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KALP MYOSITLERINDE DOKSORUBiSjN ILE OLUSTURULAN HASARIN
AZALTILMASINDA CINKONUN ROLU
Songiil BILTEKIN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2012
Damsman: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
OZET
Doksorubisin tiimorlerin tedavisinde kullanilan antrasiklin grubu kemotérapotik bir ajandir.
Klinikte kullaniminda ciddi kardiyotoksik etkilere sahiptir. Doksorubisin hiicrelerde reaktif
oksijen tiirlerinin birikimine, ¢inkonun Metallotioninden ayrilmasina ve oksidatif strese neden
olmaktadir. Doksorubisin kalsinorin aktivitesini artirmakta ve apopitozu tetiklemektedir. Cinko
Pirition; Oksidatif stresin azaltilmasinda, apopitoz ve iltihabin engellenmesinde etkilidir.
Lipofilik yapiya sahiptir ve hiicre membranindan kolaylikla gecebilmektedir. DNA ve RNA
sentezini katalize etmektedir.
Bu calismada; Doksorubisinin kalp myositlerinde olusturdugu toksisite iizerine Cinko Piritionun
iyilestirici etkisinin arastirilmasi amagclandi. Deney planinda 4 grup olusturuldu. Kontrol
(KONT, serum fizyolojik); Doksorubisin (DOX 10mg/kg hayvan basina 1ml intraperitoneal),
Cinko Pirition (Znpyr 10 mg/kg hayvan basina 1ml intragastrik) ve Doksorubisin ile Cinko
Piritionun birlikte veridigi (DOX+Znpyr Birinci giin tek doz doksorubisin 10 mg/kg/hayvan
basma 1ml i.p. ,yedi giin boyunca 10mg/kg/hayvan basina 1ml i.g ¢inko Pirition verilen grup). 7
giin uygulanan c¢inko infiizyonunun bitiminden 24 saat sonra hayvanlarm viicut agirliklar
tartildi. Hayvanlar anastezi edilerek EKO’ lar1 ve EKG’ leri cekildi. Kan basinci kayitlar: alind.
CK-MB, LDH, AST ve ALT enzim aktivite ol¢iimleri icin kan ornekleri alindi. Sakrifiye edilen
hayvanlarin kalpleri ¢ikarildi ve tartildi. Doksorubisin belirgin bir sekilde kardiyotoksik etki
olusturmus olup; Bunlar hemodinamik degisiklikler ( EKO ‘da azalmis HR ve CO, EF’de
azalma, sol ventrikiil diyastol sonu capinin artmasi) EKG degisiklikleri (artmus PR ve R-R
intervalleri),biyokimyasal plazma kardiyak hasar belirleyicilerindeki degisiklikler ,SKB, DKB
ve OKB’nin diismesi. Doksorubisinin neden oldugu PR, R-R intervalleri, CK-MB, LDH, AST
ve ALT enzim aktivite degerleri, HR, CO ve kan basmcindaki olumsuzluklar Cinko Pirition
tarafindan normal degerlerine yaklastirilamamastir.
Cinko piritionun doksorubisinin kalpte yaptig1 hasar1 azaltici etkisi bulunmamaktadir.

Anahtar Kkelimeler: Doksorubisin, Cinko Pirition, Kardiyotoksisite, Antioksidan.
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THE ROLE OF ZINC IN REDUCING THE DEMAGE INDUCED
BY DOXORUBICIN CARDIAC MYOCYTES
Songiil BILTEKIN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Master Thesis, June 2012
Supervisor: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
ABSTRACT
Doxorubicin is a chemotherapeutic agent in anthracycline group for the treatment of tumors. It
has serious cardiotoxic effects in clinical use. Doxorubicin accumulation of reactive oxygen
species in cells, separation of zinc Metallothioneins and oxidative stress. Doxorubicin increases
the activity of calcineurin and triggers apoptosis. Zinc pyrithione is effective in reduction of
oxidative stress, effective in preventing apoptosis and inflammation. It has lipophilic structure
and can pass easily through cell membrane. It catalyzes the synthesis of DNA and RNA. In this
study, it was aimed to investigate the healing effect of zinc pyrithione on heart myocytes
toxicity induced by doxorubicin. 4 groups were formed for experimental plan. Control (KONT,
saline), doxorubicin (DOX 10 mg/kg intraperitoneally 1 ml per animal), zinc pyrithione (Znpyr
10 mg/kg intragastric 1 ml per animal) and supplied Doxorubicin together with zinc
pyrithionein (DOX + Znpyr the first day, a single dose of doxorubicin 10 mg/kg/ 1 ml i.p. per
animal for seven days, 10 mg/kg/ per animal in the group of zinc 1 ml i.g.). After 24 hours from
end of 7 days zinc infusion, body weight of animals was weighed. Animals were anesthetized
and EKO and ECG records were taken. Blood pressure of animals was measured. For CK-MB,
LDH, AST and ALT enzimes activites measurements, blood samples were taken The animals
were sacrificed and their hearts were removed and weighed. Doxorubicin has created a
significant cardiotoxic effects, these are hemodynamic changes (decreased HR and CO at EKO,
a decrease in EF, increase on diameter of left ventricular end-diastolic), ECG changes
(increased PR and R-R intervals), changes in biochemical plasma cardiac damage indicators,
reduction of SKB, DKB and OKB. PR, R-R intervals, CK-MB, LDH, AST and ALT values,
negative effects in HR, CO and blood pressure caused by doxorubicin, were not approximated
to the normal value by the of zinc pyrithione. Zinc pyrithione’s have no effect on reducing

damage to the heart of doxorubicin.

Keywords: Doxorubicin, zinc pyrithione, cardiotoxicity, antioxidant
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1. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelismis toplumlarda major hastalik ve 6liim sebebidirler.
Kardiyovaskiiler hastalik olusumunda etkin neden ise kardiyak ve endotelyal oksidatif
hasardir. Doksorubisin, medikal onkolojide kullanilan antrasiklin grubu bir
kemoteropdtik ajandir. Genis spektrumlu bir ajan olmasindan dolayi, gastrointestinal
tiimor, sarkomlar, lenfomalar, g6giis ve yumurtalik kanseri gibi tiimorler ve 16semi gibi
kan kanserlerinde halen kullanilan bir ilactir. Bununla birlikte klinikteki kullaniminda
ciddi kardiyotoksik etkilere sahiptir. Kemoterapiye baglh kardiyotoksisite ilk kez 1960’11
yillarda Doksorubisin tedavisi alan cocuklarda kalp yetmezligi gelistiginin fark
edilmesiyle dikkat ¢ekmistir. Yan etkisi nedeni ile insanlarda tedavi amacli kullanimi
simirlt kalmaktadir. Fakat kalpte olusturdugu iskemi, apopitozis ve buna bagli gelisen
kardiyomiyopati 6zelligi hayvanlarla yapilan oksidatif stres ¢alismalarinda metod olarak
kullanilmaktadir. Metabolizma icin gerekli esansiyel bir iz element olan ¢inkonun insan
saglhigl bakimimdan Oneminin anlagilmasi son yillarda olmustur. Cinko 300’den fazla
enzimin biyolojik fonksiyonlar1 icin gereklidir. Cinko DNA sentezinde, normal
biiylimede, beyin gelisiminde, iiremede, fetal gelisimde, membran stabilitesinde kemik
formasyonunda ve yara iyilesmesinde gorevli enzimlerin katalizlenmesinde gereklidir.
Cinkonun antioksidan etkisini; Hiicre membran yapisint koruyarak, siiperoksit dismutaz

(SOD) enziminin yapisina katilarak, metallotiyoninin doku konsantrasyonlarini
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artirarak, tiol grubu igeren proteinlerin oksidasyonunu engelleyerek gerceklestirdigi
bilinmektedir. Cinko kalbi koruyucu etkiye sahiptir ve apopitozisi Onlemektedir.
Kardiyak hiicrelerin cinko ile tedavi edilmesinin reperfiizyon injurisine karsi kalbi
koruyucu oldugu Karagulova ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada izole rat

kalplerini ¢inko pirition ile reperfiize ederek ortaya koymuslardir.
Bu tezin yapilma amaci; Doksorubisinin yaptig1 kardiyotoksik etkiyi doksorubisin ile
birlikte verilen ¢inko piritionun azalttigin1 gostermektir. Cinko piritionun iyilestirici

etkisi EKG, EKO ve biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi ile gosterilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. CINKO

Cinko organizmada demirden sonra en cok bulunan iz elementlerdendir (1). Hiicre
sinyalizasyon yollar1 ve transkripsiyon faktorlerinin icerdigi binlerce enzimin esansiyel
Jkatalitik ya da yapisal bileseni olan ¢inko bu 6zelliklerinden dolay1 6nemli bir besindir

(2). Cinkonun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.1’de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Cinkonun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Sembol: Zn

Atom numarasi: 30

Atom agirhigi: 65,409(4)g/mol
Erime noktasi: 692,68°K, 419,53°C
Is1 iletkenligi: 116W/mK
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Cinko; Mavimsi, acik gri renkte, kirilgan bir metaldir. Elementlerin periyodik
tablosunda gecis elementleri grubunda yer alir. Cinko, yerkabugunda en ¢ok bulunan
elementler arasinda 23. siradadir. Diisiik kaynama sicakligr dikkat ¢ekicidir. Dokiilmiis
halde sert ve kirilgandir. 120°C'de sekillendirilebilir. Elektrokimyasal potansiyel
dizisinde demirden daha negatif degerdedir. Boylece cinko anot olarak katodik
korozyon korumada onemli bir kullanim bulur. Galvanizleme bu tiir uygulamalardan
biridir. Cinko, bilesiklerinde (+2) degerlikli olarak bulunur. Olusturdugu bilesiklerde
kovalent bag yapar. Cinko, 6zellikle toz halde ¢ok etkili bir rediikleyicidir (3-4, 5-6)

2.1.1. Cinkonun Tarihgesi

Cinko, antik caglardan beri bilinen ancak {iretimi ve kullanilmasi tam
anlasilamadigindan diger metallerle karistirilan bir elementtir. Cinkonun ilk
tanimlanmas1 1509 yilinda Erasmus Ebener tarafindan yapilmistir. 1869'da Raulin
Aspergillus niger adli siyah ekmek mantarinda, ¢inkonun biiyiime icin gerekli bir
element oldugunu gostermistir (7-3, 4-5, 8-9, 10). Cinkonun sicanlarda normal biiyiime
ve saglik icin gerekli oldugu 1934 yilinda kesin olarak kanitlanmistir (11). Biyolojik
fonksiyonu ise 1940 yilinda karbonik anhidrazin katalitik aktivitesi icin ¢inkoya
gereksinim oldugunun Keilin ve Mann tarafindan saptanmasi ile ortaya cikaridmistir (7,
3, 12). Prasad'in 1961 yilinda sundugu vakada; 1958 yilinda Dr. Halsted ile birlikte
gordiigii ciicelik, hipogonadizm, hepatosplenomegali, toprak yeme, kuru cilt ve demir
eksikligi anemisi ile gelen 21 yasinda Iran'li bir hastada ¢inko eksikligi tanimlanmistir
(7, 9, 12). 1963 yilinda Misir'da benzer bulgular:1 tastyan c¢ocuklarda ilk defa kanda
cinko oOl¢iimleri yapilarak bu elementin eksik oldugu saptanmis ve sonrasinda bu klinik
tablo 'Prasad Sendromu' olarak literatiire gecmistir. Aslinda toprak yiyen ¢ocuklarda,
anemi, gelisme geriligi, dalak- karaciger biiyiikliigiiniin meydana geldigi 1942 yilinda
Dr. Memduh Tayang tarafindan gosterilmis ve yaymlanmistir (9, 12). 1973'de Barnes ve
Moynahan, akrodermatitis enteropatikanin ¢inko destegiyle diizeldigini bildirmislerdir

(7, 9, 13).
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1974'de Amerika'daki Ulusal Bilimsel Akademi Gida ve Beslenme konseyi tarafindan
cinkonun esansiyel bir besin maddesi oldugu ac¢iklanmis ve daha sonrada parenteral
beslenme sivilarina katilmasi zorunlu kilinmustir (7-13, 9-12, 14). insan viicudunda
yaklasik 2-3 gr ¢inko mevcut olup bunun da 6nemli bir miktar1 kemik, kas, pankreas,
testis, bobrek, karaciger, deri, tirnak, kan ve saglarda bulunmaktadir (15, 16, 17). Tiim
viicut ¢cinkosunun % 85’1 iskelet kasinda ve kemikte, %11°1 deri ve karacigerde, geriye
kalan %?2-3’lik oram1 da diger dokularda bulunur. Labil havuz, plazma ve
karacigerdedir (18). Plazmada ortalama 70-120 pg/dl ¢inko bulunur ve bu miktarin 60
pug/dl’si plazmada, 50 pg/dl ‘si lenfositlerde 42 pg/dl ‘si ise graniilositlerdedir.
Intraselliiler ¢inkonun yaklasik %40 ‘1 ¢ekirdekte, %50’si ise stoplazmadadir (1).

