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Oz

Bir eser element olan Bor’un tiirevi olan Borik asit (BA), antioksidan 6zellikleri ve antioksidan savunma sistemi
giiclendirici 6zellikleri ile bilinen bir bilesiktir. Bu deneysel ¢alisma, siganlarda BA’nin siklofosfamid (CP) nedenli
akut kalp toksisitesi iizerindeki koruyucu etkilerini aragtirmay1 amaglamaktadir. Bu amagla erkek siganlar, her
grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir (kontrol, CP (200 mg/kg) grubu, BA (200 mg/kg) grubu ve
BA+ CP grubu). Deney sonunda histolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in ketamin/ksilazin anestezisi
altinda hayvanlarin doku ve kan 6rnekleri toplanmistir. Tek doz SF verilen grupta, kreatin kinaz (CK-MB), laktat
dehidrojenez (LDH) ve miyokardtaki hiicresel boyuttaki degisimlerin bir isareti olarak kabul edilen iskemi
modifiye albiimin (IMA) gibi kardiyak biyokimyasal belirteclerin anlamli olarak arttigi goriilmiistiir. Diger
taraftan, BA ile 6n koruma yapilan BA+CP grubunda CK-MB, LDH ve IMA diizeyleri anlamli diizeyle azalmustir.
Bulgularimiz, BA tedavisinin si¢anlar iizerindeki SF nedenli toksik etkileri basarili bir sekilde azalttigini
gostermigtir. Sonuglarimiz, BA 6n tedavisinin kemoterapi protokollerinde ila¢ nedenli toksisiteleri azaltmada
yararl olabilecegi fikrini gii¢lendirmektedir.
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The Prevention Effects Boric Acid on Cyclophosphamide induced
Cardiotoxicity in Rats

Abstract

Boric acid (BA), a derivative of the trace element boron, is a compound known for its antioxidant properties and
antioxidant defense system constituent properties. The present study aims to investigate the protective effects of
BA on acute cardiotoxicity of Cyclophosphamide (CP) in experimental rats. With these aims, rats were randomly
divided into 4 groups of 6 animals in each (control, CP group, BA group and BA plus CP group). Tissue and blood
samples of the animals were collected for morphological and biochemical evaluations.In group given CP, cardiac
biochemical markers such as creatine kinase (CK-MB), lactate dehydrogenase (LDH) and ischemia modified
albumin (IMA), which is regarded as a sign of structural change, levels were significantly increased. On the other
hand, CK-MB, LDH and IMA levels decreased in group given BA before CPadministration. Our results suggest
that B treatment for the toxin administration successfully altered the toxic effects on the rats. In conclusion, BA
treatment before CP intoxication might protect heart tissues against CP-induced toxicity.
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1. Giris

Siklofosfamid (CP), 50 yil1 agkin bir siiredir genis spektrumlu klinik kullanimlari olan kati1 timdrler ve
lenfomalar dahil neoplastik hastaliklarin, romatoid artrit ve sistemik lupus eritematosus gibi neoplastik
olmayan hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir sitotoksik alkilleyici ajandir [1]. Ancak,
kalp, testis ve idrar kesesi gibi organlarda toksisiteye sebebiyet vermesi, CP’nin klinik kullanimin
kisitlayan bir faktordiir [2].
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Sitotoksik bir ilag olan CP, karacigerde hidroksillenerek metabolitleri olan fosforamid mustard
(phosphoramide mustard=PAM=FAM) ve akroleine (acrolein=ACR) doniismektedir. CP’nin
antineoplastik etkileri PAM ile iliskilidir. PAM’m DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskilayip
CP’nin bagisiklik baskilayict ve antitiimor etkilerine araci oldugu diisliniilmektedir. CP’nin toksik
etkisinin ise aktif metaboliti olan ACR ile ilgili oldugu sanilmaktadir. ACR, doku antioksidan (AO)
savunma sistemine miidahale ederek yiliksek oranda serbest radikal olusumuna yol agmaktadir [3].
Oksidatif stres, serbest oksijen radikali (SOR) miktarindaki artigla seyreden bir durumdur ve bu artig
zarlarda lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir [4]. SOR’larin inflamatuvar siire¢ icerisinde asiri
iiretimi oksidatif strese neden olur ve bu da hiicre ve DNA hasarlanmasi, protein denatiirasyonu ve zar
lipitlerinin peroksidasyonunu da iceren mekanizmalar yoluyla nekroza yol agmaktadir [2]. Memeli kalp
dokusu hiicrelerinde yapilan bir calismada CP terapisi boyunca SOR’ un agir1 iiretiminin lipid
peroksidasyonu yaptig1 ve olusan membran hasarinin miyokardiyal membranin biitiinliigiinii bozdugu
ve fonksiyon bozukluguna neden oldugu rapor edilmistir [5]. Shanholtz [6] yaptig1 ¢aligmada, yiiksek
doz CP uygulamasinin 6liimciil kardiotoksisiteye neden olabilecegini vurgulamistir. Baska bir
calismada, CP’nin kardiyotoksik etkilerinin, doza bagli kardiyak hasar, morfolojik olarak belirlenen
nekroz, kanama ve akabinde gelisen fibrozis oldugu belirtilmistir [7]. BA, kanser ve inflamatuar hastalik
tedavilerinde yara iyilesmesi, oksidatif stresin dnlenmesi, agir metallerin toksik etkilerinin azaltilmasi
ve diizenlenmesinde kullanilan antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bir eser element tiirevi
olan bir bilesiktir. [8-10]. Bu ¢alismada CP nedenli oksidatif stres ve kalp hasar1 tizerine BA’nin olasi
kardiyoprotektif etkisi bir sigan modelinde ilk kez test edilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kimyasal maddeler ve gruplar

