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OZET

Amag: Siganlarda doksorubisinin yol agtifn  kardiyotoksisitenin onlenmesinde
nebivolol ile atorvastatinin etkisini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontemler: Toplam 35 adet Wistar Albino rat tiirth kullanilarak 5 grup
olusturuldu ve ratlar kontrol grubu (grup 1), doksorubisin grubu (grup 2),
doksorubisin + atorvastatin grubu (grup 3), doksorubisin + nebivolol grubu (grup 4) -
ve doksorubisin + atorvastatin + nebivolol grubu (grup 5) ayrildi. Doksorubisin (18
mg/kg) dozunda kullamlarak ratlarda kardiyotoksisite gelistirildi. Ratlara
kardiyotoksisite inditksiyonundan 5 giin oncesinden baglanarak 5 giin sonrasina
kadar giinliik oral gavaj yontemi ile atorvastatin (100 mg/kg) ve nebivolol (6 mg/kg)
uyguland1. Calisma sonunda serumda malondialdehit, superoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve troponin I diizeylerine bakilarak kalbin patolojik incelemesi yapildt.
Caligma oncesi ve caligma sonu ratlann EKG’ leri cekildi. Gruplar arasi
karsilastirmada Mann-Whitney U” ve “Kruskal-Wallis” tek yonlii varyans analiz testi
ve Fisher’in kesin kikare testi kullanld.

Bulgular: Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda, gruplarda 5. glin troponin degerleri
anlamll olarak yitksekti (0 ile 342.1+32.2, 440.2+25.9, 423.9+99.8, 291.7+68.7,
P<0.05). Atorvastatin ve nebivolol, MDA diizeyini doksorubisine kiyasla dsiirdi.
(0.71£0.09, 0.80£0.13 ile 1.06+£0.21, P <0.05). Doksorubisin alan gruplarda
dejenerasyon artti. Atorvastatin grubuna gbre nebivolol alan grupta daha digik
dejenerasyon skoru saptand: (P<0.05). Doksorubisin alan grupta EKG’de QRS siiresi
arttt (-0.57+0.53 ile 2.57%0.78, P<0.05). Nebivolol grubunda, doksorubisin grubuna
gbre QRS siiresi daha az uzadi. (0.14%1.34 ile 2.57+0.78, P<0.05). Atorvastatin
grubundaki QTc uzamasi difer gruplara gére anlamli olarak daha fazlayd:
(42.22+18.85 ile sirasiyla 1.97+3.92, 6.23:+28.09, 10.47 £11.69, 4.174:5.42, P<0.05).

Sonue: Doksorubisinin inditkledigi kardiyotoksisitenin 6nlenmesinde nebivolol,
atorvastatine gOre daha etkili olabilir,

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, kardiyotoksisite, nebivolol, atorvastatin

Destekleyen kurumlar: GOU-BAP 2011/96



ABSTRACT

Purpose: This study focused on the possible protective effect of nebivolol and
atorvastatin in doxorubicin induced cardiotoxicity in rats

Materials and methods: Cardiotoxicity was induced with doxorubicin (18 mg/kg)
on 35 Wistar Albino rats and these were divided into 5 groups; control group (group
1), doxorubicin group (group 2), doxorubisin + atorvastatin (group 3) , doksorubisin
+ nebivolol (group 4) and doxorubisin + atorvastatin + nebivolol (group 5). Rats
were given doxorubicin (18 mg/kg administered intraperitoneally) and treated 5
days before to 5 days after cardiotoxicity induction with atorvastatin (100 mg/kg
administered oral) and nebivolol (6mng/kg, administered oral). Serum
malondialdehyde, serum superoxide dismutaz, serum glutation peroxidase and
serum troponin I levels were examined and pathologic examinations were done. ECG
was performed before and after medication. Comparison between the groups, the
Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis one-way analysis of variance test and Fisher's
exact chi-square test was used for cases.

Results: Troponin value collected on the 5th day from the control group was
significantly different from the other groups ( O vs. 342,1432, 440,2425.9,
423.9499.8, 291.7+68.7, P<0.05). Atorvastatin and nebivolol compared with
doxorubicin reduced the level of MDA (0.71£0.09, 0.80+0.13 and 1.0630.21,
P<0.05). Doxorubicin increased degeneration of the groups. Nebivolol degeneration
score was lower than the group receiving atorvastatin. (P <0.05) QRS duration
increased the group receiving only doxorubicin (-0.574£0.53vs. 2.57£0.78, P<0.05).
QRS duration prolongation was less than nebivolol group compared with
doxorubicin. (0.14+1.34 vs. 2.57+0.78, P<0.05). QTc prolongation was significantly
higher than the other groups (42.22+18.85 vs. 1.97£3.92, 6.23+28.09, 10.47£11.69,
4.1745.42, P<0.05).

Conclusion: Nebivolol, may be more effective than atorvastatin on the prevention
of doxorubicin-induced cardiotoxicity.

Keywords: Doxorubicin, Cardiotoxicity, Nebivolol, Atorvastatin

Supported by GOU-BAP 2011/96
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1. GIRIS VE AMAC

Antineoplastik ilaglardan olan antrasiklinler, akciger, tiroid, meme, over,
osteosarkom ve yumusak doku sarkomu gibi solid tiimoérlerde ve akut ldsemi ve
lenfoma gibi hematolojik malignitelerin tedavisinde kollamhir (1,2). Antrasiklin
grubundan kemoterdpetik bir ilag olan doksorubisinin etkisi, deoksiriboniikleikasit
(DNA) ¢ifte heliks yapisinin  merkezindeki ¢iftin arasina baglanarak DNA
replikasyonunu engellemesidir (3). Antrasiklinlerin kullanio sirasinda karin agnsi,
bulanti, kusma, stomatit, mukozit, konstipasyon, diyare gibi gastrointestinal yan
etkiler gozlenebilir. Karaciger ve bobrek islevlerinde bozulma, hiperpigmentasyon,
seliilit, kas giigstizliigii, tlserasyon, ilag ekétravazasyonu sonucu endurasyon,
pulmoner toksisite, konjunktivit, pruritus, alopesi, flebit, letarji, bas agns1 ve
konviilziyon gibi norolojik bulgular ortaya ¢ikabilir (4). Antrasiklinlerin en nemli
van etkileri ise miyelosupresyon ve kardiyotoksisitedir (5). Yapilan hayvan
calismalarinda ratlarda antrasiklinlerin yol a¢tif akut kardivotoksisitenin genellikle
ilk haftada ortaya ciktign goriilmiistiic (6,7). Deneysel calismalarda antrasiklinler
enzimatik reaksiyon sonucu demir-antrasiklin kompleksi redoks siklusuna girerek
siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit olusumuna neden olur.
Bu radikaller lipid, protein ve niikleik asitlerle tepkimeye girerek lipid
peroksidasyonuna, stilfidril igeren peptidlerde azalmaya ve DNA hasarma yol
acmaktadirlar. Sonug olarak kalp dokusunda etan, disiilfid ve malondialdehid
(MDA) olusumuna neden olmaktadirlar (8,9). Miyositlerde serbest oksijen
radikallerinden koruyucu olarak glutatyon, glutatyon transferaz, glutatyon peroksidaz
(GPX), katalaz, siiperoksid dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimler mevcuttur.
Serbest oksijen radikallerinin bu koruyucu enzimler tizerinde direkt olarak zedeleyici
etkileri  bulunmaktadir (8-11). Antrasiklinlerin terapttik indekslerini arttirmaya
yonelik girisimler son yillarda artmaktadir. Temel olarak antineoplastik aktivitenin
korunmasi ve kardiyotoksisitenin engellenmesi hedeflenmektedir. Bu amagla birgok
strateji One siiriilmily ve bir kismi halen klinik uygulamada kullaniimaktadir.
Bunlann arasinda  hastanin  bazaldeki kardiyak fonksiyon ve yapilan
degerlendirilerek hastaya 6zel doz belirlemek, daha diisitk yan etki profiline sahip

i



antrasiklin analoglari kullanmak, ilaglarm verilme yontemlerini degistirmek ve
farmakolojik kalp korumasi gdsterilebilir.  Antrasiklinlerin neden oldugu
kardiyotoksisiteyi 6nlemek igin bugine kadar degisik ajanlar kuilanimstir.
Antrasiklin kardiyotoksisitesinin patogenezi ve serbest oksijen radikallerinin
patogenezdeki nemi anlagildiktan sonra antioksidanlar tizerinde caligmalar artmugtir.
E vitamini, askorbik asit ve koenzim Q gibi antioksidanlar ile yapilan ¢aligmalarda
istenilen korunmanin saglanamadign goriilmiigtir. Ozellikle deksrazoksan ile ilgili
yapilan randomize galigmalarda doksorubisin alan hastalarda yarar saptanmig ancak
glintimiizde yaygin klinik kullanim bulmamigtir (2,12). Son yillarda yapilan klinik
caligmalarda antrasiklinlere bagh kardiyomiyopati sikhinda artis saptannustir (1,5).
Bu artis kullamlan kardiyolojik tani yontemlerinin gelismesine, antrasiklinlerin daha
yiiksek dozlarda kullamimasina, sinirls kalp korumas: ve maligniteli hastalarin yasam
siiresindeki uzamayla iliskili olabilir (1). Bu yan etkiler nedeniyle hem ilacin total
" dozu siurlandirilmakta hem de terapdtik potansiyeli azalmaktadir (2). Insanlar
fizerinde yapilan retrospektif bir analizde, doksorubisine bagl konjestif kalp
yetersizligi gelisme oranlari, 400 mg/m’ dozunda % 5, 550 mg/m2 dozunda %26 ve
700 mg/m® dozunda ise %48 olarak bulunmustur (13). Klinik olay geligimine gore
diizenlenmis bir diger caligmada ise 550 mg/m>'ye kadar dozlarda kardiyotoksisite

insidans1 %7.5 olarak bulunmustur (14).

Doksorubisin tetikledigi kardiyomiyopatinin &nlenmesi igin daha Once
statinler ve beta blokerler ile ¢aligmalar yapilmustir. Uctincti  kusak  beta bloker
olan nebivolol, endotel vaskiiler tonusun diizenlenmesinde etkisini L-arginine-nitrik
oksit yolaii tizerinden gostererek nitrik oksit (NO) sevilerini arttirmakta ve potent
kalp koruma etkisini sergilemektedir (15,16). Statinler kolesterol biyosentezinde
énemli rolii olan 3-hidroksi-3-metil glutaril koenzim (HMG-CoA) rediiktazt geri
dontisiimli inhibe ederek, plazma total kolesterol, diigiik younluklu lipoprotein
kolesterol (LDL-K), apo-B ve trigilserid (TG)' leri dusturiir, yiksek yogunlukiu
lipoprotein kolesterol (HDL-K) diizeyini ise yikseltir (17). Statinlerin kolesterol
dusiisinden bagimsiz olan etkilerine pleiotropik etkiler denir. Caligmanuzda,
antioksidan 6zelligi olan nebivolol ile pleotropik etkileri olan atorvastatinin
sicanlarda  doksorubisinin yol agtifn kardiyotoksisitenin dnlenmesinde  etkisi

caligiimustr.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doksorubisin

2.1.1. Doksorubisinin Genel Ozellikleri

Doksorubisin, yaklagtk 30 yildan beri onkolojide kullamlan genis spektrumlu
bir antrasiklindir (18). Doksorubisin, hematolojik ve solid timdrlere karst son derece
etkili antineoplastik ilagtir (19). Doksorubisin, akut 15semi, Hodgkin hastalig1, non-
Hodgkin lenfoma, g&giis kanseri ve yumusak doku sarkomlarini igeren insan
neoplazmalarina karst giiglii aktiviteye sahip kemoterapdtik bir ajandir (20).
Tedaviye daha az cevap vermelerine ragmen gastrik, karacifer, pankreatik ve
endometriyal karsinom gibi kanserlerde de kullanimaktadir (21). Maligniteli
hastalarm tedavisinde onemli olup akut ve kronik yan etkileri nedeniyle
doksorubisinin kullammi tartismalidir (21,22). Ilacin intravendz verilmesini takiben
birkag dakika ve hafta iginde gerceklesen akut yan etkileri, bulanti, kusma,
miyelosupresyon, aritmi, kellik, hipertansiyon, kemik iligi supresyonu, mukozal
iilser, kilo kaybt ve perikardittir (23). Bu etkiler geri déniistimliidiir ve klinik olarak
tedavi edilebilir (21). Tekrarh olarak verildikten sonra birka¢ hafta veya ayda
perceklesen kronik yan etkileri, kronik kardiyomiyopati ve konjestif kalp
yetmezligidir (21,23,24). Bu kronik yan etkiler, geri dontstimsiizdiir (24,25). Bazn
hastalarda tedavi tamamlandiktan sonra 4 ile 20 yilda kardiyak hasarla birlikte

doksorubisine bagl geg kardiyomiyopati belirlenmistir (21,24).

