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METFORMIN’iN DENEYSEL RAT MODELINDE DOKSORUBISIN
KARDIYOTOKSISITESINE KARSI KARDIiYOPROTEKTIF ETKIiSi

OZET

Giris/Amac: Etkili antineoplastik bir ajan olan doksorubisinin klinik kullanimi
kardiyotoksik etkisi nedeniyle smirlanmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarinda
antihiperglisemik bir ila¢ olarak kullanilan metforminin, kalp yetersizligi olusturulmus
deneysel hayvan modellerinde kardiyoprotektif etki gdstererek sol ventrikiil
fonksiyonlarminin korunmasini sagladigir gosterilmistir. Bu c¢alismada, doksorubisin
kardiyotoksisitesi olusturulmus rat kalplerinde; metforminin olas1 kardiyoprotektif

etkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Gerecler ve Yontem: 10 haftalik, erkek, Wistar albino cinsi toplam 40 rat, randomize
olarak I. grup kontrol grubu, II. grup doksorubisin grubu, I1I. grup metformin grubu, IV.
grup doksorubisintmetformin grubu olmak iizere dort gruba ayrildi. Kontrol grubu
ratlara, haftada iki defa olmak iizere serum fizyolojik 2,5 ml/kg intraperitoneal 14 giin
sire ile uygulandi. Doksorubisin grubu ratlara, haftada iki defa olmak {iizere
doksorubisin (4 mg/kg, intraperitoneal) kiimiilatif doz 16 mg/kg olarak uygulandi.
Metformin grubu ratlara, metformin gavaj ile 250 mg/kg/giin 14 giin siire ile uygulandu.
Doksorubisin + metformin grubu ratlara, haftada iki defa olmak iizere doksorubisin (4
mg/kg, intraperitoneal) kiimiilatif doz 16 mg/kg ve metformin (250 mg/kg/giin, oral) 14
giin siire ile uygulandi. Son uygulamadan bir giin sonra sol ventrikiil foksiyonlar1 M
mod ekokardiyografi ile degerlendirildi. Ekokardiyografik degerlendirme yapildiktan
sonra sakrifikasyon uygulanan ratlarin serum laktat dehidrogenaz, serum kreatinin kinaz
izoform MB, serum troponin-I, serum beyin natriiiretik peptid ve serum c tip natriiiretik
peptid diizeyleri Olgiildii. Kalp dokusunda katalaz, siliperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve tiimdr nekroz faktdr alfa aktiviteleri ELISA yontemi ile ¢alisildi. Kalp
dokusu histopatolojik olarak analiz edildi. Kardiyomyosit apoptozisi insitu terminal

deoksiniikleotid tranferaz assay (TUNEL) yontemi ile saptand:.

Bulgular: Doksorubisinin grubunda sol ventrikiil fonksiyonlarinda 6nemli diizeyde
bozulma, kalp doku hasar1 ve kardiyomyosit apoptozis indeksinde artis saptandi.
Doksorubisin+metformin grubunda sol ventrikiil fonksiyonlarinin korundu, kalp doku

hasarmi ve kardiyomyosit apoptozisi azaldi.
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Sonu¢: Bu calismada metforminin doksorubisinin  kardiyotoksisitesine  kars1

kardiyoprotektif etkisi olduguna dair kanitlar elde edilmistir.

IX



METFORMIN PROTECTS AGAINST DOXORUBICIN-INDUCED
CARDIOTOXITY IN EXPERIMENTAL RAT MODEL

ABSTRACT

Background and Purpose: Doxorubicin is effective antineoplastic agents. However its
clinic use is limited by cardiotoxicity. Recent studies established that metformin, an oral
antidiabetic drug, protect left ventricular function in experimental heart failure animal
model. We aim to investigate cardioprotective effect of metformin against doxorubicin

cardiotoxicity.

Methods and Materials: Wistar albino male rats were randomly grouped into control,
doxorubicin, metformin, doxorubicin + metformin group (n=10, total= 40 rats). In the
first group, rats were injected, twice time of week, with normal saline (2,5 ml/kg,
intraperitoneally) within of 14 days. Rats in the second group were injected, twice time
of week, with doxorubicin (4 mg/kg, intraperitoneally) to obtain cumulative dose of 16
mg/kg. Rats in the third group received (250 mg/kg, p.o.) over a period of 14 days. Rats
of fourth group were injected, twice time of week, with doxorubicin (4 mg/kg,
intraperitoneally) to obtain cumulative dose of 16 mg/kg and daily treated with
metformin (250 mg/kg, p.o.) over a period of 14 days. One days after the last
administaration, left ventricular systolic function was evaluated by M mode
echocardiography. Serum was seperated for measurement of lactate dehydrogenase,
creatine phosphokinase iso-enzyme MB, troponin I, pro brain natriuretic peptid, c type
natriuertic peptid. Catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, tumor
necrosis factor alfa were determined in enzyme linked immun assay. The heart tissue
from all rats were analyzed histopathologycally. Cardiomyocytes apoptosis was

detected by insutu terminal deoxynucleotidyl transferase assay (TUNEL method).

Results: Doxorubicin group was compared control and doxorubicin + metformin group.
Doxorubicin group revealed significant deteriorations of left ventricular functions, heart
tissue damage, high cardiomyocyte apoptosis index. Doxorubicin+metformin group
showed improvoment left ventricular function, inhibition of heart tissue demage and
cardiomyocyte apoptosis.

Conclusion: The study have provided the some evidence that metformin is

cardioprotective agent against doksorubisin induced cardiotoxicity.
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1. GIRIS ve AMAC

Doksorubisin genis kullanim alani olan etkili antineoplastik ajanlardandir. Ancak
kiimiilatif dozun (400-550 mg/m?) iizerinde doksorubisin kullanimi kalp dokusunda
ciddi hasara, kardiyotoksisiteye ve konjestif kalp yetersizligine neden olabilmektedir.
Doksorubisinin  klinik kullanim1 doz bagiml, kiimiilatif ve geri doniisiimsiiz
kardiyotoksisite yan etkisi nedeniyle smirlanmaktadir. Doksorubisin kadar gii¢lii ve yan
etki potansiyelleri doksorubisinden daha diisiik ajanlar kullanima girinciye kadar
doksorubisin kullanimi1 devam edecek gibi goziikmektedir. Diger taraftan doksorubisin
kardiyotoksisitesini dnlemeye yonelik calismalara devam edilecektir. Doksorubisin

kardiyotoksisitesinin Onlenmesine yonelik tedavi stratejileri glincelligini koruyacaktir.

Antrasiklin kardiyotoksisitesini dnlemeye yonelik ¢aligmalarda; anjiyotensin konverting
enzim inhibitorleri ve beta blokerler gibi ajanlarin kullanimi ile ilgili umut verici
sonuglar elde edilmis olsa da yeterli veriye ulasilamamistir. Kardiyoprotektif oldugu
kanitlanmis olan tek ajan bir demir selatorii olan dekstrazoksandir. Dekstrazoksanin
gilivenli ve kardiyotoksisite insidansini azalttigina dair caligmalar varsa da pediyatrik

onkoloji pratiginde dekstrazoksan kullanimi siirlidir.

Metformin, tip 2 diyabet hastalarinda kullanilan oral antihiperglisemik bir ila¢ olup kalp
yetersizligi olusturulmus deneysel modellerde, kardiyoprotektif etki gosterdigi, sol
ventrikiil fonksiyonlarmi onemli derecede korudugu gosterilmistir. Metforminin tip 11
diyabet hastalarinda kardiyovaskuler hastalik riskini azaltmasindan ve vaskuler
fonksiyonlarmi  diizeltmesinden yola  c¢ikilarak, = metforminin = doksorubisin
kardiyotoksisitesinin dnlenmesinde etkili olabilecegi diisiintilmiistiir.

1



Doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturulmus deneysel rat modelinde; sol ventrikiil M
mod ekokardiyografik incelemesi yapilarak, serum laktat dehidrogenaz (LDH),
kreatinin kinaz MB (CK-MB), troponin I, beyin natriiiretik peptid (BNP), c tip
natriliretik peptid (CNP) diizeyleri, kalp dokusu katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx),
siiperoksit dismutaz (SOD) ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-alfa) aktiviteleri
Olciilerek, histopatolojik degerlendirme ve apoptozis degerlendirilerek doksorubisin
kardiyotoksisitesi ve metforminin buna kars1 kardiyoprotektif etkisinin arastirilmasi

amaclanmastir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Cocuklarda Kanser

Cocuklarda kanser, tiim kanserli hastalarm ancak %2’si kadardir. Buna ragmen bir
yasindan biiyiik ¢cocuklarda travmadan sonra ikinci en sik 6liim nedenidir (1). 15 yas
altinda bir milyon ¢ocukta 130 yeni kanserli hasta goriilmektedir (2). Cocuklarda kanser
insidanst hayatm ilk ii¢ yilinda daha yiiksektir, 3 yasindan 9 yasina kadar sikligi
azalmakta, adolesan ¢agda siklig1 giderek artmakta ve ikinci pikini yapmaktadir. Losemi
cocuklarda kanserin en sik goriilen seklidir. Beyin tiimdrleri ise cocukluk ¢agmin en sik

solid tiimorleridir. Cocukluk ¢agi kanser tiplerinin dagilimi tablo 1’de verilmistir (Tablo

1.

Tablo 1. Cocukluk ¢agi kanser tiplerinin dagilimi

Kanserin tipi Yiizdesi
Losemi 30
Beyin tiimori 25
Lenfoma 15
Noroblastom 8
Sarkoma 7
Wilms tiimiir 6
Osteosarkom 5
Digerleri 4




Cocukluk ¢ag1 kanser tiplerinin goriilme siklig1 yas ile degismektedir. Siit cocuklugu
doneminde nodroblastom, retinoblastom ve nefroblastom tiim malignitelerin yaklasik
yarisint olusturur. 1-4 yas grubu cocuklarda agirlikli olarak losemi goriilmektedir.
Karsinoma ve germ hiicreli tiimorler addlesanlarda nispeten daha sik goriilmektedir.

Losemi ve santral sinir sistemi tiimorleri addlesanlarda nadirdir (3).

Kanserli ¢ocuklar i¢cin yasam beklentisi biiyiik dlgiide iyilesme gostermistir. 1960’11
yillarin baglarinda kanserli ¢ocuklarin ancak %30’u hayatta kalabiliyordu. 1980’li
yillarin ortalarinda bu oran %65°e, 1990’11 yillarin ortalarinda %75’e ylikselmistir (4).
Gilintimiizde kanserli ¢cocuklarin hayatta kalma oranlar1 %80’lere ulagmistir. 2010 yil1

itibartyla her 250 yetiskin insandan biri, ¢ocukluk ¢ag1 kanserinden tedavi gérmiistiir

(5).

Kanser tedavisinde goriilen iyilesme biiyiik Olgiide kemoterapotik ilaglar sayesinde
olmustur. Giiniimiizde 100°den fazla kemoterapotik ajan farkli kanser tiirlerini tedavi
etmek icin kullanilmaktadir. Kemoterapik ajanlar kanseri tedavi etmek, kiir elde
edilemediginde hastalig1 kontrol etmek ve ileri evre kanserlerde kanserin neden oldugu

semptomlar1 hafifletmek i¢in de kullanilmaktadir.
Kemoterapotik Ila¢ Secimi ve Kemoterapotik flaclar

Kemoterapi rejimini olusturacak ilaglarin se¢iminde kanserin tipi, evresi, hastanin yasi,
genel saglik durumu, diger saglik problemleri ve ge¢miste almis oldugu kanser tedavi

tipi etkili olmaktadir.

Kemoterapi ilaglar1 etki mekanizmalarma ve kimyasal yapilarma gore gruplara

ayrilabilirler.

Alkilleyici ajanlar dogrudan DNA hasar1 yaparlar ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimni
engellerler. Faz spesifik degildirler, hiicre dongiisiiniin tiim asamalarina etki ederler.
DNA’ya zarar verdikleri i¢cin kemik iliginin uzun siireli zarar gérmesine ve nadiren de

olsa akut 16semiye neden olabilmektedirler.

Antimetabolitler S fazinda etki etmektedir. 5-florourasil, 6-merkaptopiirin, metotraksat,

sitarabin bu grup ilaclardandir.



Antrasiklinler hiicre dongiisiiniin tiim asamalarinda etki etmektedir. Cesitli kanser
tiirlerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Daunorubisin, doksorubisin (adriyamisin),

epirubisin, idarubisin antrasiklin grubu kemoterapi ilaglaridir.
Aktinomisin-D, bleomisin ve mitomisin-C antrasiklin dis1 antitiimor antibiyotiklerdir.

Topoizomeraz inhibitdrleri ise topoizomeraz isimli enzimi inhibe ederek etki
etmektedir. Topetesan ve irinotesan topoizomeraz | inhibitorii ilaclardir. Etoposid ve
teniposid ise topoizomeraz Il inhibitorii ilaglardir. Bu grup ilaglar mitozu engelleyebilir
veya protein yapimi i¢in gerekli enzimleri inhibe ederler. Hiicre dongilisiin M fazinda
etkilidirler. Bu ilaglarin doz smirlayict yan etkisi periferik sinir hasar1 yapma

potansiyelidir.

Kortikosteroidler 16semi, lenfoma, multipl myeloma gibi bazi kanser tiirlerini tedavi
etmek i¢in kullanilmaktadirlar, kemoterapinin neden oldugu bulanti ve kusmay1

onlemek i¢in de kullanilirlar (6).
Kemoterapétik ilaclarin Yan Etkileri

Kemoterapi ilaclar1 kanser hiicrelerini yok etmeye calisirken diger yandan normal
hiicrelere de etki ederek olduk¢ca Onemli yan etkilerin ortaya ¢ikmasma neden
olmaktadir. Kemoterapi ilaclarindan en fazla etkilenen hiicreler en hizli c¢ogalan
hiicrelerdir. Bununla birlikte bu hiicrelerin hizli ¢ogalma ve yenilenme 6zelligi sebebi
ile kemoterapi sonras1 kemoterapinin olumsuz etkileri hizla diizelir. Bitkinlik en sik
belirtilerden biridir. Bulant1 ve kusma sik goriilen diger yan etkilerdir. Sa¢ dokiilmesi
bir diger sik goriilen yan etki olup kemoterapi tamamlandiktan haftalar sonra saglar

tekrar ¢gikmaktadir.

