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OZET

Astaksantin’in Sicanlarda Siklofosfamid Kaynakh Kalp Hasarina Karsi

Etkilerinin Histolojik ve Flow Sitometrik Olarak Degerlendirilmesi

Amag: Bu calismada sitotoksik etkileri olan siklofosfamid (CP)’in neden
oldugu eriskin sigan kalp hasarina kars1 kuvvetli bir antioksidan olan astaksantin
(AST)’in koruyucu etkisi arastirtlmistir. Bu amag i¢in agirlik 6l¢timleri, histopatolojik
ve flow sitometrik yontemler kullanilmistir.

Metotlar: Arastirmada kullanilmak {izere 18 adet Sprague Dawley 1rki1 eriskin
disi sigcan kontrol, CP ve CP+AST adli rastgele 3 esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna
herhangi bir uygulama yapilmazken, CP grubuna deneyin 7. giinii 200 mg/kg tek doz
CP (2.5 ml serum fizyolojik i¢inde ¢6ziilmiis, i.p.) ve CP+AST grubuna deneyin ilk 7
giinii 25 mg/kg/giin AST (350 ul zeytinyagi iginde ¢6ziilmiis, oral) ve deneyin 7. giinii
200 mg/kg tek doz CP (2.5 ml serum fizyolojik i¢inde ¢6ziilmiis, i.p.) uygulandi.
Deneyin 8. giinii siganlar sakrifiye edildi ve kalp dokulari diseke edildi. Diseksiyon
sonrasi kalp dokular1 SF ile yikandiktan sonra tartilarak agirliklar1 kaydedildi.
Dokularin bir yarisinda Hematoksilen & eozin (H&E), Masson Trichrome ve
Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yontemleriyle histopatolojik incelemeler yapildi;
diger yarisinda ise flow sitometrik olarak Anneksin V ve Anti-NOX2/gp91phox
analizleri yapildi.

Bulgular: Kalp agirligi dlgiimlerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmedi. Siklofosfamid grubuna ait kalp kesitlerinin histolojik incelemesinde;
kardiyomiyositlerde dejenerasyon, hipereozinofili, piknotik ¢ekirdekler, dalgali lifler,
periniikleer 6dem, vakuolizasyon, kontraksiyon bantlari, kas liflerinde ayrilma,
vaskiiler konjesyon ve PAS (+) boyanmada artis izlendi. Bu bulgular, CP+AST
grubunda CP grubuna kiyasla anlamli derecede azalmigti. Masson Trikrom boyamada
kollajen birikimi agisindan gruplar arasinda bir farklilik goriilmedi. Flow sitometrik
olarak CP grubunda Anneksin V ve Anti-NOX2/gp91phox baglanmis hiicre
diizeylerinde artis mevcuttu. Astaksantin 6n muamelesi ile CP grubuna kiyasla
CP+AST grubunda Anneksin V ve Anti-NOX2/gp91phox baglanmis hiicre diizeyi
belirgin diisiis gosterdi.



Sonuglar: Elde edilen bulgular 1s1ginda CP’nin erisgkin sigan kalbi iizerinde
olumsuz etkiler olusturdugu, AST uygulamasinin CP’nin bu olumsuz etkilerini
onledigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Astaksantin, Siklofosfamid, Toksisite, Kalp, Flow

Sitometri.



SUMMARY

Histological and Flow Cytometric Evaluation of Astaxanthin's Effects Against

Cyclophosphamide Induced Heart Injury in Rats

Background: In this study, the protective effect of astaxanthin (AST), which
IS a strong antioxidant against adult rat heart damage caused by cyclophosphamide
(CP), which has cytotoxic effects, was investigated. For this purpose, weight
measurements, histopathologic and flow cytometric methods were used.

Methods: Eighteen Sprague Dawley adult female rats were randomly divided
into 3 equal groups as control, CP and CP+AST in the study. While no application is
made to the control group, on the 7th day of the experiment, 200 mg/kg single dose of
CP (dissolved in 2.5 ml physiologic saline, i.p.) was administered to CP group. On the
first 7 days of the experiment, 25 mg/kg/day of AST (dissolved in 350 pl of olive oil,
oral) and on the 7th day of the experiment, 200 mg/kg single dose of CP (dissolved in
2.5 ml physiologic saline, i.p.) was administered to the CP+AST group. On the 8th day
of the experiment, the rats were sacrificed and the heart tissues were dissected. After
dissection and washing the heart tissues with physiologic saline, they were weighed
and recorded. Histopathological examinations were performed in one half of the
tissues by Hematoxylin & Eosin (H&E), Masson Trichrome and Periodic Acid-Schiff
(PAS) staining methods; In the other half, Annexin V and Anti-NOX2/gp91phox
analyzes were performed by flow cytometry.

Results: There was no significant difference between the groups in heart
weight measurements. In histological examination of the heart sections belonging to
the CP Group; degeneration in cardiomyocytes, hypereosinophilia, pycnotic nuclei,
wavy fibers, perinuclear edema, vacuolization, contraction bands, separation in muscle
fibers, vascular congestion and increased PAS (+) staining were observed. These
findings were significantly reduced in the CP+AST group compared to the CP group.
Masson Trichrome staining did not differ between the groups in terms of collagen
accumulation. There was an increase in Annexin V and Anti-NOX2/gp91phox bound
cell levels in CP group in flow cytometrically. With the AST pretreatment, compared
to the CP group, in the CP+AST group Annexin V and Anti-NOX2/gp91phox bound

cell level showed a marked decrease.



Conclusions: In the light of the findings obtained, it can be said that CP affects
the adult rat heart negatively and AST application prevents these negative effects of
CP.

Key Words: Astaxanthin, Cyclophosphamide, Toxicity, Heart, Flow
Cytometry.



ICINDEKILER

Sayfa No
OZET ..ottt ettt i
SUMMARY ettt \Y;
ICINDEKILER ....cocooviiiiieieiiiictete ettt vi
KISALTMALAR DIZINI.....ooooiiiiiiiiiiiniiieesriesse e viii
TABLOLAR DIZINI ..ottt Xi
SEKILLER DIZINI.....c.cooiiiiiiiieeceeeee e Xii
RESIMLER DIZINI.......cccoooiiiiiiiiiiiicccee e xiii
1. GIRIS VE AMAC ..ottt 1
2. GENEL BILGILER .......cooiiiiiiiiiniiniiciscecscss s 3
2.1. Kalp MOTTOIOJIST ..ot 3
P S S [ oI N g = Lo 1 [ OSSR 3
2.1.2. Kalp EMDBriyolojisi.......ccccooviiiiiiiiiiesiiiieeeeec 10
2.1.3. Kalp HiStOIOJiSH ..c.vveveeiieiiiciie et 12
2.2, SIKIOTOSTAMI ... 15
2.2.1. Siklofosfamid KardiyotoKSISIteSi..........ccccevevveiveiieiieiieiieenen, 17
2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar ..............ccccooviiiiiiiiiiiinn, 18
2.4, APOPLOZ....oeiiiieeiiie et 19
2.5, ASEAKSANTIN.....c.viiiiiiecccee e 21
3. MATERYAL VE METOT ..ottt 23
3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal DesStekK ...........cccccooviiiniiiiiniine, 23
3.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deneysel Calisma Plani.................... 23
3.3. Doku Numunelerinin Toplanmasi .........ccccceoviieiiniinieneeiese e 25
3.4, Histolojik ISIEMIET ......c.cveveviiiieiicieiceeecee e 26
3.4.1. Formalin Tespit Soliisyonunun Hazirlanmast..............c...c...... 26
3.4.2. Isik Mikroskobik Inceleme i¢in Kalp Dokularinin Hazirlanmas:
................................................................................................. 27
3.4.3. Hematoksilen Eozin Boyama Yontemi..........c.cccevvvviiiciinnnnnnn 28
3.4.4. Periyodik Asit-Schiff Boyama Yontemi........ccccooeevereieniennnnn 29
3.4.5. Masson Trikrom Boyama YOntemi ..........cccccvvvveiivinciicnnnnnn 31
3.5. Flow Sitometrik ANaliz...........cccooviiiiiiiiiceee 32
3.5.1. PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Analizi ..................... 32
3.5.2. Anti-NOX2/gp91phox Antikor Kit Analizi ........ccccccevvnirnene 33

Vi



3.6. TStAtiStIKSEL ANALIZ.....eveeeeeeeee e e e e eee e e e e e e e er e e e et e e e ereeeeeeeaeaeans 35

4. BULGULAR ..ot s 36
4.1. Morfolojik BulguIAr............cccooiiiiiie e 36
4.1.1. Hematoksilen & Eozin Boyali1 Kalp Kesitlerinin Histopatolojik
Degerlendirilmesi .......ocveiieiiiiiiiiciic e 36

4.1.1.1. KONtrol GrubU........cccceoiviiiiiciininesecsee 36

4.1.1.2. CP GIUBU ..ot 36

4.1.1.3. CP+AST Grubu ..o 36

4.1.2. Periyodik Asit-Schiff Boyali Kalp Kesitlerinin Histopatolojik
Degerlendirilmesi........ccviieeiiiiiieiieeee e 58

4.1.3. Masson Trikrom Boyali Kalp Kesitlerinin Histopatolojik
Degerlendirilmesi........eeiveeiiiiiieiieeie e 70

4.2. Kalp AGITIKIATT ...ovviiiiiicicc e 81
4.3. Flow Sitometrik AnalizIer ... 82
4.3.1. PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Analizi .............c......... 82

4.3.2. Anti-NOX2/gp91phox Antikor Kit Analizi...........ccccccvveiernnnnne. 83

5. TARTISMA ...ttt bbbt 84
6. SONUCLAR VE ONERILER .......ccovoiuiuititiectcietceceeteeeestete e 90
7. KAYNAKLAR .ottt 91

vii



4HCP

Al
APO-B
APOP
ark.
AST
AV
Ca*™*
CAT
cm

CI
CP
DNA
dk
FCS

Gl

GSH
GSH-Px
HDL
H&E
H202
HOCI
IgG
IgM
IL1-8

KISALTMALAR DIiZiNi

: 4-hidroksisiklofosfamid
: Mikrolitre

. Arteria

. Apoptotik indeks

: Apolipoprotein B
: Advanced protein oxidation product
: Arkadaslarinin

: Astaksantin

: Nodus atrioventricularis
- Kalsiyum

: Katalaz

: santimetre

: Klor

: Siklofosfamid

: Deoksiriboniikleik asit

: Dakika

: Fetal calf serum

: Gram

tGap 1

: Glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: High Density Lipoprotein
: Hematoksilen & eozin

: Hidrojen peroksit

: Hipoklor

: Immiinglobulin G

: Immiinglobulin M

: Interlokin 1 8

: Intraperitoneal

: Kontrol

viii



kaspaz
kg
KTU
LDL

MDA
mg
mi
MPO

NADPH
NO
NOX2
°C

OH
Ort.
PAS
PBS
PG E-2
PS
ROS

rpm

SA

SD

SF

SOD
SPSS
TNF-a
TUNEL

: Sistein aspartik proteaz

: Kilogram

: Karadeniz Teknik Universitesi
: Low Density Lipoprotein

: Musculus

: Malondialdehit

: Miligram

- Mililitre
: Miyeloperoksidaz

: Nervus

: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
- Nitrik oksit

: NADPH oksidaz 2

: Santigrat derece

: Stiperoksit

: Hidroksil

: Ortalama

: Periyodik asit-Schiff

: Fosfat tampon ¢ozeltisi

: Prostaglandin E -2

: Fosfaditilserin

: Reaktif oksijen tiirleri

: Dakikadaki devir sayis1

: Sentez

: Nodus sinuatrialis

. Standart sapma

: Serum fizyolojik

: Stiperoksit dismutaz

. Statistical Package for the Social Sciences
: Tiimor nekrotizan faktor alfa

: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Tdt) Deoxyuridine

Triphospate Nick End Labeling Assay



uv - Ultraviyole
v : Vena

Vv. > Venae



TABLOLAR DIiZiNi

Sayfa No
Tablo 1:  Kalbin KomsuluKIari .........cccccvevviieiiiiiiie e 4
Tablo 2:  Doku Takibi Prosediirii ........c.coereriereniiiniiisieiesese e 27
Tablo 3:  Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii ..........ccccooeverencnininne. 28
Tablo 4:  Miyokardiyal Skorlama SiStemi.........c.cccccvvvevieiiiieiieese e 29
Tablo 5:  Periyodik Asit-Schiff Boyama Prosediirii...........cccoevereicinninnne. 30
Tablo 6:  Masson Trikrom Boyama Prosediirii...........ccccovevvriveieesnsiieseene. 31
Tablo 7:  PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Calisma Prosediirdi ....... 32
Tablo 8:  Anti-NOX2/gp91phox Antikor Kit Calisma Prosediirii............... 34
Tablo 9:  Miyokardiyal Hasar SKOIU ..........cccereiiiiniiiiieieese e 37
Tablo 10: Kalp agirliklarinin Karsilagtirmast........c.oceeeveeeeiereneneseseseennns 81

Xi



SEKILLER DiZINi

Sayfa No
Sekil 1: Siklofosfamid’in Metabolizmast .........ccccceccveveeiiiiieee e, 16
Sekil 2:  Astaksantin’in kimyasal yap1Si.........ccoeeiriieniniinicniicec 21
Sekil 3:  Deney SUreci ve gruplar........ccoccvveviieiiiieniiieeniie e 25
Sekil 4:  Flow sitometrik Anneksin V histogramlart............c.ccoceviininnnnne 82
Sekil 5:  Flow Sitometrik Al degerleri .......ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 82
Sekil 6:  Flow sitometrik Anti-NOX2/gp91phox histogramlari................. 83
Sekil 7:  Flow sitometrik Anti-NOX2/gp91phox (+) hiicre yiizdeleri ....... 83

xii



RESIMLER DIiZiNi

Sayfa No
Resim 1.  Siganlarin Barindirildigi Standart Tip III Kafesler ...................... 24
Resim 2:  A) Oral gavaj, B) intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi............ 25
Resim 3:  Kalplerin C1Kartilmasi.........c.cccvevveieeneiiieseese e 26
Resim 4:  Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X40..............ccccervnnene 38
Resim 5:  Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X100............c.ccccv..... 39
Resim 6:  Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X200.............c.cccceeue. 40
Resim 7:  Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X400............c.cc....... 41
Resim 8: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X40 ..........ccccoceviiininnnnne 42
Resim 9:  CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X100 ..........ccccevevverreennene. 43
Resim 10: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X100 .........ccccceevrininnnnne 44
Resim 11: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X200 ..........ccccccevverrrennene. 45
Resim 12: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X200 ..........ccccceevvinirnnnne 46
Resim 13: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X200 ..........ccccccevverrrennene. 47
Resim 14: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X400 .........ccccceevveniinnnnnns 48
Resim 15: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X400 ..........ccccccevverrrennene. 49
Resim 16: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X400 .........cccccoeevveninnnnne 50
Resim 17: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X400 ..........ccccccevvervrennene. 51
Resim 18: CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X40 ...........cc.ccoveene 52
Resim 19: CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X100 ...................... 53
Resim 20: CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X200 ............cc.ce.e... 54
Resim 21: CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X200 ...................... 55
Resim 22: CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X200 ............cc.cc.e... 56
Resim 23: CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X400 ...................... 57
Resim 24: CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, H&E, X400 ............c.cc..... 58
Resim 25: Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X40........c.ccccccvevvennene. 59
Resim 26: Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X100..........cccccoevrvnine 60
Resim 27: Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X200...........cccccevvennene 61
Resim 28: Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X400..........cccccocevvnnnne 62
Resim 29: CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X40 .......ccccccevvviiieiiieiinnns 63

Xiii



Resim 30:
Resim 31:
Resim 32:
Resim 33:
Resim 34:
Resim 35:
Resim 36:
Resim 37:
Resim 38:
Resim 39:
Resim 40:
Resim 41:
Resim 42:
Resim 43:
Resim 44:
Resim 45:
Resim 46:
Resim 47:

CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X100 .......ccccecvviveneerieseene. 64

CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X200 ........ccccccevvevverieiienne. 65
CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X400 ........cccccevvvnivnreneene. 66
CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X40........cccccceveeenee. 67
CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X100...........c.cccceeee. 68
CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X200..........cccccceuene.. 69
CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, PAS, X400.............cc.ccu.... 70

Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X40 ........ 71
Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X200 ...... 72
Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X400 ...... 73

CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X40................ 74
CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X100.............. 75
CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X200.............. 76
CP Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X400.............. 77

CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X40......78
CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X100....79
CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X200 ....80
CP+AST Grubuna Ait Kalp Dokusu, Masson Trikrom, X400....81

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Alkilleyici ilaglar uzun siireden beri en fazla kullanilan antineoplastik ilag
grubudur. Bu grupta ise en fazla kullanilan ila¢ siklofosfamiddir. Immiinsupresif,
antiinflamatuvar, antineoplastik, sitotoksik ve sitostatik etkili, alkile edici bir ajan olan
CP kiigtik hiicreli ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri, multiple skleroz, mikroskobik
polianjitis, sistemik lupus eritematozis, Wegener graniilomatozisi, romatoid artrit,
Behget hastalig1, glomeriilonefrit gibi inflamatuvar ve neoplastik hastaliklarda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (1-7).

