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OZET

Doksorubisinin kardiyotoksik etkisine karsi1 karvakrol ve C vitamininin
kardiyoprotektif etkilerinin in vitro ortamda degerlendirilmesi

Dr. Bedirhan GUNAYDIN

Doksorubisin (DOX), hematolojik maligniteler ve solid tiimorlerin tedavisinde uzun
yillardir kullanilan antrasiklin tiirevi kemoterapdtik ajanlardandir. Kardiyotoksik yan
etkileri klinik kullanimmi kisitlamaktadir. Deneysel calismalarda C vitamini ve
karvakroliin antioksidan etkileri gosterilmistir. Calismamizda, patogenezinde
oksidatif stresin rol oynadigi doksorubisin iliskili kardiyotoksisiteyi H9C2 hiicre
hatt1 tizerinde modelleyerek C vitamini ve karvakroliin ayr1 ayr1 ve sinerjist etkilerini
arastirmay1 amacladik.

Karvakrol ve C vitamininin kardiyoprotektif etkilerinin, hem kontrol grubu ile hem
de doksorubisine maruz kalan hiicreler ile degerlendirebilmek amaciyla hiicre hatlari
yedi gruba ayrildi. Gruplar; kontrol, karvakrol, C vitamini, DOX, DOX+karvakrol,
DOX+C vitamini, DOX+karvakrol+C vitamini seklindeydi.

Doksorubisin dozlar1 1,25-2,5-5-10-20-40-50-60-75 uM olarak belirlendi. Her alt
grubun canlilik diizeyi 24., 48. ve 72. saatte ayr1 ayr Olciildii. Boylece hiicrelerin
%350’sinin canli kaldigr IC50 dozlar1 24.saatte 14,71 uM, 48.saatte 1,186 uM,
72.saate 0,272 uM olarak hesaplandi. Artan DOX dozunun ve gecen zamanin hiicre
canliligina olumsuz etkisi goriildi. (p<0,05).

Degisken dozlarda karvakrol ve C vitamini verilen gruplarda kontrol grubuna gore
hiicre canliligi karsilastirildi. C vitamini verilen grupta 24.saatte, karvakrol verilen
grupta hem 24. hem 72.saatte kontrol grubuna gore hiicre canliliginin istatistiksel
olarak artt1g1 saptandi. (p<0,05).

IC 50 dozunda DOX ile birlikte gesitli dozlarda karvakrol ve C vitamini verilen
hiicreler sadece IC50 dozunda DOX alan grup ile karsilastirildi. DOX+ C vitamini
verilen grubun canlilik yiizdesi 24.saatte, DOX+ karvakrol verilen grubun canlilik
yiizdesi 48. ve 72. saatte sadece DOX verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli

sekilde yiiksek saptandi (p<0,05).
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Karvakrol ve C vitamininin etkilesimini degerlendirmek amaciyla IC50 dozunda
doksorubisin, 100 uM C vitamini kombinasyonuna 20 mM ve 80 mM karvakrol
eklemek; IC 50 dozunda doksorubisin 500 uM C vitamini kombinasyonuna 20 mM,
40 mM ve 80 mM karvakrol eklemek hiicre canliligini istatistiksel anlamli olarak
azaltt1 (p<0,05).

Ayni1 gruplar lizerinde yapilan wound healing testinde karvakrol verilen grubun yara
yeri yiizey alani kontrol grubuna goére anlamli sekilde kiiciildii. (p=0,003). 24.saat
analizinde ise kontrol ile karvakrol, kontrol ile C vitamini, DOX ile
DOX-+karvakrol+C vitamini gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli olarak fark
saptand1 (p<0,05).

Doksorubisin uygulanan gruba 40 mM karvakrol, 200 uM C vitamini ve karvakrol+
C vitamini eklenmesinin BAX ekspresyonunda azalma ile birlikte
kardiyomiyositlerin seklinin de korunmus oldugu ve C vitaminin kaspaz-3
ekspresyonunu azaltarak apoptotik aktiviteyi azalttigi bulundu.

C vitamini ve karvakroliin ger¢ek zamanli PCR ydntemi kullanarak BAX, MMP-2,
TGF-beta faktorlerin gen ekspresyonlarini azalttigi bulundu.

Sonuglarimiz, karvakrol ve C vitamininin doksorubisin iligkili kardiyotoksisite
tizerine ayr1 ayrt kullanimlarmin  kardiyoprotektif etki gostererek faydali

olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Doksorubisin, Kardiyotoksisite, Karvakrol, C vitamini, Hiicre
kiltiiri
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SUMMARY

Evaluation of the cardioprotective effects of carvacrol and vitamin C against
the cardiotoxic effect of doxorubicin.

Dr. Bedirhan GUNAYDIN

Doxorubicin (DOX) is an anthracycline derivative chemotherapeutic agent used for
many years in the treatment of haematological malignancies and solid tumours.
Cardiotoxic side effects limit its clinical use. Antioxidant effects of vitamin C and
carvacrol have been shown in experimental studies. In our study, we aimed to
investigate the individual and synergistic effects of vitamin C and carvacrol by
modelling doxorubicin-induced cardiotoxicity, in which oxidative stress plays a role
in the pathogenesis, on H9C2 cell line.

The cell lines were divided into seven groups in order to evaluate the cardioprotective
effects of carvacrol and vitamin C on both control and doxorubicin-exposed cells.
The groups were as follows: control, carvacrol, vitamin C, DOX, DOX+carvacrol,
DOX+vitamin C, DOX+carvacrol+vitamin C.

Doxorubicin doses were determined as 1.25-2.5-5-10-20-40-50-50-60-75 uM. The
viability level of each subgroup was measured separately at 24, 48 and 72 hours.
Thus, the 1C50 doses at which 50% of the cells remained viable were calculated as
14.71 uM at 24 h, 1.186 uM at 48 h and 0.272 uM at 72 h. Increasing DOX dose and
time had a negative effect on cell viability (p<0.05).

Cell viability was compared in the groups given varying doses of carvacrol and
vitamin C compared to the control group. It was found that cell viability increased
statistically at 24.hour in the vitamin C group and at both 24.and 72.hour in the
carvacrol group compared to the control group (p<0,05).

Cells treated with various doses of carvacrol and vitamin C together with DOX at
IC50 dose were compared with the group receiving only DOX at 1C50 dose. The
percentage of viability of the DOX+ vitamin C group at 24th hour and the percentage
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of viability of the DOX+ carvacrol group at 48th and 72nd hours were statistically
significantly higher than the DOX alone group (p<0.05).

In order to evaluate the interaction between carvacrol and vitamin C, adding 20 mM
and 80 mM carvacrol to doxorubicin, 100 uM vitamin C combination at IC50 dose
and adding 20 mM, 40 mM and 80 mM carvacrol to doxorubicin, 500 uM vitamin C
combination at IC50 dose decreased cell viability statistically significantly (p<0.05).
In the wound healing test performed on the same groups, the wound surface area of
the carvacrol group was significantly smaller than the control group (p=0,003). In the
24th hour analysis, there was a statistically significant difference between control and
carvacrol, control and vitamin C, DOX and DOX+carvacrol+vitamin C groups
(p<0.05).

It was found that the addition of 40 mM carvacrol, 200 uM vitamin C and carvacrol
+ vitamin C to the doxorubicin treated group preserved the shape of cardiomyocytes
with a decrease in BAX expression and vitamin C decreased apoptotic activity by
decreasing caspase-3 expression.

Vitamin C and carvacrol were found to decrease gene expressions of BAX, MMP-2,
TGF-beta factors using real-time PCR method.

Our results support that the separate use of carvacrol and vitamin C on doxorubicin-
induced cardiotoxicity may be beneficial by showing cardioprotective effect.

Key words: Doxorubicin, Cardiotoxicity, Carvacrol, Vitamin C, Cell culture
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1. GIRIS VE AMAC

Miyokardit; cesitli enfeksiydz ajanlar ve non-enfeksiyoz nedenler aracilig ile
kardiyomiyositlerde nekroz ve dejeneratif degisiklikler ile karakterize enflamatuvar
bir tablodur (1). Saglikli ¢ocuklarda dilate kardiyomiyopatinin ve kalp yetmezliginin
en stk nedenidir (2). insidans1 yaklasik olarak 22:100000 olarak saptanmustir (3).
Etiyolojisinde basta viral etkenler olmak {izere bir¢ok enfeksiydz ajan ile birlikte;
ilaglar, baz1 toksinler, otoimmiin hastaliklar, hipersensitivite reaksiyonlari, radyasyon
gibi non-enfeksiyoz etmenler de rol oynayabilir (4). Yapilan arastirmalarda birgok
ilacin kardiyotoksisiteye yol agarak miyokardite sebebiyet verdigi gosterilmistir. Bu

ilaglar arasinda antrasiklinler 6nemli yer tutmaktadir (5).

Antrasiklinler malignite tedavisinde siklikla kullanilan antineoplastik
ajanlardandir. Doksorubisin (DOX) antrasiklin tiirevi kemoterapétik ilaglarin en sik
kullanilanlarindan bir tanesidir. Losemi, lenfoma ve yumusak doku karsinomlari,
meme ve akciger kanserlerine karsi aktivite gosteren antineoplastik ajanlardir (6).
Bununla birlikte klinik kullanimi doz bagimli bir yan etkisi olan kardiyotoksisite

nedeni ile kisitlanmaktadir (7).

Doksorubisinin hangi mekanizma ile kardiyotoksisiteye neden oldugu tam
olarak bilinmemektedir. Ortak fikir birligine varilan goriis; serbest oksijen
radikallerinin ve ortaya ¢ikan oksidatif stresin hiicresel hasara yol a¢masidir.
Doksorubisin antioksidatif yolaklarin bozulmasina da yol agarak oksidatif stresi
arttirir. Aymt zamanda doksorubisin p53 proteini aracilig ile kardiyomiyositlerde
apoptozu indiikleyerek kardiyotoksisiteye sebep olur. Yapilan ¢aligsmalar neticesinde
doksorubisin kullanimi sonrasi oksidan/anti-oksidan dengesinin oksidatif tarafa
kaydig1 saptanmasi lizerine doksorubisine karsi anti-oksidan iceren bir¢ok tedavi

metodu arastirilmigtir. Ancak heniiz tedavide kullanilan bir ajan bulunmamaktadir (8-

12).



Karvakrol; kekigin esansiyel yaginda, karabiber yaginda ve yabani bergamotta
bulunan sentetik yollarla da gesitli tiirevleri tiretilebilen monoterpenoid fenoldiir (13).
Yapilan ¢alismalarda oksijen radikallerini azalttig1, apopitozis yolaklarini inhibe ettigi,

lipid peroksidasyonunu azalttig1 gosterilmistir (14).

C vitamini; birgok meyve ve sebzede dogal olarak bulunan monosakkarit tiirevi
bir bilesiktir. Yapilan ¢aligmalarda apoptozisi, inflamasyonu, oksidatif stresi azalttigi

kalp fonksiyonlarini arttirdigr gosterilmistir (15).

Literatiirde karvakrol ve C vitaminin doksorubisinin kardiyotoksisitesi {izerine
olumlu etkileri gosteren ¢alismalar olmasina ragmen hiicre kiiltiirii ortaminda beraber
degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Calismamizda Kkarvakrol ve C
vitamininin ayr1 ayri1 ve sinerjistik kardiyoproktektif etkilerini, doksorubisine maruz

birakilan sican kardiyomiyosit hiicre hatti tizerinde gostermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 MIYOKARDIT

Onceden saglikli oldugu bilinen kisilerde, enfeksiydz veya non-enfeksiydz
ajanlarla miyosit hasar1 sonucu gelisen, bulgular1 subklinik seyirden fulminan seyire
kadar degisken olabilen bir hastalik tablosudur (16).

Miyokardit ilk olarak kalbin iltihaplanmas1 olarak 1749 yilinda Jean Baptiste
Senac tarafindan tanimlanmis olsa da miyokardit terimi ilk defa 1837 yilinda Joseph
Freidrich Soberheinm tarafindan kullanilmistir. i1k kez 1980 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan tammmi yapilmustir. Giincel tanim ise 1995 yilinda Uluslararasi
Kardiyoloji Dernegi ve Uluslararas1 Kardiyoloji Federasyonu tarafindan yapilmistir.
Kalp kasinin enflamatuvar bir hastalig1 olarak kabul edilmis, histolojik, immiinolojik

ve immiinohistokimyasal kriterleri bildirilmistir (16).

2.1.1 Miyokardit Epidemiyolojisi

Miyokarditin klinik belirti yelpazesinin ¢ok genis olmasi, bircok miyokardit
hastanin non-spesifik bulgularinin olmasi ve baz1 hastalarin asemptomatik olmasi
nedeniyle 6nemli 6l¢iideki hastaya tani koyulamadigir tahmin edilmektedir. Yakin
tarihli bir caligmada miyokardit insidansinin 22:100000 oldugu saptanmistir (17). Yine
retrospektif bir ¢calismada son 10 yil i¢erisinde yapilan pediatrik otopsilerin yaklasik
%2’sinde miyokardit bulgulari saptanmistir (18). Non-travmatik ani ¢ocuk liimlerinin
%27’sinin etiyolojisinde miyokardit saptanmustir (19). Hastaligin goriilme siklig1 hasta
popiilasyonuna ve ek hastalik varligina gore degiskenlik gosterebilir. HIV pozitif olan

hastalarda yapilan otopsi serilerinde %50 oraninda miyokardit goriilmiistiir (20).

2.1.2 Miyokardit Etiyolojisi

Etiyolojide en sik enfeksiy0z ajanlar, enfeksiyoz ajanlar igerisinde de en sik viral
etkenler yer almaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu ve in situ hibridizasyon gibi yeni
molekiiler teknikliklerin gelistirilmesiyle, endomiyokardiyal biyopsilerde en sik tespit
edilen viriislerin spektrumu degismistir. Onceki yillarda yapilan calismalarda
enteroviriis (koksakiviriis A ve B, Ekovirtis, Polioviriis) ve Adenoviriis (serotip 2 ve
5) en sik viral etkenler arasinda gosterilirken son yillarda yapilan ¢calismalarda en sik

viral etken Parvoviriis B19 olarak bildirilmistir (21-24). Miyokarditte farkli viriis



tiirlerinin dagilimina iliskin cografi farkliliklarin olup olmadigi halen arastirilmaktadir.
Sik goriilen viral enfeksiyon tipi yer ve zamana gore degismekle birlikte farkli tani
prosediirlerinin uygulanmasi da dikkate deger bir diger husustur. Bu viriislerin disinda
influenza A, B, RSV, hepatit C, HIV gibi RNA viriisleri; CMV, HHV-6, EBV, VZV,
HSV gibi DNA viriisleri diger viral etkenlerdir. Ayrica cesitli bakteriler, spiroketler,
mantarlar, protozoalar ve paraziter enfeksiyoz ajanlar da enfeksiyoz etkenler arasinda
yer alir. ilaca baglh toksisite, alerjene bagli hipersensitivite reaksiyonlar, bazi
otoimmiin ve kollajen bag doku hastaliklari, agir metaller, radyasyon maruziyeti,
bocek 1sirmasi da miyokarditin non-enfeksiydz nedenleri arasinda sayilabilir.

Miyokardit etiyolojisinde yer alan etkenler Tablo 1’de gosterilmistir (25).

Tablo 1. Miyokardit etiyolojisindeki ajanlar (26)

Enfeksiydz miyokardit:
e Viral:
RNA viriisleri: Koksaki A ve B, ekoviriis, polioviriis, Influenza A ve B, RSV,
Rubella, Kabakulak, Kizamik, Kabakulak, Hepatit C, Lassa Viriis, HIV
DNA viriisleri: Adenoviriis, Parvoviris B19, CMV, HHV-6, EBV, VZV, HSV
e Bakteriyel: Stafilokok, Streptokok, Pnémokok, Meningokok, Gonokok,
Salmonella, Mycobacterium, Mycoplasma, Brucella
e Fungal: Aspergillus, Actinomyces, Blastomyces, Candida, Cryptococcus,
Nocardia
Spiroket: Borelia, Leptospira
Paraziter: Trichinella spiralis, Echinococcus granulosus, Tenia solium
Protozoal: Toxoplasma gondii, Entemoeba, Leishmania
Riketsia: Coxiella brunetti, R.ricketsii

Immiin sistem aracili miyokardit:
e Allerjen: Tetanoz toksini, asilar, serum hastaligi, ilaglar (penisilin,
sefalosporin, furosemid)
e Alloantijen: Kalp transplantasyon rejeksiyonu
e Otoantijen: SLE, Romatoid artrit, Churg- Strauss, Kawasaki, Inflamatuvar
Barsak Hastalig1, Skleroderma, Poliomiyozit, Tirotoksikoz, Sarkoidoz
Toksik miyokardit
Ilaclar: Amfetamin, Kokain, Antrasiklinler, Lityum, Klozapin
Agir metaller: Bakir, Demir, Kursun
Hormon: Feokromasitoma
Fiziksel Ajanlar: Radyasyon, Elektrosok




2.1.3 Miyokardit Patofizyolojisi

Miyokarditin patofizyolojisi tam olarak ¢oziilememekle birlikte birtakim fikirler
ortaya atilmistir. Enteroviral miyokarditin fare modelleri, viral miyokarditin seyrinin
ti¢ evre ile karakterize oldugunu géstermektedir (27). Viriis, miyositlerin i¢ine spesifik
bir reseptor araciligr ile girer. B grubu koksakiviriisler ve bazi adenoviriisler, viral
genomun miyosit i¢ine internalizasyonu i¢in ortak bir transmembran reseptorii
(koksakiviriis ve adenoviriis reseptorii (CAR)) kullanir (28). Kardiyak miyositler
tizerine CAR ekspresyonu olmadiginda viral enfeksiyon ve inflamasyon olusamaz
(29). Dilate kardiyomiyopatili hastalarin eksplore edilmis kalplerinde, saglikli kalpleri
olan hastalara oranla daha fazla CAR ekspresyonu gosterilmistir. Artmig insan CAR
ekspresyonunun viral miyokarditi kolaylastirmak ic¢in predispozan bir faktoér olup

olmadig ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir (30).

Hiicre igine giris sonrasi viriis replikasyonu gelisir. Viriis replikasyonu; akut
miyosit nekrozuna, baz1 hiicre i¢i antijenlerin a¢iga ¢ikmasina, dnce NK ve makrofaj

ardindan T lenfositlerin istilas1 ile konagin bagisiklik yanitinin aktivasyonuna yol agar.

Akut Faz Subakut Faz Kronik Faz
(Viral Replikasyon) (immiin Yarut) DKMP

Glinler 0 3

Fibrozis

Dilatasyon
Disfonksiyon

Virts

3 1%

Viral Antikorlar
YEYEY
\!y Y \‘i

Hicre infiltrasyonu

AAA

Sekil 1. Kardiyomiyopati fazlari (31)

Miyokarditin akut fazi sadece birkag giin siirer. Akut fazda viriis kaynakli hasar
goriillir ve sonrasinda otoimmiin reaksiyonlar goriildiigii ikinci faza gegilir. Birkag
hafta ile ay arasinda siiren bu subakut fazda T lenfositler tarafindan konak hedef alinir.

Bu fazda TNF-alfa, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler aktive olur. Kardiyak proteinlere karsi



olusan antikorlar kardiyak hasarin miktarin1 arttirabilir ve kalbin kasilma
fonksiyonlarinda bozulmaya neden olur. Miyokarditli hastalarin virlisiin ortadan
kaldirilmas: ile genellikle bagisiklik yaniti azalir ve sol ventrikiil fonksiyonu
bozulmadan iyilesir. Bununla birlikte yapilan bazi fare calismalarinda otoimmiin
stireclerin sonucunda dilate kardiyomiyopati gelisimi ile karakterize kronik faz

olusabilir (32).

2.1.4 Miyokardit Klinik Bulgular

Miyokardit klinik belirtileri; asemptomatik seyirden miyokard enfarktiisi,
kardiyojenik sok ve hatta 6liime kadar uzanabilen genis bir spektrumda goriilebilir.
Yenidogan ve siit cocuklugu déneminde genellikle kusma, emmeme, huzursuzluk, ates
gibi non-spesifik bulgular goriiliir. Fizik muayenede ise kalp yetmezligi bulgular
(hepatomegali, takipne, tasikardi) saptanir (33). Miyoperkadit tanisi alan gocuklar
tizerinde yapilan bir ¢alismada %66 oraninda 1-2 hafta 6ncesinde solunum yolu veya
gastrointestinal sistem enfeksiyonu ge¢irdigi gériilmistiir (33). Prodromal semptomlar
ates ve miyalji ile baglar. Gogiis agrisi, nefes darligi, egzersiz intoleransi, takipne,
kusma, yorgunluk goriilebilir (34). Hastaligin seyrinin ilerlemesi ile dolasim
bozukluguna bagli presenkop, senkop, kardiyak kollaps, kardiyak arrest gelisebilir.

Ventrikiiler/supraventrikiiler tasikardi, AV bloklar hastaligin seyri sirasinda goriilebilir
(35).

2.1.5 Miyokardit Tanisi

Klinik yelpazenin genis olmasi taninin koyulmasini zorlastirir. Tani klinik
bulgularin yaninda yardimci tetkiklerle desteklenerek koyulur.

EKG: Spesifik veya sensitif bir bulgu yoktur. Diisiik duyarliliga ragmen tarama
testi amaciyla non-invaziv olmasi nedeniyle kullanilabilir. Non-spesifik T dalgasi ve
ST segment degisiklikleri goriilebilir (36). Baz1 hastalarda atriyal veya ventrikiiler ileti
kusurlari, supraventrikiiler ve ventrikiiler aritmiler goriilebilir. EKG’de Q dalgasi
varligl veya onceden olmayan ve hastalik sonrasinda gelisen sol dal blogunun daha
yiiksek kalp transplantasyonu ihtiyact ve mortalite ile iligkili oldugu gosterilmistir
(37). Miyokardit tanis1 koymada EKG’nin rolii ile ilgili yapilan ¢alismalarda Qtc>440

ms, anormal QRS aksi, ventrikiiler ektopik atim varligr koti klinik sonuglarla



iligkilendirilmistir. QRS uzunlugunun 120 ms’den fazla olmasinin kardiyak 6liim
riskini arttirdigi  saptanmistir  (38). Tim bu sebeplerle EKG hem risk
siniflandirilmasinin yapilmasi hem kolay ulasilabilir, non-invaziv ve ucuz bir yontem
olmast nedeniyle miyokardit tanisinda birinci basamak tani ve goriintiileme
yontemlerinden bir tanesidir.

Akciger Grafisi: Hastalarin yaklasik yarisinda grafi normal saptanir. Grafide
kardiyomegali, pulmoner 6dem bulgulari, perikardiyal efiizyon goriilebilir.

Laboratuvar: Inflamatuvar belirtecler non-spesifiktir. Hemogram, eritrosit
sedimantasyon hizi, C-reaktif protein, viral antikorlar, kardiyak belirtecler sik
kullanilan testlerdir. Akut miyokardit durumunda Iokositler ve CRP gibi spesifik
olmayan serum inflamasyon belirtegleri yiikselebilir (39). Ancak normal degerler akut
miyokarditi diglamaz. Kardiyak biyobelirtegler 6zgiilliikkten yoksundur ancak taniyi
dogrulamak i¢in kullanilabilir. Troponin T; oksidatif stres, inflamatuvar sitokinler,
katekolamin artig1, miyokard duvar stresi, hiicre hasari, apopitozis nedeniyle ¢cogu
hastada artmistir. Troponin T<0,01 ng/mL ise miyokardit tanis1 ekarte edilebilir.
Hastaligin seyrinin takibi acisindan belirli araliklarla serum troponin T
gonderilmelidir. Akut miyokardit hastalarinda serum troponin diizeyleri kreatin
kinazdan daha sik yiikselir (40). Fizik muayene bulgularinda kalp yetmezliginin
gelistigi diistiniilen hastalardan NT-proBNP gonderilmelidir. Miyokardit siiphesi olan
hastalarda viral serolojinin faydasi kanitlanamamaistir. Yapilan caligmalarda kandan
viral seroloji ile endomiyokardiyal biyopsi sonuglart karsilastirilmistir. Caligmaya
katilan 124 hastadan sadece besinde biyopsi sonucu ortaya ¢ikan viral etken kanda da
saptanabilmistir (41). Bu sonug, miyokardit siiphesi olan hastalarda taniy1 koyabilmek
icin viral serolojinin yaygin olarak kullanilmasinin gerekmedigini gostermektedir.
Ayrica miyokardit patogenezinde rol oynayan birgok viriisiin toplumda olduk¢a yaygin
olmast nedeniyle her seroloji pozitifligi hastalik etkenine atfedilmemelidir.
Almanya’da yapilan bir ¢alismada ¢aligmaya katilan kisilerin %70’inde parvoviriis
B19 19gG nin pozitif oldugu saptanmustir (42).

Ekokardiyografi: Miyokarditin tan1 koydurucu bir ekokardiyografi bulgusu
yoktur. Ancak miyokardit siipheli hastalarda taniyr dogrulamak agisindan kalp
odaciklarinin boyutlarina, duvar kalinliklarina, sistolik ve diyastolik fonksiyonlara

bakmak oOnemlidir. Cesitli kapak hastaliklarini, hipertrofik ve restriktif



kardiyomiyopati tanilarin1 dislamak Ekokardiyografinin avantajlarindandir. Fulminan
miyokarditli hastalar genellikle akut miyokard 6demine sekonder olarak artmis septal
kalinlikla birlikte normal kalp odacig1 boyutlarina sahipken, akut miyokarditli hastalar
genellikle belirgin sol ventrikiil dilatasyonu ve normal duvar kalinligina sahiptir (43).

Kardiyak MRG: Non-invaziv olusu, inflamasyonun lokalizasyonu ve
yayginligmi  gostermedeki basarisi  nedeniyle son zamanlarda kullanimi
yayginlagsmistir. MR’da artmis T2 sinyal yogunlugu 6dem varligini gosterir. Erken
miyokardiyal kontrast tutulumu hiperemi varliginin isaretidir. Skar ve nekroz siipheli
alanlarda ge¢ gadolinyum tutulumu olur. Odem, hiperemi, skar veya nekroz
bulgularindan ikisinin varligt %80 oraninda tan1 dogruluguna sahiptir (44).

Endomiyokardiyal biyopsi: Anjiografik olarak sag ventrikiilden punch biyopsi
ile materyalin degerlendirilmesi tanida altin standarttir. 1986 yilinda yayinlanan Dallas
kriterlerine gore lenfosit infiltrasyonu ve miyositolizis varligi aktif miyokarditi
gosterir. Kalpte yamali patern tutulumu olabilecegi ve yanlis negatiflik ihtimali
unutulmamalidir (45).

Koroner Anjiografi: Akut koroner sendromdan tam olarak ayirict tani
yapilamiyorsa, hastanin akut koroner sendrom ge¢irme risk faktorleri varsa, uygun
medikal tedaviye ragmen klinik kotilesme mevcutsa hemodinamik durumu

koronerleri degerlendirmek amaciyla koroner goriintiileme yapilabilir.

Akut gogUs agnst ile bagvuran akut miyokardit teghisi koyulan geng bir hastanin kardiyak manyetik rezonans goruntilemesi
Sol midventrikiler lateral duvann subepikardiyumunda fokal miyokardiyal odemi gosteren uzun eksen (A) , kisa eksen (B) T2 6dem gorUntilen
Uzun eksen (C) ve kisa eksen (D) T1 gorintalemede midventrikiler lateral duvann subepikardiyumunda ve bazal septumda geg gadolinyum tutulumu

Sekil 2. Miyokarditin manyetik rezonans goriintiileme bulgulari (46)



A ve B resimleri akut miyoakrditin C ve D resimleri kronik miyokarditin
histolojisini ve immunohistolojisini gdsterir. A resmindeki oklar akut
miyokarditteki nekrotik miyositleri gosterir. B resminde ¢ok sayida
mononukleer hicre infiltratlan goralar. C resmindeki oklar fibrozisli
alanlari gosterir. D resminde CD68+ makrofajlar mevcuttur.

