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ONSOZ

Ulkemizde ve diinyada hem hayvanlarda hem de insanlarda giderek artan kanser
oranlartyla beraber kanser tedavisinde kullanilan ilag¢ ¢esitleri ve miktarlari da artmaktadir.
Ozellikle artan evcil hayvan besleme hobisi nedeniyle hayvanlarda goriilen kanser oranlari
da artig gostermekte, bu kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglarin ve yeni
yontemlerin arastirilmasi i¢in ¢caligmalar yapilmaktadir. Doxorubicin birgok kanser tiirlinde
uzun yillardir etkili sekilde kullanilan antibiyotik kdkenli kemoterapdtik bir ilagtir. Ancak
hem kullanimi sirasinda hem de kullanimindan sonraki uzun yillarda sebep oldugu
kardiyotoksisite, Doxorubicin’in etkili bir sekilde kullanimimin oniine gegmekte ve
kardiyotoksik etkileri yaninda ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Doxorubicin’in
meydana getirdigi toksisitenin mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi uzun yillardir
kullanilan bu kemoterapétigin kalpte meydana getirdigi hasar1 azaltmak/engellemek icin

oldukca onemlidir.

Bu c¢alismada deneysel olarak erkek ratlara farkli doz ve siirelerde uygulanan
Doxorubicin’in kalpte meydana getirdigi hasar histopatolojik ve molekiiler olarak

arastirilmistir.
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OZET

T.C.

SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Ratlarda Doxorubicin Uygulamalarinda Kalp Dokusu Hasarinin Molekiiler ve Patolojik

Yontemlerle Arastirilmasi

Zeynep CELIK KENAR
Veterinerlik Patolojisi Anabilim Dah

DOKTORA TEZI / KONYA-2024

Bu ¢aligmada ratlara farkli dozlarda uygulanan Doxorubicin’in kalp iizerindeki etkileri
apoptoz, nekroz/nekroptoz, otofaji, hiicre yaglanmasi ve endotel hasar1 yoniinden molekiiler ve patolojik
olarak aragtirildi. Calismada kontrol grubunda 6, deneme gruplarinda (DOX-D, DOX-Y ve DOX-K)
8’er hayvan olmak iizere 30 adet 12 haftalik erkek wistar-albino rat kullanildi. Calisma oncesinde
hayvanlarin agirliklar tartilarak kaydedildi. Calismada DOX-D grubuna tek doz 3 mg/kg, DOX-Y
grubuna tek doz 12 mg/kg ve DOX-K grubuna 24 saat arayla 4 giin boyunca 3 mg/kg ip DOX uygulandi.
Kontrol grubuna ise aym kosullar altinda 12 ml/kg serum fizyolojik ip olarak verildi. Gruplardaki
hayvanlar son doz Doxorubicin uygulamasindan sonraki 7°nci giinde tartildiktan sonra agirliklart
kaydedildi ve sistemik nekropsileri gerceklestirildi. Nekropside kalbin makroskobik incelemesi ile
birlikte agirlig: tartildiktan sonra bir kismi molekiiler inceleme (Bcl-2, Kaspaz-3, Beclin-1, TNF-a, p21
ve eNOS) i¢in -80 °C’ye, bir kismi da histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formole alindi. Caligmada
kalbin histopatolojik incelemeleri sonucunda kontrol grubu digindaki biitiin gruplarda siddeti degisen
derecelerde dejenerasyon, intrasitoplazmik vakuolizayon, nekroz, kanama ve mast hiicre
degraniilasyonlar1 belirlendi. Calismada RT-PCR analizleri sonuglarina gére en diisiik Bcl-2 oram
DOX-Y grubunda, en yiiksek kaspaz-3 oran1 DOX-Y grubunda, en yiikksek TNF-a orant DOX-K
grubunda, en yiiksek p21 oran1 DOX-Y grubunda, en yiiksek Beclin-1 oran1t DOX-Y grubunda en diisiik
eNOS oran1 ise DOX-K grubunda tespit edildi. Caligmanin sonucunda Doxorubicinin doza bagimh
olarak kardiyotoksik etkilerinin siddeti degisiklik gosterse de, deneme gruplariin tamaminda apoptozu,
nekrozu/nekroptozu, otofajiyi indiikledigi, hiicre yaslanmasini arttirdigt ve endotel hasarina sebep
oldugu gozlendi. Histopatolojik incelemeler sonucu en fazla lezyonun yiiksek doz ve tekrarlayan doz
uygulamalarinda gézlenmesi Doxorubicinin miimkiin oldugunca etkin ama diisiik dozlarda kullanilmasi
gerektigini gostermistir.

Anahtar Sézciikler: Doxorubicin, histopatoloji, kardiyotoksisite, rat, RT-PCR.
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Investigation of Heart Tissue Damage in Doxorubicin-Administered Rats by

Molecular and Pathological Methods
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In this study, the effects of Doxorubicin administered to rats at different doses on the heart
were investigated molecularly and pathologically in terms of apoptosis, necrosis/necroptosis,
autophagy, cell aging, and endothelial damage. 30 12-week-old male Wistar-albino rats were used in
the study, 6 animals in the control group and 8 animals in the experimental groups (DOX-D, DOX-Y,
and DOX-K). Before the study, the weights of the animals were weighed and recorded. In the study, a
single dose of 3 mg/kg IP was administered to the DOX-D group, a single dose of 12 mg/kg IP was
administered to the DOX-Y group, and 3 mg/kg IP DOX was administered to the DOX-K group for 4
days with a 24-hour interval. The control group was given 12 ml/kg physiological saline i.p. under the
same conditions. On the 7th day after the last dose of Doxorubicin administration, their weights were
recorded and systemic necropsies were performed. At necropsy, after the macroscopic examination of
the heart and the weight of the heart are determined, some of it is stored at -80 °C for molecular
examination (Bcl-2, Caspase-3, Beclin-1, TNF-a, p21, and eNOS) and some were taken into at 10%
formaldehyde. for histopathological examinations. As a result of histopathological examinations of the
heart, degeneration, intracytoplasmic vacuolization, necrosis, hemorrhage, and mast cell degranulation
of varying degrees of severity were determined in all groups except the control group. According to the
results of RT-PCR analysis in the study, the lowest Bcl-2 rate was in the DOX-Y group, the highest
caspase-3 rate was in the DOX-Y group, the highest TNF-a rate was in the DOX-K group, the highest
p21 rate was in the DOX-Y group, and the highest p21 rate was in the DOX-Y group. The highest
Beclin-1 rate was detected in the DOX-Y group and the lowest eNOS rate in the DOX-K group. As a
result of the study, although the severity of cardiotoxic effects of Doxorubicin varied depending on the
dose, it was observed that it induced apoptosis, necrosis/necroptosis, autophagy, increased cell aging
and caused endothelial damage in all experimental groups. As a result of histopathological
examinations, the fact that most lesions were observed in high-dose and repeated-dose applications
showed that Doxorubicin should be used as effectively as possible but in low doses.

Key Words: Doxorubicin, histopathology, cardiotoxicity, rat, RT-PCR.



1.GIRiS

Tiim diinyada oldugu gibi tlilkemizde de giderek artan evcil hayvan besleme
hobisi mevcuttur. Bu davranig beraberinde evcil hayvanlarin yasam siirelerinin
uzamasina ve evcil hayvanlarda goriilen neoplastik hastaliklarin goriilme sikliginin
artmasima neden olmustur. Bu neoplastik hastaliklarin birgogunun tedavisinde
kullanilan Doxorubicin ¢ok iyi bir antineoplatik ilag olmasina ragmen ¢ogu zaman
ciddi kardiyotoksik etkilere sebep olur. Doxorubicinin neden oldugu bu
karditotoksisite neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanimini kisitlamaktadir. Bu
nedenle Doxorubicin’in kardiyotoksik etkilerinin mekanizmalarinin iyi anlasilmasi ve

meydana gelen kardiyotoksisitenin azaltilmasi/Onlenmesi gerekmektedir.

1.1 Memelilerde Kalp

Kalp biitiin memelilerde iki atrium, iki ventrikiil olmak tizere dort odaciktan
olugmaktadir. Biiyiikliigli canlinin tiiriine, irkina, yasina, cinsiyetine ve viicut
agirhigina gore degismekle beraber viicut agirliginin farelerde %0,40-0,60’1n1, ratlarda
%0,20-0,50’sini, insanlarda %0,40-0,45’ini, kopeklerde 9%0,47-0,79’unu, kedilerde
%0,33-0,77’sini, ineklerde %0,65-0,87’sini, atlarda %0,60-1’ni olusturmaktadir
(Schummer ve ark 1981, Buhl 2008, McDonough ve Southard 2017, Treuting ve ark
2017). Kalpte atriumlar interatrial, ventrikiiller ise interventrikiiler septumla
birbirinden ayrilir. Ventrikiiller yogun kas yapisina sahiptir. Kan sag ventrikiilden
pulmoner arter araciligiyla akcigerlere, pulmoner ven aracilig ile sol atriuma, daha
sonra da sol ventrikiilden aorta pompalanarak sistemik dolagima katilir. Kani
pompalamak i¢in gerekli olan yiiksek basing ihtiyact nedeniyle sol ventrikiil duvari
sag ventrikiilden daha kalindir. Kalp duvarimin en dis yiizeyine epikardiyum, ortadaki
kas yapisina miyokardiyum ve en igte bulunan, kanla temas eden yiizeyine de
endokardiyum ad1 verilir. Kalbin etrafinda kalbi korumakla gorevli, i¢inde bir miktar
serdz sivi bulunan ve perikardiyum adi verilen bir fibr6z kese mevcuttur. Bu kese
kalbi, etrafindaki akciger, 6zefagus gibi organlardan ayirir (McDonough ve Southard

2017, Treuting ve ark 2017).

Memeli kalbi, sinir sisteminden ayr1 olarak uyar1 olusturabilir. Bunu birkag
milimetre kareye yayilan, bag dokusuyla ayrilmis miyosit kiimesinin olusturdugu hilal
benzeri bir sekle sahip sinoatrial diigiim aracilig1 ile yapar. Siniis diigiimi olarak da

bilinen sinoatrial diiglim, superior vena cavanin ag¢ikligi ile sag atriyumun fist



duvarindaki crista terminalis’in birlestigi yerde bulunur. Sinoatrial diigimii olusturan
miyositlerin kendiliginden elektriksel bir uyari olusturma yetenekleri vardir. Bu
Ozellesmis miyositlerde meydana gelen uyar1 6nce perinodal hiicrelere ve gegis
hiicrelerine iletilir. iletilen uyarilar sayesinde 6nce atriumlar daha sonra da uyarinin
atrioventrikiiler nod araciligiyla his demetlerine ve purkinje liflerine iletimi sonucu
ventrikiiller kasilir. Boylece kan hem akcigerlere hem de viicudun geri kalanina

pompalanmis olur (Opthof 1988, Kashou ve ark 2017, Kalyanasundaram ve ark 2019).

Rat kalpleri histopatolojik olarak incelendiginde atrial ve ventrikiiler
miyokardin benzer histolojik Ozelliklere sahip oldugu goriiliir. Fakat atriumlarin
duvarlar1 daha ince, kardiyomiyositleri ise ventrikiillerdeki kardiyomiyositlere oranla
daha kiiciik, ince ve uzun olma egilimindedir (Treuting ve ark 2017). Rat kalbi ayrica
az epikardiyal yag veya subendokardiyal bag dokusu iceren ince epikardiyal ve
endokardiyal katmanlara sahiptir. Rat kalplerinde iki ¢ekirdekli kardiyomiyositler
fizyolojiktir ve yaygin olarak goriiliirler. Cekirdeklerdeki kromatin graniiler sekilde
goziikiir ve bir veya iki tane belirgin ¢ekirdek¢ige sahiptir (Treuting ve ark 2017,
Maynard ve Downes 2019). Yer yer dallanan kardiyomiyositler birbirlerine interkalat
disk adi verilen 6zel baglantilarla baglanirlar. Interkalat diskler iki hiicrenin
dezmozomlarla birbirine siki bir sekilde baglandig1 ve hiicreden hiicreye elektriksel
uyari iletiminin miimkiin oldugu béliimlerdir (Treuting ve ark 2017, Maynard ve
Downes 2019). Histolojik olarak interkalat diskler miyofibrillerin uzunlamasina
eksenine dik olacak sekilde soluk ¢izgiler halinde goriiliir. Bahsedilen bu yap1 6zellikle
kalbin uzunlamasima kesitlerinde daha 1yi goriiniir. Kalbin normal yapis1 histolojik
olarak incelendiginde yer yer enine kesitler de yaygindir. Bu enine kesitlerde
kardiyomiyositlerin ¢ekirdekleri daha yuvarlak goziikiir ve interkalat diskler
gdzlenmez ancak miyosit dis1 hiicre tipleri ve kardiyak intersitisyum daha iyi goziikiir
(Treuting ve ark 2017, Maynard ve Downes 2019). Intersitisyumda zengin bir damar
ag1 bulunur, bu sayede her bir kardiyomiyosit birden fazla kilcal damarla ¢evrilebilir.
Bunun yani sira az sitoplazmaya ve yogun kromatinli oval ila diiz ¢cekirdeklere sahip
bol miktarda fibroblast ve endotel hiicreleri de mevcuttur. Ayrica intersitisyumda az
sayida lenfosit ve makrofaj ile beraber ¢ok az sayida adiposit de bulunabilir (Treuting

ve ark 2017)



1.2. Doxorubicin (DOX)

DOX; genis spektrumlu bir antibiyotik olmakla beraber, hematopoietik,
lenfoblastik ve solid tiimorler de dahil olmak tizere ¢esitli neoplastik hastaliklarda tek
basina veya diger tedavi yontemleriyle beraber kullanilan antrasiklin tiirevi
antikanserojen bir ilagtir. Antrasiklinler simdiye kadar gelistirilmis en etkili antikanser
ilaglar arasinda yer almaktadir (Yalgin ve ark 2010). ilk antrasiklin, 1960'larmn
baslarinda Streptomyces peucetius adl1 bir bakteriden izole edilmis ve Daunorubisin
(DNR) olarak adlandirilmistir. DNR lenfoma ve akut 16semi tedavisinde bir siire bagar1
ile kullanildiktan sonra 1967 yilinda 6liimciil kalp toksisitesine neden oldugu ortaya
cikmigtir (Bachur 1979). Daha sonra Streptomyces peucetius’ta gergeklestirilen
modifikasyonlar sonucu hidroksidaunorubicin ya da adriyamisin olarak da
adlandirilan DOX elde edilmistir. DOX ve Daunorubicin’den baska Epirubisin ve
Idarubisin adi verilen kemoterapétikler de antrasiklinlere dahildir ve organizmada
benzer etkilere sahiptirler. DOX, kromoforik bir trisiklik halka ve buna bagl iki 6zdes
pentapeptit halkasindan olusan bir antrasiklindir. Antrasiklin molekiilii tetrasiklik
cekirdek ve amino sekerden olusur. Tetrasiklik kisim ilaca kirmizi rengini verir.
Antrasiklinlerin hepsi tetrasiklik halkaya bitisik kinon ve hidrokinon gruplarina
sahipti. DOX, DNR molekiilindeki 14 numarali karbona hidroksil grubunun
baglanmasiyla olusur. Yapidaki amino-seker grubunun amino grubu, DOX'un suya
afinitesi farkli olan farkli maddelere baglanmasina izin veren en reaktif gruptur. Bu
sayede DOX, farkli hiicre yapilarinda farkli miktarlarda birikim gosterir (Speth ve ark
1988, Seitz ve ark 1995, Edwardson ve ark 2015).

1.2.1. DOX’un Farmakokinetigi

DOX gastrointestinal kanaldan 1yi emilmedigi i¢in genellikle intravendz (IV)
olarak uygulanir. Karacigerde hizli bir sekilde metabolize edilir. Metabolizasyonu
sirasinda bir keton grubu hidroksil grubuna indirgenir ve daha az aktif -ol grubu yani
Doxorubicinol (DOXol) olusur. 13-OH-doxorubicinol olarak da bilinen DOXol,
DOX'un ana metabolitidir ve belirli bir antitimor aktiviteye sahiptir. DOX karaciger
tarafindan hizli bir sekilde metabolize edildikten sonra diger organlara dagilsa da
viicutta uzun siire kalabilir. Viicuttan atilimi1 ¢ogunlukla safra yoluyla oldugu i¢in
karaciger hasarinin s6z konusu oldugu durumlarda DOX’un metabolizasyonu yavaslar

ve viicutta birikmeye baglayabilir. DOX’un yarilanma stiresi 12-18 saattir ve plazma



proteinlerine %70’ten fazla baglanma gosterebilir (Robert ve Gianni 1993, Edwardson

ve ark 2015, Sallustio ve Boddy 2021).

1.2.2. DOX Metabolitlerinin Kalp Uzerine Etkileri

DOX’un da iiyesi oldugu Antrasiklinlerin etki mekanizmalar1 giinlimiizde hala
tam anlamiyla ¢oziilememis olsa da yapilan ¢alismalar sonucu bazi mekanizmalar
aydinlatilmistir. Antrasiklinlerin hiicrelere plazma membranindan pasif diffiizyonla
gectikten sonra proteazomlara baglanarak g¢ekirdege tasindiklart diisiiniilmektedir.
Cekirdege girdikten sonra ise DNA’ya proteozomlardan daha fazla affinite
gosterdikleri icin DNA’ya baglanirlar (Edwardson ve ark 2015). Antrasiklinlerin,
DNA’nin zincirleri arasinda ¢apraz baglara neden olma, interkalasyon yapma, DNA'y1
alkile etme ve topoizomeraz II'yi inhibe etme gibi etkilerinin oldugu ve bu etkiler
sayesinde 6zellikle hizli ¢ogalan hiicrelerin ¢cogalmasini engelledigi diistiniilmektedir
(Sinha ve Politi 1990, Kiyomiya ve ark 1998, 2001, Zhang ve ark 2012).
Antrasiklinlerin ayrica lipit oksidasyonu araciligryla plazma membraninda ve DNA’da
hasara sebep oldugu, yiiksek miktarlarda reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) birikimine
de neden oldugu bildirilmistir (Muindi ve ark 1985, Mizutani 2007, Sawyer ve ark
2010, Edwardson ve ark 2015).

Antrasiklinlerin viicuttaki metabolizasyonu, antrasiklinlerin antineoplastik
aktivitesini artiran veya azaltan metabolitlerin olusumuyla sonuglanabilecek
hidroksilasyon, semikinon olusumu veya deoksiaglikon olusumu yoluyla gerceklesir

(Novotna ve ark 2008, Edwardson ve ark 2015).
Hidroksilasyon

Hidroksilasyon, kimyasal bilesiklerin yapisina hidroksil (OH) grubunun
eklenmesiyle meydana gelen kimyasal bir olaydir (Zhu ve ark 2017). Hidroksilasyon
reaksiyonuna ¢ogunlukla metal iyonlar1 gibi katalizorler ve 1s1 aracilik eder (Raju
2019). Antrasiklinlerin C13 pozisyonunda hidroksillenmis halleri ana bilesikten daha
polar bir Ozellik gosterir ve suda daha yiiksek c¢oziintirliige sahiptir. Ancak
hidroksillenmis metabolitler suda ¢oziiniirliikleri artmasina ragmen, bazi1 dokulardan -
ozellikle kalp dokusundan- ana bilesige gore ¢ok daha yavas atilip birikme egilimi
gostermeleriyle beraber antineoplastik etkileri de azalmis olur (Peters ve ark 1981,

Licata ve ark 2000, Edwardson ve ark 2015). Hidroksilasyonda, DOX’un



metabolizasyonunda gorev alan karbonil rediiktazlar (CBR) ve Aldo-Keto rediiktazlar
(AKR) o6nemli rol oynarlar. CBR’lerden 6zellikle CBR1’in karaciger, bobrek ve
gastrointestinal sistemde DOX’un hidroksilasyonunu saglayan baskin rediiktaz
oldugu bildirilmistir (Kassner ve ark 2008). AKR ailesinden ise 6zellikle AKR1 alt
ailesinden AKR1A1’in DOX'un DOXol'e doniistiiriilmesinde yer alan olast AKR
oldugu diistiniilmektedir (Sekil 1.1.). Baska kemoterapi ajanlarinin metabolizmasinda
ve detoksifikasyonunda da rol oynayan AKR1 alt ailesinden ozellikle AKR1AI,
AKRI1B1, AKR1B10, AKR1C1 gibi rediiktazlarin antrasiklinler tarafindan iiretilen
ROS’un neden oldugu reaktif aldehitlerin detoksifikasyonunda da rol oynadigi
bildirilmistir (Jin ve Penning 2007, Bains ve ark 2010).

