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OZET

OZON VE 1,25 (OH), VITAMIN D’NIN
DOKSORUBISIN iLE OLUSTURULAN TOKSIK MiYOKARDIT MODELI
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Eftal Egemen AKBULUT

Doksorubisin (DOX), o6zellikle hematolojik maligniteler ve solid tiimdrler gibi
neoplazilerin tedavisinde uzun yillardir kullanilan antrasiklin tiirevi kemoterapotik
ajanlar olup klinik kullanimi toksik miyokardit gibi ciddi kardiyak yan etkiler
nedeniyle kisitlanmaktadir. Ozon ve D vitamini, deneysel ¢alismalarda antioksidan
etkileri gosterilmis medikal ajanlardir. Calismamizda, patogenezinde oksidan stresin
rol oynadig1 doksorubisin iliskili toksik miyokardit modeli {lizerinde ozon ve D
vitamininin etkilerini arastirmay1 amagladik.

Bu amagla; 285-350 gram agirligindaki 40 adet erkek Wistar Albino cinsi rat, her
grupta sekiz adet rat olacak sekilde bes gruba ayrildi. Gruplar; DOX, kontrol, ozon, D
vitamini ve ozon+D vitamini seklindeydi. Kontrol grubu haricindeki tiim gruplara,
deneyin 8. giinlinde, 15 mg/kg tek doz doksorubisin intraperitoneal (IP) olarak
uygulanarak toksik miyokardit modeli olusturuldu. Deneyin 1-7. ve 9-11. giinlerinde;
kontrol grubuna 5 ml/kg dozunda serum fizyolojik, ozon grubuna 0,7-1 mg/kg, 60
ug/ml konsantrasyonda ozon, D vitamini grubuna 0.2 pg/kg/giin dozunda 1,25 (OH),
D vitamini, Ozon+D vitamini grubuna ise her iki tedavi IP olarak uygulandi. Deneyin
11. glinindeki son enjeksiyonlar sonrasinda, ratlar anestezi altinda ekokardiyografi ile
degerlendirildi. Aymi giin intrakardiyak kan Ornekleri alinarak sakrifikasyon
gerceklestirildi. Ratlarin baglangigtaki ilk viicut agirliklart ve sakrifikasyon oncesi son
viicut agirliklart 6l¢iildii. Alinan kan 6rneklerinde; Troponin T, NT-Pro BNP, MDA,
TOS, SOD, GSH-Px, TAS, TNF-a ve IL-10 diizeyleri ELIiSA yontemiyle
degerlendirildi. Sakrifikasyon sonrasi ratlarin kalbi ¢ikarildi, kalp agirliklart 6l¢iildii.
Cikarillan kalp dokulari; Hemotoksilen-Eozin, TUNEL ve kaspaz-3 ile boyanarak
histopatolojik olarak degerlendirildi.

[lk ve son viicut agirliklari acisindan gruplar arasinda farklilik saptanmadi
(p>0,05). Doksorubisin uygulanan gruplarin kilo verdigi, kontrol grubunun kilo aldig1
goriildii. DOX grubunda ilk ve son viicut agirliklari arasindaki fark en fazla olmakla

birlikte; kalp agirlig1 ve kalp agirligi/son viicut agirligi oran1 kontrol, ozon ve/veya D
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vitamini tedavileri verilen gruplara gore daha azdi (p<0,01). Troponin T, NT-Pro
BNP, MDA, TOS ve TNF-a diizeyleri DOX grubunda kontrol grubuna goére belirgin
yiiksekti (p<0,05). Ozon, D vitamini ve kombine tedaviler verilen gruplarda ise bu
yiikseligin geriledigi goriildii. DOX grubunda kontrol grubuna gore diisiik saptanan
SOD, GSH-Px, TAS ve IL-10 diizeylerinin (p<0,01), ozon, D vitamini ve kombine
tedaviler verilen gruplarda daha yiiksek oldugu izlendi. Ekokardiyografik
degerlendirmede; DOX grubunun LVed, LVes caplar artmis, EF ve FS degerleri
azalmist1 (p<0,05). Ozon ve/veya D vitamini tedavileri uygulanan gruplarda ise bu
parametrelerin kontrol grubuna yakin degerlere sahip oldugu gozlendi (p>0,05).
Histopatolojik olarak DOX grubunda; Billingham dejenarasyon skoru, apopitotik
indeks ve H-skorunda artis izlendi (p=0,000). Ozon, D vitamini ve kombine tedavileri
verilen gruplarda bu artisin geriledigi goriildii (p>0,05).

Sonuglarimiz, ozon ve D vitamininin doksorubisin iliskili kardiyotoksisite lizerine

kardiyoprotektif etki gostererek faydali olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Doksorubisin, Kardiyotoksisite, Ozon, D vitamini, Rat
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SUMMARY

RESEARCH OF THE EFFECTS OF OZONE AND 1,25 (OH), VITAMIN D
ON DOXORUBISIN-INDUCED TOXIC MYOCARDITIS MODEL

Dr. Eftal Egemen AKBULUT

Doxorubicin (DOX) is an anthracycline-derived chemotherapeutic agent that
which has been used especially in the treatment of neoplasms such as
hematological malignancies and solid tumors for many years. Its clinical use is
limited due to serious cardiac side effects such as toxic myocarditis. Ozone and
vitamin D are medical agents with antioxidant effects in experimental studies. In
our study, we aimed to investigate the effects of ozone and vitamin D on the
DOX-induced toxic myocarditis model, where oxidative stress plays a role in its
pathogenesis.

For this purpose, forty male Wistar Albino rats (285-350 g) were divided into five
groups (n=8 per group). Groups were in the form of DOX, control, ozone,
vitamin D, and ozone + vitamin D. A toxic myocarditis model was created by
administering 15 mg/kg single dose of doxorubicin intraperitoneally (IP) to all
groups except the control group, on the 8" day of the experiment. On the 1-7"
and 9-11™ days of the experiment, we apply; 5 ml/kg of saline in the control
group, 0.7-1 mg/kg dose at 60 pg/ml concentration of ozone in the ozone group,
0.2 ng/kg dose of 1,25 (OH), vitamin D for the vitamin D group, and both
treatments were applied to ozon+vitamin D group. After the last injections on the
11™ day of the experiment, the rats were evaluated under anesthesia with
echocardiography. On the same day, intracardiac blood samples were taken and
sacrification was performed. The initial body weights of rats and their final body
weights before sacrification were measured. Troponin T, NT-Pro BNP, MDA,
TOS, SOD, GSH-Px, TAS, TNF-o, and IL-10 levels were performed by the
ELISA method in the blood samples taken. After sacrification, the hearts of the

rats were removed and their heart weights were measured. Removed heart tissues
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were dyed with Hematoxylin-Eosin, TUNEL and caspase-3 for histopathological
evaluation.

There was no difference between the groups in terms of first and last body
weights (p>0.05). It was observed that, the groups that treated with doxorubicin
lost weight and the control group gained weight. Although the difference between
the first and last body weights in the DOX group is the greatest; heart weight and
heart weight to final body weight ratio were less than the control group, ozone
and/or vitamin D treatments group (p<0.01). Troponin T, NT-Pro BNP, MDA,
TOS, and TNF-a levels were significantly higher in the DOX group compared to
the control group (p<0.05). This levels were decreased in the groups that were
given ozone, vitamin D and combined treatments. SOD, GSH-Px, TAS and IL-10
levels which were determined lower in the DOX group compared to the control
group (p<0.01), were found higher in the groups given ozone, vitamin D and
combined treatments. In echocardiographic evaluation; DOX group’s LVed,
LVes diameters increased, EF and FS values decreased (p<0.05). In the groups
where ozone and/or vitamin D treatments were applied, these parameters were
observed to have values close to the control group (p>0.05). Histopathologically,
in the DOX group; Billingham degeneration score, apoptotic index and H-score
increased (p=0.000). This increase was observed to decrease in the groups given
ozone, vitamin D and combined therapies (p>0.05).

Our results support that ozone and vitamin D could be beneficial by showing

cardioprotective effect on doxorubicin-induced cardiotoxicity.

Keywords: Doxorubicin, Cardiotoxicity, Ozone, Vitamin D, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Miyokardit; cesitli enfeksiydz veya nonenfeksiydz ajanlar araciligiyla miyozit
hiicrelerinde meydana gelen, dejenerasyon ve nekroz ile karakterize enflamasyondur.
Saglikli ¢ocuklarda kalp yetersizliginin en sik nedeni olup tahmini insidansi
1-2/100.000’dir. Etiyolojisinde: siklikla viral etkenler olmak tizere enfeksiy6z ajanlar;
daha nadir olarak ise, ilag toksisitesi veya otoimmiin hastaliklar gibi nonenfeksiy6z
olaylar yer almaktadir (1). Birgok ilag kardiyak toksisite yaratarak toksik miyokardite

neden olur. Bunlardan en 6nemlileri antrasiklinlerdir (2).

Antrasiklinler, malignite tedavisinde uzun yillardan bu yana gerek tek
baslarina, gerekse sitotoksik ajanlarla kombinasyon seklinde kullanilan
antineoplastik ilaglardir. Doksorubisin (DOX), antrasiklin tiirevi kemoterapdtik
ilaclardan en yaygin kullanilamdir. Ozellikle hematolojik maligniteler ve solid
timorler gibi c¢esitli neoplazmlarin tedavisinde kullanilan en etkili kemoterapotik
ajanlardandir. Bununla birlikte; Klinik faydasi, doza bagimli bir yan etkisi olan

kardiyotoksisite insidansi ile belirgin bir sekilde engellenmektedir (3).

Doksorubisine bagli ortaya ¢ikan kardiyotoksisitenin mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, giiniimiizde en yaygin kabul edilen goriis; serbest oksijen
radikallerinin (SOR) ve oksidatif stresin hiicresel hasar gelisimine neden oldugudur.
Ayrica doksorubisin, endojen antioksidan yanitin da azalmasina yol agmaktadir (4).
Doksorubisine bagli kardiyotoksisite patogenezinde serbest radikallerin ve
antioksidan  enzimlerin rol  oynadigina  dair  bulgularin  belirlenmesi,
kardiyotoksisitenin 6nlenmesinde antioksidan tedavilerin arastirilmasini giindeme

getirmis ve bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (5-9).

Ozon (O;) ¢ oksijen atomundan olusan ve atmosferde kararsiz halde
bulunan, giiclii okside edici ozellikte bir gazdir. Medikal ozon, ozonun tip
alaninda kullanilan sekli olup immiinmodiilator, antienflamatuvar, antimikrobiyal ve

antioksidan etkilerinin oldugu bildirilmistir (10-12). Miyokardiyal



iskemi/reperfiizyon ile iliskili hasarlarin akut ozon tedavisi ile azaltilabilecegi ve

antioksidan enzim tiretimini uyararak SOR etkisini notralize ettigi gosterilmistir (11).

D vitamini steroid yapili bir prohormondur. Klasik etki olarak, renal ve
intestinal kalsiyum transportunun ve kemik mineralizasyonun diizenlenmesi ile
serum kalsiyum ve fosfor seviyelerinin korunmasini saglar. Klasik olmayan etki
olarak ise; ksenobiyotik detoksifikasyon, antioksidan etki, antimikrobiyal etki,
immiinoregiilasyon, antienflamatuvar ve antikanserojen etkiler gibi cesitli etkileri
bulunmaktadir (13,14).

Ozon ve D vitamininin antioksidan etkileri bilinmesine ragmen (10-14);
patogenezinde oksidatif stresin rol oynadigi doksorubisin ile iligkili kardiyotoksisite
lizerine etkilerinin arastirildigi oldukga az sayida c¢alisma mevcuttur (15-19).
Calismamizda; DOX ile olusturulan toksik miyokardit modeli tizerine ozon ve 1,25

(OH), vitamin D’nin etkilerini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. MIYOKARDIT

Miyokardit terimi ilk olarak 1837 yilinda Joseph Freidrich Sobernheim
tarafindan kullanilmis olsa da giincel tanmimi; 1995 yilinda “Diinya Saghk
Orgiitii/Uluslararas:  Kardiyoloji — Dernegi” ve  “Uluslararas:  Kardiyoloji
Federasyonu” tarafindan, kalp kasmin enflamatuvar bir hastaligi olarak kabul
edilmis olup histolojik, immiinolojik ve immiinohistokimyasal kriterleri bildirilmistir

(1).

2.1.1 Epidemiyoloji

Miyokarditin klinik belirtileri heterojendir ve tan1 koyulmasi olduk¢a zordur.
Miyokardit vakalarinin 6nemli Ol¢lide atlandigi tahmin edilmektedir. Uluslararasi
Hastalik Siniflamasi (dokuzuncu revizyon) kodlarini kullanan yakin tarihli bir
calismada, miyokarditin global prevalansinin yilda 100.000 hastada ~22 oldugu
tahmin edilmistir (1). Italya’da yapilan bir otopsi ¢alismasinda ise miyokardit siklig
%0,1-5,6 arasinda bildirilmistir (20).

2.1.2 Etiyoloji

Etiyolojide en sik enfeksiyoz nedenler, enfeksiydz nedenler igerisinde de en
sik viral enfeksiyonlar yer almaktadir. Viral etkenlerin sikligi endomiyokardiyal
biyopsi sonuglari ile incelendiginde, zaman igerisinde etken sikliginda degisiklikler
oldugu gbzlemlenmistir. Daha 6nceki yillarda; Coxsackievirus, Adenovirus (6zellikle
sterotip 2 ve 5) ve Enterovirus (Koksakiviriis A ve B, Ekovirus ve Poliovirus)
miyokardit etiyolojisinde en sik viral etkenler olarak bildirilirken, giinimiizde en
sik Karsilagilan viral etkenin Parvovirus B19 oldugu saptanmistir. Bu viriisler
haricinde; Influenza A, Influenza HIN1, Sitomegalovirus, Herpes Simplex Viriis,
Hepatit C viriisii, Rubella, Rubeola, Respiratuar Sinsityal Viriis, Varicella, Epstein-
Barr viriis, HIV, Human Herpes Viriis gibi birgok viriis miyokardit etiyolojisinde
yer almaktadir. Ayrica bakteriler, riketsialar, protozoalar, parazitler, mantarlar gibi

cesitli ajanlar da miyokardit etiyolojisinde yer alan diger enfeksiyoz etkenlerdir (21).



Nonenfeksiyoz nedenler arasinda; ilag toksisitesi, ilag hipersensitivite
reaksiyonlari, otoimmiin veya Kollojen doku hastaliklart gibi etkenler yer almaktadir
(21). Birgok ila¢ kardiyak toksisite yaratarak toksik miyokardite neden olmaktadir.
Antrasiklin grubu ilaglar toksik miyokardite yol agan ilaglar arasinda en sik
goriilenlerdir (2). Miyokardit etiyolojisinde yer alan etkenler Tablo 1’de

gosterilmisgtir.

2.1.3 Kilinik

Miyokardit klinigi, asemptomatik olabilecegi gibi kardiyojenik sok, aritmiler
ve ani 0lime kadar uzanabilen genis bir klinige de sahip olabilir. Klinik bulgular yas
gruplarma gore oldukca farklilik gosterebilir. Yenidogan ve siit cocuklugu
donemindeki hastalarda istahsizlik, ates, huzursuzluk, cevreye Kkars1 ilgisizlik,
solukluk ve terleme gibi spesifik olmayan bulgular izlenmektedir. Fizik muayenede
siyanoz, hepatomegali, takipne ve tasikardi gibi konjestif kalp yetersizligi
bulgularina sik rastlanilir. Cocukluk donemi ve addlesan hastalarda genellikle
bagvurudan 1-2 hafta 6ncesine ait bir viral hastalik Oykiisii vardir. Baslangi¢
semptomlar1 halsizlik, istahsizlik, subfebril ates, solukluk, terleme, carpinti, cilt
dokiintiisti, egzersiz intoleransi ve genel bir yorgunluk hali olabilir. Hastaligin
ilerlemesiyle solunumsal problemler belirgin hale gelmeye baslar. Senkop ve
kardiyak kollapsa bagli ani oOlimler goriilebilir. Konjestif kalp yetersizliginin
bulgular1 saptanabilir. Yenidoganlarin aksine, juguler venoz dolgunluk ve istirahat
tasikardisi bu yas grubunda daha belirgindir. Atriyal fibrilasyon, supraventrikiiler
tasikardi, ventrikiiler tasikardi ve atriyoventrikiiler bloklar gibi ritim bozukluklari
izlenebilir (21,22).



Tablo 1. Miyokardit etiyolojisinde yer alan etkenler (21)

Viriisler: Viriis Dis1 Nedenler:
Enterovirtisler A) Bakteriyel :
(Koksaki A-B,Ekoviriis,Polioviriis) m‘zg'sr:gﬁ‘;"k
Adenoviriis Leptospira
Parvoviriis B19 Mikoplazma
Sitomegaloviriis Salmonella
Enfeksiyoz | Herpes virts Clostridia
Etkenler Influenza A ve HlNl Mikobakteri
Human Herpes Viriis 6 Brucella
Varisella Legionella pneumophila
Paramiksoviriis Streptokok
Rubella Actinomices
Mumps Viriis B) Riketsial:
Rabies viriis Rickettsia ricketsii
Hepatit viriis B-C , Rickettsia tsutsugamushi
Respiratuvar Sinsitiyal Viriis C) Protozoal:
HIV . ) Tripanosoma crusie
Epstain-Barr Viriisii Toxoplasmozis
Amibiazis
D) Diger parazitler:
Toxocara canis
Sistozomiazis
Sistiserkozis
Ekinokokkus
Visseral larva migrans
Trisinozis
E) Fungus ve mayalar:
Koksidiomikozis
Histoplazmozis
Kandida
Mlaclar: Otoimmiin Hastaliklar: Toksinler:
Antrasiklinler Romatoid Artrit Akrep toksini
Trisiklik antidepresanlar Akut Romatizmal Ates Difteri toksini
Amfoterisin B Kawasaki hastalig
Enfeksiyoz Metildopa Sarkoidoz
Dis1 Fenitoin Ulseratif Kolit
Etkenler Penisilin Sistemik Lupus Eritromatozis
Siilfanamidler Skleroderma
ilslgtlezzfasr:l %m id Bag dokusu hastaliklari
Indometazin
Tetrasiklin
Izoniazid
Karbimazol




214 Tam

Cocuklarda miyokardit tanis1 klinik bulgularin ¢esitliligi nedeniyle oldukca
zor koyulmaktadir. Bu yiizden tan1 koyulabilmesi i¢in klinisyenin siipheci yaklagsmasi
onem arz eder. Tani, klinik bulgulara ek olarak yardimci tetkiklerle desteklenmelidir.
Miyokardit siiphesi olan hastalarda ilk olarak kardiyak hasar gostergeleri olan
kardiyak biyobelirtecler ve kalp kasmnin sinirsel ileti sistemini gdsteren
elektrokardiyografi  degerlendirimelidir. Kardiyak enzimlerde artis ve/veya
elektrokardiyografide miyokarditi diisiindiiren bulgular1 olan hastalarda, miyokardit
tanisim1 ~ destekleyici olarak; telekardiyografi, ekokardiyografi ve kardiyak
manyetik rezonans goriintilleme gibi goriintiileme araglar1 ve etiyolojiye yonelik
olarak viral seroloji belirtegleri kullanilmalidir. Bununla beraber; invaziv yontem
olan endomiyokardiyal biyopsi, giiniimiizde miyokardit tamisida altin standarttir.
Ancak yontemin komplikasyona agik olmasi ve duyarliliginin diisiik olmasi gibi
kullanimi1 sinirlandiran faktorler nedeniyle, tani igin sik basvurulan bir yontem

olamamustir (22,23).

2.1.5 Tedavi

Miyokardiyal hasara bagli olarak gelisen kardiyak aritmiler ve ani 6liimlerin
egzersizle tetiklenebilmesi nedeniyle, aktivite kisitlamasi tedavinin Onemli bir
parcasint olusturmaktadir. Hizli ilerleyen ya da c¢ok agir vakalarda hastanin
hemodinamik stabilizasyonunu saglamak i¢in bazen mekanik ventilator ve mekanik
dolasim destekleri gerekebilmektedir. Bu uygulamalar ayrica kalp nakli i¢in gecis
evresi olarak da kullanilmaktadir. Kompanse konjestif kalp yetmezligi olan hastalar
taburcu olurken diiiretikler, anjiotensin konverting enzim inhibitérleri (ACEIQ),
anjiotensin reseptdr blokerleri (ARB) verilebilir fakat kardiyovaskiiler kollaps ve
fulminan kalp yetmezligi ile gelen hastalarda bu ajanlar kontrendikedir. Belirgin
atriyal veya ventrikiiler aritmilerle gelen hastalarda amiodaron gibi spesifik
antiaritmikler kullanilmali ve implante kardioverter defibrilatdr yerlestirilmesi
planlanmalidir. Akut veya fulminan miyokardit tedavisinde intravendz
immunglobulin (IVIG) kullanilabilir (24). IVIG etkinligine dair degisken sonuglar

bildirilmis olsa da, yakin zamanda yayinlanan bir Cochrane meta-analizinde; ¢ocuk
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hastalarin IVIG tedavisine yetiskin hastalara kiyasla daha olumlu yanit verdigi
bildirilmistir (25). Kortikosteroidlerin kardiyak fonksiyonu artirdigi rapor edilmekle
birlikte ¢ocuk hastalardaki veriler ikna edici degildir. immunsupresan tedavi alan
hastalarda relaps oldugu dikkati c¢ekmistir. Skleroderma, lupus, polimiyozit,
sarkoidoz gibi otoimmiin hastaliklarin yol actigi miyokardit olgularinda
immiinsiipresif tedavi ile olumlu sonuglar alinmaktadir. Immiinsiipresif tedaviden
yararlanan bir grup da giant cell miyokardittir. Miyokardit tedavisinde spesifik

antiviral tedavinin yeri yoktur (24).

Tedavide heniiz kesinlesmis spesifik ya da standart bir tedavi protokolii
bulunmamakla birlikte kabul géren en 6nemli tedavi, destek tedavisidir. Tedavi
arayiglar1 halen devam etmektedir (24).

2.2. DOKSORUBISIN

Doksorubisin  (ticari adiyla Adriamisin, Doxorubisin), 1960’11 yillarda
Streptomyces Peucetius isimli bakteriden izole edilmis, antrasiklin tirevi bir
kemoterapotik ilagtir. Genis spektrumlu bir kemoterapotik ajan olmasi nedeniyle

cesitli malignitelerde uzun yillardir kullanilmaktadir (3).

2.2.1. Biyokimyasal Yapisi

Antrasiklin molekiilleri, tetrasiklik c¢ekirdek ve ona bagli amino sekerden
(daunosamin) olusurlar. Ilacin kirmizi renkte olusu icerigindeki tetrasiklik ¢ekirdek
nedeniyledir. Gruptaki tiim iiyelerin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon
gruplar1 bulunmakla birlikte kimyasal yapidaki kiiciik farkliliklar, bu ilaglarin farkl
aktivite spektrumlarindan sorumludur (3). Bulunan ilk antrasiklin bileseni olan
Daunorubisin (DNR) molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile DOX
meydana gelir (Sekil 1). Antrasiklinler planar yapilar1 ve fizyolojik pH’da pozitif
yiklii olmalar1 sayesinde DNA c¢ift sarmali arasina girerek yapisal degisikliklere
neden olabilmektedir (3,4).



Sekil 1. Doksorubisin (DOX) ve Daunorubisin (DNR) biyokimyasal yapisi:
Daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile DOX meydana
gelir (4).

2.2.2. Metabolizmasi

DOX, diger tip uygulamalarla doku nekrozuna yol agmasi ve absorbsiyonunun
kisith olmasi nedeniyle sadece intravendz yolla uygulanmaktadir. Uygulandiktan
sonra karaciger, dalak ve miyokard gibi dokularda plazmadan 5-10 kat yiiksek
konsantrasyona ulagsa da; en yiiksek konsantrasyonuna tiimor dokusunda ulagir. Kan

beyin bariyerini ise gegmez (26).

