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KISALTMALAR DiZiNi
DOX: Doksorubisin

SOR: Serbest Oksijen Radikali
NO: Nitrik Oksid

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
ADMA: Asimetrik Dimetilarjinin
NYHA: ““New York Heart Association’’
KY: Kalp Yetmezligi

iv: Intravendz

EF: Ejeksiyon Fraksiyonu

MDA: Malondialdehid

GSH: Glutatyon

SOD: Superoksid Dismutaz

GPx: Glutatyon Peroksidaz
GSSG: Okside Glutatyon

CAT: Katalaz

NOS: Nitrik Oksid Sentaz

MCP-1: Monosit Kemoatraktan Protein-1

OG: Orogastrik

MPO: Miyeloperoksidaz

Tnl: Troponin I

If: Ice yonelik sodyum akimi

DNA: Deoksiriboniikleik asid

ATPaz: Adenozin trifosfataz

NADH: nikotinamid adenin dinukleotid
pro-BNP: “‘pro-brain natritiretik peptid’’
CYP: Sitokrom P450

HNE: Hidroksinonenal

(OH): Hidroksil radikali

GSH-R: Glutatyon Rediiktaz

GST: Glutatyon Transferaz

Se: Selenyum
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IL-1: Interlokin-1

TNF: Timor nekroz faktor

SF: Serum fizyolojik

DMSO: dimetil siilfiir oksid
CK-MB: kreatin kinaz MB formu
PMSF: Fenilmetansulfonil florid
NBT: Nitroblue tetrazolium
NH4SO4. Amonyum siilfat

XOD: Ksantine oksidaz
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1- GIRIS VE AMAC

Doksorubisin (‘‘doxorubisin’’, DOX), antrasiklin tiirevi bir antibiyotik ve
grubunun ilk bulunan antikanser iiyesidir. Genis spektrumlu antineoplastik etkisi sayesinde
solid tiimorler ve hematolojik malignitelerde yaygin olarak kullanilmaktadir (1-2).
Doksorubisin ve diger antrasiklinlerin kanser tedavisinde kullanimini sinirlayan en 6nemli
ve olumsuz Ozellikleri, kardiyotoksik yan etkileridir (3-4). Doksorubisinin kardiyak
toksisite olusturma mekanizmasi ile ilgili fikir birligi yoktur. Giiniimiizde en fazla kabul
goren goriis doksorubisin ve metabolitlerine bagh oksidatif stres ve bunun hiicrede
olusturdugu hasardir (5-8). Degisikliklerin ortak etkisi, serbest oksijen radikalleri
(SOR)’nin olusumu ve lipit peroksidasyonudur (9).

Doksorubisin kardiyotoksisitesi dort klinik tabloda ortaya ¢ikar. Akut, subakut,
kronik ve gec toksisitedir. Doksorubisin kardiyotoksisitesi i¢in en onemlisi risk faktorti,
kiimiilatif dozun 550 mg/m’ tizerine ¢ikmasidir. Yas, mediyastinal radyasyon ve onceki
kemoterapi Oykiisii diger dnemli risk faktorleridir (10).

Deneysel c¢alismalarda doksorubisinin kardiyotoksisitesini Oonlemek iizere
bircok ajan denenmis (antioksidan vitaminler, bitkisel antioksidanlar, desferroksamin,
oabain, CAPE, bosentan, vb) ancak hig¢ birisi klinik kullanima girememistir (11-12).

Karvedilol, hipertansiyon, anjina ve kalp yetmezligi (KY) tedavisinde
kullanilan non selektif beta reseptdr blokaji yapan bir ajandir. Genis kapsamli adrenerjik
blokaji (alfa, bl ve b2) sayesinde selektif blokaj yapan ajanlara gore adrenerjik sistemin
kalp iizerindeki etkilerine kars1 daha etkilidir (13). Karvedilol ayrica potansiyel
antioksidan etkisi (alfa tokoferoldan 10 kat daha giiclii) sayesinde beta bloker ajanlar
arasinda tektir (14). Cesitli biyokimyasal ve hiicresel diizeyde yapilan calismalarda
gosterilmistir ki karvedilol ve ¢esitli metabolitleri SOR olusumunu ve lipid
peroksidasyonunu inhibe eder, vitamin E ve glutatyon (GSH) gibi endojen antioksidanlarin
tilketimini engeller (15,16). Benzer sekilde cesitli hayvan deneylerinde doksorubisin
kardiyotoksisitesini Oonlemede de kematdrepatik ajanla beraber verilen karvedilol ile
kardiyotoksisite gelisiminin engellenebilecegi biyokimyasal ve histolojik olarak
gosterilmistir (17-20).

Ivabradin istirahat ve egzersiz kalp hizin1 azaltmak igin gelistirilen selektif ice
yonelik sodyum akimi (‘“ funny channel”’, If) kanal blokeridir. Ivabradin siniis nodu

hiicrelerinde HCN 4 kanalmma baglanmakta ve If akimini inhibe ederek kalp hizmni



azaltmaktadir. Elektrofizyolojik parametrelere bir etkisi olmadan ivabradinin izole olarak
kalp hizinda bir azalma sagladig1 kanitlanmistir (21,22).

SHIT calismas1 ve diger analizleri ivabradin ile kalp hiz1 azaltilmasinin kalp
yetersizligi hastalarinda klinik olay1 azalttigini ve kalp hizinin kalp yetersizliginde bir risk
faktorii oldugunu agikca gostermektedir. BEATIFUL ve SHIfT c¢aligmalar1 net olarak
ortaya koymustur ki KY hastalarinda ytiksek kalp hiz1 prognozu olumsuz etkilemektedir
(23,24). Ote yandan bu gibi ¢alismalarin subgrup analizlerinde ivabradin ile ortaya ¢ikan
azalmis sol ventrikiil diyastol ve sistol sonu voliimleri ve artmis ejeksiyon fraksiyonu (EF)
gibi parametrelerin sadece ivabradinin kalp hizimi azaltici etkisi ile ortaya ¢ikmadigi;
ivabradinin ateroskleroz ve kalp yetmezliginde Onemli rolii olan proinflamatuvar
sitokinleri azalttig1, peroksidanlar1 inhibe ettigi ve kollajen birikimini engelledigi
goriilmiistiir (25-26).

Bu calismada, DOX bagl kardiyotoksisiteyi engellemede daha dnce yapilan
cesitli deneylerde KY {izerine olumlu etkileri oldugu bildirilen ancak spesifik olarak DOX
kardiyotoksisitesinde etkinligi arastirilmayan ivabradinin etkinligi etkinligini arastirmak
istedik. Ek olarak bu konuda daha oOnce yapilan hayvan deneylerinde etkili bulunan

karvedilolle de etkilerini kiyaslamali olarak degerlendirmeyi planladik.



2- GENEL BILGILER
2. 1. Doksorubisin
2.1.1. Genel bilgi

DOX; antrasiklin tiirevi, farkli kanser tiirlerine giiclii etki gosteren, genis
spektrumlu, antitiimoral bir antibiyotiktir. Antrasiklinler 1963 yilinda bir mantar tiirii olan
““Streptomyces peucetius variete caesiu’’ kiiltiiriinden tiretilmistir (1,27,28). DOXO, 1967-
1969°da, ilk tedaviye giren ve grubun en yaygin kullanilan iyesidir (29,30). Losemi,
lenfoma, yumusak doku ve kemik sarkomlari, Wilms tiimorii, ndroblastom, hepatoblastom
tedavisinde kullanilmaktadir (2).

2.1.1.a. Etki mekanizmasi

DOX’un anti timor etkisi;
- Deoksiriboniikleik asid (DNA) interkalasyonu yoluyla hiicrede makromolekiil
sentezini engellenmesi
- SOR iiretimine yol agarak lipid peroksidasyonuna sebep olmasi
- Topoizomeraz Il inhibisyonu ile DNA’da hasarlanma ve apoptozisin indiiklenmesi
ile meydana gelir (31-33).
2.1.1.b. Metabolizma ve yan etkileri

Intravendz (iv) uygulanimdan sonra hizla pargalanir, dokularda birikir (kalp,
karaciger, dalak, miyokard) ve plazmadan daha yiiksek konsantrasyona ulasir (5-10 kat).
Tiimor dokusu en yiiksek doku konsantrasyonunu igerir (34). Atilimi karaciger ve
bobrekten gerceklesir (35).

DOX’un iv enjeksiyonundan sonra viicuttaki dagilimi sirasinda, DOX’u
plazmadan en hizli olarak alan dokulardan birisi kalp dokusudur (36).

DOX viicuttaki dagilimima paralel olarak bir¢ok doku ve organda ¢esitli yan
etki ve toksisitelere yol acabilir. Radyosensitizasyon, anti-mitotik etki mekanizmasi
nedeniyle sa¢ dokiilmesi, kemik ilii supresyonu, mukozit; serbest radikal aracili hasarla
nefrotoksisite, hepatotoksisite ve birden ¢ok mekanizma ile kardiyotoksisiteye sebep

olabilir (3,37-39)



Tablo I DOX’un yan etkileri

e Organ sistemi e Yan etki
e Hematolojik e Anemi, l6kopeni, trombositopeni
e (Qastrointestinal e Anoreksi, bulanti, kusma, daire, iilserasyon, mukozit,
kolon nekrozu
e Dermatolojik e Alopesi, lirtiker, hiperpigmentasyon, vendz skleroz,
fasiyal eritem
o Akut e Vazodilatasyon, hipotansiyon,
e Kardiyovaskiiler tasikardi, aritmi
e  Subakut e  Miyokardit, perikardit
e Kronik e KY yol acan doz bagimh
kardiyomiyopati
e  Gecikmis e Tedaviden 10-15 yil sonra
kardiyomiyopati

2.1.2. Kardiyotoksisite

DOX’un en 6nemli ve doz kisitlayic1 yan etkisi kardiyotoksisitedir. DOX’a
bagl kardiyotoksisitenin patogenezi tam olarak anlasilamamis olup bu konuda bir¢ok teori
dretilmistir (4). DOX’a bagh kardiyotoksisitenin patogenezi tam olarak bilinmemesine
ragmen histopatolojik bulgularm degisken olmasi farkli etki mekanizmalarin ayni
anda etkili oldugunu diisiindiirmiistiir (40).

DOX kardiyotoksisitesinde en fazla sorumlu tutulan mekanizma reaktif oksijen
radikalleri olusumu ve lipid peroksidasyonuna bagli artmis hiicre i¢i oksidatif strestir
(31,41-43). Azalmis antioksidan ve siilthidril grubu diizeyleri, (41,44-47) , niikleik asit ve
protein sentezi inhibisyonu (48), vazoaktif aminlerin salinimi (49), adrenerjik fonksiyon
artis1(50) ve kardiyak spesifik genlerin azalmis ekspresyonu sorumlu tutulan diger
mekanizmalardir (31). Birden ¢ok mekanizmanin etkili olmasi daha olasidir. Bu
mekanizmalarin birgogunun 6nemi halen kuvvetli kanitlara ihtiya¢c duymaktadir.

Hiicresel diizeydeki patogenetik degisiklikleri agiklamak icin ¢ok sayida
mekanizma One siiriilmiis olup, i¢lerinden ii¢ tanesi en fazla kabul goérmiistiir: DOX’ un
hiicre i¢i demire baglanmasi sonucu ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri (sekil 1),
niikleer ve mitokondriyal DNA ile etkilesimi (sekil 2) ve apoptozisi indiikleyen
biyokimyasal yolaklar1 aktifleyen gen aktivasyonu (sekil 3) (51,52).

DOX’un kardiyomiyosit mitokondrisinde toksik  hasar  olusturdugu
ongoriilmektedir. Nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) dehidrogenaz, sitokrom p-450

rediiktaz ve ksantin oksidaz gibi pek ¢ok mitokondrial enzim serbest oksijen radikali



iiretiminde rol alir (31,53-55). DOX ayrica hiicre ici siiper oksid diizeyini arttirir. Bunu da
endojen nitrik oksid sentaz diizeyini arttirarak yapar (56,57). Boylelikle hiicre i¢i hidrojen
peroksid artar (58).

DOX’un sebep oldugu alfa aktin, miyozin hafif ve agir zincirleri, Tn I ve
desmin proteinlerinin downregulasyonu, kardiyotoksisitenin potensiyal mekanizmalarindan
biri olarak kabul gérmiistiir. Kontraktil proteinlerin bu azalmis ekspresyonu miyofibriler
kayip ve azalmig miyofibriler kontraktil fonksiyon ve bu da sistolik disfonksiyona sebep
olur (59,60). Sarkoplazmik retikiiler adenozin trifosfataz (ATPaz)in downregulasyonu ve
hiicre membranin lipid peroksidasyonu sonucu artmis hiicre i¢i kalsiyum iyonu anormal
mitokondriyal diyastolik fonksiyona yol acar (31,59,60).

DOX’un kardiyomiyositlerde apoptozisi indiikledigine dair kanitlar vardir
(58,61,62). DOX’un indiikledigi kardiyomiyosit toksisitesinde hidrojen peroksit ve
superoksid formasyonlar1 sorumludur (58,61). Bu hiicre i¢i oksidanlar, bir programli hiicre

Olimi stimiilatorii olan p53 genini aktive ederler (63,64).



DEMIR-ANTRASIKLIN KOMPLEKSI
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Sekil 1. Antrasiklin kardivomivopatisinde serbest radikallerin roli




ANTRASIKILIN
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Sekil 2. Antrasiklin kardiyomiyopatisinin yasa gore degisen hemodinamik evoluasyonu

l ANTRASIKLIN l
Niikleer DNA Mitokondriyal DNA
ertkilesimi etkilesimi

=  Protein senteri kardivak bityiime =  Hazdiyolipin sentezi dowm regulasyony

faltSrlari inhibisyonn =  Soclunum smeiri subunit disfonksiovonu
= Konmakul satkotubuler ve sitozolik = FErospoptouk caspase snoimatk sistem

protemn down ekspresyonu aktivasyonu
=  Eetal proapopiotk gen reakbivasyonu

.

Tlerleyvici kardivak hasar
Sekil 3. Antrasiklin kardiyomiyopatisinin patogenetik mekanizmasi

Organizma SOR’lar1 temizleme yetenegine sahiptir. Ama kalpte antioksidan
enzimler daha az bulundugundan SOR hasarlarna karsi kendini koruyamaz. Bu durum ise
neden DOX verilmesi sonrasi kalpte hasarin olustugunu agiklamaktadir (65).

Kardiyotoksisitenin tanisinda biyokimyasal olarak bir¢cok klasik yontem

kullanilabilmekle birlikte son donemlerdeki ¢alismalarda TNI ve ‘‘pro-brain natriiiretik
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peptid”’ (pro-BNP ) 6n plana ¢ikmakta ve bu parametreler DOX uygulamasindan sonra
kardiyak yetersizlik gelisecegi hakkinda bilgi vermektedir (66,67).