Ozellikle DOX igin olmak iizere, daha sonra bahsedilecek olan etkilerin yan
sira antrasiklinlerin kanser hastalarindaki baslica toksik yan etkisi, hidroksillenmis
metabolitlerinin  yiiksek kardiyotoksik ozellikleriyle de ilgilidir. DOX’un
metabolizasyonu sirasinda bir keton grubunun hidroksil grubuna indirgenmesi sonucu
meydana gelen DOXol’lin ventrikiiler miyositlerdeki uyarim ve kasilma aksi iizerinde
dogrudan bir etkisinin oldugu gosterilmistir (Wang ve ark 2001). Ozellikle insanlarda
hidroksile antrasiklinlerin, tedavi sirasinda ve/veya tedaviden sonraki donemlerde
ortaya ¢ikabilen kardiyomiyopatiye neden oldugu goriilmiistiir (Licata ve ark 2000,
Edwardson ve ark 2015).

IH
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Sekil 1.1. DOX’un karbonil rediiktazlar ve aldo-keto rediiktazlar tarafindan
hidroksilasyonunun sematize edilmesi. Edwardson ve ark (2015)’dan modifiye
edilmistir.



Semikinon olusumu

Semikinonlar, hidrokinonun kendisi veya katekol gibi bir hidrokinonun bir
kinona dehidrojenasyonu veya alternatif olarak bir kinon eklenmesi islemi sirasinda
bir hidrojen atomunun elektronuyla birlikte ¢ikarilmasi sonucu meydana gelen serbest
radikallerdir (Song ve Buettner 2010). Antrasiklinlerde semikinon olusumu kinon
iceren grubun NADH- ve NADPH- bagimli rediiktazlar tarafindan katalize edilmesi
ve bir elektron indirgemesi ile olusur (Sekil 1.2.). Genel olarak antrasiklinlerin
semikinon metabolitlerinin, hem saglikli dokular tizerindeki toksik etkilerinde hem de
tiimdr toksisitesinde, ana bilesenden ¢ok daha etkili oldugu bildirilmistir (Edwardson
ve ark 2015). Antrasiklinlerin semikinon metabolitleri oksijen radikallerinin
olusumuna katki saglamanin yani1 sira hiicre i¢indeki makromolekiillerin
alkilasyonunu  kolaylagtirarak da  sitotoksik  etkileri ortaya ¢ikarabilir.
Antrasiklinlerden bir elektron indirgenmesini katalize eden enzimler NADPH-
sitokrom P450 rediiktaz, NADH dehidrogenaz (ubiquinone) Fe-S [NDUFS] ve
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)’dir (Bachur 1979, Vasquez-Vivar ve ark 1997,
Nohl ve ark 1998, Edwardson ve ark 2015).

| DOXORUBICIN SEMI-QINONE RADICAL
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Sekil 1.2. Semikinon olusumu. Edwardson ve ark (2015)’dan modifiye edilmistir.

DOX tedavisi sirasinda mide bulantisi, kusma, miyelosupresyon, kardiyak
aritmi gibi yan etkiler meydana gelebilir. Ancak kardiyotoksisitenin ozellikle
semikinon metabolitinin olusumuna bagli oldugu diisiintilmektedir (Edwardson ve ark
2015). Antrasiklinlerin kardiyotoksisiteye neden olmalarimin hiicre i¢i diizeyde
karsiliginin  6zellikle mitokondride disfonksiyona sebep olmasi gosterilmektedir
(Edwardson ve ark 2015). Viicuttaki diger kas dokularinda oldugu gibi
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kardiyomiyositlerde de ATP iretiminin  yaklasik  %90’1  mitokondride
gerceklesmektedir. Kardiyomiyositlerdeki mitokondrilerde yukarida da bahsedilen
NDUFS, eNOS, NOX gibi indirgeyici enzimlerin varligi DOX tedavisine bagli olarak
kardiyomiyositlerde semikinon olusumuna neden olmakta ve bunun sonucunda DOX
tedavisinin tamamlanmasindan dort ila yirmi yil sonra dahi kardiyotoksisite ortaya
c¢ikabilmektedir (Edwardson ve ark 2015). Yapilan ¢alismalarda kardiyomiyositlerin
semikinon olusumuna oldukea elverisli oldugu belirlenmistir. Ornegin Nohl ve ark
(1998) gergeklestirdikleri calismada kardiyomiyositlerin mitokondrilerinde DOX’un
kolaylikla semikinon formuna doniistiirtildiigiinii buna karsin hepatositlerde bulunan

mitokondrilerde ise bunun gergeklesmedigini bildirmislerdir.
Deoksiaglikon olusumu

DOX’un metabolizasyonunun bir diger asamasi da 7-deoksiaglikon
metabolitine deglikozidasyonudur. 7-deoksiaglikon olusumu DOX’tan anaerobik
ortamda NADPH aracilig1 ile iki elektron indirgenmesi sonucu meydana gelir. 7-
deoksiaglikon olusumunun ilaci inaktive ettigine inanilmakla beraber deoksiaglikon
metabolitinin lipid ¢ozilinlirliigiindeki artis nedeniyle i¢c mitokondriyal membran ile
interkalasyon yaptig1 ve ROS iiretimine sebep oldugu bildirilmistir (Giorgio ve ark

2004).

1.2.3. Doxorubicin’in Kalp Uzerindeki Toksik Etkileri ve Bu Etkilerin
Mekanizmalari

DOX’un kemoterapoétik olarak kullanimini sinirlayan en 6nemli etken sebep
oldugu kardiyotoksisitedir. DOX un kalp iizerindeki etkileri akut, kronik ve gecikmis

tip olmak tizere li¢ farkli donemde goriiliir.

Akut donemde goriilen yan etkilerin ilacin verilmesinden 2-3 giin sonra ortaya
¢iktig1 ve bu yan etkilerin insidansinin %11 oldugu bildirilmistir (Kong ve ark 2022).
Wojnowski ve ark (2005) tarafindan 1697 hasta iizerinde yapilan ¢aligmaya gore,
hastalarin %3,2’sinin atrial fibrilasyon, akut kalp yetmezligi, miyokardiyal infarktiis,
miyokardit, supraventrikiiler ve ventrikiiler erken atimlar ve/veya tasikardiler dahil
olmak iizere akut kardiyak yan etkiler gelistirdikleri bildirilmistir. DOX toksisitesine
bagli kronik donemde goriilen etkiler tedavinin son donemlerinde veya ilacin

kesilmesinden hemen sonra goriilen etkilerdir ki bu etkiler kiimiilatif toksisite olarak



da adlandirilir. Kronik dénemde meydana gelen yan etkilerin basinda dilate
kardiyomiyopatinin  oldugu bildirilmistir (Hrdina ve ark 2000). Kronik
kardiyotoksisitede genellikle sol ventrikiil duvari etkilense de her iki ventrikiil
duvarimin de etkilenebilecegi tespit edilmistir (Monsuez ve ark 2010, Li ve ark 2022).
DOX’un sebep oldugu gecikmis tip kardiyotoksisitenin ise insanlarda genellikle
cocukluk ¢agi kanserlerinin tedavisinden sonra ortaya ¢iktig1 ve tedaviden sonraki 10-
15 yil igerisinde goriildiigii kaydedilmistir (Lipshultz ve ark 1991, Monsuez ve ark
2010). Huang ve ark (2010) tarafindan geng farelerde gerceklestirilen bir ¢calismada,
fareler akut kardiyotoksisiteye neden olmayacak kadar kiimiilatif doza maruz
birakilmislar ve yetiskin olana kadar bekletilmislerdir. Bunun sonucunda DOX’un
farelerin kalplerindeki kardiyak progenitor hiicreleri azalttigini belirten Huang ve ark
(2010), DOX’a bagl gecikmis tip kardiyotoksisitenin kismen buna bagli oldugunu
bildirmislerdir (Monsuez ve ark 2010).

DOX kaynakli kardiyotoksisitenin nedeni tam olarak aydinlatilamamis olsa da
birden fazla teori ortaya atilmistir. DOX’un kalpte en ¢ok etkiledigi kistm mitokondri
bakimindan olduk¢a zengin olan miyokarddir. Kardiyomiyositlerdeki mitokondri
oraninin diger dokularda bulunan mitokondri oranlarindan yaklasik %35-40 daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Goffart ve ark 2004). Mitokondri miktariyla beraber artan
DOX’un kalp spesifitesinin nedeni mitokondrinin i¢ membraninda bol miktarda
bulunan, mitokondri i¢ zarmin gegirgenligini kisitlayan ve sitokrom oksidazin etkinligi
icin gerekli olan fosfolipid yapisindaki kardiyolipindir. DOX, kardiyolipini geri
donilisiimsliz olarak baglayarak mitokondrinin membran biitiinlii§linii bozar ve
sitokrom C’nin 6nemli bir baglant1 noktasini eksiltir (Sinibaldi ve ark 2013, Schirone
ve ark 2022). Toksisite sonrasi meydana gelen miyokardiyal disfonksiyonun reaktif
oksijen tiirevleri (ROS) birikimi ile baglantili oldugu bilinmektedir (Lebrecht ve ark
2005). Davies ve Doroshow (1986), DOX'un sigir submitokondriyal kalp hiicrelerinde
ROS ve siiperoksit anyonu flretimine sebep oldugunu, bunun sonucunda da
mitokondriyal elektron tagima zincirinin (ETZ) diizensizligine, 6zellikle de kompleks
I'in redoks dongiisiinde azalmaya neden olarak daha fazla miktarda ROS {iretimine
sebep oldugunu, bdylece mitokondriyal disfonksiyonun ortaya c¢iktiginm

bildirmislerdir.



Kardiyolipinden bagka kardiyomiyositlerde ROS birikiminin 6nemli
sebeplerinden biri de mitokondrilerdeki artmig demir miktaridir. DOX, bir Fe-DOX
kompleksi olusturur ve serbest demiri selatlayip oksijen ile reaksiyona girerek Fenton
reaksiyonunu katalize eder. Aktive demir H>O>’ye elektron donorii olarak fenton
reaksiyonuna katilir. Bu reaksiyon sirasinda bir OH- lireterek ROS olusumuna sebep
olur. Demir birikimi ayrica apoptotik olmayan programlanmig hiicre 6liimiine yani

kardiyomiyosit ferroptozuna da sebep olur (Dixon ve ark 2012).

Yiiksek demir birikimi sitokrom C ve mitokondriyal Ca?"

y1 serbest birakarak
hiicre 6limiine sebep olabilen mitokondriyal gecirgenlik gecis gozenegi (mPTP)’in

acilmasina neden olarak da hiicre 6liimiine sebep olabilir (Schirone ve ark 2022).

Marechal ve ark (2011) yaptiklari calismada 16 hafta boyunca DOX tedavisine
maruz birakilan farelerde bir mPTP inhibitérii olan CyA kullanimi sonrasi
miyokardiyal disfonksiyonun onlendigini ve kardiyomiyosit 6limlerinin azaldigini
bildirmislerdir. DOX ayni zamanda mitokondriyal DNA (mtDNA)’da mutasyonlari
indiikleyebilir (Sheibani ve ark 2022).

Kardiyomiyositlerde ROS birikiminin bir bagka sebebi genel olarak
kardiyovaskiiler protektif etki gosteren endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)’in
miktaridir. DOX, eNOS rediiktaz enzimine baglanarak semikinon radikalinin
olusumunu indiikler. Semikinon olusumu baslhiginda da anlatildig: iizere bu radikal,
serbest oksijeni siiperoksit (O2-) serbest radikaline doniistiirerek ROS birikimine

neden olur (Kalivendi ve ark 2001, Rawat ve ark 2021).

DOX ile yapilan ¢alismalarin bazilarinda DOX’a bagli kardiyotoksisitenin
endotel hasarina bagl olabilecegi de gdsterilmistir (Taga ve ark 1987, Widmer ve
Lerman 2014). DOX tedavisi uygulanan sicanlarda miyokarddaki kii¢iik koroner
damarlarin endotel hiicrelerinde kaspaz-3 ekspresyonunun yiikseldigi ve endotelyal

hiicre apoptozunun arttig1 tespit edilmistir (Wu ve ark 2002, Hoffman ve ark 2021).

DOX kardiyotoksisitesinin bir baska nedeni de DOX’un Topoizomerazlar
tizerindeki etkisi sonucu ortaya ¢ikar. Bir antikanser ilact olarak DOX, hizli cogalan
kanser hiicreleri ve farklilagmamais hiicreler tarafindan yiiksek oranda eksprese edilen
Topoizomeraz 2a (Top2a)’yla birlikte hiicre dongiisii sirasinda nispeten sabit kalan ve

kardiyomiyosit gibi hiicrelerden eksprese edilen Topoizomeraz 23 (Top2f3)’y1 da hedef
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alir. Topoizomerazlar, DNA sarmallarint ¢ézen ve DNA replikasyonunu,
transkripsiyonunu, rekombinasyonunu ve kromatinin yeniden sekillenmesini
diizenleyen enzimlerdir. DOX, hedefi olan Top2a’yla beraber Top2B’y1 da inhibe
ederek kardiyomiyositlerdeki DNA replikasyonuna, RNA transkripsiyonuna ve
sentezine engel olur. Ayrica bu yolla kardiyomiyositlerdeki DNA’da ¢ift zincirli
kirilmalara sebep olarak hiicrenin 6liimiine neden olur (Tewey ve ark 1984, Zhang ve

ark 2012, Khiati ve ark 2014).

Yapilan baz1 c¢alismalara gore DOX’un kardiyomiyositlerdeki kalsiyum
seviyelerinde diizensizlige sebep oldugu bildirilmistir (Kalivendi ve ark 2005, Menna
ve ark 2008). Daha once de bahsedildigi gibi DOX’un metabolizasyonu sirasinda
meydana gelen DOXol sodyum-potasyum pompasini inhibe ederek hiicre i¢i kalsiyum
artisina neden olur ve nihayetinde hiicreyi apoptoza siiriikler (Menna ve ark 2008,

Rawat ve ark 2021).

DOX, AMPK (Adenozin Monofosfat-Aktive Edici Protein Kinaz) sinyal
inhibisyonu yoluyla da kalbe zarar verir. Bir makromolekiil protein kompleksi olarak
AMPK, bir katalitik boliim (o), 1ki regiilatér bolim (B, y) olmak iizere ii¢ parcadan
olusan hiicre i¢i enerji seviyesi diizenleyicisidir. DOX, AMPK sinyal yolunu inhibe
ederek genotoksik stres ve oksidatif stres yoluyla DNA hasarini indiikler. Ayrica
AMPK sinyalinin inhibe edilmesi, kalp dokusunda artan enerjik strese ve hipertrofiye

yol agar (Rawat ve ark 2021).

DOX ayrica troponin I, a-aktinin, miyozin, desmin gibi kasilma proteinleri ve
Ca’" ATPaz, ryanodin reseptdrii 2 gibi sarkoplazmik retikulum proteinleri de dahil
olmak tizere cesitli kalp kasma 06zgii proteinlerin ekspresyonunu azaltarak da
kardiyomiyopatiye sebep olur. Bu proteinlerin ekspresyonundaki azalmalar sonucu

kardiyomiyositlerdeki kasilma yetenegini diisiiriir (Chatterjee ve ark 2010).

1.2.4. Veteriner Hekimligi Alaninda DOX Kullanim

DOX sadece insan hekimliginde degil veteriner hekimliginde de kanser
tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir (Henness ve ark 1977, Susaneck 1983,
Mauldin ve ark 1988, Ogilvie ve ark 1989, Novotney ve ark 1992, Kristal ve ark 2001).
Ozellikle giiniimiizde giderek artan evcil hayvan besleme davranisina paralel pet

hekimligindeki artis sebebiyle pet hayvanlar1 daha wuzun yasamakta ve

10



gdzlemlenebilmektedir. Bunun sonucunda da pet hayvanlarinda kanser goriilme siklig1
artmis, Ozellikle kopek ve kedilerde DOX kullanimi oldukca yaygin hale gelmistir.
DOX, insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da basta kalp olmak iizere bircok organa
zarar vermektedir. Hallman ve ark (2019) tarafindan 494 kopek {izerinde
gerceklestirilen caligmanin sonucuna goére DOX tedavisi alan kopeklerin %4 linde
kardiyotoksisite gelistigi goriilmiistiir. Yine aynmi1 g¢alismaya gore kardiyotoksisite
disinda mitral kapak yetmezligi, trikiispital kapak yetmezligi ve aritmi gibi yan
etkilerin meydana geldigi de bildirilmistir. Reiman ve ark (2008) tarafindan kedilerde
yapilan bir ¢alismada DOX’un kusma, anoreksi, ndtropeni ve azotemi gibi bulgulara
yol actig1, ancak kardiyomiyopati gelismedigi bildirilmistir. O'Keefe ve ark (1993)
tarafindan 6 kedide yapilan ¢alismaya gore kedilerde sol ventrikiil i¢ ¢ap1 diyastol ve
sistol sonlarinin ortalamalarinda artis, kardiyomiyositlerde vakuolizasyon belirlenmis
ve sol ventrikiilin sag ventrikiile oranla daha fazla etkilendigi bildirilmistir.
Kardiyotoksisitenin yani sira O'Keefe ve ark (1993), kedilerde kusma, anoreksi ve
ishal gibi gastrointestinal toksisite ve renal toksisite bulgularini da kaydetmislerdir.
Yine Setoguchi ve ark (2023)’nin sundugu ¢alismada ¢aligma materyali olan kedilerde
%3,3 oraninda kardiyotoksisite gelistigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada DOX tedavisi
alan kedilerde ventrikiiler aritmi disinda kusma, diyare, anoreksi ve miyelosupresyon
goriildiigli belirtilmistir. Kedilerde DOX tedavisi sonucu olusan bobrek hasarinin
kardiyotoksisiteden daha siddetli oldugu cesitli ¢alismalarla tespit edilmistir (Cotter
ve ark 1985, Mauldin ve ark 1988, O'Keefe ve ark 1993, Reiman ve ark 2008).

DOX’un memelilerde; mitral kapak endokardiyozisi, miyokardiyal fibroz,
miyokardiyal nekroz, kardiyomiyositlerde fragmantasyon ve dejenerasyon, arteriyel-
arteriyoler amiloidoz, miyofibriler atrofi ve dejenerasyon, interstisyel ddem ve
fibrozis, intrasitoplazmik vakuolizasyon, kardiyomiyositlerde hipertrofi, sitomegali,
atrofi, nekroz, apoptoz, notrofilik ve lenfoplazmasitik inflamasyon, makrofaj ve
fibroblast infiltrasyonu, atriyal dilatasyon, intraatriyal tromboz, miyokardiyal fibril
diizensizligi gibi histopatolojik bulgulara sebep oldugu bildirilmistir (Billingham
1984, de Leeuw ve ark 2001, Takemura ve Fujiwara 2007, Cove-Smith ve ark 2014,
Karabulut ve ark 2021, Podyacheva ve ark 2021).

Ratlarda ilk olarak Mettler ve ark (1977) tarafindan yapilan g¢alismada

kardiyomiyositlerde vakuolizasyon ve dejenerasyonla beraber hafif siddette fibrozis,
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intersitisyel 6dem, makrofaj proliferasyonu, miyofibriler nekroz ve intersitisyel 6dem
bulgular1 gozlenmistir. Gilin asir1 2,5 mg/kg dozun 6 sefer verildigi ¢alismalarda
histopatolojik olarak miyokardiyal liflerde diizensizlikle beraber 6dem, yangi ve hiicre
infiltrasyonlar1 goriildiigi bildirilmistir (Merlet ve ark 2013, Lonc¢ar-Turukalo ve ark
2015, Ahmad ve ark 2017, Cappetta ve ark 2017, Cappetta ve ark 2018, Podyacheva
ve ark 2021). Goriildiigii gibi bulgular insan ve diger memeli hayvanlarla benzerlik

gostermektedir.