2.1.2. Doksorubisinin Kimyasal Yapisi

Doksorobisin, suda c¢dziinmeyen tetrasiklin aglikan ve suda coziinen

indirgeyici daunozamin gekerden olusur (11).



Sekil 1. Doksorubisinin kimyasal yapist

2.1.3. Doksorubisinin Yan Etkileri

Doksorubisin, genig toksisiteye sahip olup en dnemlisi kardiyotoksisitedir (19,26).
Doz bagimh olarak akut ve kronik kardiyotoksisiteye neden olur (24).
Doksorubisinin toksik etkisi nedeniyle stmrh doz verilmesine neden olur (27). Hiicre
hasarina neden temel mekanizma antrasiklin metabolizmast ile ortaya ¢ikan serbest
oksijen radikalleridir (28). Doksorubisinin uygulama dozlar, farkli kanser
hastaliklarinda depisiklik gosterir (29). Doksorubisin, klinik olarak genellikle 3-4
haftada araliklarla 40-75 mg/m® lik bir dozda devamli infiizyonla verilir (30). Verilen
toplam doz, viicut yiizey alammn 550 mg/m*’sini astifinda hastanin kemoterapi
tedavisinden doksorubisin gikarlir (21). Bu doz tzerinde klinik kardiyotoksisite
riskinde oSnemli bir artis gorilliir ve bu artig kalp yetmezlifine ve Glime neden
olabilir. Cocuklarda 210 mg/m” kadar dastik doksorubisin dozlan birkag yil icinde
tehlikeli kardivak fonksiyon bozuklugu ile sonuglanabilir (31). Hastalarm
doksorubisin toleranslart cesitlilik gostermesine ragmen, kardiyomiyopati riskini
minimize etmek i¢in deneysel doz limiti viicut ylizey alanmin 500 meg/m*’si olarak

belirlenmistir (21).



2.1.4. Doksorubisin Toksisitesi

Antrasiklinin kemoteropetik, kardiyak ve difer organ toksisiteleri ile ilgili etkilerini
aciklayan birka¢ mekanizma bilinmektedir (21). Bu mekanizmalar, topoizomeraz II-
DNA kompleksinin stabilizasyonu, DNA’ya interkalasyon, riboniikleik asit (RNA)
polimeraz II inhibisyonu, semikuinon radikalinin redoks dongtisti veya doksorubisin-
demir kompleksi ile reaktif oksijen tiirlerin olusumu ile gergeklesen serbest radikal
aracily toksisitedir (32-34). Doksorubisinin kemoteropetik etkisi, hem topoizomeraz
enzim aktivitesini hem de DNA sentezinin inhibisyonunu gerektirir ve kardiyotoksik
mekanizmasmdan ¢ok farklidir  (35). Biyokimyasal sonuglar, doksorubisin
kardiyotoksisitesinin fizyolojik lipit peroksidasyon oramndaki artisla sonuglanan

reaktif oksijen tiirlerinin olugumu ile ilgili oldugunu gostermektedir (36).

2.1.5. Doksorubisin ve Serbest Radikal Mekanizmasi

Doksorubisinin serbest radikal olusumuna yol agtign iki farkli mekanizma bilinmekte
olup bunlar; redoks déngiisii ile serbest radikal mekanizmas1 ve doksorubisin - demir
kompleks aractli serbest radikal mekanizmasidir. Serbest radikal tiretimi ve oksidatif
stresin doksorubisinin hem kemoteropetik etkisi hem de kardiyotoksisite ile ilgili
oldugu kabul edilmektedir. Bu yiizden doksorubisinin oksidatif strese yol agtifs ve

lipit peroksidasyonuna neden oldugu rapor edilmistir (21).

2.1.6. Doksorubisin ve Kardiyotoksisite

Antrasiklinler, akut ve kronik kardiyotoksisiteye neden olur. Akut kardiyotoksisite
gegici olup hipertansiyon, aritmi ve perikardittir. Kronik kardiyotoksisite daha ciddi
olup kardiyomiyopati ile karakterizedir. Doksorubisin kardiyotoksisitesi, doz
bagimli olup bireylerin kardiyotoksik etkilere hassasiyetinde Onemli farkliliklar
goriilmektedir. Genelde 450-500 mg/m*’lik doksorubisin dozlar: klinik olarak
kardiyomiyopatiye neden olur. 300 mg/m’ veya daha yiiksek dozlarda kalp
yetmezligi olus derecesi %2 iken 500 mg/m® de %7 ve 700 rng/n'l2 de %20'nin
tizerine viikselir. Kalp dokusunda yiiksek oksijen tiiketimi ile reaktif oksijen tiilerin
olusumu artar (37). Ayrica kalp diger dokulara gére ¢ok daha disiik antioksidan
aktivitesi nedeniyle serbest radikallere daba hassastir (31). Doksorubisinin

kardiyotoksik etkisi ile ilgili farkli mekanizmalar yer almaktadir. Bu mekanizmalar,



mitokondriyal fonksiyonsuzluk, hiperkalsemi, bazi membran bagli vezikilllerin
inhibisyonu, nitkleik asitlere baglanma, kardiyak dokuda enerji metabolizmasmim
azalmasma neden olan yag asit oksidasyonunun degismesi, apoptozisin
indiiklenmesidir. Antioksidan yetersizlige ek olarak reaktif oksijen tiirlerin olugmas:
ve artan oksidatif stres, doksorubisine bagh olarak olugan kalp hasarinda 6nemli bir

rol oynadifr gosteriimistir (18).

Doksorubisine bagli kardiyotoksisite ve oksidatif stres arasmdaki iligki pek
cok hayvansal deney modelinde gosterilmistir. Kardiyotoksisitede hidroksil
radikallerini iceren reaktif oksijen radikalleri Gnemlidir (18). Serbest radikal
olusumu, doksorubisinin antineoplastik aktivitesinde dnemli bir rol oynamasa da
kardiyak hiicrelerin mitokondrisinde hidroksil radikal olusumu ve elektron transport

sisteminin bozulmast, ilacin akut ve kronik kardiyotoksisitesini agiklar (38).

Hayvan ¢aligmalarinda  doksorubisinin  tetikledigi akut ve kronik
kardiyotoksisitede deneklerin kalp dokusunda lipit peroksidasyonunda artis
gdzlenmistir (20,38). Doksorubisin redoks dongiisiinii inhibe eder (20,26,27).
Béylece kardiyak doku doksorubisinin neden oldugu hidrojen peroksidi detoksifiye
etme mekanizmasindan yoksun kalir (26). Sonugta kardiyak dokuda daha az
detoksifikasyon enzimatik aktivite nedeniyle daha yliksek radikal hasari beklenir

(26).

Antrasiklinler, kardiyotoksik etkilerini mitokondriyal membranda gsterir.
Caligmalarda yapilan fliioresans lglimler antrasiklinlerin membramn hem lipit hem
de protein vapilarina baglanabildigini gostermistir. Antrasiklinler, proteinlerle
dogrudan etkileserek bazi enzimatik fonksiyonlari inhibe edebilir. Antrasiklinlerin
enzimlerin fonksiyonlar igin gerekli lipit gevrelerine baglanmast mitokondriyal
enzimatik aktivitenin inhibe edildigini tamamen gosteren mekanizmadir. Ozellikle
bazi mitokondriyal enzim aktivitesinin, lipit bagimli oldugu gdzlendi. Nikotinamid
adenin dinfikleotid dehidrogenaz, sitokrom ¢ oksidaz ve sitokrom c¢ rediktaz,
fonksiyonlari igin belirli miktarda kardiyolipine gereksinim duyarlar (26,39).
Doksorubisin, kardiyolipine kars: ¢ok yiiksek afiniteye sahiptir (21,30). Kardiyolipin,
kalpte mitokondri i¢ membraninda bulunan bir fosfolipittir ve kardiyolipin ile en

giiclit kompleksler kuran en kardiyotoksik bilesik doksorubisindir (40). Kardiyolipin,
6



mitokondriyal enzim ve transfer edici aktivitelerin allosterik diizenlenmesinde
$nemli bir rol oynar (30). Doksorubisin, kardiyolipin baguml enzimlerin aktiviteleri
igin gerekli kardiyolipin ile kompleks olusturarak bu enzimleri inhibe edebilir.
Boylece mitokondri membran yapt ve fonksiyon bozuklupuna neden olur (41).
Doksorubisin, sitokrom ¢ oksidaz aktivitesinin inhibisyonundan sorumludur. Bu
gizlenen inhibisyon, dogrudan ilag enzim etkilesimi yiizinden degildir. Daha ¢ok
enzimin lipit cevresi ile komplekslesmesi ile gereeklesir. [lag-lipit kompleksinin
olusumu, sitokrom c oksidaz igin gerekli kardiyolipinden yoksun kalmasina neden

olur (26).

Doksorubisin ve baz: metabolitleri, in vitro ¢alismalarda kalp mitokondrisinin
kalsiyum toplama ve biriktirme kapasitesini azaltmustir. Doksorubisin bir oksidan
olarak davranir ve mitokondri membram igindeki proteinlerin (kalsiyum iyonu
transportu i¢in kanallar ve porlar) stilfidril gruplarim okside eder. Bu stilfidril
gruplarint  indirgeyici ajanlar, kalsiyum akisgmt  bu  gekilde engeller (19).
Antrasiklinterin kalsiyum dengesi tizerindeki etkisinin molekiiler mekanizmalarmdan
biri, serbest radikal mekanizmasma dayanir. Serbest radikaller, sarkoplazmik
retikulum tarafindan kalsiyum akigimi zayiflatabilir. Sonug olarak doksorubisin
intoksikasyonundan sonra hiicre  igindeki  kalsiyum seviyesindeki  artis

miyokardiyumda kontraktilite bozuklufuna ve mitokondriyal fonksiyon bozukluguna

neden olur (26).

Doksorubisinin demir icin yiksek afinite gdstermesi doksorubisin-demir
kompleksinin mitokondri iizerindeki etkisi detayh olarak belirlenmis ve metal iyon
komplekslerinin biyolojik hasar saptannstir. Calismalarda doksorubisinin sinyal
transdiiksiyonu, proteinlerin ve lipitlerin translokasyonu veya elektron transferi gibi
hiicresel fonksiyonlarm degisimi ile sorumlu membran akigkanligmda azalma

sagladif gosterilmistir (26).

Kontrollii hiicre 6liimii olan apopitozis, endojen enzimler, sitokrom ¢ ve
apopitozis indiikleyici faktorii igeren mitokondri membranlar arasi bosluktan saliman
proteinlerle baglatilabilir. Bu protein saltnimi, depolarizasyonun veya antrasiklin
stres gibi kimyasal membran hasarmin neden oldufu, dis mitokondri membran

kesintisi ile belirlenir. Doksorubisin, hem mitokondriyal DNA’ da hem de cekirdek
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DNA’sinda  8-hidroksideoksiguanozin  birikimine  neden  olur  (42,43).
Antrasiklinlerin lipitlere yiiksek afinitesi sonucu mitokondrival membranlarin
bozulmasina ve lipit bagli enzimlerin inhibisyonuna neden olur. Sitokrom ¢ oksidaz
da oldupu gibi mitokondriyal enzimlerin dogrudan inhibisyonu, mitokondriyal enzim
sistemlerinde serbest radikal olusturma yetenegi ile hiicre hasarina, kalsiyum
salinmasma, lipit peroksidasyonuna ve oksidatif strese yol agar. Antrasiklinlerin
apopitozise neden oldugu molekiler mekanizma heniiz agik degildir. Fakat temel
hipotez, serbest oksijen radikallerinin olugmasiyla sfingomyelin  enzim

regiilasyonunun dagimasim ifade eder (20).