2.1.2.a. Kardiyotoksisitenin klinik formlar

DOX kardiyotoksisitesi dort farkl klinik tipte gelisebilmektedir:
1. Akut Kardiyotoksisite: 1lag verildikten sonra ilk 24 saate kadar gegen siire zarfinda ortaya
cikar. Klinik olarak kendini hiperkinetik aritmiler ve/veya geri doniisiimlii kalp yetmezligi
(perikardit-miyokardit sendromu) ile belli eder. Siklig1 %0.4-41 arasinda olup hayati tehdit
eden komplikasyonlar altta yatan kardiyak hastaligi olan ve elektrolit anormalligi olan
hastalarda goriiliir (11,68).
2.Subakut Kardiyotoksisite: Nadir goriilmekle birlikte ila¢ uygulanmasidan haftalar-aylar
sonra (30 haftaya kadar) ortaya cikar ve hizla kalp yemezligine ilerleyerek %60
mortaliteyle seyreder (68).
3. Kronik Kardiyotoksisite: 4-20 yil sonra ortaya ¢ikar, progresif geri doniissiiz kardiyak
yetmezlige sebep olur. Siklig1 %0.4-23 arasindadir. Genellikle sol ventrikiilii, nadiren her
iki ventrikiilii etkiler. Kemoterapiden birka¢ hafta veya birka¢ ay sonra kalp yetersizligi
veya kardiyojenik sok klinigi ve laboratuvari ile ortaya ¢ikar.Kiimiilatif doza baglidir.
Klinik kardiyotoksisitede 550 mg/m” iizerindeki dozlarda belirgin artis goriiliir (69,70).
4. Ge¢ Kardiyotoksisite: Toksisitenin en sinsi formudur. Non spesifik elektrokardiyografik
ve ekokardiyografik bulgularin oldugu uzun bir asemptomatik donemden sonra kronik
kardiyomiyopati gelisir. Tedaviye direngli kardiyomiyopati ¢ocuklarda restriktif-dilate,
eriskinlerde ise dilate tipte olur (71).

2.1.2.b. Kardiyotoksisite ve doz

DOX kardiyotoksisitesinin bir diger kendine has 6zelligi ila¢ kiimiilatif dozuna
sik1 bir bicimde bagimli olmasidir (sekil 4). Oyle ki DOX kardiyomiyopatisi ve kalp
yetmezligi, 550 mg/m’ total dozda %7 oraninda izlenirken, 600 mg/m’ total dozda bu
rakam %15 ve 700 mg/m” total dozda %30-40’lara ¢ikar (72). Kardiyotoksik doz i¢in simir
son ¢alismalarda 550 mg/m”’dir (73). DOXin doz modifikasyonu kardiyotoksisiteye engel

olacak en 6nemli degiskendir (74).
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Sekil 4. Kiimiilatif DOX dozu ile kalp yetersizligi gelisme riski arasindaki iligki
2.1.2.c. Kardiyotoksisite ve risk faktorleri

En 6nemli risk faktorleri, kiimiilatif doz, mediyastinal radyasyon maruziyeti,
kalp hastalig1 hikayesi, diger kardiyotoksik kemoterapdtiklerle birlikte kullanim ve yastir.
Kiimiilatif doz: Kronik kardiyotoksisiteye bagli KY gelismesi ilacin kiimiilatif dozuna

baghdir. Hastalarm ilaca kars: tolerabiliteleri farkli olmasina ragmen klinik toksisitedeki
carpici artis nedeniyle 550 mg/m’ kiimiilatif doz olarak kabul edilmistir (73).

Mediyastinal radyasyon: Daha 6nce veya es zamanli mediyastinal radyasyon uygulanmasi

sonucu kalbin radyasyona maruz kalmasi, kalbin sitotoksik ajanlara hassasiyetini arttirir.
Kalp bdlgesine 2000 rad radyasyon uygulandiginda 250 mg/m® kiimiilatif ilag dozu 500
mg/m’” kiimiilatif ila¢ dozuna esit kardiyotoksisiteye neden olmaktadir (75-77).

Kalp hastaligi hikayesi: Hastada daha onceden mevcut olan kapak, koroner veya

miyokardiyal kalp hastaligi sitotoksik antibiyotik kardiyotoksisitesi icin risk faktoriidiir
(75-77).

Bazi kemoterapotik ilaclarla birlikte kullanma: Siklofosfamid ve metotreksat gibi ilaclarla
birlikte kullanim sonucu ilaglar birbirlerinin kardiyotoksik etkilerini potansiyelize eder

(75-77).



Yas: 5 yasin altindaki ¢cocuklarda kardiyotoksisite riski daha fazladir. Bu yas grubundaki
cocuklarda daha diisiik DOX kiimiilatif dozlarinda bile kardiyotoksik etkiler goriilebilir
(75-77).

2.1.2.d. Yapisal degisiklikler

DOX, erken evrelerde sadece elektron mikroskobu ile tespit edilebilen,
miyositlerde farkli tiplerde yapisal degisiklikler meydana getirir. Artmus fibrozis ve
miyosit dejenerasyonuna ait diger formlar genel olarak 250 mg/m>nin altinda 151k
mikroskobu 1ile tespit edilemezler. Miyosit hasarmna ait ilk bulgu, sarkoplazmik
retikulumun dilatasyonudur. Bu ilerleyerek vakuolizasyon olusturur. Daha sonra membran
incelmesi ve yogun inkliizyonlarla birlikte, mitokondride sisme gdzlenir. Son olarak hiicre
nekrozuna niikleer degisiklikler eslik eder. Isik mikroskobunda normal miyokardiyal doku
ile birlikte, vakuolizasyon ve bazi miyositlerde dejenerasyon aciga ¢ikar. Daha sonraki
evrede ise miyositlerde nekroz ve apoptoz sonucu fibrozis meydana gelir. Dolayisiyla geri
dontissiiz bir siirectir (78-80). Miyofibrillerin parsiyel veya total kayb1 ve miyosit vakuolar
dejenerasyonu DOX kardiyomiyopatisinin temel karakteristigidir. Nukleus-kromatin
disorganizasyonu ve kromatinin yerini soluk filamanlara birakmast da DOX
kardiyotoksisitesinde izlenen karakteristik degisikliklerdendir (31,81,82). Histolojik
degisikliklerin siddeti uygulanan kiimiilatif doz ile dogru orantilidir (83).

2.1.2.e. Tedavide kullanilan ajanlar

Gilinitimiizde ¢esitli hematolojik malignitelerin ve solid tiimorlerin tedavisinde
etkili bir silah olarak goriilen DOX’un kullaniminda en 6nemli doz kisitlayic1 yan etki
olarak ortaya ¢ikan kardiyak toksisitenin onlenmesinde bir¢cok ajan denenmis olup bu
konudaki yeni ¢aligmalar devam etmektedir. Ancak kardiyotoksisite olusum mekanizmasi
net olarak belli olmadigindan ¢aligmalarda test edilen ajanlarin hic¢biri kardiyotoksisiteyi
geri cevirememistir (39). DOX kardiyotoksisitesini geriye ¢evirmek i¢in kullanilan ajanlar

ve kullanim nedenleri Tablo II’de gosterilmistir.
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Tablo II. DOX kardiyotoksisitesini geriye ¢evirmek i¢in kullanilan ajanlar (17,20,84-88)

e Farmakolojik ajan e Ongoriilen etki mekanizmasi

e Antioksidan e SOR azaltarak
vitaminler

e Melatonin e Antioksidan 6zelligi ile

e Bitkisel e Antioksidan 6zelligi ile
antioksidanlar

e N-asetil sistein e Antioksidan 6zelligi ile

e Resveratrol e Antioksidan 6zelligi ile

e FErdosteine e Antiinflamatuvar 6zeligi ile

e Karvedilol e SOR azaltarak

e Nebivolol e NO aracili

2.2. Karvedilol

2.2.1. Genel bilgi ve etki mekanizmasi

Karvedilol ¢ift etkili bir {i¢lincii jenerasyon beta blokerdir: beta-1 ve beta-2
reseptorlerin S(-) enantiomerlerinin se¢ici olmayan antagonizmasi ve alfa-1 reseptorlerin
R(+) ve S(-) enantiyomerlerinin vazodilatasyon aracili selektif antagonizmasi (Sekil 5).
Ilave kan basimci diisiisii ikinci etki kaynaklidir (89,90). Kardiyoselektivite 6zelligi yoktur,
intrinsik  sempatomimetik aktivite gostermez. Mitokondriyal membrant SOR’dan
koruyarak stabilize eder ve noroprotektif, kardiyoprotektif , wvaskuloprotektif ve
antioksidan 6zellikleri oldugu gosterilmistir (91-98).

Karvedilol oral alimdan sonra hizla emilir, 1-2 saat iginde pik plazma
konsantrasyonuna erigir. Plazma yar1 Oomrii 7-10 saattir. Plazmada %98’1 plazma
proteinlerine bagli bulunur (99). Neredeyse tamami karacigerde sitokrom enzimerince

metabolize edilir. {leri yasla birlikte metabolizmas1 yavaslar(100).

Beta blokaj
I (-1 | -3 [ |
I:_:\._.,-4"’Fm“'--..__L__._..--' “"-H._H“ 5 “"H____ T __..--"ﬂ'f'“'n-:_-\:_
, =
fﬁhj |£E|| il
o SR Alfa blokaj
antioksidasyon

Sekil 5. Karvedilol molekiiliiniin kimyasal yapis1
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Antiadrenerjik etkisinin disinda sahip oldugu antioksidan etki sayesinde diger
beta bloker ilaglarla kiyaslandiginda ilave terapotik yararliliklarn saptanmistir (97).
Karvedilol potansiyel antioksidan etkisi (alfa tokoferoldan 10 kat daha giiclii) sayesinde
beta bloker ajanlar arasinda tektir (14). Bu 6zellikle serbest oksijen radikali iiretiminin
fazla oldugu ve hiicrelerin antioksidan savunma sistemlerinin zayifladigi; proteinler, DNA,
hiicre ve mitokondriyal membranin lipid komponentinde oksidatif strese yol agan iskemi-
reperfuzyon gibi durumlarda 6nemli hale gelir (101).
Karvediloliin antioksidan etkisinin hangi yolla olduguna dair ¢esitli teoriler
ortaya atilmistir (97):
- Serbest oksijen radikallerinin sitotoksik etkisinin inhibisyonu
- Inflamatuvar progesle ilgili genlerin transkripsiyon faktdrlerinin serbest oksijen
radikalleri tarafindan aktivasyonunu dnler
- Nitrik oksit aracili vazodilatasyonu serbest oksijen radikallerinin bozucu etkisinden
korur
- Iskemi-reperfuzyon gibi patofizyolojik durumlarda ortaya c¢ikan ilgili organ

disfonksiyonlarini, endojen antioksidan defans mekanizmasini giiclendirerek engeller
2.2.2. Karvediloliin kullanim alanlar

Hipertansiyon, kronik kalp yetmezligi ve koroner arter hastaliinda kullanim
endikasyonu almistir. Antioksidan 6zelligi ise c¢esitli hayvan deneylerinde gosterilse de
heniiz klinik olarak bu endikasyonda kullanim1 yoktur.

Karvediloliin kronik kalp yetmezligi hastalarinda plaseboya kiyasla
kardiyovaskuler ve tiim nedenlere bagli mortaliteyi anlamli 6l¢iide azalttigi (102), egzersiz
kapasitesini arttirarak hastaneye yatiglar1 azalttigi gosterilmistir (103). Koroner arter
hastaligina bagli kronik stabil kalp yetmezligi hastalarinda karvedilol tedavisi ile sol
ventrikiil sistol ve diyastol sonu voliimlerinde azalma ve dolayisiyla ejeksiyon
fraksiyonunda artig oldugu saptanmistir (104). Giiniimiizde kalp yetmezligi tedavisinde
mutlak kontraendikasyon olmadigi takdirde her hastaya verilmesi gereken beta bloker
grubu ilaclardan karvedilol ile metoprololiin kiyaslandigi biiyiik 6lcekli randomize
kontrollii bir caligmada sag kalim karvedilol kolunda daha yiiksek bulunmustur (105).

Karvedilol, antioksidan ozelligi sebebiyle tipta birgok hastalikta etkinligi

arastirilmigtir.  Karvedilol deneysel bir modelde iskemi/reperflizyon altindaki
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kardiyomiyositlerde apoptozisi engellemistir  (106). Karvedilol DOX iliskili
kardiyomiyopatide ventrikiil fonksiyonlarmin bozulmasint engelleyen, semptomlari
hafifleten ve prognozu iyilestiren etkileri oldugu bildirilmistir (107). Benzer sekilde ¢esitli
hayvan deneylerinde DOX kardiyotoksisitesini dnlemede de kematorepatik ajanla beraber
verilen karvedilol ile kardiyotoksisite gelisiminin engellenebilecegi biyokimyasal ve

histolojik olarak gosterilmistir (17-20).
2.3. Ivabradin
2.3.1. Genel bilgi ve etki mekanizmasi

Kalpte spontan elektriksel aktivite sinoatrial nod, atriyoventrikiiler nod, His ve
Purkinje demeti gibi bircok bdlgede bulunmaktadir. Fizyolojik sartlarda intrinsik
pacemaker aktivitesi sinoatriyal nodda en hizlidir ve kalp hizinin belirleyicisidir. Kalpteki
pacemaker hiicreleri yavas diyastolik depolarizasyon olusturarak membran voltajinin
olusmasma neden olur. Hiperpolarizasyon sinir1 asildiginda aksiyon potansiyeli olusur.
Ritmik aksiyon potansiyeli iletim sisteminde ilerleyerek miyokardiyal kasilmayi tetikler
(Sekil 6) (108).

Pacemaker aktivitesi olugsmasinda sinoatriyal noddaki bu spontan diyastolik
depolarizasyona neden olan bir¢cok kanal etkili olmaktadir. Bu kanallardan biri olan If
kanallar1 pacemaker uyaris1 olusmasi i¢in temel role sahiptir. Aksiyon potansiyeli sonunda
olusan If kanal aktivasyonu yavas diyastolik depolarizasyon egiminin belirleyicisi (aksiyon
potansiyelinin IV. fazi) olup iki aksiyon potansiyeli arasindaki zamanin kontrol

edilmesinde etkilidir (22).
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Sekil 6. Kalp kas1 aksiyon potansiyeli

Kalp hizinin kontrolii, ikinci-haberci olan Camp’nin aracilifiyla If kanallar:
iizerinden gerceklesmektedir. cAMP sentezi beta-agonistler tarafindan stimiile edilir ve
muskarinik agonistler tarafindan inhibe edilir (21). cAMP If kanallarma baglanarak
diyastolik depolarizasyon egiminin hizlanmasina, aksiyon potansiyelleri arasindaki siirenin
azalmasina ve dolayisiyla kalp hizinin artmasina yol agar. Sinoatriyal noddaki pacemaker
hiicrelerinde bulunan If kanallar1 aktivitesi cAMP aracili ilaglar, hormonlar (6zellikle tiroid
hormonlar1) ve sempatik sinir sisteminden etkilenir (22).

Ivabradin istirahat ve egzersiz kalp hizin1 azaltmak icin gelistirilen selektif If'
kanal blokeridir. Ivabradin siniis nodu hiicrelerinde If akimmi inhibe ederek kalp hizini
azaltmaktadir. Elektrofizyolojik parametrelere bir etkisi olmadan ivabradinin izole olarak
kalp hizinda bir azalma sagladigi kanitlanmustir. Ivabradin ile atriyoventrikiiler ve
intraventrikiiler iletide bir degisimin olmamaktadir. Selektif If akim inhibisyonu izole
olarak kalp hizinda azalmayla sonuclanmakta, boylece konvansiyonel selektif olmayan
ilaclarla baglantili olan tipik yan etkilerden uzaklasilmakta, miyokard kontraktilitesi ve
atriyoventrikiiler ileti korunmaktadir (Sekil 7). Ivabradin ayni zamanda viziiel

semptomlardan sorumlu retinadaki HCN izoformlarma baglanmaktadir (21,22).
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Sekil 7. If kanallar1 inhibisyonu ile ortaya ¢ikan kalp kas1 aksiyon potansiyeli egrisi

2.3.2. Farmakokinetik

Ivabradin oral alim sonrasinda hizla % 40’1 emilir. Pik plazma konsantrasyonu
2 saat sonra ulasilir. Biiylik oranda plazma proteinlerine bagl taginir (%70) ve karacigerde
sitokrom P450 (CYP) 3A4 yolu metabolize edilir. Aktif maddenin yalnizca %10’u idrarla
degismeden atilir. Giicli CYP 3A4 inhibitorleri (azol antifungallar, makrolidler, HIV
proteaz inhibitorleri) ile kombinasyonlar1 onerilmez. CYP 3A4 orta diizeyde inhibe eden
diltiyazem veya verapamil ile kombinasyonu, ivabradin diizeyini 2 ila 3 kat arttirmaktadir.
Bu yiizden bu ilaglarla kombinasyonlar1 da énerilmemektedir. Ivabradin etkisi doz bagimli

gelismektedir. Ivabradinin ortalama yar1 dmrii 11 saattir (109).

