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Deneysel Arastirma

Adriamisin Uygulamasinin Sican Kalp Dokusunda Nesfatin-1
Immiinreaktivitesi Uzerine Etkileri
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OZET

Amag: Adriamisin bir¢ok solid tiimériin ve hematolojik malignitenin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu bir kanser ilacidir. Adriamisin
kullaniminin ana yan etkisinin kalp yetmezligi ve kardiyomyopati oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar adriamisin kardiyotoksisitesinin
patogenezinde oksidatif stresin énemli bir rol oynadigini géstermektedir. Nesfatin-1 diyabet, obezite, anoreksia nervoza, psikiyatrik bozukluklar ve
norojenik hastaliklar ile yakindan iliski gostermektedir. Nesfatin-1’in miyokardiyal performansi direk olarak etkiledigi ve kalp kasmi iskemi
reperfiizyon hasarmdan korudugu bildirilmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismamizda erigkin Wistar albino erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlari her grupta 6 hayvan olmak tizere 2 gruba ayrild1.
Kontrol grubuna deney siiresi olan 14 giin boyunca herhangi bir islem yapilmadi. Adriamisin grubuna ise10 mg/kg/tek doz adriamisin intraperitoneal
olarak verildi. Deney sonunda siganlar anestezi altinda dekapite edilerek kalp dokulari ¢ikarildi. Rutin protokoller ile dokular parafin bloklara
gomiildi. Kesitlere Nesfatin-1 immiinreaktivitesi igin avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yayginligi 0’dan
+3’e kadar sayu ile semi-kantitatif olarak skorlandi.

Bulgular: Nesfatin-1 immiinreaktivitesi, kontrol grubunda kalp dokusunda miyositlerde +3 yaygmlhiginda izlendi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda nesfatin-1 immiinreaktivitesinde adriamisin grubunda miyositlerde belirgin bir azalma vardi ve +1 yaygimhiginda tespit edildi.
Sonug: Sican kalp dokusunda nesfatin-1 salinimin oldugu, deneysel adriamisin uygulanmasinin sigan kalp dokusunda nesaftin-1 immiinreaktivitesini
azaltt1g1, bunun da adriamisine bagli miyosit hasar1 ve/veya kaybina bagl olabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Adriamisin, Kalp, Nesfatin-1.

ABSTRACT
The Affects of Adriamycin Implementation to The Immunreactivity of Nesfatin-1 at Rat Heart Tissue
Objective: Adriamycin is a broad-spectrum anticancer drug that is used at

various type of solid tumors and hematologic malignancies. The main side effects of adriamycin are heart failure and cardiomyopathy. Studies
suggests that, oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of adriamycin cardiotoxicity. Nesfatin-1 is closely associated with diabetes,
obesity, anorexia nervosa, psychiatric disorders, and neurogenic diseases. It has been reported that Nesfatin -1 directly affects the myocardial
performance and protects the myocardium from ischemia reperfusion injury.

Material and Method In this study Wistar albino rats were used. Rats were divided into 2 groups. No application was made to control group at 14
days. To adriamycin group, 10mg/kg single dose adriamycin was injected intraperitoneally. Finally rats were decapitated and heart tissues were
removed. With routine procedures, tissues were embedded in paraphine blockes. For nesfatin-1 immunreactivity ‘avidin-biotin-peroxidase’” method
was applied.

Results In control group was observed at +3 diffusiveness in myocytes at heart tissue. In comparison with control group, nesfatin-1 immunoreactivity
showed significant decrease at adriamycin group and was at +1 diffusiveness.

Conclusion: As a result, rat heart tissue releases nesfatin-1, experimental implementation of adriamycin reduces nesfatin-1 immunoreactivity in rat
heart tissue, and this decrease depends on myocardial damage / loss due to adriamycin.

Key Words: Adriamycin, Heart, Nesfatin-1.

Adriamisin birgok solid tiimdriin ve hematolojik
malignitenin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu
bir kanser ilacidir (1, 2). Etkisini topoizomeraz II
enzimini inhibe ederek gosterir (3). Adriamisin
kullaniminin ana yan etkisinin kalp yetmezligi ve
kardiyomyopati oldugu bilinmektedir (4-6).