Damar i¢i uygulamadan hemen sonra karacigerde, indirgenme tepkimeleri
gerceklesir: karbonil kokii ana yapidan ayrilarak, doksorubisinol ve daunorubisinol’e
parcalanir. Bu bilesikler ana bilesikten daha az aktiftir. DOX ve ana metaboliti olan

doksorubisinol, yaklagik %75 oraninda plazma proteinlerine baglanir (27).

En oOnemli eliminasyonu karacigerden safra yoluyladir, metabolitlerinin bir
kismi bobreklerden (%3-10) ve geri kalani da diskiyla (%40-50) atilir. Bu nedenle
karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda doz ayarlamasi yapilmasi

gerekir (27).



2.2.3. Etki Mekanizmasi

Doksorubisin, DNA ile iliskili enzimlere baglanarak etki gosterir. DNA
zincirinin transkripsiyon sirasinda ag¢ilmasini saglayan topoizomeraz II enzimini
inhibe eder. DNA interkalasyonu ile guanin ve sitozin baz ciftleri arasina girerck DNA
replikasyonunu durdurur, boylelikle transkripsiyon ve translasyon engellenmis olur.
Doksorubisin  hem niikleer DNA, hem de mitokondriyal DNA {izerine olan

interkalasyon yetenegi ile bu etkiyi gosterir (3).

Topoizomeraz II'nin inbisyonu sonucunda DNA’da meydana gelen hasar
apoptotik yolaklar1 indiikler ve hiicre Sliimii gerceklesir. Doksorubisin ayrica, hiicre
boliinme siklusundaki S ve G2 fazlarina etki ederek hizla ¢ogalan tiimér hiicrelerinin

replikasyonunu engeller ve antitiimor etki olusturur (3).

Doksorubisinin yapisidaki kinon, NADPH oksidorediiktaz ile tepkimeye
girerek semikinon radikaline doniistir. Semikinon radikalleri kararsiz bilesiklerdir ve
oksijenle reaksiyona girmeleri sonucunda DNA hasarina neden olan siiperoksit ve

hidrojen peroksit olustururlar (3).

Doksorubisinin diger bir etkisi demir metabolizmasi {izerinedir. DOX; demir
selatoriidiir ve demiri baglar. Olusan DOX-demir kompleksi, hidrojen peroksitin
reaktif hidroksil radikallerine doniisimiinii katalize eder. Boylece, doksorubisin aracili
serbest radikallerin salinimi, DNA hasar1 ve hiicre o6liimii ile sonuglanan oksidatif
strese neden olabilir (3). Bu mekanizmalar, doksorubisini gii¢lii bir antikanser ilact
haline getirirken, beraberinde birgok yan etkiye de neden olmasini saglamaktadir
(3,28).

2.2.4. Yan Etkileri

DOX tedavisine bagli olarak akut veya kronik déonemde bir¢ok yan etki ortaya
cikar. Kullanim ile iliskili en yaygin yan etkiler akut bulanti ve kusma, alopesi,
norolojik rahatsizliklar (hallisinasyonlar, vertigo, bas donmesi), kiimiilatif

kardiyotoksisite ve kemik iligi aplazisidir. DOX'un kemik iligi iizerine baskilayici



etkileri, 16kopeni (esas olarak graniilositopeni), ndétropeni, trombositopeni ve anemi
seklindedir. Ancak bu etkilerin siddeti ve ortaya ¢ikist DOX dozuna ve hastanin
kemik iliginin rejenerasyon kapasitesine baghdir. Asir1 duyarlilik (ates, titreme,
tirtiker), tirnaklarda hiperpigmentasyon, lakrimasyon ve konjonktivit de goriilebilir
(28,29).

Doksorubisinin siirekli olarak kiigiik bir damara uygulanmasi fleboskleroz gibi
problemler ortaya ¢ikabilir. Yerel dokularda veya organlarda ekstravazasyonlar
meydana gelirse, nekroz ortaya c¢ikabilir. Ekstravazasyonun diger yan etkileri
arasinda seliilit, tromboflebit ve agr1 nedeniyle gelisen eklem hareket kisitlilig1 yer
almaktadir (29).

Doksorubisin tedavisinde ilacin kullanim siiresi ve dozuna bagimli olarak

gelisebilen ve tedaviyi sinirlandiran en 6nemli yan etki, kardiyotoksisitedir (29).

2.2.4.a- Doksorubisin Kaynakh Kardiyotoksisite

Kullanima girdigi giinden bu yana DOX kaynakli kardiyotoksisite
kemoterapinin énemli bir komplikasyonu olmustur (28,29). Yapilan bir ¢alismada
antrasiklin tedavisi sonrasi genel kardiyotoksisite insidanst %9 olarak bildirilmistir
(30). Pediatrik yas grubunun incelendigi baska bir ¢alismada ise, tedaviye bagl
kardiyovaskiiler komplikasyon oran1 %4,5-7 arasinda bildirilmistir (31).

DOX kaynakli kardiyak toksisite, doza bagimli gelisir ve kardiyak
etkilenmeler bireysel farkliliklar gosterir. Kardiyak hasarin agirligi; ilact kan kalp
bariyerindeki endoteliyal hiicrelerden disar1 pompalayan P-glikoprotein ve diger
ATP-baglayici kaskat proteinlerinin seviyesi ile ters orantilidir (32,33). Yapilan
calismada kardiyotoksisite insidansi; 400 mg/m? kiimiilatif dozda %5, 500 mg/m?lik
dozda %16, 550 mg/m*lik dozda %26 ve 700 mg/m*lik dozda ise %48 olarak
bildirilmistir (34). Kardiyotoksisite riskini en aza indirmek i¢in maksimum kiimiilatif
dozun; 18 yas ve tizeri hastalarda 550 mg/m?, 18 yasindan kiigiik ¢ocuklarda ise 300
mg/m? ile sinirlandirilmasi 6nerilmis olsa da, 210 mg/m? kadar diisiik dozlarda dahi

kardiyotoksisite gelisebildigi gosterilmistir (35,36).
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DOX kaynakli kardiyotoksisite klinikte non-spesifik elektrokardiyografik
degisikliklerinden, aritmiler, miyokard infarktiisii, —miyokardit, perikardit,
kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligine kadar genis ¢esitlilik gosterebilir.
Semptomlar akut olarak tedavi sirasinda veya tedaviden sonraki birka¢ giin ile hafta
icerisinde ortaya ¢ikabilecegi gibi, tedavi sonrasi aylar hatta yillar sonrasinda da

izlenebilir (37).

2.2.4.b - Kardiyotoksisite Patogenezi

Kardiyotoksisiteyle ilgili bircok ¢alisma yapilmis olsa da, patogeneziyle ilgili
mekanizmalar tam olarak agiklanamamistir. DOX kaynakli kardiyotoksisite, farkli

potansiyel yollar1 olan ¢ok asamali bir siire¢ olarak degerlendirilmektedir (3,30-33).

Antrasiklinlerin neden oldugu kardiyak hasar mekanizmasi antitiimdral
etkilerinden farklidir. Antitimoral etkide hedef yapt DNA olarak karsimiza g¢ikarken;
kardiyotoksisite patogenezinde sitoplazmik ve niikleer membranlar, mitokondri,
sarkoplazmik retikulum ve mitokondriyal/niikleer DNA gibi birden fazla hedef
karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2) (38).

Kardiyotoksisite gelisiminde ana mekanizma tam olarak anlagilamamis olup bu
konuda birden ¢ok mekanizma bildrilmistir (3,38-42). One ¢ikan mekanizmalar,

doksorubisinin:

1. Mitokondriyal DNA’da delesyon ve mutasyonlara neden olarak enerji tiretim
defekti gelistirmesi (39),

2. Sirtliin proteinin inhibisyonu araciligiyla mitokondriyal lipit oksidasyonunu
bozmasi, ATP ve fosfokreatinin iiretimini engelleyerek miyokard kontraktilitesinde

azalmaya neden olmasi (39,40),

3. Yapisindaki kinon halkasinin semikinon radikaline metabolize olarak hiicre

ici demir ile selasyon yapmasi sonucunda olusan SOR ve hidroksil radikallerinin,
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mitokondriyal membran hasarmna yol agmasi, enzimatik yolagin bozulmasi, lipit

peroksidasyonunun artmast (Sekil 3) (41),

4. Miyozit hiicrelerini SOR hasarindan koruyan glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) ve katalaz (CAT) enzimlerinin bu hiicrelerde az olmasi veya bulunmamasi (40),

5. Metaboliti olan doksorubisinoliin, sarkoplazmik retikulumda kalsiyum
kanallarinin sayisini1 azaltmasi ve fonksiyonunu engellemesi, miyokardin kontraksiyon

ve relaksasyon fazlarmi degistirmesi (40),

6. Kardiyomiyositlerde alfa aktin, miyozin hafif ve agir zincirleri, troponin | ve
desmin proteinlerinin azalmasi sonucu miyofibriler kayip gelismesi ve miyofibriler

kasilma yeteneginin azalmasi (42),

7. Kardiyomiyositlerde hidrojen peroksit ve superoksid dismutaz artisina neden

olarak, proapopitotik p53 gen aktivasyonu ve apopitozu indiiklemesi (3,40).

l ANTRASIKLIY l
Niikleer DNA Mitokondrival DNA
etkilesimi etkilesimi

*  Protein senteri kardivak bilyime *  Eardnyolipin seater doorm reprlasyonn

fakrtfrieri inhibisyonn *  Solunum rmcsn gubumit dis fonksivon
= Boowakidl, sarkenabules ve siteeolik = Pivapoptouk caspase shoimauk sistem

proten down skEpresyom aktrvasyomn
*  Estd preapepipik gen reakdivasyons

i

=y

Derleyici kardiyak hasar

Sekil 2. Doksorubisinin Niikleer ve Mitokondrial DNA {izerine etkileri (38).
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Sekil 3. Doksorubisinin kinon halkasinin semikinon radikaline metabolize olmasi ve

Haber-Weiss reaksiyonu ile hidroksil radikali (OH") agiga ¢ikmasi (41).

2.2.4.c - Kardiyotoksisite Patogenezinde Oksidatif Stres Hipotezi

Kardiyotoksisite patogenezinde su an igin en fazla kabul goren goriis oksidatif
stres hipotezidir. Bunun baglica nedeni: kardiyomiyositlerin diger hiicrelerle
kiyaslandiginda daha fazla mitokondri icerigine ve oksijen tiiketimine sahip hiicreler
olmasima kargm; SOR eliminasyon kabiliyetlerinin goreceli olarak daha zayif olmasi
ve bu nedenle SOR’a daha fazla maruz kalmalaridir (43,44).

Antrasiklin kaynakli oksidatif stres iki farkli yol ile meydana gelebilir.

1- DOX un ferritinden aldig1 ferrik demir (Fe®") ile baglanmasiyla DOX-Fe®
kompleksi olusur. Bu kompleks, glutatyon, indirgenmis NADP (Nikotinamid Adenin
Diniikleotid Fosfat), sitokrom p450 rediiktaz gibi indirgeyici ajanlar varliginda bir
elektron alarak indirgenir ve DOX-Fe*" kompleksi olusur. Indirgenmis DOX-Fe?*
kompleksi almis oldugu elektronu oksijene aktararak eski haline donerken oksijen ise
elektron alarak O, molekiiliine indirgenir. O, kararsizdir ve kendiliginden veya

stiperoksid dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi (dismutasyon) ile hidrojen peroksid
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(H20,) ve oksijen agiga cikartir. H,O, ve O,’, Haber-Weiss reaksiyonuna girer ve
hidroksil radikali (OH") aciga ¢ikar. DOX-Fe®" ile DOX-Fe?* arasindaki bu redoks
dongiisii siirekli devam ederek asirt miktarda serbest radikal olusur ve bu durum
kardiyotoksisite ile sonuglanir (Sekil 4) (45).

2- DOX’un yapisindaki kinonun mitokondriyal rediiktazlardan elektron alarak
indirgenmesiyle kararsiz bir bilesik olan semikinon serbest radikali olugur. Semikinon,
yapisindaki eslenmemis elektronu oksijene aktararak kinon yapisina geri donerken;
oksijen ise elektron alarak siiperoksit radikaline (O;) indirgenir. Kararsiz Oy
dismutasyona ugrayarak hidrojen peroksid (H,O;) ve oksijen agiga ¢ikartir. H,O, ve
O, Haber-Weiss reaksiyonuna girer ve hidroksil radikali (OH") agiga ¢ikar (Sekil 5).
Artan oksidanlar kardiyomiyositlerde lipit peroksidasyonuna neden olur. Bu durum
hiicre igerisinde: mitokondrial disfonsiyon, kalsiyum regiilasyonunda bozulma,
sarkomerlerde pargalanma, DNA hasari, nekrotik ya da apopitotik hiicre 6limii ile

sonuglanir (46).

| Physiologic Physiologic
t reductants ' reductants ‘

Fe** release ( Fe**accumulation

Sekil 4. Fe*®— Fe*? indirgenmesi (45).

+ - 2
Fe + 0 —> Fé + O,

2+ k3 - .
F¢ + H,0, — Fe + "OH + 'OH Fenton reaksiyonu

Oy + HOp —» Oy + OH +'OH  Haber-Weiss Reaksiyonu

Sekil 5. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari (46).
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2.2.4.d - Kardiyotoksisite Klinik Tipleri

Doksorubisin  kardiyotoksisitesi, tedavinin herhangi bir evresinde ortaya
cikabilir. Akut, subakut, kronik ve ge¢ Kkardiyotoksisite olarak dort sekilde
siiflandirilabilir (47).

1.Akut Kardiyotoksisite: Ilacin uygulanmasi esnasinda veya ilag
uygulandiktan sonraki 24 saat icerisinde ortaya cikar. Goriilme sikligi %0,4-41
arasindadir. Genellikle semptom yoktur. Nadiren aritmiler (siklikla siniis tasikardisi),
miyokardit, perikardit veya akut myokard enfarktiisii nedenli ani 6lim gelisebilir.
Elektrokardiyografide (EKG) nonspesifik degisiklikler (QT araliginda uzama, ST-T
dalga degisiklikleri, voltaj diisiikliigii) gorilebilir. Bu donemdeki komplikasyonlar
dozdan bagimsiz olup genellikle geri dontisimliidiir (47,48).

2. Subakut Kardiyotoksisite: Doksorubisin son dozundan sonraki giinler veya
haftalar icerisinde gelisir ve daha nadir olarak goriilir. Bu donemde perikardit ve

miyokardit izlenebilir (47).

3. Kronik Kardiyotoksisite: Kiimiilatif doza bagli olarak ortaya ¢ikar, geri
dontigsliz  toksisite seklidir. Goriilme sikligt  %0,4-23 arasinda bildirilmistir.
Kemoterapiden birka¢ hafta veya birka¢ ay sonra, progresif kalp yetersizligi veya
kardiyak sok klinigi ile ortaya ¢ikmaktadir. Kronik kardiyotoksisitenin, 550 mg/m?
tizerindeki dozlarda artig gosterdigi bildirilmistir (47).

4. Ge¢ Kardiyotoksisite: Doksorubisin tedavisinden en az bir yil sonra ortaya
cikmaktadir. Literatiirde 20 yil sonra ortaya ¢ikmis vakalar bildirilmistir. Geri
doniisiimsiiz miyosit hasari, miyokard kitlesinde azalma ve ilerleyici fibrozis, kardiyak
fonksiyon bozuklugunun nedenlerini olusturmaktadir. Cocukluk caginda onkolojik

tedavi alan hastalarda daha sik goriiliir (46,47).
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2.2.4.e - Kardiyotoksisite Risk faktorleri

Kardiyotoksisite gelisiminde potansiyel risk faktorleri sunlardir (49-52):
1- Kiimiilatif doz (5zellikle 550 mg/m? iizerindeki dozlarda)

2- Mediyastinal radyasyon oykiisii (es zamanli veya oncesinde, 6zellikle > 2000 cgray
dozunda)

3- Siklofosfamid, metotreksat ve etoposid gibi diger kardiyotoksik ajanlarla birlikte
kullanim

4- Eslik eden kalp hastalig1 oykiisii
5- Yas ( 0zellikle <4 , >65 yas hastalar )
6- Kadin cinsiyet

7- ilacin bolus uygunlamasi

2.2.4.f - Kardiyotoksisite Tanisi

Tan1 i¢in risk degerlendirmesi yapilmali ve tedavi alan hastalar uzun stireli
izlenmelidir. Klinik hikaye, ayrintili fizik muayene, natriiiretik peptitler veya troponin
gibi kardiyak biyobelirtecler ve goriintiileme yontemleriyle kardiyak fonksiyonlar

degerlendirilmelidir.

Hikayede risk faktorleri varligi, alinan ilacin kiimiilatif doz miktar1 ve tedavi
protokolii, ila¢ kullanim siiresi sorgulanmalidir. Fizik muayenede spesifik bir bulgu
olmamakla birlikte; dispne, takipne, ortopne, akciger oskultasyonunda ral duyulmast,
kardiyak oskultasyonda gallop ritmi duyulmasi, boyunda ven6z dolgunluk, periferik
6dem ve hepatomegali dikkat edilmesi gereken bulgulardir (49,51).

Antrasiklin tedavilerine bagli olarak EKG’de, ST-T degisikliklikleri, QT
araliginda uzama, QRS dalgasi1 voltaj diistikliigt, ileti kusurlari ve aritmiler gibi EKG
degisiklikleri ortaya c¢ikabilir. Bu degisiklikler non spesifik olup gegici olabilir ve
kronik kardiyomiyopati gelisimi ile iliskili degildir (48).
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Antrasiklin tedavisi alan hastalarda potansiyel kardiyotoksite tanis1 ve takibi
icin tedavi baslangicinda ve takiplerde yineleyen ekokardiyografik inceleme
onerilmektedir. Ekokardiyografi ile kardiyak islev bozukluklari, kapak hastaliklari,
perikardiyal hastaliklar ve pulmoner hipertansiyon gibi komplikasyonlar saptanabilir.
Antrasiklinlerin neden oldugu kardiyak islev bozuklugu, ejeksiyon fraksiyonu (EF)
icin normalin alt sinirin olan %50’nin altina diismesi ya da tedavi 6ncesi bazal degere
gore %10’luk bir azalma olarak tanimlanir. Bu azalma sol ventrikul islevlerindeki ilk
bozulmanin  gosterilmesinden sonraki 2-3. haftalarda tekrarlayan kardiyak

goriintiileme yapilarak dogrulanmalidir (53,54).

Son donemlerde “’Miyokardiyal Global Longitudinal Strain’’ (GLS) sol
ventrikul islev bozuklugunun erken saptanmasinda Onemli bir parametre olarak
gosterilmistir. Baslangic GLS’den %15’lik bir rélatif diisiisiin sol ventrikiil subklinik
islev bozuklugunun erken gostergesi oldugu bildirilmistir (55).

Sol ventrikul islevlerini degerlendirmede kullanilabilecek bir diger yontem,
multigated radyonuklid anjiografidir. Kemoterapi nedenli kardiyotoksisitenin
tanisinda yuksek hassasiyet ve az teknik kisithilik ozelliklileri ile yillardir
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemin kullanimi radyasyon maruziyeti dolayisiyla

kisithidir. Kardiyak yap1 ve hemodinami hakkinda sinirli ek bilgi saglar (53,54).

Kardiyotoksisite  degerlendirilmesinde  kardiyak — manyetik  rezonans
goriintiileme (KMRG) de kullanilabilir. KMRG o6zellikle gogiis bdlgesine 1smn alan
hastalarda perikard1 degerlendirmede oldukga faydalidir. Ge¢ gadolinum goriintiileme,
skar veya fibrozisi saptamada yararli olabilir ve bu durum etkilenmis sol ventrikiil

islevleri agisindan prognostik belirteg olabilir (56).

Kardiyak hasarin erken donemde saptanmasinda kardiyak biyobelirtegler
kullanilmaktadir. Bu biyobelirteglerden biri olan serum Troponin I diizeylerinin
antrasiklin tedavisi alan hastalardaki yiiksekligi, ileride ortaya cikabilecek sol
ventrikul islev bozuklugu a¢isindan 6nemlidir. Yiiksek duyarliliklt Troponin I ile GLS
kombinasyonunun, gelisebilecek kardiyotoksisiteyi ongérmede yiiksek hassasiyet
(%93) ve negatif prediktif degeri (%91) ile faydali olabilecegi bildirilmistir (57). Bir

diger onemli biyobelirte¢ olan natriuretik peptitler, o6zellikle kalp yetmezliginin
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saptanmasinda yaygin olarak kabul gérmiistiir. Cok diisiik seviyelerdeki artislarinda
dahi yiiksek riskli hastalar1 belirleyerek, tedaviyi yonlendirebilecekleri bildirilmistir
(58).

Antrasiklin kardiyotoksisitesi i¢in en spesifik ve en sensitif degerlendirme
teknigi, sag ventrikiilden yapilan endomiyokardiyal biyopsidir. Alinan biyopsi
materyalinin Billingham semikantitatif skorlamasi ile kardiyotoksisite histopatolojik
olarak derecelendirilir. Ancak invaziv olmasi, uygulama ve degerlendirmedeki
zorluklar, Ozellikle ¢ocuk hastalarda riskli olmasi ve sol ventrikiilin siklikla

etkilendigi goriisii nedeniyle giiniimiizde tercih edilmemektedir (59).

DOX kardiyotoksisitesinde tipik olarak; miyofibrillerin parsiyel veya total
kayb1, miyosit vakuolizasyonu, niikleus-kromatin disorganizasyonu ve kromatinin
yerini soluk filamanlara birakmasi gibi degisiklikler izlenir (59). Kiimiilatif doz
miktariyla, histolojik degisikliklerin siddeti korelasyon gostermektedir (60).

2.2.5. Doksorubisin Tliskili Kardiyotoksisiteden Korunma ve Tedavide

Kullanilabilecek Ajanlar

Doksorubisin  kaynakli  kardiyotoksisitenin ~ dnlenmesinde bircok ajan
denenmistir (Tablo 2) (61-64). Bazi hayvan ¢alismalarinda da kismi olumlu sonuglar
izlenmistir. Berthiaume ve arkadasglari, siganlarda diyetle verilen E vitaminin kardiyak
mitokondiriyal membran1 gii¢lendirdigini fakat bu etkisinin DOX toksisitesinden
korunmak i¢in yeterli olmadigmni belirtmiglerdir (61). El-Missiry ve arkadaslari,
sicanlarda merkaptopropionil glisin (MPG) 6n tedavisinin adriyamisinin neden oldugu
akut oksidatif toksisiteye karst kalbi ve Kkaracigeri koruyabilen antioksidatif
potansiyeli oldugunu bildirmislerdir (62). Yamanaka ve arkadaslari, amlodipinin
yenidogan sican kardiyak miyositlerinde doksorubisine bagli apoptozu Onledigini
bildirmislerdir (63). Singal ve arkadaslar1 ise, probukoliin oksidatif stresi ve apoptozu
azalttigini, ayrica yiiksek lipit konsantrasyonlarinin modiilasyonu ile kalp yetmezligini
Onledigini; bu nedenle, DOX ve probukol ile kombine tedavinin yiiksek bir

kardiyoprotektif potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir (64).
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Tablo 2. Doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite 6nlenmesinde arastirilan ajanlar (61-64)

ILAC GRUBU ETKEN MADDE ADI

Anti Hiperlipidemik ilaglar Probukol,Lovastatin

Kalsiyum Kanal Blokerleri Amlodipin

Demir Selatorleri Deksrazoksan

Endotelin Reseptor Antagonistleri Bosentan

Beta-Blokerler Karvedilol, Nebivolol

Fosfodiesteraz Tip 5 inhibitorleri Sildenafil

Kalsiyum Sensitizorleri Levosimendan

Periferik Vazodilatorler Pentoksifilin

Antioksidanlar NO, Selenyum, E vitamini,
Merkaptopropionil glisin

Giliniimiizde DOX’un kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda kullanilan klinik
olarak onaylanmis tek ilag deksrazoksan’dir. Bu preparat hiicre icerindeki demir
iyonlarin1 baglayarak doksorubisinin demir iyonlarina baglanmasini 6nler. DOX-Fe**
ile DOX-Fe** arasindaki redoks dongiisii engellenir (45). Yapilan cahismalarda
deksrazoksan tedavisinin kalp yetmezligi insidansin1 6nemli 6l¢iide azalttigi ve kronik
DOX (10 doz, 30 mg/m?/doz) alan yiiksek riskli akut lenfoblastik 16semili gocuklarda
kardiyoprotektif etkilerinin oldugu gosterilmistir (65,66). Bununla birlikte baska bir
calismada ise deksrazoksan'min, ikincil malignitelere yol actigi ve DOX etkinligini
azalttig1 bildirilmistir (67).