Sekil 3. Miyokarditin; histopatolojik, immiinohistokimyasal, molekiiler bulgulari (31)

2.1.6 Miyokardit Ayirici Tanisi

Gogiis agris1 sikayeti olanlarda EKG’de ST degisikligi saptanan hastalarda
koroner arter hastaligini ekarte etmek gerekir.

Fizik muayenede kalp yetmezligi olan goriintileme yontemlerinde
kardiyomegali saptanan hastalarda hem ayirici tanida hem de miyokarditin bir
komplikasyonu olarak dilate kardiyomiyopati diistiniilmelidir.

Sarkoidoz,  amiloidoz, = hemakromatozis, = noromiiskiiler  hastaliklar,

feokromasitoma gibi non-inflamatuvar kardiyomiyopatiler unutulmamalidir.

2.1.7 Miyokardit Tedavisi

Viral miyokarditin patojene 6zgii tedavisinin kalp yetmezligi olmaksizin
sagkalimi iyilestirdigi gosterilmediginden, tedavi simdilik semptomatiktir. Kalp
yetmezligi bulgulari olan hastalarda giincel kilavuzlara gore kalp yetmezligi tedavisi
baslanmalidur. Beta-blokorler, ACE  inhibitérleri,  ARB’ler  tedavide

degerlendirilmelidir.



ACE inhibitorleri ve ARB: Renin-anjiotensin blokajinin erken baslatilmasiyla
kardiyak remodelling zayiflatilabilir ve dilate kardiyomiyopatiye ilerleme
yavaslatilabilir. Yapilan fare calismalarinda ACE inhibitérii (kaptopril) ve ARB
(losartan) deneysel otoimmiin ve viral miyokarditte; inflamasyonu, nekrozu ve fibrozu
onemli Ol¢iide azaltig1 gosterilmistir (47-50). Otoimmiin miyokarditin neden oldugu
dilate kardiyomiyopatili siganlarda olmesartan tedavisi sol ventrikiil fonksiyonlarini
onemli 6l¢iide iyilestirmis ve kardiyak remodellingi azalttig1 gosterilmistir (51).

Diiiretikler: Asirt sivi  ylklenmesini 6nlemek ve tedavi etmek adimna
kullanilabilir. Sigan inflamatuvar kardiyomiyopati modelinde yapilan bir ¢alismada
torsemid verilmesinin fibrozisi ve TGF beta miyokardiyal protein sentezini azalttig
ve boylece miyokarditin dilate kardiyomiyopatiye ilerlemesini yavaslattig
gorilmistiir (52).

Beta blokorler: Ventrikiiler fonksiyonlar1 iyilestirmesi, kalp yetmezligi olan
hastalarda hastaneye yatis oranini azaltmasi, sagkalimi arttirmasi yoniinden tercih
edilen ilaglardandir. Deneysel veriler inflamatuvar kardiyomiyopatide de etkili
oldugunu gostermistir. Miyokarditli siganlar {izerinde yapilan calismada o6zellikle
karvediloliin inflamatuvar sitokinleri baskiladigr oksidan/antioksidan dengesini
antioksidan tarafa dogru degistirdigi ve boylece kardiyoprotektif oldugu saptanmistir.
Calismada kullanilan diger beta blokor ajanlarda ise boyle bir etki saptanmamuistir (53).
Ensefalomyokardit viriisii asilanmis farelerde, propranolol tedavisi miyokardiyal
nekrozu ve enflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonunu azaltmis, ayrica TNF-alfa, IL-6 ve
IL-10’un baskilanmasini saglamistir. Sonug olarak miyokarditin siddetini azaltmis ve
mortalite oranini diistirmistiir (54).

Aldosteron antagonisti: NYHA sinif II, III ve IV semptomlari olan sistolik kalp
yetmezligindeki hastalar i¢in kullanimi Onerilmektedir. Kalp yetmezIligi gelisen
hastalarda hastane yatigini azaltmis ve sagkalim oranini arttirmustir (55). Eplerenon
tedavisinin viral miyokardit tizerinde anti-inflamatuvar etkileri mast hiicresi kaynakli
proteinazlarin inhibisyonu ile gosterilmis ve fibrozisi baskiladigi saptanmistir (56).

Kardiyak glikozidler: Sinif II, III ve IV semptomlar1 olan kalp yetmezligi
hastalarinda morbiditeyi azaltmistir. Yiiksek doz digoksinin ise pro-inflamatuvar
sitokinleri arttirdigi ve enfekte farelerde miyokardiyal hasar1 kotiilestirdigi

goriilmiistiir. Digoksin bradikardi veya kalp blogu yan etkileri nedeniyle beta-blokdriin
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tolere edilebilir maksimum siirimi diistirebilir. Bu nedenle kalp yetmezligi gelisen
viral miyokarditli hastalarda digoksinden kaginilmalidir (57).

Kalsiyum kanal blokorleri: Akut kalp yetmezligi tedavisinde ©on planda
diisiiniilmese de viral miyokardit tarafindan indiiklenen konjestif kalp yetmezligi olan
fare modellerinde amlodipinin, nitrik oksitin asir1 iiretimini inhibe ederek farelerde
miyokardiyal hasara karsi koruyucu etkiye sahip oldugu gorilmistiir (58). Ayni
zamanda pranidipin ve amlodipinin otoimmiin miyokardit ile indiiklenen kalp
yetmezlikli hastalarda sol ventrikiil disfonksiyonunun ilerlemesini iyilestirdigi
bulunmustur (59).

Nonsteroid anti-inflamatuvar ve kolsisin: Perikardit tedavisinde nonsteroid anti-
inflamatuvar tedavi ve kolsisin kullanilirken miyokardit tedavisinde bu ilaglarin yeri
yoktur (60). Akut viral miyokarditin sican modellerinde indometazin ve nonsteroid
anti-inflamatuvar ilaglar hem enflamasyonu hem de mortaliteyi arttirmistir (61-62).
Bu sebeple diisiik dozda NSAII, sol ventrikiil fonksiyonu normal olan perikarditte
uygulanabilir.

Fiziksel aktiviteden kaginma: Akut miyokarditte aerobik fiziksel aktiviteden
kaginmak gerekir (63-64). Yapilan hayvan g¢alismalarinda egzersizin mortaliteyi
arttirdigr saptanmustir (65). 2005 yilinda yapilan 36.Bethesda Konferansi’nda olasi
veya kesin miyokardit tanisi alan profesyonel sporcularin en az 6 ay boyunca biitiin
rekabetci sporlardan ¢ekilmeleri sol ventrikiil fonksiyonlar1 ve kardiyak boyutlari
normal ise yarigmalara donmeleri 6nerilmistir (66).

Kalp pili ve implante edilebilir kardiyak defibrilatér: Semptomatik 2. ve 3.
derece AV bloklar ile bagvuran akut miyokardit hastalarinda gecici kalp pili
endikasyonu vardir. 3. derece kalict AV blok nadir olarak goriilse de kalict kalp pili
gerekmektedir. Lyme ve chagas hastaliklarinin miyokarditlerinde hayati tehdit eden
ventrikiiler aritmiler yaygindir (67). Implante edilebilir kardiyak defibrilatdrler (ICD)
ventrikiiler fibrilasyon veya semptomatik ventrikiiler tasikardi sonrasinda endikedir.
Bununla birlikte, inflamatuvar kardiyomiyopatisi olan hastalarda ICD veya kardiyak
resenkronizasyon tedavisi sisteminin erken implantasyonundan kaginilmalidir. Ciinkii
sol ventrikiil fonksiyonlari kalp yetmezligi tedavisi ile onemli 6l¢iide iyilesebilir. Daha

agresif seyri ve kotli prognozu nedeniyle; sarkoidozda veya dev hiicreli miyokardit
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hastalarinda, ikinci veya ticlincii derece AV blok veya ventrikiiler aritmisi olan
hastalarda kalp pili veya ICD implantasyonu erken donemde diisiiniilebilir (68-69).

Mekanik dolasim destegi ve kalp nakli: Optimal tedaviye ragmen kotiilesen akut
fulminan seyirli miyokardite bagli kardiyojenik sok tablosu gelisen hastalari, iyilesme
doneminde veya transplantasyona gidene kadarki siirede ekstrakorporeal membran
oksijenizasyonu (ECMO) ile takip etmek gerekebilir (70). Baslangigtaki ciddi tabloya
ragmen ECMO ile takip edilen hastalarin %60-80’1i hayatta kalir ve bu hastalarin
bliyiik oranda ventrikiil fonksiyonlari normale doner.

Miyokardit tedavisinde son yillarda klinik calismalarla farkli yaklasimlar
degerlendirilmistir. Immiinsupresif, immiinmodiilator, anti-inflamatuvar
mekanizmanin kullanildig1 yirmiden fazla tedavi ¢alismasi bildirilmistir.

1995 yilinda yapilan randomize kontrollii ¢alismada plaseboya kiyasla
azatiopiirin veya siklosporin ile 1 yillik tedavi sonrasinda ne mortalite ne de sol
ventrikiil fonksiyonlarinda iyilesme agisindan bir fark goriilmemistir (71).

Immiinglobiilin  (IVIG) tedavisi: Miyokarditli hastalarda antiviral ve
immiinmodiilator etkilerinden yararlanmak adia IVIG tedavisi uygulanabilir. Ancak
miyokardit ve dilate kardiyomiyopatili hastalarda IVIG alanlar ile plasebo alanlar
arasinda sol ventrikiil fonksiyonlar1 arasinda fark bulunamamustir (72). Bununla
birlikte, akut miyokarditli cocuklarda IVIG tedavisinden bir yi1l sonra sol ventrikiil
fonksiyonlarinda ve sagkaliminda artig goriilmiistiir (73).

Immiinadsorbsiyon: Tedavide hedef gesitli kardiyak hiicre proteinlerine karst
olusan antikardiyak antikorlarin ortadan kaldirilmasidir (74). Antikorlarin ortadan
kaldirilmas: ile kardiyak fonksiyonu, egzersiz kapasitesini, NT-pro-BNP diizeylerini,
sistemik vaskiiler direnci iyilestirdigine dair calismalar mevcuttur. Antikorlarin
ortamdan uzaklasmasi miyokard inflamasyonunu da azaltir (75-77). inflamatuvar
kardiyomiyopatili hastalarda protein A’nin immunadsobsiyonu sol ventrikiil
fonksiyonlarini iyilestirir (78).

Antiviral tedavi: Miyokardit etiyolojisinde en sik goriilen etkenler viriisler
olmasi nedeniyle miyokarditte antiviral tedavinin uygulandigi ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur. Interferon beta ve interferon alfa-2 tedavisinin miyositleri hasara karsi
korumus ve inflamatuvar hiicre infiltratlarini azaltmistir. Ayrica interferon-betanin

kardiyak viral yiikii ortadan kaldirdigina yonelik ¢alismalar mevcuttur (79). Yapilan
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baska bir calismada enteroviral ve adenoviral miyokardite bagli sol ventrikiil
disfonksiyonu olan 22 hastanin dahil edildigi bir ¢caligmada, tiim hastalarda viral yiikiin
ortadan kaldirildig1 15 hastada ise sol ventrikiil fonksiyonunun iyilestigi gortiilmuistiir
(80).  Avrupa merkezli bir c¢alismada inflamatuar dilate kardiyomiyopatili
miyokardiyal viral enfeksiyonu dogrulanmis 143 hastada plaseboya karsi intereron-
beta-1B’nin etkili oldugu gosterilmistir. Tedavide miyokarddaki enteroviral yiik

onemli 6l¢iide azalmistir (81).

2.1.8 Miyokardit Prognozu

Hastalarin prognozu klinik bulgulara, laboratuvar parametrelerine ve biyopsi
sonuglarina gore degiskenlik gosterir. Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu korunmus
akut miyokardit hastalarinda sekel olmaksizin yiiksek oranda spontan iyilesme goriiliir
(82). Fulminant seyirli, bagvuru sirasinda hemodinamik stabilitesi olmayan hastalarin
klinik seyri daha kotii olsa da baslangi¢ aninda farmakolojik/mekanik destek ve tedavi
erken baslatilmas1 prognozu iyilestirir (83). Kardiyak sarkoidoz veya dev hiicreli
miyokarditi olan hastalarda prognoz immiinsupresif tedavi veya kalp naklinin hizl bir
sekilde yapilmasina baglidir. Ancak nakil sonrast hem sarkoidozun hem de dev hiicreli
miyokarditin tekrarlama riski mevcuttur (31, 84).

Genel anlamda ¢ogu hasta uzun dénemde kardiyak bozulma olmadan iyilesir.
Tanis1 koyulan hastalarin ¢cok az bir kesiminde dilate kardiyomiyopati gelisir. Non
spesifik bulgular1 nedeniyle tanis1 koyulamayan hastalar da diisiiniildiigiinde
miyokarditin uzun dénemde persistan ventrikiiler disfonksiyon, kalp yetmezligi gibi
komplikasyonlar diisiik oranda goriiliir. Akut hastalik doneminde mortaliteyi %6-14
arasinda gosteren calismalar mevcuttur (85). Fulminan seyir gosterenlerde, yapilan
ekokardiyografik incelemelerde sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonun %30’un altinda
olan hastalarda, ekstrakorporeal membran oksijenasyonu ihtiyact olanlarda, inotrop

ithtiyaci olan hastalarda, tasiartimi gelisenlerde mortalite oran1 daha yiiksektir.

2.2 DOKSORUBISIN
2.2.1 Doksorubisinin Tarihgesi
Toprakta yasayan bakterilerden antikanser bilesiklerin iretilmesi igin ¢alismalar

1950’11 yillarda baslanmistir. Streptomyces peucetius tiirli bakteriden fare tiirleri
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tizerinde solid tiimorlere karsi iyi bir aktiviteye sahip oldugu goriilen daunorubisin
akut l16semi ve lenfoma tedavilerinde kullanilmaya bagsland1 (86). Klinik kullanimi
sirasinda 1967 yilinda 6liimciil kardiyak toksisitesi fark edilmesi tizerine arastirmacilar
streptomyces grubu bakteriler lizerinde genetik degisiklikler yaparak doksorubisini
tiretti. Daunorubisine gore daha yiiksek bir kemoterapotik indeks yakalansa da

kardiyotoksisite hala 6nemli bir sorun olmaya devam etti (87).

2.2.2 Doksorubisinin Biyokimyasal Yapisi

Antrasiklinler, tetrasiklik bir ¢ekirdek ve ona bagli olan bir amino seker olmak
tizere iki yapidan olusur. Tetrasiklin ¢ekirdek yapisi antrasiklinlere kirmizi rengini
verir. Antrasiklin grubuna iiye tiim ilaglarda tetrasiklik halkaya komsu kinon ve
hidrokinon gruplar1 bulunmaktadir. Kimyasal yapidaki kiiciik degisiklikler ilacin farkl
aktivitelere sahip formlarmin olugmasint saglamistir (88). Bulunan ilk antrasiklin
bileseni olan daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonuna bir hidroksil grubunun
eklenmesi sonrasi doksorubisin olusur. Antrasiklinler fizyolojik pH’da pozitif yiikli
olmasi nedeniyle, DNA ¢ift sarmali arasina girer ve DNA’da yapisal degisikliklere
sebep olur (89).

Daunorubisin

Doksorubisin ve Daunorubisinin biyokimyasal yapist:
Daunorubisin molekdltindeki 14.karbonun hidroksil grubu almasiyla doksorubisin meydana gelir.

Sekil 4. Doksorubisinin ve daunorubisinin biyokimyasal yapisi

2.2.3 Doksorubisinin Farmakokinetik Ozellikleri
Oral biyoyararlaniminin sadece %50 seviyelerinde olmasi, intramuskuler veya
subkutan uygulamalarinin doku nekrozuna yol agmasi ve absorsbsiyonunun kisith

olmasi nedeniyle doksorubisinin intravenéz uygulanmasi Onerilir.  Yapilan
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farmakokinetik ¢alismalar; ilacin plazma seviyelerinin, idrar ile atiliminin yavas
olmasina ragmen dokulara ¢abuk daglimi nedeniyle hizl bir diisiis gosterir. Intravendz
uygulamadan sonra karacigerde ve miyokardda plazmaya oranla yaklasik 10 kat kadar
fazla tespit edilse de en yiikksek konsantrasyona tiimor dokusunda ulagir. IV
uygulamadan sonra ilacin plazmadaki yarilanma omrii 10-15 dakika civarindadir.
Doksorubisinin kan beyin bariyerinden gecisi iyi degildir. Bu yiizden intrakraniyal
solid kitlelerde IV kullaniminin etkinligi distiktiir (90).

Hem doksorubisinin hem metabolitlerinin sadece %25’i damar i¢inde serbest
formda dolagir. Kalan %75°lik kesimi plazma proteinlerine baglanir. Doksorubisin en
fazla karaciger olmak iizere birgok dokuda metabolize olabilir (91). En 6nemli
metaboliti antineoplastik aktiviteye sahip olan doksorubisinoldiir. Doksorubisin ve
metabolitlerinin plazma konsantrasyonlari trifazik azalma gosterir. Karacigerden ilk
gecisin etkisiyle hizla metabolize olur. Once aktif metaboliti olan doksorubisinol
ardindan aktif olmayan aglikonlar, konjuge siilfatlar ve glukuronidler olusur.
Doksorubisinin yarisina yakin miktar1 safra yolu ile atilir iken sadece %5°lik kismi
idrar ile viicuttan uzaklastirilir. Idrarla atilan doksorubisin idrar rengini kirmiziya

cevirebilir (92).

Doksorubisin Doksorubisinol

Sekil 5. Doksorubisinin ve doksorubisinoliin biyokimyasal yapisi
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2.2.4 Doksorubisinin Etki Mekanizmasi

Doksorubisin birincil olarak DNA ile direkt etkilesime girerek etkisini gosterir.
Topoizomeraz 1l enzimini inhibe eder. Boylece kopyalanmak igin agilan DNA
zincirleri stabilize olur ve ¢ift sarmal yap1 yeniden kapanamaz. Bunun sonucunda DNA
sentezinde duraklama olur. DNA’nin replikasyonunun durmasi ile transkripsiyon ve
translasyon engellenir. Doksorubisin bu etkileri hem mitokondriyal hem de niikleer
DNA iizerinde gosterir (93).

Ayni zamanda topoizomeraz II enziminin inhibe olmasi birtakim apopitotik
yolaklar1 indiikler ve bunun sonucunda hiicre 6liimii gerceklesir. Doksorubisin ayrica,
hiicre boliinme siklusundaki G2/M fazina etki ederek hizla gogalan timér hiicrelerinin
replikasyonunu engelleyerek antitiimor etki olusturur (94).

Doksorubisinin yapisindaki kinon grubu NADPH oksirediiktaz ile tepkimeye
girerek semikinon radikaline doniistir. Semikinon radikallerinin oksijenle reaksiyona
girmeleri sonucu siiperoksit ve hidrojen peroksit radikalleri olusur. Olusan bu serbest
oksijen radikalleri DNA hasar1 olusturur (95).

Ayni zamanda doksorubisin bir demir selatoriidiir. Olusan doksorubisin-demir
kompleksi, hidrojen peroksitin reaktif hidroksil radikallerine doniisiimiinii katalize
eder. Boylece olusan serbest radikaller, hiicre oliimiine yol agan oksidatif stresi
meydana getirir. Bu mekanizmalar araciligi ile doksorubisin giiglii bir antineoplastik

ajan olmasina ragmen ciddi yan etkilere de neden olur (96).

O OH O O OH O

OH NADP* NADPH OH
J 2000LC
H NADPH oksidaz H
= R SO0 r\ 0 O OH 0 0
Doksorubisin Nk iy & Doksorubisin - semikinon NH,
radikali

Sekil 6. Doksorubisinden doksorubisin-semikinon olusumu

2.2.5. Doksorubisinin Yan Etkileri

Doksorubisine bagli kisa ve uzun vadede bir¢ok yan etki goriilebilir.

Doksorubisin kullanan hastalarda goriilen en sik yan etki akut donemde goriilen
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bulant1 ve kusmadir. Uzun dénemde alopesi, bazi norolojik problemler (bas donmesi,
haliisinasyon) ve kemik iligi aplazisi goriilebilir. Doksorubisin kullanimi sonra kemik
iligi baskilananlarda nétropeni, trombositopeni, anemi goriilebilir. Bu etkilerin siddeti
kullanilan kiimiilatif doksorubisin dozu ile dogrudan iligkilidir. Ates, tirtiker,
tirnaklarda hiperpigmentasyon goriilebilen diger yan etkilerdendir. Intravendz
uygulama sirasinda olusabilecek ekstravazasyon; nekroza, seliilite veya tromboflebite
yol agabilir. Toplam tedavi dozuna bagh siddeti degisken olan ve tedaviyi ciddi
derecede kisitlayan en 6nemli yan etki kardiyotoksisitedir (97-98).

2.2.6. Doksorubisinin Kardiyotoksisitesi

1960’11 yillardan beri kanser tedavisinde 6nemli bir yeri olan doksorubisinin en
onemli ve tedaviyi en c¢ok kisitlayan yan etkisi kardiyotoksisitedir. Doksorubisin
tedavisi uygulanan pediatrik yas grubundaki bir grup hastanin incelendigi ¢alismada
tedaviye bagli kardiyovaskiiler komplikasyon oran1 %4,5-7 arasinda oldugu
gorilmistiir (99).

Doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite kullanilan toplam doza baglidir ve yan
etki kisiden kisiye farklilik gosterir. Kardiyak endoteliyal hiicrelerde bulunan P-
glikoproteinler ilacin kalpten disar1 pompalanmasint saglarlar. Bu sebeple P-
glikoprotein miktarinin diisiik olmas1 daha az doksorubisin dozunda daha fazla yan
etki olugsmasina sebebiyet verir (100-101). Yapilan bir ¢alismada doksorubisin ile
tedavi edilen hastalarin tedavi boyunca aldiklar1 dozun 400 mg/m? olmasi %5, 500
mg/m? olmas1 %16, 550 mg/m? olmas1 %26, 700 mg/m? olmas1 ise %48 oraninda
kardiyotoksisiteye yol agar. Genel kan1 kardiyotoksisite riskini en aza indirmek i¢in 18
yasindan kiiciik hastalarda kiimiilatif dozu 300 mg/m?’nin altinda tutmaktir. Ancak
yapilan ¢alismalarda 210 mg/ m? toplam dozda bile kardiyotoksisite gelisen hastalarin
oldugu gosterilmistir (102-103).

2.2.6.1. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Patogenezi

Doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite tam olarak agiklanamayan farkl
potansiyel yollar1 olan ¢ok basamakli bir siiregtir. Kardiyotoksisite patogenezinde
sitoplazmik ve niikleer membranlar, mitokondri, sarkoplazmik retikulum ve hem

niikleer hem mitokondriyal DNA hedefler arasinda sayilabilir (104).
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Mitokondriyal DNA’da bazi mutasyonlara sebep olarak enerji iiretim
basamaklarinda defekte yol acar (105).

Sirtliin proteininin inhibe olmasi ile mitokondriyal lipit oksidasyonu bozulur.
ATP ve fosfokreatin iiretimi engellenir ve bdylece miyokard kontraktilitesi azalir
(106).

Yapisindaki kinon halkasi semikinona doniislirken agiga ¢ikan serbest oksijen
radikalleri mitokondriyal membran hasarina yol agar. Boylece enzimatik yolak bozulur
ve lipid peroksidasyonu artar (107).

Glutatyon peroksidaz, katalaz gibi anti-oksidan enzimlerin miktar ve etkinligini
azaltarak oksidatif strese katkida bulunur (108-109).

Sarkoplazmik retikulum {izerindeki kalsiyum kanal blokér sayisini azaltip
fonksiyonunu bozarak miyokardin kontraksiyon ve relaksasyonunu bozar (110).

Alfa aktin, miyozin, troponin I, desmin proteinlerin tiretim basamaklarina etki
ederek miyofibrillerin hem sayisint hem kontraktilitesini bozar (111-114).

Hidrojen peroksit ve siiperoksit dismutaz seviyelerini arttirarak p53 gen

mutasyonu ile birlikte apoptozu indiikler (115-116).

2.2.6.2. Doksorubisin Kardiyotoksisitesinde Oksidatif Stres

Kardiyotoksisite patogenezinde pek cok goriis olmasina ragmen en kabul edileni
oksidatif hasardir. Diger hiicrelere oranla kardiyomiyositlerin daha fazla mitokondri
icermesi ve bunlarin oksijen ihtiyacinin fazla olmasina ragmen serbest oksijen radikali
eliminasyon yeteneklerinin diisiik olmas1 bunun baslica nedenidir (117-118).

Doksorubisin kaynakli oksidatif stres baslica iki farkli yol ile olusur.

Doksorubisin (DOX) ve ferrik demirin olusturdugu DOX + Fe*® kompleksi bazi
indirgeyici ajanlar (NADP, glutatyon, sitokrom) varliginda bir elektron alarak
indirgenerek DOX + Fe*? *ye doniisiir. Indirgenmis Dox + Fe*? kompleksi aldig
elektronu oksijene aktararak eski haline doner. Bu sirada oksijen atomu Oz”’ye
doniisiir. Oz kendiliginden veya siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi ile hidrojen
peroksit ve oksijen agiga ¢ikartir. H2O2 ve Oz Heber- Weiss tepkimesine girer. Bu
tepkime sonucunda OH" (hidroksil radikali) agiga ¢ikar. Bu tepkimeler siirekli devam
ederek cok fazla miktarda serbest oksijen radikali olusur ve kardiyotoksisiteye sebep

olur (119).
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DOX’un yapisindaki kinonun mitokondriyal rediiktazlardan elektron alarak
indirgenmesiyle kararsiz bir bilesik olan semikonon serbest radikali olusur. Semikinon
oksijene serbest elektronu vererek kendisini kinon haline geri ¢evirirken serbest
oksijen radikali olugsmus olur. Kararsiz O2", H2O2 ve oksijeni olusturur. H2O2 ve Oz
reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur. Artan serbest oksijen radikalleri kalp
kas1 hiicrelerinde lipid peroksidasyonuna neden olur. Boylece sarkomerlerde

pargalanma, DNA hasari, apoptotik hiicre 6liimii gergeklesir (120).

3+ - 2+
Fe + O —= Fe + Oz
Fe&'& + HoOs —= Fe + ~OH + OH Fenton reaksiyonu

0y + HyOp —= ©; + ©OH + OH Haber-Weiss Reaksiyonu

Sekil 9. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
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Sekil 10. Doksorubisinin demir mekanizmasi lizerinden DNA hasar1 ve lipid

peroksidasyonuna etkisi
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2.2.6.3. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Klinik Tipleri

Doksorubisin kardiyotoksisitesi ilacin uygulanmasindan sonra olusum siiresine
gore dort alt tipte siniflandirilir (121).

Akut Kardiyotoksisite: Ila¢ uygulandiktan sonraki ilk 24 saatte ortaya c¢ikan
toksisite tipidir. Goriilme sikligint %0,4-41 arasinda gosteren galismalar mevcuttur.
Genelde asemptomatik seyretse de nadiren hiperkinetik aritmiler, miyokardit,
perikardit goriilebilir. Akut miyokard enfarktiisine bagli oliimler nadir de olsa
bildirilmistir. EKG’de QT araliginda uzama, ST-T degisikligi gibi non-spesifik
bulgular goriilebilir. Bu donemdeki komplikasyonlar genellikle geri dontisiimliidiir.
Ancak altta yatan kalp hastaligi olanlarda komplikasyonlar mortal seyredebilir (121-
122).

Subakut Kardiyotoksisite: Ila¢ alimindan giinler/haftalar sonra ortaya ¢ikar.
Daha nadir goriilen bir formdur. Perikardit, miyokardit goriilebilir. Hizla kalp
yetmezligine progrese olup mortal seyredebilir (121).

