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OZET

Korkmaz, E. Nandrolonun Genotoksisitesinin Tek Hiicre Jel Elektroforez Teknigi
ile In Vitro Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Nandrolon, kas
giiciinii ve performansini arttirmak iizere genellikle gengler ve sporcular tarafindan
siklikla stiistimal edilen anabolik androjenik steroidler arasinda yer alir. Bir¢ok iilkede
kontrole tabidir ve bu nedenle tibbi olmayan kullanimi genellikle yasa disidir. Saglig
olumsuz ydnde etkiledigi bilinmektedir. Onemli yan etki risklerine ragmen, yaygin olarak
kotiiye kullanilmaktadir. Yiiksek doz ve uzun siireli kullanim1 s6z konusudur. Literatiir
taramasinin sonucu olarak, nandrolon dekanoatin genotoksisitesi konusunda birkag
caligmanin yapildigi ve bu ¢alismalarin da yetersiz oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismanin
amaci, nandrolon dekanoatin genis araliktaki dozlarda V79 Cin hamster fibroblast
hiicrelerinde hiicre canliligi ve sitotoksik olmayan dozlarda insan lenfositlerinde DNA
hasar1 tlizerine etkilerini degerlendirmektir. Sitotoksisite, MTT yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Nandrolon dekanoatin insan lenfositlerinde genotoksisitesi ve ayrica H>O>
ile olusturulan oksidatif DNA hasarina kars1 etkisi alkali tek hiicre jel elektroforez yontemi
(Comet yontemi) ile belirlenmistir. V79 hiicrelerinde 250 uM iizeri konsantrasyonlarda
nandrolon dekanoatin hiicre canliligini doz-bagimli bir sekilde anlamli olarak azaltmistir.
IC50 dozu 739 uM olarak belirlenmistir. Nandrolon dekanoat, tek basina ¢alisilan tiim
konsantrasyonlarinda (0,5-100 uM) lenfositlerde DNA hasarina yol agmamustir. 10-100
uM arasindaki konsantrasyonlarda doz-bagimli olarak oksidatif DNA hasarmi 6nemli
Ol¢iide azalttig1; ancak diisiik konsantrasyonlarinda (0,5 ve 1 uM) degistirmedigi
goriilmiistiir. Calismanin sonuglar1, nandrolon dekanoatin, genotoksik olmayan dozlarda
oksidatif stres ile indiiklenen DNA hasarini azaltabilecegini gostermektedir. Sonug olarak,
nandrolonun ¢alismamizda go6zlenen oksidatif strese karsi olasi antigenotoksisitesi
toksisite mekanizmasiin ortaya ¢ikarilmasinda mevcut bilimsel ¢alismalara katkida

bulunabilir, bununla birlikte daha ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Nandrolon, genotoksisite, lenfositler, DNA hasari, tek hiicre jel

elektroforez yontemi

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmektedir. Proje no: TYL-2019-17945
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ABSTRACT

Korkmaz, E. In vitro investigation of nandrolone deconoate genotoxicity using
alkaline comet assay. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Master Thesis in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2019. Nandrolone decanoate is
among the most widely used anabolic androgenic steroids (AAS) that are often abused by
young people and athletes to improve muscle strength and performance. It is a subjected
to control in many countries and so non-medical use is generally illicit. It is known to
adversely affect health. Despite the risks of significant side effects, it is commonly abused.
It has high dose and long term intake. As a results of literature review, it seems that a few
studies have been conducted on the genotoxicity of nandrolone decanoate, which are
insufficient. The aim of this study was to evaluate the effects of nandrolone decanoate on
cell viability in V79 Chinese hamster fibroblast cells in a wide range of doses and DNA
damage in human lymphocytes at non-cytotoxic doses. The cytotoxicity was determined
using MTT assay. Genotoxicity of nandrolone decanoate in human lymphocytes as well
as the effect of H20.-induced oxidative DNA damage was determined by alkaline single
cell gel electrophoresis method (Comet assay). Nandrolone decanoate significantly
decreased the cell viability in a dose dependent manner at the concentrations higher than
250 pM in V79 cells. IC50 dose was found to be 739 uM. Nandrolone decanoate alone
did not lead to DNA damage in the lymphocytes at all studied concentrations (0.5-100
uM). It seemed to significantly reduce oxidative DNA damage at the concentrations
between 10-100 uM in a dose-dependent manner, but not to change at the lower
concentrations (0.5 and 1 uM). The results of study show that nandrolone decanoate may
decrease oxidative stress-induced DNA damage at non-genotoxic doses. In conclusion,
the possible antigenotoxicity of nandrolone against the oxidative stress observed in our
study may contribute to the current scientific studies in revealing the mechanism of
toxicity; however, further research is needed.

Key Words: Nandrolone, genotoxicity, lymphocytes, DNA damage, single cell gel
electrophoresis assay

This thesis is supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit. Project no: TYL-2019-17945
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1. GIRIS

Testosteron viicudumuzda salgilanan en giicli dogal androjen hormondur.
Testosteron ve diger androjenler, protein sentezini arttirarak ya da protein ve
aminoasitlerin yikimini azaltarak, yagsiz viicut kitlesini, biiyiime ve gelismeyi arttiran
maddelerdir (1). Anabolik androjenik steroidler (AAS) testosteronun esterleri veya
alkilleri seklinde sentetik olarak tiretilen ilaglardir (2). AAS, etkilerini viicudun birgok
yerinde gosterir. Bu sistemler iireme organlari, kas ve kemik dokusu, derideki sa¢ kokleri,

karaciger, bobrekler, hematopoetik sistem, bagisiklik sistemi ve merkezi sinir sistemidir

1, 3).

AAS’ler sagligi olumsuz yonde etkileyebilir; 6rnek olarak 6dem, yag birikimi ve
cocuklarda epifiz kemiginin erken kapanmasi bunlara 6rnek olarak verilebilir (2, 4).
Klinik belirtiler arasinda; saldirgan davranis (sinirlilik, 6fke), biligsel belirtiler, unutkanlik
ve konflizyon, testikiiler atrofi, jinckomasti, prostat ve seminal vezikiillerde degisiklikler,
adet dongiisiinde degisiklikler, biiylime degisiklikleri, hepatik kistler, hepatom (karaciger
tiimorii), kardiyak anomaliler (miyokard enfarktiisii, inme) yer alir. Trombosit sayisinda
artis ve agregasyonu ile patolojik hipertrofik miyokard olusumuna ve bdylece aritmi
olasiligini arttirarak ani 6liimlere neden olabilir. AAS’lerin yiiksek doz kullanimi sonucu

oliim vakalar rapor edilmistir (5-7).

Bu maddeler, kas giiciinii ve performansini arttirmak i¢in profesyonel sporcular
tarafindan uzun zamandir kullanilmaktadir. Son yillarda AAS’nin gerek sporcular gerekse
ergenlik cagindaki ¢ocuklar tarafindan yasal ya da yasal olmayan yollardan performansi
arttirmak {izere yiiksek miktarlarda (tedavi dozlarimin yaklagik 10-100 kati oraninda)
kullanimi1 s6z konusudur. Yasal olmayan steroidler, sporcular arasinda kas gelisimini ve
sportif basariy1 arttirmak amaciyla 6nemli yan etki olusturma risklerine ragmen suistimal
edilmektedir. Diinya genelinde AAS’nin k&tiiye kullanim siklig1 giin gectikge artmaktadir
(8-10).

Bu grupta bulunan nandrolon (19-nortestosteron) ise en ¢ok kullanilan AAS’ler

arasinda yer almaktadir (11). Nandrolon insan viicudunda dogal olarak az miktarda



sentezlenmektedir. Testosterona yapi benzerligi nedeniyle yiiksek dozda kullanimi sonucu
testosterona benzer yan etkiler olusturur (12). Yiiksek dozlarda ve uzun siireli kullanimi
s0z konusudur. Bu kosullarda saglik {izerine zararl etkileri olabilecegi diistiniilmektedir.
Literatiir incelemesi sonucunda nandrolonun genotoksisitesi iizerine caligmalarin az
sayida oldugu, in vivo ve in vitro ¢alismalarin ise yeterli olmadigi goériilmiistiir. Bu
calismada nandrolonun Cin Hamster Akciger Fibroblast Hiicre hattinda (V79 hiicresi)
genis  konsantrasyon  araliginda  sitotoksisitesi  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile belirlendikten sonra sitotoksik olmayan
dozlarinda insan periferal lenfosit hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforez (Comet) teknigi
ile genotoksisitesinin ve hidrojen peroksit (H20:) ile olusan oksidatif deoksiriboniikleik

asit (DNA) hasarina kars1 olas1 koruyucu etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Nandrolon Dekanoatin Fizikokimyasal Ozellikleri

19-Nortestosteron (veya nandrolon) bir anabolik steroid olup, ilk kez 1950'de
sentezlenmistir. Nandrolon, nandrolon dekanoat ve nandrolon fenilpropiyonat gibi
esterler seklinde kullanilir. Nandolon dekanoat, viicutta bir esteraz araciligi ile nandrolona

hidrolize olur (13).

Nandrolon dekanoatin molekiil formiili C2gH4403; molekiil agirligi 428,6

g/mol’dir.

Sekil 2.1. Nandrolon dekanoatin kimyasal yapist.

CAS no: 360-70-3

IUPAC adi: [(8R,9S,10R,13S,14S,17S)-13-metil-3-okso 2,6,7,8,9,10,11,12,14,
15,16,17- dodekahidro-1 H-siklopenta [a] fenantren-17-il] dekanoat (Sekil 2.1) (14)

Sinonimleri: Adenocorin, Anaboline Depot, Deca-Durabolin, Dimapolan,
Hybolin decanoate, Naboline, Nandrobolic L.A, Nandrolone 17-beta-decanoate,
Ndrolone-D, Norandrostenolone decanoate, Retabolil, Rougerol, Salistoperm,
Superbolan, 19-Norandrostenolone decanoate, 19-Nortestosterone decanoate (14)

Gorliniimii: Beyaz renkli kat1 kristalize halde bulunur (15).
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Coziiniirlik: Sudaki ¢oziiniirligi 3,09 mg/mL at 25 °C (14)
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Sekil 2.2. Testosteron (sol) ve nandrolonun (sag) kimyasal yap1 benzerligi.
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Nandrolon insan viicudunda dogal olarak bulunan testosteron ile kimyasal yap1
benzerligine sahiptir (Sekil 2.2.) (16). Nandrolon dekanoat, testosteronun anabolik bir
steroid analogu olan dekanoat tuz seklidir (14).

Nandrolon ve testosteron arasindaki ana biyokimyasal en 6nemli farklardan biri,
testosteron i¢in anabolik/androjenik oranin yaklasik degeri 1 iken, nandrolon igin bu
oranin degeri 10 olmasidir. Bu oran kas biiylimesini uyarma kabiliyetlerini gdsterir.
Nandrolon androjen reseptorlerine testosterondan daha yiiksek baglanma afinitesine
sahiptir. Bunun nedeni nandrolunun, testosterondan farkli olarak C19 metil grubunda bir
hidrojen atomuna sahip olmasidir (Sekil 2.2.) (16-18). Tablo 2.1.’de AAS’lerin

anabolik/androjenik aktivite oranlari verilmistir (2).

Tablo 2.1. AAS’lerin anabolik/androjenik aktivite oranlari.

Androjenik anabolik steroid Anabolik/ androjenik

aktivite oran

Testosteron 1
Metiltestosteron 2
Oksimetolon 9
Oksandrolon 10
Nandrolon 10

Stanozolol 30




2.2. Nandrolon Dekanoatin Genel Kullanim

Nandrolon dekanoatin baslica endikasyonlar: erkeklerde primer ve sekonder
hipogonadizm, androjen eksikligi, ereksiyon sorunlari ve ejakiilasyon yetmezligi, biiylime
geriligi, pubertenin gecikmesi, osteoporoz, aplastik anemi, refrakter anemi, meme
karsinomu, antitrombin III eksikligi, Turner sendromu Ve herediter anjiyoodemdir (3, 14).

Kronik bobrek yetmezligi ve insan bagisiklik yetmezlik viriisii gibi hastaliklarda
anoreksi ve kaseksi tedavisinde nandrolonun kullaniminin temelini kas biiyiimesini
uyarmasi olusturur (19).

Uygulama yolu sadece intramiiskiiler (i.m.) uygulamadir. Nandrolon dekanoatin
insanlarda oOnerilen terapotik kullanim dozu i.m. yoldan yaklasik 0,4-0,7 mg/kg
arasindadir (20, 21).

2.3. Nandrolon Dekanoatin Farmakokinetik Ozellikleri

Nandrolon dekanoatin oral absorpsiyonuna dair bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Testosteron icin oral uygulama sonrasi hizli emilime ugradigi ve diger anabolik
steroidlerin de muhtemelen hizli emilime ugrayabilecegi bildirilmistir (15). Emilime
ugrayan AAS’lerin metabolizmast hizli ve plazma yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Bu
nedenle etkileri kisa siirelidir. AAS’lerin biyolojik etki siiresi, ester formunda verilmesine
ve verilis yoluna (subkutan veya i.m. uygulamada artar) bagli uzatilabilir (22).

17-alfa pozisyonunda siibstitiie edilmis olanlar hari¢, nandrolon (17-beta) dahil
tim AAS’ler hepatik ilk gecis metabolizmasina ugrarlar. Bu nedenle nandrolon
dekanoatin oral biyoyararlanimimin diisiik olabilecegi dngériilmektedir (22, 23).

Anabolik steroidler yiiksek oranda proteine baglanir ve plazmada seks hormonu
baglayici globiilin (SHBG) ad1 verilen spesifik bir protein tarafindan taginir (22).

Dolasimdaki testosteron’un %98’i SHBG’e (Seks Hormonu-Baglayan Globiilin)
ve albiimin’e bagl olup %2’si serbest halde bulunur (22).

Nandrolonun metabolizmas1 tam olarak anlagilamamistir (16). Nandrolon
dekanoatin metabolizmas: testosteron mekanizmasina biiyiik oranda benzemektedir (24).

Serbest (de-esterlenmis) anabolik androjen olan nandrolon karacigerde hepatik
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karma fonksiyonlu oksidazlar tarafindan metabolize edilir (23). Ana metabolitleri

norandrosteron, noretiyokolanolon; 3-beta-hidroksi-5-alfa-estran-androsterondur (Sekil

a@ oéﬂ

Sekil 2.3. Nandrolon ve metabolitleri.*

* Nandrolone (A), noretiyokolanolon (B), norandroteron (C), 3-beta-hidroksi-5-alfa-estran-17-on (D)

Nandrolon dekanoat i.m. enjeksiyonla uygulandiginda androjenik dokularda 5-
alfa-rediiktaz enzimi ile 3-norandrosterona doniistiiriilerek testosterona benzer sekilde

metabolize edilir. Plazma yarilanma 6mrii yaklagik 8 glindiir (Sekil 2.4.) (16, 25).
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Sekil 2.4. Nandrolon metabolizmasi.

Radyoaktif isaretli nortestosteronun farelerde ve buzagilarda organ dagiliminin
incelendigi bir ¢alismada, ilk 24 saatte tiim organlarina farkli oranlarda dagildigi, bu
dagilimin hizla azaldigi ve 10. hafta sonunda kalinti seviyede oldugu bildirilmistir.
Nandrolonun yaklasik %90'1 idrarla ve %6's1 diski ile atilir. Bu yiiksek oranda iiriner atilim
sadece 19-nortestosteronun karacigerde klasik steroid metabolik transformasyonuna
(Cs'tin hidroksilasyonu daha sonra glukurono- veya siilfo-konjugasyona) ugramasi ile
aciklanabilmektedir. Boylece daha polar ve dolayisiyla suda kolay ¢oziinen bilesikler
haline gelerek idrar ile atilir (22, 23, 26).

2.4. Nandrolon Dekanoatin Farmakodinamik Ozellikleri

AAS’ler anabolik etkilerini iskelet kaslari iizerine androjen reseptorleri (AR)
araciligiyla olusturmaktadir. Ozellikle kas gelisimi iizerine etkisi vardir. AAS’ler dzellikle

tireme organlari, kas ve yag dokusunda bulunan spesifik reseptorlere baglanir. AR, kas



gelismesi i¢in gerekli olan DNA ¢ogalmasini kontrol eden hedef gen transkripsiyonunu
diizenlemektedir (25, 27).

AAS’ler ayrica erkek cinsiyet farklilasmasinda sorumlu hormonlardir. Anabolik
(kas gelistirme) etkilerin, androjenik (virilize edici) etkilere oran1 farklilik géstermekle
birlikte tim AAS’ler uygulamada bir dereceye kadar her iki 6zellige sahiptir (22, 28).

