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OZET

Deneysel Otoimmin Miyokardit Modelinde Ozonun Tedavi Edici Etkisinin
Arastiriimasi
Dr. Ali Riza CIFTCIOGLU

Miyokardit; ¢ocukluk ve geng erigkinlik déoneminde mortalite ve morbiditeye yol
acabilen, miyozit hasari ve nekrozu ile karakterize miyokardin enflamatuvar
hastaligidir. Ozon; anti-enflamatuvar ve imminmoduler etkileri nedeniyle cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilan medikal bir ajandir. Bu c¢alismanin amaci,
gundmuzde halen spesifik bir tedavisi olmayan miyokardit Gizerinde ozonun olasi
etkilerini aragtirmaktir.

Bu amagla 6-8 haftalik, erkek Balb/c cinsi farelerde deneysel otoimmuin miyokardit
modeli olusturuldu. Toplam 49 adet fare, her grupta yedi adet olmak Ulzere yedi
gruba ayrildi. Miyokardit olusturulacak farelere deneyin 0. ve 7. glnlerinde esit
miktardaki domuz kardiyak miyozin ve CFA karisimi subkutan uygulandi. Ozonun
etkinligini arastirmak Uzere farelere 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/ml konsantrasyondan
ozon, deneyin 8. gundnden deneyin sonlandirildigi 22. gune kadar her gin
intraperitonel olarak uygulandi. Fareler 22. giinde sakrifiye edildi. Tum farelerin
baslangi¢c vicut agirliklari, sakrifikasyon 6ncesi vicut agirliklari ve sakrifikasyon
sonrasi kalp agirliklari élguldu. Sakrifiye igslemi dncesinde intrakardiyak kan érnekleri
alinarak serum troponin T, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10 ve TGF- B1 dizeyleri ELISA
yontemiyle olculdl. Cikarilan kalp dokularn histolojik incelemeye tabi tutularak,
diskolorasyon, enflamasyon ve fibrozis yoniinden incelendi.

ik ve son viicut agirliklari agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farkhlik
saptanmadi (p>0,05). Tum gruplardaki farelerin deney stiresindeki 22 gunlik izlemi
boyunca kilo aldigi gorilda (p=0,003). Kilo alimi ve kalp agirliklari, DOM grubunda
kontrol grubu ve ozon verilen gruplara gére daha azdi (p<0,004). Kalp agirligi/son
vicut agirhgi oraninin DOM grubunda arttigi saptandi (p=0,000). Troponin T, TNF-
a, IL-18 ve IL-6 diuzeyleri DOM grubunda kontrol grubuna gore yiksek bulundu
(p<0,005). Troponin T diuzeyleri, 50 ve 60 pg/ml konsantrasyondan ozon verilen
gruplarda DOM grubuna gore belirgin azalmigti (p=0,001). TNF-a ve IL-18 dlzeyleri
ozon verilen tim gruplarda DOM grubuna goére disukti (p=0,000). Anti-
enflamatuvar sitokinlerden IL-10 dizeyleri agisindan gruplar arasinda farklihk
saptanirken (p=0,005), TGF-B1 duzeyleri ozon verilen gruplarda artmis saptanmakla

birlikte farklilik istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05). Histolojik olarak



diskolorasyon, enflamasyon ve fibrozis duzeyleri DOM grubunda diger gruplara gére
belirgin fazlaydi (p=0,0001). Enflamasyon siddeti ve fibrozis duzeylerinin 60 pg/ml
konsantrasyondan ozon verilen grupta belirgin olarak azaldigi géruldi (p=0,0001).

Sonuglarimiz, ozonun anti-enflamatuvar ve immunmodulator etkisinin miyokardit

tedavisinde umut verici olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Deneysel otoimmun miyokardit, ozon, tedavi, fare
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SUMMARY

Research Of The Therapeutic Effect Of Ozone In Experimental Autoimmune
Myocarditis Model
Dr. Ali Riza CIFTCIOGLU

Myocarditis; is an inflammatory disease of the myocardium characterized by
myositis damage and necrosis, which can lead to mortality and morbidity in
childhood and adolescence. Ozone; It is a medical agent used in the treatment of
various diseases due to its anti-inflammatory and immunomodulatory effects. The
aim of this study was to investigate the possible effects of ozone on myocarditis,
which currently has no specific treatment.

For this purpose, experimental autoimmune myocarditis model was created in 6-8
week old male Balb/c mice. A total of 49 mice were divided into seven groups,
seven in each group. An equal amount of porcine cardiac myosin and CFA mixture
was administered subcutaneously to mice which induced myocarditis on days 0 and
7 of the experiment. To investigate the efficacy of ozone, ozone at a concentration
of 20, 30, 40, 50 and 60 pg/ml was administered intraperitoneally to mice every day
from day 8 to day 22 of the experiment. Mice were sacrificed on day 22. the initial
body weights, pre-sacrification body weights, and post-sacrification heart weights of
all mice were measured. Serum troponin T, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10 and TGF-£1
levels were measured by intracardiac blood samples before sacrifice. There was no
statistically significant difference between the groups in terms of first and last body
weights (p> 0.05). Mice in all groups gained weight during the 22-day follow-up
period of the experiment (p = 0.003). Weight gain and heart weights were lower in
the DOM group than in the control and ozone treated groups (p <0.004). The heart
weight/final body weight ratio was found to be increased in the DOM group
(p=0,000). Troponin T, TNF-a, IL-18 and IL-6 levels were higher in the DOM group
compared to the control group (p<0.005). Troponin T levels were significantly
reduced in the ozone-treated groups at 50 and 60 pg/ml compared to the DOM
group (p = 0.001). TNF-a and IL-1f3 levels were lower in all ozone-treated groups
than in the DOM group (p=0.000). Among the anti-inflammatory cytokines, IL-10
levels were different between the groups (p=0.005) while TGF-B1 levels were
increased in ozone-treated groups, but the difference was not statistically significant
(p> 0.05).

Xii



Histologically, discoloration, inflammation and fibrosis levels were significantly
higher in the DOM group compared to the other groups (p=0.0001). Inflammation
severity and fibrosis levels were significantly decreased in the ozone-treated group
at a concentration of 60 pg/ml (p=0.0001).

Our results show that the anti-inflammatory and immunomodulatory effect of ozone

may be promising in the treatment of myocarditis.

Keywords: Experimental autoimmune myocarditis, ozone, treatment, mice

Xiii



1. GIRIS VE AMAG

Miyokardit; kalp kasi htcrelerinin nekroz ve dejenerasyonu ile karakterize
enfeksiydz veya nonenfeksiy6z enflamasyonudur. Cocuklarda énemli bir morbidite
ve mortalite sebebidir ve saglikli ¢ocuklarda kalp yetersizliginin en sik nedenidir
(1,2). Uglincii basamak hastanelere bagvuran hastalarin %0,05'inde miyokardit
oldugu bildirilmis olup; ¢ocuklarda tahmin edilen miyokardit insidansi 1/100.000°dir
(3). Klinik olarak kargimiza, asemptomatik hastaliktan kardiyojenik soka, aritmilere

ve ani 6lime kadar genis bir yelpazede ¢ikabilmektedir.

Miyokarditin etyolojisi olduk¢a genis olup ¢ogunlukla viral enfeksiyonlar, ila¢
toksisite/ilag hipersensitivite reaksiyonlari ve sistemik lupus eritromatozis gibi
otoimmun hastaliklardan kaynaklanir. Patogenezinde; virisler veya otoantijenler,
immin sistemi aktive ederek kompleks bir immun yanit olusturur. Olusan bu immun
yanit; miyozitlerde infiltrasyona ve nekroza neden olur (4). Tani icin telekardiyografi,
elektrokardiyografi, biyokimyasal kardiyak hasar belirtecleri, ekokardiyordiyografi,
kardiyak manyetik rezonans goruntileme ve viral seroloji gibi noninvaziv tetkikler
yapilmaktadir. Ancak, patolojik olaylar hiicresel diizeyde gelistigi icin kesin tani

endomiyokardiyal biyopsidir (5).

Miyokarditin tedavisi altta yatan nedene gére degisir. Cogu olguda altta yatan
etiyoloji belirlenemez ve sadece destekleyici tedavi uygulanir (3). IVIG veya
kortikosteroitler gibi imminsupresiflerin ve monoklonal antikorlar gibi immunmodiule

edici tedavilerin faydal oldugu goésterilmigse de, sonuglar ¢ogunlukla tartismahdir

(6).

Ozon (Os) u¢ oksijen atomundan olusan atmosferde bulunan kararsiz, gigclu
okside edici bir gazdir. Medikal ozon, ozonun tip alaninda kullanilan sekli olup;
oksijen ile belirli oranlarda karistirilarak dolasim sistemine veya viicut bogluklarina
uygulanmaktadir. Kesfedildigi glinden bu yana cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan ~ ozonun;  anti-enflamatuvar, anit-oksidan,  anti-mikrobiyal  ve
immunmodalator etkilerinin oldugu bilinmektedir (7). Ozon uygulamalarinin 6zellikle
enflamatuvar surecin yogun olarak yasandigi ve immun sistemin on planda oldugu
osteartrit, romatoid artrit, Crohn hastaligi, Ulseratif kolit ve atopik dermatit gibi
hastaliklarda etkili oldugu bildirilmistir (7,8). Ancak literatirde miyokardit ile ozon

arasindaki iliskiyi gdsteren herhangi bir galisma bulunmamaktadir. Calismamizda;



patogenezinde enflamatuvar ve immun mekanizmalarin rol oynadigi miyokardit

tedavisinde ozonun etkin olup olmadigini arastirmayi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. MiYOKARDIT

Miyokardit, ilk olarak 19. YUlzyilin baglarinda Fransiz hekim Jean-Nicolas
Corvisart tarafindan tanimlanmistir (9). Diinya Saglik Orgutii/Uluslararasi Kardiyoloji
Dernegi ve Uluslararasi Kardiyoloji Federasyonu tarafindan 1995 vyilinda, kalp

kasinin enflamatuvar bir hastaligi olarak kabul edilmis olup; histolojik, immunolojik

ve immunohistokimyasal kriterleri bildirilmistir (10).
2.1.1. Epidemiyoloji

Miyokardit insidansini saptamak oldukca zordur ¢unkd hastaligin klinik
bulgulari ¢ok gesitlidir ve taniyr dogrulamak igin kalbin histopatolojik incelemesi
gerekmektedir (2,5,11,12). Epidemiyoloji ile ilgili ipuglari otopsi calismalari ile
saglanmaktadir. italya’da yapilan bir otopsi ¢galismasinda miyokardit sikhg %0,1-5,6
arasinda bildirilmistir (13).

Uglincli basamak hastanelere basvuran gocuk hastalarin yaklasik %0,05'i
miyokardit tanisi almaktadir. Cocuklarda miyokardit prevalansi dusik olmasina
ragmen; konjestif kalp yetersizligi ve dilate kardiyomiyopatiye yol agan nedenler
arasinda yaygin olarak yer almaktadir ve kalp transplantasyonu listesine alinan

nonkonjenital pediyatrik vakalarin gogunu olusturmaktadir (3).

2.1.2. Etiyoloji

Etiyolojide en sik enfeksiydz nedenler rol oynamaktadir. Bunlarin igerisinde
de en sik viral etkenler yer alir. Cocuk ve yetigkin merkezlerinin verilerine gore;
endomiyokardiyal biyopsi yapilan hastalarda onar yillik periyodlar igerisinde yapilan
degerlendirmede etiyolojiide yer alan viral etkenlerde degisiklik oldugu goriimustar.
Buna gore; 1970’li ve 1980’li yillara Coxsackievirus ¢ocuk ve yetigkinlerde en sik
viral etken olarak saptanirken; 1990 ve 2000’li yillarda en sik etken, Adenovirus
(6zellikle sterotip 2 ve 5) ve Enterovirus (Coxsackieviruses A ve B, Echovirus ve
Poliovirus) olmustur. Son yillarda ise; en sik viral etkenin Parvovirus B19 oldugu

bildirilmistir.  izole diyastolik disfonksiyonu olan yetigkinlerin  %50’sinde



endomiyokardiyal biyopside Parvovirus B19 saptanmigtir (5,14). Birgok virls
miyokardite neden olmaktadir. Bunlardan bazilari influenza A, influenza H1N1,
Cytomegalovirus, Herpes simplex viris tip 2, Hepatit C virtsu, Rubella, Rubeola,
Respiratuar Sinsityal viris (RSV), Varicella, Epstein-Barr virts, HIV, Human Herpes
viris (HHV 6) ve kabakulak virtisudur (5).

Bakteriler, riketsialar, protozalar, parazitler, mantarlar gibi cesitli enfeksiy6z
ajanlar da miyokardite neden olan etkenlerdir. Cesitli ilaglar, hipersensivite
reaksiyonlari, otoimmiin veya kollojen hastaliklari (konnektif bag doku hastaliklari,
romatizmal ates, romatoid artrit, Kawasaki, skleroderma ve sarkoidoz vb.) ve
enfeksiydz ajanlara karsi gelisen toksik reaksiyonlar etiyolojide yer alan diger

nedenlerdir (5). Miyokardit nedenleri Tablo 1’de verilmigtir.

2.1.3. Klinik

Miyokardit klinigi hastanin yasina bagh olarak degisiklik gostermektedir.
Genel olarak kirginlk, halsizlik gibi grip benzeri ya da bulanti kusma gibi

gastrointestinal belirtilerle karsimiza ¢ikabilmektedir (5).

Yenidogan ve sit cocuklugu dbéneminde hastalar istahsizlik, ates,
huzursuzluk, cevreye karsi ilgisizlik, solukluk ve terleme gibi spesifik olmayan
bulgular gosterirler. Fizik muayenede solukluga ek olarak hepatomegali, takipne ve
tasikardi gibi konjestif kalp yetersizligi bulgularina sik rastlanilir. Bu dénemdeki
hastalarin bir kisminin intrauterin bir miyokarditin devami geklinde oldugu akilda
tutulmalidir (5).

Cocuk ve adodlesanlarda genelde 10 ile 14 gin 6ncesine ait bir viral hastalik
oyklUsu vardir. Baslangigc semptomlari halsizlik, subfebril ates ve solukluk olabilir.
Genelde istahsizlik ve bazen karin agrisi sikayetleri olabilir. Terleme, ¢arpinti, cilt
dokuntusl, egzersiz intoleransi ve genel bir yorgunluk hali gorilir. Hastahgin
ilerlemesiyle solunumsal problemler belirgin hale gelmeye baslar. Senkop ve
kardiyak kollapsa bagh ani olumler gorilebilir. Konjestif kalp yetersizliginin bulgular
saptanabilir. Yenidoganlarin aksine, juguler ven6z dolgunluk ve istirahat tasikardisi
daha belirgindir. Atriyal fibrilasyon, supraventrikiler tagikardi, ventrikiler tasikardi ve

atriyoventriktler bloklar gozlenebilen ritim bozukluklarindandir (2,5,15).



Tablo 1. Miyokardit nedenleri (5)

Enfeksiyoz etkenler

Enfeksiyoz digi etkenler

Viral:

Enterovirtsler (Coxsackie A, Coxsackie
B,Echovirls, Poliovirls)
Adenovirls

Parvovirtis B19
Cytomegalovirls

Herpes virls

influenza A ve H1N1

Human Herpes Virls 6

Sucicegi

Kabakulak

Kizamik

Kizamikgik

Kuduz

Hepatit virts B,C

Respiratuvar Sinsitiyal Virls
Human Immunodeficiency Virls
Epstain-Barr Virlisu

Viral olmayan:
Rickettsia rickettsii
Rickettsia tsutsugamushi

Meningokoklar
Klebsiella
Leptospira
Mycoplasma
Salmonella
Clostrudia
Tuberculosis
Trypanosoma cruzi
Brucella
Legionella pneumophila
Streptokoklar
Toksoplazmozis
Amebiazis
Toxocara canis
Echinococcus
Cysticercosis
Trishinosis
Actinomycosis
Candida
Hystoplasmosis

llaclar:
Sulfanamidler

Fenilbltazon
Siklofosfamid
Asetezolamid
Amfoterisin B
Endometazin
Tetrasiklin
izoniazid
Metildopa
Fenitoin
Penisllin
Karbimazol
Antrasiklinler

Otoimmiin hastaliklar:
Romatodi artrit
Romatizmal ates
Kawasaki hastali§i
Sarkoidoz

Ulseretif kolit

Sistemik lupus eritromatozis
Bag dokusu hastaliklari
Skleroderma

Whipple hastaligi
Sarkoidoz

Toksinler:
Akrep
Difteri




2.1.4. Tani

Miyokarditin kesin tanisi oldukga gli¢ olup; nedeni agiklanamayan konjestif
kalp yetersizligi veya ventrikller tasikardi ile basvuran c¢ocuklarda siphelenilmesi
gerekmektedir. Miyokardit slphesi olan hastalarda ilk olarak kardiyak hasar
gostergeleri olan kardiyak enzimler ve kalp kasinin sinirsel ileti sistemini gosteren
elektrokardiyografi degerlendirimelidir. Kardiyak enzimlerde artis velveya
elektrokardiyografide miyokarditi distindlren bulgulari olan hastalarda, miyokardit
tanisini destekleyici olarak; telekardiyografi, ekokardiyografi ve kardiyak manyetik
rezonans gorintileme gibi gorintileme araglari ve etiyolojiye yoénelik olarak viral
seroloji  belirtecleri kullaniimahdir. Bununla beraber; invaziv ybntem olan
endomiyokardiyal biyopsi, ginimizde miyokaridit tanisida altin standarttir (2,5).
Ancak ydéntemin komplikasyona acgik olmasi ve duyarliliginin disik olmasi

nedeniyle, ginimuazde sik basvurulan bir ydntem degildir (16).

Telekardiyografi:

Miyokarditten slphelenilen her hastada istenmelidir. Telekardiyografide
pulmoner damarlanmada belirginlesme, pulmoner 0dem veya kardiyomegali
gorilebilirken; miyokarditin erken evreslerinde normal olabilir. Asemptomatik
hastalarda sadece telekardiyografide kardiyomegali saptanmasiyla miyokarditten

suphelenilebilmektedir (2,5).

Elektrokardiyografi (EKG):

Akut miyokarditin baslarinda, spesifik olmamakla beraber; disilk voltajli QRS
kompleksleri, nonspesifik T dalga dedisiklikleri ve sinls tasikardisi goérulebilir.
EKG’de zaman zaman akut miyokard enfarktiisiinde goriilen bir paterne benzeyen
ST segmentinde azalma veya yukselme gorilebilir (2,5). Yaygin olarak bir tarama
araci olmasina ragmen, elektrokardiyografinin ¢cocuk hastalarda miyokardit tanisi
icin %47 duyarlihda sahip oldugu bildirilmistir (17). Durani ve arkadaslari miyokarditi
olan ¢ocuk hastalarin %93-100'inde anormal EKG bulgulari oldugunu bildirmislerdir

(15). Bununla birlikte; normal bir EKG, hastalik olasihdini diglamaz.



Ekokardiyografi:

Ekokardiyografi; sol ventrikil yapisini, duvar hareket anormalliklerini,
bolgesel veya yaygin ventrikil disfonksiyonunu ve kapak yetmezligini
degerlendirmek igin slipheli vakalarda yapilacak en faydali gérintileme yontemidir
(2,5). Miyokarditte, sol ventrikdl dilatasyonu, sol ventrikil hipertrofisi, sol ventrikdl
fonksiyonlarinda bozukluk, segmental duvar hareket bozuklugu ve yaygin bir
hipokinezi gorilebilir. Ozellikle miyoperkardit seyrinde perikardiyal efflizyon geligimi
gorilebilir. Doppler ekokardiyografide mitral kapakta yetmezlik saptanabilir.
Ekokardiyografi bulgular degisken olup miyokardite spesifik degildir, bu nedenle

Ozellikle tedaviye yanitin degerlendiriimesinde daha yararlidir (5).
Laboratuvar:

Klinik olarak akut miyokarditten slUphelenildiginde; kardiyak hasar
belirteclerine ek olarak akut faz reaktanlar, ventrikil fonksiyonu testleri ve viral

seroloji degerlendilmelidir (2).

Serolojik belirtecler miyokard hasarinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanildigi gibi prognoz hakkinda bilgi saglamak igin kullanilabilir. Bunula birlikte;
miyokarditi, akut koroner sendromlardan ayirabilen serolojik belirtecler
bulunmamaktadir. Klasik miyokardiyal hicre hasar belirtecleri olan troponin ve
kreatin kinaz (CK); miyokarditte yukselmektedir (5). Yuksek troponin duzeyleri,
cocuklarda miyokarditin tanisinda kullanilirken; erigkin hastalardaki gibi prognozu
belirlemek igin yeterli degildir. Troponin dizeyleri biyopsi ile kanitlanmis vakalarin
%35-45’inde yukselmis saptanmaktadir (18). Miyokarditli ¢ocuklarda seri NT-
proBNP ol¢cimlerinin, tedavi yanitini degerlendirmede yararl olacagi gosterilmistir
(29).

Troponin T'nin esik degeri 0,1 ng/ml olarak kabul edildiginde; miyokardit
tanisinda duyarlihigi %53 ve 6zgulligu %94’tlr (18). Troponin I'nin ise; miyokardit
tanisinda duyarlihgi %34, 6zgullugu %89’dur. Duyarlilik degerleri disik oldugdu igin
bircok merkezde troponin T ve troponin | birlikte caligiimaktadir (20). Troponin T
miyokard hasarindan 4-8 saat sonra kanda ylkselmeye baslamakta, 12-24 saatte
pik yapmakta ve 10-14 gunde normale donmektedir (21). Kreatin kinazin (CK); CK-
MB, CK-BB, CK-MM olmak Uzere 3 izoformu vardir. CK-MB izoformu miyokard



hasarina daha Ozgundur. Miyokard hasarindan sonra 4-10 saat icerisinde

yiukselmekte, 24 saatte pik yapmakta ve 2-3 giinde normale dénmektedir (22).