Klinik olarak onaylanmamis olmakla birlikte olumlu etkileri izlenen diger bir
yontem, anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrlerinin (ACEIQ) kullanilmasidir.
ACED’ler, kalp yetmezligi olan hastalarda 6én ve ard yiikii azaltan antihipertansif
ajanlar olarak kullanilmaktadir. Etkili bir ACEI antihipertansif 6zelliklerine ek olarak,
antioksidan o6zellik de gosterir. Bu 6zelligiyle kardiyotoksisitenin dnlenmesine katkida
bulunabilir  (68). ACE inhibitérii preparati olan enalapril uygulamasinin,
mitokondriyal solunum etkinligini korudugu ve DOX ile iliskili serbest radikal
olusumunu Onleyerek kardiyak disfonksiyonu azalttigi gosterilmistir (69). Bu
caligmalarin yani sira, ¢ocukluk déneminde DOX ile tedavi edilen ve uzun siireli
izlenen hastalarda, sol ventrikiil yap1 ve fonksiyonundaki enalapril kaynakli
iyilesmenin  6-10 yil igerisinde kaybedildigi bildirilmektedir. Ayrica ACE
inhibitorlerinin olumsuz yan etkilere sahip oldugu ve bu ilacin kanser tedavisi
sirasinda bir kardiyoprotektif ajan olarak secilmesinin dikkatle degerlendirilmesi

gerektigi belirtilmektedir (70).
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2.3 OZON

2.3.1 Genel bilgiler

On dokuzuncu yiizyilin ortalarinda kesfedilen bir gaz olan ozon (O3),
mezomerik durumlarin varligi nedeniyle dinamik olarak kararsiz yapida ii¢ adet
oksijen atomundan olusan bir molekiildiir. Oda 1sisinda, renksiz ve kendine has
kokusu olan gaz formunda bulunur. Yarilanma 6mrii: 20 °C'de 40 dakika ve 0 °C'de
yaklasik 140 dakikadir. Oksijenden 1,6 kat daha yogundur ve suda 10 kat daha fazla
¢oziinebilir. Ozon, diinyanin 25-30 km tizerindeki stratosfer katmaninda yer alir
ve temel islevi yeryiiziinii ultraviyole (UV) radyasyonunun zararli etkilerinden
korumaktir (10,71). Kimyasal yapist itibariyle radikal 6zelligi tasimamakla birlikte,
florin ve persiilfattan sonra bilinen iiglincii en gii¢lii oksidan maddedir. Bu 6zelligi
nedeniyle kesfedildigi ilk yillarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilirken, o6zellikle
ozon jenaratorlerinin kesfiyle birlikte medikal kullanimi artarak giinlimiize gelmistir
(72).

Ozon ilk olarak 1840 yilinda Alman kimyager CF Schonbein tarafindan,
yildirim sonrasi olusan kokuya dayanilarak tanimlanmistir. Ozonun tibbi amagla ilk
defa  kullannrminin 1880  yilinda  Dr.John  Harvey Kellogg (Battle
Creek/Michigan/ABD) tarafindan gergeklestirildigini yazan kaynaklar bulunmakla
birlikte; daha yaygin goriise gore kabul edilen ilk tibbi kullanimi Birinci Diinya Savast
sirasinda Alman askerlerinin gangren ve benzeri ciddi yaralanmalarini tedavi eden Dr.

Albert Wolff’a dayanir (73).

2.3.2 Medikal Ozonun Elde Edilmesi

Medikal ozon en sik Corona Discharce Ozon Jeneratorleri araciligiyla elde

edilir. Bu yontemde oksijen molekiiliiniin (O,) ¢ift bag1 yiiksek voltajl1 (4000-14000

V) elektrik akimi verilerek bozulur. Serbest kalan oksijen atomunun var olan bir O,

molekiilityle birlesmesiyle ozon gaz1 (Oz) olusur. Ozon olusumu; 30, + 68,4 Kcal —

20; tepkimesi ile gerceklesir. Medikal ozonun diger elde edilis yontemleri, ultraviole

ozon jeneratorleri ve soguk plasma sistemidir (74).
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Medikal ozon kullaniminda dikkat edilmesi gereken bazi noktalar vardir. Ozon
higbir zaman saf olarak verilmemelidir. Ozon-oksijen karigimi belli oranlarda
karigtirilarak uygulanmalidir. Bu karisimda oksijen en az %95, ozon en fazla %5
olmalidir. Normal atmosfer havasinin bu karisima girmesi engellenmelidir. Ozonun
reaktif 6zelligi nedeniyle, hava ile temasi sonucu toksik bir gaz olan nitrojen dioksit
olusabilmektedir. Ayrica hava embolisi riski sebebiyle, ozon gaz olarak direkt damar
icerisine verilmemelidir. Tim islemler sirasinda ozona dayanakli malzemenin

(paslanmaz gelik, nétral cam ve teflon) kullanilmasi gerekmektedir (75).

2.3.3 Medikal Ozonun Etki Mekanizmasi

Her gaz gibi ozon da “Henry kanunu’na gore; sicaklik, basing ve
konsantrasyon parametrelerine bagli olarak saf suda fiziksel olarak ¢oziiniir. Diger
gazlardan farkli olarak ozon, biyolojik sivilarda (serum fizyolojik, plazma, lenf, idrar
gibi) oksijene gore ¢ok daha hizli olarak ¢oziiniir ve reaksiyona girer. Bu 6zelligiyle
major otohemoterapi esnasinda uygulanan ozon/oksijen karigimindaki ozon; ¢oklu
doymamis yag asitleri, askorbik ve tirik asitler gibi antioksidanlar, sistein gibi
stilthidril gruplarina sahip tiyol bilesikleri, glutatyon ve albiimin ile reaksiyona girer.
Ozon dozuna bagli olarak karbonhidratlar, enzimler, DNA ve RNA da bu

reaksiyonlardan etkilenebilir. Bu bilesiklerin tiimii ozon karsisinda elektron verici
olarak islev goriir ve oksidasyona ugrar. Bunun sonucunda O5~, H,0O, gibi SOR ve

lipit oksidasyon {irtinleri (LOPs) olusur. Siklikla doymamis yag asitlerinde bulunan
cift baglarla (-C=C-) gerceklesen bu ana reaksiyon, “R-CH=CH-R’+O3;+H,O0—
R-CH=0+R’-CH=+H,0,” seklindedir. Olusan H,O,, Fe ile Fenton reaksiyonuna

girer ve OH  radikali olusur (Sekil 5) (75,76).

Sistemik ozon uygulamalarinda, ozonun plazmada reaksiyona girmesiyle
olusan SOR ve LOPs’lar bir¢ok hiicrede farkli mekanizmalar tetikler (Sekil 6) (12).
Ormegin olusan LOPs'lar; SOD, GSH-Px ve CAT gibi antioksidan enzimlerin ve
hemoksijenaz gibi stres proteinlerinin tiretimini uyarir. LOPs'larin kemik iliginde
metalloproteinaz salimimini aktive edebildikleri de 6ne siiriilmiistiir. Bu enzimlerden

ozellikle matriks metalloproteinaz-9 kok hiicreleri kan dolasimina salinir ve hasarli
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bolgelerde, iskemik ve enfarktiislii dokularda lokalize olabilir. Bu da hasar sinirlamasi

ve daha iyi iyilesme ile sonuglanir (76,77).

Olusan SOR’lar (6zellikle H,O») ise; eritrositlerde pentoz fosfat yolunun
aktivasyonu ve glikolizin hizlanmasina neden olur. 2,3-difosfogliserat artisiyla
birlikte oksihemoglobin egrisi saga kayar. Boylece oksijen dokulara daha kolay
salinabilir. Hidrojen peroksit lenfosit ve monositlerde ise; sitoplazmaya niifuz
ederek, sisteini oksitler ve diger biyokimyasal olaylardan sorumlu transkripsiyon
niikleer faktorii kB'yi (Nf-kB) aktive eder. Nf-kB tirozin kinazi aktive eder. Bu
olaylar dizisi, Nf-kB faktorii vasitasiyla, reseptorlerin ve sitokinlerin sentezinden
sorumlu ¢esitli genlerin aktivasyonu ile sona erer. Bu durum IFN-y, TNF-a, IL-2 ve
IL-6'nin iiretilmesine yol agar. Ozonun dnemli immiinomodiilator etkisi bu sekilde

aciklanabilir (10,12).

Ozonlanmis plazma, trombositlere de etki eder. Aktive olmus trombositler,
cesitli biiyiime faktorleri salgilayarak doku iyilesmesine yardimci olur. Trombosit
fonksiyonlarint arttirict 6zelligi nedeniyle, ozon ile otohemoterapi uygulamasi
yapilmadan Once kullanilacak materyalin (6rnegin serum sisesi) antikoagiilan ile

hazirlanmasi gerekmektedir (78).

Ozonlanmis plazmaya endotelyal dokunun yaniti, vazodilatasyon ile NO
salimi1 ve damarlarin neoformasyonu ile artan vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii

salgilanmasi (neo-anjiyogenez) seklinde olur.

Ozon, topikal olarak kullanildiginda ise etkisini; interstisyel matriksin (fibrin,
fibronektin, hiyaluronik asit) endotelyal hiicre proliferasyonunu belirleyen endotelyal
biiyiime faktorii ve fibroblast biliyiime faktorii {iretimini arttirarak yara iyilesmesi

tizerine gosterir (10,12).
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Sekil 6. Medikal 0zonun etki mekanizmasi (12).

2.3.4 Ozon ile Indiiklenen Hiperoksinin Terapotik Etkileri

1. Trofik etki: En o6nemli etkilerinden biri trofik eylemdir. Bu eylem;
dezenfeksiyon (sterilizasyon degil), graniilasyon dokusunun uyarilmasi, neo-
anjiyogenez yoluyla onarim islemleri, lokal kan mikrosirkiilasyonunda belirgin
iyilesme, daha fazla oksijen katkist ve toksik atik iirlinlerin daha hizli ortadan
kaldirilmas: (detoksifikasyon) ile gerceklesir. Ozon, SOR iiretimi yoluyla, fagositoz
sirasinda aktif 16kositlerde meydana gelene benzer bir sekilde antimikrobiyal bir
oksidan gorevi goriir. Bu etkisini 6zellikle anaerobik bakterilere karsi gosterir. Ayrica
peroksitleri ve serbest radikalleri bloke eden enzimlerin aktivasyonunu tetikleyerek,
GSH, SOD ve CAT gibi detoksifiye edici ajanlart arttirir (76-78).

2. Analjezik etki: Beyindeki spesifik proenflamatuvar veya pro-apoptotik
kaspazlarin modiilasyonu yoluyla ndropatik agrinin gelismesini onler (79). Periferik
okliizif arter hastaligi olan hastalarda 0,-Oz karisimmin kullanilmasinin agriy1

azalttig1 goserilmistir (80).

3. Immiinomodiilator etki: Metabolik 6zellik olarak ozon sitrik asit dongiisiinii

hizlandirir ve mitokondriyal aktiviteyi uyarir (81). IFN, IL-2 ve TNF-o iretimini
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arttirma kapasitesi, immiinomodiilator aktivitesini gosterir. Bocci, ozonun, biiyiik bir
bagisiklik reaksiyonu baglatan makrofajlar1 aktive edecek c¢esitli  giicli

proenflamatuvar sitokinlerin sentezini indiikleyebilecegini belirtmektedir (12).

4. Antioksidan etki: Ozon; iyi oksijenlenme, iyi perfiizyon, periferde iyi oksijen
tilketimi saglar, trombosit deforme edilebilirligini arttirir, kan viskozitesini azaltir,
protrombin azaltici fibrinojeni uzatir, indiiklenmis iskemiden sonra laminer akis
saglar. Ozon, antioksidan enzim tretimini (GSH, SOD, CAT) uyararak endojen
SOR'un etkisini notralize eder. Siganlarda deneysel veriler, miyokardiyal
iskemi/reperfiizyon ile iligkili hasarlarin akut Oz On tedavisi ile azaltilabilecegini
gostermistir. Tiim bu olaylar hipoksiyi yener ve olasi bir enfeksiyon veya tiimoriin

hipoksik bolgesine antibiyotik ve kemoterapétiklerin gelisini tesvik eder (10-12).

5. Antienflamatuvar etki: Doku hasarina ilk yanit her zaman enflamasyondur.
Bu nedenle, koruyucu ozon uygulamasi bu patolojik durumun baglangicini ve/veya
seyrini etkileyebilir. Sepsis, ciddi enfeksiyonlar ve/veya kritik hastaliklar1 olan ve
ozon ile erken donemde tedavi edilen hastalarda, organ hasarinda bir azalma elde
etmek miimkiindiir. O,-O3 karisimi, giiglii bir in vitro antibakteriyel aktiviteye sahiptir,
enflamatuvar siirecleri in vivo kontrol eder ve bakteri ve toksinlere karsi ilk savunma
hatt1 olan fagositik aktiviteyi modiile eder. Boylece, O,-O3 karisimi, farkli karin
organlarindaki proenflamatuvar sitokinlerin {dretimini/salimini  arttirir ve ciddi

enfeksiyon olusumunu siirlandirabilir (10,12).

6. Antitimoral Etki: Birgok ¢alismada ozonun farkli antitimor mekanizmalari
oldugu gosterilmistir (81-83). Bu c¢alismalardan birinde, ozon aracili hiperoksinin
timoriin invazivlik ve metastatik derecesi ile iliskili olarak, hipoksiye neden olan
faktor 1-A’y1 (HIFLA) inhibe ettigi bildirilmistir. HIF1A’ya karst koyan ozon kaynakli
hiperoksi, kanser hiicresi direncini azaltarak kemoterapi etkisini arttirmaktadir. Bu
eylem, kemoterapdtik ilaglarin daha diisiik dozda etkin kemoterapi saglamasina ve
bunun sonucunda da toksisitesinin ve yan etkilerinin azalmasina yol acacaktir.
Boylelikle ozon, kemoterapinin olumsuz birgok etkisine karsi koruyucudur (83).
Ozonun, onkolojik hastalarda mevcut immiinosupresyonun neden oldugu bazi

enfeksiyonlart (vajinit, prostatit, vb.) azaltabilecegi bildirilmistir (84).
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2.3.5 Medikal Ozon Tedavisi Uygulama Dozlari ve Klinik Uygulamalari

Medikal ozon; antioksidan, anti-enflamatuvar, immunmodiilator ve anti-
mikrobiyal o6zelliklerinden 6tiiri birgok hastaligin tedavisinde ya asil ya da destek
tedavi olarak kullanilmaktadir. Medikal ozon kullanim ilkeleri; “Uluslararas: Ozon
Tedavisi Okullari”nin 2010 yilinda yaymladigi “Madrid Ozon Deklorasyonu”nda
belirlenmistir. Bu deklarasyonda; terapotik ozon konsantrasyonun 5-60 upg/ml
arasinda oldugu kabul edilmis ve konsantrasyonlar disiik, orta ve yiiksek

konsantrasyon olarak iige ayrilmistir (85).

1.Diisiik _diizey konsantrasyonlar (10-20 pg/ml): Immiinomodiilatdr etkiye

sahiptir. Bagisiklik sisteminin etkilendigi hastaliklarda kullanilmaktadir.

2.0rta diizey konsantrasyonlar (20-30 pg/ml): Immiinmodiilatuvar ve

antioksidandir. Norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer, Parkinson, demans), akciger
hastaliklart (amfizem, kronik obstriktif akciger hastaligi, akut respiratuar stres
sendromu), oftalmolojik hastaliklar (retinitis pigmentoza, katarakt, glokom, yasa
bagli makiiler dejenerasyon), hematolojik hastaliklar (talasemiler, orak hiicreli
anemi) ve vaskiiler hastaliklarda (hipertansiyon, venoz yetmezlik, periferal arteriyel

hastalik, kardiyak iskemi, venoz staz) kullanilmaktadir.

3.Yiiksek diizey konsantrasyonlar (30-60 pg/ml): Anti-enflamatuvar etkiye

sahiptir. Enfeksiyoz hastaliklarin (HIV, Herpes Simplex Viriis, Human Papilloma
Viriis, Hepatit A, B, C, zona, giardiazis, candidiazis), dermatolojik hastaliklarn,
eklem hastaliklarinin ~ (osteoartrit, gonartroz), alerjik hastaliklarin ve sistemik
enflamatuvar hastaliklarin (SLE, romatoid artrit, Crohn hastaligi) tedavisinde

kullanilmaktadir.
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2.3.6 Medikal Ozon Tedavisi Uygulama Yontemleri

1.Sistemik Uygulamalar:

Major Otohemoterapi: Son donemdeki en yaygin kullanilan

uygulama yontemidir. Yaklasik 50-100 ml hasta kani, basinct alinmis kapali
devre serum seti sistemi ile alinir ve viicut disinda uygun dozlarda ozon ile
reaksiyona sokulur. Ozonla zenginlestirilmis olan hastanin kani hastaya belirli bir
hizda retransfiize edilir. Bu tedavide steril tek kullanimlik malzeme kullanilmalidir.
Bu y6ntem; arteriyel dolasim bozukluklari, enfeksiyonlar, bagisiklik yetersizliginden
kaynaklanan hastaliklar, kanser hastalarinin ek tedavisi, romatizmal eklem

hastaliklar1 gibi durumlarda siklikla tercih edilmektedir (86,87).

Minér Otohemoterapi: Hastadan alinan 3-5 ml kana 20 pg/ml dozda ozon

eklenir ve kisa bir siire beklenir. Bu bekleme siiresinde ozon kanda ¢6ziiniir,
biyolojik molekiiller ile reaksiyona girer. Bu zenginlestirme islemi sonrasinda
intramuskiiler olarak hastaya geri enjekte edilir. Bu yontem; alerjik vakalar, akne ve

fronkiilozis gibi durumlarda siklikla tercih edilir (10).

Rektal insiiflasyon: En eski uygulama yontemlerinden biridir. Ozon bir

katater ve buna bagli silikon torba ya da enjektor araciligr ile rektal yoldan uygulanir.
Genel kural olarak 150-300 ml ozon/oksijen karisimi tatbik edilir. Sistemik etkileri
acisindan major otohemoterapi alternatifidir. Yaklagik 10-12 insiiflasyonluk bir
uygulama programi sonrasinda major otohemoterapinin sonuglarina benzer bir
metabolik degisim (ATP artis1 ve 2,3-DPG) izlenebilir. Bu yontem: sistemik olarak
major otohemoterapinin  uygulanamadigi, ozellikle intravenéz reinflizyonun
damarlarin uygun olmamasi nedeniyle uygulanamadigi yasli hastalar gibi; topikal
olarak bagirsaklarda proktit ve kolit gibi patolojik durumlarda ve bagisiklik
sisteminin yetersiz kaldig: sitemik enfeksiyonlarda siklikla tercih edilir (10,87,88).

Periton Z¢ci Uygulama: Deneysel hayvan ¢alismalarinda en sik kullanilan

yontemlerden biridir. Periton bosluguna sabitlenen bir silikon kateterle 10-20 pg/ml
arasindaki bir konsantrasyon ve 200-300 ml arasindaki bir hacimde ozonlanmis suyla

periton yikanir. Bu yontem insanlarda peritonitin tedavisinde kullanilmaktadir (88).
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2. Topikal Uygulamalar:
Diisiik Basincli Ozon Uygulamas:: Bu yontem 6zellikle; dekiibit tilserlert,

radyasyon yaralar1 ve fistiil tedavilerinde tercih edilmektedir (86,89).

Transkutanéz Ozon Imersiyonu: Bu yontem; varis iilserlerinin ve genis alana

yayilan enfekte olmus yaralarin tedavisinde tercih edilmektedir (86,89).

Intraartikiiler Ozon Enjeksiyonu: Bu uygulama; romatoid artit, osteoartrit ve

gonartroz durumlarinda siklikla tercih edilmektedir (75,86,88).

Ozonlannus _Uriinlerin __Uygulanmasi: Ozonize su, o0zonize zeytinyagi,

ozonize kremler vb sekilde yapilan uygulamalardir. Bu yontem; dis ve dis eti
yaralari, enfekte cilt yaralari, mantar enfeksiyonlari, zona ve otitis eksterna gibi
durumlarda kullanilabilmektedir (75,86,88).

2.3.7 Medikal Ozon Tedavisinin Yan Etki ve Kontrendikasyonlari

Ozon tedavisi terapotik doz araliginda kullanildiginda yan etkileri oldukga
azdir. Gozlenen yan etkiler genellikle iyatrojenik hatalar sonucunda gelisen lokal
komplikasyonlardan veya ozonun yiiksek konsantrasyonlarda inhale edilmesinden
kaynaklanmaktadir. En sik goriilen yan etkiler; dudaklarda ve dilde karincalanma
hissi, mide bulantisi, agizda metalik tat, yorgunluk, kasinti, eritematéz deri

dokiintiileri ve hafif hipotansiyondur (90).

Ozon tedavisinin kesin kontrendike oldugu durum; glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz enzim eksikligi ile giden Favizm hastaligidir. Kesin kontrendike
olmamakla birlikte tedavinin seyrini etkilemesi nedeniyle, C vitamini ve E vitamini
iceren tim  antioksidan  takviyelerin  birakilmasi  Onerilmektedir.  Ayrica;
nonkompanse diyabetes mellitus, toksik hipertiroidizm, hamilelik (6zellikle ilk 3

ayda) goreceli kontrendike durumlar olarak gosterilmektedir (91,92).
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2.4 D VITAMINI

2.4.1 Genel Bilgiler

D vitamini, kesfedildigi ilk yillarda bir vitamin olarak karakterize edilmis olsa
da giinlimiizde steroid yapil1 bir prohormon olarak kabul edilmektedir. Esas olarak
D, vitamini (Ergokalsiferol) ve D3 vitamin (Kolekalsiferol) seklinde iki ana formu
vardir. D, vitamini bitki kaynaklarindan elde edilir ve insanda sentezlenemez,
diyetle disardan alinir. D3 vitamini ise Ozellikle balik yaglari, yumurta ve siit
diriinleri gibi hayvansal gidalarin tiiketilmesi yoluyla besinlerle alinir ve biiyiik
cogunlugu deride 7-dehidrokolesterolden 280-320 nm dalga boyunda ultraviyole B

(UVB) 1sinlarmin etkisiyle sentezlenir. Cesitli enzimatik aktiviteler ile aktif formu
olan 1,25(0OH), Vitamin D’ye doniisiir. D, ve D3 vitaminleri sadece yan zincir

yapilarinda farklilik gosterir (Sekil 7) (93).