Disilere gore erkeklerde hem kalp hastaliklarinin goriilme sikligt hem de
hastaliklarinin siddetinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (William Dec 2003, Thom
ve ark 2006, Frisancho-Kiss ve ark 2007). Bunun nedeni 0strojenin mast hiicresi ve
makrofajlarin ¢ogalmasini, histamin ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini
azaltmasidir (Evans ve ark 2001, Mahoney ve ark 2003). Mast hiicreleri ve makrofajlar
androjen ve Ostrojen reseptorleri igerirler (Frisancho-Kiss ve ark 2007, Zhang ve ark
2014). Ostrojen reseptdrlerinin uyarilmasinin, mast hiicrelerinin ve makrofajlarin
cogalmasini azaltmakla beraber histamin salinimini yavaslattigi ve proinflamatuar
sitokinlerin konsantrasyonlarini azalttig1 belirtilirken testosteronun zit etkileri oldugu
bildirilmistir (Lu ve ark 2012). Zhang ve ark (2014) tarafindan 33 adet yetigkin erkek,
29 adet 12 haftalik normal disi ve 10 adet 12 haftalik ovaryumlar1 alinmis disi ratlar
tizerinde 10 hafta boyunca 1 mg/kg olarak uygulanan DOX caligmasinin sonuglarina
gore kontrol gruplarinda hem erkek ratlarda hem de disi ratlarda mast hiicrelerinin
sayisinda artis olmadig1r ve morfolojilerinin bozulmamis oldugu, DOX uygulanan
ratlarda mast hiicrelerinin erkek ratlarda disi ratlara gore artmis oldugu ve
morfolojilerinin bozulmus oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada DOX uygulanan
ovaryumlart alinmis disi ratlarda, DOX uygulanmis normal disi ratlara gére mast hiicre

morfolojilerinin bozulmus oldugu ve sayilarinin artmis oldugu belirtilmistir.

1.3. Hiicre Oliimii

Hiicre 6liimii temelde hiicrenin yerine getirdigi fonksiyonlarin sona ermesi
olarak tanimlanabilir (Majno ve Joris 1995). Temel islevi hasar gormiis, yaslanmis,
fonksiyonlarni yerine getiremeyen ve/veya zararli hiicreleri uzaklastirarak doku
homeostazisini korumak olan hiicre 6liimii, fizyolojik olabildigi gibi patolojik de
olabilmektedir (Fuchs ve Steller 2011, Park ve ark 2023). Hiicre Oliimii isimlendirme

Komitesi (Nomenclature Committee on Cell Death-NCCD) hiicre o6liimiinii,
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rastlantisal (accidental) ve programli hiicre 6limii olarak iki sekilde siniflandirir
(Galluzzi ve ark 2015). Rastlantisal ya da kazara hiicre 6liimii, hiicrelerin genetik ve
farmakolojik miidahalelerle tersine ¢evrilemeyen siddetli fiziksel, kimyasal ve
mekanik strese maruz kalmasi durumunda meydana gelen hiicre 6liimii sekliyken,
programli hiicre 6limii molekiiler olarak kontrol edildiginden genetik veya
farmakolojik olarak miidahale edilebilir, hizlandirilabilir, yavaslatilabilir veya

durdurulabilir (Galluzzi ve ark 2015, Singh ve ark 2024).

1842'de Alman anatomist Carl Vogt ilk kez kurbagalarin metamorfoz sirasinda
gecirdigi degisiklikleri izleyerek spontan hiicre 6liimiiniin fizyolojik bir olay oldugunu
one siirmiistiir (Clarke ve Clarke 1996, Park ve ark 2023). Modern immiinolojinin
Onclisii olarak kabul edilen Rus biyolog Elie Metchnikoff 1882 yilinda bazi savunma
sistemi hiicrelerinin 6lmekte olan hiicreleri fagosite ettigini gézlemleyerek savunma
sisteminin doku homeostazisini korumadaki roliinii goézler Oniine sermistir
(Maghsoudi ve ark 2012). Kerr ve ark (1972), bilinen 6liim sekli nekrozdan farkli
olarak “apoptoz” u kesfettiklerinde hiicre 6liimiiniin tek bir sekilde olmadigini, farkl
mekanizmalarla meydana gelebilecegini gdstermislerdir. Hiicre 6liim sekilleri arasinda
apoptozdan baska 1967 yilinda “otofaji”’, 1999 yilinda mitokondrial intihar anlamina
gelen “mitoptosis”, 2000 yilinda “paraptosis”, 2001 yilinda pyroptosis, 2004 yilinda
“NETosis”, 2005 yilinda “nekroptosis”, 2007 yilinda “entosis”, 2008 yilinda
“methuosis”, 2009 yilinda “parthanatos”, 2012 yilinda “ferroptosis”, 2013 yilinda
“autosis”, 2018 yilinda “alkoliptosis” ve oxeiptosis”, 2019 yilinda “cuproptosis” ve
2022 yilinda “erebosis” gibi bir ¢ok farkli hiicre 6liimii tanimlanmistir (Deter ve De
Duve 1967, Sperandio ve ark 2000, Cookson ve Brennan 2001, Degterev ve ark 2005,
Steinberg ve Grinstein 2007, David ve ark 2009, Dixon ve ark 2012, Liu ve ark 2013,
Maltese ve Overmeyer 2014, Sun ve ark 2014, Holze ve ark 2018, Liu ve ark 2020,
Ciesielski ve ark 2022, Tang ve ark 2022).

1.3.1 Apoptozis

Apoptoz kelimesi ilk kez Kerr ve ark (1972) tarafindan morfolojik olarak farkli
bir hiicre 6liimii tipini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Programli hiicre 6liimiiniin bir
cesidi olan apoptoz, hiicre Oliimiiniin travmatik versiyonu olan nekroza karsin
organizmanin faydasi i¢in bazi hiicrelerin 6liimiine karar verildigi diizenli bir olaydir.

Varligina dair ilk kanit omurgasizlarda, ozellikle de Caenorhabditis elegance'ta

13



yiiriitiilen calismalardan gelen apoptoz; ¢ok hiicreli canlilarda embriyonik gelisim,
doku homeostazisi ve immiin yanit dahil olmak iizere bir¢ok fizyolojik siirecte de rol
oynar. Apoptozun sonunda hiicre, apoptotik cisimcik (apoptotic body-ApoBDs) olarak
da adlandirilan ¢ok sayida parcaya boliinlir ve komsu hiicreler tarafindan fagosite
edilir. Hiicre igerigi salinmadigi i¢in bu durum ¢ok az iltihaplanmaya neden olur.
Apoptoz esasen kaspazlar adi verilen bir dizi sistein aspartik proteazin aktivasyonu ile

meydana gelir (Cohen 1997, D’Arcy 2019, Xu ve ark 2019).
Apoptozu Tetikleyen Etkenler ve Mekanizmalari

Apoptozun baslamasinda; hipoksi, DNA hasar1, oksidatif stres, biiyiime
sinyallerinin azalmasi, mitokondrilerin doniisiimsiiz hasar1 gibi nedenler sayilabilir.
Hiicre bu nedenlerden bir veya birkagina maruz kaldiginda apoptozu baslatabilir.
Apoptoz iki sekilde meydana gelir; 6lim reseptdrii yolagi olarak adlandirilan
ekstrinsik yolak ve Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenen ve mitokondriyal yolak
olarak da adlandirilan intrinsik yolak (Song ve Steller 1999, Igney ve Krammer 2002,
Danial ve Korsmeyer 2004).

Ekstrinsik yolak (Oliim reseptorii yolag)

Apoptozisdeki ekstrinsik yol (61liim reseptorii yolu), Natural Killer (NK) ya da
makrofajlarin Fas (CD95) gibi bir TNF reseptoriiniin ligandina (CD95L) baglanarak
reseptOriin ve hiicre igerisindeki FADD adli adaptor proteini ile birlesen Olim
bolgesinin trimerizasyonuna yol agmasiyla baslar (Park ve ark 2023). Oliim
indiikleyici sinyal kompleksi (death-inducing signal complex-DISC)’nin olusmasiyla
beraber adaptor protein prokaspaz-8 ile birleserek apoptozu baslatan sinyalizasyon
kompleksini olusturur. Prokaspaz-8, daha kiigliik birimlere boliinerek kaspaz-8 'i
olusturur. Kaspaz-8 dnce bir cellat kaspaz olan ve DNA ile diger substratlari hiicre
oliimiine yol agmak tlizere parcalayan, kaspaz-3 gibi kaspazlart aktif duruma getirir.
Kaspaz-3 ya proteaz aktivasyonu ile ya da endoniikleaz aktivasyonu ile apoptozu
baglatir (Coskun 2011, D’Arcy 2019, Park ve ark 2023). Apoptoz ekstrinsik olarak
perforin-granzim yoluyla da baslatilabilir (Trapani ve Smyth 2002). Granzim-B,
prokaspaz-10’u aktive ederek ve ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)’1
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parcalayarak apoptozu baslatabilecegi gibi direkt olarak kaspaz-3’ii de aktive edebilir
(Elmore 2007).

Intrinsik yolak (Mitokondriyal yolak)

Intrinsik yolaktan apoptozun aktivasyonu, mitokondri dis zarmmn gegirgenlik
kazanmastyla ve apoptozu baglatacak olan sitokrom-c gibi molekiilleri serbest
birakmasiyla meydana gelir. Mitokondri dig membraninin biitiinligii, Bcl-2 protein
ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri tarafindan diizenlenir. Apoptozun
gergeklesmesi i¢in ihtiya¢ duyulan pro-apoptotik BAX ve BAK proteinleri dogrudan
dogruya, mitokondri membraninin gegirgenligini tesvik eder (Park ve ark 2023). BAX
ve BAK gibi pro-apoptotik genlerin bu etkileri, ayn1 ailenin Bel-2 ve Bcel-XI1 gibi anti-
apoptotik tiyeleri tarafindan inhibe edilir. BAD, BID ve PUMA gibi proteinlerin yer
aldig1 BH3 proteinleri olarak adlandirilan ii¢lincii bir protein grubu, Bcl-2 ailesinin
pro- ve anti-apoptotik tiyeleri arasindaki dengeyi diizenler. BH3 ailesi proteinleri
apoptozu, Bcl-2 ailesinin Bcl-2 ve Bcel-XI1 gibi anti-apoptotik proteinlerini inaktive
ederek tesvik eder (Elmore 2007, Coskun 2011, Park ve ark 2023). Ekspresyonu
gerceklesen tiim BH3 proteinlerin toplami, Bel-2/Bcel-X1 protein engelini astiginda,
BAX ve BAK gibi proapoptotik genler aktif duruma gelerek mitokondri membraninda
por olusumuna sebep olurlar. Bu porlardan SMAC (Second mitochondria-derived
Activator of Caspase), Ca*", Sitokrom-C, Endo-G (Endonukleaz-G) ve AIF (Apoptoz
indiikleyici faktor) salinimi uyarilir. Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon i¢in elektron
tasirken SMAC, Inhibitor apoptotik faktdr (IAF)’ii inhibe ederek apoptozu hizlandirir
(IAF’1in ortamda bulunmasi kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller). AIF
cekirdegi parcalara ayirirken Endo-G de DNA’y1 fragmentlerine pargalar.
Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-C, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden
faktor) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde Apoptozom adi verilen bir kompleks
olusturur (Coskun 2011, Park ve ark 2023). Apoptozom kaspaz-9’u aktiflestirdikten
sonra Kaspaz-9 prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 ICAD"1
inaktiflestirerek Kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’1 serbestlestirir. CAD, ¢ekirdekte
kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin pargalara ayrilmasia neden olur. Ekstrinsik

apoptoz yolundaki kaspaz-8 gibi kaspaz-9 da cellat kaspazlarin aktivasyonuna neden
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olabilir (Danial ve Korsmeyer 2004, Elmore 2007, Coskun 2011, Meredith ve Dass
2016, D’Arcy 2019).

Goriildigi gibi hem Bcel-2 hem de kaspaz-3 apoptoz mekanizmasinin temelini
olusturan yapitaslar1 arasindadir. Bcl-2, insan B hiicreli folikiiler lenfomalarda 14. ve
18. kromozomlarin arasindaki kromozomal translokasyonun incelenmesiyle
tanimlanmistir (Tsujimoto ve ark 1985). Tanimlanan diger onkogenlerin aksine Bcl-
2’nin hiicre proliferasyonunu indiikleyerek degil, hiicre 6liimiine engel olarak hiicre
sayisinda artisa sebep oldugu bildirilmistir (Tsujimoto 1989). C. elegans solucani
tizerinde gergeklestirilen ¢alismalar sonucu Bcl-2’nin solucanlardaki homologu olan
CED-9’un hiicre oliimiinii inhibe ettigi gosterilmistir (Hengartner ve ark 1992,
Hengartner ve Horvitz 1994). Bcl-2’nin adinin verildigi Bcl-2 ailesi proteinlerinde,
Bcl-2’nin yani sira anti-apoptotik genlerden Bcl-X1, Bel-w, Mcl-1, Bfl-1, Bel-b; pro-
apoptotik genlerden BAX, BAK, BOK; BH3 proteinlerinden BAD, PUMA, NOXA
gibi proteinler bulunmaktadir (Hardwick ve Soane 2013). Bcl-2, mitokondrinin dig
zarinda lokalizedir ve hiicresel hayatta kalmanin desteklenmesi ile pro-apoptotik
proteinlerin engellenmesinde 6nemli bir rol oynar. BAX ve BAK gibi Bcl-2 ailesindeki
pro-apoptotik proteinler ve bu pro-apoptotik genlerin aktivasyonunu saglayan BH3
proteinleri, Bcl-2 ve onun homologlar1 olan diger anti-apoptotik genler tarafindan

inhibe edilir (Hardwick ve Soane 2013).

CPP32, SCA-1 ya da CPP32B olarak da bilinen kaspaz-3, CASP3 geni
tarafindan kodlanan bir sistein aspartik proteazdir (Alnemri ve ark 1996). Memelilerde
tanimlanan iki alt kaspaz ailesinin apoptotik kaspazlar olarak adlandirilan ailesinden
ve alt ailesinin efektor kaspazlarindan biri olan kaspaz-3, hiicre i¢inde diger kaspazlar
gibi prokaspaz formundadir. Apoptozun ekstrinsik veya intrinsik yollarla
indiiklenmesi sonucu baslatic1 kaspazlar olarak adlandirilan kaspaz-8, kaspaz-9 gibi
kaspazlar tarafindan aktiflestirilerek aktif forma doniistiiriiliir (Eskandari ve Eaves
2022). Apoptoz sirasinda apoptozomal kompleks tarafindan aktiflestirilen kaspaz-3,
kaspazla aktiflestirilen DNAz (ICAD)’1n inhibitoriiniin par¢alanmasini saglayarak
kaspazla aktiflesen DNAz (CAD)’in aktiflesmesine neden olur ve bdylece DNA
fragmentlerine ayrilir (Enari ve ark 1998, Larsen ve Serensen 2017, Eskandari ve

Eaves 2022).
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DOX, hiicre homeostazisini bozarak, ROS birikimine ve mitokondriyal hasara
neden olarak apoptozu indiikler. Bunu hem Fas/FasL araciligiyla kaspaz-8’i daha sonra
da kaspaz-3’i aktive ederek ekstrinsik yol ile, hem de anti-apoptotik genleri asagi
yonlii regiile edip BAX gibi pro-apoptotik genleri aktiflestirerek intrinsik yol ile
gerceklestirebilir (Zhang ve ark 2009, Meredith ve Dass 2016).

Childs ve ark (2002) tarafindan ratlara tek doz 20 mg/kg olarak DOX
uygulanan ¢alismada kardiyomiyositlerde sitokrom C saliniminin ve apoptozun arttigi
bildirilmistir. Kim ve ark (2006)’'min  yaptiklari c¢alismada DOX’un
kardiyomiyositlerde Ca®" oraninin yiikselmesine sebep olarak apoptozu arttirdigini
belirtmislerdir. Kluza ve ark (2004) embriyonik kalp hiicrelerinden elde edilen hiicre
kiiltiirii ile yaptiklar ¢alismada DOX’un mitokondriyal fonksiyon bozukluguna sebep
oldugu ve bdylece apoptozda artisa neden oldugu goriilmiistiir. Yine Kalivendi ve ark
(2005) tarafindan hem embriyonik hem de yetiskin rat kalbinden elde edilen hiicre
kiiltiirleri tizerinde yapilan ¢aligmada DOX’un kardiyomiyositlerde ROS artigina baglh
olarak sitozolik kalsiyum seviyelerinde artisa sebep oldugu, bunun sonucunda da
transkripsiyon faktorii olan aktive edilmis T-lenfositlerin niikleer faktdrii (nuclear
factor of activated T-lymphocytes-NFAT)’niin kalsiyum/kalsindrine bagimli
aktivasyonunu uyararak apoptozu indiikledigi bildirilmistir. Zhang ve ark (2012)
tarafindan normal ve Top2p’si silinmis fareler lizerinde 5 mg/kg ve 25 mg/kg IP olarak
uygulanan DOX tedavisi sonucu DOX’un normal farelerde ROS artigina sebep oldugu
ve buna bagli olarak apoptozun indiiklendigi bildirilmistir. Top2f’si silinen farelerde
ise normal mitokondriyal biyogenezin devam ettigi ve kardiyotoksisite meydana
gelmedigi belirtilmistir. Gu ve ark (2016) embriyonik rat kalbinden elde edilen hiicre
kiiltiirlerine uygulanan DOX tedavisi sonucu DOX’un pro-apoptotik genlerin
ekspresyonlarini arttirdigini ve apoptozu indiiklediklerini bildirmislerdir. Zhao ve
Zhang (2017) tarafindan, kardiyomiyositlerden elde edilen hiicre kiiltiirii izerinde
farkl1 dozlarda DOX kullanim1 ile gerceklestirilen calismada ozellikle ekstrinsik
apoptozu indiikleyen TNFR1, Fas, DR4, DRS5, TRAIL ekspresyonlarinin arttigi
bildirilmistir. Akolkar ve ark (2017) ise erkek wistar albino ratlara ii¢ hafta boyunca 6
doz olacak sekilde 2,5 mg/kg olarak uygulanan DOX tedavisi sonrast DOX’un ROS
artisinin yani sira lipit peroksidasyonunda artisa neden oldugunu buna bagh olarak da

apoptozu indiikledigini bildirmislerdir.
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1.3.2. Nekrozis

Doku ve hiicrelerin yersel dliimii olarak tanimlanan nekroz, hiicre zarinin
yirtildigy, hiicre organellerinin siserek hiicre disina ¢iktig1 bir siire¢ olarak tanimlanir.
En yaygin nedeni hipoksi olmakla beraber 1s1, radyasyon, travma, elektrik ¢carpmasi
gibi fiziksel sebepler, toksik maddeler, agir metaller, patojen mikroorganizmalar ve
otoimmiin sebepler da nekroza neden olur (Khalid ve Azimpouran 2024). Nekrozda
disaridan gelen kimyasal ve fiziksel uyarilar hiicrenin iyon dengesini bozar. DNA
tamiri, genomik stabilite ve apoptoz gibi bir¢ok olaydan sorumlu niikleer enzim Poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP), NAD+ ’1 ikiye bolerek NAD kaybina neden olur
(Park ve ark 2023). Bunun sonucunda meydana gelen ATP eksikligi sonucu iyon
pompasi fonksiyonunda yetersizlik meydana gelir. iyon pompasinin fonksiyonundaki
bozulma sonucu hiicre s1v1 alir ve organeller siser, plazma membran biitiinliigii bozulur
ve osmotik basing nedeniyle hiicre patlar (Park ve ark 2023). Nekrozu takiben hiicre
icerigi hiicreler arasi bosluga dagilarak yangiya neden olur ve nekrotik hiicreler
notrofiller ve makrofajlar tarafindan fagosite edilerek ortamdan uzaklastirilir (Golstein
ve Kroemer 2007, Coskun 2011, Brenner ve ark 2015, Park ve ark 2023, Khalid ve
Azimpouran 2024). Morfolojik olarak nekrotik hiicrelerde karakteristik olarak
endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organeller siser, plazma zar1 yirtilir ve hiicre
parcalanir. Bu degisiklikler hiicrelerin sitoplazmalarinin daha eozinofilik, camsi ve
vakuollii olmasia neden olur (Khalid ve Azimpouran 2024). ATP’nin sentezinin
azalmasi veya tiikenmesi, nekrozda gozlenen ilk biyokimyasal degisikliktir. ATP,
mitokondride oksijen varliginda oksidatif fosforilasyonla f{iretilir. Hipoksi veya
kimyasal hasarla iligkili nekrozda, hiicrelere oksijen saglanmasinda aksaklik meydana
gelir, buna bagli ATP iiretiminde de aksaklik olur. Bu ATP eksikligi, plazma zarindaki
enerjiye bagimli sodyum pompasinin arizalanmasina bagli olarak hiicre i¢ine kalsiyum
ve su girisine neden olur. (Zong ve Thompson 2006, Coskun 2011, D’Arcy 2019, Park
ve ark 2023, Khalid ve Azimpouran 2024).