Kalp yetersizliginin erken tanisinda ise brain natritiretik peptid (BNP) énemli
bir belirtectir (5). BNP; kardiyak duvar kaslarindan htcre icine buylk bir molekdl
salgilanir ve bu blylk molekil ikiye parcalanir. Parcadan bir tanesi pro-BNP’dir.
Miyokard hicresindeki pro-BNP kalbin gerilmesiyle birlikte kana verilir. Pro-BNP,
NT-proBNP ve BNP olarak 2 farkh yapiya parcalanir. BNP’'nin depolandi§i yer
ventrikdllerdir. Bu nedenle ventrikiler bozukluklarda BNP diger natrilretik peptitlere
gbre daha duyarh ve Ozguldir. Ventrikillerdeki volim genislemesi ve basing
yukselmesiyle dogru orantili olarak salinan BNP miktari da artis géstermektedir (23).
BNP dizeyi, sistolik fonksiyonlari bozulmus olan hastalarda normal sistolik

fonksiyonlu hastalara gére anlamli derecede ylksek bulunmustur (24,25).

Etiyolojiye yonelik olarak; kan, idrar, gaita gibi periferik 6rneklerde viral
kiltdrler; miyokardite neden olan etkeni saptamakta guvenilir degildir (5).
Miyokardiyal doku orneginde molekuler c¢alismalarla taniya gidilebilmektedir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, viral genomu miyokardiyal dokuda gdstermek igin
kullanilan, 6zgulliga ve duyarlihdi yiksek bir yéntemdir. Enterovirlslar, AdenovirUs,
Cytomegalovirls, Parvovirilis, Respiratuar Sinsisyal virlis, Epstein-Barr virls, Herpes
Simpleks Viris, influenza A viruis ve kabakulak viriisuiniin viral genomlari polimeraz
zincir reaksiyonu ile gosterilebilmektedir. Viral genom periferik kan o6rneginde
genellikle gosterilemezken; entiibe hastalardaki trakeal aspirat drneklerinde daha
kolay gosterilebilmektedir. Bu durum tani igin endomiyokardiyal biyopsi ihtiyacini
azaltmaktadir (26).

Kardiyak Magnetik Rezonans Goéruntuleme (MRG):

Anatomik ve morfolojik bilgi verme agisindan oldukga yararlidir.
Enflamasyonun baglarinda, miyokard dokusundaki 6demi tespit edebilir. Acil
durumlarda ve kuguk cocuklarda genel anestezi gereksinimi nedeniyle kullanimi
sinirlidir (27). Kardiyak MRG 6zellikle semptomlarin baglamasindan sonraki 14 gin
icinde miyokard enflamasyonunun ve miyozit hasarinin teshisinde en o6nemli

gorintileme araci oldugunu gosterilmistir (28).



Endomiyokardiyal Biyopsi (EMB):

Endomiyokardiyal biyopsinin miyokardit tanisi igin Klinikte rutin olarak
kullanimi 6nerilmese de, tani icin altin standarttir (2,5,29). “Avrupa Kardiyoloji
Dernegi Miyokardiyal ve Perikardiyal Hastaliklari Calisma Grubu” 2013 vyilinda,
klinik olarak supheli miyokarditi olan tim hastalara selektif koroner anjiyografi ve
endomiyokardiyal biyopsi yapiimasini énermistir (30). Endomiyokardiyal biyopsi

endikasyonlari Tablo 2’de gosterilmistir (31).

Kardiyak kateterizasyon sirasinda sag ventrikilden endomiyokardiyal biyopsi
alinir (5). Alinan biyopsi materyali Dallas Kriterlerine gére enflamasyon yéniinden
degerlendirilir. Buna gore; miyokardit, koroner arter ya da baska bir hastaliga bagl
olmadan miyokardin enflamasyonu ile birlikte miyozitlerin nekroz ve/veya
dejenerasyonlarini iceren bir slire¢ olarak tanimlanmaktadir. Biyopsi 0Ornekleri
enflamasyon ve nekrozun birlikte oldugu olgularda aktif miyokardit, miyozit nekrozu
olmadan yalnizca enflamatuvar hiicre infiltrasyonu varsa borderline miyokardit ya da
ikisi de yoksa negatif olmak Uzere Uge ayrilir. Enflamatuvar hicreler ise; lenfositik,

eozinofilik ya da grantulomatoz olarak tanimlanir (12).

Biyopsinin 6zgulligu %3-63 arasinda degiskenlik gostermektedir. Olgularin
%80’ine tani koyabilmek icin 17 veya daha fazla biyopsi 6rnegi alinmasi
gerekmektedir (5). Duyarlihgi, érnekleme hatasi nedeniyle sinirhdir ve bu proseddrle
iligkili majoér komplikasyonlarin orani, deneyimli merkezlerde yapildiginda %1-5
arasinda degismektedir (32). Cocuk hastalarda EMB ile iligkili komplikasyonlarindan
bazilari; atriyal tasiaritmi, anestezinin neden oldugu aritmi, gegcici hipotansiyon,
gecici ST-T dalga degisiklikleri, elektriksel kardiyoversiyon gerektiren ventrikuler

fibrilasyon ve miyokardiyal perforasyondur (33).



Tablo 2. Endomiyokardiyal biyopsi endikasyonlari (31)

1.Standart tedaviye yanit alinamayan akut ya da subakut kalp yetmezligi
bulgulari

2.Uygun farmakolojik tedaviye ragmen ejeksiyon fraksiyonunun giderek
azalmasi

3.Hemodinamik olarak dnemli aritmilerin gelismesi, 6zellikle ilerleyici kalp
bloklari ve ventrikiler tagikardi

4. Kalp yetmezIigi ile birlikte dokuntl, ates ve periferal eozinofili varligi
5.Sistemik lupus eritematozus, skleroderma, poliarteritis nodosum gibi kollajen
doku hastaligi varligi

6.Amiloidozis, sarkoidozis veya hemakromatozis gibi bilinen bir hastali§i olan
cocukta yeni ortaya c¢ikan kalp yetmezIigi

7.Dev hucreli miyokardit varligindan siphelenilmesi (geng yas, yeni subakut

kalp yetmezligi veya etiyolojisi agciklanamayan ilerleyici aritmiler)

2.1.5. Patofizyoloji

Etiyolojide yer alan en sik etkenlerden olan viral enfeksiyonlar, miyokardiyal
enflamasyonu ve miyokardiyal hasari tetikleyerek kalpte buyimeye ve sol
ventrikilde diyastol sonu cap artisina neden olurlar. Normalde “Frank-Starling
yasasina” gore ventkil capindaki genisleme, volim artisina dolayisiyla kalbin
kasilma gicinde ve kardiyak debide artisa neden olmalidir. Ancak miyokardit
varliginda kalp kasi, bu uyariya kasilma gucunun artisi seklinde yanit veremez ve
kalp debisi duser. Pozitif inotropik etki ile sistemik kan akimini saglamak igin
sempatik sinir sistemi aktive olur ve bu durum periferik vazokonstriiksiyona,
dolayisiyla da kalbin 6n yiUk artigina yol acar. Sonucta konjestif kalp yetersizligi
tablosu belirginlegir. Ventrikul diyastol sonu hacim ve basincinda artis olur, bu artig
siraslyla sol atriyumda ve pulmoner vendz sistemde basing artigina yol acar. Vendz
vaskuler hidrostatik basingtaki artis kapiller membranlardan sivi transtidasyonuna,
sonucta akcigerlerde ve vicutta 6édeme neden olur. Miyokarditin iyilesme fazinda
hasarl miyozitlerin yerini fibroblastlarin almasi ile skar dokusu geligir. Skarlasmanin

derecesi yetersizlik tablosunun devamini veya duzelmesini belirler (5).
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2.1.6. Patoloji

Makroskobik ve Mikroskobik Bulgular

Patolojik bulgular nonspesifik olup, etiyolojiden bagimsizdir. Kalp agirhgi
artmig ve tim odalar buyumusgtur. Ventriktl duvarlarinda genellikle hipertrofi goralur.
Miyokard dokusu gevsek ve soluk olup, epikardiyal ylizeyde genellikle petesiyal
kanamalar vardir. Perikardiyal effuzyon daha ziyade, miyoperikarditte goruldr.

Kapaklar ve endokard genellikle surece katiimaz (5).

Sol ventrikdl icinde mural trombusler gorulebilirken; koroner ve serebral
damarlarda kicik emboliler izlenebilir. Koroner emboliler nadir olarak iskemik hasar
sonucunda, aritmilere neden olabilir. Parvoviriis B19 koroner endotel dahil olmak
Uzere tum endoteli enfekte ettigi icin Parvoviris B19 miyokarditli cocuklarda koroner
yetmezlik sik gorulmektedir (5).

Miyokarditin erken doneminde miyokardda siklikla lenfosit, plasma hicresi
ve eozinofil gibi mononukleer hicrelerin infiltrasyonu olur. Polimorfonikleer hiicreler
ve viral partikiller ise seyrektir. Ozellikle Coxsackieviriis gibi agir enfeksiyonlarda
ciddi miyokardiyal nekroz ve &dem gorilir. Cytomegaloviriis miyokarditinde
perivaskiler lenfosit ve plasma hicresi gordlebilir. Rickettsiae, Varicella,
Trypanosoma, dider parazitler ve silfonamidlere kargi gelisen reaksiyonlarda

perivaskiler lenfosit ve plasma hicresi infiltrasyonu daha belirgindir (5).

Bakteriyel miyokardit, mikroabseler olusturarak stpuratif degisikliklere sebep
olur. Cogunukla perikardiyal tutulumunda eslik ettigi miyoperikardit tablosu goéralur.
Difteri ekzotoksinin sinirsel ileti sisteminde hasara yol agmasi nedeniyle, Difteri
miyokarditinde artimiler ve tam atrioventrikiler bloklar sik go6rdlir. Ayrica
mikroskobik olarak trigliserid birikimi ile miyofibrillerde yagsi degisiklikler gorulebilir.
Trichinella’nin neden oldugu parazitik miyokarditte ise; infiltrasyon odaklarinda

lenfosit ve eozinofillere rastlanmasina ragmen genellikle larvalar tespit edilemez (5).

Dev hiicreli miyokardit nadir olarak gortulmekle birlikte, genellikle gocuklar ve
geng eriskinlerde gorilebilen ve mortalite riski yiksek olan bir hastaliktir. Romatoid
artirit, romatizmal kalp hastali§i, sarkoidoz, timoma, ila¢ hipersensitivitesi ve diger
otoimmun hastaliklarda dev hiicreli miyokarditin gorilmesi hastaligin otoimmdanite ile

yakindan iligkili oldugu disindirmektedir (5).
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immiinoloji

Coxsackieviris B miyokarditinin immunopatogenezi deneysel modellerden
ogrenilmistir.  Coxsackieviris B enfeksiyonundan 24-72 saat sonra viremi
gozlenmektedir. inokulasyondan (deney hayvanina hastalik etkeninin ekleme islemi)
sonra virls titresi giderek azalmakta ve 7-10 gin sonra viral organizmaya
rasttanmasi  mumkin  olmamaktadir.  Virls  titresi  azalirken  antikor
konsantarsyonunun artmasi, antikorlarin viral eleminasyonundaki rollni
gbstermektedir. Coxsackieviris B aracili miyokardit modelinde aktif enfeksiyondan

5-10 giin sonra makrofajlar gériinmeye baslar (5).

Deneysel modellerde miyokarditin prognozu, farenin cinsine, yasina,
cinsiyetine, egzersiz durumuna ve viral patojene baglidir. Patogenezde énemli olan
iki unsur; virisun direk olarak miyozitlerde yaptigi hasar ve sitotoksik T lenfositlerin
aktivasyonu sonucunda konagin verdigi immun yanittir. T hlcre aracili enflamasyon;
antikor ve kompleman aracili sitotoksisite sonucu gerceklesir. Balb/c farelerde
yapilan calismalarda Ostrojenin anti-enflamatuvar etkisi ve testesteronun pro-
enflamatuvar etkisi sonucunda erkek farelerde miyokarditin daha hizli ve agir

seyrettigi gozlemlenmigtir (5).

Otoimmunite

Viral miyokarditte otoimmunite; adenin nukleotid translokator (ANT) ve
miyozine kargi Uretilen otoantikorlar nedeniyle iligkilidir. ANT enerjiyi mitokondriden
hiicreye aktaran bir otoantijendir. Anti-ANT antikorlari kardiyak disfonksiyonla
yakindan iligkilidir (5). Kardiyomiyopatili farelerde ANT-1 geninin olmasi, ANT-1
geninin kardiyak disfonksiyondaki rolint desteklemektedir (34). Miyokarditli
hastalarda yeni otoantikorlar tanimlanmaktadir.  Bunlar, dihidrolipoamid
dehidrogenaz ve sarkomer spesifik kreatin kinazdir (35). Ancak, otoantijenlerin

patogenez agisindan dnemi hala bilinmemektedir.
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Miyokarditten Dilate Kardiyomiyopatiye llerleyig ve Sitokilerin Rolil

Viral miyokardit patogenezindeki bilgiler deneysel hayvan modellerinden elde
edilmektedir. Viral miyokarditten sonra dilate kardiyomiyopati geligtigi ve viral
ajanlarin otoimmiiniteyi tetikledigi bilinmektedir. Cesitli deneysel calismalar, sitokin
aracili immun cevapin kronik miyokardite sebep oldugunu gdstermektedir (36,37).
Sitokinler, antikor Uretiminin diizenlenmesine katkida bulunur. Viral miyokarditin akut
hasarlanmadan kronik dilate kardiyomiyopatiye ilerleyis; U¢ fazda olusmaktadir ve
Sekil 1’de gosterilmistir (38).

Akut miyokardit Subakut miyokardit Kronik miyokardit

Viral infeksiyon

+— Miyosit nekrozu

— Makrofaj Mononiikleer hiicre
Aktivasyonu ::>' infiltrasyonu
Fibrozis,
Sitokin ekspresyonu » Natural killer Sitotoksik T kardiyak dilatasyon,
- Interlkin-1 hiicreler lenfositler kalp yetersizlifi
- Interlokin-2 B lenfositler
- Tiimor nekrozis
faktor Perforin notralize
- Interferon gama * Nitrik oksit antikorlar
——>
| ] | |
0 4|giin 14|giin 90 giin
Viremi Viral temizlenme Viriislerin yok olmasi

Sekil 1. Miyokardit seyri (38)

13



1.Akut Miyokardit, Viral Faz: Miyokardit cogunlukla, patojenik potansiyeli olan

virisuin (Orn. Coxsackiviruis, Parvovirlis B19) viicuda girmesiyle baslar, genellikle 3-
4 gun sdrer. Viris duyarh konakta; uygun dokularda ¢ogalarak, hematojen ve/veya
lenfojen yolla miyokarda ulasir. Virls; hedef hlcrelere ulasinca, spesifik reseptor
veya reseptor komplekslerini kullanarak hticreye girer (5,39,40). Coxsackievirus; bir
junction proteini olan ve hucreleri birbirine baglayan coxsackie-adenoviral reseptori
kullanir. VirGsin hicreye girisi, hicre igi sinyal yolaklari olan tirozin kinazlari (p56,
Fyn, Abl) aktiflestirir. Bu sinyal yolaklarinin aktivasyonu, konak hiicreye daha fazla
virisin girisine neden olur ve ayni zamanda p56 ve Fyn Uzerinden immdn hicreleri
aktive eder. Miyozit icine giren virUsler replike olarak dogrudan miyozitlerin hasarina
ve akut enflamasyona neden olarak makrofaj hiicrelerinin aktivasyonuna neden olur.
Makrofajlarin aktivasyonu sonucunda; TNF-a, IFN-y, IL-18 ve IL-6 gibi enflamatuvar
sitokinler salinarak viral eliminasyon baslar. Ancak bazen virls eliminasyonu

uzayarak ikinci faz olan otoimmun miyokardit fazi gelisir (4,9,38,39,41).

IL-1 ve TNF-a miyozitlerin B-adrenerjik cevaplarini inhibe ederler. TNF-a
immin cevabi giclendirerek hiicre apoptozisini uyarir. Miyokardit, dilate
kardiyomiyopati ve kronik kalp hastaligi olan hastalarda TNF-a, IL-1 ve granulosit
koloni edici faktor gibi enflamatuvar sitokinlerin dlzeyleri ylUksektir ve bu

enflamatuvar sitokinler negatif inotropik etki gosterirler (5).

2.Subakut Miyokardit, Otoimmin Faz: Subakut miyokardit fazi, viral

patojenin vicuda girmesini takiben 4. ginden sonra baglar ve 14 gin boyunca
devam eder. Bu fazda virtsle enfekte miyozitlere karsi immuin yanit olusurken; 6te
yandan doku hasarini engellemek Uzere enflamasyon sinirlandiriimaya calisilir.
Ancak bazen viral antijenler kronik olarak enflamasyonu tetikler ve kronik
miyokardite neden olur. Ornegin; Coxsackieviriis gibi bir viral genom varligi hiicre
icinde yeniden yapilanmaya sebep olarak kronik surecte dilate kardiyomiyopatiye
sebep olabilir (5). Miyozitlerin Gzerinde "toll-like" reseptérler (TLR) bulunur. Bu
reseptorler virls, bakteri, yabanci nlkleik asitlerin antijenik yapisini taniyan ve
nukleer transkripsiyon faktorlerinin aktiflendigi kaskadi tetikler. Béylece enflamatuvar
sitokin Uretimi ve immun aktivasyon baglamis olur. Dogal bagisikhdin bu sekilde
tetiklenmesinden sonra; T hdcrelerinin aktivasyonu, devaminda B hucrelerinin

uyariilmasi ve viral antijenlere karsi antikor dretimi ile sonuglanan kazaniimis
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badisiklik da uyariimis olur. Subakut sirecgte gelisen bu olaylar bazen kronik
enflamasyona donuserek miyozitlerde nekroz, fibroz ve yeniden yapilanmaya sebep
olabilir (4,9,38,39).

Kazanilmis bagisiklik sisteminde énemli bir rol alan IL-2; T hicreleri icin ana
blylime faktori olup, dodal élddrtict hicreleri ve monositleri aktive eder. Ayrica T
hiicreleri Uzerinde otokrin etkileri vardir; akut viral fazda, dogal 6ldirtct hucrelerin
aktive ederek miyokard hasarini azaltirken; subakut ve non viremik fazda T hicre
infiltrasyonunu arttir. Bu da hastaligin prognozunu agirlastirir. IL-12, Thl-spesifik

immun yanitla sitotoksik aktiviteyi arttirir (5,42).

Nitrik oksit sentaz (iINOS) sitokinlerin etkisini arttirabilir. iINOS Uretimi
otoimmuin miyokardit patogenezde 6nemli role sahiptir (5). Aminoguanidine (iNOS
inhibitdr) verilen siganlarda sadece fokal infiltrasyona rastlanirken; aminoguanidine
verilmeyen sicanlarda ise 6nemli dizeyde enflamatuvar inflitrasyona ve miyozit
hasarina rastlanmistir. Ek olarak iNOS inhibitéri verilen sicanlarda CK seviyeleri
azalma ve enflamasyonun en yogun oldugu dénemde IL-2, IL-3, TNF-a ve iNOS
dizeylerinde artis oldugu gosterilmistir. IL-10 artisi ise; enflamasyonun yatisip

iyilesme dénemine girdiginde dénemde gorulmustir (43).

3.Dilate _Kardiyomiyopati, Kronik Miyokardit Fazi: Viral patojenin viicuda

girmesinden 2 hafta sonra hala virls eliminasyonunun devam etmesi ile olusan
kompleks immun yanit ile olusur. Enflamasyon sirasinda agiga cikan sitokinler,
matriks metalloproteinazlar aktifleyerek kalp interstisyumundaki kollajen ve elastinin
erimesine ve Urokinaz-tip plazminojen aktivatoriini tetikleyerek kardiyak dilatasyona
sebep olur. Agiga cikan sitokinlerden "transforming growth factor" (TGF), patolojik
fibrozise yol acar. Kronik enflamatuvar sire¢ kalpte yeniden yapilanmaya,
dolayisiyla yapisal bozulmaya ek olarak fonksiyonel kalp yetersizligine neden olabilir
(4,9,38,39).
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2.1.7. Tedavi

Gunumuzde miyokardite 6zgu spesifik bir tedavi yontemi olmamakla birlikte,
destek tedavisi ve semptomatik tedaviler uygulanmaktir. Tedavide ilk yapilmasi
gereken aktivite kisitlamasidir (2). Miyokardiyal enflamasyon ve nekroza bagli
olarak gelisen miyokard hasarindan dolayr ortaya c¢ikan ventrikiler aritmiler,
egzersizle tetiklenebilmektedir. “Bedhesta Konferansi” ve “Avrupa Kardiyoloiji

Dernegi” semptomlar bagladidi andan itibaren alti ay boyunca rekabetgi sporlardan

kaginilmasinini énermektedir (30,44).

Medikal tedavi hastalarin klinik bulgularina gore dizenlenmelidir.
Dekompanse kalp yetersizliginde; dilretikler standart tedavi olup gecikmeden
baslanmalidir. Hemodinamik olarak stabil olan hastalar, anjiyotensin déntstirici
enzim (ACE) inhibitorlerinden ve anjiyotensin reseptor blokerlerinden (ARB) fayda
gorebilmektedir (5). ACE inhibitorleri ve ARB’ler; kardiyak fonksiyonlari duzeltmekte,
yeniden yapilanmayl yavaslatmakta, hastane vyatis sdresini ve mortaliteyi
azaltmaktadir (5,45). “Uluslararasi Kalp ve Akciger Transplantasyon Toplulugu” ve
“Kanada Kardiyovaskiler Cemiyeti” konjesyon ve kalp yetmezligi bulgulari olan
hastalara loop diuretikleri verilmesini 6nermektedir (46,47).