Siklofosfamidin metabolik aktivasyonu i¢in karacigerde gergeklesen
reaksiyonlar sonunda fosforamid hardali, akrolein gibi bazi sitotoksik metabolitler
olusur. Akrolein siklikla CP tedavisi sirasinda goriilen yan etkilerden sorumlu iken,
fosforamid hardali antitiimor etkilerden sorumludur (8-9). Olusan bu toksik
metabolitler nedeniyle de bu kadar yaygin kullanim alani olan CP’nin pek ¢ok
istenmeyen yan etkisi goriiliir. Siklikla karsilasilan yan etkileri arasinda kemik iligi
depresyonu, mide bulantisi, kusma, alopesi bulunurken, organ spesifik yan etki olarak
tiriner sistem toksisitesi (0zellikle hemorajik sistit, mesane kanseri), pulmoner ve
kardiyak toksisite goriilmektedir. Uzun donem yan etkileri arasinda ise reprodiiktif,
onkojenik ve teratojenik etkileri bulunmaktadir (9). Kalp tizerinde 6zellikle miyosit
hasari, proteinlerde modifikasyonlar ve miyokard hasariyla konjestif kalp
yetmezligine sebep oldugu gosterilmistir. Bunlarin yaninda vaskiiler gegirgenlikte
artis ve 6deme de neden olabilir (10).

Astaksantin nutrasotik, gida, kozmetik ve yem endiistrisinde kullanilan
mikroalg, mantar, kompleks bitkiler, deniz iiriinleri, flamingo ve bildircinlarda
bulunan ksantofil karotenoid 6zellikte 6nemli bir pigmenttir (11,12). Daha ¢ok deniz
canlilarinda bulunan AST’nin bu hayvanlarda serbest radikallere karsi savunma
mekanizmasinda rol oynadigi disiiniilmektedir. Astaksantin’in aktivitelerinin, test
edilen diger karotenoidlere, yani zeaksantin, lutein, tunaksantin, kantaksantin ve B
karotene'e gore yaklasik 10 kat ve bir tokoferol'e gore ise 100 kat daha gii¢lii oldugu
goriilmektedir. Aktif oksijen formlarinin neden oldugu lipid peroksidasyonuna karsi
giiclii inhibitor etki gostermektedir. Tiim bu sonuglara dayanarak bazi kaynaklarda

"Siiper Vitamin E" olarak adlandirilmistir (13).



Astaksantin'in ¢ok gii¢lii antioksidan ozelliklerinin yaninda; UV 11k
fotooksidasyonuna kars1 koruyucu, anti-inflamatuvar, antikanser, antidiyabetik,
Helikobakter piloriye bagli iilsere karsi koruyucu, immiinomodiilatuvar, yaslanma ve
yasla iligkili hastaliklar veya karaciger, kalp, g6z, eklem ve prostat {izerinde iyilestirici
birgok 6zelligi oldugu diistiniilmektedir (11). Kalp iizerinde yapilan deneysel bazi
caligmalarda ise AST’nin anti-inflamatuvar, antioksidan ve lipid peroksidasyonunu
azaltic1 6zellikleri sayesinde kalp kasina karsi korucuyu etkileri oldugu gosterilmistir
(12).

Tiim bu bilgilerin 15181nda, ¢alismamizda CP’nin olusturmus oldugu kardiyak
hasara karst koruyucu etki gosterebilecek bir antioksidan olan AST’nin etkilerini
histopatolojik ve flow sitometrik acidan degerlendirmeyi amacgladik. Bu konuda
yapilacak olan ¢alismanin hem toplumda sik kullanilan bir ilacin komplikasyonlarina
kars1 elde edilebilecek bir koruyucu etkiyle insan sagligi ve tedavi maliyeti
bakimindan olumlu sonuglar dogurabilecegini hem de literatiirde bu konudaki

eksikliklerin giderilmesine katki saglayacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalp Morfolojisi

Dolasim sistemi kardiyovaskiiler sistem ve lenfatik sistem olarak iki boliimden
olusmaktadir. Lenfatik sistem dalak, timus, tonsillalar, lenf nodlar1 ve nodiillerini,
kardiyovaskiiler sistem ise esas olarak kalp ve damarlar1 igermektedir.

Kardiyovaskiiler sistem kapali sirkiiler bir sistemdir ve bu sistem i¢inde kalpten
pompalanan kan; sirasiyla arterler, kapillerler, venlerden gegip sonra tekrar kalbe
geldiginden devamli ve sirkiiler bir dongii halindedir. Ancak bazen kanin bir kismi
kapillerler duvarindan gecip hiicreler arasindaki doku sivisina katilir ve buradan ya
direkt olarak ya da lenfatik sistem aracililigiyla kardiyovaskiiler sisteme geri doner.
Kalp ise tiim bu akis esnasinda damarlarin ihtiya¢ duydugu giicii saglayan pompa
gorevini Ustlenir (14).

Dolasim sistemi igerisinde ventrikiiller kalbin kanit pompalayan boliimiidiir.
Viicuttan v. cava superior ve inferior'la kalbe donen kan ilk olarak sag atrium'a ve
sonrasinda sag ventrikiile geger. Buradan da truncus pulmonalis araciligiyla
oksijenlenmek iizere akcigerlere pompalanir. Kan akcigerlerde oksijenlendikten sonra
v. pulmonalis'ler ile sol atrium'a ulasir. Bu dolasima, kii¢iik dolasim veya akciger
dolasimi denilir. Kiigiik dolasim esnasinda oksijenize olan kan sol atriumdan sol
ventrikiile gegis yapar. Bu kan sol ventrikiil tarafindan, viicudun diger taraflarina
gonderilmek iizere aorta'ya pompalanir. Oksijenize kan dokular1 besledikten sonra,
venler (v. cava superior ve inferior) araciligiyla sag atrium'a doniis yapar. Bu dolagima

ise biiyiik dolagim veya sistemik dolasim denir (15).

2.1.1. Kalp Anatomisi

Kalp koni seklinde, yetiskin bir insanda yaklasik 250-300 g agirliginda olan bir
organdir. Toraks boslugunda, akcigerlerin arasinda, orta mediastinumda yer alir. Apex
cordis denilen tepesi sola ve asagiya; midsternal hattin 8 cm solunda 5. interkostal

araliga dogru uzanir. Apeks ve sag ventrikiil birlikte diyaframin iizerine oturur. Basis



cordis denilen tabani ise sternumun arkasinda 2. interkostal aralikta oblik olarak

konumlanmaktadir (15,16).

Tablo 1. Kalbin Komsuluklari (16).

Sag ve solda Akcigerlerin mediastinal yiizleri
Altta Diyafram
Onde Sternum, kikirdak kostalar, timus artiklar1 ve kismen akcigerler
Arkada Ozofagus
Kalbin dis yiizii

Kalp sag ve sol atriyum, sag ve sol ventrikiil olmak iizere 4 bosluktan olusur.
Bu bosluklari birbirlerinden ayiran bolmelerin, dis duvara tutundugu yerlerde oluklar
bulunur. Bu oluklardan atriyumlarla ventrikiilleri birbirinden ayiran ve iginde kalbi
besleyen damarlarin ana boliimleri ile sinus coronarius bulunan kisma sulcus
coronarius denilir. Ventrikiilleri ayiran sulcus interventricularis anterior, kalbin 6n
yiiziindedir ve sol kenarina daha yakindir. Sulcus interventricularis posterior ise,
kalbin alt yiiziindedir ve sag kenarina daha yakindir. Ventrikiilleri ayiran bu iki sulkus
apex cordis'in biraz sag tarafinda birbirleriyle birlesirler. Sulkuslar kalbi besleyen
koroner kan damarlarini igerirler (15, 17).

Anatomik pozisyondaki kalbin facies diaphragmatica (inferior), facies
sternocostalis (anterior), facies pulmonalis dexter ve facies pulmonalis sinister isimli
dort yiizli ve margo dexter, margo sinister, margo superior, margo inferior isimli dort
kenar1 bulunmaktadir. Anterior yiizey ¢ogunlukla sag ventrikiilden olusur, ancak sagda
sag atriyumun, solda ise sol ventrikiiliin bir kism1 bulunur. Diaphragma’nin centrum
tendineum’una oturan inferior yiizeyi, sol ventrikiil ve sag ventrikiiliin kiiciik bir
boliimiinden olusur. Sol akciger yiizeyi sol ventrikiil ve sol atriyumun bir boliimiinden
olusurken, sag akciger ylizeyi sag atriyumdan olusur (16,18).

Kalbin Odalar

Kalbin i¢i dért boliimden olugmaktadir. Ustteki odaciklara sag atriyum ve sol
atriyum, alttaki iki odaciga ise sag ventrikiil ve sol ventrikiil ad1 verilir. Islevsel olarak
ise bir bolme ile ayrilmis iki pompadan olusur. Sag pompa viicuttan deoksijene kani

alip akcigerlere gonderirken, sol pompa akcigerlerden oksijenlenmis kani alip viicuda



gonderir. Her pompa, bir kapak ile birbirinden ayrilan bir atriyum ve bir ventrikiilden
olusur. Atriyumlar kalbe gelen ka1 almakla gorevli olup, duvarlari ventrikiiler
duvarlara kiyasla incedir. Kalpten kani pompalayan ventrikiillerin duvarlar1 ise
nispeten daha kalindir. Sol ventrikiiliin kas Kitlesi ise, sag ventrikiilden daha fazladir.
Ciinkii viicuda kan pompalanmak igin gereken kuvvet akcigerlere kan pompalamak
i¢in gerekenden ¢ok daha fazladir (18).

Sag atriyum

Sag ve sol atriyumlar septum interatriyale ile birbirinden ayrilir. Sag atriyum
sol atriyumun hem 6n hem de sagindadir. Sag atriyuma bas, boyun ve kollardan kant
getiren v. cava superior, bacaklardan ve karindan kani getiren Vv. cava inferior, kalbin
vendz doniisiinii saglayan kardiyak venler ve koroner siniis acilir. On kistmda aurikula
ad1 verilen, aorta ascendens ile st iiste gelen, genis, tiggen ve piramidal bir uzantisi
bulunur. Bu uzanti atriyumun vendz komponenti ile baglanti1 olusturur ve hacmini
arttirtr. Atriyumun i¢ kisimda, 6n duvarinda krista terminalis adli dikey bir sirt
bulunur. Bu kristadan itibaren goriilen, musculi pectinati isimli kas ¢ikintilar1 sola
dogru devam eder ve aurikulaya uzanir. Arka duvar nispeten diizdiir, ancak fossa
ovalis adinda s1§ bir ¢ukura sahiptir. Fossa ovalis, fetal donemde sagdan sol atriyuma
kan akisina izin veren foramen ovale'nin oldugu bolgededir. Vena cava superior sag
atriyuma iist kismindan girerken, v. cava inferior inferoposterior kismina ag1lir. Iki v.
cava arasinda uzanan sulkus terminalis denilen bir oluk bulunur. Sulkus terminalis,
atriyumun i¢ yiizeyinde, pektinat kaslarin baslangi¢ yeri olan crista terminalise kargilik
gelir. Koroner siniis ise koroner sulkusun arka kism1 boyunca uzanip, atriyoventrikiiler
acikligin yakininda sag atriyumda son bulur. Bazi kalp damarlar1 da sag atriyuma
bagimsiz olarak girer (17,19,20)

Sol Atriyum

Sol atriyum kalbin tabanini olusturur ve sag atriyumun arkasina dogru uzanir.
Kiigiik, biikiilmiis sol aurikula, sol atriyumun {ist sol kdsesinden ¢ikint1 yapar ve one
dogru uzanir. Agizlarinda kapak¢ik bulunmayan dort adet pulmoner ven simetrik
olarak sol atriyuma girer. Sol atriyum boslugu auricula sinistra disinda diiz duvarlidir.
Auricula sinistra auricula dextra'dan daha uzun, dar, kavislidir ve atriyum sinistrum ile
aralarinda olan baglant1 deligi de daha dardir. Sol atriyumu sol ventrikiile baglayan

ostium atrioventriculare sinistrum adli delikte valva atrioventricularis sinistra (valva



mitralis) bulunur. Bikiispid (iki kapakgikli) olan valva mitralis iki parmagmn ucunu
andirir. Kapakgiklar anterior ve posterior kapak¢ik olarak adlandirilir. Anterior
kapak¢igin tabani fibréz atriyoventrikiiler halkanin kenarmin {i¢te birine, posterior
kapakgik ise kalan iigte ikisine baglanir; ancak bazen karsi karsiya gelemezler ve bu
durumda kii¢iik bir aksesuar kapakgik aralarindaki boslugu doldurur. Musculi
pectinati’ler ise sag atriyumda nispeten daha az bulunurlar ve auricula sinistra
civarinda goriiliirler (15, 21).

Sag Ventrikiil

Sag ve sol ventrikiiller, birbirlerinden septum interventriculare ile ayrilir. Sag
ventrikill, sag atriyumdan apex’e kadar uzanir. Sag atriyum ile arasinda ostium
atrioventriculare dextrum ve buraya ait, ti¢ adet kapakg¢ig1 olan valva atrioventricularis
dextra (valva tricuspidalis) bulunur. Truncus pulmonalis ile arasinda ise ostium trunci
pulmonalis ve bu delige ait, ti¢ adet kapak¢ig1 olan valva trunci pulmonalis yer alir.
Arka st duvarda kanin sag ventrikiile giris ¢ikis yerlerini ayiran crista
supraventricularis bulunur. Bu Kkristanin tist kismindan valva trunci pulmonalis’e kadar
uzanan diiz ventrikiiler alana conus arteriosus denir. Crista supraventricularis’in
altinda bulunan ventrikiil miyokardinin diizensiz kivrimlari ve ¢ikintilarina ise
trabekiila carneae adi verilir. Bu ¢ikintilarin biiyiik ve koni seklinde olanlarma m.
papillaris denir. Musculus papillaris’lerin tepesinden baslayip, valva tricuspidalis’in
kapake¢iklarinin serbest kenarlarina tutunan iplikgiklere ise chordae tendineae adi
verilir. Valva tricuspidalis, m. papillaris ve chordae tendineae’lar birlikte kanin
pompalama odacigina geri donmesini engellerler. Septal duvar tizerinden 6n duvara
dogru uzanan modifiye trabecula carnea olan trabecula septomarginalis’in iginde
kalbin iletim sistemine ait fasciculus atrioventricularis’in crus dextrum’unun dallar
seyreder (16,17).