Kardiyotoksisiteye neden olan adriamisinin tam
mekanizmas1 belirsizligini siirdirmekte olup yapilan
caligmalar adriamisin kardiyotoksisitesinin
patogenezinde oksidatif stresin Onemli bir rol
oynadigini  gostermektedir (7-9). Serbest oksijen
radikallerinin ~ Uretimi  veya  oksidatif  stres
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kardiyomyositlerde apoptozise, nekroza ve otofajiye
yol agmaktadir (10). Adriamisin, katalaz ve stiper oksid
dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
azaltarak myositlerin serbest oksijen radikallerine
duyarliligini arttirmaktadir (11).

Yeni tanimlanan anoreksijenik hormon olan
nesfatin-1 diyabet, obezite, anoreksia nervoza,
psikiyatrik bozukluklar ve nérojenik hastaliklar ile
yakindan iligki gostermektedir (12). Nesfatin-1 ilk kez
2006 yilinda Oh-l ve ark. tarafindan hipotalamusta
tanimlanmis olup 82 amino asitten olugmaktadir. Bu
polipeptid onciili  olan niikleobindin2 (NUCB2)
proteninin proteolizi ile olusur ve ismini ii¢lincii
ventrikiile enjeksiyonundan sonra besin alimini
azalttign gortlince almistir. NUCB2 ii¢ polipeptide
ayrihr:  nesfatin-1, nesfatin-2  ve  nesfatin-3.
Anoreksijenik  etki sadece nesfatin-1 igin
tanimlanmistir (13).

Nesfatin-1’in siganlarda intravendz
enjeksiyonunun kan glukoz diizeylerini diisiirerek
antihiperglisemik etki gosterdigi bilinmektedir (14).
Ratlarda nesfatin-1’in beslenme aligkanligi, besin
alimi, viicut agirhgt ve glukoz  dengesinin
diizenlemesinde etkili oldugu gosterilmistir (15).
Beslenme ve enerji dengesi iizerindeki etkilerine ek
olarak nesfatin-1 vaskiiler kontrole de katkida
bulunmaktadir. Santral nesfatin-1 ‘in hipertansiyondan
sorumlu olan sinirsel ag1 uyardigi gosterilmistir (16).
Yapilan bir ¢aligmada kalbin kendisinin nesfatin-1 ve
onciilii olan NUCB?2 iirettigi gosterilmistir (17).

Bu ¢alismada amacimiz adriamisinin sigcan kalp
dokusunda nesfatin-1  immiinreaktivitesi tizerine
etkilerini aragtirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu caligma 02/08/2012 tarihli ve 2012/08 sayili ve 82
nolu Firat Universitesi etik kurul karar1 ile onay
alindiktan sonra gerceklestirildi. Calismamizda eriskin
Wistar albino erkek sigcanlar kullanildi. Deney
hayvanlart her grupta 6 hayvan olmak {izere 2 gruba
ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresi olan 14 giin
boyunca herhangi bir islem yapilmadi. Adriamisin
grubuna  isel0  mg/kg/tek  doz  adriamisin
intraperitoneal (ip) olarak verildi ve deney sonuna
kadar herhangi bir islem yapilmadi. Deney sonunda
tim gruplardaki sicanlar ketamin (75mg/kg) +
xylazine (10mg/kg) i.p uygulamasi ile anestezi altinda
dekapite edilerek kalp dokular1 ¢ikarildi. Daha sonra
dokular % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit
edildi, rutin histolojik takip serilerinden gegirilip
parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan 5-6 pm
kalinliginda kesitler alindi.

Elde edilen kesitler polilizinli lamlara alind.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden
gecirilip  sitrat tampon  soliisyonunda pH:6’da
mikrodalga firinda (750W) 10 dakika kaynatildi.
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Kaynatma sonrasi oda isisinda yaklasik 20 dakika
sogutmak icin bekletilen dokular PBS (Phosphate
Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile 3x5
dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz
aktivitesini Onlemek ic¢in hidrojen peroksid blok
solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen
Peroxide Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation,
USA). PBS ile 3x5 dakika yikanan dokulara zemin
boyasint engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA—
125-UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu
uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue edilen
Nesfatin primary antibody (Rabbit Nesfatin-1 primary
antibody, H-003-22, Phoenix Pharmaceuticals, Inc.,
California, USA) ile 60 dakika nemli ortamda oda
isisinda  inkiibe edildi. Dokular,  primer antikor
uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat
Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 1gG), TP-125-
BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli
ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, sekonder
antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikanip Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda
oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine
alindi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015
ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision
Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es
zamanli olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s
hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve
distile sudan gecirilerek uygun kapatma solusyonu
(Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab
Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar  Olympus BX 50  mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. Pozitif
kontrol i¢in beyin dokusu kullanildi. Negatif kontrol
icin beyin dokusunda primer antikor yerine PBS
damlatild.