D vitamininin klasik etkisi, renal ve intestinal kalsiyum transportunun ve
kemik mineralizasyonun diizenlenmesi ile serum kalsiyum ve fosfor seviyelerinin
korunmasini saglamaktir. Klasik etkisi haricinde, bir¢cok etkiye daha sahip oldugu
bilinmektedir (13,14).

D vitamini; ksenobiyotik detoksifikasyon, immiinoregiilasyon,

antienflamatuvar, antioksidan, antimikrobiyal, antikanserojen, antihipertrofik ve
antifibrotik etki gibi bircok 6nemli etkiye sahiptir (13,14).

CHJ‘\ - Cl Ha“'\ - 3
CH, CH4
Chj/

CfCHZ _CH;
HO™ HO™™ "

Ergocalciferal Cholecalciferol

Sekil 7. Ergokalsiferol ve kolekalsiferol molekiiler yapilari (93).
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2.4.2 D Vitamini Metabolizmasi ve 1,25 (OH)2 Vitamin D Elde Edilisi

Deride sentezlenen (Ds-Kolekalsiferol) veya diyetle alinan D vitamini (D,-
Ergokalsiferol) biyolojik olarak aktif degildir. Bu bilesikler D vitamini baglayici
proteine baglanarak karacigere tasinir, burada 25 hidroksilaz enzimi ile 25 hidroksi
vitamin D’ye [25(OH) Vitamin D] dontisir. 25(0OH) Vitamin D, bdobreklerde
lo-Hidroksilaz enzimi ile biyolojik olarak aktif form olan ve kalsitriol olarak da
bilinen 1,25 dihidroksi Vitamin D’ye [1,25(OH)2 Vitamin D] doniisiir (Sekil 8). la-
Hidroksilaz enzimi aktif D vitamini sentezinde anahtar rol oynar. Enzim aktivitesi,
kalsiyum (Ca), fosfor, parathormon (PTH) ve fibroblast biiyiime faktorii 23 (FGF-23)
ile diizenlenir (94,95). 1a-Hidroksilaz enzimi bobrek disinda bir¢ok dokuda (6rnegin
bagirsak, epidermis, makrofajlar, prostat, meme, pankreas ve paratiroid bezi gibi)
bulunmaktadir. Bu nedenle bobrek disi dokularda da 25(OH) Vitamin D diizeylerinin

yeterli diizeylerde olmasi aktif D vitamini tiretimi i¢in gereklidir (95).

Viiciittaki D vitamini diizeyi tespitinde, her ne kadar biyolojik olarak aktif form
olsa da, 1,25(0OH), Vitamin D ideal 6l¢tim i¢in kullanilamaz. Ciink{i yar1 6mrii 4-6

saat kadar kisa ve dolasimdaki diizeyleri 25(OH) Vitamin D’den 1000 kat daha
digiktiir. 25(0OH) Vitamin D'nin ise ortalama plazma omrii yaklagik 3 haftadir ve
plazmada daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu nedenle serum seviyelerini

viicut D vitamini depolamasini ve durumunu gosterir (96).
D vitamini ve metabolitleri bir¢ok dokuda bulunan 24 hidroksilaz enzim

tarafindan yikilir. Suda ¢oziniir inaktif kalsitiroik aside katabolize edilerek, safra
yoluyla atilirlar (Sekil 8) (13,96).
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Sekil 8. D vitamini metabolizmasi ve 1,25(OH)z Vitamin D sentezi (95).

2.4.3 D Vitamini Dengesi Saglanmasi

D vitamini ve metabolitlerinin diizenlenmesi, 1a-Hidroksilaz ve 24-Hidroksilaz
aktiviteleri arasindaki dengeye baglidir. Her iki enzim de serum kalsiyum, kalsitriol ve
fosfat seviyeleri ile titizlikle diizenlenir. Diigiik serum kalsiyum kosullar1 veya diisiik

D vitamini seviyeleri altinda, paratiroid bezleri tarafindan salgilanan PTH, 1a-
hidroksilazin sentezini uyarir ve 1,25(0OH)2 Vitamin D aktivasyonunda artisa neden

olur. PTH ayrica 24-hidroksilazi inhibe eder ve renal sodyum fosfat tasiyicilarinin
ekspresyonunu azaltarak etki gosteren FGF-23'lin osteoklast ve osteoosit sentezini
indiikleyebilir (97). FGF-23 ayrica 1a-Hidroksilazin renal ekspresyonunu baskilayarak
ve 24-Hidroksilaz1 indiikleyerek D vitamini homeostazisini ayarlayabilir. Boylece
hiper fosfatemi kosullar1 altinda serum kalsitriol seviyelerini ve ardindan serum

kalsiyumunu azaltabilir (98).
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2.4.4 1,25 (OH), Vitamin D Etki Mekanizmasi

1,25(0H)3 Vitamin D’nin molekiiler diizeydeki etki mekanizmasi genomik ve

non-genomik etkiler olarak ikiye ayrilir.

D vitamininin genomik etkisi, aktif D vitamini formu olan 1,25(OH), Vitamin

D’nin vitamin D reseptoriine (VDR) baglanmasi ile olur. Bu baglanma sonrasi olusan
kompleks, 6nce niikleustaki retinoik asit X reseptorii (RXR)’ne ve ondan sonra da

DNA iizerinde bulunan vitamin D cevap elemani (VDRE) olarak bilinen bolgeye
baglanir. Sonug¢ olarak 1,25(0OH); Vitamin D-VDR-RXR-VDRE etkilesimi sonucu

hedef gende DNA transkripsiyonunu regiile eder (99).

1,25(0OH)3 Vitamin D non-genomik etkisini ise; hiicre membraninda membran

iliskili hizli yanit steroid baglayan proteine (1,25 D3-MARRS) veya membran ile
iliskili VDR’ye (mVDR) baglanarak hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 (cAMP, PKA, PLC,
P1-3 kinaz, MAP kinaz) aktive etmesi ve membran iizerindeki iyonlarin Ca, klor (Cl)
trans membran ge¢isini degistirmesi ile gergeklestirmektedir (99,100). VDR ’ler bir¢ok
farkli dokuda (endotel, miyokard, deri, diiz kas, akciger, beyin, prostat, kolon, meme,
monosit ve makrofajlar vb.) gosterilmistir. Bu nedenle metabolizma i¢in biiyiik 6neme
sahiptir (99).

2.4.5 1,25 (OH)2 Vitamin D Etkileri

1- Klasik etkileri:

1,25(0OH); Vitamin D klasik etkisi, renal ve intestinal kalsiyum transportunu ve

kemik mineralizasyonunu diizenleyerek serum kalsiyum ve fosfor seviyelerinin
korunmasidir. Bu amagla 3 hedef dokuya etki eder. Ilk hedefi bagirsaktir. Diyetle
alman kalsiyumunun bagirsakta aktif emiliminde yer alan proteinleri indiikler ve
fosfatin enterositlerden aktif emilimini uyarir. Ikinci olarak kemik dokuya etki eder

31



(14). Viicuttaki kalsiyum yetersizliginde, reseptor aktivatorii niikleer faktor kB
ligandi (RANKL) {iretmek igin osteoblastlart uyarir. RANKL daha sonra
osteoklastogenezi uyarir ve kemik rezorpsiyonu igin istirahat osteoklastlarini aktive
eder. Aymi zamanda, pirofosfat seviyelerinin ve osteopontin artisiyla kemik
mineralizasyonunu engeller (101). Kalsitriol ise, kondrosit farklilasmasimi aktive
ederek ve serum kalsiyum ve fosfat seviyelerini artirarak kemik olusumunu ve
bliyiimesini de destekler. Bu nedenle, D vitamini eksikligi iskeletin yetersiz
minerallesmesine neden olur ve diisiik D vitamini diizeyleri korundugunda, kalsiyum
ve fosfat tiikkenmesi nedeniyle kemik biliylime plakalar1 mineralize edilemez (102).
Uciincii ve son olarak, distal renal tiibiille etki eder. Glomerullerde filtrelenmis
kalsiyumun biiyiik bir kism1 proksimal tiibiilde pasif olarak geri emilse de geri
emilemeyen kisim kalsitriol ve PTH etkisiyle distal renal tiibiillerde aktif olarak geri
emilir (14).

2- Klasik Olmayan Etkileri:

Yakin zaman icerisinde VDR'lerin; monositler, lenfositler, keratinositler,
beyin, plasenta, yumurtalik hiicreleri, pankreasin adacik hiicreleri, miyozitler gibi
bobrek dis1 diger birgok dokuda mevcut oldugunu kanitlamistir. Bir¢ok dokuda var
oldugu anlasilan VDR’ler ile Kkalsitrioliin; antienflamatuvar, antioksidatif,
antihipertrofik ve antifibrotik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Tablo 3) (103).
Ayrica yapilan g¢aligmalarda D vitamininin bilinen klasik rolii haricinde, hiicre
bliylimesi ve farklilasmasi, otoimmiinite, insiilin sekresyonu, kan basinci
diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik siirecte dnemli rolii oldugunu gosterilmistir (Sekil

9) (104,105).
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Tablo 3. Kalsitriol molekiiler ve hiicresel etkileri (103)

ETKi MEKANIZMA

-Insiilin sekresyonunu arttirir

-Insiilin reseptériiniin ekspresyonunu uyarir ve

Diabetes Mellitus’taki kardiyak glikoz taginmasi i¢in insiilin duyarliligini artirir

metabolizmada iyilesme -PPAR izoform aktivitesini modiile eder
-GLUT4 translokasyonunu diizenler ve glikozun

hiicre icerisine alimin1 kolaylastirir

-Renin biyosentezini baskilar

Renin-anjiyotensin sistem inhibisyonu -Tip 1 anjiyotensin II reseptoriinii asagi regiile
eder
-TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinleri azaltir
Antienflamatuvar 6zellik -IL-10 gibi anti-enflamatuvar sitokinleri arttirir

-NF-kB aktivitesini baskilar

-NADPH oksidaz aktivitesini inhibe ederek ROS
Antioksidatif etki olusumunu azaltir

-Siiperoksit dismutazi yukari regiile ederek
hiicresel SOR siipiiriicii enzim aktivitesini arttirir

-Hipertrofi gen ekspresyonunu baskilar
Antihipertrofik ve antifibrotik -Kardiyak hiicre dis1 matriks metabolizmasini
aktiviteler diizenler

-Damarsal diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
gdclinii engeller

-Antikoagiilasyon: doku faktoriinii baskilar,
Antiaterosklerotik etki trombomodulini arttirir

-Fibrinolizi arttirir, plazminojen aktivator
inhibitorii-1 aktivitesini baskilar

-Ko6piik hiicre olusumunu engeller

2.4.6 1,25 (OH)2 Vitamin D ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

VDR’ler hemen hemen her dokuda bulunmakla birlikte kardiyovaskiiler
sistemde de yaygin olarak bulunur ve genis bir etki yelpazesine sahiptir. Bu etkiler
arasinda miyokardiyal aktivite diizenlenmesi, kardiyak remodeling, renin anjiyotensin
aldosteron  sisteminin  baskilanmasi, endotel disfonksiyonunun G&nlenmesi,
enflamasyonun azaltilmasi, ateroskleroz ve trombiis gelisimini Onleme sayilabilir.
Yapilan g¢alismalarla diisiik D vitamini diizeylerinin kardiyovaskiiler hastaliklar ve
mortalite riskini arttirdigi saptanmistir (106). Tablo 4’de diisiik D vitamin diizeyleri

sonucunda izlenen kardiyovaskiiler etkiler gdsterilmistir.
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Sekil 9. 1,25 (OH), Vitamin D klasik olmayan etkileri (104,105).

Tablo 4. Diisiik serum D vitamini diizeyinin kardiyak etkileri (106)

Hipertrofi

Kardiyomiyositler izerine Renin-Anjiotensin-Aldosteron sistemi

aktivasyonu

Metalloproteinaz aktivasyonu

Ekstraselltuler matriks tizerine - -
Kollajen depozisyonu

T Hiicre aktivasyonu

Immiin/ enflamatuvar sistem {izerine —
Sitokin salinimi

Tromboza yatkinlik

Diiz kas proliferasyonu

Damar yapist tizerine Endotel disfonksiyonu

Aterosklerotik plak olusumu
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Ventrikiiler kardiyomiyositler VDR'yi ve ayrica aktif D vitamini olusturmak
icin gerekli hidroksilazlar1 eksprese etmektedir (107). Deneysel kanitlar, D

vitamininin kardiyomiyosit hipertrofisini inhibe edebilecegini gostermektedir. 1,25
(OH)2 Vitamin D’nin, yenidogan ratlarin kardiyomiyositlerinde endotelin kaynakl

hipertrofiyi ortadan kaldirdigi, natriiiretik peptid salinimini azalttig1 ve proliferasyonu
inhibe ettigi gosterilmistir (108,109). Bunun yaninda, D vitamininin kardiyak
remodelingi de etkileyebildigi, D vitamini eksikligi olan ratlarda kalsiyum
diizeylerinden bagimsiz olarak kollajen artisi ile kardiyomegali gelistigi bildirilmistir
(110). VDR segici olarak yok edilen farelerde artmis matriks metaloproteinaz
diizeyleri, metaloproteinazlarin doku inhibitorlerinde azalma ve fibrozda artis

saptanmistir (101).

D vitamini kardiyak kontraktiliteyi de etkileyebilir. VDR, sarkoplazmik
retikulum kalsiyum ATPaz ile etkilesime girebilecegi T-tiibiillere yerlesir. 1,25(0OH)>

Vitamin D ile tedavi; kalsiyum alimimi uyarir, kontraktiliteyi arttirir ve gevsemeyi
kolaylagtirir (112,113).

D vitamini transkripsiyonel diizeyde renin gen ekspresyonunu inhibe eder.
Kalp yetmezligi tedavisindeki bircok ilacin merkezi hedefi, renin anjiyotensin
aldenosteron sistemidir (RAAS). Deneysel iki farkli c¢alismada; VDR veya la-
Hidroksilaz reseptorii segici olarak yok edilen farelerin, kontrol gruplarina kiyasla

yiiksek renin, anjiyotensin Il ve aldosteron seviyelerine sahip olduklari saptanmus,
1,25(0H), D vitamini takviyesi ile RAAS diizeylerinin baskilandigi bildirilmistir
(113,114).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaniz Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Kardiyoloji

Bilim Dali tarafindan doksorubisin ile olusturulan toksik miyokardit modeli {izerine
ozon ve 1,25 (OH); vitamin D’nin etkilerini arastirmak tizere planlandi. Calisma

oncesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 30.05.2019 tarih ve 60758568-
020/39438 sayil1 onay alindi. Calisma, Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’nin 22.10.2019 tarih ve 2019TIPF021 nolu karar1 ile
desteklendi.

Calisma, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuari’nda yiiriitiildii ve agirliklar1 285 ile 350 gram arasinda degisen 13-15
haftalik erkek Wistar Albino cinsi toplam 40 adet rat ile yapildi. Ratlar Kobay
Deney Hayvanlar1 A.S. laboratuvarindan temin edildi ve deneye alinmadan once
ortama adaptasyonlarmin saglanmasi1 amaciyla bir hafta siireyle bekletildiler.
Calisma siiresince tiim ratlara standart diyet ve su verildi. Tim ratlar, deney
sonuclanana kadar 11 giin boyunca 12 saat 1s1kl1, 12 saat 1s1ksiz ortamda ve 20-25°C

arasindaki oda sicakliginda izlendi (Resim 1).

N

N

L

Resim 1. Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvar bakim odasi ve
kafesleri
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3.1. CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Calismanin baslangicinda, tiim ratlarin viicut agirliklart olgiilerek kaydedildi.
Calismaya alinan toplam 40 rat her grupta sekizer rat olacak sekilde rastgele bes
gruba ayrildi. Deneyin 8. giinii; DOX ile kardiyotoksisite olusturulacak gruplara 15
mg/kg doksorubisin, kontrol grubuna ise 5 ml/kg serum fizyolojik (SF)
intraperitoneal (IP) yoldan tek doz uygulandi. Deneyin 1-7. ve 9-11. giinlerinde ise;
her gruba, onceden belirlenmis olan tedaviler: SF, ozon, D vitamini ve ozon+D
vitamini IP yoldan her giin uygulandi. Tedavi gruplarindan biri olan ozon+D vitamini
grubunda tedaviler, her giin 2 farkli yerden olacak sekilde IP yoldan verildi. Siganlarin
esit strese maruz birakilmasi amaciyla diger tiim gruplara da, belirlenen tedavilerine ek
olarak, her giin farkli yerlerden olacak sekilde 5 ml/kg SF IP yoldan verildi.
Calismanin zaman gizelgesi Sekil 10°de gosterilmistir. Calisma gruplar1 ve gruplara

yapilan islemler Tablo 5’da verilmistir.

-Eko
kardiyografi,
-Sakrifikasyon,
-Doku ve kan
orneklerinin

£

l | | | l
| | | | | |
Giinler 1 2 3 il 5

6 7} 8 \9 10 11}

Y Y

\

IP yolla IP yolla
Ozon ve /veya Ozon ve /veya
D Vitamini (1,25(0H) , Vit D) D Vitamini (1,25(0OH) , Vit D)

Sekil 10. Calismanin zaman gizelgesi.
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Tablo 5. Calisma gruplari ve ilag uygulamalari

Gruplar Doksorubisin Ozon 1,25(0H), VitD
8.gtin IP tek

Grup 1= Kontrol - - )
(n=8)

Grup 2=DOX + - )
(n=8)

Grup 3= Ozon + + }
(n=8)

Grup 4= D vit + - +
(n=8)

Grup 5= Ozon+D vit + + +
(n=8)

Grup 1 (Kontrol grubu, n=8): Bu gruptaki ratlara, ¢alismanin 8. giiniinde tek
doz, ¢alismanin diger giinlerinde ise giinde 2 doz olacak sekilde 5 ml/kg dozunda SF
farkli yerlerden IP olarak uygulandi.

Grup 2 (DOX grubu, n=8): Bu gruptaki ratlara; calismanin 8. giiniinde 15 mg/kg
dozunda tek doz doksorubisin, ¢aligmanin diger giinlerinde ise (1-7. ve 9-11. giinlerinde)

5 ml/kg dozunda SF farkli yerlerden giinde 2 doz olacak sekilde IP olarak uygulandi.

Grup 3 (Ozon grubu, n=8): Bu gruptaki ratlara, ¢caligmanin 8. giiniinde 15 mg/kg
dozunda tek doz doksorubisin, ¢aligmanin diger giinlerinde ise (1-7. ve 9-11. giinlerinde)
0,7-1 mg/kg dozda, 60 pg/ml konsantrasyonda ozon ve 5 ml/kg dozunda SF, farkli
yerlerden IP olarak uyguland.

Grup 4 (D vit grubu, n=8): Bu gruptaki ratlara, ¢calismanin 8. giiniinde 15 mg/kg
dozunda tek doz doksorubisin, ¢alismanin diger giinlerinde ise (1-7. ve 9-11. giinlerinde)
0.2 pg/kg/giin dozunda 1,25-(OH), Vitamin D ve 5 ml/kg dozunda SF, farkli yerlerden

IP olarak uygulandi.

Grup 5 (Ozon + D vit grubu, n=8): Bu gruptaki ratlara, calismanin 8. giiniinde 15
mg/kg dozunda tek doz doksorubisin, ¢alismanin diger giinlerinde ise (1-7. ve 9-11.
giinlerinde) 0,7-1 mg/kg dozda, 60 pg/ml konsantrasyonda ozon ve 0.2 pg/kg/giin
dozunda 1,25-(OH), Vitamin D, farkli yerlerden IP olarak uygulandi.
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3.2. OZON VERILMESI

Calismamizda kullanilan 0zon, ozon jeneratorii (Turkozone Blue S, Medikal
0zon jenarator, Telendyne Instruments 454/374, OGB-19-018, Ozon Saglik Hizmetleri
Ltd. Sti. Tirkiye) ile elde edildi (Resim 2).

Ozon konsantrasyonu ve akis hizi, jeneratoriin UV spektrometresi ile gergek
zamanl olarak ol¢iildii. Ozon akis hizi %97 oksijen + %3 ozon gaz karisimini temsil
edecek sekilde, 3 L/dk olarak ayarlandi. Ozon dozu 0,7-1 mg/kg ve 60 pg/ml

konsantrasyonda uygulandi.

Ozon; daha oOnce belirlenmis gruplar olan, ozon ve ozon+D vit
gruplarina, ¢alismanin 1-7. ve 9-11. giinleri arasinda, belirlenen konsantrasyonlarda,

IP olarak uyguland: (Resim 3). Ozon igerigini Ve konsantrasyonlarin tutarliligini

saglamak icin ozon direngli polipropilen siringalar ve Tygon polimer tiipleri
kullanildi.

Resim 2. Ozon jenaratérii ve oksijen tiipt Resim 3. Intraperitoneal 0zon enjeksiyonu
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3.3. HASTALIK BELIRTILERININ iZLENMESI VE ANTROPOMETRIK
OLCUMLERININ DEGERLENDIRILMESIi

Ratlar ¢alismanin basladigi giinden itibaren izlendi ve aktiviteleri, klinik olarak
hastalik gelistirip gelistirmedikleri kaydedildi. Ratlarin baslangi¢ viicut agirliklari,
sakrifiye edilmeden onceki viicut agirliklart ve sakrifiye edildikten sonra ise kalp

agirliklart 6lgiildii (Resim 4 ve 5). Baslangi¢ ve son viicut agirliklart arasindaki fark
kaydedildi.

Resim 4-5. Deneklerin viicut agirligi ve kalp agirliklarinin l¢tilmesi
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3.4. EKOKARDIYOGRAFI iLE DEGERLENDIRME

Calismanin son giinii son enjeksiyonlar yapildiktan sonra, sakrifikasyon dncesi,
tim ratlara 10 mg/kg ksilazin hidroklorid + 80 mg/kg ketamin hidroklorid anestezisi
uygulandi. Ratlar anestezi etkisindeyken ekokardiyografik degerlendirme uygulandi
(Resim 6 ve 7). Ekokardiyografi, GE Vivid S5 ekokardiyografi cihazi ve 10 MHz’lik
sektor problar kullanilarak yapildi. Parasternal eksenlerden 2D ve M-mode goriintiiler
elde edildi. M-mode goriintiilerden; sol ventrikiil arka duvar diyastolik ¢ap1
(LVPWTed), sol ventrikiil arka duvar sistolik ¢apt (LVPWTes), sol ventrikiil end-
diyastolik ¢ap1 (LVed) ve sol ventrikiil end-sistolik ¢ap1 (LVes), interventrikiiler septum
diyastolik ¢ap1 (IVSed), interventrikiiler septum sistolik ¢ap1 (IVSes) 6l¢iildi (Resim 8).
Elde edilen o&lgiimlerden ejeksiyon fraksiyonu (EF) ve fraksiyonel kisalma (FS)
degerleri asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi (116).