Artmis olan sol ventrikil dolum basinci vazodilatorlerle (intravenoz
nitroprussid veya nitrogliserin gibi) ve ditretiklerle tedavi edilmelidir. Dekompanse
kalp yetmezligi ve dusuk kan basinci olan bazi hastalar vazodilatérlerden yeterince
fayda gérmemekte ve inotrop destegdi gerekmektedir. inotropik ajanlar dolagimi
surdurmek, semptomlari duzeltmek ve hedef organ fonksiyonlarini dizeltmek igin
gereklidir (48). Pozitif inotroplar ajanlar dopamin, dobutamin, epinefrin ve
milrinondur. Dopamin; dopaminerjik ve adrenerjik reseptorler Uzerinden norepinefrin
salinimini artirarak pozitif inotropik etki gosterir. Dobutamin; bir sempatomimetik
olup, miyokard dokusundaki beta reseptétrlerini uyararak pozitif inotropik etkiye yol
acar. Pulmoner ve periferal vaskuler direnci azaltir. Epinefrin, miyokartta hem alfa
hem de beta reseptérleri uyarmaktadir. Kardiyojenik sok ve hayati tehdit eden
durumlarda intravendz infliizyon seklinde verilebilmektedir. Epinefrin; kan basincini,
kalp hizini ve kontraktiliteyi ylUkseltmektedir (48). Milrinon ise, fosfodiesteraz
inhibitéri olup; artylkl dusurerek inotropik etki yapmaktadir. Ayni zamanda
pulmoner vaskuler direnci azaltmakta ve diger inotroplara gore daha az tasikardi

yapmaktadir (49).
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Beta-blokerler, kalp yetersizligine bagh mortalite ve morbiditeyi
azaltmaktadir. Deneysel otoimmin miyokardit modelleri incelendiginde karvedilolin
kardiyoprotektif etkileri oldugu ve enflamatuvar sitokinleri baskiladi§i bulunmustur
(50,51).

Spironolakton ve eplerenon gibi aldesteron antagonistleri miyokarditin akut
fazindan sonra kalici kalp yetersizligi gelisen ¢ocuklarda kullaniimaktadir (52). ACE
inhibitorleriyle birlikte kullanildigi zaman boébrek fonksiyonlarini ve serum potasyum
dizeyini yakindan takip etmek gerekir. Selektif aldosteron antagonisti olan
eplerenonla ilgili viral miyokarditli farelerde yapilan bir calismada, eplerenon tedavisi
almis farelerin yasam oraninin artti§i, miyokardiyal fibrozis alanlarinin kiguldiga,
enflamatuvar sitokinlerin ve kardiyak yeniden yapilanma faktorlerinin azaldigi

gorulmustar (53).

insan B tipi natritiretik peptidin rekombinant formu olan nesiritidin; cocuklarda
dekompanse kalp yetmezliginde guvenli olup, kardiyak dolum basinglarini

dusurdugu gosterilmistir (54).

Bazi hastalar uygun medikal tedaviye ragmen, son dénem kalp yetersizligine
ilerlemektedir. Bu durumda mekanik dolasim destegi tek secenektir (48). ECMO
(Ekstrakorporeal Membran Oksijenasyonu) ve VAD (ventrikller destek cihazlari)
kullanimina bagh yasam orani %25-83 arasinda bildiriimistir (55). Kardiyojenik sok
tanisinda en sik kullanilan mekanik cihaz ECMO’dur (55). “Amerikan Pediyatrik
Saglik Bilgi Sistemi” verilerine gére miyokarditli hastalarin %18,9unda ECMO
kullaniimis ve ECMO kullanilan 97 hastadan %25,8'i eksitus olmus, %13,4’0 kalp
nakline gitmistir (56). “Ekstrakorporal Yasam Destedi Toplulugu” kayitlarina gore
1995-2006 yillari arasinda ECMO uygulanan hastalarin %1,3’0 miyokardit hastasidir
(57). Bebek, cocuk ve geng erigkinlerde yapilan bir kohort ¢calismada (58), ECMO
kullanan hastalarin %671’inin hastaneden taburcu edildigi gdsterilmistir. ECMO
uygulamasinda morbidite; enfeksiyon, kanama, aritmiler, tromboz ve renal
yetmezlikle yakindan iligkilidir. Bu cihazlar hastalarin kardiyak fonksiyonlari geri
donene kadar kullaniimaktadir. VAD; venoz sisteme perkitan olarak yerlestirilen
ventrikulleri bogaltan gecici dolasim destegi cihazidir. Bu cihazlar transplantasyona

gidene kadar zaman kazanmak icin kullaniimaktadir (55).
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Viral miyokarditte, virtisin yok edilmesinde immunitenin rolu nedeniyle,
konak immun sistemini hedef alan immunmodulator tedavilerin etkili olabilecegi
disundlmastir.  Bu  konuda c¢alismalar  kisith  sayidadir  ve  halen
tartismalidir. Uygulanan bazi immunomodulator stratejiler arasinda kortikosteroidler,
intraven6z immunoglobulin (IVIG), azatioprin ve siklosporin ile immunsupresyon
vardir (59). Miyokarditli cocuklarda yapilan bir ¢galismada, kombine siklosporin ve
steroid kullaniminin prognozu iyilestirdigi bildirilmigtir (60). Ug¢ kronik miyokarditli
bebekte vyapilan farkli bir calismada (61), azatioprin ve prednizolon ile
immunosupresif tedavi sonucunda ekokardiyografi bulgularinin  dizeldigi
gosterilmistir. Miyokarditli cocuklarda kortikosteroid tedavisinin faydasi tartismalidir
(62). Son zamanlarda yapilan calismalar kortikosteroidler ve/veya siklosporin gibi
diger immunosulpresif ajanlarla tedavi edilen cocuklarin sol ventrikil ejeksiyon
fraksiyonunda ve semptomlarinda duizelme oldugunu bildirilse de, nihai sonucta
higbir farkhhik olmadigini gdstermistir (63-65). Akut miyokarditli c¢ocuklarda
immansupresif  tedavi kullaniminin  sistematik olarak g6zden gecgirmesinde
arastirmacilar; bu tedavilerin tedavi rejimindeki rolini daha net tanimlamak igin ¢ok

merkezli, randomize, kontrolli calismalarin yapilmasi gerektigini bildirmiglerdir (66).

IVIG'in miyokardit tedavisindeki etkinigine dair degisken sonuglar olsa da;
bircok merkez akut miyokarditli cocuklarin tedavisinde 24 saatte 2 g/kg'lik ylksek
dozda IVIG'i rutin immunmodilatér tedavinin bir parcasi olarak kullanmaktadir (27).
Yapilan bir galismada, IVIG ile tedavi edilen miyokarditli ¢ocuklarin bir yillik
sagkalim ve sol ventrikul fonksiyonlarinda iyilesme oldugu gdsterilmistir (67). Ancak
yetigskin hastalarda yapilan randomize kontrolli bir ¢calismada ise, IVIG ile tedavi
edilen hastalarda sagkalimda veya sol ventrikul fonksiyonunda énemli bir degisiklik
bulunamamigstir (68). Robinson ve arkadaslari (69), 2005 yilinda ¢ocuk ve yetigkin
hastalarda yapilan tim c¢alismalari gozden gegcirdikleri meta-analizde; akut
miyokardit tedavisinde IVIG'in rutin kullanimini desteklemek igin yeterli kanit
olmadigi sonucuna varmiglardir. Diger bir ¢calismada ise (70); IVIG tedavisi ile
sagkalim oraninin daha yiksek oldugu, ancak tedavi edilen ¢ocuk hastalarin sol
ventriktl fonksiyonlarinda anlamh bir degisiklik olmadigi goésterilmistir. Cochrane
meta-analizinde (2015); ¢ocuk hastalarin IVIG tedavisine yetiskin hastalara gore

daha iyi yanit verdigi bildirilmistir (71).

Miyokarditin 6zgtin bir tedavisi olmadidi igin yeni tedavi arayiglari devam

etmektedir. Cin'de yapilan 2177 kigiyi kapsayan 20 klinik ¢alisma sonucunda bitkisel
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ilaglardan 6zelikle ginseng enjeksiyonundan sonra semptomlarda duzelme izlenmis

ancak anlamli sonuglar bulunamamistir (72).

Literatirde hayvanlarda (fare ve sigcan) yapilan deneysel otoimmin
miyokardit modellerinde tedaviye yonelik ¢ok sayida calisma karsimiza ¢ikmaktadir
(50,51,53,73-86). Pamukcu ve arkadaslari (73); sicanlarda olusturduklari deneysel
otoimmiin miyokarditte, obestatinin anti-enflamatuvar etkisinin miyokardit Gzerinde
arastirmislar, histolojik olarak iyilesmeye ek olarak sol ventrikiil fonksiyonlarinda ve
anti-enflamatuvar sitokin seviyelerinde artis, enflamatuvar sitokinler ve kardiyak
hasar gostergesi olan troponin dizeylerinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Bir
beta-bloker olan karvedilol ile vyapilan c¢alismalarda (50,51); karvedilolin
enflamatuvar sitokinleri baskilayarak kardiyoprotektif etkilerinin oldugu, ventikil
fonksiyonlari duzelttigi ve troponin dizeylerini azaltig1 gosterilmistir. Kalp yetersiziligi
ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan ACE inhibitori olan lisinoprilin de siganlarda
kardiyoprotektif etkisi gosterilmistir (74). Yuan Z. ve arkadaslar (75), diger bir ACE
inhibitdri  olan temokaprilin; siganlarda otoimmun miyokardit Uzerine etkisini
arastirmis ve histolojik olarak iyilesme oldudunu bildirmislerdir. Bir ARB olan
olmesartanin siganlarda otoimmun miyokardit Uzerine etkilerinin arastirildigi
¢alismada ise (76), olmesartanin otoimmin miyokarditte enflamasyonu baskilayip,
hemodinamik  fonksiyonlari  dizelterek kardiyoprotektif  etkilerinin  oldugu
gOsterilmistir. Selektif aldosteron antagonisti olan eplerenonun; miyokarditli farelerde
yasam oranini arttirdi§i, miyokardiyal fibrozis alanlarini kdgulttigu, enflamatuvar
sitokinlerin ve kardiyak yeniden yapilanma faktérlerini azaldigi bildirilmistir (53). Li
WM. ve arkadaslari (77), atorvastatinin; otoimmin miyokarditli sigcanlarda,
immunmodulator etki yaparak enflamatuvar sitokin olan interferon gama (IFN-y) ve
IL-2 dizeylerinde azalma; anti-enflamatuvar sitokinler olan IL-4 ve IL-10
dizeylerinde artma oldugunu gostermiglerdir. Sitokin duzeylerindeki bu degisime
eslik eden histopatolojik iyilesmenin de oldugunu bildirmiglerdir. Hucreler arasi
sinyal iletimini saglayan protein kinaz enzimlerinden Protein Kinaz C’nin
inhibisyonunu saglayarak yapilan bir ¢alismada, Protein Kinaz C inhibisyonunun
miyokardit gelisimini 6nledigi gdsterilmistir (78). Lu ve arkadaslari tarafindan yari
esansiyal aminoasit olan taurinin miyokardit Gzerine olumlu etkileri gosterilmistir
(79). Baska bir calismada ise; 1,25-OH, vitamin D3’Gn deneysel otoimmuin
miyokardit olugturalan farelerde sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonunda artis ve

histolojik olarak dizelme sagladigi bulunmustur (80). D vitamini 6nculi olan
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kolekalsiferoliin, otoimmuin miyokarditli Balb/c farelerde kalp agirligini ve apopitozisi
azalttig1 gosterilmistir (81). Benitez ve arkadaslari (82), bir néropepit olan Vazokaktif
intestinal Peptit (VIP)in enflamatuvar ve otoimmiin yanitlari diizenleyerek akut
miyokardit ve aterosklerozu iyilestirdigini bildirmiglerdir. Akut dekompanse konjestif
kalp yetersizligi tedavisinde kullanilan, kalsiyum duyarlagtirici bir inotropik ajan olan
levosimendanin; viral miyokardit geligtirilen farelerde, miyozitlerdeki enflamasyonu
ve apopitozisi azaltarak sol ventrikil fonksiyonlarini duzelttigi gosterilmigtir (83).
Milenkovic M. ve arkadaslarinin otoimmin miyokarditli sicanlarda fusidik asitin
etkilerini arastirdiklari bir calismada (84), fusidik asitin enflamatuvar sitokinleri
baskilayarak hem klinik, hem de histolojik iyilesme sagladigi gosterilmistir. Mito ve
arkadaslari (85), Hint ve Cin tibbinda siklikla kullaninlan bir bitki olan zerdecalin
(kurkumin), sicanlarda olusturulan otoimmun miyokarditde enflamasyonu azalttigini
saptamislardir. Liu ve arkadaslari da (86), Cin tibbinda yaygin olarak kullanilan
berberinin; miyokarditli sicanlarda enflamasyonu baskilayarak kalbi korudugunu

gostermislerdir.

2.1.8. Prognoz

Cocukluk c¢agdr miyokarditlerinde prognoz; ¢ocugun yasina ve altta yatan
enflamatuvar sureclere bagh olarak degisir (2). Akut miyokardit, 0zellikle
yenidoganlarda ve ilk bir yasta ciddi hemodinamik bozukluklara yol agarak erken
mortaliteye neden olur. Akut tablo geriledikten sonra kronik hastalik gelisme riski her
zaman mevcuttur. Dilate kardiyomiyopati o6limcil ve riskli bir tablo olsa da;
miyokardit sonrasi dilate kardiyomiyopati gelisen hastalarin %50-80'inin akut

tablodan sonra iki yil icinde dizelebildigini gdsteren veriler bulunmaktadir (29).
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2.2. OZON

Ozon (O3), u¢ oksijen atomundan olusan oda sicakliginda renksiz,
karakteristik kokusu olan bir gazdir. ismi Yunanca “koklamak” manasina gelir.
Atmosferi olusturan diger gazlara gore, atmosferde oldukg¢a dislk oranda bulunan
ozon; iklim ve canlilarin korunmasinda énemli rol oynamaktadir. Ozon, diinyanin 25-
30 km Uzerinde ozonosfer katmaninda yer alir ve zararli ultraviole isinlarin diinyaya
gelmesini engeller. Ozon tikenmesinin sonucu olarak, diinyaya erisen ek ultraviole -
B 1sinlari butiin canlilar tzerinde zararh etkiler olusturmaktadir (87-89). Kimyasal
yapisi itibariyle radikal 6zelligi tasimamakla birlikte, florin ve persulfattan sonra

bilinen Gguncu en gugliu oksidan maddedir (7).

Ozon, kesfinden sonra dezenfeksiyon amaciyla kullaniimis olup; guclu
okside edici 6zelligi nedeniyle viris ve bakteri gibi mikroorganizmalari, toksinleriyle
birlikte yok edebilmesi; birgcok kimyasal zararh atiklari (deterjan, pestisit) hizla okside
ederek notralize etmesi ve insan cildine zarar vermemesi nedeniyle, giinimuzde
kimyasal sanayide ve tip alaninda yaygin olarak kullaniimaktadir. Tipda, medikal
ozon adi altinda; 0Ozelikle antiseptik, antioksidan, anti-enflamatuvar, antimikrobiyal

ve immunmodulatér etkisi nedeniyle kullaniimaktadir (8,90).

2.2.1. Medikal Ozon Tarihcgesi

Ozon 1840 yilinda, Christian Friedrich Schénbein tarafindan kesfedilmistir.
Ozonun tibbi amagla kullaniminin ilk olarak 1880 yilinda Dr. John Harvey Kellogg
tarafindan gerceklestirildigini yazan kaynaklar bulunmakla birlikte, daha yaygin
gorise gore kabul edilen ilk tibbi kullanimi Birinci Dinya Savasi sirasinda Alman
askerlerinin kangren ve benzeri ciddi yaralanmalarini tedavi eden Dr. Albert Wolffa
dayanmaktadir. Dr. Erwin Payr 1932°de gegirdigi bir hastalik nedeni ile kendi
vilcuduna ozon tedavisini denemigtir. Bilimsel bir toplantida, ozonun tedavi edici bir
ajan olarak gindeme alindigi ilk 6nemli organizasyon ise; 1935 yilinda Berlin'de
toplanan 59. Alman Cerrahi Birligi toplantisi olup, burada Dr. Erwin Payr “Cerrahi’'de
Ozon Uygulamalar” baslig! altinda kendi vakalarindan olusan derleme tirinde bir
sunum yapmistir. ilk kez 1950 yilinda, E. A. Fisch ozon tedavisini dis hekimligi
alaninda uygulamistir. Joachim Hansler, Hans Wolff ile birlikte 1972 yilinda Tibbi
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Ozon Dernegi’ni kurmustur. Bu kurulusun adi 1973 yilinda “Hastaliklarin Onlenmesi
ve Tedavisinde Ozon Uygulamalari Tip Derne@i” olarak dedistiriimistir. Bu tarihten
sonra 1980’li yillara kadar, ozon tedavisini munferit olarak uygulayan c¢esitli hekimler
ve arastirmacilar bulunmaktadir. Tibbi amacla ozon kullanimina yoénelik bilimsel
calismalarin sayisi 1980’li yillardan sonra artmistir. Dolagim sistemine veya vicut
bosluklarina oksijen/ozon karisiminin uygulanmasi tedavinin temelini olusturur. Elde
edilen karisim; intravenoz, intramuskuler, intraartikiiler, intraplevral, intrarektal ve

intradiskal olarak uygulanabildigi gibi, topikal olarak da uygulanabilir (90-92).

Ozon tedavisinin klasik uygulamasi haline gelmig olan yontem 1974 yilinda
Hans Wolff tarafindan tarif edilmistir. Bu yéntemde bir miktar kan (50—-270 ml) viicut
disina alinir ve ozona dayanikli bir sisede 5-10 dakika oksijen/ozon karisimiyla
temas ettikten sonra tekrar ayni kigiye geri verilir (ototransfuzyon). Bu uygulama

major otohemoterapi olarak adlandirilir (90,91,93).

2.2.2. Medikal Ozonun Elde Edilmesi

Medikal ozon, ozon jenartori ile oksijen molekilinin (O;) ¢ift bagini elektrik
akimi verilmesiyle bozarak, diger bir oksijen atomu ile birlesmesi sonucu
olusturulmaktadir. Burada medikal ozon, seri baglanmig iki yuksek voltaj tipinden
gecmektedir. Tupler de yaklagik 4000 ile 9000 V arasinda degisen voltaja baghdir.
Enerji, O, molekdllerinin oksijen atomlarina ayrismasini saglar. Atomlar var olan bir
O, molekuluyle birlegserek Oz ozon molekulind olusturur. Fazla veya kullaniimayan
ozon katalitik yolla yeniden oksijene doénusturalir. Disuk frekans voltajda plazmik
desarjl medikal ozon jeneratoriinin galisma ilkesi Sekil 2'de gdésterilmistir. Ozon

olusumu; 30, + 68,4 Kcal—20; tepkimesi ile gerceklesir (91-93).
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Sekil 2. Bir medikal ozon jeneratériiniin ¢alisma ilkesi

Elde ediilen ozon, saf olarak veriimemeli ve belli oranda oksijenle
karistinlarak uygulanmalidir. Bu karisimda oksijen %95’ten az, ozon %5’ten fazla
olmamalidir. Normal atmosfer havasinin bu karisima girmesi engellenmelidir. Clnkd
ozonun reaktif 6zelliginden dolay hava ile temasi sonucu toksik bir gaz olan azot
dioksit (NO) olugabilmektedir. Toksisiteye en duyarli dokular akciger ve gozlerdir.
DuslUk dozda inhalasyonu, hafif irritasyon ve oksurik olustururken daha ylksek
konsantrasyonlarda akcigerde meydana gelen hiicre hasarina bagli édeme sebep
olabilir. Ayrica emboliye sebep olmamasi icin ozon gaz olarak dolagsim sistemi
icerisine verilmemelidir. Tum islemler sirasinda ozona dayanakl malzemelerin

(paslanmaz celik, nétral cam ve teflon) kullaniimasi gerekmektedir (8,90).

2.2.3. Medikal Ozonun Etki Mekanizmasi

Ozon, diger gazlar (O,, CO,) gibi suda ¢6zinebilir. Oksijene gére 1,6 kat
daha yogun ve suda ¢dzunurligi 10 kat daha fazla olan bir molekuldur. Saf suda
diger gazlar gibi “Henry kanununa” gére ¢dzunur. Cézinmesi Islya, basinca ve
konsantrasyonuna baglidir. Biyolojik sivilarda ise; oksijenden farklh olarak hizlica

biyomolekuller ile reaksiyona girer. Dolayisiyla, major otohemoterapi esnasinda
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uygulanan ozon/oksijen karigimindaki ozon; c¢oklu doymamis yag asitleriyle,
antioksidanlarla ve sistein gibi sulfhidril grubu tasiyan tiyol bilesikleri ile reaksiyona
girer. Ozonun miktarina bagl olarak karbonhidratlar, proteinler (dolayisiyla da
enzimler), DNA ve RNA da bu reaksiyondan etkilenebilir. Tim bu bilesikler ozon
karsisinda elektron dondri gibi davranarak oksitlenirler. Sonucgta siperoksit (O;),
hidrojen peroksit (H,O,) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi serbest oksijen radikalleri
(SOR) olusur. Bu reaksiyonlardan en oOnemlisi doymamis yag asitlerinin
oksidasyonudur. Ana reaksiyon R-CH=CH-R'+0O3+H,0—R-CH=0+R’-CH=+H,0,
seklindedir (8,93,94).

Ozonun biyolojik etkilerinin anlagilmasinda, daha ¢ok otohemoterapi tedavisi
model olarak alinmistir. Major otohemoterapi esnasinda uygulanan ozon/oksijen
karisimindaki ozon plazmada hizla ¢ézunur. Daha 6nce bahsedildigi gibi sivilardaki
¢6zUnurligu fazla olan ozonun bir kismi plazmada bulunan antioksidanlar ile
reaksiyona girerek antioksidanlarin miktarlarini azaltir. Bu anlik olaylar sirasinda
cesitli serbest oksijen radikalleri olugabilmektedir. Olusan serbest oksijen radikallerin
yarl Oomrd ¢ok kisa oldugu icin, kan hastaya geri verilemeden, vyani
ototransflizyondan dnce ortadan kalkarak yerlerini lipit oksidasyon urtinlerine (LOPS)
birakirlar. Serbest oksijen radikalleri, blylk oranda eritrositlerin membranlarinin
oksidasyonu ile olusur. Eritrosit membranindaki doymamis yag asitleri oksidasyona
¢ok duyarhdir. Bu reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan hidrojen peroksit, molekl
yapisi itibariyle radikal olmayan oksitleyici bir molektldir (8,94-96). Hidrojen
peroksit; 0zonun tedavi edici etkilerinin bir kismindan sorumludur. ilk etkilerinden biri
eritrositlerde  2,3-difosfogliserat duzeyini artirma yoluyla hemoglobin-oksijen
dissosiasyon egrisinin saja kaymasina ve bdylece oksijenin dokulara daha kolay
birakilmasina neden olmasidir. Plazmada konsantasyonu artan hidrojen peroksit
kolayca hucrelerin igine diffuze olarak; Iokosit ve endotelial hicrelerde cesitli
interferon, interlokin ve TGF yapimini da artiran uyarilari tetikler. Uzun vyari
Omdrlerinden dolayr bu Urtnler ototransfizyon yoluyla dokulara ulasarak cesitli
biyolojik etkiler gdsterirler (90,91,94).