Immiinohistokimyasal boyanmanin
degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas
alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yayginligi
0’dan +3’¢ kadar say1 ile semi-kantitatif olarak
skorlandi ( 0:Yok, +1:Az, +2:Orta, +3: Cok)

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma
olarak belirlendi. Tiim istatistiksel analizler SPSS
version 21 programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi
degerlendirme  One-way  ANOVA, grup i¢i
degerlendirmede ise paired t testi kullanildi.

BULGULAR

Nesfatin-1 immiinreaktivitesi, kontrol grubunda kalp
dokusunda miyositlerde  +3 yayginhiginda izlendi
(Sekil 1). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
nesfatin-1 immiinreaktivitesinde adriamisin grubu kalp
dokusunda miyositlerde belirgin bir azalma vardi ve +1
yaygimliginda tespit edildi (Sekil 2). Pozitif kontrolde
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sican beyin dokusu kullamildi. (Sekil 3). Negatif
kontrolde nesfatin-1 immiinreaktivitesi izlenmedi
(Sekil 4) (Tablo 1).
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Sekil 1. Kontrol grubuna ait kalp dokusunda nesfatin-1immdinreaktivitesi
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Sekil 2.Adriamisin grubuna ait kalpdokusunda azalmis nesfatin-
1immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 3.Nesfatin-1 pozitif kontrol. Beyin dokusunda nesfatin-
1immdiinreaktivitesi (—).
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Sekil 4.Nesfatin-1negatif kontrol. Beyin dokusu boyanma izlenmedi.
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Tablo 1. Nesfatin immunreaktivitesi

Nesfatin immiinreaktivitesi

Kontrol 2,8310,40
Adriamisin 1,16+0,40°

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmisgtir.
# Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda.

TARTISMA

Antitiimor antibiyotiklerden olan adriamisin ve diger
antrasiklinler 1960 larda kesfedilmis bir gurup
glikozidik  antibiyotiklerdir ~ (18).  Adriamisin
kullaniminin ana yan etkisinin kalp yetmezligi ve
kardiyomyopati oldugu bilinmektedir (5). Antrasiklin
antibiyotiklerinin kardiyotoksik etkisini agiklamak igin
birka¢ mekanizma tanimlanmigtir. En 6nemli ve olasi
gibi  gorlinen mekanizma; kardiyomiyositlerde
apoptozisin uyarilmasi ve kalp kasinda adriamisin
tarafindan oksidatif stresin olusturulmasi {izerine
kurulmustur  (19). Ciinkii kardiyak miyositlerdeki
antioksidanlar, mitokondriyal harabiyetler ve lipit
peroksidasyonuna neden olan reaktif  oksijen
tiirlerinden korunmak i¢in yetersizdir (20).

Adriamisinin indirgenmesi sonucu ¢esitli serbest
radikaller olusabilir. Bu radikaller, DNA kiriklarina,
lipit peroksidasyonuna, proteinlerin ve DNA’nin
alkolasyonuna sebep olur (21). Antrasiklinlerin DNA
fonksiyonlarini inhibe etmeleri sadece araya girerek
degil, tek bagli kesikler ve DNA’nin bunu izleyen
kirtlmalari ile de gergeklesir. DNA molekiiliine yakin
stiperoksit gibi reaktif serbest radikallerin olugmasi da
bu tiir hasardan sorumlu tutulabilir (22)

Antrasiklinler, kinon ve hidrokinon tiirevi ilaglar
hem peroksitleri hem de serbest radikalleri harekete
gecirecek potansiyele sahiptir. Adriamisin
toksisitesinde serbest radikal olusumunun rolii konusu,
aktif bir aragtirma konusudur (23). Serbest oksijen
radikallerine  (SOR) kars1  hiicrenin  savunma
mekanizmasi;  glutatyon  peroksidaz  (GSH-PXx),
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), redikte
gulutatyon (GSH) enzimleri ve E vitamininden
olugmaktadir (24).

