Adenoviriislerle p53’iin transfeksiyonu, mitokondri
bagimli apoptotik yolak iizerinden apopitozu baslatir (96). Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu,
kardiyomiyositlerde apopitozun p53 yolunu bloke eder (97). Bu calismalar, patolojik

kosullar altinda miyosit apopitozunda p53’iin kritik rol oynadigin1 gostermektedir.

Yapilan c¢aligmalarda, bircok hiicre tipindeki apopitozis olaymda mitokondrinin
onemine dikkat ¢cekmektedir (98). Mitokondrinin rolii ile iligkili iki goriis belirtilmistir.

Bunlar;

1. Iskemik kardiyak miyositlerde, sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya

gecmesi, kaspazlari aktive eder (99),

2. Apopitozis boyunca, mitokondriyal permeabilite gecis porlari (mPTP)
olarak da bilinen multi iletken kanallarin ac¢ilmasi ile mitokondri ig
membran potansiyeli (MMP) azalir. mPTP’lerin diizenlenme mekanizmasi
gizemini korumakta ve bir¢ok laboratuarda arastirilmaya devam
edilmektedir. Bcl-2 protein ailesinin bu diizenlemede etkili oldugu
bilinmektedir (100). p53, ubikinleyici bir protein (mdm2) tarafindan belli
bir hizda yok edilmektedir. Fosforile p53 ubikitinlenmeyi engeller. DNA
hasari, hipoksi ve onkogenlerin aktivasyonu p53’iin fosforilasyonunu

artirarak ortamda p53artigina neden olur.

Bcl-2 protein ailesi fonksiyonlarma gore anti-apopitotik ve pro-apopitotik proteinler
olarak siiflandirilir. Proapopitotik protein ailesi Bax, Bad, Bid, Bak, Bcl-x, Bik ve
Bim’den olusur ve bu ailenin iiyeleri hiicre dliimlerini uyarir. Anti-apopitotik protein
ailesi ise, Bcl-2, Bcl-xLL ve Bcl-w’den olusur. Bu aile iiyelerinin fonksiyonlari ise,
hiicre 6liimlerini inhibe etmektir (101). Bcl-2 proteinleri ya mitokondrinin dis zarinda

ya da sitoplazmada bulunur. Sitoplazmada bulunan proteinler de mitokondri ile



20

iligkilidir. Bu protein ailesi, mPTP’leri acarak veya apoptotik proteinlerin
mitokondriden sitoplazmaya ge¢mesini saglayarak mitokondri patolojisine karisir.
Bcl-2 protein ailesi mPTP’lerin diizenlenmesine direkt olarak katilir. Yapilan bir
caliymada, mitokondri membranindan mPTP protein kompleksleri ile Bax birlikte
saflastirilmistir. Bu bulguya dayanilarak, Bax’in bu kompleksin olusmasinda yakindan

iligkili olabilecegi belirtilmektedir (102).

Ayrica Bcl-2, sitokrom c¢’nin sitoplazmaya ge¢mesini saglayan kanal olarak da gorev
yapar. Bu ailenin ii¢ boyutlu yapisi incelendiginde, Bcl-2 ya da Bax’in iyon kanali
veya por capi olarak farkli yapida olduklarini gostermektedir. Genel olarak, Bcl-2 gibi
anti-apoptotik proteinlerin, kapali kiiciik kanallar olabilecegi belirtilmektedir. Fakat
Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin acgik ise, ¢cogunlukla anyonlara gecirgen, biiyiik
kanallar olabilecegi belirtilmektedir. Bu iki aile birbirine zit etkilidir (103). Pro-
apoptotik Bcl-2 protein ailesi, sitokrom c’nin sitoplazmaya ge¢mesine neden olur ve
sitoplazmada apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1)’in varliginda kaspaz
aktivasyonunu baslatir. iskemi ve hipoksik stres gibi kardiyak patolojilerde miyosit
apopitozuna Bcl-2 protein ailesinin  katildig1  bilinmesine ragmen, ADR

kardiyotoksisindeki rolleri halen arastirilmaktadir (104).

Kaspazlar (KAS), spesifik olarak pro-enzimleri aktif enzimlere doniistiirebilen bir
proteolitik enzimler grubudur (105). Kaspazlar, fonksiyonlarina gore baslaticilar ve
sonlandiricilar (efektorler) olarak siniflandirilabilir. Baslatict KAS’lar (KAS-8, KAS-9
ve KAS10), sonlandirici KAS’larin islenmesinden ve aktivasyonundan sorumludur.
Sonlandirict KAS’lar (KAS-3, KAS-6 ve KAS-7), apopitozun karekteristik morfolojik
degisikliklerinden ve DNA fragmentasyonundan sorumludur. KAS’larin apopitozdaki
rollerinin detaylar1 belirlenmistir (106). Intrinsik apoptotik yolak da, mitokondriden
sitokrom-c’nin ayrilmasi, Apaf-1’in varhginda KAS’lar1 aktive eder. Hiicre disi
apoptotik yolak da, oOliim reseptorleriyle KAS-8’in aktivasyonu KAS-3 gibi
sonlandirict KAS’lar1 aktive eder. KAS’larin hedef proteinlerinden birisi, niikleozomal

DNA kiriklar1 olusturan ve kaspazla aktive olan DNaz (CAD)’dir (107).

Calismalar, hiicre kiiltiiriinde p53 aracili apopitozda birkagc KAS’ 1 aktive edildigini
gostermektedir. p53’iin baglattigi apopitoz da, aktive edilen en Onemli kaspazlar,
KAS-3 ve KAS-9’dur (108). insan kolon kanser hiicrelerinde, p53’e bagl apopitozda
KAS-3 ve 9 aktive edilir (109). MCF-7 kanser hiicrelerinde, p53’iin asir1 ekspresyonu
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KAS-1’in mRNA’sida artis yapar (110). Ilging bicimde, insan endoteliyal hiicreleri
ADR’e maruz kaldiginda p53, KAS-3 ve KAS-9’un aktivasyonu araciligiyla apopitoza
neden olur (111). KAS-3’lin aktivasyonu, insan kardiyomyopatisinde meydana gelen

apopitozda da gosterilmistir (112).
2.3. RENIN ANJiYOTENSIN SISTEMi

Renin anjiyotensin sistemi (RAS); homeostatik bircok olayda dnemli rol oynayan bir
endokrin sistemdir. Ozellikle su-elektrolit dengesinin, kan hacminin ve arteriyel kan
basincinin diizenlenmesi gibi renal ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarin kontroliinde

gorev yapar (Sekil 2.5).

Renin, Robert Tigerstedt tarafindan 1898 de kesfedilmistir. Tigerstedt, tuz yiikledigi
tavsanlarda kan basinci artisin1 bobrekten salinan bir endokrin madde nedeniyle gelistigi
hipotezini ortaya atmis ve bu basing arttirict maddenin adin1 da renin olarak bildirmistir.
1934 yilinda degisik yontemlerle olusturulan hipertansiyonlarda renin anjiyotensin
sisteminin fonksiyonu net olarak ortaya konulmustur (3). Giiniimiizde RAS ‘in etkilerini
hem endokrin sistem hem de dokularda parakrin/otokrin sekilde gerceklestirdigi ile
ilgili pek cok calisma bulunmaktadir (iki yonlii etkilidir) (113). Renin anjiyotensin
sisteminin komponentleri olan anjiyotensinojen, renin, anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) ve Anj-II reseptorleri kalp, adrenal bezler, beyin ve kan damarlarinda

gosterilmistir (3).

Renin anjiyotensin sistemi, endokrin karakterli peptiderjik bir sistemdir. Bu sistemin
onemli bir bileseni olan anjiyotensinojen bir glikoproteindir ve karacigerden salinir.
Anjiyotensinojen, bobregin jukstaglomeriiler aparatindan sentezlenen renin tarafindan
10 aminoasitlik anjiyotensin I’e (Anj-I) doniistiiriiliir. Sonra Anj-I, pulmoner damar
endoteliyal hiicre ylizeylerinde, yiliksek miktarlarda bulunan membrana bagh bir
metalloproteinaz ACE tarafindan iki amino asiti kopartilarak aktif formu olan Anj-1T’e
doniigtiiriiliir  (114). Anjiyotensin II'nin RAS’in ana efektor peptidi oldugu
diisiiniilmektedir. Anjiyotensin II kendi spesifik reseptorlerini kullanarak, adrenal
korteksten aldosteron salinmasinin uyarilmasi, damar diiz kas hiicrelerindeki

reseptorleri ile vazokonstriksiyon yapici etkilerini olusturur (115) (Sekil 2.5).

Renin anjiyotensin sistem hakkinda bilgilerimiz her gegen giin artmaktadir. Anj’nin

farkl reseptorleri (AT1, AT2, AT4) ve sinyal yolaklar1 tanimlanmistir (116). Dahasz,
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Anj 1-7 gibi farkl iirlinler ve serin proteaz olan kimaz (chymase, Anj I’den Anj-II

olusturur) gibi Anj-1I olusturan alternatif yollar da kesfedilmistir (117).

Sistemik RAS B =
Anjiyotensinojen _
Karaciger
Renin —-4———
Bdbrek
Anjiyotensin |
ACE
Y
Anjiyotensin Il
l——— Lozartan
Y
AT1 reseptori
5 Bobrek su ve tuz
Kardiyak ve
B tutulumu
vaskiiler
hipertrofi
Susi
Sistemik vazokenstriksiyon Artmis kan hacmi

Sekil 2.5. Sistemik renin anjiyotensin sistemi. ACE: Anjiyotensin doniistiiriicii enzim, RAS: Renin

anjiyotensin sistemi.

2.3.1. Lokal Renin Anjiyotensin Sisteminin Elemanlar

Uzun siireli kontrolde 6nemli olan lokal RAS’1n renin, anjiyotensinojen, Anj peptidleri
(Anj I ve Anj-II) gibi bilinen elemanlarinin disinda son zamanlarda kesfedilmis yeni
elamanlar1 da vardir. Lokal (yerel) yada doku RAS’min kalpte, damar yataginda,
beyinde, bobrekte, akcigerlerde varligi gosterilmistir. Bu boliimde sadece kalpteki yerel

RAS hakkinda bilgi verilecektir.
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2.3.1.1. Renin

Kardiyak renin ekspresyonu ile ilgili bilgiler ¢eligkilidir. Bazi arastiricilar, bir ¢ok tiirde
yaptiklar1  “Northern blot” (118), hibribidizasyon deneylerine (119) ve “Real-time
reverse-transcriptase” (RT-PCR) (120) dayanarak kalpte renin mRNA’sinin var
oldugunu idda etmektedirler. Diger bir grup arastirmaci ise kalpte lokal mRNA
ekspresyonu ile ilgili literatiirlerde kanit bulunmadigini (121), dl¢iilen renin mRNA’nin
dolasimdan kontamine oldugunu iddia etmektedir. Kardiyomiyosit ya da fibroblast
kiiltiirlerinde reninin sentezlenmemesi bu iddiay1 desteklemektedir. Insan genomik renin
yapisini tasiyan transgenik farelerle yapilan caligmalarda, kalpte renin ekspresyonunun
olmadigin1 gostermistir (122). Bazi arastiricilar ise, fizyolojik kosullar altinda kalpte
renin’in sentezlenmedigini, fakat patofizyolojik kosullar altinda renin ekspresyonunun

olabilecegini savunmaktadir (123).

Bir kistm bilim adami, kalpdeki reninin, intertisyumdan spesifik olmayan yollarla
(difizyon) (124) ya da spesifik baglayici veya prorenin renin reseptorleri (125)
aracilifiyla dolasimdan alindigr (126) konusunda hem fikirdir. Kardiyomiyositlerde,
prorenin ve renin baglanmasi i¢in mannoz-6-fosfat reseptorlerinin (M6P) bulundugu
gosterilmistir (127). Neonatal kardiyomiyositlerde hipertrofi ve artmis protein sentezi,
kalp hiicreleri prorenin ve anjiyotensinojen ile birlikte inkiibe edildigi zamanlarda

gelistigi gosterilmistir (128).

Renin iizerinde yapilan arastirmalar sonunda S3SP cebinin kesfi ile renine yiiksek
secicilik ile baglanan aliskireni (AL) ortaya ¢cikarmistir. AL bugiine kadar iiretilen en
giiclii insan renin inhibitoriidiir (129-130). Maymun deneylerinde tek seferlik oral
dozlar1 karsilastirildiginda (aliskiren, remikiren, zankiren) en fazla kan basinci diisiisii
ve en uzun etki siiresi, AL alanlarda izlenmistir. AL alimi sonrasinda plazma renin
konsantrasyonunun doza bagimli olarak (3-10 mg/kg) artis1 renin inhibisyonunun etkili
bir bicimde ger¢eklestigini gostermistir. Renin diizeyi ilk iki saatte artmaya baslamis, en
az 24 saat yiiksek kalmis ve plazma renin aktiviteside 24 saat siireyle baskilanmigtir
(130). 2007 yilinda ABD ve Avrupa’da ilk renin inhibitorii Aliskiren kullanimina onay

verilmistir.
2.3.1.2. Prorenin ve renin reseptorleri

Prorenin ve reninin doku hiicre yiizeyine baglanmasi, doku seviyesinde lokal RAS’1n

esas Onemli asamasidir. Ciinkii bu baglanma plazmada bulunan Anj-II’den daha yiiksek
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konsantrasyonlarda lokal Anj-II iretilmesini saglayan bir mekanizmayi olusturur.
Onceleri prorenin ve/veya renin’in dokulara plazmadan alindigi samliyordu (131). Bu
mekanizma yerine, yeni renin biyosentezinin lokal RAS etkisinin olugsmasinda énemli
oldugu kabul edildi. Prorenin ve/veya renin baglayicilarinin potansiyel rolleri hakkinda,
prorenin ve/veya renin baglama yetegine sahip birka¢ proteinin karakterizasyonu

yapilarak daha detayl bilgilere ulasildi (125).

Mannoz-6-fosfat reseptoriiniin (M6P), hiicreye renin ve prorenin’in alinmasinda gérev
yaptig1 gosterilmistir. M6P, G proteinine esleniktir ve sadece renin ve/veya prorenini
baglamaz ayni zamanda insiilin benzeri biiyiime faktorii II'nin internalizasyonunda ve
inaktivasyonunda gorev yapar. M6P’nin prorenin ve renini bagladigi neonatal sican
kardiyomiyositlerinde ve insan endoteliyal hiicrelerinde gosterilmistir. Sadece glikolize
prorenin ve renin bu reseptore baglanabilir. Kardiyak hiicrelerde, bu baglanmayla
birlikte internalizasyonun oldugu, akabinde proteolitik boliinme ile aktive edildigi ve

ardindan hemen reninin bozulmasinin takip ettigi gosterilmistir (3).

Bir¢ok arastirmaci, yerel ya da doku RAS’min patofizyolojik rollerine odaklandilar. Bu
ilgi lokal sistemlerin fizyolojik rolleri hakkinda bir cok yeni goriis ortaya c¢ikardi. Bu
konudaki bilgiler, uygun RAS genlerinin klonlanmasi, transgenik ya da “knockout”
modeller kullanilmasi ile gelismis oldu. Lokal ve sistemik RAS, anjiyotensinojen’nin
etkilerini ortaya ¢ikarmada birlikte calisiyor olabilirler. Ayni1 zaman da, lokal RAS 1n
bagimsiz fonksiyonlarmin oldugu da one siiriilmiistiir. Bu lokal etkiler sistemik yada
hiicresel diizeyde olabilir. Bu baglamda parakrin, otokrin etkiler, hiicre biiylimesi,
proliferasyonu ve metabolizmasinda ozellikle 6nemlidir. Ayrica bazi hiicre i¢i ve
intakrin RAS etkilerine (132), anjiyotensinojen’nin hiicre cekirdegine baglanmasi

aracilik eder (133).

