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OZET

Amac: Siklosporin A (CyA) yaygin kullamlan bir immunbaskilayicidir ve dokularda hasar olusturdugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda bu hasarda serbest oksijen radikallerinin rolii oldugu iizerinde durulmaktadir. Pineal bezden iiretilen en énemli indolamin olan melatonin,
serbest radikal siipiiriiciisii ve antioksidandir. Calismamizda CyA’ya bagh kardiyak hasar iizerine melatoninin olas1 yararl etkilerini histopatolojik
olarak incelemeyi amagladik.

Gerec ve Yontem: Bu ¢alismada her biri 8’er sigandan olusan 4 grup olusturuldu.1. grubumuz kontrol grubuydu. 2.grup 4mg/kg/giin intraperitoneal
(i.p) melatonin verdigimiz grup. 3. grup 10 mg/kg/giin subkutan (s.c) CyA uygulanan grup ve 4.grup 4mg/kg/giin/(i.p) melatonin ve 10
mg/kg/giin/(s.c) CyA uygulanan grup. Calismamz her grup i¢in 28 giin siirdii. Bu siirenin sonunda denekler terminal anesteziyle 6ldiiriildii. Cikarilan
kalp dokusu parafin bloklara gomiilerek kesit alindi. Bu kesitler genel histolojik yapryr gozlemlemek amacryla Hematoksilen and Eosin (H-E)
boyasiyla boyandi.

Bulgular: Hem kontrol, hem de melatonin uyguladigimiz grublarda kardiyak kesitler histolojik olarak normal goriiniimdeydi. CyA uygulanan
sicanlarda kalp kas1 tabakas1 ve yaptiklar ag diizensiz izleniyordu. Hiicrelerin nukleus yerlesimi merkezi degildi. Baz1 alanlarda hiicre biitiinliigiiniin
bozulmaya basladigi, sarkoplazmada pargalanmalarim ve vakuolizasyonlarin gelistigi fark ediliyordu. Bazi alanlarda bol miktarda hiicre infiltrasyonu
s6z konusuydu. Yer yer bag dokusu artmisti ve Ozellikle kardiak fibrillerin etrafinda ve damar cevrelerinde fibrozis izleniyordu. Bir diger
histopatolojik bulgu ise kiigiik ¢capli hemorajik alanlarin varligrydi. CyA ile birlikte melatonin uygulanan grubda bu histopatolojik bulgularimizin
oldukga azaldig tespit edildi.

Sonug: Bu ¢alismanin sonucunda CyA’ya bagl hasarin geri déniisiimlii oldugu ve melatonin uygulamasiyla bu hasarin 6nemli 6l¢lide azaltilabilecegi
sonucuna varild.©2008, Firat Universitesi, Ti 1p Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Kalp, CyA, Melatonin, histopatoloji

ABSTRACT

An Experimental Study On Histopathological Effects Of Melatonin On Cyclosporin Induced Heart Damage

Objectives: In recent studies, the damage of tissues caused by a Cyclosporine A (CyA) and the role of free oxygen radicals in this damage have been
discussed widely. Melatonin, the most important indoleamine released from the pineal gland, is a free radical scavenger and antioxidant. In our study,
histopathological investigation of the possible beneficial effects of melatonin on the cardiac damage caused by CyA was aimed.

Materials and Methods: This study included 4 groups: Group 1: the control, Group 2: 4 mg/kg/day of melatonin intraperitoneal (i.p.), Group 3: 2
mg/kg/day of CyA subcutaneously (s.c.), and Group 4: 4 mg/kg/day of Melatonin i.p. plus 2 mg/kg/day of CyA s.c. administered group. Our study
lasted for 28 days for each group. At the end of this period the rats were decapitated under terminal anesthesia. Their hearts were removed and
embedded in paraffin blocks for sectioning. .At the end of the treatments cardiac tissue was treated for morphological (Hematoxylin and Eosin)
analyses.