Sol Ventrikiil

Sol ventrikiil sol atriyumun Oniine uzanir ve sag ventrikiilden daha uzun ve
daha koniktir. Kalpteki en kalin miyokard tabakasina sahiptir. Kalbin anterior, inferior
ve sol pulmoner yiizeylerine katkida bulunur ve apeksi olusturur. Sol ventrikiildeki
trabeculae carneae’lar, genel itibariyle sag ventrikiildekilere benzemekle beraber
kismen daha ince ve hassastir. Valva mitralis’e tutunan chorda tendinea'lar sag

ventrikiildekilerden daha kalin, kuvvetli fakat daha az sayidadirlar. Valva mitralis’in



On, sag tarafinda ostium aortae ve bu delige ait, lic adet semilunar kapakg¢iga sahip,
valva aortae bulunur. Semilunar kapakgiklar ile aorta ascendens'in duvari arasinda cep
benzeri siniis aortae’lar bulunur. Sag ve sol koroner arterler de sag ve sol aort
siniislerinden kaynaklanir. Kan, sol atriyoventrikiiler delikten ventrikiile girip apekse
dogru akar. Sag ventrikiiliin infundibulumunun arkasindaki, diizgiin yiizeyli bir duvara
sahip olan, kanin disariya akis yoluna vestibulum aortae denir. Bu vestibiil aorta
ascendens ile devamlilik gosterir (15,18).

Sag ve sol ventrikiil arasindaki septum interventriculare iki bdliimden
olusmaktadir:

m Pars muscularis

m Pars membranacea

Pars muscularis kalin ve septumun biiylikk kismini olustururken, pars
membranacea septumun ince yapidaki tist kismidir (18).

Kalbin Iskeleti

Ventrikiiler taban, atriyoventrikiiler kapaklar ve aortik agiklik ile yakindan
iligkili membranéz, tendindz ve fibroareolar uzantilari olan, yogun kollajenden olusan
kompleks bir yapidir (20). Atriyoventrikiiler, aort ve truncus pulmonalis deliklerini
anulus fibrosus adi verilen fibroz halkalar ¢gevreler. Halkalar trigonum fibrosum isimli
ek fibroz bir bag dokusu araciligiyla birbirlerine baglanir. Bu fibréz destek yapilar
kalbin iskeletini olusturur. Fibroz iskelet sadece kalp kasi ve kapaklara destek olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda atriyum ve ventrikiilleri ayiran septay1 olusturmaya da yardimci
olur (14).

Valva mitralis’i ¢evreleyen halkaya anulus fibrosus sinister, valva
tricuspidalis’i ¢evreleyene anulus fibrosus dexter denilir. Trigonum fibrosum
sinistrum, ostium aorticum ile ostium atrioventriculare sinistrum arasindadir.
Trigonum fibrosum dextrum ise ostium aorticum ile ostium atrioventriculare sinistrum
ve dextrum arasindadir (16). Atriyum fibr6z iskeletin sag tarafina, ventrikiil ise soluna
uzanir ve ikisi arasinda kas liflerinin devamliligi yoktur. Fibroz halka boyunca
aralarindaki tek fizyolojik baglanti atriyoventrikiiler iletim demetidir. Interventrikiiler
septumun membrandz kismi ve trikiispid, mitral ve aort kapaklarinin yaprakc¢iklarinin

hepsinin bir araya geldikleri bolgeye ise santral fibroz cisim adi verilir (21).



Kalbin damarlar ve innervasyonu

Miyokardiyum, kalpten ¢iktig1 yerde aortadan dallanan a. coronaria dextra ve
sinistra’dan bolca kan destegi almaktadir. Sulcus coronarius adli oluk igerisinde
seyreden Koroner arterler kanlarini, ventrikiiler diyastol sirasinda, valva aortae’nin
kapakgiklarinin arkasindaki siniislerden alirlar. Koroner arterler kalbin arka yiiziinde
anastamozlasirlar. Sol koroner arter sol atriyoventrikiiler olukta seyreder ve ramus
interventricularis anterior ve ramus circumflexus dallarina ayrilir. Sag koroner arter de
sag atriyoventrikiiler oluk iginde arkaya dogru seyreder ve ramus interventricularis
posterior dalini verir (14,22).

Koroner arterlerden gelen kan, genis bir kapiller agdan gectikten sonra,
arterlere paralel seyreden kardiyak venlere girer. Bu Kkardiyak venler (v.
interventricularis anterior, v. coronaria sinistra v. coronaria dextra, v. interventricularis
posterior, v. ventriculi sinistri posterior, v. obliqua atrii sinistri, vv. atrioventriculares)
daha genis bir damar sekli olan, kalbin arka yiizinde, atriyum ve ventrikiillerin
arasindaki sulcus coronarius’da seyreden sinus coronarius’a drene olurlar. Bu siniis sol
ventrikiil miyokard kaninin ¢gogunu drene ettikten sonra sag atriyuma bosalir. Kalbin
venlerinin az bir kismi1 (v. ventriculi dextri anterior, vv. cardiacae minimae-Thebesius
venleri) ise dogrudan sag atriyuma kani bosaltirlar. Thebesius venleri en kiiciik kalp
damar grubu olup, farkli olarak kani kalbin dort odasina da bosaltir. Sag atriyumda ve
sag ventrikiilde ¢ok sayidadir, sol atriyum ve sol ventrikiilde ise nispeten sayica daha
azdir. Sonugta kardiyak venlerle deoksijenize olmus kan tekrar oksijenlenmek igin
pulmoner dolasima donmiis olur (14,18).

Kardiyak lenfatik damarlar subendokardiyal, miyokardiyal ve subepikardiyal
pleksuslar1  olustururlar. Bu pleksuslardan olugsan lenfatik damarlar da
atriyoventrikiiler olukta birlesip tek bir damar halinde pulmoner arter ile sol atriyum
arasinda yiikselir ve genellikle nodi lymphatici tracheobronchiales inferiores’de sona
erer. Lenfatik damarlarin bir kismi da solda brakiyosefalik lenf nodunda biter (20).

Kalbin innervasyonu otonom sistemle gerceklesir. Parasempatikleri n.
vagus'un, sempatikleri ise truncus sympathicus'un dallaridir. Buralardan gelen
kardiyak dallar bifurcatio trachea'nin oniinde, arcus aortaemin arkasinda yer alan

plexus cardiacus'u olustururlar. Sempatik lifler uyarildiginda kalp hizlanir ve koroner



arterler genisler; buna kars1 parasempatik lifler kalbi yavaslatir ve koroner arteryal
daralmaya neden olur (15).

Kalbin iletim Sistemi

Kasilmak igin noral stimiilasyona ihtiya¢ duyan iskelet kasinin aksine, kalp
kast ndral uyarim olmadan da kasilabilir. Atriyum ve ventrikiil miyokardinin
eksitasyonu ve kontraksiyonu kalp iletim sistemini olusturan ozellesmis kalp kasi
hiicreleri tarafindan gergeklestirilir. Spontan olarak aksiyon potansiyelleri iiretebilen
bu o6zellesmis kalp kasi hiicrelerinden olusan nodus sinuatriyalis (SA), nodus
atrioventricularis (AV), atriyoventrikiiler demet (His), sag ve sol demet dallar1 ve
Purkinje lifleri kalbin iletim sistemini olusturur (23).

Nodus sinuatriyalis sag atriyumun iist duvarinda, V. cava superior a¢ikliginin
yaninda, crista terminalisin {ist ucunda yer alir ve kalbin pacemaker’1 olarak islev
goriir. Yani kalbin kasilmasi i¢in gerekli aksiyon potansiyelleri buradan baslar ve sag
ve sol atriyumlara yayilir. SA nodiilii kalbin diger bolgelerine nispeten daha hizl
aksiyon potansiyeli {iretir ve daha fazla Ca*? kanali vardur.

Nodus atrioventricularis sag atriyumun alt kisminda, sinus coronarius agikligi
ile trikiispit kapagin septal kapak¢igi arasinda yer alir. SA nodiilden AV nodiile gelen
impulslar yavas bir sekilde atriyoventrikiiler demet adindaki 6zellesmis kalp kasi
grubuna yayilir. AV nodiildeki bu yavas iletim, aksiyon potansiyelleri ventrikiillere
iletilmeden Once atriyumlarin kasilmalarinin tamamlamasina olanak saglar. Aksiyon
potansiyelleri His demeti iizerinden hizli bir sekilde iletildikten sonra His demeti,
interventrikiiler septumun altina uzanan sag ve sol dallara ayrilir. Bu dallarin
uclarindaki iletken doku, hizli aksiyon potansiyelleri olusturabilen &zellesmis kalp
kasi liflerinden olugsan ve ventrikiiler kalp kasma yayilan Purkinje lif demetini
olusturur. Sonugta tiim bu sistem sayesinde aksiyon potansiyelleri ventrikiiler kalp
kasinin tamamina hizla ulagsmis ve kardiyak kontraksiyon gerceklesmis olur. Bu
kasilma tamamlandiktan sonra ventrikiiller gevsemeye baslar ve gevseme
tamamlaninca SA nodiilde, bir sonraki aksiyon potansiyeli olusur. Boylece bir sonraki

kalp dongiisii baslamis olur (22,23).



2.1.2. Kalp Embriyolojisi

Kardiyojenik Bolgenin, Kalp Tiipiiniin ve Halkasinin Olusumu

Endometriyumdan difiizyonla beslenen embriyoda tigiincii haftanin ortasinda
kalp ve damar sistemi gelismeye baslar. Kardiyak progenitor hiicrelerin kdkeni
primitif ¢izginin lateralindeki epiblast tabakasidir. Primitif ¢izgi boyunca go¢ eden
hiicreler orofaringeal membranin rostralinde, lateral plak mezoderminin splanknik
mezodermine (kardiyojenik mezoderm) yerlesirler. Ge¢ presomit donemde (18. giin)
bu hiicreler faringeal endodermle indiiklenerek kardiyak miyoblastlara dondsiirler.
Splanknik mezodermde endotelle ¢evrili kan hiicreleri de olusmaya baslar. Sonugta iki
lateral splanknik mezodermde iki ayr tiip seklinde olugsmaya baslayan kalp i¢i endotel
hiicreleri dist miyoblastlarla c¢evrelenmis durumdadir ve bu yapr kalp tiipii
(endokardiyal tiip) adin1 alir, bu bolgeye ise kardiyojenik bolge denir. Orofaringeal
membranin rostralinde bulunan kardiyojenik bolge zamanla Once servikal sonra
torakal bolgeye iner. Embriyonun hem sefalokaudal hem lateral yonlerden
katlanmasiyla iki kalp tiipii birbirine yaklasip ortada birleserek tek bir tiip (22. giin)
halini alir (24,25). Miyokard tarafindan kalp jolesi olarak da bilinen kalin bir
ekstraseliiler matriks tabakasi 21-22. giinden sonra salgilanir ve bu tabaka miyokardi
endokardiyal tiipten ayirir. Epikardiyum ise miyokardin dis ylizeyine go¢ eden
mezodermal hiicreler ve septum transversumda bulunan mezodermal hiicrelerden
olusur. Boylelikle icte endotelyal tabaka, ortada miyokardiyum ve dista epikardiyum
tabakalar1 olusmus olur (26).

Kan, kalp tiipiinde bir dizi odacik boyunca akar. Tibiiler yapidaki kalp
uzamaya, genislemeye, bazi alanlarda daralmaya baglar ve vendz ugtan arteryal uca
dogru siniis venosus, atriyum, ventrikiil, bulbus kordis ve aortik keseden olusur
(27,28). Yirmi igiincii giin bulbus kordis inferior, anterior ve saga dogru hareket eder.
Primitif ventrikiil sola donerken, primitif atriyum ile siniis venosus superior ve
posteriora hareket eder. Bu biikiilme 28. giine kadar siirer ve sonunda kardiyak halka
olusur. Baslangigta perikardiyumun disinda iki es parcadan olusan atriyal boliimler
birleserek tek bir atriyumu olusturur ve perikardiyumun igine girer (25,29). Bulbus
kordis’in proksimal 1/3’i sag ventrikiilii olusturur. Truncus arteriosus isimli distal

kismi aort kokiinli ve aortae ascendens'i olusturur. Konus kordis isimli orta kismi ise
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primitif sag ventrikiilii truncus arteriosus'a baglar ve sag ve sol ventrikiillerin akim
cikis kanallarint  olusturur. Primitif ventrikiilden de sol ventrikiil gelisir.
Interventrikiiler sulkus sag ve sol ventrikiilleri ayirir. Miyokardin merkezden uzaga
dogru biiylimesi ve ventrikiile trabekiiler goériinim kazandiran i¢ duvarlarin
divertikiilasyonuyla ventrikiiller gelisir (30).

Siniis Venozusun Gelisimi

Tiim vendz kan, siniis venozus yoluyla sag atriyuma girer. Siniis venozus esit
ebatl1 sag ve sol siniis boynuzlarina sahiptir. Kanin soldan saga santinin sonucu olarak
4. haftada sag boynuz biiyiir ve sol boynuz koroner siniisii olusturacak bir kola
doniigiir. Zamanla atriyum biiyiidiik¢e, sag siniis boynuzunu dorsal duvarina dahil
eder ve burasi sag atriyumun diiz duvarli boliimiinii olusturur. Basta tek olan pulmoner
ven sol atriyuma agilir. Atriyum genisledik¢e, bu pulmoner veni ve dort kolunu kendi
duvarlarina dahil ederek sol atriyumun diiz duvarl bolgesini olusturmus olur (31).
Siniis venozus ve sag atriyum arasindaki sinuatriyal orifisin iki yaninda sag ve sol
vendz kapaklar vardir. Bu kapaklar dorsokraniyal tarafta birleserek septum spurium
tiimsegini olustururlar. Sol ven6z kapak zamanla atriyal septuma karigirken, sag vendz
kapagin alt parcasindan v. cava inferior ve koroner siniis kapagi gelisir. Bu donemde
septum spurium ve sag vendz kapagin iist kismu birlikte crista terminalisi olusur
(25,31).

Kalbin Bolmelenmesi

Kalbin septumlar1 27-37. giinlerde, karsilikli duvarlarda biiyliyen dokularin
birbirlerine yaklasip birlesmesi ya da bir duvardan gelisen dokunun diger duvarla
birlesmesiyle olusur. Endotel hiicrelerinin kalp jolesine go¢ ederek olusturduklar:
endokardiyal yastiklardan dorsal ve ventral yastiklarin ortaya dogru biyiiyiip
birlesmesiyle atriyoventrikiiler kanal sag ve sol olmak iizere ikiye ayrilir. Sonrasinda
ise endokardiyal yastiklardan asagiya uzanan membranéz septum ile
miyokardiyumdan yukariya uzanan miskiiler septum birleserek interventrikiiler
septumu olusturur (24).

Atriyal septum; septum sekundum, septum primum ve atriyoventrikiiler
yastiklarin katkisiyla olusur. Septum primum, 5. haftada atriyumun dorsal duvarindan
gelisir, atriyoventrikiiler yastiklara dogru biiyiir. Gegici interatriyal gegit olan foramen

primum (ostium primum) septum primumun alt kisminda olup, gelisimin 6. haftasinda
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septum primum endokardiyal yastiklarla kaynastigi i¢in kapanir. Fakat bu
kapanmadan once septum primumun st kisminda delikler goriilmeye baslar ve
foramen sekundumu (ostium sekundum) olusturmak iizere birlesirler. Septum
primumun sag tarafinda, kalin, kasl, septum sekundum da endokardiyal yastiklara
dogru hilal seklinde biiyiir ve foramen ovale isimli bir deligi ¢evreler. Vena cava
inferior icindeki oksijenden zengin kan foramen ovale'ye yonelir ve septum
sekundumdan septum primumu iterek sol atriyuma geger. Dogumdan sonra sol atriyal
basincin artmasiyla bu delik kapanarak fossa ovalise doniisiir (32,33).

Semilunar kapaklar, aort ve truncus pulmonalis deliklerinin g¢evresindeki
dokudaki 3 tiimsekten zamanla c¢ukurlasip yeniden sekillenerek gelisir.
Atriyoventrikiiler kapaklar da AV kanallarin etrafindaki dokudan gelisir (28).

Kalbin ileti Sisteminin Olusumu

Basta asenkron kasilan kardiyomiyositlerin bulundugu kalpte pacemaker
aktivitesi, gegici bir sol SA diigim bolgesinin yeniden konumlandirilmasiyla gelisen
sag SA diigiim bdlgesinden baslar. Sonucta V. cava superior ve sag atriyum gegisinde
bulunan hiicreler farklilasarak kontraktil, pacemaker 6zellikte SA diiglimii olusturur.
Bundan kisa siire sonra, endokardiyal yastiga bitisik atriyoventrikiiler bileskedeki
hiicrelerden, ikinci pacemaker merkezi, AV digim olusur. AV diigiim gelisimine,
Ozellesmis iletim hiicrelerinden olusan, His demetinin gelisimi eslik eder (26). AV
diigim ve His demeti, sinus venozusun sol duvari ve atriyoventrikiiler kanaldaki

hiicrelerden gelisir (25).

