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Ozet

Amag: Calismada, doksorubisinin neden oldugu kardiyotoksisitedeki morfolojik degisiklikleri ve nikotinamidin koruyucu etkisini arastirilma
amaclanmistir.

Yontem: Calismada 30 adet Wistar-Albino erkek sican, bir grup 6, diger gruplar 8’er hayvandan olusan 4 gruba ayrildi. 1. gruba (kontrol) 7
glin serum fizyolojik; 2. gruba 7 giin 200 mg/kg/gtin nikotinamid; 3. gruba tek doz 20 mg/kg/giin doksorubisin; 4. gruba 7 giin doksorubi-
sin + nikotinamid kombinasyonu intraperitoneal olarak verildi. Deney sonunda, tim deneklerin kalp 6rnekleri alinarak isik ve elektron mik-
roskobu ile incelendi; dokudaki katalaz, glutatyon, glutatyon-S-tranferaz, glutatyon peroksidaz ve protein oksidasyon aktivitelerine bakildi.
Bulgular: Kontrol ve nikotinamid grubu deneklerde kalp dokusu normal yapidaydi. Ugiincii grupta, iltihap hiicre infiltrasyonu, miyokard lif-
lerinde diizensizlik vardi. Dokuda katalaz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon-S-tranferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi azal-
mis, protein oksidasyonu artmisti. Doksorubisinle birlikte nikotinamid verilen grupta GSH-Px, CAT, GSH, GST'nin yiikseldigi, histopatolo-
jik olarak nikotinamidin kardiyomiyopatiyi 6nledigi gozlemlendi.

Sonuc: Antioksidan olarak kullanilan nikotinamidin doksorubisin kardiyotoksisitesinin azalmasina yardimci oldugu ve ileride yapilacak ge-
nis kapsamli calismalarla klinik uygulamalara katkida bulunabilecegin distntldi.

Anahtar kelimeler: Antineoplastik ajan, doksorubisin, nikotinamid, deneysel kardiyotoksisite, antioksidan
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Effect of nicotinamide on doxorubicin induced experimental cardiotoxicity
Abstract

Objectives: We investigated the morphologic changes showing cardiotoxicity caused by use of the doxorubicin which is an antineoplastic
agent, and the protective effect of nicotinamide.

Methods: We assigned thirty Wistar Albino male rats were randomly to four groups: Group 1 (Control) had %0.9 NaCl for 7 days, group 2
had Nicotinamide 200 mg/kg/day for 7 days, group 3 had single dose injection of Doxorubicin (20 mg/kg), group 4 had combination of Do-
xorubicin and Nicotinamide intraperitoneally. At the end of the experiment, the hearts were removed for light and electron microscopic in-
vestigations. We determined the tissue activites of catalase, glutathione-S-transferase, glutathione, glutathione peroxidase.

Results: Control and Nicotinamide rats showed a normal heart tissue morphology. The rats in group 3 exhibited disorganization of the myo-
cardial fibres, and infiltration of inflammatory cells. The rats in group 4 displayed a significant decrease in morphological damage, with the
disappearance of inflammatory cell infiltration.

Conclusion: Our findings suggested that the use of antioxidants of Nicotinamide may help to reduce Doxorubicin cardiotoxicity, thus con-
tributing to clinical applications.

Key words: Antineoplastic agents, doxorubicin, nicotinamide, experimental cardiotoxicity, antioxidant
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nedenli kardiyotoksisiteden serbest radikaller, membran
lipid peroksidasyonu ve mitokondrial hasar sorumlu tu-
tulmaktadir [1]. Doksorubisinin kimyasal yapisi oksida-
tif stresi artirarak serbest radikallerin olusmasini sagla-
yarak hiicre hasarina yol agmaktadir [2]. Normal kosul-
larda, aerobik metabolizmanin urettigi reaktif oksijen
turleri strekli olarak inhibe edilir. Bu isi, organizmada
yer alan antioksidan savunma sistemleri gerceklestirdigi
icin patolojik bir olay gozlenmez. Serbest radikallerin
olusum hizi ile savunma sistemlerinin gtici arasindaki
denge bozulmadig stirece, organizma olusan bu radi-
kallerden etkilenmez. Bu denge, antioksidan sistemlerin
aleyhine bozuldugu zaman, potansiyel bir hasar mey-
dana gelir ki buna ‘oksidatif stres” adi verilir [2-4]. Dok-
sorubisin serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar
arasindaki dengesizlik nedenlerinden biridir[5]. Oksi-
dan ve antioksidan sistemlerdeki bu karmasa doku ha-
sari ile sonuclanir ki, bu da dokuda protein oksidasyo-
nu ve lipid peroksidasyonu ile gorilir [5]. Doksorubisi-
ne bagli toksisitenin patogenezinde serbest radikal ve
antioksidan enzimlerin rol oynadigina ait bulgularin be-
lirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini giindeme
getirmistir [6].