Results: The sections of the control and melatonin groups were normal histologically. The myocard and the network among the myocardial tissue
were uneven in the CyA administered group. In CyA administered group the localizations of the nuclei of the myocardial cells were not central. In
some areas, the unity of the cells came to be damaged, and disintegration and vacuolization of the cytoplasm could be observed. Abundant cell
infiltration was recognized in some areas. There was connective tissue increase from place to place and fibrosis could be observed especially around
the cardiac fibrils and vessel walls. Another histopathoogical finding was the existence of small haemorrhagic fields.In the CyA plus Melatonin group,
it was determined that all these histopathological findings were significantly diminished.

Conclusion: As a result of this study, it has been concluded that the damage due to CyA is reversible and can be lowered by the administration of
Melatonin.. ©2008, Firat University, Medical Faculty

Key words: Myocardium, CyA, Melatonin, histopathology.

Immunbaskllaylcl bir ilag olan siklosporin A (CyA) organ
nakli ve otoimmun hastaliklarin tedavisinde uzun siire

toksik etkilerini agiklamak iizere deneysel ve klinik
calismalarla desteklenen birkag mekanizma one siiriilmektedir

kullanilan bir ilagtir (1-3). Ancak ilacin karaciger, bobrek ve
kalpteki yan etkileri kullanimini kisitlamaktadir (2). CyA’nin

(4,5). Bu immunbaskilayicinin dokularda olusturdugu hasarin
mekanizmas1 tam anlamiyla anlasilamamakla birlikte, elde
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edilen veriler serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin
CyA baglt patogenezde rolii oldugunu diigiindiirmiistiir (3, 6-
9). Nishiyama ve arkadaslari CyA kullaniminin hipertansif,
Bianchi ve arkadaslart da kardiyotoksik etkisini yaptiklart
caligmalarla gostermislerdir (6).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine ) esansiyel bir
aminoasit olan triptofandan elde edilen ve pineal bez, over,
retina ve gastrointestinal sistem organlarindan iretilen en
o6nemli indolamindir. Birgok yararli etkiye sahip olan
melatonin, direkt olarak serbest radikal siipiiriiciistidiir ve bu
etkisiyle bilinen tiim antioksidanlardan daha giicliidir (10).
Indirekt etkiyle de melatonin reseptérleri sayesinde antioksidan
enzim seviyelerini artirarak ya da pro-oksidatif enzimleri
inhibe ederek doku koruyucu ozellik gosterir (11,12). Ayni
zamanda oksidatif stres altindaki antioksidan enzim aktivitesini
de degistirdigi birgok aragtirmayla gdsterilmistir (10,13).

Oksijen radikallerinin miyokarddaki toksik etkileri
saptanmig ve bu durumda primer savunma mekanizmasinin
endojen antioksidanlar oldugu da gosterilmistir (11,12). Ayrica
kalp kast hiicrelerinde melatonin reseptorleri saptanmis ancak
biyolojik Onemi heniiz tam olarak agiklanamamistir (14).
Bugiine kadar CyA kardiyotoksitesinde antioksidanlarin
korucu etkisini arastiran fazla galisma yoktur. Melatoninin
CyA’ya bagl kardiak toksitedeki etkisi sadece Rezzani ve
arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yaymlanan bir makale ile
arastiricilara sunulmustur (10).

Calismamizdaki amacimiz; siganlarda deneysel olarak
CyA’ya bagl kardiyotoksite olusturulduktan sonra, verilecek
intraperitoneal melatoninin CyA’nin olumsuz etkilerini azaltip
azaltmadigini saptamaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda 32 tane 230-300 gr agirliginda Sprague-Dawley
cinsi erkek siganlar kullanildi. Denekler 28 giin boyunca
havalandirmast olan, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik giin 15181
ritmindeki odalarda 6zel kafesler iginde, diisiik sodyum igeren
pellet yem (%0.05 Na, Aytekinler Yem Sanayi, Konya) ile
beslendiler. Denekler ¢alismanin bagladigi giin rastlantisal
olarak 4 gruba ayrildi, her grup 8 sigandan olusuyordu.

