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DOKSORUBISININ KALP MYOSITLERINDE OLUSTURDUGU MiTOKONDRIYAL HASARI
AZALTMADA “MITOCHONDRIAL PERMEABILITY TRANSITION PORE (MPTP ) “LARIN
ROLU
Dilek SiVRI
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2012
Damisman: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
OZET
Doksorubisin, kanseri tedavi etmekte oldukca etkili bir antibiyotiktir. ~ Kullanimi, doza bagh
kardiyotoksisite ve yasami tehdit eden kardiyomyopatiye neden olabilecegi icin sinirlidir. Kalp hiicreleri
mitokondri membraninda bulunan mitochondrial permeability transition pore (mPTP) ‘larmn
aktivasyonunu artirir, porlar acilir, bu da mitokondri i¢inde Ca+2 artisina neden olur . Mitokondri siser,
ATP sentezi aksar, apopitotik maddeler mitokondri disina ¢ikar, myokard hiicresinde nekroz olusumunu
artirtr.  Siklosiporin A (CsA) ve Takrolimus (FK506), kalsinérine baglanir ve onu inhibe eder.

Siklosiporin A, ayn1 zamanda mPTP ‘nin kapanmasina neden olarak koruyucu etki gosterir.

Bu caligsmada, sicanlarda doksorubisin tarafindan olusturulan mitokondriyal hasarda, mPTP’ nin rolii ve
CsA ile FK506‘nin koruyucu etkisinin arastirilmasi amaclandi.

Deney planinda 4 grup olusturuldu. Kontrol (KONT . serum fizyolojik), Doksorubisin (DOX, 10 mg
/kg/glin tek doz intraperitional ), doksorubisin ve siklosiporin ( DOX +CsA, 10 mg/kg/giin tek doz
intraperitional DOX ve 8 giin boyunca 1mg/kg/glin intraperitional CsA), doksorubisin ve tacrolimus
(DOX+TAC), 10 mg/kg/giin tek doz intraperitional DOX ve 8 giin boyunca 0,1 mg/kg/glin
intraperitional tacrolimus) . 8 giin boyunca ila¢ verilen hayvanlara, 8. giin anestezi yapilarak
ekokardiyografisi (EKO) ¢ekildi. Elektrokardiyografi (EKG) ve femoral arterden arteryal kan basinci
kayitlar1 alindi. . Kardiyak hasar1 gosteren; Kreatin kinaz MB (CK-MB), Laktat dehidrogenaz (LDH),
Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT) enzimlerinin 6l¢iimii i¢in kan ornekleri
alind1.

Doksorubisin ile kardiyak iskemi olusturulan sicanlarda, CK-MB, LDH, AST enzimleri ve CO, IVSd,
LVIDd artmis, QT, Prseg, QRS siireleri uzamistir. Doksorubisin ile birlikte CsA ve FK506 verilen
sicanlarda, bu parametler kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda artig gostermistir.
Doksorubisin ile bozulan kalp fonksiyonlar1 ve enzim aktivitelerinde, CsA veya FK506 ile diizelme
olmadi.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Siklosiporin A, Takrolimus, Sican, Kardiyomiyosit
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THE ROLE OF “MITOCHONDRIAL PERMEABILITY TRANSITION PORE (MPTP)”
AGAINST DOXORUBICIN-INDUCED MITOCHONDRIAL
INJURY ON RAT HEART MYOCYTE
Dilek SiVRI
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Master Thesis, July 2012
Supervisor: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
ABSTRACT
The use of doxorubicin (DOX), an antibiotic used in oncological treatments, is limited by a dose-related
cardiotoxicity. Cardiac cell stress by antracyclines activates apoptosis and necrosis via a mitochondrial
pathway. Doxorubicin induced oxidative stress may induce mitochondrial permeability transition (mPT),
resulting in matrix swelling, uncoupling of the respiratory chain and membrane potential collapse. In-
vitro pre-incubation of mitochondria with cyclosporin A (CsA), which limits mitochondrial permeability
transition by binding to matrix cyclophilin D, reverses the diminished calcium loading capacity of
mitochondrial isolated from doxorubicine-treated rats. We tested whether inhibition of mitochondrial
permeability transition by cyclosporin A would prevent doxorubicin-induced myocardial and
mitochondrial dysfunction.
Twenty rats were divided into 4 groups. Acute model of DOX exposition were performed in rats with a
single intraperitoneal bolus (10mg/kg body weight). Follow-up was 8 days. Rats received either CsA (1m
g/kg of body weight ) or tacrolimus (0.1 mg/kg of body weight FK506, a cyclosporin derivative with no
inhibitory effect on the mitochondrial transition pore, or saline until follow-up. The general observations,
mortality, electrocardiographic (ECG) changes (PR, QT, R-R, and QRS intervals, Prseg),
echocardiographic (ECHO) changes ( CO, IVSd, LVIDd, EF%, FS%), blood pressure, biomarker
enzymes’ activities like lactate dehydrogenase (LDH) and creatine phosphokinase-MB (CPK-MB),
biochemical parameters such as aspartate aminotransferase (AST) alanine aminotransferase (ALT) were
monitored after last dose.
The acut model, doxorubicine increased left ventricular IVSd, LVIDd. Administration CsA with
Doxorubicin more distrupted heard function especially CO, IVSd, and LVIDd than only doxorubicin
treated group. CsA elongated the QT, Prseg, and QRS. Distrupted heart function and enzyme activities by
doxorubicin were not improved by tacrolimus or by CsA.
These findings suggest that co-administration of CsA with doxorubicin did not improved heart tolerance
to doxorubicin manifested in vivo. Co-administering of CsA or the less toxic FK506 with doxorubicin

may not be useful in protecting heart from doxorubicin-induced-cardiotoxicity in humans.

Keywords; Doxorubicin, Cyclosporin A, Tacrolimus(FK506), Rat, heart mitochondria
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1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde kisilerin 6liim oranini artiran 6nemli nedenlerden birisi de kardiyovaskiiler
hastaliklardir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, gelismis toplumlarda major hastalik ve 6liim

sebebidirler. Olusumunda etkin neden ise kardiyak ve endotelyal oksidatif hasarlardir
(1.

Doksorubisin (DOX) medikal onkolojide kullanilan kuvvetli antikansorejen etkisi olan
antrasiklin antibiyotigidir. Bas ve boyun tiimorleri, gogiis kanseri, kan kanseri, idrar
kesesi ve testikiiler kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Yiiksek kiimiilatif dozlarda yan

etkisi olarak, doz bagimli kardiyomiyopati olusturmaktadir (2).

Kemoterapiye bagli kardiyotoksisite, kemoterapotik ajanlarin  kullanimlarinin
kisitlanmasina neden olan en Oonemli yan etkilerden olup ilk kez 1960°lh yillarda
doksorubisin tedavisi alan c¢ocuklarda kalp yetmezligi gelistiginin fark edilmesiyle
dikkat cekmistir. Doksorubisinin kardiyotoksik yan etkisi antitimOr ajan olarak
kullanimin1 engellememis, kardiyotoksik etkilerin azaltilma c¢alismalar1 6n plana

cikmustir.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin engellenmesi diisiincesi deneysel calismalari
giindeme getirmis, deneysel calismalar sayesinde patofizyoloji, tan1 ve Onlenmesi ile

ilgili olumlu sonuclar elde edilmistir (3).
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Olusturdugu yan etkisi nedeni ile insanlarda tedavi amaglh kullanimi sinirli kalmaktadir.
Ama kalpte olusturdugu iskemi ve buna bagli gelistirdigi kardiyomiyopati Ozelligi

hayvan ile yapilan oksidatif stres caligmalarinda metod olarak kullanilmaktadir.

Doksorubisin, mitokondride bulunan ‘mitochondrial permeability transition pore
(mPTP)’lerin acilimina ve hiicre nekrozuna neden olmaktadir. Siklosiporin A (CsA) ise,
mPTP’yi inhibe edici olarak bilinmektedir. Iskemi reperfiizyon hasarinda olusan,
ozellikle kalp ve beyin nekrozlarmin olusumu, CsA kullanilarak azaltilabilecegi

gosterilmistir(4).

Bu calismada, siklosiporin A’nin, doksorubisinin olusturdugu, kalbin hasarh
hiicrelerinde yapacagi iyilestirici etkiyi, fizyolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler ile
belirleyerek, 6nemli bir hastalik grubu olan kalp yetmezligi iyilesmesinde siklosiporin

A’nin 6neminin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DOKSORUBISIN
2.1.1. Doksorubisin’in Tanimi, Klinik Kullanimi ve Yapisi

Doksorubisin, Streptomyces peucetius kiiltiirlerinden elde edilen, antibiyotik
niteliginde, antrasiklin grubu bir kemoterapotik ajandir. Doksorubisin, genis spektrumlu
bir ajan olmasindan dolayi, gastrointestinal tiimor, sarkomlar, lenfomalar, gogiis ve
yumurtalik kanseri gibi kat1 tiimorler ve 1osemi gibi kan kanserlerinde halen kullanilan
bir ilactir (2). Antrasiklinlerin kimyasal yapilar1 karmasiktir, bir aglycone ve bir amino

seker grubundan olusmus quinon formundaki doksorubisin Sekil 2.1°de gosterilmistir

(D).
o) OH Q OH
o) o OH O o CH

~ 3

HsC
OH

NH,
Sekil 2.1.Doksorubisinin Yapist (1).



2.1.2. Doksorubisin’in Etki Mekanizmasi
Antitiimor Etki (DNA’ya Baglanma)

Antrasiklin bilesikleri DNA ile etkilserek RNA sentezi dahil olmak iizere DNA’nin
bircok fonksiyonunu bozar. Tek ve ¢ift zincir kirilmalar1 olusur. Bundan dolay1
antrasiklinler mutajenik ve teratojenik etki gosterirler (4). 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 (5, 6).

Antrasiklinlerin, apoptotik hiicre Oliimiinii  indiikledikleri  goOsterilmistir  (6).
Doksorubisin, DNA ¢ift zincirini, bu zincir i¢inde komsu guanozin-sitozin baz ¢iftleri
arasina enine yerleserek etkiler (7). Bu tiir yerlesim antineoplastik ilaclarm (alkilleyici
olanlar haric) DNA molekiiliinii etkilemesinin, ¢apraz-baglanmay1 andiran, fakat farkh
olan bir seklidir. Bu nitelikteki molekiiller, DNA c¢ift zinciri icindeki birbirine bitisik iki
baz ciftinin arasina girerek onlara reversible sekilde baglanirlar. Ancak reversible
baglanma, zamanla irreversible baglanmaya doniigebilir. Ayn1 DNA cift-zincirinde
bircok noktada olan bu yerlesim ve baglanma komsu baz ciftlerinin birbirinden
uzaklagsmasina, zincirin uzamasma ve sarmalligin azalmasma yol acgar. Sonucta

DNA’nim replikasyonu (DNA sentezi) ve transkripsiyonu (mRNA sentezi) inhibe edilir
(7).