Otohemoterapi uygulamasi yapilmadan 6nce kanin antikoagulan verilerek
hazirlanmasi gerekir. Cunkl; ozon doza bagli olarak trombosit fonksiyonlarinin
artisina neden olmaktadir. Trombosit fonksiyonlarindaki artisin bazi yararli sonuglari
da olmaktadir. Aktive olmug trombositler, iclerindeki biylme faktorlerini salarak

iskemi ve dlserli hastalarda iyilesmeye olumlu katki saglarlar (94,95). Maj6r
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otohemoterapi sonrasi ozonlanmis kanin vicuda geri veriimesi sonucunda olusan
terapotik etkileri Sekil 3'de belirtilmigtir (93,94,96).

— Fritrosit ———— Iyilesmis O, salmmu

—»SOR |—sLikosit ——» ImmiinAktivasyon

» Platelet ———— Otakoid ve bilylime faktor
Salmnu

03 — Plazma
— Endote]l ———— Artrms NO salimim

' LOPs — Kemik [ligi— Kik hiicre salmnmm

—— Difer Organlar———— Anti oksidan enzim

aktivasyonu

Sekil 3. Ozonun Terapdétik Etkileri (93)

Ozonun konsantrasyonuna baglh olarak (kuvvetli okside edici 6zelligi
nedeniyle) belli bir orandan sonra vicut igin toksik olabilecedi unutulmamalidir.
Plazmanin sahip oldugu genis antioksidan kapasite ve eritrositlerdeki antioksidan
enzimler nedeniyle, kan ozon toksisitesine karsi en direncli dokudur. Otohemoterapi
uygulamalari sirasinda plazmada ¢ozinen ozonun burada bulunan antioksidanlar
(bilirubin, askorbik asit, SH grubu tasiyan glutatyon ve albumin) ile reaksiyona
girerek bu bilesiklerin konsantrasyonunu azaltmaktadir (93,96). Diger taraftan, major
otohemoterapi sonucu ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin artigi ve
antioksidanlarin azalmasi gecici bir durumdur. Bocci ve arkadaslar yaptiklari bir
calismada yaptiklar bir galismada (8); degisik dozlarda (20, 40, 60, 80 ug/ml) ozon
uygulanmis kanlarda, dozla dogru orantili olarak glutatyon ve total antioksidan
seviyesinde azalma, lipit peroksidasyonu ve okside glutatyon dizeyinde artis
oldugunu bildirmigler, uygulamanin 20 dakika sonrasinda ise antioksidan

dizeylerinin eski haline dondugunu tespit etmislerdir.
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Ozon uygulamalari sonucunda olugsmasi beklenen serbest oksijen radikalleri
ve lipit oksidasyon drinlerinin, terapottik etki gosterebilmesi igin belli bir
konsantrasyonda olmasi gerekir (8,93,94). Kanin antioksidan kapasitesinin dnemini
belirten bir gcalismada (97); eritrositler kandan ayristiriimis ve sonrasinda belirlenen
farkll dozlarda ozon verilmis yapilan degerlendirmelerde dusik (10-20 pg/ml) ozon
dozlarindaki uygulamalarda bile eritrositlerin hemen timinde hemoliz meydana

geldigi géraimustar.

Ozon uygulamasi ile hem oksijenaz-1 (HO-1) enziminin de uyarildigi
bildirilmistir. Bu enzimin artisindan gerek serbest oksijen radikalleri gerekse
eritrositlerin hemolizi sorumlu olabilir. Hem oksijenaz-1, hem halkasinin yikim
yolunda goérev alan mikrozomal bir enzimdir ve yapimi oksidatif stres artisi, pro-
enflamatuvar sitokinler ve NO ile uyarilabilmektedir. Bu enzim hem molekulinu
biliverdin ve karbonmonoksite pargalar. Son yillarda HO-1 ile yapilmis birgok
calismada bu enzimin; antioksidan, antiapopitotik, antienflamatuvar etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Ozon uygulamasi sonucu gorilen en etkin HO-1 artisinin ayni
zamanda ozonun terapétik doz araligi olarak da vurgulanan 20-80 ug/ml arasinda

ortaya c¢iktig1 gosterilmistir (94,98,99).

2.2.4. Medikal Ozon Uygulamalari

Ozon, sistemik veya lokal yolla uygulanabilir.

1.Sistemik Uygulamalar:

Major Otohemoterapi: Son 10 yilda major otohemoterapi, disuk riskli ozon

uygulamalarinin en énemli bigimi haline gelmistir. “Ozon+kan” reaksiyonu hastanin
viucudu diginda gergeklesmekte; bundan sonra hastanin “kendi kani” aktif alyuvar
hiicreleri ile re-infizyona sokulmakta ve immunkompetan hiicreler aktive olmaktadir.
Bu tedavide ilke olarak yalnizca steril tek kullanimlik malzeme kullanilir. Uygulama
kapali, basinct alinmig bir sistem icinde yapilir. Hastanin 50-100 ml kani alinir,
organizma diginda tam olarak dogru dozda ozon ile zenginlestirilir. Kan daha sonra
hastaya, transfizyon islemlerinde tibbi olarak 6nerilen hiz olan dakikada 60-90
damla seklinde verilir. Major otohemoterapinin en 6nemli endikasyonlari; arteriyel
dolagim bozukluklari, enfeksiyonlar, bagisiklik vyetersizliginden kaynaklanan
hastaliklar, kanser hastalarinin ek tedavisi, romatizmal eklem hastaliklardir
(8,90,92,100,101).
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Minor Otohemoterapi: Bu yontemde; ozona direngli 30 ml tek kullanimlik

siringaya 10 ml ozon/oksijen karigimi doldurulur ve hastanin 3-5 ml kanina 20 pug/ml
eklenir ve karistirildiktan sonra intramuskuler olarak yeniden enjekte edilir. Bu sire
zarfinda ozonunun, kanda 6nce ¢6zunup sonra da biyolojik molekdller ile reaksiyona
girmesi beklenir. Sonrasinda bu kan, gluteus kasina yavasca enjekte edilir. Temel

endikasyonlari; alerjik vakalar, akne ve fronkuilozisdir (8,93,101,102).

Rektal instiflasyon: Ozonun en eski sistemik ve lokal uygulama yollarindan

biri rektal uygulanmasidir. Sistemik etkileri agisindan majér otohemoterapiye
alternatiftir. Bu yontemle yaklasik 10-12 insiflasyonluk bir dizinin uygulanmasini
takiben major otohemoterapinin sonuglarina benzer bir metabolik degisim (ATP
artis1 ve 2,3-DPG) elde edilir. Rektal insiflasyon, katetere bagl ozona direncli
siringa yardimiyla veya bir ozon konteyneri ile silikon doz g¢antasi kullanilarak
gerceklestirilir. Kural olarak 150-300 ml ozon/oksijen karisimi tatbik edilir. Kapatma
muslugu bulunan konteyner dogrudan jeneratérden doldurulur ve 150 ml hacmi olan
doz cantasina baglidir. Doz ¢antasi bir tlp sistemi araciligiyla katetere de baghdir.
Doz cantasina giden ve gelen her iki hat agilmayan musluklarla emniyet altina
alinmistir. Ampirik acidan rektal insiflasyonun en fazla kanitlanan endikasyonlari;
sistemik olarak major otohemoterapide, 6zellikle de intravendz reinflizyonun
damarlarin uygun olmamasi nedeniyle uygulanamadigdi yasl hastalar; topikal olarak
bagirsaklarda proktit ve kolit gibi patolojik durumlar ve bagisiklk sisteminin yetersiz
kaldidi sitemik enfeksiyonlardir (90,91,101,103).

Periton /ci Uygulama: Bu yéntem; insanlarda, periton bosluguna sabitlenen

bir silikon kateterle 10-20 pg/ml arasindaki bir konsantrasyon ve 200-300 ml
arasindaki bir hacimde ozonlanmigs suyla peritonun yikanmasi suretiyle peritonitin
tedavisinde kullaniimaktadir. Ayrica deneysel hayvan ¢alismalarinda da, sistemik ve

lokal etkileri nedeniyle kullaniimaktadir (90).

2.Lokal Uygulamalar

Diisiik Basingli Ozon Uygulamasi: Dusik basing terimi normal atmosfer

basincinin altindaki degerler igin kullaniimaktadir. Burada ozon/oksijen karigimi
plastik kap bigimindeki cihazdan surekli olarak tedavi edilecek bolgeye akitilir. Bolge

daha once suyla islatilir, artik O3z geri ¢ekilir ve kataliz araciligiyla yeniden O,’ye

27



donustarular. Basing, hastanin kendisini en az rahatsiz hissedecedi sekilde
ayarlanabilir ve lezyonun ciddiyetini esas alir. Uygulamanin &zellikle dekibitis,

radyasyon tahribatinda ve fistullerde yararh oldugu bilinmektedir (92,104).

Transkutanéz_Ozon imersiyonu: Bu yontem; varis (lserleri ve genis alana

yayilan enfekte olmus yaralarin tedavisinde kullanilir. Bu uygulamada, yara ozon
uygulama islemi dncesinde bol suyla yikanir. Plastik ¢canta yara Uzerine dikkatle
yerlestirilir. Bir bandaj yardimi ile gaz kacagi onlenir. Hava, 6nce agcma/kapama
muslugu kullanilarak c¢antadan c¢ikariir ve belirlenmis konsantrasyondaki
ozon/oksijen karisimi ile doldurulur. Ulser veya yara boélgesinin 15 dakika boyunca
karisim ile temas etmesi saglanir. Kalan atik ozon katalizor kullanilarak oksijene
donustarulir ve solunum yoluyla ilgili her tirli sorun elimine edilmis olunur
(104,105).

Intraartikiiler Ozon Enjeksiyonu: intraartikiiler ozon enjeksiyonunun, basta

diz ve omuz eklemleri olmak Uzere; akut ve kronik agrili eklem rahatsizliklarinda
yararli ve etkin oldugu kanitlanmigtir. Bu uygulamanin en énemli endikasyonlart;
romatoid artit, osteoartit ve gonartrozdur (8,90,92,102).

Ozonize Su Uygulamasi: Ozonize su yeni veya yakin zamanda yapilmig
cerrahi mudaheleler de dahil olmak Uzere enfekte olmus her turli yaraya kargi
topikal uygulama igin endikedir. Ozonize su kompresler bigiminde uygulanabilir.
Ozonize su kompresleri, Ozellikle 6dem olusumu gibi enflamatuvar streglerin
baslangi¢c asamalarinda, hizh ve 6nemli 6lgide agri gidericidir. Bu uygulama;
hicresel metabolizmay aktive eder, ATP’de artis saglar ve lezyonun en yakininda
olupta henliz Gremeye yatkinligini koruyan hicrelerin yeniden polarize olmalarina
katki saglar. Kural olarak ozonize su ¢ift damitilmis sudan taze olarak hazirlanir. Bu
suyun her 1 ml'si azami 20 uyg ozon absorbe eder ve oda sicakliginda yari é6mru
yaklasik 10 saattir. Ozonize su tamamen givenli bir maddedir. Ozonize su, krem ve
yaglarin icerisine eklenerek de kullanilabilir. Bu tedavinin en 6nemli endikasyonlart;
dis ve dis eti yaralari, enfekte cilt yaralari, mantar enfeksiyonlari, zona ve otitis
eksternadir (8,92,102).
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2.2.5.Medikal Ozonun Klinikte Uygulama Dozlari

Medikal ozon kullanim ilkeleri; “Uluslararasi Ozon Tedavisi Okullari”’nin 2010
yilinda gercgeklestirdigi Madrid ozon deklorasyonunda glincellenmistir. Buna gore;
ozonun, terapétik konsantrasyonlarin 5-60 pg/ml arasinda oldugu kabul edilmigtir.
Bu aralik lokal ve sistemik uygulama tekniklerinde gecerlidir. Terapotik ozon

konsantrasyonlari duslk, orta ve ylksek olarak tigce ayrilmistir (106).

1.Dustik_konsantrasyonlar: Bu dozlar 10-20 pg/ml olup; immunomodulattr

etkiye sahiptir. Bagisiklik sisteminin etkilendigi hastaliklarda kullaniimaktadir.

2.0rta konsantrasyonlar: Bu dozlar 20-30 pg/ml olup; imminmodulatuvar ve

antioksidandir. N6rodejeneratif hastaliklar (Alzheimer, Parkinson, demans), akciger
hastaliklari (amfizem, kronik obstriktif akciger hastaligi, akut respiratuar stres
sendromu), oftalmolojik hastaliklar (retinosis pigmentarias, katarak, glokom, yasa
baglh makuiler dejenerasyon), hematolojik hastaliklar (talasemiler, orak hcreli
anemi) ve vaskuler hastaliklarda (hipertansiyon, vendz yetmezlik, periferal arteriyel

hastalik, kardiyak iskemi, vendz staz) kullaniimaktadir.

3.Yuksek konsantrasyonlar: Bu dozlar 30-60 pg/ml olup; anti-enflamatuvar

etkiye sahiptir. Enfeksiy6z hastaliklarin (HIV, Herpes Simplex Viris, Human
Papilloma Virls, Hepatit A, B, C, zona, giardiazis, candidiazis), dermatolojik
hastaliklarin, eklem hastaliklarinin (osteoartrit, gonartroz), alerjik hastaliklarin ve
sistemik enflamatuvar hastaliklarin (SLE, romatoid artirt, Crohn hastalidr)

tedavisinde kullaniimaktadir.

2.2.6. Medikal Ozon Tedavisinin Klinik Uygulamalari

Medikal ozon, 6zellikle enflamatuvar surecin yogun olarak yasandigi ve
immin sistemin 6n planda oldugu fizyopatolojik durumlarin tedavisinde faydali
oldugu bildirilmistir olup; basit enfeksiyonlardan, komplike vakalara kadar cesitli
hastaliklarin tedavisinde etkin olarak kullaniimaktadir (90,92,94,104,107). Dis
hekimliginde de vyaygin olarak kullanilan ozonun; anti-mikrobiyal ve anti-

enflamatuvar etkileri gosterilmigtir (108).

Martinez-Sanchez ve arkadaslari (109), diyabetik ayakl hastalarda ozonun
etkinligini degerlendirmigler; ozon tedavisinin antibiyotik tedavisine oranla yara

iyilesmesini hizlandirdigini, hastanede yatis suresini kisalttigini, kan sekerini daha
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kolay kontrol altina alindigini ve antioksidan duzeylerinde artiga yol agtigini
bildirmiglerdir. Mutu ve arkadaslari da (110), lomber disk hernisi olan hastalara disk
icine uygulanan oksijen/ozon karigiminin faydal oldugunu gostermiglerdir.
Osteoartritli 428 hastada yapilan bir galismada (111), intraartikilar ozon enjeksiyonu
yapilan hastalarin agri skorunun kontrol grubuna gére daha dusuk oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle hafif ve orta derecede osteoartriti olan hastalarda cerrahi
Ooncesinde ozon kullanilabilicegi onerilmigtir. Periferik vestibulokoklear sendromlu
hastalarda yapilan bir calismada ise (112), 20 seans boyunca C2-C3 servikal
bdlgesine ozon enjekte edilmis ve vertigo, isitme kaybi, kulak c¢inlamasi ve
nistagmus yakinmalari degerlendilmistir. Hastalarin gikayatlerinde sirasiyla %90,
%80, %65 ve %100 oraninda gerileme oldugunu gosterilmis olup, higbir yan etki
gorulmemistir. Fibromiyalji hastalar (zerinde yapilan bir calismada (113), diger
tedavilerden yeterli sonu¢ alamayan hastalarda tamamlayici/butinleyici ilag olarak

kabul edilebilecegi bildiriimistir.

Dermatolojik hastaliklarin tedavisinde anti-enflamatuvar, immuinmodulatér ve
antimikrobiyal etkilerinden dolayi ozon kullaniimaktadir. Psoériasis Vulgaris’li
hastalarda vyapilan bir c¢alismada, ozonlanmis yagli kremlerin etkili oldugu
gosterilmistir (114). infantil atopik dermatitli hastalarla yapilan ¢alismada ise;
topikal ozon uygulanmasinin guvenli ve etkili oldugu bildirilmistir (115). Baska bir
calismada da, Herpes Zoster'li hastalarda topikal ozon tedavisinin, hicbir yan etki

olmadan agn sikayetlerini azaltarak klinik iyilesme sagladigi bildirilmistir (116).

2.2.7. Medikal Ozon Tedavisinin Deneysel Caligmalarda Uygulamalari

Medikal ozon; antioksidan, anti-enflamatuvar, immunmodulator ve anti-
mikrobiyal 0zelliklerinden dolay! ¢cok sayida deneysel calismada kullaniimistir (117-
124). Ekici ve arkadaslar (117), sicanlarda testis torsiyonunu takiben kullanilan
ozonun; iskemi/reperfizyon hasarinin énlenmesinde faydal oldugunu bildirmiglerdir.
Glven ve arkadaslari (118), yenidodan si¢anlarda olusturulan nekrotizan enterokolit
modelinde ozonun oksidatif stresi ve intestinal hasari azalttigini bildirmiglerdir. Uysal
ve arkadaglari (119), Sprague-Dawley cinsi siganlarda olusturduklari nekrotizan
pankreatit modelinde 60 pg/ml konsantrasyonda intraperitonal uyguladiklari ozon
tedavisinin pankreas dokusu Uzerinde olumlu etkileri oldugunu gostermiglerdir.

Balb/c cinsi farelerde yapilan bir calismada (120), endotoksik sok sirasinda ozon
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uygulamasinin TNF-a salinimini azalttigi bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise (121),
isveg albino cinsi farelerde asetaminofen ile indiiklenen hepatotoksitede ozon
tedavisinin histopatolojik ve biyokimyasal dizelme sagladigi bildirilmigtir. Cesgitli
kanser tedavi protokollerinde siklikla kullanilan doksurobusinin; oksidatif stres
sonucu neden oldugu kardiyak toksisitede, ozon tedavisinin etkisi arastiriimis ve
ozon tedavisinin kardiyoprotektif etkilerinin oldugu gosterimistir (122). Romatoid
artritli sicanlarda yapilan bir caligmada ise (123), farkh konsantrasyonlarda (10-20-
30-40-50 ug/ml) intraartiktlar uygulanan ozonun enflamasyonu azalttigi ve en etkin
konsantrasyonun 40 ug/ml oldugu bildiriimistir. Kaya ve arkadaslari da (124),
sicanlarda olusturduklari deneysel otoimmuin (veit modeline 60 pg/ml
konsantrasyonunda intraperitoneal uygulanan ozon tedavisinin; infliksimab

tedavisiyle benzer etkiye sahip oldugunu gostermiglerdir.

2.2.8. Medikal Ozon Tedavisinin Yan Etki ve Kontrendikasyonlari

Ozon tedavisi guvenli doz arahginda kullanildiginda, yan etkileri oldukga
azdir. Gunumuze kadar gbzlemlenmis yan etkiler hatali uygulamalar sonucunda
gelisen lokal komplikasyonlardan ve yiiksek konsantrasyonda inhale edilmesinden
kaynaklanmaktadir (93). Ozon tedavisi sirasinda, vitamin C ve vitamin E iceren tim
antioksidan takviyelerinin birakilmasi gereklidir. Kanda bu bilegiklerin yUksek
konsantrasyonlarda bulunmasi bir oksidan madde olan ozonun etkinligini ve
dolayisiyla tedavinin seyrini etkiler. Ozon tedavisinin kontrendike oldugu durumlar;
glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi, 6zellikle erken dénemdeki gebelik,
ACE inhibitoéra tedavisi almak, hipertiroidi, kanama bozuklugu ve ozon ile tetiklenen

astim hastaligi olarak siralanabilir (90,93,94).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Kardiyoloji Bilim
Dali tarafindan otoimmin miyokarditte ozonun etkisini arastirmak Utzere planlandi.
Calisma oncesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'nun 31.07.2018 tarih ve 60758568-
020/53656 sayili onay! alindi. Calisma, Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'nin 25.08.2018 tarih ve 2018TIPF041 nolu karari ile
desteklendi.

Calisma, Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Deney Havyanlari
Laboratuarrnda yurutuldi ve agirliklari 19 ile 30 gram arasinda degdisen, 6-8 haftalik
erkek Balb/c cinsi toplam 49 fare ile yapildi. Calismaya alinan fareler her grupta 7
fare olacak sekilde rastgele 7 gruba ayrildi. Her grup kendi 6zel kafesinde izlendi
(Resim 1). Calhgma suresince tum farelere standart diyet ve su verildi. Tim fareler,

deney sonuclanana kadar 22 giin boyunca 12 saat i1sikli, 12 saat 1siksiz ortamda ve

20-25°C arasindaki oda sicaklidinda izlendi.

Resim 1. Pamukkale Univerisitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari fare bakim odasi ve kafesleri
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3.1. CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Calismanin baslangicinda, tum farelerin vicut agirliklari él¢tlirek kaydedildi.

Calismaya alinan toplam 49 fare her grupta 7 fare olacak sekilde 7 gruba ayrildi.

Kontrol grubu ve deneysel otoimiin miyokardit (DOM) olusturulacak gruplar rastgele

belirlendi. Deneysel otoimmun miyokardit olusturulacak gruplara calismanin 0. ve 7.

gunlerinde “Complete Freund's Adjuvant” (CFA) ve domuz kardiyak miyozini

karisimi subkutan (SC) yoldan uygulandi. Kontrol grubuna ise 0. ve 7. glinlerde 5

mi/kg serum fizyolojik (SF) subkutan yoldan uygulandi. DOM olusturulup ozon

verilecek gruplara ¢alismanin 8. ile 21. glnleri arasinda; 14 glin boyunca her gin

belirlenen konsantrasyonlarda intraperitonel (iP) yoldan ozon uygulandi. Ozon

verilmeyen gruplara (kontrol ve DOM) ise; calismanin 8 ile 21. glnleri arasinda 5

ml/kg serum fizyolojik (SF) intraperitoneal yoldan uygulandi. Calismanin zaman

cizelgesi Sekil 4’de gosterilmigti. Calisma gruplari ve gruplara yapilan igslemler

Tablo 3'de verilmigtir.