2.1.3. Kalp Histolojisi

Kalp dért odadan olusan miiskiiler pompa islevi olan bir organdr. iki atriyum
sistemik ve pulmoner vendz dolasimlardan kan almakla gorevliyken, diger iki oda,
ventrikiil, kani sistemik ve pulmoner arteryal dolasima gonderir. Kalp odalar: ile akim
cikis yollari arasinda ise kanin geriye akmasini engelleyen kalp kapaklari bulunur (34).
Kalp fonksiyonel olarak kani pompalayan kalp kasi, kapaklar ve kapaklarin tutundugu

fibroz iskelet ve impulslari ileten iletici sistemden olusur (35).
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Kalp Kasi

Cok cekirdekli iskelet kasinin aksine, rejenerasyon oOzelligi olmayan ve
istemsiz kasilan kalp kasi hiicreleri merkezde, soluk boyanmis oval bir ¢ekirdege ve
bunun etrafinda eozinofilik sarkoplazmaya sahiptir. Sarkoplazmada Golgi kompleksi
ile glikojen ve lipid damlaciklari, miyofibriller ve biiyiik mitokondriyonlar bulunur.
Hiicrelerin etrafinda kilcal damardan zengin endomisyum bulunmaktadir. Kalp kasi
hiicreleri birbirine daha karmasik baglantilarla baglanirlar. Bir kalp kas1 lifi dallanarak
komsu liflere baglanir ve karakteristik bir kontraksiyon dalgasi saglayacak bigimde i¢
ice gegmis, siki bir sekilde oriilmiis hiicre demetlerini olusturur. Hiicrelerin birlesim
yerlerindeki diskus interkalaris adli koyu renkli enine ¢izgilerin varlig1 ayirt edici bir
ozelliktir (36,37). Bu diskuslar; ince filamentleri baglayip hiicreleri birbirine tutturan
fasya adherens, saglam bir sekilde tutunmay1 saglayan makula adherens (desmosom)
ve hiicrelerarasi iletisimi saglayan gap junctionlari igerir. Iskelet kasiyla benzer sekilde
enine ¢izgilenme gosteren kalp kasi hiicrelerinde sarkoplazmik retikulum terminal
sisternast bulunmaz ve sarkoplazmik retikulumun son bélimi ile T tiibiil diyad
yapisini olusturur (38).

Atriyumun kardiyomiyositleri osmiyofilik graniiller igerir. Atriyal natriiiretik
polipeptid ve beyin natriiiretik faktor (natrilirezis, dilirezis) igeren graniiler atriyal
hiicreler endokrin fonksiyonlari nedeniyle miyoendokrin hiicreler ismiyle de anilir
(38,39). His demeti igindeki iletim igin 6zellesmis, modifiye kalp kasi hiicreleri olan
Purkinje lifleri ise soluk, genis ve mitokondriyondan zengindir. Diger hiicrelerle
baglant: olustururlar fakat tipik diskus interkalaris yapisini icermezler (40).

Kalp Duvarlan

Kalbin duvari icten disa dogru; endokardiyum, miyokardiyum ve
epikardiyumdan olugsmaktadir. Endokardiyum igte endotel, ortada diiz kas hiicreleri
ve kollajen lifler iceren subendotelyal tabaka, en derinde ise damarlar, sinirler ve
kalbin iletim sisteminin bulundugu gevsek bag dokusundan olusan subendokardiyal
tabakadan olusur (35). Miyokardiyum kalp kasindan olusan tabakadir. Bu tabaka
ventrikiillerde, kani viicuda pompalayabilmek fazla kuvvet gerektirdigi i¢in
atriyumlara gore daha kalindir. Epikardiyum ise aslinda serdz perikardiyumun visseral

tabakasidir. En dista yiizeyi kayganlastiran bir s1v1 salgilayan tek katli mezotel, bunun

13



altinda ince fibroelastik bag dokusu, bu dokunun altinda ise koroner kan damarlari,
sinir ve adipoz doku i¢eren subepikardiyal tabaka bulunur (35,41,42).

Kalp Kapaklari ve Interventrikiiler Septum

Interventrikiiler septum membrandz kismi1 haricinde tamaminda kalp kast igerir
ve endokardiyumla kaplidir. Interatriyal septum ise interventrikiiler septumdan gok
daha ince olup, bazi alanlar1 hari¢, merkezinde kalp kasi ve her kalp odasina bakan
yliziinde bir endokard ortiisii vardir.

Kalp kapaklar, tiizeri endokardiyum ile kapli bag dokusundan olusur.
Kapaklar, fibroz halkalar1 olusturan ve kapak acgikliklarin1 ¢evreleyen diizensiz siki
bag dokusundan olusan kalbin iskeletine tutunurlar. Her kapak; kapagin merkezini
olusturan diizensiz siki bag dokusu yapisindaki fibroza, kapaklarin iist kismindaki
gevsek bag dokusu yapisindaki spongiyoza, kapaklarin alt kismindaki siki bag dokusu
iceren ve endotel ile kapli olan ventrikiilaris tabakalarindan olusur. Kapaklar
tabanlarindaki kiiclik kan damarlar1 haricinde avaskiilerdirler ve yiizeylerindeki
kandan difiizyonla beslenirler (41). Atriyoventrikiiler kapaklarin ventrikiiler
yiizeyinden baglayan bag dokusu korda tendinealar1 olusturur. Korda tendinealar
ventrikiil icerisinde uzanan papiller kaslara tutunurlar ve mitral kapakta trikiispit
kapaga gore daha az fakat daha biiylik boyuttadirlar (43,44).

Kalbin ileti Sistemi

Kalbin koordine bir sekilde kasilmasi modifiye kalp kasi liflerinden olusan
Ozellesmis bir iletim sistemi tarafindan gergeklestirilir (45). Bu sisteme ait Purkinje
lifleri diskus interkalarisleri olmayan, desmosomlar tarafindan birlestirilen hiicre
zincirleri seklindedir. Bu hiicreler tipik kardiyak miyositlerden daha kisadir ve daha
biiyiik bir capa sahiptir. Purkinje lifini olusturan her hiicre, bol glikojen iceren seffaf
sitoplazmayla g¢evrelenmis merkezi bir ¢ekirdege sahiptir. Miyofibrilleri liflerin
periferinde ve az miktardadir. AV diigiimde ve SA diigtimdeki pacemaker aktivitesine
sahip nodal miyositler tek cekirdekli dar, yuvarlak, silindirik veya poligonal
hiicrelerdir. AV demetin kok ve ana dallarinda bulunan miyositlerde ise iletim daha
yavastir ve kalp miyositlerine gore daha dar hiicrelerdir (46).

Sag atriyal duvarda v. cava superior girisine yakin konumlanan SA diiglimde
olusan impulslar otonomik sinir sistemi tarafindan kontrol edilir. SA diigiimden gelen

impuls, sag ve sol atriyum kasindan gegerek kasilmalarmi saglar ve interatriyal
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septumun tabaninda, trikiispit kapak halkasinin {izerindeki sag atriyumun medial
duvarindaki AV diigiime ulasir. Bu nodal hiicreler spontan olarak depolarize olur ve
dakikada yaklasik 70 atimlik bir kalp atisin1 baslatmak i¢in impulslar tretirler. AV
diigiimden gelen impuls, AV demet boyunca iletilerek ventrikiile yonlendirilir.

Purkinje lifleri de impulsun ventrikiiller etrafinda yayilmasini saglar (45,47,48).

2.2. Siklofosfamid

Kimyasal silah olarak da kullanilmis olan azotlu hardal (nitrojen mustard) ayn
zamanda hayvan deneylerinde model olarak da kullanilmis ve yapilan caligsmalar
sonucunda ilk olarak 1948 yilinda bir azotlu hardal olan, mekloretamin adi verilen
kanser kemoterapi ilaci gelistirilmistir. Giiniimiizde ise alkilleyici ilaglar olarak
adlandirilan bu ilag grubu hala en sik kullanilan kemoterapotiklerdendir. Siklikla Gy
ve S donemlerine etki etmekle beraber, hiicre dongiisiiniin herhangi bir donemine de
etki edebilirler (8).

Siklofosfamid, en ¢ok kullanilan alkilleyici ilaglardan olup azotlu hardallar
grubunda yer almaktadir. Mekloretamin'in siklik bir fosfamid esteri olan CP metabolik
olarak aktive olduktan sonra, Deoksiriboniikleik asit (DNA)'i alkiller ve ¢apraz baglar
olusturur (8,49). Sitotoksik ve sitostatik etkileri olan CP antineoplastik, anti-
inflamatuvar ve immiinsupresif olarak kullanilmaktadir (50-52). Anti-inflamatuvar ve
immiinsupresif etkileriyle sistemik lupus eritematozus, Wegener graniilomatozu,
mikroskobik polianjitis, Churg-Strauss sendromu, romatoid artrit, pemfigus, immiin
trombositopenik purpura, Behget hastaligi, glomertilonefrit, multipl sklerozis gibi pek
¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (53-59). Ayrica aplastik anemi tedavisinde
ve immiinsupresan olarak organ transplantasyonunda kullanilmaktadir (60,61).
Siklofosfamid antineoplastik etkileriyle de akut ve kronik lenfositik 16semi, hodgkin
lenfoma, non-hodgkin lenfoma, multip] myelom, noroblastom, akciger, meme,
serviks, over, testis kanseri, Wilm’s tiimorii, yamusak doku sarkomu tedavilerinde yer
almaktadir (62).

Yiiksek oral biyoyararlanimi olan CP hem oral hem intravendz yollarla
uygulanabilir. Ana formunda aktif olmadig1 i¢in karaciger mikrozomal enzimleriyle

(sitokrom P450) aktive edilerek 4-hidroksisiklofosfamid’e (4HCP) dontistiiriiliir (63).

15



Bu aktif metabolit, aktif olmayan 4-ketosiklofosfamid'e okside edilebilir veya bir
baska aktif metabolit olan aldofosfamide doniisebilir. Aldofosfamid ise aldehit oksidaz
ile inaktif metaboliti karboksifosfamide okside edilebilir veya toksik metabolitler olan
akrolein ve fosforamid hardalina dontisebilir (64). Fosforamid hardali antitimor
etkilerden sorumluyken, normal hiicrelerde DNA hasarina ve ¢esitli organlarda
toksisitelere yol agan akrolein, oksidatif strese neden olur. Akrolein hiicre igi reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) ve nitrik oksit (NO) {iiretimini aktive eder ve peroksinitrit
olusumuna yol agarak sonugta hiicre i¢indeki lipidleri, proteinleri ve DNA'y1 hasarlar

(62,65).
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Sekil 1. Siklofosfamid’in Metabolizmasi (63)

Siklofosfamid toksisitesiyle kemik iligi, mesane, akcigerler, gastrointestinal
sistem, overler ve testisler gibi pek ¢ok farkli organ etkilenebilir. Kalp, bobrek ve
karaciger lizerindeki etkileriyle ciddi morbidite ve bazen mortalite goriilmektedir
(9,66-68). Firsatg1 enfeksiyonlarla beraber kemik iligi toksisitesi (Ozellikle
miyelosupresyon), hemorajik sistit, gegici infertilite, bulanti, kusma ve sa¢ dokiilmesi
stk goriilen yan etkilerindendir (49,69). Siklofosfamid tedavisinin sik goriilen yan

etkilerinden olan hemorajik sistit ve mesanenin diffiiz inflamasyonu, gross hematiiri
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ve refraktor hemoraji ile goriilebilir ve bu yan etki CP metabolize olurken olusan
akroleinle baglantilidir (70,71). Diger organ spesifik yan etkileri arasinda hepatik
enzim yliksekligiyle seyreden karaciger hasari, kolestatik sarilik, Kolelitiazis veya
masif hepatik nekroz, pnémoni, pulmoner fibrozis ve ellerde ve ayaklarda eritemle
seyreden eritrodisestezi sendromu goriilebilmektedir (72-76). Hastaliklarin CP ile
uzun siireli tedavisi gonadal toksisiteye yol acarak infertiliteye neden olabilir.
Erkeklerde bozulmus gonadotropin salinimi, testikiiler hasar ve beraberinde sperm
sayisinda azalma ve DNA’sinda hasarlanmaya; kadinlarda ise amenoreyle seyreden
over yetmezligine yol agabilir (77-79). Bobrekte de peroksidatif hasara neden olan
ROS iiretimine neden olur. Tibiiler ve epitelyal dejenerasyon, konjesyon, nekrozisle
beraber BUN ve kreatinin yiiksekliginin goriildiigii nefrotoksisiteye neden olabilir
(80).

2.2.1. Siklofosfamid Kardiyotoksisitesi

Yiiksek doz CP tedavisinin Konjestif kalp yetmezligi, hemorajik miyokardit,
aritmiler, kardiyak tamponad ve perikardiyomiyopati gibi 6liimciil komplikasyonlara
yol agan akut kardiyotoksisiteye neden olabildigi bilinmektedir (81-83). Siddetli kalp
yetmezligine, kardiyomegali, pulmoner vaskiiler konjesyon ve perikardiyal
eflizyonlarin elektrokardiyografik bulgulari eslik edebilir. Patolojik olarak hemorajik
miyokardiyal nekroz, sol ventrikiil duvarinda kalinlagma, fibroz perikardit, endotel
hasar1 goriilebilir (84). Ayrica interstisyumda ekstravaze eritrositler ve fibrin seritler;
multiple kontraksiyon bantlari ve hiicre i¢i fibrin birikintileri olan nekrotik kas
hiicreleri; fibrin ve trombosit igeren mikrotrombiisler de CP bagimli kardiyak hasarda
goriilebilen bulgulardandir (85).

Siklofosfamid metabolitlerinin oksidatif strese ve protein, eritrosit ve toksik
metabolitlerin ekstravazasyonu ile sonuglanan endotelyal kapiller hasara neden oldugu
diisiiniilmektedir. Toksik metabolitler nedeniyle endotel hiicrelerinin ddkiilmesi;
O0dem, interstisyel hemoraji ve mikrotrombiis olusumu ile sonuglanan miyokardda ve
kan damarlarinda hasarlanmaya neden olur. Ayrica olusan trombiisler nedeniyle
multifokal miyokardiyal nekroz; fibrin birikimi, interstisyel 6dem ve hemoraji

nedeniyle duvar kalinlasmasi ve diyastolik disfonksiyon gelistigine inanilmaktadir.
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Tiim bunlar klinik olarak akut kalp yetmezligi ve aritmiler seklinde kendini
gostermektedir (86). Kalp tlizerinde goriilen bu toksik etkiler, doz bagimli olarak 4HCP
ve akroleinin sebep oldugu ROS iiretimi, glutatyon (GSH) tiikenmesi ve azalmis
aldehit dehidrojenaz aktivitesi ile iliskilidir (87).

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar

Serbest radikaller, dis yoriingesinde tek bir eslesmemis elektrona sahip
kimyasal triinlerdir. Bu kararsiz konfigilirasyonla olusan enerji, inorganik veya
organik kimyasallarla ve hiicre membranlar1 ve ¢ekirdeklerinin ana bilesenleri olan
proteinler, lipidler, karbonhidratlar, niikleik asitlerle reaksiyona neden olur. Serbest
radikaller otokatalitik reaksiyonlari baglatir ve reaksiyona girdikleri molekiillerin
kendilerini de serbest radikallere doniistiiriir, bu da hasarin yayilmasina neden olur
(88). Reaktif oksijen tiirleri ise hiicre hasarindaki rolleri iyi bilenen, oksijen kaynakli
serbest radikallerdir. Iskemi reperfiizyon hasari, kimyasal hasar ve radyasyon hasari,
oksijen ve diger gazlarin toksik etkileri, hiicre yaslanmasi, mikroplarin fagositlerce
oldiirtilmesi ve inflamatuvar hiicrelerin sebep oldugu doku hasari gibi pek ¢ok hiicresel
hasarlanmanin temelinde serbest radikaller yer almaktadir (89).