Doksorubisin

Doksorubisin

Sekil 2.2. Doksorubisin- DNA Kompleksi



2.1.3. Yan Etkileri

Teratojenik, mutajenik ve karsinojeniktir (7). 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 (8).

Kardiyak yan etki olarak ise; doksorubisinin neden oldugu ii¢ c¢esit kardiyotoksisite
belirlenmistir. 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 (9-11).

Doksorubisin vezikan bir ilagtir. Ekstravazasyonu doku nekrozuna neden olur (7).

Doksorubisin idrar1 gecici olarak kirmiziya boyar; bunun klinik bir onemi yoktur.

2.1.4. Kemoterapik Bir Ajan Olan Doksorubisin Ve Doksorubisine Bagli Gelisen
Kardiyotoksisite

Antitiimor antibiyotiklerden olan doksorubisin ve diger antrasiklinler 1960’ larda
Streptomyces peucetius var. caesieus Kkiiltiirlerinden izole edilmis olan bir grup

glikozidik antibiyotiklerdir (1).

Antrasiklin antibiyotiklerin kullaniminin artmasiyla, doksorubisin kemoterapisinin
birka¢ siddetli komplikasyonu olarak bilinen akut ve kiimiilatif doz bagimh
kardiyotoksisite fark edilmistir (7). Kemoterapatiklerin en onemli 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 (3).

Kardiyotoksisite, genellikle terapotik molekiillerin kalp fonksiyonu iizerine olan
olumsuz etkilerini genis bir yelpazede tanimlamak i¢cin kullanilan bir terimdir. Kanser
tedavisi i¢in kullanilan ¢esitli kemoterapotikler kardiyovaskiiler komplikasyon riskiyle
iligkilidir. ~ Kardiyak fonksiyon defektleri semptomatik veya asemptomatik
olabilmektedir (4). Bu sorunun klasik Ornegi doksorubisin gibi antrasiklinler,

hematolojik maligniteler ve solid tiimorlerlerin tedavisinde kullanimudir (7, 8).
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Antikanser ilaclara bagli potansiyel kardiyovaskiiler toksisite, QT siiresinin uzamasi,
aritmiler, myokard iskemisi, hipertansiyon, tromboembolitik komplikasyonlar
(antionjiojerik ajanlar) (6) ve myokardiyal fonksiyon bozuklugunu icine alir (7). ikinci
olarak bu degisiklikler geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir, tedavi esnasinda yada
sonrasinda gelisebilir. Ornegin doksorubisin gibi antrasiklinlerin klinik kullanimu,
genellikle doza bagimhi ve kiimiilatif olarak kardiyomyopati ve konjestif kalp
yetmezliginin gelisiminden dolayr smirlandirilmistir  (8). Akut kardiyotoksisite
goriilmekle birlikte en sikintili formu ge¢ meydana gelen ve kalbin yapisal
bozukluklariyla karakterize olandir (9). Sol ventrikiil duvar kalinliginda, myokard

kiitlesinde ve sol ventrikiil kompliyansinda azalmaya neden olur (6, 10, 11).

Antrasilkinlerin indiikledigi kardiyotoksisite akut, kronik ilerleyici ve gec¢ baslayan
kronik ilerleyici olarak siniflandirilmistir (12). Akut kardiyotoksisite devamli ya da kisa
stireli ila¢ infiizyonu sonrasi olusur ve nonspesifik EKG degisiklikleri ve aritmileri
icerir ki baz1 hastalarda perikardit, miyokardit gibi kalp hastaliklar1 esliginde olabilir
(9). Bu komplikasyonlar tipik olarak geri doniistimliidiir, doza bagimli degildir ve daha
fazla antrasiklin kullanimin1 6nlemez. Akut kardiyak Oliim ve ani 6liimlerde rapor
edilmis tek sebeptir (9, 13). Klinik miyokarditle benzerdir. Odem ve sol ventrikiil (LV)
duvarinda kalinlagsmayla birlikte % 60 mortaliteye sahiptir. Akut kardiyotoksisite,
hastalarin % 1’inde olusurken, subakut formu hastalarin % 1.4-2° sinde olusur (9).
Klinikte en belirgin etkisi; kronik kardiyak toksisiste, konjestif kalp yetmezligi ve LV
disfonksiyonudur (14, 15). Ge¢ baslangi¢c kronik ilerleyici toksisite, genellikle ilk bir
yildan sonra terapi tamamlama ve niikslerden sonra goriiliir (15). Geg¢ baslangi¢ 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 (15, 16). Gec kardiyak toksisitede en onemli risk faktorii
kiimiilatif tedavidir (16).

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

formlarda kardiyak yaralanmalar tetikler (17).



Patafizyolojisi

Kardiyotoksisitenin literatiirde dikkat c¢ekici bircok yonii olmasmna ragmen
antrasiklinlerin kalp iizerindeki zararl etkileri i¢in One siiriilen teoriler yeterli degildir.
Antrasiklinin indiikledigi myokardiyal hasarlarin olusmasinda birinci sirayr serbest
oksijen radikallerinin iiretimi almistir (18). Antrasiklin tedavisinin, 6zellikle hiicre i¢i
demir seviyesini artirarak, ROS olusumunda etkili oldugu pek cok calisma ile
desteklenmistir. Son c¢alismalar, antrasiklinlerin sadece ROS yapimini1 artirarak

kardiyotoksisite olusturmadigini gostermistir (18, 19).

ROS’un disinda antrasiklinlerin, kardiyomiyosit apopitozisi ve nekrozisi, normal
sarkomer yapisinda bozukluk, yeterli kasilma icin gereken enerji eldesindeki
bozukluklar gibi etkileri olduguna dair kuvvetli deliller vardirr (18). Son yillarda
antrasiklinlerin, kalp yetmezligini modiile eden, neuregulin/heregulin-Erb/HER2 ve
‘cell salvage kinase’ yolaklar1 gibi kompansator ve prosurvival mekanizmalar iizerine

etkileri ile ilgili calismalar yogunlagmustir (20, 21).
Oksidatif Stres ve Demir Hipotezi

Antrasiklinlerin kimyasal yapis1 karmasiktir. Bu ilaglar bir aglycone ve bir sekerden
olusan yapidadir. Aglycone ; bir tetrasiklin halkasiyla birlikte quinon ve hidroquinon
yarimlarindan olugmaktadir. Kinon yarimlar1 toksikolojik 6neme sahiptir (18, 22).
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 (18). 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 cesitli duvar membranlaridir. Bu radikal zararin
sonuglar;, makromolekiiler hedefli daha fazla saldir1 i¢cin bir ¢ok kararli ve yiiksek
toksik etkili aldehit tiretimidir. ROS olusumu ile indiiklenen antrasiklinlerin quinon
kismu, nitrik oksit, nitrik oksit sentaz, peroksinitrit ve superoksit anyonunun olusumuna

yol acan oksidatif stresi indiikler (18, 23).
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ROS iiretimi, kardiyotoksisite olustururken bircok mekanizma igerir. 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 yanmmda miyoflamentleri ve sitoskeleton proteinlerin yapisinin bozulmasma

neden olabilir (18, 23).
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 Oliimlerine sebep olur (18, 23).
Antrasiklinlerin indiikledigi kardiyomiyopati icin primer mekanizmanin ROS olusumu
oldugu gosterilmistir. ROS’un yaptig1 hasarlar, apopitotik ve nekrotik yollarin
aktivasyonunu takiben kalp hiicrelerinin 6liimii, antrasiklinlerin indiikledigi
kardiyotoksisite i¢in bize etkin bir ac¢iklama saglar (23, 24). Antrasiklinlerin in vivo
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 (23, 25). Antrasiklin verilmesi esnasinda kardiyomiyosit
Olimleri apopitozisin biyokimyasal oOzelliklerini igerir ve ayni zamanda hiicre
nekrozunun morfolojik goriintiilerini gosterir. Antrasiklinin indiikledigi kalpteki
apopitozis, mitokondriyal yolla olugsmaktadir. Bu mitokondride bulunan Bax, sitokrom c
ve caspase-3 gibi maddeleri gerektirir (23, 24). Antrasiklin muamelesi mitokondrilerde
oksidatif stresi artirir ve intraselliiler kalsiyum seviyesini bozar. Artmis intraselliiler
kalsiyum, mitokondriyal kalsiyum seviyesini de artirir. iste bu kalsiyum seviyesinin
artmast da muhtemelen ‘mitochondrial permeabilitiy transition pore (mPTP)’larin
gecirgenligini artirir. Boylelikle membran potansiyeli degisir, dis membraninin
gecirgenligini artirir, mitokondrilerde sismeye neden olur, mitokondriler icindeki,
sitokrom c gibi apopitotik faktorlerin disariya gegisini artirir . Sitozoldeki sitokrom c,
adaptor potein apopitozis proteaz aktivator protein -1 (Apaf-1), dATP ve caspase-9 ile
kompleks olusturur (24).
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda, mitokondriyal permabilitedeki bir artisin, mPTP’ nin
acilmasina ve apopitotik hiicre oliimii baglaticist oldugu gosterilmistir. Nekrozis, eriskin
insan kalp hasarlarmin pek cok formunda olusur ve bunlardan biride antikanserojen
ilaclarin kardiyotoksik etkisidir. Yeni caligmalar gostermistir ki, mPTP apopitozisi
baslatmaz, bu kompleks nekroziste onemli bir role sahiptir (26, 27). Siklosiporin A
(CsA), mPTP’ yi inhibe edici olarak bilinir. iskemi reperfiizyon hasarinda olusan,
ozellikle kalp ve beyin nekrozislerinin olusumu, CsA kullanilarak azaltilabilecegi
gosterilmistir. Cyc-D’ si olmayan fareleri kullanan calismacilar, mPTP’ nin hiicre
nekrozisinde onemli rol oynadigini gostermistir. Cyc-D’si olmayan fareler, kalsiyum
artis1 ile indiiklenmede oldugu gibi, nekrotik uyarimlara diren¢ gostermis, ama klasik

apopitotik artiricilari ile muamele edilince 6lmiislerdir (28, 29).
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 membraninin erken parcalanmasiyla iliskilidir (30). Son ¢aligmalar,
antrasiklinlerin indiikledgi hiicre oliimlerinin, mPTP bagimli mekanizmalarla ¢ok iyi
programlanabildigini gostermistir (31). Mitokondriyal kalsiyum birikmesi nedeniyle
artan ROS, mPTP’ yi acgarak, mitokondriyal sismeye ve ATP eksikligine neden olur.
Tiim bunlarda nekrotik hiicre 6liimiinii baslatir (24). Otofaji ise, genelde sitoplazmik
bilesenlerin, organellerin yada uzun Omiirli proteinlerin, toplu yikimini ve geri
doniisiimiinii saglayarak, koruyucu bir gorev {istlenir. Kalpteki otofaji onemlidir.
Ozellikle normal sartlar altinda, diisiik bazal seviyelerde, yash organelleri temizleyerek,
hiicrenin canli kalmasimi saglar. Iskemi-reperfiizyon hasar1 ve kalp yetmezligi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklara cevap olarak daha fazla calisir. Otofajik hiicrelerin
miyokardiyal fonksiyon bozukluklarinda onemli oldugu, doksorubisinin indiikledigi
miyokardiyal hasarda, otofajik hiicrelerin 6liimiiyle aciklanir. Antrasiklinler, mitokondri
izerinde apopitozis, nekrozis ve Ozellikle ROS yapimimin artmasi, hiicrede asiri
kalsiyumun birikmesi, DNA lezyonlarini artirmasi, yollariyla hiicre dliimlerine neden