*CFA ve kardiyak miyozin SC

AN
r A

0. gin* 7. gun*

Glnler \

8. giin

21. glin

/

v

22.gun

14 guin boyunca (8- 21. guinler)
iP ozon veya SF

Sakrifikasyon,
doku ve kan
orneklerinin

Sekil 4. Calismanin zaman gizelgesi
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Tablo 3. Calisma gruplari

Kardiyak miyozin+CFA Ozon Ozon uygulama
Gruplar uygulama giinleri/verilis konsantrasyonu .. . I
yolu ug/ml gunleri/ verilis yolu
Grup 1
(Kontrol) * -
(n=6) ]
Grup 2
(DOM) 0. ve 7. glinde/SC -
(n=7) ]
Grup 3 o
(DOM+020) | 0. ve 7. giinde/SC 20 8-21. gunleri
(n=7) arasinda/IP
Grup 4 .. .
(DOM+030) | 0. ve 7. giinde/SC 20 8-21. gunleri
(n=4) arasinda/IP
Grup 5 .. .
(DOM+040) | 0. ve 7. giinde/SC 20 8-21. gunleri
(n=6) arasinda/IP
Grup 6 .. .
(DOM+050) | 0. ve 7. giinde/SC 0 8-21. gunleri
(n=6) arasinda/iP
Grup 7 8-21. glinleri
(DOM+060) | 0. ve 7. ginde/SC 60 arasinda/iP
(n=5)

*Calismanin 0. ve 7. giinlerinde 5 mi/kg SF uygulanmasi SC. **Calismanin 8-21. giuinlerinde 5 ml/kg
SF uygulanmasi IP.
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Grup 1 (Kontrol grubu, n=6): Bu gruptaki farelere, caligmanin 0. ve 7. gunlerinde 5
ml/kg SF subkutan, ¢calismanin 8-21. glnleri arasinda ise, 5 ml/kg SF intraperitoneal

olarak uygulandi.

Grup 2 (DOM grubu, n=7): Bu gruptaki farelere ¢alismanin 0. ve 7. gunlerinde CFA
ve domuz kardiyak miyozin karigimi subkutan yoldan uygulandi, ¢alismanin 8-21.

gunleri arasinda ise, 5 ml/kg SF intraperitonel olarak her gin uygulandi.

Grup 3 (DOM+020 grubu, n=7): DOM olusturulduktan sonra, ¢alismanin 8-21.
gunleri arasinda ise, 20 ug/ml konsantrasyon dozunda ozon intraperitoneal olarak

her gun uygulandi.

Grup 4 (DOM+030 grubu, n=4): DOM olusturulduktan sonra, ¢alismanin 8-21.
gunleri arasinda ise, 30 ug/ml konsantrasyon dozunda ozon intraperitoneal olarak

her gun uygulandi.

Grup 5 (DOM+040 grubu, n=6): DOM olusturulduktan sonra, calismanin 8-21.
gunleri arasinda ise, 40 ug/ml konsantrasyon dozunda ozon intraperitoneal olarak

her gun uygulandi.

Grup 6 (DOM+0O50 grubu, n=6): DOM olusturulduktan sonra, g¢alismanin 8-21.
gunleri arasinda ise, 50 pug/ml konsantrasyon dozunda ozon intraperitoneal olarak

her guin uygulandi.

Grup 7 (DOM+060 grubu, n=5): DOM olusturulduktan sonra, ¢alismanin 8-21.
gunleri arasinda ise, 60 pug/ml konsantrasyon dozunda ozon intraperitoneal olarak

her giin uygulandi.

Calisma sulresince kontrol grubundan 1, DOM+030 grubundan 3, DOM+040
grubundan 1, DOM+050 grubundan 1 ve DOM+0O60 grubundan 2 fare olmak Uzere

toplamda 8 fare kaybedildi ve ¢calisma toplam 41 fare ile tamamlandi.
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3.2. DENEYSEL OTOIMMUN MiYOKARDIT MODELi OLUSTURULMASI

Deneysel otoimmun miyokardit, domuz kardiyak miyozini ile beraberinde
Mycobacterium tuberculosis ile desteklenmis “Complete Freund's Adjuvant” (CFA)
karisimi kullanilarak olusturulan énemli bir modeldir. Kardiyak miyozin ve CFA, T
hicreleri tarafindan hedef antijen olarak kullaniimakta ve bu model; insan dev
hicreli (giant cell) miyokarditine patofizyolojik olarak benzemektedir. ilk olarak 1990
yilnda Kodama tarafindan (125) tanimlanan model, Lewis cinsi erkek siganlarda
olusturulmustur. Miyokardit, 7 gun arayla yapilan kardiyak miyozin ve CFA
karisiminin enjeksiyonun ilk dozundan 2 hafta sonra gelismeye baslar ve 3 hafta
sonunda en (st dlzeye ulasir. Uglinci haftadan sonra; dilate kardiyomiyopati
gelismektedir (11). Balb/c cinsi farelerde ise, deneysel otoimmun miyokardit modeli;
ilk olarak Pummerer tarafindan (126) 1996 yilinda tanimlanmig olup; Lewis cinsi
sicanlardaki gibi domuz kardiyak miyozini ile beraberinde CFA karisimi kullanilarak

olusturulmustur.

Calismamizda fareler Gzerinde olusturulan DOM modeli literatlirde yapilan
calismalara benzer sekilde yapildi (80-82,126). DOM modeli olusmasi igin esit
miktarda Mycobacterium tuberculosis, H37Ra susu ile desteklenmis “Complete
Freund’s Adjuvant ° (F5881, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve 10 mg/mL
saflastinimig domuz kardiyak miyozini (M0531, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
kullanildi. Enjeksiyon dncesi son emulsiyon konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde;
adjuvan ve miyozin 4°C'de emidilsiyon haline getirildi. Olusturulan emdilsiyon farelere

c¢alismanin 0. ve 7. gunlerinde 200 ug dozunda subkutan olarak uygulandi.
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3.3. OZON VERILMESI

Calismamizda kullanilan ozon, ozon jeneratdri (Turkozone Blue S, Medikal
ozon jenaratdr, Telendyne Instruments 454/374, OGB-19-018, Ozon Saglik
Hizmetleri Ltd. Sti. Turkiye) ile elde edildi (Resim 2).

Resim 2. Ozon jenaratori

Ozon konsantrasyonu ve akis hizi, jeneratoériin UV spektrometresi ile gergcek
zamanli olarak o6lg¢ildi. Ozon akis hizi, 1 mg/kg dozunda 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/ml
konsantrasyonda ve %97 oksijen + %3 ozon gaz karisimini temsil eden 3 L/dk idi.

Ozon, otoimmin miyokardit modeli olusturulan gruplarda CFA ve kardiyak
miyozin uygulamasinin son dozundan (¢alismanin 7. gini) sonraki 14 gin boyunca
her giin belirlenen konsantrasyonlarda intraperitoneal olarak verildi (Resim 3). Ozon
icerigini ve konsantrasyonlarin tutarliigini saglamak icin ozon direngli polipropilen
siringalar ve Tygon polimer tipleri kullanildi.
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Resim 3. intraperitoneal ozon uygulamasi

3.4. HASTALIK BELIRTILERININ iZLENMESI VE ANTROPOMETRIK
OLGUMLERININ DEGERLENDIRILMESI

Tum farelerin g¢alismanin basladidi ginden itibaren aktiviteleri izlenerek,
klinik olarak hastalik gelistirip gelistirmedigi kaydedildi. Butin farelerin baslangi¢
vucut agirliklari, sakrifiye edilmeden onceki vicut agirliklari ve sakrifiye edildikten
sonra ise kalp agirliklarn 6l¢uldu (Resim 4-5). Baslangic ve son vicut agirliklar
arasindaki fark ve kalp agirhgi/vicut agirlig1 oranlari hesaplanarak kaydedildi.
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20A

Resim 5. Kontrol grubu (sol) ve DOM grubunda (sag) yer alan birer denegin kalp
agirhiklarinin élgiiimesi
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3.5. FARELERIN SAKRiFIKASYONU

Tum farelere prosedirun 22. gininde (son ozon veya serum fizyolojik
dozundan 24 saat sonra), ketamin (%10 Ketasol®) 90 mg/kg ve xylazine (%2
Xylazinbio®) 10 mg/kg karsimi ile intraperitoneal anestezi verildi ve ardindan
anterior torakotomi yapildi (Resim 6). Biyokimyasal analizler igin tum farelerden
intrakardiyak kan ornekleri alindi (Resim 7). Sakrifiye edilen farelerin sakrifikasyon
sonras! kalpleri ¢ikarildi (Resim 8) ve kalp agirhgi tartilarak morfolojik olarak
incelemeye tabi tutuldu (Resim 5). Kalplerin morfolojik degisiklikleri asagidaki skala
(84,125,127) kullanilarak derecelendirildi.

Evre 0: Normal gériinim
Evre 1: Kuguk, fokal diskolorasyon alani
Evre 2: Kalp yuzeyinin yarisindan azini kaplayan, yaygin diskolore alan

Evre 3: Kalp yuzeyinin yaridan fazlasini kaplayan, yaygin diskolore alan

Resim 6. Anterior torakotomi islemi

40



Resim 7. intrakardiyak kan alinmasi

Resim 8. Kalbin ¢ikariimasi ve degerlendiriimesi
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3.6. KALBIN HISTOLOJIiK DEGERLENDIRILMESI

Cikarilan kalplerin morfolojik incelemeleri yapildiktan sonra %10 formalin
solusyonu icerisine alindi. Ornekler daha sonra parafin bloklar icerisine gémdildi.
Parafin bloklardan dért mikrometre kalinliginda kesitler elde edilerek Hematoksilen
Eosin (H&E) ve Masson Trikrom ile boyandi ve Olympus BX51 mikroskop ile x40,
x100, x200 ve x400 merceklerle 1sik mikroskopunda incelendi ve resimlendi.
Histopatolojik degerlendirme ayni histolog tarafindan ¢alisma gruplarina kor olarak

yapildi.

TUm preparatlar polimorfontkleer ve mononukleer hiicre infiltrasyonu, nekroz
ve fibrozis yoninden incelendi. Miyokardiyal hasar ve hicresel infiltrasyon 0-4
arasinda daha once tanimlanmis olan asagidaki skala (80,128,129) kullanilarak
derecelendirildi ve mikroskopik skor verildi (Tablo 4). Fibrozis degerlendiriimesi ise;
daha 6nceden tanimlanmis olan asagida gosterilen skala (130) kullanilarak yapildi
(Tablo 4).

Tablo 4. Enflamasyon ve fibrozis skalalari

Enflamayon Siddeti  infiltrasyon Alani Fibrozis Duzeyi Fibrosiz Alani
0. Derece - 0.Derece %0-1
1. Derece <%25 1.Derece %1-2
2. Derece %25-50 2.Derece %2-3
3. Derece %50-75 3.Derece %3-4
4. Derece >0675 4.Derece %4-5
5.Derece >065
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3.7.BIYOKIMYASAL BELIRTEGLERIN GALISILMASI

Calismanin  22. glninde sakrifikasyonun ardindan tim farelerden
intrakardiyak olarak yaklasik 0,6-0,9 ml kan alindi (Resim 7). Alinan kanlar serum
ayirici jelli tipe aktarildiktan sonra 3500 devirde 10 dakika santrif(j edildi. Elde
edilen serum drnekleri analiz giinine dek -80°C'de saklandi. Calisma gunu oda
sicakligina getirilen serumlardan Troponin T, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10 ve TGF- 81
analizi sandivi¢ prensibine bagl immin o6lcim yoéntemi (ELISA) ile YL Biont
(Shangai YL Biotech Co. Ltd. China) ticari kitleri kullanilarak analiz edildi.

Troponin T, TNF-qa, IL-18 ve IL-6 analizleri ng/L, IL-10 ve TGF- 81 analizleri
ise pg/ml biriminde elde edildi. Yontemlerin ¢alisma i¢i CV dederi <%5 ve ¢alismalar
arasi CV degeri <%8 idi. Calismalar enzimatik yontem ile c¢aligilarak
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Tim vitréz numuneler ayri ayri degerlendirildi

ve deney gruplari icinde toplanmadi.

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel degerlendiriimesinde “Statistical Package for Social
Sciences" (SPSS 25.0, Inc, Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi. Sirekli
degiskenler ortalama + standart sapma, kategorik dediskenler sayi ve yizde olarak
verildi. Verilerin normal dagilima uygunlugunun incelenmesinde Shapiro Wilk testi
kullanildi. Parametrik test varsayimlari saglandiginda bagdimsiz grup farkliliklarin
karsilastirlmasinda Tek Yonli Varyans Analizi  (post hoc olarak Tukey
testi); parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise, bagimsiz grup farkliliklarin
karsilastirimasinda Kruskal Wallis Varyans Analizi (post hoc olarak Bonferroni
dizeltmeli Mann Whitney U testi) kullanildi. Degiskenlerin aralarindaki iligkilerin

degerlendiriimesi Spearman veya Pearson korelasyon analizleri ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. ANTROPOMETRIK OLCUMLER

TUm gruplardaki farelerin deney baslangicindaki vicut agirliklari ve deney
sonlandiriimadan 6nceki son vicut agirliklar (fareler sakrifiye edilmeden 6nceki)
degerlendirildi. ilk ve son vicut agirliklari agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak farkhlik saptanmadi (p>0,05), (Tablo 5). Tim gruplardaki farelerin deney
suresindeki 22 gunlik izlemi boyunca kilo aldigi géruldu. Kontrol grubunda ortalama
4,78+1,31, DOM grubunda 2,71+0,75, DOM+020 grubunda 1,71+0,19, DOM+030
grubunda 3+0,81, DOM+040 grubunda 4,1+0,83, DOM+050 grubunda 4,43+1,52
ve DOM+060 grubunda 5,24+1,26 gram kilo alimi oldugu izlendi. Son ve ilk vicut
agirliklarina gore farelerin kilo alim miktari degerlendirildiginde; gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli farkhlik saptandi (p=0,003), (Tablo 5). Deneysel otoimmin
miyokardit olusturulan farelerde kilo aliminin kontrol grubu ve ozon verilen gruplara
gbre daha az oldugu gorulda. Farklilk DOM grubu ile kontrol grubu, DOM grubu ile
DOM+020 grubu ve DOM grubu ile DOM+060 grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamhydi (p=0,003), (Tablo 5, Sekil 5).

7,00

£,00 T

5,00

4,00

Son-ilk V.A(g)

3,00 q

2,00

1,00

T T T T T T T
KONTROL Dom DOM+020 DOM+030 DOM+040 DON+OS0 DOM+0E0

Sekil 5. Gruplarin kilo alim (son vicut agirligr - ilk viicut agirh@r) farklari
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Tablo 5. Gruplara gore baglangi¢ vicut agirhdi, son vicut agrihdi, kalp agirhdi, kilo alimi ve kalp agirliginin son

vicut agirligina orani

ilk VA (g) Son VA (g) Son VA-ilk VA (g) Kalp A (g) Kalp A/Son VA
Ort +SS Ort +SS Ort +SS Ort +SS Ort +SS
n=41 (Min-Maks)  (Min-Maks) (Min-Maks) (Min-Maks) (Min-Maks)
KONTROL (1)  24,5%1,5 29,28+1,6 4,78+1,31 1,48+0,11 0,050,006
(n=6) (22-26) (27-31,5) (3,00-6,50) (1,30-1,60) (0,04-0,05)
DOM (2) 24,1412,5 26,85+2,5 2,7110,75 2,3510,15 0,088+0,007
(n=7) (21-28) (24-30) (2,00-4,00) (2,20-2,60) (0,07-0,09)
DOM+020 (3)  23,28+2,4 27,9743,3 4,68+1,08 1,71+0,19 0,062+0,013
(n=7) (20-28) (23-33,70) (3,00-6,10) (1,40-1,90) (0,04-0,08)
DOM+030 (4)  23,25%3,4 26,25+2,7 310,81 1,67%0,17 0,064+0,010
(n=4) (19-26) (23-29) (2,00-4,00) (1,50-1,90) (0,05-0,07)
DOM+040 (5)  24,6%3,55 28,7614,1 4,1+0,83 1,66+0,17 0,058+0,0058
(n=6) (20-28) (23-33,60) (3,00-5,60) (1,40-1,90) (0,05-0,06)
DOM+050 (6)  23,5%3,6 27,93%4,3 4,43+1,52 1,73+0,17 0,062+0,0095
(n=6) (19-30) (25-36,60) (3,00-6,60) (1,60-2,00) (0,04-0,07)
DOM-+060 (7) 24,613,3 29,84+2,7 5,2411,26 1,52+0,08 0,051+0,0054
(n=5) (19-27) (25-32) (4,00-7,00) (1,40-1,60) (0,04-0,06)
Gruplar arasi
D >0,05 >0,05 0,003 0,000 0,000
ikili
Farkhliklar 2-1,2-3,2-7 2-1,2-3,2-4,2-5,2-6,2-7 2-1,2-3,2-4,2-5,2-6,2-7

VA: Viicut agirhgi, Kalp A: Kalp agirligi, DOM: Deneysel otoimmim miyokardit, Ort: Aritmetik ortalama,

SS: Standart sapma, Min: Minimum, Maks: Maksimum

Fareler sakrifye edildikten sonra kalp agirliklan

degerlendirildi.

DOM

grubunda kalp agirhginin, kontrol grubu ve ozon verilen diger gruplara gére belirgin

olarak arttigi goérialdi (p=0,000), (Tablo 5, Sekil 6). Kalp agirhdinin son vicut

agirhgina oranina bakildiginda; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

oldugu géruldi (p=0,000), (Tablo 5). DOM grubunda kalp agirhgi/son vicut agirhgi

orani diger gruplara goére belirgin artmisti (Tablo 5, Sekil 7).
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Kalp Agirhgl Son V
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Sekil 6. Gruplarin kalp agirliklar
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Sekil 7. Gruplarin kalp agirhigi/son vicut agirhidi orani

46



4.2. HASTALIK BELiRTILERININ IZLENMESi

TUm deney siresince deneysel otoimmin miyokardit gurubuna ait farelerde
tly yapisinda belirgin bozulma ve yer yer dokilmeye ek olarak bu gruptaki
hayvanlarda igtahta azalma, hareket yeteneginde kisitlanma gibi kalp hastaligini

dugunduaren bulgular gozlendi.

4.3. BIYOKIMYASAL BELIRTEGLER
4.3.1 Troponin T Duizeyi

Kardiyak hasar gostergesi olan troponin T dizeyleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhhk saptandi (p=0,001). Troponin T; DOM
grubunda 97,1+22,31 ng/L, kontrol grubunda 52,8+18,79 ng/L, ozon verilen
DOM+020, DOM+030, DOM+040, DOM+050 ve DOM+0O60 gruplarinda ise
sirasiyla 72,44+17,07, 63,6+32,82, 61,16+27,97, 57,02+17,01 ve 36,52+9,38 ng/L
olarak bulundu (Tablo 6). Troponin T diizeyi DOM grubunda, tim gruplara gore
belirgin artmis olmakla birlikte; farkhlik; DOM grubu ile kontrol grubu, DOM grubu ile
DOM+050 grubu ve DOM grubu ile DOM+060 grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml idi (p=0,001), (Tablo 6, Sekil 8).
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Troponin T(e¢Tn-T)(nglL)

Tablo 6. Gruplarin troponin T dizeylerinin karsilastiriimasi

Troponin T(ng/L)

n=40 Ort+S.S Min - Maks

KONTROL (1) 52,8 £ 18,79 35,13-81,53
(n=6)

DOM (2) 97,1+22,31 57,03-132,42

(n=7)

DOM+020 (3) 72,44 + 17,07 50,66-90,14
(n=7)

DOM+030 (4) 63,6 + 32,82 22,58-93,21
(n=4)

DOM+040 (5) 61,16 + 27,97 13,13-90,99
(n=6)

DOM+050 (6) 57,02 £ 17,01 34,31-76,42
(n=5)

DOM+060 (7) 36,52 + 9,38 26,37-45,66
(n=5)

Gruplar arasi p 0,001

Ikili Farkliliklar 2-1,2-6,2-7

DOM: Deneysel otoimmun miyokardit, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma,

Min: Minimum, Maks: Maksimum

125 00

100,00

75,00

50,00

25,00

0,00

T T
KOMNTROL DO

T T
DOM+O30  DOM+O40

Sekil 8. Gruplarin troponin T dizeyleri
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4.3.2 Enflamatuvar Sitokin Seviyeleri

Enflamatuvar sitokinlerden; TNF-a, IL-18 ve IL-6 dlzeyleri degerlendirildi.
Gruplar arasinda TNF-a duzeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptandi (p=0,0000). TNF-a, DOM grubunda 96,44+28,03 ng/L, kontrol grubunda
68,86+17,57 ng/L, ozon verilen DOM+020, DOM+030, DOM+040, DOM+050 ve
DOM+060 gruplarinda ise sirasiyla 66,29+5,57, 59,04+4,62, 60,83+3,86, 59+5,39
ve 52,765 ng/L olarak bulundu. TNF-a seviyesi DOM grubunda, tiim gruplara gore
belirgin artmig olmakla birlikte; farkhlik; DOM grubu ile kontrol grubu, DOM grubu ile
DOM+020 grubu, DOM grubu ile DOM+030 grubu, DOM grubu ile DOM+040,
DOM grubu ile DOM+0O50 grubu ve DOM grubu ile DOM+0O60 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli saptandi (p=0,0000), (Tablo 7, Sekil 9).

IL-18 dlzeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
vardi (p=0,000). IL-168, DOM grubunda 6,41+0,41 ng/L, kontrol grubunda 4,47+0,71
ng/L, ozon verilen DOM+020, DOM+030, DOM+040, DOM+050 ve DOM+0O60
gruplarinda ise sirasiyla 5,22+0,99, 5,01+0,88, 5,1+0,43, 4,23+0,44 ve 4,49+0,33
ng/L olarak bulundu. IL-18 dizeyi DOM grubunda, tim gruplara gore belirgin artmis
olmakla birlikte; farklihk; DOM grubu ile kontrol grubu, DOM grubu ile DOM+020
grubu, DOM grubu ile DOM+030 grubu, DOM grubu ile DOM+040, DOM grubu ile
DOM+050 grubu ve DOM grubu ile DOM+0O60 grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli idi (p=0,000), (Tablo 7, Sekil 10).