Tablo 1. Gruplara ait histolojik degerlendirmeler

Kurus ve Ark.

Gruplarimiz soyleydi;
Grup 1;Kontrol grubu

Grup 2; Intraperitoneal (i.p.) 4mg/kg/giin melatonin
uygulanan grup.

Grup 3; subkutan (s.c.) 10 mg/kg/giin siklosporin A
(sandimmun 50 mg/ml ampul Novartis Pharma AG, Basel,
Isvigre) uygulanan grup.

Grup 4; 4mg/kg/giin i.p. melatonin ve s.c. 10 mg/kg/giin
CyA uygulanan grup.

28. gliniin sonunda denekler terminal anesteziyle
oldirildi.  Kalpleri ¢ikarlldt  ve Bouin  fiksatifinde
bekletildikten sonra parafin bloga gémiildii. Bloklardan 4-5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler genel histolojik
yapiyr gozlemlemek amaciyla Hematoksilen ve Eosin (H-E)
boyasiyla boyandi ve Olympus BH2 1sik mikroskobuyla
incelendi.

Preparatlar iki histolog tarafindan kdrlemesine incelendi
ve histopatolojik degisiklikler asagidaki gibi derecelendirildi:

Her gruptan 100 adet kalp hiicresi sayilarak nukleus
yerlesimleri ve sarkoplazmik vakuolizasyonlar: degerlendirildi.
Buna gore periferik nukleus 1-10 hiicrede goriildiigiinde hafif,
11-20 hiicrede orta, 21 ve iizeri hiicrede goriildiigiinde ise
siddetli derecede kalp hasart diistiniildi. Sarkoplazmik
vakuolizasyon agisindan da ayni hiicre sayilart goz Oniine
alinip derecelendirildi. Her denekte 10 alan sayilarak da hiicre
infiltrasyonu, stromal fibrozis ve koagiilasyon nekrozu
degerlendirildi. Hiicre infiltrasyonuna O=hi¢ yok, 1 alanda
rastlanmasi=hafif, 2 alan=orta, 3 alanda rastlanmasi
ise=siddetli infiltrasyon olarak derecelendirildi. Stromal
fibrozis ve koagiilasyon nekrozu agisindan da O=hi¢ yok, 1
alanda =hafif, 2 alanda=orta ve 3 alanda saptanmasi=yaygin
stromal fibrozis veya koagiilasyon nekrozu oldugunu
distindiirdii (Tablo 1).

Tim istatistiksel analizler SPSS 12.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda Mann-
Whitney U testi kullanildi ve tiim analizlerde p< 0. 05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Nuk. yerl Sitop vakuol Hec. infilt St. fibrozis Koagiil. nek
Kontrol 0 0 0 0 0
Melatonin 0 0 0 0 0
CyA 65" 70? 2(1),3(2),3(3) 5(1), 2(2) 3(1)
8’ 7t 3
CyA+Mel 3" 4" 2™ 0 0

Sayilan 100 hiicrenin; ' 65 inde, = 3 linde nukleus periferik. Sayilan 100 hiicrenin ? 70 inde, "4 iinde sitoplazmik vakuolizasyon.
Deneklerin; ®2 sinde hafif, 3 tinde orta, 3 tinde siddetli, " 2 sinde hafif siddette hiicre infiltrasyonu. Deneklerin; *5 inde hafif, 2 sinde orta
yayginlikta stromal fibrozis. Deneklerin; ° 3 iinde hafif koagiilasyon nekrozu