Nikotinamid (Nad), B vitaminleri ailesinden niasinin
iki temel formundan biridir. Niasinin diger 6nemli for-
mu ise nikotinik asittir. Nikotinamid ya da diger bilinen
adi ile niasinamid; ayni zamanda nikotinik asid amid,
vitamin B3 ve de vitamin PP olarak da adlandirilir. Ya-
pisal formilt CgHgN,O dur [7]. Nikotinamid, organiz-
mada pek cok biyolojik reaksiyonun gerceklesmesi icin
kullanilan NAD™ (nikotinamid adenin dintkleotid)’ in
temel metabolitidir. Enerji Gretiminde, kolesterol ve ste-
roid sentezinde, sinyal transdiiksiyonunda ve genom
butinliginin saglanmasinda 6nemli gorevleri olup,
antioksidan, antienflamatuar ve antikarsinojenik aktivi-
teye sahiptir. In vitro ve in vivo calismalarda, membran-
larda stiperoksit ve hidroksil radikallerini, lipid peroksi-
dasyonunu ve protein oksidasyonunu inhibe ettigi bu-

lunmustur [7-9].

Calismada, antioksidan bir madde oldugu bilinen ni-
kotinamidin, kemoterapide kullaniimakta olan doksoru-
bisinin yol actigi akut kalp hasarinda koruyucu etkisini-
nin var olup olmadigini arastirmayi amacladik.

Gerec ve Yontem

Calisma, I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Deneysel Hayvanlari Uretim
ve Arastirma Laboratuarinda, doku enzim analizleri
Tibbi Biyoloji A.D’da gerceklestirildi. Calisma icin etik
kurul onayr alindi (Sayi: 2187, 02.02.2006). Gunlik ig-
me suyu ve %21 ham protein iceren pelet yemlerle bes-
lenen, agirliklari 200-300 gr arasinda degisen (¢ aylik,
30 adet Wistar albino cinsi erkek sican bir grup alti, di-
ger gruplar sekizer hayvandan olusan dort gruba ayril-
di. 1. Grup (Kontrol) (n=6): yedi giin sire ile her giin,
%0.9’luk NaCl (Serum fizyolojik), intraperitoneal (i.p.)
olarak; 2. Grup (Nikotinamid)(Nad) (n=8): yedi gin su-
re ile her giin, %0.9’luk NaCl icinde c¢o6zilmis
200mg/kg Nad (Sigma) i.p. olarak; 3. Grup (Doksorubi-
sin)(Doks.) (n=8): Deney baslangicinda tek doz
20mg/kg/glin Doks (Adriablastina, Pharmacia) i.p ola-
rak; 4. Grup (Doksorubisin + Nikotinamid) (n=8): De-
ney baslangicindan bir giin 6nce 200 mg/kg/giin dozun-
da Nad, deney baslangicinda tek doz 20 mg/kg/glin
Doks. verilen hayvanlara yedi giin stre ile ayni dozda
Nad i.p. olarak verildi.

Deney siresi sonunda hayvanlara intraperitonal
sodyum pentobarbital (6.5 mg/kg) (Na pental i.E. Ula-
gay) anestezisi yapildi, kalp dokusu (ventrikiil) 6rnekle-
rinin bir kismi 1sik mikroskobunda incelenmek tizere
%10’luk formaldehit icerisinde tespit edilip parafine go-
mildu ve bloklandi. Bloklardan 5 pm kalinhginda ali-
nan kesitler Hematoksilen+ Eosin (H+E) ile boyandi.

Elektron mikroskobu incelemeler icin 1 mm’lik par-
calar, pH: 7.4’lik Soransen fosfat tamponunda hazirla-
nan %4’lik glutaraldehit ile 1 saat tespit edildi. Soran-
sen fosfat tamponunda 1 saat yikanan parcalar, daha
sonra Millioning tamponu ile tamponlanmis pH: 7.2
olan %1’lik OSO4 ile 1 saat ikincil olarak tespit edildi.
Yiikselen alkol serilerinde suyu giderilen parcalar, aral-
dit gdmme ortamina alindi. Elde edilen bloklardan Ri-
echert UM2 ve UM3 ultramikrotomu ile 500-700 A’luk
kesitler alindi. Bakir gridler tizerine alinan kesitler ura-
nil asetat ve Reynold’un kursun sitrat ¢ozeltileri ile ikili
olarak kontrastlastirildilar. Bu kesitler Jeol marka elek-
tron mikroskobu ile incelendi ve fotograflari cekildi.