DOX, sebep oldugu DNA hasari, hiicre i¢i ve mitokondriyal Ca** miktarinda
artiy, mitokondriyal DNA hasar1 nedeniyle ATP iiretiminde azalma, siklofilin D (Cyp
D) bagimli mitokondriyal gecirgenlik gecisi (mPT) araciligiyla mitokondride por
acilmasina ve mitokondriyal sisme nedeniyle ATP iiretiminde azalma, DNA
interkalasyonu ve DNA hasar1 sonras1t PARP-1 ve H2A histon ailesi liyesi X'1 (H2AX)
aktive ederek NAD ve glikolizisi, dolayisiyla ATP {iretimini inhibe etmesi gibi
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nedenlerle kardiyomiyositlerde nekroza ve nekroptoza sebep olur (Lebrecht ve Walker
2007, Zhang ve ark 2009, Wang ve ark 2014, Feoktistova ve Leverkus 2015, Meredith
ve Dass 2016).

Mukhopadhyay ve ark (2009) tarafindan farelere tek doz 20 mg/kg olarak DOX
uygulanan c¢aligmada, DOX’un apoptozla beraber nekrozu da indiikledigi
belirlenmistir. Rharass ve ark (2016) tarafindan embriyonik rat kalbinden elde edilen
hiicre kiiltiirlerine uygulanan farkli dozlardaki DOX sonucu, DOX’un kisa siireli
maruziyetlerde daha ¢ok apoptozu, uzun iireli maruziyetlerin ise nekrozu indiikledigi
belirtilmistir. Dhingra ve ark (2014)’nin postnatal rat kalbinden elde edilmis hiicre
kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢alismada DOX’un mitokondriyal hasarin yani sira

kardiyomiyositlerde nekrozu indiikledigi belirtmislerdir.

1.3.3. Otofaji

Kelime anlami olarak “kendi kendini yemek™ anlamina gelen otofaji ilk olarak
yaklagik yarim yiizy1l 6nce Deter ve De Duve (1967) tarafindan kullanilmistir (Glick
ve ark 2010). Otofaji, hiicre i¢i organellerin ve makromolekiillerin iki veya daha fazla
sayida membranla ¢evrili vezikiiller halinde lizozomla birlesmesi ve enzimler
tarafindan sindirilmesi ile meydana gelir. Otofajinin meydana gelmesinde hem
fizyolojik hem de patolojik etkenler rol oynayabilir (Li ve ark 2021). Otofaji, basta
enerji yoksunlugu olmak iizere cesitli stres faktorleri tarafindan baglatilabilmekle
beraber hiicresel farklilasma, embriyogenez ya da hasarli organellerin yiizeyinde
mevcut olan sinyaller aracilifiyla da indiiklenebilmektedir ve hem hiicrenin
korunmasinda hem de hiicrenin 6liimiinde rol oynar (Mizushima ve ark 2008, D’ Arcy
2019). Ubikuitin-proteazom sistemi, yanlis katlanmis proteinlerin lizozomal olmayan
parg¢alanmasi ve daha kisa Omiirlii proteinlerin normal doniisiimii i¢in ana mekanizma
iken, otofaji uzun omiirlii proteinlerin ve organellerin lizozomal sindirimi igin birincil
mekanizmadir (Baehrecke 2005, Levine ve Yuan 2005, Dorn 2009). Giinlimiize kadar
tic farkli otofaji sekli tanimlanmistir. Bunlar makrootofaji, mikrootofaji ve segici

otofaji (saperon aracili otofaji)’dir (D’ Arcy 2019).

Makrootofajide, hiicrenin tiim bdlgeleri, otofagozomlar olarak adlandirilan ¢ift
membranlt vezikiiller araciligiyla cevrelenir ve bu otofagozomlar lizozomlarla
birleserek otofagolizozom haline gelir. Otofagolizozomlarda hiicre icerigi enzimler

tarafindan pargalanir (Cuervo 2004, D’ Arcy 2019).
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Mikrootofajide, sindirilecek organel veya sitozol bdlgesi lizozomlarla direkt
etkilesime girer. Mikrootofaji, makrootofajiye gore daha secicidir ve mitokondri veya
peroksizomlar gibi hasarli organellerin yiizeyinde bulunan sinyal molekiilleri
tarafindan indiiklenebilir. Bunun sonucunda bu hasarli organeller lizozomlarla
birleserek sindirimi baslatirlar. Mikrootofajide lizozomla birlesen organele gore
otofajik vezikiiliin ad1 degisebilir. Ornegin lizozomla birlesen organel mitokondri ise
otofajik vezikiil mitofaji, endoplazmik retikulum ise retikolofaji, ribozom ise ribofaji

olarak adlandirilir (He ve Klionsky 2009, D’ Arcy 2019).

Saperon aracili otofajide, sitoplazma igindeki proteinler, saperon ve substratin
amino asit dizisi i¢inde bulunan bir pentapeptit arasindaki etkilesim yoluyla sitozolik

bir saperon tarafindan lizozomlarla eslestirilerek otofaji baslatilir (D’ Arcy 2019).

Otofaji ¢alismalarinda 6zellikle mayalardan Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris ve Hansenula polymorpha'daki ¢aligsmalar sonrasi 31 adet otofajiyle iliskili
gen (autophagy-related gene, ATG) tespit edilmistir. ATG proteinleri otofaji sirasinda

gerceklesen asamalarin ¢cogunu diizenlemekle gorevlidirler (He ve Klionsky 2009).
Otofaji Mekanizmasi

Makrootofajinin genellikle ana otofaji mekanizmasi oldugu kabul edilir. Bu
nedenle makrootofaji mekanizmasi anlatilacaktir. Otofaji siireci, indiiksiyon, yiik
tanima ve seg¢me, vezikiil olusumu, otofagozom-vakuol flizyonu ve yiikiin
parcalanmasinin ardindan sindirilmis hiicre materyalinin sitozole geri salinmasi dahil

olmak tizere birgok adimda gerceklesir (He ve Klionsky 2009).

Hiicrede otofajinin baslatilmasi i¢in gecerli neden veya nedenlerin olugmasi
gerekir. Bu nedenler arasinda hiicrede strese neden olabilecek besin ve enerji
yetersizligi basta olmak {izere hormon eksikligi, patojen varligi, ROS artig1, toksik
ajanlar gibi nedenler sayilabilir. Otofajinin en 6nemli inhibitorii rapamisin hedefi
olarak bilinen (target of rapamycin) TOR’dur. TOR hiicrede, hiicre biiyiimesini ve
protein sentezini kontrol eden bir serin/treonin protein kinazdir. Bu proteinin
eksikliginde veya baskilanmasinda hem mayalarda hem de memelilerde otofajinin
arttig1 bildirilmistir (He ve Klionsky 2009). Memelilerdeki TOR (mammalian target of
rapamycin-mTOR), memelilerde otofajiden sorumlu en 6nemli proteindir. Mayalarda

rapamisin ile TOR’un baskilanmasi sonucu Atgl kinaz aktivitesinin aktiflestirildigi ve
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otofajinin indiiklendigi bildirilmistir (Kamada ve ark 2000). Otofajide gorev olan iki
Atgl proteini tanimlanmistir. Bunlar Unc-51 benzeri kinaz 1 (ULK1) ve Unc-51
benzeri kinaz -2 (ULK2)’dir. mTOR’un rapamisin ya da aglik gibi nedenlerle inhibe
edilmesi sonras1 ULK1 ve ULK2 aktive olur ve otofajinin aktivasyonu i¢in Atgl3 ve
FIP200 (FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa)’i fosforile eder. mTOR un
yani1 sira Adenosin monofosfatla aktiflestirilen protein kinaz (AMPK), Beclin-1, Bcl-
2, fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) ve p53 proteinleri dahil olmak {izere bir dizi baska
sinyal yolu ve araci tarafindan da otofaji indiiklenebilir ve diizenlenebilir. Atgl3 ve
FIP200’1in fosforilasyonundan sonra pre-otofagozomal memran formasyonu meydana

gelir (He ve Klionsky 2009).

Sindirilecek olan maddelerin taninmasinda spesifik reseptor proteinleri rol
oynar. Okaryotlarda p62/sekestozom 1 (SQSTM1), ubiquitinle iliskili bolge (ubiqiitin
associated-UBA) ve mikrotiibiille iliskili protein 1 hafif zincir 3 (microtubule-
associated protein 1 light chain 3-LC3) aracilig1 ile tek veya ¢ok zincirli ubiquitini
baglayarak otofaji i¢in segici hale getirir (Bjorkey ve ark 2005, Pankiv ve ark 2007,
He ve Klionsky 2009).

Otofagozom olusumunda baslangigta, PtdIns3K Vps34 (vacuolar protein
sorting-34), pl50, Barkor (Atgl4) ve Beclin 1(Atg6)’dan olusan smif III
fosfatidilinositol 3-kinaz (PtdIns3K) kompleksinin olusmasi gerekmektedir. Beclin-1,
otofagozom olusumundaki rolii nedeniyle otofaji i¢cin olmazsa olmazlardandir. Beclin-
1'in otofajideki islevi Bcl-2 tarafindan diizenlenir. Enerji bakimindan zengin kosullar
altinda Bcl-2, Beclin 1’1 inhibe ederek otofajiyi engeller (Pattingre ve ark 2005). Bcl-
2’nin bu rolii hiicrenin apoptoza mi yoksa otofajiye mi gideceginin belirlenmesi
acisindan oldukca 6nemlidir (Hsieh ve ark 2009). Otofagozom olusmaya bagladiktan
sonra  mikrotiibiillerle  iliskili ~ sitozolik  protein LC3  (MAP-LC3),
fosfatidiletanolamin’e konjuge edilmek tlizere ATG4, ATGS, ATG7 ve ATGI12
tarafindan sirayla islenir ve daha sonra otofagozomun hem i¢ hem de dis zarinin ¢ift
katmanmna yerlestirilir. LC3’lin vakuoler formuna LC3II adi verilir. LC3,
otofagozomun boyutunu kontrol etmede gorevlidir (He ve Klionsky 2009, Fuzimoto
ve ark 2021). Otofagozom heniiz yapim asamasindayken enzimatik reaksiyona
ugrayacak otofaji substrati p62/sequestosome 1 (p62/SQSTMI) proteini tarafindan

baglanarak otofagozomun liimeninde tutulur (Bjerkey ve ark 2005, Fuzimoto ve ark
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2021). Bu asamadan sonra otofagozom ve lizozomlar birleserek otolizozomlari
olustururlar ve sindirme iglemi baslamis olur (Fuzimoto ve ark 2021). Sindirme islemi
tamamlandiktan sonra yine bir kisim Atg proteinleri ve enzimler sayesinde otolizozom
bozulur ve igerik sitoplazmaya bosaltilir (He ve Klionsky 2009). Otofajiyi
baslatabilecek sinyal yollar1 arasinda besin yetersizligi, enerji eksikligi, stres,
insiilin/biiytime faktori, hipoksi, oksidatif stres ve patojen enfeksiyonu sayilabilir. (He
ve Klionsky 2009). DOX mitokondriyal fonksiyonu ve enerji tiretim siirecini bozarak,
ROS iiretimine neden olarak otofajiyi indiikler. DOX, stres seviyelerine, ozellikle de
kardiyomiyositlerde dozajina bagli olarak koruyucu veya zararl etki gosteren otofajiyi

indiikleyebilir.

Lu ve ark (2009), neonatal Sprague—Dawley ratlarin kalplerinden elde ettikleri
hiicre kiiltlirlerine 24 saat boyunca uyguladiklari Img/L DOX tedavisi sonrasi
DOX’un kardiyomiyositlerde otofajiyi indiiklediklerini bildirmislerdir. Kobayashi ve
ark (2010), neonatal Harlan Sprague-Dawley rat kalplerinden elde ettikleri hiicre
kiiltiirlerine 18 saat boyunca uyguladiklari 1 uM DOX maruziyeti sonras1 DOX’un
otofajiyi arttirdigin1 ve memeli kalbi i¢in 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan
GATA4’tin Beclin-1 ile etkilesime girerek DOX kaynakli otofajiyi engelledigini
bildirmiglerdir. Chen ve ark (2011), iki giinliik Sprague-Dawley rat kalbinden elde
ettikleri hiicre kiiltiirlerine 16 saat boyunca uyguladiklar1 1 uM DOX sonucu otofajinin
arttigint ve kalori kisitlamasi sonuglarimi taklit eden 2-deoksi- d -glikoz (2-DG)
kullaniminin DOX’a bagl otofajiyi azalttigini ortaya koymuslardir. Dimitrakis ve ark
(2012), Wistar Albino rat kalplerinden elde ettikleri hiicre kiiltiirlerine uyguladiklar
10 uM DOX sonucu, 6zellikle 48 saatlik maruziyetten sonra LC3 miktarinda artiginin
sekillendigini ve dolayistyla otofajinin arttigini, kardiyomiyositlerin normal protein
degradasyonunun bozuldugunu ve otofagosomlarin biriktigini tespit etmislerdir. Xu ve
ark (2012), neonatal ratlarin ventrikiillerinden elde edilen hiicre kiiltiirlerine 18 saat
boyunca uyguladiklar1 1 pM DOX’a bagh meydana gelen kardiyotoksisite sonucunda
Beclin-1 ekspresyonunun artig1 sonrasi otofajinin arttigin1 ve resveratrol’iin DOX
kaynakli kardiyomiyosit 6liimiinli antagonize ettigini bildirmislerdir. Ying-Yu ve ark
(2015) tarafindan 8 haftalik erkek farelere (2 mg/kg, glinasir1 7 giin, IP) ve embriyonik
rat kalbinden elde edilmis kok hiicrelerine (1 pM, 12 saat) uyguladiklart DOX sonucu
farkl1 zaman periyotlarinda kullanilan DOX’un kardiyomiyositlerde ROS artisina

bagli olarak LC3-II/LC3-I oraninin ve Beclin-1 seviyesinin artmasina bagli olarak
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otofajinin indiiklendigi, ophiopogonin D ad1 verilen ve kardiyoprotektif etki gosteren
bir antioksidanin kullanimimin DOX’a bagli ROS olusumunu azaltti§i ve otofajiyi
azalttig1 tespit edilmistir. Ludke ve ark (2017) tarafindan Sprague-Dawley rat
kalplerinden elde edilmis kardiyomiyositlere 24 saat boyunca uygulanan 10 uM
DOX’un ROS artisgina bagli olarak LC3-II miktarinda artigla beraber otofajiyi
arttirdig, kullanilan vitamin C’nin ROS olusumunu azalttig1 ve otofajiyi baskilayarak

DOX’un neden oldugu hasar1 engelledigi bildirilmistir.

DOX’un kardiyomiyositlerde otofajiyi arttirdigini bildiren ¢aligmalarin yani
sira azalttigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur. Sishi ve ark (2013), ratlardan elde
edilen kardiyak myoblastlara 24 saat boyunca uyguladiklar1 3 uM DOX tedavisi
sonrast otofajinin azaldigin1 ve hatta TOR inhibitorii olan rapamisin’in otofajiyi
arttirarak DOX kaynakl1 kardiyotoksisiteyi azalttigini bildirmislerdir. Kawaguchi ve
ark (2012) yetigkin farelerde toplamda 20 mg/kg olacak sekilde ii¢ gilin araliklarla
uyguladiklar1 10 mg/kg DOX sonrast DOX’un otofaji basamaklarindan biri olan
otofagozom olusum siirecini bozdugunu bildirmislerdir. Gu ve ark (2016) Sprague
Dawley ratlar lizerinde (15 mg/kg) ve embriyonik rat kalbinden elde ettikleri hiicre
kiiltiirlerine (2 uM) uyguladiklart DOX tedavisi sonucu apoptozun indiiklendigini,
koruyucu amacla kullanilan resveratroliin AMPK'yi doza ve zamana bagh bir sekilde
aktive ederek, ULK1'in fosforilasyonuna/aktivasyonuna ve mTOR'un baskilanmasina
neden oldugunu bunun sonucunda da otofajinin indiiklendigini ve DOX
kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigini tespit etmislerdir. Yine Cao ve
ark (2017) embriyonik rat kalbinden elde ettikleri hiicre kiiltiirlerine uyguladiklar
DOX tedavisi sonucu DOX’un kardiyomiyositlerde otofagozomlar {izerinden otofajik
akig slirecini bozarak asir1 apoptozu indiikledigini ve Astragalus membranaceus'tan
elde edilen Astragalus polisakkaritlerinin, AMPK/mTOR yolagin1 diizenleyip
otofajinin indiiklenmesini saglayarak kardiyomiyositlerdeki hasar1 azalttigim

bildirmislerdir.

1.3.4. Nekroptozis

Nekroptoz, mekanistik olarak apoptoza, morfolojik olarak nekroza benzerlik
gosteren fakat mekanizmasal ve biyokimyasal a¢idan nekroz ve apoptozdan farkli bir
programli hiicre 6liimii seklidir. Apoptoz engellendiginde aktive olan hiicresel kendi

kendini yok etme siireci olan nekroptoz, kelime olarak ilk defa 2005 yilinda
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tanimlanmistir (Degterev ve ark 2005, Ma ve ark 2023). Nekroptoz ilk olarak, yalnizca
zVAD-florometil keton gibi bir pan-kaspaz inhibitoriiniin varliginda TNF ile
indiiklenebilen kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimii olarak kabul edilmistir (Vercammen
ve ark 1998, Linkermann ve Green 2014). Nekroptoz, TNF reseptor stiper ailesi (FasL,
TNFa, TRAIL vb.) TLR'ler ve interferon reseptorleri vb. apoptozu indiikleyen
reseptorler tarafindan indiiklenebilir (Degterev ve ark 2014, Pasparakis ve
Vandenabeele 2015). Genel olarak, bu reseptorlerin ligandlar1 veya cesitli stres
faktorleri, kaspaz-8'in aktivasyonu yoluyla digsal apoptozu tetikleyebilmektedirler.
Kaspaz-8, nekroptozun baslatilmasi i¢in gerekli olan RIPK1 ve RIPK3 proteinlerinin
fonksiyonunu inhibe edebilir. Bu nedenle nekroptozun baslatilmas1 kaspaz-8'in
ekspresyonuna ve aktivitesine baglidir (Newton ve ark 2019). Kaspaz-8, dolayisiyla
da apoptozun dissal yolu baskilandiginda ise RIPK1 ve RIPK3 aktive olur ve
nekroptoz baglatilir (Han ve ark 2021). RIP1’in ubiquitinasyonu sonucu da hiicre sag
kalim1 gerceklesir ve apoptoz veya nekroptoz sekillenmez (Sekil 1.3.) (Christofferson
ve ark 2014). TNF'nin neden oldugu nekroptoz sirasinda RIPK1, karisik soy kinaz
alan1 benzeri proteinin (Mixed Lineage Kinase Domain-Like Protein/MLKL)
oligomerizasyonunu ve fosforilasyonunu destekleyen nekrozomlar olusturmak igin
RIP homotipik etkilesim motifi (RHIM) araciligiyla RIPK3’ii baglar ve MLKL nin
aktivasyonu i¢in amiloid benzeri bir yapi olusturulur (Chan ve ark 2015). RIP3
MLKLyi fosforile ederek MLKL nin plazma membranina translokasyonunu uyarir
(Sun ve ark 2012, Cai ve ark 2014, Chan ve ark 2015). MLKL’nin plazma
membraninin rupturunu indiikleme yolu tartismali olsa da MLKL nin direkt membran
fosfolipidlerine baglanarak membran biitiinliigiinii bozdugu ya da kalsiyum veya
sodyum iyon kanallarin1 bozarak hiicrenin nekroptozuna sebep oldugu
diisiiniilmektedir (Cai ve ark 2014, Chen ve ark 2014, Dondelinger ve ark 2014, Wang
ve ark 2014, Chan ve ark 2015). Plazma membraninin biitinligi ve islevi
bozuldugunda hiicreden hiicre disina hasarla iligkili molekiiller (Damage-Associated
Molecular Patterns-DAMP)’in salinimi gergeklesir. Saliman DAMP'ler, bagisiklik
hiicreleri lizerindeki pattern tanima reseptor (Pattern Recognition Receptors-PRR)'ler
tarafindan tanmir ve bunun sonucunda inflamatuar yanit meydana gelir. Bu
inflamatuar yanit, Olii hiicrelerin temizlenmesine ve doku onarim siireglerinin
baslatilmasina katkida bulunmakla beraber asir1 veya uzun siireli inflamasyon, doku
hasaria ve/veya cesitli hastaliklarin patogenezine katkida bulunabilir (Park ve ark

2023). Yapilan c¢alismalar nekroptozun, ndrodejeneratif hastaliklar, viral
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enfeksiyonlar, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve kanser dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynadigini1 gostermektedir (Gong ve ark 2019, Yuan ve ark 2019,
Liu ve ark 2021, Maslov ve ark 2022, Park ve ark 2023). Nekroptozun, bir RIP1
inhibitorii olan nekrostatin-1 (Necrostatin-1/Nec-1) ve MLKL inhibitorii olan
nekrosiilfonamid (Necrosulfonamide/NSA) ile inhibe edilebildigi bildirilmistir
(Kaiser ve ark 2011, Sun ve ark 2012, Linkermann ve Green 2014).
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Shipra ve ark (2023) farelere tek doz 10 mg/kg IP olarak uygulanan DOX’un
kardiyomiyositlerde oksidatif stres ve nekroptoza neden oldugunu bildirmislerdir.
Zhang ve ark (2023) tarafindan farelere 6 giin boyunca giin asir1 2,5 mg/kg IP olarak
uygulanan DOX sonucunda RIPI, RIP3 ve MLKL ekpresyonunda artisa bagh
nekroptozun indiiklendigi belirtilmistir. Yu ve ark (2020) da farelere 3 giin boyunca
giin asir1 10 mg/kg IP olarak uyguladiklari DOX’un kardiyomiyositlerde nekroptozu
arttirdigini bildirmislerdir.