2.1.7. Doksorubisin Kardiyotoksisitenin Engellenmesi

Doksorubisin kardivotoksisitesini azaltmak icin kullanilan yontemler sirastyla
kardiyoprotektif ajanlarla birlikte verilmesi, doksorubisin dozunu kii¢tik miktarlarda
enjeksiyonlara bdlmek, doksorubisinin devamh yavas infiizyonu, kardiyotoksisitenin
ilk igaretlerinin esik degerine gore her hasta igin maksimum doksorubisin dozunu
belirlemek ve daha yeni daha az kardiyotoksik doksorubisin analoglarinn
gelistirilmesidir (23). Doksorubisinin kardiyotoksik etkisine kargilik ditsiik doz stnur,
ciddi Kkardiyotoksisiteyi onler fakat bu strateji ¢ok daha yliksek dozlari tolere
edebilen ve maksimum antineoplastik etkisinden faydalanabilen kisileri gliglii ve
etkili bir ajanla tedaviden yoksun kalmasina neden olur. Gliniimiizde son strateji
doksorubisin terapisinin kardiyotoksisite ile sonuglandigr doz derecesinin altinda

olacak sekilde verilmesidir (23).

Hayvan deney calismalart gostermigtir ki kardiyomiyopati, doksorubisin
yitksek dozu verildiginde aym toplam doz daha kiigitk dozlarda verildiginden daha
ciddi oldupu vyoniindeydi. Bu gorlis kardiyotoksisitenin, ~doksorubisinin
konsantrasyon seviyesinin azalmasi ile ilgilidir. Bu ilke daha sonra 24-72 saatlik bir
periyotla yavas ve devamli intravendz infiizyon ile doksorubisin kardiyotoksisitesini
indirgeme icin kullamldi (23). Genelde 3 haftada infravendz olarak verildiginde
toplam doz smir1 450-550 mg/m® olarak kabul edilir. Pek ¢ok sonug haftalik
enjeksiyon veya 96 saatlik devamli inflizyon gibi dozajlama sistemlerinin daha az

toksik oldugunu gdstermistir (44).



2.1.8. Kalp Koruyucu Ajanlar
Yapilan ¢alismalarda demir selasyonu yapan ICRF-187, kopeklerde antrasikline

bagli kardiyomiyopati siddetini serbest radikal iiretimini azaltarak gostermigtir ancak
hematolojik toksisitede bir artisa neden 'olmugtur (45). C ve E vitaminlert uzun
donem mortaliteyi etkilemezken akut kardiyotoksisite gelisiminde etkili oldugu
goritlmiistir (46). Klinik caligmalarda doksorubisin toksisitesinden korunmada kismi
kalan kardiyo koruyucu ajanlara 6rnek olarak, adenozin, doksorubisin spesifik anti
badi, anti-histamin ajanlar (H1 ve H2 blokdrleri), beta-blokdrler, amrinone, milrinon,
fritktoz 1- 6 difosfat, inozin, ibuprofen, dekstran, metilprednison, bizmut tuzlar,
¢inko, kadmiyum, polietilen glikol, tetrasiklin antibiyotikler ve venoruton verilebilir.
Hayvan ¢alismalarinda, doksorubisin nedenli kardiyomiyopatiye kargt siiper oksit
anyonlar1 ve hidroksil radikallerini stpiiren aminotiyol olan amifostin kardiyo
koruma gosterdigi bulundu. Mitokondriyal oksidasyonun bir elemani L-karnitin,
deneysel hayvan galismalarinda doksorubisin kardiyotoksisitesinin indirgenmesinde
bazi basarilarla kullanimis olup tammlayic: olmayan sonuglarla gok az insan

calismalarinda degerlendirilmistir (23).

Doksorubisin, hiicre organellerinde serbest radikal aracili zarara neden olur.
Caligmalarda siganlarda stiperoksid dismutaz, katalaz veya her ikisinin birlikte
verilmesi, doksorubisinin toksisitesinin azalmasina neden oldugu bulunmustur.
Koenzim Q 10, yiksek dozda vitamin E ve N-asetilsisteinin, doksorubisin
kardiyotoksisitesinin sican modellerinde kardiyokoruma gosterdigi bulunmustur.
Glutatyon peroksidaz igin gerekli selenyum, ilk insan ¢alismalaninda kullanilmig ve
diisitk doksorubisin dozlarmda kardiyotoksisitenin histolojik belirtilerini azalttig1

bulunmustur (23).

2.2. Nebivolol
Nebivolol 3. kusak beta-blokerdir. Nebivolol, p1-selektif adrenerjik blokaj yaparak

etkisini gosterir. Nebivolol, endotel vaskiiler tonusun diizenlenmesindeki etkisini L~
arginine-NO yolags iizerinden NO seviyelerini arttirarak gosterir. Bu 0zelligi
vazodilatasyon etki gosterir. Kardiyak ¢ikima. notral etki gostererek periferik
vaskiiler direnci diisiiriir (47). Nebivolol, karacigerde sitokrom P450-CYP2D6 enzim

sistemi tarafindan metabolize edilerek aktif hidroksil molekiillerine doniligmektedir.
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Bu nedenle sitokrom P450-CYP2D6 enzim sistemini etkileyen ilaglar ile birlikte
alinmast nebivololiin  etkinlipini  degistirebilir. Nebivololin  %0,5’den az1
degistirilmeden idrar ve fegesle atilir bu nedenle bbrek yetmezliginde doz
degisikligine gerek yoktur (48). Nebivololin hayvan caligmalarinda  solunum
preparatlar: fizerinde yapilmig in vitro caligmalarda yiiksek diizeyde Bl-adrenoseptor
seciciliginin oldugu bulunmustur (49). Diger yapilan in vitro ¢alismalarda da
nebivololiin, bisoprolol, seliprolol, karvedilolden daha segici oldugu gbzlenmistir

(50).

2.2.1.Nebivololiin Kimyasal Ozellikleri

Nebivolol molekiiliintin bir nitrojen atomu etrafinda bir C2 simetri ekseniyle 4
asimetrik karbon atomu vardir ki bu konfigiirasyon nedeniyle 10 farkli stereo izomer
olasthgi mevcuttur. Nebivolol, d-nebivolol ile Il-nebivolol konfigiirasyonlu
enantiyomerlerinin esit oranh, rasemik karigimidir (Sekil 2). Bu nedenle bu karisima
dl-nebivolol denir. Rasemik karigimdaki enantiyomerlerin, (d- ve l-nebivolol) farkli
szellikleri vardir. Her ikisi de NO sahmimiyla vazodilatasyon gergeklestirir. Ancak,
d-nebivolol enantiyomeri yitksek pl-adrenoseptdr segiciligi ile karakterizeyken, I-
nebivolol’da yiiksek dozlarda bile p-blokaj oOzelligi yoktur, l-nebivolol

vazodilatasyon firetir ve d- izomerin negatif inotropik etkilerini azaltir (51).

RSSS
{levo-nebivolof)
{R 67 145}

(dekstro-nabivolol}
F (R 67 138)

Sekil 2. Nebivololun ii¢c boyutlu yapist
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2.2.2. Nebivololun Farmakodinamigi

Nebivolol, NO salmmimn modiilasyonu yoluyla vazodilatdr etki, P1-adrenoseptor
antagonisti etkisiyle ¢ift etki mekanizmali bir antihipertansif ajandir. Nebivolol,
damar tonumu reglle etmekte kilit rol oynayan L-arjinin/NO aktivasyonu yoluyla NO
diizeylerini artirarak dogrudan vazodilatér etki gosterdigi hayvan modelleri

tizerindeki deneysel gahsmalarda saptannugtir (52).

2.2.4. Nebivololun Farmakokinetigi

Oral uygulama sonrasinda pik plazma konsantrasyonlarina 0.5-2 saat icinde
ulasmakta olup emilimi yemeklerden etkilenmemektedir (53). Bu plazma
konsantrasyonlart 1-2 saatlik yarilanma Omrii ve onu takip eden 10-44 saatlik
terminal yarilanma Omriiyle azahr. Aktif hidroksi metabolitin yanlanma Smri
ortalama 20 saattir. Cogu denekte; nebivolol 1 giinde, hidroksi metabolitler birkag
ginde kararh duruma ulagmaktadir. Plazma konsantrasyonlan, terapdtik doz
aralifinda doza bagldir (54). Nebivololun plazma proteinlerine baglanma orani
2%98°dir ve ilag oncelikle albiimine baglamr. Uygulamadan 1 hafta sonra, dozun
%38’ idrarla, %48’1 fegesle atilir. Degigmemis nebivolol’un idrarla atilim
uygulanan dozun %0,5’inden azdr (54). Ana metabolik  yolu, aromatik
hidroksilasyondur. Diger yollar ise alisiklik oksidasyomn, glukronidasyon ve N-
dealkilasyondur (55).

2.2.5. Nebivoleliin Yan Etkileri

Nebivolol, tim B-blokor ilaglarda oldugu gibi bradikardi, egzersiz toleransinda
distis, yorgunluk, parestezi, kabizhk, kalp yetersizlifinin kotiilesmesi,
atrioventrikiiler blok, periferik dolasim bozukluklart yapabilir. Diyabetiklerde
hipoglisemi semptomlarinin gizlenmesi nedeniyle yogun insiilin tedavisi alanlarda
dikkatli olunmalidir. Astim hastalarinda da bronkospazmi tetikleyebilecegi igin

kullanmmi sakimcal: olabilir.
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2.3. Atorvastatin

Kardiyovaskiiler olay sikliin ve mortaliteyi azalttign biytk klinik calismalarda
gosterilen statinler, dislipidemi tedavisinde kullamlmaktadir (57-63). Yapilan
calismalarda alt grup analizlerinde elde edilen olumlu sonlammlarm sadece lipit
diistirticti etki ile agiklanamayacagi goriilmiistir. Kolesterol diiglisinden bagimsiz
olan ve statinlerin etki yelpazesi giderek genislemekten bu etkiler “pleiotropik

etkiler” olarak isimlendirilir.
2.3.1. Atorvastatinin Kimyasal Ozellikleri

Atorvastatinin molekiill agirhign  agihgs  558.639803 (g/mol), formiild ise
C33H35FN205 dar.

OH OH O
OH

Sekil 3. Atorvastatinin kimyasal yapisi

2.3.2. Atorvastatinin Farmakodinamigi

Statinler, HMG CoA’mn, kolesterolleri de iceren sterollerin bir prekiirsorii olan
mevalonata déntigmesinden sorumlu hiz kisttlayict enzim olan HMG CoA rediiktazin
selektif, kompetitif inbitsrdiirler (56). Bu enzim HMG-Ko A’nin mevalonik aside
doniigmesini katabolize eder ve bu inhibisyonla statinler mevalonik asitten kolesterol

olusumunu 8nler (57). Atorvastatinin yari 6mrii diger statinlerden daha uzun olup
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diger statinlerin karacigerden ilk-gecis temizlenmeleri yiiksek ve yart Smiirleri

kisadur.
2.3.3. Atorvastatinin Farmakokinetigi

Atorvastatin oral olarak kullanilir. Plazma proteinlerine yilksek oranda baglanirlar.
Statinlerin karacierden ilk-gecis temizlenmeleri yitksek ve yar omirleri kisa
olmakla birlikte farkli olarak atorvastatinin yari Smril difer statinlerden daha

uzundur. Emilen miktarin %80-85°1 safra ile geri kalan kismi renal sistemden atilir.

2.3.4. Atorvastatinin Yan Etkileri

Statinler, karaciger enzimlerinde % 0.5-2 oraninda artig yapabilir. Transaminaz
degerlerinin normalin 3 kati veya daha fazla artmast durumlarmnda ilacin kesilmesini
Food and Drug assosiation tarafindan Onerilmekte olup enzim yliksekligi doz
azaltilmas: hatta ayni dozun devami ile normale donebilmektedir (58). Statinlerin
mekanizma agik olmamakla birlikte miyopati yapabilir. Statin kullanimi sirasinda
gelisen kas ve eklem agrilarinin statinlere bagh olmasi nadirdir ve genellikle kreatin
kinaz diizeylerinde artisla birlikte degildir. Miyopati genellikle fazla miktarda ilag
kullanan kisilerde gelisir. Miyopatinin gézden kagiriimast ve ilacm kesilmemesi
rabdomiyoliz, miyoglobiniiri ve akut tubiiler nekroza neden olabilir. Miyopati
kliniginden siiphe ediliyorsa veya CK. diizeyi normal degerinden 5 kat fazla artmigsa
ilac derhal kesilmesi gerekmektedir (58,59).