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT, 6rn. NO), hem zararli
hem faydali etkileri oldugu bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirleri ve RNT, NO sentaz
ve NADPH oksidaz izoformlari tarafindan sentezlenir. Reaktif oksijen tiirlerinin agirt
tiretimi oksidatif stresle sonuglanir; bu da hiicre yapilarinin hasarlanmasina neden
olabilir. Tersine, ROS/RNT'nin diisiik/orta konsantrasyonlarda yararl etkileri ortaya
cikar ve hasara karg1 hiicresel yanitta fizyolojik rol oynar. Cesitli ROS aracili olaylar
ayn1 zamanda "redoks dengesi” nin siirdiiriilmesine de katkida bulunur (90).

Ug ana ROS; siiperoksit (O2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil (OH)
radikalleridir. Reaktif oksijen tiirleri tiretimi baslica mitokondri ve bir plazma
membran enzimi olan NADPH oksidaz araciligiyla gerceklesir ve hiicresel ROS'larin
yaklasik %85'i normal oksidatif fosforilasyonun bir alt tirtintidiir. Oksijen endoplazmik
retikulum, mitokondri, plazma membrani, peroksizom ve sitoplazmada oksidatif
enzimlerle (P-450 ve b-5 oksidaz, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz,
miyeloperoksidaz [MPO]) O2’e doniistiirtiliir. O2" radikali oksitleyici veya indirgeyici
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bir ara maddedir ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan H>O2’ye
doniistiiriliir. H2O; ise katalaz (CAT) ya da glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan
suya indirgenen kan ve dokularda en yiiksek konsantrasyonda bulunan ROS’dur.
H20., demir varliginda gergeklesen bir Fenton reaksiyonuyla en reaktif ve zarar verici
ROS olan OH radikaline doniistiiriilebilir. Ayrica makrofajlardaki MPO enzimiyle de
H20: ile CI" reaksiyonu katalizlenerek bir baska ROS olan hipoklor radikali olusabilir
(91-93).

Serbest radikallerin oncelikli hedefleri niikleik asitler ve hiicre zarlaridir.
Cekirdekte DNA fragmantasyonu, hiicre ve mitokondriyal membranlarda lipid
peroksidasyonu ve proteinlerde ¢apraz baglanmaya neden olur. Plazma membrani
permeabilitesinin artisina bagh sitozolik Ca™ artis1; mitokondriyal membran hasariyla
apoptoza neden olan sitozolik sitokrom ¢ artist meydana gelir (89,94). A, E, C
vitaminleri, SOD, CAT, GSH ise serbest radikallere karsi hiicrenin temel koruyucu
mekanizmalaridir (95).

NADPH oksidaz ailesi (NOX’lar) biyolojik membranlardan elektronlari
transfer ederek oksijene bir elektron aktarip, O2  olusumuna neden olan enzim ailesidir.
ROS’larin tiretimine aracilik eden NADPH oksidazin katalitik gekirdegi sitokrom
b558’dir ve bu yapr gp91-phox (NOX2) ve p22-phox olarak adlandirilan iki alt
birimden olusur. NADPH oksidaz ayrica 4 tane diizenleyici sitozolik alt birime
(p40phox, p47phox, p67phox ve Rac) sahiptir (96,97).

2.4. Apoptoz

Apoptoz, gelisim ve yaslanma siirecinde fizyolojik hiicre dongiisiine katkida
bulunan, hasarli veya yetersiz hiicrelerin atilmasini saglayan programli hiicre 6liimii
mekanizmasidir (98). Apoptozun inhibisyonu neoplaziler gibi hiicre birikimiyle
sonuglanirken, artan apoptoz doku atrofisi gibi durumlara neden olabilen hiicre kaybi1
ile sonuglanir. Bu nedende doku boyutunun korunmasi i¢in apoptoz orani, hiicresel
boliinme orani ile denk olmalidir (99).

Embriyogenez sirasinda hiicrelerin yok edilmesi, hormon bagimli dokularin
hormon eksikliginde involiisyonu (menstruasyonla endometriyal hiicrelerin

dokiilmesi, menopoz sonrast ovaryan folikiillerde atrezi), ¢ogalan hiicre
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popiilasyonlarindaki hiicre kaybi (kemik iligi ve timusta immatiir lenfositler, intestinal
kriptlerde epitel hiicreleri), kendi dokularina karsi reaksiyon gdsterebilecek
lenfositlerin yok edilmesi, inflamatuvar yanitta notrofiller ve immiin yanit sonunda
lenfositler gibi konakg¢1 hiicrelerin 6liimii gibi durumlar fizyolojik apopitozise drnektir.
DNA hasart, yanlis katlanmis proteinlerin birikimi, enfeksiyonlar, duktal obstriiksiyon
sonras1 kanall1 organlarda patolojik atrofi gibi durumlar ise patolojik apoptoza 6rnek
olarak gosterilebilir (100).

Apoptoz enerji bagimli bir olay olup, higbir inflamatuvar reaksiyon ortaya
cikarmaz. Morfolojik olarak hiicrede kiigiilme, sitoplazmik eozinofili, kromatin
yogunlagmasi (piknozis), niikleer fragmantasyon (karyorheksis) ve hiicre
membraninda tomurcuklanma goriiliir. Sonugta hiicre, membranla kapl sitoplazma ve
organellerden olusan apoptotik vezikiillere ayrilir (93,101).

Zarar verici uyaranlar (serbest radikaller, radyasyon, toksinler ve biiyiime
faktorleri veya hormonlarin yetersizligi), FAS gibi hiicre yiizey reseptorlerini, strese
kars1 mitokondriyal yanit1 ve sitotoksik T lenfositleri tetiklerler. Apoptozun ekstrinsik
yolagina, tiimdr nekroz faktdr reseptdr ailesinin bir iiyesi olan FAS hiicre ylizey
reseptorleri aracilik eder. Bu yol, FAS ligandi gibi, kaspazlarin (Sistein aspartik
proteaz) aktivasyonunu saglayan molekiillerin sinyallesmesi ile baslar. Oliim
sinyalleri, sistein proteazlar olan kaspaz zincirinden olusan bir proteolitik kaskad
icinde iletilir (102).

Intrinsik (mitokondriyal) yolakta ise hasarlanan hiicrede BCL-2’nin inaktive
olmasiyla siire¢ baglar. BCL-2 gen ailesi dis mitokondriyal membranda bulunan
apoptoz diizenleyicileridir ve apoptozun hem aktivatorlerini (BAX ve BAD) hem de
inhibitorlerini (BCL-XL) igerir. BCL-2 ailesinin yani sira p53 molekiilii de apoptozu
indiikleyebilmektedir. BCL-2 gen ailesinde anti-apopitotiklerin inaktive, pro-
apopitotiklerin aktive olmasi sitokrom-C'nin mitokondriyal matriksten sitoplazmaya
sizmasini ve kaspazlarin aktive olmasini saglar (103,104).

Apoptozun tetiklenmesiyle ilk olarak kaspaz 8/9 gibi oncii kaspazlar aktive
olur, bu da hedef hiicrenin bozulmasina neden olan aktif 6ldiiriicli kaspazlarin (kaspaz
3/6) olusumuna Onciiliik eder. Kaspaz-3, DNA'lar1 par¢alayan DNAaz'1 aktive eder.

Bu durum agaroz jel elektroforezde merdiven paterni olarak gozlemlenir. Sonugta
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cekirdek kiiciiliir (piknozis) ve parcalanir (karyorheksis). Hiicre kii¢iiliir ancak plazma
membrani intaktdir ve bu durum fagositozu hizla indiikler (102,105,106).

Apoptotik hiicrelerin temizlenmesi i¢in fagositleri ¢ekebilecek bir ‘ye beni’
sinyali olan membran fosfolipidi ‘fosfaditilserin’ gereklidir. Fosfaditilserin normalde,
bir flippaz enzimi yardimiyla plazma membraninin i¢ yaprak¢iginda yer alirken;
apoptoz durumunda, bir scramblaz enzimi ile dis yaprakg¢iga dogru ilerler. Bu da

apoptotik hiicrelerin fagositlerce taninip hizla yok edilmesini saglar (107).

2.5. Astaksantin

Astaksantin, 3,3'-dihidroksi-B,3-karoten-4,4'-dion, serbest radikalleri veya
diger oksidanlar1 notralize eden, klinik olarak c¢ok gesitli yararl etkilere sahip,
ksantofil karotenoid yapida, kirmizi-turuncu renge sahip bir besindir (108,109). Gida,
yem, nutrasotik ve kozmetik uygulamalarda kullanilan AST; ¢esitli algler, mayalar,
somon, alabalik, kirmizi ¢upra, balik yumurtasi, kril, karides, 1stakoz ve kerevit gibi
deniz canlilarinda, flamingo ve bildircinlarda dogal olarak bulunmaktadir. Ozellikle
Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis, Chlorococcum, Phaffia rhodozyma
gibi mikroorganizmalar AST igermektedir (11,110).

Sekil 2. Astaksantin’in kimyasal yapis1 (111).

Deniz canlilarinda serbest radikallere karsi savunma mekanizmasi olarak gérev
yaptig1 diigiiniilen AST'nin en 6nemli 6zelliklerinden biri, antioksidan kapasitesinin
karotenoidler ve tokoferolden fazla olmasidir. Astaksantin aktivitelerinin zeaksantin,
lutein, tunaksantin, kantaksantin ve B karotene'e gore yaklasik 10 kat ve bir tokoferol'e
gore ise 100 kat daha giiclii oldugu goriilmektedir. Bu giiclii antioksidan 6zelligi
nedeniyle bazi1 kaynaklarda "Siiper Vitamin E" olarak adlandirilmaktadir (13,112).
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Astaksantin, serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonunu inhibe
ederek antioksidan etki gostermektedir (113). Astaksantin’in ¢ok gii¢lii antioksidan
ozelligiyle beraber iyilestirici pek ¢ok etkisi bulunmaktadir. Cilt kanserine neden
olabilen UV radyasyonun neden oldugu DNA hasarmma kars1i koruyucu etkisi
bulunmaktadir. Agiz, mesane, kolon karsinogenezisi, 10semi, hepatoseliiler kanser,
akciger ve meme kanserinde; hiicre proliferasyonunu, invazyonunu ve anjiyogenezisi
inhibe etme, apoptozu indiikleme gibi yollarla anti-kanser etkiler gostermektedir
(114,115). Anti-inflamatuvar etkilerini ise NO, PGE-2 ve TNF-a ve IL1-B gibi
proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini azaltarak gostermektedir. Helikobakter pylori
ve buna bagl gastrik inflamasyona kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (116-118).
Pankreasta hipergliseminin neden oldugu oksidatif stresi azaltip, pankreatik-f3
hiicrelerine kars1 yararli etkiler olusturarak anti-diyabetik etki gostermektedir (119). T
lenfosit sayisinda ve plazma IgG, IgM konsantrasyonlarinda artisa ve mononiikleer
hiicre proliferasyonuna neden olarak hiicresel ve humoral bagisiklik yanitini arttirip
immiinomodulatuvar etkinin olusmasimi saglamaktadir (120). Ayrica deneysel
calismalarda; osteoartritte kikirdak hasarin1  azaltti§i, noroprotektif, anti-
aterosklerotik, yaslanma karsiti, hepatoprotektif ve gdz ve prostat iizerine iyilestirici
etkileri oldugu gosterilmistir (121-127).

Diger antioksidanlarin aksine prooksidan aktivite gostermeyen AST’nin
kardiyovaskiiler sistem iizerinde de yararli etkileri bulunmaktadir. Yapilan hayvan
deneylerinde miyokardiyal enfarktiis alanini kiiciilttiigii, sistolik kan basincim
diisiirdiigii, aterom plaklarinda makrofaj infiltrasyonunu azalttig1 ve plak stabilitesini
sagladig1 gortlmistiir (128-131). Baz1 klinik ¢alismalarda ise serum HDL-kolesterol
ve adiponektinini artirip, trigliserit, LDL kolesterol ve APO-B diizeyini azalttigi ve
lipid peroksidasyonunu azaltarak antioksidan etkilere sahip oldugu gosterilmistir (132-

134).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Destek

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onay1 alinarak baslandi (Tarih: 14/03/2018; Protokol No: 2018/09). Bu
calisma KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklendi (Proje No: TTU-2018-7645).

3.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deneysel Calisma Plam

Arastirma i¢in yaslari 2-3 ay ve agirliklar: 200-250 g arasinda degisen Sprague
Dawley ki 18 tane disi sigan kullamildi. Tamanmi KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden saglanan siganlar, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik ortamda, sinirsiz beslenme sartlarinda muhafaza edildi. Igme suyu olarak
cesme suyu kullanildi ve beslenme igin standart sican yemi (pellet yem) verildi.
Sicaklik 22+2°C, nem %50+5 olacak sekilde ayarlandi. Siganlar g¢alisma boyuna
standart Tip III kafeslerde barindirildi (Resim 1). Uyum problemini 6nlemek ve
cevresel stres faktorlerini ekarte etmek amaciyla siganlarin bakimi, tiim deney
uygulamalar1 ve siganlarm sakrifiye edilmesi KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkez’inde yapildi. Sakrifikasyon sonrasi ¢alismalar KTU Tip Fakiiltesi, Histoloji

ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
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Resim 1. Siganlarin Barindirildigi Standart Tip III Kafesler

Astaksantin’in CP kardiyotoksisitesi tizerine etkilerini incelemek i¢in, siganlar

her grupta alt1 sican olacak sekilde {i¢ gruba ayrildi (sekil 3);

Grup 1: Kontrol Grubu, 6 adet sicana herhangi bir uygulama yapilmadan

laboratuvar ortaminda sakrifikasyon giiniine kadar takip edildiler.

Grup 2: CP Grubu, 6 adet sigana deneyin 7. giinii (09:00-10:00 saatleri arast)
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla 200 mg/kg/giin CP, her bir si¢an igin 2.5 ml SF ile
¢oziilerek uygulandi (135) (Resim 2A).

Grup 3: AST+CP Grubu, 6 adet sigana 1-7. giinlerde, her giin ayni saatte
(09:00-10:00 saatleri arasi) 25 mg/kg/giin AST, her bir sigan i¢in yaklagik 350 pl
zeytinyaginda ¢oziilerek hazirlandi; oral gavaj yoluyla ve deneyin 7. giinii son AST
uygulamasindan 1 saat sonra, 200 mg/kg/giin CP intraperitoneal enjeksiyon yoluyla
uyguland1 (136, 137) (Resim 2 A-B).
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GRUP 1

GRUP 2
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Sekil 3. Deney siireci ve gruplar

Resim 2. A) Oral gavaj, B) intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi
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3.3. Doku Numunelerinin Toplanmasi

Deney gruplarindaki tiim siganlara deney siiresinin sonunda (8. giin), 90 mg/kg
I.p ketamin enjeksiyonu ile derin anestezi uygulamasindan sonra periumblikal
bolgeden vertikal kesi uygulandi. Kesi torasik bolgeye uzatilarak, sternum kesilip
gbgiis kafesi acildi ve sonrasinda kalp c¢ikartilarak kansizlastirma yoluyla sakrifiye
edildi. Sakrifikasyon sonrasinda ¢ikarilan kalp dokulart %0,9 ‘luk serum fizyolojikte
(SF) yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutulup, tartildi. Kalpler anatomik
pozisyonda basis cordis’ten apex cordis’ e dogru ikiye ayrildi. Bu dokunun yarisi
histolojik degerlendirmeler i¢in %10’luk formalin soliisyonunda tespit igslemine tabi
tutuldu. Diger yarismin '2’si flow sitometrik analiz i¢in PBS’ye (fosfat tampon

¢ozeltisi) alimp +4°C’de muhafaza edildi.