Insan viicudunda nandrolonun katildig1 mekanizmalar1 anlamak igin, testosteron
etki yolunu anlamak Onemlidir. Prostat veya sa¢ kokleri gibi bazi dokularda, 5-alfa-
rediiktaz aktivitesi ile testosteron, dihidrotestosterona (DHT) dontistiiriiliir. Olusan DHT,
testosteron tedavisinin prostat biiyiimesi ve alopesi iizerindeki bilinen yan etkilerinden
sorumlu tutulmaktadir (16). Nandrolon, 5-alfa-rediiktaz enzimi tarafindan 5alfa-dihidro-
19-nortestosteron’a doniistiiriilebilir. Bu indirgenmis nandrolon formu testosteron ile
karsilastirildiginda, androjen reseptoriine ¢ok daha diisiikk baglanma afinitesine sahiptir.
Teorik olarak, bu mekanizma sonucu nandrolon tedavisi ile iyi huylu prostat hiperplazisi
gelisen hastalarda prostat biliylimesinde azalma, alt idrar yolu iizerindeki olumsuz
semptomlarda ve ayrica alopesi goriilme oranlarinda potansiyel bir gerileme
saglayabilecegi diistiniilmektedir (25).

Iskelet kasinda ise 5-alfa-rediiktaz aktivitesi tespit edilememistir. Iskelet kasinda
testosteron dogrudan (5-alfa-rediiktaz aktivitesi olmadan) kas biiyiimesine katkida
bulunarak androjen reseptorlerine baglanir (16). Iskelet kasinda 5-alfa-rediiktaz
bulunmamasi, nandrolonun kastaki androjen reseptorlerine gii¢lii bir sekilde
baglanmasina ve kas biiylimesini arttirarak yliksek anabolik/androjenik oranina katkida
bulunur (25).

Nandrolon dekanoatin, androjenik, anabolik ve eritropoietin uyarici etkileri vardir.
Nandrolon, prostat, seminal vezikiiller, skrotum, penis, girtlak, sa¢ folikiilleri, kas ve
kemik dahil olmak iizere duyarli dokulardaki hiicrelerin sitoplazmasina spesifik niikleer
androjen reseptorleri vasitasiyla geger, Olusan hormon reseptor kompleksi, ¢ekirdege
translokasyon yapar ve hedef genlerin promoter bolgesindeki androjen duyarh
elemanlarina baglanir; boylece olusan kompleks, erkek cinsiyet 6zelliklerini korumak igin
gerekli gen ekspresyonunu aktive eder. Nandrolon dekanoat, testosteronun negatif

feedback mekanizmasini taklit ederek, luteinize edici hormonun (LH) salgilanmasini da
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baskilar. Ayrica, bu madde eritropoietik uyarici faktorlerin yapimini artirarak eritropoietin

tiretimini uyarir (17, 29).
2.5. Nandrolon Dekanoatin Sistemler Uzerine Etkileri

Yiksek doz kronik AAS kullaniminin olumsuz etkileri, viicudumuzda
kardiyovaskiiler sistem basta olmak iizere, iireme sistemi, sinir sistemi, endokrin sistem,
kas ve iskelet sistemi gibi bircok sistem ayrica karaciger, bobrek, pankreas gibi solid

organlarimiz tlizerinde goriilmektedir.
2.5.1. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

AAS’lerin insan ve hayvanlarda kardiyovaskiiler sistem lizerine etkilerine dair
oldukea fazla ¢aligma yapilmistir. AAS’lerin uzun siire yiiksek doz kullanimi sonucu en
sik goriilen kardiyovaskiiler toksik etkileri arasinda hipertansiyon, miyokard enfarktiisii,
ritm bozukluklari, hipertrofik kardiyomiyopati, serum lipoproteinlerinin artis1 yer
almaktadir ve bu etkilere bagli ani kalp oliimleri goriilebilmektedir (3, 30). Vaka
calismalarinda AAS’lerin ¢ogunlukla testosteron, stanozolol ve nandrolon dekanoatin
yiiksek dozlarinda bir arada kombine edildigi durumlarda goriilmektedir.

Bir vaka caligmasinda ani baglayan gogiis agris1 sikayeti ile saglik merkezine
basvuran, AAS’leri 20 yildan uzun siiredir suistimal ettigi bilgisi alinan 41 yasinda erkek
fitness egitmenin miyokard enfarktiisii gecirdigi rapor edilmistir. Acilde bu hastaya
kardiyoanjiyografi yapilmis ve sag koroner arterin tamamen tikali oldugu goriilmiistiir.
Kardiyak ekokardiyografide sag atriyum, sag ventrikiil ve sol atriyumda ciddi derecede
dilatasyon oldugu, orta derecede sol ventrikiil hipertrofisi ve ciddi oranda azalmis (<%20)
sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu bulgusu tespit edilmistir. Tedavi sonrast hastanedeki 2.
giinlinde degisken atriyoventrikiiler blok (¢ogunlukla {iclincii derece blok) ile
komplikasyon gelismistir. Akut bobrek hasari, pihtilasma profilinde bozulma,
hiperbilirubinemi, aspartat transaminaz (AST) (2073 IU/L) ve alkalin fosfataz (ALP)
(1837 IU/L) seviyelerindeki yiikselmeye bagli akut karaciger hasar1 gelistigi tespit
edilmistir. Sonrasinda gastroenterolog ve nefrolog tarafindan yapilan degerlendirmede,

hastanin, kalp debisinde azalmaya bagli olarak bobrek ve karacigerde akut iskemik hasar
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gelistigi rapor edilmistir. Hastanede 7 gilin takip ve tedavi sonucunda tekrarlanan
ekokardiyografide sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunda (%35) artis ile sol ventrikiil
fonksiyonlarinda iyilesme goriildiigii, karaciger ve bobrek fonsiyonlarmnin diizeldigi
gozlenmistir. Ancak normal kalp atim hiz1 ile aritmi birinci derece atriyoventrikiiler blokta
stabil kalmigtir ve hasta takip Onerileri ile taburcu edilmistir. Bu vaka, AAS’in kronik
olarak kotiiye kullaniminin kronik dilate kardiyomiyopati, sekonder olarak sol ventrikiil
disfonksiyonu ve sag koroner arter enfarktiisii ile sonuglanan akut bir protrombotik olaya
(damar tikanmasi1 6ncesi durumu) neden olabilecegini gostermektedir (31).

AAS kullaniminin, yliksek yogunluklu lipoproteinde (HDL) azalma ve diisiik
yogunluklu lipoproteinde (LDL) yiikselme yoniindeki kan lipid degisikliklerine sebep
olarak ateroskleroz ve koroner arter hastaligi goriilme riskini arttirdig: diisiiniilmektedir
(15).

22 yasinda profesyonel erkek haltercinin, siddetli gogiis agrist sikayetiyle
basvurdugu saglik tesisinde yapilan incelemede, miyokard enfarktiisii gecirdigi teshis
edilmistir. Alt1 hafta dnce, yiiksek dozda oral ve parenteral anabolik steroidler kullanmis
oldugu bilgisi alinan sporcunun total serum kolesterol konsantrasyonu 596 mg/dL (HDL
14 mg/dL, LDL 513 mg/dL) olarak tespit edilmistir (32). Total serum kolesterol
konsantrasyon degerinin 200 mg/dL'nin altinda olmasi Onerilmektedir (22). AAS
kullaniminin total serum kolesterol seviyelerinde artisa neden oldugu diisiiniilmektedir.

Bir¢ok ¢alismada AAS‘lerin insanlarda vaskiiler direnci ve kan basincini arttirdigi
gosterilmistir. Goniilliiler iizerinde yapilan bir ¢aligmada, kan basinci 24 saat boyunca
izlenmis, vendz tikanma pletismografisi ile 6n kol kan akimi 6l¢tilmiis ve mikrondrografi
teknigi kullanilarak kas sempatik sinir aktivitesi dogrudan peroneal sinirden
kaydedilmistir. Bu ¢aligmada, AAS kullananlarin, kullanmayanlara gore kas sempatik
sinir aktivitesinin daha yiiksek ve onkol kan akisinin daha diisiik oldugu hipotezi ile 24
saatlik kan basinciyla kas sempatik sinir aktivitesi arasinda bir iliski oldugu hipotezi test
edilmistir. Boylece AAS'in kullaniminin sebep oldugu fizyolojik degisiklikler hakkinda
Oonemli bilgiler arastirilmistir. AAS'lerin sempatik sinir aktivitesini ve kan basincini
arttirirken, kaslara kan akigini azalttigi, ayrica HDL diizeyini azalttig1 ve LDL diizeyini

arttirdig gosterilmistir. Oncelikle, kaslardaki sempatik sinir sistemi aktivitesi, tek basina
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kalp yetmezligi olan hastalarda bir 6liim nedenidir. Bu nedenle, azalmis 6n kol kan akim1
bu hastalarda kotii prognoz ile iligkilidir. Ayrica, yliksek tansiyon, kardiyovaskiiler
hastalik icin ana risk faktorlerinden biri olarak kabul edilir. Benzer sekilde, HDL
kolesteroliindeki azalma ve LDL kolesterol seviyelerindeki artig, tiim yas gruplarinda
kardiyovaskiiler bozukluklara neden olur. Parasempatik ve sempatik sinir siteminin kalp
tizerindeki diizenleyici etkisindeki bozulmalar, kalp atim hizinda artis ve aritmi ile
sonuglanabilir. Bu mekanizmanin AAS kullanan kisilerde ani kalp 6liimii i¢in 6nemli bir
neden oldugu diistiniilmektedir (33).

Anjiyotensin II tip 1 reseptor stimiilasyonunun, hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi,
endotelyal disfonksiyonda yer alan endotelyal hiicrelerin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
ve kardiyomiyositlerin proliferasyonu, aterosklerotik vaskiiler olaylar, konjestif kalp
yetmezligi ve miyokard enfarktiisii ile iligkili oldugu bilinmektedir. Sicanlar iizerinde
anjiyotensin II ile aldosteron reseptdr antagonistlerinin ve nandrolon dekanoatin yiiksek
doz uygulamasinin kardiyak otonomik sisteme ve ventrikiiler repolarizasyona olan
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismaya goére; AAS’lerin bu yolak iizerinden etki
edebilecegi diisiiniilmektedir. Yiiksek doz AAS uygulanan sicanlarda hem egzersiz yapan
hem de sedanter grupta, QT araliinin uzamasina neden olarak ventrikiiler
depolarizasyonda diizensizliklere ve kardiyak parasempatik sistemde bozulmaya yol
actig1 gosterilmistir (34).

Medei ve ark. (35)’nin, 8 hafta boyunca 10 mg/kg nandrolon dekanoat i.m.
uygulanan siganlar lizerinde yaptig1 calismada, ventrikiiler repolarizasyonda iyonik ve
molekiiler siiregler arastirilmistir. Sican kalbindeki aksiyon potansiyeli, gecici hiicre
disina potasyum akimi (It) ve elektrokardiyografisi haftalik olarak kaydedilmistir. Gegici
hiicre digina potasyum akimi memeli miyokardindaki ana repolarize edici akimlardan
birisidir. Nandrolon dekanoat uygulanan grupta potasyum iyon kanali alt birimlerindeki
ve potasyumun hiicre disina gecis yogunlugundaki azalmaya neden olarak olarak sol
ventrikiilde aksiyon potansiyel siiresinde ve QT araliginda uzama goriilmiistiir. Sonug
olarak, bu calisma AAS’nin kalbin elektriksel, morfolojik ve histolojik yapisinda
degisikliklere yol acabileceginin giiglii bir kanitidir (3, 35).
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Tylicki ve ark. (36)’nin siganlar {izerinde yaptig1 bir diger ¢alismada yiiksek doz
nandrolon dekanoatin (20 mg/kg) tek bir doz uygulanmasinin anabolik etkiye neden olup
olmayacag1 incelenmistir. Ayrica, farkli dokulardaki anabolik ve biyoenerjetik enzimlerin
aktivite ve kinetik Ozelliklerindeki degisikliklerin EKG parametreleri ile iliskisi
degerlendirilmistir. Siganlarin viicut ve karaciger agirliklarinin degismedigi, ancak kalp
agirhiginin nandrolon dekanoat enjeksiyonundan 10 giin sonra artti§i gosterilmistir.
Nandrolon dekanoat tedavisinden 3, 6 ve 10 giin sonra QRS kompleksinde az da olsa bir
uzama tespit edilmistir. Nandrolon dekanoat ile tedavinin, kalp kiitlesindeki biiyiimeye
bagli olarak kalp ventrikiillerinde iletinin yayilma hizin1 yavaslattigi ve QRS
kompleksinde uzamaya neden oldugu diisliniilmiistiir. Nandrolon dekanoatin, si¢an
kalplerinde glukoz-6-fosfat ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz, malik enzim ve nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADP*) baglantili izositrat dehidrogenaz aktivitesinde artisa
yol agt1g1 tespit edilmistir. Calismada nandrolon dekanoatin, kalpte NADP™yi NADPH'ye
indirgeyen tiim dihidrogenazlarin aktivitesini arttirdigi gorilmektedir. Sonug olarak,
NADPH gibi rediiktif enzimlerin iiretilmesi kalpteki anabolik islemler icin 6nem
tasimaktadir. Calismada nandrolon dekanoatin siganlarin kalp dokusunda bulunan 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz enzim substratina daha yiiksek afinite gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica karacigerde transketolazin aktivasyonuna, glukoz-6-fosfat ve 6-
fosfoglukonat dehidrogenazlarin inhibisyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte, sicanlarin iskelet kaslarinda glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD) bagimli malat dehidrogenaz enzim diizeylerinde artisa neden oldugu
bildirilmistir (36).

AAS'ler, katekolaminlerin ekstrandronal dokuya geri alimini1 akut olarak inhibe
ettigi ve sonug olarak reseptdr bolgelerinde katekolamin konsantrasyonunu arttirdig
bildirilmistir (37). Noronal katekolamin tagiyicisi, normalde noradrenalin geri alimindan
sorumludur, ancak iskemi sirasinda noradrenalinin sempatik sinir ucundan hiicre digina
salinimindan da sorumlu oldugu bilinmektedir. iskemiye bagl aritmide noradrenalinin
salmimi1 artmaktadir (38, 39).

Nandrolon dekonoatin fareler tizerinde 10 hafta boyunca yiiksek dozda (5 mg/kg)

uygulandigi bir caligmada kalp fonksiyonlar1 iizerine etkisi aragtirilmistir. Fareler ylizme
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egitimi alan ve almayan olarak iki gruba ayrilmistir. Yiizme egitimi ile birlikte nandrolon
dekanoat uygulanan grupta, intertisyel fibrozis ile patolojik kardiyak hipertrofi meydana
geldigi goriilmiistiir. Bu bulgular, malign kardiyak aritmilerin nasil meydana geldigini
aciklamaktadir. Ayrica renin-anjiyotensin sistemi (RAS) tarafindan sempatik otonomik
aktivite degisiminin altta yatan diger bir neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Deneyler, sol
ventrikiil hipertrofisi ve miyokard fibrozun gelisiminde RAS'i 6nemli bir rol oynadigini
gOstermistir (40).

Sicanlar tizerinde nandrolon dekanoat (5 mg/kg i.m., haftada 2 kez, 6 hafta
boyunca) ve direng egzersizi uygulanmasi sonucu patolojik kardiyak hipertrofi gelismesi
incelenmistir. Nandrolon dekanoat tedavisi alan ve direng egzersizi uygulanan si¢anlarin
kalp dokusunda miyokardiyal kollajen artisina, sistolik ve diyastolik fonksiyon
bozukluguna ve sol ventrikiil hipertrofisine meydana geldigi bildirilmistir. Nandrolon
dekanoat uygulamasiyla birlikte egzersiz yaptirilan grup diger tim gruplarla
karsilagtirildiginda, iskelet a-aktin ve atrial natriiiretik peptid (ANP) genlerini anlaml
sekilde arttirdig1 goriilmiistiir. ANP’nin diger belirtecler (marker) ile birlikte (iskelet a-
aktin gibi) yiiksek miktarda ekspresyonu; patolojik kardiyak hipertrofiyi gosteren 6énemli
kriterler arasinda kabul edilir (41, 42). Bu sonuglar, nandrolon dekanoatin direng egitimi
ile birlikte uygulanmasinin; miyosit biyiikligiinde bir artisa (kantitatif degisiklik) ve
miyosit geninin yeniden programlanmasma (kalitatif degisiklik) sebep oldugunu
gostermektedir (3, 43).