BULGULAR
Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda inceleme yapildiginda; yogun kas fibrilleri
ve az miktardaki bag dokusuyla normal kalp dokusu izlendi.
Kas fibrilleri bol sarkoplazmali hiicresel {initelerden
olusuyordu. Hiicreler bir veya iki uglarindan yan dallar
vermislerdi. Her hiicrede tek olan oval sekilli nukleuslarmn
yerlesimi merkeziydi. Bag dokusu olduk¢a ince ve seffaf
izleniyordu. Grup 2;Melatonin verilen grupta biitiin alanlar
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normal kalp histolojisiyle uyumluydu. Grup 3; CyA ile tedavi
edilen grupta histopatolojik degisiklikler s6z konusuydu. Kalp
kasi tabakas1 ve yaptiklar1 ag diizensiz izleniyordu. Buradaki
kas fibrilleri kontrol grubuna benzer sekilde sarkoplazmadan
zengin gorliniiyordu ancak, nukleus yerlesimi merkezi degildi.
Bazi alanlarda hiicre biitiinliigiiniin bozulmaya basladigi,
sarkoplazmada pargalanmalarin ve vakuolizasyonlarin gelistigi
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dikkatimizden kagmadi (Sekil 1). Inceledigimiz materyalde bol
miktarda hiicre infiltrasyonu s6z konusuydu. Yer yer kalbe ait
bag dokusu artmigti ve ozellikle kardiyak fibrillerin etrafinda
ve damar g¢evrelerinde fibrozis izleniyordu (Sekil 1,2). Bu
grupta goézlemledigimiz bir diger bulgu ise kiiciik capl
hemorajik alanlarin varligryd: (Sekil 3).

Sekil 3. CyA alan grupta kalp dokusu kesitleri. Myofibrillerde
dlzensizlik. Kiigik hemorajik alanlar. (H&E X40)

Grup 4; CyA ile birlikte melatonin verilen grupta ise
genelde kontrol grubuna benzer yap1 goriiliirken, ¢ok az alanda
hiicre infiltrasyonu ve stromal fibrozisin devam ettigi
gozlemlendi (Sekil 4, 5).

$Sekil 1. CyA alan grupta kalp dokusu kesitleri. Nukleslar
periferik yerlesmis. Hiicre iginde organel kaybi. Intrasitoplazmik
vakuolizasyon (H&E X100)

Sekil 4. CyA +melatonin alan grupta kalp dokusu kesitleri.
Nukleus yerlesimleri genelde merkezi(H&E X40)

Sekil 2. CyA alan grupta kalp dokusu kesitleri. Hiicre
infiltrasyonu. Fibrozise gidis. (H&E X40)
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Sekil 5. CyA+melatonin alan grupta kalp dokusu kesitleri.
Normal kalp dokusuyla uyumlu. (H&E X100)

Kontrol, melatonin ve CyA+Melatonin alan gruplari
karsilagtirdigimizda;  nukleus  yerlesimi,  sarkoplazmik
vakuolizasyon, hiicresel infiltrasyon, stromal fibrozis agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik. Bunun yanisira
hem kontrol ve CyA, hemde melatonin ve CyA grublarini
karsilagtirdigimizda ayni  parametrelerde anlamli  farklar
bulduk. Yine CyA ve CyA+Mel grubunu istatistiksel olarak
karsilagtirdigimizda  nukleus  yerlesimi,  sarkoplazmik
vakuolizasyon, hiicresel infiltrasyon ve stromal fibrozis
acisindan p< 0. 05 idi. Koagiilasyon nekrozunu istatistiksel
olarak degerlendirdigimizde ise tiim gruplar arasinda anlamlt
bir fark yoktu.