Kronik Kardiyotoksisite: Yaklasik 4-20 yil iginde, kiimiilatif doza bagl,
progresif, geri doniissiiz kardiyotoksisite tipidir. Goriilme siklig1 %0,4-23 arasindadir.
Kalp yetmezligi veya kardiyak sok klinigi ile karsimiza ¢ikabilir. Genellikle sol
ventrikiiliin tutuldugu gériilii. 550 mg/m? kiimiilatif dozlarda toksisitenin arttig1
gosterilmistir (121).

Ge¢ Kardiyotoksisite: Literatiirde 20 yil sonra ortaya ¢ikmis vakalar
gosterilmistir. Geri doniigsiiz, miyosit hasari, ilerleyici fibrozis, kardiyak fonksiyon
bozuklugu ile karakterizedir. Genellikle pediatrik donemde onkolojik tedavi alan

hastalarda uzun vadede ortaya ¢ikan tiptir (121).

2.2.6.4. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Risk Faktéorleri

Kardiyotoksisite gelisiminde potansiyel risk faktorleri sunlardir (123-126):

1. Ozellikle 550 mg/m? kiimiilatif dozdan fazla alan hastalar

2.>2000 gray radyasyona maruziyet (6zellikle mediasten bolgesine)

3. Diger kardiyotoksik ajanlarla (siklofosfomid, metotreksat vb.) birlikte
doksorubisin kullanimi

4. Komorbid hastalik 6ykiisii (6zellikle kardiyovaskiiler)

5. <4 yag
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6. Kadin cinsiyet

7. llacin bolus olarak uygulanmas1 (Akut kardiyotoksisite)

2.2.6.5. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Tanist

Tanida ge¢ kalinmamasi i¢in Oncelikle doksorubisin tedavisi alan hastalar uzun
siireli izlenmelidir. Ozellikle risk faktdrlerine sahip hastalara dikkat edilmelidir.
Detayli klinik 6ykii ve ayrintili bir fizik muayene tan1 koymak i¢in ¢ok onemli iki
basamaktir. Kanda kardiyak biyobelirteclerin degerlendirilmesi ve goriintiilleme
yontemleri, siiphelenilen hastalarda taniy1 desteklemek i¢in bagvurulan yontemlerdir.

Hikayede her hastanin risk faktorlerini  karsilaylp  karsilamadigi
degerlendirilmelidir. Tiim tedavisi boyunca toplam aldigi doksorubisin dozunun 550
mg/m?’den fazla olmas1 anlamlidir (121).

Doksorubisini ne zaman, ne kadar siirede aldigi sorgulanmalidir. Fizik
muayenede kardiyotoksisiteye spesifik bir bulgu olamamasina karsin; akcigerde
rallerin duyulmasi, kardiyak oskiiltasyonda gallop ritminin varligi, boyun vendz
dolgunlugunun saptanmasi, hepatomegali, periferik 6dem dikkat edilmesi gereken
bulgulardir (127).

EKG bulgular1 non-spesifik olmakla birlikte anamnez ve fizik muayene ile
birlestigi zaman tan1 koyma yolunda anlam kazanir. ST-T degisiklikleri, QT uzunlugu,
ileti kusurlari, aritmiler goriilebilir (128).

Ekokardiyografide ise kalp kapaklarinin, duvar kontraktilitesinin ve
perikardiyumun, degerlendirilmesi; pulmoner basincin ve ejeksiyon fraksiyonunun
hesaplanmas1 olas1 komplikasyonlarin degerlendirilebilmesi i¢cin 6nem arz eder.
Antrasiklinlerin neden oldugu kardiyak bozukluk, ejeksiyon fraksiyonunun %50°nin
altina diismesi ya da tedavi Oncesi bazal degere gore %10’luk bir azalma olarak
tanimlanir (129-130).

Kardiyotoksisitenin ~ degerlendirilmesinde  kardiyak MR  goriintiilemesi
kullanilabilir. Ge¢ gadolinyum tutulumu, skar ve fibrozisi gostermek agisindan
anlamlidir. Bu durum sol ventrikiiliin etkilendigini gosterir (131).

Son zamanlarda “miyokardiyal global longitudinal strain” (GLS) sol ventrikiil

islev  bozuklugunun erken saptanmasinda Onemli bir parametre olarak
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kullanilmaktadir. Basglangic Olgiimiinde %15°lik bir diislis sol ventrikiil islev
bozuklugunun erken donemde tanisinin koyulmasinda yardimcidir (132).

Anamnez ve fizik muayenede kardiyak etkilenimden siiphelenilen hastalarda
kanda kardiyak biyobelirteclerin diizeyinin tespit edilmesi tamiyr desteklemek
acisindan onemlidir. Bu biyobelirteglerden biri olan serum troponin I diizeyinin yasa
ve cinsiyete gore yliksek olmasi ileride olusabilecek sol ventrikiil islev bozuklugu
acisindan Onemlidir. Troponin I pozitifligi ve GLS’deki anlamhi disiisiin
kombinasyonu %93 hassasiyete ve %91 negatif prediktif degere sahiptir (133). Onemli
biyobelirteclerden biri de natriiiretik peptitlerdir. Ozellikle kalp yetmezliginin
saptanmasinda yaygin olarak kabul gormiistiir. Cok diisiik miktarlarda yilikselme dahi

riskli hastalar1 belirleyip, tedaviyi yonlendirebilecekleri bildirilmistir (134).

Tablo 2. Yasa ve cinsiyete gore hs- Troponin-T (ng/L) persentil degerleri

Yag Kigi Sayisi 5 persentil 50 persentil 75 persentil 95 persentil 97.5 persentil
Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz

1 88 107 2.56 208 532 S04 6.58 6.26 963 8.58 1143 964
2 n 83 1.73 1.50 3.59 348 437 421 6.52 5.75 8.02 6.50
3 74 76 139 144 290 315 349 380 533 5.19 683 593
4 74 73 1.39 1.37 291 293 KRy 350 541 481 7.18 5.56
5 93 102 1.36 1.42 281 2.9 331 355 5.20 494 7.05 5.80
6 111 11 1.28 1.48 258 312 302 360 4.70 5.21 6.36 6.24
7 118 127 136 1.40 264 296 308 349 467 5.04 6.20 6.16
8 130 155 1.51 128 281 275 328 324 479 478 6.18 5.98
9 142 173 1.53 1.28 274 281 ll6 333 452 5.02 5.65 6.41
10 149 174 1.62 1.22 2.80 274 3.2 3.26 449 504 547 6.54
11 152 155 1.66 1.30 281 3.01 3.23 3.60 442 5.66 527 745
12 157 172 1.66 125 2mn 3.00 3.19 3.61 431 5.78 s 767
13 158 154 1.62 1.25 27N 3.12 313 3.80 421 6.16 491 8.18
14 156 168 1L 1.23 288 325 334 4.01 451 6.55 5.26 8.66
15 123 105 .72 1.30 297 367 347 45 4.75 754 557 988
16 122 94 161 1.38 293 422 345 538 483 8.87 sn 11.48
17 74 48 145 1.37 284 464 139 6.04 49 10.00 6.14 127
I8 36 21 118 1.56 263 598 318 8.00 507 1331 6.71 16.76
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Tablo 3. Yasa ve cinsiyete gore NT — proBNP(ng/L) persentil degerleri

Yag Kisi Sayisi 5 persentil 50 persentil 75 persentil 95 persentil
Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz
0.25 77 77 543 46.7 157.8 139.7 2308 204.1 3885 3452
05 92 98 S06 44.1 1472 1330 215.6 1947 3635 3303
1 92 121 441 398 1294 1215 190.0 178.6 321.2 3046
2 81 98 355 335 1055 1053 I155.5 156.2 2644 2692
3 75 82 308 292 930 946 137.7 1415 2354 2467
- 79 77 286 260 875 87.0 1302 1313 2238 2314
- 98 104 274 240 852 829 1273 1263 220.1 2253
6 113 115 265 229 83.5 816 1254 1254 218.1 226.2
| 128 130 254 212 81.3 783 1226 1215 2145 2219
8 136 162 239 187 77.8 71.6 1178 1122 2074 2073
9 146 178 222 16.1 73.1 63.8 111.3 1010 1970 1890
10 155 174 199 14.1 66.8 579 102.1 927 1819 1756
11 154 161 176 128 598 548 919 885 1647 1698
12 158 174 154 115 533 50.9 823 83.1 1484 1616
13 163 160 136 9.5 480 438 74.6 723 135.2 1424
14 162 168 123 7.2 441 348 68.9 58.1 125.7 1159
15 130 117 113 53 412 26.7 646 45.1 1186 913
16 127 100 105 40 390 208 614 356 1135 73.0
17 78 50 10.1 3.1 379 16.8 60.1 290 111.7 60.3

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin degerlendirilmesinde en spesifik ve en
sensitif yontem endomiyokardiyal biyopsidir. Alinan 6rnegin histopatolojik olarak
incelenmesi ile tan1 koyulur. Histopatolojik degerlendirmede miyofibril kaybi, miyosit
vakuolizasyonu, niikleus-kromatin disorganizasyonu goriilebilmektedir. Ancak
islemin invaziv olusu, uygulama ve degerlendirmedeki zorluklar, biyopsi bolgesinin
islem sonrasinda etkilendigi goriisii nedeniyle kullanimi kisithidir (135).

Doksorubisin  kardiyotoksisitesinde; miyofibriller kismen veya tamamen
kaybolabilir. Miyosit vakuolizasyonu, niikleus-kromatin disorganizasyonu goriilebilir.

Toplam alinan doz miktari ile histolojik agidan kardiyotoksisite degisiklikleri koreledir
(136).

2.2.6.6. Doksorubisin Kardiyotoksisitesinin Tedavisindeki Ajanlar

Gilintimiizde doksorubisinin kardiyotoksik etkisini azaltmak i¢in kullanilan
klinik olarak onay almis tek ilag deksrazoksan’dir. Bu ilag hiicre igerisindeki demir
iyonlarimi baglayarak doksorubisin-demir kompleksinin olusumunu engeller (137).
Yiiksek risk grubunda tedavi goren akut lenfoblastik 16semi hastalar1 iizerinde yapilan

caligmalarda ilacin kardiyoprotektif etkileri dogrulanmistir (138-139). Yapilan baska
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bir ¢alismada ise deksrazoksanin, doksorubisinin ilag etkinligini diisiirdiigii ve tedavi
basarisini1 azalttig1 ayn1 zamanda ikincil malignitelere yol acgabilecegi gosterilmistir
(140).

Anjiotensin déniistiiriicii enzim inhibitdrleri (ACEI) kalp yetmezligi olanlarda
on ve ard yiikii azaltmak birincil kullanim sebebi olsa da antihipertansif etkilerinin
yaninda antioksidan etkileri de mevcuttur (141). Bu 6zelligi ile kardiyotoksisitenin
engellenmesine katkida bulunabilecegi gdsteren ¢alismalar mevcuttur. Bir ACEI olan
enalapril, DOX ile iligkili serbest radikal olusumunu engeller ve bdylece kardiyak
disfonksiyonu azaltir (142). Ancak hastalarin uzun siire seyredilmesi ile, enalapril
kaynakl1 sol ventrikiil fonksiyon iyilesmesinin ortalama 6-10 yil siirdiigii sonrasinda
bu iyilesmenin kaybedildigi goriilmiistiir. Yapilan aragtirmalarda saptanan olumsuz
yan etkileri nedeniyle kanser tedavisi sirasinda kardiyoprotektif etkisi icin

kullanilirken dikkatli olunmasi gerekir (143).

2.2.6.7. Doksorubisin Kardiyotoksisitesine Karsi Calisilan Uriinler

Sinnamaldehit (Targ¢in): H9C2 hiicreleri {izerinde doksorubisinin hiicre
canliligin1 inhibe edici 6zelligini ortada kaldirdigi, artan serum CK ve LDH
diizeylerini azaltt1g1, kardiyomiyosit hasarini belirgin diizeyde azalttig1, miyokardiyal
fibrozisin ilerlemesini durdurdugu gosterilmistir. Doksorubisin sonrasi azalan SOD ve
GSH diizeyleri ile dokularda artan MDA seviyeleri sinnamaldehit uygulamasi sonrasi
doksorubisin 6ncesi diizeylere gelmistir. Anti-oksidatif savunmada kritik bir rol
oynayan Nrf-2’nin niikleer translokasyonunu hizlandirir. Ferropitozu baskilayarak
kardiyomiyosit canliligini arttirmistir (144).

Alpha-mangostin (Mangostan Meyvesi): Doksorubisinin olusturdugu kalp hizini
azaltma, hipotansiyon, kalp agirligin1 azaltma, serum kreatin fosfokinaz ve LDH
seviyeleri arttirma, kaspaz 3 ve kaspaz 9 diizeylerini arttirma, indirgenmis glutatyon
icerigini azaltma etkilerinin tamami 100 mg/kg alfa-mangostin uygulamasi ile geri
kazanilmistir (145).

Vernonanthura polyanthes: Giiney Yarimkiire’de kis aylarinin sonlarinda agan
beyaz cicekler barindiran bir cali tiiriidiir. Dikey govdesi, yesil ve dikdortgen
seklindeki yapraklari ile okaliptiisii andirir. Doksorubisinden hem &nce ve sonra hem
de doksorubisin ile birlikte kullanilmasi doksorubisinin sitotoksik, genotoksik ve

mutajenik etkilerini azaltmistir (146).
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Melatonin:  Doksorubisin  ile  indiiklenen;  kardiyak  kontraktilite
parametrelerindeki azalmalar, kan basincindaki degisimler, EKG degisiklikleri
melatonin ile hafiflemistir. Miyofibrillerin kayb1 ve diizensizligi, sitoplazmanin
vakuolizasyonu, sarkotiibiiler sistemin genislemesi de melatonin sonrasi belirgin
diizeyde azalmistir (147).

N-asetilsistein (NAC): Doksorubisinden 1 saat once NAC tedavisinin
uygulanmasit hem kisa hem uzun vadede deney hayvanlarinin hayatta kalmasini
onemli 6l¢iide iyilestirmis (148).

Amifostin:  Kemoteraiden once uygulandiginda, antitimér  yanitini
zayiflatmadan ¢esitli dokularin korunmasini saglayan bir sisteamin tiyofosfat tiirevidir.
Hiicre icine girdikten sonra serbest radikalleri temizler. Doksorubisin sonrasi olusan
hepatotoksisiteyi ve nefrotoksisitenin doksorubisin ile birlikte amifostin uygulanmasi
sonrast olusmadigi gézlenmistir (149).

Silymarin (Deve dikeni): Doksorubisin verilen si¢anlarda nitrik oksit (NO)
diizeyleri belirgin artarken doksorubisin ile birlikte silymarin verilen siganlarda 7. ve
21.glinlerde NO diizeylerinde sadece doksorubisin alanlara gore belirgin diisiis
saptanmigtir.  Sadece doksorubisin uygulanan sican kalplerinin histolojik
incelemesinde sitoplazmik vakuol olusumu ve interstisyel 6dem tespit edilmisken,
histolojik degisikliklerin siddeti silymarin ile tedavi edilen hayvanlardan alinan
kesitlerde onemli 6l¢iide azalmistir. Sadece doksorubisin grubunda miyofibriller
disorganizasyonu, sarkoplazmik retikulumun parcalanmasi, diizensiz niikleer
membranlar goriilir iken doksorubisin ile birlikte silymarin verilen grupta
kardiyomiyositler normal morfolojilerini korumuslardir (150).

Puerarin: Onemli bir izoflavonoid tiirevi olan puerarin, Giineydogu Asya ve baz1
Pasifik adalarina 6zgili tirmanici bir asma bitkisi olan ’kudzu’’nun kokiinde bulunur.
Doksorubisin ile birlikte puerarin uygulanan grupta sadece doksorubisin uygulanan
gruba gore hiicre canliligi daha fazla, LDH diizeyleri daha diisiik, caspaz-3 aktivitesi
baskilanmis saptanmistir. Doksorubisin 6ncesi puerarin 6n tedavisi hiicre i¢i oksijen
radikali olusumunu ve MDA igerigini 6nemli dlciide azaltir. Ayn1 zamanda siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz seviyelerini yiikseltir. Doksorubisin ile
indiiklenmis kardiyomiyopatide serum CK- MB ve LDH diizeyleri artarken EKO’da

sol yapilarin biiyiidiigii ve sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun ciddi sekilde azaldig:
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goriilmiistiir. Puerarin 6n tedavisi, bu anormal fonksiyonel ve enzimatik degisiklikleri
notralize edebilmigtir (151).

Besinlerin doksorubisin iligkili kardiyotoksisitedeki rollerini inceleyen bir
calismada; E vitamininin olusan EKG degisikliklerini notralize ettigi, anti-oksidan
defans mekanizmasin gili¢lendirdigi, serbest oksijen radikallerini ve bunun neticesinde
oksidatif hasar1 azalttig1 tespit edilmistir. All-trans retinoik asit (ATRA) tedavisi
sonucunda, histopatolojik degisikliklerin geriledigi, hiicre hasarim1 gosteren
biyokimyasal degerlerin normale dondiigi, TNF-alfa ve IL-6 diizeylerinde diisiis
yasandig1, apoptozisin azaldigi, p53 seviyelerinin diistiigii goriilmiistiir. Beta karoten,
Likopen ve selenyumun oksidatif hasari azalttigi, anti-oksidatif savunmayi

giiclendirdigi tespit edilmistir (152).

2.3 KARVAKROL

2.3.1. Genel Bilgiler

Karvakrol (5-izopropil- 2- metilfenol) lipofilik 6zellikte, oda sicakliginda (25
°C)’de 0,976 g/mL yogunlukta, suda ¢6ziinmeyen, etanol, aseton ve dietil eter
icerisinde yiliksek ¢oziiniirliige sahip bir fenoldir (153). 2012 yilinda Avrupa
Komisyonu tarafindan kimyasal aroma listesine dahil edilmistir. 2017 yilinda FDA
tarafindan toksikolojik olarak onay almistir (154). 2018 yilinda giivenli gida katkist
olarak kategorize edilmistir. Ayn1 zamanda ilag, kozmetik ve parfiim endiistrisi de
dahil olmak iizere genis kullanim alanina sahiptir. Yapilan bir¢ok caligmada
karvakroliin; anti-enflamatuvar, antioksidan, antimikrobiyal, analjezik etkileri
gosterilmistir (155-158).

CHj

H
H3C ©

CHs

Sekil 11. Karvakroliin biyokimyasal yapisi
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2.3.2. Karvakroliin Antioksidan Etkinligi

Avrupa Birligi tilkelerinde yapilan ¢aligmalarda gidalarin raf 6miirlerini uzatmak
i¢cin kullanilan siilfitin ¢esitli saglik problemlerine yol agtig1 tespit edilmesi iizerine
hem anti-oksidan ve anti-mikrobiyal hem de gida korumasini saglayan bilesikler
tizerinde ¢alismalar yiiriitiilmiis. Tiyobarbitiirik asit testinde 300 ppm konsantrasyonda
karvakroliin lipid peroksidasyonunu azalttig1 tespit edilmisti. Ayni zamanda
uygulanan karvakrol konsantrasyonunun arttirilmasinin lipid peroksidasyonunu daha

da azalttig1 ve boyle oksidatif streste belirgin diizeyde azalma gosterilmistir (155).

2.3.3. Karvakroliin Antinosiseptif Etkinligi

2012 yilinda yayimlanan bir ¢alismada farelere hem intraperitoneal yoldan hem
de intravendz yoldan uygulanan karvakroliin hem periferik mekanizmalar (nitrik
oksit/siklik guanozin monofosfat yolu) hem de santral mekanizmalar (opioid sistem)

aracilig1 ile antinosiseptif 6zelligi gosterilmistir (156).

2.3.4. Karvakroliin Antibakteriyel Etkinligi

2008 yilinda yapilan bir calismada elma bazli yenilebilir filmler iizerine
karvakrol ilave edilmesinin 49.giiniinde hem karvakrol hem de filmin kiitlesinin
degismedigi ve yapisini ayni sekilde korudugu tespit edilmis ve bdylece karvakroliin

Escherichia Coli O157:H7 susuna kars1 antibakteriyel etkinligi kanitlanmistir (157).

2.3.5. Karvakroliin Antienflamatuvar Etkinligi

2013 yilinda yapilan bir hayvan ¢alismasinda 50 mg/kg dozda karvakroliin; oral
olarak aldiktan sonra interlokin-10 saliniminin indiiklendigi, interlokin 1-beta (IL-1 B)
ve prostanoidler gibi mediyatoérlerin iiretiminin azaldigi ve boylece anti-inflamatuvar
etkilere sebep oldugu kanitlanmistir. Yine ayni caligmada 100 mg/kg dozda
karvakroliin siklooksijenaz-2 (COX-2) ve IL-1 B mRNA ekspresyonunu diistirdiigii
gorilmiistir. Ayn1 zamanda freund adjuvani kaynakli fare pengesinde olusturulan

inflamasyonun da karvakrol araciligi ile geriledigi saptanmistir (158).

2.3.6. Karvakroliin Antitiimor Etkinligi
2015 yilinda insan kolon kanseri hiicre hatti {izerine yapilan bir ¢alismada

karvakroliin matriks metalloproteinaz 2 ve 9’u baskilayarak, G2/M fazinda hiicre
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siklusunu durdurarak, siklin B1 ekspresyonunu azaltarak, Bcl-2 ekspresyonunu down-
regiile ederek, bax ve c-jun N-terminal kinaz ekspresyonunu up-regiile ederek,
mitokondriyal apoptotik yolak ve MAPK ve PI3K/ Akt sinyal yolaklar1 aracilig ile

kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek anti-tiimor etkinlik gosterir (159).

2.3.7. Karvakroliin Hepatoprotektif Etkinligi

2019 yilindaki bir hayvan c¢aligmasinda karvakrol, karbon tetrakloriir ile
indiiklenen karaciger fibrozisini transforming growth factor beta sinyal yolagi
lizerinden iyilestirmistir. Ayn1 zamanda farelerin hem viicut hem karaciger
agirhiklarini, serum biyokimyasal parametrelerini ve hepatik hidroksiprolini

normallestirildigi goriildii (160).

2.3.8. Karvakroliin Kardioprotektif Etkinligi
Kasim 2024 tarihli H9C2 fare kardiyomiyosit hiicre hatti {izerinde yapilan bir
calismada lipopolisakkarit tarafindan olusturulan miyokard hasar modeli karvakrol

kullanilarak geriledigi tespit edilmistir. Karvakroliin kardioprotektif bu etkinligi,
TLR4/MyD88/NF-kB yolu ve NLRP3 inflamazomuna atfedildi (161).

2.3.9. Karvakroliin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkilerini Gosteren
Calismalar

Siganlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada 25, 50 ve 75 mg/kg/giin uygulanan
karvakroliin olusturulmus olan hipertrofik miyokard hiicrelerinin boyutlarinda
azalmayi sagladigi ve kardiyak hipertrofiyi iyilestirdigi gézlenmistir (162).

Insan kardiyomiyositleri iizerine yapilan bir caligmada 6.25-50 uM dozda
uygulanan karvakrolin TLR4/NFxB/NALP3/IL-13 gibi inflamatuvar sinyal
yolaklarini baskiladigi oksidatif stres iiriinlerini azalttig1 tespit edilmistir (163).

Diyabetik fare modelleri lizerindeki bir calismada 20 mg/kg dozda verilen
karvakroliin PI3K/AKT sinyal yolag: araciligi ile diyabetik kardiyomiyopati gelisme
riskini azalttig1 tespit edilmistir (164).

Siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada 10, 25, ve 50 mg/kg dozda uygulan

karvakroliin antihipertansif ve antiapoptotik etkinligi kanitlanmistir (165).
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Sicanlar iizerindeki bir diger calismada 5 velOmg/kg dozda karvakroliin
intraperitoneal uygulanmasi sonrasinda inflamasyonun ve lipid peroksidasyonunun
azaldig1 glutatyon ve toplam antioksidan kapasitenin arttig1 gosterilmistir (166).

Siganlar ile yapilan bir ¢alismada 50 ve 100 mg/kg karvakroliin intraperitoneal
uygulanmas1 sonrasinda MAPK/ERK ve Akt/eNOS hiicre i¢i sinyal yolaklarinin
aktive oldugu bunun sonucunda kalpteki infarkt alaninda kiigiilme, siliperoksit
dismutaz ve katalaz diizeylerinde artis, kardiyomiyosit apopitozisinde azalma tespit
edilmistir (167).

Sicanlar iizerine yapilan bir calismada 25, 50 ve 100 mg/ kg uygulanan
karvakroliin serum CK, LDH, troponin T seviyelerinde diismeyi sagladigi, siiperoksit

dismutaz ve glutatyon seviyelerini arttirdigi tespit edilmistir (168).

lschemia/Reperfusion
Injury

= e =
| P
@/ x@

- [m}—o Fibrosis | quesm | Apoptosis

Sekil 12. Karvakroliin anti-inflamatuvar, antioksidan, antiapoptotik etkileri

2.4. C VITAMINI
2.4.1. C Vitamininin Tarihcesi
C vitamini tizerine yapilan ilk ¢alismalar 1900’1 yillarin baslarina dayanr.

Norvegli doktorlar Axel Holst ve Theodor Frolich gemi ¢alisanlar {lizerinde yaptigi
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calismalarda uzun gemi yolculuklar1 sonrasinda gemicilerde agiz i¢i yaralarin ¢ok
oldugunu ve bazi1 yesil sebzelerin ve meyvelerin bu agiz yaralarini iyilestirdigini fark
etmislerdir (169). 1910°1u yillarda bu hastaligin adi1 skorbiit olarak koyulmus ancak
sebebi hala tam olarak anlasilamamustir. 1912 yilinda Polonyali biyokimyaci Casimir
Funk besinlerde bulunan bir faktoriin eksikligi sonucu skorbiit hastaliginin olustugunu
diisiinmiis ve tam olarak ortaya koyamadigi bu maddeye antiskorbiitik vitamin adin
vermistir (170). 1920’1li yillara geldigimizde ise Ingiliz Biyokimyac1 Drummond
antiskorbiitik vitamin i¢in vitamin C adinm1 kullanmustir. Zilva ve ¢alisma arkadaslari
limondaki askorbik asidi izole ederek bazi fiziksel ve kimyasal o6zelliklerini
saptamiglardir. Zilva bu galismalar1 esnasinda 2,6-diklorofenol-indofenoliin (2,6-
DCPIP), C vitamini ¢ozeltisi tarafindan indirgendigini bulmustur. 1937 yilinda Sir
Walter Norman Haworth C vitaminin kimyasal yapisini agiklamis ve C vitamini

lizerine yaptig1 calismalarla Nobel Kimya Odiilii’nii kazanmistr.

2.4.2. C Vitamininin Genel Ozellikleri

C vitamini (Askorbik asit) bir monosakkarit tiirevidir. Alt1 karbonlu bir
monosakkarit olmasi sebebiyle yapica glukoza benzer. Renksiz bir yapisi, hafif bir
kokusu, eksi bir tad1 vardir. Optikg¢e aktiftir ve polarize 15181 saga ¢evirir. C vitamini
suda ¢Oziiniir. Yagda, eterde, benzende ¢éziinmez. Cogu hayvanlar ve bitkiler kendi
C vitaminlerini glukozdan {iretebilirler. Insanlar, ve bazi hayvanlar C vitaminini
iiretemedikleri i¢in disaridan almak zorundadirlar. L-askorbik asit disinda ii¢ tane daha
stereoizomer vardir. Bunlar; D-askorbik asit, D-izoaskorbik asit, L-izoaskorbik asittir.

Bu ii¢ izomerin antiskorbiitik aktiviteleri yoktur.

Sekil 13. C vitamininin biyokimyasal yapisi
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2.4.3. C vitamininin Antioksidan Etkinligi

Serbest radikal olusumunu baskilar. NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz
seviyelerini azaltir (171).

Olusan serbest radikallerin ortamdan uzaklasmasini saglar. Siiperoksit ve
hidroksil radikallerini azaltir (172).

Lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu etkilidir. 4- hidroksinonenal,
malondialdehit seviyelerini diistiriir (173).

Eksojen antioksidanlar (Flavononlar, yesil ¢ay, curcumin) ile sinerjist etki
gosterir. (174-176).

Pro- inflamatuvar faktorleri (Interlokin 6-12, TNF- alfa) azaltir (177-179).

2.4.4. C vitamininin Kardiyoprotektif Etkinligi

2017 yilinda sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada doksorubisin tedavisi
verilen grup ile kiyaslandiginda doksorubisin ile birlikte C vitamini verilen grupta
ortalama viicut kiitle kayb1 daha az bulunmustur. Kalp kiitlelerinin viicut kiitlelerine
orani da C vitamini verilen grupta daha fazla saptanmistir. Doksorubisin kaynakli
tagiaritmiler C vitamini ile belirgin dlglide gerilemistir. C vitamini uygulamasi
doksorubisinin sebep oldugu sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyon diisiisiinii azaltmigtir. C
vitamini sistolik fonksiyonun yaninda diyastolik fonksiyonlarda da iyilesme
saglamistir. Doksorubisin ile tedavi edilen grupta kardiyomiyositlerde vakuol
olusumu, hiicre yapisinda diizensizlikler, miyobril sayisinda azalma gortliirken
tedaviye C vitamini eklenen grupta bu degisiklikler minimal diizeyde goriilmiistiir. C

vitamini doksorubisinin neden oldugu fibrozisi de biiyiik 6l¢iide azaltmistir (180).

2.4.5. C vitamininin Antiapoptotik Etkinligi

Kalbin iskemiye ugramasi sonucunda miyokardiyumda apoptozis meydana
gelir. Yapilan ¢aligmalarda iskemiye ugramis kalplerde apoptozun en sik goriildiigi
bolge enfarktiislii miyokard ile normal miyokardin siir bdlgesidir. Ortalama olarak bu
siir bolgesindeki hiicre ¢ekirdeklerinin %10’u ile %15°1 apoptotik saptanir. C
vitamini ile yapilan caligmalarda smir bolgesindeki apoptotik hiicre ¢ekirdegi
miktarmin %1°e kadar distiigli saptanmustir.  Anti-apoptotik 6zelliklere sahip

fosfoinositid-3 kinaz (P13K) yolunun 6nemli bir bileseni olan Serin/treonin kinaz Akt
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(protein kinaz B) de iskemiden etkilenir. C vitamini verilen grupta bu yolak kontrol
grubu ile benzer saptanmistir. Koroner arter ligasyonu uygulanan sicanlarda olusan
miyokardiyal iskeminin degerlendirilmesi ve ¢ vitamininin buna etkisini arastiran bir
calismada ligasyondan 40 dakika once tek doz C vitamini uygulanan si¢anlarda
enfarktiisin boyutu C vitamini uygulanmayanlara gore belirgin olgiide daha az
saptanmistir. Ayni ¢alismada C vitamini iskemiden sonra verilse bile yine de

miyokardiyal korunmanin elde edildigi gozlenmistir (181).

2.5. HUCRE KULTURU

Hiicre kiiltiirii; hiicrelerin ayarlanabilen sartlar altinda, dogal ortamlarinin
disinda yetistirilmesidir. Hiicrelerin canli kalmasini, biiylimesini ve ¢ogalmasini
saglamak amaciyla ortamdaki aminoasit, karbonhidrat, mineral ve vitaminlerin varlig
cok Onemlidir. Ayrica hiicrelerin optimal seviyede yasamlarina devam edecegi
karbondioksit, oksijen seviyeleri ortamin pH’1 ve sicakligr siirekli kontrol edilmesi

gereken parametrelerdir.

2.5.1. Hiicre Kiiltiirii Tarihcesi

1900’1 yillarin baslarinda hiicre kiiltiiriiyle ilgili calismalara baslayan
Amerikali histolog Ross Granville Harrison 1907 yilinda kurbaga lenf sivi iginde
kurbaga sinir hiicresi birkag¢ hafta boyunca yasatmay1 basarmis ve bu ¢aligma tarihteki
ilk hiicre kiiltiiri denemesi olarak kayitlara gegmistir (182). 1912 yilinda Fransiz
fizyolog ve cerrah Alexis Carrel embriyonik tavuk kalp dokularini kullanarak ilk hiicre
hattin1 olusturmustur (183). 1951 yilinda Amerikali biyolog George Otto Gey serviks
kanseri olan bir hastasinin dokusundan sonsuz ¢ogalma kapasitesine sahip HeLa
hiicrelerini meydana getirdi. Normal dokulardan olusturulan hiicre hatlar1 sinirh
biiyiime gosterirken, kanserli dokulardan elde edilen hiicre hatlarinin sonsuza kadar
cogalmay1 basardigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma ilk insan hiicre hatti
calismasi olarak tarihe gegmistir (184). Zaman ilerledikge iki boyutlu hiicre kiiltiirleri
tim Diinya’da yaygin olarak kullamilmaya baglanmistir. iki boyutlu kiiltiirler
genellikle petri kaplart kullanilarak yapilir. Hiicreler buradaki yilizeye tek tabaka
halinde tutunmus durumdadir. Son yillarda teknolojinin de ilerlemesi ile {i¢ boyutlu

kiltlir galismalar1 baglamistir. Vericinin dokularindan hiicreler alinarak ¢ok hiicreli ve
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{ic boyutlu yapilarda kiiltiirlenir. Ug¢ boyutlu hiicreler doku yapisini taklit ederek hiicre-

hiicre ve hiicre-gevre etkilesimlerini gdozlemlemek amaciyla olusturulur (185).

2.5.2. Hiicre Kiiltiirii Vasat1 Tarihcesi

Hiicre kiiltiirii hazirlanmasi sirasinda laboratuvar sartlarinda hiicrelerin normal
metabolik isleyisini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan ¢evreyi saglayan besleyici siviya
vasat adi1 verilir. Aminoasit, glukoz, ¢esitli vitamin ve mineralleri igerir. 1948 yilinda
Albert Fischer diyaliz edilmis seruma bazi aminoasitleri ekleyerek hiicrelerin
metabolik olarak desteklendigi ilk hiicre kiiltiirii vasatin1 olusturmustur (186). 1955
yilinda Amerikali fizik¢i ve patolog Harry Eagle, Fischer’in yonteminden esinlenerek;
glukoz, galaktoz, aminoasitler, bazi1 vitaminler, yag asitleri, ¢inko ve bakir gibi eser
elementler igeren ilk kismen kimyasal olarak tanimlanmis vasat olan Eagle’s Modified
Essential Medium (EMEM)’i gelistirdi (187). EMEM sonradan gelistirilen pek ¢cok
hiicre kiiltiirii vasatinin temelini olusturmaktadir. Ornegin giiniimiizde hala pek ¢ok
caligmada kullanilan 1959 yilinda Renato Dulbecco tarafindan olusturulan Dulbecco
Modified Eagle Medium (DMEM), EMEM’e gore dort kat fazla aminoasit ve vitamin
konsantrasyonu i¢eren Eagle ortaminin bir versiyonudur (188).

Ham serum yerine albiimin ve fetuin kullanarak serumsuz kosullar altinda F10
vasatini gelistirdi. F10’daki albiimin ve fetuin yerine daha diistik agirlikli molekiiller
olan linoleik asit ve putrescine’yi kullanarak tamamen sentetik Ham’s F12’yi
gelistirdi. Bu, kimyasal olarak tanimlanmis ve tamamen sentetik ilk vasat olma 6zelligi
tasir (189). 1979 yilinda Mather ve Sato, Dulbecco ve Ham’s F12’yi karistirip igine ek
olarak bazi biiylime faktorlerini ilave ederek giiniimiizde de sik¢a kullanilmaya devam

eden DMEM/F12 adli yeni bir formiilasyon olusturdular (190).

2.5.3. Hiicre Kiiltiirii Ortam Sartlar:

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda basarinin yakalanabilmesi i¢in ortamin sicaklig,
pH degeri, oksijen ve karbondioksit diizeyleri ortamdaki glukoz konsantrasyonunu
optimal seviyelerde tutmak gerekir. Genel anlamda hiicre kiiltliriiniin basarili bir
sekilde calisip hiicrelerin yasayip c¢ogalabilmesi i¢in ortamda; gerekli besinlerin,
mineral ve vitaminlerin bulunmasi ortamin sterilitesi i¢in antibiyotik eklenmesi

gerekmektedir (191-192).
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Osmotik dengenin saglanabildigi bir ortam olusturulmalidir. Genellikle viicut
stvilarina yakin osmolaritede bir ortam olusturulmaya calisilir. Bu amagla sodyum,
potasyum, magnezyum, kalsiyum, ¢inko, selenyum, demir ve bakir degisik
konsantrasyonlarda karistirilir. Esas osmolarite belirleyiciler sodyum ve potasyum
iken diger elementler enzimatik reaksiyonlar i¢in ko-faktdr gorevi goriirler.

Ortama enzim kofaktorii olmasi, antioksidan etkinliklerinden yararlanmak veya
hormon olarak gdrev yapmalari igin vitaminlerin eklenmesi gerekmektedir. In vivo
olarak sentezlenemedikleri i¢in hiicresel ihtiyaglarin karsilanmasi amaciyla disaridan
eklenmelidir.

Enerji kaynagi olmasi, hiicrelerde sinyal iletiminde, madde taginmasinda,
biyosentezinde gorev almalari, hiicre membrani1 yapisinda yer almalari nedeniyle
ortama lipitlerin eklenmesi gerekmektedir.

Serum; hormon, transport proteinleri, bliylime faktorleri icermesi nedeniyle
kullanilir. Bunun yaninda bakteri, virlis, toksin, prion icerme ihtimalleri nedeniyle
dezavantajlar1 da vardir. Mikrobiyal komponent icerebilme ihtimallerine kars1 islenmis
ve olast mikroplarin inaktive edilmis serumlarin kullanilmasi onerilmektedir. Hiicre
kiiltiirli olustururken, hiicre biiyiimesini destekleyen madde igerigi daha fazla olmasi
nedeniyle en sik fetal sigir serumu (FBS) kullanilir. Daha az siklikla at ve domuz da
kullanilabilir. Serum 1siktan korunmali ve dondurulmus olarak saklanmalidir. Her ne
kadar vasat olusturmak icin serum ¢ok dnemli bir parca da olsa bir¢ok hiicre hatti,
serumsuz vasat kullanilarak 6zel olarak tasarlanmis ortamda biiyiitiilebilir (193).
Serumsuz vasat kullanimi bir¢ok bulasicit materyalin ortama girmemesini saglar. Genel
anlamda serumsuz vasatlar; hidrolizatlar, aminoasitler, vitaminler ve inorganik
tuzlardan olusur.

Insiilin ve insiilin analoglari, serumsuz vasatta kullanilan en yaygin bilyiime
faktorleri arasindadir. Bununla birlikte hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkilerinin hemen
hemen her zaman serumdan daha diisiik oldugu bulunmustur.

In vitro calismalar sirasinda ortamin sterilitesini saglamak, kontaminasyonu
Oonlemek amaciyla vasat ortami i¢in antibiyotik 6dnemli bir unsurdur. Standart hiicre
kiltirii protokoliinde onerilen penisilin (100U/mL) ve streptomisin (100ug/mL)

kombinasyonu, en sik kullanilan antibiyotik takviyelerindendir (194). Bunun yaninda
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gentamisin ve amfoterisin B de siklikla kullanilir. (195). Eklenen antibiyotiklerin

sitotoksisiteye sebep olma ihtimalleri goz oniinde bulundurulmalidir.

2.5.4. H9C2 Hiicre Hatti

Embriyonik sigan kalp hiicrelerinin H9C2 hatti, Kimes ve Brandt tarafindan
1976 yilinda embriyonik BDX1 sigan kalp dokusundan tiiretilen orijinal klonal hiicre
hattinin bir alt klonal hattidir (196). Bu hat, hiicrelerin morfolojik parametreleri
olgunlagsmamis embriyonik kardiyomiyositlere benzedigi icin ¢ok sayida in vitro
calismada yaygin olarak kullanilmaktadir (197-199). Bu hiicreler olgun kalp kasi
hiicrelerine farklilasmak i¢in gerekli olan sinyal yolu bilesenlerine sahiptir. H9C2
hiicre hatti, doksorubisin gibi miyosit hasarina sebep olan antikanser ilaglarin
mekanizmalarim1  degerlendirmek icin siklikla kullanilir. Embriyonik H9C2
kardiyomiyositleri in vitro kosullarda iyi cogalir ve kiiltiire edilmesi nispeten kolaydir
(192). Bununla birlikte, 6liimsiizlestirilmis hiicre hatlarinin aksine kardiyomiyositler
smirli  sayida pasaj icin kiiltiirlenebilir.  Yaslanma siireci sirasinda hiicre
parametrelerinin degiskenligi, calismanin tekrar edilebilmesi agisindan 6nemlidir
(200). Bu hattin yaygin kullanilmasina ragmen, hiicrelerin yaslanma hizi ile ilgili
calismalar kisithdir. Yapilan bir ¢alismada hiicrelerin onuncu pasajlanmasindan sonra
cekirdeklerinde genisleme hiicre morfolojisinin igsi sekilden ameboid sekle doniisme
egiliminde oldugu gosterilmistir. Yapilan her pasajlama islemi sonrasinda
cekirdeklerin daha da genisledigi, hiicrelerin igsi yapilarinin bozuldugu, graniillerin

sayisinin arttigr goriilmistiir (201).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. KULLANILAN KiMYASALLAR VE SARF MALZEMELER

DMEM (HG NutriCulture, Ecotech Bio, High Glucose), Fetal Bovin Serum
(Capricorn-FBS-HI-11B), Phosphate buffered saline (PBS- Ecotech Bio), Trypsin-
EDTA (25200056-Thermo), Doksorubisin (Targetmol-T1020), Carvacrol (Targetmol-
T4S1990), L-Ascorbic acid (Mevchem-MVK.100220.0250), pipet ucu 1000 ul
(VONDER), antibiyotik (Penisilin/streptomisin — Ecotechbio-PS100), Steril kiiltiir
kaplar1 (Petri), 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Jetbiofil), 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kab1 (Greiner), 96- Kuyucuklu PCR Array Plak (Thermo), T25 flask ve T75 Flask
(LLG), DMSO (Carlo-Erba- CE.445106) Caspase 3 Peptide (Affinity Bio
Cat:AF6311), Bcl-2 peptide (Affinity Bio Cat:AF6139), Bax peptide (Affinity Bio
Cat:AF0120A), TGF-B peptide (Affinity Bio Cat:AF1027), TIMP1 peptide (Affinity
Bio Cat:AF7007), TIMP2 peptide (Affinity Bio Cat:AF0264), MMP2 (Cat: FNab
05238, Lot:20210302, FineTest, Wuhan Fine Biotech Co., Ltd, China)

3.2. KULLANILAN CIHAZLAR

Biological Safety Cabinets Class Il Laminar Flow (Nuaire), CO2’li inkiibatér
(Nuaire), Otomatik mikropipetler (10, 20, 100, 200, 1000 pl*“lik) (Biohit), inverted
Mikroskop (Olympus), Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermo), ), -20 Derin
Dondurucu (BEKO), -80°C Dondurucu (Nuaire), No Frost Buzdolabi (BEKO),
Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Mikro Santriflij (Hettich Zentrifugen), Sogutmali
Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Hassas Terazi (Denver Instrument), RT- PCR
(Thermo Scientific PikoReal 96 Otoklav (Nuve), Vorteks (IKA Yellow Line), Gii¢
Kaynagi(Bio-Rad).

3.3. KULLANILAN KIiTLER

Cell Proliferation Kit (XTT) (Biotium, Cat: 30007), cDNA Synthesis (Applied
Biological Materials Inc., Cat: G236), A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green MasterMix
(with ROX) (A.B.T LOT: W2C0223-Q10), UltraVision LP Detection System HRP
DAB (Thermo Cat: TL-060-HD ), Anti-Polyvalent, HRP Sekonder Kit(Patolab,
LOT:DB2406).
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3.4. H9C2 HUCRE HATTININ TEMINi VE HUCRE KULTURU

Caligmamizda kullanilan hiicreler daha 6nce ATCC’den alinan ve ¢ogaltilip
dondurularak saklanan kendi hiicre stoklarimizdan kullanilmis olup deneyler
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 hiicre
kiiltiirii laboratuvarinda yapilmustir.

HO9C2 hiicre hattinin rutin kiiltiir basamaklari; hiicrelerin flask icinde kiiltiir
ortamina ekilip ¢ogaltilmasi ve belirli bir yogunluga eristikten sonra pasajlanmasi,
ekim i¢in sayim isleminin yapilmasi, kullanilacak uygun Kkiiltiir plakalarina ekimin
yapilmasi, dondurulma islemi ve ¢6ziilmeyi kapsamaktadir.

Hiicre i¢in kullanilan besiyerleri; hiicrelerin in vitro ortamda yasama, biiyiime
ve c¢ogalma icin gereksinim duyduklar1 maddeleri igermelidir. Calismamizda
kullanilan besiyeri, %10 FBS, penisilin+ streptomisin igeren DMEM besiyeridir.
Pasajlama islemi sirasinda hiicrelerin canlilifi ve ¢ogalmasi inverted mikroskop ile
izlendi. Hiicreler 37°C de %95 nem ve %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibe edildi, % 80-90
yogunluga eristiklerinde deneylere baslandi.

Ik olarak hiicreler T25 flaskta iiretildi. Cogaltilma ve pasajlama isleminde;
RPMI 1640 besiyeri ile T75 flaska ekildi. 37°C de %95 nem ve %5 CO2’li etiivde iki
giinde bir besi ortamlar1 degistirilerek inkiibe edildi. Tek katman halinde tutunarak
tireyen hiicrelerin pasajlanmasi i¢in yapistiklar yiizeyden kaldirilmasi gerekmektedir.
%80-90 yogunluga ulasan flasklar 6l hiicrelerin ve hiicre artiklarinin ortamdan
uzaklagmasi i¢in PBS ile yikanip aspire edildi. Ortama tripsin eklenerek hiicrelerin
flask ylizeyinden ayrilmasi saglandi. Flask i¢indeki ortam-hiicre karigimi 15 ml’lik
falkonlara aktarildi. 1500 G’de 4 dakika santrifiij edilip lizerindeki siipernatant alindi.
Dipte pellet olusturan hiicreler 5 ml besiyerinde karistirilarak uygun miktarda flasklara
ekilerek yeniden yapisip ¢ogalmanin saglanmasi i¢in inkiibasyona birakildi. Tripan
mavi boyasi ile flaska ekilmeden 6nce hiicre saymmi yapildi. Olii hiicrelerin
membranlarindan gecebilen tripan mavisi boyas: hiicreleri maviye boyarken canh
hiicreleri boyayamadigi igin boya almamis hiicreler beyaz renkte goriiliir. Ependorfta,
5 pl hiicre siispansiyonunun i¢ine 45 pl tripan mavisi eklenerek hiicreler 10 kat diliie
edildi. Bu karisimdan 10 pl alinarak neubauer lamina eklendi. Canli hiicrelerin sayilma

islemi hiicre ekim islemi yapilacak her deney i¢in ayr1 ayr1 yapildi.
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Hiicreler DMSO kullanilarak, kriyotiipler icinde dondurularak saklandi.
Dondurulma islemi i¢in hiicreler tripsin araciligr ile flasktan kaldirildi. Santrifiij
islemlerinden sonra 2 ml hacimli kriyotiiplere besiyeri ile siispanse hiicre karigimindan
950 mikrolitre, DMSO’dan 50 mikrolitre konularak once +4 C°de 10 dakika, daha
sonra — 20 C°de 60 dakika bekletildi, daha sonraki ¢alismalar i¢in -80 C°de saklandi.

Dondurulmus hiicrelerin yeniden ¢oziiliip ekilmesinde, kriyotiipteki hiicreler
hizli bir sekilde 37°C de su banyosunda ¢6ziillip biraz taze besi yeri eklenerek dnce
santrifiij edildi, DMSO iceren besi yeri uzaklastirildi. Ardindan yeni besi yeri eklenip,
kiiltir kaplarma ekilip, uygun kiiltiir ortaminda inkiibe edildi.

3.5. HUCRE CANLILIGI TESTI (XTT)

DOX’un degisen dozlarda HOC2 hiicrelerine uygulanip zamana ve doza bagiml
olarak hiicre canliliginin tespiti ve hiicrelerin yiizde ellisinin yasadigi dozu (ICso)
saptamak i¢in XTT hiicre proliferasyonu testi kullanildi.

XTT (2,3-bis  (2-methoxy-4  nitro-5-  sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) suda eriyebilen bir maddedir. Canli hiicrelerde formazon isimli
metabolitlerine doniliserek turuncu renk alir. Turuncu renk yogunlugunun
spektrometrede dl¢iilmesi ile canli hiicrelerinin sayis1 belirlenir.

Kullandigimiz maddenin sitotoksisitesi ve doz ile zamana baglh etkisi “BI
(Biological Industries) Cell Proliferation Kit XTT based Colourimetric Assay’’ ile
yapildi. DOX c¢esitli dozlarda %10 serumlu tam besi ortaminda 1/1000 oraninda
DMSO i¢inde ¢oziildii ve konsantrasyonlar1 ayarlanarak etkileri arastirildi. Secilen
konsantrasyon aralig: literatiir bilgileri dikkate alinarak belirlendi test kit protokoliine
gore gerceklestirildi.

Hiicreler 96 kuyucuklu plak icine yerlestirildi ve RPMI icine ekildi. Hiicreler
37°C de %5 CO: igeren inkiibatorde 24 saat bekletildi. 24.saatin sonunda medyum
aspire edildi. Ardindan DOX i¢in 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 50
uM, 60 uM, 75 pM calisma konsantrasyonlart %10 FBS i¢eren tam besi ortami i¢inde
hazirlandi. Hazirlanan dozlar 100 pl besiyeri ortami i¢inde kuyucuklara uygulandi.
Zamana bagli etkiyi arastirmak i¢in 24., 48. ve 72. saatler i¢in ayn1 dozlar uygulandi.
24 saat sonunda her kuyucuk i¢in 100 pl besi yeri, 50 pl XTT reagent solution A, 1 pl

XTT activator solution (aktivator) karigimi hazirlanip kuyucuk basina 150 pl ilave
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edildi (Kit kullanimina gore). Sonrasinda hiicreler 37°C de %5 COz igeren inkiibatorde
4 saat inkiibe edildi. Absorbans degerleri ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve
630 nm referans araliginda okundu. Hiicre canlilig1 yilizdesi her bir kuyucukta ol¢iilen
optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yliz ile ¢arpilmasi
ile hesaplanarak ICso orani1 belirlendi.

Hiicre canliligi (%) = (Madde uygulanan grubun absorbans degeri /Kontrol
grubunun absorbans degeri) x100

Deney Gruplari:

Kontrol Grubu

Sadece doksorubisin uygulanacak grup

Sadece karvakrol uygulanacak grup

Sadece C vitamini uygulanacak grup

Doksorubisin ve karvakroliin beraber uygulanacagi grup

Doksorubisin ve C vitamininin beraber uygulanacagi grup

Doksorubisin ile C vitamini ve karvakroliin beraber uygulanacagi grup

3.6. WOUND HEALING (YARA IYILESME) DENEYi

Hiicre migrasyonunu ve hiicreler arasi etkilesimini incelemek i¢in yapilan bir
deney olan yara iyilesme deneyi, miyosit hiicrelerinde doksorobusine karsi
kullandigimiz karvakrol ve C vitamininin etkisini belirlemeyi amagladi. Hiicre
migrasyonu deneyi i¢in alt1 kuyucuklu plakaya %100 confluent olacak sekilde hiicre
ekimi yapildi. Hiicrelerin plak yiizeyine tutunmasi sonrasi besi yeri kaldirilip PBS ile
tic kez yikandi. 200 pl lik pipet ucu yardimi ile "+" seklinde plak zeminine ¢izim
yapilacak olup sonrasinda PBS ile tekrar yikanarak gruplarin belirlenen dozlari besi
yeri i¢inde uygulandi. 0, 16 ve 24 saatte 4X biiyiitme ile resimler g¢ekilerek deney

gruplart i¢in gerekli analiz yapildu.

3.7. IMMUNOHISTOKIMYA

Miyosit hiicreleri her bir chamber slide'da 40.000 hiicre olmak iizere, sekiz
kuyucuklu chamber slide' lara ekildi. Ekilen hiicrelerin yapismasi igin 24 saat
beklenildi. Hiicreler yapistiktan sonra besiyerleri ¢ekilerek -20C' de metil alkolle 5

dakika fikse edildi. Sonra oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan hiicrelere
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isiktan koruyarak enzim blok igin %2 hidrojen peroksit eklendi. Yarim saat
bekletildikten sonra 3 kere Fosfat Buffer Saline (PBS) ile yikandi. 10 dakika boyunca
aldigimiz kite gére uygun siirede protein blok soliisyonu uygulandi. Prosediiriine gore
Caspas-3, Bax, Bcl-2, TGF-Beta, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 primer
antikorlar1 uygulanip 1 gece 4C'de inkiibe edildi. 3 kere PBS ile yikandiktan sonra
sekonder antikor soliisyonu kitte yazan siire boyunca uygulandi. Tekrardan 3 kere PBS
ile yikand1 ve hiicreler kitin 6nerdigi siire boyunca HRP enzimine maruz birakildu.
Enzimden sonra 3,3 diaminobenzidine (DAB) soliisyonu kite gore hazirland1 ve her
kuyucuga 400 mikrolitre damlatildi. Karsit boyama olarak hematoksilen kullanild:.
Chamber slide forceps yardimiyla kaldirilip lam tizeri lamelle entellan ile kapatilip 151k
mikroskop altinda incelendi. TUNEL testi i¢in hiicreler, 8 Chamber well plate'e ekildi.
Her bir odaciga i¢ine 30x1000 hiicre olacak sekilde hiicreler eklendi. Her grup ti¢lii
tekrar olacak sekilde etkili bulunan IC50 doz ve zaman araliginda inkiibe edildi.
Hiicreler -20 °C'de 5 dk metil alkol ile fikse edildi ve hiicre apoptozu, TUNEL kit
protokoliine goére analiz edildi. 3 kere ikiser dakikalik araliklarla PBS ile yikma
yapildi. 0,2% Triton X-100, Tween-PBS Cozeltisi ile 30 dakika bekletildi. (%0,2
olacak sekilde Tween-PBS igerisinde seyreltildi) (0,5 ml Tween 20 ve 2 ml Triton X-
100, 1 L PBS' ye ilave edilerek). Proteinaz-K 50 pl ilave edilip 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. PBS ile yikama 3 kere 2 ser dakika yapildi. Pre-incubation
buffer soliisyonundal0 dakika bekletildi. TdT reaction: TdT Reaction Mixture 2 saat
37 °C de nemli ortamda (S5ul TdT Enzyme reagent-45ul TdT Label Reagent
karistirilarak)1 saate inkiibe edildi. PBS ile 3 kere 2 ser dakika yikama yapildi. 50 ul
Background reducing buffer soliisyonunda oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. PBS
ile 3 kere 2 ser dakika yikama yapildi. Staining buffer soliisyonunda 1 saat 37 °C nemli
ortamda inkiibe edildi. PBS ile 3 kere 2 ser dakika yapildi. Hematoksilende 30 saniye
bekletildi. Akar suda yikama yapildi. Ksilen beser dakika iki kere bekletildi. Entellan
ile kapama islemi uygulandi. Sonrasinda 151k mikroskobu 1ile goriintiiler
degerlendirildi. Boyama sonrasi lamlarda hiicre degerlendirmesi yapildi. Sayim

alanlar1 rastlantisal olarak secildi.
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3.8. TRIZOL REAGENT iLE TOTAL RNA iZOLASYONU

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmek i¢in kontrol ve doz gruplarinda RNA

izolasyonu uygulandi.