2.3.5, Statinlerin Pleiotropik Etkileri

Pleiotropik etki, bir ilacin amaglanan etkisi diginda, difer organ ve sistemlerde
gosterdigi etkilere denir. Statinlerin primer etkileri plazma LDL kolesterol
seviyesinin azaltilmasi olup pleiotropik etkileri; endotel fonksiyonlarimn korunmasi
ve diizeltilmesi, aterom plag stabilizasyonu, enflamasyon ve oksidatif stresin
azaltdmas: gibi etkileridir (60). Mevalonik asit yikimimn statinler tarafindan
dnlenmesi, farnesilpirofosfat ve geranilgeranilpirofosfat gibi izopfenoidierin
olusumunu engeller. Bu izoprenoidler, Ras, Rho, Rac ve Rap gibi hiicre biiytimesi ve
sinyal iletiminde gérev alan proteinlerin posttranslasyonel degisiminde gdrev alirlar.
izoprenilasyon ile olan bu iligki, statinlerin hiicre biiylimesi, hiicre ¢ogalmasi ve

apopitoz lizerine olan etkilerini agiklamaktadir (61).
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Sekil 4. Statinlerin etkileri

Serum total kolesterol ve HDL kolesterol seviyesinden bagimsiz olarak
statinlerle yapilan tedavide kolesterol esterlerinin kolesterol kristallerine doniisiimi
hizlanmasi, fibroz kapsiil icine kollajen akiimiilasyonu arttirmast ile daha sert yapilt

ve riiptiire daha dayanikli plak olusmaktadir (62,63).

Statinler, endotel kaynakli nitrik oksitin bozulmus sentez, salimm ve
aktivitesini diizeltir ve saglikli vaskiiler alanlarda endotelyal nitrik oksit sentetaz ile

nitrik oksit miktarim arturir (64).

LDL-p oksidasyona daha yatkin olup endotelden daha kolay geger ve daha
aterojeniktir. Statinlerin kullanimiyla LDL’nin  oksidatif direncinin = arttifi

gbzlenmistir (65).

Lipid depolanmast ile birlikte diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasyonu
aterosklerozda major olaydir (67). Mevalonat ve ara firiinleri izoprenoidler hiicre
proliferasyonu i¢in gerekli maddeler olup bu yolu etkileyen ilaglar potansiyel olarak

antiaterojenik ilaclardir (62).
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Statinler doz bagmmli olarak mononiikleer hiicre proliferasyonunu ve T hiicre
sitotoksisitesini inhibe eder (59). Mevalonat yolunun hiicre biyosentezindeki anahtar
rolii ve bircok tiimor hiicresinde yiiksek HMG CoA rediktaz enzim aktivitest
gdrillmesi nedeniyle, bu enzimin selektif inhibisyonunun yeni bir yaklasim
olabilecegi diistiniilmekte olup in vitro kosullarda yiksek konsantrasyonlarda

statinlerin tiimér hiicre biiytimesini bityiik dl¢iide bozdugu belirtilmistir (59,65).

Statinlerin kolesterol seviyelerinden bagimsiz olarak inme riskini azalttifi
majbr calismalarda gosterilmistir (59). Yapilan caligmalarda statinlerin direkt anti
inflamatuvar etkileri belirlenmis ve statin tedavisinin inflamasyonun bir gdstergesi
olan serum CRP degerlerini azalthg ve bunu lipid diigiirtici etkilerinden bagimsiz

olarak gerceklestirdigi gdsterilmistir (59).
2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz: ile bunlarm ortadan kaldimlma
hiz1 bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandinilir. Oksidatif
stres serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmast arasindaki ciddi
dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (67).

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elekirona sahip, kisa
smiirliy, kararsiz, molekiil agirligr ditsiik ve gok etkin molekiiller olarak tanimlanir.
Serbest radikaller hidroksil, siiperoksid, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
radikaiier, oksijenden olusan radikallerdir (68). Kovalent bagli bir molekiilin
homolitik béliinmesi, bir molekiile elektron eklenmesi ve normal bir molekilden tek
bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik bdlinmesi serbest radikalleri
olusturur (69). Reaktif oksijen tiileri ve difer gesitli radikalleri, stlfir merkezli
radikaller, reaktif nitrojen tiirleri oksidanlar olup biyomedikal oksidasyon sonrasi

hiicre hasarina neden oldugu calismalarda goriilmiistiir (70).

Molekiiler oksijen serbest radikallerin baslica kaynagi olup aerobik canlilarda
enerji igin karbondan zengin triinler okside edilir ve oksijen molekiliniin

indirgenmesi ile serbest oksijen radikali olusur (71). Bilinen onemli bazi serbest
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radikal cesitleri, siiperoksid radikalleri, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, nitrik
oksit, peroksil radikalidir.

Kemoterapi alan  hastalarda, plazma lipit hidroperoksitleri  ve
tiyobarbitiirikasit reaktif bilesiklerin artmasi, kemoterapinin oksidatif strese yol
actigina isaret etmektedir (72). Kemoterapi aracilikli olusan reaktif oksijen
bilesiklerinin; DNA, RNA, protein ve lipit gibi makro molekiillerde hiicre liimiine
kadar giden hasara neden olabildigi belirtilmektedir (73). Oksidatif stresin
olusumunda muhtemel bir neden de demir iyonudur (74). Demir, plazmada serbest
radikal reaksiyonlan igin katalitik etkiye sahiptir. Doksorubisinin demir iyonu ile
olusturdugu kompleksin, potansiyel prooksidan etkisi oldufu gdsterilmigtir. Bu
kompleks, glutatyon veya NADPH bagunli enzimleri azaltabildifi gibi, serbest
radikal olusum reaksiyonlarmm bir basamagm  baglatabilmektedir (74).
Doksorubisin ile indiklenen oksidatif stresin, bu ilaca bagl kalp ve beyin
toksisitesinin altinda yatan asil neden oldugu ileri siirilmektedir. Doksorubisin
varhginda artan reaktif oksijen bilesiklerinin, kalpte metabolik yolaklarla
etkilesmekte, demir metabolizmasin bozmakta ve redoks siklusunu etkilemektedir
(75).

2.4. 1. Serbest Radikallerin Etkileri

Hiicre membranlarin  ana bilesenleri olan yaf asitleri, proteinler,
nérotransmitterler ve niikleik asitler serbest radikallerden oksijen radikallerinin

etkiledigi hiicre komponentlerinin baglicalaridir (76).
2.4. 2. Membran Lipitlerine Etkileri (Lipit Peroksidasyonu)

Lipitler serbest radikal etkilerine en duyarlt hticre bilegenleridir. Organizmada
poliansatiire yag asitlerinin serbest radikallerle oksidasyonuna lipit peroksidasyonun
denir. Birgok radikal lipit peroksidasyonuna neden olur. Bununla beraber lipit
peroksidasyonunu baslatan asil ajan hidroksil radikalidir (71,76). Lipit peroksit
seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan MDA ¢ veya daha fazla ¢cift bag igeren yag
asitlerinin peroksidasyonu ile meydana gelir. MDA, membran komponentlerinin
capraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Boylece iyon transport enzim

aktivitesi gibi membran 6zelliklerini bozar. Lipit peroksidasyonu zararli bir zincir
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reaksiyonu olup membran akigkanhiginda kayip, membran potansiyelinde azalma,
hidrojen ve diger iyonlann permeabilitesinde artma ve sonug olarak membranin
rliptiirs ile hiicre ve organel igeriklerinin ortama bosalmasina neden olur (71). Lipit
peroksidasyonu ile lizozomal membranlarda olan hasar hidrolitik enzimlerin
salinmast ve intraselliler sindirimle sonuglanir. Mitokondri gibi organellerin
membranlart da fosfolipidlerinde fazla miktarda doymamus yag asidi bulundurmalar

nedeniyle lipit peroksidasyonuna kars1 duyarhdir (77).
2.5. Antioksidan Maddeler

Antioksidanlar etki mekanizmalari serbest radikalleri tutarak veya daha
zayif yeni bir molekiile gevirerek, serbest radikalle etkilesip aktivitelerini azaltarak,
serbest radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak ya da onarim
yaparak gosterirler (78). Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakh yapilar
olup, olugan oksidan molekiillerin neden oldugu hasart hem hiicre ici hem de hiicre
dig1 savunma ile etkisiz hale getirilirler. Hiicre dist savumma, albiimin, bilirubin,
transferin, seruloplazmin, {irik asit gibi cesitli molekiilleri icermektedir. Hiicre igi
serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu
enzimler SOD, glutatyon- S-transferaz, GPX, glutatyon rediktaz, katalaz ve sitokrom
oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin
fonksiyonlari i¢in gereklidir.

2.5. 1. Glutatyon Peroksidaz

intraselliiler antioksidanlardan GPX hidroperoksitleri indirgeyerek etki
gdsteren antioksidan bir enzimdir. Molekiil agirhg yaklasik 85.000 dalton olan
enzim dort selenyum atomu ihtiva eden tetramerik bir yapidadir. Fosfolipid
hidroperoksid glutatyon peroksidazda selenyum atomu bulunduran monomerik
sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid hidroperoksidlerini alkollere indirger.
Membran antioksidanlarinin en dnemlilerinden biri olan E vitamini yetersiz kaldig
zaman glutatyon peroksidaz membrani peroksidasyondan korur (79). GPX, Hy,0, ve
diger hidroperoksidleri indirgerken glutatyonun rediikte formunu kullanir. Rediikte

glutatyon, glutatyon rediiktaz aracihgiyla okside glutatyondan elde edilir (95).
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2.5. 2. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniiglimiint
saglar. Olusan hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimler ile

etkisizlestirilir. Bu sonug ile intraselliiler stiperoksid seviyesi azalir (80).
2.6. Miyokard Hasarmin Belirlenmesinde Biyokimyasal Gostergeler

Miyokard hasarim saptamada ideal kardiyak belirte¢ kalbe dzgiin olup,
miyokart hasarinda erken yitkselip yeterli stre serumda olgiilebilir durumda
olmalidir. Miyokardda yiiksek konsantrasyonda bulunmah, miyokard disindaki
dokularda ve dolasimda saptanmamalidir. Seviyesi miyokart hasarimn derecesi ile
orantil olarak artmali ve serumda varlign ve miktar: ile hasarmn sonlammi arasinda
bir iligki olmalidr. (")If;ﬁm yontemi ucuz, kolay, hizh ve kantitatif olmalidir. Ancak
bu &zelliklerin tamamim igeren bir kardiyak enzim veya protein heniiz
tanimlanmanmugstir (81).

2.6.1. Miyoglobin

Miyoglobin, kalp ve iskelet kasinda bol miktarda bulunan diisitk molekil agirlikhi bir
proteindir. Akut miyokard infarktiisii (AMD) i¢in duyarht bir belirtegtir ancak
Szglilligi yoktur. Hasar sirasinda miyokarddan erken donemde (ilk 1-3 saat icinde)
yitkselir. Hizla salmir ve bobreklerden hizli itrah edilir. Kardiyak hasarnn erken
saptanmast ve/veya ekarte edilmesi acisindan giivenilir bir belirtegtir. Ozguilligi
olmadig1 icin klinikte esas 6nemli olan pozitif degerinden ziyade, negatif degeridir
(82).