IL-6 duzeyleri agisindan da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliik bulundu (p=0,004). IL-6, DOM grubunda 59,85+18,75 ng/L, kontrol
grubunda 32,83+8,17 ng/L, ozon verilen DOM+020, DOM+030, DOM+040,
DOM+050 ve DOM+0O60 gruplarinda ise sirasiyla 64,7619,03, 49,41+14,22,
51,01+12,01, 53,19+2,43 ve 36,47+23 ng/L idi. IL-6 dizeyi kontrol grubunda, tim
gruplara gore en disuk seviyede olmakla birlikte; farklilik; kontrol grubu ile DOM
grubu ve kontrol grubu ile DOM+020 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0,004), (Tablo 7, Sekil 11).
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Tablo 7. Gruplarin TNF-a , IL-1p ve IL-6 dlUzeylerinin karsilastiriimasi

TNF-a (ng/L) IL-1B (ng/L) IL-6(ng/L)
Ort +SS Ort + SS Ort + SS
n=40 (Min — Maks) (Min — Maks) (Min — Maks)
KONTROL (1) 68,86 + 17,57 4,47 +0,71 32,83+8,17
(n=6) (49,64 - 96,23) (3,13 - 5,08) (26,11-41,83)
DOM (2) 96,44 + 28,03 6,41 + 0,41 59,85 + 18,75
(n=7) (55,02 - 142,11) (5,76 - 6,95) (34,17-84,04)
DOM+020 (3) 66,29 + 5,57 5,22 + 0,99 64,76 + 9,03
(n=7) (59,26 - 73,74) (3,53 - 6,23) (55,58-80,05)
DOM+030 (4) 59,04 + 4,62 5,01+ 0,88 49,41 + 14,22
(n=4) (52,66 - 62,81) (3,82 - 5,68) (29,56-61,84)
DOM+040 (5) 60,83 + 3,86 5,1+ 0,43 51,01 + 12,01
(n=6) (54,63 - 65,7) (4,54 - 5,86) (38,47-69,50)
DOM+050 (6) 59 + 5,39 4,23+0,44 53,19 + 2,43
(n=5) (53,1 - 67,11) (3,82 - 4,81) (49,88-56,47)
DOM+060(7) 52,76 + 5 4,49 +0,33 36,47 + 23
(n=5) (47,32 - 58,62) (4,04 - 4,82) (11,06-56,02)
Gruplar arasi p 0,000 0,000 0,004
ikili Farkliiklar ~ 2-1,2-3,2-4,2-5,2-6,2-7  2-1,2-3,2-4,2-5,2-6,2-7 2-1,1-3

DOM: Deneysel otoimmiin miyokardit, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma, Min: Minimum,

Maks: Maksimum

150,01

125,04

a(nglL)

100,0

TNF

75,0

é@%%‘g

50,0

T T T T T T T
KONTROL DOM DOM+020 DOM+030 DOM+040 DOM+050 DOM+CE0

Sekil 9. Gruplarin TNF-a duzeyleri
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Sekil 10. Gruplarin IL-1 diizeyleri
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Sekil 11. Guplarin IL-6 dizeyleri
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4.3.3 Anti-enflamatuvar Sitokin Seviyeleri

Anti-enflamatuvar sitokinlerden IL-10 ve TGF- 87 duzeyleri degerlendirildi. IL-
10 duzeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhlik oldugu
gorildu (p=0,005). IL-10, DOM grubunda 162,18+19,4 pg/ml, kontrol grubunda
198,79+11,24 pg/ml, ozon verilen DOM+020, DOM+030, DOM+040, DOM+050 ve
DOM+060 gruplarinda ise sirasiyla 162,69+29,37, 161,6+15,58, 179,95+18,45,
189,69+18,5 ve 203,25+29,95 pg/ml olarak bulundu. Farkhlik; DOM grubu ile
DOM+060 grubu ve DOM+020 ile DOM+060 grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamhydi (p=0,005), (Tablo 8, Sekil 12).

Tablo 8. Gruplarin IL-10 dlzeylerinin karsilastiriimasi

IL-10 (pg/ml)

n=40 Ort + SS Min - Maks

KONTROL (1) 198,79+ 11,24 183,89 - 215,89
(n=6)

DOM (2) 162,18 + 19,4 138,19 - 192,99

(n=7)

DOM+020 (3) 162,69 + 29,37 125,81 - 221,08
(n=7)

DOM+030 (4) 161,6 £15,58 142,07 - 179,54
(n=4)

DOM+040 (5) 179,95 + 18,45 159,45 - 200,02
(n=6)

DOM+O050 (6) 189,69 + 18,5 159,45 - 207,36
(n=5)

DOM+060 (7) 203,25 + 29,95 172,61 - 237,93
(n=5)

Gruplar arasi p 0,005

ikili Farkliliklar 2-7,3-7

DOM: Deneysel otoimmun miyokardit, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma,
Min: Minimum, Maks: Maksimum
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225,00

200,00 ﬁ

175,00 L

IL-10(pg/ml)

150,00

125,00

T T T T T T T
KONTROL DOM DOM+020  DOM+O30 DOM+O40  DOM+OS0  DOM+OED

Sekil 12. Gruplarin IL-10 dlzeyleri

TGF-B1 dizeyleri DOM grubunda kontrol grubu ve ozon verilen gruplara
gruplara gére disuk olmakla birlikte; gruplar arasinda TGF-B1 dizeyleri agisindan

istatistiksel olarak farklilik saptanmadi (p>0,05), (Tablo 9).
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Tablo 9. Gruplarin TGF-B1 diizeylerinin karsilastiriimasi

TGF-B1 (pg/ml)

n= 34 Ort+SS Min - Maks
KONTROL (1) 287,2 +13,26 267,15-299,32
(n=5)
DOM (2) 257,9+£32,38 223,20-296,40
(n=5)
DOM+020 (3) 280,33+9,9 263,73-296,40
(n=7)
DOM+030 (4) 291,25 +21,22 274,12-318,75
(n=4)
DOM+040 (5) 264,37 £31,79 220,82-299,66
(n=5)
DOM+050 (6) 267,65 + 41,36 228,72-309,84
(n=4)
DOM+060 (7) 268,02 £ 70,14 226,76-372-75
(n=4)
Gruplar arasi p >0,05

DOM: Deneysel otoimmun miyokardit, Ort: Aritmetik ortalama,
S.S: Standart sapma, Min: Minimum, Maks: Maksimum

4.4. KALBIN MAKROSKOBIK INCELENMESI

Fareler sakrifiye edilip kalpleri c¢ikarildiktan sonra  makroskobik
incelemesinde kalp ylzeylerinin diskolorasyon alanlari incelendi. Normal goriinim
evre 0, kuguk diskolorasyon alani evre 1, kalp ylUzeyinin yarisindan azini kaplayan
yaygin diskolore alan evre 2 ve kalp ylzeyinin yaridan fazlasini kaplayan yaygin
diskolore alan ise evre 3 olarak degerlendirildi (84,125,127). Diskolorasyon evreleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik saptandi (p=0,0001).
Kontrol grubundaki farelerde diskolore alan saptanmazken, DOM grubundaki

farelerin hepsinde (%28,6 evre 2, %71,4 evre 3) diskolore alan mevcuttu (Tablo 10).
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Tablo 10. Gruplarin diskolorasyon evrelerinin karsilastirilmasi

DiSKOLORASYON
n=41 EVRE SAYI YUZDE %
KONTROL (1) (n=6) 0 n=6 100
1 n=0 -
2 n=0 -
3 n=0 -
DOM(2)  (n=7) 0 n=0 -
1 n=0 h
) - 28,6
3 o5 71,4
DOM+020 (3) (n=7) 0 n=0 -
1 =3 42,9
) o4 57,1
3 n=0 }
DOM+030 (4) (n=4) 0 n=0 -
1 n=2 50,0
2 n=2 50,0
3 n=0 B
DOM+040 (5) (n=6) 0 n=0 -
1 n=3 500
2 n=2 333
3 n=1 16,7
DOM+050 (6) (n=6) 0 n=1 16,7
1 n=2 333
2 n=2 333
3 n=1 16,7
DOM+060 (7) (n=5) 0 n=1 20,0
1 n=1 20,0
2 n=3 60,0
3 n=0 -
Gruplar arasi p 0,0001
ikili farkliliklar 1-2
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4.5. KALBIN HiSTOLOJIK iNCELENMESI

Kalbin histolojik incelemesinde; mikroskobik olarak enflamasyon ve fibrozis

dereceleri degerlendiridi.

Enflamasyon siddeti, infiltrasyon alanina goére belirlendi. Buna gére; normal
0. derece; %25’in altindaki inflitrasyon 1. derece; %25 ile %50 arasindaki infiltrasyon
2. derece; %50 ile %75 arasindaki infiltrasyon 3. derece ve %75'nin Uzerindeki
infiltrasyon 4. derece olarak tanimlandi (80,128,129). Enflamasyon siddeti
incelendiginde, gruplar arasindaki farklilk istatistiksel olarak anlamh bulundu
(p=0,0001), (Tablo 11). Farkhligin; DOM grubu ile kontrol grubu ve DOM grubu ile
DOM+060 grubu arasindan kaynaklandigi gorildi. DOM grubundaki farelerin
hepsinde 3. ve 4. derecede enflamasyon varken; kontrol grubu ve DOM+060

grubunda 0. ve 1. derece enflamasyon saptandi.

Fibrozis duzeyi; fibrozis alanina goére belirlendi. Buna gore; %1’lik alanin
altindaki fibrozis 0. derece, %1-2’lik alandaki fibrozis 1. derece, %2-3’lik alandaki
fibrozis 2. derece, %3-4’lik alandaki fibrozis 3. derece, %4-5’lik alandaki fibrozis 4.
derece ve %5‘in Uzerindeki alandaki fibrozis 5. derece olarak tanimlandi (130).
Fibrozis dizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
saptandi (p=0,0001), (Tablo 12). Farkhligin; DOM grubu ile kontrol grubu ve DOM
grubu ile DOM+060 grubu arasindan kaynaklandigi goértldi. DOM grubundaki
farelerin hepsinde 2. derece ve Uzerinde fibrozis varken; kontrol grubu ve
DOM+0O60 grubundaki farelerin higbirinde 2. derece ve Uuzerinde fibrozis

saptanmadi.

Miyokardin histolojik preparatlarinin Hemotoksilen-Eozin ve Massom-Trikrom

boyanma gorinimleri Resim 9 ve 10°da verilmistir.
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Tablo 11. Gruplarin enflamasyon siddetinin karsilastiriimasi

ENFLAMASYON

DERECE

SAYI

YUZDE %

KONTROL (1)

(n=6)

o

n=5
n=1
n=0
n=0
n=0

83,3
16,6

DOM (2)

(n=7)

n=0
n=0
n=0
n=2
n=5

28,6
71,4

DOM+020 (3)

(n=7)

n=0
n=0
n=0
n=3
n=4

42,9
57,1

DOM+030 (4)

(n=4)

n=0
n=0
n=2
n=2
n=0

50,0
50,0

DOM+040 (5)

(n=6)

n=0
n=1
n=3
n=2
n=0

16,7
50,0
33,3

DOM+050 (6)

(n=6)

n=0
n=0
n=4
n=2
n=0

66,7
33,3

DOM+060 (7)

(n=5)

H W N B O W N R O W N R O|A WN R O|dA WNFRP OPL WNR O WNR

n=2
n=3
n=0
n=0
n=0

40,0
60,0

Gruplar arasi p

0,0001

ikili farhliklar

1-2,2-7
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Tablo 12. Gruplarin fibrozis dizeylerinin karsilastiriimasi

FiIBROZiS
n=41 DERECE SAYI YUZDE %
KONTROL (1) (n=6) (] n=4 66,7
1 n=2 33,3
2 n=0 -
3 n=0 -
4 n=0 -
5 n=0 -
DOM (2) (n=7) 0 n=0 B
1 n=0 B
2 n=1 14,3
3 n=1 14,3
4 n=4 57,1
5 n=1 14,3
DOM+020 (3) (n=7) ()} n=0 -
1 n=4 >71
2 n=2 28,6
3 n=0 B
a n=1 14,3
5 n=0 j
DOM+030 (4) (n=4) ()} n=0 -
1 n=0 -
2 n=2 20,0
3 n=1 25,0
4 n=1 25,0
5 n=0 B
DOM+040 (5) (n=5) ()} n=2 333
1 n=1 16,7
2 n=2 33,3
3 n=1 16,7
4 n:0 B
5 n:0 B
DOM+050 (6) (n=6) 0 n=0 B
1 n=1 16,7
2 n=4 66,7
3 n=1 16,7
4 n=0 B
5 n=0 B
DOM+060 (7) (n=5) 0 n=3 60,0
1 n=2 40,0
2 n=0 -
3 n=0 -
4 n=0 -
5 n=0 -
Gruplar arasi p 0,0001
ikili farkliliklar 1-2,2-7
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E: DOM+040

D: DOM+030 grubu,

Resim 9.Hematksi|en-Esin boyanmis miyokard kesitlerinde hiicre infiltrasyonlari. A:
B: DOM Grubu C: DOM+020 grubu

Kontrol grubu, |
grubu F: DOM+0O50 grubu, G: DOM+060 grubu. Infiltrasyon (yildiz). Bar: 50um
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Resim 10. Masson Trikrom ile boyanmis miyokard dokusu kesitlerinde fibrozis. A: Kontrol
grubu, B: DOM Grubu C: DOM+020 grubu, D: DOM+030 grubu, E: DOM+040 grubu F:

DOM+050 grubu, G: DOM+060 grubu. Fibrozis (ok). Bar: 50um.
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Kardiyak hasarlanma gostergesi olan troponin T dizeyleri ile kilo alim farki
(son vicut agirhgi ile ilk vucut agirligr arasindaki fark) arasinda istatistiksel olarak
anlamli negatif korelasyon saptandi (p=0,023, r=-0,358), (Sekil 13). Troponin T
duzeyleri ile kalp agirhgr ve kalp agirhgi/son vicut agirhgr arasinda ise istatistiksel
olarak pozitif korelasyon saptandi (p=0,000, r= 0,625 ve 0,703), (Sekil 14-15).
Troponin T dizeylerindeki artigla kalp agirligi ve kalp agirligi/son vacut agirhginin
arttigi gérulda.

7,00 o
© o
o
6,00 o] oo
_
E
[l
B
2 5 00
<
=
=
<
<
> 4,00
=
[=]
"
3,00
R2 Linear = 0,128
2,00 o o o o

T T T T T
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Troponin T(¢Tn-T)(ngiL)

Sekil 13. Troponin T dlzeyi ile kilo farki (son VA- ilk VA) arasindaki iligki (p=0,023 r=-0,358)
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Troponin T (¢Tn-T)(nglL)

Sekil 14. Troponin T dizeyi ile kalp agirli arasindaki iligki (p=0,000 r=0,625)

0,1000

0,0900

0,000

0,0700

kalp agirhgil son VA

0,0600

0,0500

R2Linear = 0,495

0,0400

T T T T T
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Troponin T(cTn-T) (nglL)

Sekil 15. Troponin T dlzeyi ile Kalp agirlidi/ son VA arasindaki iliski (p=0,000 r=0,703)
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Kardiyak hasarlanmanin siddeti ile enflamatuvar sitokinler olan TNF-q, IL-18
ve IL-6 arasindaki iligki varhgi degerlendirildiginde; troponin T ile TNF-a, IL-18 ve IL-
6 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif iliski saptandi (p ve r de@erleri sirasiyla
TNF-a i¢in p=0,006 r=0,426; IL-18 icin p=0,000 r=0,584; IL-6 icin p=0,048 r=0,318),
(Sekil 16-17-18).

Troponin T dizeyleri ile anti-enflamatuvar sitokin olan IL-10 ve TGF-G1

arasinda ise anlaml bir iligski saptanmadi (p>0,05).

150,01

1250

100,0- o =

TNF-a (ngiL)

75,0

50,0 R<Linear = 0,182

T T T T T
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Troponin (¢ Tn-T)(nglL)

Sekil 16. Troponin T dizeyi ile TNF-a dizeyi arasindaki iliski (p=0,006 r=0,426)
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Troponin T(¢Tn-T)(nglL)

Sekil 17. Troponin T diizeyi ile IL-1(3 diizeyi arasindaki iligki (p=0,000 r=0,584)

100,00

80,00 o

0,00

IL6(ngiL)

40,00

20,00

o @ R2Linear = 0,101

0,00

T T T T T
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Troponin T(cTn-T)(nglL)

Sekil 18. Troponin T dizeyi ile IL-6 duzeyi arasindaki iliski (p=0,048 r=0,318)
Troponin T dizeyleri ile histolojik bulgular arasindaki iligki incelendiginde;
troponin T ile enflamasyon siddeti ve fibrozis dizeyi arasinda istatiksel olarak

anlamli pozitif iliski saptandi (enflamasyon igin p=0,002 r=0,476 ve fibrozis icin
p=0,028, r=0,347), (Sekil 19-20).
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Sekil 19. Troponin T ile enflamasyon siddeti ile arasindaki iliski (p=0,002 r=0,476)
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Sekil 20. Troponin T ile fibrozis dizeyi arasindaki iligki (p=0,028 r=0,347)
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Enflamasyon siddetiyle ile farelerin kilo alimlari (son vucut agirhgi ile ilk vicut
agirhgr arasindaki fark) arasinda istatistiksel olarak iligki saptanmazken (p>0,05);
kalp agirhgr ve kalp agirligi/son vicut agirhgi ile istatistiksel olarak anlamh pozitif
korelasyon saptandi (p=0,000, r= 0,650 ve 0,592), (Sekil 21-22).
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Sekil 21. Enflamasyon siddeti ile kalp agirlidi arasindaki iliski (p=0,000 r=0,650)
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Sekil 22. Enflamasyon siddeti ile kalp agirligi/son VA arasindaki iliski (p=0,000 r=0,592 )
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Enflamasyon siddeti ile enflamatuvar sitokinler olan TNF-a, IL-18 ve IL-6
arasindaki iliski varligi degerlendirildiginde; enflamasyon siddeti ile TNF-a, IL-18 ve
IL-6 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (p ve r deg@erleri
sirastyla TNF-a i¢in p=0,040 r=0,325; IL-18 i¢in p=0,002 r=0,466; IL-6 i¢cin p=0,002
r=0,470), (Sekil 23-24-25).
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Sekil 23. Enflamasyon siddeti ile TNF-a diizeyi arasindaki iliski (p=0,040 r=0,325)
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Sekil 24. Enflamasyon siddetii ile IL-13 dlzeyi arasindaki iligki (p=0,002 r=0,466)
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Sekil 25. Enflamasyon siddeti ile IL-6 diizeyi arasindaki iliski (p=0,002 r=0,470)

Enflamasyon siddeti ile anti-enflamatuvar sitokinler olan IL-10 ve TGF-B1
arasindaki iliski varhgi degerlendirildiginde; enflamasyon siddeti ile IL-10 arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptanirken (p=0,008 r= -0,414), (Sekil
26); TGF- B1 arasinda istatiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi (p>0,05).
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Sekil 26. Enflamasyon siddeti i ile IL-10 dluzeyi arasindaki iligki (p=0,008 r= - 0,414)

Fibrozis duzeyi ile farelerin kilo ahim alimlari (son vacut agirligi ile ilk vicut
agirhgr arasindaki fark) arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon
saptanirken (p= 0,006 r=- 0,419), (Sekil 27); kalp agirhg1 ve kalp agirhdi/son vicut
agirhgi orani ile istatistiksel olarak pozitif korelasyon saptandi (p=0,000, r= 0,590 ve
0,524), (Sekil 28-29).
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Sekil 27. Fibrozis dizeyii ile son VA- ilk VA arasindaki iligki (p= 0,006 r=- 0,419)
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Sekil 28. Fibrozis dizeyi ile kalp agirlig1 arasindaki iliski (p=0,000 r=0,590)
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Sekil 29. Fibrozis dizeyi ile kalp agirligi/son VA arasindaki iliski (p=0,000 r=0,524)
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Fibrozis duzeyi ile enflamatuvar sitokinler olan TNF-a, IL-18 ve IL-6
arasindaki iliski degerlendirildiginde; fibrozis duzeyi ile TNF-a, IL-18 ve IL-6
arasinda istatistiksel olarak anlamh pozitif korelasyon saptandi (p ve r degerleri
siraslyla; TNF-a icin p=0,030 r=0,343; IL-18 i¢in p=0,022 r=0,360; IL-6 i¢in p=0,013
r=0,390), (Sekil 30-31-32).
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Sekil 30. Fibrozis dizeyi ile TNF- a arasindaki iliski (p=0,030 r=0,343)
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Sekil 31. Fibrozis dizeyi ile IL-1 8 arasindaki iligki (p=0,022 r=0,360)
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Sekil 32. Fibrozis dizeyi ile IL- 6 arasindaki iliski (p= 0,013 r= 0,390)
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Fibrozis dulzeyi ile anti-enflamatuvar sitokinler olan IL-10 ve TGF-B1
arasindaki iliski degerlendirildiginde; fibrozis dizeyi ile IL-10 arasinda istatistiksel
olarak anlamli negatif korelasyon saptanirken (p=0,017 r=-0,375), (Sekil 33); TGF-
B1 duzeyleri ile arasinda istatiksel olarak farkhlik saptanmadi (p>0,05).
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Sekil 33. Fibrozis diizeyi ile IL-10 arasindaki iliski (p=0,017 r=- 0,375)
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Histolojik parametrelerin birbiriyle iliskisi degerlendirildiginde; enflamasyon
siddeti ile fibrozis dlzeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon
saptandi (p=0,000 r=0,755). Enflamasyon siddeti ne kadar fazla ise, fibrozis gelisimi
o kadar fazla olmustur (Sekil 34).
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Sekil 34. Enflamasyon siddeti ile fibrozis diizeyi arasindaki iligki (p=0,000 r=0,755)
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5.TARTISMA

Miyokardit; miyozitlerin nekrozu ve dejenerasyonu ile seyreden,
saghkh c¢ocuklarda dilate kardiyomiyopati ve/veya kronik kalp vyetersizligi ile
sonuglanabilen, hayati tehlike olusturan bir hastaliktir (1). Ucglincii basamak
hastanelere bagvuran ¢ocuk hastalarin yaklasik %0,05’i miyokardit tanisi almaktadir

(3). Ulkemizde miyokardit insidansi tam olarak bilinmemektedir.