AAS’lerin insan umblikal ven endotel hiicrelerinin yapist ve fonksiyonu
tizerindeki toksisitesinin arastirildigi bir in vitro ¢alismada, 6zellikle hiicre proliferasyonu,
apopitozu ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki degisiklikler gibi temel endotel
hiicre fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Endotel hiicreleri normal sartlar altinda
intravaskiiler pihtilasmayr onlemede rol alir, ancak damar hasar1 meydana gelen
bolgelerde ise kanin pihtilasmasina ve inflamasyon olusumuna katki saglayan etki
gosterirler. Gorevlerini yerine getirmek i¢in endotel hiicreleri kanin pihtilasmasini, kan
akisin1 ve lokal immiin yanitlar1 diizenleyen proteinler salgilarlar. Kardiyovaskiiler
sistemde, endotel hiicreleri giiglii vazoaktif maddeler (prostaglandin, trombin aktive edici

faktor, nitrik oksit, endotelin) lireterek ve pthtilasma durumlarini diizenleyerek kilit rol
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oynarlar (44). Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki degisiklikler endotel hiicre
fonksiyonlar1 {izerinde 6nemli etkiye sahiptir. Yapilan bir in vitro ¢aligmada endotel
hiicreleri 5-100 uM konsantrasyonda nandrolon ile 72 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artisa bakilarak nandrolon i¢in ICso degeri 9 uM olarak
belirlenmistir. Nandrolon ICso degerinde %18 seviyesinde apopitotik hiicre sayisini
arttirmigtir. Bu ¢alisma, AAS'ye maruz kalmanin vaskiiler temel hiicre bilesenleri olan
endotel hiicrelerinde, gii¢lii bir antiproliferatif etki ile endotel hiicre biiylimesini
degistirdigini, apopitozu indiikledigini ve hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini degistirdigini
gostermektedir. Gozlenen bu endotel degisikliklerinin hiicre diizeyindeki vaskiiler hasarda

ve aterosklerozda predispozan faktorler oldugu diisiiniilmektedir (45).
2.5.2. Bobrek Uzerine Etkileri

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda gelisen anemi tedavisinde; eritropoietin
iceren preparatlarin heniiz klinik kullanima girmedigi dénemde, terapdtik dozlarinda
testosteron ve diger AAS’lerin kullaniminin yer aldigi goriilmiistiir. Ancak yiiksek doz
AAS kullanim1 sonucu kalbin kasilma giiciindeki azalmaya bagli bobrek yetmezliginin
olusabilecegi bildirilmistir (46). Uzun siireli AAS kullanimindan sonra goriilen bobrek
fonksiyon bozukluklari, hafif bir serum kreatinin artisindan akut bobrek yetmezligine
kadar degisebilmektedir. AAS kaynakli bobrek fonksiyon bozuklugu, karaciger hasari ve
toksik bilirubin konsantrasyonu sonucu ortaya ¢ikabilir. Ancak AAS'in kullaniminin
kesilmesinden sonra sklerotik/fibrotik morfolojik degisiklikler olugmadan serum
kreatinin, sistatin-c klirensinin (bobrek islev belirteci), kan idrar azotunun ve iirik asit
seviyesinin yiiksekligi ile karakterize hafif bobrek fonksiyon bozuklugunun genellikle
normale dondiigi belirtilmistir. Ayrica olusabilecek ¢oklu organ yetmezligi durumuna
bagli da bobrekler etkilenebilir. Uzun donem AAS suistimali, tiibiiler atrofi ve interstisyel
fibrozis ile birlikte histopatolojik olarak fokal segmental glomeriiloskleroz gelisimine
neden olabilecegi bildirilmistir (47).

Socas ve ark’nin (48) yayimladig1 bir vaka ¢alismasina gore 23 yasinda erkek
viicut gelistirme sporcusunun bir aydir devam eden biling bulanikligi, kronik yorgunluk

ve anoreksi sikayetleri ile hastaneye basvurdugu bildirilmistir. Hasta, semptomlarin ortaya
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¢ikmasindan 6 ay dnce AAS ve diliretik ilaclar kullanmaya bagladigini ve yarigsma dncesi
kas kiitlesini arttirmak i¢in siki diyetler yaptigini bildirmistir. AAS, 8 hafta siiresince
haftada iki ya da li¢ kez uygulanmis, her bir dongii i¢cinde ise 2 haftalik AAS alinmayan
donemler oldugunu, ilag alim haftalari ise stanozolol ve oksimetolon, nandrolon dekanoat,
testosteron, boldenondan olusan bir kombinasyon kullandigi bilgisi alinmistir.
Biyokimyasal veriler degerlendirildiginde akut bobrek yetmezligi ve kas hasarinin
olustugu belirlenmistir. Hastanin beraberinde almis oldugu ditiretik ilaglarin ve olusan
elektrolit dengesizliginin (hipokalemi gibi) de AAS’lerin bu etkisine katkida bulundugu
belirtilmistir. Tedavide akut bobrek yetmezligi nedeniyle hastaya hemodiyaliz
uygulanmistir. 20 giinlik tedavi sonrasinda biyokimyasal parametrelerin normale
dondiigii ve hastanin taburcu edildigi rapor edilmistir (48).

Haftada 2 kez 1,875 mg/kg/giin veya 5 mg/kg/ giin, 6 hafta boyunca i.m. nandrolon
uygulanan farelerde yapilan c¢alismada uzun siireli nandrolon uygulamasinin, fare
bobreklerinde oksidatif hasar1 ve apopitozu arttirdigi gosterilmistir. Renal hiicrelerde
nandrolona bagh goriilen apopitozda tiimor nekroz edici faktor alfa (TNF-a) aracili hem
intrinsik hem de ekstrinsik yolaklarinin aktivasyonunun rol oynayabilecegi ileri
stirilmektedir (49).

2.5.3. Karaciger Uzerine Etkileri

AAS’lerin  maruz  kalman  dozuna ve  siiresine  bagli  olarak
hepatotoksik etki gosterebilecegi bilinmektedir (50). Oral kullanilan 17-alfa-alkil
formlarinin parenteral olarak kullanilan 17-beta-ester formlarina gore daha yiiksek oranda
karaciger toksisitesine neden oldugu belirtilmektedir. Karacigerde hepatositlerin
subseliiler degisiklikleri, hepatoseliiler hiperplazisi, karaciger enzim artiglar1 (ALP, laktat
dehidrojenaz (LDH), AST, alanin aminotransferaz (ALT), gama glutamil transferaz
(GGT)) ve konjuge bilirubin seviyelerinde artis bildirilmistir. Maruziyetin kesilmesinden
birka¢ hafta sonra artan transaminaz (AST ve ALT) diizeylerinin normale dondigi
gosterilmistir (51).

15 yildir yiiksek dozda nandrolonun da yer aldigi kombine AAS kullanan 35

yasinda bir erkek viicut gelistirme sporcusunda hepatomegali gelistigi ve karaciger ve kas
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hasar ile iliskili biyokimayasal parametrelerin (ALT, AST, ALP, GGT, total biluribin,
CPK) bozuldugu tespit edilmistir. Sporcunun 8 hafta kiir halinde (oral yoldan stanozolol
ve oksimetolon (400 mg/giin), parenteral olarak nandrolon dekanoat, testosteron enantat
ve metenolon enantatin (2-3x600 mg/hafta)) kombine olarak kullandigi bilgisine
ulagilmistir. Karacigerinde adenom ile uyumlu iyi huylu lezyonlar tespit edilmistir. Bu
ttiimorlerin AAS’lerin yiiksek doz kullanimina bagli olusabilecegi ileri siiriilmektedir (48).
Nandrolon dekanoatin suprafizyolojik dozda uygulamasinin erigskin siganlarin
hepatik fonksiyonlar1 ve yapisi lizerindeki etkisini degerlendirmeyi ve nandrolon dekanoat
yoksunlugundan sonra bozulan fonksiyonlarin diizelme oranini belirlemeyi amaglayan bir
calismada; siganlar kontrol, nandrolon dekanoat (i.m., 10 mg/kg/hafta, 4 hafta boyunca)
alan, iyilesme (4 hafta nandrolon dekanoat uygulanmis sonrasinda 4 hafta iyilesme siiresi
verilmis) gruplari olarak ayrilmistir. Kontrol grubunda karaciger doku kesitleri normal
yap1 Ozellikleri gosterirken, nandrolon dekanoat uygulanan gruptan alinan karaciger doku
kesitlerinde, merkezi ve portal venlerde dilatasyon, kan akiminda azalma, hepatositlerde
hiicre ¢ekirdeginde yogunlasma ile yaygmn vakuoler sitoplazmik dejenerasyon, damar
cevresinde inflamatuar sistem hiicrelerinin birikimi goriilmiistiir. ALT ve AST degerleri
karsilastirildiginda nandrolon dekanoat uygulanan grubun en yiiksek seviyede, iyilesme
grubunun daha diisiik seviyede oldugu, ancak her iki grubun ALT ve AST degerlerinin
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu 6l¢iilmistiir. Nandrolon dekanoat
uygulanan grupta Karaciger enzim degerleriyle uyumlu olarak damar gevresinde kollajen
birikimi artmistir ve iyilesme grubuna kiyasla karaciger fibroz dokudaki artis oraninin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Apopitotik hiicre sayisindaki artis agisindan nandrolon
dekanoat uygulanan grupta en yiiksek diizeyde oOl¢iilmistiir. Nandrolon dekanoat
kesilmesinden 4 hafta sonra iyilesme grubundaki siganlarin karaciger histolojisi ve
biyokimyasal degisikliklerde 6nemli dl¢iide iyilesme oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak,
suprafizyolojik nandrolon dekanoat dozunun siganda hepatotoksik etkileri oldugunu ve bu
toksik etkilerin tedavi kesildikten sonra geri doniisiimlii olabilecegini gostermistir (11).
Nandrolon dekanoatin suprafizyolojik dozda karaciger yapisinda histopatolojik
degisikliklere yol olmakla birlikte, ayn1 zamanda bagisiklik sisteminin aktive olmasi ve

karaciger dokusunda oksidatif stres artisinin da bu duruma katki saglayacagi
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diistiniilmektedir (52).

AAS alan hastalarda, karaciger parankim dokusunda veya dalakta peliozis hepatis
(kan dolu Kkistlerle karakterize bir durum) bulgusu tespit edilmistir. Bu Kistler genelde
minimal karaciger fonksiyon bozuklugu ile ortaya ¢ikar ve karaciger yetmezligi ile
iliskilendirilmektedir (53). Hastalarda, bu kistler hayat: tehdit edici karaciger yetmezligi
olusana kadar veya karin i¢i kanamasi gelisene kadar siklikla teshis edilemedigi, ancak
maddenin kesilmesiyle bu lezyonlarin ¢ogunlukla tamamen kaybolacag: bildirilmistir (4,
54).

2.5.4. Diger Sistemler Uzerine Etkileri

Nandrolonun iireme ve endokrin sistem tlizerine bir¢ok olumsuz etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Kadinlarda adet diizensizlikleri, meme dokusunda atrofi, klitoriste biiylime
ve virilizasyona, erkeklerde prostat hipertrofisi, testikiiler atrofi, azospermi ve
iktidarsizlik sorunlarina neden olabilecegi bildirilmektedir. Hem erkeklerde hem de
kadinlarda, uzun siireli nandrolon kullaniminin anormal glukoz toleransi, anormal lipid
profili, akne ve erkek tipi kellik olusumuna yol agabilecegi belirtilmektedir (2, 55).

Nandrolonun depresyon ve saldirgan davraniglar gibi psikiyatrik yan etkileri
arttirabilecegi belirtilmektedir (56). 4 aydan uzun bir siire i.m. yoldan testosteron ve oral
methandrostenolon kullanan 19 yasindaki amerikan futbol oyuncusunun esi ve ¢gocuguna
karst artan saldigan davranis gosterdigi, cocuguna ciddi diizeyde zarar vermesi iizerine
AAS kullanmay1 biraktigi ve iki ay i¢inde siddet eylemlerin ve saldirgan davraniglarin
sona erdigi bildirilmistir (57).

Erkek sicanlar tiizerinde, nandrolon dekanoat uygulamasinin santral sinir
sistemindeki spesifik aminlerin ve metabolitlerinin seviyeleri {izerindeki etkileri
incelenerek, agresif davraniglara neden olup olmayacagi ve artmig motor performans
saglama kapasitesi degerlendirilmistir. Sicanlara, nandrolon dekanoat ii¢ farkli dozda
(steroid-1: 0,375mg/kg/hafta, steroid-2: 3,75mg/kg/hafta, steroid-3: 37,5mg/kg/hafta) ve
bir defa uygulanmistir. Uygulamadan bir hafta sonra, serebral korteks, hipotalamus ve
serebellumdan kesitleri alinarak, biyokimyasal parametreler (Norepinefrin [NE], 5-
hidroksi triptamin [5-HT], 5-hidroksiindol-3-asetik asit [5-HIAA] ve 4-hidroksi-3
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metoksifenilglikol [MHPG]) ve c-fos gen ekspresyonu degerlendirilmistir. Tiim gruplarin
viicut agirliklart arasinda 6nemli bir fark olmadigr goriilmiistiir. Serebral korteks ve
serebellumdaki NE, MHPG, 5-HT seviyelerinin benzerlik gosterdigi, yiiksek doz
nandrolon dekanoat alan iki grubun hipotalamus kesitinde de MHPG ve 5-HT
seviyelerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Steroid-2 grubunun hipotalamus dokusundaki
5-HIAA seviyesinin belirgin olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir. Steroid-2 grubunda
noronlarin periventrikiiler bolgesinde anlamli derecede artmis c-fos gen ekspresyonu
gozlenmistir. Her ne kadar c-fos gen ekspresyonu tek basina noronal aktivasyonu
yansitmasada, tek doz nandrolon dekanoat uygulamasi sonrasi hiperadrenerjik durumu
gosteren biyokimyasal parametrelerle birlikte degerlendirildiginde tutarli bulunmustur.
Bu sonuglar, AAS uygulamasinin, hipotalamusta adrenerjik ve serotonerjik sistemi
uyarabilecegi ve buna bagli olarak, saldirgan davranislarda ve motor performansta artig
iceren kompleks bir tepkiye katkida bulunabilecegini gostermektedir (20).

AAS kullanimu ile kas giicii arttirilirken tendonlarin esneme kapasitesinin azaldigi
ve daha sert bir yapiya doniistiigii gosterilmistir. Tendon yapisindaki bu bozulma
sporcularin sakatlanmasini kolaylastirmaktadir. ASS kullanimi ile sporcularin tendon
yaralanmasi arasinda gozlenen klinik korelasyonu agiklamak amaciyla siganlar tizerinde
yapilan bir calismada, AAS uygulamasi ile birlikte egzersizin tendonun yapist ve mekanik
ozellikleri yoniinden etkileri degerlendirilmistir. Siganlara, 6 hafta boyunca i.m. yoldan
yaklasik 3 mg/kg nandrolon dekanoat ve 10 mg/kg stanozolol verilmistir. Sonrasinda asil
tendonlar1 ¢ikartilmig; esneklik-kuvvet ve esneklik-enerji testi (biyomekanik testleri)
uygulanmistir. Bu ¢alismada elde edilen biyomekanik test sonuglarina gore, AAS
kullanilmasimmin, daha az esneme kapasitesi ile sertlesmis bir tendon olusumu

gosterilmistir (58).
2.6. Nandrolon Dekanoatin Toksisitesi

Nandrolon dekanoatin toksisitesine dair yapilan calismalarin yeterli olmadig

gorilmektedir.
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2.6.1. Akut Toksisitesi

Nandrolonun farelerde LDso degeri intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi ile 566
mg/kg olarak bildirilmistir (26).

Disi tliysiiz hamsterlar {izerine yapilan bir ¢alismada, nandrolon fenilpropiyonatin
mikronize kristalli sispansiyonunun tek intrakiitan enjeksiyonunu takiben, 7 giin sonunda
sebase bez hacminde belirgin bir artisla birlikte hayvanlarda lokal epidermis

kalinlasmasina neden olmustur (59).
2.6.2. Tekrarh Doz Toksisitesi

Nandrolonun deney hayvanlarinda tekrarli doz toksisite ¢alismasina dair kisith
calismalar bulunmaktadir.

Nandrolon dekanoatin siganlara 5 mg/kg dozunda haftada 2 kez ve 6 hafta boyunca
uygulandig1 bir ¢alismada, nandrolon ve direng egzersizinin siganlar iizerinde tek basina
ve kombine uygulanmasinin, kalp morfolojisi, kardiyak fonksiyonlar ve patolojik
kardiyak hipertrofi belirteglerinin (iskelet a-aktin, atrial natriiiretik peptid, ventrikiiler
beta miyozin agir zinciri, ventrikiiler alfa miyozin agir zinciri) mesajci riboniikleik asit
(mMRNA) ekspresyonlari {izerine etkileri degerlendirilmistir. Nandrolon dekanoatin tek
basina veya direng egitimi ile birlikte uygulanmasinin, degerlendirilen bu parametreleri
olumsuz etkiledigi gosterilmistir (43).

Siganlar {izerinde nandrolon dekanoatin i.m. yoldan 0,7 mg/kg (terapotik doz), 5,3
mg/kg ve 10,3 mg/kg, haftada bes kez 5 hafta siire ile uygulamasindan sonra hepatik
fonksiyon ve yapi iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bir c¢alismada
nandrolonun tiim dozlarda AST, ALT ve ALP seviyelerinde doz-bagimli bir artisa yol
acti81, ancak bu seviyelerin normal araliklarda kaldigi ve karacigerde parankim
dokusunda, portal aralikta ve sentrolobiiler vende kollajen birikimine neden oldugu
gosterilmistir. Terapotik dozunda (0,7 mg/kg/giin) toksik etki olusturmadigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar, subkronik tedavide nandrolon dekanoatin klinik dozdan daha
yiiksek dozlarda uygulandiginda, karacigere potansiyel olarak zararli oldugunu ve yeni

baslayan fibroz olusumuna yol agabilecegini gostermektedir (21).
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Siganlar iizerinde yapilan bir diger ¢alismada, kronik nandrolon uygulanmasi ile
birlikte yiiksek yogunluklu dayaniklilik egzersizine maruz kalan siganlarda, ventrikiiler
aritmi riski degerlendirilmistir. Hem egzersiz yaptirilan hem de sedanter gruba nandrolon
dekanoat 5 mg/kg, haftada 2 kez ve 8 hafta boyunca uygulanmistir. Bu ¢alismada segilen
nandrolon dozu, AAS bagimlilar1 tarafindan siklikla kullanildig1 bildirilen doza uyumlu
olarak se¢ilmistir. Nandrolonun, si¢anlarda kilo alimini azaltict bir etkiye sahip oldugu ve
kalp dokusunda hidroksiprolin ve malondialdehit diizeylerini arttirdigi gosterilmistir.
Uzun siireli yiiksek yogunluklu yiizme egzersizleri yaptirilan erkek siganlarda, kronik
nandrolon dekanoat uygulanmasinin, kalp kollajen diizeyinde yiikselmeye, miyokard
fibrozuna, ventrikiiler fibrilasyon insidansinda ve siiresinde artisa neden olabilecegi
sonucuna varilmstir (30).