Sistemik Anj-II etkilerinden intrakardiyak olusturulan Anj-II’nin etkilerini ayirt etmek
zor oldugu icin, spesifik kardiyak RAS’in varligi ve fonksiyonlar1 tartisma konusu
olmustur. Yine de, ACE inhibitorleri ya da Anj-II reseptor antagonistleri kullanilarak
kardiyak “remodelling” gibi kalpde hiicresel diizeyde Anj-II’nin lokal etkileri oldukca
net aciklanabilmistir. Kardiyak RAS’in baskin fizyolojik rolii, hiicre biiylimesi ve
proliferasyonunun uyarilmast ve inhibisyonu kadar miyokardiyal strese adaptif
yanitlarm verilebilmesi i¢in uygun hiicresel dengenin ayarlanmasidir (3). Kardiyak

RAS’1n sematik yolaklar1 Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Kalpteki renin anjiyotensin sistem. AOGEN: Anjiyotensinojen, ANG I: Anjiyotensin I, ANG
II: Anjiyotensin II, ATI: Anjiyotensin tip 1 reseptorii, AT2: Anjiyotensin tip 2 reseptorii ACE:

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (3).

2.3.1.3. Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim

Reninin aksine kalpte lokal ACE’nin varligi konusunda bilim adamlar1 hem fikirdir.
Kalpte ACE mRNA’s1, sican ve insan kalbinde bir¢cok yontemle kolay bir sekilde
gosterilebilmektedir. Ayn1 zamanda ACE aktivitesi, otoradiyografi ya da enzimatik
tayin ile hizli bir sekilde gosterilebilmektedir (3). Immiinohistokimya ile ACE
ekspresyonunun, kardiyak damarlarda ve endokardiyumda yapildigini gostermistir
(134). Ayrica mRNA calismalari ile, ACE ekspresyonunun kardiyomiyositlerde oldugu
da gosterilmistir (135). Miyokardiyal infarktiisten sonra insan kardiyomiyositlerinde

ACE’nin eksprese edildiginin goriilmesi, deneysel ¢caligmalar1 desteklemektedir (136).

ACE inhibitérlerinin ilk tiyesi olan Kaptopril’in (KAP) antihipertansif amach kullanimi
hakkinda ilk calisma 1979°da yaymlanmistir (137). KAP absorbe edildiginde
metabolize edilmeden etkisi baglamaktadir. Absorbsiyonu %70’dir. Gida ile alindiginda
emilimi gecikir ancak etkinligi degismez. Absorbsiyon hizhidir ve ila¢ alimi sonrasi

kanda 15 dakika icinde tespit edilir. Bobreklerden elimine edilir (138).
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2.3.1.4. Kimaz

Insan kimazi, Anj-I"den Anj-II'i olusturur. Kimaz, ACE inhibitorleri ile inhibe edilemez
ve Anj-II olusumundaki alternatif yollardan birinde rol alir. Tiim kalp homojenati
kullanilarak yapilan bir caligmada, kalpteki Anj-II olusumunun %80’inin kimaz ile,
sadece %11’inin ACE aktivitesine baglh olarak yapildig1 belirtilmektedir. Bu durum
kimaz yolunun, insan kalbindeki Onemini artirmaktadmr (139). Insan ve hayvan
caligmalarinda, intrakardiyak Anj-II olusturma yollarinda onemli tiir farklilig1 oldugu
gosterilmistir. Insan kalbinde Anj-II'nin daha cok kimaz aktivitesi ile olusturuldugu
kabul edilmektedir. Kopek, tavsan, sican ve fare kalplerinde ise Anj-II olusumu icin
ACE aktivitesi daha baskindir. Insan kalbinde kimaz aracili olusan Anj-II'nin 6nemi
heniiz tam olarak ortaya konulmamistir. Klinikte ACE inhibitorlerinin kullanimi, kalp
hastaliklarinda etkili bir tedavi yontemidir (3). Deneysel calismalarda koronerlerde Anj-
II olusumu, ACE inhibitorleri ile bloke edilir (140). Bununla birlikte ACE’den bagimsiz
Anj-II olusum yolunun, kardiyak hipertrofi (141) ve kalp yetmezligi (142) gibi 6zellikle

patolojik kosullarda 6nemli oldugu belirtilmektedir.
2.3.1.5. Anjiyotensinojen, Anjiyotensin I ve Anjiyotensin II

Anjiyotensinojen mRNA’simin fare, sican kopek (143) ve insan kalbinde bulundugu
belirtilmektedir. Fakat izole sican kalp cahismalarinda, kalpten endojen
anjiyotensinojenin  salindig1  gosterilememistir.  Bu  calismalarda, perfiizata
anjiyotensinojen eklenildiginde, proteinin hizla kardiyak intertisyuma alinmasi sonucu,

kardiyak anjiyotensinojenin biiyiilk cogunlugunun plazmadan alindig1 diisiiniilmektedir
(3).

Anjiyotensinojen peptidleri kalpte plazmadan daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmustur (144). Bu bilgi, Anj peptidlerinin kalpte sentezinin bir gostergesi olarak
goriilebilir olmasina ragmen, peptidlerin kalp dokusuna alindigi1 ve Anj-II’nin yerel
deposu olabilecegi de diisiiniilmelidir. Alternatif olarak, dolasimdan alinan renin ve
anjiyotensinojen yerel ACE ile etkilesmis, intrakardiyak Anj-II olusumuna neden olmus
olabilir. van Kats ve ark tarafindan radyoaktif isaretli Anj-I ve II kullanarak yapilan bir
calismada, Anj peptidlerinin kalpte yerel olarak iiretildigi ancak kardiyak RAS’ 1 lokal

sentezlenen anjiyotensinojene ve renine bagimli olmadig1 sonucu elde edilmistir (145).
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2.3.1.6. Anjiyotensin Reseptorleri

Anj-I'nin tip 1 (AT1) ve 2 (AT2) olmak iizere iki c¢esit reseptorii vardir.
Kardiyomiyositlerde, Anj-II'nin hem ATI1 hem de AT2 reseptorii bulunur (146).
Kardiyak fibroblastlarda, reseptor popiilasyonu kardiyak hastaligmin bulunup
bulunmadigina baglh olarak degisir. Normal kosullarda sadece AT1 reseptorii bulunur.
Fakat patolojik kosullarda AT2’de kardiyak fibroblastlarda eksprese edilir (147). Kalpte
iki reseptoriin bulunmasi farkli amaglara hizmet etmek i¢indir. AT1 reseptorii kardiyak
hiicrelerde hipertrofiyi ve proliferasyonu uyarir. AT2 zit etkilere aracilik etmektedir

(148).

Onceki calismalar, erigkin sican kalbinde %50 oraninda AT1 %50 oraninda da AT2
reseptorii oldugunu ifade ederken, tek hiicre calismalar1 ile eriskin sican kalbinde %50
oraninda AT1 ve %10 oraninda AT2 reseptoriiniin oldugu gosterilmistir (149).
Otoradyografik ¢alismalar, sican kalbinin dogum sonras1 AT1 reseptoriinii 2 kat daha
fazla ihtiva ettigini gostermistir (150). Sicanlarda ve farelerde yapilan caligmalar, AT2
reseptor mRNA’siin fetal donemlerde yiiksek iken, dogumdan sonra hizla diistiigiinii
gostermistir (151). Yine neonatal sican kardiyomiyositlerinden yapilan primer Kkiiltiir
caligmalar1 fetal yasama gore AT2 reseptoriinde %50 oraninda azalma oldugu, ATI1
reseptor yogunlugunun ise degismedigi gosterilmistir (152). Renin anjiyotensin sistem
aktivasyonu; vaskiiler hipertrofi, vazokonstriksiyon, su ve tuz tutumu ile gelisen
hipertansiyon ile sonuglanir. Bu etkilere dominant olarak ATI1 reseptorii aracilik
ederken diger hiicre olimii, vazodilatasyon, natriiirezis gibi Anj-II’ye bagl etkiler ise

AT?2 reseptorii araciligiyla olur (153).
2.3.2. Kalbin Lokal Renin Anjiyotensin Sisteminin Fonksiyonlar
2.3.2.1. Kalbin Lokal Renin Anjiyotensin Sisteminin inotropik Etkisi

Ik olarak Koch-Weser suprafizyolojik konsantrasyonlarinda Anj-II’nin inotropik
etkilerini gostermistir (154). Anjiyotensin IIbu etkisinin en azindan bir kismini,
sempatik sinir sistemi aracilig1 ile olusturur (155). Bununla birlikte, Anj-II’nin hiicre i¢i
kalsiyum girigsinde ve kardiyak aksiyon potansiyelinin plato fazinda yaptig1 degisiklikler
de inotropik etkisini olusturabilir (direk etki) (156). Cesitli kalp rahatsizligi olan
hastalarin sag atriyum, sag ve sol ventrikiil preparatlari ile yapilan in vitro calismada,
Anj-II’nin inotropik etkisini sadece atriyal preparatta gosterdigi belirtilmektedir. Ancak,

insan AT1 resept0riiniin asir1 ekspresyonun bulundugu transgenik sicanlarm kullanildigi



28

bagska bir calismada, Anj-II uyarimdan sonra intraselliiler kalsiyumun arttigi

gosterilmistir (3).
2.3.2.2. Kalbin Lokal Renin Anjiyotensin Sisteminin Hipertrofik Etkisi

Anjiyotensin Ilartmis myokardiyal strese karsi adaptif bir yanit olarak, AT1 reseptorii
araciligiyla miyosit hipertrofisine neden olur. Kardiyomiyositlerde hipertrofi, kalp
fonksiyonlarinda kompensatuar mekanizma olarak gérev yapmasina ragmen, hipertrofi,
konjestif kalp yetmezligi, ani kardiyak 6liimler icin en onemli risk faktoriidiir (157). In
vitro olarak kardiyomiyosit kiiltiirlerinde, hipertrofinin bu etkisi gosterilmistir (158). Ek
olarak hipertrofide, endotelin-1 ve transforme edici biiylime faktorii-B (TGF-f) gibi
diger biiylime faktorlerinin de sekonder olarak salindigi gosterilmistir (159). Sol
ventrikiilde hipertrofi kalpte Anj-II iiretimindeki artisa baghdir. Bu artig, fare renini,
insan AT1 reseptorii, insan ACE’si ile hem insan renini hem de anjiyotensinojeninin
asirt  eksprese edildigi (cift transgenik sican) transgenik hayvan modellerinde
gosterilmistir (3). Transjenik hayvan modelleri kullanilarak yapilan ¢alismalarin
sonuclari, Anj-II’nin kan basinci iizerine etkisinden bagimsiz olarak, lokal RAS’1n
hipertrofik fonksiyonel role sahip oldugunu gostermektedir. Anj-II’den kaynaklanan
hipertrofik degisikliklere, MAP kinaz ve JAK/STAT yollarinin aktivasyonunu igeren
trozin kinaz ve RhoA kaskatlarinin aktivasyonu aracilik eder (160). Sol ventrikiil
hipertrofisinde en 6nemli uyumsuzluk diyastolik fonksiyon bozuklugu ile iliskilidir.
Diyastolik disfonksiyon, bozulmus diyastolik kalsiyum kullanimi ve/veya kardiyak
fibrozis gibi yapisal degisikliklerin neden oldugu fonksiyonel bozukluktur (161).
Deneysel sol ventrikiil hipertrofisi olan sig¢anlarla yapilan ¢aligsmalar, lokal olarak
iretilen Anj-II’'nin kalbin gevseme, yani diyastolik fonksiyonunu bozabilecegini
belirtmektedir (162). Dahas1 diyastolik fonksiyon, kan basincini etkilemeyen dozlarda
ATI1 reseptor antagonisti uygulanmasi ile diizelebilir. Bu ortamda sol ventrikiil
bozuklugunun fonksiyonel analizinde, diyastolik disfonksiyonun, bozulmus
sarkoplazmik retikulum kalsiyum pompa (SERCA2) aktivitesi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (163). Benzer etki, segici bir endotelin A reseptdr antagonisti uygulanan
sican modelinde de gosterilmistir. Sicanlarda endotel sistemin aktivasyonu, doku

RAS’mi da aktive eder (164).

Kronik olarak kalp RAS’min aktivasyonu sadece kalp hipertrofisi veya diyastolik

disfonksiyona neden olmaz. Ayni1 zamanda ilerleyici sistolik disfonksiyon, kalp
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biiylimesine ve kalp yetmezligine de sebep olabilir. Transjenik TG1306/1R farelerde
Anj-I1, kan basincimi yiikseltmeden kardiyak hipertrofiye neden oldugu rapor edilmistir.
Uzun vadede bu transgenik fareler takip edildiginde, yaslanmayla birlikte dilate
kardiyomyopati meydana geldigi ve yabani tip farelere oranla mortalitede Onemli
artiglar oldugu goriilmiistiir. Transjenik farelerde kardiyak hipertrofi, SERCA2
aktivitesi ve azalmis Ca™® transportu ile iligkilidir. Ayrica sistolik fonksiyon izole
kardiyomiyositlerde bozulmustur (165). AT2 reseptoriiniin kardiyak hipertrofideki
rolleri hakkinda belirsiz sonuglar elde edilmistir. AT2 reseptor, baslangicta
antihipertrofik etkiler ile iligkili olsa da (166), AT2 eksikligi olan farelerle yapilan
caligmada Anj-II infiizyonu tarafindan olusturulan kardiyak hipertrofide AT2

reseptOriiniin 6nemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (167).
2.3.2.3 Kalbin Lokal Renin Anjiyotensin Sisteminin Mekaniksel Gerilime Etkisi

Anjiyotensin Ilyolu, kalp hipertrofisindeki aracilik roliinden dolay1r mekaniksel gerilim
icin “hizli yanit sistemi” olarak tanimlanir (168). in vivo ve in vitro calismalarda,
gerilimin Anj-II {iretimini uyarabildigi gosterilmistir. Renin anjiyotensin sisteminin
neredeyse tiim genlerinin transkripsiyonu gerim ile uyarilabilir. Sol ventrikiildeki agir1
yiilk, kardiyak RAS’da benzer bir aktivasyona neden olur (169). Neonatal
kardiyomiyosit kiiltiir calismasinda, p53 ve JAK/STAT yolaklar1 ile lokal Anj-II’nin
tiretildigi ve AT1 reseptor antagonisti uygulandiginda iiretimin azaldig1 belirtilmektedir.
Onceleri bu etkilere tamamen AT1 reseptoriiniin aracilik ettigi diisiiniilmekteydi. AT2
“knockout” fare caligmalari, AT2 reseptoriiniin de bu degisikliklere aracilik ettigini

ortaya ¢cikarmistir (147).
2.3.2.4. Kalbin Lokal Renin Anjiyotensin Sisteminin “Remodelling”’e Etkisi

Kardiyak Anj-II’nin proliferatif uyarilarina muhtemelen en uygun kardiyak hiicre
toplulugunun fibroblastlar oldugu Schelling ve Ganten tarafindan gosterilmistir (170).
Patolojik degisikliklerin bir hiicresel gostergesi olarak bildirilen fibroblast
proliferasyonu kardiyak “remodelling” de gosterilmistir. Yerel ACE olusumu bu siirecte
onemli rol oynar. Onceki calismalarda deneysel miyokard infarktiisii (artmus fibrosis ile
devam eder) ile ratlarda kalp yetmezligi modelinde, plazma ACE aktivitesinde
degisiklik olmadan kalp ACE aktivitesi ve mRNA’sinda bir etkinlesme oldugunu
gostermistir (171). Sun ve Weber sican kalplerinde miyokard infarktiisiinden sonraki 1.

ve 4. haftada infarktiislii alanlarda Anj-1I reseptorlerinin yogun olarak bulundugunu,
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miyofibroblastlarin baskin hiicre olduklarini gostermistir (172). Fakat fibroblastlarda,
makrofajlarda ve kan damarinda Anj-II reseptoriiniin yogunlugu diisiiktiir. Miyokard
infarktiisii sonras1 AT1 antagonisti olan lozartan ile tedavi edilen si¢anlarda, infarktiislii
bolgelerdeki kollajen hacmi, tedavi edilmeyen hayvanlara kiyasla anlamli bir azalma

gostermistir (173).