2.3.3. ivabradin ve kalp yetmezligi

Artmis istirahat kalp hizi ile kardiyovaskiiler ve diger nedenli 6liimler arasinda
iliskinin oldugu bircok epidemiyolojik caliymada gosterilmistir (110-112). ADHERE
calismasinda kalp yetersizligi hastalarinda istirahat kalp hizi ile mortalite arasindaki iliski
degerlendirilmis ve bagimsiz bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (113). CIBIS-II,
COMET, MERIT-HF caligmalarinda kalp yetersizligi hastalarinda B-bloker tedavi ile kalp
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hizinin azaltilmast mortalitede belirgin bir iyilesmeyi beraberinde getirdigi goriilmiistiir
(114-116).

SHIfT Caligsmasinda; sistolik kalp yetersizligi hastalarinda If akim inhibitori
ivabradin ile kalp hizini izole olarak azaltmanm kardiyovaskiiler sonuglar iizerine etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ivabradin tedavisi, iskemik veya iskemik olmayan
kalp yetersizligi hastalarinda kardiyovaskiiler 6liim ve kotiilesen kalp yetersizligine bagl
hastaneye yatis riskini %18, tek basina kalp yetersizligine bagli 6liimii ise %26 oraninda
azaltmaktadir (23).

SHIT caligmas1 ve diger analizleri ivabradin ile kalp hiz1 azaltilmasinin kalp
yetersizligi hastalarinda klinik olay1 azalttigini ve kalp hizinin kalp yetersizliginde bir risk
faktorii oldugunu acgikg¢a gostermektedir. BEATIFUL ve SHIfT ¢alismalari net olarak
ortaya koymustur ki kalp yetersizligi hastalarinda yiiksek kalp hizi prognozu olumsuz
etkilemektedir (23,24).

Ote yandan bu gibi calismalarin subgrup analizlerinde ivabradin ile ortaya
cikan azalmis sol ventrikiil diyastol ve sistol sonu voliimleri ve artmis EF gibi
parametrelerin sadece ivabradinin kalp hizin1 azaltici etkisi ile ortaya ¢ikmadig;
ivabradinin ateroskleroz ve kalp yetmezliginde oOnemli rolii olan proinflamatuvar
sitokinleri azalttig1, peroksidanlar1 inhibe ettigi ve kollajen birikimini engelledigi

gorilmistiir (25,26).
2.4. Oksidatif denge

Aerobik metabolizmanm normal {irlinii olarak serbest radikaller ve diger
oksidanlar aciga cikar. Antioksidan savunma sistemleri, reaktif oksijen tiirlerinin ve diger
oksidan ajanlarin olusumunu engeller, ortadan kaldirilmasini saglar veya bunlarin meydana
getirecegi hasar1 onler (117). Saglikli organizmalarda, oksidan etki ile antioksidan sistem
arasinda bir denge vardir. Bu denge oksidan etki lehine bozuldugunda oksidatif stres

olusmaktadir (118).
2.4.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom

veya molekiillerdir. Bu elektron, bir nokta ile (OH™) gosterilir. Diger biyolojik
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materyallerle reaksiyona girme egilimindedirler. Serbest radikal denilince SOR, genel bir
tabirle reaktif oksijen tiirleri (ROS) akla gelmektedir (119).

Serbest radikaller c¢oOzeltide veya  lipid ortamda bagimsiz olarak
bulunan radikallerdir (120). Aerobik organizmalari hiicresel metabolik siireglerinde
oksijenin suya indirgenmesi swrasinda canli dokulara toksik Ozellikte serbest radikaller
ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikaller esas olarak iki ¢esittir:ROS ve reaktif nitrojen tiirleri.
Serbest radikal tiirleri kararsizdir. Karbohidratlar, proteinler, lipidler, niikleik asitler veya

benzeri molekiillerden elektron alarak kararl hale gelirler (121).
2.4.2. Serbest radikallerin etkileri

Serbest oksijen radikalleri, mitokondrial solunum, trombosit aktivasyonu,
16kosit fagositozu ve prostaglandin sentezi gibi siireclerde etkilidir. Ayn1 zamanda lipidler
basta olmak {izere, proteinler, DNA ve karbonhidratlar iizerine toksik etkiye sahiptirler.
Boylece hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara sebep olabilirler (117,122,123).

a)Membranlarin lipid peroksidasyonu: Serbest radikallerin lipidler iizerine etkisi ile lipid
peroksidasyonu meydana gelir (118). Lipid peroksidasyonu, membran ve lipoproteinlerin
yapisinda yer alan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu meydana gelir
(124). Bu peroksidasyon kendi zincir reaksiyonu olarak devam eder ve geri doniistimsiiz
membran hasarina yol acar.

Lipid peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal
(HNE), lipid hidroperoksitleri gibi olduk¢a toksik ve zararli yan iiriinler ortaya ¢ikar. MDA
tiyobarbutirik asitle dlciilebilir. Bu metod lipit peroksit seviyelerinin dl¢iilmesinde siklikla
kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir,
ancak lipit peroksidasyonun derecesiyle baglant1 gosterir.

Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt membran
yapisma ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bu yiizden iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran o6zelliklerini degistirir (125-127).
Membranlarin yapilar1 bozulur, ge¢irgenlikleri degisir, iyon transportu ve enzimatik

aktiviteler gibi fonksiyonlar etkilenir (128).
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b)Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri,
aminoasit bilesimlerine baghdir. Oksijen radikalleri, peptit baglarinin hidrolizi, disiilfid
bag1 ve ¢apraz baglanmalara yol agabilirler. Proteinler, proteolitik parcalanmaya kars1 daha
hassas olurlar. Protein yapisinda olan enzimler, aktivite kaybina ugrayabilir. Na-KATPaz
enziminin tiyol gruplarinin oksidasyonu sonucu aktivite kaybi olur, hiicre i¢i ve dis1 iyon
dagilim1 bozulabilir (129,130).

¢) DNA hasari: Hidroksil radikali (OH™) DNA’da deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona
girerek bazlarin modifikasyonuna ve zincir kisalmasina yol agar. DNA polimerazi inhibe
eder, hiicre 6liimiine kadar giden siirecleri baslatir, hiicre yaslanmasini hizlandirir ve
karsinogenezise yol acabilir (125,131).

Serbest radikaller hiicrede enerji metabolizmasini da etkiler. Gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz enzimini inhibe ederek NADH, azalmasma ve glikolizle ATP
sentezinde azalmaya sebep olurlar. Mitokondrilerde; radikallerin etkisi ile hem i¢ membran
biitlinliigiiniin bozulmast hem de ATP sentetaz aktivitesinde azalma sonucu ATP
seviyesinde diisiis olur. Siiperoksit radikali hiyaluronik asit parcalanmasima yol agarak

inflamatuvar eklem hastaliklarinin patolojik siirecinde rol oynar (123,132).
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Sekil 8. Oksidatif streste reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, lipid peroksidasyonu ve

GSH ve diger antioksidanlarin rolii (108).

Reaksiyon 1: Siiperoksid anyon radikali NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz ile molekiiler
oksijenin indirgenmesi sonucu veya enzimatik olmayan yoldan mitokondriyal elektron
transport zincirinin, semi-ubikinon bileseni gibi bilesenlerle meydana gelir.

Reaksiyon 2: Stperoksid radikali sliperoksid dismutaz (SOD) ile hidrojen perokside

doniisiir.
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Reaksiyon 3: Hidrojen peroksid en etkili sekilde glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi ile
stipiiriiliir. GPx elektron donorii olarak GSH ‘a ihtiya¢ duyar.

Reaksiyon 4:GSSG, glutatyon reduktaz ile tekrar GSH’a indirgenir. glutatyon reduktaz
elektron donorii olarak NADPH ‘a ihtiyag¢ duyar.

Reaksiyon 5: Bazi transisyon metalleri ( 6rnegin Fe’', Cu+) hidrojen peroksidi reaktif
hidroksil radikaline doniistiiriir (fenton reaksiyonu).

Reaksiyon 6: Hidroksil radikali, karbon merkezli lipid radikali (L*) i¢in poliansature yag
asitinden (LH) bir elektron ayirir.

Reaksiyon 7: Lipid radikali (Le) molekiiler oksijenle etkileserek lipid peroksil radikalini
(LOOe) olusturur. Lipid peroksil radikali, antioksidanlarla indirgenmezse, lipid
peroksidasyon islemi olusur (reaksiyon 18-23 ve 15-17).

Reaksiyon 8: Lipid peroksil radikali vitamin Enin indirgenmis hali tarafindan memran
icinde indirgenir. Lipid peroksid ve vitamin E radikali (T-O¢) olusumu ile sonuglanir.
Reaksiyon 9: Vitamin E radikali (T-Oe) askorbik asit tarafindan geride askorbik radikali
(Asce—) birakarak tekrar Vitamin E (T-OH)’ye indirgenir. Askorbatin fizyolojik formu
askorbat monoanyondur ( AscH-).

Reaksiyon 10: GSH tarafindan vitamin E nin rejenerasyonu: okside vitaminE radikali (T-
O¢) GSH tarafindan indirgenir.

Reaksiyon 11: Okside glutatyon (GSSG) ve askorbil radikali (Asce—) dihidrolipoyik asid
(DHLA) tarafindan GSH a ve askorbat monoanyona (AscH—)geri indirgenir. Dihidrolipoik
asid lipoik aside (ALA) doniisiir.

Reaksiyon 12: NADPH kullanarak ALA’dan DHL A ’nin rejenerasyonu meydana gelir.
Reaksiyon 13: Lipid peroksidler GPx tarafindan alkol ve dioksijene indirgenir. GPx
elektron donorii olarak GSH kullanir (lipid peroksidasyon iglemi).

Reaksiyon 14: Lipid peroksidler Fe** ile hizlica reaksiyona girerek lipid alkoksil
radikallerini (LOs) olustururlar veya Fe’" ile yavasca reaksiyona girerek lipid peroksil
radikallerini (LOO¢®) olustururlar.

Reaksiyon 15: Arasidonik asitten tiireyen lipid alkoksil radikali (LOe) , 6 halkali
hidroperoksid olusturmak i¢in siklik reaksiyona girer.

Reaksiyon 16: 6 halkali hidroperoksid HNE olusturmak amaciyla daha ileri reaksiyonlara
girer.

Reaksiyon 17: HNE’ye glutatyon eklenir.
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Reaksiyon 18: Yag asidinin i¢ tarafinda yer alan peroksil radikali siklik reaksiyona girerek
karbon bazli radikale bitisik siklik peroksidi olusturur.

Reaksiyon 19: Bu radikal indirgenip hidroperoksid olusturabilir veya ikinci siklik
reaksiyondan gegerek bisiklik peroksid olusturabilir.

Reaksiyon 20: Olusan bilesik malondialdehit olusturacak bir ara tirtindiir.

Reaksiyon 21,22,23: MDA DNA bazlariyla etkilesir.
2.4.3. Antioksidan savunma sistemleri
2.4.3.1. Genel Bilgi

Antioksidan savunma sistemi veya kisaca antioksidanlar olarak da bilinen bu
mekanizmalar, reaktif oksijen tiirlerinin ve diger oksidan molekiillerin olusturduklar1 hasar1
onlerler. Peroksidasyon zincir reaksiyonunu engeller, reaktif oksijen tiirlerini toksik
olmayan bilesiklere c¢evirirler. Antioksidan sisteme ait molekiiller hiicrenin
sitoplazmasinda ve membraninda bulunurlar (117).

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler;

1. Siipiirme etkisi: Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek etkisizlestirme
yoludur.

2. Zincir reaksiyonlarmi kirma etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir mineraller
oksidanlar1 kendilerine baglayarak inaktive eder.

3. Onaricr etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri onarirlar (133).

4. Sondiirme etkisi: Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol gibi oksidanlara bir
hidrojen aktararak inaktive ederler

Antioksidan sistemin baslica elemanlart:
1.Enzimler
SOD
GPx
Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)

Glutatyon Transferaz (GST)
Katalaz

2.Suda Co6ziinen Radikal Tutuculari
Glutatyon

Vitamin C
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Urik asit

Glukoz

Sistein

3. Metal Iyonlarin1 Baglayan Proteinler
Ferritin

Transferrin

Haptoglobin

Hemopeksin

Seruloplazmin

Alblimin

4. Yagda Coziinen Radikal Tutucular1
Vitamin E

B- karoten

Bilirubin

Ubikinol

Flavanoidler

5.Diger Antioksidanlar

Diger Antioksidanlar:

Yukaridaki antioksidanlarin disinda, c¢ok sayida endojen ve

molekiiliin antioksidan etkisi oldugu 6ne siiriilmiistiir (125,134).
Antioksidan etkili endojen ve ekzojen molekiiller

1- Endojen molekiiller:

-Sistein, histidin gibi amino asitler

-Safra asitleri

- Sitokinler

2- Ekzojen molekiiller

- Lokal anestezikler,

- Kalsiyum kanal blokerleri: Verapamil, Nifedipin, Nitrendipin,
- Steroid yapida olmayan antienflamatuarlar: Ibuprofen

- Rekombinant antioksidan enzimler (r-SOD),

- GPx aktivitesini arttiran veya benzer etki gosteren molekiiller: Asetil,Ebselen.
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- Serbest radikal toplayicilari: DMSO, Mannitol.

- Demir tutucular1: Deferroksamin, EDTA.

-Besinlere eklenen koruyucular: BHA, BHT, Sodyum Benzoat, Propil gallat.
- Notrofil inhibitérleri: Siklosporin A, FK 506, Ibuprofen, Steroidler.

- Notrofile karst monoklonal antikor: RP3

- Endotel reseptorlerine (ICAM-1, ICAM-2) kars1 monoklonal antikor.