olur (32).
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2.2. MITOKONDRI

Saglikli bir kalpte, mitokondriyal Ca™ konsantrasyonundaki degisiklikler, oksidatif
fosforilasyonun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. ATP varlig1 bu roliin etkinligini
artirr. Kalp hiicresinin is yiikii arttigmda ATP kullanimu artar. Bu da spesifik Ca*
tastyic1 yollarmin aktivasyonunu saglar, ki bunlar mitokondriyal matrikste sitozolik
Ca™ gecisini artirir. Kalp ¢ok calistiginda Ca** sitozolden mitokondriye geger. Boylece
mitokondriyal dehidrogenaz aktivasyonu artar. Bu aktivasyon NADH’1 artirir . NADH
ise ATP yapimim artirir. Buna Ca™ bagimli mitokondriyal etki diyoruz. Ca*’
mitokondriye gecince proton transloke edici ATPaz enzimini stimule eder. Bu
mekanizmalarin hepsi ATP’ nin nasil yapildigimi aciklamayi saglar. Ca™ kalp
hiicresinde, sitozolde ve mitokondrilerde belirli bir konsantrasyonda bulunur.
Aralarinda bir denge vardir. Patolojik sartlarda sitozoldeki Ca*™ yiikselir. Bu durum
mitokondride asir1 Ca* yiiklenmesine neden olur. Sonucta mitokondriyal hasar artar ve
mitochondrial permeability transition pore (mPTP)’ lar agilir . Porlarin agilmasi hasari

daha da artirir (33).
2.2.1. Mitokondrinin Tarihcesi

Mitokondriyi temsil eden yapilara ait ilk yaymlar 1841 yilina, hiicre nukleusunun
tanimlanmasinin birka¢ yil sonrasma kadar uzanmaktadir. Mitokondriler ilk olarak
1857°de Kollicker tarafindan ¢izgili kas hiicrelerinden izole edilmistir. 1850’den
itibaren yapilan caligmalarla beraber bu organelin ilk tanimlanmasini 1890°da Altman
yapmustir ve bioblast olarak adlandirdigi bu yapilarin her hiicrede oldugunu, hiicre icin
hayati onem tasiyan fonksiyonlar1 oldugunu aciklamistir. 1898 yilinda Benda, bu
organellere Yunanca iplik seklinde graniil anlamina gelen mitokondri terimini ilk kez
kullanmustir. 1913’de Warburg solunum enzimlerinin mitokondride oldugunu, 1925°de
Keilin sitokrom sistemini ve 4 yil sonrasinda da Warburg ve Negelein oksidasyon ve
rediiksiyon olaylarin1 tanimlamiglardir. Krebs dongiisiiniin 1937°de tanimlanmasindan
sonra, 1957°de Krebs ve Kornberg adenozin difosfat (ADP) fosforilasyonu sonrasinda
ATP olusumunu ve fosforilasyonun oksijen tiiketimine bagimli oldugunu, 1961°de ise

Mitchell ATP olugsmasini saglayan kemiozmotik teoriyi ortaya koymustur .

1963’de Nass ve arkadaslar1 tarafindan mitokondri igerisinde DNA karakteristiginde
ipliksi yapilarin varligi tanimlanmig, yine 1963’de Engel ve Cunningham tarafindan

iskelet kasinda ilk kez anormal mitokondrilerle karakterize ragged-red lifler (ragged-red
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fiber, RRF) gosterilmistir. 1981°de Anderson ve arkadaslar1 tarafindan mitokondriyal
genomun dizisi tam olarak gosterilmistir . 1988°de ise ilk patojenik mtDNA mutasyonu
bildirilmistir. 1k kez 1962’de Luft ve arkadaslarimin tiroidden bagimsiz
hipermetabolizmas1 olan myopatili bir vakayr bildirmesinden sonra mitokondriyal
hastaliklarla ilgili incelemeler baslamis ve sayilar1 giin gectikce artmistir. Luft hastaligi
olarak adlandirilan bu hastalik ¢ok nadir goriilmesine ragmen klinik tanimi ve
biyokimyasal ¢alismalar1 ile mitokondriyal hastaliktan siiphelenilen hastalarin klinik ve

patolojik aragtirmalari i¢in yol gostermistir.

1990’lar mitokondriyal genom icin ©Onemli bir donem olmustur. Genetik ve
biyokimyasal caligmalarla mitokondriyal hastaligin etiyopatogenezinin

aydinlatilmasinda 6nemli gelismeler kaydedilmistir (33).
2.2.2. Mitokondri Yapisi

Mitokondriler, okaryotik hiicrelerin sitoplazmik hacminin 6nemli bir kismini iggal
ederler. Mitokondriler hiicrenin enerji santralleri olup, atasal bir Okaryotik hiicreye
entegre olan bir prokaryottan koken aldig1 diisiiniilmektedir. Bu diisiincenin en 6nemli
kanit1i da bakterilerinkine benzer halkasal DNA tasimalari ve otonom c¢ogalma
kapasitesine sahip olmalaridir (34). Mitokondri karaciger serbest yag asidi
oksidasyonunda, ATP ve bazal reaktif oksijen metabolitleri olusumunda temel rol oynar
(35). Mitokondriler olmasaydi, hayvan hiicreleri tiim ATP’ leri i¢in anaerobik glikolize
bagimli kalacaklardi. Glikoz metabolizmasi mitokondrilerde tamamlanmaktadir.
Mitokondri i¢ine piriivat alinmakta ve burada oksijen ile CO, ve H,O’ya okside
edilmektedir. Bu islem tek basina glikolizden elde edilenden 15 kat daha fazla ATP
yapilmasina yol acar. Insanda matur eritrositler disinda tiim okaryotik hiicrelerde
bulunurlar. 1-7 mikrometre uzunlugunda, ¢ubuk seklinde veya 2-3 mikrometre ¢capinda
kiiresel yapilardir. Dig membran, i¢ membran, krista, matriks ve membranlar arasi
bosluktan olusmaktadir (Sekil 2.3). Mitokondriler ve hiicre sitozolii arasinda siirekli
madde aligverisi olmaktadir. Mitokondriler apoptoziste ve hiicresel homeostazda gorev
alir. Hiicrelerin enerji iiretim merkezleridir. Oksidatif fosforilasyon veya respiratuar
zincir, yag asidi B-oksidasyonu, trikarboksilik asit (TCA) dongiisii (Krebs dongiisii) gibi
temel metabolik olaylar mitokondride gerceklesir. Ure siklusunda, aminoasit, kolesterol,
yag, steroid ve niikleotidlerin metabolizmasinda da gorev alirlar. Ca™ ve Mg*™

depolayarak, gerektiginde hiicreye verir. Mitokondri, ¢ift zarla ¢evrili olan ve kendi
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DNA’sim1 tasiyan bir organeldir. Bu sayede, enerji ihtiyacinin daha fazla oldugu
hiicrelerde, hiicre boliinmesinden bagimsiz olarak sayilarini artirabilirler. Mitokondrinin
bol oldugu kahverengi yag dokusunda mitokondriyal i¢ membranda Termogenin adli bir
protein kanali vardir. Bu kanal proteini, proton gradiyentinin olusumuna olanak vermez
ve oksidatif reaksiyonlardan saglanan enerjiden ATP iiretimi yerine 1s1 olusumu

gerceklesir (33, 35).

Sekil 2.3. Mitokondrinin ultrastructurel gortintiisi.

a) Di1s membran : Lipid tabaka, i¢inde biiyiik sulu kanallar olusturan ve porin diye
adlandirilan bir transport proteininin ¢ok sayida kopyalarmi icerir. Bu nedenle bu zar
kiigiik proteinleri de i¢ine alan 5000 dalton veya daha az molekiil agirligina sahip tiim
molekiillere gecgirgen olan bir elegi andirir. Bu tip molekiiller, intermembran araliga
gecebilir; fakat bunlarin cogu gecirgen olmayan (impermeabil) i¢ zar1 gecemezler. Bu
nedenle, icerdigi kiiciik molekiillerle intermembran aralik, kimyasal olarak sitozolle
ayn1 olmasma ragmen, matriks kismi bu molekiillerin icinden ileri derecede secilmis
olanlarim1 icermektedir. Mitokondriyal proteinlerin ¢ogu sitoplazmik ribozomlarda
sentezlenir. Niikleer genom tarafindan kodlanan proteinler, mitokondriye, dis
membrandan TOM protein kompleksi, i¢c membrandan ise TIM protein kompleksi

yardimiyla gecerler (36).
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b) Ic membran : Krista adi verilen katlanmalar ile yiizeyini artirrr. i¢ membranin
selektif gecirgen olmasi nedeniyle protein ve metabolitlerin matrikse tasmmast i¢in
spesifik mekanizmalar mevcuttur. I¢c membranda bulunan tasiyici proteinler membrana
gecirgenlik 6zelligini kazandirrr. I¢ membramin lipid igeriginde bir fosfolipid olan
kardiolipin yogun olarak bulunur. Yogun fonksiyonel 6zelliginden dolay1 i¢ membranin
protein orani diger membranlara gore daha yiiksektir. %70 protein, %30 lipid ve ¢ok az
kolesterol igerir. I¢ zar 5 ayr1 enzim kompleksinden olusur: I, II, II, IV ve V. I ve IV
arasindaki kompleksler elektron transportunda, V. kompleks ise ATP sentezinde rol alir.
Bu komplekslerin, mitokondri icerisindeki rolleri ve motilite ile iligkisi detayli olarak
arastirilmstir (37, 38).

c¢) Membranlar arasi alan
40-80 ° genisligindedir . Baz1 enzimler bulunur . Sitozole esdeger iceriktedir (33, 39)

d) Matriks: i¢c membranin cevreledigi alandir. Bol miktarda protein molekiilii, cesitli
reaksiyon enzimleri, mtDNA, ribozomlar ve tRNA bulunur. Matrikste graniil sayisi
azdir. Hiicre icindeki kalsiyum ve magnezyum fazlas1 mitokondriye gecerek graniillere
baglanir. Depolanan bu katyonlar tekrar sitozole verilir. Trikarboksilik asit (TCA veya
Krebs dongiisii) matrikste gerceklesir. Piruvat, aminoasit ve yag asitlerinin
metabolizmasi sonucu olusan asetil koenzim A (asetil CoA) Krebs dongiisiine girerek

okside olur (33).
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Sekil 2.4. Piruvat, aminoasit ve yag asitlerinin metabolizasyonu sonucu asetil CoA olusumu ve Krebs

dongiisiine girisi (33).