Anjiyotensin II kaynakli fibrozis mekanizmalarinin en azindan bir kismi, biiylime
faktorii yollarinin AT1 reseptoriinii aktive etmesiyle meydana gelir. Bundan en fazla
sorumlu olan TGF-B’dir. Fare Ren-2 geninin eksprese edildigi transgenik sicanlarin
kullanildig1 ¢alismada, TGF-B’nin inhibisyonu (tranilast ile) interstisyel kardiyak

fibrozisi azalttig1 ve transgenik sicanlarin yasam siirelerini uzattigi gosterilmistir (174).

Kardiyak RAS’in aktivasyonu sadece yapisal anormalliklere neden olmaz. Ayni
zamanda, hem ventrikiiler hemde atriyal aritmilere neden olan elektriksel degisimler
olusturur. Kalp ameliyat1 gecirmis hastalarda, paroksismal veya persistan atriyal
fibrilasyon Oykiisii olan hastalarda interstisyel fibrozisin arttigi ve siniis ritmindeki

hastalara gore doku ACE diizeyinin ii¢ kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir (175).
2.3.2.5 Kalbin Lokal Renin Anjiyotensin Sisteminin Apoptozise Etkisi

PC-12 hiicreleri (sigan feokromositoma hiicre hattr) ile yapilan onceki ¢alismalarda
programlanmig hiicre Oliimiinde (apoptozis) AT2 reseptorlerinin aracilik ettigi ileri
stirmiistiir. Kardiyomiyositlerde apoptoz, AT1 reseptorii iizerinden meydana geldigi
kabul edilmektedir. Miyokard infarktiisii, hipertansif ve diyabetik kardiyomiyopatiden
sonra kardiyak  “remodelling” siirecinde apoptozun etkisinin  olabilecegi
diistiniilmektedir. Kalp yetmezliginde RAS blokajinin (AT1 antagonistleri tarafindan
bloke edilebilir) yararh etkileri, apoptozis azalmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir
(3).

2.3.3. Anjiyotensin II, Oksidatif Stres ve Mitokondri iliskisi

Oksidatif stres bobrek hasarlarmin ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde
Oonemli rol oynar. Son yillarda yapilan calismalarda, Anj-II'nin sadece sitozolik degil

ayni zamanda mitokondriyal ROS olusumunu uyardig: belirlenmistir (176).

Reaktif oksijen iirlinleri normal aerobik metabolizmanin alt {iriinlerindendir. Reaktif
oksijen triinleri niikleik asitleri, lipitleri ve proteinleri okside edebilir ve bu etkisi ile

biyolojik fonksiyonlarin modifikasyonuna ve/veya kayiplarina neden olabilir.
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Patofizyolojik kosullar altinda ROS olusumu artmaktadir. Okside olan ajanlar;
inflamasyona, dejeneratif hastaliklara, hipertansiyona, diyabete ve onkogeneze neden
olabilir (176). Fizyolojik kosullarda diisiik ROS konsantrasyonlari, redoks duyarli
protein fosfatazlar1 veya inaktive kinazlar1 okside ederek, transkripsiyon faktorleri veya

reseptorlerinin fosforilasyonunu degistirebilir (177).

Mitokondri enerji iiretim organelidir. Ayni zamanda sitozolik Ca** seviyesi ile doku
oksijen gradiyetinin diizenlenmesi, H,O; sinyali ile apoptozun modiilasyonu gibi 6nemli
diger hiicresel fonksiyonlar1 da yiiriitiir (176). Hiicresel oksijenin %90’nindan fazlasi
mitokondride kullanilir ve kompleks IV de suya doniistiiriiliir. Tiiketilen oksijenin
yaklasik %1-2’si kompleks I ve III’den siiperoksite doniistiiriiliir (178). Mitokondriyal
ROS (mtROS), kompleks II’'den kompleks I ve oksijene dogru gelisen ters yonde
transporttan, matriks enzimlerinden, dig membran monoaminoksidazindan (MAQO) ve
mitokondriyal nitrik oksit sentazdan da olugabilir (176). Siiperoksit hem mitokondri
matriksine, hem de mitokondrinin i¢-dis zarlar1 arasindaki bosluga salinabilir (179).
Siiperoksit (O27) mitokondri i¢ membraninda bulunan mangan siiperoksit dismutaz
(Mn-SQOD) ile, dis membranda bulunan bakir ¢inko siiperoksit dismutaz (CuZn-SOD)
ile H,O,’e doniistiiriiliir (176). H,O, mitokondriyal glutatyon peroksidaz ile suya ya da
katalaz tarafindan su ve oksijene doniistiiliir. Mitokondriyal disfonksiyon, hem hiicrenin
biyoenerji kapasitesinin azalmasi hemde mtROS aracili sinyal yolagmin bozulmasi
sonucu hiicrelere hasar verir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu enerji metabolizmasi
tizerine etkisinin digsinda mitokondriyal proteinleri ve metabolik ara iiriinleri de etkiler

(180).

Anjiyotensin IThem NO hemde NAD(P)H oksidaz araciligiyla siiperoksit olusturur.
Aym1 zamanda Anj-II endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) {iizerinden NO’dan
siperoksit olusumuna da neden olur. Yapilan ¢calismalarda damar diiz kasinda ve in vivo
sican aortasinda Anj-II’nin mtROS olusumunu uyardig1 gosterilmistir (181). Endotelyal
hiicrelerde Anj-II mtROS’u attirir ve redoks duyarli NF-kappaB’i aktive eder. NF-
kappaB’nin aktivasyonu vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1’in ekspresyonuna neden
olur. Bu molekiil aterosklerotik lezyonun baslamasinda anahtar molekiildiir (181).
Farelerde akut ve kronik Anj-II infiizyonu kardiyak mitokondriyal elektron tasima
sisteminin ve Krebs siklusu genlerinin ekpresyonunun azalmasma neden olur (182). Bu

bilgi Anj-II'nin mitokondriyal enerji metabolizmasini baskiladigini gosteren Onceki
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caligmalarin sonuglarin1 desteklemektedir. Son yapilan caligmalarda, Anj-II’nin mtROS
Uretimini  arttrmast  sonucu  mitokondriyal membran potansiyelini  azalttigi

belirtilmektedir (176).

Normal fizyolojik sartlar altinda, Ang-II-aracili ROS ve NO kaynakli oksidan tiretimi
ve redoks duyarli sinyal yollarin stimiilasyonu birbiriyle iligkili olarak
diizenlenmektedir. Ancak hipertansiyon, diyabet ve yaslanma gibi RAS’in asir1 aktive
oldugu sartlarda, Ang-II-bagimli ROS iiretiminde ki artig hiicre oksidasyonu ve doku
hasar1 icin 6nemli bir faktorii haline gelebilir (176,181).

Mitokondri i¢ zarinda hiicre ve mitokondri i¢in 6nemli olan mitokondriyal protein
kompleksleri bulunur. Bunlardan birisi de mitokondriyal permeabilite gecis porlaridir
(mPTP). mPTP, voltaja duyarli anyon kanali (VDAC), adenin niikleotid translokaz
(ANT) ve matriksde bulunan diizenleyici alt birim olan siklofilin D (CypD)’den olusur
(Sekil 2.7). ANT, peroksinitrit dahil oksidanlardan etkilendigi bilinmektedir. ANT
mitokondri dis zarinda bulunan VDAC ile baglantilidir. ANT nin yakininda bulunan
tiyol grubunun oksidasyonu ile matrikse bulunan CypD’nin translokasyonuna neden
olur. VDAC-ANT-CypD kompleksi mPTP’lerin acgilmasini ve pro-apoptotik
proteinlerin sitozole ge¢mesini saglar. Ayn1 zamanda mPTP, mtROS’un sitoplazmaya

gecmesinde de onemli rol oynar (4).

CypD

Sekil 2.7. Mitokondriyal gegis porlarinin oksidasyon ile agilmasi. VDAC: Voltaja duyarli anyon kanali,
ANT: Adenin niikleotid translokaz, CypD: Matriksde bulunan siklofilin D diizenleyici alt birim, AIF:
Apoptotiz uyarici faktor (4).
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NADPH oksidaz kaynakl sitozolik ROS, mitokondriyal ROS olusumunu da tetikler.
mtROS olusumu, siiperoksitin ve mitokondri membraninda bulunan mitokondriyal
ATP-duyarli potasyum kanallar1 (mtKarp) ile etkilesmesine dayanmaktadir. mtKarp nin
acilmasi potasyumun mitokondriye gecmesine ve mitokondri membran potansiyelinin
azalmasmma (Aym |) bununla birlikte matrikste sisme ve alkalinizasyona neden

olmaktadir. Matriks alkalinizasyonun, H,O, olusumundaki artistan kaynaklandig: ileri
siirlilmektedir (4)(Sekil 2.8).

T B | 1L [ jJ‘i-'t."} W 11
S A b
— Mitokondri
B XV

-

Anjiotensin ||

Sekil 2.8. Anjiyotensin II'nin NADP oksidaz kaynakl1 sitozolik reaktif oksijen iiriinleri ile mitokondriyal
reaktif oksijen iiriinlerini olugturma mekanizmasi. Aym: Mitokondri membran potansiyeli, ATI:

Anjiyotensin 1I tip-1 reseptorii, PTP: Mitokondriyal permeabilite gecis porlari, O,": Siiperoksit radikali
).



3.GEREC VE YONTEM

Calisma; Etik Kurul onayr (08/80 karar numarali) almarak Erciyes Universitesi
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinden (DEKAM) saglanan ve viicut agirligi
355429 g olan 70 adet Wistar albino cinsi erkek sigcanlar ile gerceklestirildi. Sicanlar
deney siiresince oda sicakligi 24+1°C arasinda olan ortamda barindirildi. Gece-giindiiz
dongiisii otomatik aygitla 12 saat gece (6.00-20.00), 12 saat giindiiz (20.00-6.00) olacak
sekilde ayarlandi. Calisma siiresince hayvanlara pelet seklinde standart sican yemi

verildi. Deney oncesi ve deney bitiminde si¢anlarin agirliklar1 belirlendi.
3.1. DENEY GRUPLARI

Sicanlarda kalp yetmezligi ADR ile olusturuldu. Her sigana, 4mg/kg olacak sekilde iki
giin arayla 4 defa ADR intraperitoniyal (ip) olarak verildi (toplam kiimiilatif doz 16
mg/kg). Renin anjiyotensin sistem ile ilgili gruplara maddeler, ADR verilmesi ile
baslanildi ve birlikte sonlandirildi. Deney grubundaki hayvan sayist 14 olarak
belirlendi. Gruplardaki hayvanlarin 7 tanesi sadece hemodinamik oOl¢iimler icin
kullanilirken, diger 7 tanesinin kalpleri ve plazmalar1 biyokimyasal Olc¢iimlerde
kullanildi. Son doz uygulanmasindan bir giin sonra, sicanlarin kan basinglari, kalp atim

hizlari, sol ventrikiil basin¢lari, EKG’leri kaydedildi veya kalpleri, kanlar1 alindi.
Agirliklar: 6lgiilen hayvanlar rastgele 5 gruba ayrildi. Gruplar su sekilde dizayn edildi;

1. Kontrol Grubu (KON): Hayvanlara 7 giin boyunca ip (0,1 ml) ve
intragastrik (0,1 ml) yoldan serum fizyolojik verildi.
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2. Adriyamisin Grubu (ADR): Hayvanlara 4mg/kg/ip (0,1 ml SF icinde)
olacak sekilde iki giin arayla dort doz ADR verildi.

3. Kaptopril +ADR Grubu (KAP): Hayvanlara 7 giin boyunca her giin
10mg/kg intragastrik (0,1 ml distile su icinde) Kaptopril (ACE enzim
inhibitorii) ve ADR grubu ile ayni1 doz ve siirede ADR verildi.

4. Aliskiren + ADR Grubu (AL): Hayvanlara 7 giin boyunca her giin

50mg/kg intragastrik (0,1 ml distile su icinde) Aliskiren (renin enzim

inhibitorii) ve ADR grubu ile ayni1 doz ve siirede ADR verildi.

S. Kaptopril +Aliskiren +ADR Grubu (KAP+AL): Diger gruplarla ayn1 doz
ve siirede KAP, AL ve ADR verilen grup(Sekil 3.1).

Sakrifiye edildi
&

v - v o K- KONT

ADR

O—t—————o——— o= KAP
@ ————+—@ AL

e—t—o0—F —o—4—=0 KAP+AL

e A AR Ay T e
» & 3 494 3 ® r %

Sekil 3.1. Deney protokolii. Siganlar 5 gruba ayrildi; kontrol grubu [KONT, serum fizyolojik enjeksiyonu
(V), 7 giin], adriyamisin grubu [ADR, adriyamisin enjeksiyonu 2 giin arayla 4 doz () ve serum fizyolojik
(v) 7 giin], kaptopril grubu [KAP, gavajla kaptopril ( (3 7 giin ve adriyamisin enjeksiyonu 2 giin arayla 4
doz ( O)], Aliskiren grubu [AL, gavajla Aliskiren ( 4y 7 giin ve adriyamisin enjeksiyonu 2 giin arayla 4
doz (Q)], kaptopril ve Aliskiren grubu [KAP+AL, gavajla kaptopril (<>) ve Aliskiren (4) 7 giin ve
adriyamisin enjeksiyonu 2 giin arayla 4 doz (O).
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3.2. ELEKTROKARDiIYOMiYOGRAM (EKG) KAYDI VE KALP
FONKSIYONLARININ OLCUMU

Hemodinamik ol¢iimlere baslamadan 6nce, hayvanlarin agirliklar: tekrar ol¢iildi (Ay).
Ketamin (39.35 mg/kg) ve xylazine (4.96mg/kg) karigimi ile anestezi edildi. Sol
ventrikiil fonksiyonlarmi degerlendirmek icin hayvanlarin boyun bdlgesinde karotis
artere paralel bir kesi yapildi. Damar-sinir paketine ulasincaya kadar kaslar kiint
diseksiyon ile zarar verilmeden ayrildi. Damar sinir paketine ulasilinca Arteria carotis
communis dextra ve Nervus vagus zarar gormeyecek sekilde hassas bir sekilde etrafdaki
dokulardan ayrildi. Hemostatik pens araciligiyla kan akimi kesilen damara bir enjektor
ucu ile “Millar” kateterin (SPR 429, Millar Instruments Inc., Houston, Tx) gecebilecegi
biiytikliikte delik agildi. Kateter karotis artere girdikten sonra sol ventrikiile girene kadar
ilerletildi. Sol ventrikiile ulasilinca 3/0 ipek iplik ile kateter damara sabitlendi. Cerrahi
islem bittikten sonra ventikiil ve kan basinclarinin, kalp atim hizinin stabilize olmasi
icin 30 dakika beklenildi, sonra kayitlar alindi. Sol ventrikiil sistolik basinci (LVSP), sol
ventrikiil diyastol sonu basinc1 (LVEDP), basin¢ gelisim hizi (kasilma, +dP/dt) ve
basing bozulum hiz1 (gevseme, -dP/dt) bir analog-dijital sistem yardimi (MP 30, Biopac
System) ve bir basing cevireci ile bilgisayara kaydedildi (Resim 3.1). Sol ventrikiil
basing gelisimi (LVDP); sol ventrikiil sistolik basingdan (LVSP) sol ventrikiil diyastol
sonu basimci (LVEDP) ¢ikartilarak hesaplandi (LVDP=LVSP-LVEDP).
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Resim 3.1. Ventrikiil ve kan basinci kaydir alma iglemleri.

