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Antrasiklin glikozit antibiyotiklerinden biri olan doksorubisin (DOKS), meme kanseri,
I6semi ve sarkom gibi hastaliklarda DNA interkalasyonuna neden olarak ve DNA
replikasyonunu inhibe ederek cesitli maligniteleri tedavi etmesi nedeniyle
kemoterap6tik bir ilag olarak siklikla kullanilan bir ilagtir. DOKS tedavisinin baslica
yan etkisi, antikanser tedavisinde uzun siireli uygulama sirasinda ilacin klinik
kullanim1 i¢in sinirlayict bir faktor olan doza bagl kardiyotoksisitedir. DOKS kaynakl
toksisitenin neden oldugu ana kardiyotoksisite mekanizmas1 bilinmemekle birlikte,
DOKS, lipid peroksidasyonu, mitokondriyal DNA hasari, apoptoz ve bozulan
kalsiyum homeostazi dahil olmak iizere kalp dokusunda inflamasyonu ve oksidatif

stresi artirir.



Mitokondride artan hem kalsiyum hem de reaktif oksijen tirleri (ROS), lipid
peroksidasyonuna ve oksidatif hasar ve kardiyomiyositlerin hiicre zarnda hasara
olusumuna yol acar. Ayrica, DOKS tedavisinden sonra artan oksidatif stres, apoptotik
sinyal yollarinin aktivasyonuna katkida bulunur ve miyositler de apoptotik hiicre
Olimiine yol acar. Miyokardiyal enfarktiis, kalp yetmezligi ve kardiyak
disfonksiyonun miyokardiyal apoptoz ile iligkili oldugu goriilmektedir. DOKS'un
bircok kanserde kemoterapotik bir ilag olarak yiiksek etkinligi nedeniyle, son
calismalar DOKS ile birlikte fitokimyasallar veya ila¢ kullanarak DOKS'un olumsuz

kardiyak etkilerini 6nlemek ve tedavi etmekle iligkilidir.

Geleneksel tipta safran (Crocus sativus L.) uzun siredir gaz giderici, tonik, balgam
soktiiriicii ve yatistirict olarak kullanilmaktadir. Ayrica, safranin kardiyovaskiiler
bozukluklar, lirolojik enfeksiyonlar ve astim dahil olmak tizere gesitli rahatsizliklarin
tedavisinde kullanildig: bildirilmektedir. Safranin en yaygin biyoaktif bilesenlerinden
biri olan krosin, antioksidan, serbest radikal temizleyici, anti-kanser, antiinflamatuar,
antiaterosklerotik ve kardiyoprotektif etkiler gibi bir¢ok farmakolojik 6zellige sahiptir.
Suda ¢ozlnur karotenoid pigment olan krosinin yapisi, krosetin adi verilen ve safranin
kirmiz1 renginden sorumlu olan bir polien dikarboksilik asidin mono ve diglikosil
esterleridir. Baz1 c¢aligmalar, krosinin kardiyoprotektif etkilerinin antioksidan
enzimatik aktivitelerin ve kardiyak belirte¢lerin diizenlenmesi ile iligkili oldugunu
bildirmistir. Krosinin, anjiyojenik bir protein olan vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) diizeyini artirarak kardiyomiyositleri hipoksik hasara karst korudugunu

gostermistir.

Biz burada, Wistar albino ratlarda spesifik kardiyak biyobelirtecler, biyokimyasal
parametreler, oksidatif stres belirtecleri, histopatolojik ve immunohistokimyasal
degerlendirmelere dayanarak, DOKS ile kombine edilmis krosinin kardiyotoksisite
tizerindeki olasi etkilerini ve DOKS kaynakli kardiyotoksisite patogenezinin olasi
roliinii degerlendirmeyi amacladik. Bu amacla kirk rat dort gruba ayrildi; (a) kontrol
(15 giin siireyle ip yoluyla 1 ml / kg'lik dozda normal salin ald1), (b) Krosin (15 giin
streyle ip yoluyla 40 mg / kg / 24 saatlik dozda krosin aldi), (c) DOKS (alt1
enjeksiyonda ip yoluyla 2 mg / kg / 48 saat doz olarak, kiimulatif doz 12 mg / kg) ve
(d) DOKS + Krosin (DOKS'u ip yoluyla 2 mg / kg / 48 saat doz olarak alt1 enjeksiyon
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uyguland1 ve 15 gin sireyle 40 mg / kg / 24 saat ip dozunda krosin uygulandi).
Calismamizin sonuglarima gére DOKS uygulamasi, lipid indekslerinde (trigliserid,
diisiik yogunluklu lipoproteinler ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler) ve ayrica
kardiyak belirteclerde (Kreatin kinaz-kas / beyin ve Kardiyak Troponin I) énemli
artiglara neden olmustur. Dahasi, DOKS, oksidatif stres parametrelerinde
(malondialdehit ve toplam oksidan seviyesi) 6nemli artiglara ve ayrica antioksidan
savunma sistemlerinde (glutatyon, stiperoksit dismutaz, katalaz ve toplam antioksidan
seviyesi) azalmaya neden oldu. Bu calisma ayrica, krosinin DOKS ile birlikte
uygulanmasiin, DOKS alan ratlarda lipid profilini ve biyokimyasal parametreleri
onemli  Olgiide 1iyilestirdigini  gdstermistir.  Sonuglar  histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal degerlendirmelerle desteklenmistir. Butlin bu veriler birlikte ele
alindiginda, sonuglarimiz krosinin DOKS ile tedavi edilen kanser hastalarinda

kardiyoprotektif bir ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.
Anahtar Sozcukler : Krosin, Kalp Hasari, Kreatin Kinaz, Troponin, Doksorubisin,

Oksidatif Stres
Bilim Kodu 11090
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Doxorubicin (DOX), one of the anthracycline glicoside antibiotic, is a frequently used
as a chemotherapeutic drug owing to treat several malignancies in patients, such as
breast cancer, leukemia, and sarcoma by causing DNA intercalation and inhibiting the
DNA replication. The chief adverse effect of DOX treatment is dose depended on
cardiotoxicty that is a limiting factor for clinical usage of the drug during long-term
administration in anticancer therapy. Although the main mechanism of cardiotoxicity
caused by DOX-induced toxicity is unknown, DOX raises inflammation and oxidative
stress in heart tissue including lipid peroxidation, mitochondrial DNA damage,

apoptosis as well as deteriorate calcium homeostasis.

Increased both calcium and reactive oxygen species (ROS) in mitochondria leads to
generate lipid peroxidation and the formation of oxidative injury in cell membrane of

cardiomyocytes.
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Also, an increase oxidative stress which raised after DOX treatment contributes to the
activation of apoptotic signaling pathways and leads to apoptotic cell death of
myocytes. It seems that myocardial infarction, heart failure and cardiac dysfunction
are associated with myocardial apoptosis. Due to the high effectiveness of DOX as a
chemotherapeutic drug in many cancers, recent studies are associated with preventing
and treating its adverse cardiac effects of DOX by using phytochemicals or drug along
with DOX.

In traditional medicine, saffron (Crocus sativus L.) has been used for a long time as
carminative, tonic, expectorant, and sedative. Also, it is reported that saffron is used
to treat for several deseases including cardiovascular disorders, urological infections,
and asthma. Crocin, one of the most common bioactive constituents of saffron, has
many pharmacological properties, such as antioxidant, free radical scavenger, anti-
cancer, anti-inflammatory, antiatherosclerotic and cardioprotective effects. The
structure of crocin, water-soluble carotenoid pigment, is mono and diglycosyl esters
of a polyene dicarboxylic acid, named crocetin and responsible for the red color of
saffron. Some studies have reported that cardioprotective effects of crocin are
associated with regulation of antioxidant enzyme activities and cardiac markers. It has
shown that crocin protects for cardiomyocytes against hypoxic damage by increasing

the level of vascular endothelial growth factor (VEGF), which is an angiogenic protein.

Here, we aimed to assess the possible effecs of crocin combined with DOX on
cardiotoxicity and the possible role of pathogenesis of DOX-induced cardiotoxicity,
based on the spesifik cardiac biomarkers, biochemical parameters, oxidative stress
markers, histopatological and immunohistochemical evaluations in Wistar albino rats.
Forty rats were divided into four groups; (a) control (received normal saline as a dose
of 1 ml/kg by ip for 15 days), (b) Crocin (received crocin as a dose of 40 mg/kg/24h
by ip for 15 days), (c) DOX (received DOX as a dose of 2 mg/kg/48h by ip in six
injection, cumulative dose 12 mg/kg), and (d) DOX+Crocin (received DOX as a dose
of 2 mg/kg/48h by ip in six injection and crocin as a dose of 40 mg/kg/24h ip for 15
days). According to the present study, DOX administration caused significant
increases in lipid indices (triglyceride, low-density lipoproteins and very low-density

lipoproteins) as well as cardiac markers (Creatine kinase-muscle/brain and Cardiac
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Troponin I). Morever, DOX caused significant increases in oxidative stress parameters
(malondialdehyde and total oxidant status) as well as decreases in antioxidant defense
systems (glutathione, superoxide dismutase, catalase, and total antioxidant status). The
present study also demonstrated that co-administration of crocin with DOX
significantly ameliorated the lipid profile and biochemical parameters in rats receiving
DOX. The results were supported by histopathological and immunohistochemical
evaluations. Taken together, our results reveal that crocin might be a cardioprotective

agent in cancer patients treated with DOX treated patients for cancer.

Key Words : Crocin, Myocard Injury, Creatine Kinase, Troponin, Doxorubicin
Oxidative Stress
Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Kanser, diinya ¢capinda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenidir. 2030 yilinda
kanser nedeniyle yaklasik 13 milyon kisinin 6lecegi tahmin edilmektedir [1]. ABD
Gida ve Ilag Idaresi tarafindan onaylanmig 132 antikanser ilact vardir [2].
Antrasiklinler simdiye kadar gelistirilen en etkili ve yaygin kullanilan antikanser
ilaglar1 arasindadir. Antrasiklinlerin sitotoksisitesi genellikle hiicre zar1 boyunca
yayllma, DNA baz c¢iftleri arasinda interkalasyon ve hedef topoizomeraz Il
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Doksorubisin en eski antrasiklinlerden biridir ve
yaygin olarak 16semi, Hodgkin lenfoma, mesane ve meme kanserlerini tedavi etmek
icin kullanilir [3, 4]. Doksorubisin, Streptomyces peucetius bakterileri tarafindan
uretilen antrasiklin bir antibiyotiktir ve ilk olarak 1969'da sitotoksik bir ila¢ olarak

kullanilmigtir [5].

Doksorubisin klinikte ¢ok fazla kullanilmasma ragmen etki mekanizmasi halen
tartigilmaktadir. Artan kanitlar, bu ilacin ¢ift kenarli bir kili¢ gibi olabilecegi goriisiinii
desteklemektedir. Tedavide kullanilan doksorubisinin  timér hiicrelerinde
mitokondriyal yap1 ve islevi bozdugu kanitlanmigtir. Bu hiicre inhibisyon
mekanizmasi, doksorubisinin tedaviden yillar sonra bile geri doniisiimsiiz
kardiyomiyopatiye ve konjestif kalp yetmezIligi gibi birincil yan etkilerinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir [6, 7]. Doksorubisinin toksik etkileri arasinda
kardiyomiyosit hasar1 apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii bulunur. Kalp hastaliginin

siddeti antikanser tedavisi sirasinda biriken doksorubisin dozu ile baglantilidir [8].



Doksorubisin bir mitokondriyal toksindir ve mitokondriyal hasar doksorubisin
kaynakli kardiyak disfonksiyon ve hiicre Olimiiniin merkezinde yer alir.
Kardiyomiyositler, kasilma fonksiyonu ve hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in yeterli ATP
tiretimi saglamak icin ¢ok sayida saglikli islev géren mitokondri icermesi gerektirir.
Superoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve peroksinitrit gibi reaktif oksijen ve
azot turlerinin doksorubisin kaynakli asir1 iiretiminin gesitli molekiiler yapt ve
organele zarar vererek doksorubisin kaynakli akut kardiyomiyosit toksisitesinin ve
hiicre 6liimiiniin ana nedeni oldugu ileri siirtilmistiir [8, 9]. Ayrica doksorubisin
kaynakli kardiyotoksisitenin patogenezinde antioksidanlarin azalmasmin ve lipid
peroksidasyonunun artmasinin da rol oynadigi ¢esitli ¢alismalarda goriilmiistiir. Bu
nedenle lipid peroksidasyon riinti olan malondialdehitin de (MDA) patogeneze katki
sagladig1 bilinmektedir. Doksorubisin kaynakli kardiyotoksisitedeki en 6nemli etken
oksidatif strestir. Doksorubisin verildikten birka¢ saat sonra kalp mitokondriyal
hasarin bagsladigr varsayilir. Bu nedenle doksorubisin kaynakli oksidatif stresi

azaltmak i¢in yeni ilaglar ve tedaviler arastirilmaktadir [10].

Tarih boyunca, bitkilerden ekstrakte edilen dogal {iriinler, antikanser bilesikleri olarak
onemli bir rol oynamistir. Bitkiler, baharatlar ve diger sebzeler, yeni terapétikler ve
bilesiklerin tasariminda yer almistir. 2000 y1l 6nce 400 sifali bitkinin faydalarindan
bahseden tibbin babasi Hipokrat, “gidalarin ilaciniz olmasina izin verin ve ilacin

gidalariniz olmasina izin verin” diyerek bitkilerin hastaliklarda koruyuculuguna dikkat

cekmistir [11, 12].

Fitokimyasallarin kanser hiicrelerindeki c¢oklu sinyal yollar1 araciligiyla dogrudan
veya dolayli olarak hedefe etki ettikleri birgok ¢alismada belgelenmistir. Dahasi, bu
yeni molekillerin toksik olmamalari, maliyetsiz olmalari, insidanst ve invazivligi

azaltma gibi buyik avantajlar1 vardir [11].

Safran ve ana bilesenleri geleneksel olarak farmasoétik ajanlar olarak kullanilan baslica

fitokimyasallardandir [13]. Safranin ana bilesenleri; krosin (sekerler ile krosetin



esterlestirmesi ile tiiretilmis), krosetin, pikrokrosin ve safranaldir, ancak safrandaki

ugucu ve ugucu olmayan bilesiklerin 150'den fazla oldugu tahmin edilmektedir [11].

Safranal safranda en ¢ok bulunan bilesendir ancak safranin bir¢ok faydali etkilerinin
birincil sorumlusu krosin olarak bilinmektedir [14]. Krosin safranin parlak kirmizi
rengini igceren ve suda ¢Ozunen bir karotenoiddir. Krosin (CasHs4O24), kloroetin
monoglikozil veya diglikosil polien esterlerinden olusan bir dizi hidrofilik
karotenoidin ortak bir adidir [15].

Krosin sahip oldugu antiapoptotik, antiinflamatuar, antioksidan gibi birgok faydali
ozelliginden dolay1 baslica kanser ve norodejenaratif hastaliklarda tedavi amach
kullanilmaktadir [11, 14, 15]. Krosin ¢esitli molekiiler mekanizmalar sayesinde
kanserde kemo o6nleyici etkiler gosterir. Bu etkiler; DNA, RNA ve protein sentezinin
down regiilasyonu, serbest radikallerin azaltilmas1 ve detoksifikasyonu, retinoidlere
metabolik donilistim, topoizomeraz II aktivititesinin direkt veya indirekt diizenlenmesi,
lektinlerle etkilesimler ve Human Telomeraz Katalitik Subiinit Ekspresyonlarinin
down regulasyonudur [11, 16, 17]. Ayrica hayvan modelerinde hematolojik,
biyokimyasal ve patolojik parametreler agisindan krosinin herhangi bir toksik etkisi

goriilmemistir [15].