2.6.2. Kreatin kinaz ve Kreatin kinaz-MB

M ve B zincirlerinden olusan 3 farkli izoenzim seklinde kas hiicrelerinde
mitokondri ve sitozol icinde yer ahr. CK-MM; tim dokularda bulunan dominant
formdur. CK-BB; beyin, bdbrek ve gastrointestinal sistemde bulunur. CK-MB; kalp,
iskelet kasi ve az miktarda ince bagrsak, diyafram, uterus, dil ve prostatta bulunur .
CK, yiiksek enerjili fosfatlarin ATP’den kreatine transferini saglayan bir enzimdir.
Miyokardda yer alan total CK’mn %20’si MB formundadir. Bu da AMI tamsinda
hassashk ve bzgilliige sebep olur. Iskelet kasinda ise %5 oraninda bulunur. Bu

nedenle travma ve inflamasyonlarda seviyesinin yiikselmesi o6zgilligtini
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azaltmaktadir. CK-MB’nin bir diger kisithlign da yiiksek molekiiler agirhig nedeniyle
mindr miyokard hasarmi gésterememesidir. Serum CK ve CK-MB’nin plazma
aktivitesi AMI baglangicindan 4-8 saat sonra normal smirlarint asar. 20-24 saatte pik
yapar ve 48-72 saat icerisinde normal diizeylerine ulasir. Ancak serum enzim tayini
ile kesin AMI tamsi i¢in semptomlarin baglamasindan itibaren 6-12 saat gegmesi
gerekir. Total CK ve CK-MB dizeyleri enfarkttis bliytikliigii ile koraledir ve
prognozun nemli bir belirtecidir. CK-MB seruma gegtikten sonra, MBI ve MB2
olarak ikiye ayrilir. Plazmada normalde CK alt tipleri dengededir (32).

2.6.3. Laktat dehidrogenaz

LDH’1n 5 izoenzimi bulunmaktadir. LDHI/LDH2 orammn > 1 olmast miyokard
enfarktiisii igin oldukca dzgilldiir (82).

2.6.4. Kalp yag asidi baglayic1 protein

Kardiyak hasar durumunda hizlh bir sekilde seruma cikip hizla temizlenen diigtik
molekiil agirhi kiigiik sitozolik proteinlerdirler. Ancak iskelet kasi ve bobrekte de
butunduklari i¢in dzgiil degildirler. Miyoglobine benzer. Yeterli caligma olmamakla
birlikte, miyokarttaki konsantrasyonlan daha yiiksek oldugu igin daha Hzgiil
olduklan iddia edilmistir (82).

2.6.5. Kardiyak Troponinler

Iskelet ve kalp kasmm kontraksiyonunu saglayan aktin filamenti ii¢ komponentten
meydana gelmektedir. Bunlar F-aktin, tropomiyozin ve troponin molekiilleridir.
Aktin filamentinin esas vyapismu ¢ift sarmal geklindeki F-aktin molekili
olugturmaktadir. Tropomiyozin istirahat durumunda F-aktin zincirlerinin aktif
blgesini kapatarak aktin ile miyozin arasinda kontraksiyona neden olan etkilegsmeyi
snlemektedir. Troponin kompleksi ise 3 molekiilden olugmaktadir. Bunlar troponin
T, I ve C’dir. Troponin C kalsiyumu baglayarak kontraksiyon olayin baglatirken,
troponin I aktini baglar ve istirahat sirasinda aktin-miyozin etkilegimini inhibe eder.
Troponin I ise troponin kompleksinin tropomiyozine baglanmasi saglar. Dz kas
hiicrelerinde kontraksiyonu diizenleyen bir troponin kompleksi ise yoktur (83).
Troponinlerin 8lgiimii miyokard infarkfiisiinden sonra miyokard hasarinm yayginligi
hakkinda da bilgi vermektedir. Bir calismada sintigrafik olarak infarkt buyiiklugii ile

troponin I ve T 8l¢limil arasinda korelasyon saptanmistir (84).
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2.7. Elektrokardiyografi

Elektrokardiyografi kalp hastaliklarinin tam ve incelemesinde kullanilan bir
yéntem olup kalbin ritmik ve elektrik aktivitesinin grafik olarak kayit teknigidir. Bu
kayit ile elde edilen grafife elektrokardiyogram (EKG), kullamlan cihaza
elektrokardiyografi denir. BKG de gdriilen dalgalar, kalbin elektrotlara karsi gelen

iki noktas1 arasinda bulunan elektriksel gerilim farkindan ileri gelir (85).

P dalgast: Atrial depolarizasyon, sag atriumun yukar kisminda sinis diigiiminden
baslar merkezden diga dogru atrio-ventrikiiler diigiime kadar ilerler. Bu dalgamn ilk
yarisi sag atriumun, ikinci yarst sol atriumun depolarizasyonu gosterir. Tum atrial
aktivasyon ilk EKG dalgasint verir (85). Genigligi 110 mm’y1 genligi ise 0.25 mV’u

gecmez.

PR arahgr: P dalgasmm baglangicindan QRS kompleksinin baslangicina kadar olan
kistmdir. Uyarma siniis diigiimiinden ventrikiillere iletilmesi icin gegen sireyi
gbsterir. PR aralipinin siiresini  atrio-ventrikiiler iletim zamani belirler. QRS
kompleksi dalgasi ile bagladifi zaman PR aralify yerine PQ araligi terimi kullanilir.

(85). PR genisligi 200 msn’yi gegerse anormal kabul edilir.

QRS kompleksi : Ventrikillerin depolarizasyonunu gosteren QRS kompleksi
ventrikiillerin elektriksel sistoliidiir. Ekstremite derivasyonlarmda 100 msn’ yi gbgiis

derivasyonlarinda 110 msn’yi gegmez (85).

ST pargasi ve T dalgas: : ST pargasi, ventrikiillerde depolarizasyon bitimi ile
repolarizasyonun baslangic: arasinda gegen siireyi gdsterir. T dalgasi ventrikiillerin
repolarizasyonunu gsterir. Ventrikiillerin diastolii sirasinda ¢izilir (85). Genligi

ekstremite derivasyonlarinda 0.3 mV, gégiis derivasyonlarinda 0.8 mV’u gegmez.

QT intervali: Ventrikiillerin depolarizasyon ve repolarizasyonuna karsilik
gelmektedir ve Q dalgasimin baglangicindan T dalgasiun sonuna kadar olan siireyi
ifade eder. Kalp uzindaki artiy QT mesafesini kisaltir. Kalp hizina gore diizeltilmis
QT arahip, QT arahgmn (sn)’ nin RR aralgt (sn)’ nin karekokine bolinmestyle
hesaplanir (Bazett formiiltl). Diizeltibmis QT araligy (QTc) erkeklerde 420 msn’yi
kadilarda 430 msnyi gegmez. QT mesafesi, R-R iligkisini etkileyen bir takim
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faktorler olup bunlardan bazilart cinsiyet, yas, ditimal degiskenlik, otonomik aktivite,

sol ventrikiil hipertrofisi, ventrikill i¢i ileti bozukluklan, hipokalsemi,

hipomagnezemi ve ilag kullammidir (86).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Calismanin Etik Kurul Onay1 ve Proje Destegi

Bu deneysel caligmaya baslamak igin Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan Etik
Kurulw'ndan onay  ahndi. Bu g¢ahgma Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel

arastirma Fonu’ndan (No: 2011/96) desteklenmistir.
3.1.2. Deneklerin dzellikleri

Ortalama 142.9+19.2 gr (120-200 gr) agirhginda , 6-8 haftahk toplam 35 adet disi
Wistar rat calismaya ahndi. Ratlar Gaziosmanpasa iiniversitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirma Laboratuarmdan saglandt. Deneysel ¢alisma Gaziosmanpaga
Universitesi Tip Fakiiltesi Veterinerlik Deneysel Aragtrma Merkezinde yapild.
Hayvanlar deney siiresince her bir kafeste 7 adet olacak sekilde; 60x90x45
boyutlarinda olan 5 adet izgarali, metal kogebentls, tel orgiilii kafeslerde barmndirild:
Ratlar 23+2 C° 1sida, fare yetistirme yemi (Best Yem, Gebze, Tirkiye) ve su ile

beslenerek 10 saat giindiiz 14 saat gece ortarminda bekletildi.
3.1.3. Calismada kuilanilan flaclar

Doksorubisin (Doxorubicin-Fresenius Kabi 50 mg/25 ml, Farmar Ilag, Istanbul,

Tirkive),

Nebivolol tablet (Vasoxen 5 mg tablet, Menarini group, Istanbul, Tirkiye),
Atorvastatin tablet (Kolestor 80 mg tablet, Zentiva,Ttrkiye),

Ketamin flakon ( Xetalar 75 mg flakon, Pfizer, Istanbul, Turkiye),
Xylazine (Rompun flakon, 10mg/kg, Bayer, Istanbul, Ttrkiye)

Serum fizyolojik (%0.9 NaCl 1000 m!’lik sise, Eczacibagi-Baxter, Tirkiye)
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3.2. Yontem
3.2.1. Gruplarn elusturulmasx
Ratlar basit rastgele érnekleme yontemiyle toplam 5 guruba ayrilds.

Gurup 1 (Kontrol): Agirliklan 132.5+3.9 gr (128-140 gr) olan 7 rata 5. giinden
itibaren 3 esit dozda (5. giinde, 7. giinde, 9. glinde) toplam 18 mg/kg serum fizyolojik

intraperitoneal (1P) uygulands.

Gurup 2 (Doksorubisin): 143.1£27.2 gr (120-200 gr) agurhgindaki 7 rata 5.
gtinden itibaren 3 esit dozda (5. glinde, 7. giinde,9. glinde) toplam 18 mg/ke 1P

doksorubisin uygulandi.

Gurup 3 (Doksorubisin + Atorvastatin): 137.7+7.4 gr (126-150 gr) agrrhigidaki 7
rata doksorubisin verilmeden 5 giin dncesinden baslanarak doksorubisin verildigi
siire boyunca giinlitk oral yolla gavaj yontemi ile 100 mg/kg atorvastatin ve 5.
gtinden itibaren 3 esit dozda (5. giinde, 7. giinde, 9. giinde) toplam 138 mg/kg IP

doksorubisin uygulandi.

Gurup 4 (Doksorubisin + Nebivolol): Aguliklar1 140.9418.2 gr (120-174 gr) olan 7
rata doksorubisin verilmeden 5 giin 6ncesinden baslanarak doksorubisin verildigi
siire boyunca giinlik oral yolla gavaj yontemi ile 6 mg/kg nebivolol ve 3. giinden
itibaren 3 esit dozda (5. giinde, 7. giinde, 9. giinde) toplam 18 mg/kg [P doksorubisin
uygulandi.

Gurup 5 (Doksorubisin + Atorvastatin + Nebivolol): Agurliklan 162.5422 gr (132-
184 gr} olan 7 rata doksorubisin verilmeden 5 giin Oncesinden baglanarak
doksorubisin verildigi siire boyunca giinlitk oral yolla gavaj yontemi ile 100 mg/kg
atorvastatin, 6 mg/kg nebivolol ve 5. Giinden itibaren 3 esit dozda (5. ginde, 7.
giinde, 9. giinde) toplam 18 mg/kg IP doksorubisin uyguland:.

3.2.2. EKG ¢ekimi

Ratlar, heyecanlanmalarina olanak vermemek igin aneztezi uygulanarak sedatize
edildi ve EKG ¢ekimi i¢in hazirlandi. Bu amagla EKG aygitinda bulunan igne

elektrotlar n bacaklarda triceps brachii kasmn (coput longum ve coput laterale)
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fizerindeki deriye, arka bacaklarda ise biceps femoris kasinin {izerindeki deriye
tutturuldu. EKG kayitlan calisma baslangict olan 1. giind tlim ratlardan ahindi. ve
sonrast 10. Giin ¢aligma sonu tim ratlardan elde edildi. Tum EKG’lerde D I
derivasyonu ¢ekimi alindi ve EKG siirelerinin ve amplitidlerinin Slgtimi 1L
derivasyon kullamlarak yapildr. Calismamizda kalp hizina gore diizeltilmis QT stiresi
(QTc) hesaplandi. Caligmamizda baslangi¢ ve caligma sonu EKG’ lerindeki veriler
kullalarak QRS, PR ve QTc siiresi ve kalp huzindaki degisim hesaplandi. (Delta
QRS, Delta PR, Delta QTe, Delta kalp hizi)

3.2.3. Biyokimyasal ve patolojik analiz i¢in 6rnek alma

Hlag uygulamalan sonlandinldiktan sonra hayvanlar 5. giinde Ketamin (Ketalar
flakon, 75 mg/kg, Plizer, istanbﬁi, Tiirkiye) ve Xylazine (Rompun flakon, 10 mg/kg)
kullanilarak IP vyolla verilerek anesteziye almdi Islemde diseksiyona baglamadan,
hayvanlarin ayak parmaklart pens ile sikigtirlarak agri duyusunun tam olarak
kaybolup kaybolmadigt kontrol edilip rattan herhangi bir tepki alinmadify zaman
anestezinin yeterli oldupuna karar verildi. Hayvan, kii¢iik deney hayvanlart igin 6zel
olarak yapilmis, bir diseksiyon masasina sirtiistil yatirilarak dért ayagindan sabitlendi
Ratin gogiis boslugu agilarak kalp ortaya gikanldi ve vena cava inferiordan kan
almd1 ve rutin biyokimya tiiplerine konuldu. Daha sonra kalp dokusu gikanldr ve
histopatolojik inceleme %10’luk formaldehit icerisine alind:.