Respiratuar Enzim Zinciri

Bir hiicrede cok sayida mitokondri bulunmaktadir. Mitokondri ve krista sayis1 hiicrenin
metabolik aktivitesi ile dogru orantilidir. Mitokondriler hiicrede, mikrotiibiillere bagh
olarak hareket ederler ve enerji ihtiyac1 olan bolgeye yerlesirler. Mitokondri ic
membraninda 5 ayr1 enzim kompleksi vardir. Kompleks I, II, III ve IV ETZ' nin bir
boliimiidiir, kompleks V ise ATP sentezini yapar. Sistemin tam olarak calisabilmesi i¢in
mitokondri i¢ zarinda bulunan tasiyicilara gereksinim vardir. ETZ' de elektronlarin son

alicis1 oksijendir. Viicudun oksijen tiiketiminin ¢ogu burada gerceklesir (40).
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Sekil 2.5. Respiratuar enzim zinciri (33).

Mitokondriyal matriks ic¢inde piruvat, aminoasit ve yag asitlerinin metabolizmasi
sonucu olusan asetil koenzim A (asetil CoA), Krebs dongiisiine girerek okside olur
(Sekil 3). Karbondioksit (CO2), indirgenmis flavin adenin diniikleotid (FADH2) ve

nikotinamid adenin diniikleotit olusur (40).

Yiiksek enerjili elektronlar FADH2 ve NADH tarafindan tasinarak mitokondri ic
membranindaki proteinler vasitasiyla molekiiler oksijene ulastirilir ve H2O olusur.
Karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi sirasinda olusan bu indirgenmis kofaktorler
(NADH ve FADH2) Kompleks I, III ve IV i¢inden elektron akisi, matriksten
membranlar arasi bogluga proton akisiyla eslesmistir. Elektronlar, Kompleks I ve II’den
gecerek Ubikinon’a ulasirlar. Ubikinon elektronlarin ve protonlarin bir mobil tasiyicisi
olarak gorev goriir; elektronlar1 kompleks III’e tasir. Protonlar ise membranlar arasi
alanda birikerek bir proton gradiyenti olusturur. Kompleks III de elektronlar1 bir baska
baglayic1 mobil zincir halkasi olan sitokrom C’ye gecirir. Kompleks IV, elektronlari,
indirgenmis sitokrom c’den O;’e transfer eder. O, molekiilleri Komplex IV icine yayilir
ve Hem a3 deki demir bakir cekirdek tarafindan yakalanir (Hem a bakir icermez). O,
elektronlar1 sever ama tek seferde 4’ den az elektron eklenmesi O2 ni kararsiz hale
getirir. Bu yiizden Hem a3 4 elektron toplanana kadar O, ve elektronlar1 birbirinden ayr1

tutar. Bu 4 elektron Hem aj’te biriktiginde hepsi birden O,’e verilir. Sonug olarak su
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olusur. Membranlar arasi1 alanda biriken protonlarin matrikse ge¢cme egilimleri ATP

senteazi aktive eder. Bir donme hareketi olusmasina sebep olurlar. Bu rotasyon hareketi

ADP’ ye yiiksek enerjili fosfat (P1) gruplarinin transferini katalizleyerek ATP sentezini
saglar (33, 34, 35) (Sekil.2.6).

1 ;H?i! | | e
) “ mfmw i

lmn gl‘mna Il ol s“mi“m Dﬂh’dmﬂ!nm m
from food) il - Cytochrome reductase
IV - Cytochrome oxidase
[2e+ K
i\ i =
glucose €) Electron transport chain €3 Chemiosmosis
L '
Oxidative phosphorylation

Sekil 2.6. Respiratuvar enzim zinciri (35)

Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi)

Kompleks I, i¢ mitokondriyal membrana gdmiilmiistiir; NADH baglayan yeri matriks
tarafindadir ki burasi, matrikste olusan NADH ile etkilesebilir. En genis kompleksdir.
NADH ile gelen elektronlar ilk olarak Flavinden, daha sonrada 7 adet demir kiikiirt
merkezden ubikinona gecer. Kompleks I, elektronlarin NADH’den ubikinona transferini

katalize eder (40, 41).
Kompleks II (siiksinat dehidrojenaz kompleksi)

Kompleks II, sitrik asit dongiisiinde membrana bagl enzimdir; elektronlarin siiksinattan
ubikinona transferini katalize eder. FADH, yapisindaki elektronlar, kompleks II

tarafindan ubikinona aktarilir.
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Ubikinon (Koenzim Q, UQ), solunum zincirindeki tek lipid yapili molekiildiir.
Elektronlar1 kompleks III’ e tasir. Hareketli elektron tasiyicilarindan birisidir. En kiigiik
elektron tasiyicisidir (40, 41).

Kompleks III (sitokrom bc; kompleksi)

Kompleks III, elektronlar1 ubikinondan sitokrom C’ye transfer eder. Kompleks III
yapisinda bulunan sitokrom c,, elektronlar1 sitokrom ¢ yapisina aktarmaktadir. Icinde 6
Hem grubu ve 2 demir kiikiirt merkez bulunur. Kompleks III, bir proton pompasi olarak
fonksiyon goriir; kompleksin asimetrik oryantasyonunun bir sonucu olarak, UQH, nin
UQ’a okside olmasiyla serbestlesen protonlar, membranlar arasi bosluga salinirlar ve
boylece bir proton gradiyenti olusur ki bu proton gradiyenti, mitokondriyal ATP sentezi

icin 6nemlidir (40, 41).
Sitokrom C

Sitokrom C, elektronlar1 kompleks IV’ e tasir. Hareketli elektron tasiyicilarindan biridir
. Normalde sitozolde goriilmez. Sitozolde goriilmesi apopitozisi isaret eder. Apaf-1
(apoptotik proteaz aktive etme faktoril) ve caspase-9 ile birleserek apoptozom adli bir
kompleks olusturur ve diger caspase’ lar1 aktive ederek hiicreyi oliime gotiiriirler (40,

41).
Kompleks IV (sitokrom oksidaz)

Kompleks IV, elektronlarin sitokrom C’den O;’ne transferini ve boylece O,’in suya
indirgenmesini katalize eder. Yapisinda Hem a ve Hem a3 bulunur. Kompleks IV
vasitasiyla sitokrom C’den O,’e elektronlarin akisi da matriksten membranlar arasi

bosluga net proton hareketine neden olur (40, 41, 42).
ATP Senteaz

ATP senteaz iki alt iiniteden olusur; Fo ve F1. Fo i¢ membrana gomiilidiir ve
matriksteki F1 ile etkilesir. Fo subiinitinden proton akisi sirasinda F1’de meydana gelen
rotasyon hareketi, ADP’ ye yiiksek enerjili fosfat gruplarinin transferini katalizleyerek,
ATP sentezini saglar. Olusan ATP, sitozolde bulunan ADP ile adenin niikleotid
translokator (ANT) yardimiyla degistirilir. Sonrasinda ATP sitozolde gerekli yerlerde
kullanilir. Matrikse yollanan 4 proton basina 1 mol ATP sentezlenir (40, 41, 43).
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Komplekslerin enerji transfer fonksiyonu, sahip olduklar1 prostetik gruplar sayesinde
olmaktadir. Kompleks I yaklasik 40 peptid zinciri ve 7 adet demir kiikiirt kiimesine
sahiptir. Kompleks III de 20 protein zinciri, 6 hem grubu ve 2 demir kiikiirt kiimesi
bulunur. Kompleks IV de ise; 26 protein zinciri, 2 bakir atomu igceren 2 hem asz, bakir

atomu icermeyen 2 hem a bulunur (41).

Insan hiicresinde ¢ok sayida mitokondri bulunmaktadir. Mitokondri sayis1 1000-100000
arasinda degigsmektedir ve dokudan dokuya farklilik gostermektedir . Mitokondri ve
krista sayis1 hiicrenin metabolik aktivitesi ile dogru orantilidir. Sinir hiicreleri, iskelet
kas hiicreleri ve kalp kas hiicrelerinde yiiksek sayida mitokondri mevcuttur. Dokunun
enerji gereksinimi ve bununla iliskili olarak, gereken enerjiyi saglamasi i¢cin oksidatif
fosforilasyona bagimliligi, karacigerde oldugu gibi sabit olabilir veya kasda oldugu gibi

sirekli degiskenlik gosterebilir (43).
2. 3. ‘MITOCHONDRIAL PERMEABILITY TRANSITION PORE’

Cok yiiksek Ca*? konsantrasyonunda, mitokondriyal i¢ membrandaki mPTP acilir ve 1,5
KDa dan daha kiiciik molekiilleri iceri alir. Ca* bu porun acilmasinda tek basina etkili
degil fakat adenin niikleotit azalmasi, yiiksek fosfat, en 6nemlisi oksidatif stres yiiksek
konsantrasyondaki Ca*** un mPTP acihmindaki duyarhhigmi artirr (44, 45). mPTP

acilinca hiicre 6liimii kaginilmazdir. mPTP’ nin a¢iliminin 2 sonucu var:

1. si mPTP agilinca membranlar aras1 boslukta bulunan hidrojen gradiyenti kaybolur.
Hidrojen matrikste artar. Bunun artmast pH’ 1 degistirir. Bu durumda ATPsenteaz
tersine aktivite gosterir. Glikolizle ve kalan mitokondri tarafindan iiretilen ATP’ leri
parcalar. ATP seviyesi normal tutulamaz. Hiicrenin metabolizmasi ve iyonik denge

bozulur, nekrotik hiicre 6liimleri olur (46-48).

2. sonugta ise mPTP agilimu ile matriks dis1 iyonlarin matrikse gecisi artar. Dolayisiyla
matriks osmolaritesi artar. Bu matrikse baska madde ve suyun gelmesine neden olur ve
mitokondri siser. Boylece matriks hacmi artar. Kristalar acilir. Matriks basinci artar. Bu
da dis membrana baski yapar. Sonucta membran riiptiir olur ve mitokondri parcalanir .
Sitokrom C ve apopitotik maddelerin sitozole ¢ikis1 artar. Apopitotik hiicre Oliimii
gerceklesir. Eger ATP seviyesini korumak i¢in porlar tekrar kapanirsa apopitotik 6liim

daha fazla olur (49, 50).