Krosinin anti-oksidan ve anti-inflamatuvar 6zellikleri bircok hayvan modelinde ve
hiicre kiiltiirtinde kanitlanmistir. Krosinin ratlarda MDA seviyelerini azaltip, glutatyon
peroksidaz, glutatyon reduktaz, siiperoksit dismutaz ve total antioksidan seviyeyi
arttirarak kronik strese karsi koruyucu etki gosterdigi goriilmistiir [18]. Yine ratlarda
ksantin oksidaz ve malondialdehit seviyelerini azaltarak beyni oksidatif strese karsi
korudugu goriilmiistir [19]. P12 hiicre kiltir hattinda, membran lipid
peroksidasyonunu 6nledigi ve iskemik stres aracilt néronal hiicre 6liimiinii Jun-N-
terminal kinaz (JNK) yolagin1 bloke ederek ve glutatyonu arttirarak onledigi

goriilmiistiir [20, 21].



Tim bu etkileri g6z Online alindiginda krosinin, doksorubisin aracili
kardiyotoksisiteye karsi koruyucu etki gosterecegi diisliniilmektedir. Ancak, krosinin
DOKS kaynakli kardiyotoksisiteye kars1 kardiyoprotektif etkinligi heniiz
arastirilmamistir. Bu nedenle, bu ¢calisma DOKS kaynakli miyokard toksisitesi olan
Wistar rat modelinde krosinin olasi kardiyoprotektif roliinii ve olasi altta yatan

mekanizmalarini ortaya ¢ikaracaktir.

Bu calismada kalp dokusunda lipid peroksidasyonunun son firiinlerinden biri olan
MDA ile oksidatif bir belirte¢c olan dokunun total oksidan seviyesi (TOS) ve total
antioksidan seviyesini (TAS), endojen bir non enzimatik antioksidan olan rediikte
glutatyon (GSH) seviyelerini ve enzimatik antioksidanlar olan slperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerine bakildi. Ayrica alinan kan
numunelerinden elde edilen serumda kardiyak hasar1 gosteren kalbe spesifik kreatin
kinaz (CK-MB) enzim ve kardiyak troponin dizeyleri 6lgtldu. Ayrica kalp dokusunda

histopatolojik incelemeler yapilda.



BOLUM 2

DOKSORUBISIN

Doksorubisin (DOKS) antrasiklin temelli bir antibiyotik bilesiktir. Kemoterapide
16semiler, Hodgink’s lenfoma, multiple miyeloma, yumusak doku kanseri, mesane,
gbgiis, mide, akciger, over ve tiroid gibi cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilan bir

antitimor ilagtir [22].

Doksorubisin son zamanlarda en ¢ok kullanilan potansiyel antikanser ilaglardan biri
olmasinin yanisira siddetli yan etkilerinden dolay:1 bircok tedavide kiiciik dozlarda
verilmesi zorunludur. DOKS enjeksiyondan dnce nominal konsantrasyonu 30 mg/kg
olacak sekilde su veya serum fizyolojikte ¢ozdiiriiliir. Daha sonra DOKS ¢0zeltisi
tiimdr bolgesine yakin bir noktadan damardan intravendz olarak verilir. Fleboskleroz
ve ekstravazasyon doku nekrozu gibi yan etkiler gelisebileceginden DOKS ¢ozeltisi

enjeksiyon bolgesine dikkat ederek yavas yavas verilmelidir [23].

Antrasiklin temelli ilaglarla ilgili baslica sorun diger tip anti kanser ilaglarla
karsilagtirildiginda yiiksek diizeyde kardiyotoksik etkilerinin olmasidir. Kalici
kardiyolojik hasar1 dnlemek i¢in doksorubisin dozu hastanin agirligini temel alarak
500-550 mg/kg ‘1 agsmayacak sekilde sinir degere ayarlanmalidir [24]. DOKS ile ilgili
ikinci sorun typhlitis olarak bilinen nétrofenik enterokolit gelisimine neden olmasidir.
Bu durum, bagirsagin ¢ekum bdliimiinde meydana gelen akut hayati tehdit eden bir
enfeksiyondur. Bu hastalik beyaz kan hiicrelerinin en yogunu olan ndtrofil
graniilositlerin seviyesinin azalmasindan kaynaklanir. Bu durum tedavi edilebilir
ancak tedavi edilmezse bagirsaga dogru yayilabilir ve 6liimciil olabilir [25]. DOKS ile
ilgili tiglincii sorun; el ayak sendromu olarak da bilinen kemoterapi ile uyarilan acral
eritemaya neden olmasidir. Bu durum, hastanin elleri ve ayaklarinda uyusmaya,

siddetli agriya ve sismeye neden olur. Bu durum geri doniisiimliidiir ve genellikle



tedaviden sonra diizelir. Doksorubisinin renginin kirmizi olmasi ayrica bu yan etkilere

sahip olmasindan dolay1 'kirmiz1 seytan' olarak bilinir [26].

2.1. KIMYASAL YAPISI

Doksorubisin, Streptomyces peucetius bakterisinden dolayli olarak sentezlenir.
Streptomyces peucetius dogal olarak olusan bir antrasiklin tirevi olan daunorubisin
iretir. Bu daha sonra yapay olarak, tetrasiklik halka tizerindeki 4 ve 14 pozisyonlarinda
karbonlarin hidroksilasyonu yoluyla DOKS olusturmak tizere modifiye edilir. DOKS,
Aglyconic tetrasiklik omurga ve Daunosamin seker grubu olmak {izere iki ana

bilesenden olusur [27].

/ \\\\\\\ NH

OH

Sekil 2.1. Doksorubisinin kimyasal yapis1 [27].

Aglikonik tetrasiklik, ara baglari paylasan dort heksasiklik halkadan olusur. 1. ve 3.
halka (soldan baslayarak) aromatiktir, heksasiklik halkalarin her biri farkli bir
fonksiyonel gruba sahiptir. ilk halkada 4 pozisyonuna bagl bir metoksi grubu, ikinci
halkada bir kinon grubu, Gg¢linci halkada bir hidrokinon grubu ve sonuncusu 2.
pozisyonda bir karbonil ve bir hidroksil grubu olan bir heksan halkasidir. Tetrasiklik
grubun 4. halkasindaki 4-pozisyonunda, bir glikosidik grup bir daunosamin seker

grubunu molekiile baglar. Molekiiliin tetrasiklik kismi molekiil i¢in florofor islevi



goriir ve bir floresan spektrumu tizerinde iki tepe noktasi olusturur, birincisi 580 nm'de

ve ikincisi 550 nm'de olur [27].

2.2. TERAPOTIK ETKIiSi

Doksorubisin tek basina veya diger ajanlarla birlikte kullanilabilen ve smifinin en
genis aktivite spektrumuna sahip bilesigi olarak bilinen en gucli antineoplastik
ilaclardan biridir. Gercekten de DOKS; meme, safra kanallari, prostat, rahim,
yumurtalik, 6zofagus, mide ve karaciger tlimorleri, ¢ocukluk ¢agi solid tumérleri,
osteosarkomlar ve yumusak doku sarkomlari, Kaposi sarkomlar1 gibi solid timérlerin
ve akut miyeloblasti, lenfoblastik l6semi ve Wilms tumoérd gibi hematolojik

malignitelerin tedavisinde kullanilir [2, 28, 29].

Birgok calisma DOKS'un antitiimor aktivitesinin DNA sarmalinda araya girme
ve/veya DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda yer alan proteinlere kovalent olarak
baglanma yeteneginden kaynaklandigini diisiinmiislerdir [30]. Bu tiir etkilesimler,
hiicre 6liimiine yol agarak DNA, RNA ve protein sentezinin inhibisyonu ile sonug¢lanir
[31, 32]. Son zamanlarda, Ashley ve Poulton [33], floresan DNA boyas1 PicoGreen'i
kullanan yeni bir yontem kullanarak, antrasiklinlerin sadece niukleer DNA'nin degil

mitokondriyal DNA'nin da arasina girdigini buldular.

Birgok ¢alisma DOKS'u topoizomeraz II zehiri olarak siniflandirmistir. Topoizomeraz
enzim ailesi DNA'nin topolojisini DNA yapisini ve sekansinit degistirmeden degistirir
ve DNA ¢ift sarmalinin bir kisminin boliinmesini ve bu gecici boliinmeden ikinci bir
dubleks ge¢mesini igeren transkripsiyon ve replikasyon i¢cin DNA'nin ¢oziilmesini
katalize eder. Olusan ara iiriin boliinebilir kompleks olarak adlandirilir [34]. DOKS,
boliinebilir ¢ift zincirin yeniden baglanmasini inhibe ederek bdliinebilir kompleksi
zehirler, bu da DNA c¢ift iplikli kopmaya yol acan bir lezyondur [35, 36]. DNA cift

iplikli kopmanin onarilmamasi apoptotik bir yanitla sonuglanir [2].

Son birkag yilda proteazomun antrasiklin aktivitesini modiile ettigi ileri siirtilmiistiir

[37]. DOKS'un kanser hiicrelerine basit diflizyonla girdigi ve sitoplazmada



proteazoma yiiksek afinite ile baglandigi gosterilmistir. DOKS daha sonra 20S
proteazomal alt birimine baglanir ve niikleer lokalizasyon sinyalleri ile kolaylastirilan
ATP' ye bagh bir siirecte niikleer gozenekler yoluyla niikleusa gegcen bir DOKS
proteazom kompleksi olusturur. Son olarak, DOKS proteazomdan ayrilir ve DNA'ya
proteazomdan daha yiiksek afinitesi nedeniyle DNA'ya baglanir [38].

Ilging bir sekilde, ilaglarin metabolik aktivasyonu tiimdr hiicrelerinin iginde de
meydana gelebilir. Hiicre ici NADPH sitokrom P450 rediktaz (CPR) ekspresyonunun,
hiicrelerde oksijen eksikligi, hiicre i¢i pH degisiklikleri ve malign transformasyon gibi
bir¢ok i¢ faktor tarafindan modiile edilebilecegi bilinmektedir [39, 40]. DOKS, NADH
dehidrojenaz, NADPH sitokrom P450 rediiktaz (CPR), ksantin oksidaz ve nitrik oksit
sentaz dahil olmak uzere bir dizi hucresel oksidoredilktaz ile bir elektron
indirgenmesine maruz kalabilir [41, 42]. Islem, antrasiklin molekiiliinii bir yar1 kinon
radikal formuna doniistiiren indirgenmis niikleotitlerden tek elektron transferini igerir.
Daha sonra molekdler oksijen (Oz) ile enzimatik olmayan yar1 kinon radikal yeniden
oksidasyonu, ¢esitli makromolekiillerle etkilesime giren stperoksit (O2) ve hidrojen
peroksit (H202) olusturabilir [43, 44].

2.3. METABOLIZMASI

Serbest ilag olarak doksorubisin, baslangigcta alinan doza kiyasla tiimoér hedef
bolgesine sadece kiigiik bir oranda ulasir ve bu nedenle etki eder [45]. Uygulamadan
terminal klerensi nispeten yavas olmasina ragmen ila¢ plazmadan hizla temizlenir.
Daha sonra, doksorubisin, doksorubisinin kimyasal modifikasyonunun meydana
geldigi karacigerde birikir. Doksorubisinin biyotransformasyonu, major metabolit olan
doksorubisinol olusturmak igin sitozolik karbonil rediiktaz ve aldo-ketorediiktaz
yoluyla C-13'teki ketonun stereo spesifik olarak indirgenmesiyle baglar. Hem
doksorubisin hem de doksorubisinol atilmadan dnce bir dizi reaksiyona girmelidir. Bu
islemlerin bazilari, 6rnegin, hidrolitik glikozidik ve indirgeyici yarilma, O-stlfatlama,
O-demetilasyon ve O-glukuronidasyonu igerir [22, 46]. Metabolizma sirecinin
tamamlanmasinda, ilacin ve metabolitlerinin sadece yaklasik %401 metabolizma
meydana geldikten sonra atilir. Bunun sonucu, uygulanan ilacin miktarinin sadece

kiiglik bir kisminin amaglanan neoplastik hiicrelere ulagmasi ve etkilemesidir [6].
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2.4. YAN ETKILERI

Mevcut tum sitotoksik kemoterapi rejimlerine alopesi, miyelosupresyon, mukozit,
bulant1 ve kusma gibi dogal akut toksisiteler eslik eder [47]. Doksorubisin bir istisna
degildir. Bununla birlikte, doksorubisin kullanimu ile iligkili en ciddi komplikasyon
kardiyotoksisitedir [47, 48]. DOKS tarafindan kardiyomiyositlere verilen hasar, dozun
sinirlandirilmasinin  ana nedenidir. Doksorubisin, kardiyomiyositlerin yapisini
degistirerek, onlar1 genisleterek ve nihayetinde kardiyak hipertrofi, kardiyomiyopati
ve disfonksiyon ile sonug¢lanan kardiyotoksisiteye neden oldugu bir¢ok mekanizmaya
sahiptir [9, 22, 48]. Bu esas olarak doksorubisin ile tedavinin oksidatif streste bir artisa
neden oldugu intrinsik apoptotik yol yoluyla meydana gelir; sitozolik kalsiyum

homeostazini bozar [9].

Doksorubisin bir elektron alicisidir ve bu nedenle, yar1 kinon radikalleri olusturmak
icin NADH dehidrojenaz, ksantin oksidaz ve sitokrom P450 rediiktaz iceren enzimler
tarafindan azaltilir [49, 50]. Bu yar1 kinon radikalleri daha sonra hizla otooksidasyona
ugrar, eslestirilmemis elektronlarinin oksijene baglanmasiyla siiperoksit anyonlari
olusturur [51, 52]. Uretilen Reaktif Oksijen Turleri (ROS), ryanodin reseptorinii
acarak Sarkoplasmik Retikulum'dan (SR) kalsiyum salinimini tesvik eder, sonugta
kardiyomiyositlerde kalsiyum temizleme sistemlerinin tikanmasima neden olarak
hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini arttirir [53]. Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerindeki bu artig
daha sonra ROS iireten enzimleri ROS {iretimini yukar: regiile etmek icin isaret eder.
Ozellikle kardiyomiyosit hiicreleri iginde mitokondri, kalsiyumun salindigi SR
tizerindeki bolgelerin yakininda bulunur ve bu nedenle kalsiyumun o6nemli bir
bolimind yakalayabilir ve tutabilir [53, 54]. Oksidatif stresteki bu onemli artig
nedeniyle, mitokondriyal kalsiyum seviyeleri esik degerlerini asarak mitokondriyal
gecirgenlik gecisini tetikleyerek mitokondriyal membran potansiyeli, mitokondriyal
sisme ve mitokondriyal ve dig zar riiptiirii kaybina neden olur [54]. Mitokondriye
verilen hasar, nihai sonucu kardiyomiyosit apoptotik hilicre 6lima olan sitokrom ¢ ve

apoptoz indiikleyici faktoriin salinimini baslatir [54, 55].



2.4.1. Norotoksisite

Beyindeki doksorubisin, TNF-a {iretimini uyararak dolayli olarak toksisiteye neden
olur ve beynin mikroglial hiicrelerinin inflamatuar sitokinleri serbest birakmasina
neden olur. Yuksek seviyelerde TNF-a nitrik oksit sentezini indukler, reaktif nitrojen
tirlerinin seviyelerini arttirir, bu da beyindeki globdler proteinlerin nitrasyonuna
neden olur. Protein nitrasyonu ROS Uretir, sonugta mitokondri Uzerindeki ROS etkisi
ile apoptoz yoluyla hiicre 6limine yol acar. Bu, gorsel-uzamsal becerilerde ve bilissel
hatirlamada bozukluk olarak ortaya g¢ikmaktadir, ancak, ¢ogunlukla doksorubisin

kesilmesi ile geri doniisimliidir [22].