Miyokardit etiyolojisi olduk¢a genis olup enfeksiyéz veya nonenfeksiyoz
nedenlerden kaynaklanmaktadir. Klinik, hastanin yasina bagh olarak degisiklik
gOstermekle birlikte; kirginlik, halsizlik, terleme, gégus agrisi, garpinti, egzersiz
intoleransi, senkop, solunum sikintisi veya kardiyak kollapsa kadar genis bir
spektrumda kargimiza c¢ikabilmektedir (1,5). Miyokardit patogenezi hakkindaki
bilgiler, deneysel hayvan c¢alismalarindan elde edilmis olup; patogenezinde,
enflamatuvar  sitokinlerin ~ ve  otoimmunitenin  rol oynadidi  gosterilmigtir
(4,5,11,125,126). Miyokardit tanisinda kardiyak enzimler, elektrokardiyografi,
telekardiyografi ve ekokardiyografi gibi invaziv olmayan testler kullanilsa da; kesin
tanisi endomiyokardiyal biyopsidir. Tedavisi ve prognozu, altta yatan nedene gore
degisir. Cogu olguda altta yatan etiyoloji belirlenemez ve bu nedenle sadece
destekleyici tedavi saglanabilir (2). GUnumuzde bazi merkezlerde, otoimmun ve viral
miyokardit vakalarinda destek tedavisine ek olarak IVIG tedavisinin faydalari

bildiriimis olsa da, halen miyokarditin 6zglin bir tedavisi yoktur (71).

Ozon; Ug oksijen atomundan olugan oda sicakliginda renksiz, karakteristik
kokusu olan ve kimyasal yapisi itibariyle radikal 6zelligi tagsimamakla birlikte guglu
oksidan 6zelligi bulunan bir gazdir. Kesfedildigi glinden beri tip alaninda basta
dezenfektan olmak Uzere; anti-mikrobiyal, anti-enflamatuvar, anti-oksidan ve
immunmodulatér olarak kullaniimaktadir (7,8,90,91). Medikal ozon, ozon jenartori
ile oksijen molekulinun (O,) c¢ift bagini elektrik akimi verilmesiyle bozarak, diger bir
oksijen atomu ile birlesmesi sonucu olusturulmaktadir. Elde edilen ozon, saf olarak
verilmemeli ve belli oranda oksijenle karistirilarak uygulanmahdir. Bu karigimda
oksijen %95ten az, ozon %5’ten fazla olmamalidir. Ozon, sistemik veya lokal olarak
uygulanabilmektedir. Sistemik etki amaciyla major veya minor otohemoterapi ve
rektal insiflasyon olarak kullaniimaktadir. Rektal, intraartikiler, intraperitoneal veya
topikal uygulamalar lokal etki istenilen durumlarda kullanilimaktadir. intraperitonel

uygulamalar ise; genellikle deneysel hayvan calismalarinda kullaniimaktadir.
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Ozonun terdpatik dozu; uygulama seklinden bagimsiz olarak 5-60 pg/ml
konsantrasyonlar arasindadir. Ozon tedavisinin yan etkisi yok denecek kadar az
olup; genellikle uygulama hatalarina bagli lokal komplikasyonlardan ve yuksek

konsantrasyonda inhale edilmesinden ibarettir (90).

Ozonun anti-enflamatuvar, anti-mikrobiyal, anti-oksidan ve immuinmodulator
etkilieri bulunmaktadir. Bu etkileri nedeniyle literatlrde, ozonla yapilmis ¢ok sayida
klinik calisma vardir (109-111,113,115,116). Diyabetik ayakh hastalarda ozonun
etkinligini degerlendiren bir calismada (109); ozon tedavisinin antioksidan molekul
dizeylerinde artisa bagl olarak, antibiyotik tedavisine oranla yara iyilesmesini
hizlandirdi1 goésterilmistir. Osteoartritli hastalarda intaartikiler ozon tedavisini
gOzden geciren bir metaanalizde (111), intraartikllar ozon enjeksiyonu yapilan
grubun, kontrol grubuna kiyasla agri skorunun daha disuk oldugu ve ozonun, hafif
ve orta derecede osteoartriti olan hastalarda cerrahi tedavi ©ncesinde
kullanilabilicedi bildirilmigtir. Tirelli U. ve arkadaslari (113), ozonu otohemoterapi
ve rektal insuflasyon yéntemiyle fibromiyaljili hastalarda uygulamiglar ve diger
tedavilerden vyeterli sonu¢ alamayan hastalarda tamamlayici ila¢ olarak
kullanilabilecegini bildiriimislerdir. Baska bir ¢alismada ise (110); lomber disk hernisi
olan hastalara ozonun disk i¢ine uygulamasi sonrasinda, hasta memnuniyeti ve
medikal degerlendirmelerle tedavinin faydali oldugunu bildiriimistir. Ozonun
dermatolojik hastaliklarda da etkili oldugu bildirilmistir. infantil atopik dermatitli
hastalarla yapilan bir calismada (115), topikal ozon uygulanmasinin givenli ve etkili
oldugu bildirilmistir. Huang ve arkadaslari (116), Herpes Zoster'li hastalarda topikal
ozon tedavisinin, hichir yan etki olmadan agr sikayetlerini azaltarak klinik iyilesme

sagladigini bildirmiglerdir.

Literatirde ozon ile ilgili ¢cok sayida deneysel hayvan c¢alismasi da
bulunmaktadir. Ozellikle patogenizde iskemi/reperflizyon hasarinin, oksidatif stresin,
enflamatuvar mekanizmalarin ve immunitenin yer aldigi hastaliklarin tedavisinde
etkili oldugu bildirilmigtir (117,118,120,122-124,131). Ekici ve arkadaglari (117);
ozonun, siganlarda testis torsiyonunu takiben iskemi/reperfizyon hasarinin
onlenmesinde faydali oldugunu bildirmiglerdir. Glven ve arkadagslari (118),
yenidogan siganlarda olusturulan nekrotizan enterokolit modelinde ozonun; oksidatif
stresi, intestinal hasari ve TNF-a gibi enflamatuvar sitokinlerin duzeylerini azalttigini

go6stermislerdir. Cesitli kanser tedavi protokollerinde siklikla kullanilan, antrasiklin
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grubu antibiyotik olan doksurobusinin; oksidatif stres sonucu neden oldugu kardiyak
toksisitede, ozon tedavisinin oksidatif stresi baskilayarak kardiyoprotektif etkilerinin
oldugu bildirilmistir (122). Balb/c cinsi farelerde yapilan bir g¢alismada (120),
endotoksik sok sirasinda ozon uygulamasinin TNF-a salinimi azalttigi bildirilmistir.
Vaillant ve arkadaslari (131), romatoid artritli sicanlarda 20 pg/ml konsantrasyon
intraartiklar ozon uygulamasinin; TNF-a ve IL-18 duzeyini azalttigini ve histolojik
dizelme sagladigini bildirmiglerdir. Romatoid artritli sigcanlarda yapilan bagka bir
calismada ise (123), farkl konsantrasyonlarda (10-20-30-40-50 pg/ml) intraartikilar
uygulanan ozonun enflamasyonu azaltti§i ve en etkin konsantrasyonun 40 ug/ml
oldugu bildirilmistir. Kaya ve arkadaslari (124), sicanlarda olusturduklari deneysel
Uveit modeline 60 pg/ml konsantrasyonunda intraperitoneal uygulanan ozon
tedavisinin; inflaksimab tedavisi kadar etkin oldugunu ve TNF-a, IL- 18 ve IL-6 ve
seviyisini azaltarak enflamasyonu baskiladigini ve histoloik olarak diizelmenin

oldugunu bildirmislerdir.

Literatirde deneysel hayvan modellerinde; romatoid artrit, Uveit ve
endotoksik sok gibi enflamatuvar hastaliklarda ozonun etkisini arastiran ¢alismalar
olmakla birlikte (120,123,124); patogenezinde enflamasyonun yer aldigi miyokardit
Uzerine etkisinin arastirildiyi herhangi bir calisma bulunamamistir. Calismamizda;
miyokarditin patogenizde enflamatuvar ve immidn mekanizmalarin rol oynamasi ve
ozonun da, anti-enflamatuvar ve immunmodulator etkilere sahip olmasi nedeniyle

miyokardit tedavisinde ozonun etkili olup olmayacagini arastirmayi amagladik.

Calismamizda insan viral miyokardit patogenezine olduk¢a benzeyen bir
model olan deneysel otoimmin miyokardit modeli kullandik. Deneysel otoimmin
miyokardit modeli; ilk olarak 1990 yilinda, Kodama ve arkadaslari tarafindan (125)
olusturulmus olup; Lewis cinsi siganlarla yapilmistir. Lewis cinsi siganlar tlkemize
ithal edildigi igin, Wistar Albino cinsi siganlar da miyokardit gelisimine direngli oldugu
icin calismamizi, miyokardite duyarli olan; Ulkemizde de uretilen Balb/c cinsi fareler
ile yaptik (132). Balb/c cinsi farelerde deneysel otoimmun miyokardit modeli; ilk
olarak 1996 yilinda Pummerer ve arkadaslari tarafindan domuz kardiyak miyozini ve
CFA karisimi kullanilarak olusturulmustur (126). Calismamiz 6-8 haftalik, agirliklari
20-30 gram arasinda degisen 49 erkek Balb/c cinsi fare ile yapildi. Kontrol grubu
dahil toplamda 7 grup olusturuldu ve her gruba rastgele 7’ser fare koyuldu.
Miyokardit olusturulacak 6 gruptaki farelere deneyin 0. ve 7. gunlerinde esit

miktardaki domuz kardiyak miyozin ve CFA karisimi subkutan uygulandi. Ozonun
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etkinligini arastirmak tzere 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/ml konsantrasyondan ozon
deneyin 8. glninden deneyin sonlandirildigi 22. gine kadar hergln intraperitonel

olarak uygulandi ve 22. giinde fareler sakrifiye edildi.

Miyokardiyal hipertirofiye bagli olarak kalp agirigin artmasi, miyokarditin
patolojik bulgularindan birisidir (5). Kalp agirigindaki bu artisin, vicut agirhgindaki
artistan fazla olmasi durumunda ise; kalp agirhgi/vicut agirhg: oraninda artisa
neden olmaktadir. Kalp agriigi artisinin azalmasi ve kalp agirhgi/vicut agirhgi
oraninda azalma, tedavinin etkinligini gostermektedir. Pamukgu ve arkadaslari (73),
DOM olusturduklar sigcanlarda kalp agirhiginin arttigini gdsterilmistir. D vitamini
onclu olan kolekalsiferoliin, otoimmun miyokarditli Balb/c fareler tizerindeki etkisini
arastiran calismada ise; otoimmin miyokardit olusturulan grupta kalp agirhiginin
arttig1  bildirilmistir (81). Milenkovic ve arkadaslari (84), otoimmiin miyokarditli
sicanlarda kalp agriiginin arttigini saptamistir. Hu F. ve arkadaslari yaptigi bir
calismada (80); deneysel otoimmun miyokardit olusturulan Balb/c farelerde kalp
agirhgi/son vicut agirhgr oraninda kalp agirligi lehine bozulma oldugunu
bildirmiglerdir. DOM olusturarak tedavinin etkinligini gosteren calismalarda kalp
agirhginin ve kalp agrihdi/vicut agriigr oraninin tedaviyle azaldigi gosterilmistir
(73,80,81,85). Calismamizda; DOM grubundaki farelerin kalp agirliginin kontrol
grubuna gére arttigini saptadik. Onceki galigmalarla uyumlu olarak; kalp agriliginin
ve kalp agnhigi/vicut agrnihidr oraninin ozon verilen tium gruplarda, otoimmdin
miyokardit grubuna goére azaldigini gdzlemledik. Sonuglarimiz, ¢alismamizda
uygulanan ozon Kkonsantrasyonlarinin miyokarditteki enflamatuvar surecleri

baskiladigini desteklemektedir.

Miyokardit, miyozitlerin enflamasyonu ve nekrozdur. Miyozitlerdeki bu hasar
sonucunda, kardiyak hasar gostergesi olan troponin dizeylerinde artis meydana
gelir. Miyokardit tedavisinde 6nemli bir godsterge troponin dizeylerinin azalarak
normal sinirlara gerilemesidir. Cesitli deneysel otoimmun miyokardit ¢galismalarinda,
miyokardit gruplarinda troponin duzeylerinin yikseldigi bildirilmistir (50,73,74,78).
Calismamizda da; Onceki calismalarla uyumlu olarak, DOM grubunda, kontrol
grubuna gore troponin T diizeylerini anlamli olarak artmisti. Pamukcu ve arkadasglari
(74), obestatinin miyokardit Uzerinde etkinligini arastirdiklari galigmalarinda,
obestatin tedavisi sonrasi troponin | dizeyinin DOM grubuna goére azaldigini
bildirmiglerdir. Lisinoprilin, deneysel otoimmun miyokardit Uzerine etkilerinin

arastinldigr bir calismada lisinopril verilen miyokarditli siganlarin troponin T
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dizeylerinin azaldigi gosterilmistir (74). Bagka bir g¢alismada ise; DOM vyapilan
siganlarda, Protein Kinaz C inhibisyonu yapilarak troponin T duzeylerinin geriledigi
bildirilmistir (78). Bizim ¢alismamizda da, literatlrle uyumlu olarak; ozon verilen tim
gruplarda troponin T dizeyinin azaldigi ancak 50 ve 60 pg/ml konsantrasyonlardan
ozon verilen gruplardaki azalmanin daha belirgin oldugu gérildd. Bu sonug; 50 ve
60 pg/ml gibi yiksek konsantrasyonlarda verilen ozonun, miyokardit tedavisinde

daha etkin olacagina isaret edebilir.

Miyokardit cogunlukla, patojenik potansiyeli olan virisin (Orn.
Coxsackiviriis) vicuda girmesiyle baslar. Virls duyarli konakta; uygun dokularda
¢ogalarak, hematojen ve/veya lenfojen yolla miyokarda ulasarak miyokard hasarina
ve akut enflamasyona neden olur. Viral antijenlerin varligi makrofajlarin
aktivasyonuna neden olur ve makrofajlarin aktivasyonu sonucunda; enflamatuvar
sitokinlerden TNF-a, IL-18 ve IL-6 salinarak, viral eliminasyona baslar (39).
Deneysel calismalarda otoimmin miyokardit modellerinde TNF-a, duzeylerinin
arttigi gosterilmistir. Pamukgu ve arkadaslar (73), DOM modelinde TNF-a diizeyinin
yuksek oldugunu bildirmislerdir. Mito S. ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada (85),
deneysel otoimmin miyokardit modelinde TNF-a dlzeylerinin  ylkseldigi
gosterilmistir. Benitez R. ve arkadaslari (82), Balb/c farelerde olusturduklari DOM
modelinde, TNF-a dizeyininin yukseldigini  bildirmiglerdir.  Calismamizda,
literatlirdeki calismalarla uyumlu olarak; TNF- a dizeyleri, otoimmin miyokardit
grubunda yuksek bulundu. Miyokardit patogenezinde rol oynayan enflamatuvar
mekanizmalarin tedavi edilerek baskilandigini gosteren calismalarda ise, TNF- a
duzeyleri, miyokardit gruplarina gore daha dusiuk oldugu gésterilmistir (73,82,85).
Zhong C. ve arkadaslari (78), Protein Kinaz C inhibisyonu yaparak DOM
olusturduklari Lewis cinsi siganlarda, TNF- a dizeylerinin azaldidini bildirmiglerdir.
Lu ve arkadasglari tarafindan (79), yari esansiyal aminoasit olan taurinin, miyokarditli
Balb/c farelerde TNF- a duzeylerini azaldigini gosterilmigtir. Bizim ¢alismamizda da;
TNF- a dizeylerinin, ozon verilen bitlin gruplarda, DOM grubuna goére daha dusuik
oldugu gorildi. Bu sonug; ozonun dusuk, orta ve ylksek konsantrasyonlarda
benzer anti-enflamavuar etki saglayarak miyokardiyal enflamasyonu azalttigini

desteklemektedir.

Miyokardit seyrinde, bir diger enflamatuvar olan IL-18'nin dizeylerinde artis
oldugu yapilan calismalardan bilinmektedir (78,85). Pamukgu ve arkadaslari bir

c¢alismada (73); DOM modelinde IL-18 dizeyinin yiksek oldugunu géstermiglerdir.
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Baska bir calismada ise; Balb/c farelerde olusturulan DOM modelinde, IL-18
dizeyininin yiksek oldugu bildirilmistir (82). Calismamizda da &énceki calismalarla
benzer olarak; IL-18 dizeyleri, deneysel otoimmin miyokardit grubunda, diger
gruplara gore daha yuksekti. Miyokarditin Ozellikle akut fazinda makrofaj
aktivasyonu sonucunda salinimi artan IL-18nin, uygun tedavi uygulamalari
sonucunda duzeylerinin azalmasi tedavi etkinligi agisindan anlamhidir. Yapilan
deneysel c¢aligmalarda, otoimmin miyokardit modellerinde IL-18 duzeylerinin
azalmasi uygulanan tedavinin etkin oldugunu gostermektedir (73,78,82,85).
Calismamizda da IL-18 duzeylerinin, ozon verilen bitin gruplarda, DOM grubuna
gobre azalmis bulundu. Bu sonug; TNF- a sonuglarinda oldugu gibi, ozonun
miyokardiyal hasarda duslk, orta ve yuksek konsantrasyonlarda benzer anti-

enflamavuar etki sagladigini desteklemektedir.

Akut miyokardit fazinda aktive olan diger enflamatuvar sitokin olan IL-6’nin,
yapillan deneysel otoimmidn miyokardit calismalarinda duzeylerinin  arttigi
gosterilmistir. Pamukcu ve arkadaslari (73), obestatinin deneysel otoimmuin
miyokardit Uzerinde etkinligini arastirdigi calismada DOM grubunda IL-6 dlizeyinde
artis oldugunu, obestatin tedavisi sonrasinda ise IL-6 duzeylerinin azaldigini
bildirmiglerdir. Bizim c¢alismamizda ise; IL-6 dizeyleri, DOM grubunda kontrol
grubuna gore belirgin yiksekti. Bununla birlikte; 20 pg/ml konsantrasyondan ozon
verilen grup harig, ozon verilen tim gruplarda (farkhhk istatistiksel olarak anlaml
olmasa da) DOM grubuna goére azalmis idi. En belirgin azalmanin ise; 60 pg/ml

konsantrasyondan ozon verilen grupta oldugu goruldu.

Miyokarditin 6zellikle subakut fazinda miyozitlerin, virlslerin nuikleik asit
yapisini tanimasi sonucu nukleer transkripsiyon faktorleri aktive olur ve
enflamatuvar sitokin Uretimi ve immun aktivasyon baslar. Dogal bagisikhgin bu
sekilde tetiklenmesinden sonra; T hicrelerinin  aktivasyonu, devaminda B
hdcrelerinin uyariimasi ve viral antijenlere karsi antikor Uretimi ile sonug¢lanan
kazaniimis bagisiklik da uyariimis olur. Subakut fazda, IL-10 gibi anti-enflamatuvar
sitokinlerin enflamasyonu baskilamaya calistigi bilinmektedir (43). Bazen; anti-
enflamatuvar mekanizmalar vyeterli kalamaz ve bu siure¢ uzayarak kronik
enflamasyona doénusir, bu durumda ise; miyozitlerde nekroz, fibroz ve yeniden
yapillanmaya meydana gelebilir (4,9,38,39). Pamukg¢u ve arkadaslari (73), deneysel
otoimmin miyokardit seyrinde IL-10 dizeyinin azaldigi bildirilmistir. WM. ve

arkadaslar (77), atorvastainin; otoimmuin miyokarditli siganlarda, IL-10 dizeyinin
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azaldigini gdstermiglerdir. Bizim calismamizda; literatirdeki onceki c¢alismalarla
uyumlu olarak; IL-10 diizeyi, DOM grubunda azalmisti. Deneysel ¢alismalarda; anti-
enflamatuvar mekanizmalari glglendiren tedavi uygulamarinda IL-10 dizeyinde
artis oldugu dolayisyla da enflamasyonun azaldigi gértilmektedir. Nishio R. Ve
arkadaglar  (128), viral miyokarditli sicanlara monoklonal IL-10 antikoru
verdiklerinde; histoloijik olarak enflamayonun, TNF- a ve IL-2 dlzeylerinin azaldigini
bildirmiglerdir. Atorvastatinin deneysel otoimmuin miyokardite etkisini inceleyen bir
calismada da, IL-10 duzeylerinin arttigi gosterilmistir (77). Biz de ¢alismamizda IL-
10 duzeylerinin; 20 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarda ozon verilen gruplarda
degismedigini, 40, 50 ve 60 pg/ml konsantrasyonlarda ozon verilen gruplarda ise,
DOM grubuna gore arttigini ve en belirgin artisin 60 pug/ml konsantrasyonda ozon
verilen grupta oldugunu gérdik. Bu sonuglar 60 pg/ml konsantrasyondaki ozonun;
otoimmin miyokarditte anti-enflamatuvar etkinliin daha fazla olduguna isaret
edebilir.