Sol ventrikiil basinglar1 kaydedilirken ayni anda kan basinci, kalp atim hizi ve
elektrokardiyomiyogram kayitlarida alinmaya devam edildi (Resim 3.2). Bu amagla
elektrotlarin pozitif ucu sol kola, negatif ucu sag kola ve toprak elektrotu sag bacaga
baglandi. EKG’den PR’nin, QRS’in, ST nin ve QT nin siireleri, R dalgasinin amplitiidii
degerlendirildi. PR intervali: P dalgasmin baslangicindan QRS kompleksinin
baslangicina kadar gegen siiredir. QRS kompleksi: Q dalgasmin baslangicindan S
dalgasinin sonuna kadar gegen siiredir. Ventrikiillerin depolarizasyon siirecini kapsar.
ST segmenti: QRS kompleksinin sonu ile T dalgasinin baslangici arasindaki
elektrokardiyogram boliimiidiir. Ventrikiil miyokardinin tiimiiniin depolarize duruma
gectigi andan baslayarak ventrikiil repolarizasyonunun basladig1 ana kadar siirer. QT
intervali: Q dalgasmin basindan T dalgasinin sonuna kadar gecen siiredir. Ventrikiillerin
depolarizasyon ve repolarizasyon siire¢lerini kapsar. R dalgast QRS kompleksindeki ilk

pozitif defleksiyondur.
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3.3. ARTERYAL KAN BASINCININ OLCUMU

Kan basin¢larmi ve kalp atim hizlarimi 6lgmek i¢in, aseptik kosullar altinda sol ingiiinal
bolgede Arteria femoralis sinistra trajesine paralel olacak sekilde deride bir kesi yapildi.
Deri alt1 dokusu ve fasyalar kiint diseksiyon ile ayrilarak A.femoralis’e ulasildi ve
Nervus asiaticus korunarak damarlar ayr1 ayri izole edildi. Kayitlarin alinabilmesi i¢in
A.femoralis’e 100 U/mL oraninda heparin iceren serum fizyolojik ile dolu PE-50 tiibing
(Intramedic, Clay Adams, MD) yerlestirildi (Resim 3.2). Basing transdiiserinin aldig1
kayitlar MP-30 sistemi (Biopac Systems, Inc., CA) bulunan “amplifier” ile biiylitiiliip
degerlendirildi.

Resim 3.2. Kan basinci kaydi igin A.femoralis’e “tiibing” yerlestirilmis bir deney hayvani.

Biyokimyasal 6l¢iimlerde kullanilan hayvanlardan kan 6rnegi alindi. Alinan kan Ornegi
4000 rpm’de 5 dakika siireyle +4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen plazmalar total
antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) ol¢iilene kadar -80°C’de
sakland1. Hayvanlarin kalpleri tartildi ve mitokondri membran potansiyeli (MMP) ve

ATP iiretim miktar1 l¢iimii i¢in -80 °C de saklandi.



40

3.4. KARDIYOMIiYOSIT MITOKONDRILERININ VE SiTOZOLUNUN
iZOLASYONU

Sol ventrikiiller 250 mM sukroz, SmM Tris HCl ve 2 mM EGTA igeren 4 ml’'lik
medium ortaminda Ultra-Turrax marka (IKA T25) homojenizatorde 18G’lik bicakla
kiyildi. Elde edilen homojenat 2000 g’de 8 dakika santrifiij (Niive NF 1200R) edildi.
Santrifiij edildikten sonra olusan siipernatantdan 1 mL alinarak 12000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ikinci santrifiijden sonra hiicre sitozoliinden olusan siipernatant daha
sonra TAS ve TOS ol¢iimlerinde kullanilmak iizere -80 °C de saklandi. Geriye kalan
“pellet” deki mitokondriler, 140 mM KCI ve 20 mM Tris HCI igceren 250 iL’lik

resiispansiyon soliisyonuyla sulandirildi ve kullanilincaya kadar -80 °C de saklandi.

3.5. KARDIYOMIiYOSIT MITOKONDRIi MEMBRAN POTANSIYELININ
OLCUMU

Mitokondriyal spesifik katyonik floresan boya “5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-
tetraethyl benzimidazolyl carbocyanine iodide” (JC-1) mitokondri membran potansiyeli

(MMP) 6l¢iimiinde kullanildi (Cayman Chemical, Ann Arbor Mi).

JC-1 1/10 oraninda serum fizyolojik ile sulandirildi. Her bir plate kuyucuguna 50 pL
mitokondri soliisyonlarindan konuldu {iizerinel0 pL sulandirilmig JC-1 eklendi ve
karanlikta 37°C de 20 dakika “plate shaker” inda (PST-60-HI plus Thermo shaker,
BIOSAN) 250 rpm de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra mitokondriler “floresan
plate” okuyucuda (Biotek, Synergy HT) analiz edildi.

Saglikli hiicrelerde JC-1, 560 ve 595 nm’de sirasiyla uyarma ve emisyon ile giiclii
floresan yogunlugu goriintiilenebilen J-agregatlar olusturur. Apoptotik ya da sagliksiz
hiicrelerde JC-1, 485 ve 535 nm’de swrasiyla uyarma ve emisyon ile gii¢clii floresan
yogunlugu goriintiilenebilen JC-1 monomerleri olusturur. J-agregat floresans (kirmizi)
yogunlugunun monomerlerin floresan (yesil) yogunluguna orani mitokondri membran
potansiyelinin bir gostergesi olarak kullanilir. JC-1, mitokondrilerde MMP’e bagl
olarak birikir. Normal MMP’e sahip mitokondriler kirmizi floresans yayan JC-1
agregatlar olusturur. Depolarize olmus mitokondriler yesil floresans yayan JC-1

monomerleri seklinde kalir.
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3.6. KARDIYOMIiYOSIT MIiTOKONDRISINDE ATP MiKTARININ OLCUMU

Hiicrelerin hayatta kalmasi ve kendi 6zel islevlerini yerine getirmek i¢in kullanilan
ATP, canli hiicrelerin fonksiyonel biitiinliigiinii degerlendirme amacl kullanilmaktadir.
ATP ol¢liimiiniinde kullanilan kit (Cambrex Bio Science, Rockland, USA), metabolik
olarak aktif hiicrelerin tamaminda mevcut bulunan ATP’nin biyoluminesansi esasina
dayanmaktadir. Biyoluminesans yonteminde ATP’den 151k olusumunu katalizleyen bir

enzim olan, “lusiferaz” kullanilmaktadir.

100 pL’lik mitokondri 6rneklerine 50 ul. “Cell Lysis Reagent” eklendi ve oda 1sisinda
12 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde 6rnekler 4000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi
(Niive). Santrifiij sonras1 “siipernatant” 75 pL. alind1 ve 50 pL Via Light eklendi. Oda
1sisinda 2 dakika inkiibe edilen 6rnekler luminometre de (Biotek, Synergy HT) analiz
edildi. ATP konsantrasyonu bilinen standart 6rneklerin degerleri kullanilarak standart
egri elde edildi. Bu egri her bir 6rnegin ATP konsantrasyonunun hesaplanmasinda

kullanild1.
3.7. BIYOKIMYASAL OLCUMLER
3.7.1. Total Oksidan Seviyenin Olciimii

Total oksidan seviye (TOS) plazmada, miyosit sitozoliinde ve mitokondrisinde ticari kit
“Rel Assay” kullanilarak spektrofotometrik yontemle 6lciildii. Orneklerde bulunan
ferr6z iyon-o-dianisidin kompleksi, ferrik iyona oksidlemektedir. Ortamda bulunan
gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak iic katina cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik

3

ortamda “xylenol orange” ile renkli bir kompleks olustururlar. Orneklerde bulunan

oksidanlarin miktarlariyla iliskili olan siddet, spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir.

Kor, standart ve orneklerden 12,8 uL alindi ve iizerine 205,13 uL “reagent” 1 eklendi.
37 °C’de 5 dakika 300 rpm’e ayarlanmis “plate shakerr’nda (Thermo) iyice karigtirild1.
660 nm dalga boyuna ayarlanmig ELISA cihazinda (Biotek, Synergy HT) baslangic
absorbansi (A1) okundu. Daha sonra 32,05 uL “reagent” 2 ilave edildi. 37 °C’de 5
dakika 300 rpm’e ayarlanmis “plate shakeri”nda (Thermo) iyice karistirildi ve 660 nm
de son absorbans (A2) okundu. Standartin konsantrasyonundan faktor hesabr yapildi.
Orneklerin A degerleri, koriin A degerinden ¢ikartilip faktorle carpildi. Sonuglar pmol
H,0,/L olarak ifade edildi.
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3.7.2. Total Antioksidan Seviyenin Olciimii

Total antioksidan seviye (TAS) plazmada, miyosit sitozoliinde ve mitokondrisinde ticari
kit (Rel Assay) kullanilarak spektrofotometrik yontemle olciildii. TAS giiclii serbest
radikallere kars1 viicudun total antioksidan seviyesini Ol¢cen bir parametredir. Bu kit,
2,2’-azino-bis  (3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)’nin peroksidaz
(metmiyoglobin) ve H,O; ile inkiibe edilip 530 nm’de absorbans veren stabil mavi-yesil
renkli ABST radikali olusumu prensibiyle calismaktadir. Numunelerde bulunan
antioksidanlar mavi-yesil renk olusumu konsantrasyonlar1 ile orantili olarak ABST

olusumunu azaltmaktadir.

Kor, standart ve 6rneklerden 31,25 uL alindi ve iizerine 208,31 uL “reagent” 1 eklendi.
37 °C’de 5 dakika 300 rpm’e ayarlanmis “plate shaker1” nda (Thermo) iyice karistirildi.
530 nm dalga boyuna ayarlanmig ELISA cihazinda (Biotek, Synergy HT) baslangic
absorbansi (A1) okundu. Daha sonra 10,41 uL “reagent” 2 ilave edildi. 37 °C’de 5
dakika 300 rpm’e ayarlanmig “plate shaker1” nda iyice karistirildi ve 530 nm de son
absorbanst (A2) okundu. Standartin konsantrasyonundan faktor hesabi yapildi.
Orneklerin A degeri, koriin A degerinden ¢ikartilip faktorle carpildi. Sonuglar Trolox
equiv/L olarak ifade edildi.

3.7.3 Oksidatif Stres Indeksinin Hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi (OSI), oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi olup,
TOS ve TAS degerlerinin oranlanmasi ile hesaplanmaktadir (Sekil 3.3). OSI’nin

formiilizasyonu asagidadir.

OSI = [(TOS)/(TAS) x100].

TOS

Sekil 3.3. Oksidatif stres indeksi sekli.
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3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Alinan kayitlardan rastgele 10 adet dalga secildi ve bu dalgalarin aritmetik ortalamalar1
degerlendirildi. Istatistiksel hesaplamalar, Excell ve SPSS 16 programlar1 kullanilarak
yapildi. Verilerin dagilimlar1 Kolmogorov-Smirnov ve Levene testleri ile sinandi. Buna
gore p>0,05 degerleri bulunan veriler normal dagilim gosteren (parametrik) ve bunun
altindaki degerlere sahip veriler ise normal dagilim géstermeyen (nonparametrik) veriler
olarak kabul edildi. Ikiden ¢ok grup arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde;
normal dagilima uygunluk saptanan kosullarda, tek yonlii ANOVA ve ardindan post
hoc test olarak, Tukey testi kullanildi. Normal dagilima uygunlugun saptanmadigi
kosullarda ise ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda Kruskal Wallis ANOVA ve
ardindan da Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasinda yapilan karsilastirma
sayisina gore o degeri ayarlandi. p<0,0125 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi. Ayni
grubun tedavi Oncesi ve sonrasi viicut agirliklarinin karsilagtirilmasinda bagimlh

orneklemlerde t testi kullanilarak yapildi. Degerler ort.£SEM olarak gosterildi.



4. BULGULAR

4.1. GRUPLARIN VUCUT VE KALP AGIRLIKLARI DEGiSiMi

Calismanin basinda hayvanlar, viicut agirliklar tartildiktan (A1) sonra gruplara rastgele
dagitilmistir. Gruplar arasinda Al yoniinden istatistiksel bir fark bulunmamistir. Bu bize

gruplarin homojen dagildigini gostermektedir (Tablo 4.1).

Sekiz giinliik ila¢ uygulamasinin bitiminde, hemodinamik kayitlar veya biyokimyasal
Olctimler icin dokularin alindig1 giin, hayvanlarin viicut agirliklar1 tekrar olgiilmiistiir
(A2). Kontrol grubunda anlamli bir agirlik degisimi olmamis, ADR ve AL gruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlenmistir (a: p<0,05). KAP+AL
grubunun A2’i, sadece ADR verilen gruba gore istatistiksel olarak artmustir (b: p<0,05).
Kontrol grubu hari¢ diger gruplarin A2’leri Al’lerine gore azalmistir (*: Al’e gore).
Agirlik kazanci yoniinden gruplar ile kontrol arasinda anlamli farklilik bulunmustur (a:
p<0,05). KAP+AL grubunun agirhik kazanci, AL grubuna gore anlamli diizeyde
artmistir (c: p<0,05; Tablo 4.1).

Adriyamisin, KAP ve AL gruplarinin kalp agirlar1 (KA) kontrol grubuna gore anlamli
bir azalma gosterirken (a: p<0,05), KAP+AL grubunun KA arasinda fark
bulunmamistir. KAP+AL grubunun sol ventrikiil agirhigi (SVA) sadece ADR verilen
gruba gore anlamli derecede arttmustir (b: p<0,05). KA ve SVA’da bu degisiklikler
goriilmesine ragmen, 100g viicut bagirhigi basina diisen KA ve SVA’lar1 bakimindan

gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaigtir (Tablo 4.1).



Tablo 4.1. Adriyamisin ile tedavi edilen siganlarin viicut ve kalp agirliklar1 tizerine renin ve anjiyotensin
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doniistiiriicti enzim inhibitorlerinin etkisi.