Kemoterapdtikler kemik iligi siipresyonu ile anemiye yol acarak halsizlik ve
yorgunluga, l6kopeniye yol acarak infeksiyonlara, trombositopeniye yol carak
kanamaya egilime neden olabilmektedirler. Mukozit beslenmede bozulmaya ve
infeksiyona egilime neden olabilmektedir. Ishal siv1 kaybma yol agarak dehidratasyona

neden olabilir.



Antrasikler ve Doksorubisin

Antrasiklinler DNA replikasyonununa katilan enzimleri engelleyerek etki gosteren
antitimor antibiyotiklerdendir. Doksorubisin, daunorubisin, epirubisin tedavide
kullanilan antrasiklin antibiyotiklerdir. Antrasiklinlerin gastrointestinal sistemden

absorbsiyonlar1 iyi degildir. Sadece parenteral olarak uygulanabilirler.

Daunorubisin streptomyces peucetius isimli bakteriden elde edilmistir. DNA ¢ift
zincirinde interkalasyon yaparak DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozar.
Ayrica topoizomeraz II’ye baglanarak DNA yarilmas1 yapar. Etkinligi S doneminde
daha fazla olmakla birlikte doneme 6zgii degildir. Alopesi, bulanti, kusma, kemik iligi
depresyonu yan etkilerindendir. Kardiyomyositlere sitotoksik etki ile olusturdugu
kardiyotoksisite ise en dnemli yan etkisidir. Kardiyomyosit dis1 hiicrelere de sitotoksik

etki gosterebilmektedir (7-9).

Doksorubisin daunorubisinin hidroksi tiirevidir. Hiicre donemine 6zgii olmayan bir ilag
ise de S donemindeki hiicrelerde etkinligi daha fazladir. Genis spektrumlu ve giiclii
etkili olmasmin yaninda kardiyotoksisite nedeniyle doz smirlamasi gerekmektedir.
Meme, 6zefagus, lenfoma, osteosarkom, akut lenfositik ve myelojen losemiler gibi pek
¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilmaktadir. ilacin ekstravazasyonu doku

nekrozuna neden olabilir. Idrar1 gegici olarak kirmizi renge boyamaktadir.

Epirubisin doksorubisinin epimerizasyon tiirevidir. Kardiyotoksisitesi doksorubisinden

daha az ve tedavi etkinligi daha fazladir (10).
2.1. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi

Adriyamisin olarak da bilinen doksorubisin klinikte en sik kullanilan antrasiklindir ve
oldukga gii¢lii bir antineoplastik ajandir. Onemli bir yan etkisi olan kardiyotoksisite

kullanimini sinirlandirmaktadir (11).

Kardiyotoksisite, kanser hastalarina ek morbidite ve mortalite riski getirmekle
kalmamakta, kemoterapi rejiminde degisiklige gidilmek zorunda da birakmaktadir (12).
Son yillarda antikanser tedavide kardiyotoksisitenin onemi artmustir. Oyle ki birgok
hastada kardiyovaskiiler 6liim riski tiimor rekiirrens riskinden yiiksek olabilmekte ve

cocukluk cagi kanserinden hayatta kalanlarda kalp hastaligina bagli 6liim olasilig1 sekiz
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kat artmaktadir (13-15). Kalp yetmezligi gelisme riski kanser 6ykiisii olmayan yasitlari
ile karsilastirildiginda 15 kat daha fazladir (16). Kemoterapi alan hastalarda sekonder

malignensiden sonra ¢liimiin ikinci en sik nedeni kardiyotoksisitedir (17).

Tedaviden 30 yil sonra, 250 mg/m” antrasiklin alan hastalarin %7,5’den daha fazlasinda
konjestif kalp yetersizligi gelismektedir (18). Antrasiklin kardiyotoksisitesi geng
eriskinlerde kalp transplantasyonu nedenleri arasindadwr (19). Detayli kardiyak
degerlendirme antrasiklin tedavisi alan ¢ocuklarin yaridan fazlasinda sol ventrikiil kitle
ve duvar kalinliginda azalma, artmis sol ventrikiil ardyiik, azalmis sol ventrikiil

kontraktilitesini iceren anormallikleri gostermektedir (20).

Kardiyotoksisiteye neden olan kemoterapotik ajanlarin potansiyel yan etkileri ve bu yan
etkileri olusturma riskleri tablo 2’de verilmistir (21) (Tablo 2). Antrasiklinler doz
bagiml kiimiilatif, geri doniisiimsiiz kardiyotoksisiteye neden olabilen ancak buna
ragmen tedavi potansiyelinin yiiksek olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilan giiclii

antineoplastik ilaclardir.

1950’11 yillarda Streptomyces peucetius isimli bakteriden daunorubisin identifiye
edilmistir (22). 1960’1 yillarda daunorubisinin l6semi ve lenfoma tedavisinde etkili
oldugu ve daunorubisin tiirevi olan doksorubisinin, daunorubisinden daha etkili bir
antitimor ajan oldugu gosterilmistir (23,24). Giiniimiizde antrasiklinler 16semi, lenfoma
gibi hematolojik malignensileri, meme kanseri, akciger kanseri gibi solid organ

tiimorlerini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (25).



Tablo 2. Antineoplastik ilaglarin potansiyel kardiyovaskuler yan etkileri ve bu yan

etkileri olugturma riskleri (21).

Kardiyovaskuler yan etki Antineoplastik Ilac Risk
Sol Ventrikiil Disfonksiyonu Antrasiklinler +++
Siklofosfamid ++
Sisplatin ++
Kardiyak iskemi 5-florourasil ++
Interferon alfa ++
Hipotansiyon Interlokin -2 -+
Transretinoik asit ++
Hipertansiyon Bavasizumab +++
Sunitinid +++
Aritmi ve ileti bozukluklar Talidomid ++
[fosfamid ++
Odem Imatinib RN
Talidomid ++
QT uzamasi ve Tarsades de pointes Arsenik tiroksid ++++
Sorafenib ++
Tromboemboli Bevasizumab ++
Sisplatin +
Perikardit Imatinib ++
Bleomisin +

Doksorubisin kullannomin1 sinirlayic1 en biiylik faktor kardiyotoksisitesidir (26).
Doksorubisin kardiyotoksisitesi akut ya da kronik olarak goriilebilmektedir. Yiiksek doz
kullanim1 sonrasi olusan akut kardiyotoksisite nadirdir ve akut kalp yetersizligine neden
olabilmektedir. Kronik doksorubisin kardiyotoksisitesi ise doz bagimlidir ve kemoterapi
kiirii bittikten yillar sonra goriilen dilate kardiyomyopati tablosudur (27,28). Akut veya
kronik kardiyotoksisite kardiyak disfonksiyona, kardiyomyopatiye, kalp yetersizligine

ve 6lime neden olabilmektedir (29).



Doksorubisin  kardiyotoksisitesinin ~ molekiiler =~ mekanizmasinin  aydinlatilmasi
calismalar1 stirerken, bir taraftan da kardiyotoksisiteyi onlemeye yonelik stratejiler

gelistirilmeye calisilmaktadir.
2.1.1.Doksorubisinin Yapisi

Doksorubisin aglikon ve seker boliimlerine sahip selektif olmayan bir antrasiklindir.
Aglikon kinin-hidrokinon bitisik gruplari ile tetrasiklik halkadan olusur. Seker bileseni
bir glikozidik bag ile halkalardan birine baglanmistir. Doksorubisin kimyasal yapisi
sekil 1°de verilmistir (Sekil 1) (30).

Sekil 1. Doksorubisinin kimyasal yapisi.

2.1.2. Etki Mekanizmasi

Doksorubisin DNA’ya yiiksek afinite ile baglanmaktadir. Bu baglanma DNA baz
ciftlerinin arasina interkalasyon ile olur. Bu mekanizma ile replikasyon ve

transkripsiyonu bozarak antineoplastik etkisini olusturur.

Doksorubisin, enzimatik elektron azalmasina neden olan bir proteine baglanarak hiicre
membranini direkt olarak etkileyebilir. Hidroksil serbest radikallerin son derece reaktif

tlirlerinin olusmasina neden olabilir.



Hidroksil serbest radikalleri DNA kiriklarina, lipit peroksidasyonuna, proteinlerin ve
DNA’nm alkalizasyonuna neden olabilir. Hilmer ve ark. (31), Buchholz ve ark. (32)
doksorubisinin bir hiicre 6liim mekanizmas1 olan otofajiye neden olduguna dair

kanitlara ulagmiglardir.
2.1.3. Yan Etkileri

Antrasiklinlerin ~ yan  etkileri ¢ok  yonlii  sitotoksik  etkili  olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Ne yazik ki spesifik timor hedefli antitiimor ilaglar degillerdir.
Doksorubisin tedavisi sirasinda bulanti, kusma, ishal, sa¢ dokiilmesi, agiz mukozasinda
iilser, halliisinasyon ve kemik iligi depresyonu goriilebilir. Hipersensitivite iliskili
olarak ates, trtiker ve anafilaksiye neden olabilir. Siirekli kiiciik bir damara
uygulandiginda damar duvarmda kalinlasmaya yol acabilmektedir. ilacin damar disina
cikmasi halinde selliilit ve tromboflebit gelisebilir. Kardiyotoksisite en onemli yan

etkisidir (33).
Antrasiklin kardiyotoksisitest;
1. Akut antrasiklin kardiyotoksisitesi,
2. Erken baslangich kronik ilerleyici antrasiklin kardiyotoksisitesi,
3. Geg baslangigh kronik ilerleyici antrasiklin kardiyotoksisitesi
olmak tizere ii¢ kategoriye ayrilir (34).
2.2.1.1.Akut Antrasiklin Kardiyotoksisitesi

Ik antrasiklin infiizyonundan sonra, myokard fonksiyonunda geri doniisiimlii depresyon
olarak tanimlanir. Dozdan bagimsiz olarak goriilen bu kardiyotoksisite, antrasiklin
tedavisi kesildiginde 6nemli diizelme ile sonuclanir. Antrasiklin tedavisi alan hastalarin
<%]1’ inden azinda goriilmektedir. Klinik bulgular ilk haftada ve akut olarak goriiliir.
Konjestif kalp yetersizligi de goriilebilmekle birlikte nadirdir. Myokardit-perikardit

sendromu ve hayati tehdit edici aritmiler gibi komplikasyonlar da bildirilmistir (35).
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2.2.1.2. Erken Baslangich Kronik Ilerleyici Antrasiklin Kardiyotoksisitesi

Antrasiklin tedavisi tamamlandiktan sonraki bir yil i¢inde goriliir. Eriskin hastalarda
genelde kronik dilate kardiyomyopati ile sonucglanir. Cocuklarda ise klinik tablonun

restriktif kardiyomyopatiye degisimi muhtemeldir (34).
2.2.1.3.Ge¢ Baslangich Kronik ilerleyici Antrasiklin Kardiyotoksisitesi

Antrasiklin tedavisi tamamlandiktan 1 yi1l kadar sonra goriilen kardiyotoksisitedir. Sol
ventrikiil fonksiyonlarinin normal oldugu ve hastalarin asemptomatik oldugu latent
periyod sonrasi, Oliimciil olabilen 1ilerleyici kalp fonksiyonlarnda bozulma ile

seyretmektedir (34).

Antrasiklin kardiyotoksisitesinin derecesi ve ilerleyisinde gozlenen bireysel farkliliklar;
genetik yatkinlik ve bazi risk faktorleri ile iligkilidir. Erken ve ge¢ kardiyotoksisite ile
iligkili risk faktorleri kiimiilatif doz, doz uygulama hizi, doz semasi, kiicik yas ve

birlikte verilen kemoterapi ve radyoterapi olarak sayilabilir (36).

Lipshultz ve ark. (37) kiimiilatif antrasiklin dozunun kardiyak hasar i¢in iyi tanimlanmig
bir risk faktorii ve en 6nemli prediktorii oldugunu bildirmislerdir. Von Hoft ve ark. (38)
konjestif kalp yetersizligi insidansmi kiimiilatif doksorubisin dozu 400 mg/m’
oldugunda %3, 550 mg/m* oldugunda %7 ve 700 mg/m” oldugunda ise %18 olarak
rapor etmislerdir. Krischer ve ark. (39) 550 mg/m’ dozun iizerinde doksorubisin
alimmasinin, 550 mg/m2 dozdan daha diisiik dozlara kiyasla bes kat daha fazla erken
kardiyotoksisiteye yol actigimi gostermislerdir. Ryberg ve ark. (40) konjestif kalp
yetersizligi riskini kiimiilatif doz 550 mg/m’, 900 mg/m*> ve 1000 mg/m® oldugunda
stirasiyla %0,6, %4,3 ve %14,5 olarak raporlamislardir.

2.2.2. Kardiyotoksisite Mekanizmalari

Antrasiklinler li¢ dekaddan daha fazla siiredir kullanilmasina ragmen kemoterapotik
aktiviteleri ve kardiyotoksik degisikliklere nasil neden olduklar1 halen tam olarak
aydmnlatilamamistir. Doksorubisinin kardiyotoksisitesinin multifaktdryel mekanizmalar
ile gelistigi disliniilmektedir. Hareke ve ark.(12) doksorubisinin pasif diflizyon ile

kardiyomyosit icerisine girdigini ve hiicre hasarina yol agan serbest radikallerin
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dretimini tesvik ettigini, ayn1 zamanda direkt ya da indirekt gen transkripsiyonunu,

mitokondri fonksiyonunu ve enerji iiretimini inhibe ettigini iddia etmislerdir.