1.3.5. Ferroptozis

Ferroptoz nispeten yeni kesfedilmis bir hiicre 6liimii seklidir. Dolma ve ark
(2003) RAS eksprese eden kanser hiicreleri iizerinde segici olarak Oldiiriicii etkiye
sahip yeni bir bilesik olan erastin'i kesfetmis ancak hiicre 6liimii seklinin daha 6nce

goriilenden farkli oldugunu belirlemislerdir. Bu hiicre 6liim seklinde DNA
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fragmantasyonu, ¢ekirdekte morfolojik degisiklikler ve kaspaz aktivasyonunun
olmadigi, kaspaz inhibitorleri ile tersine g¢evrilemedigi tespit edilmistir. Yang ve
Stockwell (2008) bu hiicre 6liimii modelinin demir selatlama maddeleri tarafindan
inhibe edilebilecegini bulmuslardir. Dixon ve ark (2012) erastin'in RAS mutasyonlu
kanser hiicrelerini 6ldiirdiigii mekanizmay1 incelerken bu hiicre 6liimiinii “ferroptoz”
olarak adlandirmislardir. Morfolojik olarak, ferroptozun esas olarak hiicrelerde
mitokondri hacminin azalmasi, ¢ift katmanli membran yogunlugunun artmasi ve
mitokondriyal kristalarin azalmasi veya kaybolmasi ile sonuglandigi bildirilmistir.
Mitokondride meydana gelen bu degisikliklerin diginda ¢ekirdegin boyutu normaldir,
hiicre zar1 saglam kalir ve kromatinde yogunluk meydana gelmez. Biyokimyasal
olarak hiicre i¢i glutatyon (GSH) nun tiikendigi ve glutatyon peroksidaz 4'iin (GPX-4)
aktivitesinin azaldigi belirtilmistir (Dixon ve ark 2012, Li ve ark 2020). Bunun
sonucunda lipit peroksitler GPX4 ile katalize edilen indirgeme reaksiyonu ile
metabolize edilemez ve Fe2", lipitleri Fenton benzeri bir sekilde oksitleyerek biiyiik
miktarda ROS olusumuna neden olur ve buna bagl olarak hiicre oliimii sekillenir

(Dixon ve ark 2012).

Ferroptotik hiicre Oliimiine, diger hiicre Olimi tiirlerinden farkli hiicre
morfolojisi, metabolizmasi ve protein ekspresyonundaki baz1 degisiklikler eslik eder.
Ferroptozda hiicreler, hiicre o6liimiinden 6nce nekrotik hiicrelere benzer sekilde
karakteristik yuvarlak bir sekil alir, ancak sitoplazmik siskinlik ve organel sismesi veya
plazma zar1 yirtilmas: yoktur. Cekirdekler, apoptozda oldugu gibi yogunlasmaz ve
hiicreler kromatin marjinasyonu, plazma zar1 tasmasi veya apoptotik cisimciklerin
olusumu olmadan yapisal biitiinliigiinii korur (Dixon ve ark 2012). Ayrica, otofajik
hiicrelerde goriilen c¢ift zarla kapli kesecikler ve piroptozda goriilen yogun
kabarciklanma, plazma zar biitiinliigiiniin kayb1 gibi morfolojik 6zellikler ferroptotik
hiicrelerde gozlenmez (Dixon ve ark 2012, Liang ve ark 2019). Ferroptozun tek ayirt
edici morfolojik 6zelligi, yukarida da bahsedildigi gibi artan zar yogunluguyla

normalden daha kiigiik goriinen mitokondridir (Dixon ve ark 2012, Yan ve ark 2021).

Ferroptoz’da birgok mekanizma rol oynar. Daha once de bahsedildigi gibi
erastin, onkogenik RAS mutasyon hiicre hatlarinda ferroptozu indiikleyen molekiiller
arasindadir. Erastin hedeflerinin arastirilmasi, sistein metabolizmasin1 ferroptoz

baslangicina baglar. Glutamat-sistin antiport sistemi x(c)(-) [System x(c)(-)] erastin
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kaynakli ferroptoz sirasinda erestinin en 6nemli hedefidir. Sistem x(c)(-), sisteinin ana
formu olan sistin'i, 1:1 oraninda glutamat degisimi yoluyla hiicrelere tasir.
Sistem x(c)(-)'nin inhibisyonu hiicresel sisteini yok eder ve glutatyon ile degisimi
ger¢eklesmez (Conrad ve Sato 2012). Glutatyon biitiin viicutta hiicresel antioksidan
savunmada ¢ok Oonemli bir rol oynar. Glutatyonun tiikenmesi, lipit kaynakli ROS
birikmesine, protein veya membran hasarina ve nihayetinde ferroptotik hiicre 6liimiine

yol acar (Martin ve Teismann 2009, Xu ve ark 2019).

Glutatyon peroksidaz-4 (GPX-4) lipit peroksitlerin toksisitesini onleyen ve
plazma membranindaki lipit katmanlarmin homeostazisini koruyan enzimdir
(Maiorino ve ark 2018). RSL-3 (RAS-selective lethal-3) GPX4 ile kovalent bag
kurarak GPX4'lin aktivitesini inhibe eder ve lipid peroksit birikimine yol agarak

ferroptozu indiikler (Dixon ve ark 2012, Xu ve ark 2019).

Coklu doymamis yaglar olan PUFA (Polyunsaturated Fat)’lar hiicreler i¢in
Ozellikle membranlarda olduk¢a 6nemli olmakla beraber hiicre i¢i ROS tarafindan
oksitlenebilir ve ferroptozun indiiklenmesine sebep olan lipit peroksitleri aciga

c¢ikarabilirler (Richard ve ark 2008).

Demir, DNA sentezi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, anjiyogenez gibi bir¢cok
olayda yer alan enzimin temel bileseni olarak gdrev yapan 6nemli bir elementtir.
Ancak redoks dongiisii yoluyla Fenton reaksiyonlaria katilir ve ROS iiretimine neden
olur. Ferroptoz i¢in serbest demir varligi gereklidir (Minotti ve Aust 1987,

Winterbourn 1995, Xu ve ark 2019).

1.3.6. mPTP aracili programh hiicre oliimii

2+

Mitokondriyal gecirgenlik gegisi (mPT), Ca“"'ya bagimli ve boyutu 1.5 kDa'ya
kadar olan molekiillerin diflizyonuna izin veren, i¢ mitokondriyal membran
gecirgenligini tanimlar (Bernardi ve ark 2023). mPT’yi mitokondriyal mega kanal
veya c¢oklu iletken kanal olarak adlandirilan mitokondriyal gecirgenlik gecis gézenegi
(mPTP) saglar. mPTP ilk olarak 1979°da Hunter ve Haworth (1979) tarafindan
kesfedilmistir. mPTP'nin patolojik acgilmasi, mitokondriyal membran potansiyelinin
kaybina, ATP sentezinin durmasina, mitokondriyal matriksin sigmesine ve

mitokondriyal membran yirtilmasina yol ac¢tigi bildirilmistir (Wu ve ark

2022). mPTP'nin agilmasi, mitokondri i¢ zarmin gegirgenligini 1,5 kDa'ya kadar
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arttirir, bu da organel sismesine ve mitokondriyal depolarizasyona yol acar. mPTP
acilmasinin ana tetikleyicisinin fosfat varliginda matriks kalsiyumu oldugu bildirilmis
ancak aktive edici konsantrasyonlarmin bagska birka¢ faktore baghi oldugu
belirtilmistir (Kinnally ve ark 2011). ADP gibi adenin niikleotidlerinin birikimi,
yiiksek negatif membran potansiyeli, diisiik matriks pH's1, magnezyum ve stronsiyum
gibi diger iki degerlikli katyonlar dahil olmak iizere cesitli mPTP inhibitdrlerinden
birinin varliginda mPTP'nin agilabilmesi i¢in daha yiiksek kalsiyum seviyelerinin
gerekli oldugu ancak adenin niikleotidlerinin tiikenmesi veya kalsiyum alimindan
sonra membran potansiyelini depolarize etmek i¢in bir mitokondriyal ayristiricinin
eklenmesi durumunda mPTP aktivasyonu i¢in gereken kalsiyum seviyelerinin daha
diisiik oldugu bildirilmistir (Kinnally ve ark 2011). mPTP'nin geri doniisiimlii
kapanmas1 ise ADP, magnezyum ve siklosporin A (CsA) eklenmesiyle ya da
kalsiyumun ¢ikarilmasi ile meydana gelir (Kinnally ve ark 2011). Siklofilin-D (CsD),
mPTP'nin bilinen aktivatoridiir. CsD'den yoksun mitokondri, kalsiyum kaynakli bir
gecirgenlik gecisine maruz kalabilir ancak bu olay daha yiiksek kalsiyum
konsantrasyonlar1 gerektirir (Broekemeier ve Pfeiffer 1989, Broekemeier ve ark 1992,
Kinnally ve ark 2011). mPTP’nin gecici olarak agilmasi veya titresmesi sirasinda
belirli hiicre i¢i sinyallere yanit olarak gecici membran potansiyeli degisikliklerine yol
acabilir (Kinnally ve ark 2011). mPTP gecici olarak acildiginda ya da titrestiginde
sitozol ve mitokondriyal matriks arasinda kalsiyumun indiikledigi kalsiyum
saliniminin mitokondriyal versiyonunu baglatarak, nispeten normal kosullar altinda
mitokondriyal Ca2 * ¢ikisini saglayabilir (Ichas ve ark 1997, Jouaville ve ark 1998,
Gunter ve Sheu 2009, Kinnally ve ark 2011). Ayrica mPTP'nin kisa siireligine
acilmasi, gegici bir mitokondriyal depolarizasyona ve ROS iiretiminde kisa bir artisa
neden olur ve mPTP'nin ROS artisindaki roliinii ortaya ¢ikarir ki mPTP’nin tekrar
tekrar titresmesi ROS artis1 nedeniyle mPTP’nin siirekli ac¢ilmasina ve hiicrenin
Oliimiine neden olabilir (De Giorgi ve ark 2002, Kinnally ve ark 2011). mPTP’nin
hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynadigi 2000’li yillarda yapilan c¢aligmalarda
gosterilmigtir. 1990’11 yillarda apoptozun bazi formlarinin bazi porlarin inhibitorii
olarak bilinen CsA kullanima ile baskilandig1 bildirilmistir (Crompton 2003, Green ve
Kroemer 2004). Yine bir antiapoptotik bilesik olan Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu sonucu
Ca2 "’nin baskilanmasiyla da mPTP’nin apoptozdaki rolii desteklenmistir (Murphy ve
ark 1996, Kinnally ve ark 2011). Bunun yan1 sira mPTP aktivatorii olan CsD eksikligi
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bulunan hiicrelerde apoptozun ne dissal ne de igsel yollar1 degismemistir (Halestrap

2006, Kinnally ve ark 2011).

1.3.7 Piroptozis

Piroptozis, Kaspaz-1’in aracilik ettigi ve yangiyla seyreden bir programli hiicre
Olimii seklidir (Bergsbaken ve ark 2009, Park ve ark 2023). Piroptozis PPR’ler
tarafindan imflamazomu tetikleyen DAMP ve patojen iligkili molekiiler patern
(Pathogen-Associated Molecular Patterns-PAMP)’lere cevap olarak bagslatilir
(Amarante-Mendes ve ark 2018). Inflamazom; PRR'ler, adaptdr proteinler ve kaspaz-
I'den olusan bir protein kompleksidir ki bu kompleks plazma membranindaki
gasdermin porlar1 tarafindan indiiklenen piroptozisi baglatir. Kaspaz-1 ayrica
interlokin-1 beta (IL-1B) ve interlokin-18 (IL-18) aktivitesini de baglatarak
proinflamatuvar sitokinlerin salgilanmasina ve immiin sistem hiicrelerinin hasarl

bolgeye gelmesine sebep olur (Kordes ve ark 2011, Lopez-Castejon ve Brough 2011).

Piroptoz morfolojik ve mekanik olarak diger hiicre O6liimii formlarindan
farklidir. Kaspaz 1 bagimliligi, piroptozun tanimlayici bir 6zelligidir. Kaspaz 1
apoptozda rol oynamaz ve kaspaz 1 eksikligi olan farelerde apoptozda herhangi bir
anormallik olmadig1 ve farelerin normal sekilde gelistigi bildirilmistir (Kuida ve ark
1995, Li ve ark 1995, Bergsbaken ve ark 2009). Piroptoz’da mitokondride herhangi
bir degisiklik meydana gelmez ve apoptozu indiikleyen sitokrom c salinimi olmaz

(Cervantes ve ark 2008, Bergsbaken ve ark 2009).

1.3.8. Alkaliptozis

Alkaliptoz; sodyum hidroksit ve amonyak gibi yiiksek pH'li ajanlara maruz
kalmanin tetikledigi, Song ve ark (2018) tarafindan kesfedilen programli hiicre 6liim
seklidir. JTC-801, bilimsel arastirmalarda kullanilan bir opioid tiirli analjezik ilagtir
(Shinkai ve ark 2000). Yapilan calismalarda JTC-801’in bobrek karsinomlarinda,
pankreas kanserlerinde, prostat kanserinde, melanomda ve merkezi sinir sistemi kanser
hiicre hatlarinda kanser hiicreleri tizerinde 6ldiirticii etki gosterdigi bildirilmistir (Song
ve ark 2018, Liu ve ark 2020). Ayrica, JTC-801'in toksisitesi normal hiicrelerde ve
dokularda gozlenmemistir (Liu ve ark 2020). JTC-801'in antikanser aktivitesinin
alkaliptozisin indiiklemesine bagli oldugu ancak apoptoz, nekroptoz, ferroptoz ve

otofajiye bagli hiicre 6liimlerini inhibe eden ilaglarin JTC-801'in indiikledigi alkaliptoz
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tizerinde etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Song ve ark 2018). Hiicre i¢i pH nin
diistiigli durumlarda apoptoz, nekroptoz ve otofajinin goriildiigii ancak JTC-801'in
hiicre i¢i pH’y1 yiikselterek alkaliptoza neden oldugu bildirilmistir (Furlong ve ark
1997, Nakamura ve ark 1997, Wang ve ark 2015). JTC-801, niikleer faktér-kappa B
(nuclear factor-kappa B-NF-«kB)’nin aktivasyonuna neden olur (Song ve ark 2018).
JTC-801’nin neden oldugu NF-kB’nin yukari regiilasyonu karbonik anhidraz-9
(carbonic anhydrase-9 -CA9)’un asagi regiilasyonuna neden olur ve bdylece hiicrede
alkaliptoz baglatilir (Song ve ark 2018). CA9, hiicre i¢ci pH seviyelerinin
diizenlenmesinde rol oynayan karbonik anhidraz ailesinin bir iiyesidir (Liu ve ark
2020). Que ve ark (2023) yaptiklar1 ¢alismada asil-koenzim A sentetaz kisa zincirli
aile liyesi-2 (Acyl-coenzyme A synthetase short-chain family member 2- ACSS-2)’nin
de NF-xB’yi aktive ettigini ve boylece alkaliptozu indiikledigini bulmuslardir.

1.3.9. Paraptozis

[1k olarak Sperandio ve ark (2000) tarafindan ortaya konan paraptozis kelimesi
“yaninda”, “etrafinda” anlamina gelen “para” ile apoptoz kelimelerinin birlesiminden
meydana gelir. Bunun sebebi hiicre icinde paraptozun apoptozla beraber
indiiklenmesidir. Apoptozun aksine kaspazlarla aktive edilmeyen ve DNA
fragmentasyonuna neden olmayan paraptoz hiicrede tipik olarak mitokondri ve
endoplazmik retikulum (ER)’da sismeye neden olmakla ve sitoplazmada
vakuolizasyon olusturmakla karakterize oldugu bildirilmistir (Allen ve ark 2008).
Proteazomal inhibisyon, iyon dengesizligi gibi nedenlerle indiiklenebilen paraptoz, ER
liimeninde hatali katlanmis proteinlerin birikmesi ve hiicre iginde ozmotik basincin

artmasiyla ER ve mitokondri sismesine neden olur bunun sonucunda da biiyiik

sitoplazmik vakuoller meydana gelir (Kim ve ark 2020, Park ve ark 2023).

1.3.10. Metuozis

Yunanca “methuo” kelimesinden tiiretilen metuozis, meydana geldigi hiicrenin
sitoplazmasindaki vakuolizasyonlarla karakterizedir. Ilk olarak Overmeyer ve ark
(2008) tarafindan tanimlanan metuozis, hiicre i¢inde makropinozom birikmesine yol
acarak sitoplazmada vakuolizasyona neden olur. Bu vakuoller makropinozomlarin

birikmeye devam etmesiyle biiyiir ve nihayetinde hiicre zarini patlatarak hiicrenin
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Olimiine sebep olur. 2008 yilinda kesfedilmesine ragmen metuozisin molekiiler

mekanizmasi hala tam olarak anlasilamamustir (Park ve ark 2023).