Doku enzimlerini incelemek tizere alinan ornekler
GSH, GST, CAT, GPx ve Protein oksidasyon diizeyleri



calismak tizere -70 °C’de Ug gun saklandi. Doku GSH
ve GSH-Px aktivitesi Beutler ve ark. [10]'nin, GST akti-
vitesi Habig ve ark. [11]'nin, CAT aktivitesi ise Aebi ve
ark. [12]’nin, protein oksidasyonu Levine [13] yon-
temiyle ile tayin edildi. Tum 6lctimler spektrofotometri
ile yapildi.

SPSS 10.0 paket programi kullanilarak verilerin ista-
tistiksel analizleri yapildi. Olctim degerleri homojen da-
gilim gostermedigi icin non-parametrik testlerle calisil-
di. Gruplar arasi farkin anlamliligini degerlendirmede
Kruskal- Wallis Varyans coziimlemesi ile denemeden
gecirildi. Anlamh bulunan degisim analiz sonuclari
Mann-Whitney U ile sorgulandi. p< 0.05 anlamlilik si-
nirt olarak kabul edildi.

Bulgular
Istk Mikroskobu Bulgulari

Kontrol ve Nad grubu sicanlardan hazirlanan 6rnek-
ler H+E ile boyanip incelendiginde normal kalp dokusu
yapisi gozlendi (Sekil 1A,B).

Sadece Doks. verilen grupta kalbin genel yapisinda
bozukluklar gozlenirken, histopatolojik olarak miyokar-
dial liflerin diizenlerinin bozuldugu, iltihap hiicre infil-
trasyonu gozlendi (Sekil 1C,D).

Doks + Nad grubunda; miyokardial liflerinin diize-
ninin bayik oranda korundugu, cogu sahada iltihabi
hiicre infiltrasyonunun doks. grubuna gore azaldig
gozlendi (Sekil TE).

Elektron Mikroskobu Bulgulari

Kontrol grubuna ait kalp elektron mikrograflarinda,
niveler, miyokard lifleri ve mitokondriler normal yapi-
daydi (Sekil 2A).

Sadece Nad uygulanan gruplarda, kontrol grubuna
yakin bulgular gozlendi (Sekil 2B ).

Sadece Doks uygulanan gruplarda, mitokondrilerde
belirgin genisleme, kristalarda ve matrikste kayiplar
gozlemlendi (Sekil 2C). Bu bulgulara ek olarak miyofib-
rillerde yozlasmalar, dizilim bozukluklari ve litik alan-
lar, nive membranlarinin diizgiin yapilarini kaybettigi
gozlemlendi (Sekil 2D).

Doks + Nad grubunda, elektron mikroskobu bulgu-
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larinin kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi gozlemlen-
di (Sekil 2E).

Biyokimyasal Parametreler

Doku GSH (Glutatyon), GST (Glutatyon S transfe-
raz), GPx (Glutatyon peroksidaz), CAT (Katalaz) ve pro-
tein oksidasyon degerleri kontrol, Nad, Doks ve Doks +
Nad gruplarinda incelendi ve bu parametrelerin gruplar
icindeki degerleri birbirleri ile kiyaslandi. GSH, GST,
GPx ve CAT degerleri kontrol grubuna gore incelendi-
ginde, Dox grubunda enzim degeri anlamli 6lctde
azalmisti, protein oksidasyon degeride artmisti (p<
0.05). Doks+ Nad grubunda ise Doks grubuna gore
GSH, GST, GPx ve CAT degerlerinin artis gosterdigi,
bununla beraber protein oksidasyon degerlerinin azal-
digi (p< 0.05) gozlemlendi (Tablo 1).

Tartisma

Etkin bir antitimor ajan olan doksorubisinin kardi-
yotoksik yan etkisi, kanser tedavisinde doz sinirlayici
bir faktordir [14]. Doksorubisine bagli kardiyotoksisite-
nin patogenezinde; serbest radikal olusumunun, antiok-
sidan enzimlerde azalmanin ve lipid peroksidasyonun-
da artmanin rol oynadigi distntlmasttr [6,14,15]. Pa-
togenezde sorumlu tutulan serbest radikaller stiperoksit,
hidroksil radikalleri ve nitrik oksittir (NO). Doksorubisi-
nin, serbest radikal olusumuna neden olmasi yaninda;
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon (GSH), kata-
laz (CAT) gibi antioksidan enzimleri azaltarak da toksi-
siteye neden oldugu gosterilmistir [15]. Bu maddelerin
en onemli 6zelligi, zar yapisinda bulunan lipidleri pe-
roksidasyona karsi korumaktir. Bunu da peroksidasyon
zincir reaksiyonlarini engelleyerek ve reaktif oksijen
turlerini toplayarak yapmaktadir [16].