Kardiyotoksisite olusumunda serbest radikallerin iiretimi, enzimatik ve enzimatik
olmayan yollar ile demir birikimi aracilifiyla olusan redox-iliskili hasar {izerinde

durulmaktadir (41-43).

Milei ve ark. (44) ile Outomuro ve ark. (45) antrasiklinler tarafindan olusturulan serbest
radikallerin lipid peroksidasyonuna neden olarak, hiicre membran hasarma yol agtiklar1

iizerinde durmuslardir.

Gozalvez ve ark. (46) mitokondri hasari, azalmis Na-K ATP az aktivitesi, myokardiyal
TNF-alfa down regulasyonu ve doksorubisin ile baglanan iki degerli katyonlarin

katkisiyla kardiyotoksisite gelistigini one slirmiislerdir.

Pointon ve ark. (47) antrasiklinlerin myosit mitokondri i¢ zarmda bulunan
kardiyolipinler iizerine yiiksek afinitesi oldugunu, antrasikline maruz kalmanin reaktif
oksijen radikalleri bagimli ve reaktif oksijen radikalleri bagimsiz yollar1 aktive ettigini,
nekroz ve apoptozis yoluyla, kardiyomyositlerin kaybina neden oldugunu ileri

stirmiislerdir (12).

Hilmer ve ark. (31) ile Buchholz ve ark. (32) yaslanma ve otofaji gibi hiicre 6liimiiniin
diger tiplerinin de doksorubisinin neden oldugu kardiyotoksisiteye katkida

bulunabildigini bildirmislerdir.

Kardiyomyosit kaybi1 ve sitoplazmik vakuolizasyon, doksorubisin kardiyotoksisitesinde
en sik goriilen histolojik bulgulardir. Bu degisiklikler sol ventrikiil duvarinda incelme
ve fibrozise, myokard kontraktilitesinde azalmaya ve sol ventrikiil fonksiyonlarinda

bozulmaya neden olmaktadir (48,49).

Antrasiklin kardiyotoksisitesine katkida bulunabilecek diger mekanizmalar, niikleik asit
ve protein sentezinin inhibisyonu, vazoaktif aminlerin salmimi, adrenerjik
fonksiyonlarda degisiklikler, mitokondriyal anormallikler, lizozomal degisiklikler,
sarkolemmal kalsiyum tasiniminda degisiklikler, miyokardiyal elektrolitlerde

dengesizlik ve protein oksidasyonu olabilir (50).
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Singal ve ark. (51) doksorubisin kardiyotoksisitenin patogenezinde degisik
mekanizmalar iizerinde duruluyor olsa da, serbest oksijen radikalleri ile antioksidan
sistem fonksiyonlar1 arasindaki dengenin negatif yonde bozulmasmin temel faktor

olarak kabul edilmesi gerektigi goriisiinii savunmuslardir.

Hareke ve ark. (12) tarafindan kardiyomyositte doksorubisin kardiyotoksisitesinde

gerceklesen mekanizmalar Sekil 2 lizerinde sematize edilmistir.
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Sekil 2. Kardiyomyositde doksorubisin kardiyotoksisinin ¢esitli mekanizmalar (12).

2.2.3. Antrasiklin Kardiyotoksisitesi Risk Faktorleri

Antrasiklin tadevisi alan ve hayatta kalan hastalarmm en az %50’sinde klinik veya
subklinik antrasiklin kardiyotoksisitesi gelismektedir. Kemoterapi oncesinde yiiksek
riskli hastalarin belirlenmesi, kemoterapi seciminde ve kardiyotoksisiteye karsi dnleyici
tedbirlerin alinmasinda yardimci olacaktir (52). Antrasiklinlerin yiiksek kiimiilatif
dozlar1 ilk bulunan ve en 6nemli kardiyotoksisite risk faktoridiir (37). Tedavi sirasinda
yasin kiiciik olmas1 6nemli bir risk faktoriidiir (53). Eslik eden kardiyak radyasyon uzun
zamandir tanimlanmis bir risk faktoriidiir (48). Kardiyotoksisite i¢in bildirilmis risk

faktorleri tablo 3 de 6zetlenmistir (52).
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Tablo 3. Antrasiklin kardiyotoksisitesi i¢in risk faktorleri (52).

Risk Faktorii Yorum
Kiimiilatif dozda artis, 6zellikle 500 mg/m” dozun
Kiimiilatif antrasiklin dozu izeri klinik kalp yetersizligi riskini Onemli
derecede artirir.
Tedavi sirasinda <4 yas ve >65 yas hastalarda risk
Tanida yas
artmistir
Cinsiyet Kadinlar artmus risk altindadir.
o Liposomal preperatlar kardiyotoksisiteyi
Antrasiklin tipi
azaltabilir. Bu konuyla ilgili ¢eliskili veriler vardir.
Radyasyon tedavisi Kiimiilatif radyasyon dozu > 30 Gy
_ _ Trastuzumab, siklofosfamid, bleomisin,
Eslik eden tedavi
vinkristin, mitoksantron toksisiteyi artirabilir.
Onceden mevcut olan kardiyak Hipetrtansiyon, valvuler kalp hastali§i, dnceden
risk faktorleri kardiyotoksik tedavi alinmasi
Ek hastalik Diyabet, obesite, bobrek hastaligi, endokrinopati
Ilave faktdrler Trizomi 21

2.2.4. Doksorubisin Kardiyotoksisitesinin Tanis1

Doksorubisin kardiyotoksisitesinin tanisi, taniya yonelik 6zgilin bir anemnez almay1
icermelidir. S3 gallo ritmi ve juguler vendz dolgunlukta belirginlesme gibi kalp
yetersizliginin varligmmi saptayacak kardiyovaskuler sistem muayenesi elzemdir.
Elektrokardiyografide nonspesifik ST-T dalga degisiklikleri ve QRS voltaj distkligi
gortiilebilir.  Teleradiyografi kardiyomegali ve pulmoner vendz konjesyonu

degerlendirmede faydali olabilir.

Sistolik disfonksiyonu goreceli olarak ge¢ saptamakla birlikte ¢ocuk hastalarda sol
ventrikiil sistolik fonksiyonlarmin ve sol ventrikiil kavitesinin cap Ol¢limiiniin

degerlendirilmesi giivenilir bir yontemdir.

Ewer ve ark. (54) myokardiyumun kompansatuvar rezervinden dolay1 sol ventrikiil

ejeksiyon fraksiyonunun kalp hasarini oldugundan daha az gosterdigini bildirmislerdir.

Lester ve ark. (55) sol ventrikiil disfonksiyonunda sistolik fonksiyonda bozulma
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olmadan diyastolik kalp fonksiyonlarinda bozulma olabildigini bildirmislerdir. Jurcut ve
ark. (56) Doppler ekokardiyografinin erken diyastolik ve sistolik disfonksiyonu
saptamak icin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Doksorubisin kardiyotoksisitesini
belirlemek icin diyastolik fonksiyon degerlendirmesi yapilabilmektedir. Ancak bu
metodun teknik giicliigli nedeniyle c¢ocukluk ¢ag1 kanser tedavisi yapan biitiin

merkezlerde uygulanmasi miimkiin olamamaktadir.

Egzersiz ekokardiyografi sol ventrikiil kontraktilite reservini degerlendirmek igin
kullanilabilir. Sol ventrikiil sistolik ve diyastolik fonksiyonunu degerlendirmek igin

radyontiklid ventrikiilografi kullanilabilir (57-60).

Norohormonlarin ve kardiyak enzimlerin 6l¢iimii kardiyotoksisite tanisinda faydali
bilgiler verebilir. Ancak norohormon ve kardiyak enzim seviyelerinde ki artislar
doksorubisin kardiyotoksisitesine 6zgiin degildir (61). Troponinler giiniimiizde kalp
spesifitesi en yliksek biyomarkerlerdir (62). Kardiyak troponin Amerika ve Avrupa
kardiyoloji dernekleri tarafindan akut myokard hasarmin tespiti i¢in Onerilen
biyomarkerlerdir. Akut koroner sendroma ek olarak, sol ventrikiil hipertrofisi, kalp
yetersizligi, pulmoner emboli ve antikanser ilaclarin neden oldugu kardiyotoksisite gibi
kalp hasar ile karekterize farkli patolojilerin degerlendirilmesinde de kullanilmaktadir

(63-66).

Kardiyak troponin yiiksekliginin hastaligin siddeti ile korele olmasi myokard hasar
tespiti ile birlikte kalp risk smiflamasi yapilmasima da izin verir. Ilaglarin neden oldugu
kardiyotoksisitenin tanimlanmasinda troponinler yiiksek spesifite, yiiksek sensitiviteye
sahiptir. Lipshultz ve ark. (67) lenfoblastik 16semi tanisi ile antrasiklin ile tedavi edilen
cocuklarin %30’unda troponin T artis1 saptadiklarini antrasiklin dozu ile morbidite ve
mortalite arasinda pozitif korelasyon belirlediklerini rapor etmislerdir. Ayn1 yazarlar
tedavi sirasinda troponin I seviyesinde en az bir kat ylikselme olan hastalarin 5 yi1l siire
ile takip edildiklerinde, ekokardiyografi ile kalp fonksiyonlarinda O6nemli Olgiide
bozulma oldugunu raporlamiglardir (68). Kilickap ve ark. (69) standart antrasiklin
tedavisi verilmesinden sonra 3-5 giin icinde hastalarm %34’linde toponin T
seviyelerinde artig ve bu artisin ileride gelisecek sol ventrikiil diyastolik fonksiyonu i¢in

bir prediktor olabilecegini saptadiklarmi bildirmislerdir.
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Natriiiretik peptidler ventrikiil duvar distansiyonuna cevap olarak kalp tarafindan hizla
sekrete edilmektedir (70). B tip natriiiretik peptid (BNP) ve NT-proBNP kalp
yetersizligi  tanisinda ve prognozun belirlenmesinde  kullanilmaktadir  (71).
Kemoterapinin neden oldugu kardiyotoksisite tanis1 ve prognozunu belirlemek iizere
BNP ile ilgili caligmalar vardir. Suzuki ve ark. (61) antrasiklin uygulamasi sonras1 BNP
seviyelerinde ki siirekli yiikselmeyi ventrikiill disfonksiyonu gelisimi ile iliskili
bulmuslardir. Nousiainen ve ark. (72) idarubisin tedavisi alan hastalarda BNP plasma
seviyesinde artis ile sol ventrikiil end-diyastol caplar1 arasinda korelasyon saptadiklarini
bildirmislerdir. Hayakawa ve ark. (73) BNP seviyelerinde artig ile sistolik

fonksiyonlarim ters korelasyon gostererek bozuldugunu bildirmislerdir.

Endomyokardiyal biyopsi ile doksorubisin kardiyomyopatisinin karakteristik 6zellikleri

ve ciddiyeti tanimlanabilir ise de bu amacla biyopsi yapilmasi evrensel degildir.
2.2.5. Doksorubisin Kardiyotoksisitesinin Tedavisi

Kardiyotoksisiteyi dnlemek i¢in ciddi kiimiilatif dozu agmamak basta olmak iizere ¢ok
gayret gosteriliyor olsa da bu cocuklarin 6nemli kisminda kalp yetersizligi ile
karsilagilmaktadir. Kardiyotoksisite gelistikten sonra kardiyotoksisiteyi geri donderecek

spesifik bir tedavi de bulunmamaktadir.

Bununla birlikte erigskinlerde antrasiklin kardiyotoksitesinde randomize kontrolli
calismalar, anjiyotensin konverting enzim inhibiyonunun kisa siireli klinik fayda
sagladigimi gostermistir. Cardinale ve ark. (74) antrasiklin ile tedavi edilen ve ejeksiyon
fraksiyonu %45’in altinda olan 201 eriskin olguda, erken donemde enalapril ve
karvedilol tedavisi verdiklerini, takipte sol ventrikiil fonksiyonlarinin normale
dondiiglinii  saptadiklarini raporlamislardir. Bu verinin ge¢ baslangichi antrasiklin

kardiyotoksisitesinde uygulanabilir olup olmadig: belli degildir.

Karvedilol, bisoprolol ve metoprolol kullanimmin erigkin kalp yetersizligi olan

hastalarda morbidite ve mortaliteyi azalttig1 bildirilmistir.

Bruns ve ark. (75) konjestif kalp yetersizlikli cocuklarda beta blokajin faydali oldugunu

raporlamiglardir. Petko ve ark. (76) ise sistolik kalp yetersizligi olan c¢ocuklarda
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randomize plasebo kontrollii c¢aligmalarda karvediloliin faydasmi gdsteremediklerini

bildirmislerdir.

Kalp yetersizligi sistemik ve pulmoner konjesyon semptom ve bulgulari olan olgularda,
diiiretikler ve anjiotensin konverting enzim inhibitorleri kullanilabilir (77). Arico ve ark.
(78) malignensiden kiir saglanmis hastalarda doksorubisin kardiyotoksisitesine bagli
ileri derecede kalp yeteresizligi olan olgularda kalp transplantasyonunun uzun dénem
prognozda iyilesme sagladigmi raporlamiglardir. Kalp transplantasyonuna aday bu
hastalarda transplantasyon Oncesi donemde ventrikiiler destek cihazi kullanimi

gerekebilmektedir.
2.2.6. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Gelisimine Kars1 Kalbi Koruma Stratejileri

Doksorubisin neden oldugu kardiyotoksisitenin, geri doniisiimsiiz olmasi ve
kardiyotoksisite gelistikten sonra yapilan kiir saglayici spesifik tedavisinin olmamasi

nedeniyle, kardiyotoksisite olusumunu Onleyici stratejiler biiylik 6neme sahiptir.