3.2.4. Biyokimyasal Analizler

Kanlar santrifijje edilerek serumlar: alinds ve kardiyak hasarlanma igin rat kardiyak
troponin-I; lipid peroksidasyonun bir gostergesi olarak MDA, serbest oksijen
radikallerinden koruyucu enzimler olan GPX ve SOD eliza yontemi ile
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda ¢alisidi.
Ratlardan alinan kan drnekleri yaklastk yirmi dakika pihtilasmaya brrakildiktan sonra
on bes dakika kadar santrifije edilerek (+4 C®, 1500 g) serumlar: ayrigtirildi. Daha
sonra ependorf tiplerine aynlan serumlar analiz edilene kadar -40 C” de saklandu.
Ayrilan serumlardan Rat Cardiac Troponin I Type 3 (TNNI3), Rat Malondialdehyde
ve Rat Glutathione Peroxidase 1 ELISA Kit (Uscn Life Science Inc.) kullanilarak
tiretici firmanimn talimatlar dogrultusunda tiim gruplarin serum kardiyak troponin I,

MDA ve GPX seviyeleri 8l¢iildii. Ayrica Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman
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Chemical, Ann Arbor, Michigan) kullanilarak tiim gruplann serum SOD diizeyleri
slciildii. Sonuglar sirastyla; TNNI3 igin pg/ml, MDA igin pg/ml, GPX1 igin pg/ml ve
SOD igin U/ml cinsinden hesapland.

3.2.5. Patolojik analiz

Otenazi sonrast tiim siganlardan kalp eksize edilip agirhi ahinarak % 10 formaline
koyularak histopatolojik degerlendirme igin ayrildi. Patolojik inceleme i¢in alinan
kalp materyalleri % 10’luk formalin soliisyonunda hemen tespit islemine alindi,
parafin bloklara gomiilen doku Srneklerinde 4 mikron kalmliginda kesitler almarak
Hematoksilen-Eosin ile boyanarak 151k mikroskobunda Gaziosmanpasa Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalt’nda incelendi. Incelemede miyokard dokusunda
fibrozis ve dejenerasyon (Billingham skoru) modifiye skorlandirilarak degerlendirildi

(87,88) (Tablo 1).

Tablo 1. Histopatolojik Dejenerasyon Skorlamasi

Puan
Hasar izlenmedi veya sitoplazmik vakuolizasyon 0
% 5 den daha az miyofibril kayb 1
%35-30 miyofibril kaybi 2
%30 dan daha fazla miyofibril kaybi 3
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Tablo 2. Histopotolojik Fibrezis Skorlamasi

Puan
' Fibrozis izlenmedi 0
Ventrikiil, septum veya papiller kasta minimal fibrozis 1
Coklu lokalizasyonda kii¢iik odaklarda fibrozis 2
Coklu lokalizasyonda goklu odaklarda fibrozis 3
Septum ve papiller kas: etkileyen diffiiz ve genis alanlarda fibrozis 4

3.3. istatistiksel Analiz

Siirekli degiskenler ortalaina + standart sapma, nitel degiskenler say1 ve yiizde olarak
ifade edildi. Gruplar arasmnda stirekli degiskenler “Mann-Whitney U” ve “Kruskal-
Wallis” tek yonlii varyans analiz testi, nitel degiskenler ise ki kare (chi-square) testi
ile kargilastirildi. Nitel degiskenler karsilagtiriliken dort gozlii capraz tablolarda
beklenen deerlerin 5’ten kiigiik oldugu durumlarda Fisher’in kesin kikare testi
(Fisher’s Exact Test) kullamldi. Hesaplanan iki yonli P degeri <0.05 ise
karsilastirilan degiskenler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Tiim analizler icin SPSS (statistical Package for the Social Sciences) istatistiksel

yazilim paketi kullamldi (Version 16, SPSS Inc, Chicago, 1L, USA).
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4 BULGULAR

4.1.Genel Klinik Degerlendirme:

Genel klinik degerlendirmede 10 giinliik sire iginde kontrol grubuna gore biitiin
gruplarda anlamli agirlik azalmas: kaydedilmedi. Ratlar sakrifikasyon ©ncesi
gbzlendi. Ratlar genel olarak iyi klinik durumda olarak degerlendirildi. Grup 5’de 1
ratta (% 14.30) mortalite saptandi. Diger gruplarda mortalite saptanmadi.

Tablo 3. Deneklerin Bazal Kilolar: ve Kilo Degisimleri

Baslangic Kilo degisimi

Gruplar

(gn) (gr)
Grup 1 (n:7) 132.5£3.9 +5.4
Grup 2 (n:7) 143.1£27.2 +5.7
Grup 3 (n:7) 137.7+£7.4 +7.7
Grup 4 (n:7) 140.9£18.2 +7.1
Grup 5 (n:6) 162.5+ 22 +5.1

4.2.Biyokimyasal parametrelerdeki Bulgular

Doksorubisin alan tiim deneklerde 5. giin bakilan Tnl diizeyleri kontrol
grubuna (grup 1) gore daha yiiksekti P<0.05 (Tablo 4.). Grup 2 ile grup 1 arasimnda
kargilastirmada MDA ve SOD degerleri grup 1’e gore yiksekti. (1.06+£0.21 ile
0.80+061, 22.19+2.08 ile 17.3442.37, P<0.05). Grup 3 ile grup 1 arasmda
karsilastirmada SOD degeri grup 1’e gbre yiiksekti. (22.4241.77 ile 17.34%2.37,
P<0.05). Grup 4 ile grup 1 arasinda kargilastirmada SOD degeri grup 1'e gore
yiksekti. (22.42+3.15 ile 17.3442.37, P<0.05). Grup 5 ile grup 1 arasinda
kargilagtirmada MDA ve SOD degeri grup 1'e gore yilksekti. (1.32+0.29 vs
0.80+:061, 21.38+1.45 ile 17.34+2.37, P<0.05).. Grup 3 ile grup 2 arasmda
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karsilastirmada grup 3°de Tnl degeri grup 2’ye gore yiksek; MDA degeri grup 2°ye
gore diistiktii (440.2425.9 ile 342,132, 0.71+0.09 ile 1.06+0.21, P<0.03). Grup 4 ile
grup 2 arasinda kargilagtumada MDA degeri grup 2°e gbre diigiiktii (0.80£0.13 ile
1.06£0.21, P<0.05). Grup 5 ile grup 3 arasinda Kkarsilastirmada grup 57 de MDA
degeri grup 3 e gore yitksek iken GPX ve Tnl diigtikti (1.3240.29 ile 0.7120.09,
4.39+0.70 ile 5.63+0.53, 291.7+68.7 ile 440.2425.9, P<0.05). Grup 5 ile grup 4
arasindaki karsilastirmada grup 4’e gore Tnl ve GPX degeri dusiik iken MDA diizeyi
yitksekti (291.7468.7 ile 423.9£99.8, 4.39+0.70 ile 5.67+0.56, 1.32+0.29 ile
0.80+0.13, P <0.05).

Tablo 4. Deneklerin Biyokimyasal Analiz Sonuclar

NS MDA SOD GPX
Gruplar
P (ng/mi) (ng/ml) (U/ml) (ng/ml)
Grup 1 (:7) 0 0.80+061 17.344 2.37 5.0540.69
Grup 2 (n:7) 342.12432.2  1.06£0.21°  22.19%£2.08° 5.104:0.54

Grup 3 (n:7) 44024425.9°  0.71£0.09° 22421770 5.6320.53
Grup 4 (n:7) 423.91£99.8  0.80+£0.13°  22.42+3.15° 5.67+0.56

Grup 5 (n:6) . 201.71£68.78"  1.324029%™  21.3841.45' 4.39+0.70%"

MDA :Malonildialdehid; SOD:Superoksit Dismutaz; GPX:Glutatyon peroksidaz;
Troponin l:icTnl

*Grup 1 e gore tiim gruplarda Tnl yiksek £ <0.05

®Grup 2 ile grup 1 arasinda P <0.05 CGrup 3 ile grup 2 arasinda P <0.05
Grup 3 ile grup 1 arasinda P <0.05 ®Grup 4 ile grup 2 arasinda P <0.05
*Grup 4 ile grup 1 arasinda P <0.05 £Grup 5 ile grup 3 arasinda P <0.05
"Grup 5 ile grup 4 arasinda P <0.05 'Grup 5 ile grup 1 arasinda P <0.05
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4.3. Elektrokardiyografik Bulgular

Gruplarin bazal ve caligma sonu EKG bulgulan Tablo 5 ve 6’de gosterilmistir.
Gruplar arasinda bazal EKG bulgulant bakimindan fark yoktu, Gruplardan alinan
EKG 6rnekleri sekil 4° de gésterilmisgtir.

ﬁ.lLwE‘L;Mhﬂwﬁﬁ,rwxﬂ@ﬂx\!’rw,«s km‘dﬁgmwwﬁﬂ{wﬂihﬁﬂ}wlﬁmwAMJAMLJVW%% ;fﬁm

Grup 1, rat no: 4

ﬂﬂﬂﬁkﬁﬁmﬂﬂ&ﬂﬁtmﬁhﬁﬁ%&ﬁxgﬂxﬁﬁugﬂm#ﬂhﬁﬁh$ﬂ&;jﬂﬁﬁkﬁﬁkxﬁm;ﬂi@ﬂm;

Grup 2, ratno: 4

01908 O A 0

Grup 3, ratno: 3

wmw&wﬁwﬁwmmeJmeJmJL&&ﬂmwﬂwﬂw$mJ%kathw

Grup 4, ratno: 5

J L "»\w,«xﬁ/\wmj\ﬁm}\"wﬁﬂﬁwJlﬁ.m,«ﬂ%;wjbiwmﬂ%,;» 'lﬁw,f‘;’m,mnJ\%mﬁ/\.,,,ajﬂwuh’\wﬂbﬂ\ﬁw

Grup 5, ratno: 4
Sekil 4. Deneklerin EKG Ornekleri
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Tablo 5.Deneklerin Bazal Elektrokardiografik Analiz Sonuglari

PR siiresi QRS suresi Kalp hizx QTc
Gruplar (msn) (msn) (atim/dK) (msn)
Grup 1 (n:7) 50.57+4.54 42.29+8.18 333.20+45.38  259.81£30.31
Grup 2 (u:7) 54.00+£4.58 33.43:8.54 310.29+45.36  272.72+31.54
Grup 3 (n:7) 63.57+£6.52 35.29+3.59 3084+:10.34 271.73+x4.26
Grup 4 (n:7) 57.43+£2.99 33.29+7.95 313.57+17.12  278.54+32.58
Grup 5 (0:6) 55.86£5.87  38.86:2.11  322.29437.65  267.35%9.73

Tablo 6. Deneklerin Cahisma Sonu Elektrokardiografik Analiz Sonuglar:

PR siiresi QRS suresi Kalp hina QTec
Gruplar (msn} (msn) (atum/dk) (msn)
Grup 1 (n:7) 51.14£5.39 41.7145.39 3332944468 261.78+32.99
Grup 2 (n:7) 56.43+4.31 36.00+8.32 289.71+£48.06  278.95+26.67
Grup 3 (n:7) 64.004:6.37 35.86+2.19 228.57£58.10  313.95+20.23
Grup 4 (n)7) 59.86:+2.85 33.43+8.22 271.14+£38.35  289.00+£22.70
Grup 5 (n:6) 55.67+3.61 39.67+1.36 300.00£32.66  271.23+£13.30
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PR siresi

Gruplar arasmda PR mesafesi degisimi (delta PR) bakimindan anlamli bir fark yoktu
(Tablo 7).