Organizmada dort adet cinko tasiyicist tammmlanmistir (Zn T1-4). T-1, cinkonun
emilmesinde 6nemli rol alirken, T-(2-4) ¢inkonun degisik dokulara alinmasinda ve
disar1 atilmasinda rol oynar. T-2 bagirsak, bobrek ve testislerde bulunurken T-3 sinir
dokusunda, T-4 ise daha ¢ok beyin ve meme dokusunda bulunur. Zn T-1 miktar1 diyetle
alinan ¢inko ile ayarlanir (19, 20). Cinko elementinin ilging bir 6zelligi, hi¢bir organin
gercek depolama fonksiyonunun olmamasidir. Kandaki c¢inko miktari, toplam viicut
cinkosunun yiizde biri kadardir. Cinko kinetigi dokularin ihtiyacina gore degisir.
Dolayisiyla plazmada c¢inko eksikliginin saptanmasi kolay degildir (21). Gergek ¢inko
eksikligi ise uzun siireli yetersiz alimlarda ortaya ¢ikar, fakat kas, kemik ve parankimal
dokulardan salinan ¢inko ile kompanse edileceginden taninmasi zor olabilir. Izotop

teknigi tanida en iyi yontemdir ( 22, 23).
2.1.2. Cinkonun Emilimi

Cesitli yiyeceklerde bol miktarda bulunur. Kirmizi et, kiimes hayvanlari, tam tahilli
gevrekler, fasiilye, findik ve bazi1 deniz iiriinleri yiiksek konsantrasyonda cinko icerir
(24). Cinkonun emilimi bagirsaklardan olmaktadir. Jejenum, ileum ve duodenumdan
cinko emilimi gergeklesir. Alinan ¢inkonun %15-40’1 duodenumdan emilmektedir (16,
25). Cinko emilimi ortamda bulunan glikoz, pikolinik asit, prostoglandin E,, sitrik asit,
laktaz, kazein ile kolaylasmaktadir. Ote yandan ise tahil ve baklagillerde ¢ok bulunan
fitik asit, fiber (lif), fosfat, bakir, demir, selenyum, toprak ve kil ile emilimin azaldig1
belirtilmistir (16, 26). Emilim hem pasif difiizyonla hem de bilinmeyen bir tasiyict
araciligiyla aktif transportla olur (17, 25). Cinko bagirsak duvarindan emilip hiicrelere

girdikten sonra bu hiicreler ¢inkoyu kendi metabolizmalarinda kullanabilir ya da ¢inko
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kana gecerek karaciger ve pankreas basta olmak iizere viicudun diger boliimlerine
gonderilir (26). Emilen ¢inko, bagirsak hiicrelerinde bulunan spesifik bir baglayici
protein ile hiicrede tutulur. Bu proteinin isleyisi demiri baglayan proteinlere benzer ve
metabolik ihtiyaca gore az veya ¢ok miktarda emilim gerceklesmesi saglanir. Viicut
ithtiyaca gore c¢inko diizeyini ayarlar. Bu iki sekilde yapilir: Birincisinde ¢inkonun
organizmaya girmesi engellenir, ikincisinde ise ¢inko bagirsak hiicrelerinde tutulur (17,
26). Cinkonun kanda tasinmasi albiimin ve transferrin ile gerceklesir, dolayisiyla
plazma albiimin seviyesinin diismesine neden olan durumlar ¢inko seviyesinin de
azalmasina neden olmaktadir. Cinkoya bagirsak mukoza hiicreleri iki yonlii gecis
saglar. Bagirsaktan kana gecis demirin gecisine benzerken, tekrar bagirsaga gecis
demirden farklhidir. Emilen c¢inkonun bir kismi pankreasta bazi sindirim enzimlerinin
yapiminda kullanilir ve bu enzimler 6giin zamanlarinda bagirsak liimenine birakilir.
Yemek sirasinda iki farkli kaynaktan cinko emilimi olur. ilki gidalardan elde edilen
cinko iken ikinci kaynak ise cinkodan zengin olan pankreatik salgilardir. Cinkonun
bagirsaklardan pankreasa ve oradan da tekrar bagirsaga geg¢mesine enterohepatik
sirkiilasyon denir (26).Baslica atilim yolu digki olan ¢inko, daha az miktarda idrarla da
atilmaktadir. Digkidaki cinko miktar1 ¢inko alimindaki artisa bagli olarak artarken,

idrarla atilan ¢inko miktarinda degisiklik olmaz(27).
2.1.3. Cinkonun Biyokimyasal Yapisi ve Fonksiyonlari

Cinko cesitli hiicresel fonksiyonlara sahip yapisal, katalitik, enzimatik ve diizenleyici
islevleri olan bir iz elementidir. Cinko kardiyoprotektif etkiye sahiptir ve apopitozise
giden yolllar1 baskilamaktadir. Ozellikle kaspas 3 aktivitesini inhibe eder ve boylece
kaspas 3 bagimli apopitozisi onler (28) .Hem kuvvetli bir elektron alicis1 hem de
oksidan durumuna bagh olarak yiiksek affiniteli bir elektron vericisi olan ¢inkonun
onemli fonksiyonlar1 vardir (29). Bunlar arasinda bazi protein ve makro molekiillerdeki
yapisal pargalarin sarmal bic¢imlerini sabitlemek (30, 31), genetik ekspresyona etki
etmek (32, 33), hiicre boliinmesi ve biiylimeyi saglamak sayilabilir (30) .Bobrek
hiicreleri kiiltiirtinde yapilan bir ¢alismada gosterilmistir ki, DNA sentezi i¢in hiicre
siklusunun G1 ikinci fazinda cinkoya ihtiyag vardir. DNA polimeraz icin ¢inko
esansiyeldir (31). RNA sentezinde ise, RNA igerisindeki dort riboniikleosid toplulugunu
katalize etmek i¢cin RNA polimerazin ¢inkoya ihtiyaci vardir. Bu elementin eksikliginde

RNA icerigi degismez fakat mRNA sentezinin kompozisyonu degisir. Cinko gen
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expresyonunda rol oynar ve hiicre boliinmesi, farklilagsmasi, bobrekler ve kalp dahil pek
cok organ gelismesinde gereklidir. 300’iin iizerinde enzimin ¢inko igerdigi
gosterilmistir (24). Insan metabolizmasinda ginkonun iki farkli koordinasyon gorevi
mevcuttur. Bunlardan birincisi metalloproteinlerin yapisimna katilmak, ikincisi ise
enzimlerin yapisina katilarak enzim aktivitelerinin katalizasyonu veya koaktivasyonunu

saglamaktir (34, 35).

Cinko

l

P13K/Akt

P70s6K ‘
N

> GSK-3p

mPTP opening

Cardioprotection

Sekil 2.1. Reperfiizyonda cinkonun kalbi korumadaki 6nemli sinyal iletim yollar1 (73)

Cinko iki mekanizma ile antioksidan gorev goriir: Bunlardan ilki ¢inkonun siilthidril
gruplari oksidasyona kars1 korumasi, ikincisi ise transisyon metaller tarafindan reaktif
oksijen olusumunu engellemesidir (36). Otuz y1l 6ncesine kadar aktivite gdsterebilmesi
icin ¢inkoya ihtiyaci oldugu bilinen yalniz 3 enzim (karbonikanhidraz, karboksipeptidaz
ve alkol dehidrogenaz) mevcuttu. Giiiimiizde ise 300’den fazla enzimin diizenli
calisabilmesi i¢in ¢inkoya ihtiyaci oldugu anlasilmistir. Tablo 2.2°de cinko ile ilgili bazi

enzimler ve ¢inkonun rolii gosterilmistir.



Tablo 2.2. Cinko ile ilgili baz1 enzimler ve ¢inkonun roli

Enzim ismi Gorev Aldig1 Reaksiyon
Karbonik anhidraz CO, ve HCO; metabolizmasi
Timidin kinaz Niikleik asit ve protein sentezi
DNA polimeraz Niikleik asit ve protein sentezi
RNA polimeraz Niikleik asit ve protein sentezi

Delta amino levunilikasit dehidrataz | Porfirin sentezi

Glutamat dehidrojenaz Amino asit deaminasyonu ve iire siklusu

Ornitin transkarbamilaz Amino asit deaminasyonu ve iire siklusu

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz | Glikoliz ve glukoneogenez

Laktat dehidrojenaz Glikoliz

Alkol ve retinol dehidrojenaz Alkol-retinaldehit doniistimii
Karboksipeptidaz Protein sindirimi, folat absorbsiyonu
Aminopeptidaz Protein sindirimi, folat absorbsiyonu
Siiperoksit dismutaz Siiperoksitlerin O, ve H,O, 'e doniisiimii

Cinko, enzimin ya hayati bir parcasi, ya katalitik faktorii ya da koaktif faktoriidiir. En
iyi bilinen metalloenzim, yiiksek cinko icerigine sahip olan karbonik anhidrazdir. Islevi
eritrosit ve bobrekte karbondioksidin, karbonik aside hidratazisyonunu saglamaktadir
(37). Nitrik oksit sentaz (NOS) ailesinden olan metalloenzimler kan basincinin
diizenlenmesini saglar. Kan basincini diizenlerken hem kardiyovaskiiler hem de renal
fonksiyonlari etkiler. Iste cinko bu enzim grubunda da bir kofaktordiir. NOS ailesi ii¢
izoformdan olusur. Noral, endotelyal ve indiiklenebilir. Pekcok dokunun vaskiiler, diiz
kaslar, kalp ve bobregin endotelyumunda bulundugu ifade edilmistir. NOS’un kan
akismin diizenlenmesi, arteryal kan basinci diizenlenmesi, glomeriilar filtrasyon hiz,
sodyum ve suyun renal atiliminin diizenlenmesi, miyokardiyal kontraktilitede ve
memelilerin kalp atiminda 6nemli bir faktdr oldugu iyi bilinir. Bu mikro besin ayrica
oksidatif stresin azaltilmasinda, apopitozis ve iltihabin 6nlenmesinde de Onemli bir

etkiye sahiptir (24).
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Cinko serbest radikallere bagli hasarin boyutunu smirlar ve bdylece de bazi sinyal

yollarin1 baskilar. Cinko dogrudan dogruya belli apopitotik diizenleyiciler olan kaspaz

3,6,9 ve kalsiyum-magnezyum bagimli endoniikleazi inhibe etmektedir (24). Bir baska

ornek olarak verilebilecek alkol dehidrogenaz ise alkolii aldehit ve ketonlara dehidrate

eder. Cinkonun bir baska 6zelligi de direkt enzim katalizine katilmasidir. Fosfataz,

peptidaz veya kinazlar gibi hidrolaz enzimlerinin bircogu katalitik aktiviteleri igin

ozellikle ¢inko basta olmak iizere eser elementlerin varligma ihtiya¢ duyarlar. Cinko

eksikliginde bu enzimler inaktif duruma gecerler.