Doksorubisin kiimiilatif dozunda artis ile kardiyotoksisite gelisimi arasinda direk iliski
olmas1 nedeniyle 6nlem stratejilerinin en 6nemlisi doksorubisinin kiimiilatif dozunun
<450 mg/m2 ile smirlandirilmasidir (79). Doksorubisin kardiyotoksisitesi gelisimini
azaltmak icin, standart inflizyon protokolleri yerine siirekli inflizyon seklinde tedaviler
uygulanmis ancak bu stratejinin doksorubisin kardiyotoksisitesini azalttigi veya onledigi

kanitlanamamustir (77).
2.2.7. Doksorubisin Kardiyotoksisitesine Kars1 Kardiyoprotektif Ajanlar

Doksorubisin  kardiyotoksisitesine karsi koruyucu Onlem stratejeleri icerisinde
kardiyoprotektif ajanlarin gelistirilme cabalar1 giincelligini korumaktadir. Deneysel
calismalarda, bir¢ok farmakolojik ajanin doksorubisin kardiyotoksisitesine kars1

koruyucu etkisinin oldugu yoniinde kanitlara ulasilmistir (12).

Dekstrazoksanin antrasiklin alan eriskinlerde akut kardiyotoksisiteyi azalttigi
kanitlanmis olup Amerika klinik onkoloji dernegi tarafindan spesifik eriskin kanser
tedavi protokoliinde Onerilmektedir (41). Ancak bazi arastirmacilar kardiyomyositler
yaninda kanser hiicrelerine karsi da koruyucu etkisi olabilecegi endisesi ile

dekstrazoksan kullaninmi  konusunda isteksiz olmuslardir. Erigkin ve c¢ocuk
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dekstrazoksan metaanaliz ¢caligmalarinda, dekstrazoksan alan hastalarda kalp yetersizligi
sikliginda 6nemli diizeyde azalma saptanmis, timor cevabinda ise istatistiksel dnemli

azalma saptanmadigi bildirilmistir (79).

Trachtenberg ve ark (52) dekstrazoksan ile ilgili gilincel bilgiler dogrultusunda,
dekstrazoksanun antrasiklinle tedavi edilen akut lenfoblastik 16semili ¢ocuklar ig¢in
giivenli ve kardiyoprotektif etkili oldugunun gosterildigini bildirmislerdir. Ayni
arastirmacilar antrasiklin igeren pediyatri kemeoterapi protokollerinde dektrazoksanin
kullanomin1 ~ 6nermislerdir. Gelecekte yapilacak calismalarin  hasta se¢imine,

dekstrazoksanin uygulama metoduna ve dozuna odaklanacagini iddia etmislerdir.

Assensio-Lopez ark. (80) deksrazaksonun kemik iligi toksisitesi ve yiiksek maliyet gibi

dezavantajlarinin oldugu tizerinde durmuslardir.

Siveski-Iliskovic ve ark. (81) ratlarda, lipid diisliriicii ve antioksidan bir ajan olan
probukoliin kardiyomyositlerde doksorubisin tedavisinin toksik etkilerini inhibe ettigini

ve doksorubisinin antitiimor etkisini degistirmedigini bildirmislerdir.

Karvedilol konjestif kalp yetersizligi, hipertansiyon ve anjina tedavisinde yaygin
kullanim1 olan bir beta bloker ajandir. Alfa-1 bloke edici vazodilatator etkisi ve
kardiyoprotektif etkisini agiklayan antioksidan ozelligi vardir. Karvedilol ile ilgili

cocuklarda randomize kontrollii bir calisma bulunmamaktadir (82).

Nakamae ve ark. (83) antrasiklinlerin neden oldugu kardiyotoksisitenin olusumunda
renin-anjiyotensin-aldesteron sisteminin 6énemli oldugunu, anjiotensin II blokeri olan
valsartanin doksorubisinin neden oldugu kalp hasarmi azalttiZim1 saptadiklarini

bildirmislerdir.

Cocuklarda persistan pulmoner hipertansiyon tedavisinde sildenafilin faydasi
gosterilmistir (84). Fisher ve ark. (85) sildenafilin doksorubisin hasarma kars1
kardiyoprotektif olarak kullanilabilecegini gostermisler ve gec¢ kardiyotoksisite
gelisimine kars1 kardiyoprotektif etkisinin olup olmadiginin saptanmasi icin ileri

arastirmalar gerektigini bildirmislerdir.

Eritropoetin hematopezde rolii olan ve bdbrekte tiretilen bir sitokindir. Hematolojik

dokular diginda kalp ve beyin gibi dokularda eritropoetin reseptorleri bulunmaktadir. Li
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ve ark. (86) fare modelinde eritropoetin uygulamasinin doksorubisin iliskili kalp doku

hasarina kars1 bir derece koruyucu etki gosterdigini raporlamiglardir.

Amifostin bir membrana bagli alkelen fosfataz olup sitoprotektif bir ajandir. Invivo rat
calismalarinda kardiyoprotektif etkisi gosterilmistir (87,88). Deneysel caligmalarda
doksorubisin kardiyoksisitesini 6nlemek i¢in kullanilan farmakolojik ajanlar tablo 4’de

Ozetlenmistir.

Tablo 4. Deneysel ¢alismalarda doksorubisin kardiyoksisitesini dnlemek i¢in kullanilan

farmakolojik ajanlar.

Deksrazoksan

Probucol

Karvedilol

Anjiotensin konverting enzim inhibitdrleri
Sildenafil

Eritropoetin

Amifostin

2.3. Metformin

Metformin tip 2 diyabet hastalarinda kullanilan oral antihiperglisemik bir ilagtir (10).
Monoterapi olarak veya diger antidiyabetik ajanlar ile birlikte kullanilabilmektedir.
Metformin hepatik glukoz iretiminin inhibisyonu, bagirsaktan glukoz emiliminin
azaltilmasi, glukoz alimi ve kullanimmin diizenlenmesi ile etki eder. Bazal ve
postprandiyal plasma glukoz seviyelerini diisiiriir. Kan glukoz seviyesini diisiirmeye ek
olarak kilo verme, plasma lipid seviyelerini diisiirme ve bazi1 vaskuler komplikasyonlari

onleme gibi etkileride vardir (89).
2.3.1. Metforminin Farmakokinetigi

Metformin metabolize edilmez ve 5 saatlik yarilanma Omrii ile idrarla atilir. Vucut
dokularina genis olarak yayilir. Bagirsaktan absorbsiyonu, enterositlerin luminal

ylizeyinde eksprese edilen plasma membran monoamin trasporter araciligiyla olur.
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Metforminin hepatik alimma organik katyon transporter 1 aracilik eder. Dolagimdan

bobrek epitelyum hiicresine alinmasi organik katyon transporter 2 ile saglanir (90).

Metforminin Ateroskleroz Risk Faktorlerine Etkisi

Diyebetik hastalar koroner kalp hastalig1 icin artmis riske sahiptir ve yogun ateroskleroz
ile birlikte plak progresyonunda hizlanmaya maruz kalirlar. Diyabet ve kalp yetersizligi
olan hastalar diyabeti olmayan kalp yetersizlikli hastlardan daha kotii sonuglara sahiptir
(91). Eurich ve ark. (92) metformin ile tedavi edilen kalp yetersizligi ve diyabeti olan
hastalarin diger glukoz distiriicii rejimleri kullananlardan daha uzun siire hayatta

kaldigini iddia etmislerdir.

Akut myokard infarktiisiinii 6nleme ve tedavisinde biiyiik ilerlemelere ragmen myokard
infarktiisiinde morbidite ve mortalite halen 6nemlidir. Tikanan koroner arterin erken ve
basarili reperfiizyonu iskemik myokardiyumu kurtarmak i¢in en etkili tedavidir.
Paradoksik olarak reperfiizyon siireci myokardiyal hasar1 agirlastirabilir ve infakt

alanina katkida bulunabilir. Bu durum reperfiizyon hasar1 olarak adlandirilir (93).

Messaoudi ve ark. (94) metforminin glukoz etkisinden bagimsiz, direkt kardiyoprotektif
ozellikleri olugunu iddia etmislerdir. Bu hipotez izole myokard infarktiisii ve kalp
yetersizligi olusturulmus deneysel modellerde test edilmistir. Metforminin ateroskleroz
risk faktorlerinde iyilesme sagladigi, iskemi ve reperflizyona myokardin toleransinda

artis yaptig1 ve infarkti takiben kalp yetersizligi gelisimini azattig1 gosterilmistir.

Metforminin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olsada, hepatositlerde
mitokondriyal respiratuvar zincirde kompleks 1 inhibisyonunda rol oynadigna
inanilmaktadwr. Kompleks 1 inhibisyonu hiicre enerji yikiini azaltir ve adenozin
monofosfatin (AMP) adenozin trifosfata oranim artirir. Hiicre enerji seviyelerinde bu
degisim enerji duyarli AMP aktive protein kinazi aktive (AMPK) eder. Karacigerde
AMPK aktivasyonu kolesterol ve trigliserid sentezini inhibe, yag asidi oksidasyonunu
stimiile eder. Periferde yag asid oksidasyonu ve iskelet kasma glukoz alimini stimiile

eder (95,96).
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2.3.3. Metforminin Kardiyoprotektif Etkisi

Murry ve ark.’nin (97) 1986 yilinda iskemi-reperfiizyonda myokard infarkt alanini
azaltabildigini raporlanmalarindan sonra metforminnin kardiyoprotektif etki
mekanizmalar1 {izerine ¢aligmalar yapilmistir. Metformin kompleks 1 inhibisyonu ile
AMP konsantrasyonu artisina ve AMPK aktivasyonu ile adenozin formasyonunda artisa
neden olur. AMPK aktivasyonu endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) fosforilasyonu ile
mitokondriyal permabilite gegis porunun agilmasini engeller. Mitokondri i¢ zarinda yer
alan nonselektif porlar iskemi sirasinda kapali olup, reperflizyondan hemen sonra
acilarak ATP tliketimini artirmaktadir. Bahsedilen yollar ile bu porlarin agilmasinin
engellenmesi iskemi ve reperfuzyona karsi myokardin toleransini artirir. Ek olarak
artmig adenozin reseptdr stimulasyonu fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K/Akt) yolunu
aktive edererek eNOS aktivasyonuna katki saglar. Bu mekanizmalar sekil 3’de

gosterilmektedir (94).

Ado

Sekil 3. Metforminin kardiyoprotektif etki mekanizmasini gostermektedir.

Metforminin iskemi reperflizyon hasarina karsi kardiyoprotektif etkisi deneysel
modellerde arastirilmistir. Charlon ve ark. (98) ratlarda metformin uygulamasinin,

koroner arter ligasyonundan 48 saat sonrasinda infark alanini azalttigini gostermislerdir.
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Calvert ve ark. (99) fare modelinde, iskemiden 18 saat dnce intraperitoneal tek doz 125
pg/kg metformin uygulamasinin infark alanimni %350°den daha fazla azalttigini
bildirmislerdir. Paiva ve ark. (100) rat modelinde reperflizyondan 5 dakika Once

intravendz metformin uygulamasinin infarkt alanini azalttigini bildirmislerdir.
Metforminin Doksorubisin Kardiyotoksisitesine Etkisi

Ashour ve ark. (101) ratlarda 11 giin siire ile giin asir1 3 mg/kg kiimiilatif 18 mg/kg
doksorubisin uygulayarak doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturduklar1 deneysel
modelde, metforminin kardiyoprotektif etkisini arastrmislardir. Doksorubisin serum
LDH, CK-MB, glutatyon ve katalaz seviyesinde artisa ve kalp dokusunda hafif
inflamasyona, myokard lif hasarina ve bazi myokardiyal hiicrelerin sitoplasmasinda
vakuoler degisikliklere neden oldugunu bildirmislerdir. Doksorubisin ile es zamanli
verilen metforminin doksorubisinin neden oldugu biyokimyasal ve histopatolojik
degisiklikleri elimine ettigini saptadiklarini ve doksorubisin kardiyotoksisitesine karsi

metforminin kardiyoprotektif etkisi oldugunu iddia etmislerdir.

Asensio-Lopez ve ark. (80) c¢alismalarinda elde ettikleri sonuglarda metforminin
doksorubisin kardiyotoksisitesine kars1 protektif etkisinin major mediatér olarak

identifiye edilen ferritin agir zincir ile saglandigini bildirmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar1 ana bilim dali
akademik kurulu tarafindan ve Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Bagkanlig1 tarafindan 13/74 karar numaras: ile onaylandi. Calismanm mali kaynagi
Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

(TTU-2013-4712 kodlu proje) karsiland:.

Calismanin deneysel hayvan modeli 20.12.2013 ile 03.01.2014 tarihleri arasinda T.C.
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma

merkezinde olusturuldu.

Calismada 40 adet rat kullanildi. Deney protokoliiniin bitiminde ratlara anestezi altinda
ekokardiyografik inceleme yapildi. Ekokardiyografik incelemenin bitiminde Erciyes
Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji anabilim dalinda genel anestezi altinda ratlarin karin
ciltleri acildi. Vena kava inferiorlarindan kan ornekleri alindi. Kan alma isleminin
sonunda kalpleri ¢ikarildi. Doku ornekleri histolojik incelemeler ve doku enzim

analizleri i¢in saklandu.

Serumda LDH, CK-MB ve troponin I diizeyleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya anabilim dalinda ¢aligildu.

Serumda BNP ve CNP diizeyleri ile kalp dokusu katalaz, SOD, GPx, TNF-alfa

diizeyleri Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji anabilim dalinda calisildu.
Deney Hayvanlan
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Calismada agirliklar1 150-210 gram arasinda degisen 10 haftalik, erkek Wistar albino
ratlar kullanildi. Ratlar Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve

Arastirma merkezinden temin edildi.

Ratlar 25 C° oda sicakligi ve 12 saat aydmlik/karanlik dongiisii altindaki cevre
kosullarinda barindirildi, pelet diyeti ile beslendi.