Tavsanlar tlizerinde yapilan bir ¢alismada, deri alt1 ve i.m. yoldan 6 ay siireyle
haftada 2 giin nandrolonun 4 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda uzun stireli uygulanmasi
sonucunda, bobrek spesifik biyokimyasal parametreleri, oksidatif stres belirtecleri,
telomeraz aktivitesi izlenerek bobrek fonksiyonlarina ve histopatolojisine olast zararli
etkileri arastirilmistir. Biyokimyasal parametreler incelendiginde, deri altina nandrolon
uygulanmasinin serum {ire, kreatinin, serum glutamik oksaloasetik transaminazin (SGOT)
ve serum glutamik piriivik transaminazin (SGPT) degerlerini belirgin bir seviyede
arttirdig1, ancak i.m. uygulamada bu artigin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu durum,
nandrolonun i.m. yoldan daha yavas absorpsiyonunun sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Ozellikle i.m. yiiksek doz nandrolon uygulanan grupta, bdbrek glutatyon (GSH)
seviyelerinde azalmayla birlikte oksidatif stresin arttigi goriilmiistiir. Katalaz enzim
aktivitesinin, herhangi bir dozda nandrolon dekanoat uygulamasindan etkilenmedigi
Olglilmiistiir. Sonug olarak, nandrolon dekanoatin tavsanlara uygulanmasi, doz-bagimli
oksidatif stresin artisina neden olarak bdobrek histolojisinde degisikliklere ve renal

biyokimyasal belirteglerin 6nemli 6l¢iide bozulmasina neden olmustur (46).
2.6.3. Karsinojenisitesi

Nandrolon, IARC smiflandirmasma gore Grup 2A’da (insanda ¢ok muhtemel

kanserojen) yer almaktadir. Yapilan ¢alismalarda hipogonadizm, hipopitiiitarizm, kronik
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bobrek yetmezligi ve genel zayiflik i¢in nandrolon dekonoat kullanilan hastalarda, tedavi
sonrasinda hepatoseliiler karsinom, kolanjiokarsinom ve adenom bildirilmistir (60).

AAS’lerin kronik kullanimi sonucu kolestaz, karaciger tiimorleri ve peliozis
hepatis gibi karaciger hastaliklarina iliskin vakalar bildirilmistir AAS, normal steroid
metabolizmasi siirecini inhibe eden ve kolesterol depolamasina yol acan steatoz hepatitis
gelisiminde Kkilit bir rol oynar (54).

Karaciger hiicre tiimorleri, genelde benign ve androjene duyarlidir, ancak daha
nadiren malign tiimérler de goriilmiistiir. {lacin kesilmesi, siklikla tiiméor ilerlemesinin
yavaglamasi veya durmasi ile sonuc¢lanir. Bununla birlikte, AAS’le iliskili hepatik
timorler bildirilmistir. Ancak hayati tehdit eden karin i¢i kanama gelisene kadar herhangi
bir semptom goriilmeyebilir (15).

AAS’ler seks hormonunun etkiledigi dokulardan, o6zellikle erkeklerde prostat
bezinin biliylimesini arttirabilir. Erken donem prostat kanseri, uzun siireli AAS’lerin
koétiiye kullanimi sonrasinda tanimlanmustir. Bir olgu sunumunda; 38 yasinda erkek hasta
akut idrar retansiyonu ile basvurmustur. Yapilan tetkik ve degerlendirme sonrasi prostat
kanseri oldugu tespit edilmistir. Bu hastanin, uzun yillar anabolik steroidler kullandig1 ve
gii¢ sporlarinda profesyonel olarak yaristigi bildirilmistir (61).

AAS kaynakli karsinojenisitesinde DNA transkripsiyonu rol almaktadir. AAS’ler,
DNA transkripsiyonunu iki farkli yoldan etkileyebilir: 1- Androjen reseptorii araciligiyla
dogrudan baglanabilir (5-alfa-rediiktaz enzimi tarafindan DHT sentezlenerek); 2-
Ostrojen reseptorii aracihigiyla (CYP19 aromataz enzimi ile estradiol sentezlenmesi)
etkileyebilir. Nandrolon ve stanazolol, ayrica fosfoinozitid-3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) ve
fosfolipaz/fosfokinaz C (PLC/PKC) yollarini insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1)
tizerinden aktive edebilir. Bu durum Leydig hiicre kanserinde hiicre gogalmasiyla ya da
meme hiicresi ¢ogalmasini indiikleyen siklin-D1 konsantrasyonunu arttirmasiyla
sonuglanir. AAS’nin yiiksek dozlarinda suiistimali testosteron biyosentezinde yer alan
enzimlerin ifadesini (ekspresyonunu) bozar. Testosteronun anormal sentezinin hormonal
degisiklikler/regiilasyon iizerinde olumsuz etkiye sahip oldugu ve bazi kanser

mekanizmalarinda rol oynayabilecegi belirtilmektedir (62)
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2.6.4. Mutajenisitesi ve Genotoksisitesi

Nandrolon dekanoat 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5,0 mg/kg dorsal subkiitan
enjeksiyonla 0,5 ml'lik tek bir dozda farelere uygulanmistir. Nandrolon dekanoatin
calisilan tim dozlarinda, comet yontemiyle degerlendirildiginde somatik ve germinal
hiicrelerde genotoksik etkiler ve mikroniikleus testiyle de kemik iligi hiicrelerinde
klastojenik etkileri gosterilmistir (12).

Viicut gelistirme ile ugrasan sporcular lizerinde yapilan bir ¢alismada, 2 aylik AAS
maruziyetinden sonra bukkal mukoza hiicrelerinde DNA hasar1 ve sitotoksisite diizeyinin
degerlendirilmesi amaglanmigtir. Anabolik steroid (nandrolon dekanoat ve stanozolol)
kullanan grupta yer alan sporcularda mikroniikleer hiicrelerde artis gozlenmistir.
Sitotoksik parametreler, diger kontrol gruplariyla karsilastirildiginda piknosiz, karyolisiz
ve karyoreksiz goriilme sikliginin, anabolik steroidlere maruz kalan grupta anlamli
istatistiksel fark gosterdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, mikroniikleus testi ile
degerlendirilen oral mukoza hiicrelerinde genomik instabilite ve sitotoksisitenin, anabolik
steroid uygulamasi ile indiiklendigi gosterilmistir (63).

Siganlar {izerinde yapilan bir baska ¢alismada diisiikk dozda (3 mg/kg/hafta) ve
yiikksek dozda (10 mg/kg/hafta) i.m. yoldan 8 hafta boyunca uygulanan nandrolon
dekanoatin  spermatojenik  hiicrelerin  histopatolojisi ve apoptozisi ile lipid
peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri, sperm anormalligi ve DNA
fragmantasyonu tizerindeki etkilerinin arastirilmas1 amacglanmistir. Yiiksek doz nandrolon
dekanoat uygulanan grup, diisiik doz uygulanan grup ile karsilastirildiginda comet
yontemiyle gosterilen DNA hasarinda bununla birlikte seminifer epitelin germ ve leydig
hiicrelerinde kaspaz-3 yontemiyle apopitik hiicre sayisinda artis oldugu gosterilmistir.
Ayrica nandrolon dekanoatin yiiksek ve diisiikk dozlarda uygulanmasi, bozulmus sperm
parametrelerine, DNA fragmantasyonuna ve testis apopitozuna yol agmustir. Sonug
olarak, yiiksek dozlarda nandrolon dekanoat uygulanmasi, lipid peroksidasyonu,
antioksidan enzim aktiviteleri, sperm anormalligi, histopatoloji, apopitotik ve DNA
degisiklikleri diisiik doz ve kontrol grubuna gore daha etkili oldugu belirlenmistir (64).

Egzersiz uygulanmasi, sicanlarda nandrolon dekanoat suprafizyolojik dozunun
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neden oldugu apopitotik degisikliklerin derecesini arttirdigt ve bu durumun da
dogurganligi etkiledigi bildirilmistir (65).

Comet yontemi ve mikroniikleus testi ile subkiitanz yoldan uygulanan nandrolon
dekanoatin siganlarda ¢oklu organ DNA hasar1 iizerindeki etki potansiyelini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada denekler diisiik doz (5 mg/kg/giin),
yiiksek doz (15 mg/kg/giin) ve kontrol (serum fizyolojik uygulanmis) olmak tizere 3 gruba
ayrilmistir. Bu ¢alismada, sigan Iokositlerinde nandrolon dekanoat uygulamasi sonrasinda
gruplar arasinda net bir doz-cevap iligkisine bagli primer DNA hasar1 gozlendigi
bildirilmistir. Karaciger hiicrelerinde nandrolon dekanoatin kullanilan dozdan bagimsiz
olarak DNA hasarina sebep olmustur. Bu durum karacigerin nandrolon dekanoatin zararl
etkileri igin bir hedef doku oldugunu desteklemektedir. Kalp hiicrelerinde nandrolon
dekanoatin uygulandigi her iki grupta, comet yontemi ile genetik hasara yol agtigi
belirlenmistir. Bobrek hiicrelerinde nandrolon dekanoat sadece yiiksek dozda uygulanan
grupta DNA kirilmasinda bir artisa neden oldugu tespit edilmistir. Ancak, mikroniikleus
testi verileri gruplar arasinda belirgin farkliliklar géstermemistir. Sonug olarak, comet
yontemi sonuclarina gore nandrolon dekanoatin, sigan periferik kaninda, karaciger, kalp

ve bobrek hiicrelerinde genetik hasara yol agtig1 gosterilmistir (7).
2.6.5. Ureme Toksisitesi

AAS’lerin iireme sistemi iizerine toksik etkilerine dair ¢alismalar bulunmaktadir.

Kronik yiiksek doz AAS kullaniminin iireme sistemi iizerindeki en Onemli
olumsuz etkisi, hipotalamik-hipofiz gonadal fonksiyonu baskilamasidir (64, 66).
Kadinlarda AAS'n kétiiye kullanimina bagli, gecikmis menars, dismenore, oligomenore,
sekonder amenore, anoviilasyon ve bunlarin sonucu, kisirlik goriildiigi bildirilmistir. Bu
durum, LH ve folikiil uyarict1 hormonunda (FSH) bir azalmaya ve bdylece Ostrojen
iretiminin azalmasina yol acar (9).

Erkeklerde ise AAS’lerin olusturdugu olumsuz etki sonucu; LH ve FSH diizeyinin
baskilanmasina, intratestikiiler ve dolasima salgilanan testosteronun azalmasmna ve
dolayisiyla spermatogenez ve sperm {iretiminde diislise yol acar. Bu etki erkek

infertilitesinin temel sebebi olarak goriilmektedir (9).
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Erkek siganlar {izerinde yapilan bir ¢alismada egzersiz ve yliksek doz nandrolon
dekanoatin spermatojenik hiicre hattinda apopitoz yoniinden etkileri arastirilmstir.
Sicanlar bes gruba ayrilmistir. Grup A: 8 hafta boyunca nandrolon dekanoat ¢6ziiciisii yer
fistig1 yag1 verilen (10 mgkghafta), grup B: 8 hafta boyunca nandrolon dekanoat (10
mgkghafta), grup C: sadece egzersiz (egzersiz protokolii, giinde 1 saat kesintisiz ylizme,
8 hafta boyunca haftanin 5 giinii), grup D: 8 hafta boyunca nandrolon dekanoat (10
mgkghafta) ve egzersiz (egzersiz protokolii, giinde 1 saat kesintisiz yiizme, 8 hafta
boyunca haftanin 5 giinii) uygulanmistir. Grup E: herhangi bir enjeksiyon veya egzersiz
protokolii uygulanmayan gruptur. Yer fistig1 yagi ve nandrolon dekanoat haftada bir kez
kas icine enjekte edilmistir. Bu ¢alismada, si¢anlarin testis ve diger iireme organlarinin
agirligi, sadece nandrolon dekanoat uygulanan, sadece egzersiz uygulanan ve hem
nandrolon dekanoat hem egzersiz uygulanan gruplarda, kontrol gruplarina gére anlamli
derecede diisiik oldugu ol¢iilmiistiir. Egzersiz ve nandrolon dekanoat tedavisinin sperm
ozellikleri iizerine etkisi degerlendirilmistir. Sadece egzersiz uygulanan, sadece nandrolon
dekanoat uygulanan ve nandrolon dekanoat ile egzersiz uygulanan gruplar, kontrol
gruplari ile karslastirildiginda sperm sayisinda belirgin bir azalma gozlenmistir. Sadece
egzersiz uygulanan, sadece nandrolon dekanoat uygulanan ve nandrolon dekanoat ile
egzersiz uygulanan gruplarda sperm hareketliligi tamamen azalirken, anormal sperm ve
0lli sperm prevalansinin da daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Germ hiicre apopitozu
acisindan bakildiginda apopitotik indeksin kontrol gruplarinda daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Nandrolon dekanoat ile egzersiz uygulanan grupta artmis kaspaz-3 aktivitesi
ile birlikte apopitotik hiicre sayisinda artis ve doku hasar1 goriilmiistiir. Spermatogenezin
testis parametreleri incelendiginde yine nandrolon dekanoat ile egzersiz uygulanan grupta
spermatogenez diizeyinin anlamali seviyede azaldigi bildirilmistir. Sonu¢ olarak,
spermatojenik hiicre hattinda yapilmis olan tiim degerlendirmelerde en biiyiik degisimler,
suprafizyolojik dozda nandrolon dekanoat ile birlikte egzersiz uygulanan grupta

gozlenmistir (65).
2.6.6. Teratojenisitesi ve Gebelikte Kullanim

Gebelik doneminde androjen aliminin fetiisiin virilizasyonuna neden olabilecegi
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belirtilmektedir. Anabolik steroidler hamilelik sirasinda kullanimi kontrendikedir, ¢iinkii
hayvanlarda yapilan ¢aligmalar, anabolik steroidlerin fetiisiin maskiilinizasyonuna neden
oldugunu gostermistir (15).

Gebelikte nandrolon kullanimi Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
kontrendike olarak bildirilmistir. Hayvanlar ya da insanlarda yapilan arastirmalar,
gebelikte kullanimi sonucu fetal anomali riski yoniinden pozitif kanitlar oldugunu
gOstermistir (15).

Erken kemik olgunlagsmast ve azalmis dogum agirligina neden oldugu
bildirilmigtir. Nandrolon, hamile kalan veya ilag alirken gebe kalma potansiyeli olan

kadinlarda kontrendikedir (22).
2.6.7. Laktasyon Doneminde Kullanimi

Laktasyon doneminde bebekte nandrolon dekonoat maruziyetine bagl ciddi

olumsuz etki potansiyeli nedeniyle, emzirme doneminde kontrendikedir (22).
2.6.8. Tlac-ilac Etkilesimleri

Nandrolon dekaonat sitokrom P450 19A1 enzimini indiikleyici, amin oksidaz
[flavin igeren] A ve amin oksidaz [flavin igeren] B enzimlerini inhibe edici etkiye sahiptir.
Sitokrom P450 19A1, C19 androjenlerden aromatik C18 &strojen olusumunu katalizler.
Amin oksidaz [flavin igeren] A ve B biyojenik ve ksenobiyotik aminlerin oksidatif
deaminasyonunu katalizler ve merkezi sinir sistemi ve periferik dokulardaki ndroaktif ve
vazoaktif aminlerin metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Amin oksidaz
[flavin igeren] A tercihen 5-HT, norepinefrin ve epinefrin gibi biyojenik aminleri okside
eder. Amin oksidaz [flavin i¢eren] B tercihen benzilamin ve feniletilamini degrade eder.

Nandrolon dekaonatin etkilesebilecegi 1ilag gruplart arasinda ozellikle
antikoagiilan ilaclar, insiilin, insiilin tiirevleri ve antidiabetik ilaglar, interferonlar,
kortikosteroidler yer alir (15-19).

Androjenler ve anabolik steroidler, oral antikoagiilanlarla birlikte kullanildiginda
ilacin reseptor afinitesini arttirarak hipoprotrombinemik cevabi kuvvetlendirebilir ve

kanama riskini artirabilir. Etkilesim baglangici genellikle 2 ila 3 giin ig¢inde gozlenir.
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Mekanizmasi net olarak ortaya ¢ikarilamamaistir.

Anabolik steroidler, insiilin salgilanma miktarint ve sonug¢ olarak hipoglisemik
etkiyi arttirabilir.