2.1.4. Cinkonun 6nemli islevleri

Cinkonun viicuttaki 6nemli islevleri sunlardir:

Cinko, yara iyilesmesinde rol oynar.

Cinko, karbonhidrat metabolizmasi i¢in 6nemli bir hormon olan insiilin

molekiiliiniin bir parcasidir.
Cinko, tat duyusunda temel rol oynayan tiikriik yapisina katilir.

Cinko, beyin ve koroner damarlarda genislemeler saglayarak iskemik durumlar1

onler.

RNA ve DNA olusumu ve proteinlerin enerjiye doniistiiriilmesi i¢in cok

onemlidir. Ozellikle kalp, beyin ve iireme sistemi ¢inkoya ihtiya¢ duyar.

Zihinsel fonksiyonlarda, viicudun kendi kendini iyilestirmesi ve yenilemesi
gereken durumlarda, kanin stabilizasyonunda, viicuttaki alkali dengesinin

korunmasinda 6nemli roller uistlenir.
Prostat bezi, goz, dalak ve kas dokularma olumlu etkisi vardir.

Enerji tiretiminde ve fosforun kemige tutunmasinda etkilidir. Kemik ve dislerin

yapisinda rol alir.

Bagisiklik sistemine oldukc¢a biiytik destek verir. Kis aylarinda soguk alginlig:
ve gribe kars1 oldukca etkilidir.

Bakterilere ve viriislere karsi direnci arttirir, dis enfeksiyon etkenlerine karsi

antikor liretimine katkida bulunur. Asilarin etkilerini géstermesinde yardimcidir.
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e Alkol dehidrogenaz enziminin yapisimna girerek icki ile alman ve ayrica

viicuttaki kimyasal olaylarla olusan alkolii etkisizlestirir.

e Deri saghgina yararhidir. Deri hiicrelerinin ¢ogalmasina, yag bezlerinin
calismasma ve kollajen dokuya etki eder. Boylelikle hem cildin sagligmin
korunmasma hem de yanik gibi nedenlerle olusan hasarlarin tamir edilmesine
yardime1 olur. Hiicre yenilenmesinde pay1 oldugu i¢in cildi giizellestirerek el
tirnaklarin1  sertlestirir, norodermatiti ve ucuklar1 hafifletir. Ayrica sac

dokiilmesi tizerinde olumlu etkileri vardir.

e A vitamininin etkisiyle mikroplar1 oldiiriir ve viicuttaki aknelerin kaybolmasini

saglar.

e Hiicre biiyiime ve boliinmesi, cinsel olgunlasma ve iireme, karanliga adaptasyon
ve gece gorme, tat ve olasilikla koku alma duyumunun tamlig1 gibi fizyolojik

fonksiyonlarin gerceklesebilmesi icin viicudumuz ¢inkoya bagimhidir.

* Antioksidan 6zelligi ile hem hiicreleri serbest radikallerden korur, hem de hiicre

zar1 ve fonksiyonlarina yardim eder.

e (Cocuklarin biiyiime ve gelismelerinin desteklenmesinde, akut alt solunum yolu
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde, diyare siiresinin kisaltilmasinda, diyare
prevelansinin ve pnomoni prevalansinin azaltilmasinda kullanilir (12, 38-39, 40-

41, 42-43)
2.1.5. Cinko Eksikligi

Diinya capinda marjinal veya orta derecede goriilen ¢inko eksikliginde ¢inko aliminin
yetersiz olmas1 yada diyetteki ¢inko biyoyararlannminin az oldugu diisiiniilmektedir

(24).

Gebe kadinlarda, bebeklerde, cocuklarda ve yash insanlarda ¢inko eksikligi onemli bir
durumdur. Cinko eksikligi az rastlanan bir durumdur, viicuttaki ¢inko kaybinin arttig1
donemlerde ya da viicudun cinko gereksinimin arttig1 zamanlarda goriilebilir. Cinko
yetersizligi eger ciddi bir boyuta ulasirsa tehlikeli ve ciddi saglik sorunlarina neden
olabilir. Biilyiimenin gecikmesinde, sinirlerin duyarliliginda (karanliga adaptasyonda ve
tat algilamada) anormalliklere, yaralarin iyilesmesinde gecikmelere, bagisiklik

sisteminde anormalliklere, fetal gelisme geriliklerine neden olmaktadir (7, 39, 44). Bu
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rahatsizliklar c¢inkonun tekrar eski seviyesine gelmesiyle diizelir. Fizyolojik olarak
cinko serum seviyesi gebelik sirasinda hemodiliisyon ve albiimin seviyesinin azalmasi
nedeni ile diiser. Dahasi intestinal emilim gebelik sirasinda artmaz. Fetal ve plasental
dokular ek ¢inkoya ihtiya¢ duyar (24). Hamilelerde c¢inko eksikligi hamilelik ddneminin
uzamasi, anormal tatlar algilanmasi, sagliksiz dogum yapilmasi, zayif kanamalar ve
embriyon tlizerindeki risklerin artmasi gibi sorunlara yol agcabilmektedir. (7-13, 39-45).
Arjantin de 2004-2005 yillar1 arasinda anne ve bebek saglig: ile ilgili yapilan ulusal bir
ankette bebeklerin % 11.6 ‘smin (6-23 giinliikk), cocuklarin % 4.2 ‘sinin (2-5Syas)
Jkadmlarin % 33.5 ‘inin (10-33 yas) ve gebe kadinlarin %52’ sinin ¢inko bakimindan
yetersiz beslendigi gosterilmistir (24).Cinko kalbi koruyucu etkiye sahiptir ve
apopitozisi onlemektedir. Damarlar1 ateroskleroza karsi korumaktadir. Eksikliginde

kalp fonksiyonlar1 etkilenebilir.
2.2. METALLOTIYONININ YAPISI VE FONKSIYONLARI

Metallotiyonin (MT) siilfidrilden zengin, diisitk molekiil agirhikli proteindir. Bakteri,
mantar, bitki ve tiim 6koryatik hiicrelerde bulunur (46). Cinko baglayici protein olan
metallotiyonin miyokardiyal apopitozis ve kalp hipertrofisini azaltir.61 aminoasitten ve
20 sistein artiklarindan olusur. Fakat aromatik aminoasit, histidin ve l0sin icermez.
metallotiyoninin gii¢lii antoksidan fonksiyonu in vitro ve in vivo caligmalarda ortaya
konulmustur. Son zamanlardaki calismalar metallotiyoninin antioksidan etkisinin
redoks dongiisii ile iligkili olabilecegini gostermistir (28). Timulin, steroid reseptorleri
ve regiilasyon proteinleri gibi cinko iceren metalloproteinler; karbonhidrat, lipit ve
protein metabolizmasinin bir bolimiinde ve niikleik asitlerin sentez ve
katabolizmasinda yer alirlar (47, 48). Cinko, cift sarmal DNA’nin yiiksek afiniteli ve
spesifik baglarin stabilize eder. Cinkonun yapisinda bulundugu metalloproteinlerin bir
gorevi de agir metalleri detoksifiye ederek hiicreleri korumasi, membran

stabilizasyonunu saglamasi1 ve radikal iyonlar1 dengelemesidir (49, 50).

Metallotiyonin yapisini ve regiilasyonunu anlamaya yonelik calismalar, daha ¢ok fare
ve insan genlerinden elde edilen bilgiler 151g1nda yiiriitiilmektedir. Metallotiyonin
dokularda genellikle ¢inko ile kompleks halde bulunur. Memelilerde MT1'den MT4'e
kadar dort metallotiyonin izoformu bulundugu bilinmektedir. Fare metallotiyonin gen
ailesi 8. kromozom iizerinde lokalize olmus dort gen (MT1, MT2, MT3, MT4)

icermesine ragmen, insanlar ve primatlarda metallotiyoninler 16. kromozoma lokalize
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olmus en az 15 metallotiyonin geni igerir. Bunlardan birer tanesi MT2, MT3, MT4 geni
olmasmna ragmen en az 13 tane MT1 geni vardir. Memelilerde en cok iiretilen
metallotiyonin geni MT1 ve MT2'dir. Bunlar metaller, ilaglar, inflamasyon ajanlarin
uyarisi ile karaciger, pankreas, ince barsak ve bobrekte bol miktarda iiretilmektedir (48-
51,52-53). Insanda MT1 ve MT2 geni total MT ekspresyonunun %>50'sini olusturan ve
en cok eksprese edilen metallotiyonin genleridir ve tiim dokularda mevcuttur.
Metallotiyonin olarak adlandirilan genellikle MT1 ve MT2'dir. Mide ve pankreasta
MT1 ve MT2 ozellikle ¢inko homeostazindan sorumludur. MT3 6zellikle beyinde
tiretilir ve hiicre proliferasyonunu baskiladig1 bilinir. MT4 genellikle yassi epitelyum
hiicrelerinde eksprese edilir, dil ve deri gibi dokularda bulunur. MT4 orijinal kesfinin
yani sira pek bilindik bir metallotiyonin izoformu degildir. MT1 ve MT2 transkripsiyon
asamasinda gozlenmis ve tamimlanmistir. Metaller, glikokortikoidler, sitokinler,
kimyasal ve fiziksel stres ortamlar1 bu genlerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Fakat MT3 ve MT4 bu uyaranlara cevap vermemektedir. Bununla beraber plasentada bu

dort izoformun da eksprese edildigi saptanmistir (48-51, 52-54, 55-56).

Metallotiyonin ekspresyonu temel olarak transkripsiyon asamasinda kontrol edilir.
Metallotiyonin geninin promotor bolgesi, farkli ajanlara cevap veren boliimlere sahiptir.
Bunlar metal transkripsiyon faktorlerinin etkiledigi MRE, glikokortikoidlere cevap
veren GRE, oksidatif stres iiriinleri ile aktive olan ARE ve sitokin sinyalleri ile aktive
olan STAT promotor bolgeleridir. Dolayisiyla ¢inko, glikokortikoidler, reaktif oksijen
molekiilleri ve sitokinler metallotiyonin ekspresyonunu baslatict ajanlardir. Fakat bazi
timor hiicrelerinin metilasyonu metallotiyonin ekspresyonunu inhibe etmektedir.
Metallotiyoninin metallere yiiksek afinitesinden dolay1 transkripsiyonunu aktive eden
mekanizmalardan en ¢ok MRE {izerinde calisilmistir. Yapilan bu caligmalar ile metal
bagimli transkripsiyon faktorlerinin (MTF-1) bu bolgeye baglandigi gosterilmistir.
MTEF-1 aracili metallotiyonin ekspresyonu i¢in metal zorunludur. Cinko yoklugunda
MTEF-1, metallotiyonin transkripsiyon inhibitorii (MTI) ile kompleks halde olup aktif
degildir. Diyetle alinan ¢inko arttiginda MTF-1, MTI'dan ayrilir. MTF-1 aktifleserek,
metallotiyonin gen promotor bolgesindeki MRE bdoliimiine baglanarak metallotiyonin
ekspresyonunu baslatir. Yeni sentezlenen ve metal bagli olmayan metallotiyonin (Apo-
MT)'lere c¢inkolarm baglanmast MTF-1 ile MTI kompleksini yeniden olusturarak
metallotiyonin sentezi durdurulur. Yapilan invitro caligmalar stresin MT1 ve MT2'den

cinko serbestlesmesini sagladigint ve bunun da MTF-1'in aktivitesini ayarlamaya
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yardimct oldugunu gostermistir. Ortamda artan agir metallerin  metallotiyonine
baglanmasi veya oksidatif stres sonucunda metallotiyoninden ¢inko salintmimin MTF-

1'1 aktive etmesi ile metallotiyonin sentezinin arttig1 belirtilmektedir (51-52, 57-58, 59).