1. Her kuyucuk basma 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara hiicre
ekimi uygulandi. XTT ile tespit edilen ICso dozlar1 ve kontrol gruplarina madde

uygulamasi sonrasi belirlenen ICsp siiresi kadar inkiibe edildi.

2. Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindan, bir kuyucuk basima 500 pl olacak
sekilde Trizol ilavesiyle scraper kaziyici kullanilarak tamamen kaldirilip ependorf

tiiplere (1 ml'lik) alindu.

3. Her ependorf tiipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlenip, vortex
yapildiktan sonra tekrar oda sicakliginda 15 dakika siireyle inkiibe edildi.

4. Sogutmali santrifiij ile +4 °C’ de 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip

renksiz olan list faz toplandi, ependorf tiiplere aktarildi.

5. Toplanan {ist fazin tizerine 250 pl izopropanol eklenip pipetlendi ve 10 dakika

oda sicakliginda inkiibasyonu yapildi.
6. Sogutmali santrifiijde +4 °C’de 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiije edildi.
7. Peletin tizerine 500 pl molekiiler biyolojik grade %70’lik ethanol eklendi.
8. Sogutmali santrifiijde +4 °C’de 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiije edildi.
9. Stipernatant atilip pelet kisa bir siire hava ile kurutuldu.
10. Pellet 40 ul RNase-DNase free water araciligr ile ¢oziildii.

Izole edilen RNA'nmn konsantrasyonu ve saflignt Nanodrop cihazi (Thermo)

yardimi ile tespit edildi.

Nanodrop cihazi RNA konsantrasyonlarint otomatik olarak hesaplamaktadir.
Hesaplama islemini 260 nm Abs x 40 formiilasyonuna gore yapmaktadir. Izole edilen
RNA'larin safliklart spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm ile yapilan dl¢timlerin
karsilastirilmast ile hesaplanir. 260/280 orani, orneklerin saflig ile ilgili tahmini bir
karsilastirma yapar. Dogru 6rnek kalitesini degerlendirmek i¢in 260/280 oranlari,
genel spektral kalite ile birlikte analizlenir. Elde edilen RNA’lar ependorf igerisinde -
20 °C’de saklandh.
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3.9. cDNA SENTEZI

Izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi cDNA Synthesis Kit with Rnase
Inhibitor (High Capasity) ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi (RT)

kullanilarak yapildi. Uretici firmanin protokoliine gdre islem basamaklar1 uyguland.
Kit igerigi:
1. RTase (200U/ul)
2.10X Reaction Buffer
3.RNase Inhibitor (40U/ul)
4.20X dNTP mix (2.5mM each)
5.Random hexamer (50pM)
6. RNase free water
Total RNA: 10ng-5ug
Poly(A)+ RNA:1ng-500ng
Protokol:

1. 2X RT master mix hazirlanisi: hacim toplami 10 pl olmali

Without RNase inhibitor With RNase inhibitor
10X Reaction Buffer 2ul 2 ul
20X dNTP mix 1 ul 1 ul
Random hexamer 2ul 2 ul
WizScript™ RTase 1l 1wl
RNase Inhibitor - 0,5 ul
RNase free water 4 ul 3,5ul

(Islemlerin hepsi buz iistiinde yapild1)
2.10 pl 2X RT master mix’den mikrosantrifiij tiipe alindi.
3.10 ul RNA 6rnegi eklendi ve pipetlendi.

4.Mini santrifijj ile baloncuklar elimine edildi.
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5.Termal cycle’a yerlestirildi. Termal cycle programai:
25 °C — 10 dakika
37 °C — 120 dakika
85 °C — 5 dakika
+4 °C de — bir siire kalabiliyor

Termal cycle sonrasi ependorflar RT-PCR yapmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

3.10. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Gen ekspresyon {irlinlinlin kantitasyonu i¢in kullanilan hassas molekiiler bir
metottur. Bu yontem ile RNA oOrnekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz
edilebilir ve ¢ok sayida 6rnek ¢alisilabilir. Gergek zamanli PCR’da iirlinlerin analizi
reaksiyon esnasinda yapilir. Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen RT-
PCR sisteminden yararlandik. DOX, CAR, C vit muamelesi sonrasinda ilgili hiicre
dizini kullanilarak, apoptozda rol alan genlerin (Caspaz-3, Bax, Bcl-2, TGF-beta,
MMP-2, TIMP1, TIMP2) RNA diizeyindeki ekspresyonlari belirlendi. Hiicre
dizininden total RNA izolasyonu yapildi, ardindan elde edilen RNA’larin miktar ve
kalitesi degerlendirildi. Sonrasinda, total RNA’lardan cDNA Synthesis Kit (High
Capasity) with Rnase Inhibitor ile cDNA sentezi yapildi. Bu yontemle ayni anda ve
kantitatif olarak RT-PCR (Thermo Scientific PikoReal 96) ile analiz yapilabilir. Her
panelde referans—housekeeping genler PCR kontrol grubunda yer alarak hedef
genlerdeki rolatif degisikligi analiz etme firsati saglamaktadir. PCR sirasinda
olusturulan amplikonlar, dogrudan logaritmik artisa gectikleri dongii sayisina gore
degerlendirildi. Once konsantrasyonlar1 bilinen beta aktin ve diger housekeeping
genlerin bir standart amplifikasyon egrisi olusturuldu ardindan caligilan 6rnekteki
gecis noktasina gore cDNA’nin rolatif miktar1 kantitasyon software tarafindan
belirlendi. Elde edilen veriler Cq olarak kaydedildi. Analizi gergeklestirilen apoptoz
ile iligkili genlerin ve referans gen olarak normalizasyonda kullanilan housekeeping

genin (GAPDH) primer dizileri Tablo 4’te gosterilmistir.

Gergek zamanli PCR ile kontrol grubu ve deney gruplari arasindaki hiicre

dongiisiinde rol alan genlerin ekspresyonlarmin nasil degistigi custom olarak dizayn

edilen plaka ile belirlendi (Sentebiolab).
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Tablo 4. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu uygulanan genlerin primer

tasarimi
Gen Ad1 Primer Sekans Uriin Katihm Numarasi
Boyutu

GAPDH F:5-TCTTGTGCAGTGCCAGCCTC-3' 102 NM_017008.4
R:5'- CAAGAGAAGGCAGCCCTGGT-3'

Bax F:5- CTGACATGTTTGCAGACGGC -3’ 222 XM_063281064.1
R:5- TGGTAAGCCTCTTGAGACCC -3’

Bcl-2 F:5'- GAGGGGCTACGAGTGGGATA -3’ | 243 NM_016993.2
R:5- CGGTAGCGACGAGAGAAGTC -3’

Caspase-3 F:5'-GGAGCTTGGAACGCGAAGAA-3' 169 NM_012922.2
R:5'-ACACAAGCCCATTTCAGGGT-3’

TGF-Betal F:5-TTGGAGCCTGGACACACAGT-3' 135 NM_021578.2
R:5'-GGCTTGCGACCCACGTAGTA-3'

MMP-2 F:5'-GGTACTGGACCCACGCCTAC-3’ 161 NM_031054.2
R:5'-AAGGGACCTGTGGGCTTGTC-3'

MMP-9 F:5'- ATCCCCAGAGCGTTACTCGC-3' 142 NM_031055.2
R:5- TGGTTCACCCGGTTGTGGAA-3'

TIMP-1 F:5'-CGGACTCCTAGAGACACGCT-3' 113 XM_039099407.2
R:5'-GAGGATGCCAGAGGCCAGAG-3'

TIMP-2 F:5'-CTCGGCCTCCTGCTGCTG-3’ 131 NM_021989.3
R:5-ACCTCCTTCTCGCTCACTGC-3’

Tablo 5. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyon karigimi

Ger¢ek Zamanh PZR Reaksiyon Karisimi (96 kuyucuklu plaka icin; bir reaksiyon)

Master Mix 5ul
cDNA 1 ul
Niiklease Free Water 3.4l
F-R mix den 0,6 pul
Son Hacim 10 pl

(Bir kuyucuk i¢in 10 pl koyuyoruz)

Firmanin belirtmis oldugu (Sentebiolab) sulandirma katsayilart dogrultusunda 100
pmol’luk reverse ve forward ana stoklar elde edildi. Sonrasinda 10 pmol’luk PCR stoklari
olusturuldu. Bunun igin; 10 pl Forward, 10 pl Reverse, 80 ul Niiklease Free Water*“dan alinip
100 ul lik 10 pmol’luk PCR igin hazirlanmis stok olusturuldu. Hepsi deney zamanina kadar -
20 °C de saklandu.
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3.11. TUNEL TESTIi

Doksorubisin sitotoksisitesine karsi karvakrol ve C vitamininin H9c2(2-1)
hiicrelerine etkisini degerlendirmek i¢in, 8 well chamber slide’a her bir kuyucuga
30.000 hiicre olacak sekilde ekilip, hiicrelerin yapismasi beklendi. Her grup tiglii tekrar
olacak sekilde etkili bulunan IC50 doz ve zaman araliginda inkiibe edildi. Hiicreler -
20 C'de 5 dk methanol ile fikse edildi. Fikse edilen hiicreler Elabsience (FITC) kit
protokoliine uygun olarak boyandi. Kit protokoélii su sekildedir:

1. Fikse edilmis chamber 3x5dk 1x pbs ile yikanir.
2. %0,2 triton x (1x pbs ile hazirlanmis) ile 37°c de 10 dk permeabilize edilir.
3. 3x5dk 1x pbs ile yikanir.

Pozitif kontrol Negatif kontrol/test grubu

100ul 1x dnaase buffer 5dk oda | 100ul 1x dnaase buffer 5dk oda

1sisinda 1sisinda

100ul dnaase 1 working solution | 100ul 1x dnaase buffer 5dk 37°de
(200u/ml) 37°de 30dk 30dk

3x5dk pbs ile yikama 3x5dk pbs ile yikama

4. Labeling protokol: 100l tdt equibuillim buffer 37°de 30dk (bu asamadan
sonra ornegi sakin kurutma.)

5. Labeling working solution hazirlanir.

Test/pozitif kontrol Negatif kontrol
Tdt eq.buffer 35ul 40ul
Labeling solution 10l 10ul
Tdt enzim 5l -

50ul labeling working solution 37°c de 120dk karanlik ve nemli ortamda

3x5dk 1x pbs ile yikanir.
Dap1 solusyonu ile inkiibe edilir (oda sicakliginda 5 dk karanlikta).
4x5 dk PBS ile yikanir.

© © N o

Lamel ile boyamanin iistii kapatilir.
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Boyamalar immunofloresan mikroskop altinda incelendi. Mikroskopta 20x
biiyiitmede 10 rastgele alan sayilarak apoptotik indeks (Al) hesaplandi. Apoptotik

indeks ise istatistiksel olarak karsilastirildi.

3.12. VERILERIN ISTATISTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Tiim deneyler her tedavi grubu i¢in {i¢ kez tekrarland1 (n=3). Veriler SPSS 24.0
paket programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma,
ortanca (en kiigiik -- en biiyilik degerler) ve kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak

verildi. Bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda tek yonli ve ¢ift yonlii

Varyans Analizi (ANOVA, F), Post-hoc olarak Tukey kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. XTT TESTi SONUCLARI
HI9C2 hiicre hattinda farkli dozlarda DOX verilerek yapilan XTT testinde,

DOX’un degisen doz araliklar1 ve zamana gore etkisi Sekil 14°te goriilmektedir.

Doksorubisin
120

100 1

3
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Sekil 14. DOX’un ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina etkisinin

stitun grafigi gosterimi

DOX’un uygulanan en diisiik doz olan 1,25 uM’den itibaren hiicre canlilig
azaldi ve DOX’un artan dozlarinda hiicre canliligina olan etkisi artti. Hiicrelerin
%50’sinin 6ldiigii DOX dozu (IC50 degeri) 24. saatte 14,71 uM, 48.saatte 1,18 uM,
72.saatte ise 0,272 uM olarak saptandi. Artan dozlarda sitotoksisite artmasina ragmen
40 uM ve sonraki dozlarda hiicre canlilik ylizdesinin plato ¢izdigi goriildii.

Ayn1 doz DOX’un 24., 48., ve 72. saatlerde hiicre canliligma etkisi
incelendiginde sitotoksik etkinin zamanla arttig1 saptandi.

HOC2 hiicre hattinda farkli dozlarda C vitamini ve karvakrol ayr1 ayr1 verilerek
bu iki maddenin degisen doz araliklar1 ve zamana gore etkisi degerlendirildi. Sonuglar

sekil 15 ve sekil 16°da gosterilmistir.
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Sekil 15. C vitamininin ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina

etkisinin siitun grafigi gosterimi

C vitamininin hiicre canlilig1 tizerine olumlu etkisi 3,12 pM dozundan itibaren
goriilmeye baglandi. 25 uM dozuna kadar artan hiicre canliligi 25-500 uM dozlari
arasinda plato ¢izdikten sonra daha yiiksek dozlarda diisiise gecti. 48. ve 72.saatlerde
C vitaminin hiicre canlilig1 lizerine olumlu etkisi goriilmedi. 24.saatte 3,12 uM- 500
UM arasi dozlar hiicre canliligini arttirdi. 48. saatte 2 mM dozu ile hiicre canliliginin

azalmasi istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0,05), (Tablo 6).

Karvakrol
200
3
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o
§ = III II III III I I I III
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Dozlar
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Sekil 16. Karvakroliin cesitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina

etkisinin siitun grafigi gosterimi
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24.saat verileri incelendiginde verilen diisiik dozlarda (1, 2,5, 5, 10 mM)
karvakroliin hiicre canliligina olumsuz etkisi goriildi. 2,5 mM dozdunda bu etki
istatistiksel olarak anlamli iken (p=0,031) diger dozlarda bu etki anlamli degildi
(p>0,05). Ancak orta dozlarda (20, 40, 80 mM) hiicre canlilig: artt1 (p<<0,001). Doz
daha fazla arttirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da sitotoksik etki tekrar
ortaya ¢ikt1 (p>0,05), (Tablo 7).

Hiicre canliligina olan etkinin zamana gore degisimi degerlendirildiginde; 24.
saatteki olumlu etkinin 48. saatte geriledigi goriildii. 72.saatte ise hiicre canliliginda
tekrar artis saptandi.

H9C2 hiicre hattina IC50 dozunda doksorubisin ile birlikte c¢esitli

konsantrasyonlarda karvakrol ve C vitamini ayr1 ayr1 verilerek hiicre canlilik yiizdeleri

Doksorubisin +Askorbik Asit
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a0
B

[=10)

50 iI i

(|| . T

30

0 .|| |
1 .|| |
5 | |

icsn 625 125 25pM S50pM 100 pM200 pmS00 uM 1 mM 2 mi

Dokso UM+ pM + 4 It_'E:CI + [CS0 + IS0 + 1050 4 1050 + ICS0 + 1050
ICS0 IS0 Dokso Dokso Dokso Dokso Dokso Dokso Dokso
Dokso Dokso

=]
=

Hucre Canhiligi (%)

Dozlar

W24 5aat m4adsaat m S22 saat

Sekil 17. IC50 dozunda doksorubisin ile birlikte ¢esitli dozlarda C vitamininin zamana

gore hiicre canliligina etkisinin siitun grafigi gésterimi
IC50 dozunda doksorubisin ile birlikte verilen askorbik asit 24.saatte artan

dozlarda hiicre canliligina olumlu etki gostermistir. 24.saatte 50 uM ile 2 mM arasi
dozlarda sitotoksisite anlaml diizeyde azaldi (p<0,05). 48. ve 72. saatte de 25 uM-500
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uM arasi dozlarda hiicre canliligini arttirsa da bu etki istatistiksel olarak anlamli

degildi (p>0,05), (Tablo 8).
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Sekil 18. IC50 dozunda doksorubisin ile birlikte ¢esitli dozlarda karvakroliin zamana

gore hiicre canliligina etkisinin siitun grafigi gésterimi

Diisiik dozlarda (ImM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM) karvakrol verildikten sonra

24 saatte hiicre canlilig1 %50’lerde kalmaya devam ederken daha yiiksek dozlarda (20

mM, 40mM, 80 mM) hiicre canlilik yiizdesi %60’lara yiikseldigi goriildii. Bu etki

istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). 48.saatte 1-20 mM aras1 dozlar, 72. saatte ise
1-10mM aras1 dozlar anlamli diizeyde sitotoksiteye neden oldu (p<0,05), (Tablo 9).

H9C2 hiicre hattina IC50 dozunda doksorubisin ile birlikte karvakrol ve C

vitamini farkli dozlarda birlikte verilerek hiicre canlilik diizeyleri 24. saatte

degerlendirildi. Sonugclar sekil 19°da gdsterilmistir.
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Sekil 19. IC50 dozunda doksorubisin ile birlikte cesitli dozlarda karvakrol ve C

vitaminin hiicre canliligina etkisini kontrol grubu ile karsilagtiran siitun grafigi

gosterimi

Farkli dozlarda C vitamini ve karvakrol kombinasyonu ile yapilan deneylerde
24 .saatte 400 uM C vitamini + 40 mM karvakrol kombinasyonu hari¢ diger dozlarda
hiicre canliligi artti. Ancak sadece 200 uM C vitamini + 40 mM Kkarvakrol

210 100 pbI C witzemind
A2 200 phd C witamnmm
250 400 pbd C witzmind

A4 500 phd C witamim

kombinasyonunda bu artis anlamliyd: (p=0,032), (Tablo 10).

Tablo 6. C vitamininin farkli dozlarda kontrol grubu ile karsilagtirilmasini gosteren

XTT deneyinin 24., 48. ve 72. saat p degerleri (n=3)

Tukey’s multiple comparisons test | 24.saat p degeri | 48.saat 72.saat
Kontrol ve 1,56 uM C vitamini 0,765 0,017 0,282
Kontrol ve 3,12 uM C vitamini 0,026* 0,984 1
Kontrol ve 6,25 uM C vitamini <0,001** 1 0,565
Kontrol ve 12,5 uM C vitamini <0,001** 0,999 0,954
Kontrol ve 25 uM C vitamini <0,001** 1 0,965
Kontrol ve 50 uM C vitamini 0,002** 1 0,965
Kontrol ve 100 uM C vitamini 0,008** 1 1
Kontrol ve 200 uM C vitamini 0,001** 0,999 1
Kontrol ve 400 uM C vitamini 0,003** 1 1
Kontrol ve 500 uM C vitamini <0,001** 1 0,965
Kontrol ve 1000 uM C vitamini 0,486 0,069 0,98
Kontrol ve 2000 uM C vitamini 0,486 <0,001** | 0,847
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Tablo 7. Karvakroliin farkli dozlarda kontrol grubu ile karsilastirilmasini gosteren

XTT deneyinin 24., 48. ve 72.saat p degerleri (n=3)

Tukey’s multiple comparisons test | 24.saat p degeri | 48.saat 72.saat
Kontrol ve 1mM karvakrol 0,8 <0,001** 0,999
Kontrol ve 2,5 mM karvakrol 0,031* <0,001** 0,765
Kontrol ve 5 mM karvakrol 0,088 <0,001** 0,007**
Kontrol ve 10 mM Kkarvakrol 0,69 <0,001** 0,155
Kontrol ve 20 mM karvakrol <0,001** 0,966 0,007**
Kontrol ve 40 mM karvakrol <0,001** 0,263 0,003**
Kontrol ve 80 mM karvakrol <0,001** <0,001** 1
Kontrol ve 160 mM karvakrol 0,273 <0,001** 1

Tablo 8. Doksorubisin IC50 dozu ile farkli dozlarda C vitamini ve 1C50 dozunda
doksorubin kombinasyonunun karsilastiritlmasini gésteren XTT deneyinin 24., 48. ve

72.saat p degerleri (n=3)

Tukey’s multiple comparisons test | p degeri 24.saat | 48.saat 72.saat
DOXve DOX + 6,25 uM C vitamini | 0,294 0,09 0,124
DOXve DOX + 12,5 uM C vitamini | 0,123 0,941 0,667
DOX ve DOX + 25 uM C vitamini | 0,123 0,99 1
DOX ve DOX + 50 uM C vitamini | 0,002** 0,941 0,969
DOX ve DOX + 100 uM C vitamini | <0,001** 1 1
DOX ve DOX + 200 uM C vitamini | <0,001** 0,99 0,969
DOX ve DOX + 500 uM C vitamini | <0,001** 1 0,969
DOX ve DOX + 1 mM C vitamini | 0,003* 0,159 0,851
DOX ve DOX + 2 mM C vitamini | <0,001** 0,295 0,578
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Tablo 9. Doksorubisin IC50 dozu ile farkli dozlarda karvakrol ve IC50 dozunda
doksorubin kombinasyonunun karsilastiriimasini gésteren XTT deneyinin 24., 48. ve

72.saat p degerleri (n=3)

Tukey’s multiple comparisons test | p degeri 24.saat | 48.saat 72.saat
DOX ve DOX+ 1 mM Karvakrol |1 <0,001** | 0,026*
DOX ve DOX+ 2,5 mM Karvakrol | 1 <0,001** | 0,004**
DOX ve DOX+ 5 mM Karvakrol | 0,999 <0,001** | 0,002**
DOX ve DOX+ 10 mM Karvakrol | 0,968 <0,001** | 0,002**
DOX ve DOX+ 20 mM Karvakrol | 0,904 0,001** 0,313
DOX ve DOX+ 40 mM Karvakrol | 0,027* 0,036 1

DOX ve DOX+ 80 mM Karvakrol | 0,032* 0,095 0,148

Tablo 10. Doksorubisinin IC50 dozu ile farkli dozlarda karvakrol ve C vitamininin
IC50 dozunda doksorubisin ile kombinasyonunun karsilagtirilmasimi gosteren XTT

deneyinin 24.saat p degerleri (n=3)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
DOX ve D+K1+Al 1
DOX ve D+K1+A2 0,559
DOX ve D+K1+A3 0,86
DOX ve D+K1+A4 0,196
DOX ve D+K2+A1l 0,86
DOX ve D+K2+A2 0,032*
DOX ve D+K2+A3 0,69
DOX ve D+K2+A4 0,559
DOX ve D+K3+Al 1
DOX ve D+K3+A2 0,773
DOX ve D+K3+A3 0,559
DOX ve D+K3+A4 0,669
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DOX grubu ile DOX+ karvakrol + C vitamini karsilastirild1. Istatistiksel olarak
anlaml1 tek doz kombinasyonu 200 pM C vitamini + 40 mM karvakrol kombinasyonu

olarak goriildii (p=0,032). Bu sebeple ¢alismanin diger bir testi olan wound healing
testinde 200 uM C vitamini ve 40 mM karvakrol kullanildi.

Tablo 11. Doksorubisin IC50 dozu ile C vitaimini kombinasyonunun 1C50 dozunda
doksorubisin, ¢esitli dozlarda karvakrol ve C vitamini kombinasyonunun

karsilagtirilmasin1 gosteren XTT deneyinin 24.saat canlilik yiizdeleri ve p degerleri
(n=3)

Doz Canlilik p degeri
DOX+Al %77,5

DOX+A1+K1 %54,46 0,003**
DOX+Al1+K2 %60,51 0,059
DOX+A1+K3 %51,02 0,001**
DOX+A2 %76,4

DOX+A2+K1 %63,24 0,285
DOX+A2+K2 %72,88 0,999
DOX+A2+K3 %61,4 0,137
DOX+A4 %86,07

DOX+A4+K1 %67,04 0,024*
DOX+A4+K2 %37,19 <0,001**
DOX+A4+K3 %62,9 0,002**

XTT testinde karvakrol ve C vitamininin etkilesimini degerlendirebilmek
amaciyla IC50 dozunda doksorubisin ve C vitamini; IC 50 dozunda doksorubisin,
karvakrol ve C vitamini kombinasyonlar1 ile Kkarsilastirildi. IC50 dozunda
doksorubisin, 100 uM C vitamini kombinasyonuna 20 mM ve 80 mM karvakrol
eklemek; 1C 50 dozunda doksorubisin 500 uM C vitamini kombinasyonuna 20 mM,
40 mM ve 80 mM karvakrol eklemek hiicre canliligini istatistiksel anlamli olarak
azaltt1 (p<0,05). Diger dozlarda eklenen karvakroller de hiicre canliligini azaltsa da

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05), (Tablo 11).
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4.2. WOUND HEALING TESTi SONUCLARI

Wound healing deney sonuglarinin 0., 16. ve 24.saatte 4x biiyiitme ile ¢ekilen

resimleri sekil 20-26°da gosterilmistir.

0.sat 16.saa 4.sat

Sekil 22. Wound healing testi 200 uM C vitamini verilen grup 0, 16 ve 24. saatler
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16.saat 24.saat

Sekil 23. Wound healing testi IC50 dozunda doksorubisin verilen grup 0, 16 ve 24.
saatler

\ DE) @ N o B
O.saat 16.saat 24 saat

Sekil 24. Wound healing testi IC50 dozunda doksorubisin ve 40 mM karvakrol verilen
grup 0, 16 ve 24. saatler

0. sant - " 24.saat

Sekil 25. Wound healing testi 1C50 dozunda doksorubisin ve 200 uM C vitamini
verilen grup 0, 16 ve 24. saatler

» Ot » 16.saat ' 24 saat

Sekil 26. Wound healing testi IC 50 dozunda doksorubisin, 200 uM C vitamini ve 40
mM karvakrol verilen grup 0, 16 ve 24. saatler
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Wound healing testi sonuglarinda 16. ve 24. saat yara yeri ylizey alanlar

yiizdeleri Tablo 12°de gosterilmistir.

Kontrol grubunda yara yiizeyi 16.saatte %70,6’ya 24.saatte %54,5’e gerilerken
IC50 dozda doksorubisin verilen grupta 16.saatte yara yiizeyi %125’e 24.saatte
%137’ye yiikseldi (Tablo12).

40 mM karvakrol uygulamasi sonrasi yara yiizey alani 16.saatte %29,9°a
24 .saatte %20,2’ye geriledi. Kontrol grubuna gére hem 16.saat hem 24 .saatte yara yeri
yiizey alanlarinda kiigiilme istatistiksel olarak anlamli saptandi. (p=0,03; p<0,0001),
(Tablo 12), (Tablo 13), (Tablo 14).

200 uM C vitamini uygulamasi sonrasi yara yiizey alani 16.saatte %56,9’a
24 .saatte %27’ye geriledi. Kontrol grubuna gore 24.saatte yara yeri ylizey alanlarinda
kiiglilme istatistiksel olarak anlamli saptand1 (p=0,002), (Tablo 12), (Tablo 14).

16.saatte kombine DOX ile DOX+karvakrol, DOX+C ve DOX+karvakrol+C
gruplarinin degerlendirmesinde; gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi.
24.saatte ise DOX+karvakrol ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarindaki yara
yiizey alan1 DOX grubuna gore anlamli diisiik saptandi (p=0,008, p=0,001), (Tablo
13), (Tablo 14).

DOX+karvakrol ve DOX+ karvakrol+ C vitamini, DOX+ C vitamini ile DOX +
karvakrol + C vitamini karsilastirildi. En diisiik yara yiizey alan odlgiileri DOX +
karvakrol + C vitamini kombinasyonu ile saglansa da bu farklilik istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05), (Tablo 13), (Tablo 14).