KONT ADR KAP AL KAP + AL
Al (g) 33449 320 + 14 361+ 5 366 + 15 382+ 12
A2(® 351423 | 257+14%" | 296+11% | 280+16%" | 325+ 12%
églrhk Kazanai 23 +11 63 43" 66 +6° 84 +8° 37+ 12
KA (mg) 954 + 51 737+8" | 821£59" | 849£55% | 85837
SVA (mg) 586 +37 450 +30 579 + 62 543 + 64 653 +33"
%KA (mg) 289 + 12 278 £ 10 277 £16 307 £ 12 25746
%SVA (mg) 165 % 10 175 £8 190 £ 16 195 £ 16 193 %7

Agirlik kazanci: Son viicut agirligy ile ilk viicut agirhi@r arasindaki fark, KA: Kalp agirhigi, SVA: Sol
ventrikiil agirligi, Al: ilag uygulamasinin birinci giiniinde olciilen viicut agirligi, A2: Hemodinamik
kayitlarin veya biyokimyasal Ol¢iimler i¢in dokularin alindigir giin olgiilen viicut agirligi (son doz
uygulandiktan 24 saat sonraki viicut agirliklar1). KONT: Kontrol grubu, ADR: Adriyamisin grubu, KAP:
Kaptopril grubu, AL: Aliskiren grubu, KAP+AL: Kaptopril + Aliskiren grubu. *: p<0.01 VA1’e gore, a:
p<0.05 KONT grubuna gore, b: p<0.05 ADR grubuna gore, c: p<0.05 AL grubuna gore. Degerler
ortalama +SEM olarak verilmistir.

4.2. GRUPLARIN ELEKTROKARDiIYOGRAFISININ VE
FONKSiYONLARININ DEGISiMIi

KALP

Sadece ADR verilen grupta ST segmentinin, PR araligiin, QRS ve QT araliginin siiresi
KONT grubuna gore artma gosterirken, bu degerlerden sadece ST intervalinin uzamasi
istatistiksel olarak anlamhidir (a: p<0,01). Renin ve ACE inhibitorlerinin verildigi
gruplarda (KAP, AL ve KAP+AL) ST segmentinin siiresi ADR grubuna gore anlamli
olarak azalmistir (p<0,01). Diger bir EKG parametresi olan PR araliginin siiresi AL ve
KAP+AL grubunda, ADR grubuna gore azalirken (p<0,01), KAP grubunda ise siire
KONT grubuna yakin bir siire elde edilmistir. Tiim gruplarin QT ve R amplitiid
degerleri bibirine yakin bulunmustur (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Adriyamisin ile tedavi edilen sicanlarin EKG parametreleri iizerine renin ve anjiyotensin
doniistiiriicti enzim inhibitorlerinin etkisi

PR (ms) QRS (ms) ST (ms) QT (ms) R (mV)
KONT 69+ 2,7 35+ 1,1 6,5+0,7 99 +0,8 1,5+1,3
ADR 82+3 41423 11+ 17 110 £ 10 0,18 £0,17
KAP 63 £4,3 42+14 6+0,5" 109 +4,5 0,17 0,08
AL 53+3,1" 41+£24 5+0,1" 105 +3,9 0,09 + 0,02
KAP+AL 56 +0,6" 39+ 1,1 5+0,1 109 + 1,4 0,32 £0,07

KONT: Kontrol grubu, ADR: Adriyamisin grubu, KAP: Kaptopril grubu, AL: Aliskiren grubu, KAP+AL:
Kaptopril + Aliskiren grubu. a: p<0.01 KONT grubuna gore, b: p<0.01 ADR grubuna gore. Degerler
ortalama +SEM olarak verilmistir.

Adriyamisin grubunda LVSP ve LVDP degerleri KONT grubuna gore 6nemli derecede
azalmis (p<0,01) ve LVEDP degeri ise onemli derecede artmistir (p<0,01). Kaptopril
(ACE inhibitorii) ve kaptopril ile birlikte Aliskiren (renin enzim inhibitorii) verilen
gruplarin (KAP ve KAP+AL) LVDP degerleri sadece ADR verilen grubun degerinden
daha yiiksek bulunmustur (p<0,01). Ayrica KAP grubunun LVDP degeri sadece ADR
verilen grubun LVDP degerinden yiiksektir (p<0,01). Renin enzim inhibitorii verilen
grubun (AL) sol ventrikiil fonksiyonlarin1 gosteren, LVSP, LVDP ve LVEDP degerleri,
sadece adriyamisin verilen grubun degerlerinden yiiksek bulunmustur. Fakat bu

yiikselme istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.1)

+dP/dt degerleri kontrole gore diger gruplarda azalmis istatistiksel anlamda azalma
sadece ADR grubu +dP/dt degerindedir (p<0,01). Buna karsilik renin ve ACE
inhibitorleri verilen gruplarin max ve min dP/dt degerleri KONT grubuna yakin

degerlerdedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Adriyamisin ile tedavi edilen si¢anlarin sol ventrikiil basinglar1 (A) ve hizlar1 (B) iizerine renin
ve anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibitorlerinin etkisi. LVSP: Sol ventrikiil sistolik basinci; LVDP:
Sol ventrikiil basin¢ gelisimi, LVEDP: Sol ventrikiil diyastol sonu basinci, maxdP/dt: Sol ventrikiier
basing gelisim hizi, mindP/dt: Sol ventrikiil basing diisiis hizi; KONT: Kontrol grubu, ADR: Adriyamisin
grubu, KAP: Kaptopril grubu, AL: Aliskiren grubu, KAP+AL: Kaptopril + Aliskiren grubu. a: p<0.01
KONT grubuna gore, b: p<0.01 ADR grubuna gére. Degerler ortalama +SEM olarak verilmistir.

4.3. GRUPLARIN ARTERYAL KAN BASINCINDAKi VE KALP ATIM
HIZINDAKIi DEGIiSiM

Adriyamisin verilen grubun ortalama, sistolik ve diyastolik basin¢lart KONT grubunun
degerine gore anlamli olarak azalmistir (p<0,01). Adriyamisin ile birlikte renin ve
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin verildigi gruplarda kan basinglar1 ADR

grubuna gore yiikselmistir. Sadece kaptopril grubunun sistolik kan basinci degerindeki
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artma istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,01). Kalp atim hizinda gruplar arasinda

anlamh fark yoktur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Adriyamisin ile tedavi edilen sicanlarin kan basinglart (A) ve kalp atim hizlar1 (B) iizerine renin
ve anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibitorlerinin etkisi. OKB: Ortalama kan basinci, SKB: Sistolik kan
basinci, DKB: Diyastolik kan basinci, KAH: Kalp atim hizi; KONT: Kontrol grubu, ADR: Adriyamisin
grubu, KAP: Kaptopril grubu, AL: Aliskiren grubu, KAP+AL: Kaptopril + Aliskiren grubu. a: p<0.01
KONT grubuna gore, b: p<0.01 ADR grubuna gore. Degerler ortalama +SEM olarak verilmistir.

4.4. BIYOKIMYASAL OLCUM DEGIiSIMLERI
4.4.1. Gruplarin Total Oksidan Seviyesindeki Degisim

Total oksidan seviye miyosit mitokondrisinde, sitozoliinde ve plazmada Ol¢iilmiistiir.

Sadece ADR verilen grubun mitokondriyal TOS’u artma egilimi gosterirken, ADR ile
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birlikte renin anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin verildigi gruplarda
mitokondriyal TOS azalma egilimindedir. Ozellikle AL grubundaki azalma egilimi,
KAP ve KAP+AL gruplarina oranla daha belirgindir, bu farklilik istatisel anlamda
degildir.

Adriyamisin grubun sitozolik TOS’u, KONT a gore istatistiksel anlamda yiiksektir (a:
p<0,001). Adriyamisin ile birlikte KAP ve AL verilen gruplarin sitozolik TOS’lar1
sadece ADR verilen grubun degerine gore anlamli oranda azalmistir (b: p<0,05).

KAP+AL grubunun sitozolik TOS unda gozlenen azalma anlamli degildir.

Adriyamisin grubunun plazma TOS’unda artma, ADR ile birlikte birlikte renin-
anjiyotensin II inhibitorlerinin verildigi gruplarda azalma egiliminde idi. Ozellikle yine
sitozolik TOS’da oldugu gibi, AL grubundaki azalma egilimi, KAP ve KAP+AL
gruplarina oranla daha belirgindir (Sekil 4.3).

4.4.2. Gruplarin Total Antioksidan Seviyesindeki Degisim

Total antioksidan seviye (TAS) de miyosit mitokondrisinde, sitozoliinde ve plazmada
Olciilmiistiir. Sadece ADR verilen grubun mitokondriyal TAS’1 KONT’a gore azalma
egilimi gosterirken, ADR ile birlikte KAP’1n verildigi grupta ise mitokondriyal TAS
artmistir (b: p<0,05). AL ve KAP+AL gruplarinin mitokondriyal TAS’lar1 yiiksek

plmasina ragmen istatiksel anlamda farklilik yoktur.

Sadece ADR verilen grubun sitozolik TAS’1 azalmis, ADR ile birlikte renin ve
anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibit6rlerinin verildigi gruplarda sitozolik TAS’lar

artma gostermistir. Fakat gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

Adriyamisin grubunun plazma TAS’inda azalma, ADR ile birlikte birlikte renin ve
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin verildigi gruplarda artma egiliminde idi.
Adriyamisin ile birlikte aliskiren verilen grubun (AL) plazma TAS’1, sadece

adriyamisin verilen grubun (ADR) degerinden anlamhi derecede yiiksekti (Sekil 4.3).
4.4.3. Gruplarin Oksidatif Stres indeksindeki Degisim

Oksidatif stres indeksi (OSI) de TAS ve TOS’da oldugu gibi miyosit mitokondrisinde,
sitozoliinde ve plazmada hesaplanmistir. Sadece ADR verilen grubun mitokondriyal
OSI'i KONT’a gore artmig, ADR ile birlikte renin ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin verildigi gruplarda azalma gostermis olup Ozellikle AL grubundaki

azalma daha belirgindir.
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Sadece ADR verilen grubun sitozolik OSI’si;, KONT grubuna gore artmustir (a:
p<0,001). Adriyamisin ile birlikte renin ve anjiyotensin dOniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin verildigi gruplarm sitozolik OSI’leri ADR grubuna gore istatistiksel

anlamda bulunmustur (b: p<0,05).

Adriyamisin grubunun plazma OSI’inde artma, ADR ile birlikte birlikte renin ve
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin verildigi gruplarda ise azalma gostermis
olup Ozellikle adriyamisin ile birlikte aliskiren verilen gruptaki (AL) azalma daha

belirgindir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Adriyamisin ile tedavi edilen sicanlarin total oksidan (A), antioksidan seviyeleri (B) ve
oksidatif stres indeksleri (C) iizerine renin ve anjiyotensin doniistiiricii enzim inhibitorlerinin etkisi.
Mito: Mitokondriyal, Sito: Sitozolik, Plaz: Plazma; KONT: Kontrol grubu, ADR: Adriyamisin grubu,
KAP: Kaptopril grubu, AL: Aliskiren grubu, KAP+AL: Kaptopril+Aliskiren grubu. a: p<0.001 KONT
grubuna gore, b: p<0.05 ADR grubuna gore. Degerler ortalama +SEM olarak verilmistir.
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4.5. GRUPLARIN MITOKONDRI MEMBRAN POTANSIYELINDEKI
DEGISIiM

Mitokondri membran potansiyeli (MMP) mitokondri i¢ zarmi Ozellikle duyarli bir
boyan olan JC-1 kullanilarak yapilmistir. Normal ya da yiiksek potansiyele sahip
saglikli mitokondrilerde bu boya, J agregatlar olusturarak kirmizi floresan yaymaktadir.
Apoptotik ya da sagliksiz hiicreler diisik MMP’e sahipler ve JC-1 monomer olusturup
yesil floresan verir. Kirmizi florsanin yesil floresana oranlanmasi MMP olarak

degerlendirilmektedir.

Sadece adriyamisin verilen grubun MMP’si kontrol grubunun MMP’sinden daha
diisiiktiir (a: p<0,01). Adriyamisin ile birlikte renin ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin verildigi gruplarda ise sadece ADR verilen grubun MMP’sine oranla
artma gostermistir. Bu artis KAP grubunda daha belirgindir. Gruplar arasinda

istatistiksel anlamda fark yoktur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Adriyamisin ile tedavi edilen sicanlarin miyosit mitokondri membran potansiyeli iizerine renin
ve anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibitorlerinin etkisi. MMP: Mitokondri membrane potansiyeli;
KONT: Kontrol grubu, ADR: Adriyamisin grubu, KAP: Kaptopril grubu, AL: Aliskiren grubu, KAP+AL:
Kaptopril + Aliskiren grubu. a: p<0.01 KONT grubuna gore. Degerler ortalama +SEM olarak verilmistir.

4.6. GRUPLARIN MiTOKONDRILERINDE ATP MiKTARININ DEGiSiMi

MMP de meydana gelecek degisiklik mitokondride iiretilen ATP’i direk olarak etkiler.
Miyosit mitokondrisinde olusturulan ATP miktari, MMP’1 destekler niteliktedir. Sadece
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adriyamisin verilen grubun mitokondrisinde iiretilen ATP miktar1 kontrol grubuna gore
anlamh diizeyde azalmistir. Adriyamisin ile birlikte renin ve anjiyotensin doniistiiriicii
enzim inhibitorlerinin verildigi gruplarda ise sadece ADR verilen grubun ATP iiretim
miktarina oranla artma gostermistir. Bu artis sadece KAP verilen grubun ATP iiretim

miktarina oranla istatistiksel anlamda farkhdir (a: p<0,01; Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Adriyamisin ile tedavi edilen siganlarin miyosit ATP iiretimi iizerine renin ve anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin etkisi. KONT: Kontrol grubu, ADR: Adriyamisin grubu, KAP:
Kaptopril grubu, AL: Aliskiren grubu, KAP+AL: Kaptopril + Aliskiren grubu. a: p<0.01 KONT grubuna
gore, b: p<0.01 ADR grubuna gore. Degerler ortalama +SEM olarak verilmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Kalp yetmezligi bircok kalp hastaliklarindan kaynaklanan klinik sendromdur. Degisik
etyoloji ve presipite edici faktorlere ragmen kalp yetmezliginde primer defekt sol
ventrikiiliin yeterli strok voliimii devam ettirememesidir. Kardiyak outputta azalma
sonucu  Frank-Starling mekanizmasi, miyokardiyal hipertrofinin  gelismesi,
norohormonal aktivasyon, sempatik sinir sistemi, renin-anjiyotensin sistemi gibi bircok
kompensatuar mekanizmalar vital organlara kan perfiizyonunu devam ettirir. Kardiak
output azakdikca kompensatuar mekanizmalara cevap olarak hemodinamik degisiklikler
gelisir. Bu degisiklikler asir1 vazokonstriikksiyon sonucu gelisen ard yiik artisi, sivi

retansiyonu, periferal ddem, pulmoner konjesyon, kalp hipertrofisi ve dilatasyondur (5).