MTF-1'den yoksun mutant farelerde MTI ve MT2 genlerinin transkripte
edilememesinin yaninda, y-glutamilsistein sentezinin transkripsiyonu da énemli dl¢iide
azalir. Bu bulgu MTF-1'in glutatyon sentezi iginde onemli bir enzim oldugunu gosterir.
MTEF-1'den yoksun mutant fare embriyolarinin gebeligin 14. giiniinde 6lmeleri, MTF-

1'in yagsam i¢in mutlak gerekli oldugunu gosterir (52).

Fiziksel travma ve mikrobiyal enfeksiyon gibi cesitli stres durumlar1 hayvanlarda
metallotiyonin sentezini arttir ve buna bagli metallotiyonin gen ekspresyonu
interleunkin-1 araciligiyla gerceklesir. Non-steroidal inflamasyon ilaclar1 da
karacigerde metallotiyonin seviyesini arttirir ve dokudaki metallotiyonin dagilimini
diizenler. Ayrica metallotiyoninin insan derisini UV radyasyona kars1 korudugu
gozlemlenmistir(54, 59). Metallotiyoninin metal icerigi tiretildigi doku, yas ve gelisim

safthasina gore degismektedir (55).

Metallotiyoninlerden 6zellikle MT1 ve MT2 belirli bir diizen i¢inde koordine edilir ve
cesitli patolojik kosullar tarafindan hizlica arttirildig: belirtilmektedir (61). Dokularda
Zn, Cu, Cd, Hg gibi esansiyel ya da toksik elementlerin artmasi da MT1 ve MT2
transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasini saglar. Cinko tasiyicilarinin aktivitesinin
intraselliiler ¢inko havuzunun regiilasyonuna bagh olarak degisimi metallotiyonin

doniisiim hizin1 etkilemektedir. (52, 59).

Sentezlenen metallotiyonin proteininin  yikimi regulasyonu agisinda Onemlidir.
Sentezlenen metallotiyoninin yar1 omrii saatlerle ifade edilmektedir ve metallotiyonin
genini uyaran faktore gore biiyiik farklar gostermektedir. Cinko baglanmis
metallotiyonin (Zn-MT)'in yar1 omrii 18-20 saat, Cd baglanmis metallotiyonin (Cd-
MT)'in yar1 6mrii ise 3 giindiir. Yetiskin sigcanlarda metallotiyoninin yar1 6mrii 4 saattir,
yeni doganlarda ise bu siire 49 saate kadar cikabilmektedir. Metallotiyoninin yikimi

metal icerigi ve canlinin yasina gore farklilik gostermektedir (52, 59, 62).

Fetal gelisim boyunca dokulardaki MT1 ve MT2 konsantrasyonlar1 biiyiik degisimler
gosterir. MT1 ve MT2 sigcan karacigerinde en erken gebeligin 18. giiniinde belirlenebilir
ve dogumda maksimum konsantrasyona erigir. Yeni dogan si¢an karacigerindeki

metallotiyonin konsantrasyonu yetiskine gore 20 kat daha fazladir. Dogumda erisilen bu
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yilksek metallotiyonin konsantrasyonu dogumdan sonra iki hafta devam eder,
sonrasinda hizla diiserek 35 giinde yetigkin seviyesine iner. Sicanlara benzer sekilde
yeni dogan farelerde de bobrek, dalak, kalp, akciger, pankreas ve mide metallotiyonin
degerleri yetiskinlerden 3-10 kat fazladir ve 3-4 hafta sonra yetiskin diizeyine iner.
Calisillan tiim dokularda fetiis ve yeni doganlarda metallotiyonin konsantrasyonu
yiiksek bulunmasina ragmen, sadece beyin metallotiyonin konsantrasyonu yeni doganda
yetiskine gore %50 azdir, dogumdan sonra yiikselir ancak 21. giinde yetiskin seviyesine

erigir (52, 63).

Metallotiyoninin hiicresel lokalizasyonunun bilinmesi fizyolojik fonksiyonlarinin
aydinlatilmasi agisindan Onemlidir. Metallotiyonin genellikle sitoplazmada bulunur
fakat hiicre diferansiyasyonu ve poliferasyonunun 6zellikle hiicre dongiisii asamalar1
sirasinda metallotiyonin ¢ekirdege tasinir (64). Buna bagli olarak fetiis ve yeni doganda
metallotiyoninin daha c¢ok cekirdekte oldugu, oysa yetiskin hiicrelerde daha c¢ok
sitoplazmada bulundugu gosterilmistir. Bu da fetiis ve yeni doganda, metallotiyoninin
intraselliiler yikim sistemlerinden uzak kalarak yiiksek konsantrasyonda bulundugunu
gosterir. Sitoplazmada ve c¢ekirdekte bulunan metallotiyoninlerin fonksiyonlarinin
arastirilmasi amaciyla metallotiyonin-null hiicrelerde yapilan c¢alismada, sitoplazmada
bulunan metallotiyonin oksidatif hasar1 ve agir metal toksisitesini baskilayici etki
gosterirken, c¢ekirdekte bulunan metallotiyoninin bodyle bir etki saglamadigi tespit
edilmistir. Cekirdekte bulunan metallotiyoninin ise ultraviyole isinlar ve hidrojen
peroksite bagli olarak olusan DNA hasarinda koruyucu etki sagladigi saptanmigtir (52-
54, 55-59, 65-66).

MT1 ve MT?2 regiilasyonu lizozomal ve lizozomal olmayan c¢esitli hiicresel yikim
sistemleriyle kontrol edilir. Metallotiyonin proteolizinin lizozomda daha fazla oldugu

belirtilmektedir (67).

Ali et al.2002; Kimura et al.2000; Satoh et al.1988 tarafindan yapilan bir ¢alismada
metallotiyonin ile ¢inko, bizmut ve bakir gibi agir metallerin myokard hiicrelerini
doksorubisinin  toksisitesinden korudugu kanitlanmistir (46). Metallotiyoninin
doksorubisinin, paraquat, platinum ve iyonizan radyasyona bagli oksidatif stres
hasarlarin1 hafiflettigi in vivo c¢aligmalarda gosterilmistir. Fakat mekanizmasi hala tam

olarak bilinmemektedir.
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Yi Shuai et al. Tarafindan 2007 de yapilan bir calismada ise metallotiyoninin dogrudan
dogruya reaktif oksijen tiirlerini ki bu toksik radikaller siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri olup bunlar1 yok ettigini gostermislerdir. Serbest hiicre sistemleri
metallotiyoninin peroksinitritle dogrudan dogruya etkilesime girip onun lipit ve
DNA’ya olan zararim azaltmaktadir. Dahasi metallotiyonin Parkinson ve Diabetik
kardiyomyopatide peroksinitrit formasyonlarmi inhibe ederek koruyucu rol

istlenmektedir.(46)
2.3. CINKO PIiRiITIONUN OZELLIiKLERIi

Cinko pirition bir ¢inko metal kompleksidir. Bu renksiz kati, mantar Onleyici ve
antibakteriyel ajan olarak kullanilmaktadir. Birgok ismi olan bu metal kompleksi mono
anyonlar olan pirition ligantlari, oksijen ve kiikiirt merkezler araciligiyla Zn®* ile
selathdir. Kristal halde iken ¢inko pirition, simetri merkezli (centrosymmetric) bir
dimer olarak bulunmaktadir. Her bir ¢inkoya, iki kiikiirt ve ii¢ oksijen baghdir. Fakat
cozeltide dimerler, bir Zn-O bagmin ayrilmasiyla ¢oziiliirler. Oda sicakliginda (25°C)

kat1 halde bulunur (68). Sekil 2.2’de ZnPyr’nin molekiil formiilii gosterilmistir.

NN O

| |
N N
O O
Sekil 2.2. ZnPyr’nin molekiil formiilii (69).

Cinko pirition yiiksek lipofilik yapiya sahiptir ve hiicre membranindan kolayca
gecebilmektedir (70). Apopitozisi Onleyici etkisi yapilan deneylerle kanitlanmistir. Bu
etkisini ErbP, proteinleri ve PI3k/Akt aktivasyonunu azaltarak saglamaktadir.
Boylece de hiicreleri reperfiizyon injurisinden korumaktadir. Cinko pirition NF-KB
aktivitesini inhibe eder, endotel hiicrelerinde adhezyon molekiilii olusumunu 6nler ve
damarlar1 ateroskleroza karst korur (1). Cinko pirition  intraselliiler ¢inko

konsantrasyonu artirir.  Siiperoksit anyonlarmin iiretimini azaltir.

Tablo 2.3’de ZnPyr’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri gdsterilmistir.
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Tablo 2.3. ZnPyr’nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri (69)

Molekiil formiilii C,oHsN,0,S,7n
CAS numarast 13463-41-7
Molar hacmi 317,70 g/mol
Erime noktasi 240°C

Sudaki ¢oziinebilirligi 8ppm (pH 7)

Ozellikle iskemi reperfiizyon sirasinda kaybedilmis cinkoya ilave olarak verilen ve
cinkonun bir formu olan ‘zinc ionophore pyrithion’ un reperfiizyon sirasinda
miyokardial hiicre oliimlerini neredeyse %100 oraninda, aritmileri ise iki kat azalttigi
gosterilmistir. Iiskemi reperfiizyon uygulanms kalp dokularinin flouresan goriintiileme
yontemi ile morfolojik analizi yapildiginda miyokardiyal hasar olustugu ve serbest
cinko seviyesinin diisiik oldugu tesbit edilmistir. Fakat kalpler yeniden c¢inko pirition ile
reperfiize edildiginde hiicreler normal kardiyak miyosit morfolojisi kazanmiglardir.
Benzer sekilde diyetlerine cinko pirition eklendiginde de aymi etki goriilmiistiir. Cinko
pirition aritmi insidansin1 azaltmakta ve iskemi sonrasi miyokard hiicrelerini

korumaktadair. (1)
2.4. DOKSORUBISIN

Doksorubisin, Streptomyces peucetius kiiltiirlerinden elde edilen, antibiyotik
niteliginde, antrasiklin grubu bir kemoterapotik ajandir (75). Doksorubisin, genis
spekturumlu bir ajan olmasindan dolayi, gastrointestinal tiimor, sarkomlar, lenfomalar,
gogiis ve yumurtalik kanseri gibi kat1 tiimorler ve 16semi gibi kan kanserlerinde halen
kullanilan bir ilactir (76). Antrasiklinlerin kimyasal yapilar1 karmasiktir, bir aglycone ve
bir amino seker grubundan olusmus quinon formundaki doksorubisin Sekil 2.3.’te

gosterilmistir (74).
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Sekil 2.3. Doksorubisinin Yapisi

2.4.1. Doksorubisin’in Etki Mekanizmasi

Antrasiklin bilesikleri DNA ile etkileserek RNA sentezi dahil olmak iizere DNA’nin
bircok fonksiyonunu bozar. Tek ve cift zincir kirilmalar1 olusur. Bundan dolay1
antrasiklinler mutajenik ve teratojenik etki gosterirler (77). Doksorubisin, kanser
kemoterapisinde kullanilan ilk antrasiklin antibiyotiktir. Doksorubisinin sitotoksik ve
sitostatik etki mekanizmalar1 arasinda topoizomeraz II inhibisyonu, doksorubisin-demir
kompleksinin DNA ‘ya baglanmasi ve DNA baz ciftlerinin ilacla etkilesmesi gibi
radikale bagli olmayan mekanizmalar ve serbest radikal iiretimi ile DNA hasar1 yer

almaktadir (78, 79).

Antrasiklinlerin  apoptotik  hiicre Oliimiinii  indiikledikleri  gosterilmistir  (79).
Doksorubisin, DNA ¢ift zincirini, bu zincir i¢inde komsu guanozin-sitozin baz ¢iftleri
arasina enine yerleserek etkiler (80). Bu tiir yerlesim antineoplastik ilaclarin (alkilleyici
olanlar haric) DNA molekiiliinii etkilemesinin, ¢apraz-baglanmay1 andiran, fakat farklh
olan bir seklidir. Bu nitelikteki molekiiller, DNA ¢ift zinciri i¢indeki birbirine bitisik iki
baz ciftinin arasina girerek onlara reversible sekilde baglanirlar. Ancak reversible
baglanma, zamanla irreversible baglanmaya doniisebilir. Ayn1t DNA cift-zincirinde
bircok noktada olan bu yerlesim ve baglanma komsu baz ciftlerinin birbirinden

uzaklagsmasina, zincirin uzamasina ve sarmalligin azalmasmna yol acar. Sonucta
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DNA’nin replikasyonu (DNA sentezi) ve transkripsiyonu (mRNA sentezi) inhibe edilir
(80).