1.4.p21

Siklin bagimli kinaz inhibitorii 1 olarak da bilinen p21, sikline bagimli
kinazlarin aktivitesini inhibe ederek hiicre siklusunu durduran bir proteindir (Dutto ve
ark 2015). Ik olarak bir tiimdr baskilayici ve sikline bagimli kinaz (CDK) inhibitdrii
olarak kesfedilen p21, hiicreler DOX gibi hiicre toksisitesine ve DNA hasaria neden
olan ajanlara maruz kaldiginda, hiicre boliinmesinin durdurulmasina aracilik etmede
onemli bir rol oynar (el-Deiry ve ark 1993, el-Deiry ve ark 1994). p21'in asir1
ekspresyonu hiicre boliinmesinde G1-, G2- veya S fazinin durmasiyla sonuglandigi
gosterilmistir (Ogryzko ve ark 1997, Niculescu ve ark 1998, Radhakrishnan ve ark
2004, Gartel ve Radhakrishnan 2005). Tersine, p21 eksikligi olan hiicreler DNA hasar1
olsa bile hiicre siklusu duraklamaz (Gartel ve Radhakrishnan 2005). p21’in hiicre
dongiisii lizerindeki bu baskilayici etkisi ¢ekirdekte bulundugunda gegerlidir. p21
sitoplazmada lokalize oldugunda apoptozu inhibe ederek ve hiicre ¢ogalmasini
kolaylagtirarak bir onkogen gibi davranir (Cazzalini ve ark 2010, Cmielova ve
Rezacova 2011). Bilindigi gibi hiicrenin boliinme siklusunda Gl'den S fazina
ilerleme G1 siklinlerin kontrolii altindadir. p21, N-terminal alanlariyla etkilesime
girerek veya CDK1 ve CDK2'nin fosforilasyonuna miidahale ederek CDK aktivitesini
inhibe edebilir (Dutto ve ark 2015). Ayrica p21, siklin E ve siklin A/CDK2 aktivitesini
inhibe ederek de Gl'in durdurulmasina katkida bulunabilecegi bildirilmistir
(Brugarolas ve ark 1999). p21 hiicre siklusunu G0’da durdurarak da hiicre siklusunun
geri dontistimlii olarak durmasina neden olabilir, bu 6zelligi ile p21, anormal hizda
DNA boliinmesinin oniine gegerek genomu korur (Spencer ve ark 2013, Dutto ve ark
2015). p53 ile beraber p21, hiicre siklusunun kalic1 olarak durmasina neden olarak
hiicre yaslanmasina da neden olabilir (Herbig ve Sedivy 2006, Romanov ve ark 2012).
Bunun yaninda p21'in p53'ten bagimsiz bir sekilde ekspresyonunun, iki ana
mekanizma yoluyla antiapoptotik aktivite gosterdigi bulunmustur (Gartel ve Tyner
2002). p21 apoptoza iki sekilde engel olabilir; pro-apoptotik diizenleyici proteinlerle
etkilesime girerek bu proteinlerin inhibisyonu yoluyla ya da CDK'lerin kaspaz bagimli
aktivasyonunu hedefleyerek kromatin yogunlasmasi, yapisma kaybi ve hiicre
bliziilmesi gibi apoptotik olaylarin inhibisyonu yoluyla (Jdnicke ve ark 2007).

Paradoksal olarak p21, TNF o6liim reseptorleri ailesinin aktivasyonuna bagli yollar
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aracilifiyla ekstrinsik apoptozu ya da pro-apoptotik gen olan BAX’1n yukar1 yonlii
regililasyonu ile intrinsik apoptozu indiikleyebilir (Gartel 2005). p21°in bu ¢ift yonlii
davranig1 daha once de anlatildigi gibi bliyiik oranda p21’°in lokalizasyonuna baglidir.
p21 sitoplazmada oldugunda pro-kaspaz 3'li ve stres kaynakli kinaz aktivasyonunu

bloke ederek apoptozu inhibe edebilir (Dutto ve ark 2015).

Cogu DNA'ya zarar veren ajan veya ROS indiikleyicisi gibi DOX da hiicresel
diizeyde stres tepkisini ortaya c¢ikararak p21 geninin ekspresyonunu indiikler.
Kardiyomiyositler ¢ogunlukla proliferatif olmayan hiicreler olmalarina ragmen,
miyokard enfarktiisii gibi c¢esitli kalp hastaliklarinda yiliksek p21 seviyeleri
gozlemlenmistir (Kuhn ve ark 2007). Terrand ve ark (2011), normal ve p21 geni devre
dis1 birakilmis farelerde 5 hafta boyunca haftada iki kez 4 mg/kg DOX uyguladiklari
calismada normal farelerin miyokardinda p21 ekspresyonunda artis ve buna bagh
kardiyotoksisite tespit ettiklerini ancak p21 geni devre digi birakilmis farelerde
kardiyotoksisite gelismedigini bildirmiglerdir. Ayni ¢alismada arastirmacilar, normal
farelerin kalplerinde histopatolojik olarak kardiyomiyosit boyutunun arttigini gésteren
uzun c¢ekirdekler, intrasitoplazmik vakuoller ve miyofilamentlerde diizensizlik
belirlemiglerdir. Huang ve ark (2021) tarafindan toplamda 15 mg/kg olacak sekilde iki
hafta boyunca 2,5 mg/kg DOX uygulanan farelerin kalplerinde p21 ekpresyonunun

onemli dl¢iide artmis oldugu belirtilmistir.

1.5. TNF-a

Kaseksin olarak da bilinen Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), akut faz
sitokinleri altinda bulunan, doku hasari, inflamasyon gibi durumlarda ekspresyonu
artan, basta makrofajlar olmak iizere monosit, lenfosit, mast hiicreleri, nétrofiller ve
hatta fibroblast, endotel hiicreleri gibi hiicrelerden salinan bir sitokindir (Idriss ve
Naismith 2000). TNF-o’nin varligina dair ilk ipuglari, Coley (1893) tarafindan siddetli
bakteriyel enfeksiyona maruz kalan kanser hastalarinin tiimorlerinde ara sira kiigiilme
yasandiginin gozlemlenmesiyle ortaya ¢ikmistir. Carswell ve ark (1975) tarafindan
farelerdeki sarkomlar lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda "Tiimor Nekroz Faktori"
(TNF-a) olarak adlandirilan bir proteinin, retikiiloendotelyal sistemlerinin uyarilmasi
ve bakteri lipopolisakkaritlerinin varliginda hayvanlarin dolasimina salindig1 ortaya
cikmistir ve TNF-a ilk kez literatiirde gecmistir (Idriss ve Naismith 2000). Yapisina

212 aminoasidin katildigt TNF- o baslangigcta transmembran proteini olarak
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tiretilmekte ¢Oziiniir homotrimerik sitokin formuna metalloproteaz TNF alfa
dondiistiirlicii enzim olan ADAMI17 tarafindan doniistiirilmektedir (Locksley ve ark
2001). TNF-o’nin farkli hiicre tiplerinde ve farkli konsantrasyonlarda degisik etkileri
ortaya ¢ikabilir. Ornegin diisiik konsantrasyonlarda organizmadaki savunma
sisteminin aktivasyonunu saglarken yiiksek konsantrasyonlarda siddetli inflamasyona
ve doku hasaria neden olabilecegi bildirilmistir (Idriss ve Naismith 2000, Locksley
ve ark 2001). Bunun yaninda TNF-a’nin konsantrasyonu, etkiledigi hiicre c¢esidi,
etkilenen bolgedeki reseptdr orani gibi etkenler de meydana gelen yanitin fizyolojik

ya da patolojik olmasini etkiler (Idriss ve Naismith 2000, Locksley ve ark 2001).

TNF-o’nin kalp tlizerinde de ciddi patolojik etkileri ortaya ¢ikabilir. Siirekli
TNF maruziyeti miyokardiyal kontraksiyon ve damar diiz kas kasilinabilirligini inhibe
edebilir (Hanna ve Frangogiannis 2020). Yapilan bir¢ok calismada miyokardiyal
disfonksiyonun patogenezinde inflamatuvar sitokinlerin 6nemli rolii oldugu ortaya
cikartlmistir (Sanders-van Wijk ve ark 2015, Hanna ve Frangogiannis 2020). Kalpte
kardiyomiyositlerle beraber vaskiiler endotelyal hiicreler, makrofajlar ve mast
hiicreleri gibi bircok farkli hiicre tipi TNF-a ekspresyonunda artisa neden olabilir
(Shioi ve ark 1996, Kapadia ve ark 1997, Frangogiannis ve ark 1998, Hanna ve
Frangogiannis 2020). Kubota ve ark (1997), Bryant ve ark (1998) ve Janczewski ve
ark (2003) yaptiklar ¢aligmalarda yiiksek oranda eksprese edilen TNF-o’nin farelerde
kardiyak dilatasyona neden oldugunu bulmuslardir. Kardiyomiyositlerde TNF-a, Ca 2"

homeostazisini bozarak nekroza ve apoptoza neden olabilir (Haudek ve ark 2007).

Hafez ve Hassanein (2022) tarafindan ratlara tek doz 9 mg/kg IP olarak DOX
verilmesinden sonra ROS aracilit TNF-a ekspresyonunun ve apoptozun arttig1 ortaya
konulmustur. Ibrahim Fouad ve Ahmed (2022) ratlara tek doz 20 mg/kg olarak
uyguladiklart DOX sonucu TNF-a ile beraber NF-xB, iNOS ve IFN-y ekspresyon
diizeylerinin arttigin1 bildirmislerdir. Zha ve ark (2023) farelere toplamda 15 mg/kg
olacak sekilde giinasinn 3 mg/kg olarak uyguladiklar1 DOX tedavisi sonucunda
farelerde yiiksek oranda TNF-a, IL-1f ve IL-18 gibi inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunda artis oldugunu ve bunun kalp hasariyla iligkili oldugunu

bildirmislerdir.

TNF-a seviyelerinin DOX uygulamasi sonucu arttigini ve bunun sonucunda

kalp hasarmin meydana geldigini bildiren ¢alismalarin yaninda DOX uygulamalari
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sonrast TNF-a’nin ekspresyon seviyelerinin diistiigiinii ve bu seviyeleri ylikselten
tedavilerin uygulanmasi sonucu DOX kardiyotoksisitesine karst koruyucu etki
gosterdigini bildiren calismalar da mevcuttur. Xu ve ark (2008) neonatal rat
kardiyomiyositlerinden elde edilen hiicre kiiltiirlerine 0.1-1 uM oranlarinda DOX
uyguladiklari ¢alismada 1 uM-1 nM oraninda uyguladiklart Ghrelin sonucu Ghrelin’in
TNF-alfayr zamana ve doza bagl bir sekilde yukari dogru diizenledigini tespit
etmiglerdir. Bunun yaninda Ghrelin’in apoptoz ve malondialdehit (MDA), laktat
dehidrojenaz (LDH) aktivitesi gibi oksidatif stres biyo belirteclerini de 6nemli dlgiide
azalttigini, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi anti-oksidatif enzim

aktivitesini arttirdigini bildirmislerdir.

1.6. eNOS

Furchgott ve Zawadzki (1980) tarafindan neredeyse yarim asir dnce ilk defa
bahsedilen nitrik oksit sentazlar (NOS) viicutta bir¢ok dokuda bulunan, L-argininden
nitrik oksit (NO) iiretimini katalize eden enzim ailesidir. Memelilerde néronal NOS
(nNOS veya NOS-1), indiiklenebilir NOS (iNOS veya NOS-2) ve endotelyal NOS
(eNOS veya NOS-3) olmak iizere ii¢ formu vardir. eNOS ve nNOS yapisal, iNOS ise
kalsiyuma duyarsiz, indiiklenebilir formdur (Wang ve ark 2020).

eNOS adindan da anlasilacag iizere kan damarlarinin endotelyal tabakasinin
yan1 sira kardiyomiyositlerde, bobrek tiibiiler hiicrelerinde, hava yollar1 epitellerinde
bulunur. eNOS’tan kaynakli NO kan basincini diizenlemenin yani sira lokosit
adezyonu ve trombosit agregasyonunun baskilanmasini da saglar. Bu enzimin
eksikliginde veya bozuklugunda endotel disfonksiyonun meydana gelece§i ve hem
pulmoner hem de sistemik hipertansiyonun ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Gielis ve
ark 2011). eNOS’tan kaynaklt NO’nun bu etkisi guanilat siklaz tarafindan siklik
guanozin monofosfat (cyclic guanosine monophosphate-cGMP) {iretimi araciligiyla
hiicre i¢i Ca** konsantrasyonunun azalmasina, damar diiz kas tabakasinin gevsemesine
ve meydana gelen vazodilatasyon sonucu kan basincinin azalmasina neden olur (Gielis
ve ark 2011). eNOS plazma membraninda bulunan sarkolemmal kaveolay1 (hiicre

zarmin hiicre i¢ine dogru yaptig1 girinti) hedef alir (Wang ve ark 2020).

Her eNOS monomeri iki uglu bir yapiya sahiptir. N-ucu, oksijenazin yani sira
hem demiri ve l-arginin baglanma bdlgesi olan tetrahidrobiopterin (BH4)’1 barindirir.

l1-Arginin, hem grubu ve BH4 enzim dimerizasyonunu destekleyerek aktif dimerik
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formun stabilizatorii olarak gdrev yapar (Klatt ve ark 1996, Venema ve ark 1997). C-
terminali, flavin adenin diniikleotid (FAD) ve flavin mononiikleotid (FMN) ad1 verilen
iki flavin ile NADPH i¢in baglanma bdlgelerine sahip rediiktaz bolgesidir. Her
monomerin flavin bolgesinde NADPH'nin NADP+'ya oksidasyonu yoluyla elektronlar
aciga cikarilir. Bu elektronlar oksijenaz alanmin prostetik hem demirine teker teker
aktarilir ve bdylece molekiiler oksijenin (O72) O7%"'ye indirgenmesi gergeklesir. N-
ucuna bagli I-arginin daha sonra NO'ya ve yan iiriin I-sitruline doniistiiriiliir. Oksijenaz,
bir inhibitér kalmodulin (CaM) baglanma alami ile rediiktaz alanina baglanir

(Hemmens ve Mayer 1998, Gielis ve ark 2011).

Endotel hiicreleri, VEGF ve trombin gibi hiicre i¢i kalsiyumu harekete gegiren
otokoidlere yanit olarak NO salgilarlar. eNOS’un aktivasyonunda, salinan kalsiyumun
kalmodulin'e baglanmasi ve kalsiyum/CaM kompleksinin, NO sentezini stimiile eden
enzimdeki CaM bolgesine baglanmasi elzemdir. NO salinimin en 6nemli stimiile
edicisi shear stres olarak adlandirilan kan akis geriliminin meydana gelmesidir (Sessa
2005). Damarlardaki endotel hiicrelerinin shear strese maruz kalmasi sonucu NO
salimiminda bir artis meydana gelir ve boylece damarlarda vazodilatasyon sekillenir
(Sessa 2005). Shear stresi kaynaklt NO salinimi hiicre ici kalsiyum artma/azalma
dongiistinden bagimsizdir. Hiicre i¢i kalsiyumun selasyonu, shear stresi tarafindan
stimiile edilen NO {iretim ve salinim hizin1 etkilememekle beraber kalmodulin
antagonistlerinin, bradikinin kaynakli NO saliimini bloke edebilecegi ancak shear
stresinin neden oldugu NO salinimini bloke edemeyecegi bildirilmistir (Kuchan ve
Frangos 1994, Fleming ve ark 1998, Sessa 2005). Ayrica CaM, NOS’un protein
inhibitdrii (Protein inhibitor of NOS-PIN), eNOS un fosforilizasyonu, 1s1 soku protini
90 (Heat-shock protein 90-Hsp90)’da NO’nun regiilasyonunda rol oynar (Gielis ve ark
2011).

DOX metabolitlerinden semikinon olusumunda da anlatildig1 iizere DOX
eNOS rediiktaz enzimine baglanarak semikinon radikalinin olusumunu indiikleyip
ROS iiretimini arttirarak dolayli yoldan kardiyotoksisiteye sebep olur. nNOS, iNOS ve
eNOS arasinda DOX’a kars1 en fazla affinitesi olan eNOS’tur (Neilan ve ark 2007).
Ayrica DOX, eNOS rediiktaz enzimine baglandiginda siiperoksit serbest radikalleri ve
nitrik oksit seviyelerinde dengesizlik meydana gelir. Nitrik oksit seviyesinde azalma,

stiperoksit seviyelerinde ise artigsa sebep olan bu reaksiyon sonucu da kardiyotoksisite
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ortaya c¢ikar (Rawat ve ark 2021). Genel olarak eNOS’un DOX’a bagh
kardiyotoksisiteye karsi kardiyoprotektif oldugu bilinmektedir ancak Neilan ve ark
(2007) tarafindan normal fare ve eNOS knockout (eNOS-KO) farelere uygulanan tek
doz 20 mg/kg DOX sonucu eNOS-KO farelerin normal farelere gore daha 1yi kalp
fonksiyonu ve daha az 6liim gosterdikleri bildirilmistir. Huang ve ark (2021), bes hafta
boyunca haftada 4 mg/kg olarak uyguladiklari DOX kardiyotoksisitesine karsi
fenofibrat’in Akt/eNOS yolunun aktivasyonunu sagladigi bdylece kardiyak
fonksiyonu ve kardiyak yapiy1 korudugu, L-NAME araciligiryla eNOS inhibisyonunun
ise fenobibrat’in koruyucu etkisini ortadan kaldirdigini bildirmislerdir. Bu ¢alismalar
eNOS’un DOX’a bagl kardiyotoksisiteye etkisinin akut ya da kronik ilag
maruziyetine gore degistigini diisiindlirmektedir. He ve ark (2019) farelere 24 saat
boyunca 1 pM DOX sonrast DOX’un eNOS ekspresyonu ve eNOS fosforilasyonunu,
dolayistyla da NO sentezini azalttigini bildirmislerdir. Munir ve ark (2023) ratlara giin
asir1 6 giin boyunca 2,5 mg/kg olarak uyguladiklart DOX sonucu DOX’un eNOS,
VEGF ve NFkB-1 gibi biyobelirteclerin ekspresyonunu azalttigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismanin amaci; neoplastik hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan
DOX’un erkek ratlara farkli dozlarda verilerek olusturulacak kalp dokusu hasarinda
apoptozis, otofaji, (nekroz/nekroptoz), hiicre yaslanmasi ve endotel hasari rollerini
aragtirmak ve kanser tedavisinde kullanilan bu 6nemli kemoterapdtik ajanin daha
giivenilir bir sekilde kullanilabilmesi adina literatiire ve sonraki calismalara katki

yapabilmektir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Etik Kurulunun 22.11.2021 tarihli ve 2021-60 sayili Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu Karar1’yla onaylanmistir.

2.1. Gerec
2.1.1. Hayvan materyali

Calismada 30 adet 12 haftalik erkek Wistar albino rat kullanilmigtir. Deney
hayvanlar1 Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden

temin edilmistir.

2.1.2. Kimyasallar

Calismada kimyasal olarak; doxorubicin (Adrimisin-SABA, Tiirkiye),
formaldehit (ISOLAB, Almanya), ketamin (Ketasol-Richter ilag, Macaristan), ksilazin
(Rompun-Bayer ilag, Almanya), absolute alkol (ISOLAB, Almanya), ksilen
(TEKKIM, Almanya), kloroform (ISOLAB, Almanya) ve parafin (TEKKIM, Tiirkiye)

kullanilmuastir.

2.1.3. Cihazlar

Otomatik doku takip cihazi (Leica TP 1020, Almanya), parafin dispanseri
(Lipshaw, ABD), buzdolab1 (Bosch, Almanya), mikrotom cihazi (Leica RM-2125 RT,
Almanya), etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye), binokiiler baglikli mikroskop (Olympus, BX51,
Japonya), mikroskoba uyumlu kamera (Olympus, EP50, Japonya), hava kabini
(NUVE-LN 120, Tiirkiye), santriflij cihaz1 (Hettich mikro 200, Almanya), vorteks
karistirict (BIOSAN-FVL-2400N, Tiirkiye), Thermal Cycler (BIO-RAD T100, ABD),
RT-PCR cihaz1 (Roche LightCycler 96, isvigre).
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2.1.4. Kullanilan Kkitler ve primerler

SanPrep Column microRNA Miniprep Kit (BIO BASIC, ABD, katalog
numarast: SK881) ve OneScript Plus Synthesis Kit (ABM, Canada, katalog numarasi:
G236). RT-PCR i¢in kullanilan primerler ve dizinleri Tablo 2.1.’de sunulmustur.

Tablo 2.1. Kullanilan primerlerin dizinleri

Primer Primer Dizini 5’-3'
b-actin F: 5°-GGCCACAATGGCTGACCATTC -3’
R: 5’-AAGGTGACAGCATTGCTTC-3’ (De Miglio ve ark 2000).