EF (%): (LVDd)®-(LVDs)*/(LVDd)®x100
FS (%): (LVDd)-(LVDs)/(LVDd) x100

Resim 6. Ratlarin ekokardiyografi ile degerlendirilmesi
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Resim 7. Ratlarin ekokardiyografi ile degerlendirilmesi

03/01/20 13:20:37
i v

EDV(Teich) 1 mli|

ESV(Teich) O m
EF(Teich) 0
SV(Teich)

25 Ee
Cursor Select Move Cailc Win LV Study
LAI’O

Resim 8. Ratlarin ekokardiyografi ile yapilan hesaplamalari
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3.5. RATLARIN SAKRIiFIKASYONU

Her bir rata prosediiriin 11. giiniinde (0zon, D vitamini veya serum fizyolojik son
IP enjeksiyonuyla ayni giin igerisinde), ketamin (%10 Ketasol®) 90 mg/kg ve xylazine
(%2 Xylazinbio®) 15 mg/kg karsimi ile intraperitoneal anestezi  verildi.
Ekokardiyografik degerlendirmenin ardindan anterior torakotomi uygulandi (Resim 9).
Biyokimyasal analizler i¢in tiim ratlardan intrakardiyak kan ornekleri alindi (Resim 10).
Sakrifiye edilen ratlarin sakrifikasyon sonrasi Kalpleri ¢ikarildi (Resim 11) ve kalp
agirliklar tartilarak kaydedildi (Resim 5).

l\\.\ \;

Resim 9. Anterior torakotomi islemi

Resim 11. Kalbin ¢ikarilmasi
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3.6.BIYOKIMYASAL BELIRTECLERIN CALISILMASI

Caligmanin 11. giiniinde anestezi altinda yapilan sakrifikasyonun ardindan, tim
ratlardan yaklasik 5-7 ml kan intrakardiyak yoldan alindi. Alinan kan &rnekleri serum
ayrict jelli tiipe (BD Vacutainer® SST™ Tubes, USA) aktarildiktan sonra, yaklasik 15
dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda 10 dakika boyunca 3500 devirde santrifiij
edildi. Elde edilen serum oOrnekleri ependorf tiiplerine ayrilarak ¢aligma giiniine dek

-20 °C altinda saklandi.

Calisma giinii oda sicakligina getirilen serum 6rneklerinden Troponin T, MDA,
SOD, GPX, TNF-a, IL-10, TAS ve TOS  diizeyleri  Sunred
(Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, China) ile NT-Pro BNP diizeyi ise
Fine Test (Wuhan Fine Biotech Co., Ltd, China) ticari kitleri kullanilarak, sandvig

prensibine bagl immiin 6l¢iim yontemi (ELISA) ile analiz edildi.

Calismada kullanilan kitlerin standart ve kimyasallar1 hazirlandiktan sonra
mikroplakada bulunan kuyucuklara standartlar ve Ornekler pipetlenmistir. Ardindan
prospektiiste anlatilan adimlar izlenerek Orneklerin testlerin konsantrasyonlarina gore
renklendirilmesi saglanmistir. Renk olusumu gozlendikten sonra 450 nanometrede (nm)
Biotek EIX800 Mikroplaka okuyucu (BioTek Instruments Inc., USA) kullanilarak
kuyucuklarin absorbans degerleri okunmustur. Gen5 data analiz programi ile serum

absorbans degerleri kullanilarak konsantrasyonlar hesaplanmistir.

Bulunan degerler Troponin T ve TNF-a analizleri ng/L, MDA analizi nmol/ml,
SOD analizi ng/ml, TOS analizi U/ml, NT-Pro BNP, TAS, IL-10 ve GPX
analizleri ise pg/ml birimi seklindedir. Yontemlerin ¢alisma ici CV degeri <%7 ve

caligmalar aras1 CV degeri <%10 idi.
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3.7. KALBIN HiSTOLOJIiK DEGERLENDIRILMESI

Cikarilan kalpler morfolojik incelemeleri yapildiktan sonra %10 formalin
soliisyonu igerisine alindi. Ornekler daha sonra parafin bloklar icerisine gomiildii. Her
bloktan dort mikrometre kalinliginda seri kesitler alindi. Preparatlar uygun boyamalar
ile boyandiktan sonra Olympus BX51 mikroskop ile 1sik mikroskopunda incelendi ve
resimlendi. Histopatolojik degerlendirme, ayni histolog tarafindan ¢alisma gruplarina

kor olarak yapildu.

Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyanan kesitlerde kalp dokusu; histopatolojik
degisiklikler, bu degisikliklerin siddeti ve yayginligi agisindan incelendi. Elde edilen
bulgular Billingham dejenerasyon skoru kullanilarak degerlendirildi (59). Tablo 6’da

Billingham dejenerasyon skoru gosterilmistir.

Tablo 6. Billingham histopatolojik dejenerasyon skorlamasi (59)

Grade 0 Normal miyokardiyal ultrastriiktiirel morfoloji

Grade 0,5 | Tamamen normal olmayan ancak antrasikline 6zgii hasar kanit1
bulunmayan inceleme

Grade 1 Hiicrelerin <%5’inde izlenen izole miyositer hasarlanma ve/veya erken
miyofibriler kayip

Grade 1,5 | Tiim hiicrelerin %6-15’1 arasinda izlenen miyositer hasarlanma ve/veya
miyofibriler kayip

Grade 2 Tiim hiicrelerin %16-25"ine izlenen, miyofibriler kayip ve/veya
vakuolizasyondan etkilenen hasarlanmig miyosit kiimeleri

Grade 2,5 | Tiim hiicrelerin %26-35’inde izlenen miyofibriler kayip ve/veya
vakuolizasyondan etkilenen hasarlanmis miyosit kiimeleri

Grade 3 Tiim hiicrelerin >%35’inde izlenen siddetli, yaygin miyosit hasari,
hiicresel kayiplar ve hiicreler aras1 bosluklar

Miyokard dokusunda apopitoz oranmi belirlemek i¢in kesitler, TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling)
teknigi ile TUNEL Chromogenic Apoptosis Detection Kit (ABP Biosciences)
kullanilarak boyandi. Boyanma sonrasi, her kesit i¢in 10 alanda hiicreler 40X objektif
ile sayilarak TUNEL-pozitif hiicre sayilari belirlendi. Apopitotik hiicre orani
(Apopitotik indeks) yiizde cinsinden hesaplandi (117).
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Miyositlerdeki apoptozis siddeti immiinohistokimyasal aktif kaspaz-3
boyamasi ile arastirildi. Kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla, rat
spesifik anti-kaspaz-3 (1:100; Neomarkers, Fremont, CA) antikoru kulllanildi.
Hiicrelerin aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi, boyanma siddeti ile degerlendirildi.
Boyanma siddeti, pozitif alanlarin yiizdesi ile garpilarak semikantitatif H-Skoru ile
hesaplandi (118). Boyanma siddeti ve H-skor hesaplama formiilii asagida

gosterilmistir.

Boyanma siddeti:
0 = Boyanma yok,
+1 = Zayif diizeyde boyanma,
+2 = Orta diizeyde boyanma,

+3 = Gli¢lii diizeyde boyanma olarak degerlendirildi.

H-Skor: [1 x (% cells 1+) + 2 x (% cells 2+) + 3 x (% cells 3+)] (118).

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde ‘’Statistical Package for Social
Sciences" (SPSS 25.0, Inc, Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi. Siirekli
degiskenler ortalama + standart sapma, medyan (en kiigiik — en biiylik degerler)
ve kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak verildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugunun incelenmesinde Shapiro Wilk testi kullanildi. Parametrik test
varsayimlart saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarin = karsilastirilmasinda Tek
Yonli Varyans Analizi (post hoc olarak Tukey testi); parametrik test varsayimlar
saglanmadiginda ise, bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis
Varyans Analizi (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi)
kullanildi.  Degiskenlerin  aralarindaki iligkilerin  degerlendirilmesi  Spearman

korelasyon analizi ile yapild.

46



4. BULGULAR

4.1. ANTROPOMETRIK OLCUMLER

Tim gruplardaki ratlarin deney baslangicindaki ilk viicut agirliklar1 ve deney
sonlandirilmadan onceki son viicut agirliklarnt (ratlar sakrifiye edilmeden o6nceki)
degerlendirildi. Ilk ve son viicut agirliklart acisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak farklilik saptanmadi (p>0,05). Kontrol grubundaki tiim ratlarin deney siiresindeki
11 giinliik izlemi boyunca kilo almis oldugu izlenirken, DOX grubunda daha belirgin olmak
tizere diger gruplarin hepsinde kilo kaybi oldugu goriildii. Kontrol grubunun ortalama
14,13+4,64 gram kilo aldig1 goriilirken, DOX grubu ortalama 10,38+4,07, ozon grubu
3,63+6,76, D vit grubu 4,6345,1, ozon+D vit grubu ise 4,25+6,52 gram kilo kaybetmisti.
Son ve ilk viicut agirliklarina gore ratlarin Kkilo degisim miktart degerlendirildiginde;
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,000). Farklilik, kontrol
grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlamliydi (p<0,05), (Sekil 11).

Gruplara ait veriler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Gruplara ait antropometrik Slgtimler

ik VA(er) Son VA(gr) | Son-Ilk VA (er) Agii’é‘i’(gﬂ Améf"éﬁﬂ VA
GRUP Qn 55 Qn £ 88 Dn:. 55 QI‘E * 88 Qn * 58
(Min-Maks) (Min-Maks) | Ortan(Min-Maks)| (Min-Maks) (Min-Maks)
Doxonsbusin(ty | 31138 = 14.78 | 301£1565 | -10.38 4,07 1.03=0.06 | 0.0034 = 0.0001
(n=8) (285 — 330) 270-318) | 95(-17--5) | (0.92-1.11) |(0.0033-0,0035)
Kontrol) 3112209 |325.13=2081 | 14.13 =464 1.19=0.07 |0.0037 = 0.00004
(n=8) (285 — 350) (305 — 360) 13 (10 - 22 (111-129) |(0.0036 - 0,0037)
omons) | 3122521244 | 30863131 | 363676 112007 | 0.0036=0.0001
(=8} (290 — 328) 284-331) | -6.5(10-9) (1-121) |(0.0033 - 0,0038)
D vit@) 314= 1611 |30938=15.18 | 463=5.1 1092005 | 0.0035=0.0001
(n=8) (290 — 335) (286 — 330) 5(10-7) (1.02-1.16) |(0.0034 - 0,0037)
Ozon+Dvit(s) | 313.75= 17,18 [31013=1481| -36326.12 1.11=0.07 | 0.0036=0.0001
(n=8) (285 — 340) (292 — 340) 5(-10-7) (1-125) | (0.0033 - 0,0037)
irrﬁla; 0,05 0,05 0,000* 0,001 0,000
Thdli
Farkldddar 2.1,2-3, 24,25 21,24 1-2,1-3, 1-5, 24

VA: Vitewt agmhgi, D vii: D vitamini, Ort: Aritmetik ortalama, Ovian: Ortanea, 55 Standart sapma, Min:Mimmum,

Maks: Maksimum

*Son-Ilk VA igin Kruskal-Wallis, diger parametreler icin Oneway Aneova istatistiksel analiz véntemi kullamlmasti
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Sekil 11. Gruplarin kilo degisimi (son viicut agirligi — ilk viicut agirligr).

Ratlar sakrifiye edildikten sonra kalp agirliklari degerlendirildi. Kalp agirliklar
acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptandi (p=0,001). Farkliligin kontrol grubu
ile DOX ve kontrol grubu ile D vit gruplarn arasindan kaynaklandigi goriildii (p<0,05),
(Tablo 7, Sekil 12 ). Kalp agirliginin son viicut agirligina oranma bakildiginda; gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p=0,000). Farkliliklar; DOX
grubu ile kontrol grubu, DOX grubu ile Ozon, DOX grubu ile Ozon+D vit grubu ve
kontrol grubu ile D vit gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05),
(Tablo 7, Sekil 13).
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Sekil 12. Gruplarin kalp agirliklari. Sekil 13. Gruplarin kalp agirligi/son viicut agirlig oran
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4.2. HASTALIK BELIRTILERININ iZLENMESI

Ratlar ¢alismanin basladigi giinden itibaren izlendi. Ozellikle 8. giindeki
doksorubisin IP enjeksiyonu sonrasi; kardiyotoksisite olusturulan gruplardaki ratlarda,
tily yapisinda belirgin bozulma, istahta azalma, hareket yeteneginde kisitlanma gibi

kalp hastaligimi diistindiiren bulgular gézlendi.

4.3. BIYOKIMYASAL BELIRTECLER

4.3.1Kardiyak Hasar Gostergeleri

Calismamizda kardiyak hasar gostergelerinden Troponin T ve NT-pro BNP
diizeyleri degerlendirildi. Troponin T diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliik saptandi (p=0,001). Troponin T; DOX grubunda ortalama
26,99 + 3,59, kontrol grubunda 16,06+3,42, Ozon grubunda 20,14+6,16, D vit grubunda
20,35+2,8, Ozon+D vit grubunda 18,83+3,97 ng/L olarak bulundu. Troponin T diizeyi,
DOX grubunda diger tim gruplara goére belirgin artmis olmakla birlikte; farkliligin
DOX grubu ile kontrol grubu, DOX grubu ile OzontD vit gruplar1 arasindan
kaynaklandig1 goriildii (p<0,05), (Tablo 8, Sekil 14).

NT-pro BNP diizeyleri agisindan da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliik saptandi (p=0,000). NT-pro BNP; DOX grubunda ortalama 336,32+161,6,
kontrol grubunda 159,91+7,8, ozon grubunda 185,0449,17, D vit grubunda
199,06+6,16, Ozon+D vit grubunda 173,11+3,74 pg/ml olarak bulundu. NT-pro BNP
diizeyi DOX grubunda, tiim gruplara gore belirgin artmis olmakla birlikte; farklilik;
kontrol grubu ile D vit grubu, DOX grubu ile kontrol grubu, DOX grubu ile Ozon+D vit
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05), (Tablo 8, Sekil 15).
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TROPONIN (ngiL)

D

Tablo 8. Gruplarin kardiyak hasar gostergeleri

Troponin T (ng/L)

NT-Pro BNP (pg/ml)

Ort= S8

O+ 55

GRUP
Ortan (Min-Maks) Ortan (Min-Maks)
DOXOI‘leIlSIIlI:I) 26,99+ 339 336,32 1616
(n=8) 28.63 (22.01 - 30,71) | 229.25 (210.38 - 538.68)
Kontrol(2) 16.06 + 3.42 15001 =78
(n=8) 14.93 (11,54 - 20.83) | 159.43 (14623 - 168.87)
Ozon(3) 20,14 = 6,16 185.04 =917
(0=T) 17.84 (15.99 - 33.14) | 183.96 (17642 - 202.83)
D vit(4) 2035=28 199.06 = 6.16
=7) 21.05 (15.24 - 23.14) | 199.06 (19151 - 210.38)
Ozon + D vit(3) 1883397 173,11 =374
(n=8) 183 (13,94 - 26,24) | 174,53 (168.87 - 176.42)
Gruplar arasi1 p 0,001 0,000
Tkili farkldiklar 12,15 21,24, 1-5
vit: D vitamini, Orf: Aritmeiik origlama, Ortan: Orianca S55: Siandari sapma, Min Minumum,

Maks: Maksimum

Verllerin analizinde Eruskal - Wallis istatistiksel analiz yéntemi kullanilmagtir
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Sekil 14. Gruplari Troponin T diizeyleri.
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Sekil 15. Gruplarin NT-pro BNP diizeyleri.




4.3.2 Enflamatuvar ve Antienflamatuvar Sitokin Seviyeleri

Calismamizda enflamatuvar sitokin olarak, TNF-a diizeyi degerlendirildi. Gruplar
arasinda TNF-o diizeleri agisindan istatistiksel olarak farklilik saptandi (p=0,012).
TNF-0, DOX grubunda ortalama 246,87+58,11, kontrol grubunda 122,43+58,36, ozon
140,7+65,95, D vit grubunda 161,7+483,11, Ozon+D vit grubunda
130,16+46,36 ng/L olarak bulundu. TNF-a diizeyi, DOX grubunda tiim gruplara gore

grubunda

belirgin artmis olmakla birlikte; farkliligin DOX grubu ile kontrol grubu, DOX grubu ile
Ozon+D vit grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05), (Tablo
9, Sekil 16).

Calismamizda antienflamatuvar sitokin olarak, IL-10 diizeyi degerlendirildi. 1L-10
diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik oldugu goriildi
(p=0,008). IL-10, DOX grubunda 118,71+36,38, kontrol grubunda 173,99+21,56,
Ozon grubunda 127,39+30,97, D vit grubunda 130,48+47,66, Ozon+D vit grubunda
113,51 £ 24,76 pg/ml olarak bulundu. IL-10 diizeyi kontrol grubunda, tim gruplara
gore en yiiksek seviyede olmakla birlikte; farklilik; kontrol grubu ile DOX grubu ve

kontrol grubu ile Ozon+D vit gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05),

(Tablo 9, Sekil 17).

Tablo 9. Gruplarin enflamatuvar ve antienflamatuvar sitokin seviyeleri

TMNF-o (ng/1T.)

I1.-10 (pg/ml)

Ort= 85 Ort= 85
GRUP Ortan{Min-Malks) (Min-Mals)
Doxorubusin(1) 246 87+ 5811 118,71 = 36,38
(m=27 23693 (178 4 - 341.47) (7805 - 183.02)
Kontrol(2) 122 43 = 58 36 173,99+ 21 56
(m=2) 102 22(61 22 - 193_5) (145 45 - 208 06)
Ozon(3) 1407 £ 65 95 127 39+ 30,97
(=21 138 44 (53264 - 230,07 (BE 26 - 170.11%
D wit(4) 1617+ 83_11 130 48 = 47 66
(=27 148 99 (3315 - 319,19} (6E.71 - 190,99}
Ozon + D vit(3) 130,16 = 46,36 113,51 = 2476
(m=2) 124 (7152 - 204 . 39) (842 - 152.51)
Gruplar arasi p 0,012~ 0,003
Ikili farkliliklar 1-2.1-5 2-1.2-5

D vit: D vitamini, Ort: Aritmetik ortalama, Ortan: Ortanca, SS: Standart sapma, Min:Minumum,

Maks: Maksimum

* TNF-a i¢in Kruskall Wallis, IL-10 i¢in Oneway Anova istatistiksel analiz yontemi kullanilmistir
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Sekil 16. Gruplarin TNF-a diizeyleri. Sekil 17. Gruplarin IL-10 diizeyleri.

4.3.3 Oksidan ve Antioksidan Enzim Diizeyleri

Calismamizda oksidan parametrelerden MDA ve TOS diizeyleri degerlendirildi.
Gruplar arasmda MDA diizeyleri agisindan istatistiksel olarak farklilik saptandi
(p=0,007). MDA; DOX grubunda ortalama 16,78+2,11, kontrol grubunda 12,03+2,49,
ozon grubunda 12,73+3,48, D vit grubunda 13,92+2,67, Ozon+D vit grubunda
12,614£2,05 nmol/ml olarak bulundu. MDA diizeyi DOX grubunda, diger tiim gruplara
gore belirgin artmig olmakla birlikte; farkliik DOX grubu ile kontrol grubu, DOX
grubu ile 0zon, DOX grubu ile Ozon+D vit gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
idi (p<0,05), (Tablo 10, Sekil 18).

TOS diizeyleri agisindan da gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik oldugu
goriildii (p=0,038). TOS; DOX grubunda ortalama 38,24+3,67, kontrol grubunda
31,66+£3,37, ozon grubunda 34,49+5,94, D vit grubunda 35,54+5,21, Ozon+D vit
grubunda 33,9+4,26 U/ml olarak bulundu. TOS diizeyi DOX grubunda, tiim gruplara
gore belirgin artmis olmakla birlikte; farkliligin DOX grubu ile kontrol grubu arasindan
kaynaklandigi goriildii (p<0,05), (Tablo 10, Sekil 19).

Calismamizda antioksidan parametrelerden SOD, GSH-Px ve TAS diizeyleri
degerlendirildi. Gruplar arasinda SOD diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptandi (p=0,004). SOD; DOX grubunda 12,97+2,37, kontrol grubunda
19,46+4,57, ozon grubunda 18,35+3,09, D vit grubunda 17,51+2,38, Ozon+D vit
grubunda 17,36+3,11 ng/ml olarak bulundu. Farklilik; DOX grubu ile kontrol grubu ve
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DOX grubu ile ozon grubu arasinda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05), (Tablo 10,
Sekil 20).

GSH-Px diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugu goriildii (p=0,004). GSH-Px; DOX grubunda ortalama 27,05+5,53, kontrol
grubunda 38,8+8,31, Ozon grubunda 35,37+4,54, D vit grubunda 36,31+4,88, Ozon+D
vit grubunda 34,24+4,39 pg/ml olarak bulundu. GSH-Px diizeyi DOX grubunda, tiim
gruplara gore belirgin azalmis olmakla birlikte farklilik; DOX grubu ile kontrol grubu,
DOX grubu ile ozon grubu ve DOX grubu ile D vit gruplart arasinda anlamliydi
(p<0,05), (Tablo 10, Sekil 21).

TAS diizeyleri agisindanm da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik oldugu goriildii (p=0,01). TAS; DOX grubunda ortalama 1,51+0,12, kontrol
grubunda 1,82+0,24, Ozon grubunda 1,67+0,18, D vit grubunda 1,63+0,13, Ozon+D vit
grubunda 1,7240,1 pg/ml olarak bulundu. Farklilik; DOX grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01), (Tablo 10, Sekil 22).

Tablo 10. Gruplarin oksidan ve antioksidan enzim diizeyleri

MDA (nmolml) TOS (Uml) SOD (ng/ml) | GSH-Px (pg/ml)| TAS (pg/ml)
GRUP Qrt + 588 Drt:l 55 Qrt + 588 Dlrt = 58 Qrt =58
(Min-Maks) Ortan{Min-Maks) iMin-Maks) (Min-Maks) | (Min-Maks)
Doxorubusin(1) 16,78 £ 211 3824367 12,97 +237 2705553 [ 151012
(n=8) (1394 -1963) |3935(2965-41.13)| (991-1624) | (1832-353) | (131-164)
Kontrol(2) 12,03 +£249 3166 +337 1946 £ 457 388+831 1,82+0.24
(n=8) (9.1-1538) |3235(24,31-34.75)| (1349-2516) | (27,66 -4954)| (1.45-2.21)
Ozon(3) 12,73 £3 48 3449 +5094 1835+ 3,09 3537454 [ 167+0,18
(n=%) (871 -1898) | 3468 (251-4607) | (13.63-234) | (27.66-4046)| (1.47-1,95)
D vit(4) 1392267 3354521 1731 £238 3631488 [ 163013
{n=8) (9.82-1834) [3438(29.65-4592)( (1439-2202)| (3071-4567)| (1.43-182)
Ozon+D vit(5) |_12.61=2.05 3394726 1736311 3424+439 1,72+0.1
(n=8) (908-131) |3453(2624-3927)| (1368-2127)| (2848-4094)| (158-191)
Gruplar arasi p 0,007 0,038* 0,004 0,004 0,01
Tkili farkliiklar | 1-2,1-3, 1-5 12 1-2,13 1-2,1-3,14 12

D vit: D vitamini, Ort: Aritmetik ortalama, Ovian: Orianca, 88: Standart sapma, Min: Mimumum, Maks: Maksimum

* TOS igin Kmiskal Wallis, diger parametreler igin Oneway Anova istatistiksel analiz yéntermi kullanibmagtir
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Sekil 18. Gruplarin MDA diizeyleri. Sekil 19. Gruplarin TOS diizeyleri.
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Sekil 20. Gruplarin SOD diizeyleri. Sekil 21. Gruplarin GSH-Px diizeyleri.
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Sekil 22. Gruplarin TAS diizeyleri.

4.4. EKOKARDiIYOGRAFiIK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Gruplar arasinda, ekokardiyografide dlgiilen; LVPWTed, LVPWTes, LVed, LVes,
IVSed, IVSes, EF ve FS degerleri degerlendirildi. LVPWTes, LVPWTed, 1VSed ve
IVSes agisindan gruplar arasinda farklilik saptanmadi (p>0,05) (Tablo 11).

LVEd agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik saptandi (p=0,028).
Lved; DOX grubunda ortalama 7,24+0,37, kontrol grubunda 6,65+0,37, o0zon
grubunda 6,58+0,35, D vit grubunda 6,56+0,55, ozon+D vit grubunda 6,63+0,27 mm
olarak bulundu. LVed, DOX grubunda tiim gruplara goére belirgin artmisti. Farklilik,
DOX grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlamliydi (p<0,01), (Tablo 11, Sekil 23).