Resim 3. Kalplerin Cikartilmasi

3.4. Histolojik islemler

3.4.1. Formalin Tespit Soliisyonunun Hazirlamst

Dokularin tespitinde kullanilan Formalin soliisyonu asagidaki sekilde
hazirland1 (138);
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- Formaldehit (%37): 10 ml
- Distile su : 90 ml

3.4.2. Isik Mikroskobik Inceleme icin Kalp Dokularmin Hazirlanmasi

Dokularin takibi, kesit alma ve boyama islemleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Her gruptan alinan
kalp dokular1, dort giin boyunca 1s1k almayan, oda sicakligindaki ortamda, %10’luk
formalin soliisyonunda tespit edilip doku takip cihazinda (Thermo Scientific Excelsior
AS, Ingiltere) tablo 2’de belirtilen doku takip basamaklarindan gegirildi. Doku gémme
cihaz1 (Leica HistoCare Arcadia H, Cin) yardimiyla 58 °C’de erimis halde bulunan
parafin icine gomiilerek elde edilen parafin bloklar tam otomatik mikrotom cihazi
(Leica RM 2255, Almanya) yardimiyla 6nce 20 pm kalinliginda kesitlerle trimlendi
ve blok iizerinde dokuya ulasildiginda dokudan 5 um kalinliginda ince kesitler alindu.
Kesitler kirisiklarinin agilmasi igin 45 °C’ de doku su banyosu (APEX instruments)
icindeki sicak su iizerinde bekletilerek lam tizerine alindi. Hematoksilen & Eozin,

Masson Trikrom ve PAS boyamalari igin her bloktan 3 lam’a seri kesitler alind1 (139).

Tablo 2. Doku Takibi Prosediirii

Sira Islem Siire

1. %70’lik alkol 1 glin

2. %90’11ik alkol 1 glin

3. %96’1ik alkol 1 glin

4. %100’liik alkol 1 giin

5. %100’lik alkol 1 saat

6. Ksilen | 5 dakika
7. Ksilen Il 5 dakika
8. Ksilen 111 5 dakika
9. Eritilmis parafin icerisinde 58 °C’de etiivde 15 dakika
10. Eritilmis parafin icerisinde 58 °C’de etiivde 15 dakika
11. Eritilmis parafin igerisinde 58 °C’de etlivde 15 dakika
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12. Eritilmis parafin igerisinde 58 °C’de etlivde 2 saat
13. Dokular blokland1 -

3.4.3. Hematoksilen Eozin Boyama Y ontemi

Lam f{izerine alman dokular H&E boyamasi i¢in zembile yerlestirilerek
deparafinize edilmesi amaciyla bir saat 58°C etiivde bekletildi ve daha sonra otomatik
boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) tablo 3’te gdsterilen rutin

histolojik boyama prosediiriinden geg¢irildi (140).

Tablo 3. Hematoksilen Eozin Boyama Prosediirii

Sira Islem Siire

1. Ksilen 5 dakika
2. Ksilen 5 dakika
3. %100’liik alkol 5 dakika
4. %9611k alkol 5 dakika
5. %70’lik alkol 5 dakika
6. Distile su 2-3 dakika
7. Hematoksilen 2,5 dakika
8. Musluk suyu 5 dakika
9. Asit alkol Batir-¢ikar
10. Distile su 1 dakika
11. Amonyakli su 10 saniye
12. Distile su 1 dakika
13. EozinY 1,4 dakika
14. Distile su 1 dakika
15. %70’lik alkol 5 dakika
16. %96’11k alkol 5 dakika
17. %100’1iik alkol 5 dakika
18. Ksilen 5 dakika
19. Ksilen 5 dakika
20. Entellan ve lamel ile kapatma -

28



Kesitlerde 151k mikroskobu ile kalpte; miyosit hasari, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, vakuolizasyon, miyokardiyal doku ayrilmasi, interstisyel hemoraji,
0dem ve diger histolojik bulgular degerlendirildi ve skorlandi.

Kalp dokusunun degerlendirmesinde elde edilen histopatolojik bulgular
dikkate alinarak yari kantitatif skorlama yapildi. Miyokardiyal hiicre dejenerasyonu

acisindan tablo 4’te belirtilen kriterlere gore 0-3 arasinda skorlandi (135, 141).

Tablo 4. Miyokardiyal Skorlama Sistemi

Derece Bulgu

0 (normal) Miyositlerde dejenerasyon yok

1 (hafif) Birka¢ dejenere miyosit veya hafif inflamasyon,

2 (orta) %350 civarinda miyosit dejenerasyonu / inflamasyon / doku ayrilmasi
/ vakuolizasyon,

3 (siddetli) %50 nin {izerinde miyosit dejenerasyonu / diffiiz inflamasyon / doku

ayrilmasi / vakuolizasyon.

3.4.4. Periyodik Asit-Schiff Boyama Yontemi
Parafinin dokudan uzaklastirilmasi amaciyla preparatlar 58°C’lik etiivde 1 saat

bekletildi. Daha sonra iiretici firmanin (Atom Scientific) tablo 5’te belirtilen

tavsiyeleri dogrultusunda PAS boyama prosediirii gergeklestirildi.
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Tablo 5. Periyodik Asit-Schiff Boyama Prosediirii

Sira  Islem Siire

1. Ksilen 5 dakika

2. Ksilen 5 dakika

3. %100’liik alkol 5 dakika

4. %9611k alkol 5 dakika

5. %70°lik alkol 5 dakika

6. Distile su 2-3 dakika

7. Periyodik Asit 5 dakika

8. Distile su ile yikama Birkag kez

9. Schiff reaktifi 20 dakika (dokular
kirmizi olana kadar)

10. Akan suda yikama 5-10 dakika

11. Hematoksilen 5 dakika

12. Distile su 1 dakika

13. Asit alkol Batir-¢ikar

14, Distile su 1 dakika

15. Amonyakli su 10 saniye

16. Distile su 1 dakika

17. %70’1ik alkol 5 dakika

18. %9611k alkol 5 dakika

19. %100’liik alkol 5 dakika

20. Ksilen 5 dakika

21. Ksilen 5 dakika

22. Entellan ve lamel ile kapatma -

Periyodik asit-Schiff boyali kesitlerde 151k mikroskobu ile kalpte glikojen

birikimi degerlendirildi.
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3.4.5. Masson Trikrom Boyama Yontemi

Parafinin dokudan uzaklastirilmasi1 amaciyla preparatlar 58°C’lik etiivde 1 saat

bekletildi. Daha sonra iiretici firmanin (Atom Scientific) tablo 6’da belirtilen

tavsiyeleri dogrultusunda Masson Trikrom boyama prosediirii gergeklestirildi.

Tablo 6. Masson Trikrom Boyama Prosediirii

Sira Islem Siire

1. Ksilen 5 dakika
2. Ksilen 5 dakika
3. %100’liik alkol 5 dakika
4. %9611k alkol 5 dakika
5. %70°lik alkol 5 dakika
6. Distile su 2-3 dakika
7. Weigert Hematoksilen A ve B karistirilir -

8. Distile su ile yikama Birkag kez
9. Asit alkol Batir-¢ikar
10. Distile su 1 dakika
11. Ponceau Fuchsin 5 dakika
12. Distile su 1 dakika
13. Fosfotungustik asit 5-15 dakika
14. Metilen mavisi 5-10 dakika
15. Distile su 1 dakika
16. Kurut -

17. %100’liik alkol 5 dakika
18. Ksilen 5 dakika
19. Ksilen 5 dakika
20. Kurutulup entellan ve lamel ile kapatma -

(kollajen yogunlugu) degerlendirildi.
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Hazirlanan preparatlarda kalp dokusunun histolojik degerlendirmesi, KTU Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Goriintileme Laboratuvarinda
bulunan dijital kamerali (Olympus, DP 71, Japonya) 1sik mikroskobunda (Olympus,
BX51, Japonya) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution, Almanya)
programi kullanilarak yapildu.

3.5. Flow Sitometrik Analiz

3.5.1. PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Analizi

Fosfatidilserinin plazma membraninin i¢ yaprak¢igindan dis yaprak¢igina
ilerlemis oldugu apoptotik hiicrelerin degerlendirilmesi i¢in Kkalp dokusu;
fosfatidilserine yiiksek afinitesi olan ve Ca*2 bagimli bir fosfolipid baglayici protein
olan Annexin V ile muamele edildi. Hiicre apoptozu PE Annexin V, 7-AAD ve
Annexin V Binding Buffer igeren kit kullanilarak ve iiretici firmanin (BD
Pharmingen™) tablo 7°da belirtilen tavsiyeleri dogrultusunda g¢alisildi. Hazirlanan
hiicre siispansiyonunun flow sitometrik analizi KTU Tip Fakiiltesi, Temel Tip
Bilimleri Laboratuvarinda bulunan BD Accuri ™ C6 Cytometer cihazinda
gerceklestirildi  ve flow sitometri bilgisayarina aktarildi. Flow sitometri
histogramlarindan elde edilen apoptoz piki yiizdelik oranlart BD Accuri ™ C6

Cytometer Software analiz programi ile degerlendirildi.

Tablo 7: PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Calisma Prosediirii

Sira  Islem Siire

1. Diseksiyonla alinan dokular PBS i¢inde yikanir ve ayri ayr1 -
petrilere aktarilir.

2. Petrideki dokulara, bistiiri ucu yardimiyla ¢gamur kivamina -
gelene kadar mekanik pargalama iglemi yapilir.

3. Petrideki materyale 0,5-1 ml distile su eklenip bir pipet -

yardimiyla tiiplere aktarilir.
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4. Doku siispansiyonu naylon bir DNA mesh’den -
(Spectramesh-nylon, 50 mikron, Backman-Coulter) gegirilip
stizlilerek yabanci ve biiyiik partikiillerin uzaklasmasi
saglanir ve santrifiij tlipline aktarilir.

5. Hiicre siispansiyonu lizerine soguk PBS ekleyip ve 2000 10 dk
rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Stipernatan atilir, pellet iizerine
tekrar soguk PBS eklenir ve santrifiij edilerek 2. yikama
yapilir. Siipernatan uzaklastirilir.

6. 1X Binding buffer eklenir (1 x 106 hiicre/ml) -

7. 100 ul soliisyonu (1 x 1075 hiicre) 5 ml’lik eppendorf -
tiiplere transfer edilir.

8. 5 um PE Annexin V ve 5 um 7-AAD ekleyip pipetaj yapilir 15 dakika
ve karanlikta 25 “C’de inkiibe edilir.

9. 400 pl 1X Binding buffer eklenir. -

10. 1 saat icinde flow sitometri cihazinda analiz edilir. -

3.5.1. Anti-NOX2/gp91phox Antikor Kit Analizi

Kalp dokusunda meydana gelen oksidatif hasar diizeyini belirleyebilmek i¢in
hiicreler gp91-phox antikoru ile muamele edildi. Oksidatif hasar anti-NOX2/gp91phox
antikoru, % 0.09 sodyum azide, % 2 siikroz ve PBS igeren kit kullanilarak ve tiretici
firmanin (abcam, ab80508) tablo 8’de belirtilen tavsiyeleri dogrultusunda g¢alisildi.
Hazirlanan hiicre siispansiyonunun flow sitometrik analizi KTU Tip Fakiiltesi, Temel
Tip Bilimleri Laboratuvarinda bulunan BD Accuri ™ C6 Cytometer cihazinda
gerceklestirildi  ve flow sitometri bilgisayarina aktarildi. Flow sitometri
histogramlarindan elde edilen oksidatif hasar piki ytizdelik oranlart BD Accuri ™ C6

Cytometer Software analiz programi ile degerlendirildi.

33



Tablo 8. Anti-NOX2/gp91phox Antikor Kit Calisma Prosediirii

Sira  Islem Siire

1. Diseksiyonla alinan dokular PBS i¢inde yikanir ve ayri ayr1 =~ -
petrilere aktarilir.

2. Petrideki dokulara bistiiri ucu yardimiyla gamur kivamina -
gelene kadar mekanik pargalama islemi yapilir.

3. Petrideki materyale 0,5-1 ml distile su eklenip bir pipet -
yardimiyla tiiplere aktarilir.

4, Doku siispansiyonu naylon bir DNA mesh’den -
(Spectramesh-nylon, 50 mikron, Backman-Coulter) gegirilip
stiziilerek yabanci ve biiyiik partikiillerin uzaklagmasi
saglanir ve santrifiij tlipline aktarilir.

S. Hiicre siispansiyonu iizerine soguk PBS ekleyip ve 2000 10 dk
rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Stipernatan atilir, pellet iizerine
tekrar soguk PBS eklenir ve santrifiij edilerek 2. yikama
yapilir. Slipernatan uzaklastirilir.

6. Fiksasyon igin hiicre pelleti izerine 100 pl paraformaldehit 15 dk
eklenerek +4°C’de bekletilir.

7. Permeabilizasyon i¢in 1 ml soguk metanol eklenir, 10 dk
karigtirthip -20°C’de 5-10 dk bekletilir.

8. Iki kez yikama islemi yapilir (5. basamak) 10 dk

9. Hiicre pelletinin lizerine 1 ml soguk PBS, %10 FCS, %1 -
sodyum azide karigim1 eklenir ve pipetaj yapilir.

10. Hiicre siispansiyonundan yeni bir tiipe 100 pl alinir, izerine 30 dk
1-2 pl primer antikor eklenip pipetaj yapilir, 30 dk, +4°C’de
ve karanlik ortamda inkiibe edilir.

11. Iki kez yikama islemi yapilir (5. basamak) 10 dk

12. Tiipte kalan hiicre pelletine 100 pl soguk PBS ve 0.5 pl 30 dk

sekonder antikor eklenip pipetaj yapilir, 30 dk, +4°C’de ve

karanlik ortamda inkibe edilir.
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13. Iki kez yikama islemi yapilir (5. basamak) 10 dk
14. Tiipte kalan hiicre pelletine 1 ml soguk PBS, %10 FCS, %1 -
sodyum azide karisimi eklenir, karistirilir ve analiz edilene
kadar +4°C’de ve karanlik ortamda bekletilir.

15. 16 saat i¢inde flow sitometri cihazinda analiz edilir. -

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
version 23, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programi ile degerlendirildi. Histolojik
skorlama ile elde edilen nitel verilerin degerlendirilmesinde ki-kare testi ve gruplar
arasi kalp agirliklarinin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi kullanildi. Anlaml
gruplarin ikili karsilastirmalar1 Bonferroni ve Mann-Whitney U testleri ile yapildi.
Gruplar aras1 karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0,05; diizeltme
testlerinde ise anlamlilik diizeyi p<0,016 olarak kabul edildi. Gruplara ait veriler

ortalama (Ort.) + standart sapma (SD) ve yiizdelik olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen Eozin Boyah Kalp Kesitlerinin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

4.1.1.1. Kontrol Grubu

Kontrol Grubuna ait kalp Kkesitlerinin  histolojik incelemesinde,
kardiyomiyositler merkezi yerlesimli tek c¢ekirdekli, diizgiin seyirli sarkolemma ile
siirly, interstisyel alan ve vaskiiler yapilar normal yapida izlendi ve herhangi bir

patolojik bulguya rastlanmadi (Resim 4-7).

4.1.1.2. CP Grubu

CP Grubuna ait kalp kesitlerinin histolojik incelemesinde; kardiyomiyositlerde
dejenerasyon, hipereozinofili, piknotik ¢ekirdekler, dalgali lifler, periniikleer 6dem,

vakuolizasyon, kontraksiyon bantlari, kas liflerinde ayrilma ve vaskiiler konjesyon

izlendi (Resim 8-17).

4.1.1.3. CP+AST Grubu

CP+AST Grubuna ait kalp kesitlerinin histolojik incelemesinde normal yapida
kardiyomiyositlerin yaninda; kardiyomiyositlerde dejenerasyon, hipereozinofili,
piknotik ¢ekirdekler, dalgali lifler, periniikleer 6dem, vakuolizasyon, kontraksiyon
bantlari, kas liflerinde ayrilma ve vaskiiler konjesyon gibi bulgular gézlendi (Resim

18-24). CP Grubu ile kiyaslandiginda bu histopatolojik bulgularda gerileme goriildii.