Doksorubisin

Doksorubisin

Sekil 2.4. Doksorubisin- DNA Kompleksi

2.4.2. Yan Etkileri

Teratojenik, mutajenik ve karsinojeniktir (80). Doksorubisin  verilen hastalarin
cogunda en sik goriilen yan etkiler kemik iligi aktivitesinde azalma, agiz mukoza
iltihabi, sindirim bozuklugu ve sa¢ dokiilmesidir. Agir 16kosit ve trombosit kaybi

olabileceginden dozu smirlandirilmistir (81).

Kardiyak yan etki olarak ise; Doksorubisinin neden oldugu ii¢ ¢esit kardiyotoksisite
belirlenmistir (82). Birincisi, tedavinin hemen sonrasinda goriilen akut ya da subakut
hasar. Ikinci olarak, kardiyomiyopatiyle sonuclanan doksorubisinin neden oldugu
kronik kardiyotoksisitedir. Son olarak, doksorubisin tedavisinin tamamlanmasindan
yillar sonra olusan doksorubisin kardiyotoksisitesinin neden oldugu, ventrikiiler

bozukluklar ve aritmidir(83, 84).

Doksorubisin vezikan bir ilactir. Ekstravazasyonu doku nekrozuna neden olur (80).

Doksorubisin idrar1 gegici olarak kirmiziya boyar, bunun klinik bir 6nemi yoktur.
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2.5. KEMOTERAPIK BIiR AJAN OLAN DOKSORUBISIN VE
DOKSORUBISINE BAGLI GELISEN KARDiYOTOKSISITE

Antitiim0r antibiyotiklerden olan doksorubisin (DOX) ve diger antrasiklinler 1960’
larda Streptomyces peucetius var. Caesieus kiiltiirlerinden izole edilmis olan bir grup

glikozidik antibiyotiklerdir (74).

Antrasiklin antibiyotiklerin kullanimmin artmasiyla, doksorubisin kemoterapisinin
birka¢ siddetli komplikasyonu olarak bilinen akut ve kiimilatif doz bagimh
kardiyotoksisite fark edilmistir (85). Kemoterapétiklerin en 6nemli yan etkilerinden biri
olan kardiyotoksisite ilk kez doksorubisin tedavisi alan ¢ocuklarda kalp yetmezligi
gelistiginin fark edilmesiyle dikkat ¢ekmis, kullanimlar1 arttikca diger antrasiklinlerin

ve 5-fluorourasilin de kardiyotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir (86).

Kardiyotoksisite genellikle terapotik molekiillerin kalp fonksiyonu {izerine olan
olumsuz etkilerini genis bir yelpazede tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Kanser
tedavisi i¢in kullanilan ¢esitli kemoterapétikler kardiyovaskiiler komplikasyon riskiyle
iligkilidir. ~ Kardiyak fonksiyon defektleri semptomatik veya asemptomatik
olabilmektedir (87). Bu sorunun klasik ©rnegi doksorubisin gibi antrasiklinler,

hematolojik maligniteler ve solid tiimorlerin tedavisinde kullanimidir (88, 89).

Antikanser ilaclara bagl potansiyel kardiyovaskiiler toksisite, QT siiresinin uzamasi,
aritmiler, myokard iskemisi, hipertansiyon, tromboembolitik komplikasyonlar
(antionjiojerik ajanlar) (89) ve myokardiyal fonksiyon bozuklugunu igine alir (90).
Ikinci olarak bu degisiklikler geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir, tedavi
esnasinda yada sonrasinda gelisebilir. Ornegin doksorubisin gibi antrasiklinlerin klinik
kullanim1 , genellikle doza bagimhi ve kiimiilatif olarak kardiyomyopati ve konjestif
kalp yetmezliginin gelisiminden dolayr siirlandirilmistir (91). Akut kardiyotoksisite
goriilmekle birlikte en sikintili formu ge¢ meydana gelen ve kalbin yapisal
bozukluklariyla karakterize olandir (92). Sol ventrikiil duvar kalinliginda artma,

myokard kiitlesinde ve sol ventrikiil kompliyansinda azalmaya neden olur (89, 93, 94).

Antrasiklinlerin indiikledigi  kardiyotoksisiste  akut, kronik, ilerleyici ve gec
baslayan kronik ilerleyici olarak smiflandirilmistir (95). Akut kardiyotoksisite
devamli ya da kisa siireli ila¢ infiizyonu sonrast olusur ve nonspesifik EKG
degisiklikleri ve aritmileri igerir ki bazi hastalarda perikardit, miyokardit gibi kalp
hastaliklar1 egliginde olabilir (92). Bu komplikasyonlar tipik olarak geri doniistimliidiir,
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doza bagimli degildir ve daha fazla antrasiklin kullanimini 6nlemez. Akut kardiyak
O0lim ve ani Oliimlerde rapor edilmis tek sebeptir (92, 96). Klinik miyokarditle
benzerdir. Odem ve sol ventrikiil (LV) duvarinda kalinlasmayla birlikte % 60
mortaliteye sahiptir. Akut kardiyotoksisite, hastalarm % 1 ‘inde olusurken, subakut
formu hastalarin % 1.4-2° sinde olusur (92). Klinikte en belirgin etkisi; kronik kardiyak
toksisiste, konjestif kalp yetmezligi ve LV disfonksiyonudur (97, 98). Ge¢ baslangic
kronik ilerleyici toksisite, genellikle ilk bir yildan sonra terapi tamamlama ve
niikslerden sonra goriilir (98). Gec¢ baslangic kronik ilerleyici toksisiste kanser
tedavisinin ilk dozundan 10-20 yila kadar belli olmamaktadir. Antrasiklinle ilgili tedavi
edilmeyen kalp hastaliklarinda LV disfonksiyonunun ilk 2 yillik mortalitesi % 50’ dir
(98, 99). Geg kardiyak toksisitede en 6nemli risk faktorii kiimiilatif tedavidir (99).

Antrasiklinin her bir dozunun kalpte yapisal degisikliklere sebep olduguna inamilir ki
eninde sonunda kardiyak oliimlere sebep olur. Bu defektler mekanizma tarafindan, belli
esik degerlere kadar kompanse edilir ama ventrikiiler remodeling siklikla coklu

formlarda kardiyak yaralanmalar1 tetikler (100).
2.5.1. Patafizyolojisi

Kardiyotoksisitenin literatiirde dikkat c¢ekici bircok yonii olmasma ragmen
antrasiklinlerin kalp iizerindeki zararl etkileri i¢in One siiriilen teoriler yeterli degildir.
Antrasiklinin  indiikledigi myokardiyal hasarlarin olusmasinda birinci siray1 serbest
oksijen radikallerinin iiretimi almigtir (95). Antrasiklin tedavisinin, 6zellikle hiicre i¢i
demir seviyesini artirarak, reaktif oksijen partikiilleri (ROS ) olusumunda etkili oldugu
pek cok calisma ile desteklenmistir. Son c¢alismalar, antrasiklinlerin sadece ROS

yapimini artirarak kardiyotoksisite olusturmadigini gostermistir (95, 101).

ROS ‘un disinda antrasiklinlerin, kardiyomiyosit, apopitozisi ve nekrozisi tetikledigi,
normal sarkomer yapisinda bozukluk , yeterli kasilma i¢in gereken enerji eldesindeki
bozukluklar gibi etkileri olduguna dair kuvvetli deliller vardir (95). Son yillarda
antrasiklinlerin, kalp yetmezligini modiile eden, neuregulin/heregulin-Erb/HER2 ve
hiicre salvage kinaz yollar1 gibi kompansatér ve prosurvival mekanizmalar iizerine

etkileri ile ilgili calismalar yogunlagmistir (102, 103).
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2.5.2. Oksidatif Stres ve Demir Hipotezi

Antrasiklinlerin kimyasal yapist karmasiktir. Bu ilaglar bir aglycone ve bir sekerden
olusan yapidadir. Aglycone; bir tetrasiklin halkasiyla birlikte quinon ve hidroquinon
yarimlarindan olusmaktadir. Kinon yarimlar1 toksikolojik Oneme sahiptir (95,104).
Antrasiklinin, tetrasiklin halkasindaki bir elektronun azalmasi semiquinon serbest
radikalinin olusmasina sebep olur. Bu radikal anoksik ortama nispeten yerlesmistir ama
normoksik durumlar altinda oksijene verilen eslestirilmemis elektron, siiperoksit
radikallerin sekillendirilmis halidir. Uygun flavoproteinler, kompleks I katalizi
azaltilmig semiquinon radikaller NADH yada NADPH ‘dan elektron alan ve veren
antrasiklinlerdir. Reaksiyonun bu dizisi redoks dongiisii olarak bilinir (95). Son derece
zarar verici ve nispeten i¢inde bir miktar siiperoksit radikallerin sayisiz olusumu ic¢in
yeterli degildir. Antrasiklinin redoks dongiisii sitoplazma , mitokondri ve sarkoplazmik
retikulumda olur. Antrasiklin aracili serbest  radikal zararlarmin ilk hedefleri
peroksidasyona meyilli, yagdan zengin ¢esitli duvar membranlaridir. Bu radikal zararin
sonuclar1 , makromolekiiler hedefli daha fazla saldir1 icin bir ¢cok kararli ve yiiksek
toksik etkili aldehit iiretimidir. ROS olusumu ile indiiklenen antrasiklinlerin quinon
kismi, nitrik oksit, nitrik oksit sentaz, peroksinitrit ve siiperoksit anyonunun

olusumuna yol acan oksidatif stresi indiikler (95, 105).

ROS iiretimi, kardiyotoksisite olustururken bir¢ok mekanizma icerir. Bu mekanizmalar
kardiyak proteinlerin ekspresyonunda bozulma, hiicresel ve mitokondriyal kalsiyum
homeostazisinde bozulma, mitokondrideki DNA lenzyonlarininin indiiklenmesidir.
ROS olusumu, mitokondrideki enerji olusumunu, ATP’ nin elektrotansportunu bozar.
Bunun yaninda miyoflamentleri ve sitoskeleton proteinlerin yapisinin bozulmasina

neden olabilir (95, 105).
2.5.3. Mitokondriyal Apopitozis ve Nekrozis Yolu

Antrasiklinlerin kardiyak yan etkileri iki mekanizma igerir. Bunlar birbirleri ile
etkilesim halinde olan oksidatif stres ve apopitozisdir. Bu hiicresel olaylarin pek ¢cogu
ROS tarafindan olusturulur. ROS kardiyomiyosit 6liimlerine sebeb olur (95, 105).
Antrasiklinlerin indiikledigi kardiyomiyopati i¢cin primer mekanizmanmn ROS olusumu
oldugu gosterilmistir. ROS’un yaptig1 hasarlar, apopitotik ve nekrotik yollarin
aktivasyonunu takiben kalp hiicrelerinin 6liimii, antrasiklinlerin indiikledigi