LVes agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik saptand: (p=0,000).
LVes olgiimleri, DOX grubunda ortalama 5,4+0,42, kontrol grubunda 4,36+0,24, ozon
grubunda 4,33+0,2, D vit grubunda 4,46+0,43, ozon+D vit grubunda 4,53+0,19 mm
olarak bulundu. LVes, DOX grubunda tiim gruplara gore belirgin artmisti. Farkliligin
DOX grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlamli oldugu goriildii (p<0,01), (Tablo 11,
Sekil 24).
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Ejeksiyon fraksiyonu agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik
saptand1 (p=0,000). EF, DOX grubunda ortalama %58,4+4,84, kontrol grubunda
% 71,64+2,82, ozon grubunda % 71,1+5,17, D vit grubunda %68,3+4,82, ozon+D vit
grubunda %68+2,9 olarak bulundu. EF, DOX grubunda diger tiim gruplara gore
belirgin diisiik idi. Farklihk DOX grubu ile tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamliyd: (p<0,01), (Tablo 11, Sekil 25).

Fraksiyonel kisalma agisindan da gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik
bulundu (p=0,000). FS, DOX grubunda ortalama 9% 25,45+2,94, kontrol grubunda
% 34,36+2,22, ozon grubunda %34,09+4, D vit grubunda %31,98+3,53, ozon+D vit
grubunda %31,67+2,13 olarak bulundu. FS, DOX grubunda tiim gruplara gore belirgin
diisiik idi. Farklihgin DOX grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,01), (Tablo 11, Sekil 26).

Tablo 11. Gruplarin ekokardiyografik dl¢timleri

LVPWTed LVPFWTes [VSed [VSes LWed LVes EF Fs
(mm) (mm) (mm) | (mm) (mm) () (%) (%)
GRUP Ort= 38 Ort =58 Ort+ 35 Ort =588
Ortan (Min-Maks) (Min-Maks) Ortan (Min-Malks) [Min-Maks)

D“’“’[fﬁbum 1582019 | 2492023 | 155012 | 2542029 | 7242037 | 542042 | 5842484 | 25452294
@=8) | 1503-19) [2502-28] 14-18 | 252-3 | 7466-76 | @6-6 | (508-661) | 21.05-303

Kun:;rol 14=02 243=022 | 1435=018 | 24=033 6.65 =037 436=024 | 7T164=282 [ 3436=2220
(m=8) 140L1-18) [ 235@2-27 | (12-1% | 252-3) [ 65(62-72) 4-47) (67.5-76) | (3125-37.38)
D({gn 146 =013 231=022 | 151016 [235=016 | 638=033 433=02 113,17 3400=4

[n=Jf-‘} 145(12-1.7) | 242-23) | (153-18) 232428 b606-T7) 4.1-46) (64.3-79) | (28.03 - 40.38)

D(;;t 145021 236=023 | 1.56=027 |243=021| 636=033 446=043 | 683=4132 3108=333

@D | 1502-18) | 2502-25 | 12-2 |25¢-27| 64G0-79 | @-52 | @18-752 | @7142-3719
DM(‘;)D Vit 1302024 | 2232032 | 1582039 | 2612033 | 6632027 | 4532010 | 68229 | 31672213
@=8) |135012-19)| 202-28 (-2 [245023) | 663(62-69) | (42-48) | 648-74.1) | (20.41-3623)
Gruplar aras
. =005 0,05 0,05 ={,05* 0,028 * 0,000 0,000 0,000
T 13,13,14, [ 13,135,143, [ 13,13,14, | 13,13,14,
Farkhiliklar 15 15 15 15

D vit: D vitamini, Ort: Aritmetik ortalama, Ortan: Ortanca, SS: Standart sapma, Min:Minumum,

Maks: Maksimum, EF: Ejeksiyon fraksiyonu, FS: Fraksiyonel kisalma

* LVPWTed, LVPWTes, IVSes ve LVed parametreleri i¢in Kruskal-Wallis, diger parametreler i¢in Oneway

Anova analiz yontemi kullanilmigtir
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LVed (mm)
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Sekil 23. Gruplarin LVed diizeyleri . Sekil 24. Gruplarin LVes diizeyleri.
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Doxorubusin Kortrol Ozon

Sekil 25. Gruplarin EF diizeyleri. Sekil 26. Gruplarin FS diizeyleri.
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4.5. KALBIN HISTOLOJIK INCELENMESI

Kalbin histolojik incelemesinde 3 farkli boyama yontemi kullanildi.

1- Hematoksilen&Eozin (H&E) Boyama:

Kesitler H&E ile boyandiktan sonra Billingham dejenerasyon skoru kullanilarak
degerlendirildi (Tablo 7) (74). Billingham skorlamasi ile, DOX grubunda %87,5 oraninda
grade 3 dejenerasyon, %]12,5 oraninda grade 2 dejenerasyon saptanirken; kontrol
grubunda hicbir ratta grade 1 ve iizerinde dejenerasyon yoktu. Kontrol grubundaki
ratlarin %62,5’inde Billingham skoru grade O iken, %37,5’inde grade 0,5 idi. Ozon, D
vitamini ve ozon + D vitamini verilen gruplarda ise grade 3 dejenerasyon olmadigi
goriildii (Tablo 12). Gruplar arasinda Billingham skorlamasi agisindan istatistiksel olarak
farkliik saptandi (p=0,000, Tablo 12). Farklihgin DOX grubu ile diger tiim gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05).

Tablo 12. H&E boyama ile Billingham dejenerasyon skorlamasina ait veriler

GRUP Grade | Grade | Grade Grade Grade Grade | Grade
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Doxorubusin(1) - - - - n=1 - n=7
(n=8) %12,5 %87,5
Kontrol(2) n=5 n=3 - - - - -
(n=8) %62,5 | %37,5
Ozon(3) - - n=3 n=1 n=2 n=2 -
(n=8) %37,5 | %12,5 %25 %25
D vit(4) - - n=1 n=3 n=3 n=1 -
(n=8) %12,5 | %37,5 %37,5 %12,5
Ozon+D vit(5) - - - n=3 n=4 n=1 -
(n=8) %37,5 %50 %12,5

*Verilerin analizinde Kruskal-Wallis istatistiksel analiz yontemi kullanilmigtir, p=0,000

2- TUNEL Boyama:

Kesitlerde TUNEL-pozitif hiicreler sayildi ve apopitotik indeks yiizde (%)
cinsinden hesaplandi. Apopitotik indeks, DOX grubunda ortalama % 30+3,7, kontrol
grubunda % 1,25+0,46, ozon grubunda %7,38+0,74, D vit grubunda %7,13+1,13,
ozon+D vit grubunda %7,13+1,36 olarak bulundu. DOX grubundaki apopitotik hiicre
oranimnin belirgin artmis oldugu goriildi (p=0,000). Farkliligin DOX grubu ile kontrol
grubu, DOX grubu ile D vit grubu, DOX grubu ile ozon+D vit grubu ve kontrol grubu ile
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ozon grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p<0,05), (Tablo 13,
Sekil 27).

Tablo 13. TUNEL boyamaya ait apopitotik indeks

Apopitotik Indeks (%)
Ort = 55
GRUP Ortan(Min-Maks)
Doxorubusin(1) 30+3.7
(n=8) 29 (26 - 37)
Kontrol(2) 1,25+ 046
(n=8) 1{1-2)
Ozon(3) 738074
(n=8) 7.5(6-8)
D vit(4) 7.13x1.13
(n=8) T{6-9)
Ozon+D vit(5) 7.13+£1.36
(n=8) 75G-9
Gruplar arasi p 0.000
Ikili farklildklar 1-2,1-4,1-5,2-3

D vit: D vitamini, Ort: Aritmetik ortalama, Ortan: Ortanca, SS: Standart sapma, Min:Minumum,
Maks:Maksimum,

Verilerin analizinde Kruskal-Wallis istatistiksel analiz yontemi kullanilmigtir

40,0

30,0

Apopitotik indeks (%)
2

10,0

= B8 6

=

o T T T
Doxorul busin Korttrol Ozon D vit Ozon + D vit

Sekil 27. TUNEL boyamaya ait apopitozis indeksleri.

3- Kaspaz-3 Immunohistokimyasal Boyama:

Her kesit i¢in kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi olan H-skoru
hesaplandi. H-skoru degeri, DOX grubunda ortalama 272,5+£17,96, kontrol grubunda
23,88+7,86, ozon grubunda 74,5+13,24, D vit grubunda 68,5+6,19, ozon+D vit
grubunda 68,38+18,68 olarak bulundu. DOX grubunun kontrol grubuna gore ortalama
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11,4 kat yiiksek H-skoruna sahip oldugu izlendi. Tedavi uygulanan gruplarda ise bu
oranin ortalama 3,6-4 Kkat yiiksek H-skorlarina geriledigi saptandi. DOX grubundaki
kaspaz-3 immunoreaktivite skorlamasinin diger gruplara gore belirgin yiiksek oldugu
izlendi (p=0,000). Farkliligin DOX grubu ile tiim gruplar arasinda ve kontrol grubu ile
tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05), (Tablo 14,

Sekil 28).

Tablo 14. Gruplarin Kaspaz 3 ekspresyonun H-skoru sonuglari

H-Skom
Ort + 88
GRUP (Min-Maks)
27251796
Doxorubusin(1}
=8) (249 - 300)
2388 =786
Kontrol(2)
o8) (11-36)
7451324
Ozon(3) =
(8} (59 -94)
68.5+6.19
D vit(4)
(08) (61 -80)
68,38 =18.68
Ozon + D vit(5)
(0=8) 27-50)
Gruplar arasi p 0,000
1-2,1-3, 14, 1-5,
Ikili farkliiklar 2.3,24,25

D vit: D vitamini, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma, Min:Minumum, Maks: Maksimum

Verilerin analizinde Oneway Anova istatistiksel analiz yontemi kullanilmigtir

300,0- ;

200,0

H-Skoru

5 = &
% T T

T T T
Doxorubusin Kortrol 0zon D vit Ozon + D vit

Sekil 28. Kaspaz-3 ekspresyonun H-skorlari.

Miyokardin histolojik preparatlarinin Hematoksilen&Eozin, TUNEL ve kaspaz-3

boyanma goriintimleri sirastyla Resim 12,13 ve 14’te verilmistir.
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Resimde normal yapisi tamamen kaybolmus kalp kasi
dokusu  goriilmektedir. Dokunun tamamina yakin
boliimiinde; kas liflerinin  biitiinliiginiin - bozuldugu,
liflerin birbirinden ayrildig1, koptugu ve genis bosluklarin
olustugu izlenmektedir. Pek c¢ok lifte ¢ekirdek
goriilmemekle birlikte nadir olarak goriilen bazi kas
liflerinin ¢ekirdeklerinin kiiciildiigii ve nekrotik goriiniim
aldigi  izlenmistir.  Kapillerlerdeki  genisleme ve

yayginlasma dikkat ¢ceken bir diger histolojik bulgudur.

Normal kalp kast dokusuna ait histolojik goriiniim.

Ozon, D vitamini ve Ozon+D vitamini uygulanan
gruplarda bazi alanlarda kas dokusunun normale yakin

goriinim  sergiledigi, baz1 alanlarda ise toksik

dejenerasyonun devam ettigi goriilmektedir (Resim 38-
C, E, G). Toksik dejenerasyonun devam ettigi alanlarda;
kas liflerinde biitiinliigin kayboldugu, sitoplazmik
icerigin azaldigi, hiicreler arasi alanda ve hiicrelerde

vakuollerin olustugu, hiicrelerin 6demlendigi ve sistigi

izlenmektedir. Ayrica bazi alanlarda  nekrotik
goriniimli  ¢ekirdeklerin  varligimin  devam  ettigi

goriilmektedir (Resim 38- D, F, H).

"‘”‘,""“;‘/:' Wi i :“J) " l /' /
Resim 12. Hematoksilen & Eozin ile boyanan kalp dokusu (A-H).
Doksorubisin verilen grup; (A), Kontrol; (B), Doksorubisin + Ozon uygulanan grup; (C,D),

Doksorubisin + D vitamini uygulanan grup; (E,F), Doksorubisin + Ozon ve D vitamininin birlikte
uygulandig1 grup; (G, H) (Hematoksilen & Eozin Bar 50 um X400).
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Resim 13.Kalp kasinda apoptozisin varliginm gésteren TUNEL ydnteminin yapildig1 dokular; (A-E).
Doksorubisin verilen grup; (A), Kontrol; (B), Doksorubisin + Ozon uygulanan grup; (C), Doksorubisin +
D vitamini uygulanan grup; (D), Doksorubisin + Ozon ve D vitamininin birlikte uygulandig grup; (E).
TUNEL pozitif hiicreler ince ok ile gésterilmistir. (TUNEL, Bar 50 um X400).
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Resim 14. Kalp kasinda kaspaz-3 ekspresyonunu ve dagilimi gosteren kesitler; (A-E) .

Doksorubisin verilen grup; (A), Kontrol; (B), Doksorubisin + Ozon uygulanan grup; (C), Doksorubisin
+ D vitamini uygulanan grup; (D), Doksorubisin + Ozon ve D vitamininin birlikte uygulandigi grup;
(F). Kaspaz-3 pozitif hiicreler kalin ok ile gosterilmistir. Immunoperoksidaz&hematoksilen Bar 50 um

X400.
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Kardiyak hasarlanma gostergelerinden biri olan Troponin T diizeyleri ile kilo
farki (son viicut agirlhigr ile ilk viicut agirhigr arasindaki fark), kalp agirligi ve kalp
agirh@i/son viicut agirligi orani arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif iligki
saptand1  (p=0,000; r degerleri sirasiyla -0,834, -0,604 ve -0,845), (Sekil 29-31).
Troponin T diizeylerindeki artigla birlikte; Kilo farki, kalp agirligi ve kalp agirligi/son

viicut agirligi oranlarinin azaldig: goriildii.

RZ Linear = 0,584 R2 Linear = 0,341
30,0 1,30 '
o
o
o
[}
e}
20,0 o
1,204
—_
E —_—
[ E
2 o0 s
= =2
= =
b 2 110
< = 1
= T
3 <
D =
G}
c
H X
[
1,00
10,0
o
20,0 90
T T T T T T T T T T T T
10,0 150 200 250 30,0 350 100 150 20,0 25,0 300 350
Troponin T (ngiL) Troponin T (nglL)

Sekil 29. Troponin T diizeyi ile kilo farki (son viicut agirhigi ile ilk viicut agirligi arasindaki
fark) arasindaki iligki (p=0,000, r=-0,834).
Sekil 30. Troponin T diizeyi ile kalp agirligr arasindaki iligski (p=0,000, r=-0,604).

2 =
0036 R Linear = 0,674

0037

0036

0035

Kalp Agirhg | Son VA

0034

0033

T T T T T
10,0 15,0 200 250 300 350

Troponin T (ngiL)
Sekil 31. Troponin T diizeyi ile kalp agirligi/son viicut agirligi orani arasindaki iliski (p=0,000,
r=-0,845).
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agirhig, kilo farki,

Kardiyak hasarlanma gostergelerinden NT-pro BNP diizeyleri ile; son viicut

kalp agirlhigi ve kalp agirligi/son viicut agirligi orani arasinda

istatistiksel olarak anlamli negatif iliski saptand1 (son viicut agirligi i¢in p=0,021,
r=-0,374, kilo farki i¢in p=0,000, r=-0,778, kalp agirligi i¢in p=0,000, r= -0,651 ve
kalp agirligi/son viicut agirligi orani igin p=0,000, r= -0,804) (Sekil 32-35). NT-pro

BNP diizeylerindeki artigla birlikte; son viicut agirligi, kilo farki, kalp agirligi ve kalp

agirligi/son viicut agirhigi oraninin azaldigr gorildii.
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Sekil 32. NT-Pro BNP diizeyi ile son viicut agirhigi arasindaki iliski (p=0,021, r=-0,374).
Sekil 33. NT-Pro BNP diizeyi ile kilo farki (son viicut agirligr ile ilk viicut agirligi arasindaki
fark) arasindaki iligki (p=0,000, r=-0,778).
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Sekil 34. NT-Pro BNP diizeyi ile kalp agirlig1 arasindaki iliski (p=0,000, r=-0,651).

T
600,00

Sekil 35. NT-Pro BNP diizeyi ile kalp agirligi/son viicut agirligi orani arasindaki iliski (p=0,000,

r=-0,804).
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Enflamatuvar sitokin olan TNF-o ile kardiyak hasarlanma gostergeleri olan
Troponin T ve NT-pro BNP arasinda anlamli pozitif iliski saptand1 (p=0,000; Troponin
T i¢in r=0,903, NT-pro BNP igin r=0,643), (Sekil 36,37). Troponin ve NT-pro BP
diizeyleri arttik¢a, TNF-a diizeyi de artmaktaydi. Anti-enflamatuvar sitokin olan I1L-10
ile NT-pro BNP ile anlamli negatif iliski saptandi (p=0,042, r=-0,332), (Sekil 38).

2 - R Li =0245
400,04 R* Linear =0,711 4000 inear =0,
o
300,0-] 300,0
—_ -
= =
o o
£ £
o 2000 g 20007
uw w
= =4
= =
100,0-] 100,0
[}
o o
T T T T T T T T T T T T
10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
Troponin T (ngiL) NT-pro BNP(pg/ml)

Sekil 36. Troponin T diizeyi ile TNF-a arasindaki iligki (p=0,000, = 0,903).
Sekil 37. NT-Pro BNP diizeyi ile TNF-a arasindaki iligki (p=0,000, r= 0,643).
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Sekil 38. NT-Pro BNP diizeyi ile IL-10 arasindaki iliski (p=0,042, r=-0,332).
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Oksidan belirtegler olan MDA ve TOS ile kardiyak hasarlanma gostergeleri olan
Troponin T ve NT-pro BNP diizeyleri arasindaki iliski degerlendirildi. Troponin T ile
MDA ve TOS arasinda anlamli pozitif iliski saptandi (p=0,000; r=0,952 ve
r=0,685), (Sekil 39,40). NT-pro BNP ile MDA ve TOS arasinda da anlamli pozitif iliski
oldugu goriildii (p=0,000; r=0,652 ve r=0,569), (Sekil 41,42). Oksidan parametrelerdeki
artigla paralel olarak kardiyak hasar belirteglerinde artis oldugu gorildi.
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Sekil 39. Troponin T diizeyi ile MDA arasindaki iliski (p=0,000, r=0,952).
Sekil 40. Troponin T diizeyi ile TOS arasindaki iligki (p=0,000, r=0,685).
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Sekil 41. NT-Pro BNP diizeyi ile MDA arasindaki iliski (p=0,000, r= 0,652).
Sekil 42. NT-Pro BNP diizeyi ile TOS arasindaki iligski (p=0,000, r= 0,569).
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Antioksidan belirtecler olan SOD, GSH-Px ve TAS ile kardiyak hasarlanma
gostergeleri olan Troponin T ve NT-Pro BNP diizeyleri arasindaki iliski degerlendirildi.
Troponin T ile SOD, GSH-Px ve TAS arasinda anlamli negatif iliski saptand1 (p=0,000;
r degerleri sirasiyla SOD i¢in r= -0,889; GSH-Px i¢in r= -0,889 ve TAS igin
r=-0,569), (Sekil 43-45).
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Sekil 43. Troponin T diizeyi ile SOD arasindaki iliski (p=0,000, r= -0,889).
Sekil 44. Troponin T diizeyi ile GSH-Px arasindaki iliski (p=0,000, r= -0,889).
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Sekil 45. Troponin T diizeyi ile TAS arasindaki iligki (p=0,000, r= -0,569).
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NT-Pro BNP ile SOD, GSH-Px ve TAS arasinda da anlamli negatif iliski bulundu
(p=0,000; r degerleri sirasiyla SOD ig¢in r= -0,605, GSH-Px i¢in r= -0,594 ve TAS igin
r= -0,701), (Sekil 46-48). Antioksidan parametrelerdeki artisla kardiyak hasar

belirte¢lerinde azalma goriildii.
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Sekil 46. NT-Pro BNP diizeyi ile SOD arasindaki iliski (p=0,000, = -0,605).
Sekil 47. NT-Pro BNP diizeyi ile GSH-Px arasindaki iliski (p=0,000, r=-0,605).
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Sekil 48. NT-Pro BNP diizeyi ile TAS arasindaki iliski (p=0,000, r=-0,701).
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Ekokardiyografi verileri ile kardiyak hasarlanma gostergeleri olan Troponin T ve
NT-Pro BNP diizeyleri arasindaki iliski incelendiginde; Troponin T ile LVPWTed,
LVed, LVes, IVSed ve IVSes arasinda anlamli pozitif iliski saptandi (LVPWTed igin
p=0,002, r=0,486; LVed i¢in p=0,013, r=0,399; LVes i¢in p=0,000, r=0,555; IVSed i¢in
p=0,002, r=0,374; IVSes i¢in p=0,021, r=0,374), (Sekil 49,50). Troponin T ile EF ve FS
degerleri arasinda ise anlamli negatif iliski saptandi (p=0,000, r degerleri sirasiyla EF

icin r= -0,592; FS i¢in r= -0,616), (Sekil 51,52).
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Sekil 49. Troponin T diizeyi ile LVed arasindaki iliski (p=0,013, r=0,399).
Sekil 50. Troponin T diizeyi ile LVes arasindaki iliski (p=0,000, r= 0,555).
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Sekil 51. Troponin T diizeyi ile EF arasindaki iligki (p=0,000, r=-0,592).
Sekil 52. Troponin T diizeyi ile FS arasindaki iliski (p=0,000, r=-0,616).
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NT-pro BNP ile LVPWTed, LVed, Lves ve IVSed arasinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif iliski saptand1 (LVPWTed icin p=0,007, r=0,430, Lved i¢in p=0,041,
r=0,334, Lves i¢in p=0,004, r=0,460, IVSed i¢in p=0,021, r=0,374), (Sekil 53,54). NT-
Pro BNP ile EF ve FS arasinda ise istatistiksel olarak anlamli negatif iliski bulundu
(p=0,000, r=-0,616), (Sekil 55,56).
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Sekil 53. NT-Pro BNP diizeyi ile LVed arasindaki iliski (p=0,041, r=0,334).
Sekil 54. NT-Pro BNP diizeyi ile LVes arasindaki iligki (p=0,004, r= 0,460).
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Sekil 55. NT-Pro BNP diizeyi ile EF arasindaki iligki (p=0,000, r=-0,616).
Sekil 56. NT-Pro BNP diizeyi ile FS arasindaki iliski (p=0,000, r=-0,616).
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arasindaki iliski

incelendiginde; Troponin T ile Billingham dejenarasyon skoru, TUNEL pozitif boyanan

Histolojik bulgular ile kardiyak hasarlanmanin siddeti

apopitotik hiicre oram ve Kaspaz-3 immunreaktivitesi H-skorlari1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli pozitif iliski saptand1 (p=0,000; r degerleri sirasiyla
Billingham skoru i¢in r= 0,654; apopitotik indeks i¢in r= 0,651 ve kaspaz-3 H-skoru
icin r=0,658), (Sekil 57-59).
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Sekil 57. Troponin T diizeyi ile Billingham dejenarasyon skorlamasi arasindaki iliski (p=0,000,
r=0,654).
Sekil 58. Troponin T diizeyi ile TUNEL boyamaya ait apopitotik indeks arasindaki iligki (p=0,000,
r=0,651).
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Sekil 59. Troponin T diizeyi ile kaspaz-3 ekspresyonu H skorlar1 arasindaki iliski (p=0,000,
r=0,658).
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Nt-pro BNP ile Billingham dejenarasyon skoru, TUNEL pozitif boyanan
apopitotik hiicre oram ve Kaspaz-3 immunreaktivitesi H-skorlar1 arasinda da
istatistiksel olarak anlamli pozitif iliski saptandi (p=0,000; r degerleri sirasiyla
Billingham skoru icin r=0,789, apopitotik indeks i¢in r=0,789 ve kaspaz-3 H-skoru
icin r=0,776), (Sekil 60-62).
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Sekil 60. NT-Pro BNP diizeyi ile Billingham dejenarasyon skorlamasi arasindaki iligki (p=0,000,
r=0,789).
Sekil 61. NT-Pro BNP diizeyi ile TUNEL boyamaya ait apopitotik indeks arasindaki iligki (p=0,000,
r=0,789).
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Sekil 62.NT-Pro BNP diizeyi ile kaspaz-3 ekspresyonu H skorlar1 arasindaki iliski (p=0,000,
r=0,776).
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TARTISMA

Miyokardit; miyozit hiicrelerindeki dejenerasyon ve nekroz ile Kkarakterize
enflamasyondur. Bulgulari asemptomatik veya subklinik seyirden, fulminan seyire
kadar degisiklik gosterebilir. Bu nedenle tani koymasit zordur ve c¢ogu vakanin
atlandig1 distiniilmektedir. Etiyolojisi, enfeksiyoz ve nonenfeksiyoz ajanlar olarak iKi
gruba ayrilir. Enfeksiy6z ajanlar igerisinde en sik viral etkenler izlenirken,
nonenfeksiydz ajanlar igerisinde otoimmiin hastaliklar ve ilag toksisiteleri one ¢ikan
etkenlerdir (1). Etiyolojide birgok ilag toksik miyokardit gelistirebilmekle birlikte;
antrasiklin grubu ilaglar toksik miyokardit etiyolojisinde siklikla karsimiza ¢ikan
ilaglardir (2). Giiniimiizde miyokardit tedavisinde spesifik bir tedavi yontemi
bulunmamaktir. Tedavi segenekleri etiyolojiye gore degisiklik gosterir. Su an igin
kabul goren en 6nemli tedavi, destek tedavisidir (1,24). Tan1 koymadaki zorluklar ve
spesifik tedavisinin heniiz bulunamamis olmasi1 nedeniyle deneysel bir¢ok

calismada tedavi se¢enckleri arastirilmaya devam etmektedir (119-122).