QRS stiresi

Grup 2’deki deneklerde grup 1’e gore QRS stirelerindeki degisim (delta QRS)
artmisti (2.57+0.78 msn ile -0.57£0.53 ms, P<0.05). Grup 3’ deki deneklerde grup
2’ve gore delta QRS stireleri azalmigtt (0.57£1.9 ile 2.57+0.78 P<0.05). Grup 4 deki
deneklerde grup 2’ ve gbre delta QRS stireleri azalmustt (0.14+1.34 ile 2.57+0.78
P<0.05). Grup 5’ deki deneklerde grup 2’ e gore delta QRS stireleri azalmustt (0.17 &
1.16 ile 2.57+0.78 P<0.05).

QT Siiresi (QTc)

Grup 3’°deki deneklerde grup 2’ye gore QTc stirelerinde degisim (delta QTc) artomgti.
(42.22+18.85 msn ile 6.23+28.09 msn, P<0.05) Grup 4 deki deneklerde grup 3’e
gire delta QTc azalmist.(10.47£11.69 msn ile 42.22:+18.85 msn, P<0.05) Grup 5’
deki deneklerde grup 3’e gore delta QTc azalmisti (4.17+5.42 msn ile 42.22+18.85
msn, £<0.05).

Kalp Hizx

Gruplar arasinda kalp hizi  degisimi (delta kalp hizi) bakimindan kontrol grubuna
gbre grup 3, grup 4 ve grup 5 de defisim artmusti.{ 0+3.8 ile -79.43+62.29, -
42.43+36.92, -24+:17.20, P<0.05)
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Tablo 7.Deneklerin Elektrokardiografik Bulgularinda Degisim

Delta PR Delta QRS  Delta kalp hiza Deita
Gruplar

(msn) (msn) (atrm/dk) QTc(msn)
Grup 1 (m:7) 0.57£1.51 -0.57+0.53 0+3.8 1.97+£3.92
Grup 2 (n:7) 2.43+2.93 2.57 +0.78* -20.57+£25.78 6.23+28.09
Grup 3 (n:7) 0.4341.27 0.57+1.9 79.434£62.29  42.22+18.85°
Grup 4 (n:7) 2.43+1.71 0.14+1.34 -42.43436.92  10.47£11.69
Grup 5 (n:6) 1.17+£1.9 0.17£1.16 -24417.20 4.17+5.42

*Grup 2 ile diger gruplarn her biri arasinda P <0.05
® Grup 3 ile diger gruplarm her biri arasinda P <0.05

4.4 Histopatolojik bulgular

Tablo 8. Histopatolojik Analiz Sonug¢lari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(n=7) (n=7) (n=7) (n=T) (n=6)
Dejenerasyon 0 (0) 7 (100} 7(100) 7 (100) 6 (100)
Fibrozis 0(0) 4(57.1) 3 (42.9) 4 (57.1) 4 (66.7)

Veriler say1 ve parantez i¢inde yiizde olarak gosterilmistir.
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Dejenerasyon

Kontrol grubu olan grup 1 de dejenerasyon izlenmedi. Billingham skoru ile
degerlendirilen deneklerde dejenerasyon derecesine bakilmaksizin doksorubisin alan

tiim gruplardaki ratlarda dejenerasyon izlenmistir (p<0.05) (Tablo 10 ).

Grup 2 de toplam 7 rattan 1’inde (14.3%) %S5 den aﬁ miyofibril kayb:, 47
finde (57.1%) %5-30 miyofibril kaybi, 2’sinde (28.6%) % 30 dan fazla miyofibril
kaybi saptandi. Grup 3’de ise 5 ratta (71.4%) %35-30 miyofibril kayb: saptanirken 2
ratta (28.6%) % 30 dan fazla miyofibril kayb: saptandi. Grup 4’de 5 ratta (71.4%)
%5 den az miyofibril kaybi, 2 ratta (28.6%) %5-30 miyofibril kaybi saptanirken %
30 dan fazla miyofibril kayb: higbir ratta saptanmad:. Grup 5’de toplam 6 rattan 3
{inde (50%) %5 den az miyofibril kaybi, 2 ratta (33.3%) %5-30 miyofibril kaybs, 1
ratta (16.7%) % 30 dan fazla miyofibril kayb: saptandi. '

Grup 4 ile grup 3 arasinda yapilan degerlendirmede grup 4 grup 3’ e gdre
daha diistik dejenerasyon skoru saptandr ve istatiksel olarak anlamhyd: ( P<0.05)
(Tablo 10).

Tablo 9. Histopatolejik Dejenerasyon Analizi

Grup 1* Grup 2 Grup 3 Grup 4** Grup 5

(1=T) (0=T) (0=T) (n=T) (n=6)
0 (n, %) 7 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
1 (n, %) 0 (0) 1(14.3) 0(0) 5(71.4)  3(50.0)
2 (n, %) 0 (0) 4(57.1)  S(714) 2286  2(333)
3 (n, %) 0 (0) 2(28.6) 2(286) 0 (0) 1(16.7)

Veriler say1 ve parantez iginde yiizde olarak gosterilmigtir.
*Kontrol grubu ile doksorubisin alan gruplar arasinda P <0.05

#% Grup 4 ile grup 3 arasinda P <0.05
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Fibrozis

Kontrol grubu olan grup 1 de fibrozis izlenmedi. Grup 2” de toplam 7 ratn 3’
iinde (%42.9) goklu lokalizasyonda kii¢iik odaklarda fibrozis; 1 ratta (%14.3) g¢oklu
lokalizasyonda ve ¢oklu odaklarda fibrozis izlenirken; 3 ratta (%42.9) fibrozis
izlenmedi. Grup 3 de toplam 7 rattan 3 ratta (%42.9) ¢oklu lokalizasyonda kiiciik
odaklarda fibrozis; 4 ratta (%57.1) fibrozis izlenmedi. Grup 4 de toplam 7 rattan 2
ratta (%28.6) coklu lokalizasyonda kiigitk odaklarda fibrozis; 1 ratta (%14.3)
ventrikiil, septum veya papiller kasta minimal fibrozis izlenirken; 3 ratta (%42.9)
fibrozis izlenmedi. Grup 5°de toplam 6 rattan 1 ratta (%16.7) ¢oklu jokalizasyonda
kiiciik odaklarda fibrozis; 3 ratta (%50) ventrikiil, septum veya papiller kasta
minimal fibrozis izlenirken; 2 ratta (%33.3) fibrozis izlenmedi. Doksorubisin alan

gruplar fibrozis analizi agisindan kendi arasinda farkl: degildi. (Tablo 11).

Tablo 10. Histopatolojik Fibrozis Analizi

Grup 1* Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(0=7) (0=7) (0=7) (0=7) (0=6)
0 (n, %) 7(100)  3(429)  4(57.1)  3(429)  2(333)
1 (n, %) 0 (0) 0 (0) 3(42.9)  1(143)  3(50.0)
2 (n, %) 0 (0) 3 (42.9) 0 (0) 2(286)  1(16.7)
3 (n, %) 0 (0 1(14.3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
4 (n, %) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(14.3) 0 (0)

*Kontrol grubu ile doksorubisin alan gruplar arasinda p<0.05
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Resim 1: Rat miyokardindaki saptanan histopatolojik degisiklikler

Resim 1a: Normal miyokard

Resim 1b: Grade-1 Dejenerasyon

Resim le: Grade-2 Dejenerasyon
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Resim 1d: Grade-3 Dejenerasyon




Resim 2: Rat miyokardmdaki saptanan histopatolojik degisiklikler

Resim 2a : Grade- 1 Fibrozis

Resim 2¢: Grade-3 Fibrozis
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Resim 2b: Grade- 2 Fibrozis

Resim 2d: Grade- 4 Fibrozis




5 TARTISMA

Bu caligmada doksorubisinin tetikledigi kardiyotoksisiteyi énlemek i¢in beta
bloker olan nebivolol ve hiperlipidemi tedavisinde kullanilan HMG COA reditktaz
inhibitorii atorvastatinin etkisi aragtildi. Calismada total 18 mg/kg doz olan
Kiimiilatif dozda doksorubisin verildi (89). Caligmada kiimiilatif doza 3 esit doz ile
ulasilmg olup giintitk klinikte uygulanan paylastrilmis doz yontemi uygulanmgtir.
Yapilan deneysel galigmalarda ratlarda  antrasiklinlerin  yol agtigi akut
kardiyotoksisitenin genellikle ilk bir haftada ortaya ciktigs gériilmiistir (6,7). Bu
yiizden ¢alismamizda doza maruziyetten 1. hafta icerisinde eksplore edilerek
srneklem yapildi. Calismada doksorubisinin indiikledigi kardiyotoksisite ti¢ farkh
yolla arastmildi. Biyokimyasal olarak serumda troponin I, MDA, SOD ve GPX
diizeylerinin belirlenmesi; EKG’de deney dncesi ve sonrasi kalp hizi, QT siiresi ve
PR siiresinin hesaplanmas: ve histopatolojik olarak dejenerasyon ve fibrozis
diizeylerine bakildi. Biz caligmamizda doksorubisin ile rat kalplerinde bakilan
parametreler dogrultusunda baganh  bir sekilde kardiyotoksisite ~olusturduk.
Atorvastatin ve nebivololun doksorubisin ile kombine edildifinde ise
kardiyotoksisiteyi dnlemede bazi parametreler dogrultusunda azalma sagladifin
gordik.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin olusumu tamamen anlagiimig
olmayip muhtemel mekanizmalar kalsiyum homeostaz bozukluklari, serbest oksijen
radikalleri ve antrasiklin metabolitlerine baghdir (90). Beta blokerler negatif
kronotropik ve inotropik ozellikleri ile miyokard oksijen tilketimini azaltan ve
Loroner kan akimin diizenleyen iskemik kalp hastaliklarimin tedavisinde kullanilan
ilaglardir. Yeni yapilan ¢alismalarda beta blokerlerin intraselliler mekanizmasimn
farkli olup kendi aralarinda farkh zellikler gosterdigi bulunmustur (91). Uzun siireli
olan galigmalarda metoprolol ve bisoprolol doksorubisine bagh kardiyomiyopatide
mortalite ve morbiditenin azaltilmas: agisindan etkileri yeterli olmadig yoniindeydi
(92). Gtincel bir galigmada karvedilol, kardiyovaskiiler nedenlere bagh hastancye
yatis ve oliim riski azaltilmis oldugunu gosterdi (93). Nitrik oksit sentaz (NOS) ve
NO, kalp patofizyolojisinde onemli olup kalp hastaliklarinin  etyolojisinde rol
oynamaktadir. Nebivolol, hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilan bir kardiyoselektif
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beta blokerdir. Nebivolol, L arginine/NO yolu ile vazodilatatdr etki gdsterir (94).
NO, salummi yapan beta bloker olan nebivololiin daha dnce yapilan gesitli deneysel
calismalarda doksorubisinin yol agtigs akut ve kronik karditoksisiteyi Onleyebildigi
gosterilmistir (15). Shasi ve arkadaslar: doksorubisinin indikledigi oksidatif stresin
endotelyal NOS transkripsiyonunu arttp doksorubisin inditkledigi apopitozda
iliskili oldugunu belirtmistir (95). Antrasiklinler oksidatif stres ve serbest radikallerin
etkisi ile lipit peroksidasyon firiinli olan MDA da artiy ve glutatyon peroksidaz
aktivitesinde azalmaya neden oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda saptanmistir (96,97).
Kardiyotoksisite patogenezinde rol oynayan serbest oksijen radikalleri ve lipid
peroksidasyonunun bir gdstergesi olan MDA ile ilgili caligmalann gogu doksorubisin
ile yapilmis olup g¢aligmalarda serbest oksijen radikallerinin ve MDA dﬁieylerinin
arttirdipn  goriilmiistiir  (8,98).  Daunorubisin  tetkikledigi kardiyotoksisitenin
énlenmesinde karvedilo] ile yapilan galismada; kontrol grubuna kiyasla daunurubisin
kolunda MDA diizeyi artmis GPX diizeyi azalmig; karvedilol alan grupta MDA
diizeyi azalmis ve GPX diizeyi artmugtir (96). Bizim g¢aligmamizda doksorubisin
grubunda kontrol grubuna gore lipid peroksidasyon Urlinii olan MDA diizeyinde
anlamh yiikselme meveuttu, Toksisiteyi azaltmak igin verilen nebivolol grubunda ise
doksorubisin grubuna gore MDA diizeyi daha diigiik saptandi. Bu sonug,
doksorubisin lipid peroksidasyonunu arttirir iken, nebivolol ile birlikte verilmesinin
lipit peroksidasyonunda azalma saglayabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Statinler, kardiyovaskiller risklerin azaltilmasi ve kardiyovaskiiler
hastahiklarin  nlenmesinde umut verici farmakolojik molekiillerdir. Statinlerin
kolesterol digtiriicii 6zelliklerinin yaninda enflamasyonda azalma, sol ventrikil
fibrozisinde ve immun aktivasyonunda azalma saglayan pleotropik etkileri
meveuttur. Lipid diisiiriicii ilag olan probukol daha dnce antrasikline bagh geligen
kardiyomiyopati tedavisinde ratlarda kullambmug olup bagarili sonug alinmustir (99).
Probucol giiniimiizde yerini daha yiksek antioksidan Ozellikleri ve pleotropik
dzellipi olan HMG Co-A rediiktaz inhibitdrlerine birakmustir (99). Lovastatin ile
yapilan galismada doksorubisinin indiikledigi serbest radikal hasarimi ve oksidatif
DNA hasarmda azalma sagladify gosterilmigtir (100). Fluvastatin ile yapilan
caligmada 6n yiik, ard yiik ve inotropi etkisi olmaksizin doksorubisin tedavisi oncesi