2.4.3.2. Antioksidan enzimler

2.4.3.2.a. Superoksit dismutaz: SOD enzimi, O ’nin H,O, ve O, donisiimiinii
katalizlemektedir. SOD enzimi, siiperoksit diizeylerini kontrol etmede Onemli bir rol

istlenmektedir (135). Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

20%-+2H" — H,0, + O,

Enzimin primer fonksiyonu, hiicreleri siiperoksit radikalinin zararl etkilerinden
korumaktir. Bu sekilde hiicrelerdeki lipit peroksidasyonu da inhibe edilmis olur (136).
SOD, fagosite edilen bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynamaktadir. Bu
nedenle, SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir.
2.43.2.b. Glutatyon Peroksidaz: Glutatyon peroksidaz,  hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik yapidadir ve dort selenyum (Se) igerir.
Diyetteki Se destegi enzim aktivitesini modiile eder. Enzim aktivitesi heksoz monofosfat
yolunda iiretilen NADPH’a bagimlhidir. Diisiik konsantrasyonlardaki H,O,, dncelikle GSH-
Px tarafindan temizlenir. Bu enzim, rediikte GSH’in GSSG’ye ¢evrildigi ortamda hidrojen
peroksidi yiiksek spesifite ile detoksifiye etmektedir. Rediikte GSH, GSSG haline
doniistiigli reaksiyonda GSH-Px enzimiyle hidrojen peroksit suya indirgenmis olur. Daha
sonra glutatyon
rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak, okside glutatyon

rediikte hale dontistiiriiliir (Sekil 9).
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2GSH + H:0; > GSSG + 2H:0
NADP" GSH \/ H20;
| 4 I R L GSH-Px

NADPH /\% asse < H20

Sekil 9. Rediikte GSH’1mn GSSG’ye doniisiimii

GSH-Px'in, fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlar1 vardwr. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi1 sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormelerini engeller. GSH-Px aktivitesi
diisiik olan makrofajlarda baglatilan solunum patlamasin takiben, H,O salimiminimn arttig1
gosterilmistir (137). Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir.
GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasimna ve siddetli hiicre hasarma
yol agar (135).
2.4.3.2.c. Katalaz: Glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Enzimin molekiil agirlig:
240.000 daltondur. Her biri ferriprotoporfirin grubu iceren dort adet alt iiniteden
olusmustur. Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda +3 degerlikli Fe atomu bulunan
protoporfirin IX halkasidir. Eritrositler yiiksek oranda katalaz (CAT) igermekte olup, CAT
aktivitesinin %98’den fazlasini saglarlar (12).CAT enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu
dokular karaciger ve bobrek dokularidir. Enzim dokularda baslica mitokondri ve
peroksizom partikiillerine bagli olarak bulunmaktadir. Bundan baska endoplazmik
retikulum ve sitoplazmada da aktivite gostermektedir. CAT, okside edici enzimlerin
etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksidi direkt olarak suya doniistiirtir. Ortamdaki H,O,
konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda H,O,’yi substrat olarak kullanan diger
antioksidan enzimler (GSH-Px) devreye girerek hidrojen peroksidi ortamdan
uzaklastirirlar. Ayni etkileri gosteren CAT ve GSH-Px enzimleri, hiicre i¢i yerlesimleri ve
etki yerleri bakimindan farkliliklar gosterirler. CAT enzimi peroksizomlarda daha etkin
iken, GSH-Px enzimi baglica sitazol ve mitokondride etkindir. Katalizledigi reaksiyon su

sekildedir:
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2 H,0, — 2 H,0 + O?

CAT’mn indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil-etil hidroperoksitleri
gibi

kii¢iik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerine ise etki etmez (1).
2.4.4. Nitrik oksit ve asimetrik dimetilarjinin

Endotelden vaskuler strese cevap olarak salinan nitrik oksid (NO) potent bir
vazodilatatordiir (138) L-arjininden nitrik oksid sentaz (NOS) araciligi ile 2 basamakli bir
oksidasyon sonucu sentezlenen NO (Sekil 10), vazodilatator 6zelliginin yani sira platelet
agregasyonunu engeller (139), 16kosit ve monositlerin endotel adhezyonunu engeller(140),
diiz kas hiicre proliferasyonunu engeller (141), LDL oksidasyonunu inhibe eder (142),
ayrica KY’de ortaya cikan inflamasyon siirecini inflamatuvar kemokin ve sitokinlerin

ekspresyonunu suprese ederek yavaglatir (143).

NOS
L- Arginin + NADPH + H+ >>3>>>>5>>> NO + L- Sitrulin + NADP+

Guanilat Siklaz
GTP >3>5>55>>>>333>3>>3>>>>>cGMP

Sekil 10. NO sentezi

Tim bu kardiyovaskiiler sistemi koruyucu o6zelliklerine karsin yiiksek NO
diizeyleri peroksinitrit olusumuna yol agarak miyokardiyal hasar olusturur ve miyokardiyal
kontraktiliteyi deprese eder (144). Kardiyak miyositler pek ¢ok hiicresel sitokine cevap
olarak indiiklenebilir nitrik oksid sentaz (iNOS) eksprese edebilir (145,146). Plazma nitrat
diizeyi ile kalp yetmezligi ciddiyeti arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir (147).

Endojen bir NOS inhibitérii olan asimetrik dimetilarjinin (ADMA), tiimor
nekroz faktor (TNF)-alfa gibi cesitli sitokinlerin uyarisiyla vaskuler endoltelden salmir

(148). Kalp yetmezliginde dolasimda yiiksek degerlerde bulunan bu sitokinlerin etkisiyle
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kalp yetmezligi hastalarinda ADMA diizeyleri de ytiksektir (149,150). ADMA iiretimi NO
sentezinin azalmasina sebep olsa da kalp yetmezligi hastalarinda plazma ADMA ve NO
degerleri yliksek olup hastalign siddeti hakkinda da bilgi verir (147). Yiiksek plazma
ADMA degerlerinin kalp yetmezligi ciddiyeti ve klinik sonlanimlar hakkinda 6ngordiiriicii

degere sahip oldugu anlasilmigtir (151-154).
2.5.inflamasyon ve kalp yetmezligi
2.5.1. Genel Bilgi

Kalp yetmezligi progresyonunda immunolojik ve inflamatuvar yanitlarin
patolojik roliine iliskin ¢ok sayida ¢alismadan elde edilmis kanitlar vardir. Tiimor nekroz
faktor (TNF)-alfa ve interlokin-1 (IL-1) gibi proinflamatuvar sitokinlerin kardiyovaskuler
fonksiyonlar1 ¢esitli mekanizmalarla modiile ettikleri gdosterilmistir (155). Kalp
yetmezligindeki immunolojik cevapta, aktive olan lokositlerin inflame miyokarda
migrasyonlar1 6nemli bir rol oynar (156).

Inflamatuar mediyatdrlerle ilgili yapilan calismalar bu hormon benzeri
peptidlerin ateroskleroz, sepsis, viral miyokardit, kardiyojenik allogreft reaksiyonu gibi
olaylarin yani sira kronik kalp yetmezliginde de rolii oldugunu gostermistir (155,157,158).
Dahas1 proinflamatuvar sitokinler, ¢oziilebilen adhezyon molekiilleri ve kemoatraktan
faktorlerin asir1 ekspresyonunu iceren anormal inflamatuvar yanitin, kalp yetmezligi
progresyonu ve klinik kotiilesmeden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (158, 159).

Fonksiyonu bozuk kalpte, artmis sol ventrikiil diyastol sonu duvar stresi
sitokinlerinlerin miyokardiyal ekspresyonuna yol acar ve bu da direkt veya indirekt olarak
sol ventrikiill kontraktil performansi ve remodelling iizerine etkilidir. Miyokardda
haddinden fazla salgilanan proinflamatuvar sitokinler periferik dolasima ¢ikarak immun
sistemi aktive ederler (157,160). Bir diger hipoteze gore ise kalp yetmezligindeki yiliksek
plazma sitokin degerlerinin periferik doku hipoksisi neticesinde ekstramiyokardiyal {iretim

kaynakli olabilecegi seklindedir (158,160).
2.5.2. Sitokinler
Kalp yetmezligi ciddiyeti ile yiikselmis sitokin salinimi arasindaki iliski bir¢ok

calismada gosterilmistir (161-164). TNF-alfa diizeyleri ile kalp yetmezliginde klinik
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kotiilesme smiflamast olan ‘“New York Heart Association’ (NYHA) fonksiyonel smifi
arasinda dogru orant1 vardir (157). Dahasi bu bilgiler 1s181nda serum TNF-alfa diizeylerinin
kalp yetmezligi ciddiyeti ve NYHA smifin1 6ngérmede, kalp yetmezligi patogenezinde rol
alan geleneksel ndrohormanlar kadar etkili oldugu sdylenebilir.

Calismalar arasinda ¢eliskili sonuglar olmakla beraber, cogunda kalp
yetmezligi baslangicinda yiiksek IL-6 seviyeleri saptanmustir (165). Kalp yetmezliginde
IL-6 seviyelerinin ylikselme mekanizmasi bilinmemektedir. Ancak TNF-alfa IL-6 genini
indiikleyerek birgok hiicre tipinde protein ekspresyonunu arttrmaktadir. Bu da kalp
yetmezligi patogenezindeki sitokin kaskadi hipotezini dogrular niteliktedir (166). Ayrica
iki calisma yliksek TNF-alfa ve IL-6 seviyeleri arasinda korelasyon oldugunu gostermistir
(162,164).

Kalp yetmezliginde IL-1, IL-2, IFN-gama gibi sitokinlerin oynadigi roli
kanitlayan az sayida calisma vardir. Ancak bu sitokinlerin roliinii arastiran ¢alisma sayisi
da digerleri kadar fazla degildir. Dahas1 bilindigi lizere IL-1kalpte otokrin, parakrin ve

intrakrin salgilanir ve periferal dolasima salinmiyor olabilir (167)
2.5.3. Kemokinler

Inflamasyon ve hiicrenin buna cevabi i¢in sart olan I6kositlerin dokuya gogii
kalp yetmezligi patogenezinde de rol oynuyor olabilir (168,169). Kemokinler veya diger
adlartyla kemotaktik sitokinler inflame dokuya l6kosit invazyonun diizenleyen
molekiillerdir (170). Kemokinler, yapilarindaki sistein rezidiilerinin pozisyonuna gore alt
gruplara ayrilan kiigiik proteinlerdir (171).

Kemokinler monositlerde esas olarak kemoatraktan olarak gorev alsalar da bu
hiicrelerde sitokin liretimi ve serbest oksijen radikallerinin tiretimi gibi fonksiyonlar: da
vardir (171,172). Kalp yetmezligi patogenezindeki monosit ve proinflamatuvar sitokinlerin
roliine dair bilgilerimiz 1513inda kemokinlerin monosit ve makrofajlar lizerine etkileriyle
hastalik progresyonunda oOnemli rol oynadigr hipotezi ortaya konabilir. Monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1)’in ateroskleroz ve kalp yetmezligi patogenezindeki

roliinii ortaya koyan ¢aligmalar mevcuttur (168,173,174).
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3- YONTEM VE GERECLER
3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

4 Ekim 2012 tarihli ADU Hayvan Deneyleri Etik Kurul onayr alinmustir.
Agirliklart 250-400 gram arasinda degisen erkek 42 adet Winstar-Albino cinsi rat
kullanild1. Ratlar ¢aligma boyunca oda 1sisinda (20+£2°C) ve penceresi olan odada, normal
gilin 1s18/karanlik ortaminda tutulup, icbesleme yetistirilip, standart pelet rat yemi ile
beslendi, suya serbestce ulasabilmeleri saglandi. Ratlarin ¢alismadan ¢ikarilma
gerekgeeleri; sepsis, travma, 6liim olarak belirlendi. Toplam 42 adet rat, esit sayida (n = 7)
ve rastgele olarak alt1 deney grubundan birine dahil edildi. Deney boyunca 8 adet rat

cesitli nedenlerle 61di ve ¢alismadan ¢ikarildi.

Tablo III. Rat gruplar1 ve uygulanan ilaglar

e Gruplar (n)

o Iv enjeksiyon icerigi

Gavaj icerigi

e Kontrol (n=7)

e Yapilmadi

Serum Fizyolojik (her

giin)
e DOX (n=7) e DOX 18 mg/kg Serum Fizyolojik (her
(6.gtin) giin)
e DOX+karvedilol (n=7) |e DOX 18 mg/kg Karvedilol 12.5 mg/kg
(6.giin) (her giin)
e Karvedilol (n=7) e Yapilmadi Karvedilol 12.5 mg/kg
(her giin)
e DOX-+ivabradin (n=7) e DOX 18 mg/kg Ivabradin 10 mg/kg (her
(6.gtlin) giin)

e lvabradin (n=7)

e Yapilmadi

Ivabradin 10 mg/kg (her
gtin)
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1.Grup: Kontrol grubu: Bu gruba calisma siiresince her giin giinde bir kez steril
kosullarda orogastrik (OG) yolla 1 ml serum fizyolojik (SF) verildi.
2.Grup: DOX grubu: Bu gruba calisma siiresince her giin giinde bir kez steril kosullarda
OG yolla 1 ml SF ve ¢aligmanin 6.gilintinde kuyruk veni yoluyla DOX (18 mg/kg dozda, 1
ml distile su ile sulandirarak) verildi.
3.Grup: DOX+karvedilol grubu: Bu gruba ¢aligma siiresince her giin giinde bir kez steril
kosullarda OG yolla karvedilol (12.5 mg/kg dozda, tablet formu dimetil siilfiir oksid
(DMSO) i¢inde ¢oziilerek) ve ¢aligmanin 6.giintinde kuyruk veni yoluyla DOX (18 mg/kg
dozda, 1 ml distile su ile sulandirarak) verildi.
4.Grup: Karvedilol grubu: Bu gruba g¢alisma siiresince her giin giinde bir kez steril
kosullarda OG yolla karvedilol (12.5 mg/kg dozda, tablet formu DMSO i¢inde ¢oziilerek)
verildi.
5.Grup: DOX+ivabradin grubu: Bu gruba calisma siiresince her giin giinde bir kez steril
kosullarda OG yolla ivabradin (10 mg/kg dozda, tablet formu c¢esme suyu i¢inde
coziilerek) ve calismanin 6.giinlinde kuyruk veni yoluyla DOX (18 mg/kg dozda, 1 ml
distile su ile sulandirarak) verildi.
6.Grup: Ivabradin grubu: Bu gruba calisma siiresince her giin giinde bir kez steril
kosullarda OG yolla ivabradin (10 mg/kg dozda, tablet formu c¢esme suyu i¢inde
coziilerek) verildi.

Calisma basinda kan 6rnekleri alinarak serum kreatin kinaz MB formu (CK-
MB) ve Tnl degerleri 6l¢iildii. DOX uygulamas: deneyin ortasinda (6.giin) kuyruk veni
yoluyla 18 mg/kg dozda, karvedilol uygulamasi tiim deney boyunca giinliik tek seferde
OG yolla 12.5 mg/kg dozda ve ivabradin uygulamasi da ayni sekilde tiim deney boyunca
giinliik tek seferde orogastrik yolla 10 mg/kg dozda yapildi. Deney sonunda (12.giin) tiim

ratlar sakrifiye edilerek, kan ve doku 6rnekleri alindu.
3.2. Anestezi

Sakrifikasyon sevofuran 1ile gaz anestezisini takiben tam anestezi
gerceklestikten sonra gergeklestirildi. Ratlarin gogiis kafesi agildiktan sonra ¢evre
dokulardan arindirilarak kalbe ulasildi. Apikal kesi ile kalp durdurularak serbestlestirildi ve
yerinden ¢ikarildi. Dokular biyokimyasal calisma i¢in fosfat tamponu konulmus ependorf

icinde -200C°“de derin dondurucuya yerlestirildi. Histopatolojik ¢alisma i¢in de % 10’luk
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notral formole konuldu. Yirmi dort saat sonra biyokimyasal ve histopatolojik ¢aligmalar

yapild1.
3.3. Biyokimyasal Analizler

Serum CK-MB ve Tn I degerleri Adnan Menderes Universitesi Biyokimya

laboratuvarinda calisild.
3.4. Doku Analizleri
3.4.1. Doku orneklerinin hazirlanmasi

Doku ornekleri, proteaz inhibitorii olan 0.2 mM fenilmetansulfonil florid
(PMSF), 1 mM Ethylenediamin tetra acetic acid (EDTA), 1 uM Leupeptin, pepstatin ve
aprotinin iceren 50 mM fosfat tamponunda (pH 7.4) (1/10 g/ml) olacak sekilde 4°C’de
homojenize edilecek. Homojenatlar, MPO i¢in 6rnek ayrildiktan sonra, 10.000 rpm 5
dakika santrifiij edilecek ve tiistteki supernatant esit olarak ependorflara ayrilarak diger

parametrelerin bakilabilmesi igin —80 C*’de dondurulacak.
3.4.2. CAT Ol¢iim Yontemi

Doku o6rneklerinde CAT aktivitesi Aebi’nin yonteminine gore saptanacaktir
(175). Fosfat tamponu (50 mM pH:7.4) olacak sekilde, potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4) ve disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4.2H,0) ile hazirlandi. H,O, (30 mM)
olarak hazirlanacaktir.