Bcl-2 F: 5’-GCAGCTTCTTTCCCCGGAAGGA -3’
R:5’-AGGTGCAGCTGACTGGACATCT-3’ (Abdel-Daim ve ark 2017)
Caspase-3  F: 5’-GGTATTGAGACAGACAGTGG-3’
R:5’-CATGGGATCTGTTTCTTTGC-3’ (Wu ve ark 2015)
TNF alfa F:5-GTCGTAGCAAACCACCAAGC-3’
R:5’-TGTGGGTGAGGAGCACATAG-3’ (Mariappan ve ark 2007)
p21 F:5'-TTGCACTCT GGTGTCTGAGC-3’
R:5'-AATCTGTCAGGCTGGTCTGC-3’ (Melo-Silveira ve ark 2014)
Beclin-1 F:5’-AGCACGCCATGTATAGCAAAGA-3’
R:5’-GGAAGAGGGAAAGGACAGCAT-3’ (El-Demerdash ve ark 2021)
eNOS F:5'- CAACGCTACCACGAGGACATT -3’
R:5'- CTCCTGCAAAGAAAAGCTCTGG -3’ (Ding ve ark 2007)

2.1.5. Kullanmilan diger malzemeler

Calismada; uygun nekropsi seti, mikrotom bicagi (Leica 819, Almanya),
otomatik pipet seti (Axygen, ABD), otomatik pipet u¢lar1 (Axygen, ABD), 0,1 ml diiz
kapakli 8’li tiip seridi (Kirgen, ABD), mikrosantrifiij tiipleri (Kirgen, ABD), spin
kolonlar (BIO BASIC, ABD), toplama tiipleri (BIO BASIC, ABD), eliisyon tiipleri
(BIO BASIC, ABD,) kullanilmustir.

2.1.6. Kullamilan program ve yazilimlar

Mikroskoba uyumlu kamera (Olympus, EP50, Japonya) yazilimi (Olympus,
EPview 64 bit OS V1.4, Japonya), RT-PCR cihaz1 (Roche LightCycler 96, Isvigre)
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yazilimi (LightCycler 96 yazilimi, Isvigre), istatistik programi (IBM SPSS Statistics
22, ABD)

2.2. Yontem
2.2.1. Deneysel Dizayn ve Uygulamalar

Calisma amaciyla Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinde uygun ortam olusturuldu. Denemeye alinacak olan 30 adet erkek Wistar
albino rat; kontrol grubunda 6, deneme gruplarinda 8’er adet olacak sekilde rastgele
dort gruba ayrildi. Ug giinliik alistirma siirecinin ardindan ratlar tartildi ve kuyruk
venlerinden kan 6rnekleri alindi, akabinde deneme prosediiriine gecildi. Gruplardaki
tiim hayvanlara standart sekilde deney sonuna kadar ad libitum yem, su ve 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma, 22+3° derece sicaklik saglandi
(Sekil 2.1).

1. Grup (Kontrol grubu/K): Bu grupta bulunan ratlara deneyin ilk giinii 12 ml/kg ip

olarak serum fizyolojik uygulandi. 11’inci glinde 6tanazileri gerceklestirildi.

2. Grup (Doxorubicin-Diisiik doz/DOX-D): Bu grupta bulunan ratlara deneyin ilk
giinii tek doz 3 mg/kg ip DOX uygulandi. 8’inci giin 6tanazileri gerceklestirildi.

3. Grup (Doxorubicin-Yiiksek doz/DOX-Y): Bu grupta bulunan ratlara deneyin ilk
giinii tek doz 12 mg/kg ip DOX uygulandi. 8’inci giin 6tanazileri gerceklestirildi.

4. Grup (Doxorubicin-Kiimiilatif doz/DOX-K): Bu grupta bulunan ratlara deneyin
ilk gliniinde baslayarak 1. 24. 48. ve 72. saatlerde olmak iizere 3 mg/kg dozunda ip
DOX (toplam 12 mg/kg) uygulandi. 11’inci giin 6tanazileri gergeklestirildi.
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2.2.2. Nekropsi, Makroskobik Muayene ve Ornekleme

Son DOX dozu uygulamasindan bir hafta sonra (DOX-D ve DOX-Y gruplari
icin 8’inci giin, Kontrol ve DOX-K gruplari i¢in 11’inci giin) tiim ratlar tartilarak her
bir rata sedasyon amaciyla 70 mg/kg ketamin (im) ve 10 mg/kg ksilazin (im)
uygulandi. Ratlarin sedasyona girdiklerine emin olunduktan sonra dekapitasyon
yontemi ile 6tanazi uygulandi. Daha sonra usuliine uygun olarak nekropsileri yapildi
ve kalpleri ¢ikartildi (Feldman ve Seely 1988) (Deney gruplarindan rastgele 2’ser
hayvan secilerek ¢alisma dis1 birakildi). Tiim gruplarda 6’sar hayvanin kalbi materyal
olarak degerlendirildi. Her bir deney hayvanina ait kalp tartildiktan sonra makroskobik
olarak incelendi. Makroskobik inceleme tamamlandiktan sonra kalbin sag ve sol
ventrikiil duvarlar ile interventrikiiler septumu igerecek sekilde apeksinden alinan
ornekler karyotiiplere alinarak once sivi azot igeren azot tankina alindi ve PCR
analizleri yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Sag-sol atriyum ve ventrikiil duvarlari,
interventrikiiler septum, endokard ve epikardi igerecek sekilde pargalar alinarak

%10’luk tamponlu formalin soliisyonu i¢ine konuldu.

2.2.3. Histopatolojik Muayene

Formolde 24 saat tespit edilen kalp 6rnekleri trimleme isleminden sonra doku
takip kasetlerine alindi1 ve formalin soliisyonlar1 yenilenerek 24 saat boyunca ikinci
tespit saglandi. Tespit islemi tamamlanan doku ornekleri formalin soliisyonundan
alinarak 24 saat akan ¢esme suyunda yikandi. Yikamasi tamamlanan dokular otomatik
doku takip cihazina alinarak dereceli alkol (%70, %80, %90, %96 ve absolut alkol),
ksilol, ksilol-parafin ve parafin serilerinden gegirildi. Son olarak doku ornekleri blok
parafine gomiilerek mikrotom kesimine hazir hale getirildi (Sekil 2.2). Donmus
parafin bloklardan mikrotom cihazi ile lamlara 4-5 pm kalinliginda kesitler alinarak
Hematoksilen-Eozin (HE), Masson’s trikrom (MT) ve Dominici boyama yapildi
(Gridley 1957, Luna 1968). Boyama isleminin ardindan lamelle kapatilan preparatlar

binokiiler baslikli 151k mikroskobunda incelendi ve kamera ile fotograflar1 ¢ekildi.
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Sekil 2.2. Dokulardan parafin bloklarin hazirlanmasi.
Histopatolojik bulgularin skorlandirilmasi

Histopatolojik bulgular1 degerlendirmek amaciyla; sag ve sol ventrikiil
duvarlar, interventrikiiler septum ve her iki atriyum sirastyla X4, X10, X20, X40 ve
X100 objektifler altinda incelendi. Histopatolojik olarak; atrium ve miyokardda (sag
ventrikiil duvari, sol ventrikiil duvari, interventrikiiler septum) intrasitoplazmik
vakuolizasyon, dejenerasyon, nekroz, yangi, fibrozis ve kanama bulgularn
degerlendirildi. Lezyonlarin siddetini ve yaygmhigini belirlemek amaciyla her bir
parametre i¢in degerlendirme tablolarda (Tablo 2.2-2.5.) belirtildigi sekilde yapildi.
Degerlendirme amaciyla sag ve sol ventrikiil duvarlari ile interventrikiiler septumda

X40 objektifte 6 farkli alan taranarak lezyonlar skorlandi ve ortalamalart alind1.
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Tablo 2.2. Dejenerasyon i¢in histopatolojik skorlama ve bu skorlarin agiklamalari

SKOR SKOR TANIMI
- Lezyon yok
+ (hafif) Alanin 1/3’tinden az
++ (orta) Alanin 1/3’1 ve 1/2’si arasinda
+++ (siddetli) Alanin yarisindan fazla

Tablo 2.3. intrasitoplazmik vakuolizasyon igin histopatolojik skorlama ve bu skorlarin
agiklamalari

SKOR SKOR TANIMI
- Lezyon yok
+ (hafif) 1-2 hiicrede intarsitoplazmik vakuol var
++ (orta) 3-4 hiicrede intrasitoplazmik vakuol var
+++ (siddetli) 5 ve fazla hiicrede intrasitoplazmik vakuol var

Tablo 2.4. Nekroz i¢in histopatolojik skorlama ve bu skorlarin agiklamalari

SKOR SKOR TANIMI
- Lezyon yok
+ (hafif) 1-5 hiicrede nekroz var
++ (orta) 6-10 hiicrede nekroz var
+++ (siddetli) 10’dan fazla hiicrede nekroz var

Tablo 2.5. Kanama i¢in histopatolojik skorlama ve bu skorlarin agiklamalar1

SKOR SKOR TANIMI
- Lezyon yok
+ (hafif) Alanin 1/3’iinden az
++ (orta) Alanin 1/3’1 ve 1/2’si arasinda
+++ (siddetli) Alanin yarisindan fazla

2.2.4. Molekiiler inceleme

Niikleik asit ekstraksiyonu
RNA’nin elde edilmesi

Nekropsi sirasinda alimip -80 °C’de muhafaza edilen kalp orneklerinden
SanPrep Column microRNA Miniprep Kit (Katalog numarasi: SK881) kullanilarak
iiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde RNA izolasyonlar1 gerceklestirildi. Dokular
parcalandiktan sonra her 6rnek i¢in 1 ml miRNA Extractor eklenerek homojenizator

ile 30 saniye homojenize edildi. Homojenize edilmis dokular oda 1sisinda 10 dakika
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inkube edildi. Inkiibasyon sonrasi dokulara 0,2 ml kloroform eklenerek 30 saniye
vortekslendi ve 4 °C'de 10 dakika boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi ortaya cikan silipernatant (yaklasik 540 pl) temiz 1,5 ml RNaz igermeyen
santrifiij tlipline aktarilarak, 1,5 hacim (genellikle 810 pl) %100 etanol eklenerek
karistirildi. Cozelti Spin Column ile 2 dakika boyunca 12.000 rpm’de gevrilerek sivi
kisim uzaklastirildi. Kalan kisim Spin Column ile 30 saniye 12.000 rpm'de bir kere
daha c¢evrildi ve kalan sivi kisim tekrar uzaklastirildi. Kolon yeni bir 1,5 ml santrifiij
tiiptine yerlestirildikten sonra 30-50 pl RNaz icermeyen su eklendi ve 2 dakika
boyunca bekletildi. Bu islem sonras1 30 saniye boyunca 12.000 rpm'de santrifiij edilen
tiiplerden eliisyonu yapilmig RNA soliisyonu elde edildi. Elde edilen RNA’lar -80 C
de saklandi.

cDNA’nin elde edilmesi

Doku 6rneklerinden SanPrep Column microRNA Miniprep Kit ile izole edilen
RNA’lardan OneScript Plus Synthesis Kit (abm, katalog numarasi: G236) kullanilarak
iretici firmanin tavsiye ettigi yontem ile cDNA’lar elde edildi. Her gruptan alinan
doku orneklerinden elde edilen RNA {iriinlerinden 10 pl alinarak, 5X RT buffer 4 pl,
dNTP 1 pl, Random primers 1 pl, OneScript Plus RTase 1 pl ve distile su 3 pl olmak
tizere toplam voliim 20 pl olacak sekilde ¢cDNA karisimi hazirlandi. Hazirlanan
karistm BIO-RAD T100 Thermal Cycler ile 55° C’de 15 dakika, 85° C’de 5 dakika
stireyle inkiibe edilerek cDNA’lar elde edildi.

Real time PCR

Real time PCR, Roche LightCycler 96 cihazinda gergeklestirildi. Bu amagla
ABM BlasTag™ 2X PCR MasterMix (ABM, Kanada, katalog numarasi: G891)
kullanildi. Calismada arastirilacak ekspresyonlar i¢in Tablo 2.1.’de verilen primer
dizileri kullanildi. Arastirilacak her bolge icin reaksiyon karisimi, SYBR Green
MasterMiks kullanilarak Tablo 2.6°da belirtildigi sekilde hazirlandi.
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Tablo 2.6. Reaksiyon karisimi hazirlama prosediirii

Reaksiyon karisimi Miktar
Master mix 10 pul
Primer F 0,5 ul
Primer R 0,5 ul
dH20 4 ul
Toplam hacim 15 ul

Arastirilacak her bir gen i¢in ayri ayr1 reaksiyon karisimi hazirlandi. Her bir
ornek i¢in kapillere 15ul reaksiyon karisimi ve Sul ¢cDNA 06rnegi ilave edildi.

Reaksiyon kosullar1 Tablo 2.3.’te verildigi sekilde olusturuldu.

Tablo 2.7. Kantitatif ger¢ek zamanli PCR reaksiyon kosullari

Sicakhik Siire Dongii sayisi
Pre-inkiibasyon 95 °C 3 dk 1
Amplifikasyon 40
-Denatiirasyon 95 °C 15 sn
-Annealing 60 °C 60 sn
Sogutma 40 °C 30 sn 1

(Calismada arastirilan genlerin ekspresyon seviyeleri i¢cin AACt (Delta delta Ct)
yontemi ile analizi yapildi. Her gen i¢in ekspresyon diizeyleri ¢calismada arastirilan her
primer i¢in elde edilen Ct degerinin, ayn1 dokuda b-actin icin elde edilen Ct degerine

oranlanmastyla hesaplanmistir (Pfaffl 2001, Pfaffl ve Hageleit 2001).

2.2.5. istatistiksel inceleme

Makroskobik, histopatolojik ve molekiiler incelemeler icin elde edilen
parametrik veriler SPSS 22.0 istatistik programi One-Way ANOVA ve posthoc Duncan
testi ile degerlendirildi. Elde edilen veriler ortalama + standart hata (mean+SE) olarak

sunuldu. P < 0.05 istatiksel olarak dnem sinir1 kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Makroskobik Bulgular

Deney baglangicinda ve nekropsi Oncesi hayvanlarin tartilmasi sonucu elde
edilen canli agirlik degerleri ve oransal farklar ile istatistiksel degerler Tablo 3.1 ve
3.2’de sunulmustur. Yapilan degerlendirmeye gore, DOX-Y grubu ile DOX-K
grubunun kontrol ve DOX-D gruplarindan farkli oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Ayn
zamanda DOX-Y ile DOX-K arasinda da fark belirlenmistir. Nekropsiler sirasinda ve
sonrasinda yapilan makroskobik incelemede kalplerde ve kalbin biiylik damarlarinda
herhangi bir makroskobik lezyona rastlanmadi. Nekropsi sonrasi yapilan tartimlar
sonucu ratlarin canlt agirliklarina gore kalplerin relatif agirliklariyla gerceklestirilen
istatistiksel inceleme Tablo 3.3’de gosterildigi gibidir. Yapilan degerlendirmeye gore

kalplerin relatif agirliklar1 arasinda fark bulunamamistir (p>0,05).
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Tablo 3.1. Deneyde kullanilan hayvanlarin deney baslangici ve deney sonundaki gram (gr) cinsinden

agirliklari.

K K DOX-D DOX-D DOX-Y DOX-Y DOX-K DOX-K
ilk son ilk son ilk son ilk son

1 332 332 445 444 411 316 380 316

2 390 342 438 434 378 288 374 314

3 364 336 347,5 336 353,5 266 338 292

4 473 494 348 342 357,5 270 354 292

5 330 308 433 420 362 270 362 300

6 300 248 277 272 326 228 322 218

Tablo 3.2. Gruplara gore ratlarin deney oncesi ve deney sonu agirliklar: arasindaki ortalama farklar
(gn).
Gruplar Kontrol DOX-D DOX-Y DOX-K
Agirhik farki  -21,50+£11,46°  -6,75+1,87¢ -91,66+1,72°  -66,33+7,99°

25.¢ One-way ANOVA ve post-hoc Duncan testine gore satirdaki ortak harfi
tasimayan degerler arasindaki fark énemlidir (p<0,001).
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Grafik 3.1. Ratlarin ilk agirhiklarnt ve son agirliklart arasindaki farklarin
istatistiklerinin grafiksel gosterimi.

Tablo 3.3. Nekropsiler sonrasi ratlarin canli agirliklarina gore kalplerin relatif
agirliklarinin grup bazinda istatistikleri

Gruplar Kontrol DOX-D DOX-Y DOX-K
Relatif kalp

0,338+0,021*  0,406+0,061*  0,388+0,028*  0,33+0,035?
agirhklan

? One-way ANOVA ve post-hoc Duncan testine gore satirdaki ortak harfi tasiyan
degerler arasindaki fark 6nemsizdir (p>0,05).

3.3. Histopatolojik Bulgular

24 kalp dokusu incelendiginde asagidaki tablolarda (Tablo 3.4, 3.6, 3.8 ve 3.10)

gosterilen skorlamalar ortaya ¢ikmustir.

Kardiyomiyositlerde sitriasyon kaybi1 ve/veya sitoplazmada siskinlikle
karakterize bulgular dejeneratif degisiklik olarak degerlendirildi. Buna gdre kontrol
grubundaki deney hayvanlarinin kalp kesitlerinde 2 ratta bireysel diizeyde, minimal
dejeneratif degisiklikler disinda grup diizeyinde dejenerasyon gozlenmedi (Sekil 3.1,
3.2) DOX-D grubunda; sol ventrikiil duvarinda 3 ratta siddetli, 2 ratta orta siddette ve
1 ratta hafif diizeyde dejenerasyona ratlandi. DOX-D grubunda interventrikiiler

septumlar incelendiginde 3 ratta siddetli derecede denerasyon goriiliirken 2 ratta orta
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siddette, 1 ratta ise hafif siddette dejenerasyon belirlendi. Sag ventrikiil duvarlarinda
ise 4 ratta orta siddette 2 ratta ise hafif siddette dejenerasyon tespit edildi. DOX-Y
grubunda; sol ventrikiil duvarlar1 incelendiginde 5 ratta siddetli, 1 ratta ise orta siddette
dejenerasyon belirlendi. Interventrikiiler septumlar incelendiginde 4 ratta siddetli
dejenerasyon goriiliirken 2 ratta orta siddette dejenerasyon tespit edildi. Sag ventrikiil
duvarlarinda ise 5 ratta siddetli derecede, 1 ratta ise hafif siddette dejenerasyon
belirlendi. DOX-K grubunda ise; sol ventrikiil duvarlari incelendiginde 5 ratta siddetli
derecede dejenerasyon gozlenirken 1 ratta ise lezyona rastlanmadi. DOX-K grubunda
interventrikiiler septumlar degerlendirildiginde sol ventrikiil duvarlarinda oldugu gibi
5 ratta siddetli dejenerasyon belirlenirken 1 ratta lezyon goriilmedi. Sag ventrikiil
duvarlarinda ise 4 ratta siddetli diizeyde dejenerasyon belirlendi. 1 ratta orta siddette,
dejenerasyona rastlanirken 1 ratta lezyon goriilmedi (Tablo 3.4), (Sekil 3.10, 3.18,
3.19, 3.24).

Gruplar arasinda dejenerasyon degerlendirildiginde kontrol grubu ile deneme
gruplart arasinda 6nemli fark belirlendi (p<0,001). Deneme gruplar1 kendi aralarinda
degerlendirildiginde istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte DOX-Y grup
ortalamasmin diger grup ortalamalarina gore daha yiliksek oldugu ve dejenerasyon
acisindan en c¢ok etkilenen bdlgenin tiim gruplarda sol ventrikiil duvari ile

interventrikiiler septum oldugu bulundu (Tablo 3.5).
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Tablo 3.4. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrasi kardiyomiyositlerde
dejenerasyonun kalp boliimlerine gore histopatolojik olarak skorlanmasi

DEJENERASYON
Sol ventrikiil Interventrikiiler septum Sag ventrikiil
duvari duvari

K1 - - -
K2 + - -
K3 - - -
K4 - - -
K5 + + -
K6 - - -
DOX-D1 +++ +++ ++
DOX-D2 + + +
DOX-D3 ++ ++ +
DOX-D4 ++ ++ ++
DOX-D5 +++ +++ ++
DOX-D6 +++ +++ ++
DOX-Y1 +++ +++ +++
DOX-Y2 +++ +++ +++
DOX-Y3 +++ +++ +++
DOX-Y4 ++ ++ +
DOX-Y5 +++ +++ +++
DOX-Y6 +++ ++ +++
DOX-K1 +++ +++ +++
DOX-K2 +++ +++ ++
DOX-K3 - - -
DOX-K4 +++ +++ +++
DOX-K5 +++ +++ +++
DOX-K6 +++ +++ +++

Tablo 3.5. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrasi kardiyomiyositlerde
dejenerasyonun istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Dejenerasyon

Kontrol DOX-D DOX-Y DOX-K

Sol ventrikiil duvari

0,33+0,21° 2,33+0,33% 2,83+0,40° 1,22+0,50°

Interventrikiiler septum

0,16£0,16° 2,33+0,33% 2,66+0,21% 2,50+0,50°%

Sag ventrikiil duvar

0,16+0,16° 1,83+0,16% 2,66+0,33* 2,33+0,49?