2.4.2. Hepatotoksisite

Diger ilaglara gelince, karaciger agirlikli olarak doksorubisinin metabolizmasindan ve
detoksifikasyonundan sorumludur. Bir ilacin metabolize olmasi i¢in 6nce karacigerde
birikmesi gerekir. Beklendigi gibi, bu yiiksek ila¢ konsantrasyonu cesitli
mekanizmalar tarafindan onemli hasara neden olur, buna ROS {iretiminin (oksidatif
dengesizlik ve DNA hasarina neden olur) yani sira hiicrelerde inorganik fosfat
seviyelerini azaltarak hiicresel homeostazda bozulma icerir. Inorganik fosfatlardaki bir
azalma, enerji Uretimindeki anahtar molekiller olan AMP, ADP ve ATP'deki bir
azalma ile iligkilidir. Bu kemoterapi sirasinda hastanin fiziksel ve zihinsel

yorgunlugunun altinda yatan 6nemli bir nedeni temsil eder [22].

2.4.3. Nefrotoksisite

Son olarak, bobrekler doksorubisin kullanimi ile neredeyse geri doniisii olmayan bir
sekilde hasar goriir, ¢linkli yenilenme kabiliyeti (6zellikle karaciger gibi organlara
kiyasla) ve iyilesme sinirhidir. Nefropati, doksorubisin mitokondriyal fonksiyona
miidahale ederek oksidatif dengesizlige neden oldugunda nefropati, proteiniiri ve
glomeriloskleroz seklinde ortaya ¢ikan yaralanmalarla sonuglanir. Bobrek, kan

homeostazi, s1vi dengesi ve D vitamini aktivasyonu gibi bir dizi temel bedensel siire¢
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icin hayati 6nem tasidigindan, bobrege verilen hasarin tiim viicut {izerinde ciddi bir
etkisi vardir, bu da potansiyel olarak ciddi, zararli ve geri doniisiimsiiz yan etkilere

neden olur [22].
2.5. DOKSORUBISININ ETKI MEKANIZMASI

Doksorubisin bir kanser hiicresine ulastiginda, DNA'nin interkalasyonu ve
makromolekullerin biyosentezi olmak Uzere iki yolla etki gosterir. Sekil 2.2° de
gosterildigi gibi Doksorubisin, iki karsit baz ¢ifti ile etkilesim yoluyla iki DNA dizisini
birbirine baglamak i¢in tetrasiklik pargay1 kullanarak DNA dizilerinin arasina girer.
Daunosamin sekeri daha sonra araya yerlestirme bdlgesine bitisik baz giftleriyle

etkilesime girmek i¢in DNA seridindeki kiigiik bir oluga oturur [27].

Doksorubisin DNA zinciri IT
—

0 OH 0 N/\ /d/
0.
” i‘ 0 \',;02
H \H H

"’lqllo T N

o Seker -fosfat grubu

OH

—0 DNA zinciri |

Seker-fosfat grubu

Sekil 2.2. Doksorubisin-Niikleotit etkilesim diyagrami ve semasi. a) Doksorubisin-
Niikleotit etkilesim diyagrami b) Doksorubisin etkilesimin semasi [56].

Doksorubisin,  enzim  topoizomeraz  II’nin  ilerlemesini  engelleyerek
makromolekullerin biyosentezini inhibe eder. Topoizomeraz I, DNA c¢ift ipliklerini
ATP hidrolizi yoluyla kesmek ve DNA transkripsiyonunun gerceklesmesini saglamak
icin kullanilir [57].
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2.6. DOKSORUBISININ KARDiYOTOKSIK ETKILERI

DOKS ile uyarilan kardiyotoksisite i¢in ¢esitli mekanizmalar 6nerilmistir. Oksidatif
stres 6nerilen mekanizmalarin basinda gelir. Oksidatif stres; reaktif oksijen tirleri
(ROS) ve hiicre i¢ci demir gibi artmig serbest radikallerden ve glutatyon gibi azalmis
antioksidan seviyelerinden kaynaklanir [53]. Bu oksidatif stres hiicre i¢i kalsiyumun
artmasmna [58], hiicre zarina ve diger hiicresel bilesenlere zarar veren lipit

peroksidasyonunun hizlanmasina neden olur [59, 60].

Ayrica DOKS, dilate kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligi ile iliskili nitrik
oksit (NO) firetimini artirarak indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimini
uyarabilir [61]. NO ve siperoksit (O2") arasindaki etkilesim, DNA hasarina neden
oldugu bilinen peroksinitrit anyonu (ONOO") Uretir [62]. Yiksek aktif metabolik sureg
ve kalp kast hiicrelerinde zay1f gelismis antioksidan sistem, bu tiir toksik mekanizmaya
karst daha savunmasiz kalmaktadir [63]. Doksorubisin ayrica iki farkli yoldan
apoptozu indukleyebilir: p53 ve kaspaz-3'iin ekspresyonunu arttirarak intrinsik yol
[64, 65] ve oliim reseptoriinii (Fas) ve ligandini (FasL) artan hicre ici kalsiyum ile
uyararak ekstrinsik yol [66]. Ayrica, artan ROS seviyesi, oksidatif stres ve apoptoza
kars1 hiicresel duyarlilig1 arttiran niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktoriin (Nrf2)
ekspresyonunu baskilar [67]. Bu da, histolojik diizeyde sarkoplazmik retikulumun
dilatasyonu nedeniyle miyofibriler kayb1 ve hiicre i¢i vakuoller seklinde saptanabilir

(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Doksorubisinin kardiyotoksisite mekanizmasi (5).
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Birkag klinik dncesi ¢alisma DOKS'un timor nekroz faktoru-a (TNF- o) seviyelerini
arttirarak ve notrofil adezyon molekiillerinin vaskiiler endotelyal hicrelerde
ekspresyonunu indiikleyerek kardiyak dokuda inflamatuar bir tepki indiikleyebildigini
gostermistir [68, 69]. Arafa vd, DOKS tedavisinin, apoptoz ve kalp fibrozu oranini
arttirmak i¢in kardiyak miyofibroblastlar tarafindan salgilanan doniistiiriicii biiyiime
faktori-bl (TGF-bl) ekspresyonunu indiikledigini gostermistir. Bu ventrikullerde
daha fazla kollajen birikmesine ve kalp dokusunda yiksek seviyelerde fibrotik
belirteglerin olmasina yol agar [70]. Miyokardiyal fibrozis uzun siireli QT araligi
seklinde elektrofizyolojik olarak yansitilan diirtii iletkenliginde rahatsizliga neden olur
[71]. Vaskdler duvarlarla ilgili olarak, Viero ve Soares DOKS tedavisinin renal arter
duvarlarinda genis kapsamli fibrinoid nekroza ve ratlarda arteriyollere neden oldugunu

gostermistir [72].

Doksorubisin  ayrica lipit metabolizmasin1i  degistirerek  kardiyotoksisiteyi
indUkleyebilir. Abdelaleem vd, DOKS kardiyotoksisitesinin kismen kalp yag asidi
oksidasyonunu inhibe ederek, enerji dengesizligine ve konjestif kalp yetmezligine
neden olarak agiklanabilecegini one siirmektedir [73]. Diger ¢alismalar DOKS
tedavisinin plazma toplam kolesterolii (TC), trigliseritleri (TAG) ve diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) seviyelerini arttirdigint gostermistir [74].

2.7. FITOKIMYASALLARIN KARDiYOPROTEKTIF MEKANIZMALARI

Doksorubisin malignitelerin tedavisi i¢in oldukea etkili bir ilagtir; bu nedenle, DOKS
kardiyotoksisitesini onlemek ve tedavi etmek igin arastirmalarinin gogalmasi
yonlendirilmelidir. Demir selasyonu ile DOKS kaynakli kardiyotoksisiteyi azaltmak
icin kullanilan bir ilag olan deksrazoksan (ICRF-187) guniimizde miyelosipresif
etkisi nedeniyle tercih edilmemektedir [75]. Ayrica DOKS'un antitimor etkisini
azaltip azaltmadig1 konusunda genis bir tartisma var. Bu nedenle arastirmacilar DOKS
kaynakli kardiyotoksisitenin onlenmesi ve tedavisi icin fitokimyasallar kullanmaya

caligmaktadir [76].

Fitokimyasallar koruyucu veya hastalik onleyici 6zelliklere sahip besleyici olmayan

bitki kimyasallaridir [77]. Bu kimyasallar, mevcut ilaglardan daha yiiksek farmasotik
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degerlere sahip olabilir, ¢iinkii dogal gidalarda daha ucuz ve kolayca bulunabilirler
[78]. Klinik Oncesi c¢alismalar, antioksidan, anti-inflamatuar ve antiapoptotik
mekanizmalar dahil olmak iizere fitokimyasallarin gozlenen kardiyoprotektif

etkilerinin altinda yatan gesitli mekanizmalar tanimlamistir [5].

2.7.1. Antioksidan ve anti-inflamatuar etkiye sahip fitokimyasallar

Fitokimyasal bilesikler cesitli yollardan oksidatif stresi azaltabilir. DOKS kaynakli
lipit peroksidasyonunun diizeltilmesi yoluyla ROS olusumunu azaltir. Gugli bir
serbest radikal stUpurme aktivitesini  gergeklestirir.  Hucresel —antioksidan
mekanizmalarmin guclendirilmesi ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon rediikktaz (GR) enzimlerinin aktivitesinin arttirtr. Hem oksijenaz-1
ekspresyonunu yukar1 yonde regiile eden Nrf2 ekspresyonunu arttirmaktir. Bu sayede
oksidatif strese karsi hicresel duyarlilik azalir. EK olarak, bu kimyasallar anti-
inflamatuar etkiler de gosterebilir. Bunlar; siklooksijenaz-11 ve lipoksijenaz
enzimlerini inhibe ederek proinflamatuar aracilarin sentezini azaltmak, vaskiler
endotel Gzerinde TNF-a ve notrofil adhezyon molekullerinin ekspresyonunu azaltmak
ve iltihapli dokularda kollajen birikiminin azaltilmast ve DOKS ile indiklenen
fibrinoid nekrozunun tyilestirilmesi olarak siralanabilir. Baz1 klinik 6ncesi ¢alismalar
Aerva lanata, Aronia melanocarpa, Astragalus polisakkarit, Bombyx mori, Boswellia
ovalifoliolata, Allium stavium ve Uzim gekirdegi dahil olmak {izere ¢ok g¢esitli

fitokimyasallarin antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitelerini géstermistir [5].

2.7.2. Anti-apoptik veya sagkalimi arttirica etkileri olan ajanlar

Astragalus polisakkarit, Azadirachta indica, Bombyx mori ve Allium stavium 0zleri
gibi fitokimyasallar apoptozu inhibe edebilir ve DNA hasarini azaltabilir [5]. Klinik
oncesi ¢aligmalar, fitokimyasallarin anti-apoptotik etkisi i¢in bazi molekiiler
mekanizmalart 6nermistir: Jun N-terminal kinazin (JNK) [131] fosforilasyonunun
azaltilmasi, DOKS'un neden oldugu kaspazlarin boliinmesinin (-3, -7, -9) ve poli-
ADP-riboz polimerazin inhibe edilmesi [79], p53'in ve hiicre dis1 sinyale bagh
kinazlarin (ERK) DOKS kaynakli asir1 ekspresyonunu inhibe edilmesi ve MAPK

apoptotik yollarini diizenleyen Akt kinaz seviyelerinin arttirilmasi [80].
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2.7.3. Fitokimyasallarin Diger Kardiyoprotektif Mekanizmalari

Plazma lipit profilinin iyilestirilmesi ve TAG ve LDL seviyelerinin azaltilmasi
hakkinda Barman vd Urtica parviflora yapraklarinin ekstresinin (3 hafta boyunca
gunde 400 mg / kg) DOKS ile uygulanan ratlarda TAG ve LDL plazma seviyelerini
onemli Ol¢iide diistirdiglinii bulmuslardir. Flacourtia indica, Curcuma longa ve
lipistat poliherbal kombinasyonunun  kimyasal ekstrelerinde benzer bulgular
bildirilmistir [5].

Gen ekspresyonunun degistirilmesi hakkinda Choi vd, DOKS'a maruz kalan H9C2
kardiyak kas hucrelerinin 1500 mg/ mL Schisandra fructus ekstresi ile 6n tedavisinin,
hicresel glutatyon S-transferaz (GST) enziminin ekspresyonunu indiikledigini
bulmustur. Affymetrix cDNA mikrodizilerini kullanarak 31.100 genin analizleri, SFE
tedavisinin glutatyon metabolizmast ve detoksifikasyona dahil olan genlerin
ekspresyonunu yukari dogru diizenledigini gostermistir [81]. DOKS enjekte edilen
farelerin 20 mg/kg resveratrol ile tedavisinin, TGF-B1l'in gen ekspresyonunu

iyilestirdigini bildirmistir [70].

Hicre ic¢i kalsiyum modilasyonu ve sol ventrikil (SV) kasilma fonksiyonunun
iyilestirilmesi hakkinda Liu vd, 5 glin boyunca 100 mg/kg saponin (Panax notoginseng
ozl) ile DOKS uygulanan farelerin giinliik tedavisinin, miyokard hiicresine Ca*?
akisini diizenleyerek LV kas kasilmasini iyilestirdigini bulmuslardir [82]. Wang vd,
tarafindan daha diisik dozlarda (10-40 mg/ kg) saponinler igin benzer bulgular
bildirilmistir [83]. Meme kanseri hastalarinda Yi vd, DOKS'a Ginkgo biloba 6zuttnun
(EGB 761) eklenmesinin sol ventrikiil sistolik ¢apin1 (SVSd), sol ventrikil diyastolik
capint (LVDd), erken ve ge¢ diyastolik transmmitral tepe akis hizim (E/A) ve
fraksiyonel kisalmay1 (FS) artirdigini bulmuslardir [84].
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BOLUM 3

SAFRAN (Crocus sativus L.)

Insanlik tarihi boyunca Crocus sativus L. (Iridaceae), diinyadaki en pahali baharat olan
safran1 elde etmek igin yetistirilmistir [85, 86]. Tarihi efsanelerde, masallarda bazi
mitolojilerde safrandan siklikla bahsedilir [87]. "Safran" terimi muhtemelen "sar1"
anlamma gelen Arapga "zafran" dan gelmektedir ve giliniimiizde safran adi, C.
sativus'un yani sira kurutulmus stigmalarindan elde edilen baharat iginde
kullanilmaktadir [87, 88]. Safranin bilimsel adi, 1762'de ona Crocus staivus’ a adini

veren Linnaeus'a dayanir [87].

Sekil 3.1. Crocus sativus L. [89].

Safran (stigmalar) elle hasat edilir ve baslica baharat olarak yemeklerde, boya veya

ilag yapiminda kullanilir [90]. Uriinii gram bazinda satilan tek bitkidir; ortalama 1
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kilogram (kg) safran 2000 ABD dolarinin iizerinde satilmaktadir. Ancak safranin bu
yiiksek fiyati, yetistirilmesinde, hasadinda ve islenmesindeki biiylik iscilikten
kaynaklanmaktadir [88]. 1 kg safran tiretimi 150.000 ila 200.000 c¢icek (yaklasik
500.000 stigma) gerektirir ve hektar basina 6 kg safran gibi diisiik verimlilik, diinya

capinda safran bulunabilirligini sinirlar [91].