Kalp yetmezligi, ADR’nin istenmeyen ciddi bir yan etkisidir ve ilk olarak 1960’larda
kanserli cocuklarda fark edilmistir (1). Kardiyak fonksiyon bozuklugunun mekanizmasi
akut ve kronik toksisitede farkli olabilir (183). Akut donemde EKG degisiklikleri (ST-T
anormallikleri, supraventrikiiler tagikardi gibi) goriilebilir. Ama asil kalp yetmezligi
seklindeki yan etkisi kronik verilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Adriyamisin miyokard
dokusunda oksidatif strese ve bunun sonucunda serbest radikallerin aciga ¢ikmasima
neden olur. Serbest radikaller hiicre dejenerasyonunu ve apoptozisi indiikler (4).
Sonucta, miyosit nekrozu ve kaybi ile gelisen, genellikle tedaviye direncli kalp
yetmezligi meydana gelir (15). Uygulanan kiimiilatif doz 550 mg/m*’yi gectiginde
kardiyomiyopati insidansi %20’dur (13). Akut ADR etkileri gecicidir, fakat sonraki

asamalarda meydana gelen kalp yetmezliginde anahtar role sahip olabilir. Bu
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calismanin sonuglar1 da ADR uygulamasimin (kiimiilatif doz 16 mg/kg) sicanlarda akut

kardiyotoksisiteye neden oldugunu gostermistir.

Calismamizda sekiz giinliik enjeksiyon peryodu sonunda, sadece ADR verilen
hayvanlarda sol ventrikiil disfonksiyon (sistolik ve diyastolik) gelisti ve anormal EKG
(ST ve PR uzamasi) kayitlar1 alindi. Onceki calismalarda ADR’nin hemodinamik ve
EKG parametreleri iizerine etkileri  gosterilmistir. ~ Adriyamisin  kaynakli
kardiyomyopatide reversibl aritmiler, en ¢ok da siniis tagikardisinin meydana geldigi,
ST ve QRS siiresinin uzadigi belirtilmistir (184,185). Fisher ve ark.’lar1 ST intervalinin
stiresi ile ADR kardiyotoksisitesi arasinda gii¢lii bir iligkinin oldugunu bildirmistir
(186). Vanketesan, ADR verilmesinden 48 saat sonra ST segmentinde yiikselme, kalp
atim hizinda artma, T dalgasinda diizlesme, QT intervalinde uzama ve R dalga
amplitidiinde azalmanin oldugunu gostermistir (187). Calismamizda da ADR, ST
segmentinde uzama yapmustir. ST nin uzamasi1 ADR’nin kardiyomiyositlerde aksiyon
potansiyeli siiresi uzattigini diisiindiirmiistiir. Bu ongoriimiiz ADR verilen sicanlarin
kalp atim hizinin azalmasi ile giiclenmektedir. ACE ve renin inhibitorii verdigimiz
gruplarda (KAP, AL ve KAP+AL) ST’deki uzama iyilesmis ve kalp atim hizi normal
degere yaklagsmistir. Haftada 1,5 mg/kg (5 hafta, kiimiilatif doz 7,5 mg/kg) ADR
uygulanan ¢alismada, ventrikiiler repolarizasyonun uzadigi, diger elektrokardiyografik
parametrelerde (kalp atim hizi, QRS voltaji ve siiresi) anlamh bir degisikligin olmadigi
belirtilmistir. Adriyamisin ile birlikte 10 mg/kg/giin ACE inhibitorleri (zofenopril ve
lisinopril) uygulandiginda QT intervalindeki uzamanin diizeldigi, kan basinci ve
ventrikiil basincinin da diistiigii belirtilmistir (2). QT intervalindeki progresif uzama,
kronik ADR uygulanan sicanlarda miyokardiyal hasar belirleyicisidir (188-189).
Miyokardiyal repolarizasyon fazinin uzun vadeli bozulmasiyla kardiyak histopatolojik
lezyonlarin sayis1 ve siddeti ile pozitif kolerasyon gosterdigi belirtilmistir (188,190).
Calismamizda adriyamisin, KAP, AL ve KAP+AL gruplarinin QT interval siiresinde
anlamli bir degisim olmamistir. Bu hayvanlarda akut ADR toksisitesi gelistigini

diistindiiriir.

Calismamizda sadece ADR verilen hayvanlarda patolojik EKG kayaitlar: alinirken, ADR
ile birlikte renin ve ACE’nin inhibe edildigi hayvanlarda ise bu patolojiler
goriilmemistir. EKG’deki bu degisimler Anj-II'nin roliinii gostermektedir. Anjiyotensin

I1, aritmojenik etki gosterebilir (191,192). Anj-II, ge¢-rektifiye olan K* kanallarinin
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(IKs) yavas komponenti iizerinden atriyal aksiyon potansiyel siiresini etkiler. Deneysel
caligmada, Anj-II uygulamasiyla, IKs amplitiidii artmis ve aksiyon potansiyel siiresi
kisalmistir. Bu olumsuz etkiler, valsartan (AT1 reseptdor antagonisti) tedavisiyle
onlenmistir  (191). Anj-II, atriyum ve ventrikiill miyositlerinde kalsiyum
konsantrasyonunu artirabilir. Hiicre-i¢i, kalsiyum artist hem atriyal elektriksel

“remodelling”e, hem de ventrikiiler reperfiizyon aritmilerine neden olabilir (192).

EKG de meydana gelen degisimler kalbin mekanik fonksiyonlarinda da farkhiliklar
olusmasina neden olur. Inotropinin veya kontraktilitenin azalmas1 kalp yetmezliginin
klasik ozelligidir. Gevseme fonksiyonu da en az sistolik fonksiyonlar kadar 6nemli
olup, siklikla sistolik fonksiyonlardan dnce bozulabildigi bildirilmektedir (26). Anormal
gevseme nedeni, kasin gevseme mekanizmasindaki bozulma veya kompliyansin
azalmasidir. Kalp yetmezliginde sarkomer uzunlugu maksimumdur, sol ventrikiil
diyastol sonu basingdaki artis endokardiyal duvar gerginligini arttirir ve oksijen
sunum/tiikketim oranmi bozar. Miyokard, Starling egrisinin smirinda fonksiyon
gordiigiinden sol ventrikiil, diyastol sonu basincin daha fazla artisina miyokardiyal
performans artisiyla yanit veremez. Aksine subendokardiyal duvar gerginligi ve ard yiik
artis1, sol ventrikiil performansimi diisiiriir ve sol ventrikiil diyastol basinci artar. Bu
bulgular sistolik disfonksiyonun yaninda, diyastolik disfonksiyonun da 6nemli oldugunu

gostermektedir (5).

Sol ventrikiil basinclarindaki degisim kalbin kas giicii hakkinda bilgi verir (LVSP,
LVDP, LVEDP gibi). Sistol ya da diyastol esnasinda ventrikiil basin¢lariin zamana
karst degisimi hakkinda bilgi +dP/dt’den elde edilir. Calismamizda in vivo kalp
fonksiyon degerlendirmelerinde, sadece ADR verilen grupta LVSP, LVDP, +dP/dt ve
kan basincimin azaldigi, LVEDP’nin artti§i; renin ve ACE inhibitorlerinin verildigi
gruplarda ADR’nin neden oldugu kalbin mekanik aktivitesindeki bu degisimlerin
normal degerlerine yaklastig1r belirlenmistir. Adriyamisinin kalbin hemodinamik
fonksiyonunda yaptiZ1 bu etki hem preklinik hem de klinik caligmalarda da
arastirilmigtir. Sicanlara ADR enjeksiyonundan sonraki birkag saat icerisinde, kardiyak
debide %42’lik, sol ventrikiil pik sistolik basincinda (LVSP) %36’lik bir azalma
goriilmiistiir (24). Bagka bir caligmada ise, coklu ADR enjeksiyonundan sonra (ilk 8
hafta 1mg/kg/hafta, sonra 2 haftada bir 1mg/kg/8 hafta) sistolik ve diyastolik sol
ventrikiil fonksiyonlarm ilerleyici sekilde azaldigi belirtilmistir. Ayni calisma, 16
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haftalik ADR tedavisinin, sistolik dP/dt de %25’lik, kardiyak indeksde %40’lik
azalmaya, sol ventrikiil diyastol sonu basingda %250’lik artisa neden oldugunu ifade
etmektedir (25). Adriyamisin kaynakli kardiyotoksisite belirtileri ilk once diyastolik
fonksiyonlarda goriilmesine ragmen; yiiksek doz ADR, hem sistolik hem de diyastolik
fonksiyon bozukluguna neden olur (26). Calismamizda da benzer bulgular elde
edilmistir.  Sadece ADR verilen grupta LVEDP’nin artmasi diyastolik fonksiyon
bozuklugunu, LVSP’nin azalmasi ise sistolik fonksiyon bozuklugunu isaret etmektedir.
Emanuelov ve ark.’lar1 ¢alismalarinda, iki giin arayla 2,5 mg/kg ip, 6 doz ADR
verilmesinin LVSP’de degisim yapmadigi, fakat LVEDP’de artma, sol ventrikiilde
ilerleyici dilatasyon, fraksiyonel kisalmada azalma ve sol ventrikiil duvarinda
incelmenin oldugunu bildirmistir (193). Adriyamisinin kisa siirede yiiksek dozda
verilmesi hem sistolik hemde diyastolik fonksiyonlar1 bozmustur. Yapilan klinik bir
arastirmada, ADR tedavisinden sonra uzun siire hayatta kalanlarda, ard yiik artisia
bagl sol ventrikiil duvar kalinliginda azalma ve bunun sonucunda sol ventrikiil
performansinda azalma saptanmistir (194). Ard yiikteki bu azalma ilerleyicidir.
Bozulmus kontraktilite, ge¢ konjestif kalp yetmezligi, yliksek dereceli ektopi veya ani
Oliimler uzun vadede ortaya ¢ikan sorunlardir (195). Cocukluk c¢agi kanserinden sonra
uzun siire sag kalanlarla yapilan baska bir calismada, 25 yil sonra bile kardiyovaskiiler
mortalite oranlarinin arttig1 bulunmustur (196). Tedavi ile ge¢ donem mortalite de hicbir
azalma olmadig1 ve adriyamisin tedavisinin ge¢ mortalite icin bir risk faktorii oldugu

belirtilmistir (197).

Kalp yetmezliginin klinik tablosu, bir seri miyokardiyal metabolik ve nérohormonal
anormallik (renin-anjiyotensin-aldosteron aktivasyonu) gelismesine baghdir. Bu
anormallikler, miyokardiyal mekanik bozulmaya, sodyum ve sivi retansiyonuna baglh
voliim artisina, periferik vaskiiler direnci arttirmasina bagh olarak ard yiik artisia
neden olarak kalp yetmezligini siddetlendirir (5). Toko ve ark.’lar1 tarafindan ADR’nin
sol ventrikiil geometrisinde ve fonksiyonunda meydana gelen degisimlerde,
anjiyotensinin etkisi elektrokardiyografik analizle (EKO) arastirilmistir. Hem akut hem
de kronik ADR uygulamasinda, sol ventrikiiliin i¢ ¢ap1 artmis (sol ventrikiil sistolik ve
diyastolik caplarda), fraksiyonel kisalmanin yiizdesi (%FS) de azalmistir. Fakat AT1
reseptorleri olmayan ve AT1 reseptor antagonistlerinden RNH-6270’1n verildigi farelere

ADR uygulamasi, sol ventrikiil i¢ ¢apimi ve kardiyak fonksiyonlar1 degistirmemistir
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(183). Bu sonuglar, AT1 aracili sinyallerin engellenmesinin ADR kaynakli

kardiyotoksisiteyi onleyebilecegini diistindiiriir.

“Hamster” ile yapilan bir calismada ise ADR, +dP/dt’i azaltmis ve kardiyak hipertrofiye
neden olmustur. Adriyamisin uygulanan ayni1 hayvanlarda kontrol grubuna gore
kardiyak ACE aktivitesinin 2,3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (198). Aym
arastiricilar, ADR’nin miyositlerde makrofaj sayisini yiikselttigini, ACE’nin de bu
makrofajlardan eksprese edildigini buna bagli olarak Anj-II’nin artabilecegini
bildirmislerdir. Fakat aymi1 kalplerde kardiyak kimaz aktivisinde bir degisim
gozlenmemistir. Kimaz Anj-I’den Anj-II’yi olusturan, alternatif yolda gorev yapan bir
enzimdir. Bu bilgiler ADR kaynakli kalp yetmezliginin gelismesinde kardiyak
ACE’nin, kimazdan daha 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir (198). Venkatesan ve
ark.’lar1 tarafindan da, ADR’nin kardiyak ACE aktivitesini yiikselttigi gosterilmistir
(199). Anj-II'nin, kardiyak hipertrofi, fibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezine
neden oldugu bildirilmistir. Kardiyak ACE tarafindan olusturulan lokal Anj-II dokunun
patolojik “remodelling” olayinda parakrin yada otokrin etkilere sahip olabilir (200-201).
ACE inhibitorleri 6n ve ard yiikii azaltarak kardiyak fonksiyonlarda diizelme yapar
(202). Calismamizda, ADR’nin neden oldugu azalmis sol ventrikiil fonksiyonlar1 KAP,
AL ve KAP+AL gruplarinda artmistir. Renin ve ACE inhibitorlerinin faydali bu
etkilerinin, sistemik kan basincini azaltici etkisinden bagimsiz olarak meydana geldigini
diisiinmekteyiz. Ciinkii renin ve ACE inhibitorleri verilen gruplarimiz (KAP, AL ve
KAP+AL) ile kontrol grubu arasinda kan basinglari bakimindan anlamhi bir fark
bulunmamistir. Sadece KAP grubunun sistolik kan basinci, ADR verilen gruba gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu bulgular, renin ve ACE inhibitorlerinin
ADR’nin kardiyotoksisitesine karst olumlu etkisinin, kardiyak Anj-II’yi inhibe
etmesinden kaynaklandigmi diisiindiirmektedir. Kalp fonksiyonlarinda meydana gelen

iyilesme de azalmig kan basing¢larinin diizelmesine aracilik eder.

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim, renin-anjiyotensin sisteminde anahtar rol oynayan bir
cinko dipeptidil karboksipeptidazdir. Anjiyotensin I'i, kendisinin aktif bir peptidi ve
giiclii vazokonstriktor olan anjiyotensin II’ye ¢evirir, ayrica vazodilator olan bradikinini
de inaktive eder. Kalp yetmezliginde ACE’nin inhibisyonu, birka¢ yoldan
kardiyoprotektif etkilidir. Birincisi direkt etkileridir; plazma ve dokularda anjiyotensin

Il diizeyinin azalmasi sonucu vazodilatasyona sebep olarak, total periferik damar
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direncini azaltip, kan basincim diisiiriirler. Miyokard kontraktilitesini degistirmeden ard
yiikii azaltarak atim hacmini yiikseltirler. Boylece ejeksiyon fraksiyonu artar, bunu da
sistol sonu hacmi, diyastol sonu hacimden daha cok azaltarak yaparlar (203,204).
Ikincisi indirekt olarak, bradikinin yikiminin azalmasma, NO sentezi artisina ve/veya
sarkoplazmik retikulum Ca*® homeostazinin korunmasma neden olur. Bu indirekt etkisi
miyokardiyumun kontraktilitesini yiikseltir (205,206). ACE inhibitorleri ayn1 zamanda
LVEDP’de (207), diyastol sonu hacimde, total kan hacminde (208), ortalama dolasim
dolus basincinda (207) azalma ve vendz kompliyansta artmaya neden olur. in vitro
caligmalarda ACE inhibitorlerinin serbest radikal temizleyici (209), miyokardiyal
oksijen tiiketimini azaltic1 (210) etkisi gosterilmistir. Adriyamisin tarafindan olusturulan
serbest radikaller, ACE inhibitorleri ile detoksifiye edilir. ACE inhibitorleri glutatyona
bagl antioksidan savunmay1 da arttirir (211). Hem aldosteron hem de Anj-II kardiyak
intersisyumda progresif kollajen birikimine neden olur. Ayni zamanda ACE
inhibitorlerinin antifibrotik etkileri, ADR uygulamasindan sonra gelisen yapisal hasari

ve miyosit 6liimiinii engeller (202).