fluvastatin verilen farelerde doksorubisin indiikledigi kardiyomiyopatide sol
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ventrikill fonksiyonunu bafimsiz bir sekilde korudugu gbzlenmigtir (101).
Calismanuzda toksisiteyi azaltmak igin verilen atorvastatinin, doksorubisin verilen
gruba gdore MDA diizeyini anlamh olarak diigiirdiili saptandi. Bu sonug
doksorubisinin lipid peroksidasyonunu arttinr iken atorvastatin ile birlikte verilmesi
ile lipit peroksidasyonunun daha az oldugunu gosteren énceki ¢aligmalarla uyumlu
bulundu. Ancak nebivololin ve atorvastatin  doksorubisin fedavisine birlikte
kombinasyonunda ise ilging olarak MDA diizeylerinde artis saptanmigtir. Bu ilging
sonucun nedeni, son grubumuzdaki 1 ratin éliimi dolayistyla grupta toplam 6 rat

kalmas: ve bunun da istatiksel sonucu etkilemest olabilir.

Katalaz, SOD ve GPX gibi enzimler ve hiicre igi total glutatyon, serbest
oksijen radikallerinin hiicrelere  verdikleri zararlardan korumasi deneysel
caligmalarda gértilmiigtiir (102,103). GPX, organik peroksitleri ve reditkte GSH’ nu
ve okside-GSH doniisiimiinti katalize eder. Sonug olarak serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun hiicreye verdigi zarar1 azaltmaktadir (104).
Bazi deneysel calismalarda doksorubisine bagh kardiyotoksisitede kalp dokusunda
SOD, katalaz, GPX ve total glutatyon dizeylerinde azalma saptanmig ve bu
azalmanin lipid peroksidasyonu ile iliskisi ortaya konulmusgtur (102,103). Bizim
calismamizda doksorubisin ile SOD diizeyi artmugtt. Bu sonug lipit peroksidasyonuna
bagl endojen antioksidanlarm artigt ile agiklanabilir.Fakat beklenenin aksine SOD
degeri acisindan nebivolol veya atorvastatinin dahada fazla koruyucu etkisi
gozlenmedi. Bu sonug, lipid peroksidasyonuna bagli endojen antioksidan artigina
nebivolol veya atorvastatinin bu dozlarda ek bir katkisinmn olamayabilecegi seklinde
yorumlanabilir. GPX’ in nebivolol ve atorvastatin verilen gruplarda arttigin, fakat bu
arigin  anlamli deferlere varmamasiin nedenide meveut denek sayisimn azlifi
olabilir. Daha fazla sayida denekle yapilacak galigmalar buldugumuz bu farki anlamly
hale getirebilir.

Antrasiklin iliskili kardiyotoksisitenin farelerdeki deneysel modellerinde ve
insanlarda yapilan klinik caligmalarda troponinin serumdaki diizeyinin minimal
miyosit hasarinda ytikseligini gosterilmistir (105,106). Caligmalarda doksorubisinin
troponini arttirdigt ve kardiyotoksisitenin bir  belirteci olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir (90). Caligmamizda doksorubisinin verilen gruplarda troponin degeri

kontrol grubuna gdre artmustir. Kardiyotoksisiteden korunma amach verilen grup 3
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de troponin diizeyi grup 2 den daha yiksekti. Ancak grup 5 grup 2 ve grup 4 den
daha diisiik troponin seviyesine sahipti.

EXG: kalbin elekriksel aktivasyonunun kaydedilmesi ve yorumlanmasidir.
Doksorubisin kardiyotoksisitesi gelisen hastalardaki EKG degisikligi daha Snceki
calismalarda gosterilmistir. Caligmalarda doksorubisin kardiyotoksisitesi sonrasi
uyumlu EKG degisikleri; QRS siiresinde artma, QT siiresinde uzama ve T dalgas:
ditzlesmesidir (107). Ratlarda kronik doksorubisin tedavisinin indiikledigi miyokard
hasarmin en prediktif parametresi QT mesafesinde uzamadir (108). Genel olarak
doksorubisin aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazim etkileyip uzatir (109).
Yapmurca ve arkadaslarmmn yapufn ¢alismada doksorubisin alan gruplarda
miyokardda nekroz ve apopitozis sonucu olan oksijen tiiketiminde artiga bagh kalp
hizi, sistolik ve diyastolik kan basincinda artig oldugu bulunmustur (110). Bizim
calismamizda gruplarda bazal kalp hizlarina gére anlamh degisiklik saptanmamustir.
Atorvastatin diger gruplara kiyasla QT siresini anlamli olarak uzatti. Bu bize
atorvastatinin  doksorubisin ile birlikte verilmesi QTc degisimini arttirdif
gostermektedir. Buna karsilik nebivololiin boyle bir etkisi gozlenmedi. Bu ayrica
grup 5 ile grup 3 arasinda da anlamliydi. Bu bize nebivololin tek bagina veya
atorvastatin ile birlikte verilmesinin QTc siiresindeki degisimde koruyucu oldugunu
gostermektedir. Rossi ve arkadaglanimn yaptig1 caligmada atorvastatin alan grupta,
kiimtilatif doksorubisin dozu EK(G’de QRS siiresinde uzama yapti1 gosterilmistir
(113). Benzer sonug caligmamizda saptanmig olup EKG’de QRS siliresinde uzama
atorvastatin ve nebivolo]l verilen gruplarda QRS siiresi uzamasi bu molekiillerin
koruyucu etkisini gdsteriyor olabilir. Daha &nceki cahismalarda PR sliresi ile
doksorubisin kardiyotoksisitesi arasmda iliski olmayip galismamizda PR stiresinde

doksorubisin verilen gruplarda anlaml etki olmamstir.

Daha dnce yapilan hayvan calismalarinda doksorubisin verilen deneklerin
kalplerinde yapilan histopatolojik incelemede kardiyomiyositlerde fibrozis,
sarkotiibiiler dilatasyon, sitoplazmik vakuolizasyon ve miyofibriler kayip izlenmigtir.
(87). Doksurubisine bagl kardiyotoksisiteyi degerlendirmek i¢in dejenerasyon skoru
(Billingham skoru) deneysel cahismada kullamlmistir (87). Caligmamizin esas
bulgusu; doksorubisin alan gruplarda histopatolojik incelemede dejenerasyon skoru

artmigtt. Gruplar aras: yapilan deerlendirmede nebivololin atorvastatine gore
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anlamls olarak diisiik dejenerasyon skoru saptandi. Bu sonug histopatolojik olarak

nebivololiin kardiyotoksisiteye karst koruyucu olabilecegi yonindedir.

Calismalarda doksorubisin kardiyomiyositlerde apopitozise neden olup
apopitozisin indiikledigi fibrozisde artiy mevcuttur (111). Doksorubisin kalpte
miyofibriler yapiyr azaltip miyokardiyal hiicrelerin cizgili yapisim belirsizlestirir.
Bslik eden diger histopatolojik degisiklikler miyokardda ve arteriol g¢evresinde
fibrozisdir. Bu histopatolojik sonuglar kalp fonksiyonu lizerine depresif etki ile
sonuglanir (112). Caligmammzda gruplar arasi yapilan degerlendirmede kontrol
grubunda fibrozis izlenmezken diger gruplarda istatikse]l olarak anlamh olmayan
fibrozis farklari gdzlendi. Atorvastatin ve nebivolol fibrozis lizerine ek bir koruyucu

etkisi gozlenmedi.
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1
2)
3)
4)

3)
6)
7
8)

9)

6. SONUCLAR VE ONERILER

Doksorubisin, lipid peroksidasyonunu arttird1.

Doksorubisin, serum MDA diizeyini arttirds.

Troponin, doksorubisin alan tiim gruplarda yiiksekti.

Doksorubisin ile birlikte verilen atorvastatin, tek bagina verilen doksorubisine
gbre troponin diizeyini daba da yiikseltti.

Doksorubisinin atorvastatin ve nebivolol ile birlikte verilmesi ile troponin
diizeyi atorvastatin verilmesine gore diisiik izlendi.

Atorvastatin MDA diizeyini doksorubisine kiyasla diislirdi.

Nebivolol MDA diizeyini doksorubisine gore diislirdi.

Doksorubisin, serbest oksijen radikallerinden koruyucu enzimler olan SOD
enzim diizeyini arttirds.

Doksorubisinin atorvastatin ve nebivolol ile birlikte verilmesi SOD diizeyini

artird:.

10) Doksorubisin, EKG’de QRS siiresini uzatt1.

11) Doksorubisinin nebivolol ve/veya atorvastatin ile birlikte verilmesi, EKG

parametreleri {izerinde QRS stiresinde olumlu etkilerde bulundu.

12) Doksorubisinin nebivolol ile birlikte verilmesi, EKG parametreleri lizerinde

QTc siiresinde olumlu etkiledi.

13) Doksorubisin, histopatolojik olarak dejenerasyon ve fibrozisi arttird1.

14) Nebivololun doksorubisinin olusturdufu dejenerasyonu azaltma yoniinde

etkisi saptands.

Bu aragtirma genel olarak degerlendirildiginde, bu konuyla ilgili ileride

planianacak galigmalarda arastiricr arkadaglara yardime1 olabilecegini diistindigiimiiz

&neriler agagida siralanmigtir;

1) Doksorubisin tetikledigi kardiyomiyopatinin Onlenmesi i¢in daha Once

simvastatin, fluvastatin ve rosuvastatin denenmistir. Atorvastatin ile elde edilen

bulgular bu alanda ilk oldugu i¢in orjinaldir.

2) Doksorubisin tetikledigi kardiyomiyopatinin snlenmesi icin daha Once beta

blokerlerden karvedilol, metoprolol, bisoprolol denenmistir. NO {izerinden etkili olan
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nebivololiin etkisi daha dnce deneysel laboratuar ortaminda in vitro galigmalarda
gosterilmistir. Caligmamizdan elde edilen bulgularn daha genis galismalarla
desteklenmesi gerekir.

3) Caligmada doksorubisin kardiyotoksisitesini énleme i¢in verilen ilaglarin etkisini
tespit etmek igin denek 7°ser adet rat kullanild:, Ancak galigma takibinde grup 5’de 1
rat kaybedildi. Bu kayip ¢alismanin istatiksel sonuglanmt etkilemis olabilir. Daha
fazla rat sayisi ile yapilan caligmada ilaglarm doksorubisin kardiyotoksisitesini
énleme etkisini daha net tespit edilebilinir.

4) Biz atorvastatin alan doksorubisin grubunda, sadece doksorubisin grubuna gore
daha yitksek troponin degeri saptadik. Bu ilging gdzlememize amacma uygun olarak

tasarlanmis bir ¢aligmada arastirilmas) gerekir.
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