Miyokardiyal hasar skorlamasi istatistiksel olarak degerlendirildiginde Kontrol
Grubu’nda: 3 hasarsiz, 3 hafif hasarli, CP Grubu’nda: 1 orta - 5 agir hasarli, CP+AST
Grubu’nda: 6 orta hasarli sigan tespit edildi (p<0,001); CP ve CP+AST gruplarinda
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miyokardiyal hiicre dejenerasyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekti

(p<0.007, p<0.002). CP+AST grubunda ise miyokardiyal hiicre dejenerasyonunda CP

grubuna gore anlamli 6l¢iide azalma gorildii (p<0.003) (Tablo 9).

Tablo 9. Miyokardiyal Hasar Skoru

Kontrol CP CP+AST P degeri
Miyokardiyal n % % n %
Hasar
Hi¢ Yok 3 16,7 0 0 0
Hafif 3 16,7 0 0 0
P<0,001
Orta 0 0 5.6 6 33,3
Agir 0 0 27.8 0 0
Toplam 6 33,3 33,3 6 33,3

Veriler yiizdelik olarak verildi. Her grupta n:6

CP ve CP+AST gruplarinda miyokardiyal hiicre dejenerasyonu kontrol grubuna gére anlamli olarak
yiiksekti (p<0.007, p<0.002).
CP+AST grubunda miyokardiyal hiicre dejenerasyonunda CP grubuna goére anlamli 6l¢iide azalma

goriildii (p<0.003)
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Resim 4. Kontrol Grubuna Ait Kalp Dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir
(H&E, X40).
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Resim 5. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir
(H&E, X100).
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Resim 6. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Merkezi yerlesimli niikleusa sahip, normal yapida kas
lifleri (yukari ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 7. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Merkezi yerlesimli niikleusa sahip, normal yapida kas
lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 8. CP grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok), siddetli hemoraji (beyaz yildiz)
izlenmektedir (H&E, X40).
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Resim 9. CP grubu kalp dokusu. Hipereozinofilik kas lifleri (¢entikli sag ok), dalgali lifler (ok  bas1),
kas liflerinde ayrilma (asag1 ok) izlenmektedir (H&E, X100).
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Resim 10. CP grubu kalp dokusu. Perikardiyal lenfositik infiltrasyon (sol sag ok) izlenmektedir
(H&E, X100).
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Resim 3. CP grubu kalp dokusu. Hipereozinofilik kas lifleri (¢entikli sag ok), piknotik ¢ekirdekler
(centikli ok basi), dalgali lifler (ok bas1), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok) izlenmektedir
(H&E, X200).
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Resim 12. CP grubu kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok),
hipereozinofilik kas lifleri (¢entikli sag ok), dalgali lifler (ok bas1) izlenmektedir (H&E,
X200).
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Resim 13. CP grubu kalp dokusu. Kas liflerinde dejenerasyon (siyah ok), dalgali lifler (ok basi),
vakuolizasyon (mavi ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 14. CP grubu kalp dokusu. Hipereozinofilik kas lifleri (¢entikli sag ok), piknotik ¢ekirdekler
(centikli ok bas1), dalgali lifler (ok basi), periniikleer 6dem (dirsek ok) kas liflerinde
dejenerasyon (siyah ok), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok) izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 15. CP grubu kalp dokusu. Kas liflerinde dejenerasyon (siyah ok), dalgali lifler (ok bast),
periniikleer 6dem (dirsek ok) izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 16. CP grubu kalp dokusu. Kas liflerinde dejenerasyon (siyah ok), kontraksiyon bantlar1 (sol
ok), vaskiiler konjesyon (sag ok) izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 17. CP grubu kalp dokusu. Kas liflerinde dejenerasyon (siyah ok), vakuolizasyon (mavi ok),
periniikleer 6dem (dirsek ok), vaskiiler konjesyon (sag beyaz ok) izlenmektedir (H&E,
X400).
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Resim 18. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok) izlenmektedir (H&E,
X40).
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Resim 19. CP+AST grubu kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok), hipereozinofilik kas
lifleri (gentikli sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok), vaskiiler konjesyon (sag ok)
izlenmektedir (H&E, X100).
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Resim 20. CP+AST grubu kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok), hipereozinofilik kas
lifleri (¢entikli sag ok), vaskiiler konjesyon (sag ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 21. CP+AST grubu kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok), hipereozinofilik kas
lifleri (centikli sag ok), vaskiiler konjesyon (sag ok), kontraksiyon bantlari (sol ok)
izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 22. CP+AST grubu kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok), hipereozinofilik kas
lifleri (centikli sag ok), piknotik g¢ekirdek (¢entikli ok basi), dalgali lifler (ok basi), kas
liflerinde ayrilma (asag1 ok), vaskiiler konjesyon (sag ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 23. CP+AST grubu kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok), hipereozinofilik kas
lifleri (centikli sag ok), piknotik ¢ekirdekler (centikli ok basi), dalgali lifler (ok basi),
vakuolizasyon (mavi ok), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok), vaskiiler konjesyon (sag ok)
izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 24. CP+AST grubu kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok), hipereozinofilik kas
lifleri (centikli sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok), vaskiiler konjesyon (sag ok)
izlenmektedir (H&E, X400).

4.1.2. Periyodik Asit-Schiff Boyah Kalp Kesitlerinin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Periyodik asit-Schiff boyali kontrol grubuna ait kalp kesitlerinin incelemesinde
normal yapida kardiyomiyositler, interstisyel alan ve vaskiiler yapilar goriildii. Diskus
interkalaris ve sarkolemma hatt1 boyunca normal miktarda glikojen izlendi (Resim 25-
28). CP Grubuna ait kalp kesitlerinde H&E boyal1 kesitlerde gozlenen bulgulara ek
olarak diskus interkalaris ve sarkolemma hatti boyunca glikojen miktarinda artig
gozlendi (Resim 29-32). CP+AST Grubuna ait kalp kesitlerinde de H&E boyali
kesitlerde g6zlenen bulgulara ek olarak diskus interkalaris ve sarkolemma hatti
boyunca glikojen miktarinda artis gozlendi (Resim 33-36). CP Grubu ile
kiyaslandiginda CP+AST Grubunda glikojen birikiminde azalma tespit edildi.
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Resim 25. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir
(PAS, X40).
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Resim 264. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir

(PAS, X100).
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Resim 27. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Sarkolemma boyunca normal miktarda glikojen birikimi

olan ve merkezi yerlesimli niikleusa sahip, normal yapida kas lifleri (yukari ok)

izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 28. Kontrol grubu kalp dokusu. Sarkolemma boyunca normal miktarda glikojen birikimi olan
ve merkezi yerlesimli niikleusa sahip normal yapida kas lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir
(PAS, X400).
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Resim 29. CP grubuna ait kalp dokusu. Anormal glikojen birikimi (gentikli sol ok) izlenmektedir
(PAS, X40).
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Resim 30. CP grubuna ait kalp dokusu. Anormal glikojen birikimi (gentikli sol ok), vaskiiler
konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok) izlenmektedir (PAS, X100).
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Resim 31. CP grubuna ait kalp dokusu. Anormal glikojen birikimi (gentikli sol ok), vaskiiler

konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma (asagi ok), periniikleer 6dem (dirsek ok)

izlenmektedir (PAS

X200).
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(dirsek ok), vaskiiler konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1 ok) izlenmektedir

Resim 32. CP grubuna ait kalp dokusu. Anormal glikojen birikimi (¢entikli sol ok), periniikleer 6dem
(PAS, X400).
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Resim 33. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Hafif glikojen birikimi (¢entikli sol ok) izlenmektedir
(PAS, X40).
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Resim 34. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Hafif glikojen birikimi (gentikli sol ok), kas liflerinde
ayrilma (asag1 ok) izlenmektedir (PAS, X100).
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Resim 35. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Hafif glikojen birikimi (¢entikli sol ok) izlenmektedir
(PAS, X200).
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Resim 36. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Hafif glikojen birikimi (¢entikli sol ok) izlenmektedir
(PAS, X400).

4.1.3. Masson Trikrom Boyah Kalp Kesitlerinin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Masson Trikrom boyali kontrol grubuna ait kalp kesitlerinin incelemesinde
normal yapida kardiyomiyositler, interstisyel alan ve vaskiiler yapilar goriildii.
Interstisyel alanda patolojik bir kollajen artis1 gériilmedi (Resim 37-39). CP ve
CP+AST Gruplarma ait kalp kesitlerinde H&E boyal1 kesitlerde gozlenen bulgular
disinda kollajen miktarinda artis1 gosteren ek bir bulguya rastlanmadi (Resim 40-47).
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Resim 37. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Normal yapida kas lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir
(Masson Trikrom, X40).
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Resim 38. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Merkezi yerlesimli niikleusa sahip, normal yapida kas
lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).
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Resim 39. Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Merkezi yerlesimli niikleusa sahip, normal yapida kas
lifleri (yukar1 ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X400).
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Resim 40. CP grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok) izlenmektedir (Masson Trikrom,
X40).
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Resim 41. CP grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1
ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X100).
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Resim 42. CP grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1
0k), periniikleer 6dem (dirsek ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).
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Resim 43. CP grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma (asag1
ok), periniikleer 6dem (dirsek ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X400).
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Resim 44. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok) izlenmektedir (Masson
Trikrom, X40).
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Resim 45. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok), kas liflerinde ayrilma
(asag1 ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X100).
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Resim 46. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Kas liflerinde ayrilma (asagi ok) izlenmektedir
(Masson Trikrom, X200).

80



Resim 47. CP+AST grubuna ait kalp dokusu. Vaskiiler konjesyon (sag ok), periniikleer 6dem (dirsek
ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).

4.2. Kalp Agirhiklan

Sakrifikasyon sonrasi diseke edilen kalplerin agirliklar1 bakimindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark yoktu. CP ve CP+AST gruplarinda kalp
agirliklart kontrol grubuna goére bir miktar artmig olsa da bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildi (Tablo 10).

Tablo 10. Kalp agirhklarmin karsilagtirmasi

Kontrol CP CP+AST P Degeri
Ort.£SD Ort.+SD Ort.+SD
Kalp Agirhgn  0.78 £ 0,77 0,80+£0,94 0.82+0,43 p<0.484*

(9)

Veriler ortalama ve standart sapma (Ort.+SD) olarak verildi. Her grupta n:6

*Gruplar arasinda anlamli bir farklilik gériilmedi (p<0.484)
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4.3. Flow Sitometrik Analizler

4.3.1. PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Analizi

Anneksin V yontemi ile degerlendirilen deney gruplarina ait kalp dokularinin
apoptotik indeks degerleri sekil 6 ‘da verildi. Siklofosfamid grubunda kontrol ve
CP+AST gruplarina gore apoptotik hiicre sayisinda artis gozlendi. Astaksantin 6n

muamelesi CP+AST grubunda apoptotik hiicre sayisinda belirgin azalmaya neden

oldu.

K G1
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KG2
Gate: P2
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Sekil 4: Flow sitometrik Anneksin V histogramlari. G1; Kontrol, G2; CP, G3; CP+AST
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Sekil 5: Flow Sitometrik Al degerleri
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4.3.2. Anti-NOX2/gp91phox Antikor Kit Analizi

Anti-NOX2/gp91phox antikor Kiti ile degerlendirilen kalp dokularinin
oksidatif stres degerleri sekil 8 ‘de verildi. Elde edilen verilere gére CP grubunda
kontrol ve CP+AST gruplara gore Anti-NOX2/gp91phox (+) hiicre sayisinda artis
gozlendi. Astaksantin 6n muamelesi CP+AST grubunda Anti-NOX2/gp91phox (+)

hiicre sayisinda belirgin azalmaya neden oldu.

K1G1
Gate: P2

K1 G2
] Gate: P2

800

Count
Count
Count

FL2-A

Sekil 6: Flow sitometrik Anti-NOX2/gp91phox histogramlari. G1; Kontrol, G2; CP, G3; CP+AST

Anti-NOX2/gp91phox (+) Hiicre Yiizdeleri
16
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0 I
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Sekil 7: Flow sitometrik Anti-NOX2/gp91phox (+) hiicre yiizdeleri. G1; Kontrol, G2; CP, G3;
CP+AST
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5. TARTISMA

Siklofosfamid azotlu hardallar grubunda yer alan uzun yillardir en ¢ok
kullanilan alkilleyici ajanlardan biridir. Antineoplastik, antiinflamatuvar ve
immiinsupresif etkileri bulunan CP sistemik lupus eritematozus, Wegener
graniilomatozu, romatoid artrit, pemfigus, immiin trombositopenik purpura, Behget
hastalig1, glomeriilonefrit, multipl sklerozis, aplastik anemi, 16semi, lenfoma, multipl
myelom, néroblastom, meme, over ve akciger kanseri, Wilm’s tiimorii gibi pek ¢ok
hastalikta kullanilmaktadir (8, 53-60, 62).

Etkilerini metabolik aktivasyonu sirasinda olusturdugu metabolitleri
araciligiyla DNA’y1 alkilleyerek ve capraz baglar olusturarak gerceklestirir. Bu
metabolitlerden akrolein ise ilacin toksik etkilerinden sorumludur ve normal
hiicrelerde DNA hasarina ve oksidatif strese neden olarak organ toksisitelerine yol
acar. Bu toksik etkiler 4HCP ve akroleinin sebep oldugu ROS iiretimi, GSH tiikenmesi
ve azalmis aldehit dehidrojenaz aktivitesi ile iliskilidir (62,65). Siklofosfamid
toksisitesiyle kemik iligi, mesane, akcigerler, gastrointestinal sistem, overler ve
testisler, kalp, bobrek ve karaciger gibi pek ¢ok farkli organ tizerindeki etkileriyle ciddi
morbidite ve bazen mortalite goriillmektedir (66, 67, 71, 75, 78, 79, 142).

Yiiksek doz CP tedavisinin kardiyomegali, pulmoner vaskiiler konjesyon ve
perikardiyal efiizyon gibi bulgularin eslik ettigi konjestif kalp yetmezligi, hemorajik
miyokardit, aritmiler, kardiyak tamponad ve perikardiyomiyopati gibi Oliimciil
komplikasyonlara yol agan akut kardiyotoksisiteye neden olabildigi bilinmektedir (81-
84). Histopatolojik olarak hemorajik miyokardiyal nekroz, sol ventrikiil duvarinda
kalinlagma, fibroz perikardit, endotel hasari, interstisyumda ekstravaze eritrositler ve
fibrin seritler; multiple kontraksiyon bantlar1 ve hiicre i¢i fibrin birikintileri olan
nekrotik kas hiicreleri; fibrin ve trombosit iceren mikrotrombiisler de CP bagiml
kardiyak hasarda goriilebilen bulgulardandir (84, 85).

Astaksantin, algler, mayalar, somon, alabalik, kirmiz1 ¢upra, balik yumurtasi,
kril, karides, 1stakoz ve kerevit gibi deniz canlilarinda, flamingo ve bildircinlarda
bulunan ksantofil karotenoid yapida bir besindir (11,110). Serbest radikalleri veya

diger oksidanlar1 nétralize ederek, serbest radikallerin neden oldugu lipid
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peroksidasyonunu inhibe ederek klinik olarak pek ¢ok iyilestirici etkilere sahiptir
(113).

Astaksantin’in antioksidan kapasitesi diger karotenoidler ve tokoferolden daha
fazladir. Bu gii¢lii antioksidan o6zelligi ile diger pek c¢ok antioksidanin aksine
prooksidan etki gostermemekle beraber anti-kanser, anti-inflamatuvar, antimikrobiyal,
anti-diyabetik, DNA hasarina karst koruyucu ve immiinomodulatuvar etkileri
bulunmaktadir (112, 114-120, 128).

Astaksantin’in kardiyovaskiiler sistem iizerinde yararl etkileri bulunmaktadir.
Goniilliiler izerinde yapilan ¢alismalarda AST takviyesinin; lipid peroksidasyonunu
azalttig1, HDL-kolesterol ve adiponektinini artirip, trigliserit, LDL kolesterol ve APO-
B diizeyini azalttigi, total antioksidan kapasiteyi arttirdigi, kan basincini azalttig
goriilmiis ve bu etkiler neticesinde kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
faydalanilabilecegi 6ne siiriilmistiir (130, 132, 133). Yapilan hayvan deneylerinde de
miyokardiyal enfarktiis alanini kiigiilttiigii, sistolik kan basincini disiirdiigii, aterom
plaklarda makrofaj infiltrasyonunu azalttigi ve plak stabilitesini sagladig1 goriilmiistiir
(128-131). Astaksantin’in sayilan bu etkileri, CP tedavisinin kalp tizerinde olusturdugu
istenmeyen yan etkilere kars1 da koruyucu olabilir.