Beta interferonlarin, nandrolon ile birlikte uygulanmasi karaciger hasari riskini
arttirabilir. Beta interferon kullanimi, otoimmiin hepatit ve bazilar1 transplantasyon
gerektiren karaciger yetmezligine yol acan ciddi karaciger hasarit gibi nadir goriilen
vakalarla iliskilendirilmistir.

Androjenlerin adrenokortikotropik hormon (ACTH) veya kortikosteroidlerle
birlikte kullanilmasi, steroidal etkilere bagli olarak artmis sivi tutulmasi ve 6demle

sonuglanabilir (15, 29).

2.6.9. Kontrendikasyonlar ve Dikkat Edilecek Hususlar

Nandrolon dekanoat igin kontrendike oldugu durumlar asagida siralanmistir (15,
22).

- Anabolik steroidlere kars1 asir1 duyarlilik,

- Prostat kanseri veya meme kanseri tanis1 almis erkek hastalar ya da bu dokulara
ait tiimor siiphesi ile arastirilan hastalar,

- Meme kanseri tanis1 almis hiperkalsemili kadinlarda,

- Kalp yetmezligi olan hastalarda,

- Bobrek hastaligi tanisi almig hastalarda,

- Gebelik veya emzirme doneminde olan kadinlarda kontrendikedir.

Dikkate edilecek hususlar ise;

- Cocuklarda kullanilmas1 durumunda dogrusal biiylimeden daha hizli bir sekilde
epifizlerin erken kapanmasina neden olabilir. Bu etki ilag kesildikten sonra 6 ay boyunca
devam edebilir. Bu nedenle, 6 ay ara ile x-151n1 goriintiileme yontemleri ile takip gerekir.

- Tedavi sirasinda peliozis hepatitis gelismesi durumunda tedavinin kesilmesi
gerekir. Uygulamanin durdurulmasi ile bu klinik tablonun diizeldigi goriilmiistiir.

- Karaciger hiicre tiimdrleri, genelde 1y1 huylu ve androjene bagimli timorlerdir,
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ancak malign tiimorler de gorilmiistir. Tedavinin  kesilmesi, siklikla timor
progresyonunun gerilemesi veya durmasi ile sonuglanir. Bununla birlikte, bu timorler
diger hepatik tiimorlerden ¢ok daha vaskiiler yapidadir ve hayat1 tehdit eden karin igi
kanama gelisene kadar teshis edilemeyebilir.

- Androjen ve anabolik steroidler ile tedavi edilen hastalarda ateroskleroz riskini
arttiran kan lipid degerlerinde degisiklikler goriilebilir. Bu degisiklikler, HDL
seviyelerinde azalma ve bazen LDL seviyelerinde yiikselme seklinde olabilir.
Degisiklikler ¢ok belirgin olabilir ve ateroskleroz ile koroner arter hastaligi riski tizerinde
ciddi bir etkiye sahip olabilir. Kadinda virilizasyon meydana gelebilir. Tedavi sirasinda
amenore veya adet diizensizlikleri olusursa, ilact keserek etiyolojinin belirlenmesi
gereklidir.

- Konjestif kalp yetmezligi bulunan ya da bulunmayan hastalarda 6deme neden
olabilir. Bir adrenal steroid veya ACTH'nin birlikte verilmesi 6demi arttirabilir.

- Geriatrik hastalarin anabolik steroidlerle tedavi edilmesi, prostat hipertrofisi ve
prostat kanseri gelisme riskini arttirabilir.

- Kadinlarda anabolik steroid tedavisi, biiyliyen klitoris, ses kisiklig1 veya sesin
kalinlasmas1 ve erkek tipi killanmaya ve sa¢ kaybina neden olabilir. Tedavinin
kesilmesiyle bu bulgularda geri doniis goriilmez. Es zamanli 6strojen kullanimi kadinlarda
virilizasyonu onleyemez.

- Ergenlik sonrasi erkeklerde anabolik steroidlerle tedavi uygulanmasi, mesane
irritabilitesine (sik idrara ¢ikma), g6giis agrisina, jinekomastiye (memelerin biiylimesi)

veya priapizme (sik veya siirekli ereksiyonlar) neden olabilir.
2.6.10. Doz Asim ve Tedavi

Nandrolon dekanoatin doz asimina dair bir¢ok vaka raporu bulunmaktadir. Vaka
raporlarinda nandrolon dekanoatin tek basina degil benzer etki mekanizmasina sahip olan
diger AAS’ler ile birarada kullanildig1 goriilmektedir.

Kronik bir hastaligi bulunmayan, 21 yasinda, viicut gelistirme sporcusunun agirlik
antreman1 sirasinda hayatini kaybettigi bir vaka caligmasinda, sporcunun birkag ay

boyunca parenteral olarak birdan fazla AAS’ler kullandig bilgisi alinmis ve postmortem
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idrarinda nandrolon (19-nortestosteron) metabolitleri tanimlanmaistir. Otopsi bulgularinda
ise bolgesel kalp miyokard fibrozu ve fokal miyokard nekrozu ile birlikte belirgin
kardiyak ve renal hipertrofi ve hepatosplenomegali tespit edilmistir (15). AAS
kullanmayan sporcular iizerinde yapilan ¢alismalarda agirlik kaldirma egzersizi ile sol
ventrikiil duvar hacminde ve kalinhiginda artis oldugu; ancak kardiyak fonksiyonun
etkilenmedigi goriilirken, AAS’leri yiiksek doz kullananlarda kalp fonksiyonunun
olumsuz etkilendigi ve patolojik kardiyak hipertrofi gelistigi bildirilmistir (3).

Doz asimi tedavisinde AAS’lerin etkinliginin azaltilmasi gereken durumlarda,
antiandrojenik etkili ilaglardan yararlanilir. Antiandrojenik etkili ilaclar prostat kanseri
tedavisi, erkeklerde asir1 seksiiel diirtiilerin azaltilmasi, kadinlarda asir1 derecede
androjenik hormon salinmasina bagl virilizm (yilizde killanma, erkek tipi kellik, yogun
akne, seste kalinlagsma) ve hirsutizm belirtilerinin diizeltilmesi amaciyla kullanilmaktadir.

AAS’lerin oral yoldan alinmasi; karacigerde biyokimyasal degerlerde bozulmaya,
saritliga ve siddetli karaciger hasarma neden olabilmektedir. Ancak parenteral
preparatlarin kullanimina bagl hepatik hasar beklenmedigi bildirilmektedir (22).

Akut doz agimi1 son derece nadir goriiliir ve spesifik bir antidotu bulunmamaktadir.
Oral yoldan alinmasi durumunda, bulant1 ve kusma goriilebilir. Hastalarin akut doz asimi
sonras1 hizla iyilesmeleri beklenmektedir. Asir1 saldirganlik davraniglar1 goriilmesi
durumunda, intravendz benzodiazepinler ve antipsikotiklerle tedavi onerilmektedir.

Kronik kullanim sonrasi Oncelikle yapilmasi gereken AAS uygulamasinin
kesilmesi ve sonra iligkili semptomlar i¢in destekleyici tedavinin yapilmasidir (15, 29).

Tedavide kullanilan ilaglar:

- Spiroteron asetat: Steroid yapili, parsiyel agonist, zayif androjenik etki gosterir.
Hedef organlarda androjenik reseptorleri kompetetif olarak bloke ederek antiandrojenik
etki gosterir.

- Flutamid: Steroid olmayan tam bir androjen reseptor blokoriidiir. AAS’lerin
hedef hiicreye alim oranini azaltir.

- Bikalutamid: Steroid olmayan bir androjen reseptdr antagonistidir.

- Finasterid: 5-alfa-rediiktaz enziminin prostat ve diger erkek genital yapilarinda

egemen formu olan tip-2 formunu segici kompetetif olarak inhibe eden bir azotlu
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steroiddir.

- Benzodiazepin: Anksiyete bozukluklari, ndbetler, status epileptikus ve kronik
bagimlilarin yoksunluk sendromu tedavisinde kullanilir.  Etki  mekanizmasi  esas
olarak, gamma-aminobutirik asidin merkezi sinir sistemi tizerindeki inhibit6r etkilerinin
arttirmasiyla ortaya ¢ikar.

Anabolik steroidlerin viicuttan atilimini hizlandirmada diyaliz, hemoperfiizyon,

idrar alkalinizasyonu veya ¢oklu dozda komiir tedavisinin bir etkisi yoktur.
2.7.  Yasal Diizenlemeler

Anabolik steroidlerin  ¢ogu {ilkede regetesiz olarak satilmalari yasal
olabilmektedir; bu durum bu maddeleri kolay ulasilabilir hale getirmektedir ve
suistimaline neden olabilmektedir. AAS’ler Avustralya, Arjantin, Brezilya, Kanada,
Birlesik Krallik ve Amerika Birlesik Devletleri gibi bazi iilkelerde ve {ilkemizde kontrole
tabii maddelerdir. Tiirkiye’de nandrolon dekanoat ruhsatli iiriin olarak yer alir ve ancak
tedavi amaciyla regete ile verilir (67,68).

Sporcularin kan ve idrar gibi viicut sivilarinda yasakli maddelerin ve/veya bu
maddelerin parcalanma iirlinlerinin ya da biyolojik “marker”larinin bulunmasi1 doping
olarak kabul edilir. Yasakli Maddeler ve Yontemler listesi 5 Mart 2003 tarihinde
Danimarka’nin Kopenhag kentinde yapilan Diinya Anti-doping Konferansinda kabul
edilen Diinya Antidoping Koduna gore hazirlanmaktadir. Diinya Anti-doping Ajansi her
y1l yeni yasakli maddeler ve yontemler listesi yaymlamaktadir. Uluslararas1 Olimpiyat
Komitesi ve Uluslararas1 Spor Federasyonlar1 bu listeleri kabul etmektedir. 1974 yilinda
Uluslararas1 Olimpiyat Komitesi nandrolonun da yer aldigi birgok AAS’leri doping
maddesi olarak kabul ederek sporcular tarafindan kullanimini yasaklamistir (68, 69).

Her ne kadar ana metabolizma yolu biliniyor olsa da nandrolon dekanoatin kotiiye
kullaniminin s6z konusu oldugu bilinmektedir. Analizinde metabolitleri gaz ya da sivi

kromatografi-kiitle spektrometri yontemleriyle tespit edilmektedir (18, 69).
2.8.  MTT Yontemi

3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi hiicre
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canliligint ve ¢ogalmasini, maddelerin sitotoksisitesini belirlemede yaygin kullanilan
kolorimetrik in vitro bir test yontemidir. Mosmann ve dig. (70) tarafindan gelistirilen bu
yontem, makrofaj-aracili sitotoksisiteyi nicel olarak Olgcmede basarili bir sekilde
kullanilmistir. MTT yontemi, kolay olarak uygulanabilir bir yontemdir. MTT ve diger
tetrazolyum tuzlari, solunum zinciri ve diger elektron tasima sistemleri tarafindan hiicre
icinde suda c¢oOziinmeyen menekse renkli formazan kristallerine indirgenir. Bir
tetrazolyum tuzu olan sar1 renkli MTT, krebs dongiisii enzimlerinden biri olan ve
mitokondrilerin matriksinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimine O6zgiil olarak
baglanir. Canli hiicrelerde siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimler, metabolik
aktiviteleri ile tetrazolyum halkasini acarak suda ¢Oziinmeyen mor formazan MTT
kristallerini olusturur. Organik ¢oziiciilerde kolayca c¢oziinen formazan kristalleri,
konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda
(500-600 nm) olgiilen bir absorbans verir. Bu dl¢iilen absorbans degerleri dolayli olarak
hiicrelerin canliligini yansitir. Olgiilen deger yasayan hiicre saysi ile iliskilendirilir.
Tetrazolyum tuzlari, sadece metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan indirgenebilir.
MTT yonteminde, hiicre i¢i mitokondrinin metabolik aktivitesi degerlendirilebilirken,

hiicreler arasi aktivitelerin degerlendirilmesine olanak vermez (70-73).
2.9.  Cin Hamster Akciger Fibroblast (V79) Hiicre Ozellikleri

Cin hamster akciger fibroblast (V79) hiicresi Cricetucus griseus (2n=22) tiirii
erkek Cin hamster akcigerlerinden elde edilen adheran 6zellikte fibroblast hiicreleridir.
Bu hiicrelerde G1 faz1 gergeklesmez veya cok kisa siirer. Gl biliylime donemi
calismalarinda tercih edilmektedir. Bu hiicreler endojen sitokrom P450 enzimini ifade
(ekspre) edemezler. Toksisite, mutajenite ve DNA onarim ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Karyotipi ve morfolojisi stabildir; bu durum bu hiicrelerin gen toksisite
caligmalar1 i¢in uygun olmasini saglamaktadir. V79 hiicrelerinde mitotik boliinme
esnasinda interfaz asamasinda mikrogekirdek olusumu gerceklestigi i¢in yapisal ve sayisal

kromozom hasarini tespit etmek i¢in kullanilmistir (Sekil 2.5.) (74-76).
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Sekil 2.5. V79 hiicresinin mikroskobik goriiniimii.
2.10. Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi

Tek Hiicre Jel Elektroforez (comet) deneyi okaryotik hiicrelerde DNA zincir
kiriklarini 6lgen basit bir yontemdir. Bu yontem DNA hasar ve onarim mekanizmalarini
inceler. Ilk olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson (77) tarafindan tek hiicre DNA
hasarin1 goriintiilemek amaciyla gelistirildi. Bu yontem, Singh ve dig. (78) tarafindan
gelistirilerek giiniimiizde yaygin kullanilan alkali comet teknigi olarak olusturuldu. Singh
ve dig. (78) bu yontemde hiicreleri pH10’da 2,5M NaCl, Triton X-100 ve Sarkosil i¢eren
ortamda 1 saat lize etmistir ve ardindan yiikksek pH'da (>13) alkali (0,3M NaOH)
elektroforez uygulamistir. Olive de dig. (79) elektroforez oncesi hiicreleri daha zayif
alkali (0,03 M NaOH) kosulda 1 saat lize etmistir ve DNA sarmal ipliklerinin alkali
kosulda denatiirasyonla ayrilabilecegini ve alkali kosullarin comet kuyruk olusumunu
daha belirgin hale getirebilecegini belirtmislerdir. Bu ydntemde; bir mikroskop lami
lizerine gomdiiriilen az miktarda hiicre deterjan ve yiliksek tuzlu bir ortamda niiklear
matriks ile iligkili DNA’nin slipersarmal halkalarini igeren niikleotidler olusturmak {izere
lize edilir ve DNA sarmalinin farkli pH’larda agilmasi saglanir. Takiben elektroforez
uygulanir. Elektroforezde farkli derecede hasarin dlgiilmesine olanak vermek iizere farkl
pH’lar segilebilir. Yiiksek pH'da gerceklesen elektroforez floresan mikroskobu ile
gozlenen kuyruklu yildizlara benzeyen yapilar ile sonuglanir; kuyruklu yildiz kuyrugunun
basa gore yogunlugu, DNA kiriklarinin sayisini yansitir. Bunun temeli, hasarsiz DNA
molekiilii kuyruk birakmadan yavas go¢ ederken siipersarmal yapidan ayrilan kirilmis ve
hafiflemis DNA parcaciklarinin elektrik akimi altinda anoda dogru ¢ekirdekten hizli gé¢
etmeleridir. DNA g6¢iiniin derecesi, hiicrede DNA hasar1 hakkinda bilgi verir (78, 80,
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81). Floresans ozellikli bir boya ile DNA boyanir; floresan mikroskop altinda goriiniisleri
itibariyle kuyruklu yildiza benzeyen “Comet” olarak adlandirilan bir goriintii olusur ve bu
goriintiiler 6l¢iiliip degerlendirilir (79, 81-83)

Bu comet gorintiilerini degerlendirmek i¢in birgok teknik gelistirilmistir.
Degerlendirme tekniklerinin en basiti, hasar boyutuna dayali bir sekilde hiicreleri ampirik
olarak gozle degerlendirmektir. Bu degerlendirmede 515-600 nm’lik eksitasyon filtreli
epifloresan mikroskop kullanilir. Hiicredeki DNA, en basit sekliyle ¢ok hasarli, hasarli,
orta derece hasarli, az hasarli ve hasarsiz seklinde goriiniislerine gore ya da bilgisayarl
goriintiileme sistemleri ile daha detayli ve genis kapsamli olarak degerlendirilebilir.
Bilgisayarli goriintiileme sistemlerinde Comet Software programlarinin da yardimiyla
kuyruktaki % DNA, bas kismindaki % DNA, kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu vb. degerler kullanilir. Kuyruk uzunlugu, basin merkezinden ya da ug
kismindan kuyrugun sonuna kadar olan uzunluktur. Kuyruk yogunlugu, kuyruktaki DNA
yogunlugudur. Kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yogunlugundan
elde edilen bir degerdir (82).

Comet yonteminde ¢ok az sayida hiicre gerektiginden kii¢iik hacimde 6rnekle
calismak mimkiindiir. Kisa zamanda gergeklestirilen, hizli, pratik ve duyarliligi yiiksek
bir yontemdir. Yontemdeki uygulama farkliliklarinin ¢ogu elektroforez esnasinda goriiliir
ve uygulanan voltaj, elektroforez zamani, tampondaki tuz konsantrasyonu DNA hasar
diizeyi degerlendirilmesi ile iligkilidir (77, 78, 84-86).