Doksorubisin, antrasiklin tiirevi nonspesifik kemoterapétik ilag olup ¢esitli
neoplazmlarin tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Bircok mekanizma ile
antitimoral etki gosterebilir. One ¢ikan mekanizmalar, direkt ya da dolayli yoldan
niikleer-mitokondriyal DNA hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanan oksidatif stres
gelistirmesidir (3,28). Miyokardin oksidatif strese yiiksek duyarliligi ve DOX’un
nonspesifik anti tlimoral etkisi sonucunda, tedaviyi sinirlandiran en 6nemli yan etkisi
olan kardiyotoksisite ve toksik miyokardit gelismektedir (28,29). DOX iliskili
kardiyotoksisite-toksik miyokardit; genel insidanst %4,5-9 araliginda olup akut ya da
kronik dénemde, doz bagimli olarak gelismektedir (30,31). Klinik olarak; nonspesifik
semptomlardan, kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligine kadar degisebilen
genis klinikle karsimiza ¢ikabilmektedir (37). Bu nedenle tan1 koymak zor olup kesin
tanis1 endomiyokardiyal biyopsidir. Fakat ¢ocuk hastalarda riskli olmasi ve sol
ventrikiiliin siklikla etkilendigi goriisii nedeniyle giliniimiizde tercih edilmemektedir
(59). Cesitli calismalarda kardiyak biyobelirtegler ve ekokardiyografik incelemenin
tan1  koymadaki etkinligi gosterilmis olup tant i¢in siklikla bu ydntemler
kullanilmaktadir (53,54,58). DOX iligkili kardiyotoksisiteden sorumlu patojenik
mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanamamis olsa da, en fazla kabul edilen goriis:
serbest oksijen radikallerinin agiga cikmasi ve antioksidan enzim aktivitelerinde

izlenen degisiklikler sonucu miyozit hasari gelismesidir (3,43). Bu durum

74



kardiyotoksisitenin Onlenmesinde antioksidan tedavileri giindeme getirmis olup
literatiirde antioksidan tedavilerin etkinligini inceleyen cok sayida deneysel hayvan

calismasi oldugu goriilmistiir (5-9,61).

Ozon, dinamik olarak kararsiz yapida ii¢ adet oksijen atomundan olusan;
renksiz, kendine has kokusu olup oda 1sisinda gaz formunda bulunan, bilinen en giiglii
oksidan maddelerden biridir. Stratosfer katmaninda yer alir ve temel islevi yeryiiziini
ultraviyole radyasyonunun zararhi etkilerinden korumaktir (10,71). Medikal ozon;
0zonun tipta kullanilan formu olup uzun yillardir birgok hastaligin tedavisinde giivenle
kullanilmaktadir. Medikal ozon; dogrudan viicuda uygulanamaz, belirli oranlarda
(oksijen en az %95, ozon en fazla %5 olacak sekilde) oksijen ile karistirilarak sistemik
ya da lokal olarak gesitli yollardan (iv,ip,rektal, intraartikiiler, transkiitan6z vb.)
viicuda verilebilir. Giiniimiizde en yaygin verilis sekli, sistemik uygulama yolu olan
major otohematerapidir. Sistemik ozon uygulamalarinda, plazmada SOR ve LOPs’lar
olusur ve bir¢ok hiicrede ¢esitli mekanizmalar tetiklenir. Tetiklenen mekanizmalar
araciligiyla ozon, farkli konsantrasyonlarda: anti-oksidan, anti-enflamatuvar, anti-
mikrobiyal, anti-tiimoral, immunmodiilatér ve trofik etkiler gostermektedir (10-12,81-
84). Literatiirde ozonun anti-oksidan etkilerini inceleyen ¢ok sayida klinik ve deneysel

calisma mevcuttur (11,80,81,123).

D vitamini, steroid yapilt bir prohormon olup viicuda alinmas: sonras1 gesitli
enzimatik aktiviteler ile aktif formu olan 1,25(OH), D vitaminine doniisiir. 1,25(0OH),
vit D etkisini D vitamini reseptOriine baglanarak gergeklestirir. Vitamin D
reseptorlerinin; deri, diiz kas, kalp kasi, akciger, beyin, prostat, kolon, meme ve kan
hiicreleri gibi bir¢cok farkli dokuda varligimin gdsterilmesi ile D vitamininin g¢esitli
etkileri oldugu klinik ve deneysel c¢aligmalar ile gosterilmistir (99). D vitamininin
baslica etkisi; renal ve intestinal kalsiyum transportunu ve kemik mineralizasyonunu
diizenleyerek serum kalsiyum ve fosfor seviyelerinin korunmasidir (14). Klinik ve
deneysel c¢alismalarda D vitamininin; anti-enflamatuvar, anti-oksidatif, anti-
hipertrofik, anti-fibrotik, anti-aterosklerotik, anti-kanserojenik ve immiinregiilatuvar
etkiler gibi cesitli etkileri oldugu bildirilmistir (13,14,103). Giiniimiizde global bir
sorun olan D vitamini eksikliginin oksidatif strese neden oldugu ve D vitamini
takviyesi ile oksidatif stresin azaldig1 yoniindeki bilgiler literatiirdeki birgok caligma

ile gosterilmistir (124-127).
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Antrasiklinler yaklasik 40 yildir yaygmn kullanilan kemoterapotik ilaclar
olmasina ragmen, tedavi kisitlayici yan etkisi olan kardiyak toksisite giiniimiizde hala
Oonemini korumaktadir. Antrasiklinlerin kemoterapideki klinik 6énemi; kardiyotoksisite
yapici yan etkisi, bu yan etkinin 6nlenmesi ve tedavi alternatiflerinin arayis1 deneysel
modellerin gelistirilmesini tesvik etmektedir. Literatirde ozon ve D vitaminin
kardiyak etkileri tizerine yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmakla birlikte (11,103,107
111,128-130), antrasiklin kardiyotoksisitesi tizerine olan etkileriyle ilgili az sayida
calisma bulunmaktadir (15-19).

Literatiirde antrasiklin Kardiyotoksisitesinde ozonun etkisini arastiran sadece
iki galisma mevcuttur. Delgado ve arkadaslari, erkek Sprague Dawley ratlarda kronik
kardiyotoksisite gelistirerek ozonun etkisini incelemiglerdir (15). Doksorubisini
haftada iki kez, toplamda 50 giin siireyle intraperitoneal yoldan uygulayarak kronik
kardiyotoksisite modeli olusturmuslar ve ozonu 50 pg/ml konsantrasyon ve 6 mi
dozunda toplamda yirmi seans rektal yoldan vermislerdir. Kontrol grubuna ise ozon
tedavisi yerine oksijen rektal yoldan verilmistir. Doksorubisin verilerek toksisite
olusturulan ancak ozon verilmeyen gruba ise rektal yoldan hi¢bir uygulama
yapilmamistir. Biyokimyasal parametrelerden Pro-BNP, malondialdehit, katalaz ve
stiperoksid dismutaz diizeyleriyle birlikte histopatolojik inceleme yapilmis ve ozonun;
antioksidan enzimlerde artma, oksitlenmis makromolekiillerde azalma saglayarak
doksorubisine bagli dilate kardiyomiyopatiyi 6nledigi bildirilmistir. Calismadaki
ratlarin esit strese maruz birakilmamasi, rektal yoldan verilen oksijen tedavisinin
kontrol grubu biyokimyasal ve histolojik parametrelerinde degisiklige neden
olabilmesi ve farkli agirliktaki ratlara verilen sabit miktarda ozon tedavisinin ¢aligsma
sonuglarini etkileyebilmesi bu c¢alismanin 6nemli kisitliliklaridir. Ozon ile ilgili
yapilan yakin tarihli diger ¢alismada ise Simonetti ve arkadaslari, insan derisi
fibroblast hiicreleri ve fetal kardiyomiyositleri subklinik konsantrasyonlarda
doksorubisine maruz birakarak farkli konsatrasyonlarda ozon vermisler ve etkilerini
incelemislerdir (16). Calismada fetal atriyal kardiyomiyositlere doksorubisin
uygulanmis ve 10-20-30-40-50 pg/ml konsantrasyonlarda ozon verilmistir. Ozonun 30
pg/ml konsantrasyonda plato olusturarak sitoprotektif ve antienflamatuvar etkinliginin
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma hiicresel diizeyde yapilmis olup DOX etkisi atriyal

miyositlerde incelenmistir. Ancak ventrikiiler etkilenme degerlendirilmemistir.
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Literatirde D vitamini ve metabolitlerinin antrasiklin ile iligkili
kardiyotoksisite tizerine etkilerini arastiran ise sadece {i¢ ¢alisma bulunmaktadir. Tsai
ve arkadaglarinin C57BL/6 tip farelerde DOX iligkili kardiyak disfonksiyon iizerine
kalsitriol tedavisinin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada (17), doksorubisin dort hafta
boyunca haftada iki kez toplam kiimiilatif doz 32 mg/kg olacak sekilde uygulanmis ve
kalsitriol 150 ng/kg/giin toplamda on iki hafta silireyle verilmistir. Calismada;
ekokardiyografi ile kardiyak fonksiyonlar degerlendirilmis, PCR yoOntemiyle
mRNA’daki atriyal natriiiretik peptid ve brain natriiiretik peptid diizeyleri incelenmis,
histopatolojik olarak hematoksilen eozin ve immiinflorosan boyamalar yapilarak
kardiyak hasar gosterilmistir. Kalsitrioliin endotelyal mezenkimal gecisi engelleyerek
kardiyak fibrozisi ve disfonksiyonu iyilestirdigi bildirilmistir (17). Giil ve arkadaslari,
doksorubisin ile kardiyotoksisite olusturduklar1 Wistar Albino cinsi ratlarda melatonin
ve D vitamini etkisini aragtirmiglardir (18). Calismanin ilk giinii 60.000 1U/kg dozunda
tek doz intraperitoneal D vitaminini, ¢alismanin 15-16-17. giinlerinde ise toplam 18
mg/kg kimiilatif dozda doksorubisini intraperitoneal yoldan uygulamislardir.
Calismada kullanilan D vitamini preparati belirtilmemis olup kardiyak etkilenme;
kreatin kinaz diizeyleri, troponin diizeyleri, elektrokardiyografi ve sintigrafi ile
degerlendirilmis, histopatolojik degerlendirme ise yapilmamistir. D  vitamini
tedavisinin doksorubisin iligkili kardiyotoksisitedeki tiim parametreleri korudugu
bildirilmistir. Son olarak c¢alismamiza devam ettigimiz siire¢ icerisinde oOzeti
yayinlanan literatiirdeki son ¢aligmada ise Diab ve arkadaslari, doksorubisin iliskili
kronik kardiyotoksisite olusturulan disi Wistar Albino ratlarda oral D vitamini etkisini
arastirmiglardir (19). Calismada, doksorubisin 15 mg/kg kiimiilatif dozda haftada iki
glin, toplam ¢ hafta intraperitoneal yoldan uygulanmig; D vitamini ise 500 1U/kg
giinde tek doz, haftada bes giin, toplamda ii¢ hafta siireyle oral gavajla verilmistir. D
vitamini, kalsiyum, BNP, Troponin I, malondialdehit, total antioksidan kapasite
diizeyleri incelenmis ve elektrokardiyografik degerlendirme yapilmistir. D vitamininin
kronik siiregteki kardiyak disfonksiyonu dnlemede kismi yarar sagladig: bildirilmistir.
Literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogu kronik doksorubisin kardiyotoksisitesindeki etkileri
arastirmaya yonelik olarak yapilmig, metadolojik cesitliliklere sahip ¢aligmalardir.

Ozon ve D vitamininin kombine etkilerini inceleyen bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Calismamizda akut doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturdugumuz ratlarda,

antioksidan etkileri daha onceki ¢aligmalarda gosterilmis olan ozon ve D vitamini ile

ikisinin kombine kullanimindaki etkilerini arastirmay1 planladik. Bu amagla; hem
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klinik, hem biyokimyasal, hem de histopatolojik parametreleri birlikte degerlendirdik.
Ayrica literatiirden  farkli  olarak; kardiyak hasarlanmanin  biyokimyasal
gostergelerinden olan Troponin T ve Nt-Pro BNP diizeylerini birlikte inceledik.
Oksidan parametrelerden MDA ve TOS diizeylerini; antioksidan parametrelerden
SOD, GSH-Px ve TAS diizeylerini degerlendirdik. Histolojik olarak ise,
hematoksilen&eozin boyamanin yaninda TUNEL ve kaspaz-3 immiinohistokimyasal
boyamalarin1 da kullanarak {i¢ farkli yontemle histolojik degerlendirme
gerceklestirdik. Boylece literatiirde yapilan calismalardan farkli olarak sadece
apopitozis varligint degil, apopitozisin siddetini de arastirdik. Caligmamizda,
doksorubisin kardiyotoksisitesine yonelik ¢ok cesitli parametrelerle degerlendirme

yapilmasi, calismamizin hassasiyetini ve 6zgiinliiglinii arttirmaktadir.

DOX kullanimi kardiyomiyositlerde; miyofibril kaybina, sitoplazmik
vakuolizasyona, apopitoza ve nekroz gelisimine neden olarak kalp agirhginda
azalmaya neden olmaktadir (131). Ayrica istahta azalma, kusma gibi gastrointestinal
yan etkileri nedeniyle viicut agirliginda kayiplar da izlenmektedir. Akut dénemdeki
kilo kaybinin intravaskiiler alandaki sivi kaybina bagli olabilecegi bildirilmistir (132).
Deneysel calismalarda doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturulan ratlarda kalp
agirhigr ve kalp agirh@i/viicut agirligt oraninin azaldigi gosterilmistir (131-133).
Calismamizda doksorubisin verilerek toksik miyokardit olusturulan ratlarin kalp
agirliklarinda ve kalp agirligi/viicut agirligi oraninda, literatiirle benzer sekilde azalma
tespit ettik. Ratlarin kalp agirliklarindaki azalma; ozon ve ozon+D vitamini tedavileri
verilen gruplarda DOX grubunun agirlik kaybina kiyasla belirgin azdi. Kalp agirhigmin
son viicut agirhigma orani ise; doksorubisin grubunda diger tim gruplardan daha
diisiik idi. Tedavi verilen tiim gruplarda bu oranin arttifi goriildii. Bu sonuglar;
calismamizda doksorubisin kaynakli toksik miyokardit modelinin olustugunu ve
uygulanan tedavilerin kardiyak hasari ve buna bagl kilo kaybini onleyerek

doksorubisin iliskili kardiyotoksisite {izerine kardiyoprotektif etkisine isaret edebilir.

Doksorubisinin  kardiyomiyositlerde dejenerasyon, apopitoz ve nekroz
gelisimine neden oldugu bilinmektedir (60). Miyozitlerdeki bu hasarlar sonucunda,
kardiyak hasar gostergesi olan troponin diizeylerinde artis izlenir. Literatiirdeki
caligmalarda; doksorubisin iligkili kardiyotoksisitede troponin diizeylerinin minimal
miyozit hasarinda dahi erken donemde arttig1 ve bu O6zelligiyle kardiyotoksisitenin

belirlenmesinde belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (133-135). Deneysel
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caligmalarda doksorubisin iliskili kardiyotoksisite-toksik miyokardit modelinde
troponin diizeyleri yiiksek bulunmus, tedavi etkinligini degerlendirmede troponin
diizeyindeki azalmanin 6nemli oldugu gosterilmistir (135,136). Ozonun doksorubisin
kardiyotoksisitesi iizerine etkilerini inceleyen c¢aligmalarda troponin diizeyleri
degerlendirilmemis olup D vitamininin doksorubisin kardiyotoksisitesi iizerine
etkilerini inceleyen ise iki c¢alismada troponin diizeylerinin degerlendirildigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismalardan Giil ve arkadaslarinin ¢alismasinda (18), doksorubisin
uygulanan ratlarda Troponin T diizeylerinin arttigi, D vitamini tedavisi verilen grupta
ise bu artisin izlenmedigi bildirilmistir. Diger bir ¢alisma olan Diab ve arkadaslarinin
calismasinda da (19), doksorubisin uygulanmasi sonrasi Troponin I diizeyleri yiiksek
bulunmus, D vitamini tedavisi ile Troponin I diizeylerinin azaldig bildirilmistir. Biz
de ¢alismamizda, literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu olarak; DOX grubunda Troponin
T diizeylerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda belirgin artmis oldugunu tespit ettik.
Ayrica ozon ve D vitamini tedavileri verilen tiim gruplarda Troponin T diizeylerinde
gerileme oldugunu, ozon+D vitamini kombine tedavisi verilen grupta ise bu

gerilemenin daha belirgin oldugunu saptadik.

Kardiyak hasarlanmanin bir diger belirteci olan NT-Pro BNP diizeylerinin
doksorubisin iliskili kardiyak hasarda arttigi bilinmektedir. Doksorubisin kaynakli
kardiyotoksisitede intravaskiiler hacim azalmasmin bir sonucu olarak, ratlarda doku
hipoperfiizyonu gelisebilecegi bildirilmigtir. Organ perflizyonunu korumak i¢in, ratlar
periferal vazokonstriksiyon yapar ve dolasan hacmi arttirmak icin kardiyak onytikte
artis izlenir. Akut kardiyotoksisitesi olan rat kalbinde artmig kardiyak hasar ve azalan
kasilma fonksiyonlari sonucunda kalp yetmezligi benzeri tablo izlenebilmektedir
(137). Sol ventrikiiliin artan basinci, serum NT-Pro BNP seviyelerinde artisa neden
olmaktadir. Literatiirdeki birgok deneysel ¢alismada doksorubisin iligkili
kardiyotoksisitede NT-Pro BNP seviyelerinde artis oldugu bildirilmis ve uygulanan
tedavilerle  NT-Pro BNP diizeylerinde azalma olmasi, kardiyotoksisite-toksik
miyokardit tedavi etkinligini degerlendirmede anlamli kabul edilmistir (137-139).
Delgado ve arkadaslarinin ¢alismasinda (15), doksorubisin uygulanan ratlarda pro-
BNP diizeylerinin arttig1, ozon tedavisi verilen grupta bu artisin izlenmedigi
bildirilmistir. Diab ve arkadaslarinin ¢alismasinda da (19), benzer sekilde doksorubisin
uygulanmas1 sonrast BNP diizeyleri yiiksek bulunmus, D vitamini tedavisi ile BNP
diizeylerinin azaldig1 bildirilmistir. Calismamizda onceki ¢alismalarla paralel olarak;

NT-Pro BNP diizeyleri, DOX ile toksik miyokardit olusturulan grupta anlaml yiiksek

79



bulundu. Bu yiiksekligin, ozon ve/veya D vitamini tedavileri verilen tiim gruplarda
geriledigini, ozon+D vitamini kombine tedavisi verilen grupta ise daha belirgin
oldugunu saptadik. Bu sonuglar; ¢alismamizda doksorubisin kaynakli toksik
miyokardit modelinin olustugunu ve uygulanan tedavilerin kardiyak hasar ve buna
bagl kardiyak hasar belirtecleri olan Troponin T ile NT-Pro BNP artisin1 onleyerek
doksorubisin  iliskili ~ kardiyotoksisite  iizerine  kardiyoprotektif  etkisini

desteklemektedir.

Doksorubisin tedavisi sonrasi kardiyomiyositlerde izlenen bir diger degisiklik,
artan serbest oksijen radikal diizeyleri ve buna baglh NF«xB aktivasyonudur. NFkB
aktivasyonu; TNF-a, siklooksijenaz-2 ve nitrik oksit gibi enflamatuvar sitokinlerin
tretimini  arttirmaktadir (140,141). Deneysel c¢alismalarla doksorubisin iliskili
kardiyotoksisite  modellerinde  TNF-a  diizeylerinin  arttigt ve  verilecek
antienflamatuvar tedaviler ile TNF-a diizeylerinin azaldigi  gosterilmistir
(132,136,140-142). Ancak, ozon ve D vitamininin doksorubisin kardiyotoksisitesi
tizerine etkilerini inceleyen ¢aligmalarda TNF-a diizeyleri degerlendirilmemistir.
Literatlirden farkli olarak c¢alismamizda TNF-o diizeylerini degerlendirdik.
Doksorubisin ile toksik miyokardit olusturulan grupta TNF-a diizeyinin anlaml
yiiksek oldugunu ve baslica 0zon+D vitamini kombine tedavisi verilen grupta olmak
tizere tedavi verilen tiim gruplarda TNF-a diizeylerinin azaldigim saptadik. Bu
sonuglar, ozon+D vitamini tedavisinin yiiksek antienflamatuvar etki saglayarak

miyokardiyal enflamasyonu azalttigina isaret edebilir.

Toksik miyokardit patogenezinde arttig1 bilinen enflamatuvar mekanizmalara
sekonder olarak, antienflamatuvar sitokinlerde diisiikliik izlenebilir (143,144).
Bununla birlikte bazi deneysel c¢alismalarda, miyozitlerin antienflamatuvar sitokin
Uretimini arttirarak devam eden enflamatuvar duruma karsi1 kendilerini korumay1
amagladigi ve bu amagla serum IL-10 seviyelerinde artis izlendigi gosterilmistir
(145,146). Ozon ve D vitamininin doksorubisin kardiyotoksisitesi {izerine etkilerini
inceleyen c¢alismalarda ise IL-10 diizeylerinin degerlendirilmedigi goriilmektedir.
Calismamizda IL-10 diizeylerini degerlendirdik ve doksorubisin verilen grupta IL-10

diizeyinin azaldigini tespit ettik.