% 99 oraninda saf BA ve CP (25 mg/500ml) ticari sirketten (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Almanya) satin
almmustir. BA ve CP i.p. olarak uygulanmigtir. Bu ¢aligmada 180-240 gr agirliginda 24 adet Sprague
Dawley erkek sican kullanilmistir. Siganlar, pelet ve musluk suyu ile beslendikleri kontrollii laboratuar
kosullarinda tutulmustur. Deney hayvanlari rastgele her biri 6 sican igeren 4 gruba ayrilmigtir. Otomatik
kontrol edilen odalarda,% 45 + 50 oraninda nem, 22 + 2 °C sicaklikta, giin 1s181nda ve karanlikta 12/12
saat tutulmustur. Bu caligmada izlenen tiim hayvan prosediirleri Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Refahi Komitesi (648-1/2018 sayili Etik Kurul) tarafindan onaylanmistir. BA ve CP saf su
icinde ¢oziilmiistiir. Kontrol grubu hayvanlarina, 6 giin boyunca 0.5 mL salin verildi. Sadece CP verilen
grupta, hayvanlara 6 giin boyunca her giin 0.5 mL salin, deneyin dordiincii giiniinde CP (200 mg / kg)
uygulanmustir [11]. BA grubuna ait hayvanlar 6 giin boyunca her giin BA (200 mg / kg) almistir. BA +
CP grubuna ait hayvanlara, deneyin ilk 3 giinii sadece BA uygulanmis olup deneyin 4. giinii BA+SF
birlikte uygulanmistir. Deneyin 5. ve 6. giinii sadece BA uygulanmigtir. Deneyin 7. giiniinde, tiim deney
gruplarindaki hayvanlar, kan ve kalp dokularin1 degerlendirmek iizere anestezi edilmistir [12].

2.2.Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Biyokimyasal Analiz

2.2.1. Kardiyak Enzimlerin Degerlendirilmesi

Laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatin kinaz-MB'nin (CK-MB) serum aktiviteleri, ireticinin
talimatlarina gore, bir otoanalizérde ticari kitler (Sigma-Aldrich) kullanilarak analiz edilmistir.
(HITACHI-917, Wiesbaden, Almanya).

2.2.2. iskemi-Modifiye Albiiminin Ol¢iimii (IMA)

Serumda IMA o6lglimii Bar-Or ve ark., [13] tanimladigi yonteme gore spektrofotometrik olarak
yapilmustir.

2.3.Histolojik analiz
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Kalp dokusu, % 10 formaldehit ¢ozeltisi ile tespit edilmistir. Rutin histolojik doku takibinden sonra
aliman 5.0 pm kalmliginda kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak histopatolojik
degerlendirmeler i¢in preparat haline getirilmistir.

2.4. Istatistiksel analiz

Veri analizleri SPSS 20.0 ve Sigma Stat yazilim paketleri ile yapilmistir. Bagimsiz 6l¢iimler ve normal
dagilimli siirekli veriler One Way Anova ile analiz edilmistir. Anormal dagilim gosteren skorlara
Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Deney gruplari arasinda gozlenen farklar p<0,001 ise anlamli kabul
edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu c¢aligma, SF nedenli kalp hasar gelisiminin antioksidan 6zelligi bilinen BA tarafindan 6nlenip
onleyemedigini arastirmistir. Histopatolojik bulgular Sekil 1°de gosterilmistir. Sekil 1 incelendiginde,
kontrol ve sadece 200 mg/kg BA verilen gruplarda tek ¢ekirdekli, sekil olarak oval yapiya sahip normal
kalp dokusu gorilmistir. Sadece CP verilen hayvanlarda, kardiyak kas hiicrelerinde eozinofilik
boyanma, hiicresel 6dem, yogun kromatine bagli olarak ¢ekirdegin kiigiilmesi, koyu boyanma ve
¢ekirdek smirlarinda diizensizlik gozlenmistir. Ayrica, kiiglik ¢apli kanamalar ve 6dem bolgeleri
nedeniyle kardiyomiyositlerin ayrilmasi tespit edilmistir. CP uygulamasindan 6nce BA ile 6n koruma
yapilan deney grubuna ait kalp dokusu kesitleri incelendiginde kontrole oldukga benzer oldugu
saptanmistir. Calismada elde ettigimiz histopatolojik bulgulara benzer olarak, Cetik ve ark., [1]
caligmalarinda CP(150 mg/kg) verilen deney gruplarina ait kalp dokusunda, hiicre stoplazmalarinda
boyanma o6zelliklerinde degismeler, ¢ekirdeklerinde daha koyu renk ve biiziilmeler, kas hiicrelerinin
arasinda kanamalar, kiigiik iltihabi hiicre odaklari, kas liflerinde birbirinden ayrilmalar oldugunu
gostermislerdir. Bir bagka ¢aligmada ise 200 mg/kg CP verilen sicanlarda, miyokardta hemorajik
odaklar, miyokardiyal liflerde bozulma ve hiyalinlesme oldugu gosterilmistir [14]. Calismamizin
histolojik bulgular1 arastiricilar tarafindan ileri siiriilen bulgular ile paralellik gostermektedir.