19

2.3.1. mPTP’ nin Molekiiler Yapisi

Gecirgenlik fenomeninde ilk olarak mitokondri sismesine Ca®™ yiiklemesinin eslik ettigi,
40 yildan daha eskiden beri biliniyordu. Baslangicta mitokondri i¢ membraninda
spesifik olmayan Ca* duyarli fosfolipazlarin aktivasyonu ile permeabilitenin saglandig
diistiniiliiyordu (51, 52). Ancak Haworth ve Hunter’ i 6ncii ¢calismalar1 (53, 54) ile daha
sonra Crompton ve arkadaslar1 muhtemel bir gozenegin varligini gosterdi (55). Ancak
son verilere gore ii¢ proteinin bu porun yapisina katildigi seklinde giiclii kanitlar elde
edilmistir. Bunlar mitokondriyal peptidil-prolil siklofilin-D diye bilinen cis-trans
izomeraz, adenin niikleotid translocase (ANT) ve mitokondriyal fosfat tasiyici (PIC)
(56) (Sekil 2.7). mPTP i¢c ve dis mitokondriyal membranlar1 arasinda uzanan ve i¢
mitokondriyal membrandan ANT (adenin niikleotid translocator) proteini iceren ¢ok
sayida proteinlerden, olugsan bir kanaldir. ANT’ ye baglanan mitokondriyal matriks
proteini siklofilin D (Cyc-D), asil mPTP olusumu regiilatorii kabul edilir. mPTP
acilisina Cyc-D ve ANT rolii tartisiliyor olsa da, CsA’ nin (Siklosiporin A), Cyc-D ile
etkilesimi mPTP’nin iyi bilinen inhibitoriidiir (54).

a  Physiological conditions

A o

L
1 Metabolites

) @

Solutes/Water influx

Sekil 2.7. mPTP’ nin yapis1.(53)

2.3.2. Siklofilin-D’ nin Rolii

1988 yilinda Crampton ve arkadaslar1 siklosporin A’ nin, mPTP ac¢ilmasmi inhibe
ettigini buldu (57). Bu laboratuvarda daha sonra ki calismada CsA ve analoglarinin,
mPTP inhibisyonunu Cyc-D (siklofilin D) lizerinden gosterdigi bulundu (58, 59). CsA
analoglarmin mPTP inhibisyonu yapmasina benzer etkiyi alakasiz bir ila¢ olan

Sangliferin-A’ nin da Cyc-D tlizerinden gosterdigi tespit edildi (60). Cyc-D niikleer gen
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tarafindan kodlanmig 18 kDa agirhginda bir matriks proteinidir (61, 62). CsA,
reoksijenasyon hasarindan baslangicta kardiyak miyositlerde koruyucu etki gosterir.
Ozellikle langendorff perfiize kalpte reperfiizyon hasarindan koruma gosterilmistir.
Daha sonra yapilan calismalarda pek ¢ok laboratuvarda bunu desteklemistir. Iskemi ve
reperfiizyonda enzim salinimi, infarkt sayis1 hemodinamik fonksiyonu kullanarak hasar
belirlemede iskemi reperfiizyon global ve regional modelleri kullamilarak teyit
edilmistir. Cyc- D’ nin olmadig1 hayvanlarda kalpte ve beyinde iskemi reperfiizyon
hasarindan korunma daha iyi olmustur. Cyc- D olmayan farelerde infarkt sayisinda
azalma goriilmiistiir. Boylece mPTP’ nin iskemi reperfiizyon hasarindan korunmada

potensiyel bir role sahip oldugu kanisina varilmistir (58).

Ozellikle stroke oldugunda, koroner trombozis oldugunda, kalp hastaliklarinda CsA’nin
kardioprotection olarak kullanilmasi ideal degildir. Ciinkii bu Ca** duyarli protein
fosfataz (kalsinorin) inhibisyonuna neden olur. Kalsinérin inhibe olunca kalp
fonksiyonlarina zarar verir. Ayrica istenmeyen bir immunosupresif etkide s0z
konusudur. Sangliferin-A ise mPTP acilimini smirlar ama bu etkisini kalsinorin
izerinden yapmaz. Siklosporin A ve Sangliferin-A tedaviye reperfiizyonun basinda

eklendiginde kalpte infarkt sayis1 azaltilabilir.

Reperfiizyonda mPTP acilmasi ROS yapimini ve infarkt alami artirir. inflamasyon da,
reperflizyon esnasinda infarkt alami artirir. CsA verildiginde hem immunosupresyon
yaptig1 i¢in, hemde mPTP yi kapattig1 i¢in iyi diyebiliriz. Ama kalsindrin inhibisyonu
bu iyilestirici etkiyi baskiliyor olabilir. Bu nedenle Takrolimus kalsinorini etkilemedigi

icin CsA’dan iyi oldugu sonucuna varilabilir (63, 64, 65).
2.3.3. Adenin Niikleotit Translokaz’ in Rolii

Labaratuar ¢alismalarinda ATP, ADP ve BKA (Bong krekic acid)’ nin mPTP inhibitorii
oldugu gosterilmistir. BKA ashnda bir ANT inhibitoriidiir. Bunlar Ca*™ m poru agma
duyarliligimi azaltici etki gosterirler (54, 58, 66). BKA verildigi zaman Ca™ile acilmasi
gereken por acilmaz. Diger yandan adenin niikleotit azlig1 ise ANT’ yi pozitif yonde
etkiler ve poru acar . Ayrica adenin niikleotit azliginda diger bir ANT inhibitorii olan
CAT (Carboxyatractyloside) aktive olur ve mPTP’ yi acar. BKA ve CAT , ANT

tizerinde zit calisir. Biri poru acarken digeri kapatir (67) .

Bir mPTP modelinde de siklofilin D, ANT’ ye baglanir. Ca* tarafindan bu por uyarilir
ve konformasyonal degisiklik olusur (68).
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2.3.4. iskemi

Reperfiizyonda mitokondriyal Ca* artar. Boylece mitokondriyal hasar da artar (55).
Reperfiizyonda Ca* girisi durduruldugunda hasar azalir. Oksidatif stres varsa Ca®™
artms ise mPTP yi acar. Ca*™ ve fosfat artmussa, adenin niikleotit azalmigsa mPTP’ nin
acilmasi gerekir. iskemide pH 7’ nin altinda oldugu igin biitiin bu sartlar olusmasina
ragmen mPTP acilmaz. Hidrojen icerde artinca disar1 ¢ikmak ister ve Ca™ ile yarisir.
Ama hidrojen kazanir. Uzamis iskemi sonras1 pH 6,5 den az oldugunda mPTP’ ler
kapali kalir. Bu, 6lciimlerle de gosterilebilir. iskemide ATP’ nin azalmasi ve Ca*
artmas1 fosfolipaz A-2 de bir azalmaya neden olur. Proteazlarda azalma olur. Tamir
edici bu enzimler azalinca hiicre onarimi olmuyor. Ayn1 zamanda mitokondride BAX
translokasyonu olur. Sitokrom C salinimi baslar ve dis membran gecirgenligi artar.

Bunlarda apopitozise neden olur (69) (Sekil.2.8).
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2.4. SIKLOSIPORIN A

CsA, Tolypocladium inflatum Gams. adli mantardan elde edilen 1laminoasitli
(undekapeptit), siklik bir polipeptitdir (70). Bu mantarin 24° C sicaklikta maya-malt
agarda iretilmesi ve bir dizi Kkiiltiir isleminden sonra CsA elde edilir. CsA suda
¢Oziinmez, fakat bir ¢cok organik ¢oziiciide ve lipitlerde olduk¢a fazla ¢oziinme ozelligi

vardir (71). A¢ik kimyasal formiilii asagidaki gibidir (72) (Sekil 2.9.)

Sekil 2.9. Siklosporin A’nin kimyasal yapisi (72)

Tolypocladium inflatum Gams adli fungustan elde edilen, 11 amino asitli, siklik bir
polipeptiddir. Kimyasal formiiliit C62-H111-N11-012’diwr. CsA, mide-barsak kanalindan
kismen absorbe edilir. Bu nedenle agizdan alinabilir; fakat biyoyararlanimi az ve fazla
degiskendir (73). CsA biiyiik oranda ince bagirsaktan emilir, emilim oranm %4-26
arasinda degisir. Kana gecen CsA, %70 oraninda hiicrelere (bunun %80’ini eritrositler
olusturur), %30 oraninda plazma proteinlerine baglanir (74). Plazma proteinleri i¢inde,
albiimin’e diisiik oranda baglanirken 6zellikle YDL (yiiksek dansiteli lipoprotein) ve
DDL (diisiik dansiteli lipoprotein)’den olusan lipoproteinlere yiiksek oranlarda baglanir
(70). CsA halen kullanilan bagisiklik sistemini baskilayici ilaclarin etkinligi (efikasitesi)
en yiliksek olamidir. Antijenin tanmmasini izleyen otoimmiin cevabin erken

basamaklarin1 6nleyerek bagisiklik sistemini baskilar (75).
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Immiinosiipresif ve ikincil néronal hasar1 6nleyici etkisini CD4 tipi T lenfositlerinde, T
lenfosit resptoriiniin  antijenle uyarilmas: ile baglatilan sinyalleme kaskadi
basamaklarindan birini olusturan ve Ca+2’a bagimli bir enzim olan kalsinorini selektif
bir sekilde inhibe ederek gosterir. Bunun i¢in siklosporin’in Once, sitoplazmik bir
reseptor olan siklofiline baglanmas:1 gerekir. Siklofilinler, “peptidil prolil sis-
transizomeraz” (rotamaz) etkinligi gosteren ve hiicre cogalmasma katkida bulunan,
prolinliproteinlerin uygun bir {ciinciil yapr kazanmalarini saglayan enzimlerdir
(76).Siklofilin ile birlesip siklosporin-siklofilin kompleksi olusturan siklosporin A,
kalsinorin yada protein fosfataz 2B denilen fosfatazi inhibe eder. Kalsindrin bir
defosfataz enzimi olup NFAT (aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii) adli ve inaktif
durumda sitoplazmada bulunan faktorden fosfat gruplarimi koparir ve etki yeri olan
hiicre cekirdegine girmesini saglar. NFAT, cekirdekte interlokin-2 geninin koriikleyici
bolgesindeki baglanma yerine baglanarak gen transkripsiyonunu ve boylece IL-2
iretimini artirir. Bu olay zincirinde siklosporin, mitokondri membraninda yer alan
mPTP’ yi inhibe ederek hiicre icine Ca+2 girigsini engeller. Boylece Ca+2 bagiml
kalsinorin inhibisyonu, IL-2 iiretimini engelleyerek antijenik uyarinin IL-2 aracilig ile
T lenfositlerinde etkinlik artmas1 ve prolifere olmasin1 onler. Intraseliiler Ca+2
diizeyinin artmasi hiicre hasarma neden olmaktadir (71, 72). Siklosporin A, mPTP’ yi
inhibe ederek hiicre i¢i Ca+2 diizeyini diisiiriir ve hiicre oliimiinii engeller (73). Eldeki
tiim veriler, siklosporin’in spesifik olarak ve reversible bir bicimde lenfositler {izerinde
etkin oldugunu gostermektedir. Sitostatik ajanlarin aksine hemopoezisi deprese

etmemekte ve fagositik hiicrelerin iglevleri iizerinde de etkisi bulunmamaktadir (74).