Safran 150'den fazla ugucu ve aroma veren bilesik igerir ve safranin degeri bu
karakteristik fitokimyasal bilesiklerden kaynaklanir [92, 93]. Safranin kimyasi
kapsamli bir sekilde arastirilmis ve safranin bilesenleri hakkinda 6nemli bilgiler
edinilmigtir [94]. Safranin essiz bilesenleri krosin, pikrokrosin ve safranaldir [95]
(Sekil 3.2.). Krosin, safranin renginden sorumluyken, pikrokrosin aci ve nefis tadindan

sorumluyken, safranal koku ve aromadan sorumlu ana ugucu yag bilesenidir [96, 97].

Krosin

Pikrokrosin Safranal
Sekil 3.2. Krosin, pikrokrosin ve safranalin kimyasal yapist [95].
Iyilestirici bir bitki olarak, en eski geleneksel ilaglarda safrandan bahsedilmektedir
[96, 98, 99]. Diger kullanimlarin yani sira, Hipokrat ve Dioscorides oftalmik

rahatsizliklar1 tedavi etmek igin safrandan bahsetmistir [93]. Islam tarihinin en biiyiik

filozof ve hekimlerinden biri olan Ibn-i Sina (MS 980-1037), 760'tan fazla ilaci
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tanimlayan "El-Kanuni fi’t-T1ib" adli kitabinda safrandan antidepresan, hipnotik,
antiinflamatuar, hepatoprotektif, bronkodilator, afrodizyak, dogum indiikleyicisi ve

emmenagog gibi bir¢ok rahatsizligin caresi olarak bahsetmistir [97].

Diisiik safran dozlar1 uyarici olarak islev goriir, ancak yiiksek doz safranin toksik ve
diisiik yapict oldugu bildirilmektedir [94]. Safran geleneksel tipta uykusuzluk,
depresyon, bronkospazm, kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal bozukluklar,
menstriiel agri, menopoz sorunlari, analjezik, panzehir, afrodizyak, gaz giderici,
terletici, idrar soktlrlcii, ates disiiriicli, uyarici, yatistirici, retina dejenerasyonu,
immiinomodiilasyon ve hatta farkli timor ve kanser tiirlerine karsi kullanilmaktadir

[93, 96, 98-100].

Kanser, diinyadaki 6nemli ve en sik goriilen 6liim nedenlerinden biridir. Birgok kati
timor; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinden biri veya birkacinin
kombinasyonuyla tedavi edilebilmektedir ve son yillarda bir¢cok farkli kemoterapi
ajan1 kesfedilmistir. Ancak kemoterapdtik ajanlarin cogunun ciddi yan etkileri vardir.
Gelismelere ragmen kanser terapisi i¢in mevcut stratejiler timor metastazi veya
cerrahi/radyokemoterapi sonrasi niiks, ilag direnci, olumsuz yan etkiler gibi

sebeplerden dolayi palyatif veya yetersiz kalmaktadir [4, 11].

Tarihsel olarak bitkilerden elde edilen dogal iiriinler, kanser 6nleyici bilesikler olarak
cok onemli bir rol oynamaktadir. Bitkiler, baharatlar ve diger sebzeler, yeni koruyucu

ve terapétikler i¢in yeni bilesiklerin tasariminda 6nemlerini gosterdi [101].

Fitokimyasallarin etkilerinin, kanser hiicrelerindeki ¢oklu sinyal yollar1 ve aglar
araciligiyla hedef iizerinde dogrudan veya dolayl olarak etki ettigi genis capta
kanitlanmistir. Dahasi, bu yeni molekiiller, toksik ve maliyetli olmamasina ragmen ¢ok

etki, insidansi1 ve invazivligi azaltma gibi biiyiik avantajlara sahiptir [102].

Kanserde en 6nemli risk faktorii yas gibi gériinmektedir ancak kanserle ilgili sayisiz
teori halen ileri strtlmektedir [103]. Bunlar arasinda en alakali teori "oksidatif stres
teorisidir". Burada asil rol, yasa bagli endokrin bozukluklari indiikleyebilen ve

kanserin ilerlemesini siirdiiren endokrin sistem tarafindan oynanir. Siiperoksit anyon
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radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve peroksil radikali dahil olmak Uzere
reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) diizensiz Uretiminin de karsinojenez sirecine

katilabilecegi iyi bilinmektedir [11].

ROS'un ortadan kaldirilmasi ve nétralizasyonundan sorumlu farkli enzimlerden olugan
hicresel antioksidan sistem, ROS olusumunu ROS bozunmasi ile dengelemektedir.
Artmis oksidatif stres durumu, kanser gelisiminde 6nemli bir 6zelligi temsil eder. Bu
hiicre yaglanmasini, mitokondriyal disfonksiyonu ve mikroRNA deregiilasyonunu ve
ayrica inflamasyonu desteklemektedir. Meyve ve sebzelerde bulunan farkli tiirdeki
molekiiller, kanser riskini azaltma ve dolayisiyla timoriin dnlenmesi 6zelliklerine
sahiptir. Bu biiylik miktardaki dogal bilesikler arasinda olan karotenoidler; LDL-
oksidasyon direncini artirarak, DNA hasarlarini azaltarak ve daha yiiksek DNA onarim

aktivitesini indiikleyerek koruyucu etkiler géstermistir [11].

Safran ekstrakti, antioksidan enzimlerle etkilesime girebilen ve ROS bozunma islevini
destekleyen cok miktarda karotenoid icermektedir. Krosinin safranin en aktif

antioksidan elementi oldugu kanitlamistir [104, 105].

Bir dizi epidemiyolojik calisma, diyetle alinan yiiksek safran karotenoid alimi ile
diisiik kanser riski arasinda yakin bir iliski ile sonu¢landi. Bu yakin iligki, bliytime
faktorii sinyallemesinin aktivasyonu; hiicre dongiisiinde ilerleme; farklilagsmayla ilgili
proteinlerin, retinoid benzeri reseptOrlerin, antioksidan yanit elementinin, niikleer
reseptorlerin, AP-1 transkripsiyonel kompleksinin salgilanmasi ve inflamatuar
sitokinlerin salgilanmas1 gibi birkag¢ islevin deregiilasyonunun bir sonucu gibi

gorunmektedir [105, 106].

3.1. KROSIN

Safranin ana bilesenleri; krosin, krosetin, pikrokrosin ve safranal ancak safran i¢inde
150'den fazla ugucu ve ugucu olmayan bilesigin bulundugu tahmin edilmektedir; ana

bilesenler karotenoidler, glikozitler, aldehitler, monoterpenler, flavonoidler,

vitaminler, amino asit proteinleri, nisasta, minerallerdir [104].

19



Safranin sar1/ turuncu renginden sorumlu olan krosin, agizdan alinma avantajina sahip
suda ¢Ozinebilen bir karotenoiddir. Kimyasal olarak, disakkarit gentiobioz ve
dikarboksilik asit krosetin arasinda olusan iki ester baglanmasindan tiiremistir. izole
edildiginde kirmizimsi bir renge sahiptir ve erime noktasi 186 °C olan kristaller
olusturur. Bununla birlikte, krosin tek bir bilesik degildir, ancak Krosin terimi,
krosetinin monoglikosil veya diglikosil polien esterlerine ait bir dizi ilgili hidrofilik
karotenoidin Oyeleri i¢in kullanilir [104, 107]: 4-trans-krosetin di (B-D-gentiobiosil)
ester (transkrosin-4) ve 3-trans-krosetin (B-D-glukozil) (B-D-gentiobiosyl) ester
(transkrosin-3) en bol form olarak kabul edilir; 2-trans-krosetin (P-D-gentiobiosyl)
ester (transkrosin-2); 4-cis-krosetin di-(-D-gentiobiosyl) ester (ciscrocetin-4); 2-trans-
krosetin di- (B-D glukozil) ester (trans-2-) ve cis-krosetin (B-D-glukozil) - (B-D-
gentiobiosyl) ester (ciscrocin-3 ) hem cis- hem de trans izomerik formda mevcuttur.
Bu bilesenlerin karigimi, farkli yetistirme kosullarina ve safranin yetistirildigi tilkeye
gore farklilik gostermektedir [108]. Krosetin, glikozile olmayan dikarboksilik asittir
ve serbest krosetin (a-krosetin), metil krosetin (o-krosetin = fB-krosetin monometil
esteri) ve trans-dimetil krosetin (y-krosetin) sadece safran icindeki eser miktarda
bulunabilir [109].

Safran karotenoidleri krosin ve krosetin, gastrointestinal sistem boyunca farkli sekilde
emilir [110]. Tek veya tekrarlanan dozlarin oral uygulamasindan sonra krosin kan
orneklerinde izlenmemistir, bu da bu bilesigin dolasim sistemine ulagsmadigini
diisiindiirmektedir. Nitekim krosinin agizdan alindiginda bu sekilde emilmedigi, ancak
ratlarda kana girmeden Once krosetine doniistiirildigi gosterilmistir. Krosin
intravendz olarak verildiginde plazma krosetin seviyesi disiiktiir [111]. Bu krosini
krosetine  doniistiirmenin ana alanimmin  gastrointestinal ~ sistem  oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, safranin biyoaktif formu olan krosetin olusturmak icin
krosin gastrointestinal kanalda hidrolize edilmelidir [112]. Krosetin, uygulamadan
yarim saat sonra maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir ve bu da krosetinin hizli
emiliminin portal damar yoluyla kan dolasimma tasinmasina bagli olabilecegini
diistindtiriir [111].
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BOLUM 4

OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

4.1. OKSIDATIF STRES VE REAKTIF OKSIJEN SEVIiYELERI

Oksijen yasam i¢in ¢ok Onemlidir; soludugumuz hava viicudumuzdaki hiicrelerin
enerji taleplerinin karsilanmasini saglar. Molekiiler bi¢imindeyken oksijenin hayatta
kalmadaki rolii, oksijenin mitokondriyal adenozin trifosfat (ATP) sentezi sirasinda ve
enzimatik reaksiyonlarda elektron alicis1 olarak hareket etmesine izin veren yiiksek
redoks potansiyeli ile iliskilidir. Bu kontrollii fizyolojik redoks prosesleri sirasinda,
molekdiler oksijen (O2) esas olarak su molekili (H20)'ne doniistiiriiliir. Bununla
birlikte, molekiiler oksijen kullanimi riskler tasir. Oz elektronlari kabul ederek,
hidrojen peroksit (H205); siperoksit anyon radikali (O2); hidroksil radikali (HO"); ve
hipokloréz asit (HOCI) gibi oldukga reaktif oksijen tlrleri (ROS) olusturabilir (Sekil
4.1). Bu molekdllerin her biri benzersiz reaksiyon dzelliklerine (yol, kinetik hiz), ayirt
edici uzamsal ve zamansal dagilima ve ayri ayr1 diizenlenen Uretim, difiizyon ve

bozunma sureclerine sahiptir [113].

Yiiksek reaktivitelerine bagli olarak ROS, DNA mutasyonlarint ve hasarini
indUklerken, sinyal transdiiksiyon basamaklarini aktive edebilir ve lipidler, proteinler
ve transkripsiyon faktorlerinde degisiklikleri indiikleyebilir. Sonug olarak ROS, hiicre
farklilagsmasini, hiicre proliferasyonunu ve inflamatuar yanitlar diizenleyen 500'den
fazla genin ekspresyonunu 6nemli 6lglide etkiler [114]. Bu nedenle, oksidatif stres ve
artan ROS seviyeleri uzun zamandir yaglanma ve kanser ve ndrodejenerasyonlar dahil

olmak iizere gesitli hastaliklarin patogenezi ile iliskilendirilmistir [115].
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Sekil 4.1. ROS'un olusumu ve antioksidanlarla detoksifikasyonu [116]

02, molekiiler oksijenin NADPH/ksantin oksidazlar, baglanmamis endotelyal nitrik
oksid sentaz (eNOS) ve mitokondriyal elektron tasmmmasi (MET) yoluyla
indirgenmesiyle tretilir. O, siiperoksit dismutaz (SOD) ile H20:'ye ayristirilabilir
veya peroksinitrit (ONOQO") olusturmak i¢in nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girebilir.
H.O2, katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx) veya tioredoksin (Trx) kullanan
peroksiredoksin (Prx) antioksidan enzimler tarafindan H,O'ya cevrilebilir. inflamatuar
bolgelerde H202 ¢ogunlukla miyeloperoksidazlar (MPO) tarafindan HOCl'ye

doniistiiriiliir. Fe*? Fenton reaksiyonu varliginda OH olusumuna yol acar (116).

Diisik ROS seviyeleri, hiicre sinyallemesi, enzim aktivasyonu, gen ekspresyonu,
apoptoz ve bagisiklik tepkisi gibi ¢ok cesitli onemli hiicre alt1 siireclerde diizenleyici

molekdller olarak 6nemli rollere sahiptir [117].

Hiicresel ROS'un ana kaynagi, dkaryotik hiicrelerde ¢ift membranli organeller olan
mitokondridir. Genel olarak mitokondri, glukoz, lipidler ve amino asitlerin
oksidasyonu yoluyla enerji saglar. Oksidasyon isleminden kaynaklanan elektronlar,
terminal elektron alicis1 olarak oksijene kanalize edilir. Elektron tasima zincirinde, az
sayida elektron amaglanan yoldan kagar ve O ile hatali etkilesim ROS olusumuna yol

acar. Ek olarak, diger enzimatik (6rnegin NADPH-, ksantin-, monoamin oksidaz,
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sitokrom P450 sistemi) ve enzimatik olmayan reaksiyonlar (6rnegin, oksijenin organik
bilesiklerle reaksiyonlari, iyonlastirict radyasyonlar) ROS olusumuna yol acabilir
(Sekil 4.1). ROS ayrica hiicre dis1 ortamdan alinan (6rn. Inflamatuar hiicreler
tarafindan saliman ROS) veya ¢evresel prooksidanlara (6rn. Patojenler, toksik

maddeler, stres) maruz kalmanin bir sonucu olarak iiretilen eksojen kaynaklardan da
kaynaklanabilir [118].

4.2. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Hiicrelerin ROS iiretimi tarafindan hasar gérmesini 6nlemek icin, hiicreler farkl
detoksifikasyon mekanizmalar1 gelistirmistir (Sekil 4.1). Bu tir "antioksidanlar"
enzimatik (6r., Glutatyon peroksidaz/ rediktaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz)
olabilecegi gibi enzimatik olmayan (6r., Redukte glutatyon (GSH), koenzim Q ve
Vitamin A/ C/ D/ E) da olabilir. Hiicreler antioksidanlar ve ROS arasinda dengeli bir
durum saglamay1 amaglar; ROS iiretimi ile bunlarin temizleyicileri arasindaki bir
dengesizlik oksidatif stres olarak adlandirilir ve kanser ve dejeneratif norolojik
hastaliklar dahil olmak tizere bir¢ok bozuklugun patogenezinde altta yatan temel
olaydir (Sekil 4.2) [116].

Huicre Olimi

Hastalik Baslangici
ve ilerleyisi

Hiicre Homeostasizi

Diisiik Orta Yiiksek

100 nM 1uM 100 uM

Sekil 4.2. Hiicresel ROS seviyeleri ve hicreler Gizerindeki etkileri [116].
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Diistik, dengeli bir ROS seviyesi, hiicre hayatta kalmas1 ve homoeostaz i¢in gereklidir;
artan, ancak dengeli ROS seviyeleri, hastaligin baslamasini ve ilerlemesini
destekleyen oksidatif modifikasyonlar1 indiikleyebilir; yiiksek, dengesiz ROS

seviyeleri hucresel hasara ve hiicre 6limiine neden olur [116].

4.2.1. Enzimatik antioksidanlar

Baslica enzimatik antioksidanlar arasinda SOD, katalaz, peroksiredoksin ve glutatyon
peroksidaz bulunur. U¢ SOD izoformu, Oz"nin H20; ve O2'ye par¢alanmasimi katalize
eder ve mitokondri gibi ROS {iretiminin hiicresel lokasyonlar1 etrafinda yiiksek
miktarlarda bulunur. Mitokondriyal SOD'ye ek olarak, diger SOD izoformlari,
vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan iiretilen ve salgilanan hiicre dis1 SOD'yi igerir ve
hiicreler arasi redoks durumunu diizenlemek i¢in hiicre digi matrisin bilesenlerine

baglanir [119].