Kardiyomiyositlerin dogal antioksidan enzimler
olan CAT ve SOD igeriklerinin diisiik olmasi nedeniyle
miyokardin serbest oksijen radikallerinin etkisine
oldukga hassas oldugu da saptanmustir. Katalaz, SOD
ve GSH-Px aktiviteleri kalpte karacigere oranla daha
diisik bulunmus, adriamisine bagli serbest radikal
etkinin neden sadece kardiyak dokuda oldugu, serbest
radikallerde artma yaninda; endojen antioksidan enzim
aktivitelerindeki diistikliikle de izah edilmistir (25).

ilk kez beyinde tanimlanmis olan nesfatin-1’in
daha sonra gastrik mukoza (26) , pankreas (27),
adipositler (28), gonadlar (29), kan (30) ve kalp (17)
gibi doku ve organlarda yiiksek diizeyde tespit edildigi
gosterilmistir. Nesfatin-1 kan beyin bariyerini iki yonlii
olarak gecer (31). Bu bilgi de periferik kaynakli bu
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peptidin beyni etkileyebilecegini ya da santral nesfatin-
1  diizeyinin  periferik  etki  gosterebilecegini
diigiindiirmektedir. (32).

Yapilan diger bir calismada kalbin kendisinin
nesfatin-1 ve onciilii  olan NUCB2 direttigi
gosterilmistir. Ayni caligmada nesfatin-1’in
miyokardiyal performansi direk olarak etkiledigi ve
kalp kasmi iskemi reperfiizyon hasarindan korudugu
bildirilmistir (17). Hongyan ve ark. yaptiklan
calismada akut miyokard infarktiislii hastalarda serum
nesfatin-1 diizeyinin diisik oldugunu bildirmislerdir
(12).

Nesfatin-1 arkuat, paraventrikiiler ve supraoptik
niikleuslarda pro-opiomelanokortin/Kokain, amfetamin
duyarl transkript, oksitosin ve vazopressin ile birlikte
salmim gosterir. Bu bilgi bize birden ¢ok peptidin
birbirleri ile korele olduklarini géstermektedir. NUCB2
geni beslenme durumu ile anlamli bir iliski gosterir ki
bu da nesfatin-1’in enerji dengesinde rolii oldugunu
diisiindiirmektedir (26).

Enerji metabolizmasinda etkili olan ve
anoreksijenik etkili bir hormon oldugu bilinen nesfatin-
I’in NF-kB-bagimli inflamatuar yaniti ve kaspas-3
aracilt néronal hiicre apoptozisini inhibe edebilecegi
bildirilmistir (33). Ayrica bu peptidin noropeptid
Y/Agouti-bagimli  peptid (NPY/AgRP) noronlarda
hiperpolarizasyon olusturmak iizere ATP duyarli
potasyum  kanallarin1  etkiledigi  goriilmektedir
(34).Yapilan bir ¢alismada sistemik uygulanan tek doz
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nesfatinin subaraknoid kanamada antiinflamatuar ve
antiapoptotik etki gosterdigi bildirilmistir (35).

Caligmamizda adriamisin  uygulanan grupta
nesfatin-1 salinimi azalmigti. Kalp kasindaki salinimini
bilinmekte olan nesfatin-1 salimimindaki bu azalmanin
nedeninin adriamisinin olusturdugu miyosit
hasari/kaybina bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Serbest oksijen radikallerinin iretimi veya
oksidatif stres kardiyomyositlerde apoptozise, nekroza
ve otofajite yol agmaktadir (10). Insanlarda,
tavsanlarda, farelerde ve sicanlarda adriamisinin neden
oldugu iki ana tip histopatolojik degisiklik rapor
edilmistir (36). Histopatolojik hasarin birinci tipi daha
¢ok insanlarda kismi olarak karakterize edilen ve
gosterilen miyositlerdeki total kayiplardir.
Adriamisinin toksik etkilerinden dolayr miyositlerde
kayip olsa bile adriamisin ile islem gdrmiis hiicrelerin
cekirdeklerinde, mitokondri ve Z ¢izgileri dogal
goriiniimlerini  korumaktadir. Ikinci tip hasar1 ise
miyositlerin  vakuoler dejenerasyonuna neden olan
sarkotlibiiler sistemdeki sisme temsil etmektedir.
Sarkoplazmik retikulum membranlarinda peroksidatif
hasara neden olan adriamisinin, bu siskinliklerin sebebi
oldugu varsayilmaktadir (37).

Sonug olarak; sigan kalp dokusunda nesfatin-1
salimimin oldugu, deneysel adriamisin uygulanmasinin
sican kalp dokusunda nesaftin-1 immiinreaktivitesini
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