Miyokarditin kronik fazinda, enflamasyonun azalmasiyla birlikte; enflamasyon
sirasinda aciga cikan TGF-B, enflamasyonu baskilayip yeniden yapilanmay: tetikler
ve bu durum ilerleyen siregte, patolojik fibrozise neden olur. Deneysel galismalar
kronik miyokarditin, viral patojenin viicuda girmesinden 21 glin sonra gelismeye
basladigini, Ozellikle de 28. ginden sonra dilate kardiyomiyopati gelistigini ve
TGF’nin bu asamada miyofibroblastlar tarafindan eksprese edildigini géstermistir
(4,9,11,38,39,133). Yakin zamanda yapilmis farkli bir calismada ise (134); kronik
miyokarditli Balb/c farelerde TGF-8 antikorunun dilate kardiyomiyopati olusumunu
engelledigini bildiriimistir. Deneysel calismalarda otoimmuin miyokarditin seyrinde
TGF-B dizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir (73,135). Biz ¢galismamizda TGF-81
dizeylerinin; istatistiksel olarak anlamli olmasa da, DOM grubunda, kontrol grubuna
gbre daha disuk dizeyde oldugunu saptadik. Yapilan ¢alismalarda, miyokarditte
tedavinin etkinligi olarak TGF-B dizeylerinde artis oldugu goésterilmistir. Pamukcu ve
arkadaslari, obsestatinin anti-enflamatuvar etkisini arastirdiklari ¢alismada (73);
otoimmdn  miyokarditli Lewis sigcanlarda, TGF-B71 duzeylerinin  arttigini
bildiriimislerdir. Biz de ¢alismamizda, TGF-B7 dizeylerinin, ozon verilen gruplarda
DOM grubuna gore anlamh olmasa da ilimli bir artis oldugunu saptadik. TGF-B1
duzeylerindeki farkhhgin istatistiksel olarak anlamli bulunmamasinin iki nedene bagh
olabilecegini diglinmekteyiz: Birinci neden TGF-B’nin ¢alismamizda 22. ginde yani

kronik miyokardite gecis doneminde ¢aligiimis olmasi; ikinci neden ise teknik olarak
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son cahgilan test olmasi nedeniyle yeterli numune kalmamasi sonucu bazi

deneklerde caligilamamasi nedeniyle olabilir.

Miyokarditin patolojik bulgularindan bir digeri ise; makroskobik olarak kalp
ylzeyindeki renk degisiklerdir ve genelikle miyokard dokusu gevsek ve soluk olarak
gorandr (5). Hayvan c¢alismalarinda da, kalp yuzeyindeki renk degisikleri
gOsterilmistir (84,125,127). Pamukgu ve arkadaslar (73), deneysel otoimmin
miyokardit olusturulan siganlarin, kalp yuzeylerinde degisik evrelerde renk degiskligi
oldugunu bildirmislerdir. Yuan ve arkadaglarn (51), karvedilolin anti-enflamatuvar
etkisini gosterdikleri c¢aligmalarinda otoimmin miyokarditli  sicanlarin  kalp
yuzeylerinde diskolorasyon oldugunu gostermislerdir. Biz de ¢alismamizda literatur
ile uyumlu olarak; DOM olusturulan farelerin kalplerinde, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml oranda artmis diskolorasyon saptadik. Bu da deneysel
otoimmun miyokardit modelinin olugtugunu gostermektedir. Deneysel otoimmin
miyokardit ile yapilan hayvan galismalarinda tedavi etkinliginin degerlendiriimesinde
kalp ylzeylerindeki renk degisikleri 6nemli bir goésterge olmustur (51,73,76). Biz de
calismamizda ozon verilen gruplarin diklorasyon evrelerinin DOM grubuna goére
geriledigini saptadik. Bu sonuclar ozonun miyokarditte enflamasyonu baskilayarak

anti-enflamatuvar etki sagladigini géstermektedir.

Miyokarditte patolojik siregler hicresel duzeyde oldugundan kesin tani
endomiyokardiyal biyopsidir (5). Endomiyokaridyal biyopsi &rnekleri, Dallas
kriterlerine go6re belirlenir ve miyozitlerin enflamasyon ve nekrozuna goére
siniflandirilir (12). Bu nedenle tedavinin etkinliginin gosteriimesinde enflamasyon
siddetinde azalma 6nemli bir kriterdir. Yapilan deneysel caligmalarda, histolojik
olarak kalp dokusunda enflamasyon ve nekroz oldugu gosterilmistir
(73,125,126,132). Pamukgu ve arkadaslari (73), obestatinin anti-enflamatuvar etkisi
sonucunda histolojik olarak miyokard dokunda enflamasyonun azaldigini
bildirmiglerdir. Benitez R. ve arkadaslari (82), Balb/c farelerde olusturduklari DOM
modelinde, VIP tedavisi sonrasinda enflamasyonun azaldigini bildirmislerdir.
Karvedilolin anti-enflamatuvar etkinligini gosteren deneysel bir calismada ise;
histolojik olarak miyokard dokusundaki enflamasyonun regrese oldugu goésterilmistir
(51). Bir diger calismada (79) taurinin, miyokarditte enflamasyonu baskiladigi
histolojik incelemeler sonucunda gdsterilmistir. Baska bir ¢alismada ise (80); 1,25-
OH, vitamin D3’ln deneysel otoimmin miyokardit olusturalan farelerde,

enflamasyonun azalmasiyla beraber histolojik dizelmenin oldugu gdsterilmistir. Biz
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de calismamizda; DOM olusturulan grupta, kontrol grubuna goére belirgin artmig
derecelerde enflamasyon saptadik. Ozon tedavisinden sonra enflamasyonun
azaldigin ve Ozellikle 60 pg/ml konsantrasyondan verilen ozon grubuyla, DOM
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark oldugunu goérdik. Bu sonuglar; 60
pg/ml gibi yioksek konsantrasyonlardan uygulanan ozon tedavisinin otoimmun
miyokarditteki  enflamasyonu daha gugli  bir sekilde baskilayacagini

disUndirmektedir.

Miyokarditte, miyokard dokusunda hucre infitrasyonu sonrasinda aktive olan
makrofajlardan salinan sitokinler; enflamasyon ve sonrasinda fibrozis gelisimine yol
acmaktadir (4,9). Miyokarditlerdeki bu sureg, cesitli deneysel hayvan ¢alismalarinda
gOsterilmistir (130,136). Biz de ¢calismamizda DOM grubunda kontrol grubuna gore
anlamh olarak artmis derecede fibrozis saptadik. Yapilan bir calismada (86),
otoimmin miyokarditli Balb/c farelerde, berberinin anti-enflamatuvar etkisinin
fibrozisi azalttigi gosterilmistir. Biz de calismamizda, ozon tedavisi sonrasinda
enflamatuvar stireclerin baskilanmasina bagli olarak; ozon verilen tim gruplarda
fibrozisin azaldigini ve 60 ug/ml konsantrasyondan ozon verilen grupta, fibrozisteki
azalanin DOM grubuna goére istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik. Bu
sonuglar; 60 pg/ml gibi yiksek konsantrasyonlarda uygulanan ozon tedavisinin
otoimmun miyokarditte gelisebilecek fibrozisi daha gucli bir sekilde engelledigini

desteklemektedir.

Miyokarditli hastalarin elektrokardiyografik degerlendiriimesinde spesifik
olmamakla beraber; dusik voltaji QRS kompleksleri, nonspesifik T dalga
degisiklikleri ve sinUs tasikardisi gorulebilir. Bazen de, akut miyokard enfarktisinde
gorilen bir paterne benzeyen ST segmentinde azalma veya ylikselme
gorilebilir (2,5). Pamukgu ve arkadaslari, otoimmin miyokarditli Lewis si¢anlarda
obestatinin etkinligini degerlendirdikleri ¢alismalarinda (73), deneklerin kalp hizi ve
ST elevasyonu gibi elektrokardiyografik degisikliklerini degerlendirmisler. Kalp
hizinin miyokardit grubunda kontrol grubuna gore yuksek oldugunu ancak,
istatistiksel olarak anlamli sonuglarin olmadigini bildirmiglerdir. Literattirde deneysel
otoimmiun miyokardit ile ilgili yapilan calismalarda siganlarda elektrokardiyografik
degerlendirmenin  yapildi§1 goérulirken, Balb/c farelerde elektrokardiyografik
degerlendirmenin yapilabildigi bir calismaya rastlamadik. Miyokarditli hastalarda
tanida yapillacak en faydali gérintileme ybntemi ekokardiyografidir.

Ekokardiyografi; miyokarditli hastalarda ventukullerin  yapisini,  fonksiyon
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bozukluklarini, duvar hareket anormalliklerini degerlendirmek i¢in kolay ulasilabilen
aracgtir. Literatirde deneysel otoimmin miyokarditli Balb/c farelerde, kardiyak
fonksiyonu degerlendirmek icin ekokardiyografi yapilabildigi gérilmektedir (79,80).
Biz c¢alismamizda vicut agirhklart 19-30 gram arasinda degisen farelere
elektrokardiyografik ve ekokadiyografik degerlendirmeye teknik nedenlerden dolayi

yer veremedik.

Ozonun anti-enflamatuvar, imminmodilatuvar ve antioksidan etkileri
uygulanan doz ve konsantrasyona bagl olarak degismektedir. “Uluslararasi Ozon
Tedavisi Okullarr’nin gerceklestirdigi Madrid ozon deklorasyonunda kabul edildigi
Uzere terapdtik ozon konsantrasyonlari dislk, orta ve ylksek olarak Uge
ayrilmaktadir (106). Buna goére; dustk ve orta dozlar anti-oksidan ve
immunmodulator, yiksek dozlar anti-enflamatuvar etki gostermektedir. Ozonun anti-
enflamatuvar etkisi nedeniyle yapilan deneysel c¢alismalarda ozon dozlari,
konsantrasyonlari, uygulama vyollari ve uygulama sureleri farkliik gostermektedir
(119-121,123,124,131). Uysal ve arkadaslari (119), Sprague-Dawley cinsi
sicanlarda olusturduklari nekrotizan pankreatit modelinde 0,7 mg/kg doz ve 60
pug/ml konsantrasyonda 3 gln intraperitonal uyguladiklari ozon tedavisinin pankreas
dokusu Uzerinde olumlu etkileri oldugunu gostermiglerdir. Endotoksik sok
olusturulan Balb/c cinsi farelerde 0,2, 0,4 ve 1,2 mg/kg dozlarda intraperitoneal yolla
ve 0,2 ve 0,4 mg/kg dozlarda rektal insiflasyon yolu ile 5 giin uygulanan ozon ile;
TNF-a dlzeylerinde azalma oldugu, en belirgin azalmanin 1,2 mg/kg dozda
intraperitoneal olarak uygulanan grupta oldugu bildiriimistir (120). Vaillant ve
arkadaslari (131), romatoid artritli sicanlarda 20 pg/ml konsantrasyon ve 80 pg/kg
dozunda haftada 3 kez intraartikiilar olarak uyguladiklari ozonun; TNF-a ve IL-18
dizeyini azalttigini ve histolojik dizelme sagladigini bildirmiglerdir. Romatoid artritli
sicanlarda yapilan baska bir ¢alismada ise (123), 10-20-30-40-50 pg/ml olmak
Uzere farkli konsantrasyonlarda haftada 1 kez, 3 hafta boyunca 1 ml intraartikilar
uygulanan ozonun tiim gruplarda TNF-a, TNF-R1 ve TNF-R2 dlzeylerini azalttigi ve
en belirgin azalmanin 40 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ozon gubunda oldugu
bildirilmistir. Otoimmun Gveit modeli olusturulan siganlarda yapilan bir ¢alismada
(124), uveit modelinin olusturulmasinin ardindan gruplara 14-21. glnlerde
intraperitoneal uygulanan infliksimab tedavisi ile ozon tedavisinin (0,7 mg/kg dozda,
60 pg/ml konsantrasyonda) benzer etki gostererek TNF-a, IL-1 ve IL-6 diizeylerinde
azalma ve histolojik olarak enflamasyon siddetinde azalma sagladigi gdsterilmigtir.

Biz calismamizda, 1 mg/kg dozda, 20-30-40-50-60 pg/ml konsantrasyonlarda
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¢alismanin 8-21. gunler arasi intraperitoneal olarak verilen ozonun tim
konsantrasyonlarda, otoimmun miyokarditte gelisen enflamasyona sekonder olarak
artan TNF-a ve IL-18 dizeylerinin baskilandigini saptadik. IL-6 diizeylerinde ise; 20
pg/ml konsantrasyonda harig, ozon uygulanan diger gruplarda azalma oldugunu ve
en belirgin azalmanin 60 pug/ml konsantrasyonda ozon uygulanan grupta oldugunu
gorduk. Bununla birikte; ozon verilen tim gruplarda troponin T duzeyinin azaldigi
ancak 50 ve 60 pg/ml konsantrasyonlardan ozon verilen gruplardaki azalmanin
daha belirgin oldugunu saptadik. Ek olarak anti-enflamatuvar bir sitokin olan IL-10
duzeyinlerinde de 60 pg/ml konsantrasyonda ozon verilen grupta artis (20 pg/mi
konsantrasyonda etkisiz olmakla birlikte) saptadik. Histolojik agidan ise; 60 pg/ml
konsantrasyonda ozon verilen grupta enflamasyon ve fibrozis siddetinin daha fazla
baskilandigi géruldd. Tum bu sonugclar; 20 pg/ml gibi distik dozlardan uygulanan
ozonun aksine, 60 pg/ml gibi yilksek konsantrasyonlarda verilen ozonun, miyokardit

tedavisinde daha etkin olacagina isaret etmektedir.

Calismamizda, literatirdeki c¢alismalardan farkli olarak, sonuglarimiz
arasindaki iliskiyi de degerlendirdik. Buna gore; troponin T duzeyleri ile klinik olarak
farelerin kilo alimlari arasinda negatif, kalp agirhgi ve kalp agirhidi/son vicut agirhigi
arasinda pozitif iliski oldugunu saptadik. Troponin T dilzeyleri ile enflamatuvar
sitokin olan TNF-a, IL-1 ve IL-6 duzeylerinde ve histolojik gOsterge olan
enflamasyon siddeti ve fibrozis dlzeyi arasinda anlamli bir pozitif iligki vardi. Bu
durum troponin T dizeylerindeki artis ile enflamatuvar sitokin diizeyleri ve histolojik
etkilenmedeki artisin paralel oldugunu goéstermektedir. Bu sonuglar; troponinin
miyokarditin siddetini belirlenmesinde (gerek klinik, gerek biyokimyasal ve gerekse

patolojik olarak) oldukga guvenilir bir belirte¢ oldugunu dusundiurmektedir.

Calismamizda deneysel otoimmin miyokardit olusturulan gruptaki farelerin
hastalik belirtisi olarak diger gruplara gére glnlik hareketlerinde azalma, tlylerinde
dokilme, kilo alimlarinda azalma, kalp agirliginda artma, makroskobik olarak kalp
yluzeyinde renk degisikligi olmasi, mikroskobik olarak enflamasyon ve fibrozis
derecesinin ylksek olmasi, kardiyak hasar gdstergesi olan troponin T dizeyinin
daha yuksek olmasi ve enflamatuvar sitokin duzeylerinin (TNF-a, IL-18 ve IL-6)
yuksek, anti-enflamatuar sitokin olan IL-10 dizeyinin diguk saptanmasi miyokardit
gelistiginin guglu kanitlandir. Bununla birlikte; ozon verilen gruplarda deneysel
otoimmun miyokardit grubuna gore kalp agirhgindaki artigin azaldigi, kilo alimlarinin

artirdigi, disklorasyonu evrelerinin azaldigi, mikroskobik olarak enflamasyon ve
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fibrozisin baskilandigi, troponin T ve enflamatuvar sitokin (TNF- a, IL- 18 ve IL-6)
dizeylerinin azaldigi ayrica, anti-enflamatuvar sitokin olan IL-10’'un dizeylerinin
arttgr g6z  6nunde  bulunduruldugunda ozonun; anti-enflamatuvar ve
immuinmodulator  etkiyle, miyokarditte var olan enflamatuvar ve immin
mekanizmalari yoneterek enflamasyonu baskiladi§i saptandi. Ek olarak ozonun bu

etkilerinin 60 pg/ml gibi yiksek konsantrasyonlarda daha belirgin oldugu gérulda.

Calismamizin iki énemli kisitlamasi vardir: Bunlar; kardiyak fonksiyon ve
miyokarditte tedaviye yanitin degerlendiriimesinde kullanilan ekokardiyografik
incelemenin farelerin ¢ok klglk olmasi nedeniyle yapilamamasi ve farelerdeki

otoimmin miyokardit modelinin insandaki durumu yansitmayabilecegidir.

Calismamizin sonuglari, ozonun anti-enflamatuvar ve imminmodulator
etkisinin miyokardit tedavisinde umut verici olabilecegini gdstermektedir. Ancak bu

konuda yapilacak genis serileri iceren prospektif klinik calismalara ihtiyag vardir.
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6.SONUCLAR

Bu calismada insandaki viral miyokardit patogenezine benzeyen; Balb/c cinsi
farelerde olusturulan deneysel otoimmin miyokardit modelinde, ozonun etkisini

arastirmak amaciyla yapilimistir.

1. ilk ve son viicut agirliklari agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik

saptanmadi (p>0,05).

2.Tum gruplardaki farelerin deney siresindeki 22 gunlik izlemi boyunca kilo aldigi
gorildu (p=0,003). Deneysel otoimmin miyokardit olusturulan farelerde kilo aliminin
kontrol grubu ve ozon verilen gruplara gbére daha azdi. Farklihk DOM grubu ile
kontrol grubu, DOM grubu ile DOM+020 grubu ve DOM grubu ile DOM+060 grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,003).

3. Kalp agirhgi ve kalp agirhdi/son vicut agirhgi orani DOM grubunda, kontrol grubu

ve ozon verilen diger gruplara goére belirgin olarak fazlaydi (p=0,000).

4. Kardiyak hasar gostergesi olan troponin T duzeyleri acisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh farkhlik saptandi (p=0,001). Troponin T dizeyi DOM
grubunda, tim gruplara goére belirgin artmis olmakla birlikte; farkhlik; DOM grubu ile
kontrol grubu, DOM grubu ile DOM+050 grubu ve DOM grubu ile DOM+060 grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,001).

5. TNF-a duzeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklihk saptandi (p=0,0000).
TNF-a seviyesi DOM grubunda, tim gruplara goére belirgin artmis olmakla birlikte;
farklilik; DOM grubu ile kontrol grubu, DOM grubu ile DOM+020 grubu, DOM grubu
ile DOM+030 grubu, DOM grubu ile DOM+040, DOM grubu ile DOM+050 grubu ve
DOM grubu ile DOM+0O60 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli saptandi
(p=0,0000),

6. IL-183 dizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamh farklilik vardi (p=0,000). IL-18
diizeyi DOM grubunda, tim gruplara gore belirgin artmis olmakla birlikte; farklilik;
DOM grubu ile kontrol grubu, DOM grubu ile DOM+020 grubu, DOM grubu ile
DOM+030 grubu, DOM grubu ile DOM+040, DOM grubu ile DOM+0O50 grubu ve
DOM grubu ile DOM+0O60 grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml idi (p=0,000).
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7. IL-6 dizeyleri agisindan gruplar arasinda belirgin farklilik bulundu (p=0,004). IL-6
duzeyi kontrol grubunda, tim gruplara gore en disik seviyede olmakla birlikte;
farklilik; kontrol grubu ile DOM grubu ve kontrol grubu ile DOM+0O20 gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,004).

8. IL-10 duzeyleri acgisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
saptandi (p=0,005). Farkhlik; DOM grubu ile DOM+060 grubu ve DOM+020 ile
DOM+060 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,005).

9. TGF-B1 duzeyleri DOM grubunda, kontrol grubu ve ozon verilen gruplara gére
dusuk olmakla birlikte; gruplar arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamsizdi
(p>0,05).

10. Diskolorasyon evreleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhhk vardi (p=0,0001). Farklihgin; DOM grubu ile kontrol grubu arasindan
kaynaklandigi goraldu.

11. Enflamasyon siddeti incelendiginde, gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,0001). Farklihgin; DOM grubu ile kontrol grubu ve DOM
grubu ile DOM+060 grubu arasindan kaynaklandigi gorulda.

12. Fibrozis duzeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptandi (p=0,0001). Farkliik; DOM grubu ile kontrol grubu ve DOM grubu ile
DOM+060 grubu arasindan kaynaklanmaktaydi.

13. Troponin T duzeyleri ile kilo alimi arasinda anlamli negatif korelasyon (p=0,023,
r=-0,358), kalp agirhgi ve kalp agirhgi/son vicut agirigi orani arasinda ise pozitif
korelasyon saptandi (p=0,000, r= 0,625 ve 0,703).

14. Troponin T duzeyleri ile TNF-a, IL-18 ve IL-6 dlzeyleri arasinda anlamli pozitif
korelasyon saptandi (p ve r degerleri sirasiyla TNF-a icin p=0,006 r=0,426; IL-18
icin p=0,000 r=0,584; IL-6 i¢in p=0,048 r=0,318).

15. Troponin T duzeyleri ile enflamasyon siddeti ve fibrozis duzeyi arasinda anlamli
pozitif iliski saptandi (enflamasyon igin p=0,002 r=0,476 ve fibrozis igin p=0,028,
r=0,347).

16. Enflamasyon siddetiyle ile kalp agirligi ve kalp agirhgi/son vicut agirigi orani

arasinda anlamli pozitif korelasyon saptandi (p=0,000, r= 0,650 ve 0,592).
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17. Enflamasyon siddeti ile TNF-qa, IL-18 ve IL-6 arasinda anlamli pozitif korelasyon
(p ve r degerleri sirasiyla TNF-a i¢in p=0,040 r=0,325; IL-18 icin p=0,002 r=0,466;
IL-6 igcin p=0,002 r=0,470); IL-10 duzeyleri arasinda anlamli negatif korelasyon
saptandi (p=0,008 r= -0,414). Enflamasyon siddeti ile TGF- B1 dizeyleri arasinda
ise korelasyon saptanmadi (p>0,05).

18. Fibrozis duzeyi ile farelerin kilo alimlari arasinda anlamli negatif korelasyon (p=
0,006 r=- 0,419); kalp agirigi ve kalp agirhigi/son vicut agirhgi orani arasinda pozitif
korelasyon vardi (p=0,000, r= 0,590 ve 0,524).

19. Fibrozis duzeyi ile TNF-a, IL-18 ve IL-6 duzeyleri arasinda anlaml pozitif
korelasyon (p ve r degerleri sirasiyla; TNF-a i¢in p=0,030 r=0,343; IL-18 icin
p=0,022 r=0,360; IL-6 icin p=0,013 r=0,390); IL-10 dizeyleri arasinda ise anlamli
negatif korelasyon (p=0,017 r=-0,375) saptandi.

20. Histolojik parametrelerin birbiriyle iliskisi degerlendirildijinde; enflamasyon
siddeti ile fibrozis dlizeyi arasinda istatiksel olarak anlamli pozitif korelasyon oldugu
gorilda (p=0,000 r=0,755).
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