Azaltilmis glutatyon, bir¢ok hiicresel islem icin potansiyel azaltma saglayarak hiicre
ici redoks reguilasyonunda énemli bir rol oynar. Glutatyon peroksidaz enziminin (GPx)
birka¢ izoformu sitoplazmada bol miktarda bulunur. GPx-1, H2O'yi azaltirken,
oksitlenmis lipitler GPx-4'iin tercih edilen substratidir. GSH, glutatyon disiilfide
(GSSG) oksitlenir ve bu, glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan GSH'ye geri
dontistiiriilebilir ve NADPH elektron vericisi olarak islev gortir [120].

Tiyoredoksinler, 6nemli hiicre i¢i antioksidanlar olan, her yerde bulunan kigiik ve her
yerde bulunan protein gruplaridir. Tiyoredoksinler, oksidatif baglamda gelisen tiyol
disiilfid baglarin1 azaltarak hiicresel proteinlere oksidatif hasarin enzimatik onarimina
izin veren indirgenmis sistein kalintilar1 igerir. Enzim tioredoksin rediiktaz,
tioredoksinleri, bu reaksiyonlara katilimlari i¢in geri doniistiirmek iizere azaltir [121].
Tioredoksinlerin agir1 ifadesi, transgenik farelerin dmriinii uzatir ve bir fare diyabet

modelinde diyabetik nefropati gelisimini azaltir [122, 123].
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4.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar genellikle oksidasyona ugrayarak ROS'u ortadan
kaldiran diisiik molekiiler agirlikli proteinlerdir. Bunlar askorbik asit (C vitamini), E
vitamini, glutatyon, bilirubin ve tirat1 igerir. Askorbik asit, bir dizi enzim i¢in zorunlu
bir kofaktdr gorevi goren alti karbonlu bir ketolaktondur. Insanlar, tiim primatlar gibi
askorbik asidi sentezleyemezler, dyle ki C vitamini eksikligini 6nlemek i¢in diyetle
askorbik asit alimima giivenilir durumdadir. Su anda onerilen giinliik askorbik asit
alimi, prototip C vitamini eksikligi sendromu olan iskorbiit hastaliginin acik klinik
ozelliklerini 6nlemek icin gereken miktara bagli olarak, sigara igmeyen erkeklerde ve
kadinlarda giinde 90-100 mg'dir [124]. Askorbik asit, ROS'u temizlemek igin bir
indirgeyici ajan olarak islev goriir ve ayrica BH4'U stabilize ederek bir antioksidan
gorevi goriir ve NO olusumu i¢in bir yardimci substrat olarak etkisini kolaylastirir
[125]. Tersine, askorbik asit de prooksidan 6zelliklere sahiptir ve demir ile reaksiyona
girerek ROS uretir. Toplu olarak "E vitamini" olarak adlandirilan sekiz tokoferolden
olusan gruptan, a-tokoferol biyolojik olarak en aktif olani iken, tokoferol tipik Bati
diyetinde en yaygin olanidir. E vitamini, 6zellikle hiicre zarinda yaygin olan lipofilik

bir antioksidandir [126].

Glutatyon, sistein iceren bir peptiddir ve yiiksek konsantrasyonda bulundugu yerde
tipik olarak hicre ici olarak uygulanan bir dizi antioksidan etkiye sahiptir. Sistein
kalintilarinin  aktif tiyol grubu, ROS'u temizlemek ve NADPH'yi indirgenmis
formunda stirdirmek icin elektron salar. Ek olarak, indirgenmis glutatyon, antioksidan
etkisini kolaylagtirmak i¢in askorbik asidi indirgenmis formunda tutar. Okside
glutatyon, glutatyon disiilfit olarak adlandirilir ve glutatyon rediiktaz ve NADPH ile
indirgenir; Glutatyonun glutatyon disiilfide oran1 genellikle redoks durumunun bir

belirteci olarak 6lgulir [127].
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BOLUM 5

GEREC VE YONTEMLER

5.1. GERECLER

5.1.1 Kimyasal Malzemeler ve Kullanmilan Yontemler

Tez galismasi sirasinda kullanilan kimyasallar; disodyumhidrojen fosfat (Na2HPOg),
tiyobarbitrik asit (TBA), fosforik asit, n-butanol, 5,5' dithiobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB), hidrojen peroksit (H202), disodium etilendiamin tetraasetik asit (Na2EDTA),
potasyum sodyum tartarat, bakir (II) siilfat, sodyum hidroksit, ksantin oksidaz, bakir
(1) Kklorur, bovine serum albumin (BSA), krosin, ksantin, sodyum karbonat, total
antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidan seviyesi (TOS), Kardiyak Troponin-I
(cTn-1), Kreatin Kinaz-MB (CK-MB), Anti-Tumor Nekrozis Faktor alfa (TNF-a),
Anti-Kaspaz-3 kitleri kullanildi.

Calismada kullanilan aletler; manyetik karistirict (Termal N11150M), otomatik
pipetler (Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica),
sogutmali santrifij (NUve NF 1200R), mikrosantrifij (Nive NF 048),
spektrofotometre (Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre (PG
Instruments), pH metre (Adwa 1000), homejenizatér (Hangzhou Bioprep-24),
sallayicili su banyosu (Niive ST 30), mikroplaka yikayici (Thermo Fisher Wellwash
888).

5.2. YONTEMLER

5.2.1. Doksorubisin ve Krosin Hazirlanmasi

DOKS 10 mg L.V. ve infiizyon igin liyofilize toz igeren flakon ve ¢oziicii ampul ile
¢oziildiikten sonra 2 mg/ kg uygulanacak sekilde intraperitoneal (i.p) enjeksiyona hazir
hale getirildi. Krosin 40 mg/ kg olacak sekilde serum fizyolojik igerisinde ¢oziildiikten

sonra ip enjeksiyona hazir hale getirildi [128].
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5.2.2. Ratlarin Temini ve Bakimi

Bu arastirmada, agirliklar1 ortalama 225-250 gram olan 40 adet erkek Wistar albino
tiirii rat Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim
ve Arastirma Merkezi (ZBEUN-DEHAM) biriminden temin edildi. Calismaya
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay1 (Protokol
N0:2020-08-07/05) alinarak baslandi ve tiim uygulamalar bu protokole uygun olarak
yapilmistir. Igme sular1 giinliik olarak degistirilirken kafes temizligi giin asir1 olarak
yapildi. Ratlar sicakligin 21°C, ortam neminin %55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-
20:00 saatleri) ve 12 saat karanlik uygulanan odalarda bakildi. Ratlar ¢aligma stiresince

standart pellet yemle ad libitum olarak beslendi.

5.2.3. Rat Deney Protokolu

Deney hayvanlari biriminden temin edilen 40 adet Wistar rat random olarak her grupta

10 hayvan olacak sekilde bes gruba ayrilmistir. Bu gruplar;
Grup 1: Kontrol grubu (K); %0.9 serum fizyolojik (SF) intraperitoneal (i.p) olarak

15 giin boyunca uygulandi.

Grup 2: Doksorubisin grubu (DOKS); 12 giinliik siire boyunca 48 saat araliklarla
kiimiilatif dozun 12 mg/kg oldugu ve 6 esit dozda 2 mg/kg DOKS i.p yolla uyguland:
[129].

Grup 3: Krosin grubu (Kr); SF igerisinde ¢6zulen krosin 40 mg/kg doz i.p yolla 15
gun boyunca uygulandi [128].

Grup 4: Doksorubisin+Krosin grubu (DOKS+Kr); ilk DOKS enjeksiyonundan 4

gun 6nce 40 mg/kg dozda Krosin enjeksiyonunun i.p yolla basladigi ve g¢alisma
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stiresince Grup 2’de oldugu gibi DOKS uygulamalarinin yapildigi tedavi grubudur
[128, 129].

Tiim ila¢ uygulamalar1 her giin ayni saatler arasinda uygulanmistir. Son DOKS
uygulamasinin ertesi giiniinde yani 16. giin tiim ratlar ketamin/ksilazin anestezisi
altinda laparatomi yapilarak abdominal venden kan alindiktan sonra kalp ve kan
dokusu 6rnekleri alinmistir. Alinan kan ve kalp dokularinda biyokimyasal analizler,

kalp dokusunda ise histopatolojik incelemeler yapildu.

5.2.4. Ratlardan Numune Alinmasi

Deney sonunda ratlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda laparatomi yapilarak kalp
icinden 5 ml hacminde alinan kan numuneleri antikoagulantsiz tiiplere kondu. Daha
sonra, tiim ratlar dekapite edilerek kalp doku ornekleri alindi. Doku 6rnekleri serum
fizyolojikle yikanarak fazlalik kanin uzaklastirilmasi saglandi. Dokularin bir pargasi
histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formol icerisine kondu. Diger parcasi ise
biyokimyasal analizler i¢in ¢alisma giiniine kadar -80 C°’de derin dondurucuda
sakland1. Kan numuneleri koagulasyon i¢in oda 1sisinda bir saat beklendikten sonra
4000 rpm’de 20 dakika santrifiij islemi yapilarak serum kismi ayrilarak Kardiyak
Belirteglerin belirlenmesi icin ependorf tiiplere konulduktan sonra analiz giintine kadar

-80 C°’de derin dondurucuda sakland.

5.2.5. Biyokimyasal Analizler

5.2.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Calisma giinii karaciger dokular1 derin dondurucudan ¢ikarilarak tartildi. %10’luk
homojenat olusacak sekilde 70 mM’lik fosfat tamponu (pH:7.5) ilave edilerek buz
icinde 1-2 dakika sureyle otomatik homojenizator ile 12000 devir/dakika homojenize
edildi. Elde edilen homojenatlarda MDA dizeyleri 6l¢iildii. Doku homojenatlari 5000
rpm’de, +4 °C’de, 30 dakika santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Elde edilen bu
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stpernatantlarda; GSH, SOD, CAT, Total Antioksidan Seviyesi (TAS), Total Oksidan
Seviyesi (TOS) ve protein diizeyleri Olgiildii. Calisma giinl derin dondurucudan
cikarilan serum oOrnekleri oda 1sisina getirildikten sonra uygun Rat ELISA Kitleri

kullanilarak kardiyak belirtecler olan CK-MB ve troponin I degerleri belirlendi.

5.2.5.2. Oksidatif Stres Belirteclerinin Analizi

Malondialdehit (MDA) Analizi

Doku homojenatindaki MDA analizi Ohkawa vd [130] tarif ettigi yonteme bagh
kalinarak kiiciik modifikasyonlarla analiz edilmistir. Temel prensip homojenattan
alinan numuneki MDA’nin 95 °C’de tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi sonucu
olusan pembe renkli {lirliniin n-butanol fazindan ekstrakte edilen siipernatant
mikroplakalarin kuyucuklarina deney gruplarma gore yerlestirilerek ELISA
okuyucuda 535 nm dalga boyunda okunarak o&l¢ildd. n-butanol koér olarak
kullanilirken sonuglar tetrametoksipropan’in standart olarak kullanilmasiyla

hesaplandi. Sonuglar nanomol/g yas doku olarak sunulmustur.

Redukte-Glutatyon (GSH) Analizi

Doku siipernatantindaki GSH analizi Ellman’in tarif ettigi yonteme bagl kalinarak
kiicik modifikasyonlarla analiz edilmistir [131]. Kimyasallarin deney tiiplerine
eklenmesiyle numunelerde bulunan glutatyon konsantrasyonuyla orantili olarak, 5,5’-
ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyon vermesi sonucunda sari-yesilimsi
bir renk olusmaktadir. Olusan bu renkli bilesik mikroplakalarin kuyucuklarina deney
gruplarina gore yerlestirilerek ELISA okuyucuda 410 nm dalga boyunda okunarak
Olctildii. Distile su kor olarak kullanilirken sonuglar 5SmM/L’lik stok GSH
cozeltisinden hazirlanan farkli diliisyonlardaki GSH ¢ozeltisinin standart olarak

kullanilmastyla hesaplandi. Sonuglar nanomol/g yas doku olarak sunulmustur.
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Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Analizi

Doku siipernatantindaki SOD enzim aktivite 6l¢timii Sun vd yontemine gore yapildi
[132]. Bu yontemde ksantin-ksantin oksidaz tarafindan siiperoksit radikalleri tiretilir.
Superoksit radikali NBT’yi (nitro blue tetrazolium) indirgeyerek renk olusturur. Bu
indirgenme mavi renkli formazon olusturur. Boylece olusan formazon bilesigi
mikroplaka kuyucuklarina deney gruplaria gore yerlestirilerek ELISA okuyucuda 560
nm dalga boyunda okunarak olgiildii. Distile su kor olarak kullanilirken enzim
aktivitesi hazirlanan kore gore hesaplanmistir. SOD aktivitesi U/g protein olarak

sunulmustur

Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Analizi

Doku siipernatantindaki CAT enzim aktivite 6lcimi Aebi vd yontemine gore yapildi
[133]. Hidrojen peroksit (H202) ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir
maddedir. Maksimal absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina
ilave edilen H202’in numune igerisindeki katalaz tarafindan su ve oksijene
parcalanmasi 240 nm’de absorbans azalmasi ile kendini gosterir. Absorbansta
go6zlenen bu azalma spektrofotometrede (PG Instruments T80/T80+ spektrofotometre,
UK) 240 nm’de 1 dakika boyunca kayit altina alinarak enzimin aktivitesi
Olctlmektedir. CAT aktivitesi K/g protein olarak sunulmustur.

Protein Analizi

Doku Orneklerinde enzim aktivitelerinin hesaplanabilmesi icin protein duzeyleri
ol¢iildii. Protein dl¢iimii biiiret yontemine gore yapildi. Sonuglar ELISA okuyucuda
540 nm’de kore kars1 ol¢im yapilarak elde edildi. Sonuglar mg protein/mL olarak

verildi.

Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

Doku siipernatantindaki TOS diizeyleri Erel’in metoduna gore ¢alisildi [134]. Total
Oksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Tiirkiye) kullanilarak caligildi.
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Ornek iginde bulunan oksidanlar ferrdz iyon selatér komplekslerini ferrik iyonlara
cevirir. Olusan ferik iyonlar kromojen solusyonu ile renkli bir kompleks olusturdu.
Olusan bu kompleks orneklerdeki oksidan miktariyla dogru orantili olarak artar. Kit
talimatlarina gore reaktifler ve numunelerin mikroplaka kuyucuklarina eklenmesiyle
olusan bu renkli kompleksin 530 nm’de sicakhigi 25 °C’ye ayarlanmis ELISA
okuyucuda absorbans1 okunarak Olc¢uldu. Standart olarak 20 umol/L’lik H20>

solusyonu kullanildi. TOS sonuglart pmol H202 equiv /L olarak sunulmustur.

Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

Doku siipernatantindaki TAS diizeyleri Erel’in metoduna goére ¢alisildi [135]. TAS
diizeyi, Rel Assay brand kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
olculdi. Olglim yontemi 6rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS
katyonik radikalini reduklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanir. Kit
talimatlarina gore reaktif 1 ve siipernatantin mikroplaka kuyucuklarina eklenmesinden
sonra sicaklig1 25 °C’ye ayarlanmis ELISA okuyucuda 660 nm’de ilk okuma yapild.
Daha sonra reaktif 2 ilave edilerek ayni dalga boyunda ikinci okuma yapildi. Her bir
numune i¢in iki okuma arasindaki absorbans farki belirlendi. Kalibratér olarak E
vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan Trolox kullanildi. TAS sonuglart mmol

Trolox Equiv/L olarak sunulmustur.