Siklosporin ortalama yarilanma omrii 6.4- 8.7 saat olup, metabolizma aracigiyla elimine
edilmektedir. Metabolitlerin eliminasyonu %90 oraninda safrada olur,verilen dozun %6’
s1 idrarla atilir. Idrar ekskresyonu diisiik oldugu icin, bobrek bozukluklar1 siklosporin
eliminasyonunu degistirmez. Cocuklarda atilma oranlar1 %40 daha fazla oldugu igin,
kisa araliklarda daha yiiksek dozlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Yash hastalarda, karaciger
bozuklugu olan lipoprotein, kolesterol ve trigliserid serum seviyeleri diisilk olan

hastalarda atilma oranlar1 diistiktiir (74, 77, 78).
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2.5. TAKROLIMUS (FK506)

Takrolimus (FK506), genellikle transplantasyon sonrasi tedavide kullanilan 822
daltonluk (monohidrat) lipofilik makrolid bir antibiyotikdir (79). (Sekil 2.10) Dogal bir
iriin olup antinomycete, Streptomyces Tsukubaensis’den elde edilir. Bu organizma ilk
defa 1984 yilinda Japonya’da Tsukaba dagi cevresindeki toprak drneklerinde bulundu
(80).

FK506" nin kendisi siklosporinle (kalsindrin inhibisyonu yoluyla etki eden bir
immiinosupresant) karsilastirildiginda yaklasik 100 kat daha aktiftir ve toksisitesi daha
azdir (81, 82).

Takrolimus sitozolik hedef proteini FKBP (FK506- binding protein)’ e yiiksek afinite
ile, o©zellikle FKBP-12° ye, baglanarak kalsinorini bloke eder. Kalsinorin,
kalmoduline(CaM) ve Ca+2 ile kontrol edilen bir protein fosfotazdir, heterodimerik bir
yapiya sahiptir ve iki alt iiniteden olusur. (Sekil 2.10) Kalsinérin A: katalitik ve
kalmodulinin baglandig1 boliim, kalsinorin B: Ca+2’un baglandig1 boliim. Sitokin gen
aktivasyonunu artiran transkripsiyon faktorleri (ornegin; Nucleer factor activating
Tlenfosit (NF-AT), NF-kB, Aktive protein-1(AP-1), AP-3) kalsinorinin direkt yada
indirekt substratlaridir. Takrolimusun kalsinorini inhibe etmesi, immiin ve inflamatuar
cevapta rol oynayan sitokinlerin, lenfokinlerin (_L-2, _L-3, _L-4, TNF-_, IFN) ve

adhezyon molekiillerinin olusumunu baskilar(83, 84).

Sican renal ve karaciger iskemi reperfiizyon hasar1 caligmalarinda takrolimusun

koruyucu etkileri gosterilmistir.

FK506 yiiksek lipofiliktir, farmakokinetik ©6zelligi kisinin yag doku oranina gore
degisir. Oral biyoyaralanimi %22’dir ve pik konsantrasyona bir ile dort saatte ulasir

(85).

Karaciger metabolik sisteminde CYP-3A (sitokrom-3A) enzim ailesi ile ilk gecis
eliminasyonuna ugrar ve metabolitleri safra ile atilir, ancak %1-3 kadar1 idrarda bulunur
(86, 87). Yan etkileri dozla iligkilidir. Baslica yan etkileri nefrotoksisite, norotoksisite,
hipertansiyon, DM ve anormal glikoz intoleransidir. Nefrotoksisite afferent arterioler
vazospazmina bagli renal kan akiminda azalma ile olusur. Kalsiyum kanal blokorii ve
anjiotensin reseptor blokorii ile bu yan etki azaltilabilir. Norotoksisite %8-20 oraninda;

temor, bas agrisi, uykusuzluk, daha nadiren afazi, konfiizyon ve psikoz biciminde ortaya
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cikar. DM ve/veya glikoz intoleranst %10-20 oraninda goriiliir (87). Filler ve ark.
yaptig1 calismada pankreas adacik hiicrelerinde vakuolizasyon, degraniilasyon gibi

morfolojik degisikliklerin takrolimus alimmin kesilmesinden sonra diizeldigi

gosterilmistir (88).
H
HO o
HyCOmml.
H Im B cm,
i i ~
. [ dl Hﬂ‘(H‘\ - 1
Tacrolimus ey 0 A
CyHgNOy -H,0 1 8 g h H o

Sekil 2.10.Tacrolimus (FK506) un yapisal sekli



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, 24.11.2011- 15.4.2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali ve Hakan Cetinsay Deneysel Arastirma Merkezi
laboratuarlarinda gerceklestirildi. Proje, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu ve Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu Bagkanligimin 11/101 nolu karar1 ile onaylanmistir
3.1. DENEY HAYVANLARI

Calisma; etik kurul onayr alinarak Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinden (DEKAM) saglanan ve viicut agirhgr 330 £30 gr olan 40 adet Spraque
Dawley cinsi erkek sicanlar ile gerceklestirildi. Sicanlar deney siiresince 24 + 1°C
arasinda olan ortamda barindirildi. Gece giindiiz dongiisii otomatik alet ile 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 ve cesme suyu verildi. Deney

oncesi ve deney bitiminde si¢anlarin agirliklar tartildi.
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3.2. DENEY GRUPLARI
Agirliklar: 6lgiilen (ilk viicut agirligi= VA, ) hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi.

1. Kontrol Grubu (KONT): Sekiz giin boyunca serum fizyolojik (SF) soliisyonunun
[0,1 m Vkg/hayvan basima intraperitional (i.p.) ] verildigi grup, n=10

2. Doksorubisin (DOX) grubu: Birinci giin tek doz doksorubisin (10 mg/kg/hayvan
basma 1 ml 1i.p. ) ve 8 giin boyunca 0,1 ml intraperitional SF verilen grup, n=10

3. Doksorubisin + Siklosiporin A ( DOX+CsA) grubu: Birinci giin tek doz
doksorubisin (10 mg/kg/hayvan basina 1 ml i.p. ) ve sekiz giin boyunca siklosiporin A
(1 mg/kg/ hayvan bagina 0,1 ml i.p. ) verilen grup, n=10

4. Doksorubisin + Takrolimus (DOX+FKS506) grubu: Birinci giin tek doz
doksorubisin (10 mg/kg/hayvan bagina 1 ml i.p. ) ve sekiz giin boyunca takrolimus (0,1
mg/kg/ hayvan bagina 0,1 ml i.p. ) verilen grup, n=10

8 giinliik ila¢ enjeksiyonlar1 sonrasinda hayvan agirliklar1 tekrar belirlendi.
3.3. ARTERYAL KAN BASINCI OLCUMU

Arteryal kan basinci direkt yontemle femoral arterden kaydedildi. Kayit 6ncesi, 8 giin
intraperitional ila¢ enjeksiyonu yapilan sicanlara anestezi uygulandi. Ketamin (39,35
mg/kg) ve xylazine (4.96 mg/kg karigimi i.p). Anestezi altindaki sicanin sol kasik
bolgesindeki femoral artere paralel olacak sekilde deride bir kesi yapildi. Deri alti
dokusu ve fasyalar kiint disseksiyon ile ayrilarak Arteria femoralise ulasildi ve siyatik
sinir korunarak damar izole edildi. Kayitlarin alinabilmesi i¢in femoral artere 100 U/mL
oraninda heparin iceren serum fizyolojik ile dolu PE-50 tubing yerlestirildi. Basin¢
cevirici-yiikseltici sistemi ve yiikselticiye bagli 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 6l¢iimler 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.
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Resim 3.1. Kan basinci ve EKG kayit alma islemleri.

3.4. EKG KAYDI

EKG elektrotlarinin pozitif ucu sol kola negatif ucu sag kola ve toprak elektrodu sag
ayaga baglandi. EKG’den PR’nin , QT nin, QRS’in siireleri R dalgasinin amplitiidii ,
R_R intervali, P-Rsegmenti degerlendirildi. R-R intervali R dalgasmin baslangicindan
QRS kompleksinin baslangicina kadar gecen siiredir. QRS kompleksi Q dalgasiin
baslangicindan S dalgasinin sonuna kadar gegen siiredir. Ventrikiillerin depolarizasyon
stirecini kapsar. QT intervali Q dalgasinin basindan T dalgasmin sonuna kadar gecen
siiredir. Ventrikiillerin depolarizasyon ve repolarizasyon siireclerini kapsar R dalgasi

QRS kompleksindeki ilk pozitif defleksiyondur.



29

R-R

QRS PR

Resim 3.2. Sicanlarin EKG ve Kan basinci kaydi. QRS, PR, QT, Prseg, ve R-R parametrelerinin EKG
dalgast lizerinde gosterilmesi.

3.5. EKOKARDIYOGRAFi

Hayvanlarin ekokardiyografi cekimleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Kardiyoloji Ana Bilim Dalinda gerceklestirildi. islem oncesi 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.

M-mode ekokardiyogafi; sol ventrikiil diyastol ve sistol sonu capi, interventrikiiler
septum ve posterior duvar kalinliklari, sol atriyum capi, aort ¢apinin olciilmesinde, sol

ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun ve fraksiyonel kisalmanin belirlenmesinde kullanilir.