Tampon ile diliie edilmis 6rnege, H,O,'li tamponun eklenmesi ile baslayan
absorbans degisimi, UV-160 Shimadzu spektrofotometresinde 240 nm'de izlenerek, 15
saniyedeki absorbans degisimi Olcililecek ve asagidaki formiile gore hesaplama

yapilacaktir. Sonuclar U/g yas doku olarak verilecektir.

k = (2.3/Dt)log (Abs1/Abs2)= 0.1175/Dt (sn-1)

3.4.3. MDA (lipid peroksidasyonu) Ol¢iim Yéntemi

Dokuda MDA saptanmas1 Ohkowa’nin yontemine gore yapilacaktir (176). %
0,67’lik TBA (2-Thiobarbutiric acid) ¢6zeltisi Tiyobarbitiirik asid ile MDA’ nin reaksiyona

girmesinden sonra reaksiyon iriinii n-butanol ile ekstrakte edilecektir. MDA standardi
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olarak, malonaldehit bis-(dimetil asetal) kullanilarak, 1-40 nmol'lik standartlar
hazirlanacaktir.

Orneklerdeki absorbanslar UV-160 Shimadzu spektrofotometresinde 540
nm'de mikroplate okuyucusunda (EL-800) okunacak ve hesaplar otomatik olarak cizilen

standart egriden hesaplanacaktir. Sonuclar pol/g yas doku olarak verilecektir.
3.4.4. GSH Ol¢iim Yontemi

Dokuda GSH Beutler ve ark.’nin yontemine gore Olciilecek olup, presipite
edici soliisyon; metafosforik asit, disodyum EDTA ve sodyum kloriir (NaCl) kullanilarak
hazirlanacaktir (177). Disodyum fosfat soliisyonu; di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPOjy)
ile hazirlandi. DTNB soliisyonu; [5,5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)] ve sodyum sitrat]
ile hazirlanacaktir.

GSH standard1 olarak (reduced glutathione) kullanilacak olup, 1-60 mg/dl'lik
standartlar olarak hazirlanacaktir. Standartlar ve oOrnekler UV-160 Shimadzu
spektrofotometresinde 412 nm'de kore karsi okutulacaktir. Sonuclar mg/ g yas doku olarak

verilecektir.
3.4.5. GSH-Px Olciim Yontemi

Dokuda GPx aktivitesi, Kakkar ve ark.’nin yOntemine gore minor
modifikasyonla saptanacaktir (178). GPx reaksiyon karigimi; 75 mmol fosfat tamponu (pH
7.0), 60 mmol GSH, 30U/ml GR, 15 mmol Na2EDTA i¢ermektedir. Kiivet 37 °C’ye
ayarlanan UV-160 Shimadzu sperofotometresine konacaktir. Kiivetin i¢ine reaksiyon
karigim1 konarak gerektigi kadar, diliie edilmis hemolizat eklenecektir. Reaksiyon H,O,
(%30) ile baslatililacak ve NADPH’daki absorbansin azalmasi 340 nm’de 3 dakika
izlenecektir. Non enzimatik reaksiyon hizi kor ¢alisilarak hesaplanacak ve elde edilen

sonuglardan ¢ikartilacak, sonuglar mU/g yas doku olarak verilecektir.
3.4.6. GR Ol¢iim Yontemi

Dokuda GR aktivitesi, Racker ve ark.’nin yontemine gore saptanacaktir (179).
Reaksiyon karisimi; 50 mmol/L Tris tamponu, Ph 7.6, 100 umol/L EDTA, 4 mmol/L
GSSG (oksitlenmis glutatyon), 120 umol/L NADPH ile hazirlanacaktir. Reaksiyon

karisimi kiivetlere konacak ve uygun ortamda doku supernatant1 konarak reaksiyon
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baglatilacaktir.. 340 nm’de 37°C’de NADPH in oksidasyonunun izlenmesi yoluyla GR
diizeyleri UV-160 Shimadzu spektrofotometresi kullanilarak saptanacaktir. Ornek yerine
su kullanilarak, ayni sekilde kor calisilarak elde edilen sonug, Orneklerden elde edilen
sonugtan c¢ikartilacaktir. Reaksiyon 3 dakika izlenecek ve sonuglar U/g yas doku olarak

verilecektir.
3.4.7. Cu,Zn SOD Ol¢iim Yontemi

Dokuda SOD o6lgiimii, Sun ve ark’nin yontemine gore saptanacaktir (180).
Doku siipernatant1 kloroform, etanol ile iyice g¢alkalanacak ve Ornekler icindeki SOD
12.000 g’de 1 saat santrifiijlendikten sonra ekstrakte edilecektir. SOD deney ¢ozeltisi; 0.3
mmlo/L xantine, 0.6 mmol/L EDTA, 150 umol//L nitroblue tetrazolium (NBT), amonyum
siilfat (NH4SOy4), 20167 U/L ksantine oksidaz (XOD) olarak hazirlanacaktir. Bu calisma
cozeltisine ornekler eklendikten sonra 25° C’de su banyosunda, XOD c¢ozeltisi ekleneceke
ve reaksiyon bakir kloriir (Cu2Cl) eklenerek durdurulacaktir. Ayrica kor ¢ozeltisi
hazirlanacak ve elde edilen absorbanlardan ¢ikartilacaktir. Deney sonunda olusan renk 560
nm’de UV-160 Shimadzu spektrofotometresinde dlgiilecektir.

SOD standardi (Cu,ZnSOD porcine erythrocytes) ile, 0-270 ng/tiip ve %
inhibisyon degerleri karsilikli gelecek sekilde olusturulacaktir. Inhibisyon degerleri
asagidaki formiilden hesaplanacaktir. Her 6rnek i¢in elde edilen inhibisyon degeri, grafik

kullanilarak SOD degeri saptandi. SOD diizeyleri ng/g yas doku olarak verilecektir.

(Absorbans Kér- Absorbans Ornek)

% inhibisyon=

Absorbans Kor
3.4.8. NO-(nitrit+nitrat) Ol¢iim Yontemi

Dokuda NO- diizeyleri, Navarro-Gonzalves ve ark.’nin yontemine gore
saptanacaktir (181). Doku supernatant1 once proteinlerinden ayrilacaktir. Glisin-NaOH
tamponu; glisin ve sodyum hidroksit kullanilarak hazirlanacaktir. Glisin-NaOH tamponu
icindeki CuSO4 ¢ozeltisi; glising NaOH ve bakir siilfat kullanilarak hazirlanacaktir. Bu
cozelti Cd graniillerini aktiflemek i¢in kullanilacaktir Siilfanilamid ¢ozeltisi; hidroklorid

asid %37 ve siilfanilamid ile hazirlanacak, NED c¢ozeltisi [N-(1-Naphtyl) Ethyl-
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Enediamine dihydrochloride] kullanilarak hazirlanacaktir. Standartlar, sodyum nitrit
(NaNO,) kullanilarak, 2-80 mg konsantrasyonlarda hazirlanacaktir.

Orneklerdeki NO- konsantrasyonu, Griess reaksiyonu sonucunda olgiilecek ve
ornekler ve standartlar, ELISA mikroplate okuyucuda 540 nm'de okutulacaktir.
Konsantrasyon hesaplar1 otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanacak olup, sonuclar

uM/g yas doku olarak verilecektir.
3.4.9. MPO ol¢iimii

Dokuda MPO aktivitesi Suzuki ve ark.’nin yonteminine gore saptanacaktir
(182). Yontem sentetik bir substrat olan 3,3°,5,5’-tetramethyl benzidine (TMB)’in MPO
yoluyla yikilimmin 6lgiilmesine dayanmaktadir. Belli miktardaki doku homojenat1 7.000
rpm 5 dakika santrifiij edilecek ve tstteki kisim atilacak ve alttaki kalan doku kismi
deterjanli tampon ile ¢oziilecektir (160 mM potassium phosphate buffer, pH 5.4, 1%
hexadecyltrimethylammonium bromide, HETAP). Reaksiyon H202’in 37 °C’de reaksiyon
karigimmna eklenmesi yoluyla baglatilacaktir. MPO’nun katalizledigi reaksiyonda TMB
oksidasyona ugramakta olup, reaksiyon sirasinda absorbans artisi 655 nm’de 15 saniye
Olciilmekte ve 1 dakikadaki MPO aktivitesi hesaplanmaktadir. MPO aktivitesi U/g yas

doku olarak verilmektedir.
3.5. Patoloji

Patolojik inceleme i¢in alinan kalp materyalleri %4’liik formalin soliisyonunda
hemen tespit islemine alindiktan sonra gerekli drnekler doku takip kasetine almarak doku
takip islemi uygulandi. Bu islem sonrasi parafin bloklara gémiilen doku 6rneklerinde 4
mikron kalinliginda kesitler almarak hematoksilen eozin ile boyanarak 151k mikroskobunda
incelendi. incelemede miyokardda dejenerasyon varlig1 yani sira miyositlerin hiicresel ve

niikleer boyut farkliliklar1 degerlendirildi.

Histopatolojik kardiyotoksisiteyi degerlendirmede Billingham dejenerasyon

skoru kullanildi (183). Buna gore;
0: Dejenerasyon yok
1: Dejenere sahalar <%5

1.5: Dejenere sahalar %5-15
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2: Dejenere sahalar %16-25
2.5: Dejenere sahalar %26-35

3: Dejenere sahalar>%35
3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 21 ve
PAST programlar1 kullanildi. Tek degiskenli verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi, Shapiro-Wilk testi ve Degiskenlik katsayilar1 ile ¢ok
degiskenlinormal dagilima uygunlugu i¢in Mardia; Doornik&Omnibus testi dikkate
almarak incelenmis olup; normal dagilim sahip degiskenlerin analizinde parametrik
yontemler, normal dagilima sahip olmayan degiskenlerin analizinde nonparametric
yontemler kullanilmistir. Bagimsiz ¢oklu gruplarin bir biriyle karsilastrilmasinda One-Way
Anova (Brown-Forsythe), Kruskal-Wallis H Testleri Post Hoc analizler icin
(nonparametrik posthoc test (Miller(1966)), LSD ve Games-Howell testleri kullanilmistir.
Bagimmli 2 grubun karsilastirilmasinda Paired-Samples T test ¢oklu gruplarin birbiriyle
karsilastirilmasinda tekrarli 6lgiimler i¢in Repeated Anova (Huynh-Feldt), LSD testleri
kullanmilmistir. Degiskenlerin ana faktorleri kontrol altina alindiktan sonra degiskenlerin
birbiriyle olan korelasyonlarmi incelemek i¢in ise Partial Correlation test kullanilmistir.
Kantitatif veriler tablolarda ortalama =+ std.(standart sapma) ve medyan + IQR(Inter
Quartile Range) degerleri seklinde ifade edilmistir. Kategorik veriler ise n(say1) ve
yiizdelerle(%) ifade edilmistir. Veriler %95 giiven diizeyinde incelenmis olup p degeri 0,05
ten kiigtik anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde

www.tibbiistatistikci.com & www.medicalstatistic.com un bilgi ve tecriibelerinden

yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

Ratlarin ¢alisma baslangicinda ve bitiminde Olciilen ortalama agirliklar1 ve p
degerleri Tablo 1V’de gosterildi. Caligma bagslangicinda kontrol grubuyla diger gruplar
arasinda agirlik yoniinden anlamli farklilik izlenirken, kilo degisimi acisindan bakildiginda
calisma sonunda ikili olarak kiyaslandiginda sadece kontrol ile karvedilol, kontrol ile
tvabradin, DOX ile DOX+karvedilol, DOX ile DOX+ivabradin, DOX+karvedilol ile
DOX+ivabradin gruplar1 arasinda anlamli kilo degisimi saptanmadi. Diger ikili grup

kiyaslamalarmin tiimiinde anlamli kilo degisim izlendi (p<0.05).

Tablo IV. Gruplarin rat agirliklarma gore karsilastirilmasi ve p degerleri

k
kilol, gr kilo2, gr DEGISIM KILO.1 2 DPV .
egeri
_ P(A-B)=0,003 P(A-B)=0,019 | _ i i
Kontrol=A 307,86+20,00 | e | 359,20426,18 | pATY | -51,43+8,34 z()/ioBo)g]o,om 11:22 <0,001
DOX=B 34433+14,72  PAD)=0002 | 312 1741191 | PAD)=0339 | 32 174578 p)—g100  P(A- | <0,001
DOX karvedi P(A-E)=0,021 P(A-E)=0,022 E)<0,001 s
dOXkarvedilo | 34 511713 PAD000L | 315 19,1495 PAHZ0I08 | 58 33,5 50 | p(AF)-0268 P(B- | <0,001
1=C P(B-C)=0,745 P(B-C)=1 C)-0.345 P(B-D)<0
: P(B-D)=0,967 P(B-D)=0,001 ’ _ S
Karvedilol=D | 343.8642439  p(nr)-0sss | 389.00£2627 | ot - | -45,14+8 .49 w1 PED060 | <0001
: : P(B-F)=0,369 P(B-F)=0,006 S
_DOX-Hvabradm 347,50+3,54  P(C-D)=0,768 | 312,50+3,54 | P(C-D)=0,001 | 35,00+0,00 E()SOD;;) 001 1‘258: -
=E P(C-E)=0,675 P(C-E)=1 F)<0,001 P(D-
P(C-F)=0,225 P(C-F)=0,005 E)<0,001 P(D-
ivabradin=F 355,00+24,29 l‘jggg:g;fg‘]‘ 410,00+29,58 l‘jggg:g;’gg -56,00+5,48  F)=0,012 <0,001
P(E-F)=0,654 P(E-F)=0,009 P(E-F)<0,001
**P Degeri | 0,002 <0,001 <0,001

General Linear Model Repeated Anova (Wilks' Lambda) OneWay ANOVA  Post Hoc Test: LSD - Games Howell ~Paired T Test -
Independent T Test *P Degeri: Grup i¢i kilo Degisimi i¢in  **P Degeri: Gruplar arasi kilo igin

4.1.Kardiyak hasar gostergeleri

Calisma baslangicinda ve bitiminde alinan kan 6rneklerinden yapilan analiz
sonucunda gruplarin kardiyak hasar belirtegleri tablo V’de, gruplardaki Tnl degisim degeri
ise sekil 11°de gosterilmistir. Kan CK-MB diizeyleri tiim 6rneklerde ¢alisma baslangicinda
ve bitisinde normal seviyelerde saptanip herhangi bir istatistiksel analize izin vermedi.
Baslangic Tnl seviyelerinde gruplar arasinda anlamh farklilik yoktu. Calisma sonu Tnl
seviyeleri ise gruplar arasinda anlamli olarak farkliydi (p<0.001). Tnl degisimi sadece
DOX ve DOX+karvedilol grubunda anlaml farklilik gésterdi (p<0.05). Tnl degisimi ikili
gruplar arasinda kiyaslandiginda calisma baglangici ve bitimindeki Tnl degisimi kontrol ile
DOX, DOX ile DOX+karvedilol, DOX ile karvedilol, DOX ile ivabradin gruplar1 arasinda

istatistiksel anlamli sonuglar saptandi (p<0.05).
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Tablo V. Gruplarin baslangic ve bitis Tnl degerlerine gore karsilastirilmast ve p degerleri