Sekil 1. Normal histolojisi olan kalp dokularinda H+E boyama (Kontrol ve BA grubu), 6dem, koyu ve kii¢iilmiis
¢ekirdekler (oklar) nedeniyle birbirinden ayrilmig koyu eozinofilik sitoplazmali, hemoraji (asteriks), hiicresel
6dem (simsek) ve anormal bazofilik lekeli kardiyak kas hiicrelerinin kii¢iik bir odak noktasi; (CP-a ve CP-b) ve
kalp dokusunun normal histolojik yapisina sahip goriintiisii (BA+ CP).

Diger taraftan biyokimyasal degerlendirmemizde, kalp kas1 hasarinin spesifik gostergeleri olan serum
CK-MB, LDH ve IMA diizeylerinin, 200 mg/kg CP verilen deney grubunda onemli oranda arttii
belirlenmistir (Sekil 2,3 ve 4). Bu durum kalp dokusunun CP varliginda hasarlandigini géstermektedir.
CP ile birlikte verilen 200 mg/kg BA’nin, CK-MB diizeyini kontrol diizeyine yaklastirarak iyilesme
yaptig1 saptanmustir. Bulgularimizla uyumlu olarak, yapilan klinik bir ¢alismada, CP kemoterapisinin
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kardiyak hasarin belirleyicisi olan CK-MB’yi arttirdigi bildirilmistir. Yousif [4], sicanlarda yaptigi
deneysel bir ¢aligmada, 200 mg/kg CP’nin kalp dokusunda oksidatif stres ile birlikte CK-MB ve LDH
seviyelerinde artisa ve miyokardiyal disfonksiyona neden oldugunu rapor etmistir. Yine bir ¢alismada,
Mythili ve ark., [15] siganlarda CP’nin kalp dokusunda serum LDH ve CK-MB diizeyini arttirdigini,
akut kalp yetmezligi ve histopatolojik lezyonlarin goriildiigiinii vurgulamiglardir. Buna karsilik
calismamizda BA+CP verilen grupta CK-MB, LDH ve IMA diizeyleri sadece CP verilen gruba gore
onemli oranda azalma gostermistir (p <0.05).
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Sekil 2. Deney gruplarinin CK-MB (U/L) degerleri bakimindan kontrol grubuna gore ortalama degerlerinin
istatistiksel karsilagtirmasi. ***; p<0.001 ileri derecede anlamli fark, *:p<0.05 anlamli fark
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Sekil 3. Deney gruplarimin LDH (U/L) degerleri bakimindan kontrol grubuna gore ortalama degerlerinin
istatistiksel karsilagtirmasi. ***; p<0.001 ileri derecede anlamli fark, *:p<0.05 anlamli fark
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Sekil 4. Deney gruplarinin IMA (ABSU: absorbans {initesi) degerleri bakimindan kontrol grubuna gore ortalama
degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi. ***; p<0.001 ileri derecede anlaml1 fark, *:p<0.05 anlamli fark

4. Sonuglar ve Oneriler

Caligmamizda gozlenen doku hasari, CP metabolitlerinin neden oldugu membran hasar ile ilgili
oldugunu géstermektedir. Nitekim, bu patolojik degisiklikler hasar markirlarinin seviyelerinde meydana
gelen degisimler ile de uyumludur. CP ile birlikte uyguladigimiz BA’ nin bu doku hasari ve nekroz gibi
anormal patolojik bulgular1 azalttigit ve kalp dokusunu oksidatif hasara karsi korudugunu
gostermektedir. Calismamizin bulgular1 CP nedenli doku hasari, antioksidan ve membrani stabilize edici
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Ozellik gosteren BA ile korunabilecegini gostermektedir. Ancak bu konuda 6zellikle kullanilan doz
yoniinden daha detayl1 calismalar yapilmali ve yeni in-vivo yontemler de denenmelidir.
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