Kalp dokusunda renin yapimu ile ilgili caligmalar celiskilidir (118). Bazi ¢alismalar,
renin mRNA ekspresyonunun kalpte fazla oldugunu bazilar1 ise reninin kalpte
sentezlenmedigini bildirmektedir. Bazilar1 ise reninin kalpte normal fizyolojik sartlarda
sentezlenmedigini, patolojik sartlarda renin gen eksprasyonunun yiikselttigi
bildirmektedir (123). Plazma renin aktivitesi miyokard enfarktiisiinde, kalp
yetmezliginde ve sol ventrikiil hipertrofisinde 6nemli kardiyovaskiiler risk faktoriidiir ve
bozulmus renal fonksiyon ile iligkilidir. Plazma renin aktivitesinin onlenmesi bu riskleri
ve hasarlar1 6nlemeye yardimci olmaktadir (118,212). Aliskiren, insan reninini oral
alimdan sonra inhibe eden, yarilanma Omrii 40 saat olan potent bir molekiildiir.
Aliskiren ile hem Anj-I hemde Anj-II olusumunu azalmaktadir (213). Calismamizda

AL, kalbin hem elektriksel aktivitesini hem de fonksiyonlarini diizeltmistir.

Feldman ve ark. streptozotosin ile diyabet olusturulmus olan TG (mRen-2)27 sican
modelinde, aliskiren tedavisinin doza bagiml bir sekilde kan basincini diisiirdiigiinii ve
proteiniiriyi azalttiZin1 gostermistir. Bu calismada aliskiren tedavisi glomeriillerde,
tiibiillerde ve kortikal damarlarda (pro)renin reseptor ekspresyonunu azaltmistir. Ayrica,
bobrekteki TGF-f ve kollajen 1 ekspresyonlar1 da azalmistir (214). Pilz ve ark., insan

renin ve anjiyotensinojen genleri tasiyan cift transgenik sicanlarda (dTGR) valsartan
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(AT1 reseptor antagonisti) ve aliskiren tedavilerinin etkilerini karsilastirmislardir. Bu
modelde, diisiik ve yiiksek dozlardaki aliskiren ve yiiksek dozdaki valsartan tedavileri
kan basmcin diisiirmiis, albiiminiiriyi azaltmis, sol ventrikiil hipertrofisini geriletmis ve
sagkalim siiresini uzatmugtir (215). ilerlemis diyabetik nefropati modeli olan diyabetik
transgenik (mRen-2)27 sicanlarda aliskiren ile ACE inhibitorii olan perindoprilin
etkileri karsilastiran bir bagka deneysel arastirmada, her iki ila¢ da kan basincini ve
albliminiiriyi azaltmistir. Aliskiren ve perindopril albiiminiiriyi ve glomerulosklerozu
azaltmada benzer derecede etkili bulunurken, interstisyel fibrozisin aliskiren ile daha
fazla onlendigi dikkat ¢ekmistir (216). Fisher ve ark. direkt renin inhibitorlerinin renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemini baskilamadaki giiciinii arastirmak amaci ile saghkli
normotansif Kisilerde aliskiren tedavisi ile ACE inhibitorii olan kaptopril tedavisinin,
intrarenal renin aktivitesinin gostergesi olan renal plazma akimina etkisini
karsilagtrmistir. Diisiik sodyumlu diyet verilen ve boylece renin anjiyotensin-
aldosteron sistemi uyarilan saglikli goniilliilere aliskiren tedavisi, renal plazma akimini
kaptopril verilenlere gore daha belirgin bir sekilde arttirmistir. Arastiricilar, direkt renin
inhibitorlerinin, renin-anjiyotensin-aldosteron sistemini diger RAS blokerlerine gore
daha belirgin bir sekilde baskiladigini, bu nedenle de organ koruyucu potansiyelinin

daha fazla oldugu sonucuna varmiglardir (217).

Akut ADR caligmalarinda 5. giine kadar (81,218-219), kronik caligmalarda ise 8.
haftaya kadar (220) kalpte morfolojik degisiklik gozlenmez diye belirtilmektedir.
Calismamizda ADR’nin kalp iizerine etkileri, histopatolojik ac¢idan degerlendirilmedi.
Fakat yapilan calismalarda, miyositlerde nekroz, miyofibril kayiplari, sitoplazmik
vakuolizasyon, sarkoplazmik retikulumda dilatasyonun oldugu gosterilmistir (29). Akut
ADR kardiyotoksisitesinde karnozinin protektif etkisini arastiran calismamizda, ADR
uygulamasindan 24 saat sonra bile kalpte morfolojik degisimlerin oldugu gosterilmistir

(221).

Mevcut kanitlar, ADR kaynakli kalp yetmezligi nedeninin multifaktoriyel olduguna
isaret eder. Kalsiyum geri alimi ve salmimimi diizenleyen proteinlerin mRNA
diizeylerinin, kalp yetmezliginde azaldigi bildirilmistir (222). Uzun siire adriyamisin
uygulanan tavsanlarda goriilen kalp yetmezliginde plazma membran proteinlerindeki
mRNA diizeyi degismezken, sarkoplazmik retikulum proteinlerinin mRNA diizeyinin

azaldig1 saptanmustir. Spesifik olarak, riyanodin reseptorleri, fosfolamban ve
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sarkoplazmik retikulumun Ca*-ATPaz proteinleri mRNA diizeyleri diisiiktiir. Bu
durumun kardiyak fonksiyonlardaki azalmay1 agiklayabilecegi diistiniilmektedir (223).
Arai'ye gore, sarkoplazmik retikuluma kalsiyum alinmasi ya da salinim ile ilgili genler
basmg hipertrofisinin derecesine gore artar ya da azalir. Bu genlerin hafif kardiyak
hipertrofide arttig1, siddetli hipertrofide ise azaldig1 diisiiniilmektedir (224,225).
Adriyamisinin toksik etkilerine aracilik eden O©nemli bir faktor, Ozellikle
mitokondrilerde kardiyolipine ADR’nin yiiksek affinitede baglanmasidir. Kardiyolipin
Okaryotik enerji metabolizmasinda elzemdir ve i¢ mitokondriyal membranda bulunan
bir anyonik fosfolipittir (226). Kardiyolipine ADR’nin baglanmasi, stokrom c¢ ve
mitokondriyal kreatin kinaz gibi kardiyolipinle iligkili periferal proteinlerin mitokondri
ic membranindan ayrilmasma neden olur. Mitokondri i¢ membranindan ayrilan bu
proteinler elektron tagima zincirini ve enerji yollarmi etkiledigi gibi programli hiicre
Olimlerini de (apoptozis) baslatabilir (19). Cogunlukla kardiyolipine ADR’nin
baglanmasi ile olusan mitokondriyal toksisite oksidatif stresten kaynaklanir. Bu etki
mitokondride hiicresel enerji metabolizmasmi O6nemli derecede olumsuz etkiler ve
ADR’nin kardiyotoksik etkisinin olugsmasinda son derece 6nemli bir mekanizma oldugu
diistiniilmektedir. Adriyamisin, iki farkli mekanizma ile serbest radikal olusumuna

neden olmaktadir. Bunlar:

1. NADPH’a bagh rediiktazlar, ADR’den bir elektron kopararak ADR’nin
semikuinon formunu olusturmasma neden olur. Ortamda oksijen varsa,
ADR kaynakli kuinin-semikuinon dongiisiinden siiperoksit radikalleri

olusur.

2. Adriyamisin, demir ile reaksiyona girerek enzimatik olmayan yoldan da
serbest radikalleri olusturabilir. Demir-ADR kompleksi, oksijeni H,O, ve
diger aktif oksijen formlarma indirger (227-229).

Olusan serbest radikaller son derece kararsiz molekiillerdir. Bu kararsiz molekiiller hizli
bir sekilde zincir reaksiyonlar1 ile daha fazla serbest radikal olusturmak iizere diger
bilesiklerle reaksiyona girer. Yiiksek konsantrasyondaki reaktif radikallerin lipit
peroksidasyonu, protein modifikasyonu ve DNA kiriklarina neden olarak biyolojik
molekiiller1 yiktigr bilinmektedir (229,230). Serbest radikaller, oksidatif stresten

sorumludur (230). Adriyamisine bagli olarak olusan oksijen radikalleri eger
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temizlenmezse plazma membrani ve mitokondri gibi hiicresel organellerde farkli

oksidatif hasarlar ortaya ¢ikabilir (54).

Adriyamisin tarafindan olusturulan siiperoksit anyonu, siiperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan H>O,’e doniistiiriilir ve daha sonra katalaz ya da glutatyon peroksidaz ile
detoksifiye edilir. Ayrica siiperoksit ile nitrik oksit (NO) reaksiyona girerek
peroksinitrite de (ONOOQO") doniistiiriilir. NO, anjiyotensin ve reaktif oksijen iiriinlerinin
etkilesimi karmagiktir. Bu etkilesim hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarda o6nemli rol oynar (231-233). Bu anlamda, sican
kardiyomiyositlerinde Anj-II’nin sitokin ile uyarilmis nitrik oksit sentezini arttirdigi
bildirilmistir (233). Anjiyotensin IINO’i peroksinitrite doniistiiren reaksiyon ile
stiperoksit radikallerinin olusumunu uyarabilir. Bu etkisiyle ADR ile iliskili hiicresel
hasarm olugsmasinda ¢ok 6nemli rol oynar (234). Son zamanlarda yapilan arastirmada,
Anj-II sinyalinin zayiflatilmasi1 ile endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS) iirettigi
siperoksit radikalleri etkisiyle olusan hasar1 azalttig1 belirtilmektedir (235). H,O; ise,
hidroksil radikallerinin (OH’) olusmasina neden olur. OH, NADH’a bagimh
mikrozomal lipit peroksidasyonunu arttirir ve hiicre membraninda oksidatif hasara
neden olan lipit radikal zincir reaksiyonunu baslatir. Calismamizda, kiimiilatif
adriyamisin uygulamasina bagh gelisen kardiyotoksisite ve bu toksisitenin olusumunda
etkin rol oynayan serbest oksijen radikallerinin tiiriine bakilmaksizin toplam oksidan
seviye (TOS) ol¢iilmiistiir. Adriyamisin, mitokondride, sitozolde ve plazmada TOS’u
artirmistir. Fakat sadece sitozolik TOS, istatistiksel anlamda artmustir. Adriyamisin ile
birlikte renin ve ACE inhibitorleri verilen gruplarda TOS azalmistir. Bu azalma yine

sitozolde daha belirgindir.

Singal ve ark.’lar1 da, ADR kaynakl kardiyomiyopati patogenezinde hem oksidan
artisgin1 hemde antioksidan azalmasinin onemini vurgulamaktadir (236). Miyositlerde
katalaz (237) ve hizli inaktive olan glutatyon peroksidaz-1 (GPx-1) (238) gibi
antioksidan enzimlerin miktarinin ya da aktivitesinin az olmasi ile ADR’nin kalpte
yaptig1 toksik etki arasinda Oonemli iliski oldugu Onceki calismalarda belirtilmistir.
Kalpte ADR’nin istenmeyen bu yan etkisinin olugmasinda diger bir neden ise,
miyokardiyumda fazla mitokondri bulunmasidir. Adriyamisin zamanla mitokondride
birikmektedir. Yapilan kiiltiir calismalarida mitokondri i¢ci ADR konsantrasyonunun

ekstraselliiler konsantrasyondan 2 kat daha yiiksek oldugu, plazma ADR
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konsantrasyonu 0,5-1 mM iken, mitokondri i¢ konsantrasyonun yaklasik 50-100 mM
oldugu gosterilmistir (237).

Calismamizda, ADR serbest oksijen radikallerini (TOS) olusturarak ve antioksidanlari
(TAS) azaltarak oksidatif hasara neden olmustur. Kalpte ADR’nin oksidatif hasar
gostergelerinden biri de mitokondri membran potansiyelinde ve mitokondriyal enerji
tiretiminde azalma yapmasidir. Adriyamisinin mitokondriyal elektron transport zincirini
ve oksidatif fosforilasyonu inhibe etme mekanizmasi tam olarak anlagilmamistir.
Mitokondriyal biyoenerji ve Ca** diizenlenmesinin ROS ile bozuldugu hipotezi bu
etkilerin ortaya ¢ikmasinda en ¢ok kabul goren goriistiir. Mitokondriyal permeabilite
transport porlar1 (mPTP), protein tiyol gruplarinin oksidasyonu ya da sitozolik Ca*
artis1 ile acilmaktadir. mPTP’deki acilma ile H" gradiyenti ve MMP azalir (pozitife
yaklasir), matriks voliimii artar, mitokondriyal dis membran yapis1 bozulur ve neticede
sitokrom ¢ mitokondri membranindan ayrilip sitoplazmaya gecer. Mitokondride olusan
oksidatif hasar, lipit peroksidasyonu, solunumu ve oksidatif fosforilasyonu inhibisyonu,
mitokondriayal ATPaz aktivitesinde ve solunum zinciri redoks aktivitesinde azalmaya

neden olur (239).

Calismamizda renin ve ACE inhibitorleri ile birlikte ADR verilen gruplarimizda,
oksidanlarin azalmasi, antioksidanlarin artmasi ile oksidatif stres azalmistir. Bu
sonuclarimiz, Anj-II’'nin ADR kaynakli kalp yetmezliginin siddetini arttirdigini
diisiindiirmektedir. Anj-II’nin  inhibisyonu, kalbin mekaniksel ve elektriksel
aktivitesinde iyilesme yapmistir. Giiniimiizde Anj-II'nin klasik kan basinci ve hacim
diizenlenmesindeki roliiniin disinda, giiclii bir proinflamatuvar ve reaktif oksijen
irtinlerinin iretimi i¢in bir uyaric1 oldugu kabul edilmektedir. Ayn1 zamanda Anj-II,
diiz kas hiicresi ve fibroblastlarin gelisimini, gociinii ve endotel hiicrelerindeki
apopitozu, monositlerin makrofajlara doniisiimiinii ayarlamaktadir. Anj-II’ye karsi
ortaya cikan hiicresel yanitlarin karmasikligi, birden fazla yolla {iretildiginin
anlagilmasiyla daha da kompleks bir hal almistir. Klasik olarak temel kaynak,
dolagimdaki plazma kokenli Anj-I1I'dir. Bununla birlikte yakin zamandaki aragtirmalar,
belki de esas 6nemli kaynagin kalp ve vaskiiler hiicrelerdeki lokal ve doku diizeyindeki
Anj-II'nin olabilecegini isaret etmektedir. Insan aterosklerotik lezyonlarinda ACE, Anj-
IT ve reseptorlerinin bulundugu gosterilmistir. Dahas1 vaskiiler duvarin tiim hiicresel

komponentleri (makrofaj, diiz kas hiicresi, fibroblast ve endotel hiicresi), RAS mn bu
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komponentlerini iiretebilirler (240). Calismamizda Anj-1II inhibisyonu, ROS olusumunu
azaltip, apoptozisi inhibe ederek kalbin mekaniksel ve elektriksel aktivitesinde diizelme

yapmis olabilir. Kaptoprilin antioksidan 6zelligi de bu iyilesmede 6nemlidir.