40 adet rat randomize olarak her bir grupta 10 rat olmak tizere 4 gruba ayrildi.
I. grup: kontrol grubu,
II. grup: doksorubisin grubu,
[II. grup: metformin grubu,
IV. grup: doksorubisin + metformin grubunu olusturdu.
3.1. flaclar

Doksorubisin 10 mg/2 ml iceren flakondan kendi ¢oziiciisii ile sulandirildiktan sonra
kullanildi. Metformin 1 gram tablet (Merk) preparat serum fizyolojikte ¢ozdiirtilerek

hazirland1.
3.2. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Rat Modelinin Hazirlanmasi

L. grup; kontrol grubu (n= 10); kontrol grubuna 2,5 ml/kg/giin serum fizyolojik, 14 giin

stire ile intraperitoneal olarak uygulandi

II.grup; doksorubisin grubu (n= 10); doksorubisin grubuna doksorubisin 4
mg/kg/haftada iki giin, 11 giin siirede toplam 4 dozda 16 mg/kg intraperitoneal olarak
uygulandu.

[II.grup; metformin grubu (n= 10); metformin grubuna metformin 250/mg/kg/gilin ve 14

giin siire ile gavaj yoluyla serum fizyolojikte ¢cozdiiriilerek uygulanda.

IV.grup; doksorubisin + metformin grubu (n= 10); ; doksorubisin + metformin grubuna
doksorubisin 4 mg/kg/haftada iki giin, 11 giin siirede toplam 4 dozda 16 mg/kg

intraperitoneal uygulandi. Doksorubisin uygulamasindan 3 giin 6nce baslamak iizere ve
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14 giin siire metformin 250/mg/kg/giin serum fizyolojikte ¢ozdiiriilerek gavaj yoluyla

uygulandi (Resim 1, 2).

Ratlarin agirliklar1 deneye baslamadan dnce ve deneyin bitiminde tartildi. Caligmanin
15. giinii doksorubisinin son dozu uygulandiktan 24 saat sonra, ratlara Xylazine
(Rompun 25 ml %2) ve ketamin (ketamin 50 mg) anestezisi uygulandi. Gogiis 6n duvar
killar1 tiras edildikten sonra deneyimli bir pediatrik kardiyoloji 6gretim iiyesi tarafindan
M mod ekokardiyografik yontem ile, diyastolde interventrikiiler septum kalinhigi
(IVSd), sol ventrikiil diyastol sonu ¢ap1 (SVIDd), diyastolde sol ventrikiil arka duvar
kalinlig1 (SVPWd), sistolde interventrikiiler septum kalinligi (IVSs), sol ventrikiil sistol
sonu ¢ap1 (SVIDs) , sistolde sol ventrikiil arka duvar kalinligi (SVPWds) 6l¢iildi. (Sekil
4). Ekokardiyografik incelemeyi yapan Ogretim iiyesine gruplar hakkinda bilgi

verilmedi.

Resim 1. Rata intraperitoneal doksorubisin uygulamasi.
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Resim 2 Rata gavaj yoluyla serum fizyolojik i¢erisinde ¢oziilmiis metformin

uygulamasi.

Resim 3 Anestezi uygulanan ratlarin sol ventrikiil M mod ekokardiyografik incelemesi.
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Ekokardiyografik inceleme tamamlanir tamamlanmaz, ratlar anestezinin etkisi heniiz
gecmeden Histoloji anabilim dali laboratuvarma transfer edildi. Karin ciltleri agildi.
Bagirsaklar vena kava inferior goriilecek sekilde kenara alindi. Vena kava inferiordan 5
cc kan 6rnegi alindi. Kan 6rnekleri alinma islemi tamamlanan ratlar sakrifiye edildi.

Kalpleri ¢ikarildi.

Kan 6rnekleri santrifiij edildi. Serumlar1 ayrildi. Serumlar numaralandirilarak -80 °C’de

sakland..

Kalp dokular1 hizlica uzaklastirildi. Kalp dokusunun bir kismi histolojik incelemeler
icin %4 formaldehit i¢inde tespit edildi. Diger boliimii ise Enzim-Linked Immuno

Sorbent Assay (ELISA) analizleri icin -80 °C’de sakland:.
3.2.1. Ekokardiyografi

Ekokardiyografik inceleme Vivid 7 ekokardiyografi cihazi ile (General Electric,
Waukesha, Wisconsin, USA) 10 MHz transduser kullanilarak yapildi. Sol ventrikiil
fonksiyonlar1 parasternal uzun eksen penceresi kullanilarak, mitral kapak seviyesi
altindan &lgiildii. Incelemede diyastolde interventrikiiler septum kalnligi, sol ventrikiil
diyastol sonu ¢api, diyastolde sol ventrikiil arka duvar kalinligi, sistolde interventrikiiler
septum kalinligi, sol ventrikiil sistol sonu ¢api, sistolde sol ventrikiil arka duvar kalmlig1
Olciildii. Ejeksiyon fraksiyonu (EF) ve fraksiyonel kisalma (FK) parametreleri

ekokardiyografi cthazinin yapmis oldugu otomatik hesaplama yolu ile elde edildi

3.2.2. Laktat dehidrogenaz Kreatinin kinaz-MB ve Troponin-I Serum

Seviyelerinin Olgiilmesi

Laktat dehidrogenaz, CK-MB ve Troponin-I 6l¢timii klinik biyokimya laboratuvarinda
kullanilan alet ve kitler (Beckman Coulter LX-2000, Beckman kids) kullanilarak
yapild1.

3.2.3. ELiSA

Biyokimyasal analizler i¢in ayrilan ve -80 °C saklanan kalp dokulart ELISA kitlerinin

dretici firmalarmnin talimatlarima uygun olarak homojenize edildi. Santrifiijde 12000
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rpm’de 30 dak gevrilen doku homojenatlarinin siipernatanlar1 alikotlanarak ELISA

calismalarinda kullanild1.
3.2.3.1. Beyin Natriiiretik Peptid 6lciimii

Serum BNP diizeyleri sensitivitesi 1,445 ng/L ve degerlendirme araligi 2-400 ng/L
arasinda olan rat BNP Elisa kit (Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd
(katalog numarast: 201-11-0476) kullanilarak Elisa yontemi ile o6lgiildii. Uretici
firmanin  talimatlar1 dogrultusunda standartlar hazirlandi. 96’lik ELISA plate
cukurcuklarma once standartlar eklendikten sonra diger cukurlara 40 pl 6rnek ve 10 pl
BNP antikoru ile 50 pl stertavidin-HRP eklendi. 37 C°’de 60 dakika inkiibe edildi.
Kromojen solusyonu A ve B eklenerek 37 C°’de 10 dakika beklendi. Durdurma
solusyonu eklendikten sonra 15 dakika i¢cinde 450 nm’de optik yogunluk 6l¢iildii.

3.2.3.2. C tip Natriiiretik Peptid (CNP) olciimii

Serum CNP diizeyleri sensitivitesi 2,572 ng/L ve degerlendirme araligi 3-900 ng/L
arasinda olan rat CNP Elisa kit (Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd
(katalog numarasi: 201-11-0056) kullanilarak Elisa yontemi ile 6lgiildii. Uretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda standartlar hazirlandi. 96’lik  Elisa plate
cukurcuklarma once standartlar eklendikten sonra diger cukurlara 40 pl 6rnek ve 10 pl
CNP antikoru ile 50 pl stertavidin-HRP eklendi. 37 C°’de 60 dakika inkiibe edildi.
Kromojen solusyonu A ve B eklenerek 37 C°’de 10 dakika beklendi. Durdurma
solusyonu eklendikten sonra 15 dakika i¢inde 450 nm’de optik yogunluk olciildii.

3.2.3.3 Katalaz Aktivitesi

Katalaz aktivitest 25 C°de kalp doku hemojenatinda degerlendirme araligi 2-35
nmol/min/ml arasinda olan rat katalaz kiti (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA (katalog numarasi: 707002) kullanilarak &lgiildii. Uretici firmanin talimatlar:
dogrultusunda 96’lik plate lizerinde ¢ukurlar formaldehit standart, pozitif kontrol ve
numune olmak iizere ayrildi. Daha sonra formaldehid standart i¢in ayrilan her bir
cukura deney tamponadindan 100 pl, metanol 30 pl, standart 20 pl eklendi. Pozitif
kontrol ¢ukuruna 100 pl deney tamponu, 30 pl metanol ve 20 pl katalaz eklendi.

Numune cukurlarina ise 100 pl deney tamponu, 30 pl metanol, 20 pl 6rnek eklendi.
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Tim cukurlara seyreltilmis hidrojen peroksid eklenerek reaksiyon baslatildi. Plaka
kapagi kapatilarak 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in
her bir kuyucuga 30 pl potasyum hidroksid eklendi ve sonra 30 pl katalaz eklendi.
Plaka kapag: ile kapatilarak 10 dakika oda isisinda inkiibe edildi. Katalaz potasyum
periyodat eklendikten sonra 5 dakika oda isisinda inkiibe edildi. Plaka okuyucusu

kullanilarak 540 nm’de absorbans okundu.
3.2.3.4 Kalp Dokusunda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Stiperoksit dismutaz aktivitesi tayini i¢in degerlendirme araligir 0,025-0,25 iinite/ml
arasinda olan rat siiperoksit dismutaz kiti (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,
USA katalog numarast: 706002) kullanildi. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
SOD Standartlar1 i¢cin ayrilan her bir cukura 200 pl seyreltilmis radikal detektér ve 10 pl
standart eklendi. Numuneler i¢in ayrilmis cukurlara ise 200 pl seyreltilmis radikal
detektorii ve 10 pl 6rnek eklendi. Daha sonra 20 pl seyreltilmis ksantin oksidazin tiim
cukurlara eklenmesi ile reaksiyon baslatildi. Karigim i¢in plaka dikkatli bir sekilde
salland1 ve plaka kapagi ile tlizeri kapatildi. Oda 1sisinda 20 dakika stire ile inkiibe
edildi. Plaka okuyucu kullanarak 440-460 nm’de absorbans okundu.

3.2.3.5 Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi tayini i¢in degerlendirme araligi 50-344 nmol/min/ml
arasinda degisen rat glutatyon peroksidaz kiti (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA katalog numaras:: 703102) kullanildi. Uretici firmanin talimatlar
dogrultusunda enzimatik olmayan ¢ukurlara 120 pl deney tamponati ve 50 pl ortak
substrat karisimi; pozitif kontrol ¢ukurlarma 100 pl deney tamponati, 50 pl ortak
substrat karisimi1 ve 20 pl seyreltilmis glutatyon peroksidaz; ve numuneler i¢cin ayrilan
cukurlara ise 100 pl deney tamponati, 50 pl ortak substrat karigimi ve 20 pl 6rnek
eklendi. 20 pl hidroperoksidin eklenmesi ile reaksiyon basladi. Karisim i¢in plaka
dikkatli bir sekilde sallandi. Plaka okuyucu kullanilarak 340 nm’de absorbans okundu.

3.2.3.6. Tiimor Nekroz Faktor-alfa Aktivitesi

TNF alfa aktivitesi tayini i¢in senstivitesi minimum < 4 pg/ml olan rat TNF alfa kiti

(Invitrogen corporation, USA, katalog numarasi: KRC3011) kullanild1. Uretici firmanin
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talimatlar1 dogrultusunda standartlar hazirlanarak 100 pl olacak sekilde uygun ¢ukurlara
eklendi. Daha sonra 100 pl numuneler cukurlara eklenerek tizeri plaka kapagi ile
kapatild1 ve oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi. Otomatik yikama makinesinde yikanan
plate daha sonra 100 pl biotinli Rt-TNF-alfa biotin konjugat solusyonu eklendi ve oda
isisinda 1 saat beklendi. Tekrar yikanan dokular 100 pl stertavidin-HRP ¢alisma
solusyonu eklenerek oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi. 100 pl stabilize kromojen
eklendi. Oda 1s1sinda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. 100 pl durdurma solusyonu

eklendi. 450 nm’de absorbans okundu.
3.2.5. Histolojik Degerlendirme

Doku ornekleri %4’lik formaldehit soliisyonu ile tespit edildi, tespit soliisyonunda 48
saat bekletildikten sonra, bir gece siire ile akan musluk suyunda birakildi. Artan alkol
serilerinden gecirilerek sudan kurtarilan dokular ksilol ile seffaflasdirildiktan sonra
parafine gomiilerek bloklandi. Parafin bloklardan alman 5-6 pm’lik kesitler polilizin
kapli lamlara yayildi. Standart histolojik yontemler kullanilarak (ksilol ile) parafin
uzaklastirildi ve dereceli alkol serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiy1
gormek amaciyla hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanarak o6nce artan alkol
serilerinden, devaminda ksilolden gecirilerek incelendi. Apoptozisi gdstermek icin
kesitler TUNEL yOntemiyle boyandi ve Olympus BX-51 fotomikroskopla incelenerek
kesit fotograflar elde edildi.

TUNEL Yontemi

Kalp dokusundaki apoptozisi gdstermek icin DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini
saglayan TUNEL yontemi uygulandi. Apoptotik parcalanma sonucu DNA uglari
deoksintikleotidil transferaz (TdT) kulanilarak isaretlenmektedir. TUNEL kelimesi
“TdT-dUTP nick-end-labelling’’ sdzciiklerinin kisaltilmasindan tiiremistir (102).

Uygulama icin “/n situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein”(Roche) kiti kullanild.
Islem igin, 5-6 um kalmliginda alman kalp dokular1 deparafinize ve ardindan rehidrate
edildikten sonra fosfat tampon salin ile yikandi. Kalp dokular1 yikandiktan sonra antijen
geri kazanimi i¢in 0.01 M sodyum sitrat tamponunda mikrodalga firinda 350 W’de 5
dakika bekletildi. Oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakildi. PBS ile 3 defa 5’er dakika

yikanan dokular daha sonra kitin icinden ¢ikan TUNEL reaksiyon karigimi ile 37 °C’de
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nemli ve karanlik ortamda 60 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3 defa 5’er dakika yikanan
dokulara 4,6-diamidine-2-fenilindol ile zit boyama yapildi. Gliserollii kapatma
soliisyonu ile kapatilan dokular Olympus BX-51 floresan mikroskopta 450-500 nm
dalga boyunda incelendi.