TARTISMA

Immunbaskilayici ilag olan CyA’nin 6zellikle karaciger, kalp
ve bobreklerdeki yan etkileri kullanimini kisitlamaktadir (20).
CyA toksitesinin kalpte yaptign degisikliklerin  diger
kardiyotoksik ilaglar tarafindan da olusturuldugu gosterilmistir.
Rezzani ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda CyA’nin hem
atrium, hemde ventrikiillere ait kalp kaslarinda sekil, boyut ve
organizasyon bozuklugu yaptigi saptanmistir. Bu arastiricilar
CyA veriliminden 3-9 hafta sonra myokardial fibrozisin
olustugunu, fibrillerin  genellikle sarkomerlerinin  ¢ok
etkilendigini ve bu degisik derecelerdeki hasarin ancak
ultrastruktural olarak incelenebilecegini gostermislerdir (15).
Kardiyak biopsilerde ise CyA’nin g¢esitli lokalizasyonlarda
sarkoplazmik vakuolizasyona, stromal patolojiye, ddeme ve
mikrovaskulopatiye neden oldugu izlenmistir (16). Bir bagka
caligmada kalp nakli yapilmis ve hergiin CyA 5Smg/kg/sc alan
hastalarda nakilden 1 hafta sonra yapisal degisikliklerin
olusmaya basladigi, ancak bu degisimin 151k mikroskoba
yansimasinin zaman aldigi rapor edilmistir (17). Bir diger
caligmada 3-6 yil 6nce kalp nakli yapilmis hastalardan alinan
endomyokardial biyopsilerde; akut doku reddi isaretlerinden
bagimsiz olarak 151k mikroskobik incelemede, kardiak hiicreler
normal sinirlarda goriilmesine ragmen, elektron mikroskobik
incelemede nakil siiresine bagli olarak myositlerde artis
goriilmiistiir. Ancak bu degisikliklerin genelde geri doniisiimlii
oldugu da kanitlanmustir (18).

Strese karsi organizmanm ilk verdigi yanit hiicre
sismesidir (19,20). Burada anormal sivi birikimi sonucunda
151tk mikroskobik diizeyde hiicresel vakuolizasyonlar ortaya
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cikar (20), ve bu basit vakuoller tant koydurucudur (19). Bizde
calismamizda  CyA  verdigimiz  grubdaki  histolojik
degisimlerin, hiicrenin strese verdigi cevap oldugunu, hiicre
sismesine bagli nukleusun yer degistirip perifere itildigini,
sarkoplazmanin pargalanmaya basladigini, yine geri doniisiimlii
hiicre hasar1 nedeniyle vakuollerin olustugunu diisiindiik. CyA
grubunun  yapisal  degisikliklerini  kontrol  grubuyla
karsilastirdigimizda da saydigimiz  parametreler agisindan
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu bulduk.

Dokularda hiicre infiltrasyonunun serbest radikalleri
drettigi, bunun sonucunda da gelisen olaylarin lipid
peroksidasyonu ve beraberinde hiicreyi nekroza gotiiren
olaylara yol acgtig1 arastiricilar tarafindan gosterilmistir (21).
Bianchi ve arkadaslart deneysel CyA tedavisinin, matrix
metalloproteinaz enzim aktivitesinin artmasina ve miyokard ara
maddesinde organizasyon bozukluguna neden oldugunu
saptamislardir (6).

Inflamasyon, hasara ugramms hiicre veya dokularin
kendilerini korumak igin verdikleri cevaptir ve sonugta 6dem,
hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve doku nekrozuyla seyreder.
Matrix metalloproteinaz ~ aktivitesinin artmasi fibroblast
gocliniin, fibronektin ve kollagen sentezinin artmasina neden
olmaktadir (19). Nekroz ise hiicre dliimiiniin yaygin tipidir.
Genelde iskemi ya da kimyasal hasar gibi stresler sonucu
ortaya ¢ikar. Kalpte koagiilasyon nekrozu eozinofilik,
nukleussuz myokardial lifler ve 16kosit infiltrasyonuyla gider
ve bunlar nekrozisin kalp kasindaki erken bulgularidir (19).