kardiyotoksisite i¢cin bize etkin bir aciklama saglar (105, 106). Antrasiklinlerin in vivo
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olarak hayvanlara verilmesi, apopitotik hiicre Oliimlerinin gelistigini gostermistir.
Hayvan kiiltiir caligmalarinda da bu apopitotik ve nekrotik hiicre Oliimlerinin,
antrasiklinler tarafindan indiiklendigi belirtilmistir. Antrasiklinle muamele edilen
hastalarin endomiyokardiyal biyopsilerinde, apopitozis ve mitokondriyal hasar
belirtileri gosterilmistir (105, 107). Antrasiklin verilmesi esnasinda kardiyomiyosit
Olimleri apopitozisin biyokimyasal Ozelliklerini icerir ve ayn1 zamanda hiicre
nekrozunun morfolojik goriintiilerini  gosterir. Antrasiklinin indiikledigi kalpteki
apopitozis, mitokondriyal yolla olusmaktadir. Bu mitokondride bulunan Bax, sitokrom
c ve caspase-3 gibi maddeleri gerektirir (105, 106). Antrasiklin muamelesi
mitokondrilerde oksidatif stresi artirir ve intraselliiler kalsiyum seviyesini bozar.
Artmus intraselliiler kalsiyum, mitokondriyal kalsiyum seviyesini de artirir. Iste bu
kalsiyum seviyesinin artmasi da muhtemelen mitochondrial permeabilty transation pore
(mPTP)’ nin gecirgenligini artirir. Boylelikle membran potansiyeli degisir, dis
membranin gecirgenligini artirir, mitokondrilerde sismeye neden olur , mitokondriler
icindeki sitokrom c gibi apopitotik faktorlerin disariya gegisini artirr . Sitozoldeki
sitokrom ¢ , adaptor potein apopitozis proteaz aktivator protein -1 (Apaf-1), dATP

ve caspase-9 ile kompleks olusturur (106).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, mitokondriyal permabilitedeki bir artisin, mPTP’ nin
acilmasina ve apopitotik hiicre Oliimiin baslaticis1 oldugu gosterilmistir. Nekrozis,
eriskin insan kalp hasarlarmin pek cok formunda olusur ve bunlardan biride
antikanserojen ilaglarin kardiyotoksik etkisidir. Yeni ¢alismalar gostermistir ki, mPTP
apopitozisi baglatmaz, bu kompleks nekroziste onemli bir role sahiptir( 108, 109). Cyc-
D’si olmayan fareleri kullanan ¢alismacilar, mPTP’ un hiicre nekrozisinde onemli rol
oynadigin1 gostermistir. Cyc-D’si olmayan fareler, kalsiyum artis1 ile indiiklenmede
oldugu gibi, nekrotik uyarimlara diren¢ gostermis, ama klasik apopitotik artiricilari ile

muamele edilince 6lmiislerdir (110, 111).
2.5.4. Alternatif Hiicre Oliimleri

Son yillarda hiicre Oliimiiniin onkozis ve otofaji olarak alternatif iki tipi daha
belirlenmistir. Hiicre onkozisinin 6zelligi ki bu genellikle sitoplazmanin sismesiyle ve
sarkomerin plazma membranmin erken parcalanmasiyla iliskilidir (113).  Son
caligmalar, antrasiklinlerin indiikledigi hiicre  Oliimlerinin, mPTP  bagimh

mekanizmalarla cok 1iyi programlanabildigini gostermistir (114). Mitokondriyal
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kalsiyum birikmesi nedeniyle artan ROS, mPTP’ lar1 acarak, mitokondriyal sismeye ve
ATP eksikligine neden olur. Tiim bunlarda nekrotik hiicre 6liimiinii baglatir (106) .
Otofaji ise, genelde sitoplazmik bilesenlerin, organellerin ya da uzun Omiirlii
proteinlerin, toplu yikimmi ve geri doniisimiinii saglayarak, koruyucu bir goérev
iistlenir. Kalpteki otofaji 6nemlidir. Ozellikle normal sartlar altinda, diisiik bazal
seviyelerde, yasl organelleri temizleyerek, hiicrenin canli kalmasini saglar. Iskemi-
reperfiizyon hasar1 ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklara cevap olarak
daha fazla ¢aligir. Otofajik hiicrelerin miyokardiyal fonksiyon bozukluklarinda 6nemli
oldugu, doksorubisinin indiikledigi miyokardiyal hasarda, otofajik hiicrelerin oliimiiyle
aciklanir. Antrasiklinler, mitokondri iizerinde apopitozis, nekrozis ve Ozellikle ROS
yapiminin artmasi, hiicrede asir1 kalsiyumun birikmesi, DNA lezyonlarini artirmasi

yollariyla hiicre 6liimlerine neden olur(115).



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dah ve Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
Proje, Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu ve Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Bagkanligmin 11/100 nolu

karar1 ile onaylanmuistir.
3.1. DENEY HAYVANLARI

Calisma; etik kurul onay1 almarak Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinden (DEKAM) saglanan ve viicut agirhigi 320 £50 g olan 28 adet Spraque
Dawley cinsi erkek sicanlar ile gerceklestirildi. Sicanlar deney siiresince sicakligi 24 +
1°C arasinda olan ortamda barindirildi. Gece giindiiz dongiisii otomatik aygit ile 12 saat
gece (6.00 — 20.00), 12 saat giindiiz (20.00 — 6.00) olacak sekilde ayarlandi. Calisma
sliresince hayvanlara pelet seklinde standart sican yemi ve cesme suyu verildi. Deney

oncesi ve deney bitiminde si¢anlarin agirliklar tartildi.
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3.2. DENEY GRUPLARI

1) Kontrol Grubu (KONT, n=6): Yedi giin boyunca serum fizyolojik (SF)

soliisyonunun [1 ml hayvan basina intragastrik (i.g.) ] verildigi grup.

2) Doksorubisin Grubu (DOX, n=6): Birinci giin tek doz doksorubisin (10

mg/kg/hayvan basina 1ml intraperitoneal (i.p.) ve yedi giin boyunca 1ml i.g.SF verilen
grup.
3) Cinko Pirition Grubu ( ZnPyr, n=6):Yedi giin boyunca ( 10 mg/kg/hayvan basina

Iml i.g.) ¢inko verilen grup.

4) Doksorubisin + Cinko Pirition Grubu ( DOX+Znpyr, n=6): Birinci giin tek doz
doksorubisin (10 mg/kg/hayvan basina 1ml i.p.) ,yedi giin boyunca ( 10 mg/kg/hayvan

basina 1ml i.g) ¢inko verilen grup.
3.3. ARTERYAL KAN BASINCI OLCUMU

Arteryal kan basinci direkt yontemle femoral arterden kaydedildi. Kayit 6ncesi, bir hafta
boyunca gavaj yapilan siganlara anestezi uygulandi. Ketamin (39, 35 mg/kg) ve
xylazine (4.96 mg/kg ) karigimi i.p. olarak verildi. Anestezi altindaki siganin sol kasik
bolgesindeki femoral artere paralel olacak sekilde deride bir kesi yapildi. Deri alt1
dokusu ve fasyalar kiint disseksiyon ile ayrilarak Arteria femoralise ulasild1 ve siyatik

sinir korunarak damar izole edildi.
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Resim 3.1. Femoral arter kateterizasyonu sonrasi kan basinci kaydi alinmasi

Kayitlarin alinabilmesi icin femoral artere 100 U/mL oraninda heparin igceren serum
fizyolojik ile dolu PE-50 tubing yerlestirildi. Basin¢ cevirici-yiikseltici sistemi ve
yiikselticiye baglit MP-30 sistemi (Biopac Systems, Inc., CA) ile 15 dk boyunca kan
basing degerleri kaydedildi.Hayvanlar uyanmadan onceki bes dakika boyunca alinan
kayitlar bilgisayarda isaretlendi. Sonrasinda hayvanlardan biyokimyasal dl¢timler i¢in
1,5 ml kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rnegi 4000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edildi. Elde edilen plazmalar ependorf tiiplerine alinarak -20°C de saklandi. Anestezi
altindaki sicanlarin, sag sternotomi ile toraksi acildi ve kalbe herhangi bir mekanik
hasar vermeden kalp cikarildi. Cikarilan kalp dokusu SF c¢ozeltisi igersine alindi. SF

icine alinan kalp yikanarak ve lizerindeki diger dokulardan izole edilerek tartildi.
3.4. EKG KAYDI

EKG elektrotlarinin pozitif ucu sol kola, negatif ucu sag kola ve toprak elektrodu sag
ayaga baglandi. Elektrokardiyografide hayvanlarin atriyum ve ventrikiil fonksiyonlarmi
degerlendirmemizi saglayan PR’nin, QT nin, QRS’in siireleri, R-R intervali ve P-R

segmenti degerlendirildi.
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R-R intervali R dalgasinin baslangicindan QRS kompleksinin baslangicina kadar gecen
stiredir. QRS kompleksi Q dalgasinin baslangicindan S dalgasinin sonuna kadar gecen
siiredir. . R dalgas1t QRS kompleksindeki ilk pozitif defleksiyondur. Ventrikiillerin
depolarizasyon siirecini kapsar. QT intervali Q dalgasinin basindan T dalgasinin sonuna
kadar gecen siiredir. Ventrikiillerin depolarizasyon ve repolarizasyon siireglerini kapsar.
PR segmenti P dalgasinin bitiminden QRS kompleksinin baslangicina kadar olan
izoelektrik ¢izgidir. PR intervali P dalgasinin basindan QRS kompleksinin basina kadar
olan mesafedir.Atriyumlarin depolarizasyon siirecini kapsar. Elektrokardiyografi kalpte
olusan ritim ve iletim bozukluklari, kalp kasi hipertrofileri, kardiyomyopatiler,

perikardit, miyokardit ve koroner arter hastaliklarin1 degerlendirmede kullanilir.

A

QRS QT PRseg

R-R

PRint.

S

Resim 3.2. Sicanlarin EKG ve Kan basinci kaydi. QRS, PR, QT, PRseg, ve R-R parametrelerinin EKG

dalgast lizerinde gosterilmesi.

3.5 EKOKARDiIYOGRAFI

Hayvanlarin ekokardiyografi cekimleri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Kardiyoloji Ana Bilim Dalinda gerceklestirildi. Islem ©ncesi hayvanlara i.p.anastezi
uygulanarak sedasyon saglandi. Net goriintii elde edebilmek icin hayvanlarin gogiisleri
tras edildi.Ol¢iim "Vivid 7 Pro Dimension 08GE Health care" cihaz ile 10S prob
kullanilarak yapildi. 2 boyutlu M-mode ekokardiyografi kullanildi. Parasternal uzun

eksen goriintii bulunduktan sonra kayitlar alindi.
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M-mode ekokardiyografi; sol ventrikiil diyastol ve sistol sonu c¢api, interventrikiiler
septum ve posterior duvar kalinliklari, sol atriyum cap1, aort ¢apinin dlciilmesinde, sol

ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun ve fraksiyonel kisalmanin belirlenmesinde kullanilir.

Ekokardiyografide hayvanlarin kalp hizi (HR), kardiyak autput (CO), interventrikiiler
septum diyastolik capt (IVSD), sol ventrikiil diyastol sonu cap1 (LVIDd,) ejeksiyon
fraksiyonu (EF,) fraksiyonel kisalma (FS) degerlerdirildi.

Resim.3.3. M-mode ekokardiyografi cihazi

3.6. BIYOKIMYASAL PARAMETRELERIN OLCUMU

Kreatin kinaz-MB (CK-MB), laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat
aminotransferaz (AST) ve alanin aminotrasferaz (ALT) Aktivite Tayinleri:
Doksorubisinin olusturdugu kalp hasarmi belirlemede; CK-MB, LDH, AST ve ALT
gibi enzim aktivite tayinleri, klinik biyokimya laboratuvarinda, rutinde kullanilan alet
ve kitler ile yapild1 (Beckman Coulter LX-2000, Beckman kids). CK-MB, LDH, AST

ve ALT nin 6l¢iim degerlerinin birimi U/L’dir.
3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel hesaplamalar, Excell ve SPSS 16.0 programlari kullanilarak yapildi. Ikiden
cok grup arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde; normal dagilima uygunluk
saptanan kosullarda, tek yonli ANOVA uygulandi ve ardindan post hoc test olarak,
Tukey testi kullanildi. Bagimli gruplarin ortalamalari karsilastirmak icin 6nce Kruskal
Wallis ANOVA ardmdan ikili karsilastirma i¢in bagimli gruplarda t-testi kullanildi.
Degerler ort.+SD olarak gosterildi. P<0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Calismanin basinda hayvanlar viicut agirliklar1 tartildiktan sonra gruplara rastgele
dagitilmistir. Gruplara dahil edilen hayvanlarin agrliklar1 arasinda istatistiksel bir fark

bulunmamistir. Bu hayvanlarin gruplara dagilimmin homojen oldugunun gostergesidir.