Comet yonteminde ozel glikozilaz aktivitesine sahip DNA onarim enzimleri
yaygin  olarak  kullanilmaktadir. Bu enzimler, hasarli baz1  uzaklastirr,
apiirinik/apirimidinik  bolgeler olusturur ve apiirinik/apirimidinik bolgeleri zincir
kiriklarina gotiirebilir (87). DNA onarimin belirlenmesi igin lizis sonrasinda niikleotitler,
tamir enzimleriyle inkiibe edilir. Niikleotitler, lezyonlart DNA kiriklarina doniistiiren ve
boylece comet kuyrugundaki DNA miktarin1 artiran ve DNA'daki 6zgiil hasar tiiriinii
tanimlayan bakteriyel onarimi endoniikleazlari ile inkiibe edilmesiyle testin duyarlilig1 ve
ozgiilliigh biiyiik olglide arttirtlir. DNA onarimi, hiicrelere zarar veren ajanla muameleden
sonra inkiibe edilerek ve belli araliklarla kalan hasar1 6lgerek izlenebilir. Ayrica, bir hiicre

ekstraktindaki onarim aktivitesi, spesifik hasarli niikleotitlerle inkiibe edilerek de
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Olciilebilir. Enzimle inkiibasyondan sonra ve inkiibasyondan &nceki degerlerle
karsilastirildiginda, comet parametrelerinde artis olmasi okside bazlarin varligini gosterir.
Insan hiicrelerinde DNA hasarmin tipini belirlemek iizere farkli enzimler kullanilir.
Endoniikleaz IIT okside pirimidinlerini belirlerken, formamidopirimidin glikozilaz (Fpg)
enzimi (Escherichia Coli’den elde edilen bir DNA onarim enzimi) ise oksidatif DNA baz
hasarini, 6zellikle piirin oksidasyon {irlinii olan 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)
belirler (88, 89).

Comet yontemi, tek bir hiicrede DNA hasarinin dogrudan tayininin yani sira bir
populasyondaki tiim hiicrelerin ayn1 oranda hasara ugrayip ugramadiginin da tayinine
olanak saglar. Herhangi bir tedavi sirasinda hiicrelerin heterojen cevabinin, radyoterapi ve
kemoterapi tedavi protokollerinde tiimor cevabinin 6ngoriilmesine yardimci olabilir (82).
In vivo hayvan ¢alismalarinda kan, karaciger ve nazal mukoza hiicreleri kullanilabilir. in
vitro toksikokinetik ¢alismalarda nazal mukoza hiicreleri, lenfositler ve lenfoblastoid
hiicreler, akciger hiicreleri, gastrointestinal kanal hiicreleri (6zefagus, duedenum, kolon
mukozasi) incelenebilir. Bu yontem yeni kimyasal maddelerin genotoksisitesinin
belirlenmesinde, genotoksinlerle olusan ¢evresel kontaminasyonun izlenmesinde, insan
biyomonitorizasyonunda ve molekiiler epidemiyolojide ve DNA hasar1 ve onariminda

temel aragtirmalarda dahil bir¢ok uygulama alanlarina sahiptir (81-86).
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Bu calisma, ‘Helsinki Bildirgesi’ne gore Hacettepe Universitesi Girisimsel

Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Tarih: 05.02.2019 ve

Proje no: GO 19/124). Bu calismaya katilan tiim goniilliilerden kan 6rnekleri alinmadan

once onam formu alindi.

3.1.  Kullamlan Kimyasal Maddeler

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Fosfat Tampon Tuzu, steril

Diisiik Erime Noktali Agar (LMA)

Etidiyum Bromiir (EtBr)

Etil Alkol

Etilen Diamin Tetraasetik Asit, Disodyum Tuzu (Na2EDTA)
Ficoll (Histopaque-1077)

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) tablet

Heparin Sodium (5.000 U/ml)

Hidrojen Peroksit (%35)

Hidroklorik Asit (HCI) (%37)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir)

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu

Normal Erime Noktali Agar (NMA)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Nevparin®

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich



Penisilin-Streptomisin
RPMI 1640 Vasati
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Klortir (NaCl)
Tripan Mavisi
Tripsin-EDTA

Tris

Triton X-100

V79 (Cin Hamster Akciger Fibroblast) Hiicre Hatt1

Yenidogan Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)

3.2.  Kullamlan Arac ve Geregler

Buzdolab1
Cam pastor pipeti

Comet Bilgisayarli Gorilintiileme Sistemi

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Distile Su Cihazi

Elektroforez
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Biological Industries
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Americal Type

Culture Collection

Sigma-Aldrich

Hotpoint
Interlab

Comet Analysis
Software, version 4.0

Kinetic Imaging
Ariston

Revco

MES ultrapure

Biometra Analitik



Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Etiiv
Floresan Mikroskop

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 cm?), 6/96-kuyucuklu
plaka, pipet (1- 25 ml), santrifiij tiipii (15 ml, 50 ml)

Isitict

Inkiibator (CO2’1i)
Karistirici-Isitici
Kirik Buz Makinasi
Lam (26x76mm)
Lamel (24x60mm)
Laminar Flow
Manyetik Karistirict
Mikrodalga Firin
Mikrofiltre
Mikropipet, 8 kanall1 (5-300 ul)

Mikropipetler
(0,5-1pl, 1-5ul, 5-10pul, 10-200ul, 200-1000ul, 1-5ml)

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij tiipti (1.5ml)
Nandrolon Dekanoat

Neubauer Cami (Hiicre sayim cami)

Otoklav
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Power Pack P 25
Dedeoglu
Leica

Corning

Multi-Blok, Lab-Line
Heraeus Instruments
Jankel&Kunkel, Ikamag

Scotsman AF100

Marienfeld
Marienfeld
Heraeus

Stuart Scientific
Vestel
Millipore® Merck
Eppendorf

Finnpipette, Gilson,

Discovery Confort
Hettich Micro 12-24
Eppendorf

Sigma

Marienfeld

Rodwell Monarch
MP 24



pHmetre

Pipet ucu, 0,5-10, 10-200, 100-1000 pl’lik

Santrifiij
Spektrofotometre

Su Banyosu

Terazi (Standart)
Terazi (Hassas)
Ultrasonik Banyo
Vakum Pompasi
Vorteks

Yatay calkalayici

3.3. Kullanilan Cozeltiler
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Cyberscan
Eppendorf
Heraeus, Hettich
SpektraMax M2

Termal® Laboratory
Tools

Schimadzu Libror
Mettler Toledo
Transsonic 460/H
Welch Vacuum
Heidolph Reax 2000

Edmund Bihler

3.3.1. Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Besi ortam

V79 hiicrelerinin ¢ogalmasinda kullanilacak besi ortami i¢in; 500 ml RPMI1640
(L-Glutamin igeren RPMI1640 vasati) iizerine 50 ml FBS (%10) ve 5 ml

penisilin/streptomisin (%]1) eklendi. +4°C’de saklandi.

MTT stok ¢ozeltisi (5 mg/ml)

5Smg MTT 1 ml PBS igerisinde ¢oziiliir. Elde edilen MTT stok ¢ozeltisi Millipore

(0,2 pum) filtresi kullanilarak sterilize edilmelidir ve isiktan uzak tuttulmalidir. 4° C

sicaklikta en fazla 4 giin saklanabilir. Uzun siire saklanacaksa -20°C’de saklanilabilir.
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Nandrolon dekanoat ¢ozeltisi (1 mM)
1,285 mg nandrolon dekanoat 30 ul DMSO iginde ¢éziiliir. Uzerine 3 ml hiicre
vasat1 ilave edilerek 1 mM c¢ozelti elde edilir. Cozelti Millipore (0,2 pum) filtresi

kullanilarak sterilize edilir. C6zelti taze olarak hazirlanmali ve 1s1iktan uzak tutulmalidir.

3.3.2. Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi ile DNA Hasarinin

Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Diisiik Erime Noktalh Agar (LMPA) Cozeltisi (%0,65)
325 mg LMPA tartilir. Kaynar su banyosu kullanilarak 50 ml PBS i¢inde ¢oziiliir.

Kiigiik hacimler halinde buzdolabinda saklanir.

Elektroforez Tampon Cozeltisi
1705 ml soguk distile su, 52,8 ml 10 N NaOH, 8,8 ml 200 mM EDTA ¢6zeltisi

karistirilir. Deney giinii taze hazirlanir.

Etanol Cozeltisi (%75)
Mutlak etanol ¢ozeltisinden (%99,8’lik) 225,5 ml alinir, 300 mI’ye distile suyla

tamamlanir.

Etanol Cozeltisi (%50)
Mutlak etanol ¢ozeltisinden (%99,8°lik) 150,3 ml alinir, 300 ml’ye distile suyla

tamamlanir.

Etidiyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi

10 mg EtBr 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok EtBr ¢ozeltisi
hazirlanir. Oda sicakliginda karanlikta saklanir. Stok EtBr ¢ozeltisinden 1 ml alinip distile
su ile 10 ml’ye tamamlanarak 20 pg/ml’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlanir. Oda sicakliginda

karanlikta saklanir.
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EDTA Cozeltisi (200 mM)
14,89 ¢ EDTA 200 ml distile suda ¢oziiliip pH 10’a ayarlanir. Oda sicakliginda

saklanir.

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS)
1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢oziiliir. 4 °C’de saklanur.

H202 Cozeltisi (100 mM)
%35’lik H202 ¢ozeltisinden 9,7 ul alinir, 4°C’de 990,3 pl soguk distile su ile 1

ml’ye tamamlanir. Cozelti 1 hafta buzdolabinda saklanabilir.

H202 Cozeltisi (1mM)

Deney giinii 100 mM H20- ¢ézeltisinden 10 pl alinip 4°C’de 990 ul soguk PBS

ilave edilerek 1 mM H2O: ¢6zeltisi hazirlanir.

Lizis Cozeltisi

146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA, 1,2 g Tris tartilip 500 ml distile suda ¢6ziiliir. 10 g
NaOH eklenerek pH 10’a ayarlanir. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklenir. Distile
suyla 890 ml’ye tamamlanip ¢6ziiniinceye kadar karistirilarak stok lizis ¢ozelti hazirlanir.
Oda sicakliginda saklanir.

178 ml stok lizis ¢6zelti, 2 ml Triton x-100 ve 20 ml DMSO ile karistirilir. Deney
giinii taze hazirlanir, kullanilacagi zamana kadar buzdolabinda tutularak soguk ¢ozeltisi

kullanilir.

NaOH Cozeltisi (10 N)
200 g NaOH 500 ml distile suda ¢6ziiliir. Buzdolabinda saklanir.

Normal Erime Noktali Agar (NMPA) Cozeltisi (%1)
500 mg NMPA tartilir. Kaynar su banyosu kullanilarak 50 ml PBS i¢inde ¢oziiliir.
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Lamlar bu ¢ozeltiye daldirilir ve bir tarafi silindikten sonra kurumaya birakilir.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi
48,5 mg tris 750 ml distile suda ¢oziiliip pH 7,5’e ayarlanir. Distile suyla 1000

ml’ye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.
3.4. MTT Yontemi ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

1. V79 hiicreleri (-80°C’de, %10 DMSO igeren besiyerinde saklanir) 37°C’lik su
banyosunda 1 dakika bekletilerek oda sicakligina getirildi. Daha sonra her islem
steril sartlarda ve hava-akigli steril kabin (BSL-2 diizeyinde) igerisinde
gerceklestirildi. Calismada kullanilacak geregler %70°1ik etanol ile sterilize edildi.

2. Steril bir tiip igerisinde 1 ml hiicre ve 9 ml besiyeri ile karistirildiktan sonra 1200
rpm’de 5 dakika santrifiijleme yapilarak silipernatant kismi atildi, ortamindaki
DMSO uzaklastirilda.

3. Kalan hiicre pelleti, 5 ml besiyeri ile karigtirlarak 25 cm?’lik yatay kiiltiir kaplar:
igerisine aktarildi.

4, Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator icerisinde (37°C £ 1°C, %90 £+ %5 nem,
%5,0 + %1 CO2/hava) biiyiimeleri saglandi.

S. 24 saat sonra eski besi yeri atilarak 6l hiicreler uzaklastirildi. Daha sonra ortama
taze besiyeri ilave edildi. Kiltlir ortamindaki hiicrelerin inkiibator igerisinde
biiyiimeleri saglandi.

6. 2-3 giinliik siire igerisinde hiicreler ve besiyeri mikroskopta kontaminasyon
durumu ve doygunlugu agisindan kontrol edildi.

7. Biiyiimeye birakilan hiicreler, zemine tutunarak tiim kiiltiir ortamini kapladiklari
biiyiikliige ulastiklarinda ortamdaki besiyeri uzaklastirildi.

8. Hiicreler 2 kez 5 ml 37°C’lik PBS ile yikandi.

9. Hiicrelerin tizerine 2 ml Tripsin-EDTA ¢d6zeltisi eklenerek belirli dakika bekletildi.
Hiicrelerin yapistiklar: yerden kalkip kalkmadigi mikroskop altinda kontrol edildi
ve bu amagla kiiltiir kabinin tabanina hafif hafif vuruldu. V79 hiicreleri 5. dakikada

yapistiklart yerden kalkti.
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Hiicreler yapistiklar1 yerden kalktiktan sonra ortama 4 ml besiyeri ilave edildi.
Ortam nazikge slispande edildi ve hiicre siispandesi steril bir tiipe aktarildi.
Hiicre siispansiyonu 1200 devir/dakika hizda 25°C’de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi.
Stipernatant kismi1 uzaklastirildi ve hiicre pelleti 10 ml 37°C’lik PBS ile yikandi.
Stipernatant kismi1 uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti 2 ml besiyeri ile
nazikce slispande edildi.
Bu agamada elde edilen hiicre siispansyonundan 10 pl alinarak steril bir ependorf
tipe aktarildi ve tizerine 90 ul tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4) eklenerek iyice
stispande edildi.
Neubauer hiicre sayim lam1 (hemasitometre) tizerine lamel yerlestirildi ve yaklasik
10 pl hiicre siispansiyonu kapiler etkiyle dolduruldu.
Isik mikroskobu altinda, hiicre sayici lami1 olusturan dort karenin 2 kenar ¢izgileri
harig, lizerlerindeki parlak ve renksiz goriintiilii yasayan hiicreler sayildi. Yasayan
hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak icin asagidaki formiil kullanildi:
Yasayan hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml) = AxBx10*
A: Yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim yapildiktan sonra toplam
say1 dorde boliinerek ortalama say1 elde edilir)
B: Seyreltme faktorii = 10/1 (Hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi
karigimi)

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan (sayilan hiicre sayist x 10°
hiicre/ml) sonra hiicre siispansiyonu besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirii
calismalarinda istenilen konsantrasyonlara seyreltildi.
Coklu pipetler kullanilarak 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 200 pl
besiyeri igerisinde 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Hiicrelerin kuyucuklar i¢inde tutunarak ¢ogalmalar i¢in 24 saat inkiibasyona
birakildi.
Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 1,95-1000 puM
konsantrasyon araliginda nandrolon dekanoat iceren besiyeri igerisinde 24 saat
inkiibe edildi.
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Negatif kontrol olarak, hiicreler %1 DMSO igeren besiyeri ile 24 saat inkiibe
edildi.

Pozitif kontrol olarak, hiicreler 50 uM sisplatin igeren besiyeri ile 24 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda madde ¢ozeltileri atildi. Her bir kuyucuga 90 pl besi ortami
ve hazirlanan 5 mg/ml MTT ¢ozeltisinden 10 pl eklendi. Hiicreler 0,5 mg/ml MTT
¢Ozeltisi ile 4 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda MTT ¢ozeltisi hiicrelere dokunmadan coklu pipet
yardimryla dikkatli bir sekilde atildu.

Kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢6zmek {izere her bir kuyucuga 100 pl
cozme ¢ozeltisi (DMSO) eklendi. Plak yatay calkalayicida 1-2 dakika siireyle
calkaland.

Spektrofotometrede Orneklerin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda
Olcldii.

Boya 1sikta bozuldugu i¢in, deneyin her asamasi miimkiin oldugunca karanlikta
yapildi.

Calisma farkli zamanlarda en az dort kez tekrarlandi ve sonuglar dort ¢calismanin
ortalamasi olarak hesaplandi.

Her bir madde konsantrasyonu i¢in 6lgiilen absorbans degerinin, kontrol degerine
orani 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 ve hiicrelerin %50’sinin 61diigii inhibitor

konsantrasyonu (ICsp) hesaplandi.
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Omek uygulama noktas: Lamel
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Sekil 3.1. Neubauer hiicre sayim lami.

3.5. Lenfositlerde Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi ile DNA

Hasarmin Belirlenmesi

Icerisinde 0,1 ml heparin bulunan steril enjektdrle saglikli vericiden 5 ml kan
ornegi alindi.

Alman kan 6rnegi 5 ml PBS ile 1:1 oraninda seyreltildi.

2 ml Ficoll (Histopaque-1077) iizerine seyreltilmis kan 6rnegi pastor pipetiyle
yavasga tabakalandirilarak ilave edildi.

Oda sicakliginda 2300 rpm’de 20 dakika siireyle santrifiije edildi.

Santrifiij islemi sonunda Ficoll iizerindeki interfazda ince bir tabaka halinde
bulunan lenfositler pastdr pipetiyle dikkatle alindi.