Fadillioglu ve ark. [17]1’nin galismasinda doksorubi-
sinin neden oldugu kalpteki doku hasari biyokimyasal
ve mikroskobik olarak degerlendirilmis ve doksorubisin
nedenli protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu
gosterilmistir. Serbest radikal hasari icin en kritik bolge-
yi plazma membrani olusturur. Hiicre disi kompartman-
larda meydana gelen serbest radikaller, hiicre ici kom-
partmanlarla reaksiyona girebilmek icin plazma mem-
branini gecmek zorundadirlar. Bu ytizden zararli etkile-
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rini ilk olarak membranlarda baglatirlar [7]. Hicre

membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis

10

Sekil 1. (A) Kontrol grubu: Normal kalp dokusuna ait bir go-

rinim H+E x20. (B) Nad grubu: Kontrol grubuna benzer go-
rinim H+E, x10. (C) Doks grubunda: Myokardial liflerde du-
zen bozukluklari H+E, x10. (D) Doks grubunda: iltihabi hiic-
re infiltrasyonu H+E, x40. (E) Doks+Nad grubu kontrol grubu-
na yakin bir gérinim H+E, x10.

baglari, serbest radikaller ile kolayca etkilesirler ve pe-
roksidasyon driinlerini agiga ¢ikarirlar. Poliansature yag



asitlerinin (PUFA), bu oksidatif yikilimi, lipid peroksi-

dasyonu olarak adlandirihr [7]. Yine Sacco ark.[18]’'nin

bir calismasinda hiicresel yapida oksidan hasarin iki
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Sekil 2. (A) Kontrol grubuna ait kalp mikrografi normal kalp
dokusu (x30K). (B) Nad grubuna ait mikrograf, kontrol grubu-
na benzer goriinim (x7500). (C) Doks grubuna ait mikrograf
mitokondride dejenerasyon ve genisleme, krista ve matriks
kaybi (x25K). (D) Doks grubuna ait mikrograf; miyofibrillerde
dejenerasyon, diizen bozukluklari ve litik alanlar, nikleus
membraninin diizgiin yapisini kaybettigi gozlendi (x20K). (E)
Doks + Nad grubuna ait kontrol grubuna yakin bir gorintim
(x40K).

onemli sonucu olarak, lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu gosterilmis, doksorubisin nedenli kardiyo-

toksisitede serbest oksijen radikallerinin ve stiperoksitle-

11
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rin artisinin hicre hasarini meydana getirebilecegi soy-
lenmistir [18,19].

Doksorubisine bagh kardiotoksisitenin patogenezi
tam olarak aciklanamasa da, bulgular kardiotoksisite
gelismesinde serbest radikallerin agiga ¢ikmasinin ve
antioksidan enzimlerin azalmasinin ana rol oynadigini
ortaya koymustur [20,21]. Kardiyomiyositleri serbest
oksijen radikallerine karsi koruyan temel antioksidan
enzim GSH-Px’dir [22]. Yine Yagmurca ve ark. [5]'nin
yaptigi calismada da CAT ve SOD gibi antioksidan en-
zimlerin aktivitesinde azalma bulunmustur. Malarkodi
ve arkadaslarinin Doks. kullanarak olusturduklari bob-
rek hasarinda CAT, GSH, GST enzimlerinin kontrol gru-
buna gore anlamli 6lctide azaldigi gosterilmistir [23].
Bizim calismamizda da bu bulgulara paralel olarak bi-
yokimyasal sonuclarimizda, Doks. uygulanan dokunun
CAT, GST, GSH, GSH-Px enzim analizleri kontrol gru-
buna gore anlaml olgliide azalma, protein oksidasyon

degerlerinde ise anlamli bir artis tespit edilmistir.

Tesoriene ve ark. [24] ile Van Vleet ve ark. [25]’nin
farkli deney hayvanlarinda uyguladiklari hasarlanma
modelinde miyokardial nekroz, inflamatuar hicre infil-
trasyonu, miyokardial fibrillerde diizen bozukluklari,
interstisyel 6dem gibi kardiak histopatolojik bulgular
one cikmaktadir. Calismamizin sonuclari da bu bulgu-
larla paralelik gostermektedir.