Bir haftalik infiizyon isleminin bitiminden sonra kalp fonksiyonlar1 ve enzim aktiviteleri
Olciilmeden ©nce hayvan viicut agirliklar1 tekrar belirlenmistir. Kontrol grubu ile diger
guruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik olusmustur.Ayrica
doksorubisin alan grup ile ¢inko pirition alan grup arasinda da istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik vardir. Deney Oncesi, sonrasi siganlarin viicut agirlik ortalamalari

Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Deney 6ncesi, sonrasi sicanlarin viicut agirlik ortalamalari.
Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=6)

Gruplar ik Agirlik (gr) Son Agirlik (gr)
Kontrol 39347 389+16
ZnPyr 357420 347420°
Dox 331227 296+19>¢
Dox+ZnPyr 374+15 320+21°

Kontrol: Serum fizyolojik verilen grup, ZnPyr: Cinko pirition verilen grup, Dox: Doksorubisin verilen
grup, Dox+ZnPyr: Doksorubisin+Cinko pirition verilen grup.

a: p<0.05 Kontrol grubuna goére b: p<0.001 Kontrol grubuna gore c: p<0.001 Cinko pirition grubuna gore.

4.1. BIYOKIMYASAL OLCUM VERILERI

Kardiyak hasar1 belirlemede klinikte rutin olarak degerlendirilen CK-MB, LDH, AST
ve ALT enzim diizeyleri yedi giin uygulanan cinko piritionun son infiizyonundan 24
saat sonra Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubuna gore ¢inko pirition verilen grupta CK-MB,
LDH, AST ve ALT enzim aktiviteleri yiikselmistir. Bu yiikselmeler, CK-MB, AST ve
ALT degerlerinde istatistiksel olarak anlamli olup ,LDH i¢in anlaml1 degildir.

Sicanlarin plazma CK-MB, LDH AST ve ALT Enzim aktiviteleri Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Siganlarin plazma CK-MB, LDH, AST ve ALT Enzim aktiviteleri.
Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=6)

Gruplar CK-MB(U/L) |LDH (U/L)  |AST (U/L) |ALT (U/L)
Kontrol 62+12 144434 78 £17 61+05"
ZnPyr 161£33° 173+14 102+36° 66+08"
Dox 70£09° 189+76 182450™ 68+04"
Dox+ZnPyr 140435 208454 124+08° 86205

CK-MB: Kreatinin kinaz-MB, AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz,
LDH: Laktat dehidrogenaz

a: p<0.001 Kontrol grubuna gore, b: p<0.001 Cinko pirition grubuna gére, c: p<0.001 Doksorubisin
grubuna gore, d: p<0.05 Cinko pirition grubuna gore, e: p<0.05 Doksorubisin grubuna gore, f: p<0.001
Doksorubisin+Cinko pirition grubuna gore.
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4.2. GRUPLARIN EKG PARAMETRE DEGERLERI

Doksorubisinin kalp fonksiyonlar1 iizerine olan etkisini gostermede kullanilan
parametrelerden biri olan EKG degerlerine baktigimizda kontrol grubu ile c¢inko
pirition, doksorubisin, doksorubisin+ ¢inko pirition alan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark vardir. Doksorubisin alan grubun PR ve R-R intervali degerleri
diger gruplara gore daha yiiksek ¢ikmustir. Yanlizca ¢inko pirition alan grubun PR

intervali,QT intervali, R_R intervali ve QRS kompleksi siiresi diger gruplara gére daha

diisiik ¢ikmustir.Yanlizca ¢inko prition alan grubun  Pr segmenti siiresi ise diger
gruplara gore daha yliksek ¢ikmistir.

Tablo 4.3.Sicanlarin EKG parametre degerleri. Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=6)

Gruplar PR (ms) QT (ms) Prseg (ms) R_R (sn) QRS (ms)
Kontrol 0,027+0,001 | 0.046+0.003 0.010£0.008 | 0.188+0.014 0.031+0.001

ZnPyr 0.025+0.001 | 0.041£0.002* 0.01240.003 | 0.153+0.004 0.027+0.01°

Dox 0,030£0.003" | 0,046+0.003" | 0.005+0.001 |0.227+0.057°| 0.031+0.001"
Dox+ZnPyr 0.026+0.002 | 0.045+0.001 0.010+0.002 | 0.155+0.007¢ 0.028+0.002

R-R intervali: R dalgasmin baslangicindan QRS kompleksinin baslangicina kadar gecen siiredir. QRS
kompleksi: Q dalgasinin baslangicindan S dalgasinin sonuna kadar gecen siiredir. QT intervali: Q
dalgasmin basindan T dalgasinin sonuna kadar gegen siiredir. PR segmenti : P dalgasinin bitiminden QRS
kompleksinin baglangicina kadar olan izoelektrik ¢izgidir. PR intervali: P dalgasinin bagindan QRS
kompleksinin basina kadar olan mesafedir.

a: p<0.05 Kontrol grubuna gore, b: p<0.05 Cinko pirition grubuna gore, c: p<0.05 Doksorubisin grubuna
gore.

4.3. GRUPLARIN EKO PARAMETRE DEGERLERI

Hayvanlarin EKO 6l¢iimleri son doz ilag infiizyonundan 24 saat sonra yapilmistir.
Cinko pirition, doksorubisin, doksorubisin+ ¢inko pirition alan gruplarin kalp atim hiz1
kontrol grubuna gore diisiik cikmustir. Fakat istatistiksel olarak gruplar arasinda kalp
attm hizi ve kardiyak autput degerlerinde anlamli bir farklilik olusmazken
interventrikiiler septum diyastolik capi, sol ventrikiil diyastol sonu capi, ejeksiyon

fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma degerlerinde anlamli bir farklilik olusmustur.



Tablo 4.4 Sicanlarin EKO parametre degerleri. Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=6)
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Gruplar HR (BPM) CO(min) IVSd(mm) | LVIDd (mm) % EF % FS
Kontrol 386422 0.026+0.015 | 0.236+0.015 | 0.608+0.113 89+3 48+8
ZnPyr 260+22 0.025+0.013 | 1.696+0.192"| 4.758+0.845" 805" 4444
Dox 311+62 0.025+0,008 | 1.633+0.197" | 4.338+0.806" 87+4 5145
Dox+ZnPyr 281+66 0.013+0.008 | 1.611+0.384" | 4.165+0.538" TT7+4%¢ | 40£3°

CO: Kardiyak autput. HR: Kalp hiz1. IVSD: Interventrikiiler septum diyastolik ¢api
LVIDd: Sol ventrikiil diyastol sonu ¢ap1. EF: Ejeksiyon fraksiyonu, FS: Fraksiyonel kisalma
a: p<0.001 Kontrol grubuna gore, b: p<0.05 Kontrol grubuna gore, c: p<0.05 Doksorubisin grubuna gore.

ERCIYES UNV. PED KAR 10S M09

11105112 14.25.18

ADM rutinpediai TIs 0.7 0:07

6

LV d Mass

LV s Mass

LVd Mass (ASE

LVs Mass (ASE ; -y r: : s

1O mm s

Sekil 4.1. Eko degerleri
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4.4. GRUPLARIN KAN BASINCI DEGERLERI

Doksorubisin  ve ¢inko piritionun birlikte verildigi grubun ortalama,sistolik ve
diyastolik kan basinglar1 diger gruplara gore azalmustir. Istatistiksel olarak ise sistolik
ve ortalama kan basin¢lari arasinda anlamhi bir farklilik olusmazken diyastolik kan

basinglar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur.

Sicanlarin kan basinci degerleri Tablo 4,5’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. Sigcanlarin kan basinct degerleri. Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=6)

Gruplar OKB(mmHg) SKB (mmHg) DKB (mmHg)
Kontrol 11113 11313 108+13
ZnPyr 104+8 1149 9416
Dox 95+28 11434 84+24
Dox+ZnPyr 84+14 93+14 76+14°

OKB: Ortalama kan basici SKB: Sistolik kan basinct DKB: Diyastolik kan basinci
a: p<0.05 Kontrol grubuna gore.



5. TARTISMA VE SONUC

Doksorubisin (DOX) tiimorlerin tedavisinde kullanilan antrasiklin grubu kemoterapotik
bir ajandir. Klinikte kullaniminda ciddi kardiyotoksik etkilere sahiptir. Bunlar arasinda
gecici aritmi, spesifik elektrokardiyografik anormallikler, perikardit ve sol ventrikiil

fonksiyonlarinin baskilanmasi sayilabilir (71).

Doksorubisin RNA polimeraz ve sitokrom c oksidaz enzimlerini inhibe eder. Siiperoksit
anyonu, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri iiretir.
DNA'’ya baglanarak alkalizasyona neden olur. Hiicre membrani {izerine etkisi vardir ve
apopitozu tetikler. Kardiyak miyositlerde bulunan ATP’de transkripsiyonel degisiklikler
olusturmakta, sarkoplazmik retikulumda Ca—ATP az ‘1 kodlayan mRNA’y1 degisiklige
ugratmakta ve kardiak kontraktiliteyi azaltmaktadir. Doksorubisin, hiicrelerde ROS
birikimine ve metallotiyoninden ¢inkonun ayrilmasima neden olmaktadir. Boylece de
cinko seviyesini diisiirerek oksidatif strese yol = agmaktadir (28). Serbest radikallerin
olusumu ve endojen myokardiyal antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi,
doksorubisinin kalp yetmezligi patogenezinde dnemli rol oynadigini destekler. 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. Serbest radikaller, oksidatif stresten sorumludur. Doksorubisine bagli
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olarak olusan oksijen radikalleri eger yok edilmezse mitokondri ve plazma membrani

gibi hiicresel organellerde farkli oksidatif hasarlar ortaya ¢ikabilir.

Yapilan calismalarda Doksorubisinin, kalsinorin aktivitesini artirdigi goriilmektedir.
Kalsinorin ise kardiyak hipertrofi gelisiminde Onemli role sahiptir ve hiicre Oliimii

tizerinde etkisi vardir.