Alman lenfositler steril tiipe kondu ve iizerine 10 ml PBS eklendi. 2300 rpm’de 10
dakika siireyle santrifiije edildi.
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Stipernatan atilarak ¢oken kisimdaki hiicreler 1 ml PBS ile stispande edildi ve 10
ul hiicre siispandesi 90 pl metilen mavisi ile karistirtlir. Neubauer laminda
hiicreler sayildiktan sonra 50 pl’de 1x10* hiicre olmasi i¢in PBS ile seyreltildi.

50 pl hiicre siispansiyonu eppendorf tiiplere alindi. Cozeltideki DMSO
konsantrasyonu %]1°’1 asmayacak sekilde nandrolon dekanoatin bu ¢dziiclideki
¢oOzeltilerinden uygun hacimler konularak son hacim PBS ile 1 ml’ye tamamlandi
ve 1 saat inkiibe edildi. Maddenin sitotoksik olmadigi dozlarinin (0,5 uM, 1 uM,
10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM) lenfosit DNA’s1 iizerine etkileri incelendi.
Negatif kontrol olarak %1 konsantrasyonda DMSO kullanildi.

Pozitif kontrol olarak 50 uM H2O> kullanild.

50 ul hiicre iizerine +4°C’de 900 pl PBS ve 50 pl 1 mM H,0: ¢ozeltisinden ilave
edildi. 5 dakika buzdolabinda inkiibe edildi. +4°C’de 2300 rpm’de 5 dakika
santrifiije edildi. Siipernatan atild1. +4°C’de 1 ml PBS ile 2300 rpm’de 5 dakika
stireyle santrifiije edilerek hiicreler yikandi. Siipernatan atildi.

Nandrolon dekanoatin lenfositlerde H>O; ile indiiklenen DNA hasarina karsi
etkilerinin incelenmesi i¢in nandrolon dekanoat ile 1 saat inkiibe edilmis hiicrelere
PBS ile yikama igslemi uygulandi. Elde edilen hiicre pelleti 50 ul PBS ile siispande
edildi ve hiicre siispandesi iizerine +4°C’de 900 pl PBS ve 50 pl 1 mM H:0;
¢ozeltisinden ilave edildi. 5 dakika buzdolabinda inkiibe edildi. +4°C’de 2500
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiije edildi. Siipernatan atild1. +4°C’de 1 ml PBS ile
2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiije edilerek hiicreler yikandi. Siipernatan
atild.

150 pl %0,65’1ik LMPA, 50 pl hiicre silispansiyonu ile karistirildiktan sonra
onceden %]1’°lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agarla kaplanmis lamlara yayildi,
tizerine lamel kapatildi ve buzlu yiizey ilizerinde 5 dakika bekletilerek agarin
katilasmas1 saglandi. Agar iizerindeki lamel zedelenmeden alindu.

Lamlar daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine

daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.
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50 uM H20: uygulanan lamlar ayr1 olarak soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak en
az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Takiben elektroforez islemi uygulandi.

Elektroforez iglemi i¢in tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu.

Lamlar, agar yayilan kisimlari iiste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine
aralarinda bosluk olmadan yerlestirildi. Akim uygulamadan 20 dakika bekletildi.
25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez uygulandi.
Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar 5 dakika distile suda bekletildi.
Takiben lamlar 15 dakika nétralizasyon tampon ¢6zeltisinde bekletildi.

Takiben lamlar sirasiyla 5’er dakika %50°lik, %75’lik ve %99’luk etanol
¢oOzeltisinde bekletildi.

Okuma oncesi lamlarin kurumasi i¢in en az 1 giin bekletildi.

Tiim bu islemler ek bir DNA hasarin1 6nlemek iizere karanlikta yapildi.

Tiim ornekler ¢ift calisildi ve deney en az 3 kez tekrarlandi.

Lamlarin tizerine 30 pl (20 pg/ml) etidiyum bromiir ¢ozeltisi ilave edildi.

Her lamda 50 hiicre ve toplam 100 hiicre 400X objektif kullanilarak floresan
mikroskobunda bilgisayarli goriintiileme sistemi ile (Comet Analysis Software,
version 4.0, Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK) degerlendirildi ve DNA hasar
derecesinde DNA kuyruk yogunlugu (% Tail DNA), DNA kuyruk momenti ve
DNA kuyruk gocii esas alind1 (84, 85).

3.6. Istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. SPSS 10.5 for Windows

programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmorog-Smirnov testiyle
yapildi. Grup farkliliklar1 tek yonli varyans alanizi (ANOVA), LSD test ile belirlendi.

p<0,05, istatistiksel anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Nandrolon Dekanoatin V79 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin

Belirlenmesi

Nandrolon dekanoatin V79 hiicrelerinde, 1,95-1000 uM konsantrasyon araliginda
24 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile dlgiilen hiicre canliligi iizerine etkileri
Tablo 4.1. ve Sekil 4.1.”de verilmistir.

V79 hiicrelerinde negatif kontrolle karsilastirildiginda nandrolon dekanoatin 1,95-
125 uM konsantrasyon araliginda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi (p>0.05), ancak
250 uM ve iizeri konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canliligin1 anlamli olarak
azalttig1 (p<0,05) goriilmektedir.

Nandrolon dekanoat % hiicre caliligini 250 uM, 500 pM ve 1000 pM dozlart i¢in
strasiya %20, %40 ve %73 oraninda azaltmigtir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan sisplatin (50 uM) ile 24 saat inkiibe edilen V79
hiicrelerinde hiicre canlilig1 %44,7 olup, negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda nandrolonun 250 uM
ve 500 uM dozlarinda sisplatinden daha diisiik, ancak 1000 uM dozda sisplatinden daha
yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 4.1.).

V79 hiicrelerinde nandrolon dekanoatin 24 saatlik mazruziyette ICso (hiicre

canliligimi %50 diistiren deger) degeri 739 uM olarak bulunmustur (Sekil 4.1.).
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Tablo 4.1. Cin Hamster akciger fibroblast (V79) hiicre canlilig1 iizerine nandrolon

dekanoatin etkisi. *

l. Il. 1. V. Hiicre
Deney | Deney | Deney | Deney canhhgr*

1 | (-) Kontrol (%1 DMSO) | 100 100 100 100 100,0

2 | (+) Kontrol (50pM 41,2 45,6 38,4 53,7 44.7+6,72
sisplatin)

3 | 1,95 uM Nandrolon 102,7 106,5 105,3 118,7 108,3+7,1
dekanoat

4 | 3,91 pnM Nandrolon 90,1 102,5 92,9 96,4 05, 5+5,4
dekanoat

5 | 7,81 uM Nandrolon 97,8 102,7 92,4 88,9 95,4+6,1
dekanoat

6 | 15,63 pM Nandrolon 95,3 102,1 100,9 84,0 95,6+8,3
dekanoat

7 | 31,25 uM Nandrolon 93,4 91,5 103,1 75,0 90,8+11,7
dekanoat

8 | 62,5 uM Nandrolon 91,2 100,0 94,1 100,0 96,3+4,4
dekanoat

9 | 125 uM Nandrolon 94,9 102,0 96,2 90,1 95,8449
dekanoat

10 | 250 pM Nandrolon 81,3 78,2 78,1 80,0 79,4+1,5 ab
dekanoat

11 | 500 pM Nandrolon 72,2 65,9 68,2 60,1 66,6+5,1 &b
dekanoat

12 | 1000 pM Nandrolon 31,1 34,5 30,3 26,7 30,7+3,2 @b
dekanoat

* Sonuglar, ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore

degerlendirildi (Nandrolon dekanoat uygulanmayan grup igin hiicre canliligi %100 alind1). Negatif kontrol
olarak %1 DMSO uygulandi. 3p<0,05; negatif kontrol (%1 DMSO) ile karsilastirildi. °p<0,05; pozitif kontrol

(50 uM sisplatin) ile karsilagtirildi.
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Sekil 4.1. Nandrolon dekanoatin V79 hiicre canlilig1 lizerine etkisi.™

* Dort bagimsiz deneyden elde edilen sonuglar yiizde hiicre canlilig1 olarak ifade edilmistir. Hiicre
canliligr negatif kontrole (nandrolon dekanoat uygulanmayan grup igin hiicre canliligt %100 alind1) gore
degerlendirildi. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Negatif kontrol olarak %1 DMSO

uygulandi. ICsp: %50 hiicre ¢ogalma inhibisyon yiizdesi. ®p<0,05; negatif kontrol (%1 DMSO) ile
karsilagtirildi.

4.2. Nandrolon Dekanoatin Lenfositlerde Genotoksisitesinin ve Oksidatif

DNA Hasarina Karsi Etkisinin Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi
ile Belirlenmesi

Nandrolon dekanoatin sitotoksik olmadigi (0,5-100 uM) dozlarinda, insan lenfosit
hiicrelerinde alkali comet yontemi ile genotoksisitesinin ve H2O> ile indiiklenen DNA
hasar1 iizerine etkisinin degerlendirilmesine ait sonuglar Tablo 4.2. ve Sekil 4.2.’te
verilmistir. DNA hasar derecesi DNA kuyruk yogunlugu, DNA kuyruk momenti ve DNA
kuyruk gogii olarak verildi.

DNA hasari DNA kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde, negatif
kontrolle karsilastirildiginda, nandrolon dekanoatin tek bagina ¢alisilan tiim

konsantrasyonlarinda (0,5-100 uM) DNA hasarin1 anlamli olarak degistirmedigi (p>0,05)

bulunmustur.
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DNA hasart DNA kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde, negatif kontrolle
karsilastirildiginda, nandrolon dekanoatin tek basina ¢alisilan tiim konsantrasyonlarinda
(0,5-100 uM) DNA hasarini1 anlamli olarak arttirmadigi (p>0,05), hatta 100 uM dozunda
DNA hasarini negatif kontrole kiyasla anlamli olarak azalttig1 (p<0,05) bulunmustur.

DNA hasart DNA kuyruk gocii cinsinden degerlendirildiginde de negatif kontrolle
karsilastirildiginda, nandrolon dekanoatin tek bagina calisilan tiim konsantrasyonlarinda
(0,5-100 uM) DNA hasarini anlamli olarak degistirmedigi (p>0,05) belirlenmistir.

Insan lenfositlerinde H202 (50 uM) ile indiiklenen DNA hasarma karsi nandrolon
dekanoatin antigenotoksik etkisi incelendiginde; DNA hasart DNA kuyruk yogunlugu
cinsinden degerlendirildiginde nandrolon dekanoatin 0,5 uM ve 1 uM dozlarinda H.O: ile
indiiklenen DNA hasarim1 degistirmedigi (p>0,05) gosterilmistir. 10-100 uM doz
araliginda ise oksidatif DNA hasarin1 anlamli olarak azalmistir (10 uM, 25 uM, 50 uM ve
100 uM konsantrasyonlarinda sirastyla %22,9; %39,7; %35,8 ve %37,6 kadar azaltmistir)
(p<0,05), ancak bu DNA hasar derecesi negatif kontrolle karsilastirildiginda anlamli
olarak daha yiiksektir.

DNA hasari DNA kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde, H2O> ile
indiiklenen DNA hasarini nandrolon dekanoatin 0,5 pM ve 1 uM dozlarinda
degistirmedigi (p>0,05) gosterilmistir. 10-100 uM doz araliginda ise oksidatif DNA
hasarmm1 anlamli olarak azaltmistir (10 puM, 25 pM, 50 uM ve 100 puM
konsantrasyonlarinda sirasiyla %18,0; %47,5; %36,1 ve %40,1 kadar azaltmistir)
(p<0,05), ancak bu DNA hasar derecesi negatif kontrolle karsilagtirildiginda anlamli
olarak daha yiiksektir.

DNA hasar1i DNA kuyruk gogli cinsinden degerlendirildiginde nandrolon
dekanoatin 0,5 uM, 1 pM ve 10 uM dozlarinda H20: ile indiiklenen DNA hasarini
degistirmedigi (p>0,05) gosterilmistir. 25-100 uM doz araliginda ise oksidatif DNA
hasarmi anlamli olarak azaltmistir (25 pM, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda
sirasiyla %30,3; %20,6 ve %30,6 kadar azaltmistir) (p<0,05), ancak bu DNA hasar

derecesi negatif kontrolle karsilagtirildiginda anlamli olarak daha ytiksektir.
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Tablo 4.2. Insan lenfosit hiicrelerinde H20; ile olusturulan DNA hasarina kars1 nandrolon

dekanoatin etkisi. *

DNA Kuyruk | DNA Kuyruk DNA Kuyruk
Yogunlugu Momenti Gogii

1 | (-Kontrol (%1 DMSO) 1,72+0,47 0,06+0,04 0,61+0,14

2 | (t)Kontrol (50 pM H>0,) 55,44+7,132 3,86+0,382 9,97+1,042

3 | 0,5 uM Nandrolon dekanoat 1,72+0,73" 0,05+0,02 ° 1,0440,25 °

4 1,0 uM Nandrolon dekanoat 2,42+1,10° 0,09+0,02° 1,52+0,17 °

5 | 10 pM Nandrolon dekanoat 1,36+0,55 " 0,05+0,001° 1,29+0,37 "

6 | 25 pM Nandrolon dekanoat 1,63+0,55° 0,07+0,03" 1,2440,20 ®

7 | 50 pM Nandrolon dekanoat 1,27+0,73° 0,03+0,04° 1,14+0,28 °

8 | 100 uM Nandrolon dekanoat 0,8640,44° 0,02+0,0012 0,85+0,12°

9 | 0,5 uM Nandrolon dekanoat + 53,15+8,66% | 4,16+0,662 10,02+0,95¢2
H,0O,

10 | 1,0 pM Nandrolon dekanoat + 60,12+8,062 4,86+1,592 11,03+1,382
H,0O,

11 | 10 pM Nandrolon dekanoat + 40,55+4,46%0 | 3,16+0,42 P 8,98+1,66°2
H20:

12 | 25 uM Nandrolon dekanoat + 33,45+2,1230 | 2 03+0,422b 6,95+1,302P
H20:

13 | 50 pM Nandrolon dekanoat + 35,58+5,65%" | 2,46+0,502° 7,91+0,26 %P
H20:

14 | 100 pM Nandrolon dekanoat + 34,57+0,82%° | 2,31+0,26%" 6,91+0,25%P
H,0O,

* Sonuglar, ii¢ ¢alismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. 2p<0.05,

negatif kontrol ile karsilastirild1 (%1 DMSO). °p<0,05, pozitif kontrol ile (50 uM H20,) karsilastirilda.
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Sekil 4.2. insan lenfosit hiicrelerinde H20; ile olusturulan DNA hasarina kars1 nandrolon

dekanoatin etkisi.*

* DNA hasar1t DNA kuyruk yogunlugu (A), DNA kuyruk momenti (B) ve DNA kuyruk gogii (C)
olarak verildi. Sonuglar, ii¢ ¢alismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart sapma olarak
verildi. 3p<0,05, negatif kontrol ile karsilagtirildi (%1 DMSO). Pp<0.05, pozitif kontrol ile (50 uM H,05)
karsilagtirildi.
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S. TARTISMA

AAS’ler kas giiciinii ve performansini arttirmak i¢in Ozellikle profesyonel
sporcular ve gengler tarafindan yiiksek dozlarda suistimal edilebilmektedir. Diinya
genelinde AAS’nin kotliye kullanim siklig1 giin gectikce giderek artmaktadir. Bu grupta
bulunan nandrolon (19-nortestosteron) ise en ¢ok kullanilan AAS’ler arasinda yer
almaktadir. Testosterona yapt benzerligi nedeniyle yliksek dozda kullanimi sonucu
testosterona benzer yan etkiler olusturur (12).

Yapilan ¢alismalarda nandrolonun insanlar tizerinde toksik etkilere neden
olabilecegi goriilmektedir. Nandrolonun sitotoksistesi ve genotoksisitesi iizerine
mekanistik caligmalarin yetersiz oldugu goriilmektedir. Calismamizda V79 hiicrelerinde
nandrolon dekanoatin, 1,95-125 uM konsantrasyon araliginda negatif kontrolle
karsilastirildiginda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi, 250 pM ve iizeri
konsantrasyonlarinda doz bagimh olarak (250 uM, 500 uM ve 1000 puM dozlar i¢in
sirasiyla %20, %40 ve %73 oraninda) hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi ve ICso
degerinin 739 uM olarak bulundugu gosterilmistir.