Yaptigimiz calismada antioksidan tiiriine bakilmaksizin toplam antioksidan seviye
(TAS) olctilmiistiir. Oysa bircok calismada glutatyon (GSH) diizeyi Olgiilmiistiir
(40,241). Ciinkii GSH intraselliiler antioksidan sistemin en Onemlilerinden biridir ve
hiicrelerde yiiksek konsantrasyon da bulunur. Bu sistemin en énemli fonksiyonu toksik
peroksitleri  indirgemesidir. GSH’in indirgeyici 0zelliginden dolayr hiicrenin
biitlinliigiiniin korunmasinda o6nemlidir. GSH da meydana gelebilecek azalma,
makromolekiiller veya membran lipitlerinde hasara neden olur. Calismalar, ADR’nin
kardiyak GSH’da azalmanin oldugunu gostermistir (40,241). Bu da serbest oksijen
radikallerinin siirekli olustuklarin1 yansitir (40). Igbal ve ark.’larma gore,
biyomembranlardaki hasar ya da peroksidasyon etkisi ile ADR kardiyak GSH de azalma
yapar. Yapilan bu ¢alismada ATI reseptor antagonisti olan telmisartanin tedavi oncesi
olarak verildigi grupta, ADR’nin neden oldugu GSH’da ki azalmanin normale dondiigii
gosterilmistir. Fakat tedavi sonrasi olarak telmisartanin verildigi grupta ADR’nin neden
oldugu GSH’daki azalma degismemistir (242). Bu sonuglar, ADR’nin ROS olusturma
etkisinde anjiyotensinin tip 1 reseptorii (AT1) {izerinden onemli role sahip oldugunu
gostermektedir. AT1 reseptor antagonistlerinden biri olan valsartan’in akut
kardiyotoksisiteyi diizeltici etkisinin indirekt yoldan hemodinamik etkisiyle degil, direkt
Anj-IT’1 inhibe etmesinden kaynaklandig1 belirtilmektedir (243). Bu calismalarda ADR
kaynakli kardiyotoksisitede, kalbin kendi yerel anjiyotensin sisteminin Gnemi
vurgulanmaktadir (244-245). Anj-II, kimaz ad1 verilen bir enzimlede iiretilebilmektedir
(3). Adriyamisin kaynaklh kalp yetmezliginde ACE ve kimaz enzimlerinin aktivitesi
Olctilmiistiir. Calismada, kardiyak ACE’nin ADR kaynakli kalp yetmezligi gelismesinde
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (198). ACE inhibitorleri ve anjiyotensin reseptor
blokorlerinin ADR kaynakli kardiyotoksisiteye karsi protektif olabilecegi belirtilmistir
(242,244,246-247).

Ibrahim ve ark.’larina gore, ADR ile birlikte telmisartan veya kaptopril uygulandiginda
ADR’nin neden oldugu oksidatif stres anlamli diizeyde azalir (248). Oksidatif stresteki
bu azalma ACE ve Anj reseptor inhibitorlerinin giiclii antioksidan etkilerinden dolayidir

(242,249). Kaptopril tiyol iceren ACE inhibitorlerinden biridir. Kaptoprilin, c¢esitli
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reaktif oksijen Uriinlerini temizledigi belirtilmektedir. Kaptoprilin antioksidan 6zelligi
yapisinda ihtiva ettigi siilfiidril (SH) grubundan kaynaklanmaktadir. SH bilesikleri bir
hidrojen donorii gibi elektron transfer mekanizmasi ile oksijen radikallerini notralize
eder (232). Serebral, kardiyovaskiiller ya da bobrek hasarlarina karsi ACE
inhibitorlerinin faydali etkileri doku ve sistemik Anj-II’1 azaltilmas: ve bradikinin

etkisinin artirilmasi ile olugsmaktadir (250).

Mitokondri hiicrede ROS olusumunun hem kaynagi, hemde ROS hasarmin hedefi
konumundadir. Kalp enerjisini uzun zincirli serbest yag asitlerinin B-oksidasyonu ile
iiretmektedir. Uretilen enerjinin biiyiik bir kism1 kontraktil fonksiyonlarda kullanilir.
Bundan dolay1 kardiyomiyositler biiyiik miktarlarda mitokondri ihtiva ederler. Geri
doniisiimsiiz hiicre oliimiiniin mekanizmasi karisik ve miiltifaktoriyeldir. ATP diizeyleri
Olciilerek gosterilmeye caligilan enerji kaybi, kalsiyum homeostazisinin bozulmasina ve
bu da fosfolipazlar1 aktive ederek sarkolemma hasarina neden olmaktadir. Membran
degisikliklerine acil KoA, agil karnitin gibi metabolize olmamis lipid ara iiriinleri ve
serbest radikaller de neden olur. Bu olaylar sarkolemmal hasar1 arttirir ve intraseliiler
o0dem gelisir. Membran hasari, kalsiyum iyonlarinin hiicreye girmesine neden olur,
hiicre ici kalsiyumun bu sekilde asir1 artigi irreversibl hasar1 artirir, fazla miktarda enzim
aciga cikar (77). Bu calismada ADR, renin ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorleri ile birlikte verilmistir. ADR, 2’er giin arayla 4 doz, renin ve ACE
inhibitorleri 7 giinliik enjeksiyon peryodunda giinasir1 uygulanmistir. Enjeksiyon
siiresinin sonunda kalpler homojenize edilmistir. Homojenize islemi sonunda
kardiyomiyositlerin mitokondrisi ve sitozolii izole edilmistir. Kardiyomiyositlerin
mitokondri membran potansiyeli ve ATP diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Adriyamisin
mitokondri membran potansiyelini azaltarak miyositlerde enerji olusumunu azaltmustir.
Bu da kardiyomiyosit kayiplarina ve kalbin kontraktilitesinin azalmasina neden olmus
olabilir. Sonug¢larimiz onceki caligmalar1 desteklemektedir. 1mg/LL konsantrasyonunda
ADR ile 24 saat muamele edilen neonatal sican hiicre kiiltiiriinde, kardiyomiyosit
MMP’sinin azaldigr belirtilmistir (251). H9¢2 hiicreler 0,5 pg/ml ADR ile 4 saat
muamele edildiginde MMP azalmistir (252). H9¢2 hiicreler 1 uM ADR ile 30 dakika
muamele edilmesi durumunda, zamana bagli olarak MMP’nin ve canli hiicre sayisinin
azaldig, fakat kaspaz 3/7 aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (253). Fakat in vivo yapilan
bir calismada, sicanlara tek doz (20 mg/kg) ADR verildikten 5 giin sonra MMP ve ATP

diizeyinde anlamli bir azalmanin olmadigi belirtilmektedir (254). Adriyamisin ile
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birlikte renin ve ACE inhibitorii verilen gruplarimizda MMP ve ATP diizeyi artmistir.
Anj-I'nin inhibe edilmesiyle birlikte miyositlerde gozlenen bu iyilesme, kalbin
elektriksel ve mekaniksel aktivitesinde de diizelme yapmustir. 100 nM Anj-II ile
muamele edilen kardiyomiyositlerde MMP’nin azaldigi belirtilmistir  (255).
Adriyamisinin mitokondri membran potansiyeli ve ATP iiretimine yaptig1 olumsuz

etkide Anj-II’nin roliinii gosteren ¢alismaya rastlanilmamastir.

Elektron tagima sisteminin mitokondride yer almas1 ve mRNA sentezi esnasinda RNA
polimerazin hatayr okuma mekanizmasina sahip olmamasi nedeniyle, oksidatif hasar,
mitokondride kromozomal DNA’ya gore daha siklikla meydana gelmektedir.
Mitokondriyal solunum sonucu olusan serbest radikaller (siiperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksil), tek zincir kiriklarina ve 8-oksoguanin ve timin glikol gibi hasarli bazlarin

olusmasina sebep olur. Olusan bu iiriinler apoptozisi uyarmaktadir (256).

Hiicre oliimiiniin 2 tipi tamimlanmistir. Nekroz ve apoptozis. Nekroz pasif bir olaydir.
Hiicre gruplarin1 kapsar, genellikle hasar1 takip eder. Apoptosis programli hiicre
olumiidiir. Aktif bir olaydir ve genetik olarak regiiledir. Enerjiye bagimli molekiiler ve
biyokimyasal olaylarla karakterizedir. Apoptosis saatler icinde kisa siirede olusur.
Kromozomal DNA fragmantasyonu apoptozisin ana isaretidir (257). Apoptozisin
baslamasinda ya da baskilanmasinda mitokondri onemli bir organeldir. Apoptozisde
mitokondri membran potansiyeli azalmakta ve mitokondri zarlarinin gecirgenligi
artmaktadir. Membranda meydana gelen bu degisiklikler neticesinde stokrom-c

mitokondri membranindan ayrilir, sitoplazmaya geger ve apoptoz kaskati aktive edilir.

Olivetti ve arkadaglar1 tarafindan kalp yetmezliginde apoptozisin meydana geldigi
gosterilmistir (258). Kalp yetmezliginde apoptozis siklig1 normalden 230 kat daha fazla
bulunmustur. Konjestif kalp yetmezligi ile sonu¢lanan bir¢ok kardiyovaskiiler hastalik,
kalpte voliim yiiklenmesi, basing yiiklenmesi, ya da kontraktil miyokardiyal kitlenin
kaybiyla karakterizedir. Hastalarda hemodinamik kompensasyon, miyokardiyal
hipertrofi, dilatasyona gotiiren ndrohormonal ve sitokin aktivasyonu ile saglanir (259).
Hastaligim ilerlemesiyle miyositler icinde fetal gen program aktivasyonu olur ve
apoptozise gotiirebilir (258). Adriyamisin, miyositlerde apoptoza neden olur (260).
Diger taraftan, Anj-II'nin ventrikiiler miyositlerde apoptozisi uyardigi bilinmektedir (4).
Akut ADR uygulamasinin, TUNEL-pozitif hiicre, anti-aktif kaspaz-3 antibadi-pozitif
hiicre sayisini arttirdigr gosterilmistir (183). H9¢2 hiicreleri, 1 pM ADR ile muamele
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edildiginde kaspaz 3, 8 ve 9’un aktivitelerinde zamana bagl artisin oldugu ve 8 saat
sonra FasL proteinlerinin 2 kat arttig1 bildirilmistir. (261). Elde edilen bu sonuglar da,
akut ADR uygulamasmin kardiyak miyositlerin apoptotik 6liimlerine neden oldugunu
gostermistir. Calismamizda kullandigimiz JC-1 dolayli yoldan apoptotik hiicre
yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir. Bu boya oldukca negatif mitokondri membran
potansiyeline sahip saglikli hiicrelerde kolayca mitokondri icine gecmekte ve J-
agregatlar olusturmaktadir. Sagliksiz ya da apoptotik hiicrelerde mitokondriler
depolarize olduklar1 icin membran potansiyelleri azalir ve JC-1 boya, mitokondriye
gecemedigi icin J-monomerleri olusturur. Adriyamisin verilen grubun MMP’si kontrol
grubuna gore diisiik olmasi, kardiyomiyositlerde apoptozisin arttigin1 gostermektedir.
Adriyamisin ile birlikte renin ve ACE inhibitorleri verilen gruplarin MMP’lerinin, ADR
verilen gruba gore daha negatiflesmesi, apoptozisin uyarilmasi siireclerinde Anj-II’nin

onemli bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Toko ve ark.’larina gore hem akut hem de kronik ADR, kalp yetmezligine ve yapisal
degisimlere neden olur. Fakat sadece akut ADR verilen gruplarda, gen ekspresyonu ve
apoptotik hiicre sayis1 artmustir. AT1 “knockout”li veya ADR ile birlikte AT1 reseptor
antagonisti olan RNH-6270 verilen farelerde apoptotik hiicre sayisi azalmistir. Bu
sonuclar, AT1 aracili Anj-II sinyallerinin en azindan kismi olarak ADR kaynakl
kardiyak hasarda rol alabilecegini gostermistir. Ayrica ADR’nin neden oldugu sol
ventrikiil “remodelling” olayinda AT1 “knockout”li veya RNH-6270 verilen farelerde
goriilmedigi de belirtilmistir (183). Kardiyovaskiiler sistemin sekillenmesinde AT2
reseptoriiniin - programli  hiicre Oliimii olarak tamimlanan apoptozisi artirdigi
gosterilmistir. Yine Anj-II'nin kaspaz kaskadmi aktive ederek apoptozis iizerine olan
uyarici etkisinin AT2 reseptor blokaji ile ortadan kalkmasinin gosterilmesi de bu

reseptOriin apoptozisteki roliinii kanitlamstir (262).

Yaptigimiz calismada, sadece ADR verilen grubun 100 g viicut agirligi basina diisen sol
ventrikiill agirhigi, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalmistir. Bu azalmanin
ADR’nin, a-aktin, troponin, myozin hafif zincir-2 ve keatin kinaz M izoformu gibi kalp
kasina spesifik genlerin ekspresyonunu inhibe etmesi (220) ile iliskili olabilecegini
diisiinmekteyiz. Kalp kas1 agirhigindaki azalmanin diger bir nedeni, ADR ’nin apoptozisi
uyarmast sonucu kas miyofil kaybiyla da olabilir. p53 inhibitérii olan pifitrin

molekiilliiniin  profilaktik kullanilmasiyla, adriyamisinin neden oldugu miyokard
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nekrozunun Onlenmesi, bu diisiincemizi desteklemektedir (263). ACE ve renin
inhibitorii verilen gruplarin da viicut agirh@i basina diisen ventrikiil agirhigr artmistir.
Inhibitorlerin kalp agirhigma olumlu etkisi, oksidatif stresi azaltmasi neticesinde olabilir.
Reaktif oksijen iiriinlerinin azalmasi, MMP’nin pozitife yaklasmasimni onlemis, hiicresel
enerji ilretimini korumus olabilir. Reaktif oksijen {iriinlerinin azalmasi, MMP’nin
negatifliinin artmasi ayni zamanda apoptozisin uyarilmasini da engellemis olabilir. Bu
etkiler sonucunda ADR kaynakli miyofibril kayiplar: azalabilir. Yapilan ¢aligmalarda,
kisa veya uzun siireli ADR ile birlikte ACE inhibitorleri uygulanan siganlarda, ADR’nin
neden oldugu sol ventrikiil agirhigic artisinin yam sira kardiyak fonksiyondaki azalma

neredeyse tamamiyle diizelmisir (244,246,247).

Sonug¢ olarak; ADR kaynakli kardiyotoksisitenin olusumunun primer sorumlusu
ROS’taki artmadir. Reaktif oksijen iirinleri, mitokondriyal fonksiyon ile enerji
metabolizmasimindaki bozulmay1 arttirmistir. Buna ek olarak TAS’daki azalma, ADR
kaynakli TOS’un artis1 sonucu antioksidan maddelerin azaldigin1 yansitmaktadir.
Anjiyotensin II, bilinen klasik etkilerinin disinda, dokularda yerel olarak
tiretilebilmektedir. Yerel Anj-II 6zellikle patolojik durumlarda daha etkilidir. ACE ve
renin inhibitorleri ile anjiyotensin II'nin inhibe edilmesi oksidatif stresi azaltmistir.
Reaktif oksijen iiriinlerinin azalmasi mitokondri membran potansiyelinin korunmasina
ve apoptozisin Onlenmesine neden olmustur. Bu olumlu etkiler neticesinde,
adriyamisinin neden oldugu kalp yetmezliginde anjiyotensinin Onemli rolii

gosterilmistir.
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