Cinko; organizmanin tiim yagami boyunca biiyiime ve reprodiiksiyon i¢in gerekli bir iz
elementidir. Eksikligi beyin, akcigerler, kalp, bobrekler ve iskelet kaslarini etkiler.
300’iin iizerinde enzimin aktivasyonunda c¢inkonun rolii oldugu yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. Intraselliiler cinko cogunlukla metalloproteine baghdir. Cinko pek cok
enzim icin kofaktor aktivasyon roliine sahiptir. Cinko oksidatif stresin azaltilmasinda,
apopitoz ve iltihabin engellenmesinde etkilidir. Serbest radikallere bagli hasar1 6nler ve
apopitotik  diizenleyicileri inhibe eder. Cinko pirition intraselliiler ¢inko

konsantrasyonu artirir. Siiperoksit anyonlarinin {iretimini azaltir.
Cinkonun apopitozu onledigi in vivo ve in vitro calismalarda gosterilmistir.(72)

Izole sican hiicrelerinde yapilan bir calismada artan radikallerin porlar1 actig1 fakat
cinkonun bunu engelledigi gosterilmistir. Cinko Akt(2), ERK2 Kinase (24), mTOR(27)
ve GSK3B (19) gibi intraselliiller sinyal elementlerinin aktivasyonunu diizenler. Bu
sinyal molekiilleri arasinda GSK3B’nin kadiyomiyositlerdeki  ‘mitochondrial
permeability transition pore (mPTP)’ larin acilmasini kolaylastiric1 rol oynadigi
gosterilmistir. Pek cok kalbi koruyucu uygulamalarin amact GSK3p’nin inaktivasyonu
ile mPTP agilimmin engellenmesini saglamak ve kalbi korumaktir. Iskemi sirasinda
mPTP kapali kalir fakat reperfiizyon baslangicinda acilir. Bu nedenle kalp reperfiizyon
sirasinda daha fazla hasar goriir.1,5 kDa’dan daha kiiciik molekiillere gecirgen olan
mPTP yiiksek riskli durumlarda mitakondrial i¢ membranin gecirgenligini artirir.
Kardiyak hiicrelerin ¢inko ile tedavi edilmesinin, reperfiizyon injiirisine kars1 koruyucu
etkisinin oldugu Karagulova ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmada ortaya
konulmustur (60). Cinkonun bir c¢esidi olan ¢inko pirition son yillarda kardiyak
myositler iizerine olan etkinligi acisindan kullanilan bir ¢inko cesididir. Cinko pirition
bir ¢cinko metal kompleksidir. Bu renksiz kati, mantar Onleyici ve  antibakteriyel
olarak kullanilmaktadir. Cinko pirition yiiksek lipofilik yapiya sahiptir ve hiicre
membranimndan kolayca gegebilmektedir. Cinko pirition, intraselliiler ¢inko

konsantrasyonunu artirir, siiperoksit anyonlarinin iiretimini azaltir. Bunun sonucunda da
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baslica glutatyan gibi protein dis1 tiollerin hiicresel miktarini azaltir. Apopitozu dnleyici
etkisi yapilan deneylerle kanitlanmistir. Bu etkisini Erbf, proteinleri ve Akt
aktivasyonunu azaltarak saglamaktadir. Boylece de hiicreleri reperfiizyon injurisinden
korumaktadir. Cinko pirition NF-KB aktivitesini inhibe eder, endotel hiicrelerinde

adhezyon molekiilii olusumunu Onler ve damarlar1 ateroskleroza karsi korur (1).

Bu calismada, siganlarda doksorubisin tarafindan olusturulan miyosit hasarinda ¢inko

piritionun koruyucu roliinii arastirmay1 amagladik.

Deney planinda 4 grup olusturuldu. Kontrol grubu ( serum fizyolojik verilen grup)
Doksorubisin grubu (DOX 10mg/kg hayvan basina 1ml intraperitoneal), Cinko Pirition
grubu (Znpyr 10 mg/kg hayvan basma Iml intragastrik) ve Doksorubisin ile Cinko
Piritionun birlikte verildigi grup (DOX+Znpyr Birinci giin tek doz doksorubisin 10
mg/kg/hayvan basina 1ml i.p. ,yedi giin boyunca 10mg/kg/hayvan basina 1ml i.g ¢inko

Pirition verilen grup).

Yedi giin ila¢ uygulanan hayvanlarin, son ila¢ uygulamasim takiben kardiyak hasar1
belirlemek icin EKO, EKG kayaitlar1 alind1 ve biyokimyasal dl¢timleri yapildi. Yedi giin
boyunca ila¢ uygulamasi yaptigimiz, doksorubisin verilen sicanlarda iig¢iincii giinden
itibaren diyare, burun kanamasi, hematiiri, fiziksel aktivitede bozulma ve agirlik kaybi
gibi belirtiler gozlemlendi. Doksorubisin ve c¢inko piritionun birlikte verildigi grupta
hematiiri, diyare ve kilo kayb1 goriildii. Kontrol grubu ve ¢inko pirition alan grupta ise

herhangi bir belirti gézlemlenmedi.

Kasi ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada neonatal sican miyositleri 8 saat
iskeminin ardindan 16 saat reperfiize edilmis ve reperflizyon oncesi hiicrelere ¢inko
pirition uygulanmistir. Sonug¢ olarak ise cinko piritionun Erbf, proteinleri ve Akt
aktivasyonunu baskiladigi, apopitozu azalttigi ve hiicreleri reperfiizyon injiirisinden
korudugu ortaya konulmustur. Cinko pirition kullanmalarinin sebebini ise yiiksek
lipofilik yapiya sahip olmasi ve hiicre memranindan kolaylikla gecebilmesi seklinde
aciklamiglardir (71). Bu nedenle bizde ¢alismamizda cinko piritionu tercih ettik. Cinko
piritionun antiapopitotik etkisi ise Zalowski ve arkadaslari tarafindan lenfatik 15semi
hiicrelerinde yapilan in vitro deneyle kanitlanmustir (71). Yine sicanlarda yapilan
deneylerde ¢inko piritionun miyokardial hiicreleri reperfiizyon sirasinda neredeyse
%100 oraninda korudugu ve aritmiyi de iki kat azalttig1 gosterilmistir (1). Nekrotik

hiicre oliimlerinde LDH ve Troponin I gibi hiicre i¢i enzimler serbest kalirlar, kalp
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fonksiyonlarma 6zgii bir enzim olan CK-MB yiikselir, bu nedenle bu enzimler kalp
hasarin1 belirlemede kullanilir. Yine ilaglarin karacigere olan toksik etkisi nedeni ile
AST ve ALT enzim aktiviteleri degisir. Kimura ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir
calismada doksorubisinin karacigere ve kalbe olan toksik etkilerini incelemislerdir
(117). Hayvanlarin deney sonunda serum LDH enzim seviyesini Ol¢miislerdir.
Doksorubisin alan grubun LDH seviyesinin yiikseldigini gormiislerdir. Biz de
calismamizda CK-MB, LDH, AST ve ALT enzim aktivitelerini ol¢tiik. Shuai Yi. ve
arkadaslarinin yapmis oldugu benzer bir calismada ise kardiyak Troponin T seviyesi
Olctilmiistiir. Kardiyak Troponin T seviyesi yalnizca doksorubisin alan grupta en
yiiksek, doksorubisin ve cinko pirition alan grupta daha diisiik, sadece ¢inko pirition

alan grupta ise Troponin T seviyesi kontrol grubu ile ayn1 ¢ikmustir.

Bizim ¢alismamizda ise kontrol grubuna gore diger gruplarin CK-MB, LDH, AST ve
ALT enzim aktivite seviyeleri yiikselmistir. Cinko pirition alan grubun CK-MB
enzim seviyesi diger gruplara gore daha yiiksek iken doksorubisin ve ¢inko piritionun
birlikte verildigi grupta serum LDH enzim aktivite seviyesi diger gruplara gore daha
yiiksek cikmustir. Bir doz doksorubisin ve yedi giin boyunca cinko pirition uygulanan
grupta ise CK-MB, LDH, AST ve ALT enzim aktiviteleri degerleri kontrol grubuna
gore  yilkksek cikmistir. Bu sonu¢ bize c¢inko piritionun, kardiyak hiicrelerde
doksorubisinin  yapmis oldugu apopitotik etkileri azaltmada tek basina yeterli
olmadigin1 gostermektedir. Cinko pirition doksorubisinin kardyotoksik etkisini daha da

artirmistir.

Bizim calismamiza benzer sonug; Kevyn E. ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
caligmada ortaya konulmustur. Calismada ¢inko kloriir kullanilmis ve doksorubisinin
meydana getirdigi hiicresel hipertrofi iizerine cinkonun tek basina yeterince etkili
olamadig1 ortaya konulmustur. O nedenle biz ¢alismamizda c¢inko kloriir yerine
lipofilik yapiya sahip olmasi ve hiicre membranindan kolay gecebiliyor olmasi sebebi
ile ¢inko piritionu tercih ettik . Fakat c¢inko piritionun doksorubisinin kalpte meydana

getirdigi toksik etki lizerinde etkisinin yeterli olmadigr sonucuna vardik.

Antikanser ilaglara bagli potansiyel kardiyovaskiiler toksisite, QT siiresinin uzamasi,
aritmiler, myokard iskemisi, hipertansiyon, tromboembolitik komplikasyonlar
(antionjiojerik ajanlar) ve myokardiyal fonksiyon bozuklugunu igine alir (89).

Doksorubisinin olusturdugu kardiyotoksisite yalmzca kalbin mekanik fonksiyonunu
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degil aym1 zamanda ventrikiiler depolarizasyon ve repolarizasyonuda etkilemistir.
Doksorubisin alan grubun, iki R dalgasi arasindaki siirenin ve PR intervali siiresinin
arttigr  goriilmektedir. Yanlizca cinko pirition alan grup ile doksorubisin ve ¢inko
piritionu birlikte alan grupta ise R-R intervali siiresi kontrol grubuna gére azalmistir.
Sadece c¢inko pirition alan grubun ise PR segmenti siiresi uzamis fakat QRS
kompleksinin  siiresi kisalmagstir. EKG sonuclarmi istatistiksel  olarak

degerlendirdigimizde gruplar arasinda anlamli farklarin oldugunu goériiyoruz.

Doksorubisin alan grubun ¢inko pirition grubuna gore, c¢inko pirition alan grubun
kontrol grubuna gore, doksorubisin ve cinko piritionun  birlikte verildigi grubun
doksorubisin grubuna gore anlamli farklar1 vardir. Fakat doksorubisin ve ¢inkonun

etkileri EKG parametrelerine tam olarak yansimamig goriinmektedir.

Kalp hizi, kardiyak autput, sol ventrikiil diyastol sonu capi, ejeksiyon fraksiyonu ve
fraksiyonel kisalma hakkinda bilgi edinmemizi saglayan ekokardiyografi hayvanlara
uygulanan maddelerinin  kalp iizerinde meydana getirdigi toksik etkileri

degerlendirmemizde bizlere yardimci olabilecek bir parametredir.

Gruplarin EKO parametre degerlerine baktigimizda kontrol grubuna gore diger
gruplarin kalp hizi, kardiyak autput, ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma
degerlerinin diisiik ¢iktigimi goriiyoruz. Fakat istatistiksel olarak gruplar arasinda kalp
hiz1 ve kardiyak autput degerlerinde anlaml bir farklilik olugsmazken interventrikiiler
septum diyastolik capi, sol ventrikiil diyastol sonu capi, ejeksiyon fraksiyonu ve
fraksiyonel kisalma degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusmustur. Bu
farklilik kontrol grubuna gore doksorubisin verilen grupta az, ¢inko pirition alan grup
ile, ¢inko pirition ve doksorubisinin birlikte verildigi  grupta ise fazladir. Eko
sonuclar1 da bize ¢inko piritionun kalp kasinda tek basina ya da doksorubisinin toksik

etkisini artiric1 yonde etki ettiginin gostergesidir.

Gruplarin ortalama, sistolik ve diyastolik kan basinglarin1 degerlendirdigimizde
doksorubisin ve ¢inko pirition alan grubun ortalama, sistolik ve diyastolik kan
basinglarinin  kontrol grubu, ¢inko pirition grubu ve doksorubisin verilen gruba gore
oldukca diisiikk ¢cikmustir. Yanlizca ¢inko pirition alan grubun ise ortalama, sistolik ve
diyastolik kan basinglar1 kontrol grubuna ¢ok yakin cikmustrr Istatistiksel olarak

degerlendirdigimizde ise yanlizca diyastolik kan basing¢lari arasinda anlamli bir farklilik
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olugsmustur. Doksorubisin ve ¢inko piritionun birlikte verildigi grubun diyastolik kan

basinci kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmastir.

Bizim calismamizda; Doksorubisinin kalpte O6nemli hasar olusturdugu ama c¢inko
piritionunda yalniz basina kalpte hasara neden oldugu, doksorubisin ile birlikte bu

hasar1 daha da artirdig1 gosterilmistir.

Iskemi reperfiizyon hasarinda kalbi 6énemli derecede korudugu belirtilen ¢inko pirition
doksorubisinin olusturdugu hasar1 engellemedigi gibi tek basina verildiginde bile kalpte

doksorubisine benzer hasar olusturmustur.

Sonug olarak; Cinko piritionun doksorubisinin kalpte yaptigi hasar1 azaltic1 etkisi

bulunmamaktadir.
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