D’Ascenzo ve ark. (45)’nin AAS’lerin hiicre hasarma neden olan etkilerini
gosterdigi bir galismada, insan umbilikal ven endotel hiicreleri 5-100 M konsantrasyonda
nandrolon ile 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilmistir. Nandrolonun 24.saat
inkiibasyonda ¢alismamizla uyumlu olarak 5-100 uM dozlarinda XTT/PMS hiicre canlilik
deneyi kullanilarak hiicre proliferasyonunu degistirmedigi, ancak maruziyet siiresine bagli
olarak 48.saat i¢in 100 uM dozda ve 72.saat i¢in 5-100 uM dozlar1 arasinda proliferasyon
oranini doz-bagimli olarak %20°den fazla azalttigi gézlenmistir. Hiicre i¢i kalsiyum
seviyesindeki artisa bakilarak nandrolon i¢in 72 saat i¢in 1Cso degeri 9uM olarak tespit
edilmistir. Nandrolonun 1Cso degerinde %18 seviyesinde apopitotik hiicre sayisin
arttirdig@i bildirilmistir. Calismada vaskiiler temel hiicre bilesenlerinden olan endotel
hiicresinin AAS'ye maruz birakilmasinin, hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirdigi, giiclii
bir antiproliferatif etki ile endotel hiicre biiylimesini azalttig1 ve apopitozu indiikledigi
gosterilmistir. AAS'lerin endotelyal kalsiyum uyar1 sistemini diizenleyen mekanizmalari
da etkileyebilecegi ileri siiriilmektedir. Go6zlenen bu endotel degisikliklerin hiicre

diizeyindeki vaskiiler hasara ve ateroskleroza predispozan faktorler oldugu
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distiniilmektedir (45). Apopitoz hiicre gelisimi ve farklilagmasinda Onemli bir
mekanizmadir ve modiilasyonu hiicre fonksiyon bozuklugu ile sonuglanir. Endotel
hiicrelerinin biitlinliigli ve normal fonksiyonu, doku onarimi ve hiicre biiyiimesi i¢in kritik
oneme sahiptir (89). Ozellikle, endotel hiicrelerinin apopitozu, ateroskleroz gelisiminde
ilk adim olarak kabul edilir (91). Son ¢alismalar kalsiyum artigsinin apopitozda énemli bir
rol oynadigimi gostermektedir (92).

Sigan kortikal hiicre kiiltiirlerinde nandrolonun 10, 30 ve 100 uM dozlarinda 24
saat ve 72 saat maruziyette MTT ve LDH yontemi ile sitotoksisitesinin degerlendirildigi
calismada; 24.saat maruziyet i¢in 100 uM dozda mitokondri aktivitesini diisiirdiigii, ancak
bu azalmanin anlamli olmadig1 goriilmektedir. LDH yonteminde ise 100 uM dozda LDH
salmimi anlamli olarak arttirdigi ve 72.saat maruziyet i¢in 30 uM ve 100 uM dozda
mitokondri aktivitesini anlamli olarak azalttigt ve LDH salinimini anlamli arttirdigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, nandrolonun doz ve zaman bagimli olarak mitokondri
aktivitesini diiglirdiigiinii ve LDH salinimi arttirdigini ve hiicre canliligini mikromolar
konsantrasyonlarinda azaltabilecegini gostermektedir (93).

Calismamizin aksine, Orlando ve dig. (94) yaptiklar1 c¢alismada fare korteks
hiicresinde nandrolonun calistiklari en yiiksek doz olan 10 uM’da 96 saat inkiibasyonunda
LDH salinnmmda artisa neden olmadigini ve sitotoksik ozellik gostermedigini
bildirmislerdir. Welder ve ark. (95) ise sican hepatositlerinde nandrolonun 100 uM
dozunda 4.saat ve 24.saat inkiibasyonlarinda LDH salinimini arttirmadigint ve GSH
tiiketimine neden olmadigini rapor etmislerdir.

Alkali comet yontemi kullanarak nandrolon dekanoatin genotoksisitesini
incelemek lizere yaptigimiz ¢alismada, insan lenfosit hiicrelerinde tek basina nandrolon
dekanoatin caligilan tiim konsantrasyonlarinda (0,5-100 uM) DNA hasarin1 negatif
kontrolle karsilastirildiginda, anlamli olarak degistirmedigi gosterilmistir. Insan lenfosit
hiicrelerinde nandrolon dekanoatin sitotoksik olmayan dozlarinda tek basina genotoksik
olmadig1 goriilmektedir.

Insan lenfositlerinde H20, (50 uM) ile indiiklenen oksidatif DNA hasarmna kars
nandrolon dekanoatin antigenotoksik etkisi incelendiginde; DNA hasar1 DNA kuyruk

yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde, nandrolon dekanoatin



54

H20: ile indiiklenen DNA hasarini1 0,5 uM ve 1 uM dozlarinda degistirmedigi, 10-100 uM
doz araliginda ise bu hasar1 anlamli olarak azalttigi, ancak negatif kontrolle
karsilastirildiginda DNA hasar derecesinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. DNA hasart DNA kuyruk gogii cinsinden degerlendirildiginde ise
nandrolon dekanoatin 0,5 uM, 1 uM ve 10 uM dozlarinda H20O; ile indiiklenen DNA
hasarini degistirmedigi ve 25-100 uM doz araliinda ise oksidatif DNA hasarini1 anlaml
olarak azalttig1, ancak bu DNA hasar derecesinin negatif kontrolle karsilastirildiginda
anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur. Sonug olarak, ¢alismamizda nandrolon
dekanoatin, H20O ile indiiklenen oksidatif DNA hasarini sitotoksik olmadig1 dozlarinda
(10-100 uM), her ne kadar hasar derecesi kontrol diizeyinde olmasa da, anlamli olarak
azaltabildigi gosterilmistir.

AAS’ler anabolik etkilerini iskelet kaslar1 {izerine androjen reseptorleri
araciligiyla olusturmaktadir. Androjen reseptorleri, kas gelismesi i¢in gerekli olan DNA
cogalmasini kontrol eden hedef gen transkripsiyonunu diizenlemektedir (25). AAS’ler
cesitli yollarla meydana gelen DNA hasar1 ve takiben olusan hiicre mutasyonu sonucu
genetik kararsizlik olusturabilir. Genomdaki bu tiir degisikliklerin birikimi genomik
kararsizlikla iliskili olup; ayni1 zamanda kanser gibi ¢esitli dejeneratif hastaliklarin geligim
riskinde de artisa neden olabilir (96). Genel olarak ¢ogu sporadik solid tiimoriin agsamali
birikmis genetik degisiklik siirecinden kaynaklandigi kabul edilmektedir (97).

Martins ve ark. (63) yaptig1 bir ¢alismada yiiksek doz anabolik steroidi (haftada
bir kez 50 mg, i.m yoldan nandrolon dekanoat ve haftada 3 kez 18 mg oral yoldan
stanozolol) 4 hafta siiresince kullanan sporcularda, bukkal mukoza hiicrelerinde
kromozomal hasar (mikroniikleus) ve hiicresel 6lim (piknoz, karyoliz ve karyoreksiz)
degerlendirilmistir. Anabolik steroid kullanicilarinda mikrogekirdek igeren hiicre
sayisinda ve sitotoksisite parametrelerinde artis oldugu rapor edilmistir (63).

Distik ve yiiksek dozda nandrolon dekanoatin spermatojenik hiicrelerin
histopatolojisi ve apopitozu ile lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri,
sperm anormalligi ve DNA fragmantasyonu {iizerindeki etkilerinin in vivo olarak
incelendigi bir ¢calismada; si¢anlarda yiliksek dozda (10 mg/kg/hafta i.m. yoldan 8 hafta
boyunca uygulanan) nandrolon dekanoatin diisiik doz (3 mg/kg/hafta) uygulanan grup ile
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karsilastirildiginda comet yontemiyle gosterilen DNA hasarinin yiiksek oldugu, bununla
birlikte seminifer epitelin germ ve leydig hiicrelerinde kaspaz-3 yontemiyle apopitik hiicre
sayisinda artis oldugu gosterilmistir. Ayrica nandrolon dekanoatin yiiksek ve diisiik
dozlarda uygulanmasi, bozulmus sperm parametrelerine, DNA fragmantasyonuna ve
testis apopitozuna yol agmustir. Sonug olarak, yiliksek dozlarda nandrolon dekanoat
uygulanmasinda, diisiik doz ve kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, lipid
peroksidasyonunu arttirdigi, antioksidan enzim aktivitelerini diislirdiigii, sperm
anormalligine, apopitotik degisiklikler ve DNA degisikliklerine neden oldugu
belirlenmistir (64).

Insanlar tarafindan yaygin olarak kullanilmasindan dolay1, nandrolon hormonunun
in vivo memeli sistemlerinde genotoksik etkisini incelemek 6zellikle 6nemlidir. Do Carmo
ve ark. (12) comet yontemi ve mikroniikleus testi kullanilarak nandrolonun cilt alt1 1,0
mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5,0 mg/kg tez doz uygulamada farelerin farkli hiicrelerinde
genotoksik ve klastojenik potansiyelini degerlendirmislerdir. Mikrogekirdek, kromozom
kirilmasi veya ig iplikcikleri disfonksiyonu sonucu anafaz sirasinda kutuplara gogmeyen
ve bolinen hiicrenin telofaz c¢ekirdegine dahil edilmeyen kromatin materyali
parcaciklarindan olusur (97). Kromozom fragmanlari, test edilen maddenin klastojenik
(kromozom kirilmasi) aktivitest ile iliskilidir, oysa biitiin bir kromozomun varlig1, mitotik
1g iplik¢ikleri lizerinde olumsuz bir etki gosterir (andjenik etkiler) (99). Calismada
maruziyetten 24 saat sonra nandrolon dekanoatin tiim dozlarinda comet ydnteminde
farelerin periferik kan, karaciger, kemik iligi, beyin ve testis hiicreleri lizerinde DNA
hasarinin yiiksek oldugu ve mikroniikleus yonteminde klastojenik etkinin indiiklendigi
(polikromatik/normokromatik eritrosit oranlarinin arttigi) bildirilmistir (12). Sonug
olarak, nandrolon dekanoat hormonunun somatik ve germinal hiicrelerde genotoksik etki
olusturdugu ve kemik iligi hiicrelerinde klastojenik etkiye sahip oldugu goriilmektedir.
Bazi arastirmalar AAS'lerin klasik bakteriyel ve memeli mutasyon analizlerinde gen
mutasyonunu indiiklemedigini gostermektedir, ancak kromozomal diizeyde yapilan bazi

caligmalar AAS’lerin kromozomal kopmalar veya anormallikleri indiikledigini
bildirmektedir (100-102).
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6. SONUC ve ONERILER

AAS’ler testosteronun esterleri veya alkilleri seklinde sentetik olarak iiretilen
ilaglardir (2). AAS, etkilerini viicudun bir¢ok yerinde gosterir. Bu sistemler lireme
organlari, kas ve kemik dokusu, derideki sa¢ kokleri, karaciger, bobrekler, hematopoetik
sistem, bagisiklik sistemi ve merkezi sinir sistemidir (1, 3). Bu maddeler, kas giiciinii ve
performansini arttirmak igin profesyonel sporcular tarafindan uzun zamandir
kullanilmaktadir. Son yillarda AAS’nin gerek sporcular gerekse ergenlik cagindaki
cocuklar tarafindan yasal ya da yasal olmayan yollardan performansi artirmak iizere
yiiksek miktarlarda kullanimi s6z konusudur. Nandrolon (19-nortestosteron) ise en sik
kullanilan AAS’ler arasinda yer almaktadir (5-7).

Nandrolon testosterona yapi1 benzerligi nedeniyle yiiksek dozda kullanimi sonucu
testosterona benzer yan etkiler olusturur. Yiiksek dozlarda ve uzun siireli kullanimi s6z
konusudur. Bu kosullarda saglik iizerine zararli etkileri olabilecegi diistiniilmektedir.
Literatiir incelemesi sonucunda insanlar iizerinde nanadrolonun genotoksisitesi {izerine
calismalarin az sayida oldugu, in vivo ve in vitro calismalarin ise yeterli olmadigi
gorilmistiir (12).

Calismamizda nandrolon dekanoatin genis araliktaki dozlarda (1,95-1000 puM)
V79 hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak 24. saat hiicre canliligi ve insan
lenfositlerinde sitotoksik olmayan dozlarinda 1 saat maruziyette alkali tek hiicre jel
elektroforez yontemi (Comet) ile DNA hasar1 {izerine etkilerini degerlendirmeyi
amagladik. V79 hiicrelerinde 250 uM iizeri konsantrasyonlarda nandrolon dekanoatin
hiicre canliligini doz-bagimli bir sekilde anlamli olarak azalttig1 ve ICso degerinin 739 uM
oldugu tespit edilmistir. Nandrolon dekanoat, tek basina c¢alisilan tiim
konsantrasyonlarinda (0,5-100 uM) lenfositlerde DNA hasarina yol agmamistir. 10-100
uM arasindaki konsantrasyonlarda doz-bagimli olarak oksidatif DNA hasarini énemli
Olciide azalttigi; ancak diisiik konsantrasyonlarinda (0,5 ve 1 pM) degistirmedigi
gorilmiistiir.

Onceki calismalarda yiiksek doz testosteron tiirevi hormonlarin ve nandrolon

dekanoatin genotoksik potansiyelleri gosterilmekle birlikte, calismamizda insan lenfosit
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hiicrelerinde nandrolon dekanoatin sitotoksik olmayan dozlarinda (0,5-100 uM) tek basina
alkali comet yontemi ile DNA hasari olusturmadigi, hatta H>O> ile indiiklenen DNA
hasarmi azaltabilecegi gOsterilmistir. Bu sonu¢ nandrolonun sitotoksik olmayan
dozlarinda dogrudan DNA hasar1 yapmadigini, ancak olasi genotoksisitesinde dolayli
olarak farkli mekanizmalarin ve epigenetik olaylarin rol alabilecegini gostermektedir.

Nandrolon, kimyasal olarak gelistirilmis bir testosteron hormonudur;
metabolizmas: sirasinda, kanser gelisimi ile iligskili metabolitler ve yiiksek
konsantrasyonlarda 17-beta- estradiol olusturulabilecegini gosterir (102). Seks
hormonlarinin toksisitesi, mutajenitesi, genotoksisitesi ve karsinojenisitesi genetik ve
epigenetik faktorlerin kombinasyonunun bir sonucudur (101-103).

Nandrolon dekanoat yiiksek doz i.m. uygulanmasinin serbest radikal {iretimi ile
iligkili olabilecegine dair mekanizmalar ileri siiriilmektedir. Bu ¢alismaya gore testisler
tizerindeki zararli etkilerini dnlemek iizere yiiksek doz nandrolon dekanoat kullaniminin
siirlandirilmasi dnerilmektedir.

AAS'nin genotoksik etkisi, metabolik aktivatorlerden ve redoks dongiisii
esnasinda olusan reaktif oksijen radikallerinden kaynaklanabilir (101). Bu sekilde,
testosteron tiirevlerinin metabolik aktivasyonu serbest radikallerin olusmasina bagl
olarak DNA katim tirlinlerinin olusmasina yol acar. AAS’lerin, yogun DNA hasarinin
olustugu durumlarda harekete gegen DNA onarim sistemlerini aktive edebilecegi
bildirilmistir (104).

Calismamizin bazi kisitlamalar: nedeniyle daha ileri ¢galismalarin gerekli oldugu
goriilmiistiir. Oncelikle sitotoksisite ¢alismamizda in vitro olarak oldukea yiiksek doz
araliginda g¢alisilmasina ragmen, maruziyet siiresi kisa oldugu igin ancak ¢ok yiiksek
dozlarinda sitotoksisitesi gosterilmistir. Oysa literatiir ¢aligmalarina gére nandrolon
dekanoatin daha uzun maruziyet siirelerinde (0rnegin 48 saat ve 72 saat gibi)
sitotoksisitesinin zaman-bagimli olarak artacagi ongoriilmektedir. Endotel hiicreleri ve
ireme hiicreleri basta olmak iizere farkli hiicre hatlarinda calisilarak toksik etki
mekanizmalar1 aydinlatilabilir. Karaciger hiicreleri kullanilarak metabolik aktivasyon
sonucu olusan ara {iriin ve son iriinlerin etkileri gosterilebilir. Daha ileri genotoksisite

testleri kullanilarak (Ames testi, mikrogekirdek testi, kromozomal sapma testi, kardes
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kromatid degisim testi ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi (DNA
onarim ve apoptoz iliskili genlerin ifadelerin analizi) gibi), genotoksisite mekanizmalarina
aciklik getirilebilir.

Calismalarda AAS'!m insanlarda zararh etkileri uzun stireli yiiksek dozlariin
kullaniminda gosterilmistir. Epidemiyolojik ¢alismalardan bu maddelerin kandaki nicel
Ol¢iimlerinin yetersiz kaldig1 ve uzun vadede sistemik etkilerinin degerlendirilemedigi
gorilmektedir.

Nandrolonun, caligmamizda  gbzlenen  oksidatif strese karsi  olasi
antigenotoksisitesi, toksisite mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasinda mevcut bilimsel
calismalara katkida bulunabilir; bununla birlikte uzun vadede etkilerini 6ngérmek igin
daha kapsamli mekanistik arastirmalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak, kanser etiyolojisinde veya diger genetik hastaliklarda bir¢ok farklt
mutasyon tiirli bulunmaktadir. Klinikte nandrolonun akut veya kronik uygulamasina bagl
tedavisinin risk/fayda analizinde bu hususlart goz oniine bulundurarak planlamalidir ve
bu sekilde giivenli bir tedavi protokolu olusturabilir.

AAS suistimali ciddi bir halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir. Bunlardan
dolayr toplumun ASS’lerin kétiiye kullanimina karsi uyarilmasi ve bilinglendirilmesi

acisindan bu ve benzeri ¢aligmalarin yapilmasinin gerektigi kanaatine varilmustir.
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