5.2.5.3. Kardiyak Belirteclerinin Analizi

Kardiyak Troponin-1 (cTn-1) Analizi

Serum Troponin I degerleri Rat TNNI3/cTn-1 (Troponin | Type 3, Cardiac) ELISA Kit
(Elabscience, Houston, Texas 77079 ABD) kullanilarak belirlendi. Y6ntemin prensibi,
kit talimatlarina gore Rat spesifik TNNI3/cTn-I antikoru ile kapli olan kuyucuklara
standart ve numunelerin eklenmesi sonucunda antikor ile standart ve numune iginde
bulunan antijenlerin baglanmasi saglandi. Daha sonra Avidin-Horseradish Peroksidaz
(HRP) konjugatt ile rat spesifik TNNI3/cTn-I antikorun baglanmasi saglandiktan sonra
kuyucuklarin yikamasi ELISA yikayici ile yapilarak kuyucuklara baglanmayan
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iceriklerin uzaklastirilmast saglandi. Her kuyucuga substrat soliisyonunun eklenmesi
antikor HRP baglanmasi ger¢eklesen kuyucuklarda mavi renk olugsmasina neden oldu.
Enzim aktivitesi ortama stop soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve renk sariya
dondii. Olusan bu renk sicakligi 25 °C’ye ayarlanmis ELISA okuyucuda 450 nm’de
okunarak standart absorbanslarina gére numunelerin Troponin I degerleri hesaplandi.

Troponin I sonuglart pg/ml olarak sunuldu.

Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) Analizi

Serum CK-MB degerleri Rat CKMB (Creatine Kinase MB Isoenzyme) ELISA Kit
(Elabscience, Houston, Texas 77079 ABD) kullanilarak belirlendi. Y 6ntemin prensibi,
kit talimatlarina gore Rat spesifik CKMB antikoru ile kapli olan kuyucuklara standart
ve numunelerin eklenmesi sonucunda antikor ile standart ve numune iginde bulunan
antijenlerin baglanmasi saglandi. Daha sonra Avidin-Horseradish Peroksidaz (HRP)
konjugat1 ile rat spesifik CKMB antikorun baglanmasi saglandiktan sonra
kuyucuklarin yikamasi ELISA yikayici ile yapilarak kuyucuklara baglanmayan
igeriklerin uzaklastirilmasi saglandi. Her Kuyucuga substrat soliisyonunun eklenmesi
antikor HRP baglanmasi gergeklesen kuyucuklarda mavi renk olugsmasina neden oldu.
Enzim aktivitesi ortama stop soltsyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve renk sariya
dondii. Olusan bu renk sicakligi 25 °C’ye ayarlanmis ELISA okuyucuda 450 nm’de
okunarak standart absorbanslarima gére numunelerin CK-MB degerleri hesaplandi.

CK-MB sonuglari pg/ml olarak sunuldu.

5.2.6. Histopatolojik Analiz

Dokular fikse olmasi i¢in %10’luk nétral tamponlanmis formaline (NTF) (104003,
Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) konuldu. Ornekler daha sonra 3-4 mm’lik
daha kiictlik pargalara ayrilip, plastik doku takip kasetlerine konularak NTF’de 48 saat
stire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin bitmesini takiben parcalar 24 saat boyunca
akan ¢cesme suyunda yikandilar. Dokularin trimleri gergeklestirildikten sonra 2x45
dakika %70, % 80, %95 ve %96’ lik artan alkol serilerinden geg¢irildi (Etanol,
1.00971.2500, Merck, ABD). Seffaflama 2x30 dakika ksilol (108661, Merck, USA)
ile gerceklestirildi. Ardindan 2x30 dakika parafin (Surgipath EM-400, Leica, GER)
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icerisinde bekletildi. Doku takibi i¢in Leica TP 1020 (Leica, GER) doku takibi cihazi
kullanildi (GER). GOomme islemi sonrast bloklar sogumaya birakildi. Parafin
bloklardan Leica FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile 5 pm’lik kesitler 1s1k
mikroskopik ve imminohistokimyasal yontemler i¢in jelatin kapli lamlara alindu.
Hazirlanan bu lamlar dokunun lama adezyonunu artirmak i¢in 37°C’lik etiivde 2 saat
bekletildi. Kesitlere genel histolojik yapiyr gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-
Eozin (H-E) boyama yontemi kullanildi. Kesitler deparafinizasyon asamasi i¢in
sirastyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki ksilol igerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan
H-E boyama protokolii uygulandi. Kardiyak hasar histopatolojik degisikliklerin
derecesi ve yayginligina gore semikantitatif olarak belirlendi. Buna gore konjesyon,
nekroz, infiltrasyon ve miyofibriler kayip yoniinden 10 farkli alanda incelendi. Hasarin
siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir) olarak skorlandi.
Maksimum hasar skoru 12 idi. Preparatlar Nikon Eclipse 801 151k mikroskobu ve Nikon
goriintii analiz sistemi ile incelenerek skorlandi ve fotograflari ¢ekildi. Hematoksilen

& Eozin boyama protokoli Cizelge 5.1 deki gibi uygulandi.

Cizelge 5.1. Hematoksilen & Eozin boyama protokold.

% 100 Alkol 2 dakika
% 96 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
Distile suda yikama 3 dakika
Hematoksilen (1.09253.2500, Papanicolaous .
Harris Hematoksilen, Merck, ABD) 3 dakika
Akarsu 5 dakika
Akarsuda yikama Daldir ¢ikar
Amonyakli su Doku mor renk alana kadar
Akarsu Daldir ¢ikar
Distile suda yikama 5 dakika
Eozin (05-10003/L, Bio-optica, ITA) 1.5 dakika
% 80 Alkol yikama Daldir ¢ikar
% 96 Alkol yikama Daldir ¢ikar
% 96 Alkol yikama Daldir ¢ikar
Ksilol 30 dakika
Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatild
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5.2.7. Immiinohistokimyasal Analiz

Kesitler deparafinizasyon asamasi igin sirasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki
ksilol igerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan asagidaki IHC boyama protokolii
uygulandi. Preparatlar entallen ile kapatilarak Nikon Eclipse 80i digital kamera takili
151k mikroskobu (Nikon, JAP) ile fotograflandi. Immiinohistokimyasal degerlendirme,
incelenen kesit bagina 10 mikroskobik alan iizerinden 20X biiyiitmede yapildi.
Skorlama su sekilde yapildi: 0-5% = skor +; 6-20% = skor (++); 21-40% = skor (+++);
41-60% = skor (++++); 61-80% = skor (+++++); ve 81-100% = skor (++++++). IHC
boyama protokolii Cizelge 5.2 deki gibi uyguland1

Cizelge 5.2. IHC boyama protokoli.

Sodyum sitrat soltisyonu 800 Watt mikrodalga firin (Profilo, TR) 10 dk
Soguk su banyosu 20 dk
Distile su 5dk
% 3’ luk H,0, (H1009, Sigma, ABD) solusyonu 10 dk
PBS icerisinde 2x3 dk
Dokulari etrafi pappen (Z377821, Sigma, ABD) ile ¢izilir ve Serum bloking 10 dk
soliisyonu (SHP 125, ScyTek Lab., ABD) damlatilir
Serum bloking sollisyonu dokudan uzaklastirilir. Anti-TNFa (bs-2081R,
Bioss, China) ve Anti-Caspase 3 (bs-0081R, Bioss, China) primer
antikorlar1 1/100 oraninda seyreltilerek damlatilir nemli ortamda +4°C’ de Gece boyu
inkube edildi
PBS tamponu icerisinde 2x3 dk
Primer ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor (SHP 125, ScyTek Lab., 30 dk
ABD)
PBS tamponu icerisinde 2x3 dk
Streptoavidin ile isaretli antikor (HRP) (SHP 125, ScyTek Lab., ABD) 30 dk
PBS tamponu icerisinde 2x3 dk
DAB (3,3-diaminobenzidine) (ACK 500, ScyTek Lab., ABD) Gozle takip
Distile su ile yikama 3dk
Mayers Hematoksilen (M06002, Bio-optica, ITA) 1dk
Cesme suyu ile yitkama 5 dk
Distile su ile yikama 2 dk

34



5.2.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazilim
programi ile yapildi. Tiim sonuglar aritmetik ortalama =+ standart hata (SE) olarak ifade
edildi. Tiim gruplardaki 6l¢iilebilir degiskenlerin Shapiro Wilk normallik testine gore
normal dagilim gostermedigi saptandi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tiim
degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanilirken, gruplarin ikili
karsilagtiritlmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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BOLUM 6
DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
6.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR
6.1.1 Oksidatif Stres Belirtecleri DlUzeyleri
Krosin ve doksorubisin uygulamasi yapilmis ratlarda ve SHAM grubunda kalp
dokusunda oksidan-antioksidan (MDA, GSH, SOD ve CAT) diizeyleri ¢alisildi. Kalp

dokusuna ait sonuclar Cizelge 6.1°de sunulmustur

Cizelge 6.1. Ortalama doku oksidan-antioksidan parametrelerin karsilastirilmast.

MDA GSH
Grupl ( ¥ ( ¥ SOD CAT
rupilar nmo a nmo a
P & yas & yas (U/g protein) (K/g protein)
doku) doku)
Grup 1:
395.36+26.88 483.50+1.99 80.79+3.06 8.46+0.45
Kontrol
Grup 2:
] 290.39£33.03 506.80£5.70 87.97+3.96 11.10£1.00
Krosin
Grup 3:
1405.42+226.302 229.41+14.792 38.00+2.002 4.38+0.362
DOKS
Grup 4:
) 495.10+5.91° 345.28+13.78° 57.62+3.05° 7.09+0.62%¢
DOKS+Krosin

Veriler aritmetik ortalamazSE olarak ifade edildi (n=10).
4p<0.001 Grup 3 vs Grup 1 ve Grup 2 b n<0.001 Grup 4 vs Grup 2 ve Grup 3
¢p<0.005 Grup 4 vs Grup 2 4p<0.001 Grup 4 vs Grup 3

6.1.1.1. Kalp Dokusu MDA ve GSH Duzeyleri

DOKS uygulamasi kalp dokusu MDA diizeylerinde kontrol ve krosin gruplarina gore
ciddi derecede (p<0.05) artisa neden olurken, krosin ile DOKS’un birlikte uygulamasi
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MDA diizeylerinde DOKS grubuna gore anlamli diistisler (p<0.05) goriildii.

DOKS uygulamas1 kalp dokusu GSH seviyelerinde kontrol ve krosin gruplarina gore
anlaml diistise sebep olurken (p<0.05), krosin ile tedavi edilmesi DOKS grubuna goére
anlaml artislar (p<0.05) ortaya koymustur. Kalp dokusu ortalama MDA ve GSH

diizeyleri Sekil 6.1’de sunulmustur.

MDA ve GSH

1800
1600
1400
1200

1000

nmol/g

800
600
400
200 i
0
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

MDA = GSH

Sekil 6.1. Ortalama doku MDA ve GSH degerleri (nmol/g yas doku).
6.1.1.2. Kalp Dokusu SOD Aktivite Dlzeyleri
DOKS uygulamasi kalp dokusu SOD aktivitelerinde kontrol ve krosin gruplarina gore
ciddi diisiislere (p<0.05) neden olurken krosin tedavisi SOD aktivitelerinde anlamli

tyilesmeler (p<0.05) goézlemlenmistir. Kalp dokusu ortalama SOD degerleri Sekil

6.2’de sunulmustur.
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Sekil 6.2. Ortalama doku SOD degerleri (U/g protein).

6.1.1.3. Kalp Dokusu CAT Aktivite Duzeyleri

DOKS uygulamasi kalp dokusu CAT aktivitelerinde kontrol ve krosin gruplarina gore
anlamli diisiislere (p<0.05) neden olurken krosin tedavisi CAT aktivitelerinde anlaml
iyilesmelere (p<<0.05) neden olmustur. Krosin ile DOKS un birlikte uygulanmasi1 CAT
enzim aktivite degerlerini neredeyse kontrol grubu degerlerine getirmistir. Kalp

dokusu ortalama CAT degerleri Sekil 6.3’de sunulmustur.
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Sekil 6.3. Ortalama doku CAT degerleri (K/g protein).

6.1.1.4. Kalp Dokusu TAS ve TOS Aktivite Duzeyleri

DOKS uygulanmasi kalp dokusu TAS degerlerinde kontrol ve krosin gruplarina gore
ciddi diisiislere neden (p<0.05) neden olurken kalp dokusu TOS diizeylerinde ise ciddi
artiglara (p<0.05) neden olmustur. Krosin ile DOKS birlikte uygulandiginda DOKS
grubuna gore TAS diizeylerinde anlamli artis (p<<0.05) olurken TOS diizeylerinde ise
ciddi distisler gozlenmistir. Ayrica DOKS’un krosin ile uygulanmast TAS ve TOS
diizeylerini neredeyse kontrol grubu degerlerine getirdigi gozlenmistir. Ortalama kalp
dokusu TAS ve TOS degerlerinin karsilastiriimasi Cizelge 6.2°de sunulmustur. Ayrica
ortalama kalp dokusu TAS (mmol Trolox eqv/L) ve TOS (umol H20, Equiv. /L)

degerleri Sekil 6.4’te sunulmustur.
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Cizelge 6.2. Ortalama doku TAS ve TOS degerlerinin karsilastirilmast.

TAS TOS
Gruplar )
(mmol Trolox eqv/L) (nmol H202 Equiv. /L)
Grup 1:
1.27+0.09 7.48+0.22
Kontrol
Grup 2:
. 1.52+0.09 7.06+0.14
Krosin
Grup 3:
0.67+08.08? 10.91+0.652
DOKS
Grup 4:
) 1.20+0.17°¢ 7.33+0.26°
DOKS+Krosin

Veriler aritmetik ortalamaxSE olarak ifade edildi (n=10).

4p<0.001 Grup 3 vs Grup 1 ve Grup 2 b n<0.05 Grup 4 vs Grup 2
“p<0.001 Grup 4 vs Grup 3
TAS ve TOS
14
12
10
8
6
4
2
, i M == =
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
ETAS ETOS

Sekil 6.4. Ortalama Kalp dokusu TAS (mmol Trolox eqv/L) ve TOS (umol H20>
Equiv. /L) degerleri.
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6.1.2 Kardiyak Belirtecleri Duzeyleri

Serum Ortalama CK-MB ve Troponin I degerlerinin karsilastiriimasi Cizelge 6.3’te

sunulmustur.

Cizelge 6.3. Ortalama kan CK-MB ve troponin | degerlerinin karsilastirilmast.

CK-MB Troponin |
Gruplar
(pg/ml) (pg/ml)
Grup 1:
16.62+1.67 175.50+£17.58
Kontrol
Grup 2:
) 15.76+1.32 186.16+12.02
Krosin
Grup 3:
32.36+2.152 354.89+16.20?
DOKS
Grup 4:
. 20.80+0.66"¢ 231.96+7.85°¢
DOKS+Krosin

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
4p<0.001 Grup 3 vs Grup 1 ve Grup 2 b n<0.005 Grup 4 vs Grup 2
¢p<0.001 Grup 4 vs Grup 3

6.1.2.1. Serum CK-MB Duzeyleri

DOKS uygulamasi myokarttaki hasara bagli olarak serum CK-MB degerlerinde
kontrol ve krosin gruplarina gore ciddi artislara (p<0.05) neden olmustur. Ancak
DOKS ile birlikte krosin uygulamasi yapildiginda DOKS gruplarina gére anlamh
diisiisler (p<0.05) tespit edilmistir. [lave olarak krosin tedavisi CK-MB seviyelerinde
kontrol grubu degerlerine yakin bir diisiise neden olmustur. Ortalama kan CK-MB

(pg/ml) degerleri Sekil 6.5’te sunulmustur.
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Sekil 6.5 Ortalama kan CK-MB (pg/ml) degerleri.