Her bir kesitten 40X biiyiitmede 10 farkli alandan goriintiiler alindi. Her bir alandaki
apoptotik hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 belirlendi. Apoptotik hiicre sayisi/toplam

hiicre sayisinin yiizde ifadesi apoptotik indeks olarak alindi.
Istatistik Analiz

Veriler IBM SPSS Statistics 21 SigmaStat 3.5 istatistik paket programlarinda
degerlendirildi. Verilerin normal dagilimi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. 1ki grup
karsilagtirmalarinda normal dagilan gruplarda independent samples t test, normal
dagilmayan gruplarda Mann-Whitney U testi kullamildi. Ug grup karsilastirmalarinda
Kruskal-Wallis analizi ¢oklu karsilagtirma (post hoc test) testi olarak Dunn testi
kullanildi. Kategorik degiskenlerin birbirleri ile karsilastirilmasinda Kikare testinin
exact yontemi kullanildi (Chi- Square test with Exact method). Sayisal degiskenler
arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi ve p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Doksorubisin kardiyotoksisitesi modeli olusturmak {izere ila¢ uygulamalar1 sirasinda
IV. grup; doksorubisin+metformin grubundan 1 rat ¢alismanin {¢iincii glinii 61dii. Bu

Oliim gavas uygulamasi ile ilgili teknik sorunla iliskilendirildi.
4.1. Sol Ventrikiil Fonksiyonunun Ekokardiyografik Degerlendirmesi

M mod ekokardiyografik inceleme sonucu elde edilen sol ventrikiil sistolik
fonksiyonlar1 Tablo 2’de verilmistir. Doksorubisin grubu ile kontrol grubu sol ventrikiil
fonksiyonlar1 karsilastirildiginda, doksorubisin grubunun sistolde interventrikiiler
septum kalinlig1 0,15 + 0,01 cm karsin kontrol grubunun 0,19 + 0,01 cm. Doksorubisin
grubunun sistolde sol ventrikiil arka duvar kalinligr 0,15 £ 0,01 cm karsm kontrol
grubunun 0,20 £+ 0,02 cm. Doksorubisin grubunun ejeksiyon fraksiyonu %60,92 + 9,25
karsi kontrol grubunun %77,76 + 4,95. Doksorubisin grubunun fraksiyonel kisalmasi
%28,76 £ 6,16 karsin kontrol grubunun %41,32 + 4,47. Doksorubisin grubunun sol

ventrikiil degerlerinde ki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0,05).

Doksorubisin grubunun sol ventrikiil sistol ¢api ortalamasi 0,44 + 0,04 cm karsin
kontrol grubunun 0,33 + 0,04 cm. Doksorubisin grubunun sol ventrikiil sistol cap1 ile
kontrol grubunun sol ventrikiil sistol ¢ap1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p<0,05).

Doksorubisin+metformin grubu kontrol grubu ile karsilastirildigimda M mod

ekokardiyografik incelemenin biitiin parametreleri agisindan SVIDd (0,55 + 0,08 karsin
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0,57 = 0,06 cm), SVIDs (0,35 + 0,05 karsin 0,33 £ 0,04 cm), EF (71,62 £ 5,40 karsin
77,76 +4,95), FK (36,03 = 4,31 karsin 41,32 + 4,47) onemli fark saptanmadi.

Metformin grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda sol ventrikiil arka duvar kalinliginin
artdig1 (0,15 £+ 0,03 karsm 0,11 + 0,01 cm), iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptandi (p<0,05), diger paremetreler acisindan fark saptanmadi.
Kontrol ve doksorubisin grubunun M mod sol ventrikiil ekokardiyografi ile olgiilen
IVSd, SVIDd, SVPWd, IVSs, SVIDs, SVPWs, EF, FK ortalama + SD degerleri tablo
5’de dzetlenmistir.

Tablo 5. Kontrol ve doksorubisin grubunun M mod sol ventrikiil ekokardiyografi ile

Olciilen IVSd, SVIDd, SVPWd, 1VSs, SVIDs, SVPWs, EF, FK ortalama + SD degerleri.

Kontrol DOX

(n=10) (n=10)
IVSd (cm) 0,12 +£ 0,02 0,11 £0,01
SVIDd (cm) 0,57 £ 0,06 0,61 +£0,05
SVPWd (cm) 0,11 +0,01 0,12 +0,01
IVSs (cm) 0,19 +0,01 0,15 +0,01°
SVIDs (cm) 0,33 £0,04 0,44 + 0,04
SVPWs (cm) 0,20 + 0,02 0,15 +0,01°
EF (%) 77,76 + 4,95 60,92 + 9,25
FK (%) 41,32 +4,47 28,76 + 6,16

Tim sonuglar ortanca + SD’dir. n; rat sayisi, IVSd; diyastolde ventrikiiller aras1 septum kalinligi, SVIDd;
diyastolde sol ventrikiil ¢api, SVPWd; diyastolde sol ventrikiil arka duvar kalinligi, IVSs; sistolde
ventrikiiller aras1 septum kalinligi, SVIDs; sistolde sol ventrikiil ¢api, SVPWs; sistolde sol ventrikiil arka
duvar kalinligi, EF; ejeksiyon fraksiyonu, FK; fraksiyonel kisalma.

a; kontrol grubu ile kiyaslandiginda dnemli degisikligi gdsteriyor, P< 0,05.

Kontrol ve doksorubisin + metformin grubunun M mod sol ventrikiil ekokardiyografi ile
Olciilen IVSd, SVIDd, SVPWd, 1VSs, SVIDs, SVPWs, EF, FK ortalama + SD degerleri

tablo 6’da 6zetlenmistir.
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Tablo 6. Kontrol ve doksorubisin + metformin grubunun M mod sol ventrikiil
ekokardiyografi ile Olgiilen IVSd, SVIDd, SVPWd, IVSs, SVIDs, SVPWs, EF, FK
ortalama + SD degerleri.

Kontrol DOX + MET

(n=10) (n=9)
IVSd (cm) 0,12 +0,02 0,12 +0,01
SVIDd (cm) 0,57 £ 0,06 0,55 + 0,08
SVPWd (cm) 0,11 0,01 0,13 +0,02
IVSs (cm) 0,19 +0,01 0,20 + 0,02°
SVIDs (cm) 0,33 +0,04 0,35 £ 0,05
SVPWs (cm) 0,20 £ 0,02 0,17 +£0,01°
EF (%) 77,76 £ 4,95 71,62 £ 5,40°
FK (%) 41,32 + 4,47 36,03 £4,31°

Tim sonuglar ortanca + SD’dir. n; rat sayisi, IVSd; diyastolde ventrikiiller arasi septum kalinligi, SVIDd;
diyastolde sol ventrikiil ¢api, SVPWd; diyastolde sol ventrikiil arka duvar kalinligi, IVSs; sistolde
ventrikiiller arasi septum kalinligi, SVIDs; sistolde sol ventrikiil ¢api, SVPWs; sistolde sol ventrikiil arka
duvar kalinligi, EF; ejeksiyon fraksiyonu, FK; fraksiyonel kisalma.

b; doksorubisin grubu ile kiyaslandiginda 6nemli degisikligi gosteriyor, P< 0,05.

Kontrol ve metformin grubunun M mod sol ventrikiil ekokardiyografi ile 6l¢iilen IVSd,
SVIDd, SVPWd, IVSs, SVIDs, SVPWs, EF, FK ortalama = SD degerleri tablo 7’de
Ozetlenmistir.

Tablo 7. Kontrol ve metformin grubunun M mod sol ventrikiil ekokardiyografi ile
Olciilen IVSd, SVIDd, SVPWd, IVSs, SVIDs, SVPWs, EF, FK ortalama + SD degerleri

Kontrol (n=10) MET (n=10)
IVSd (cm) 0,12+0,02 0,13 +0,03
SVIDd (cm) 0,57 £ 0,06 0,55 + 0,09
SVPWd (cm) 0,11+0,01 0,15 + 0,03
IVSs (cm) 0,19 +0,01 0,19 +0,03°
SVIDs (cm) 0,33 £0,04 0,34 0,08
SVPWs (cm) 0,20 + 0,02 0,20 +0,03°
EF (%) 77,76 + 4,95 75,71 £6,13°
FK (%) 41,32 +4,47 39,60 +5,57°

Tim sonuglar ortanca + SD’dir. n; rat sayisi, IVSd; diyastolde ventrikiiller arasi septum kalinligi, SVIDd;
diyastolde sol ventrikiil ¢api, SVPWd; diyastolde sol ventrikiil arka duvar kalinligi, IVSs; sistolde
ventrikiiller arasi septum kalinligi, SVIDs; sistolde sol ventrikiil ¢api, SVPWs; sistolde sol ventrikiil arka
duvar kalinligi, EF; ejeksiyon fraksiyonu, FK; fraksiyonel kisalma.

a; kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli degisikligi gosteriyor, P< 0,05.

b; doksorubisin grubu ile kiyaslandiginda 6nemli degisikligi gosteriyor, P< 0,05.
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Kontrol, doksorubisin, metformin ve doksorubisin + metformin grubunun M mod sol
ventrikiil ekokardiyografi ile dlgiilen 1VSd, SVIDd, SVPWd, IVSs, SVIDs, SVPWs,
EF, FK ortalama + SD degerleri tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8. Kontrol, doksorubisin, metformin ve doksorubisin + metformin grubunun M

mod sol ventrikiil ekokardiyografi ile dlgiilen IVSd, SVIDd, SVPWd, 1VSs, SVIDs,

SVPWs, EF, FK ortalama + SD degerleri

Kontrol DOX MET DOX + MET

(n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
IVSd (cm) 0,12 +0,02 0,11 +0,01 0,13+0,03 0,12 0,01
SVIDd (cm) 0,57 £ 0,06 0,61 +0,05 0,55 + 0,09 0,55 + 0,08
SVPWd (cm) 0,11 +0,01 0,12 + 0,01 0,15 +0,03* 0,13 0,02
IVSs (cm) 0,19 +0,01 0,15+0,01° 0,19 +0,03° 0,20 £ 0,02°
SVIDs (cm) 0,33 +0,04 0,44 + 0,04° 0,34 +0,08" 0,35 +0,05°
SVPWs (cm) 0,20 + 0,02 0,15 +0,01° 0,20 +0,03° 0,17 +0,01°
EF (%) 77,76 = 4,95 60,92 +9,25° 75,71 £ 6,13 71,62 + 5,40
FK (%) 41,32 + 4,47 28,76 £ 6,16° 39,60 £5,57° 36,03 £4,31°

Tim sonuglar ortanca + SD’dir. n; rat sayisi, IVSd; diyastolde ventrikiiller arasi septum kalinligi, SVIDd;
diyastolde sol ventrikiil ¢api, SVPWd; diyastolde sol ventrikiil arka duvar kalinligi, IVSs; sistolde
ventrikiiller arasi septum kalinligi, SVIDs; sistolde sol ventrikiil ¢api, SVPWs; sistolde sol ventrikiil arka
duvar kalinligi, EF; ejeksiyon fraksiyonu, FK; fraksiyonel kisalma.

a; kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli degisikligi gosteriyor, P< 0,05.

b; doksorubisin grubu ile kiyaslandiginda 6nemli degisikligi gosteriyor, P< 0,05.
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4.2. LDH, CK-MB, Troponin I, BNP ve CNP Diizeyleri

Doksorubisin grubu ile kontrol ve metformin gruplar1 kiyaslandiginda serum LDH, CK-

MB, Troponin I ve BNP diizeyleri arasinda fark bulunmadi.

Doksorubisin grubunun CNP diizeyleri kontrol ve metformin grubundan diisiik ve

aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Doksorubisin + metformin grubu kontrol ve metformin grubu ile kiyaslandiginda LDH,

CK-MB, Troponin I ve BNP diizeyleri arasinda fark bulunmadi.

Doksorubisin + metformin grubunun CNP diizeyleri metformin ve kontrol grubundan

diisiik ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Kontrol, doksorubisin, metformin ve doksorubisin + metformin grublarinin LDH, CK-

MB, Troponin I, BNP ve CNP diizeyleri tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Kontrol, doksorubisin, metformin ve doksorubisin + metformin grublarinin

LDH, CK-MB, Troponin I, BNP ve CNP diizeyleri.

Kontrol DOX MET DOX + MET
(n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
LDH (IU/L) 213,3 £248,3 118,6 +£43,09 166,25 £ 177,82 268,11 £ 335,27
CK-MB (IU/L)  300,4 +130,8 222,3 +£52,90 385,81 + 274,68 + 169,63
122,73°
Troponin I 2,38 £5,92 0,01 £0,02 1,22+ 3,14 0,03 +£0,02
BNP (ng/L) 29,49 + 6,27 28,50 +£4,50 33,43 +5,70 34,65 + 7,40°
CNP (ng/L) 38,06 £ 3,74 29,21 +5,81% 39,37 + 5,94b 30,11 +£5,07°

Tiim sonuglar ortanca + SD’dir. n, rat sayist;

a, kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli degisikligi gosteriyor, P< 0,05.

b, doksorubisin grubu ile kiyaslandiginda 6nemli degisikligi gosteriyor, P< 0,05.

¢, DOX-MET ile MET grubu kiyaslandiginda 6nemli degisiklik gosteriyor, P<0,05.
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4.3. Antioksidan Enzim Diizeyleri

Doksorubisin grubunun kalp dokusu katalaz, SOD, GPx, TNF-a diizeyleri ile kontrol ve
metformin grublarmin kalp dokusu katalaz, SOD, GPx, TNF-a diizeyleri benzer

bulundu.