;rg/lfr)glmnl, troponin2, ng/ml DEGISIM.TROPONIN.1 2 *P Degeri
Kontrol: A 0,004+0,005 | 0,007+0,005  P(A-B)=0.011 | -0,003£0,005 P(A-B)=0,011 0,154
P(A-C)=0,223 P(A-C)=0,222
. P(A-D)=1 ) P(A-D)=1
DOX: B 0,006+0,005 | 1697+6,68 PP |-16,97+6,67 N 0,002
: P(A-F)=1 P(A-F)=1
DOXkarvedil 1000440004 | 1714154 ppo001 |-1T141S3 bB-O00 | 0,042
oL P(B-D)=0,011 P(B-D)=0,011
Karvedilol: D | 0,004£0,004 | 0,007::0,006 }ZEE:E)):&O, . -0,003+0,005 }ZEE:E)):&O, , 0,151
DOX+ivabradi P(C-D)=0,223 P(C-D)=0,222
+ivabradi P(C-E)=0,723 P(C-E)=0,723
OE 0,004£0,002 | 17,33+14,34 | (000 [-17,32614,34 ey 0,337
P(D-E)=0,678 P(D-E)=0,678
. . P(D-F)=1 P(D-F)=1
Ivabradin: F 0,004+0,004 | 0,007+0,005 P(E-F)=0,678 -0,003+0,005 P(E-F)=0,678 0,168
++P Degeri 0,879 <0,001 <0,001

General Linear Model Repeated Anova (Wilks' Lambda) OneWay ANOVA Post Hoc Test: LSD - Games Howell
Paired T Test - Independent T Test *P Degeri: Grup i¢i tropinin Degisimi igin  **P Degeri: Gruplar aras1 tropinin igin

Troponin Degisimi (1-2)

,Hl'.ll.l — — —
) 000 Kontrol Doxo Doxo+ Karve Karve Doxotiva
4,000
6,000
8,000

10,000

ng/ml

12,000
14,000
16,000
18,000

20,000

Sekil 11. Deney gruplarinda Tnl degisim grafigi

4.2. Doku Antioksidan Enzim Diizeyleri

Alinan doku 6rneklerinden yapilan biyokimyasal analiz sonucunda antioksidan
enzimler CAT, GSH Px, SOD ve doku GSH degerleri tiim gruplarda tablo VI ve VII’de
gosterilmistir. GSH ve GSHPx degerleri tiim gruplar arasinda istatistiksel anlamli oranda
farkli bulunurken (p<0.05), katalaz ve superoksid dismutaz degerleri tiim gruplar icinde

anlamli farkli bulunmadi. Gruplar ikili olarak karsilastirildiginda SOD ve CAT
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degerlerinde herhangi iki grup arasinda fark bulunmadi. Kontrol-doxo gruplar1 arasinda
tiim antioksidan enzim diizeylerinde anlamli farklilik izlenmedi (p>0.05). GSH degerleri
sadece kontrol ile karvedilol ve karvedilol ile ivabradin gruplar1 arasinda farklilik gosterdi
(p<0.05). GSH Px degerleri ise kontrol ile DOX+karvedilol, DOX ile DOX+karvedilol,
DOX+karvedilol ile karvedilol, DOX+karvedilol ile ivabradin gruplar1 arasinda anlamli
farkli tespit edildi (p<0.05). Diger ikili grup kiyaslamalarinda anlamli bir farklilik

saptanmadi.

Tablo VI. Gruplarin doku antioksidan enzim diizeyleri (SOD ve CAT) ve p degerleri

SOD*,ng/g yas doku CAT*, U/gr yas doku

Kontrol=A 224,14423,90 4,38+0,88
DOX=B 192,68+24.,62 3,75+0,69
DOX+karvedilol=C 217,19+£20,58 3,50£1,02
karvedilol=D 20521+11,14 3,03+0,84
DOX+ivabradin=E 211,45+3,25 3,44+0,66
ivabradin=F 206,72+14,34 3,05+0,84
P Degeri 0,107 0,071

OneWay ANOVA (Brown-Forsythe) Post Hoc Test: LSD - Games Howell  Kruskal Wallis Test Post Hoc Test:
nonparametrik posthoc test (Miller(1966) *: Ortalama+Ss.(Standart Sapma)  **MedyantIQR (Inter Quartile Range)

Tablo VII. Gruplarin doku antioksidan enzim diizeyleri (GSH ve GSH Px) ve p degerleri

GSH*, mg/g yas doku GSHPx*, mU/gr yas doku

P(A-B)=0,127 P(A-B)=0,066

kontrol=A 3,37+0,67 P(A-C)=0,836 | 221,30+22,50 P(A-C)<0,001

P(A-D)=0,044 P(A-D)=0,321

DOX=B 2,53+0,35 PA-E)=0.502 ) 185,82422.91 P(A-E)=0,268

P(A-F)=0,583 P(A-F)=0,085

, P(B-C)=0,839 P(B-C)=0,043

DOX+karvedilol=C 2,91+0,72 P(B-D)=0,887 | 145,12435,31 P(B-D)=0,352

P(B-E)=0,976 P(B-E)=0,845

karvedilol=D 2,34+0,30 ey | 203.32+49.39 bbr-t.004

P(C-E)~0.990 P(C-E)=0,101

DOX+ivabradin=E 2,71+£0,33 P(C-F)=1 P(D-|191,17£12,21 P(C-F)=0,033

E)=0,752 P(D- P(D-E)=0,652

ivabradin=F 2,910,28 Foot ] 188,29+29,34 b F0nts
P Degeri 0,015 0,007

OneWay ANOVA (Brown-Forsythe) Post Hoc Test: LSD - Games Howell ~ Kruskal Wallis Test Post Hoc
Test: nonparametrik posthoc test (Miller(1966) * ¢ Ortalama+Ss.(Standart Sapma)
**Medyan+IQR(Inter Quartile Range)

4.3. Lipid Peroksidasyon Gostergeleri

Alman doku 6rneklerinden yapilan biyokimyasal analiz sonucunda dokularda

lipid peroksidasyonun gostergesi olan malondialdehid, nitrik oksid ve myeloperoksidaz
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degerleri tiim gruplarda tablo VIII’de gosterilmistir. MDA (P<0.001), NO (P=0.001) ve
MPO (P<0.05) degerleri tiim gruplar arasinda istatistiksel anlamli derecede farkli bulundu.
Gruplarin ikili karsilastirilmasinda kontrol ile DOX gruplar1 arasinda MDA ve NO
diizeyleri anlamli farkli bulunurken MPO seviyeleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamhi degildi. DOX ile DOX+karvedilol kiyaslamasinda ise MDA degerleri doxo
grubunda anlamli olarak daha yiiksek saptandi (p<0.001), MPO ve NO seviyeleri
arasindaki farklilik anlamli kabul edilmedi (p>0.05). DOX ile DOX+ivabradin
karsilagtirmasinda sadece MDA degerleri anlamli olarak DOX grubunda yiiksek bulundu
(p<0.001). DOX+karvedilol ile DOX+ivabradin kiyaslamasinda ise her ii¢ peroksidasyon
gostergesinde de anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 12).

Tablo VIII. Gruplarin doku lipid peroksidasyon enzim diizeyleri ve p degerleri

MDA*, uM/gr yas doku | MPO*, U/gr yas doku NO**, uM/gr yas doku
P(A-B)<0,001 P(A-B)=0,081 P(A-B)=0,003
kontrol=A 0,09+0,01 PEA-C;O, 163 87,50£20,15 PEA-C;=O,996 0,15+0,06 PEA-C;=0,060
P(A-D)=0,007 P(A-D)=0,507 P(A-D)=1
DOX=B 0,1240,02 = P(A-B)=0217 | 1694045407  P(A-E)=0,961 0,34+0,11 P(AE)=1
P(A-F)=0,405 P(A-F)=1 P(A-F)=1
DOX+karvedilo P(B-C)<0,001 P(B-C)=0,188 P(B-C)=1
|=C 0,08+0,01 | pgp)<0.001 | 96,19+43,00 | p.D)=0.323 0,23+0,01 P(B-D)=0,924
P(B-E)<0,001 P(B-E)=0,110 P(B-E)=0,699
karvedilol=D | 0,06£0,02 | P(B-F)=0.005 | 1133443225  P(B-F)=0,089 0,23+0,08 P(B-F)=0,015
P(C-D)=0,192 P(C-D)=0,960 P(C-D)=1
DOX+ivabradi P(C-E)=0,795 P(C-E)=1 P(C-E)=1
—F HVaRTadit | 0,070,01 P(C-F)=0,037 | 93,84+3,69 P(C-F)=0,999 P(D- | 0,19£0,02 P(C-F)=0,181
P(D-E)=0,514 E)=0,643 P(D- P(D-E)=1
: C P(D-F)=0,001 F)=0,654 P(E- P(D-F)=1
ivabradin=F 0,10+0,02 P(E_F)=0.080 88,71+£25,76 F)=0.995 0,18+0,02 P(E.F)=]
P Degeri <0,001 0,004 0,001
OneWay ANOVA (Brown-Forsythe) Post Hoc Test: LSD - Games Howell =~ Kruskal Wallis Test Post Hoc Test:
nonparametrik posthoc test (Miller(1966) * : Ortalama+Ss.(Standart Sapma) **Medyan=IQR(Inter Quartile
Range)

38



140

20

,100

JLED

060

040

uM/gr yas doku

el

Kontrol Doxo Doxo+ Karve Karve Doxo+lva

Sekil 12. Deney gruplarinda doku MDA diizeyleri grafigi
4.4. inflamasyon Belirtecleri

Alinan serum orneklerinden yapilan biyokimyasal analiz sonucunda dokularda
inflamatuvar siirecin gostergeleri olan ADMA, MCP, IL-1 ve IL-6 degerleri tim gruplarda
tablo IX ve X’da gosterilmistir. Tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli oranda
farkliliklar tespit edildi. Kontrol ile DOX gruplar1 arasinda sadece IL-1 diizeyi farkliliklar1
anlamli degildi. Diger markerlar DOX grubunda anlamli olarak daha yiiksek izlendi. DOX
ile DOX+karvedilol gruplar1 karsilastirilmasinda IL-6 ve ADMA diizeyleri anlamli olarak
doxo grubunda yiiksek izlendi. DOX ile kiyaslandiginda DOX+ivabradin grubunda
ADMA diizeyi disindaki degerler anlamli fark gostermedi. DOX+karvedilol ile
DOX+ivabradin kiyaslamasinda ise anlamli olarak sadece IL-1 diizeyleri DOX+karvedilol
grubunda anlaml1 daha diistiktii (Sekil 13 ve 14).
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Tablo IX. Gruplarin serum inflamatuvar sitokin diizeyleri ve p degerleri

IL1, pg/ml IL6, pg/ml

P(A-B)=0,094
kontrol=A 34,14+10,48 PEA—C;=O,741 5,52+1,32 P(A-B)<0,001

P(A-D)=0,008 P(A-C)=0,004 P(A-D)=0,004
DOX=B 44,11£5,34  P(A-E)=0028 | 37 884439 | P(A-E)=0,009

P(A-F)=0,309 P(A-F)=0,009

P(B-C)=0,056 P(B-C)=0,008
DOX+karvedilol=C 32,22:|:1 1,01 PEB'D§:0,3 19 23,29i5,98 PEB_D;:()’()CQ

P(B-E)=0,284 P(B-E)=0,065
karvedilol=D 49,95+13,69 | P(B-F)=0,508 | 21 09+6,42 | P(B-H)=0.001

P(C-D)=0,005 P(C-D)=0,985 P(C-E)=0,190

-E)~ P(C-F)=0,827

DOX-+ivabradin=E 53332236 | peonsr | 3047119 | bbE-0.060

P(D-E)=0,687 P(D-F)=0,993
ivabradin=F 40,11£9,56  P(D-F)=0,098 | 19334547 | P(E-F)=0.024

P(E-F)=0,129
P Degeri 0,020 <0,001
OneWay ANOVA  Post Hoc Test: LSD - Games Howell

bUO,000

50,000

40,000

30,000

20,000

pg/ml

10,000

000

44,111
w37 82

- 32222

5,920

23,289

Kontrol Doxo Doxo+Karye

*IL1 *IL6

Karve

21,09

30,471

Doxo+lva

Sekil 13. Deney gruplarinda doku inflamatuvar sitokin diizeyleri grafigi
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Tablo X. Gruplarin serum inflamatuvar kemokin diizeyleri, patolojik dejenerasyon skoru
ve p degerleri

ADMA*, umol/L MCP*, pg/ml Patoloji skoru
P(A-B)=0,005 P(A-B)=0,005 P(A-B)<0,001
kontrol=A 0,26+0,07 P(A-C)=0,403 | 37,24+5,27 P(A-C)=0,004 | 01 P(A-C)=0,274
P(A-D)-1 P(A-D)=0,002 P(A-D)-1
DOX=B 2,48+0,75 PA-E)=0.740 | 68,35+11,56  P(A-E)0.002 |2 541 P(A-E)=0,047 P(A-
P(A-F)=1 P(A-F)=0,021 F)-1
DOX+karvedil P(B-C)=0,006 P(B-C)=0,074 P(B-C)=1
1=C aveario 1 0,51+0,29 P(B-D)=0,005 | 50,44+4,37 P(B-D)=0,184 | 11 P(B-D)=0,003 P(B-
P(B-E)=0,005 P(B-E)=0,127 E)-1
qope P(B-F)=0,005 P(B-F)=0,035 P(B-F)=0,017 P(C-
karvedilol=D 0,26+0,09 P(C-D)-0.423 54,07+6,39 P(CDY 0,825 10 i1
- ' P(C-E)=0,285 P(C-E)=0,754 P(C-E)=0,196 P(C-
_le:) Xtivabradin 0,22+0,02 P(C-F)=0,501 | 52,88+0,41 P(C-F)=0,508 | 2,5+1 F)=1
= P(D-E)=0,853 P(D-E)=0,995 P(D-E)=0,042 P(D-
- o P(D-F)=1 P(D-F)=0,153 F)=1
ivabradin=F 0,28+0,13 P(E-F)~0,890 46,64+2,71 P(EF)-0,014 11 P(EF)=0,022
P Degeri <0,001 <0,001 <0,001

OneWay ANOVA (Brown-Forsythe) Post Hoc Test: LSD - Games Howell  Kruskal Wallis Test Post Hoc Test: nonparametrik
posthoc test (Miller(1966) *: Ortalama+Ss.(Standart Sapma)  **Medyan+IQR (Inter Quartile Range)

1,000

2,500

2,000

1,500

1,000

500

,ono

Kontrol Doxo Doxo+ Karve Karve Dot lva
Sekil 14. Deney gruplarinda doku ADMA diizeyleri grafigi

4.5. Histopatolojik Skorlama

Gruplarda kalp dokusunun histolojik parametrelere gore yari nitel olarak
degerlendirilmesi ve p degerleri sonucunda tespit edilen bulgular tablo X ve sekil 15°de
gosterildi. Miyokardiyal dejenerasyon skoru tiim gruplarda anlamli olarak farkli bulundu
(p<0.001). Kontrol ile DOX grubu arasinda anlamli istatistiksel farklilik bulunurken
(p<0.001), DOX ile DOX+karvedilol, DOX ile DOX+ivabradin ve DOX+karvedilol ile

DOX+ivabradin gruplari arasinda anlamli fark izlenmedi (p>0.05).
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Sekil 15. Deney gruplarinda patolojik dejenerasyon skoru grafigi

Resim 1: Kontrol grubuna ait miyokard tabakasi (Normal histolojik bulgular) (HEx200)

)



Resim 2: DOX grubuna ait miyokard tabakasi. Miyokardial hiicrelerde yaygin
dejenerasyon, niikleus kayb1 (ok) (HEx200)

Resim 3: DOX+karvedilol grubuna ait miyokard tabakasi. Miyokardiyal hiicrelerde hafif
dejenerasyon bulgulari. Fokal niikleer kayip (ok) (HEx200)

Resim 4: Karvedilol grubuna ait miyokard tabakasi. Miyokardial hiicrelerde olagan
goriniim. (HEx200)
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Resim 5: DOX+ivabradin grubuna ait miyokard tabakasi. Miyokardiyal hiicrelerde hafif
dejenerasyon bulgulari. Fokal niikleer kayip (ok) (HEx200)

Resim 6: Ivabradin grubuna ait miyokard tabakasi. Miyokardiyal hiicrelerde olagan
goriniim. (HEx200)
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5- TARTISMA

Bu calismada DOX ile olusturulan kardiyotoksisiteyi engellemede etkili
olabilecegini diisiindiiglimiiz karvedilol ve ivabradinden, karvedilol ile miyokard
hiicrelerinde nekrozun belirteci olan Tnl artisinin kanda, lipid peroksidasyon gostergesi
olan MDA’nin kalp dokusunda ve inflamasyon markeri ADMA’nin kandaki
diizeylerindeki yiikselmelerin engellenebilecegini gosterdik. Ivabradin ile de doku MDA
ve kan ADMA diizeylerinin yiikselisinin engellenebilecegini ortaya koyduk.