Yine Balli ve ark. [26]'nin yaptigi bir calismada elek-
tron mikroskobuna ait doks uygulanan grubun bulgula-
rin da, dejenere mitokondri, miyofibrillerde dejeneras-
yon ve diizen bozukluklari, Z cizgilerinin yogunlugun-
da artis gosterilmistir. Biz de calismamizin elektron
mikroskobik incelemelerinde, niivenin diizgiin yiizeyi-
ni kaybettigini, mitokondrilerde belirgin genisleme,
krista ve matriks kaybi gozlendigini, miyofibrillerde di-
zen bozukluklari, miyofibriller arasinda lipid damlacik-
lari gbzlemlendi..

Aragstiricilar oksidatif strese dayali miyokard hasari-
nin altinda yatan hiicresel mekanizmalari agiklamak ve
bunlarin 6niine gecebilmek icin pek cok sitotoksisite
modeli ortaya koymuslardir, antioksidan tedaviler ile de
bu hasari 6nlemeye ya da geri gevirmeye ¢alismislardir.
Antioksidan maddelerin en 6nemli 6zelligi, zar yapisin-
da bulunan lipidleri peroksidasyona karsi korumaktir.
Bunu da peroksidasyon zincir reaksiyonlarini engelle-
yerek ve reaktif oksijen tirlerini toplayarak yaparlar [7].
Pek cok arastirmaci Nad’in IL-12 (interlokin-12), TNF-a
(Tumor nekrozis faktor-a), MHC-II (histokompatibilite
kompleksi-1l), ICAM-I (intraseltiler adezyon molekdili-1)
ve iNOS ( indiklenebilir nitrik oksit sentaz)’t inhibe
edip, serbest radikal yakalayicisi olarak islev gordtigtini
ve lipid peroksidasyonunu onledigini calismalarinda
gostermistir [28]. Fukuzawa ve ark. [28], oksidatif stres
sonucu IFN-§ (interferon- d) ve TNF-o/nin B hiicrelerin-

Tablo 1. Gruplarin, Glutatyon (GSH), Glutatyon S transferaz (GST), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Protein

oksidasyonu enzim aktiviteleri (ortalama + Standart Sapma).

Gruplar (n=8) GSH GST CAT GSH-Px Prot. Okd.
(pmol mg protein™') (pmol pg™) (pmol pg™) (pmol pg™) (nmol pg™)
Kontrol 3.61 £1.83 0.09 += 0.02 7.86 = 4.21 0.81 £ 0.49 0.18 £ 0.07
NAD 1.37 £ 0.46 0.01 £ 0.07 2.05 +0.90 0.17 £ 0.03 0.33 £ 0.27
DOX 0.58 £ 0.25 0.22 + 0.04 1.76 = 1.68 0.03 = 0.01 1.99 = 0.35
DOX+NAD 2.31 £0.70 0.50 + 0.25 2.07 +£0.86 0.90 £ 0.30 0.36 £0.11
P Degerleri (p<0.05)
Kontrol-NAD 0.008 0.001 0.005 0.004 0.001
Kontrol-DOX 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Kontrol-NAD+DOX 0.2 0.001 0.001 0.005
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de NO yapimini indikledigini, NO'’in ise nukleer ve mi-
tokondrial DNA’da hasar meydana getirdigini soylemis-
lerdir. Nad bir iNOS inhibitora olusu ile, NO’in verece-
gi zararlar en aza indirir. Yine ayni ¢calismada, Nad’in
TNF-a tretimini baskiladigini ve bu sekilde oksidatif yi-
kimi engelledigini gostermislerdir

Doks. toksisitesine bagl patogenezin ana bolimu
inflamasyondur. Yagmurca ve ark. [5]'nin yaptigi calis-
mada Erdostein ile tedavi edilen grupta, iltihabi hiicre
toplulugunun azaldig ve iltihaba bagl gelisen doku ha-
sarinin engellendigi gozlenmistir. Bizde 1sik ve elektron
mikroskobu bulgularimizda, Nad ile beraber Doks. ve-
rilmis gruplarimizda en az hasarli, normale yakin bir
morfoloji gozlemledik. Nad’in serbest radikal yakalayi-
cisi olarak is gordiigiind, hiicrenin GSH, CAT gibi endo-
jen antioksidanlarini yiiksek tutarak lipid peroksidasyo-
nunu engelledigini ve bu sekilde dokuyu Doks.'un aci-
ga cikardigl serbest radikallerin zararli etkisinden koru-
dugunu distinmekteyiz.

Sonug olarak; calismamizin biyokimyasal, isik ve
elektron mikroskobu bulgulari, Nad gibi antioksidanla-
rin Doks. nedenli deneysel kardiyotoksisitenin azalma-
sina yardimci olabilecegini distindirmdstir.
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