Doksorubisin + metformin grubunun SOD, GPx, TNF-a diizeyleri ile kontrol ve
metformin grublarmin kalp dokusu katalaz, SOD, GPx, TNF-a diizeyleri benzer

bulundu.

Kontrol, doksorubisin, metformin ve doksorubisin + metformin grublarinin kalp dokusu

katalaz, SOD, GPx, TNF-a diizeyleri tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Kontrol, doksorubisin, metformin ve doksorubisin + metformin grublarinin

kalp dokusu katalaz, SOD, GPx, TNF-a diizeyleri.

Kontrol DOX MET DOX + MET
(n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
Katalaz
16,13 £ 0,30 20,17 £2,26 18,64 + 3,85 19,20 £ 3,76
(nmol/ml)
SOD (IU/L) 0,30 £ 0,04 0,27 £ 0,06 0,30 £ 0,06 0,27 £0,09

GPx (nmol/ml) 61,24 £42,19 51,07 4827 44,04=4511 17,93 19,27
TNF-o (pg/ml)  112,4£4943  150,8 £53,05 121,95+3822 124,8+26,08

Tiim sonuglar ortanca + SD’dir. n, rat sayisi;

4.4. Ekokardiyografik Parametreler ile Kardiyak Enzimler, Norohormonlar ve

Antioksidan Enzim Diizeyleri Arasinda Korelasyon Analizi

C tip natriiiretik peptid ile LVPWs, EF, FK arasinda 6nemli pozitif korelasyon saptandi
(p<0,05). CNP ile LVIDs arasinda énemli negatif korelasyon saptandi (p<0,05). LDH
ile FK arasinda 6nemli pozitif korelasyon saptandi (p<0,05). CK-MB ile IVSs, LVPWs,
EF, FK, Troponin I arasinda 6nemli pozitif korelasyon saptandi (p<0,05). Troponin I ile
LVPWs ve FK arasinda onemli pozitif korelasyon saptandi (p<0,05). Katalaz ile TNF-a

arasinda pozitif ve katalaz ile SOD arasinda negatif korelasyon saptandi (p<0,05).
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Bunlarin disinda kalan eko parametreleri, ndrohormon, antioksidan enzim seviyeleri

arasinda korelasyon saptanmadi.

4.5. Kalp Dokusunun Hematoksilen & Eosin Boyamasimin Histopatolojik

Degerlendirmesi

Isik mikroskobik incelemede H&E boyamada kontrol grubu kalp dokusu normal olarak
degerlendirildi (Resim 4). Doksorubisin grubu kalp dokusunda miyokardiyum
tabakasindaki kas lifleri arasinda organizasyon bozuklugu ve bazi hiicrelerde
miyofibrillerde kayip (Resim 5), miyokard tabakasinda bazi alanlarda hiicrelerin
eozinofilik boyanmasinda ve bazi hiicrelerin intrasitoplazmik vakuol olusumunda artig
(Resim 6) ve damarlarda konjesyon ve hemoraji alanlar1 tespit edildi (Resim 7).
Metformin grubu (Resim 8) ve doksorubisin + metformin grubu (Resim 9) kalp dokular1

normal olarak degerlendirildi.

Resim 4. Kontrol grubunun kalp dokusu H&E ile boyanmasi histopatolojik incelemesi

normal dokuyu gosteriyor.
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Resim 5. Doksorubin grubunun kalp dokusu H&E ile boyanmasi histopatolojik
incelemesi miyokardiyum tabakasindaki kas lifleri arasinda organizasyon
bozuklugu oldugu ve bazi hiicrelerde miyofibrillerde kayip (ok) oldugu
goriildil.

,,

Resim 6. Doksorubin grubunun kalp dokusu H&E ile boyanmasi histopatolojik
incelemesi miyokard tabakasinda bazi alanlarda hiicrelerin eozinofilik
boyanmasinda (*) ve bazi hiicrelerin intrasitoplazmik vakuol olusumunda artig
oldugu (ok) tespit edildi
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Resim 7. Doksorubin grubunun kalp dokusu H&E ile boyanmasi histopatolojik
incelemesi miyokard tabakasinda bazi alanlarda hiicrelerin eozinofilik
boyanmasinda artig (*) ve bazi damarlarda konjesyon ve hemoraji alanlari

tespit edildi.

Resim 8. Metformin grubunun kalp dokusu H&E ile boyanmasi histopatolojik

incelemesi normal dokuyu gosteriyor.
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Resim 9. Doksorubisin + metformin grubunun kalp dokusu H&E ile boyanmasi

histopatolojik incelemesi normal dokuyu gdsteriyor.

4.6. TUNEL yontemi ile apoptotik indeks sonug¢lari

TUNEL yontemi uygulanarak hazirlanan kalp dokusu preperatlarinda TUNEL pozitif
boyanan hiicrelerin tiim hiicrelere oranlandig1 apoptotik indeks degerlendirmesinde
doksorubusin grubunda apoptotik indekste kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artig belirlendi (p=0,030). Doksorubisin + metformin grubunda apoptotik
indeks kontrol grubuna benzerdi (p=0,676). Doksorubisin + metformin grubu
doksorubisin grubu ile kiyaslandiginda ise metforminin doksorubisin neden oldugu
apoptozisi azalttig1 ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi. (Tablo
11). Apoptotik hiicre ¢ekirdekleri (ok) yesil floresan, diger hiicreler ise 4,6-diamidine-2-

fenilindol ile mavi floresan sergilemektedir (Resim10-13).
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Resim 10. Kontrol grubu rat kalp dokusu TUNEL boyamasini1 gésteren fotograf.

Resim 11. Doksorubisin grubu rat kalp dokusu TUNEL boyamasini gosteren fotograf.
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Resim 13. Doksorubisin + metformin grubu rat kalp dokusu TUNEL boyamasini

gosteren fotograf
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Tablo 11. Kalp dokusundaki apoptotik indeks. Degerler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir

Kontrol Doksorubusin Metformin Doksorubusin +
Metformin
Apoptotik 0,43+0,26 0,71+£0,27 0,35+0,08 0,48+0,25

indeks (%)
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5. TARTISMA ve SONUC

Doksorubisin genis kullanim alani olan en etkili antineoplastik ajanlardan biridir. Ancak
klinik kullanim1 kardiyotoksisite nedeniyle smnirlanmaktadir. Bu 6nemli yan etkisi doz
bagiml, kiimiilatif ve geri doOniisiimsiizdiir. Kalp dokusunda ciddi hasara,

kardiyomyopatiye ve konjestif kalp yetersizligine neden olabilmektedir.

Calismamizda ratlara kiimiilatif 16 mg/kg intraperitoneal uygulanan doksorubisin ile, M
mod ekokardiyografi ile sol ventrikiil sistolik fonksiyonlari, serum LDH, CK-MB,
troponin-I, kalp dokusu katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, TNF-alfa
diizeyleri, kalbin 151k mikrokopisinde histopatolojik degerlendirmesi ve TUNEL
yontemi kullanilarak apoptotik indeks calisilarak doksorubin verilen grupla,
doksorubisin + metformin verilen grup arasinda fark olup olmadigi arastirilmastir.
Doksorubisin grubu ile doksorubisin + metformin grubu arasinda sistolde
interventrikiiler septum kalinligi, sistolde sol ventrikiil arka duvar kalinligi, ejeksiyon
fraksiyonu ve fraksiyonel kisalmada azalma, sistolde sol ventrikiil genisliginde artma
saptanmistir. Ratlara doksorubisin uygulamasindan 3 giin 6nce baslamak iizere on dort
giin siire ile 250 mg/kg/giin gavaj yolu ile metformin uygulamasi, doksorubisinin sol

ventrikiil fonksiyonunu bozucu etkisine karsi koruyucu etki gosterdi.

Doksorubisin grubunda kalp dokularmin 11k mikrokopi incelemesinde miyokardiyum
tabakasindaki kas lifleri arasinda organizasyon bozuklugu ve bazi hiicrelerde
miyofibrillerde kayip, miyokard tabakasinda bazi alanlarda hiicrelerin eozinofilik
boyanmasinda ve bazi hiicrelerin intrasitoplazmik vakuol olusumunda artis ve
damarlarda konjesyon ve hemoraji alanlar1 seklinde histopatalojik degisiklikler
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saptandi. Doksorubisin + metformin grubunda s6z konusu patolojik degisiklikler
saptanmadi. Metforminin doksorubisinin neden oldugu histopatolojik degisikliklere

kars1 kalp dokusunu korudugu belirlendi.

TUNEL yontemi kullanilarak apoptotik indeks belirlemesinde, doksorubisinin apoptotik
indekste kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artisa neden
oldugu belirlendi. Metforminin doksorubisinin neden oldugu apoptozise karsi
kardiyoprotektif etki gostererek apoptotik indeksi azalttigi ancak bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi.

Doksorubisin, serum LDH, CK-MB, troponin I diizeylerinde ve kalp yetersizligi
takibinde kullanilan ve sol ventrikiil dilatasyonunu yansitan serum BNP ve CNP

diizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmadig belirlendi.

Doksorubisin kalp dokusu antioksidan enzimleri (katalaz, siiperoksit dismutaz,

glutatayon peroksidaz) ve TNF-a diizeylerinde de anlamli degisiklige neden olmadi.

Doksorubisinin gii¢lii bir antineoplastik ajan olmasi nedeniyle, doksorubisine es deger
ve yan etki potansiyeli diisiik kemoterapi ajanlar1 gelistirilinceye kadar kullanimina
devam edilecek gibi goziikmektedir. Bu nedenle doksorubisin kardiyotoksisitesini
onlemeye yonelik tedavi stratejileri gelistirilmeye calisilmaktadir. Arastirmacilar
deneysel calismalarda, bir¢ok farmakolojik ajanin doksorubisin kardiyotoksisitesine
karst1 koruyucu etkisinin oldugu yoniinde kanitlara ulagsmislardir (12). Ancak
gilinlimiizde sadece deksrazoksanin kullanimi onay almistir. Deksrazoksan kullaniminin
kemik iligi toksisitesi ve yiiksek maliyet gibi dezavantajlar1 kardiyotoksisiteyi
onleyebilecek yeni farmakolojik ajanlar {izerinde ¢aligmalarin devem etmesinin gerekli

oldugunu diistindiirmektedir.

Metformin tip 2 diyabet hastalarinda siklikla kullanilan oral antihiperglisemik bir ilagtir
(91). Metforminin kan glukoz seviyesini diisiirmenin yani sira, kilo verme, plasma lipid
seviyelerini diisiirme ve bazi vaskuler komplikasyonlar1 dnlemeyi igeren faydalar1 da
vardir (89). Myokard iskemisi olusturulan deneysel modellerde kardiyoprotektif etkisi
arastirilmustir (94, 98, 100, 103, 104).
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Literatiirde metforminin, doksorubisin kardiyotoksisitesine kars1 kardiyoprotektif
etkisinin arastirildigr iki c¢alisma mevcuttur. Her iki calismada da metforminin
doksorubisin kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (80,101).
Ashour ve ark. (101) ratlarda 11 giin siire ile giin asir1 3 mg/kg kiimiilatif 18 mg/kg
intraperitoneal doksorubisin uygulayarak doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturduklari
deneysel modelde, metforminin 50 mg/kg ve 500 mg/kg agizdan uygulamasmin
biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri elimine ettigini, neticede doksorubisin
kardiyotoksisitesine kars1 metforminin kardiyoprotektif etkisi oldugunu bildirmislerdir.
Asensio-Lopez ve ark. (80) calismalarinda elde ettikleri sonuglarda identifiye edilen
ferritin agir zincir ile doksorubisin kardiyotoksisitesine karst metforminin
kardiyoprotektif etkisi oldugunu bildirmislerdir. Calismamiz metforminin doksorubisin
kardiyotoksisitesine kars1 koruyucu etkisi oldugu hipotezini; M mod ekokardiyografide
sol ventrikiil sistolik fonksiyonu; kardiyak enzimler LDH, CK-MB, Troponin I
diizeyleri; ndrohormonlar BNP ve CNP diizeyleri; kalp dokusu antioksidan enzimler
katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz aktivitesi ile TNF alfa diizeyleri ve

kalp dokusunun histopatolojik incelemesi ile apoptotik indeks ¢alisilarak arastirildi.

Doksorubisin kardiyotoksisitesinin saptanmasinda siklikla kullanilan M mod sol
ventrikiil sistolik fonksiyon degerlendirmesini kullanmis olmamiz diger iki ¢calismadan
farkli kilmaktadir. Bu incelemenin klinikte doksorubisin kullanan hastalarda en siklikla
basvurulan tani araci olmasi1 nedeniyle deneysel ¢calismanin klinige 151k tutacak bilgiler

sunmast ac¢isindan dnemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturmak iizere ratlara haftada 2 giin olmak tizere 11
glin igerisinde 4 dozda kiimiilatif 16 mg/kg doksorubisin intraperitoneal olarak
uygulanmistir. Sol ventrikiill fonksiyonlarmin degerlendirilmesi, serum ve doku
orneklerinin alinmasi, ila¢g uygulamalarmin bitiminden bir giin sonra yapilmistir.
Literatiirde deneysel rat modelinde doksorubisin kardiyotoksisitesi i¢in uygulanmis
doksorubisin dozlar1 1 mg/kg dozdan, 10 mg/kg doza kadar degismektedir. Farkli doz
semalarini icerecek sekilde kiimiilatif doz ise 10 mg/kg’dan 20 mg/kg’a degisen dozlar
seklindedir (105-110).