6.1.2.2. Serum Troponin-I Duzeyleri

DOKS grubunda serum Troponin-1 degerleri kontrol ve krosin gruplarina kiyasla ciddi
artiglar (p<0.05) olusurken krosin tedavisi DOKS grubuna gore ciddi disiisler
(p<0.05) tespit edilmistir. Ayrica krosin tedavisi Troponin-1 degerlerini kontrol grubu
degerlerine getirmistir. Ortalama kan Troponin-1 (pg/ml) degerleri Sekil 6.6’da

sunulmustur.
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Sekil 6.6 Ortalama kan Troponin-I (pg/ml) degerleri.

6.1.3 Serum Lipid Parametreleri Duzeyleri

Ratlara DOKS uygulanmasi serum TG ile LDL diizeylerinde (p<0.001) ve VLDL
dizeylerinde (p<0.005) kontrol grubuna gore anlamli artiglar olurken HDL
diizeylerinde (p<0.001) kontrol grubuna gore ciddi diistislere neden olmustur. DOKS
alan ratlar krosin ile tedavi edildiginde serum TG ile VLDL diizeyleri (p<0.001) ve
LDL duzeylerinde (p<0.005) DOKS grubuna kiyasla ciddi diisiisler gozlenirken serum
HDL dlzeyleri ise DOKS grubuna gore (p<0.005) anlamli iyilesmeler tespit edilmistir
(Sekil.6.7). Serum ortalama lipid parametrelerinin karsilastirilmas: Cizelge 6.4°de

sunulmustur.
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Sekil 6.7 Ortalama serum Lipid degerleri.
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Cizelge 6.4. Ortalama serum lipid parametrelerin karsilagtirilmasi.

Gruplar TG VLDL HDL LDL
Grup 1:
55.40+3.44 10.40+0.44 45.82+2.05 8.31+0.85
Kontrol
Grup 2:
) 41.50+1.98?2 8.21+0.33% 50.96+2.68 7.22+0.67
Krosin
Grup 3:
88.40+5.170¢ 16.50+1.35¢%¢ 37.40+1.67%¢ 16.06+1.045¢
DOKS
Grup 4: )
] 49.70+4.214 10.04+0.844 44 .4641.959 12.46+0.92Mi9
DOKS+Krosin

Veriler aritmetik ortalama=SE olarak ifade edildi (n=10).

4p<0.005 Grup 2 vs Grup 1 ®p<0.001 Grup 3 vs Grup 1 ©p<0.001 Grup 3 vs Grup 2
4p<0.001 Grup 4 vs Grup 3 ¢p<0.005 Grup 3 vs Grup 1 fp<0.01 Grup 3vs Grup 1
9p<0.05 Grup 4 vs Grup 3 "p<0.005 Grup 4 vs Grup 1 1p<0.001 Grup 4 vs Grup 2
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6.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve krosin gruplarina ait kalp dokular1 normal histolojik goriinimdeydi (Sekil
6.8 1a, b). Ancak DOKS grubunda konjesyon, sitoplazmik vakuolizasyon, miyofibriler
kayip, yer yer nekroz alanlar1 ve piknotik nukleus, inflamatuar hiicre infiltrasyonu
saptand1 (Sekil 6.8 c, d, ). DOKS grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru
6.30+0.42 idi. Kontrol ve Krosin gruplar1 ile DOKS grubu karsilastirildiginda hasar
skorunda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p<0.001, hepsi igin).
DOKS+KTrosin grubunda histopatolojik degisikliklerin belirgin olarak azaldig tespit
edildi (Sekil 6.8 f). DOKS grubu ve DOKS+Krosin grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.001). Her bir grup i¢in histopatolojik

hasar skoru Cizelge 6.5' de verildi.

Cizelge 6.5. Ortalama histopatolojik hasar skoru.

Gruplar Hasar Skoru
Grup 1:
0.30+0.15
Kontrol
Grup 2:
. 0.50+0.16
Krosin
Grup 3:
6.30+0.422
DOKS
Grup 4:
2.10+0.272P
DOKS+Krosin

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
3 p<0.001 vs grup 1 ve grup 2 b p<0.001 vs grup 3
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Sekil 6.8. Kalbin histopatolojisini gosteren fotomikrograf. a) Kontrol grubu, H-E; X20
b) Krosin grubu, H-E; X20 ¢) DOKS grubu piknotik nukleuslu nekrotik
hiicreler (oklar) igeren hasarli alan, H-E; X20 d) DOKS grubu konjesyon
(asterisk), miyofibriler kayip ve sitoplazmik vakuolizasyon iceren hasarli
alan, H-E; X20 e) DOKS grubu inflamatuvar huicre infiltrasyonu (ok) igeren
hasarli alanlar f) DOKS+Krosin grubu, H-E; X20.
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6.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

6.3.1 TNF-0 immiinoreaktivitesi

Deney gruplarmin kalp dokularindaki TNF-o ifadesi kardiyomiyositlerin
sarkoplazmasi, niikleuslar1 ve kapiller damarlarda gézlenmistir. Sekil 6.9 da gorildigi
gibi Kontrol ve Krosin grubunda TNF-o ifadesi zayiftir (%0-5), DOKS grubunda
TNF-a ifadesi oldukca yiiksektir (%81-100), DOKS+Krosin grubunda ise ifadenin
orta siddette oldugu goriilmektedir (%41-60).

Sekil 6.9. Kalp dokusunda TNF-a immiinohistokimyasal boyamasi. a) Kontrol grubu
b) Krosin grubu c) DOKS grubu d) DOKS+KTrosin grubu; X20.
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Kalp dokusunda TNF-o immiinohistokimyasal boyamasinda kontrol ve krosin gruplari
birbirine benzerdi ve az yogunlukta boyanma vardi. DOKS grubunda ise boyanma en

belirgindi. DOKS+KTrosin grubunda boyanma yogunlugu krosinin etkisi ile azalmisti.

6.3.2 Kaspaz-3 Immiinoreaktivitesi

Deney gruplarinin kalp dokularindaki Kaspaz-3 ifadesinin kardiyomiyositlerin
sarkoplazmast ve damarlarin tunika media tabakasinda (diiz kaslar) oldugu
goriilmiistiir. Sekil 6.10 da goriildiigii gibi Kontrol ve Krosin grubunda kaspaz-3
ifadesi zayiftir (%0-5). DOKS grubunda Kaspaz-3 ifadesi orta siddettedir (%41-60).
DOKS+Krosin grubunda ise ifadenin orta-diisiik siddette oldugu goriilmektedir (%21-

40). TNF-a ve Kaspaz-3 immiin boyamasina ait skor Cizelge 6 5’te gosterilmistir.

Sekil 6.10. Kalp dokusunda Kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasi. a) Kontrol
grubu b) Krosin grubu ¢) DOKS grubu d) DOKS+KTrosin grubu; X20.
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Kalp dokusunda Kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasinda Kontrol ve Krosin
gruplart birbirine benzerdi ve az yogunlukta boyanma vardi. DOKS grubunda ise
boyanma en belirgindi. DOKS+Krosin grubunda boyanma yogunlugu krosinin etkisi

ile azalmustu.

Cizelge 6.6. TNF-a ve kaspaz 3 immunreaktivitesi.

) Grup 1: Grup 2: Grup 3: Grup 4:
Immunoreaktivite .
Kontrol Krosin DOKS DOKS+Krosin
TNF-a + + ++++++ +++
Kaspaz 3 + + +++ ++

0-5% = skor (+); 6-20% = skor (++); 21-40% = skor (+++); 41-60% = skor (++++);
61-80% = skor (+++++); ve 81-100% = skor (++++++).

6.4. TARTISMA

Calismamizda  doksorubisin  kaynakli meydana gelen kardiyotoksisitenin
azaltilmasinda krosinin koruyucu etkisini inceledik. DOKS 16semi, akciger, gogiis gibi
birgok kanserin kemoterapi ile tedavisinde kullanilan bir antikanser ilagtir. DOKS
hiicre i¢ine girip DNA ¢ift ipliklerinin arasina girer ve DNA topoizomeraz II’yi inhibe

ederek hiicre 6liimiinii gergeklestirir.

Antrasiklinler, ¢esitli kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilir, ancak yaygin olarak geri
doniisii olmayan kardiyomiyopati ile iliskilendirilir. Doksorubisin kaynakli oksidatif
stresin mekanizmasi, bir antrasiklin-demir (Fe®") serbest radikal kompleksinin
olusmasi ardindan bu yapinin hidroksil (OH") radikali Gretmek i¢in hidrojen peroksit
ile reaksiyona girmesiyle gergeklesir. Demir Kkenetleyiciler ve serbest radikal
temizleyiciler, asir1 derecede reaktif hidroksil radikalinin olusumunu onleyerek ve
olusan radikalleri temizleyerek kalp korumasi saglayabilir. Demir selator ICRF-

187'nin deneyler sirasinda DOKS kaynakli kardiyotoksisiteye kars1 koruma sagladigi
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gosterilmigtir. Ancak kanser hastalarinda hematotoksisiteyi arttirdigi i¢in klinik

basarisi siirhidir

Calismamizda, onceki ¢alismalarla uyumlu olarak kardiyotoksisiteyi gézlemlemek
i¢in 2 hafta boyunca deney hayvanlarina kiimulatif DOKS dozu (12 mg / kg) uyguladik
[136, 137]. Uyguladigimiz bu DOKS dozu, insan kanserlerinin tedavisinde
kullanilanla aynisidir [138]. Onceki kanitlar, DOKS kaynakli kardiyotoksisitenin,
DOKS'un doza bagli ve uzun vadeli uygulamasiyla iliskili oldugunu ortaya koymustur
[139]. Bildigimiz kadariyla, DOKS uygulamasiin neden oldugu kardiyotoksisitenin
ana mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, doksorubisinin
kardiyotoksik etkilerini inceleyen birgok arastirmaci, ROS'un asir1 Uretiminin ve
inflamasyonun uyarilmasinin miyokardiyum (zerinde DOKS'un neden oldugu yan

etkilerden sorumlu oldugunu bildirmistir.

Miyokardiyumdaki diisiik antioksidan kapasite nedeniyle, kalp dokusunun diger
dokulara gore DOKS kaynakli oksidatif hasar i¢in ana hedef doku oldugu
diistinilmektedir [140-144]. Ayrica miyokardiyum, DOKS igin ¢ekici oldugu
diistiniilen kardiyolipin igerir, bu da kalp mitokondrisinde DOKS birikimine, solunum
zincirinin bozulmasina ve apoptotik yollarin uyarilmasima neden olur [145]. Oner vd
yaptiklari galismada DOKS alan Wistar ratlarda ROS olusumunu ve kardiyak oksidatif
stresi gostermislerdir [146]. Ayrica yapilan bagka bir ¢alismada DOKS uygulamasiyla
ROS fiiretiminde artis oldugu, bu durumun ise oksidatif strese neden oldugu ve
miyokardiyal hasarin ana nedenlerinden biri oldugu gosterilmistir [141]. Bu gergekler
15181nda, aragtirmacilar, DOKS kaynakl1 toksisite tizerinde antioksidan tedavi iizerine
denemeler 6nermislerdir. Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek ve DOKS'un
antikanser  Ozelliklerini  engellemeden antioksidan enzimlerin aktivitelerini

diizenleyerek DOKS'un neden oldugu oksidatif hasari iyilestirirler.

Son yillarda fitokimyasallarm tipta kullammi gittikge artmaktadir. Ozellikle
fitokimyasallarin ~ tedavi tamamlayic1 olarak kullannmi  yayginlagmaktadir.
Fitokimyasallarin ucuz ve dogal yapilarindan dolayr giivenli olmasi1 tercih
sebeplerindendir. Bir¢ok calisma fitokimyasallarin antioksidan, antiapoptotik,

kardiyoprotektif gibi o6zellikleri oldugunu gostermistir. Bu amagla calismamizda
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safran etken maddelerinden biri olan krosinin kardiyoprotektif etkilerini incelemeyi

amacladik.

Tiim bu kanitlara gore, krosinin kardiyoprotektif etkilerini incelemek icin lipid profili,
bazi oksidan ve antioksidan diizeyleri, total oksidan-antioksidan duizeyleri ve kardiyak
belirteglerinin  diizeyleri 0lgiildii. Ayrica kalp dokusunda histopatolojik ve

immUinohistokimyasal incelemeler yapildi.

Onceki ¢alismalar, koenzim Q, N-asetilsistein, E vitamini ve C vitamini gibi cesitli
antioksidanlarin, hayvanlarda antrasiklinlerin neden oldugu miyokardiyal hasari
onlemek icin kardiyoprotektif aktivitelere sahip oldugunu bildirmistir[147, 148]. Son
zamanlarda, birkac calisma, krosinin antikanser ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle
yeni bir terapotik ilag olarak kullanilabilecegini gostermistir. Safranin suda ¢oziiniir
bir karotenoidi olan krosinin mekanizmasi heniiz tam olarak belirlenmemisse de,
krosinin yolaklar tzerindeki etkisinin iyi bilinen karotenoidlere benzer olabilecegi
kabul edilmistir [149-153]. Bu nedenle, krosinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini

artirarak hiicre i¢i oksidatif stresi iyilestirebilecegi kabul edilmistir [154].

Lipid peroksidasyonunun son trunlerinden biri olan MDA, serbest radikallerin neden
oldugu oksidatif stresin bir gostergesidir. DOKS, ROS'un artmasina neden olarak
membran fonksiyonunu bozar ve miyokardiyal apoptoz yoluyla kardiyak
disfonksiyonu ortaya ¢ikarir. Bu c¢alismada Cizelge 6.1. incelendiginde DOX
uygulamasini takiben MDA diizeylerini artirarak kalp dokusunun lipid peroksidasyon
duzeylerinde yukselmeler belirlendi. Ek olarak, krosinin DOKS ile birlikte
uygulanmasi, rat miyokardinda DOKS ile induklenen lipid peroksidasyonunda nemli
bir iyilesme ile sonuglandi. ROS olusumunun neden oldugu DOKS kaynakli kardiyak
yaralanmaya kars1 kardiyak antioksidan savunma sistemini gii¢lendirerek kalbin
korunmasi, DOKS kaynakli miyokard hasarina karst korumada onemli bir rol

oynamaktadir [70, 146].

Onceki calismalar, DOKS uygulamasinin SOD, CAT ve GSH gibi antioksidan
savunmada bozulmaya neden oldugunu bildirmiglerdir [155, 156]. Antioksidan

enzimler olarak SOD ve CAT, siperoksit anyonu ve hidrojen peroksiti temizler.
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Enzimatik olmayan bir antioksidan olan GSH ise, glutamat, sistein ve glisin
kombinasyonundan olusan bir tripeptittir. GSH hiicrelerde serbest radikalleri,

peroksitleri ve agir metalleri temizleyen giiglii bir antioksidandir.

Verilerimiz, DOKS alan ratlarin kalp dokusunda kardiyak SOD ve CAT aktivitelerinin
yani sira GSH seviyelerinin 6nemli 6lgiide azaldigini gosterdi. Ayrica, krosinin DOKS
ile birlikte uygulanmasinin SOD, CAT ve GSH dahil olmak Uzere antioksidan
savunmay1 iyilestirdigini ortaya koydu. Giiglii bir antioksidan olarak krosin, olasi
mekanizmasint dogrudan ROS'u temizleyerek ve antioksidan enzim genlerini yukari
duzenleyerek bulgularimiz dogrultusunda, onceki g¢alismalar krosinin, izoprenalin
kaynakli miyokardiyal fibroz ve arsenik trioksit kaynakli kardiyotoksisite gibi farkli
durumlarda kalp dokusunda antioksidan kapasiteyi yiikselttigini géstermistir. Ayrica
Chu vd, krosinin H9C2 hicrelerinde DOKS tarafindan indiiklenen artan ROS
seviyelerini iyilestirdigini gostermistir. Bu sonuglar krosinin DOKS kaynakli olusan

oksidanlar1 azalttig1 ve bu sayede kardiyoprotektif etki gosterdigini kanitlamaktadir
[152, 157-159].