Doksorubisin verilen biitiin kombinasyonlarda (DOX, DOX+CAR, DOX+C vit,
DOX+CAR++C vit) 16. ve 24. saatlerde yara yeri yiizey alan1 kontrol grubuna gore
daha biiyiik saptand1 (p<0,05), (Tablo 13), (Tablo 14).
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Tablo 12. H9C2 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda wound healing testi igin
olusturdugumuz yara yiizey alanlarinin yiizdelik sonuglar1 (n=3)

0O.saat ortalama | 16.saat ortalama 24 .saat ortalama

Kontrol %100 %70,6 %54,5
Karvakrol (40 mM) %100 %29,9 %20,2
C Vit (200 pM) %100 %56,6 %27

DOX (IC50) %100 %125 %137
DOX + CAR %100 %104 %115
DOX + C Vit %100 %109 %124
DOX + C Vit + CAR %100 %101 %109

Tablo 13. Wound healing deneyi 16.saat istatistiksel sonuglari (n=3)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR 0,003 **
Kontrol ve C vit 0,643
Kontrol ve DOX <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR 0,005**
Kontrol ve DOX+C vit 0,004**
Kontrol ve DOX+CAR+C vit 0,03*
DOX ve DOX+CAR 0,569
DOX ve DOX+C vit 0,632
DOX ve DOX+CAR+C vit 0,151
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit 0,952
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 0,925

Tablo 14. Wound healing deneyi 24.saat istatistiksel sonuglari (n=3)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR <0,0001 **
Kontrol ve C vit 0,002 **
Kontrol ve DOX <0,0001 **
Kontrol ve DOX+CAR <0,0001 **
Kontrol ve DOX+C vit <0,0001 **
Kontrol ve DOX+CAR+C vit <0,0001 **
DOX ve DOX+CAR 0,008 **
DOX ve DOX+C vit 0,206
DOX ve DOX+CAR+C vit 0,001 **
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit 0,910
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 0,105
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4.3 IMMUNOHISTOKIMYA SONUCLARI
Her antikor i¢in 40x biiyiitmede 10 alan sayildi.

4.3.1 TGF-beta:

Kontrol: Cekirdek boyanmasi goriilemedi. Sitoplazma boyanmasi mevcuttu.

Doksorubisin: Hiicre sayisi kontrole gore azaldi. Bazi hiicrelerde apoptotik ve
piknotik degisiklikler goriildii. TGF-beta boyanmasi yogun (+3) sekildeydi. Cekirdek
boyanmasi yoktu.

Karvakrol: Hiicrelerin biitiinliigiiniin korundugu kontrol grubu ile benzer
goriintli saptandi. Apoptotik hiicre degisiklikleri ¢ok nadir goriildii. Boyanma yer yer
zay1f ve sitoplazmik goriildii.

C vitamini: Hiicrelerin biitiinliigliniin korundugu kontrol grubu ile benzer
goriintli saptandi. Apoptotik hiicre degisikligi ¢ok nadir goriildii. Bazi hiicrelerde
artmakla birlikte boyanma zayif (1+) olarak degerlendirildi.

DOX+Karvakrol: Piknotik hiicrelerin karvakrol sonrasi hala devam ettigi
goriildii. Cekirdek boyanmasiin olmadigi ve sitoplazmik boyanmanin orta (2+)
oldugu goriildii.

DOX+C vitamini: C vitamini sonrast piknotik ve apoptotik degisikliklerin
devam ettigi goriildii. Cekirdek boyanmasi yoktu. Sitoplazmik boyanma yogun (+3)
olarak saptandi.

DOX+Karvakrol+C vitamini: Hiicrelerdeki sitoplazmik yogun boyanmayla
birlikte yogun boyali alanlarda piknotik degisiklikler mevcuttu. Cekirdek boyanmasi
yoktu.

4.3.2. BAX:

Kontrol: Klasik hiicrelerin biitlinliiglinii korudugu piknotik hiicrelerin olmadig:
BAX reaksiyonunun negatif oldugu gozlendi.

Doksorubisin: Piknoza giden hiicrelerde ¢ekirdek boyanmasi pozitifti. Canli
kardiyomiyosit hiicrelerinde ¢ekirdek boyanmasi gériilmezken sitoplazma boyanmasi
yogun (+3) pozitif saptandi.

Karvakrol: Kardiyomiyositler biitiinliigiinii korumaktaydi. Cekirdek veya

sitoplazma boyanmas1 gériinmedi.
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C vitamini: Kardiyomiyositler biitiinliigiinii korumaktaydi. Cekirdek veya
sitoplazma boyanmas1 goriinmedi.

DOX+Karvakrol: Kardiyomiyositler seklini korumustur. Yer yer piknotik
hiicreler mevcuttu. Reaksiyon gozlenmedi.

DOX+C vitamini: Kardiyomiyositler seklini korumustur. DOX+ karvakrol
grubuna gore artmig piknotik hiicreler mevcuttu. Reaksiyon goriilmedi.

DOX+C vitamini+Karvakrol: Kardiyomiyosit hiicre seklinin ¢ogu alanda
bozuldugu yuvarlak c¢ekirdekli hiicre sayisinda artis oldugu goriildii. Piknotik
hiicrelerdeki ¢ekirdek boyanmasi orta (+2) diizeyde saptandi.

4.3.3. Kaspaz-3:

Kontrol: Hiicreler normal seklini korumaktadir. Kaspaz -3 reaksiyonu ¢ok az
alanda zay1f (+1) gostermekle birlikte negatif oldugu saptandi.

Doksorubisin: DOX grubunda kaspaz-3 ekspresyonu ve boyanmasi orta (+2)
saptand1. Canli hiicrelerde sitoplazmik boyanma pozitif, ¢ekirdek boyanmasi negatif
saptandi. Apoptotik olarak goriilen piknotik hiicrelede ise ¢ekirdek boyanmasi yogun
(+3) pozitif saptandi.

Karvakrol: Hiicrelerin biitiinligli korunmaktadir. Kontrol grubuna benzer
sekilde apoptotik ve piknotik hiicre gdzlenmedi. Kaspaz-3 reaksiyonu yer yer zayif
(1+) pozitif olmakla birlikte cogunlukla negatifti.

C vitamini: Hiicrelerin biitiinliigii korunmaktadir. Kontrol grubuna benzer
sekilde apoptotik ve piknotik hiicre gézlenmedi. Kaspaz-3 reaksiyonu yer yer zayif
(1+) pozitif olmakla birlikte cogunlukla negatifti.

DOX+ Karvakrol: Hiicresel biitiinliigiin korundugu karvakrolle birlikte piknotik
hiicre sayisinin azaldigi goriildii. Ancak kaspaz-3 reaksiyonu ¢ogu alanda orta (+2)
pozitif ve sitoplazmikti.

DOX+ C vitamini: C vitamini sonrasi her alanda kardiyomiyosit hiicrelerinde
piknotik degisiklik goriilmeye devam ediyordu. Fakat kaspaz-3 immunoreaktivitesi
zay1f (+1) pozitif veya negatifti. Piknotik hiicrelerin ¢ekirdeklerinde orta (+2) diizeyde
kaspaz-3 reaksiyonu gortildii.
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4.3.4. BCL-2:

Kontrol: BCL-2 ekspresyonu goriilmedi.

Doksorubisin: BCL-2 ekspresyonu kardiyomiyosit hiicrelerinde oldugundan
yogun bir sekilde goriildii. Piknotik hiicrelerin varligi belirgindi. Boyama c¢ekirdekte
negatif, sitoplazma orta (+2) pozitifti.

Karvakrol: BCL-2 ekspresyonu hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte negatif
olarak saptandi.

C vitamini: BCL-2 ekspresyonu sitoplazmikti ve orta (+2) dereceydi. Pozitiflik
tiim hiicrelerde dikkat ¢ekmekteydi. Cekirdek boyanmasi saptanmadi.

Doksorubisin+ Karvakrol: Cekirdek etrafinda daha belirgin olmak iizere BCL-2
ekspresyonu orta- yogun (+2/+3) pozitif olarak degerlendirildi. Boyama sitoplazmikti.

Doksorubisin+ C vitamini: Cekirdek etrafinda daha belirgin olmak tizere BCL-
2 ekspresyonu orta- kuvvetli (+2/+3) pozitif olarak degerlendirildi. Boyama
sitoplazmikti.

Doksorubisin + Karvakrol+ C vitamini: BCL-2 ekspresyonu yogun (+3)

saptandi. Piknotik hiicreler mevcuttu.

4.3.5. TIMP-2:

Kontrol: Reaksiyon sitoplazmik ve orta diizeyde saptandi.

Doksorubisin:  TIMP-2 ekspresyonu sitoplazmik ve yogun (+3) pozitifti.
Cekirdek zarinda belirgin reaksiyon gozlendi.

Karvakrol: TIMP-2 ekspresyonu orta ve zayif (+2/+1) olarak saptandi. Hiicreler
biitlinliigiinii koruyordu.

C vitamini: TIMP-2 ekspresyonu orta ve zayif (+2/+1) olarak saptandi. Hiicreler
biitiinliiglinii koruyordu.

Doksorubisint Karvakrol: Cekirdek etrafindaki sitoplazmik bolgede orta ve
yogun (+2/+3) boyanma goriildii.

Doksorubisint+ C vitamini: Cekirdek etrafindaki sitoplazmik bdlgede orta ve
yogun (+2/+3) boyanma goriildii.

Doksorubisin + Karvakrol+ C vitamini: TIMP-2 ekspresyonu orta- kuvvetli
(+2/+3) pozitifti. Boyanma sitoplazmik bolgede saptandi. Hiicrelerin morfolojik

yapilarinin ¢ogu alanda bozuldugu saptandi. Piknotik hiicreler mevcuttu.
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4.3.6. TIMP-1:

Kontrol: Reaksiyon saptanmadi.

Doksorubisin: Ekspresyon yogun (+3) olarak izlendi. Cekirdek zarinda ve
sitoplazmada kuvvetli pozitif alanlar izlendi.

Karvakrol: Reaksiyon saptanmadi.

C vitamini: Reaksiyon saptanmadi.

Doksorubisin+ Karvakrol: Cekirdek boyanmasi saptanmadi. Orta derecede (+2)
sitoplazma boyanmasi mevcut.

Doksorubisin+ C vitamini: Piknotik hiicre miktarinda artis mevcut. Ekspresyon
zayif-orta (+1/+2) saptandi. Cekirdek etrafinda sitoplazmik boyanma mevcut.

Doksorubisin+ C vitamini+ Karvakrol: Hiicre miktar1 az. Ekspresyon bazi
alanlarda c¢ekirdekte olmakla birlikte sitoplazmik boyanmalar mevcut. Piknotik

hiicrelerin ¢ekirdeginde yogun (+3) boyanma mevcuttu.
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7

: TGF- beta Kontrol

: TGF-beta Doksorubisin

: TGF- beta Karvakrol

: TGF- bata C vitamini

: TGF- beta DOX+ Karvakrol

: TGF- beta DOX+ C vitamini

: TGF- beta DOX+ Karvakrol + C vitamini

Sekil 27. TGF- beta immiinohistokimya boyamast
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Sekil 28. BAX immiinohistokimya boyamasi
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1: BAX Kontrol

2: BAX Doksorubisin

3: BAX Karvakrol

4: BAX C vitamini

5: BAX DOX+ Karvakrol

6: BAX DOX+ C vitamini

7: BAX DOX+Karvakrol+ C vitamini



1: Kaspaz-3 Kontrol

2: Kaspaz-3 Doksorubisin

3: Kaspaz-3 Karvakrol

4: Kaspaz-3 C vitamini

5: Kaspaz-3 DOX+ Karvakrol

6: Kaspaz-3 DOX+ C vitamini

7: Kaspaz-3 DOX+ Karvakrol+ C vitamini

Sekil 29. Kaspaz-3 immiinohistokimya boyamasi
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Sekil 30. BCL-2 immiinohistokimya boyamasi
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1: BCL-2 Kontrol

2: BCL-2 Doksorubisin

3: BCL-2 Karvakrol

4: BCL-2 C vitamini

5: BCL-2 DOX+ Karvakrol

6: BCL-2 DOX+ C vitamini

7: BCL-2 DOX+ Karvakrol+ C vitamini



Sekil 31. TIMP-2 immiinohistokimya boyamasi

68

1: TIMP-2 Kontrol

2: TIMP-2 Doksorubisin

3: TIMP-2 Karvakrol

4: TIMP-2 C vitamini

5: TIMP-2 DOX+ Karvakrol

6: TIMP-2 DOX+ C vitamini

7: TIMP-2 DOX+ Karvakrol+ C vitamini



: TIMP-1 Kontrol

: TIMP-1 Doksorubisin

: TIMP-1 Karvakrol

: TIMP-1 C vitamini

: TIMP-1 DOX+ Karvakrol

: TIMP-1 DOX+ C vitamini

: TIMP-1 DOX+ Karvakrol+ C vitamini

N O\ B W=

Sekil 32. TIMP-1 immiinohistokimya boyamasi
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Tablo 15. TGF-beta immiinohistokimya p degerleri (n=10)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR 0,01**
Kontrol ve C vit 0,015**
Kontrol ve DOX <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR <0,001**
Kontrol ve DOX+C vit <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX ve DOX+CAR 0,432
DOX ve DOX+C vit 0,57
DOX ve DOX+CAR+C vit 0,397
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit 1
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 1

TGF-beta boyanma skorlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; C vitamini ve
CAR grubunda daha diisiik boyanma skoru vardi (p=0,01 ve p=0,015). DOX,
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda,
kontrol grubuna gore belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001). DOX ile
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplar
karsilastirildiginda ise gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu (p>0,05).
DOX+karvakrol+C vitamini grubu ile hem DOX+karvakrol, hem de DOX+C vitamini

grubunun sonuglart benzerdi (p=1), (Tablo 15).

Tablo 16. BAX immiinohistokimya p degerleri (n=10)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR 1

Kontrol ve C vit 1

Kontrol ve DOX <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR 1

Kontrol ve DOX+C vit <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR+C vit 0,272
DOX ve DOX+CAR <0,001**
DOX ve DOX+C vit <0,001**
DOX ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit 0,311
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 0,034*
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BAX boyanma skorlar1 kontrol grubu ile karsilastirildi. C vitamini ve CAR
grubunda belirgin diisiikk boyanma skoru varken, DOX ve DOX+C vitamini grubunda
belirgin yiiksek boyanma skoru (p<0,001). DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve
DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda, DOX grubuna gére boyanma skor belirgin
diisiik bulundu (p<0,001). DOX+karvakrol+C vitamini grubunda DOX+C vitamini
grubuna gore daha diisiik boyanma skoru gozlendi (p= 0,034), (Tablo 16).

Tablo 17. Kaspaz-3 immiinohistokimya p degerleri (n=10)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR 1

Kontrol ve C vit 1

Kontrol ve DOX <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR <0,001**
Kontrol ve DOX+C vit <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX ve DOX+CAR 0,278
DOX ve DOX+C vit 0,001**
DOX ve DOX+CAR+C vit 0,956
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit 0,858
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 0,16

Kaspaz-3 boyanma skorlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; C vitamini ve
CAR grubunda kontrol grubu ile benzer boyanma skoru vardi (p=1). DOX,
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda,
kontrol grubuna gore belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001). DOX ile
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplar
karsilastirildiginda her iki grupta boyanma skoru daha diisiik olmasina kargin sadece
DOX+C vitamini grubunda farklilik anlamli bulundu (p=0,001). DOX+C vitamini
grubunun boyanma skoru DOX+karvakrol+C vitamini grubundan da disikti
(p=0,03), (Tablo 17).
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Tablo 18. BCL-2 immiinohistokimya p degerleri (n=10)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR 1

Kontrol ve C vit <0,001**
Kontrol ve DOX <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR <0,001**
Kontrol ve DOX+C vit <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX ve DOX+CAR 0,91
DOX ve DOX+C vit 0,014**
DOX ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 0,179

BCL-2 boyanma skorlar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; C vitamini, DOX,
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda daha
yiikksek boyanma skoru vardi (p<0,001). DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C
vitamini gruplarinda DOX grubuna gore, DOX+karvakrol+C vitamini grubunda ek
olarak DOX+CAR grubuna gore daha diisilk boyanma skorlari bulundu (p<0,05),
(Tablo 18).

Tablo 19. TIMP-2 immiinohistokimya p degerleri (n=10)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR 1

Kontrol ve C vit 0,065
Kontrol ve DOX <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR <0,001**
Kontrol ve DOX+C vit <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX ve DOX+CAR 0,038*
DOX ve DOX+C vit 0,995
DOX ve DOX+CAR+C vit 0,859
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit 0,001**
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 0,479
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TIMP-2 boyanma skorlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; C vitamini ve
CAR grubunda kontrol grubu ile benzer boyanma skoru vardi (p>0,05). DOX,
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda,
kontrol grubuna gore belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001). DOX ile
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplari
karsilastirildiginda ise sadece DOX+CAR grubunda boyanma skoru daha yiiksek
bulundu (p=0,038). DOX+CAR grubunun boyanma skoru DOX+karvakrol+C
vitamini grubundan da yiiksekti (p=0,001), (Tablo 19).

Tablo 20. TIMP-1 immiinohistokimya p degerleri (n=10)

Tukey’s multiple comparisons test p degeri
Kontrol ve CAR 1

Kontrol ve C vit 1

Kontrol ve DOX <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR <0,001**
Kontrol ve DOX+C vit <0,001**
Kontrol ve DOX+CAR+C vit <0,001**
DOX ve DOX+CAR 0,22
DOX ve DOX+C vit 0,07
DOX ve DOX+CAR+C vit 0,969
DOX+CAR ve DOX+CAR+C vit 0,025*
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit 0,006**

TIMP-1 boyanma skorlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; C vitamini ve
CAR grubunda kontrol grubu ile benzer boyanma skoru vardi (p>0,05). DOX,
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda,
kontrol grubuna gore belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001). DOX ile
DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplar
karsilagtirildiginda anlamli  farklililk  bulunmadi (p>0,05). DOX+karvakrol+C
grubunun boyanma skoru hem DOX+C vitamini hem de DOX+CAR grubundan daha
yiiksekti (p<0,05), (Tablo 20).
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4.4. GERCEK ZAMANLI PZR SONUCLARI

Calismamizda inceledigimiz genler ve kontrol grubuna goére degisim durumlar
Tablo 21 ve 22’de verilmistir. Tablolarda kirmizi renk, housekeeping gene gore kat
degisiminde artisi; mavi renk azalisi, siyah renk anlamli olmayan artis ya da azalmay1

ifade etmektedir. P degerlerindeki istatiksel olarak anlamli olanlar kirmizi renk ile

gosterilmistir (p degeri <0,05).

Tablo 21. DOX, CAR ve C vit gruplarinin RT-PZR sonuglari

DOX CAR C vit
Kat p degeri Kat p degeri Kat p degeri
degisimi degisimi degisimi

GAPDH 1.00 1.00 1.00
Caspase 3 3.83 0.214 4.55 0.111 2.11 0.321
Bax -5.45 0.291 -7.82 0.280 -11.60 0.286
Bcl-2 7.91 0.723 -29.72 0.280 -56.89 0.279
MMP-2 541 0.787 4.22 0.648 -1.11 0.349
TIMP-1 10.06 0.611 -9.30 0.326 -14.55 0.323
TIMP-2 -1.50 0.350 -13.80 0.257 -10.93 0.259
TGF-p -2.47 0.387 1.69 0.705 -21.66 0.334

Tablo 22. DOX+CAR, DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit gruplarinin RT-PZR sonuglari

DOX+CAR DOX+C vit DOX+CAR+C vit
Kat p degeri Kat p degeri Kat p degeri
degisimi degisimi degisimi
GAPDH 1.00 1.00 1.00

Caspase 3 3.26 0.293 -4.06 0.141 5.76 0.146
Bax -145.68 0.250 -98.36 0.250 -47.29 0.254
Bcl-2 -10.41 0.282 -27.47 0.280 -33.28 0.280
MMP-2 2.41 0.461 -8.44 0.294 -15.35 0.292
TIMP-1 3.05 0.667 1.32 0.410 -9.04 0.329
TIMP-2 1.60 0.556 1.87 0.629 -6.23 0.273
TGF-B -3.90 0.365 -26.17 0.335 -206.02 0.331
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Tablo 23. RT-PZR sonuglarma gore her bir gen ifadesi icin DOX, DOX+CAR,
DOX+C vit ve DOX+CAR+C vit gruplarinin istatistiksel sonuglari

Gen Karsilastirma p degeri
Kaspaz 3 | DOX ve DOX + CAR 0,524
DOX ve DOX + C vit <0,001**
DOX ve DOX + CAR + C vit 0,522
DOX+CAR ve DOX+C vit <0,001**
DOX + CAR ve DOX + CAR + C vit 0,876
DOX + Cvitve DOX + CAR + C vit <0,001**
Bax DOX ve DOX + CAR <0,001**
DOX ve DOX + C vit <0,001**
DOX ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX+CAR ve DOX+C vit 0,154
DOX + CAR ve DOX + CAR + C vit 0,021*
DOX + C vitve DOX + CAR + C vit 0,032*
Bcl-2 DOX ve DOX + CAR <0,001**
DOX ve DOX + C vit <0,001**
DOX ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX+CAR ve DOX+C vit <0,001**
DOX + CAR ve DOX + CAR + C vit 0,870
DOX + Cvitve DOX + CAR + C vit 0,133
MMP2 DOX ve DOX + CAR 0,156
DOX ve DOX + C vit <0,001**
DOX ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX+CAR ve DOX+C vit <0,001**
DOX + CAR ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX + Cvitve DOX + CAR + C vit 0,044*
TIMP1 DOX ve DOX + CAR <0,001**
DOX ve DOX + C vit <0,001**
DOX ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX+CAR ve DOX+C vit 0,545
DOX + CAR ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX + C vitve DOX + CAR + C vit <0,001**
TIMP2 DOX ve DOX + CAR 0,991
DOX ve DOX + C vit 0,136
DOX ve DOX + CAR + C vit 0,036*
DOX+CAR ve DOX+C vit 0,981
DOX + CAR ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX + Cvitve DOX + CAR + C vit <0,001**
TGF-p DOX ve DOX + CAR 0,912
DOX ve DOX + C vit <0,001**
DOX ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX+CAR ve DOX+C vit <0,001**
DOX + CAR ve DOX + CAR + C vit <0,001**
DOX + Cvitve DOX + CAR + C vit <0,001**

75



Kaspaz 3 ifadesinde hem karvakrol hem C vitamini; kontrol grubuna gore artis
gostermistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,111), (p=0,321),
(Tablo 23). DOX+C vitamini grubunda DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalma goriilmektedir (p<0,001), (Tablo 23). DOX+ C vit grubunda hem
DOX-+karvakrol hem de DOX+karvakrol+ C vitamini gruplarina gére anlamli 6lgiide
azalma gortilmektedir (p<0,001), (Tablo 23).

BAX ifadesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda hem karvakrolde hem de
C vitamininde azalma olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,280), (p=0,286),
(Tablo 23). DOX grubu ile karsilagtirildiginda DOX+tkarvakrol, DOX+ C vitamini,
DOX+karvakrol+ C vitamini gruplarinda azalma goriilmektedir (p<0,001), (Tablo 23).
DOX+karvakrol+ C vitamini grubundaki azalma hem DOX+karvakrol hem de DOX+
C vitamini gruplarindan daha fazladir (p=0,021), (p=0,032), (Tablo 23).

BCL-2 ifadesinde kontrol grubuna gore karvakrol ve C vitamini gruplarinda
azalma goziikse de istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,280), (p=0,279), (Tablo
23). DOX+karvakrol, DOX+ C vitamini, DOX+ karvakrol+ C vitamini gruplarindaki
azalma DOX grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir (p<0,001), (Tablo 23).

MMP-2 ifadesinde C vitamini ve karvakroliin etkisi kontrol grubuna kiyasla
anlamli degildir (p>0,05), (Tablo 23). DOX+karvakarol ve DOX+karvakrol+C
vitamini gruplarinda DOX grubuna gore azalma saptandi (p<0,001), (Tablo 23).
DOX+karvakrol+ C vitamini grubunda DOX+karvakrol grubuna gore azalma saptandi
(p=0,044), (Tablo 23).

TIMP-1 ifadesinde karvakrol ve C vitamini uygulanan gruplarda kontrol
gruplarina gore azalma goziikse de istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,326),
(p=0,323), (Tablo 23). DOX+karvakrol+C vitamini grubu DOX+karvakrol ve DOX+
C vitamini grubuna gore azalma saptandi (p<0,001), (Tablo 23).

TIMP-2 ifadesinde karvakrol ve C vitamini uygulanan gruplarda kontrol
gruplarina gore azalma goziikse de istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,257),
(p=0,259), (Tablo 23). DOX+karvakrol+C vitamini grubu DOX+karvakrol ve DOX+
C vitamini grubuna gore azalma saptandi (p<0,001), (Tablo 23).

TGF-B ifadesinde DOX+karvakrol+C vitamini grubunda; DOX+karvakrol,
DOX+ C vitamini ve DOX grubuna gore azalma saptandi (p<0,001), (Tablo 23).
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4.5 TUNEL SONUCLARI

Calismamizdaki TUNEL testi sonucuna gore gruplarin apoptotik indeksleri tablo

24°te gosterilmistir.

Tablo 24. TUNEL sonuglarina gore gruplarin apoptotik indeksi

GRUPLAR APOPTOTIK INDEKS
Kontrol %9

Karvakrol %?2

C vitamini %3

Doksorubisin %78
Doksorubisin+Karvakrol %76

Doksorubisin+C vitamini %83
Doksorubisin+Karvakrol+C vitamini %86

Calismamizdaki TUNEL testi sonucuna gore gruplarin apoptotik indeksleri

karsilastirildi ve p degerleri tablo 25°te gosterilmistir.

Tablo 25. TUNEL sonuglarina gére gruplarin apoptotik indekslerinin karsilastiriimasi

Karsilagtirma p degeri | Karsilagtirma p degeri
Kontrol ve Karvakrol 0,972 DOX ve DOX+KAR 1
Kontrol ve C vitamini 0,976 DOX ve DOX+C vit 0,566
Kontrol ve DOX <0,001 | DOX ve DOX+KAR+C vit 0,56
Kontrol ve DOX+KAR <0,001 | DOX+KAR ve DOX+C vit 0,836
Kontrol ve DOX+C vit <0,001 | Kontrol ve DOX+KAR+C vit | <0,001
DOX+KAR ve 0,825 DOX+C vit ve 1
DOX+KAR+C vit DOX+KAR+C vit
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Calismamizda TUNEL sonuglarina gore apoptotik etkilerin incelemesinde
karvakrol ve C vitaminin apoptotik indeksi kontrol grubuna gore diisiik saptanmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,972), (p=0,976), (Tablo 25).

DOX, DOX+karvakrol, DOX+ C vitamini, DOX+karvakrol+C vitamini
gruplarinda kontrol grubuna gore apoptotik indeks yiiksek saptandi (p<0,001), (Tablo
25).

DOX grubu ile; DOX+karvakrol, DOX+ C vitamini, DOX+karvakrol+C
vitamini gruplar1 arasinda apoptotik indeks agisindan anlamli fark saptanmadi
(p>0,05), (Tablo 25).

DOX-+karvakrol+C vitamini grubu ile DOX+C vit ve DOX+KAR gruplari
arasinda apoptotik indeks agisindan anlamli fark saptanmadi (p>0,05), (Tablo 25).