DOX hiicre dongiisiine nonspesifik etki eden anti-tiimor bir ilagtir (184).
Bir¢ok kullanim alani olmasina ragmen kardiyotoksik yan etkisi bu kullanimi kisitlayan
onemli ve en temel nedendir. Toksik yan etkilerinden serbest oksijen radikalleri
sorumludur (185,186). DOX’a bagli olarak meydana gelen kardiyotoksisitenin patogenezi
tam aciklanamamakla birlikte, olusan SOR’lar e§er temizlenemezse hiicrede hasara yol
actig1 bilinmektedir (187,188). Kardiyotoksisite gelismesinde serbest radikallerin agiga
¢tkmasmin ve antioksidan enzim aktivitelerindeki degismenin temel rol oynadigi ortaya
konulmustur (189). Deneysel ¢alismalarda DOX’un kardiyotoksisitesini dnlemek {izere
bir¢cok ajan denenmis ancak hig¢ birisi klinik kullanima girememistir. DOX un 550 mg/m2
kiimiilatif dozunda insanda akut kardiyotoksisite gelistigi bilinmektedir (190).

Calisma baslangic1 ve sonundaki CK-MB degerleri tiim orneklerde normal
degerlerde saptandi. Bu, CK-MB’nin akut kardiyak hasarda kanda hizla yiikselip kisa
siirede normale donmesiyle agiklanabilir. Yani baslangicta tamamen saglikli olan ratlarda
normal saptanan CK-MB degeri kardiyotoksik oldugu bilinen DOX verildikten 6 giin
sonraya kadar da normale donmiis olabilir. Calisma baslangicinda ayni sekilde Tnl
degerleri gruplar arasinda farklilik gostermezken ¢alisma sonunda bakilan Tnl degerleri ve
baslangi¢c ve bitis troponin degisimi anlamli olarak farkli saptandi. Troponin degisimi
calismamizin amaci acgisindan oOnemli gorilen kontrol ile DOX ve DOX ile
DOX+karvedilol gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptandi ki bu bulgular DOX ile
hedefledigimiz kardiyotoksisitenin saglandigi ve DOX’a eklenen karvedilol ile bu
toksisitenin azaltildig1 seklinde yorumlanabilir. Yine calisma sonu Tnl degerlerinin ve
troponin degisiminin kontrol grubu ile DOX+karvedilol grubu arasinda anlamli farkli
bulunmamast da bu yorumu desteklemektedir. Ancak DOX grubu ile DOX+ivabradin

grubu arasinda g¢alisma sonu Tnl degerleri ve troponin degisimi agisindan istatistiksel
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anlamli fark bulunmadi. Bu da ivabradin ile gérmeyi umdugumuz kardiyoprotektif etkinin
serum kardiyak hasar belirtegleri baz alindiginda ortaya ¢ikmadigini gosterir.

Literatlirdeki Ornekleri ve yapilan calismalar plazma antioksidan enzim
aktivitelerinin doku enzim aktiviteleri ile paralellik gostermedigi, bu bulgunun antioksidan
kapasitenin organlara gore farklilik gdstermesine bagl olabilecegi ortaya konmus ve bu tiir
calismalarda doku enzim aktivitesinin ¢alisilmasinin daha giivenli olacagi savunulmustur
(191). Aym yaklagimla literatiirdeki bazi calismalar doku antioksidan ve lipid
peroksidasyon kapasitesine bakmiglardir (191-195). Bundan hareketle ¢alismamizda
plazma diizeyleri yerine, kalp dokusunda antioksidan enzimler GSH, GSH-Px, SOD ve
CAT ile lipid peroksidasyon gdostergesi enzimler MDA, NO ve MPO diizeylerini
belirlemeyi tercih ettik.

Disli ve ark. ratlarda 20 mg/kg DOX ile olusturulan kardiyotoksisiteye karsi
molsidomine’nin protektif etkisini arastirdiklar1 ¢calismalarinda DOX alan grupta azalmis
SOD ve GSH degerleri bulmuslar, CAT diizeyleri agisindan farkhilik saptamamislardir
(196). Yu ve ark. ratlara 2.5 mg/kg dozunda DOXlIle kardiyotoksisite olusturduklari
calismalarinda DOX grubunda antioksidan SOD, CAT ve GSH Px enzim diizeylerinin
azaldigini, lipid peroksidasyonu gostergesi MDA’ nin ise arttigimni tespit etmislerdir (197).
Narin ve ark. geng tavsanlarda yaptiklar1 calismada kiimiilatif total doz 15 mg/kg olacak
sekilde intraperitoneal DOX vermisler, DOXe bagli kardiyotoksisitenin patogenezinde
miyokardiyal antioksidan enzimlerde azalma, serbest radikallerde ve lipid peroksidasyon
iirlinlerinde artmanin rol oynayabilecegini tespit etmislerdir (198). Zhou ve ark. DOX
verilen ratlarda doku MDA diizeylerinin artip, SOD diizeylerinin diistiiglinli, protektif
etkisini arastirmak icin verdikleri nilotinib ile bu etkilerin dnlenebildigini gostermisler ve
DOXe bagh kardiyotoksisitenin patogenezinde miyokardiyal lipid peroksidasyonunda artis
ve antioksidan sistemlerdeki azalmanin rol oynayabilecegini gostermislerdir (199).
Wawaimuli ve ark. daunorubisin ile olusturulan toksisiteye kars1 karvediloliin etkinligini
kardiyak ve renal hiicrelerde arastirdiklar1 caligmalarinda kalp ve bobrek dokularinda
toksisiteye bagli artan MDA ve azalan GSH Px degerlerinin tedaviye karvedilol
eklenmesiyle azaldigmi gostermisler ve karvediloliin antioksidan etkisinin oldugunu
belirtmislerdir (18). Chularojmontri ve ark. rat kardiyak hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1
biyokimyasal c¢alismada DOXin verdigi hasarda hiicrelerin antioksidan kapasitesini ve

bunun vit-E ve vit-C ile degisimini arastirmiglar, DOX verilen grupta SOD, CAT, GSH
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aktivitelerini kontrol grubuna gore diisiik, vit-C ve vit-E gruplarinda yiiksek olarak
bulmuglardir (200). Bolaman ve ark. tek seferde 10 mg/kg DOX verilerek akut
kardiyotoksisite meydana getirilen erkek Wistar cinsi ratlarda amifostinin koruyucu
etkilerini arastirmiglar, DOX uygulamasi sonrasi kalp dokusunda MDA diizeyinin arttigini,
diger antioksidan enzim diizeylerinin ise anlamli olarak distiigiinii tespit ederek
amifostinin DOX kardiyoksisitesini azaltabilecegi sonucuna varmiglardir (187).

Bizim c¢alismamizda DOX uygulamasi sonrasi rat miyokard dokusu
antioksidan enzim diizeyleri agisindan kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark
saptanmadi. Lipid peroksidasyon gdstergesi enzimlerin dokudaki seviyelerine bakildiginda
ise MPO agisindan kontrol ile DOX gruplart anlamli farklilik géstermezken NO ve MDA
diizeyleri DOX verilen grupta ¢ok daha yiiksek seviyelerde saptandi. Protektif amacgh
karvedilol verilmesiyle MDA diizeyleri anlamli oranda azalirken, NO seviyelerinde bu
diisiis izlenmedi. Koruyucu olarak ivabradin verilen grupta da ayn1 sekilde MDA seviyeleri
azalmig bulundu. Karvedilol alan grupla ivabradin alan grup kiyaslandiginda ise
istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik yoktu. Caligmamizin bulgular1 literatiir bilgisi
1s1¢inda degerlendirildiginde doku antioksidan diizeylerindeki gruplar arasindaki benzer
sonuglar bircok calismayla tezat olusturmakla birlikte DOXe bagh kardiyotoksisitenin
patofizyolojisinde kalp dokusundaki MDA diizeylerinin sorumlu tutuldugunu gdsteren pek
cok calismaya paralel bir sekilde DOX ile artmis MDA diizeyleri tespit edildi (194-196).
Karvedilol ve ivabradinin her ikisi de kalp dokusu MDA diizeylerinde azalma saglamis
olup bu konuda birbirlerine {istiinliikkleri yoktu. Antioksidan 6zelligi daha once bir¢ok
calismada gosterilen karvediloliin bu etkisini lipid peroksidasyonunu engelleyerek
yaptigini1 gostermis olduk. Ayrica daha once antioksidan mekanizmalar {lizerinde etkili
oldugu konusunda herhangi bir bulgu olmayan ivabradinle de lipid peroksidasyonunun
azaltilmast bu konuda yapilacak daha ileri c¢aligmalar i¢in arastirmacilar
yiireklendirmelidir.

Kalp yetmezligi ciddiyeti ile yiikselmis sitokin salinimi arasindaki iligki bir¢ok
calismada gosterilmistir (161-164). Calismalar arasinda celigkili sonuglar olmakla beraber,
cogunda kalp yetmezligi baslangicinda yiiksek IL-6 seviyeleri saptanmistir (165). DOX
kardiyotoksisitesinde su ana kadar pek ¢ok mekanizma ortaya atilmis ve en ¢ok ragbet
goren yaklasim antioksidan sistemlerin etkisiz hale getirilmesi ve lipid peroksidasyonunun

indiiklenmesi olmakla birlikte inflamatuvar yolaklarin aktivasyonunun da bu siirecte
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sorumlu olabilecegini gosteren calismalar mevcuttur (201-204). Zhu ve ark. ratlarda DOX
ile beraber wverilen IL-1 reseptor antagonisti ile kardiyotoksisitenin azaldigini
gostermislerdir (205). Calismamizda sakrifikasyon sonrasi alinan kalp dokusunda calisilan
inflamasyon gostergelerinden IL-1 diizeyi kontrol ile DOX gruplar1 arasinda farklilik
gostermezken, IL-6 seviyeleri DOX grupta anlamli olarak daha yiiksek saptandi. DOX’a
kiyasla DOX+karvedilol grubunda ise anlamli olarak azalmis IL-6 seviyeleri goriiliirken,
DOX ile DOX+ivabradin gruplar1 kiyaslandiginda anlamli bir farklilik goériilmedi. Bir
inflamasyon belirteci olan IL-6 seviyelerinde DOX ile olan artis DOX’un tetikledigi
inflamatuvar siirecin bir gostergesi olarak kabul edersek karvedilol ile bu etkinin geriye
dondiigiinii ancak ivabradinin bu konuda etkisiz kaldigin1 sdyleyebiliriz.

Inflamasyon ve hiicrenin buna cevab igin sart olan 16kositlerin dokuya gd¢ii
kalp yetmezligi patogenezinde de rol oynuyor olabilir (168,169). Kemokinler veya diger
adlartyla kemotaktik sitokinler inflame dokuya l6kosit invazyonun diizenleyen
molekiillerdir (170). Kalp yetmezligi patogenezindeki monosit ve proinflamatuvar
sitokinlerin roliine dair bilgilerimiz 15181nda kemokinlerin monosit ve makrofajlar {izerine
etkileriyle hastalik progresyonunda 6nemli rol oynadigi hipotezi ortaya konabilir. MCP-
I’in ateroskleroz ve kalp yetmezligi patogenezindeki roliinii ortaya koyan calismalar
mevcuttur (168,173,174). Ingebjorg ve ark. 80 kalp yetmezligi hastasinin serum ADMA
degerlerini olctiiklerinde NYHA class 111 semptomatik grupta class II semptomatik gruba
gore daha yiiksek degerler saptamislar ve kalp yetmezligi ciddiyeti tayininde serum
ADMA degerinin prognostik olabilecegini belirtmislerdir (206). Masayuki ve ark. yaptigi
calismada kalp yetmezligi tablosu akut olarak kotiilesen hastalarda stabil seyirli hastalara
gore yiksek bulunan serum ADMA degerlerinin akut koétiilesmenin de biyokimyasal
indikatorii olabilecegi seklinde yorumlamislardir (207). Alfieri ve ark. kalp yetmezligi
hastalarinda uzun donem karvedilol tedavisi ile sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ve
serum inflamatuvar markerlar1 arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 c¢alismada, tedaviye
karvedilol eklenmesiyle ADMA diizeyindeki azalmalarin ejeksiyon fraksiyonu iyilesen
hastalarda ortaya ¢iktigini1 dahasi bazal serum ADMA diizeyi ile tedavi sonrasi ejeksiyon
fraksiyonundaki degisiklik arasinda ters oranti oldugunu tespit ederek serum ADMA
diizeyinin prognostik Onemini vurgulamislardir (208). ADMA diizeylerinin DOX
kardiyomiyopatisindeki rolii ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma yoktur. Najah ve ark.

intraperitoneal yolla 20 mg/kg tek doz DOX vererek yaptiklar1 deneyde DOX ile MCP-1

48



diizeyi artis1 oldugunu gostermisler ve vitamin E verilmesi ile bu artisin Oniine
gecebilmislerdir  (209). Richard ve ark. ratlarda perindoprilin  DOX iliskili
kardiyomiyopatiyi Onlemede etkisini test ettikleri ¢alismada DOX grubu ratlarda artmis
miyokard MCP-1 ekspresyonu oldugunu ortaya koymuslardir (210).

Bizim c¢alismamizda rat serum Orneklerinde bakilan ADMA ve MCP-1
seviyeleri DOX grubunda kontrol grubuna kiyasla yiliksek bulundu. Bu da DOX ile ortaya
cikan kardiyotoksisitede inflamatuvar kemokinlerin roli oldugunu dogrulamis oldu.
DOX’a eklenen karvedilol ve ivabradin ile ADMA seviyeleri diisiis gosterirken MCP-1
seviyelerinde anlamli diisme izlenmedi. Karvedilol ile ivabradin arasinda da etkinlik
acisindan bir fark bulunmadi. Kalp yetmezligi akut dekompenzasyonu ve uzun dénem
prognozunda O6nemli bir belirteg oldugu artan calisma sayilari ile gosterilen ADMA
seviyesinin karvedilol ve ivabradin ile azalmasi test ettigimiz ajanlarin anti inflamatuvar
yolaktaki kemokinler lizerindeki baskilayici etkileri ile kardiyotoksisiteyi onleyebilecegini
diistindiirdi. ADMA diizeylerinde her iki ajanla goriilen azalmanin MCP-1 diizeylerine
yansimamasi hakkinda yorum yapmak giic olup bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyac
oldugu agiktir.