Kardiyotoksisite CP’nin en dnemli yan etkilerinden biridir. Klinik olarak ilk
doz sonrasi 1-10 giin iginde kardiyak bulgular goriilebilmektedir (143, 144). Deneysel
calismalarda da benzer sekilde ilk doz wuygulandiktan 24 saat sonrasinda
kardiyotoksisiteye ait bulgular histolojik, immiinhistokimyasal ve biyokimyasal
yontemlerle tespit edilmistir (145-147). Literatirde CP kardiyotoksisitesinin
onlenmesi amaciyla pek ¢ok antioksidan maddenin kullanildig: goriilmektedir, ancak
AST’nin bu hasar iizerindeki etkisini gosteren bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle biz de calismamizda CP’nin kalp tlizerindeki akut toksik etkilerini ve buna
karst AST’nin olast koruyuculugunu goérmek i¢in; herhangi bir uygulama
yapmadigimiz kontrol grubu ile 7. giin CP uyguladigimiz CP grubu ve ilk 7 giin AST
ile 6n muamele yapip 7. giin CP uyguladigimiz CP+AST grubunu, 8. giin
gerceklestirdigimiz sakrifikasyon isleminden sonra elde ettigimiz dokular iizerinden
histolojik ve flow sitometrik acidan karsilagtirdik.

Siklofosfamid’in doku hasar1 olusturmasinda One siiriilen mekanizmalardan

biri CP kaynakli endotel hasar1 ve buna bagl toksik metabolitlerin transiidasyonu ile
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gelisen kardiyomiyosit hasaridir (148). Todorova ve ark. (2009) yaptigi ¢alismada
glutatyonun 200 mg/kg CP uygulanarak kardiyotoksisite olusturan siganlar {izerindeki
etkileri incelenmis ve CP enjeksiyonundan 24 saat sonra yapilan sakrifikasyonla alinan
kalp dokusunda histopatolojik olarak koagiilatif degisiklikler ve kontraksiyon bant
nekrozu ile dejenere miyositler gozlenmistir (145). Giines ve ark. (2017) ¢alismasinda
150 mg/kg CP uygulamasiyla kardiyomiyositlerde hipereozinofili, ¢ekirdeklerde
kiigilme ve koyu boyanma gibi histopatolojik bulgular goriilmistiir (147). Gado ve
ark. (2013) yaptig1 ¢alismada ise 150 mg/kg tek doz CP uygulanmasindan 48 saat sonra
diseke edilen kalp dokularinda kardiyomiyositlerde koagiilatif degisiklikler,
kontraksiyon bant nekrozu, 6dem ve inflamasyon tespit edilmistir. Gézlenen bu
degisiklikler miyokardiyal hasarin erken bulgularindandir (149, 150). Biz de
calismamizda literatiire benzer sekilde CP ve CP+AST gruplarinda (CP grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla) hipereozinofili, piknotik ¢ekirdekler
ve kontraksiyon bantlar1 izledik.

Miyokardiyal hasarin bir diger erken bulgusu olan dalgali lifler, akut
miyokardiyal iskemi, akut adrenerjik kardiyak hasar ve dilate kardiyomiyopati gibi
durumlarinda goriilmektedir (150-152). Omole ve ark. (2018) calismasinda 3 giin
boyunca 50 mg/kg/giin CP uygulanan si¢anlarda dalgali lifler, vakuolizasyon,
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, miyofibril kaybi ve miyofibrillerde hipertrofi
gozlenmistir (153). Biz de benzer sekilde CP grubunda, CP+AST grubuna gore
anlamli bir sekilde daha fazla dalgali lif izledik. CP+AST grubundaki bu diisiisiin
AST’nin muhtemel antioksidan ve antiapoptotik etkisinden kaynaklandigini
diistinmekteyiz.

Siklofosfamid oksidatif stres ve DNA hasariyla hiicreler lizerinde zararli etkiler
gostererek doku morfolojisinde bozulmalara neden olabilir. Agamy ve ark. (2017)
calismasinda 200 mg/kg CP uygulanmis ve miyofibriler ¢izgilenme kayb1, vaskiiler
konjesyon, hemoraji, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, nekroz ve o6dem tespit
edilmistir (154). Mangiferin’in CP ile indiiklenen kardiyotoksisite iizerine etkilerini
inceleyen bir ¢alismada ise kardiyomiyositlerde vakuolizasyon, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, miyokardiyal doku ayrilmasi ve miyofibril kaybi izlenmistir (138).
Benzer sekilde Moirangthem ve ark. (2017) ¢alismasinda miyokardiyal kapillerlerde

hiperemi, miyofibril kaybi, nekrozis, 6dem, vakuolizasyon goriilmistiir (155).
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Literatiirdeki bir baska calismada 200 mg/kg CP enjeksiyonundan 10 giin sonra
yapilan sakrifikasyonla elde edilen kalp dokularinda eozinofilik sitoplazma,
vakuolizasyon, miyofibrillerde ayrilma, piknotik ve eksantrik yerlesimli niikleus,
vaskiiler konjesyon goriilmiistiir (156). EI-Sheikh ve ark. (2020) ¢alismasinda da 200
mg/kg CP uygulamasiyla kalp dokusunda nekroz, vaskiiler konjesyon, kapiller
endotelyal hasar, periniikleer vakuolizasyon, miyokardiyal dejenerasyon, inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu gozlenmistir (157). Biz de elde ettigimiz kalp dokularinda
literatiirdeki bulgularla uyumlu olarak kas liflerinde ayrilma, vaskiiler konjesyon,
sitoplazmik vakuolizasyon ve periniikleer 6dem gozlemledik. Bu bulgular CP+AST
grubunda CP grubuna gore anlaml1 derecede diisiik bulunmustur.

Her ne kadar akut enerji ihtiyacinda artisa bagli tiiketim artis1 sebebiyle
iskemik miyokardiyal hasarda ve glikojen sentaz kinaz 33’nin indiiklenmesiyle gelisen
glikojen diretiminde azalmaya bagli CP bagimli kardiyotoksisitede, glikojen
miktarinda azalma oldugu biliniyor olsa da oksidatif hasar bagimli lipid
peroksidasyonu gibi durumlarda kalp dokusunda glikojenlerin, glikoproteinlerin
ve/veya glikokonjugatlarin arttig1 da literatiir arastirmalarinda goriilmektedir (158-
162). Nojiri ve ark. (2006) yaptigi ¢alismada genetigi degistirilerek kalp spesifik
oksidatif hasar olusturulan farelerin kalplerinde PAS boyama ile glikojen artig1 oldugu
gosterilmistir (161). Upaganlawar ve ark. (2012) ¢alismasinda ise isopreteranol ile
indiiklenmis kalp hasarinda lipid profili ve glikoprotein/glikokonjugat igerigi
incelemis ve oksidatif hasar bagimli artis oldugu sonucuna varilmistir (162). Bir bagka
calismada ise CP ile indiiklenmis karaciger hasarinda PAS boyamada hepatositlerde
glikojen artig1 oldugu gosterilmistir (163). Biz de bu ¢alismada kontrol grubuna kiyasla
CP ve CP+AST grubunda PAS (+) boyanmada artig saptadik. Bu artigin CP ile olusan
oksidatif hasar kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak AST’nin muhtemel
antioksidan etkisi ile CP+AST grubunda PAS (+) boyanmadaki bu artigin daha diisiik
oldugu goriildii.

Siklofosfamid ile indiiklenen apoptoz oksidatif stres kaynaklidir ve bu da kalp
yetmezligi gelisiminde rol oynayabilir. Asiri’nin (2010) yaptig1 ¢alismada 200 mg/kg
CP uygulanmasindan 1 hafta sonra elde edilen kalp dokularinda CP’nin p53 ve Bax’in
mRNA ekspresyonunu arttirip, Bel2 ninkini azalttigi ayrica GSH-Px, CAT ve SOD’u
da azalttig1 gosterilmistir (164). Igubal ve ark. (2019) farelere iizerinde yapmis oldugu
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bir bagka ¢alismada 200 mg/kg CP enjeksiyonundan 1 hafta sonra diseke edilen kalp
dokularinda pNF-«B, p65 ve kaspaz 3 artis1 tespit edilerek CP’nin apoptozu
indiikledigi sonucuna varilmistir (165). Avci ve ark. (2017) silmarin ve curcumin’in
CP ile indiiklenen kardiyotoksisiteye etkisini gosterdikleri ¢alismada ise 7 giin
boyunca 30 mg/kg/giin CP uygulanmis ve alinan kalp dokularinda apoptoz ve DNA
hasarini degerlendirmek i¢in yapilan immiinhistokimyasal analizde TUNEL ve kaspaz
3 (+) hiicre sayisinda, yH2AX protein ekspresyonunda belirgin bir artig; Bcl-2 (+)
hiicrelerde ise azalma goriilmiistiir (166). Calismamizda apoptozu degerlendirmek igin
kullandigimiz  Anneksin V, apoptotik bir sinyal olan membran fosfolipidi
‘fosfaditilserin’e yiiksek afiniteli bir fosfolipid baglayic1 proteindir (167). Yapmis
oldugumuz bu degerlendirme sonucunda apoptotik indeksin kontrol ve CP+AST
gruplara kiyasla CP grubunda anlamli derecede artmis oldugunu ve CP+AST
grubunda AST 6n muamelesinin apoptozu belirgin olarak azalttigini tespit ettik.

Siklofosfamidin kalp iizerinde goriilen toksik etkileri, doz bagimli olarak
4HCP ve akroleinin sebep oldugu ROS iiretimi, GSH tiikkenmesi ve azalmis aldehit
dehidrojenaz aktivitesi ile iliskilidir (87). Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine aracilik
eden enzimlerden biri de NADPH oksidaz’dir ve gp91-phox (NOX2) bu enzimin alt
birimlerindendir (96, 97). Kalp yetmezligi ile artmis NADPH oksidaz aktivitesini
inceleyen bir klinik caligmada kalp yetmezligi olan transplantasyon hastalarindan
eksplante edilen kalp dokulari ile kalp yetmezligi dis1 sebeplerle 6len hastalardan
alinan kalp dokular1 karsilagtirilmistir. Kalp yetmezlikli hasta dokularinda gp91-phox
seviyesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (168). Vazquez-Medina ve ark. (2013)
yapmis olduklar1 deneysel ¢alismada ise obez sigan kalplerinde anjiotensin 1l tip 1
reseptorleriyle iliskili Nox2 kaynakli oksidatif hasarda artis oldugu gosterilmistir
(169). Biz de ¢alismamizda Anti-NOX2/gp91phox (+) hiicre sayisininin kontrol ve
CP+AST gruplarina kiyasla CP grubunda anlamli derecede artmig oldugunu ve
CP+AST grubunda AST 6n muamelesinin Anti-NOX2/gp91phox (+) hiicre sayisin
diisiirdiigiinii flow sitometrik analiz yoluyla gosterdik.

Literatiirde AST nin antioksidan ve antiapoptotik etkilerini gdsteren pek cok
¢alisma bulunmaktadir. Tripathi ve ark. (2010) ¢alismasinda CP ile olusturulan si¢can
karaciger hasarma kars1 3 giin boyunca 25 mg/kg/giin uygulanan AST nin koruyucu

etkileri incelenmis ve CP grubu ile kiyaslandiginda malondialdehit (MDA)
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seviyesinde azalma, GSH seviyesinde artis, DNA fragmantasyonunda, TUNEL (+)
hiicrelerde ve p53 gen ekspresyonunda azalma oldugu tespit edilerek AST’nin
antioksidan ve antiapoptik etkileri gosterilmistir (170). Alam ve ark. (2017)
calismasinda ise isopreteranol ile indiiklenen sican kalp hasarinda 25 mg/kg AST
kullanilmis ve isopreteranol ile oksidatif yonde bozulan NO, APOP, SOD, CAT, GSH
seviyeleri AST ile normal diizeylerine donmiistiir (136). Sicanlarla yapilan bir bagka
calismada yine 25 mg/kg AST uygulamasinin doksorubisin ile olusturulan hipokampal
kognitif bozulma iizerine etkileri incelenmis ve hipokampiisteki antioksidan ve
antiapoptotik etkileri MDA, GSH, CAT, kaspaz 3 ve sitokrom c seviyelerinde diizelme
ile gosterilmistir (171). Sigan kardiyomiyositleri ile in vitro, fareler ile in vivo yapilan
deneysel bir ¢alismada homosistein ile olusturulan kardiyak hasar tizerine AST etkileri
arastiritlmistir. Calismanin in vitro kisminda AST etkisi ile sigan hiicrelerinde
hipodiploid DNA sayisi, TUNEL (+) hiicre sayis1, kaspaz 3-7-9 aktivasyonunda ve Bcl
2 ekspresyonunda azalma ile mitokontri baglantili apoptozun; ROS ve Oy
seviyelerinde azalma ile oksidatif hasarin homosistein grubuna kiyasla azaldigi
gdsterilmistir. In vivo kisminda ise AST’nin GSH’y1 arttirip, MDA ve kaspaz 3 (+)
hiicre say1sin1 azalttig1 gosterilerek antioksidan ve antiapoptotik etkileri teyit edilmistir
(172).

Calismamiz ile elde ettigimiz veriler 1s18inda CP, kalp histolojisinde
bozulmalara yol agabilir ve doku oksidatif hasar ve apoptoz siireglerini olumsuz yonde
etkileyebilir. Astaksantin ise bu dokularda CP ile indiiklenen histolojik bozulmalari,
oksidatif hasar1 ve apoptozu azaltabilir. Bu koruyucu etkinin daha iyi
degerlendirilebilmesi i¢in farkli doz ve uygulama siireleri ile daha ileri analiz
yontemleri kullanilarak yeni ¢aligmalar gergeklestirilmesinin uygun olacagi

diistincesindeyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Siklofosfamidin kalp dokusundaki toksik etkilerine karst AST nin koruyucu

etkilerinin arastirildig1 deneysel ¢alismamizin sonucunda,

v

AR

DN NI NN

Siklofosfamid sigan kalplerinde:

Kardiyomiyositlerde dejenerasyon, hipereozinofili, piknotik ¢ekirdekler,
dalgali lifler, periniikleer 6dem, vakuolizasyon, kontraksiyon bantlari, kas
liflerinde ayrilma, vaskiiler konjesyon

PAS (+) boyanmada artis
Apoptotik indeks’de artis
Anti-NOX2/gp91phox (+) hiicre diizeyinde artis izlendi.

Astaksantin uygulanan sican kalplerinde:

Histolojik bulgularda gerileme

PAS (+) boyanmada azalma

Apoptotik indeks’de azalma

Anti-NOX2/gp91phox (+) hiicre diizeyinde azalma izlendi.

Calisma bulgularindan yola ¢ikilarak yapilacak sonraki ¢aligsmalarda;
Bulgularin daha da zenginlestirilmesi i¢in elektron mikroskobu, molekiiler

biyoloji gibi ileri teknoloji ve teknikler kullanilabilir.

. Astaksantin’in etkisinin daha iyi degerlendirilebilmesi i¢in daha yiiksek

doz ve uzun siire uygulamalari yapilabilir.

Tek basma AST’nin doku iizerine etkisini gdrebilmek i¢in AST grubu
olusturulabilir.

Oksidan ve antioksidan parametrelerin genisletilebilmesi i¢in ek
biyokimyasal analizler ger¢eklestirilebilir.

Apoptozu farkli yolaklar {izerinden degerlendirebilmek icin farkli apoptoz
belirleme yontemleri ilave edilebilir.

Siklofosfamid kullanim1 ile CP endikasyonlarindan biri modellenerek
AST’nin hem hastalik iizerine hem CP toksisitesi tiizerine etkileri

degerlendirilebilir.
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