Calismamizda DOKS uygulanmasi antioksidan savunma sisteminde zayiflamaya
neden olarak kalpte oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar lehine bozulmasina
neden olmustur. Artan bu oksidatif stres kalp dokusunda hasara neden olmaktadir.
Krosin verilmesi antioksidan seviyelerini arttirarak kardiyotoksisiteyi 6nemli derecede

distirmiistir.

Ayrica krosin ve DOKS’un birlikte verildigi grubu sadece krosin verilen grupla
karsilastirdigimizda oksidanlarda artma antioksidanlarda ise azalma goriilmektedir.
Bu durum krosinin kardiyoprotektif etki gosterdigini ancak yine de DOKS kaynakli
kalp hasarinin devam ettigini gostermektedir. Sonug olarak DOKS kullanimi oksidatif
stresi arttirirken krosin bu oksidatif stresi dnemli derecede azaltarak kalp dokusundaki

hasart minumuma indirmektedir.

Viicutta ger¢eklesen metabolik yollar sonucunda siirekli olarak reaktif oksijen tirleri
(ROS) ve reaktif azot turleri (RNS) olusmaktadir. Dengeli bir sekilde viicudumuzda

bulunan savunma mekanizmalar1 (antioksidan) bu oksidanlar1 parcalayarak
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uzaklastirmaktadir. Viicudumuzda oksidan ve antioksidanlar denge igindedir. Cizelge
6.2 incelendiginde DOKS verilen grupta krosin ve kontrol grubunda gore total
antioksidanlarin azaldig1 ve oksidanlarin ise arttig1 goriilmektedir. DOKS ile birlikte
krosin verildiginde ise DOKS verilen gruba gore TAS’da 6nemli diizeyde artma,
TOS’da ise 6nemli diizeyde azalma goriilmektedir. Bu sonuglar bize doksorubisinin
viicuttaki oksidatif stresi onemli derecede arttirdigini, krosinin ise doksorubisin
kaynakli oksidatif stresi onemli derece azaltarak kanser tedavisinde kullanilan bu
ajanin  viicuttaki yan etkilerini ve kardiyotoksisiteyi minumuma indirdigini

gostermektedir.

Normalde, CK-MB ve cTnl, kardiyomiyositlerin sitoplazmasinda bulunur ve hiicre
zar1 hasarini takiben kardiyomiyositlerden sistemik dolasima geger [160]. Bu nedenle,
CK-MB ve cTnl kardiyak belirteglerdir ve kardiyak disfonksiyonlar1 degerlendirmek
icin bir gosterge olarak kabul edilir. Kalp dokusuna 6zgiinliiklerinin yiiksek olmasi,
kalp hasarindan sonra en erken pik yapmalar1 ve uzun siire yiiksek kalmalar1 kardiyak
hasari1 olan hastaliklarin tani1 ve tedavisinde kullanilmasina olanak saglamaktadir. Bu
calismamizda CK-MB ve Troponin | dizeylerini 6lgerek DOKS kaynakli kardiyak
hasarmi ve krosinin koruyucu etkisini inceledik. Cizelge 6.3. incelendiginde DOKS
verilmesiyle ROS olusumunun neden oldugu miyokardiyal toksisite, bu kardiyak
belirteglerin yikselmesine neden olurken, krosinin DOKS ile birlikte uygulanmasi,

yiiksek kardiyak biyobelirteglerde 6nemli bir iyilesme ile sonuglandi.

Calismamizla uyumlu olarak literatiirde, krosinin, serum kardiyak belirteclerini
azaltarak kardiyoprotektif etki sergiledigini gosteren kanit bulunmaktadir [161].
Onceki ¢alismalar, DOKS kaynakli miyokardiyal toksisitenin oksidatif stres ile iligkili
oldugunu ve bunun sonucunda da kardiyak belirteglerin serumda yiikselmis
olabilecegini ortaya koymustur [146]. Diger yandan, krosinin ise apoptotik ve
inflamatuar yollarin asag1 regiilasyonu ve/veya serbest radikalleri siipirme yoluyla

gucli antioksidan ajani olabilecegi iyi bilinmektedir [161].

Miyokardiyal hasar sonrasi kandaki CK-MB ve Troponin | aktivitelerinin
biiyiikliigiintn kas sistemindeki hasarin boyutunu yansittig1 iyi bilinmektedir. DOKS

ile indiiklenen kardiyotoksisitenin mekanizmasinin, siiperoksit anyonlarinin ve
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bunlarin tiirevlerinin, 6zellikle hiicre zari lipidinin peroksidasyonunu indikleyen
yiiksek derecede reaktif ve zarar veren hidroksil radikallerinin olusumu yoluyla oldugu
bilinmektedir. Calismamizda DOKS sonrasi elde ettigimiz CK-MB ve Troponin |
sonuglar literatiirde DOKS tedavisi sonrasi kardiyotoksisite rapor edilen bircok

calisma ile uyum gostermektedir.

Kalp dokusuna ait histopatolojik hasar skorlar1 incelendiginde doksorubisinin kalp
hasarmi kontrol ve krosin grubuna gore onemli derecede arttirdigi, krosinin ise
doksorubisin ile birlikte verilmesiyle bu hasar1 azalttigi kalp de koruyucu etki

gosterdigi goriilmektedir.

DOKS uygulamasinin serum lipit ve yag asidi profilleri lizerinde dengesizlige neden
oldugu iyi bilinmektedir [162]. DOKS tarafindan indiiklenen hiperlipidemi, kalp
fonksiyonu iizerinde zararl etkilere neden olur ve DOKS kaynakli kardiyotoksisitenin
en bilinen nedenlerinden biridir. Bu nedenle, lipid diisiiriicii 6zelliklere sahip ajanlar,
DOKS ile indiiklenen kardiyak hasar {izerinde faydali etkilere sahip olabilir [163]. Son
aragtirmalar, krosinin ateroskleroz, hiperlipidemi ve kardiyak disfonksiyon dahil
olmak tzere kardiyovaskiiler iliskili bozukluklara karsi koruyucu etkilere sahip

oldugunu gostermistir [164, 165].

Bu calismada DOKS uygulamasi sonrasi, trigliserid, LDL ve VLDL seviyelerinde artis
ve HDL seviyelerinde diisiis gdzlemledik. Ote yandan, krosinin DOKS ile birlikte
uygulanmasi, serum lipid profillerinde 6nemli bir iyilesme ile sonuglandi. Bu
sonuglara gore, DOKS indiiksiyonunun neden oldugu kalp hasari, serum lipid
profilindeki artislarla iligkilidir ve krosin, anti-hiperlipidemik 6zelliklerinden dolay1
bu biyokimyasal indeksleri iyilestirerek kardiyoprotektif etkisini meydana getirebilir.
Bulgularimiz dogrultusunda Li vd [165] koroner ateroskleroz rat modelinde krosinin
toplam kolesterol, trigliserit ve LDL'yi diisiirdiigiinii ve HDL'yi artirdigini bildirdi.
Ayrica Haybar vd [166] DOKS uygulamasinin toplam kolesterol, TG ve LDL'de artisa
neden oldugunu ve HDL'de azalmaya neden oldugunu, gemfibrozilin ise DOKS ile

tedavi edilen ratlarda lipit panelini iyilestirdigini gosterdi.
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Sonuglarimiz incelendiginde, ratlarda DOKS ile birlikte krosin verilmesi, DOKS'un
incelenen parametreler Uzerindeki etkilerini  6nemli Olglide tersine cevirdigi
gorulmektedir. Krosinin ateroskleroz, hiperlipidemi, hipertansiyon ve miyokardiyal
hasar gibi kardiyovaskiiler iliskili bozukluklarin tedavisinde etkili oldugunu gosteren

caligma vardir [167]

Ote yandan, kamitlar, oksidatif stres disindaki DOKS kaynakli kardiyotoksisitenin
patogenezindeki diger mekanizmalarin apoptoz ve inflamasyonu igerdigini
gostermektedir [168]. Onceki ¢alismalarla uyumlu olarak, sonuglarimiz, DOKS
enjeksiyonundan sonra miyokardda kaspaz-3 ve tumor nekroz faktor alfa (TNF-a)
reaktivitelerinde onemli artiglar oldugunu gostermistir [169, 170]. Ayrica Shaker vd
[171], DOKS uygulamasmin TNF-o ve Interlokin-1 beta (IL-1B) gibi inflamatuar
belirteclerde ve Kaspaz-3 gibi apoptotik belirteglerde artisa neden oldugunu bildirdi.
Buna karsilik, sonuglarimiz, antiinflamatuar ve anti-apoptotik etkinligi nedeniyle,
DOKS indiiksiyonu ile uyarilan artmis inflamatuar sitokinler ve apoptotik belirteglerin
krosin tedavisi ile iyilestigini ortaya koymustur. Ayrica bu veriler, krosin tedavisi
yoluyla miyokardin histolojik yapisinda iyilesme gosteren histopatolojik
degerlendirmemiz tarafindan desteklenmektedir. Bu ¢alismanin sonuclariyla tutarh
olarak, Razavi vd [172], krosinin oksidatif stres ve hiicre apoptozu ile iligkili sinyal
yollarin1 diizenleyerek diazinon kaynakli kardiyotoksisiteye karsi yararli etkileri

olabilecegini gdstermistir.

Bizim ¢alismamizin sonuglar literatiirdeki birgok calismayla uyum gostermektedir.
Ornegin Du vd, intraven6z krosin uygulamasinin miyokardiyal hasar alanlarm
azalttigim1  gostermistir [173]. Krosin tedavisinin enzimatik, histopatolojik ve
ultrastrikturel bulgularla desteklenen izoproterenolin neden oldugu miyokard
enfarktiisii ve kardiyotoksisiteye karst koruyucu oldugu da gosterilmistir [174]. Krosin
tedavisi, ratlarda izoproterenoliin neden oldugu sol ventrikiiler disfonksiyonu 6nemli
Olgiide iyilestirmistir [174]. Dahasi, krosinin E vitamini ile karsilastirildiginda
antioksidan kapasite iizerindeki koruyucu rolii gézlenmistir, bu da krosinin iskemik
kalp hastalig1 olan hastalarda kardiyak disfonksiyon ve miyokard enfarktiisiiniin

onlenmesi ve tedavisinde faydali olabilecegini diisiindiirmektedir [175].
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Razavi vd, krosinin, kontrol grubuna kiyasla kanama, hipertrofi ve inflamatuvar
hiicrelerin infiltrasyonu ile iligkili kardiyak kas1 hiicrelerinin koagiilatif nekrozu dahil
olmak iizere diazinon tarafindan indiiklenen kardiyak hasar1 Onemli Olgiide

iyilestirdigini gostermistir [172].

Son farmakolojik ¢aligmalar, Krosinin antitimor [173, 176], antioksidan ve serbest
radikal temizleyici etkileri nedeniyle yeni bir terapotik ilag olarak Onerilebilecegine
dair kanitlar saglamistir [177, 178]. Soeda vd krosinin oksidatif stresin neden oldugu
norodejeneratif hasari tedavi etme potansiyeline sahip olabilecegini 6ne siirdii [179].
Serbest radikallerin temizlenmesi igin suda ¢ozunur bir karotenoid olarak krosinin
kesin mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, mekanik yollarin en
bilinen karotenoidlere benzer olabilecegi kabul edilmistir [180]. Bu nedenle, krosin
kan plazmasina absorbe edildiginde, krosinin viicudun dogal antioksidan enzimlerini
diizenleyerek hiicre i¢i oksidatif stresi modiile edebilecegini tahmin etmek mantikli

gorunmektedir [181].

Ote yandan, krosinin doza bagimli bir sekilde hidrojen peroksit ile indiiklenen endotel
hiicre hasarina karsi sitoprotektif etkiye sahip oldugu bulunmustur [182]. Xu vd, krosin
tedavisinin hiicre apoptozunu Onleyerek aterosklerozun inhibisyonu ve gerilemesiyle
sonuglandigini  gostermistir [183]. Ayrica krosin uygulamasinin endotel hiicre
apoptozunu azaltarak aterosklerozun bir hayvan modelinde kolesterol, trigliserit,
LDL-C seviyelerinde 6nemli diisiislere ve aortik plak olusumunda bir kisitlamaya yol
actigini belirtilmistir [184]. Krosinin ratlarda aort dokusunda kaspaz aracili apoptozu
inhibe ederek vaskdler sistemde diazinon kaynakli apoptoza karsi koruyucu etkisi

yakin zamanda gosterilmistir [185].

Bahsedilen antioksidan etkilerin yan1 sira, artan kanitlar oksidatif stresin ve serbest
radikal {iretiminin kardiyovaskiiler hastaliklar gibi c¢esitli hastaliklarda baglica
apoptotik uyaricilar oldugunu ve reaktif oksijen turlerinin apoptoz ve DNA hasarini
indiikleyebildigini gostermektedir [172, 186] ve antioksidan ajanlarin bu siireci 6nemli
Olglide baskilayabilecegine inanilmaktadir [187]. Krosinin doza bagli olarak metil
metansulfonat (MMS) ile indiiklenen DNA hasarini azalttig1 gosterilmistir [188].
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Krosinin apoptotik yolu tiimér nekroz faktoriiniin neden oldugu hiicre 6limiini
baskilayarak, Bax ve Bcl-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonunun modulasyonuyla,
sitokrom ¢ tarafindan indiiklenen Kaspaz-3 aktivasyonunun bloke edilmesiyle ve
sonunda DNA pargalanmasinin inhibisyonu yoluyla etkiledigi gosterilmistir [183, 189,
190]. Bu veriler, antioksidan ajanlarin gen ekspresyonunu ve sinyal iletim yollarimi
diizenleyerek  apoptoz  olusumunu  Onleyebildigini  gosteren  bulgularla
desteklenmektedir. Ornegin Razavi vd, krosinin, Bax / Bcl-2 oranini ve sitokrom c'yi
ve Kaspaz-3 aktivasyonunun blokajin1 azaltarak lipid peroksidasyonunu,
histopatolojik  yaralanmalari ve apoptozu azaltarak diazinon kaynakli
kardiyotoksisiteye karst koruyucu etkileri oldugunu gostermistir [172]. Bir
antiapoptotik protein olan Bcl-2 ve bir pro-apoptotik protein olan Bax, mitokondriyal
membrani stabilize ederek ve sitokrom c'nin salimimini inhibe ederek ic¢giidiisel
apoptotik yolun kontroliinde rol oynar [191, 192]. Bu nedenle, bu iki protein arasindaki

denge bozukluklar1 apoptozun ilerlemesini son derece etkileyebilir.

Tim g¢alisma verileri dikkate alindiginda bu ¢alismanin sonucu, Krosinin daha ileri
deneysel tasarimlarla arastirilmasi gereken cesitli etki mekanizmalar ile DOKS

kaynakli kardiyotoksisiteyi inhibe edebilecegini gostermektedir.

Insanlarda klinik ¢alismalarin halen az olmasi ve bu bulgulari etkili bir klinik tedaviye
dontistirmek ve krosinin terapotik  ozelliklerine katkida bulunan altta yatan
mekanizmalar1 tanimlamak i¢in DOKS tedavisi goren kanser hastalarinda gelecekte

derinlemesine arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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