Ekokardiyografide hayvanlarin kalp hizi (HR), kardiak output (CO), interventrikiiler
septum diyastolik ¢ap1 (IVSD) , sol ventrikiil diastol sonu ¢ap1 (LVIDd), ejeksiyon
fraksiyonu (EF) fraksiyonel kisalma (FS) degerlerdirildi
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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 hasarini belirlemede; CKMB, LDH, AST ve ALT gibi
enzim aktivite tayinleri, klinik biyokimya laboratuvarinda, rutinde kullanilan alet ve
kitler ile yapildi (Beckman Coulter LX-2000, Beckman kids). CKMB, LDH, AST ve

ALT nin 6l¢tim degerlerinin birimi U/1’dir.
3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel hesaplamalar, Excell ve SPSS 16.0 programlar1 kullamlarak yapildi. ikiden
cok grup arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde; normal dagilima uygunluk
saptanan kosullarda, tek yonlii ANOVA uygulandi ve ardindan post hoc test olarak,
Tukey testi kullanildi. Bagimli gruplarin ortalamalarini karsilastirmak icin 6nce Kruskal
Wallis ANOVA ardindan ikili karsilastirma i¢cin bagimli gruplarda t-testi kullanildi.
Degerler ort.+SH olarak gosterildi. P<0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Calismanin basinda hayvanlar viicut agirliklar1 tartildiktan sonra gruplara rastgele
dagitilmistir (Tablo 4.1). 8 giinlilk infiizyon isleminin bitiminden sonra Kkalp
fonksiyonlar1 ve enzim aktiviteleri olciilmeden 6nceki hayvan viicut agirliklar1 tekrar
belirlenmistir. Kontrol grubunda agirhik degisimi olmamistir. Dox grubundaki
hayvanlarda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli agirhik kaybi olmustur
(F323=17,051; p < 0,005). Dox+FK506 grubundaki hayvanlarda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli agirlik kayb1 olmustur (Fs 3= 17,051; p < 0,002). Dox+CsA
gruplarinda, kontrole gore viicut agirliklarinda anlamli bir azalma belirlenmistir (Fz23=

17,051; p < 0,001).
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Tablo 4.1. Deney oncesi, sonrasi sicanlarin viicut agirlik ortalamalar1
Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi (n=10)

Gruplar ik Agirlik(gr) Son Agirlik (gr)
Kontrol 39347 389+16
Dox 331+£27 296+19°
Dox+CsA 325438 264+52°
Dox+FK506 318+28 264+39¢

Kontrol: Serum fiyolojik (SF) verilen grup, Dox: Tek doz doksorubisin ve 8 giin boyunca SF verilen
grup, Dox+CsA: Tek doz doksorubisin ve 8 giin boyunca siklosiporin A verilen grup, Dox+FK506: Tek
doz doksorubisin ve 8 giin boyunca takrolimus verilen grup.

a: Dox grubu, kontrol grubundan farklidir. p < 0,005
b: Dox+CsA grubu, kontrol grubundan farklidir. p < 0,002
c: Dox+FK506 grubu, kontrol grubundan farklidir. p < 0,001

4.1. BIYOKIMYASAL OLCUM VERILERI

Kardiyak hasar1 belirlemede klinikte rutin olarak degerlendirilen CK-MB, LDH AST
ve ALT enzim diizeyleri, sekiz giinliik ilag uygulamasinin son infiizyonundan sonra
Olctilmiistiir. Siganlarin plazma CK-MB, LDH AST ve ALT enzim aktiviteleri Tablo
4.2’de verilmistir. Doksorubisinle birlikte siklosiporin A verilen hayvanlarin plazma
CKMB diizeyleri , doksorubisin ve sadece serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu
hayvanlarina gére anlamh oranda yiiksek bulundu (Fs,3= 18,803; p<0,0001). Gruplar
arasinda plazma LDH degerleri yoniinden anlaml bir farklilik bulunmadi (Fs 3= 1,009;
p<0,409). Doksorubisin , doksorubisin ile takrolimus ve siklosiporin A  verilen
hayvanlarin plazma AST diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli bir artma goriilmiistiir
(F323=15,470; p < 0,001 ). AST diizeyleri ise doksorubisin ve doksorubisin ile
tacrolimus verilen gruplarda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (p <

0,045; p<0,002).



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

Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=10)

Gruplar CKMB(U/L) LDH (U/L) AST (U/L) ALT (U/L)
Kontrol 62+15 244476 78 £ 17 6105
Dox 70£09 189+76 153+09¢ 48+10°
Dox+CsA 134425 286+141 164+37° 49+09
Dox+FK506 87+19 255485 144423° 41+04°
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CKMB: Kreatin kinaz, LDH: Laktat dehidrogenaz, AST: Aspartat aminotransferaz,
ALT: Alanin aminotransferaz.

Dox+CsA grubu, Kontrol ve Dox gruplarindan istatistiksel anlamda farklidir, p < 0,0001.
Dox+CsA grubu, Dox+FK506 grubundan istatistiksel anlamda farklidir, p <0,001.
Dox+CsA, Dox, Dox+FK506 gruplar1 kontrolden farklidir, p < 0,001.

Dox grubu, kontrolden farklidir, p < 0,045.

Dox+FK506 grubu, kontrolden farklidir, p < 0,002.

e ae

4.2. GRUPLARIN EKG PARAMETRE DEGERLERI

Sicanlarin, sekiz giinliik ila¢ uygulamasinin son infiizyonundan sonra EKG kayitlar1
almmustir. PR, QT, R_R, QRS intervalleri ve PR segmenti siireleri Tablo 4.3’de
verilmistir. QT intervali gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamhi bir fark
(F323=2,214; p<0,118). QRS
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmamistir (Fs 3= 2,970; p < 0,056). PR

bulunamamaistir intervali ~ gruplar  arasinda
intervali gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir ( Fz 3=
1,218; p < 0,329 ). PR segmenti gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmustur ( Fsz= 3,545; p < 0,033). Post Hoc Tukey testi kontrol ve
doksorubisin+siklosiporin A gruplar1 arasindaki farkin anlamli oldugunu gostermistir

(p <0,039)



Tablo 4.3. Sicanlarin EKG parametre degerleri . Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=10)
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Gruplar PR (ms) QT (ms) Prseg(ms) R_R (sn) QRS (ms)

Kontrol 0,027+0,002 0,046+0,003 0,005+0,003 0,188+0,014 0,031+0,001
Dox 0,030+0,004 0,046+0,003 0,006+0,001 0,227+0,057 0,031+0,001
Dox+CsA 0,030+0,005 0,050+0,003 0,011+0,006" 0,224+0,053 0,034+0,001
Dox+FK506 | 0,027+0,004 0,046+0,003 0,006+0,001 0,187+0,049 0,030+0,003

a: Dox+CsA grubu, kontrolden farklidir . p < 0,039

4.3.GRUPLARIN EKO PARAMETRE DEGERLERI

Sicanlarin, sekiz giinliik ila¢ uygulamasinin son infiizyonundan sonra EKO kayitlar1
almmustir. CO, IVSD, LVIDd, EF, FS degerleri Tablo 4.4’ de verilmistir. Post Hoc
Tukey testi, doksorubisin, doksorubisin+siklosiporin A, doksorubisin+takrolimus
verilen gruplarin IVSD degerlerinin kontrol grubundan farkli oldugunu gostermistir
(Fs3= 64,867, p < 0,0001).

Doksorubisin+siklosporin A, Doksorubisin+Tacrolimus verilen gruplarda,

Kontrol Doksorubisin,

LVIDd

grubuna  gore,

degerinde istatistiksel olarak anlamli oranda artis gostermistir (Fso3= 47,215; p <

0,0001).

Tablo 4.4: Siganlarin EKO parametre degerleri. Degerler ortalama + SD olarak verildi (n=10)

Gruplar CO(min) IVSd(mm) LVIDd(mm) | % EF % FS HR(BPM)
Kontrol 0,026+0,015 | 0,236+0,015 0,608+0,113 8943 48+8 408+25
Dox 0,025+0,008 | 1,6330,197" | 4,338+0,806" | 87+4 5145 278+69
Dox+CsA 0,0210,014 | 1,57620,191* | 4,448+0,681" | 8442 4743 27960
Dox+FK506 | 0,028+0.,009 | 1,928+0,366" | 4,686+0,894" [ 839 48+10 334463

CO (kardiyak autput) , IVSD (interventrikiiler septum diyastolik ¢ap1), LVIDd (sol ventrikiil diyastol

sonu ¢ap1), EF ( ejeksiyon fraksiyonu),FS ( fraksiyonel kisalma).

a: Dox+CsA, Dox ve Dox+FKS506 gruplari, kontrol grubundan farklidir . p < 0,0001
b: Dox+CsA, Dox ve Dox+FKS506 gruplari, kontrol grubundan farklidir . p < 0,0001
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LVs Mass 1269 q
LVd Mass ASE, 1.46 g
LVs Mass (ASE) 1.33 g

Sekil 4.1. Eko degerleri

4.4.GRUPLARIN KAN BASINCI DEGERLERI

Sicanlarm, sekiz giinliik ila¢ uygulamasinin son infiizyonundan sonra kan basinci
kayitlar1 alinmistir. SKB ve DKB degerleri Tablo 4.5°de verilmistir. Post Hoc Tukey
testi ile, gruplar arasinda sistolik kan basinci degerlerinde istatistiksel anlamda fark
goriilmemistir (F;,3=1,808; p < 0,178). Sadece doksorubisin verilen grubun, diyastolik
kan basicinda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda azalma

goriilmiistiir (F5 3= 3,808; p < 0,025).



Tablo 4.5. Sicanlarin kan basinci degerleri. Degerler ortalama + standart SD olarak verildi (n=10)

Gruplar SKB (mmHg) DKB (mmHg)
Kontrol 12948 89+8

Dox 114434 69+11°
Dox+CsA 103£20 82+13
Dox+FK506 105£16 87+13

SKB (sistolik kan basinc1), DKB (diyastolik kan basinci)
a: Dox grubu, kontrol grubundan farklidir . p < 0,025



5. TARTISMA VE SONUC

Doksorubisin, solid ve hematopoietik tiimorlerin tedavisinde kullanilan yiiksek etkili
kemotorapatik bir ajandir. Kullanimi, doza bagimli kardiyotoksik etkisinden dolay1
sinirhidir. Doksorubisinin indiikledigi, myokardiyal hasarlarin olugsmasinda birinci siray1
serbest oksijen radikallerinin {iretimi almistir (18). Antrasiklin tedavisinin, 6zellikle
hiicre i¢i demir seviyesini artirarak, ROS olusumunda etkili oldugu pek cok calisma ile
desteklenmistir. Son c¢alismalar, antrasiklinlerin sadece ROS yapimini1 artirarak
kardiyotoksisite olusturmadigini gostermistir (18, 19). ROS iiretimi, kardiyotoksisite
olustururken bircok 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 (18,
23). ROS’un yaptig1 hasarlar, apopitotik ve nekrotik yollarin aktivasyonunu takiben
kalp hiicrelerinin 6liimii, antrasiklinlerin indiikledigi kardiyotoksisite i¢in bize etkin bir

aciklama saglar (23, 24).

Ca™ kalp hiicresinde, sitozolde ve mitokondrilerde belirli bir konsantrasyonda bulunur.
Aralarinda bir denge vardir. Patolojik sartlarda sitozoldeki Ca*™ yiikselir. Bu durum

mitokondride asir1 Ca*™ yiiklenmesine neden olur. Sonucta mitokondriyal hasar artar ve
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‘mitochondrial permeability transition pore (mPTP)’lar agilir. Porlarin agilmasi hasari

daha da artirir (48).

Son yillarda yapilan caligmalarda, mitokondriyal permabilitedeki bir artisin, apopitotik
hiicre 6limii baslaticist oldugu gosterilmistir. Nekroz, eriskin insan kalp hasarlarinin
pek ¢ok formunda olusur ve bunlardan biri de antikanserojen ilaglarin kardiyotoksik
etkisidir. Yeni c¢aligmalar gostermistir ki, mPTP apopitozisi baslatmaz, bu kompleks
nekrozda 6nemli bir role sahiptir (16, 58). Siklosiporin A (CsA), mPTP’yi inhibe edici
olarak bilinir. Iskemi reperfiizyon hasarinda olusan, ozellikle kalp ve beyin

nekrozislerinin olusumu, CsA kullanilarak azaltilabilecegi gosterilmistir.