Doksorubisinin indiikledigi oksidatif stres; serbest radikallerin artmasina,

antioksidan enzimlerde azalmaya ve lipit peroksidasyonuna yol agar. Bunun
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sonucunda, membran hasar1 gostergesi olarak kabul edilen malondialdehit
diizeylerinde artis izlenir (140,147). Doksorubisin iliskili kardiyotoksisitede oksidatif
stres hipotezinin arastiran ¢alismalarda MDA diizeyi yiiksek bulunmus ve tedavi ile
MDA diizeylerinde azalma izlenmistir (131,140,147). Zare ve arkadaslarinin
calismasinda (131); DOX verilerek kardiyotoksisite olusturulan ratlarda gelisen
oksidatif hasara bagli olarak MDA diizeylerinin yiikseldigi ve Apigenin tedavisi ile
MDA diizeylerinin geriledigi bildirilmistir. Arozal ve arkadaslarinin, Daunorubisin
tetkikledigi kardiyotoksisitenin 6nlenmesinde karvedilol ile yaptiklari ¢aligmada (148),
hem kalp, hem de bobrek dokusunda MDA diizeylerinin arttigi ve karvedilol
tedavisinin bu artig1 azalttigr bildirilmistir. EI-Agamy ve arkadaglari, ratlarda DOX
uygulanmasiyla artan MDA diizeylerinin, sitagliptin tedavisi ile artiginin 6nlendigi ve
sitagliptinin antioksidan ozelligi araciligiyla kardiyoprotektif etki gosterdigini
bildirilmiglerdir (149). Ozonun doksorubisin kardiyotoksisitesi iizerine etkilerini
inceleyen Delgado ve arkadaglarimin c¢alismasinda (15), doksorubisin uygulanan
ratlarda MDA diizeyleri yiiksek saptanmis, ozon tedavisi verilen grupta ise MDA
diizeylerinin azaldig1 bildirilmistir. D vitamininin doksorubisin kardiyotoksisitesi
tizerine etkilerini inceleyen Diab ve arkadaslarinin ¢alismasinda da (19), benzer
sekilde doksorubisin uygulanmasi sonrast MDA diizeyleri yiiksek bulunmus, D
vitamini tedavisi ile MDA diizeylerinin azaldig1 bildirilmistir. Doksorubisin iligkili
kardiyotoksisite modelinde bir diger oksidan parametre olan total oksidan seviye
diizeylerinin de artmis oldugu ve antioksidan tedaviler ile bu artisin 6nlenebildigi
deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (150,151). Ozon ve D vitamininin doksorubisin
kardiyotoksisitesi tizerine etkilerini inceleyen ¢aligmalarda ise total oksidan seviyenin
degerlendirilmedigi goriilmektedir. Calismamizda oksidan parametrelerden hem MDA
hem de TOS diizeylerini inceledik. Doksorubisin verilen grupta hem MDA hem de
TOS diizeylerinin arttigini, ozellikle ozon olmak {izere tedavi verilen gruplarda ise
azaldigin1 saptadik. Bu sonuglar; doksorubisinin oksidatif stresi tetikledigini, 0zonun
lipid peroksidasyonunu dnleyerek DOX iligkili toksik miyokardite kars1 koruyucu etki
sagladigini, D vitamininin ise antioksidan etkisinin ozona goére kisithi diizeyde

oldugunu gostermektedir.

Doksorubisin iliskili kardiyotoksisite modelinde hiicre i¢i antioksidan enzim
Ozelligi gosteren siiperoksit dismutaz ve serbest radikallerin temizlenmesinde 6nemli
bir gérevi olan glutatyon peroksidaz diizeyleri azalmaktadir (140,147). Cok sayida
calismada SOD ve GSH-Px gibi antioksidan parametrelerin azaldigi bildirilmis,
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uygulanan antioksidan tedavilerle SOD ve GSH-Px degerlerinde artis izlenmistir
(147,152,153). Yu ve arkadaslari, DOX iligkili kardiyotoksisite olusturmus ratlarda
antioksidan parametrelerden SOD ve GSH-PX enzim diizeylerinin azaldigini, o-
Linolenic asit tedavisi ile bu azalmanin Oniine gegildigini gostermislerdir (147).
Doksorubisin kardiyotoksisitesinde ozonun ve D vitamininin etkisini degerlendiren
caligmalarin hi¢birinde GSH-Px diizeyleri bakilmamis, sadece birinde ise SOD
diizeyleri degerlendirilmistir. Delgado ve arkadaslari, doksorubisin uygulanan ratlarda
SOD diizeylerinin azaldigini, ozon tedavisi verildiginde bu azalmanin olmadigini

bildirilmislerdir (15).

Antioksidan parametlerden bir digeri, genel bir antioksidan gosterge olan total
antioksidan seviyesidir. Doksorubisin iliskili kardiyotoksisitede total antioksidan
seviyesinin azaldigir gosterilmistir (154,155). Al-Harthi ve arkadaslari, ratlarda
doksorubisin iligkili kardiyotoksisite {izerine resvatrol etkisini inceledikleri
calismalarinda (154), doksorubisin verilen ratlarda total antioksidan seviyesinin
azaldigin1 bildirmiglerdir. Dai ve arkadaslari, doksorubisin ile kardiyotoksisite
olusturulan ratlarda oktreotid etkisini arastirmis, doksorubisin verilen grupta total
antioksidan seviyesinin diisiik oldugu saptamislardir (155). Bu ¢alismalarda, tedaviler
ile TAS diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir (154,155). Ozonun doksorubisin
kardiyotoksisitesi iizerine etkilerini inceleyen calismalarin higbirinde TAS diizeyi
degerlendirilmemis olup D vitamininin doksorubisin kardiyotoksisitesi {iizerine
etkilerini inceleyen sadece bir ¢alismada TAS diizeyi degerlendirilmis ve doksorubisin
kardiyotoksisitesinde TAS diizeylerinin azaldigi, D vitamini tedavisi ile ise arttigi
bildirilmistir (19).

Calismamizda antioksidan parametrelerden hem SOD, hem GSH-Px hem de
TAS diizeylerini inceledik. Doksorubisin verilen grupta SOD, GSH-Px ve TAS
diizeylerinin azaldigini, 6zellikle ozon olmak iizere tedavi verilen gruplarda ise tim
antioksidan parametrelerin arttigin1 saptadik. SOD ve GSH-Px diizeylerinin ozon
verilen grupta belirgin artmasi ve kontrol grubu ile benzer degerlere gelmesi; 0zonun
hem hiicre i¢i antioksidan mekanizmalarin indiiklenmesinde, hem de serbest
radikallerin nétralizasyonunda etkili oldugunu gostermektedir. D vitamini verilen
grupta ise GSH-Px diizeylerinde belirgin artis saptanmasi, D vitamininin daha ¢ok

serbest oksijen radikallerinin nétralizasyonunda etkili oldugunu gosterebilir.
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Doksorubisin iligkili toksik miyokarditte gelisen miyokardiyal hasar ve
apopitoz nedeniyle, sol ventrikiil fonksiyonlari bozulur ve kalbin kasilma yeteneginde
kayiplar izlenir. Klinikte bu kayiplarin erken saptanmasi, kardiyak hasar ilerlemeden
onlem alinmasi ve olasi tedavi alternatiflerinin degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.
Ekokardiyografik inceleme; girisimsel olmayan, miyokard yap1 ve performansini etkili
sekilde degerlendirebilen giivenilir bir yontem olup doksorubisin kardiyotoksisitesinin
saptanmasi ve takip edilmesinde siklikla kullanilmaktadir (53). Ekokardiyografi ile
ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma Ol¢iimleri yapilmasi, doksorubisin
tedavisi alan hastalarda sol ventrikiil sistolik fonksiyonunlarinin degerlendirilmesinde
onemlidir (156). Doksorubisin iliskili kardiyotoksisitede; sol ventrikiil sistol ve
diyastol sonu ¢apinin arttig1, ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma degerlerinin
azaldig1 bilinmektedir (53). Klinik ve deneysel ¢alismalarda; ejeksiyon fraksiyonu ve
fraksiyonel kisalma degerlerindeki artigin tedavi etkinligini degerlendirmede 6nemli
oldugu gosterilmistir (157-159). Paiva ve arkadaslari, osteosarkomlu hastalarda
yaptiklart klinik ¢alismada (157); doksorubisin tedavisi verilen hasta grubunda
ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma degerlerinin onemli Ol¢iide azaldigini,
doksorubisin ile birlikte deksrazoksan tedavisi verilen grupta ise bu azalmanimn
olmadigini bildirmislerdir. Calismada sol ventrikiil sistol ve diyastol sonu 6l¢iimlerinin
DOX grubunda arttig1, deksrazoksan tedavisi ile birlikte verilen grupta ise bu artigsin
geriledigi bulunmustur. Kontrol grubuna benzer degerlerde Olgiilen ejeksiyon
fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma degerleri ile deksrazoksanin kardiyoprotektif etkili
oldugunu bildirmiglerdir. Barig ve arkadaslarinin, doksorubisin iliskili kardiyotoksisite
olusturulan Sprague-Dawley cinsi ratlarda Taurin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada
(158), doksorubisin uygulamasi Sol ventrikiil sistol ve diyastol sonu gaplarini arttirmais,
ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma degerlerini azaltmistir. Taurin tedavisi
sonrasinda ise, degisen paremetrelerin normale dondiigi gosterilmis ve Taurinin
doksorubisinin kardiyotoksik etkilerine karsi koruyucu etkili oldugu bildirilmistir.
Chen ve arkadaslarinin yaptiklar1 baska bir ¢alismada (159); Wistar Albino cinsi
ratlarda doksorubisin iligkili kardiyotoksisite olusturulmasi sonrasinda sol ventrikiil
sistol ve diyastol sonu caplarmin arttigi, ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel
kisalmanin azaldig1 bildirilmistir. Eritropoetin tedavisi sonrasinda ise ejeksiyon
fraksiyonunun arttig1 ve sol ventrikiil sistol sonu capmin azaldigi gosterilmistir.
Literatiirde ozonun doksorubisin Kkardiyotoksisitesi tizerine etkilerini inceleyen
caligmalarin higbirinde ekokardiyografik degerlendirme yapilmamis olmakla birlikte,

D vitamininin doksorubisin kardiyotoksisitesi lizerine etkilerini inceleyen sadece bir
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calismada ekokardiyografik degerlendirme yapilmistir. Tsai ve arkadaslari,
doksorubisin uygulamasinin ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalmay1 azalttigini,
D vitamini tedavisi ile bu degerlerde farklilik olusturmadigini bildirmislerdir (17).
Calismamizda; doksorubisin verilen grupta sol ventrikiil sistol ve diyastol sonu
caplarin1 artmig, ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalmayi ise azalmig olarak
saptadik. Ozon, D vitamini ve kombine tedavi verilen gruplarda, ejeksiyon fraksiyonu
ve fraksiyonel kisalmanin arttigimi ve kontrol grubuna benzer degerlere sahip
olduklarin1 gozledik. Sonuglarimiz, g¢alismamizda doksorubisin kaynakli toksik
miyokardit modelinin ekokardiyografik olarak da olustugunu, ozon ve D vitamininin
miyokardin kasilma fonksiyonunu koruyarak doksorubisin iligkili toksik miyokardite

kars1 koruyucu etki gosterdiklerini destekler niteliktedir.

Antrasiklin kardiyotoksisitesi icin en spesifik ve en sensitif degerlendirme
teknigi, sag ventrikiilden yapilan endomiyokardiyal biyopsidir (59). Doksorubisin
iliskili kardiyotoksisitede miyozitler histolojik olarak incelendiginde; miyofibrillerin
parsiyel veya total kaybi, vakuolizasyon, nukleus-kromatin disorganizasyonu ve
kromatinin yerini soluk filamanlara birakmasi gibi tipik degisiklikler izlenmektedir
(59,133). Bu degisiklikler Billingham dejenerasyon skorlamasi kullanilarak
siiflandirilir. Literatiirdeki ¢aligmalarda doksorubisin uygulamasi sonrasi H&E ile
boyanan preparatlarda miyofibrillerde tipik hasarlanmalarin oldugu ve Billingham
skorlamasinda artis izlendigi bildirilmistir (155,160). Doksorubisine bagli gelisen
kardiyotoksisitede izlenen bir diger 6nemli histolojik bulgu, apopitozis gelisimidir.
Cesitli caligmalarda doksorubisinin anlamli apopitozise yol agtig1 ve apopitotik indeksi
arttirdigi gosterilmistir (161,162).

Ozon ve D vitamininin doksorubisin iligkili kardiyoksisite tizerine etkilerini
inceleyen calismalarin hicbirinde Billingham dejenerasyon skorlamasi kullanilmamis
ve apopitozis degerlendirilmemistir. Calismamizda H&E boyamaya ek olarak,
Billingham dejenerasyon skorlamasin1 degerlendirdik. Ayrica apopitozis varligr ve
siddetinin degerlendirilmesi amaciyla da TUNEL ve kaspaz-3 boyama tekniklerini
kullandik. Doksorubisin  verilen grupta; kas dokusunun normal yapisinin
kayboldugunu, kas liflerinde biitlinliigiin bozuldugunu, liflerin birbirinden ayrilip
koparak genis bosluklar olusturdugunu saptadik. Pek cok lifte ¢ekirdek izlenmemekle
birlikte; kas liflerinde nadiren izlenen ¢ekirdeklerin kii¢iildiigii veya nekrotik goriiniim

aldigim gozledik. Billingham dejenerasyon skorlamasimin doksorubisin verilen grupta
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belirgin yiiksek oldugunu belirledik. Tedavi uygulanan gruplarda ise, ¢ogu alanlarda
kas dokusunun normale yakin goériiniim sergiledigini ve Billingham dejenerasyon
skorunun geriledigini saptadik. TUNEL ile apopitotik indeksi, kaspaz-3
immiinohistokimyasal boyama ile H-skor degerlerini hesapladik. Doksorubisin verilen
grupta hem apopitotik hiicre oraninin hem de H-skorunun diger gruplara gore anlamli
yiiksek oldugunu, ozon ve D vitamini tedavileri ile bu degerlerin anlamli Slgiide
azaldigim1 saptadik. DOX grubunun H-skoru, kontrol grubuna gore ortalama 11,4 kat
yiiksek bulunurken, tedavi uygulamalar1 ile H-skorunun anlamli 6l¢iide gerilemisti.
Sonuglarimiz; doksorubisin kaynakli toksik miyokardit modelinin hiicresel diizeyde
anlamli hasara ve apopitozise yol agarak kardiyotoksisitenin olustuguna, ozon ve D
vitamini tedavilerinin miyokard hiicresindeki dejenerasyon ile apopitotik yolaklar

baskilayarak kardiyoprotektif etkilerine isaret etmektedir.

Literatiirdeki diger ¢alismalardan farkli olarak caligmamizda kardiyak
hasarlanma  belirtegleri  ile  oksidan-antioksidan  kapasite, enflamatuvar-
antienflamatuvar sitokin diizeyleri, ekokardiyografi parametreleri ve histolojik veriler
arasindaki iligkileri de inceledik. Troponin T ve NT-Pro BNP diizeylerinin, oksidan
enzimler ve enflamatuvar sitokinler ile pozitif iligkili; antioksidan parametrelerle ise
negatif iligki oldugunu saptadik. Bu durum, oksidatif stresin ve enflamasyonun
agirh@inin kardiyak hasarlanmanin ciddiyeti ile iliskili oldugunu gostermektedir.
Troponin T ve NT-Pro BNP diizeyleri ile ekokardiyografi verileri arasinda saptanan
pozitif iligki ise, kardiyak hasarlanmanin ciddiyetiyle klinik etkilenmenin siddeti

arasinda paralellik olduguna isaret etmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamizda; doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturdugumuz
ratlarda ozon, D vitamini ve ozon ile D vitamininin kombine uygulamalari ile toksik
miyokardit tablosunun hem biyokimyasal, hem ekokardiyografik, hem de
histopatolojik olarak geriledigini ve diizeldigini gozledik. Kardiyak hasar
belirteglerindeki azalma, ekokardiyografik olarak miyokardiyal fonksiyonlardaki
diizelme ve histopatolojik olarak normale yakin izlenen kalp dokusuna ait verilerimiz
ozon ve D vitamininin kardiyoprotektif etkili oldugunu gostermektedir. Sonuglarimiz,
uzun yillar boyunca tedavi alternatifleri arastirilan doksorubisin kardiyotoksisitesinde
olduk¢a ucuz ve kolay ulasilabilen ozon ve D vitamininin kullanilabilecegine isaret
etmektedir. Ancak bu konuda yapilacak genis capli, prospektif, klinik ¢aligmalara
ithtiyag vardir.
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SONUCLAR

Bu ¢alisma; doksorubisin iligkili akut kardiyotoksisite olusturulan ratlarda, ozon ve

D vitamini ile ikisinin kombine kullanimindaki etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapildu.

1- Ratlarin ilk ve son viicut agirliklar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak farklilik saptanmadi (p>0,05).

2- Kontrol grubundaki tiim ratlarin deney siiresindeki 11 giinliik izlemi boyunca kilo
almis oldugu izlenirken, DOX grubunda daha belirgin olmak iizere diger gruplarin hepsinde
kilo kayb1 oldugu goriildi. Kilo degisimindeki farklilik, kontrol grubu ile diger tiim
gruplar arasinda anlamliydi (p=0,000).

3- Kalp agirliklart agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptandi (p=0,001).
Farkliligin  kontrol grubu ile DOX ve kontrol grubu ile D vit gruplari arasindan
kaynaklandigi goriildii (p<0,05).

4- Kalp agirhgy/son viicut agirligit oranina bakildiginda; gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p=0,000). Farklilik; DOX grubu ile kontrol
grubu, DOX grubu ile Ozon, DOX grubu ile Ozon+D vit grubu ve kontrol grubu ile D vit
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

5- Kardiyak hasar gostergelerinden Troponin T diizeyleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak farklilik saptand: (p=0,001). Farkliligin DOX grubu ile kontrol grubu,
DOX grubu ile Ozon+D vit gruplar1 arasindan kaynaklandigi goriildii (p<0,05).

6- NT-Pro BNP diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptandi (p=0,000). Farklilik; kontrol grubu ile D vit grubu, DOX grubu ile
kontrol grubu, DOX grubu ile Ozon+D vit gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05).

7- TNF-o diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik saptandi
(p=0,012). Farkliligin DOX grubu ile kontrol grubu, DOX grubu ile Ozon+D vit grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p<0,05).

8- IL-10 diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptand1 (p=0,008). Farklilik; kontrol grubu ile DOX grubu ve kontrol grubu ile Ozon+D
vit gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

9- MDA diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik saptandi
(p=0,007). Farklilik; DOX grubu ile kontrol grubu, DOX grubu ile ozon, DOX grubu ile
Ozon+D vit gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).
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10- TOS diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik oldugu
bulundu (p=0,038). Farkliligin DOX grubu ile kontrol grubu arasindan kaynaklandigi
gorildi (p<0,05).

11- Gruplar arasinda SOD diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptand1 (p=0,004). Farklilik; DOX grubu ile kontrol grubu ve DOX grubu ile ozon grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

12- GSH-Px diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik oldugu goriildi (p=0,004). Farklilik; DOX grubu ile kontrol grubu, DOX grubu
ile ozon grubu ve DOX grubu ile D vit gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05).

13- TAS diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugu gorilldi (p=0,01). Farklihigin DOX grubu ile Kkontrol grubu arasindan
kaynaklandig1 goriildii (p<0,01).

14- Ekokardiyografide 6l¢iilen; LVed, LVes, EF ve FS agisindan gruplar arasinda
farklilik saptandi (p degerleri sirasiyla Lved i¢in p=0,028; LVes, EF ve FS icin p=0,000).
Farklilik DOX grubu ile tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,01).

15- Billingham skorlamasi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik
saptand1 (p=0,000). Farklihigin DOX grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml oldugu goriildii (p<0,01).

16- Apopitotik hiicre orani agisindan gruplar arasinda farklilik saptandi (p=0,000).
Farklilik; DOX grubu ile kontrol grubu, DOX grubu ile D vit grubu, DOX grubu ile ozon+D
vit grubu ve kontrol grubu ile ozon grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli saptandi
(p<0,01).

17- Kaspaz-3 immunoreaktivite skorlamasi agisindan gruplar arasinda farklilik
saptand1 (p=0,000). Farkliligin DOX grubu ile tiim gruplar arasinda ve kontrol grubu ile
tiim gruplar arasinda anlamli oldugu goriildii (p<0,001).

18- Troponin T diizeyleri ile;

e Kilo farki (son viicut agirlig: ile ilk viicut agirligi arasindaki fark), kalp agirligi
ve kalp agirligi/son viicut agirligi orani arasinda anlamli negatif iliski saptandi
(p=0,000; r degerleri sirasiyla -0,834, -0,604 ve -0,845).

e TNF-a arasinda anlaml pozitif iligki saptand1 (p=0,000, r=0,903).

e MDA ve TOS arasinda anlamli pozitif iligki saptandi (p=0,000; r=0,952 ve
r=0,685).
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SOD, GSH-Px ve TAS arasinda anlamli negatif iliski saptandi (p=0,000;
r degerleri sirastyla SOD i¢in r= -0,889; GSH-Px i¢in r= -0,889 ve TAS igin
r=-0,569).

LVPWTed, LVed, LVes, IVSed ve IVSes arasinda anlamli pozitif iliski saptandi
(LVPWTed i¢in p=0,002, r=0,486; LVed i¢in p=0,013, r=0,399; LVes i¢in
p=0,000, r=0,555; IVSed i¢in p=0,002, r=0,374; IVSes i¢in p=0,021, r=0,374).

EF ve FS arasinda anlamli negatif iliski saptandi (p=0,000, r degerleri sirasiyla
EF i¢in r=-0,592; FS i¢in r=-0,616).

Billingham dejenarasyon skoru, TUNEL pozitif boyanan apopitotik hiicre orani
ve kaspaz-3 immunreaktivitesi H-skorlar1 arasinda anlamli pozitif iliski
saptandi (p=0,000; r degerleri sirasiyla Billingham skoru i¢in r= 0,654;
apopitotik indeks i¢in r= 0,651 ve kaspaz-3 H-skoru i¢in r=0,658).

19- NT-Pro BNP diizeyleri ile;

Son viicut agirligy, kilo farki, kalp agirhigi ve kalp agirligi/son viicut agirligi
orani arasinda anlamli negatif iliski saptandi (son viicut agirhig: i¢in p=0,021,
r= -0,374, kilo farki igin p=0,000, r= -0,778, kalp agirhig:i i¢in p=0,000,
r=-0,651 ve kalp agirligi/son viicut agirligi oran1 i¢in p=0,000, r=-0,804).
TNF-a arasinda anlamli pozitif iliski saptandi (p=0,000, r=0,643).

IL-10 arasinda anlamli negatif iligki saptandi (p=0,042, r= -0,332).

MDA ve TOS arasinda anlamli pozitif iliski saptandi (p=0,000; r=0,652 ve
r=0,569).

SOD, GSH-Px ve TAS arasinda anlamli negatif iliski bulundu (p=0,000;
r degerleri sirastyla SOD igin r= -0,605, GSH-Px i¢in r= -0,594 ve TAS i¢in
r=-0,701).

LVPWTed, LVed, Lves ve IVSed arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
iligki saptandi (LVPWTed i¢in p=0,007, r=0,430, Lved i¢in p=0,041, r=0,334,
Lves i¢in p=0,004, r=0,460, IVSed i¢in p=0,021, r=0,374).

EF ve FS arasinda anlamli negatif iligski bulundu (p=0,000, r=-0,616).
Billingham dejenarasyon skoru, TUNEL pozitif boyanan apopitotik hiicre orani
ve kaspaz-3 immunreaktivitesi H-skorlar1 arasinda anlamli pozitif iliski
saptandi  (p=0,000; r degerleri sirasiyla Billingham skoru i¢in r=0,789,
apopitotik indeks i¢in r=0,789 ve kaspaz-3 H-skoru i¢in r=0,776).
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