Calismamizda CyA verdigimiz grubunun morfolojik
degisikliklerini kontrol grubuyla karsilastirdigimizda, hiicre
infiltrasyonu ve stromal fibrozis agisindan istatistiksel olarak
aralarinda anlamli fark oldugunu bulduk (p<0.05). Tim
bulgular inflamasyonla birlikte, nadir alanlarda koagiilasyon
nekrozunu akla getirirken, hemorajik ve nukleussuz alanlarin
cok olmamasi, bu doz ve siredeki CyA’nin heniiz geri
doniisiimlii hasar yaptigini diisitindiirdii.

Grieve (22) ve Rezzani benzer zamanlarda yaptiklari
calismalarla CyA’ya bagli zararli etkilerin olusmasinda en olast
yolun oksidatif stres oldugunu gostermislerdir. Serbest oksijen
iiriinleriyle, endojen antioksidan sistem arasindaki dengesizlik
sonucu olusan oksidatif stresin doku hasarina neden oldugu
birgok caligmada da belirtilmektedir (6).Bu sartlar altinda
endojen antioksidanlarin serbest oksijen {riinlerine karsi
koyamadiklar1 saptanmistir (8,22). Bu durumun CyA’nin
kardiyak hiicrelere etkisi icinde gegerli goriilmektedir. Sonugta
CyA’ya baglh kardiyotoksisite mekanizmasi hakkinda yeterli
veri olmasada 2 ihtimal iizerinde durulur. Bunlardan biri bu
metabolizma sirasinda serbest oksijen {iriinlerini arttirmasi,
digeri de antioksidan sistemin hasarlanmasidir (6).

Melatonin hem yagda, hemde suda ¢oziinlir ozellikte
oldugu i¢in, nukleus dahil hiicrenin her organeline ulasabilir
(23,24). Bu ozelliklerinden dolayr melatoninin konjestif kalp
yetmezliginde etkili oldugu da kabul edilmektedir (25).

Melatoninin oksidatif stresin oldugu bir¢ok durumda
serbest oksijen lriinlerini zararsiz hale getirdigi, ya da daha az
toksik maddelere doniistiirdiigii ve morfolojik degisikliklere
kars1 da koruyucu etki gosterebilecegi rapor edilmistir (26,27).
Bu nedenle melatoninin, CyA’ya bagl gelisen yan etkilere de
pozitif etkisi oldugu diistiniilmiistiir (10). Son yillardaki
calismalarla pinealektomi yapilmis siganlarda, ozellikle
miyokard ve bobrekte ciddi yapisal degisikliklere rastlanmis ve
bunlara ek olarak serbest oksijen {riinlerininde arttig
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gozlemlenmistir. Yine bu calismalarda deneklere melatonin
verilmesi bu degisiklikleri engellemistir (28-30). Melatoninin
kardiyovaskiiler sistemde higbir yan etkisi olmayan, son derece
giivenli, koruyucu bir hormon oldugu diistiniilmektedir (31-33).
Siwik ve arkadaglar1 yaptig1 ¢alismalarda antioksidan sistemin
inhibe olmasinin CyA’ya bagli yapisal hasarin nedeni
oldugunu gostermislerdir. Boylece tiim bu g¢alismalarla CyA
gibi ilaglara bagl toksisitelere kars1 antioksidanlarm koruyucu
etkisinin oldugu diislincesi desteklenmistir (6). Rezzani ve
arkadaglart da melatoninin CyA’nin yan etkilerine karst
oldukga giiclii bir kalp koruyucu oldugunu gostermislerdir. Bu
caligmaya gore 21 giin boyunca CyA alan sicanlarda
kardiyolojik hiicre yapisinda degisiklikler ve antioksidan enzim
aktivitesinde ciddi azalma saptanmistir. Bu bilgiler de oksidatif
stres ile CyA bagl toksitesite arasindaki baglantiyr bir kez
daha kanitlamaktadir. Biitiin bunlar CyA’nin hem serbest
oksijen triinlerini arttirdigini, hemde protein hasari yaptigini
gostermistir. Bu calismayla melatoninin bu iiriinleri yakalayict
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