Siklosiporin A ve takrolimus kalsinorini inhibe ederek immiinosupresif etki olusturan
ajanlardir. CsA, mitokondriyal matriks proteini siklofilin D (Cyc-D) ile etkileserek
mPTP acilimini inhibe eder. Cyc-D’si olmayan fareleri kullanan calismacilar, mPTP’nin
hiicre nekrozisinde ©nemli rol oynadigini gostermistir. Cyc-D’si olmayan fareler,
kalsiyum artis1 ile indiiklenmede oldugu gibi, nekrotik uyarimlara direng gostermis, ama

klasik apopitotik artiricilari ile muamele edilince dlmiislerdir (60).

Bu c¢aligsmada, siganlarda doksorubisin tarafindan olusturulan mitokondriyal hasarda,

mPTP’nin rolii ve CsA ile FK506 nin koruyucu etkisini gostermek istedik.
Calismamizda dort deney grubu olusturuldu

Sekiz giin boyunca serum fizyolojik (SF) soliisyonunun [0,1 m l/kg/hayvan basina
intraperitional (i.p.) ] verildigi kontrol grubu (KONT), birinci giin tek doz doksorubisin
(10 mg/kg/hayvan basina 1 ml intraperitional) ve 8 giin boyunca 0,1 ml intraperitional
SF wverilen doksorubisin (DOX) grubu, birinci giin tek doz doksorubisin (10
mg/kg/hayvan basma 1 ml i.p. ) ve sekiz giin boyunca siklosiporin A (1 mg/kg/ hayvan
basina 0,1 ml i.p. ) verilen doksorubisin + siklosiporin A ( DOX+CsA) grubu ve birinci
giin tek doz doksorubisin (10 mg/kg/hayvan basina 1 ml i.p. ) ve sekiz giin boyunca
takrolimus (0,1 mg/kg/ hayvan basina 0,1 ml i.p. ) verilen doksorubisin + takrolimus

(DOX+FK506) grubu.

Sekiz giin ilag uygulanan hayvanlarin, son ila¢ uygulamasim takiben kardiyak hasari

belirlemek i¢in EKO, EKG kayitlar1 alind1 ve biyokimyasal dl¢timleri yapildi.

Sekiz giin boyunca ila¢ uygulamasi yaptigimiz, doksorubisin verilen si¢anlarda ikinci

giinden itibaren diyare, burun kanamasi, hematiiri, fiziksel aktivitede bozulma ve agirlik
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kayb1 olmustur. Bu belirtiler, DOX+CsA ve DOX+FK506 gruplarinda daha fazla

goriilmiistiir.

Calismamizda biyokimyasal verileri inceledigimizde, kontrole gore doksorubisin
verilen grupta AST ve LDH degerleri yiikselmistir. Tek doz doksorubisin ve sekiz giin
boyunca siklosiporin A uygulanan grupta ise CK-MB, LDH, AST ve ALT degerleri
kontrole ve tek doz doksorubisin verilen gruba gore onemli bir artis géstermistir. Bu
sonu¢ bize siklosiporin A’nin, kardiyak hiicrelerde doksorubisinin yapmis oldugu
apopitotik etkileri artirdig1 ve kardiyak hiicreleri hasarlanmaya kars1 koruyucu etkisinin

olmadigini1 géstermektedir.

Doksorubisine bagli kardiyovaskiiler toksisite, QT siiresinin uzamasi, aritmiler,
myokard iskemisi, hipertansiyon, tromboembolitik komplikasyonlar (7) ve myokardiyal
fonksiyon bozuklugunu igine alir. EKG degerlerine baktigimizda, doksorubisinin
olusturdugu kardiyotoksisite yalnizca kalbin mekanik fonksiyonunu degil ayn1 zamanda
ventrikiiler depolarizasyon ve repolarizasyonuda etkilemistir. Doksorubisin alan grubun,
QT, PR ve R_R interval siiresinin kontrol grubuna gore anlamli bir fark goriilmemistir.
Doksorubisin+siklosiporin A alan grupta ise, PR, QRS intervali ve PR segmenti siiresi
kontrol grubuna gore artis gostermistir. Doksorubisin+takrolimus alan grubun EKG
bulgular1 ise kontrol grubuna ¢ok yakin ¢ikmistir. EKG kayaitlar1 bize siklosiporin A’nin

kalp fonksiyonlarin1 bozdugunu, takrolimusun ise diizelttigini gostermektedir.

Kan basinci kayitlarinda, sadece doksorubisin, doksorubisin+siklosiporin A ve
doksorubisin+takrolimus verilen siganlarin sistolik kan basinci ve diyastolik kan basinci
degerleri, kontrol grubuna gore Onemli Olgiide azalma gostermistir. Doksorubisin
verilen sigcanlarin, sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci azalmalari, kalp
fonksiyonlarinin yavaglamasi ve buna bagli olarak kalp debisinin azalmis olabilecegi
diisiincesindeyiz. Tek doz doksorubisin ve sekiz giin boyunca siklosiporin A verilen

grupta sistolik kan basinci degerleri, doksorubisin verilen gruba gore daha diisiiktiir.

EKO kayitlarinda, doksorubisin, doksorubisin+siklosiporin A ve doksorubisin+
tacrolimus alan sicanlarda interventrikiiler septum diyastolik ¢capi( IVSd), sol ventrikiil
diyastol sonu ¢ap1 (LVIDd) degerleri kontrol grubuna gore daha yiiksek ¢cikmistir. En
fazla artis doksorubisin+takrolimus alan sicanlarda goriilmiistir. EKO kayitlar:

degerlendirildiginde doksorubisinin myokardiyal fonksiyon bozukluguna neden
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oldugu,siklosiporin A’nm 1iyilestirici etki yapmadigi, takrolimusun ise hasar1 artirdigi

goriilmiistiir.

Marechal X. ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada, tek doz 10mg/kg/giin doksorubisin
uygulamasinin ardindan sekiz giin boyunca 1mg/kg/giin siklosiporin A ve 0.1mg/kg/giin
takrolimus uygulanmis, doksorubisin+siklosiporin = A uygulanan hayvanlarda,
siklosiporin A’nin mPTP acilimini inhibe ederek kardiyak hasar: azalttigi, takrolimusun
ise mitokondri iizerine etkisi olmadig1 gosterilmistir. Siklosiporin A, doksorubisinin
yapmis oldugu kalp hasarina karsi, mitokondrilerin organizasyonundaki bozuklugu ve
ATP iiretimindeki azalmayi engelleyerek yararli etkiyi gosterdigi one siiriilmiistiir.
Bizim ¢alismamizda ise, siklosiporin A ve takrolimus verilen si¢anlarda kardiyak hasar1

azaltmada etkili olmadig1 hatta arttig1 goriilmiistiir (89).

Zhou S. ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada, doksorubisin mitokondrilerin oksidatif
stresten etkilenmesini artirarak, enerji iiretimini bozdugu belirtilmistir. in vivo olarak
doksorubisin verilmesinin mitokondriyal solunumu bozdugu, in vitro olarak siklosiporin
A’nin eklenmesiyle mPTP’lerin ag¢ilimini sinirlayarak iyilestirici etki yaptigi ©ne

stirtilmiistiir (90).

Colombo T ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, diisiik dozlarda siklosiporin A
verilmesinin mPTP acilimini engelledigi, doksorubisinin yapmis oldugu akut ve kronik
kardiyotoksisitede, mitokondri potansiyel kaybini1 ve kontraktil azalmay1 engelledigi ve
iyilestirici etki yaptig1 gosterilmistir. Bizim caligmamizda da diisiik doz siklosiporin A

verilmis fakat kardiyotoksisitede bir azalma gozlenmemistir (91).

Bir bagka calismada ise, farelere yiiksek doz siklosiporin A verildiginde, doksorubisinin
kardiyotoksik etkisini daha da arttirdigi gosterilmistir. Siklosiporin A’nin bu zararh
etkisinin, membran transport protein P-glycoproteini inhibe ederek olusturdugu ©6ne
stiriilmiistiir. P-glycoprotein, doksorubisinin hiicresel akisini artiran ve intraselliiler
retansiyonu azaltarak etki eden enerji bagimli bir pompadir. Diisiik dozda siklosiporin A

verildiginde P-glycoprotein inhibe olmamaistir (92).

Onceki calismalarda doksorubisinin, mitokondriyal DNA polimeraz aktivasyonunu ve
mitokondriyal proliferasyonu artirdigi, baska bir calismada ise akut doksorubisin
uygulamasmin  mitokondriyal enerji iiretimi inhibisyonuna neden oldugu

soylenmektedir (93).
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Huss J. ve arkadaslari, kalsindrinin Ppargcla (PGC-1a) gen transkripsiyonunu
artirdigin1  gostermisler. Transjenik farelerin iskelet kasinda aktif kalsindrinin
overekspresyonu, genelde PGC-la ekspresyonunda artisla sonuclanmis. PGC-la
ekspresyonu arttiginda mitokondriyal enerji metabolizmasi ile ilgili genleri artirmus,
dolayisiyla enerji metabolizmasini diizeltici etki yapmis. Siklosiporin A’nin, mPTP’leri
kapatarak apopitozisi azaltirken, kalsinOrini inhibe etmesiylede ATP yapimini

blokladig1 belirtilmistir (94).

Bizim c¢alismamizda verilen siklosiporin A miktar1 sicanlara fazla gelmis, P-
glycoproteini inhibe etmis, boylelikle doksorubisinin kardiyotoksik etkisini daha da
artirmis olabilir. CsA, kalsinorini inhibe ederek PGC-1a ekspresyonunun azalmasina ve
enerji metabolizmasinin bozulmasina neden olmus ve doksorubisinin neden oldugu

kardiyak hasarlanmay1 daha da artirmus olabilir.

CsA’nin iyilestirici etki gostermemesinin bir diger nedeni, doksorubisinin kardiyotoksik
etkiyi, sadece mPTP iizerinden yapmamasi, DNA, Ca*? metabolizmasi ve ROS olusumu
ile olan etkilerinin daha baskin olmasindan dolay1 olabilir. CsA ‘nin kalsindrini inhibe
etmesi kalp fonksiyonlarina zarar vermis, hiicreleri radikallere karsi savunmasiz hale

getirerek istenmeyen immunosupresif bir etki yapmuis olabilir.

Sonug olarak, sadece doksorubisin verilen grup ile doksorubisin+siklosiporin A veya
doksorubisin+tacrolimus verilen gruplar karsilagtirildiginda, CsA ve FK506 ‘un
iyilestici etki gostermedigi, doksorubisinin kardiyotoksik etkisini daha da arttirdigi

belirlenmistir.

Ileriki donemde, doksorubisinin kardiyotoksik etkisinde mPTP’lerin roliinii gdstermede,
sadece bu kanallara spesifik kimyasallarin kullanilmasi, calismanin sonuglarina ¢ok

yarar saglayacagi kanisindayiz.
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