Gruplarin TUNEL ve DAPI ile boyanmasi sekil 33 ve 34’te gosterilmistir.
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1. Kontrol grubu DAPI

2. Kontrol grubu TUNEL

3. Doksorubisin grubu DAPI
4. Doksorubisin grubu TUNEL
5. Karvakrol grubu DAPI

6. Karvakrol grubu TUNEL

7. C vitamini grubu DAPI

8. C vitamini grubu TUNEL

Sekil 33. Kontrol, doksorubisin, karvakrol, ¢ vitamini gruplarinin DAPI ve TUNEL

boyamalar1
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1. DoksorubisintKarvakrol grubu DAPI

2. Doksorubisin+Karvakrol grubu TUNEL

3. Doksorubisint+C vitamini grubu DAPI

4. Doksorubisint+C vitamini grubu TUNEL

5. DoksorubisintKarvakrol+C vitamini grubu DAPI
6. DoksorubisintKarvakrol+C vitamini grubu TUNEL

Sekil 34. Doksorubisin+karvakrol, doksorubisin+C vitamini,

doksorubisintkarvakrol+C vitamini gruplarinin DAPI ve TUNEL boyamalari
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5. TARTISMA

Miyokardit; miyositlerdeki dejenerasyon ve nekroz ile karakterize
enflamasyondur (1). Hastalik, asemptomatik seyirden fulminan seyire kadar genis bir
yelpazede klinik bulgular ile goriilebilecegi icin tani koyulmasi zordur. Yapilan
aragtirmalarda saptanan insidans ve prevalans verilerinden ¢cok daha fazla sayida hasta
oldugu tahmin edilmektedir. Cesitli non-enfeksiyoz ve enfeksiyoz ajanlar etiyolojide
rol oynamaktadir (16). Enfeksiy6z ajanlar arasinda en sik viral etkenler izlenirken non-
enfeksiydz ajanlar igerisinde ilag toksisitesi ve SLE, romatoid artrit gibi otoimmiin
hastaliklar 6ne ¢ikmaktadir (5). Hastaliga spesifik bir laboratuvar parametresi veya
goriintiileme yontemi olmamasi nedeniyle tani klinik bulgularin yaninda yardimci
tetkiklerle desteklenerek koyulur. Kesin tani biyopside lenfosit infiltrasyonu ve
miyositolizis varliginin gdsterilmesi ile konulsa da yamali patern olabilmesi sebebiyle
yalanc1 negatifliklere de rastlanmaktadir (45). Spesifik bir tedavi ydntemi
bulunmamast sebebiyle tedavi hastaya, etkene, klinige gore degiskenlik
gostermektedir. Su an icin kabul goren en 6nemli tedavi, destek tedavisidir (1). Taninin
kolay koyulamamasi, spesifik bir tedavinin hala bulunamamis olmasi nedeniyle

miyokardit lizerine arastirmalar devam etmektedir.

Doksorubisin, uzun yillardir kanser kemoterapi rejimlerinde kullanilan
antrasiklin tiirevi bir ilagtir. Hem niikleer hem mitokondriyal DNA’ya hasar vererek,
hiicre 6ltimiine sebep olarak, oksidatif stresi arttirarak antitlimoral etki gosterir (93-
94). Doksorubisinin oksidatif stresi arttirmasi nedeniyle ortaya ¢ikan doksorubisin
iligkili kardiyotoksisite tedaviyi kisitlayan en 6nemli yan etkilerin basindadir (98).
Doksorubisine bagli kardivaskiiler komplikasyonlar %4,5-7 arasindadir ve bu etkiler
akut, subakut, kronik fazlarda goriilebilir (99). Bu etkiler doz bagimli olarak ortaya
¢ikar ve kiimiilatif dozun 550 mg/ m? ‘nin iizerinde olmas1 kardiyotoksisite riskini
anlamli olarak arttirir (121). Doksorubisin kardiyotoksisitesi klinik olarak non-spesifik
semptomlardan, kalp yetmezligine kadar degisebilen klinik ile karsimiza ¢ikar. Tani
koyduran bir biyobelirte¢ veya goriintiilleme yontemi olmamasi nedeniyle kesin tani
endomiyokardiyal punch biyopsi ile koyulur. Biyopsi isleminin ventrikiil
fonksiyonlaria verecegi zarar degerlendirildiginde giiniimiizde sinirli sayida hastaya

biyopsi uygulanmaktadir (135). Doksorubisin kardiyotoksisitesi gelisim basamaklari
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heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da hem niikleer hem mitokondriyal DNA,
sarkoplazmik retikulum, mitokondri ve niikleer membran hedef arasinda sayilabilir
(104). En fazla kabul goren goriis ise serbest oksijen radikallerinin olusumu ve
antioksidan enzim seviyelerinde diisiis sonras1 gbzlenen miyosit hasaridir (88). Bu
durum neticesinde kardiyotoksisitenin tedavisi ve Onlenmesinde antioksidan

tedavilerin etkilerini inceleyen ¢ok sayida hiicre kiiltiirii caligmasi oldugu goriilmiistiir.

Karvakrol (5-izopropil- 2- metilfenol) lipofilik 6zellikte, oda sicakliginda (25
°C)’de 0,976 g/mL yogunlukta, suda ¢Oziinmeyen, etanol, aseton ve dietil eter
icerisinde yiiksek ¢oziiniirliige sahip bir fenoldiir (153). Yapilan hiicre kiiltiirii ve
hayvan deneyi c¢aligmalar1 karvakroliin, lipid peroksidasyonunu azaltma yoluyla
antioksidatif etkinligini, nitrik oksit/siklik guanozin monofosfat yolu ve opoid sistem
gibi santral mekanizmalar ile antinosiseptif 6zelligini, COX-2 seviyelerini diigiirerek
antienflamatuvar etkilerini, MMP2 ve MMP9’u baskilayarak G2/M fazinda hiicre
siklusunu durdurarak BCL-2 ekspresyonunu down-regiile ederek anti-timor
etkinligini gostermistir (155-159). Ayrica karvakroliin kardiyoprotektif ozelligi
tizerine de pek ¢ok calisma mevcuttur. Yapilan hayvan galismalarinda PISK/AKT
sinyal yolagi araciligi ile, lipid peroksidasyonunu azaltarak, toplam antioksidan
kapasiteyi arttirarak, kardiyak hiicre apoptozunu azaltarak kardiyak fonksiyonlarda

iyilesmeyi sagladigi gosterilmistir (162-168).

C vitamini, altt karbonlu bir monosakkarit tiirevi olmasi nedeniyle yapica
glukoza benzeyen, renksiz, hafif kokulu, eksi bir tad1 olan, optikg¢e aktif, polarize 15181
saga ceviren, suda c¢Ozlinen bir maddedir. Cogu hayvanlar ve bitkiler ihtiyag
duyduklar1 C vitaminini glukoz lizerinden tiretebilse de insanlar C vitaminini disaridan
almak zorundadir. Askorbik asit yetersiz alim1 sonucu belirtileri yorgunluk, halsizlik,
dis eti kanamalari, ciltte morarmalar, eklem ve kas agrilar1 olan skorbiit hastalig
geligebilir. C vitamini iizerine yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalar NADPH oksidaz
ve ksantin oksidaz seviyeleri azaltarak, olusan serbest radikalleri ortamdan
uzaklastirarak, lipid peroksidasyonunu azaltarak, eksojen anti-oksidanlar ile sinerjist
etki gostererek, proinflamatuvar faktorleri azaltarak antioksidatif etki gosterdigini
kanitlamigtir (171-179). PI3K sinyal yolag: iizerinde apoptozu azalttigi gosterilmistir

(181). Sicanlar iizerinde yapilan calismalarda doksorubisin sonrasit sol ventrikiil
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ejeksiyon fraksiyonundaki diislisii, miyofibril sayisindaki azalmayir azalttigi

gosterilmistir (180).

Literatiirde antrasiklin kardiyotoksisitesinde karvakroliin etkisini arastiran
sadece li¢ adet ¢alisma mevcuttur. Retnosari ve arkadaslari, doksorubisin kaynakli
kardiyotoksisiteye karsi karvakroliin koruyucu etkisini hem in vitro hem in vivo
ortamda incelemislerdir (204). Bu ¢alismada siganlar 3 gruba ayrilmisti. Kontrol
grubuna 14 giin boyunca 0,1 mL/100 mg/glin misir yag1 ve ardindan 15.glin %0,5
DMSO verilmisti. Doksorubisin grubuna 14 giin boyunca misir yagi (0,1 mL/100
mg/giin) ve ardindan 15.glinde DOX (15 mg/kg/giin) intraperitoneal verilmisti.
Karvakrol+ DOX grubuna 14 giin boyunca karvakrol (50 mg/kg/giin) ardindan 15.giin
DOX (15 mg/kg/giin) verilmisti. Yapilan in vivo ¢calismalarda karvakroliin kalp kiitlesi
tizerine anlamli etkisi bulunamamaisti. 14 giinliik karvakrol tedavisinin DOX kaynakl
kan basinci degisikliklerini etkisiz hale getirme potansiyelinin olabilecegi saptanmisti.
Karvakroliin lipid peroksidasyonuna anlamli etkisi bulunamasa da antioksidan
seviyelerinde diislis gozlenmisti. DOX’a bagli kardiyomiyosit hipertrofisini ve
kardiyak fibrozisi azaltmisti. H9C2 hiicreleri iizerinde yaptiklari in vitro ¢alismada ise
MTT testi ile hiicre canlilig1 6l¢iilmiistii. Kontrol ile karsilastirildiginda 0,067 ve 0,67
UM dozlarda karvakrol verilmesi hiicre canliligin1 degistirmemisti, 6,7 pM ve lizeri
dozlar hiicre canliligini anlaml 6l¢iide azaltmisti. 0,067 uM karvakrol ile 6n islem,
DOX grubu ile karsilastirildiginda canlilik anlamli 6l¢tide arttirmisti. 0,67 uM
karvakrol ile 6n islemde ise tedavi edilmeyen DOX grubu ile anlamli hiicre canlilig
farki saptanmamisti. Karvakrol ile ilgili yapilan bir diger ¢alismada tek doz DOX (10
mg/kg) 1V uygulanan erkek siganlarda LDH, CK, TNF-alfa, kaspaz-3 diizeylerinin
arttig1 gozlenmisti. DOX uygulamasindan 15 giin 6nce ve 2 giin sonra 25 mg/kg/giin
oral karvakrol uygulanan farelerde kalp fonksiyonu ve oksidatif stresin iyilestigi
gozlenmisti (205). Literatiirdeki bir diger ¢aligmada ise karvakroliin, DOX uygulanan
erkek  siganlardaki ~ kardiyomiyositlerdeki  ¢ekirdek  sayisin  azalttigy,
kardiyomiyositlerin ortalama hacimlerini azalttigi, kalp hizindaki artis1 azalttig
gosterilmisti (206).

Literatiirde C vitamininin, DOX’un kardiyotoksisitesine kars1 etkilerini in vitro
ortamda degerlendiren ¢aligmalar mevcuttur (207,213). Ludke ve arkadaslar1 yetiskin

Sprague-Dawley siganlarindan kardiyomiyosit izole etmislerdi ve ¢alismay1 dort gruba
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ayirmiglardi. DOX grubuna sadece 10 uM doksorubisin verilmisti. C vitamini grubuna
sadece C vitamini farkli dozlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) verilmisti. Kombine gruba
hem DOX hem C vitamini verilmisti. Kontrol grubu sadece hiicre kiiltiir ortaminda
incelendi. Calismada C vitamininin hiicre canliligina, oksidatif strese, antioksidan
enzimlere ve apoptoza etkisi degerlendirilmisti. Hiicre canliligini degerlendirmek icin
yapilan MTT testinde 5 ve 10 uM dozdaki vitamin C’de anlamli canlilik farki
saptanmamuisti. En optimum etki 25 uM'de goriilmiistii ve 50 uM ve tizeri dozlarda
hiicre canliligina etki degismemesi sebebiyle calisma i¢in vitamin C dozu 25 uM
olarak belirlenmisti. Calisgmada 10 uM DOX dozu 24 saatte hiicre canliliginda
%23’liik bir azaltma yaparken C vitamini + DOX verilen grupta bu oran %11 olarak
belirlenmisti. Kontrol ile C vitamini arasinda 24.saatte hiicre canlilig1 agisindan anlam
bir fark bulunamamisti. Aymi ¢alismada doksorubisin ile artan lipid
peroksidasyonunun ve apoptozun DOX+ C vitamini grubunda DOX’a goére anlamli

Olciide azaldig1 gosterilmisti.

Calismamizda akut doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturdugumuz H9C2
hiicrelerinde etkileri daha Onceki ¢aligmalarda gosterilmis olan karvakrol ve C
vitamini ile ikisinin kombine kullanimindaki etkilerini arastirmayi1 planladik. Bu
amagla kontrol, sadece DOX, sadece karvakrol, sadece C vitamini, karvakrol + DOX,
C vitamini + DOX, karvakrol + C vitamini + DOX olarak yedi gruba ayirdigimiz hiicre
hatlarinin hiicre canliliklar1 24. 48. ve 72. saatlerde ol¢ebilmek i¢cin XTT testi ve
oksidan/antioksidan  dengenin  gosterilebilmesi agisindan  yara iyilesmenin
degerlendirilmesi i¢in wound healing testi yaptik. Bdylece literatiirde yapilan
calismalardan farkli olarak karvakrol ve ¢ vitamininin hem sinerjist etkisini hem de

hiicre canlilig1 lizerine etkisinin zamana gore degisimini arastirdik.

XTT testinde, uygulanan en diisiik DOX dozu olan 1,25 uM’den itibaren verilen
her dozda kontrol grubuna gdre hiicre canliliginin azaldig: istatistiksel olarak anlaml
saptandi. 24. saat verileri incelendiginde 40 uM’ye kadar DOX dozunun artmasi
sitotoksisiteyi arttirirken 40 pM’dan sonraki dozlarda tablonun plato ¢izdigi gozlendi.
48. saat verilerinde 10 uM’a kadar olan dozlarin sitotoksisiteyi arttirdigir daha fazla
doz arttirmanin sitotoksisiteyi arttirmadigi gézlendi. 72. saat hiicre canliliginda ise 2,5

uM’dan sonra doz arttirmanin sitotoksisiteyi degistirmedigi gozlendi. Literatiir
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verilerine paralel olarak doksorubisinin hiicre canliligina olan olumsuz etkisi artan

dozla ve gegen zamanla kontrol grubuna gore artmaktadir (208-209).

XTT testinde; karvakrol ile kontrol grup karsilastirildiginda, 24.saatte diisiik
dozlarda (1, 5 ve 10 mM) kontrol grubu ile fark olmadig: gézlendi. 20 mM, 40 mM,
80 mM dozlarda ise kontrol grubuna gore anlamli diizeyde (p<0,05) hiicre canililiginin
arttig1 gézlendi. Doz daha fazla arttirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sitotoksik etki ortaya cikti. 48. saatte hi¢cbir dozda hiicre canliligina istatistiksel
anlaml1 olumlu katk1 yapmadigi ve hatta 1, 2,5, 5 mM gibi diisiikk dozlarda, 80 mM ve
160 mM gibi yiiksek dozlarda hiicre canliligini kontrol gruba gore azalttig1 gosterildi.
72.saatte 5 mM, 20mM ve 40 mM dozlarda kontrol grubuna gore anlamli l¢iide hiicre
canliligini arttirdigr gozlendi. Calismamizda 24.saatte hiicre canlilig1 lizerine olumlu
etkileri goriilen karvakroliin 48.saatte olumlu etkilerinin geriledigi hatta yiiksek
dozlarda canliligin kontrol grubuna gore %100’in altinda saptandigi goriildii.
Karvakroliin hiicre canlilig1 tizerine 48.saatteki bu olumsuz etkileri; literatiirdeki
HO9C2 hiicre hattinda, in vitro ortamda karvakroliin hiicre canliligma etkilerini
inceleyen bir calisma olan Retnosari ve ark.’in yaptigi ¢alismanin sonuglart ile
uyumludur. Retnosari ve ark. H9C2 hiicre hattina gesitli dozlarda karvakrol uygulamis
ve 48 saat sonra MTT testi ile hiicre canliligini analiz etmisti. 48. saatte karvakroliin
diisiik dozlar hiicre canliligina etki etmemisti, yiiksek dozlarda ise hiicre canliligini
istatistiksel anlamli 6l¢iide azaltmist1 (205). Bir baska ¢alismada; CAR"''n HL-1 hiicre
hatt1 kardiyomiyositleri lizerindeki etkisi MTS testi kullanilarak degerlendirilmis,
canlt hiicre ylizdesinin CAR tedavisinden 24 ve 48 saat sonra etkilenmedigi ve 72 saat
sonra artig gozlense de bu artisin anlamli olmadigi bulunmustur (163). Karvakrolun,
kardiyak hipertrofiye etkisinin arastirildig: bir diger ¢aligmada ise; Karvakroliin H9¢2
hiicrelerinin ~ canliligi  iizerindeki  etkisini  degerlendirmek icin, farkh
konsantrasyonlarda karvakrolle yirmi dort saat muamele edilmis. Karvakroliin ¢esitli
konsantrasyonlarinin = sitotoksisitesi MTT testi ile test edilmistir. Diisiik doz
karvakrolle tedavi edilen H9c2 hiicrelerinde hiicre canliliginin %90'min {izerinde
oldugu gosterilmis. Yiiksek dozlarda karvakrolun sitotoksik etkisi saptanmistir (162).
CAR'!m H9c2 hiicrelerindeki hiicre canliligi iizerine etkilerinin MTT testiyle
degerlendirildigi bir bagka calismada diisiik dozlarda CAR'in, tedavi edilmeyen

hiicrelere kiyasla hiicre canliliginda artis saptansa da bu degisiklik anlaml

85



bulunmamuistir. Daha yiiksek dozlarda hiicre canliligi azalmistir (203). Bu bulgular
HOC2 hiicre hattinda CAR’1n hiicre canililigin1 arttirsada; yiiksek dozlarda sitotoksik

etkiye sahip olabilecegini desteklemektedir.

XTT testinde; C vitamini ile kontrol grubu karsilastirildiginda, 24.saatte 3,12
uM dozundan itibaren kontrol grubuna gore hiicre canliliginda artis saptandi. 25 pM
dozuna kadar artan hiicre canlilig1 25-500 uM dozlar1 arasinda plato ¢izdikten sonra
daha yiiksek dozlarda diisiise ge¢mistir. Verilen en yiiksek doz olan 2 mM dozunda
hiicre canlilig1 %100°{in altinda saptandi hiicre canliligin1 azaltmasi istatistiksel olarak
anlamli degildi. C vitamini kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3,12 uM — 500 uM
aras1 dozlarda hiicre canliligimi anlamli olarak arttirdifi saptandi. Istatistiksel
anlamliliginin pozitif saptandigi en yiiksek doz olan 500 pM’dan sonra artan dozlarin
hiicre canliligini azaltmasi daha yiiksek dozlarda C vitamininin sitotoksik olabilecegini
disiindiirmektedir. Testin 48. ve 72. saatinde higbir C vitamini dozunun kontrol
grubuna gore hiicre canliligini istatiksel anlamli olarak arttirdigi gosterilemedi. C
vitamininin hiicre canlilig1 {izerine olumlu etkilerinin 24.saatten sonra geriledigi
goriildii. Literatirde H9C2 hiicre kiiltiirtinde C vitaminin hiicre canliligim
degerlendirilen ¢alismalarda geligkili sonuglar vardir (202, 207, 214) Ludke ve ark.” in
yaptig1 ¢aligmada kontrol grubu ile sadece 25 uM C vitamini verilen grubun 24. saat
hiicre canliligi karsilastirilmis ve istatistiksel anlamli fark saptanmamisti (207).
Yapilan diger bir ¢aligmada; H9C2 hiicre kiiltiirtine, 10-200 pg/ml C vitamini
eklenmesinin hiicre canlilig1 lizerinde bir etkisi olmazken, 400 pg/ml ve iizerindeki
dozlar hiicre canliligini azaltmist1 (214). Sacks ve ark.” in yaptigi ¢calismada 1-1000
uM C vitamini dozlarminin 24. saatte hiicre canliligini hafifce artirdigi, hiicre
dehidrogenaz aktivitesinin Olclilmesiyle gosterilmistir (202). Sonucglarimiz; C
vitamininin H9C2 hiicre hattinda, diisiik dozlarda hiicre canlilig1 {izerine olumlu

etkilerinin oldugunu ancak doz arttik¢a sitotoksik olabilecegini desteklemektedir

XTT testinde; DOX grubu ile DOX + karvakrol verilen grup karsilastirildiginda
karvakroliin diisiik dozlarinda (1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM) hiicre canlilig1 anlaml1
arti saptanmazken; daha yiiksek dozlarda (20 mM, 40mM, 80 mM) hiicre canliliginin
arttig1 goriilmektedir. Sadece DOX verilmesine gére 40 mM ve 80 mM karvakrol ile
birlikte DOX verilmesi, hiicre canliligini istatistiksel anlamli 6lgiide arttirdi. 48.saatte

ve 72.saatte ise diisiik dozlarda CAR ile birlikte DOX alanlarda hiicre canliligi, sadece
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DOX alanlara gore istatistiksel anlamli Ol¢iide azaldi (p<0,05). Literatiirde
karvakroliin hiicre canliligina etkisini H9C2 hiicre hattinda inceleyen tek ¢alisma olan
Retnosari ve ark. galismalarinda 10 uM doksorubisin 24 saat sonrasinda hiicre
canliligimi %46,6’ya diistiriirken doksorubisin verilemeden 6nce 0,067 uM karvakrol
verilen grupta hiicre canliligi istatistiksel anlamli olarak daha fazla bulunmustu
(p<0,05). Artan dozlarda karvakrol ile 6n islem ise hiicre canliligina etki etmemisti
(p>0,05). Calismamiz H9C2 hiicre hattinda karvakrolun DOX kardiyotoksisitesine
karst koruyucu etkisini dekteklemektedir. Calismamizda daha yiiksek karvakrol
dozlarin koruyucu etkinin gézlenmesi deneylerde kullanilan metodlarin farkliligindan
kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz. Ayrica; farkli dozlarda farkli etkilerin
gozlenmesi; CAR'm etki mekanizmasi, farmakodinamik ve spesifik biyolojik
modiilasyon yollar1 dahil olmak tiizere gesitli faktorlerden etkilenebilir (205). Bu
faktorler, CAR"in farkli konsantrasyonlardaki etkinligini etkileyebilir.

XTT testinde DOX grubu ile DOX + C vitamini verilen grup karsilastirildiginda
C vitamini igeren grupta 24., 48. ve 72. saatte 6,25 pM- 500 uM aras1 dozlarda C
vitamini hiicre canliligin arttirirken, 500 uM ve daha yiiksek dozlarda hiicre canlilig
azaldi. 24.saatte doksorubisin ile birlikte 50 uM-500 pM arasindaki dozlarda C
vitamini alan grubun hiicre canliligi sadece doksorubisin alan gruba goére anlamli
Olciide artmistir. 48. ve 72. saatteki hiicre canliligindaki artiglar anlamli bulunmada.
Ludke ve ark.” in yaptig1 ¢alismada 0,01 uM doksorubisinden 24 saat sonra sonra
hiicrelerin %96°s1, 0,1 uM doksorubisinden 24 saat sonra hiicrelerin %90,1’1, 1 uM
doksorubisinden 24 saat sonra hiicrelerin %84, 10 uM doksorubisinden 24 saat sonra
hiicrelerin %77,7 ’si canliligmi koruyordu (207). Doksorubisinin artan dozlarda
sitotoksisitesinin artmasi c¢aligmamizla uyumluydu. Bu g¢alismada; 10 uM
doksorubisin ile 5 ve 10 uM C vitamini uygulamasinin hiicre canliligina istatistiksel
olarak anlamli etki yapmazken, 25 uM C vitamini hiicre canliligin1 %77,7°den %85°e
¢ikarmist1 (p<0,05). 50 uM ve 100 uM C vitamininin ise kontrol grubuna gore hiicre
canliligin1 artirsa da 25 puM C vitamini ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde hiicre
canliligimi arttirmamistt (207). Yetiskin Sprague-Dawley sicanlarindan izole edilen
kardiyomiyositler lizerinde yapilan bir ¢aligmada da kardiyomiyositler 24 saat
boyunca 25 puM Vitamin C, 10 uM doksorubisin tedavi edildikten sonra canlilik MTT

testi kullanilarak analiz edilmistir. Kardiyomiyositlerin vitamin C ile Onceden
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islenmesi, Vitamin C + DOX grubunda yasayabilirligin anlamli bir sekilde arttig1
bulunmustur (215). Yapilan diger bir ¢alismada ise 40 uM DOX ile 1-2000 uM C
vitamininin herhangi bir dozda hiicre canliliginda herhangi bir artis gostermedigini
bulunmustur (202). Calismamiz C vitaminin H9¢2 hiicre kiiltiirinde DOX kaynakli
toksisiteye karsi koruyucu etkisini desteklemektedir. Ancak diger ¢alismasindan farkli
olarak daha yiiksek C vitmini dozlarmin etkin olmasi c¢alismamizda kullanilan
doksorubisin dozunun daha yiiksek olmasi ve deneyde kullanilan yontemlerdeki

farlikliktan kaynaklanabilir.

XTT testinde DOX grubu ile DOX + C vitamini + karvakrol grubu karsilastirildi.
Bircok doz kombinasyonunda canlilik %50°nin iizerinde saptansa da istatistiksel
olarak anlamli tek doz IC50 dozunda DOX + 200 uM C vitamini + 40 mM karvakrol
kombinasyonu olarak goriildii (p=0,032). Bu sebeple ¢alismanin diger asamalarinda

200 uM C vitamini ve 40 mM karvakrol kullanildi.

XTT testinde karvakrol ve C vitamininin etkilesimini degerlendirebilmek
amaciyla IC50 dozunda doksorubisin ve ¢esitli dozlarda C vitamini; IC 50 dozunda
doksorubisin, ve cesitli dozlarda karvakrol ve C vitamini kombinasyonu ile
karsilastirildi. IC50 dozunda doksorubisin, 100 uM C vitamini kombinasyonuna 20
mM ve 80 mM karvakrol eklemek; IC 50 dozunda doksorubisin 500 uM C vitamini
kombinasyonuna 20 mM, 40 mM ve 80 mM karvakrol eklemek hiicre canliligini
istatistiksel anlamli olarak azaltti (p<0,05). Diger dozlarda eklenen karvakroller de

hiicre canliligin1 azaltsa da istatistiksel olarak anlamli degildi.

Miyokard infarktiisii, miyokardit ve kardiyotoksisite sonrasi miyokard kaybi
kalp yetmezligi nedenleri arasinda sayilabilir. Bu yiizden c¢esitli sebeplerle olusan
kardiyak hiicre zedenlenmesinin iyilesmesinin degerlendirilmesi 6nemlidir (216-217).
Wound healing testi, in vitro hiicre gociinii incelemek i¢in gelistirilen en eski
yontemlerden biridir. Bu yontem, hiicre tek tabakasinda olusturulan bir "yaraya" hiicre
gocliniin  gozlemlenmesine dayanir. Bu yontem bir dereceye kadar yara
iyilesmesindeki hiicre gociinii taklit eder. Hiicre tipine bagl olarak, hiicreler yaraya
gevsekce bagl popiilasyonlar (6rn. fibroblastlar) veya hiicre tabakalar1 (6rn. epitel ve
endotel hiicreleri) olarak go¢ eder ve bu hiicreler in vivo go¢ sirasinda bu hiicrelerin

davranigini da taklit eder. Hiicrelerin gogii, hiicrelerin altindaki ekstraselliiler matriks,
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¢Oziiniir faktorler, hiicreler arasi etkilesimler tarafindan diizenlenir. Bu faktorlerin
hiicre gocii iizerindeki etkileri yara iyilestirme yontemi kullanilarak incelenebilir
(218). Wound healing testi igin hiicrelerin plak zeminine pipet ucu yardimiyla "+"
seklinde ¢izim yapilarak yara olusturuldu ve 0., 16., ve 24. saatlerde yara ylizey

alanlar Olciilerek yara iyilesmesi degerlendirildi.

Kontrol grubunda yara yiizeyi 16.saatte %70,6’ya 24.saatte %54,5’e gerilerken
IC50 dozda doksorubisin verilen grupta 16.saatte yara yilizeyi %125°e 24.saatte
%137 ye yiikseldi. Literatiirde degisik hiicre kiiltiirlerinde DOX un yara yiizey alanini
arttirdigin1 gésteren bir¢ok ¢aligma olsa da H9C2 hiicre hattinda doksorubisinin wound
healing testi ile degerlendirildigi sadece bir galismaya rastlandi. Koczurkiewicz-
Adamczyk ve arkadaslari, H9¢2 hiicre hattinda sinnamik asidin kardiyoprotektif
etkilerini degerlendirirken 0,5 pM doksorubisinin yara yeri iyilesmesini kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli olarak geciktirdigini saptamisti. Koczurkiewicz-
Adamczyk ve arkadaslar1 ¢alismasinda wound healing deneyini 15 saate kadar devam
ettirmislerdi ve zamanin ilerlemesi ile DOX’a maruz kalan yara yeri yiizey alaninin

bizim ¢alismamiza benzer sekilde genisledigini saptamislardi (210).