DOX’un hasarladig1 kalp kasmin 151k mikroskopu ile tespit edilebilen
morfolojik bulgular1 miyokardiyal fibrillerde hipertrofi, 6dem, vakuolizasyon, interstisyel
0dem, hemoraji, dagilma ve nekrozdur (211). Pek ¢ok calismada DOX kullanimi ile
miyofibrillerde harabiyet ve kayip oldugu gosterilmistir. DOX’un antitiimor aktivitesinin
protein ve niikleik asit sentezini inhibe etmesine bagli olarak olustugu bilinmektedir. DOX
ile tedavi sonrasi olusan etkileri 15tk mikroskobunda inceleyen calismalarda da
kardiyomiyositlerde atrofi, dejenerasyon, sitoplazmik vakuolizasyon ile miyofibrillerde
diizensizlik bildirilmistir (212-214). Bizim calismamizda kardiyomiyositlerde DOX’un
olusturdugu hasar1 mikroskopik olarak tespit etmede Billingham dejenerasyon skoru
kullanild1 (183). Buna gore O puan dejenerasyon yoklugunu, 1 puan dejenere sahalarin
%35’ten az oldugunu, 1.5 puan dejenere sahalar %5-15 arasinda oldugunu, 2 puan dejenere
sahalarm %16-25 arasinda oldugunu, 2.5 puan dejenere sahalarin %?26-35 arasinda
oldugunu ve 3 puan dejenere sahalarin %35°ten fazla oldugunu gostermektedir. Balli’nin
calismasinda Wistar-albino cinsi ratlara 15 mg/kg kiimiilatif dozda DOX verilerek
miyokard dokusunda hem 151k hem de elektron mikroskopik inceleme yapilmis, 151k

mikroskopisinde kalp kasi hiicrelerinde yer yer dejeneratif degisikliklerin oldugu,
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miyofibrillerin diizenli diziliminin bozuldugu ve yer yer miyofibrillerin parcalandigini
tespit edilmistir (215).

Lai ve ark. tavsanlarda DOX kardiyotoksisitesini belirlemede heart fatty acid-
binding protein (H-FABP) degerinin erken bir belirte¢ olup olmadigini arastirdiklar1
calismada tavsanlara verilen DOX dozu arttik¢a Billingham dejenrasyon skorunun arttigmi
saptamislardir (216). Kadikdylii ve ark bir antrasiklin tiirevi olan mitoksantron
kardiyotoksisitesine karst amifostinin etkinligini degerlendirdikleri c¢alismalarinda
mitoksantron ile yiiksek dejenerasyon skorlar1 saptanmis ve amifostinin tedaviye
eklenmesi sadece yliksek doz mitoksantron alan grupta dejenerasyonu azaltmistir (217).

Bizim calismamizda DOX uygulamasi sonrasi kalp kas1 histomorfolojisinden
elde ettigimiz 151k mikroskopisi bulgular1 Billingham dejenerasyon skoru kullanilarak
yorumlandiginda literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlu bir sekilde DOX alan grupta kontrol
grubuna gore anlamli dejeneratif farkliliklar saptandi. DOX ile beraber karvedilol ve
ivabradin verilen gruplarda ise dejenerasyon skoru DOX grubuna gore anlamli farklilik
gostermedi. Bu bulgular karvedilol ve ivabradinin histopatolojik olarak dejenerasyonu
engellemedigi sonucuna yol agti.

Bu caligmada hasarlanan kalp dokusundaki hasar mekanizmalarini ¢ok yonlii
olarak tespit edip protektif olarak diisiindiigiimiiz karvedilol ve ivabradinle de bu
mekanizmalarin  hangi oranda geriye doOndiiriilebilecegini  kiyaslamali  olarak
degerlendirmeyi planladik. Ancak elde ettigimiz biyokimyasal ve histopatolojik sonuglar
global olarak degerlendirildiginde DOX ile kardiyak nekroz olusumu sonucu yiikselmis
kardiyak enzim seviyeleri saptadik ve bu nekrozun sadece karvedilol ile azaldigini tespit
ettik. Bu anlamda ivabradinin anlamli bir etkinligini bulamadik. Doku antioksidan
diizeyleri agisindan c¢alismamiz herhangi anlamli bir sonu¢ vermezken, lipid
peroksidasyonun gii¢lii géstergesi olan doku MDA diizeyi DOX grubunda artmis bulundu.
Bu artis hem karvedilol hem de ivabradin ile anlamli olarak onlenirken iki ajanin birbiriyle
kiyaslamasinda birbirlerine iistiinliikleri yoktu. Inflamatuar sitokin ve kemokinlerden DOX
ile doku diizeyleri artan IL-6, ADMA ve MCP-1 degerlerinden IL-6 ve ADMA artis1
karvedilolle azaltilmis olup, ivabradin ile de sadece doku ADMA seviyeleri azalmis
bulundu. DOX kardiyotoksisitesinde inflamasyon mekanizmasmin miyokard hiicrelerinde
de aktif bir sekilde meydana geldigini ve tedaviye karvedilol eklenmesi ile bunun da

azaltilabilecegini goOstermesi acisindan Onemli bir bulgu oldugunu diisiiniiyoruz.
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Ivabradinin bu konudaki etkinligi karvedilol kadar fazla bulunmadi. Son olarak deney
sonunda sakrifiye edilen ratlarin miyokard kesitlerinin 151k mikroskopisi altinda
Billingham dejenerasyon skoru kullanilarak degerlendirildigi ¢aligmanin histopatolojik
ayaginda ise DOX ile ortaya ¢ikan dejenerasyonu ortaya koymamiza ragmen karvedilol
veya ivabradin ile herhangi bir protektif etki saptayamadik. Bu bulgularla DOX ile olusan
kardiyotoksisitenin patofizyolojisinde miyokardiyal nekroz, niikleer dejenerasyon, lipid
peroksidasyonu ve inflamasyonun roliinii ortaya koymus olduk. Yine bu yolaklarin
bircoguna etkili olan karvediloliin kemoterapdtik ajana eklenmesiyle bu etkilerin
azaltilabilecegini gosterdik. Bu alanda ilk kez denenen ajan olan ivabradin ile ise
bekledigimiz etkiyi bir¢ok alanda goremedik. Calisma boyunca DOX ratlara tek doz olarak
kuyruk veni yoluyla verildi ve ratlarin istisnasiz hepsinde c¢alisma siiresince kilo kaybi,
istahsizlik, kanli ishal gibi sistemik yan etkiler izlendi. Dahas1 DOX+ivabradin alan grupta
7 rat ile baglayan calismamiz 6nlenemeyen rat kayiplar1 nedeniyle calisma sonunda 2’ye
diistii ve bu da istatistiksel olarak bu grubu degerlendirmede ¢esitli zorluklara yol agti.
Ayni sekilde DOX alan grupta goriilen istahsizlik ve ishal gibi bulgular barsaklarda
olugsmas1 muhtemel villus kayb1 gibi sebeplere yol acabilmis olacagindan protektif amagla
orogastrik yolla wverilen ajanlarin ne kadarinmn barsaklardan emilebildigi de
bilinmemektedir. Calismamiz esnasinda yasadigimiz bu tip zorluklar da c¢alisma
sonuglarint mutlaka etkilemis oldugunu diisiinmekteyiz. Yine de bu calisma sonuglari
is18inda DOX ' kardiyotoksisitesini dnlemede karvediloliin pek cok etki mekanizmasi
yoluyla etkili olabilecegi fikrindeyiz ve bu konuda yapilacak benzer ¢alismalara da drnek

olabilecegini diisiiniiyoruz.
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6- SONUC VE ONERILER

Halen bir¢ok solid tiimor tedavisinde etkin bir sekilde kullanilan DOX’un yol
actig1 kardiyak hasara karsi etkinligi kanitlanmig bir ajan olmayip bu konuda c¢aligmalar
devam etmektedir. Birden ¢ok hasar mekanizmasinin ortak sonucu olarak ortaya ¢ikan
kardiyotoksisiteye karsi denenen ajanlarin faydalar1 gosterilmis olup klinik kullanimda
onay almis bir ilag yoktur. Calismamizin sonuglar1 gosterdigi lizere karvedilol, DOX ile
meydana gelen kardiyak toksisitenin hem peroksidasyon yolagini inhibe etmede hem de
inflamatuvar zararlarin1 &nleyebilmektedir. Onceki hayvan deneylerinde de ozellikle
antioksidan etkisi sayesinde bu endikasyonda protektif sonuglarla karsilasilan karvediloliin
anti inflamatuvar o6zelligini de gosterdigimizi diisiinmekteyiz ve DOX ihtiyac1 olan
malignite hastalarinda tedaviye eklenmesinin kardiyotoksisite gelisimini engelleyebilecegi
kanaatindeyiz. Karvediloliin bu ¢ok yonlii etkisinin aksine ivabradin ise yaptigimiz
calismada anti inflamatuvar olarak etkili bulunsa da antioksidan parametrelerde bir
degisiklik yaratamamis olup bu ilagla ilgili daha fazla calismaya ihtiyag oldugunu

diisiiniiyoruz.
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OZET

Giris ve amac¢: DOX, antrasiklin tlirevi bir antibiyotik ve grubunun ilk bulunan
anti kanser liyesidir. Genis spektrumlu antineoplastik etkisi sayesinde solid tiimorler ve
hematolojik malignitelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. DOX ve diger antrasiklinlerin
kanser tedavisinde kullanimini sinirlayan en 6nemli ve olumsuz 6zellikleri, kardiyotoksik
yan etkileridir. Kardiyotoksisiteyi onlemek icin bircok ajan denenmis, ancak etkin ve
giivenilir bir ajan bulunamamustir.

Bu calismada DOX’un kalp dokusunda olusturdugu toksisiteye karsi antioksidan
bir ajan olan karvedilol ile kalp yetmezligi tedavisinde yeni bir ajan olan ivabradinin
koruyucu etkileri arastirild1.

Yontem ve gerecler: Calismaya 6 gruba ayrilmig 42 fare ile baglandi. Her grupta 7
fare olmak tizere gruplar kontrol, DOX, DOX + karvedilol, karvedilol, DOX + ivabradin,
ivabradin seklindeydi. Kontrol grubuna c¢alisma boyunca her giin gavajla serum fizyolojik
verildi. DOX grubuna her giin gavajla serum fizyolojik ve 6.giin kuyruk veni yoluyla 18
mg/kg dozda tek seferde DOX verildi. DOX + karvedilol grubuna her giin gavajla 12.5
mg/kg dozda karvedilol ve 6.giin kuyruk veni yoluyla 18 mg/kg dozda tek seferde DOX
verildi. Karvedilol grubuna her giin gavajla 12.5 mg/kg dozda karvedilol verildi. DOX +
ivabradin grubuna her giin gavajla 10 mg/kg dozda ivabradin ve 6.giin kuyruk veni yoluyla
18 mg/kg dozda tek seferde DOX verildi. Ivabradin grubuna her giin gavajla 10 mg/kg
dozda ivabradin verildi. Caliyma basinda kardiyak enzim tayini i¢in kan ornekleri alindi.
12 giinliik deney sonucunda kan 6rnekleri ve kalp dokular1 biyokimyasal ve histopatolojik
degerlendirmeler i¢in kullanild.

Bulgular: Kontrol grubuyla kiyaslandigimda DOX grubunda troponin degisimi,
malondialdehid, nitrik oksid, interlokin-6, monosit kemoatraktan protein-1 ve asimetrik
dimetilarjinin degerleri yliksek saptandi (p<0.05). DOX + karvedilol grubunda troponin
degisimi, malondialdehid ve asimetrik dimetilarjinin degerleri DOX grubundan daha diisiik
bulundu (p<0.05). Malondialdehid ve asimetrik dimetilarjinin degerleri DOX + ivabradin
grubunda da DOX grubuna gore daha diistiktii (p<0.05).DOX grubunda kontrol grubundan
farkli olarak kalp dokusunda mikroskopik dejeneratif degisiklikler izlenirken karvedilol

veya ivabradin ile dejenerasyonu engellemede anlamli bir farklilik izlenmedi (p>0.05).
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Sonu¢: DOX ile verilen karvediloliin DOX kardiyomiyopatisi olusumunu farklh
yolaklar iizerinden engelleyebilecegi sdylenebilir. Ivabradin ile bu etki olusacagi
konusunda umutlu olmak i¢in erken oldugunu diisiiniiyoruz. Calismamiz az
sayilabilecek rat sayisiyla yapildi ve deney siiresince DOX alan gruplarda rat kayiplari
yasand1. Ozellikle ivabradinin bu endikasyondaki etkinligini 6lgmek igin daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Doksorubisin, Doksorubisin kardiyomiyopatisi, Karvedilol,

Ivabradin, MDA, ADMA
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SUMMARY

Objective: The first generation anthracycline doxorubicin has been in clinical use
for the treatment of solid tumors and haematological malignancies since 50 years.
Cardiotoxicity 1s the most important dose-limiting toxicity of doxorubicin. Although many
agents are employed to prevent cardiotoxicity, an efficient and a safe agent has not been
found. In this study, we aimed to investigate the protective effect of carvedilol and
ivabradine for doxorubicin-induced cardiotoxicity on the heart tissue.

Methods: The study design involved 42 Wistar rats weighing which were divided
into 6 groups as control (n:7), doxorubicin (n:7), doxorubicin + carvedilol (n:7), carvedilol
only (n:7), doxorubicin + ivabradine (n:7) and ivabradine only. The control group was
administered normal saline by gavage every day. The doxorubicin group was administered
physiological saline by gavage every day and doxorubicin (18 mg/kg) single dose at the
day 6 by tail vein. The doxorubicin and carvedilol group was administered carvedilol (12.5
mg/kg) by gavage every day and doxorubicin (18 mg/kg) single dose at the day 6 by tail
vein. The carvedilol group was administered carvedilol (12.5 mg/kg) by gavage every day.
The doxorubicin and ivabradine group was administered ivabradine (10 mg/kg) by gavage
every day and doxorubicin (18 mg/kg) single dose at the day 6 by tail vein. The ivabradine
group was administered ivabradine (10 mg/kg) by gavage every day. Blood samples for
cardiac enzymes were taken at the beginning of the study. Wistar rats were followed
twelve days and then blood samples were taken and heart was exiced for biochemical and
histopathologic analyse.

Results: Compared to control group troponin, malonyl dialdehyde (MDA), nitric
oxide (NO), iterleukin-6 (IL-6), Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and
asymmetric dimethylarginine (ADMA) levels were significantly elevated in doxorubicin
group (p<0.05). In doxorubicin + carvedilol group troponin, MDA and ADMA levels were
significantly lower than doxorubicin group (p<0.05). In doxorubicin+ivabradine grouop
MDA and ADMA lewels were significantly lower than doxorubicin group. In doxorubicin
group degenerative changes were observed in the heart tissue of rats. Addition of
carvedilol or ivabradine in doxorubicin treatment did not prevent the degenerative changes.
Conclusion: Addition of carvedilol in doxorubicin treatment can prevent the cardiotoxicity

by different pathways. Further prospective, randomized, controlled trials are necessary to

55



make healthier interpretations on the effect of carvedilol and ivabradin in doxorubicin
induced cardiotoxicity treatment.
Key words: carvedilol; doxorubicin; doxorubicin cardiotoxicity; ivabradine; MDA;

ADMA
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