Literatiirde ila¢ uygulamasmdan sonra, laboratuvar degerlendirmesi i¢in son doz ilag

uygulamasindan 1 giin sonra ile aylar sonrasini iceren zaman dilimleri bildirilmistir
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(105-110). Calismamizda kiimiilatif 16 mg/kg doz doksorubisin intraperitoneal
uygulamasinin tamamlanmasidan bir giin sonra ekokardiyogarfik inceleme, serum ve
doku Orneklerinin alinmasi islemleri gergeklestirilmistir. Uygulanan doksorubisin doz
semas1 ile doksorubisin grubunda, kontrol grubuna kiyasla sol ventrikiil
fonksiyonlarinda ve kalp dokusu histopatolojisinde bozulma oldugu gosterilmistir.
Ancak serum LDH, CK-MB, troponin I, BNP, CNP, kalp dokusu katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, TNF-alfa diizeylerinde degisiklik olmadi. Bundan yola
cikarak Wistar albino erkek ratlarda daha ciddi doksorubisin kardiyotoksisitesi
olusturmak i¢in daha yliksek doz doksorubisin uygulamasi yapilabilir. Diger taraftan
doksorubisin uygulamasmi takiben yapilacak incelemelerin, kardiyotoksisitenin
olugsmasima kadar gececek zaman diisiiniilerek daha ge¢ yapilmasinin kardiyotoksisite
olusmasma katki sagliyabilecegini disiiniiyoruz. Bu sonuglarla ekokardiyografi,
kardiyak enzimler, nérohormonlar ve antioksidan enzim incelemelerinin doksorubisin
doz semasinin sonlandirilmasindan 6rnegin 1 hafta, 1 ay, 6 ay, 1 yil sonraki sonuglarin

degerli olacag: diisiiniilebilir.

Doksorubisin  kardiyotoksisitesinin erken saptanmasi, geri doniisiimsiiz hasar
gelismeden kardiyotoksisiteye karsi 6nlem alinmasina olanak saglayabilir. Bu amacla
cesitli tamisal yaklasimlar iizerinde durulmaktadir. Schimmel ark. (111) tedavi
baslangicindan 6nce kardiyotoksisite i¢cin bazal riskin belirlenmesi ve serum LDH, CK-
MB, troponin I, BNP, CNP diizeyleri ile ekokardiyografik incelemenin tanisal 6nemimi
vurgulamiglardir. Doksorubisin kardiyotoksisitesini saptamada en sik kullanilan
metodlarin basinda ekokardiyografi ile EF ve FK 6l¢iimii yapilarak sol ventrikiil sistolik

fonksiyonunun degerlendirilmesi gelmektedir (112).

Sistolik disfonksiyonu goreceli olarak ge¢ saptamakla birlikte ¢ocuk hastalarda sol
ventrikiil sistolik fonksiyonlarmin ve sol ventrikiil kavitesinin cap OGlglimiiniin
degerlendirilmesi giivenilir ve siklikla uygulanan bir yontemdir. Bu dlgtimler myokard
performans ve yapisinda kemoterapi etkisinin Ol¢iilmesine olanak saglarken, kolay

tekrarlanabilmesi nedeniyle takip imkani da saglamaktadir.

Calismamizda doksorubisin kardiyotoksisitesinin tan1 ve izleminde klinikte en sik
kullanilan metod olan M mod sol ventrikiil sistolik fonksiyonlarmin degerlendirilmesi
yontemi kullanmilmistir. EF ve FK 6l¢limii, sol ventrikiil sistol ve diyastol ¢aplari, IVS ve
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sol ventrikiil arka duvar kalinliklar1 6l¢iilmiistiir. Doksorubisin EF, FK da 6nemli
derecede azalmaya, IVSs ve SVPWs de azalmaya, sistolde sol ventrikiil diyastol sonu
capinda genislemeye neden olmustur. Doksorubisin + metformin grubunda ise
ekokardiyografik degerlendirmede kontrol grubu ile benzer degerler elde edilmistir. Bu
bulgular doksorubisin kardiyotoksistesine karsi, metforminin ekokardiyografik

parameterler iizerinde olumlu etki yaptigini ortaya koymaktadir.

Calismamizda sadece metformin uygulanan ratlarin sol ventrikiil arka duvar
kalinliginda kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oacak sekilde
artisa neden oldugu belirlenmistir. Metforminin ventrikiil duvar kalinliginda artisa yol

actigina dair daha 6nce yaymnlanmis bir rapora rastlanmadi.

Literatiirde doksorubisin kardiyotoksisitesine metforminin protektif etkisinin calisildigi
iki calismada da ekokardiyografik degerlendirme yapilmamistir. Calismamizda
ekokardiyogarfik degerlendirme 14 giinliik deney siiresinden 1 giin sonra yapilmstir.
Calismamiz  6n c¢alisma kabul edilerek yeni c¢alismalarda ekokardiyografik
degerlendirmenin daha ge¢ donemde yapilmasinin kardiyotoksisitenin ge¢ donem

bulgularmi yansitacagini diistinmekteyiz.

Richard ve ark. (110) doksorubisin verilen ratlarda ekokardiyografik incelemede sol
ventrikiil diyastol sonu ¢aplarinin belirgin olarak arttigini raporlamistir. Ayni sekilde
Bertinchant ve ark. (113) ratlarda doksorubisinin sol ventrikiil diyastol sonu ¢aplarini
artirdigin1 raporlamiglardir. Chen ve ark. (114) ratlarda doksorubisinin sol ventrikiil
diyastol sonu ¢apmda ve sol ventrikiil sistol sonu capinda artisa, EF ve FK’da ise
azalmaya neden oldugunu, sol ventrikiil fonksiyonlarmin bozuldugunu raporlamislardir.
Calismamizda doksorubisin grubunda elde ettigimiz ekokardiyografik veriler bu
calismalar ile benzerdir. Calismamizda sol ventrikiil sistol ve diyastol sonu c¢aplarinda
artis saptanmis olsa da sistol sonu caplarinda artis istatistiksel olarak anlamli bulundu,
diyastol sonu caplarinda ki artis ise anlamli bulunmadi. Bu bulgu bize sol ventrikiiliin
sistol sonu ¢apinin diyastol sonu ¢apma kiyasla doksorubisin kardiyotoksisitesine daha

duyarl seklinde yorumlanabilecegini telkin etmektedir.

Doksorubisin 11 giin siire kiimiilatif 16 mg/kg uygulamasi serum LDH, CK-MB,
troponin I, BNP ve CNP diizeyelerinde degisiklige neden olmamistir. Richard ve ark.
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(110) da kiimiilatif 10 mg/kg doksorubisin uyguladiklar: ratlarda troponin I ve BNP
diizeylerinde artis saptamamistir. Calismamizda serum troponin I ve BNP diizeylerinde
yilikselme saptanmamasi Richard ve ark. (110) calismasi ile benzerdir. Bertinchant ve
ark. (113) da benzer sonuclar elde etmislerdir ve bunun nedeni olarak minér miyosit
hasarmi gostermiglerdir. Bernardini ve ark. (115) ise disi Wistar albino ratlara tek doz
10 mg/kg intravendz doksorubisin uygulamasindan 3-6 saat sonra plasma atriyal
natriliretik peptid (ANP) seviyelerinde 6nemli diizeyde azalma oldugunu, 3 mg/kg
intravendz haftada tek doz iceren daha kronik rejim uygulamalarindan 21 ve 31 giin
sonra plasma ANP seviyelerinde 6nemli diizeyde artis goézlemislerdir. Bu durumu
doksorubisine akut myosit toksisitesinde erken siipresyon ve izlemde ise gelisen kalp

yetersizligi ile stimulasyon seklinde bifazik seyir olarak yorumlanmastir.

Ashour ve ark. (101) ratlarda kiimiilatif 18 mg/kg intraperitoneal doksorubisin
uygulayarak doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturduklar1 deneysel modelde, serum
LDH ve CK-MB seviyelerinde artig, doksorubisin ile es zamanli verilen metforminin
doksorubisinin neden oldugu biyokimyasal degisiklikleri elimine ettigini ve bunun
doksorubisinin neden oldugu kardiyomyosit hiicre membranmin bozulmasina bagl

hiicre i¢i proteinlerin salinmasi neticesi gergeklestigini diistindiiklerini bildirmislerdir.

Chen ve ark. (116) doksorubisinin yeni dogan rat myositlerinde BNP gen expresyonunu

inhibe ettigini raporlamislardir.

Calismamizda kalp dokusunda antioksidan enzimler katalaz, siiperoksid dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve TNF alfa diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
saptanmadi. Richard ve ark. (110) benzer sekilde antioksidan enzim seviyelerinde
onemli degisiklik saptamadiklarini ve bunun antrasiklinler ile indiiklenen serbest
radikallerin endojen antioksidan defans ile engellenmesi nedeniyle antioksidan

enzimlerin kullanilmasma bagli olabilecegini bildirmislerdir.

Calismamizda doksorubisin  grubunda miyokardiyumda kas lifleri arasinda
organizasyon bozuklugu, miyofibrillerde kayip, bazi hiicrelerin intrasitoplazmik vakuol
olusumunda artis, hiicrelerin eozinofilik boyanmasinda artig, damarlarda konjesyon ve
hemorajiye neden oldugu belirlendi. Metformin verilen grupta ise bu etkilerin olmadig1

belirlendi. Doksorubisinin kalp dokusu {izerine olan olumsuz etkilerine karsi
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metforminin belirgin koruyucu etki gosterdigi ve doksorubisin + metformin grubunun
kalp dokusu histoplatolojik bulgularmin kontrol grubu kalp dokusu histopatolojik
bulgular1 ile ayn1 olusu iimit verici olarak degerlendirildi. Chen ve ark. (114) deneysel
rat modelinde kiimiilatif 15 mg doksorubisin uygulamasindan 2 hafta sonra myokardiyal
doku 6rneginin histopatolojik incelemesinde myosit dejenerasyonuna, myosit kaybina,
myosit atrofisine, rezidii myositlerde hipertrofi ve interstisyel fibroziste artisa neden
oldugunu raporlamislardir. Doksorubisin grubunda elde ettigimiz bulgular Chen ve ark.

bulgular1 ile benzerdir.

Deneysel hayvan modellerinde apoptotik indeks sonuglarm1 Hou ve ark. (107)
13,64+2,46, Nakamura ve ark. (117) 0,86+0,11, Fisher ve ark. (118) 0,6140,09, Chen ve
ark. (114) 0,93+0,08 olarak raporlamiglardir. Calismamizda elde ett§imiz apoptotik
indeks 0,71+0,27 olup Nakamura ve ark., Fisher ve ark., Chen ve ark. ¢alismalarinda
bildirdigi degerler ile benzerdi. Bu sonu¢ doksorubisinin kardiyotoksisitesinde hiicre
Oliimiinlin sadece apotozisle olmayip, nekroz ve otofaji gibi diger mekanizmalarinda
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Metforminin doksorubisin ile birlikte
uygulanmasi istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte apoptotik indekste azalmaya

neden olmustur.

Calismamizin ~ kisithiligi  doksorubisin  kardiyotoksisitesi  olusturulan  ratlarda
biyokimyasal ve histopatolojik incelemenin son uygulanan doksorubisin dozundan
hemen 1 giin sonra yapilmasi nedeniyle daha sonra gelisebilecek kardiyotoksisitenin ve
metforminin uzun doénemde koruyuculugunun olup olmadigmin belirlenememis

olmasidir.
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6. SONUCLAR

1. Wistar erkek albino ratlara 11 giinliik siirede kiimiilatif 16 mg/kg intraperitoneal
uygulanan doksorubisin, uygulamanin hemen bitiminde; M mod ekokardiyografik
incelemede sistolde interventrikiiler septum ve sistolde sol ventrikiil arka duvar
kalinliginda incelmeye, sistolde sol ventrikiil kavitesinde dilatasyon, sol ventrikiil

ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalmasinda azalmaya neden olmustur.

2. Histopatolojik incelemede doksorubisinin kiimiilatif 16 mg/kg uygulamas: erken
donemde miyokardiyumda kas lifleri arasmnda organizasyon bozukluguna,
miyofibrillerde kayiba, bazi hiicrelerin intrasitoplazmik vakuol olusumunda artisa,
hiicrelerin eozinofilik boyanmasinda artisa, damarlarda konjesyon ve hemorajiye neden
olmustur. Doksorubisin apoptotik indekste istatistiksel olarak anlamli artisa neden
olmustur. Metformin apoptotik indekste azalma yapmakla birlikte istatistiksel olarak

anlamli bulunmamastir.

3. Doksorubisinin kiimiilatif 16 mg/kg uygulanmasi erken donemde serumda LDH, CK-

MB, Troponin I, BNP ve CNP diizeylerinde degisiklige neden olmamuistir.

4. Doksorubisin erken donemde kalp dokusu katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon

peroksidaz ve TNF-a diizeylerinde de degisiklige neden olmamustir.

5. Doksorubisin verilen ratlara doksorubisinle birlikte 250 mg/kg/giin, gavaj yolu ile,
metformin verilmesi, doksorubisinin sol ventrikiil fonksiyonunlarin1 bozucu etkisine

kars1 koruyucu etki gostermistir.
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6. Doksorubisin verilen ratlara doksorubisinle birlikte 250 mg/kg/giin gavaj yolu ile
metformin verilmesi, doksorubisinin neden oldugu histopatolojik degisikliklere ve

apoptozisteki artiga kars1 da koruyucu etki gostermistir.

7. Doksorubisin verilen ratlara doksorubisinle birlikte 250 mg/kg/giin gavaj yolu ile
metformin verilmesi, erken donemde serum LDH, CK-MB, troponin I, BNP, CNP

diizeylerinde degisiklige neden olmamistir.

Bu bulgularla 16 mg/kg kiimiilatif dozda doksorubisin verilen ratlarda metforminin
doksorubisin kardiyotoksisitesine karst koruyucu etkisi olduguna dair kanitlara
ulagilmis, metforminin doksorubisin kardiyotoksisitesine karsi daha uzun siireli
kullanimlardaki etkilerinin arastirilacagi yeni ¢alismalar ile metforminin doksorubisin
kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin teyit edilmesi ile klinik caligmalarin

Ontiniin acilabilecegi diisiintilmiistiir.
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