40 mM karvakrol uygulamasi sonrasi yara ylizey alam1 16.saatte %29,9°a
24 .saatte %20,2’ye geriledi. Kontrol grubuna gére hem 16.saat hem 24.saat verileri
istatistiksel olarak anlamli saptandi. (p=0,03; p<0,0001). Literatiirde H9C2 hiicre
hattinda karvakroliin kullanildi§i wound healing testinin yapildigi bir calismaya
rastlanmadi. Karvakrol ve hyaliironik asit kombinasyonunun kullanildigi HaCaT
hiicreleri (6liimsiiz keratinosit hiicre hatti) tizerindeki bir ¢alismada 10 pg/mL dozda
karvakrol ve hyaliironik asit kombinasyonunun yara yiizey alanin1 6. saatte %80’e

18.saatte %40°’a geriletmis. 24.saatte yaranin tamamen kapandigi saptanmis (211).

200 uM C vitamini uygulamasi sonrasi yara yiizey alani 16.saatte %56,9’a
24.saatte %27’ye geriledi. Kontrol grubuna gore 24.saat verisi istatistiksel olarak
anlamli saptandi (p=0,002). Literatirde H9C2 hiicre hattinda C vitamininin
kullanildig1 wound healing testinin yapildigr bir calismaya rastlanmadi. HEK001
keratinosit hiicre hatt1 iizerinde yapilan bir ¢calismada kronik yara tedavisinde yapay

deri yerine kullanilabilecek kitosan/agaroz filmini C vitamini ile zenginlestirerek yara
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kapanma yiizdeleri karsilagtirllmig. Filmin C vitamini ile zenginlesip

zenginlesmemesinin yara kapanma miktari ile farki bulunamamisti (212).

Kombine gruplarin degerlendirmesinde 16.saatte hi¢bir grubun birbiri ile
kiyaslanmasinda anlamli fark saptanmadi. 24.saatte ise DOX grubu ile DOX +
karvakrol grubu, DOX grubu ile DOX + karvakrol + C vitamini grubu arasinda anlamli
fark saptandi. (p=0,008, p=0,001)

Sinerjist etkinin degerlendirilmesi agisindan DOX+ karvakrol ve DOX+
karvakrol+ C vitamini, DOX+ C vitamini ile DOX + karvakrol + C vitamini
karsilastirildi. En diisiik yara yiizey alan o6lgiileri DOX + karvakrol + C vitamini

kombinasyonu ile saglansa da istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

DOX sonrasit CAR’1n yara iyilesmesine etkin oldugunu saptandi. C vitamininin

ise DOX sonrasi yara iyilesmesinde etkisi gosterilemedi.

BAX, bir¢ok hiicresel aktivitede rol oynar. Proapoptotik diizenleyici olarak
gorev alir. BAX ekspresyonunun artmasi, sonucu programlanmis hiicre 6liimiine giden
yolagin aktiflesmesine yol agar (224-225). Kontrol grubunda yaptigimiz
degerlendirmede BAX reaksiyonunun negatif oldugunu ve boyanmanin hi¢ olmadigini
saptadik. Sadece 40 mM karvakrol ve sadece 200 uM C vitamini verilen grupta da
BAX reaksiyonu negatif saptandi.

Doksorubisin uygulanan grupta yogun BAX reaksiyonu goriildii. Literatiirde
doksorubisinin BAX iizerinden apoptotik aktivitye neden oldugunu gdsteren

caligmalar mevcuttur (224-225). Calismamizdaki veriler literatiir ile uyumlu saptandi.

Doksorubisin ile birlikte 40 mM karvakrol uygulamasi sonras1t BAX reaksiyonu
negatif saptandi1 ve doksorubisin grubuna gore anlamli 6lgiide BAX reaksiyonu azdi.
Hiiclerin morfolojik degerlendirilmesinde ise; kardiyomiyositler seklini korumustu,
yer yer piknotik hiicreler mevcuttu. Lashkari ve ark.’in, 48 saat boyunca 10
nM doksorubisin ve 100 pg/mL zataira multiflora 6ziitiine (karvakrol) maruz kalan
NALM-6 (akut lenfoblastik 16semi hiicreleri) hiicreleri iizerinde yapmis oldugu
caligmada hem ayn1 anda hem de ayr1 ayn karvakrol daha yiiksek BAX ekspresyonu
olusturdugunu saptamistt (226). Lashkari ve ark.’mm yapmis oldugu calisma

karvakroliin, NALM-6 hiicrelerinde doksorubisinin apoptotik etkilerini arttirdiginm
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gostermisti. Bizim calismamiz ise H9C2 miyosit hiicre hattinda karvakroliin BAX
tizerinden apoptoza karsi koruyucu etkisini desteklemektedir. ~ Bu sonuglar
Karvakroliin BAX ve apoptoz iizerinde farkli dokularda farkli etkisi olabilecegini

diistindiirmektedir. Bu konuda yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Doksorubisin ile birlikte 200 puM C vitamini verilen grupta BAX reaksiyonu
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek, sadece DOX verilen gruba gore
daha diisiik saptandi. Hiiclerin morfolojik degerlendirilmesinde, kardiyomiyositler
seklini korumustu ancak DOX+ karvakrol grubuna goére artmis piknotik hiicreler
mevcuttu. Bulgularimiz C vitamininin de BAX {izerinden doksorubisinin apoptotik
etkisini azalttigini1 diistindiirmektedir. Nematollahi ve ark. yapmis oldugu ¢alismada
kardiyak girisimsel islem sirasinda radyasyon alacak olan hastalara islem oncesi C
vitamini verilmesi ile verilmemesi sonucunda hastalarin BAX ekspresyonu
karsilastirilmisti. Islemden 3 saat énce 25 mg/kg C vitamini alan grupta almayanlara
gore BAX daha diisiik saptanmist1 (230). BAX’taki bu diisiis C vitamininin muhtemel

antioksidan ve serbest radikalleri temizleme etkisinin bir sonucu olabilir.

Calismamiz doksorubisin uygulanan gruba 40 mM karvakrol, 200 uM C
vitamini ve karvakrol+ C vitamini eklenmesinin BAX ekspresyonunda azalma ile
birlikte kardiyomiyositlerin seklinin de korunmus oldugunu goéstermektedir.
DOX+karvakrol uygulanan gruba C vitaminin eklenmesi BAX diizeylerini
degistirmezken DOX+ C vitamini uygulanan gruba karvakrol eklemek BAX
diizeylerini anlaml diizeyde azaltti. Bu sonugclar; karvakroliin HOC2 miyosit hiicre
hattinda BAX ve apoptoz iizerinde C vitamininden daha etkin olabilecegini

diistindiirmektedir. Bu konuda yapilacak yeni ¢caligmalara ihtiyag vardir.

Kaspaz-3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 ile etkilesime girerek hiicre apoptozunun
olugsmasini saglayan bir molekiildiir. Apoptozis ile sonuglanan reaksiyon dizilerinde
ekspresyonunun arttigi saptanmistir (224,227). Kaspaz ailesi {iyeleri arasinda kaspaz-
3, apoptozisin kritik bir diizenleyicisidir ve apoptozisin son asamasinda énemli bir rol
oynayarak endojen ve ekzojen apoptotik yollarin merkezi olarak gorev yapar (228).
Kontrol grubunda yaptigimiz degerlendirmede kaspaz-3 reaksiyonunun negatif
oldugunu ve boyanmanin hi¢ olmadigini saptadik. Sadece 40 mM karvakrol ve sadece

200 uM C vitamini verilen grupta da kaspaz-3 reaksiyonu negatif saptandi.
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Doksorubisin uygulanan grupta yogun kaspaz-3 reaksiyonu gorildii.
Caligmamiza benzer sekilde literatiirde doksorubisinin kaspaz-3 iizerinden apoptotik

aktivitye neden oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (224,227).

Sadece DOX verilen gruba gore DOX+ 200 uM C vitamini verilen grupta
kaspaz-3 ekspresyonu anlamli o6lgiide diisiik saptandi. Hiiclerin morfolojik
degerlendirilmesinde, hiicrelerin biitiinliigli korunmustu ve kontrol grubuna benzer
sekilde apoptotik ve piknotik hiicre gozlenmedi. Sonuglarimiz; H9C2 miyosit hiicre
hattinda C vitaminin kaspaz-3 ekspresyonunu azaltarak apoptotik aktiviteyi azalttigini
disiindiirmektedir. Mussa ve ark., MDA-MB-231 ve MCF-7 olmak tizere farkl iki
meme kanseri hiicre hattinda yapmis oldugu c¢alismada C vitamini uygulamasinin
caligmamiza benzer sekilde kaspaz-3 ekspresyonunu artan dozlarda daha ¢ok olmak

tizere azalttigin1 gostermislerdi (228).

Sadece DOX verilen grup ile DOX+40 mM karvakrol verilen grup arasinda
kaspaz-3 ekspresyonu agisindan anlamli fark bulunmadi. Zeidan ve ark. yapmis
oldugu calismada HaCaT (insan epitelyal keratinositleri) hiicre hattina 0,3 M sorbitol
vererek kaspaz-3 aktivitesi olusturulduktan sonra 4,3 ul/ml (%0,43) karvakrol vererek
kaspaz-3 aktivitesi degerlendirilmisti (229). Sonuglarda sadece DMEM verilen kontrol
grubu ile sadece karvakrol verilen kontrol grubu arasinda kaspaz-3 aktivite farki
saptanmasa da sorbitol verildikten sonra %35’e ulasan kaspaz aktivitesi karvakrol
verilerek %10’un altina distiriilmiistii. Calismamizda ise Karvekroliin HOC2 miyosit

hiicre hattinda kaspaz-3 ekpresyonuna belirgin etkisi yoktu.

Endotel hiicreleri ve kardiyomiyositlerde doksorubisin kaynakli apoptozu
gosterilmigtir (231). Ayrica, mitokondrilerin sitokrom c¢ salgilayarak apoptozu
diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu salinim, kismen dis mitokondriyal
membranda bulunan birkag pro- ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteini tarafindan
diizenlenir. Daha 6nce yapilan g¢alismalar doksorubisinin BCL-2 ekpresyononun
azaldig1 ve artti@1 calismalar vardir. (224-225, 232). Calismizda da doksorubisin
verilen grupta BCL-2 ekspresyonu artmisti. BCL-2 ekspresyonundaki artis Childs ve
ark. ¢alismalaria benzer sekilde apoptoza kars1 adaptif bir yanitin meydana gelmis

olabilecegini diislindiirmektedir.
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TGF-beta, fibroblast islevini diizenleyerek fibrogenezin aracisi roliinii istlenir.
Yapilan ¢alismalarda fibrozis ile giden pek ¢ok hastalikta TGF-beta diizeylerinin up-
regiile oldugu goriilmektedir (219,220). Immiinohistokimyasal testlerde; 40 mM
karvakrol verilen grupta TGF-beta seviyesi kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide azaldi
(p<0,05). Liu ve ark.; yapmis oldugu ¢alismada, aralarinda karvakroliin de bulundugu
7 farkli bitkinin ekstratinin anti inflamatuar etkinligini degerlendirmisti (219). Domuz
alveolar makrofajlari tizerinde yapilan ¢alismada ¢alismada 25, 50, 100 ve 200 ug/mL
dozlarda verilen karvakrol lipopolisakkarit yolagi araciligi ile doz arttik¢a daha fazla
olmak iizere TGF-B'yi azaltmigti. Bir diger ¢aligmada ise Ram ve ark. tek tarafli iireter
obstriiksiyonu yolu ile bobrek fibrozisi olusturduklar farelere 25 mg/kg ve 50 mg/kg
14 giin boyunca karvakrol verilmiglerdi (220). Sonug olarak karvakrol tedavisi TGF
beta-1’in artmis seviyelerini hafifletmisti. Karvakroliin oksidatif stres ve inflamasyonu
hedef alarak bobrek fibrozisini azalttigini géstermislerdi. Calismamizda karvakroliin

in vitro ortamda TGF-beta tizerindeki azaltici etkisi literatiir ile uyumludur.

200 uM C vitamini verilen grupta TGF-beta seviyesi kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli olarak azaldi (p<0,05). Li ve ark. hiperiirisemik nefropatili
siganlarda yapmis oldugu calismada 10 mg/kg/glin C vitamini verilen siganlarda tedavi
verilmeyen gruba gore TGF-beta seviyelerinin azaldigi bu da infiltrasyonu 4 kat, fibroz

alanlar 7 kat azaltmist1 (221).

Literatiirde doksorubisinin TGF-beta seviyesini arttirdigr gosterilmistir (222-
223). Calismamizda da doksorubisin verilen grupta TGF-beta seviyesi kontrol gruba
gore istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi. Doksorubisin ile birlikte
karvakrol, C vitamini ve karvakrol+C vitamini verilen grupta da yiiksek TGF-beta
seviyesi vardi. DOX verdigimiz gruba 40 mM karvakrol veya 200 uM C vitamini
eklemek TGF beta seviyelerinde anlaml1 degisiklige yol agmadi.

TIMP-1 ve TIMP-2 matriks metalloproteinazlart (MMP’ler) ve disintegrin-
metalloproteinazlari (ADAM'lar ve ADAMTS'ler) diizenleyen bir inhibitor
molekiildiir. MMP'leri diizenlemede TIMP-1-2, hiicre dis1 matris (ECM) bilesiminde,
yara iyilesmesinde Onemli gorevleri mevcuttur. TIMP-1’in diizensiz aktivitesinin
kanserle baglantis1 oldugunu ileri siiren c¢alismalar mevcuttur. TIMP-1; MMP-7,

MMP-9, MMP-1 ve MMP-3"ii daha iyi inhibe ederken TIMP-2 ise MMP-2’yi daha iyi
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inhibe eder (233). DOX'a yanit olarak matris metalloproteinazlarindaki (MMP'ler)
degisikliklerini arastiran calismalarda MMP'lerdeki diizensizligin ¢esitli kalp
yaralanmalarinda kalp yetmezliginin gelisimine katkida bulunan erken bir mekanizma
oldugu bildirilmistir. Fare ve domuz modellerinde DOX'un akut uygulamas1t MMP-2
ve MMP-9 mRNA ve protein seviyelerinde bir artig gostermistir (234). DOX ile tedavi
edilen MMP-2 ekspresyonu yukari diizenlenirken TIMP-2 azaldigi Chen ve ark.
tarafindan gosterilmistir (235). Calismamizda ise hem TIMP-1 hem de TIMP-2
ekspresyonunda artis saptand1. Karvakrol ve C vitamini eklenmesinin TIMP-2 {izerine
etkisi olmazken TIMP-1 ekspresyonu artti. Sun ve ark BGC-823 (insan mide kanseri
hiicreleri) lizerinde yapmis oldugu ¢alismalarda 10 pmol/L, 20 pmol/L, 40 umol/L, 80
pmol/L uygulanan hiicrelerde uygulanmayanlara gére TIMP-1 ekspresyonunda artig
saptamistt  (236). HO9C2 miyosit hiicre hattinda TIMP-1 ve TIMP-2’nin
degerlendirildigi daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Gen ekspresyonunun kantitasyonu gercek zamanli PCR testi araciligi ile 6l¢iildii.
Doksorubisin+ C vitamini verilen grupta sadece doksorubisin verilen gruba gore
kaspaz- 3 ve BAX ifadesinin daha az saptanmasi, doksorubisint+karvakrol verilen
gruba C vitamini eklenmesi ile MMP-2 ve TGF-beta ifadesinin azalmasi1 C vitaminin
anti-apoptotik, anti-oksidan, antifibrotik, anti-inflamatuvar etkilerini gostermektedir.
Elde edilen sonuclar 6nceki ¢alismalardaki bulgular ile paralellik géstermektedir (171-

181).

Doksorubisin verilen gruba karvakrol eklenmesi ile BAX ve MMP-2
ekspresyonundaki azalmasi, Doksorubisin+C vit verilen gruba karvakrol eklenmesi ile
MMP-2 ve TGF-beta ifadesinin azalmasi karvakroliin anti-apoptotik, anti-oksidan,
antifibrotik etkilerini gostermektedir. Karvakroliin bu o6zellikleri 6nceki pek cok

calismada gosterilmistir (155,158,159).

Apoptoza giden hiicrelerin degerlendirilmesi amaciyla yapilan TUNEL testinde
ayrt ayr1 karvakrol ve C vitamini verilen gruplarin apoptotik indeksleri kontrol
grubuna gore daha diisiik saptansa da istatistiksel olarak anlamli degildi. Sadece
doksorubisin verilen grupta kontrol grubuna gore yasayan hiicre sayis1 belirgin olarak
azaldi ve apoptotik indeks yiikseldi. Bu sonuglar doksorubisinin sitotoksik ve

apoptotik etkisini gostermektedir. Calismamizda doksorubisin verilen gruba C
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vitamini, karvakrol, C vitamini+karvakrol kombinasyonunun uygulanmas1 apoptotik
indekse etki etmedi. C vitamini ve karvakroliin anti-apoptotik etkilerinin TUNEL testi

ile gosterilmesi adina daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak, ¢alismamizda; doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturdugumuz
hiicre hatlarinda karvakrol ve C vitamininin baz1 dozlarda ayr1 ayr1 kardiyoprotektif
etkileri gosterilse de XTT hiicre canlilik testi ve yara iyilesme testinde 1C50 dozunda
kontrol grubuna gore sinerjist etkisi saptanmadi. XTT testinde DOX+C vitamini
grubuna karvakrol eklenmesinin hiicre canliligini azalttigi saptandi. Doksorubisin
uygulanan gruba 40 mM karvakrol, 200 uM C vitamini ve karvakrol+ C vitamini
eklenmesinin BAX ekspresyonunda azalma ile birlikte kardiyomiyositlerin seklinin de
korunmus oldugu ve C vitaminin kaspaz-3 ekspresyonunu azaltarak apoptotik
aktiviteyi azalttigr bulunmustur. C vitamini ve karvakroliin ger¢ek zamanli PCR
yontemi kullanarak BAX, MMP-2, TGF-beta faktorlerin gen ekspresyonlarini azalttigi
gosterildi.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alisma; doksorubisin iliskili akut kardiyotoksisite olusturulan H9C2
hiicre hattinda, karvakrol ve C vitamini ile ikisinin kombine kullanimindaki
etkilerinin arastirilmast amaciyla yapildi.

1. Doksorubisinin hiicre canliligi {izerine etkisi doz bagimlidir.
Calismamizda kullanilan en diisiik doz olan 1,25 uM’den 40 uM’ye kadar olan
artan dozlarda hiicre canlilig1 azaldi. 40 uM’den yiiksek dozlarin hiicre canliligina
etki etmede anlamli fark saptanmadi.

2. Doksorubisinin hiicre canliligina etkisi zaman gectikge artmaktadir.
1,25 uM’den 20 uM’ye kadar olan dozlarda 72. saat ve 48. saat hiicre canlilig
yiizdesi 24.saate gore anlamli olarak azalmis saptandi. 40 uM ve daha yiiksek
dozlarda 24., 48. ve 72.saat hiicre canliliklar1 arasinda anlamli fark saptanmadi.

3. C vitamininin 3,12 uM- 500 pM dozlar arasinda 24.saatte kontrol
grubuna gore hiicre canliligini arttirmaktadir.

4. C vitamini, 48. ve 72. saatte hicbir dozda hiicre canliligim
arttirmamaktadir.

5. C vitamininin hiicre canliligini arttirma etkisi 500 pM’den sonra
azalmaktadir. 2 mM dozda hiicre canliligi hem 24. hem 48. hem 72.saatte kontrole
gore %100’lin altinda saptanmustir.

6. Karvakrol 24.saatte 20 mM, 40 mM ve 80 mM dozlarda hiicre
canliligin arttirmaktadir. (p<0,001).

7. Karvakrol 48.saatte 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM, 80 mM, 160 mM
dozlarda hiicre canliligin1 azaltmaktadir. (p<0,001)

8.  Doksorubisin IC50 dozu ve 50-2000 uM dozda C vitamini verilen grup
ile sadece 1C50 dozunda doksorubisin verilen grup arasinda 24. saatte hiicre
canlili1 agisindan anlamli fark saptandi. (p<0,05)

9. Doksorubisin IC50 dozu ve C vitamini verilen grup ile sadece 1C50
dozunda doksorubisin verilen grup arasinda 48. ve 72. saatte hiicre canlilig
acisindan anlamli fark saptanmadi.

10. Doksorubisin IC50 dozu ve 40-80 mM dozda karvakrol verilen grup ile
sadece IC50 dozunda doksorubisin verilen grup arasinda 24. saatte hiicre canlilig1

acisindan anlaml fark saptandi. (p<0,05)
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11. Doksorubisin IC50 dozunun yanina 1-10 mM dozda karvakrol
verilmesi sadece doksorubisin IC50 dozu verilmesine gore hiicre canliligini azaltt1.
(p<0,05)

12. IC50 dozunda doksorubisin verilen hiicrelere 40 mM karvakrol, 200
uM C vitamini verilmesi 24.saatte hiicre canliligini arttirdi. (p=0,032)

13. 40 mM karvakrol 200 pM C vitamini kombinasyonu disindaki hig¢bir
doz kombinasyonu IC50 dozunda doksorubisin verilen grubun hiicre canliligin
arttirmadi.

14. DOX + Kkarvakrol verilen gruba 100,200,400,500 uM C vitamini
eklenmesi hiicre canliligini arttirmadi.

15. IC50 dozunda doksorubisin, 100 pM C vitamini kombinasyonuna 20
mM ve 80 mM karvakrol eklemek; IC 50 dozunda doksorubisin 500 uM C vitamini
kombinasyonuna 20 mM, 40 mM ve 80 mM karvakrol eklemek hiicre canliligini
istatistiksel anlamli olarak azaltt1 (p<0,05). Diger dozlarda eklenen karvakroller de
hiicre canliligin1 azaltsa da istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

16. Wound healing deneyinin 16. saatinde kontrol grubuna gére 40 mM
karvakrol verilen grupta yara kapanmasinin hizlandig1 saptandi. (p=0,03) Diger
gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.

17. Wound healing deneyinin 24.saatinde kontrol grubuna goére 40 mM
karvakrol verilen grupta yara kapanmasinin hizlandig: saptandi. (p<0,0001)

18. Wound healing deneyinin 24.saatinde kontrol grubuna goére 200 uM C
vitamini verilen grupta yara kapanmasinin hizlandigi saptandi. (p<0,0001)

19. Wound healing deneyinin 24. saatinde sadece IC50 dozunda DOX
verilen gruba gore IC50 dozunda DOX + 40 mM karvakrol + 200 uM C vitamini
verilen grupta yara kapanmasinin hizlandig: saptandi. (p=0,001)

20. Wound healing deneyinin 16. ve 24. Saatlerinde karvakrol ve C
vitamininin ayr1 ayri verilmesi ile beraber verilmesi arasinda istatistiksel fark
saptanmadi.

21. TGF-beta boyanma skorlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; C
vitamini ve CAR grubunda daha diisiik boyanma skoru vardi (p=0,01 ve p=0,015).
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22. TGF-beta boyanma skorlarinda DOX, DOX+karvakrol, DOX+C
vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda, kontrol grubuna gore
belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001).

23. BAX boyanma skorlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda C
vitamini ve CAR grubunda belirgin diisiik boyanma skoru varken, DOX ve
DOX+C vitamini grubunda belirgin yiiksek boyanma skoru (p<0,001).

24. BAX boyanma skorlarinda, DOX+karvakrol, DOX+C vitamini ve
DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda, DOX grubuna gore boyanma skor
belirgin diisiik bulundu (p<0,001).

25. BAX boyanma skorlarinda, DOX+karvakrol+C vitamini grubunda
DOX+C vitamini grubuna gore daha diisiik boyanma skoru gozlendi (p= 0,034).

26. Kaspaz-3 boyanma skorlarinda; DOX, DOX+karvakrol, DOX+C
vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda, kontrol grubuna gore
belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001).

27. Kaspaz-3 boyanma skorlarinda; DOX+C vitamini grubunun boyanma
skoru DOX+karvakrol+C vitamini grubundan da diisiiktii (p=0,03).

28. BCL-2 boyanma skorlarinda C vitamini, DOX, DOX+karvakrol,
DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda kontrol gruplarina
gore daha yiiksek boyanma skoru vardi (p<0,001).

29. BCL-2 boyanma skorlarinda; DOX+C vitamini ve DOX+karvakrol+C
vitamini gruplarinda DOX grubuna gore, DOX+karvakrol+C vitamini grubunda
DOX+CAR grubuna gore daha diisiik boyanma skorlar1 bulundu (p<0,05).

30. TIMP-2 boyanma skorlarinda DOX, DOX+karvakrol, DOX+C
vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda, kontrol grubuna gore
belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001).

31. TIMP-2 boyanma skorlarinda DOX ile DOX+karvakrol, DOX+C
vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplar1 karsilagtirildiginda ise sadece
DOX+CAR grubunda boyanma skoru daha yiiksek bulundu (p=0,038).

32. TIMP-2 boyanma skorlarinda DOX+CAR grubunun boyanma skoru
DOX+karvakrol+C vitamini grubundan da ytiksekti (p=0,001).
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33. TIMP-1 boyanma skorlarinda, DOX, DOX+karvakrol, DOX+C
vitamini ve DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda, kontrol grubuna gore
belirgin yiiksek boyanma skorlar1 gézlendi (p<0,001).

34. TIMP-1 boyanma skorlarinda, DOX+karvakrol+C grubunun boyanma
skoru hem DOX+C vitamini hem de DOX+CAR grubundan daha yiiksekti
(p<0,05).

35. Gergek zamanl PCR sonuglarinda DOX+C vitamini grubunda DOX
grubuna gore kaspaz-3 ifadesinde istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma
goriildi (p<0,001).

36. Ger¢ek zamanli PCR sonuglarinda DOX+ C vit grubunda hem
DOX+karvakrol hem de DOX+karvakrol+ C vitamini gruplarina gore kaspaz-3
ifadesinde anlamli 6l¢iide azalma saptandi (p<0,001).

37. Gergek zamanli PCR sonuglarinda DOX grubu ile karsilastirildiginda
DOX+karvakrol, DOX+ C vitamini, DOX+karvakrol+ C vitamini gruplarinda
BAX ifadesinde azalma saptandi (p<0,001).

38. Ger¢ek zamanli PCR  sonuglarinda  DOX+karvakarol  ve
DOX+karvakrol+C vitamini gruplarinda DOX grubuna gére MMP-2 ifadesinde
azalma saptandi (p<0,001).

39. Gergek zamanli PCR sonuglarinda DOX+karvakrol+ C vitamini
grubunda DOX+karvakrol grubuna gore MMP-2 ifadesinde azalma saptandi
(p=0,044).

40. Gergek zamanli PCR sonuglarinda DOX+karvakrol+C vitamini
grubunda DOX+karvakrol ve DOX+ C vitamini grubuna gére TIMP-1 ifadesinde
azalma saptandi (p<0,001).

41. Ger¢ek zamanli PCR sonuclarinda DOX+karvakrol+C vitamini
grubunda DOX+karvakrol ve DOX+ C vitamini grubuna gore TIMP-2 ifadesinde
azalma saptandi (p<0,001).

42. Ger¢cek  zamanli PCR  sonuglarinda  TGF-B ifadesinde
DOX+karvakrol+C vitamini grubunda; DOX+karvakrol, DOX+ C vitamini ve
DOX grubuna gére azalma saptandi (p<0,001).
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43. TUNEL sonuglarinda DOX, DOX+karvakrol, DOX+ C vitamini,
DOX-+karvakrol+C vitamini gruplarinda kontrol grubuna goére apoptotik indeks
yiiksek saptandi (p<0,001).
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