%% One-way ANOVA ve post-hoc Duncan testine goére aym satirdaki ortak harfi
tagimayan degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,001). Deneme gruplar1 arasinda ise
fark yoktur (p>0,05).
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Kardiyomiyositlerde intrasitoplazmik vakuolizasyon skorlamasinda; Kontrol
grubuna ait hayvanlarin kalp kesitlerinde intrasitoplazmik vakuolizasyon gézlenmedi
(Sekil 3.1, 3.2). DOX-D grubunda; sol ventrikiil duvarlar1 incelendiginde 1 ratta
siddetli intrasitoplazmik vakuolizasyon gozlenirken 3 ratta orta siddette, 2 ratta ise
hafif siddette intrasitoplazmik vakuolizasyon goriildii. Interventrikiiler septumlar
incelelendiginde 1 ratta siddetli, 2 ratta orta, 3 ratta ise hafif siddette intrasitoplazmik
vakuolizayona rastlandi. Sag ventrikiil duvarlarinda ise 2 ratta orta siddette 4 ratta hafif
siddette intrasitoplazmik vakuolizasyon belirlendi. DOX-Y grubunda; Sol ventrikiil
duvarlarinda ve interventrikiiler septumlarda 3 ratta siddetli, 3 ratta ise orta siddette
intrasitoplazmik vakuolizasyona rastlandi. DOX-Y grubunda sag ventrikiil duvarlari
incelendiginde ise 6 ratta da orta siddette intrasitoplazmik vakuolizasyon
belirlenmistir. DOX-K grubunda; sol ventrikiil duvarlar1 ve interventrikiiler
septumlarda grubun tamaminda siddetli derecede intrasitoplazmik vakuolizasyon
tespit edildi. Sag ventrikiil duvarlarinda ise 4 ratta siddetli, 2 ise ratta orta siddette

intrasitoplazmik vakuolizasyon belirlendi (Tablo 3.6), (Sekil 3.4, 3.5, 3.11, 3.20, 3.21).

Gruplar arasinda intrasitoplazmik vakuolizasyon siddeti degerlendirildiginde,
diger gruplara oranla DOX-K grup ortalamasinin daha yiiksek oldugu ve
intrasitoplazmik vakuolizasyon yoniinden en ¢ok etkilenen bolgenin sol ventrikiil

oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.7).
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Tablo 3.6. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrasi kardiyomiyositlerde
intrasitoplazmik vakuolizasyonun kalp boliimlerine gore histopatolojik olarak
skorlanmas1

INTRASITOPLAZMIK VAKUOLIZASYON

Sol ventrikiil Interventrikiiler septum Sag ventrikiil
duvari duvari

K1 - - -
K2 - - -
K3 - - -
K4 - - -
K5 - - -
K6 - - -
DOX-D1 ++ ++ +
DOX-D2 + + +
DOX-D3 + + +
DOX-D4 ++ Ty +
DOX-D5 +++ +++ ++
DOX-D6 ++ ++ ++
DOX-Y1 ++ ++ ++
DOX-Y2 +++ +++ ++
DOX-Y3 ++ ++ ++
DOX-Y4 +++ +++ ++
DOX-Y5 ++ ++ ++
DOX-Y6 +++ +++ ++
DOX-K1 +++ +++ +++
DOX-K2 +++ +++ ++
DOX-K3 +++ +++ +++
DOX-K4 +++ +++ +++
DOX-K5 +++ +++ ++
DOX-K6 +++ +++ +++

Tablo 3.7. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrasi kardiyomiyositlerde
intrasitoplazmik vakuolizasyonun istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

Intrasitoplazmik vakuolizasyon
Kontrol DOX-D DOX-Y DOX-K

Sol ventrikiil duvar: 0,16+0,16° 1,834+0,30° 2,50+0,22% 3,00+0,002
Interventrikiiler septum  0,16+0,16° 1,66+0,33" 2,50+0,22% 3,00+0,00
Sag ventrikiil duvar 0,16+0,16% 1,33+0,21° 2,00+0,00° 2,66+0,21?

a b ¢ d Ope-way ANOVA ve post-hoc Duncan testine gore satirdaki ortak harfi
tasimayan degerler arasindaki fark énemlidir (p<0,001).
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Kardiyomiyositlerde nekroz yoniinden yapilan histopatolojik skorlamaya gore;
Kontrol grubuna ait deney hayvanlarinin kalp kesitlerinde 2 ratta, minimal sayida
hiicreler disinda grup diizeyinde nekroz gozlenmedi (Sekil 3.1, 3.2). DOX-D
grubunda; sol ventrikiil duvarlari nekroz bakimindan degerlendirildiginde 1 ratta
siddetli, 3 ratta orta siddette, 2 ratta ise hafif siddette nekroz belirlendi. Interventrikiiler
septumlarda 1 ratta siddetli, 3 ratta orta siddette ve 2 ratta hafif siddette nekroz tespit
edildi. Sag ventrikiil duvarlar1 incelendiginde ise 1 ratta orta siddette, 5 ratta hafif
siddette nekroza rastlandi. DOX-Y grubunda; sol ventrikiil duvarlar1 incelendiginde 1
ratta siddetli, 5 ratta orta siddette nekroz belirlendi. Interventrikiiler septumlarda 5 ratta
orta siddette 1 ratta ise hafif siddette nekroz goriildi. Sag ventrikiil duvarlari
incelendiginde ise 3 ratta orta siddette, 3 ratta hafif siddette nekroz tespit edildi. DOX-
K grubunda ise; sol ventrikiil duvarlarinda 4 ratta siddetli, 2 ratta orta siddette nekroz
goriildii. Interventrikiiler septumlarda ise 5 ratta siddetli, 1 ratta orta siddette nekroz
belirlendi. Sag ventrikiil duvarlar1 incelendiginde ise 4 ratta siddetli, 2 ratta ise orta

siddette nekroz goriildii (Tablo 3.8.), (Sekil 3.3-3.6, 3.9, 3.12, 3.13, 3.18-3.22, 3.24).

Gruplar arasinda nekroz siddeti degerlendirildiginde, DOX-K grubunun grup
ortalamasmin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu ve nekroz yoniinden en ¢ok

etkilenen bolgenin interventrikiiler septum oldugu bulunmustur (Tablo 3.9.).
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Tablo 3.8. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonras1 kardiyomiyositlerde
nekrozun kalp boliimlerine gore histopatolojik skorlamasi

NEKROZ
Sol ventrikiil Interventrikiiler septum Sag ventrikiil
duvari duvari
K1 - - -
K2 + - -
K3 - - -
K4 - - -
K5 - + -
K6 - - -
DOX-D1 + + +
DOX-D2 + + +
DOX-D3 ++ ++ +
DOX-D4 ++ ++ "
DOX-D5 ++ ++ +
DOX-D6 +++ +++ ++
DOX-Y1 ++ ++ +
DOX-Y2 +++ ++ ++
DOX-Y3 £ ++ +
DOX-Y4 ++ ++ —t
DOX-Y5 ++ ++ ++
DOX-Y6 ++ + +
DOX-K1 ++ +++ +++
DOX-K2 +++ +++ +++
DOX-K3 +++ +++ ++
DOX-K4 ++ ++ ++
DOX-K5 +++ +++ +++
DOX-K6 +++ +++ +++

Tablo 3.9. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrasi kardiyomiyositlerde
nekrozun istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Nekroz
Kontrol  DOX-D DOX-Y DOX-K
Sol ventrikiil duvari 0,16+0,16° 1,83+0,30° 2,16+0,16" 2,66+0,212
Interventrikiiler septum  0,16+0,16° 1,83+0,30° 1,83+0,16° 2,830,162
Sag ventrikiil duvari 0,16+0,16° 1,16+0,16° 1,50+0,22° 2,66+0,212

ab.¢ One-way ANOVA ve post-hoc Duncan testine gore satirdaki ortak harfi tasimayan
degerler arasindaki fark dnemlidir (p<0,001).
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Kanama i¢in yapilan skorlamaya gore: Kontrol grubundaki hayvanlarin kalp
kesitlerinde kanama gozlenmedi (Sekil 3.1, 3.2) DOX-D grubunda; sol ventrikiil
duvarlari, interventrikiiler septumlar ve sag ventrikiil duvarlar1 incelendiginde 1 ratta
orta siddette, 4 ratta hafif siddette kanama belirlenirken 1 ratta kanamaya rastlanmadi.
DOX-Y grubunda; sol ventrikiil duvarlari incelendiginde 2 ratta siddetli, 3 ratta orta
siddette 1 ratta ise hafif siddette kanama belirlendi. Interventrikiiler septumlar
incelendiginde 1 ratta siddetli, 4 ratta orta siddette 1 ratta ise hafif siddette kanamaya
rastland1. Sag ventrikiil duvarlarinda 4 ratta orta siddette 2 ratta ise hafif siddette
kanama go6zlendi. DOX-K grubunda yapilan histopatolojik skorlamaya gore; sol
ventrikiil duvarlar1 ve interventrikiiler septumlarin incelemesinde biitiin ratlarda hafif
siddette kanama belirlendi. Sag ventrikiil duvarlarinda ise 4 ratta hafif siddette kanama

goriiliirken 2 ratta kanamaya rastlanmadi (Tablo 3.10), (Sekil 3.15, 3.18).

Kanama agisindan gerceklestirilen gruplar arasi degerlendirmede DOX-Y
grubunun grup ortalamasinin diger gruplara gére daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Kanama yoniinden en c¢ok etkilenen bolgenin ise sol ventrikiil duvari ve

interventrikiiler septum oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.11).
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Tablo 3.10. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrasi kalpte kanamanin
kalp boliimlerine gore histopatolojik olarak skorlanmasi

KANAMA
Sol ventrikiil Interventrikiiler septum Sag ventrikiil
duvari duvari
K1 - - -
K2 - - -
K3 - - -
K4 - - -
K5 - - -
K6 - - -
DOX-D1 + + +
DOX-D2 + + +
DOX-D3 + + +
DOX-D4 + + +
DOX-D5 ++ ++ ++
DOX-D6 - - -
DOX-Y1 + + +
DOX-Y2 +++ ++ ++
DOX-Y3 ++ ++ +
DOX-Y4 +++ +++ ++
DOX-Y5 ++ ++ ++
DOX-Y6 ++ ++ ++
DOX-K1 + + -
DOX-K2 + + +
DOX-K3 + + +
DOX-K4 + + +
DOX-K5 + + +
DOX-K6 + + -

Tablo 3.11. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrasi kalpte kanamanin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Kanama
Kontrol DOX-D DOX-Y DOX-K
Sol ventrikiil duvar: 0,16+0,16° 1,00+0,25° 2,16+0,30® 1,00+0,00°
Interventrikiiler septum 0,160,165 1,00+0,25° 2,00+0,25% 1,00+0,00°
Sag ventrikiil duvar 0,16+0,16° 1,00+0,25° 1,66+0,21% 0,66+0,21"

a.5.¢ One-way ANOVA ve post-hoc Duncan testine gore satirdaki ortak harfi tasimayan
degerler arasindaki fark énemlidir (p<0,001).

Ratlarin kalplerinde histopatolojik olarak skorlanan her ii¢ anatomik bdlgenin
skorlar1 her rat i¢in ayr1 ayr1 toplanarak tek bir skor elde edildi ve elde edilen verilerden
gerceklestirilen istatistik Tablo 3.12°de sunuldu. Buna gore dejenerasyon agisindan
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deneme gruplarmin tamami kontrol grubundan farkliyken deneme gruplar1 arasinda
fark belirlenemedi. Intrasitoplazmik vakuolizasyon degerlendirildiginde deneme
gruplarinin tamaminin kontrol grubundan farkli oldugu ve en siddetli lezyonlarin
DOX-K grubunda oldugu goriildii. Nekrozun degerlendirilmesinde yine tiim deneme
gruplarinin kontrol grubundan farkli oldugu goriiliirtken DOX-D ve DOX-Y gruplari
arasinda fark bulunamadi, en siddetli lezyonlar DOX-K grubunda belirlendi. Kanama
degerlendirildiginde ise yine tiim gruplar kontrol grubundan farkli gériildii. DOX-D
ve DOX-K gruplar arasinda fark goriilmezken en siddetli kanama bulgulart DOX-Y
grubunda tespit edildi.

Tablo 3.12. Erkek ratlara farkli dozlarda uygulanan DOX sonrast kalpte meydana
gelen histopatolojik lezyon skorlarinin toplamlarinin istatistiksel degerlendirilmesi.

Kontrol DOX-D DOX-Y DOX-K

Dejenerasyon 0,66+0,49° 6,50+0,80* 8,16+0,65% 7,33+1,472
Intrasitoplazmik vakuolizasyon 0,50+0,509 4,83+0,79° 7,00+0,44° 8,66+0,21?
Nekroz 0,50+0,34° 4,83+0,74° 5,50+0,42° 8,16+0,47°
Kanama 0,50+0,50° 3,00+0,77° 5,83+0,70° 2,66+0,21°

a b ¢ d Opne-way ANOVA ve post-hoc Duncan testine gore satirdaki ortak harfi
tasimayan degerler arasindaki fark énemlidir (p<0,001).

Bu bulgularin yani sira kontrol grubu disindaki tiim gruplarda bireysel diizeyde
intersitisyel 6deme (Sekil 3.3, 3.11, 3.20), perivaskiiler mononiikleer hiicre (Sekil 3.9,
3.17,3.23, 3.24) ve mast hiicresi infiltrasyonlara (Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.16, 3.23, 3.24)
rastlandi. Ayn1 zamanda 6zellikle DOX-Y grubunda olmak {izere yer yer hiperemi de
belirlendi (Sekil 3.14, 3.23). Ayrica 6zellikle DOX-K grubunda olmak {izere deneme
gruplarinda hafif siddette fibroblast ve fibrosit aktivasyonu belirlendi. Bu bulgularin
yant sira DOX-K grubunda bulunan bir ratin kardiyomiyositlerinde periniikleer

siskinlige rastlandi (Sekil 3.19).
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Sekil 3.1. Kontrol grubu, sol ventrikiil; kalpte normal histolojik goriiniim,
orijinal biiyiitme x200, HE.

Sekil 3.2. Kontrol grubu, sol ventrikiil; kalte normal ¢izgilenme ve hiicre
yapist, orijinal biiyiitme x1000, HE.
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Sekil 3.3. DOX-D grubu, interventrikiiler septum; kalpte intersitisyumda
O6dem (ok basi), kas fibrillerinde disorganizasyon (sar1 ok) ve nekroz (siyah
oklar), orijinal bilylitme x400, HE.

siddette nekroz (siyah oklar) ve hafif siddette intrasitoplazmik vakuolizasyon
(sar1 oklar), orijinal biiyiitme, x400, HE.
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Sekil 3.5. DOX-D grubu, interventrikiiler septum; Sekil 3.4’{in biiyiitiilmiig
hali, kardiyomiyositlerde nekroz (siyah oklar) ve intrasitoplazmik
vakuolizasyon (sar1 ok), orijinal biiyiitme, x1000, HE.

Sekil 3.6. DOX-D grubu, sol ventrikiil duvari; kardiyomiyositlerde orta
siddette nekroz (siyah oklar), perivaskiiler alanda mast hiicreleri (turuncu ok,
inset), orijinal biiylitme, x400, HE.
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Sekil 3.7. DOX-D grubu, interventrikiiler septum; mast hiicre infiltrasyonu
(elips), orijinal biiyiitme, x200, HE.

Sekil 3.8. DOX-D grubu, interventrikiiler septum; Sekil 3.7 nin biiylitiilmiis
goriiniimii, orijinal biiylitme, x400, HE.
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Sekil 3.9. DOX-D grubu, sag ventrikiil duvari; perivaskiiler hiicre
infiltrasyonu, kas fibrillerinde nekroz (siyah ok) ve dejenerasyon (elips)
orijinal biiyiitme, x400, HE.

Sekil 3.10. DOX-Y grubu, sol ventrikiil duvari; kas fibrillerinde siddetli
dejenerasyon ve 6dem (elips), orijinal biiyiitme, x400, HE.
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Sekil 3.11. DOX-Y grubu, sol ventrikiil duvari; kardiyomiyositlerde siddetli
intrasitoplazmik vakuolizasyon (sar1 oklar), intersitisyumda 6dem (mavi
oklar), orijinal biiyiitme, x400, HE.

Sekil 3.12. DOX-Y grubu, interventrikiiler septum; kardiyomiyositlerde orta
siddette nekroz (siyah oklar), orijinal biiyiitme, x400, HE.
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Sekil 3.13. DOX-Y grubu sol ventrikiil uvarl; kardiyomiyositlerde hafif
siddette nekroz (siyah oklar), orijinal biiyiitme, x400, HE

Sekil 3.14. DOX-Y grubu, sol ventrikiil duvari; hiperemi, orijinal biiyiitme,
x400, HE.
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Sekil 3.15. DOX-Y grubu, sol ventrikiil duvari; siddetli kanama, orijinal
biiytitme, x200, HE.

Sekil 3.16. DOX-Y grubu, interventrikiiler septum; perivaskiiler mast
hiicreleri (elips ve inset), orijinal biiylitme, x400, HE.
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Sekil 3.17. DOX-Y grubu, sol ventrikiil duvari; perivaskiiler mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, orijinal biiyiitme, x400, HE.

Sekil 3.18. DOX-K grubu, interventrikiiler septum; kas fibrillerinde siddetli
dejenerasyon (elipsler) ve siddetli nekroz (siyah oklar), kanama (turuncu ok),
orijinal biiyiitme, x400, HE.

66



Sekil 3.19. DOX-K grubu, sag ventrikiil duvari; kas fibrillerinde siddetli
dejenerasyon, siddetli nekroz (siyah oklar) ve perintikleer siskinlik (sari
oklar), orijinal biiyiitme, x400, HE.

2, B &

Sekil 3.20. DOX-K grubu, sol ventrikiil duvari; kardiyomiyositlerde siddetli
intrasitoplazmik vakuolizasyon (sar1 oklar) ve nekroz (siyah oklar), orijinal
biiytitme, x400, HE.
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Sekil 3.21. DOX-K grubu, sol ventrikiil duvari; kardiyomiyositlerde siddetli
intrasitoplazmik vakuolizasyon (sar1 oklar) ve siddetli nekroz (elipsler, siyah
oklar), 6dem, x400, HE.

siddette nekroz (siyah oklar), orijinal biiyiitme, x400, HE.
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Sekil 3.23. DOX-K bu, interventrikiiler septum; perivaskiiler
mononiikleer hiicre ve mast hiicresi infiltrasyonlar1 ve hiperemi, orijinal
biiytitme, x200, HE.

Sekil 3.24. DOX-K grubu, sag ventrikiil duvari; perivaskiiler mononiikleer
hiicre infiltrasyonu ve mast hiicreleri (turuncu oklar, inset), dejenerasyon
(elips), nekroz (siyah ok), orijinal biiyilitme, x400, HE.
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Dominici boyama sonrasi yapilan incelemede kontrol grubunda bulunan
hayvanlarin kalplerinde mast hiicrelerinin normal yapida oldugu goézlenirken (Sekil
3.25), hem DOX-D grubunda (Sekil 3.26) hem DOX-Y (Sekil 3.27) grubunda hem de
DOX-K (Sekil 3.28) grubundaki hayvanlarin kalplerinde bulunan mast hiicrelerinin

sekillerinin (yapisinin) bozuldugu gozlendi.
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3

Sekil 3.25. Kontrol grubu, sol ventrikiil duvari; normal yapida mast hiicreleri
(sar1 oklar, inset), orijinal biiyiitme, x400, Dominici boyasi.

Sekil 3.26. DOX-D grubu, sol ventrikiil duvari; mast hiicrelerinde
degraniilasyon (sar1 oklar, inset), orijinal biiylitme x400, Dominici boyasi.
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Sekil 3.27. DOX-Y grubu, sol ventrikiil duvari; mast hiicrelerinde
degraniilasyon (sar1 oklar, inset), orijinal biiylitme x400, Dominici boyasi.

%
., -
)
)
2 =

Sekil 3.28. DOX-K grubu, sol ventrikiil duvari; mast hiicrelerinde
degraniilasyon (sar1 ok, inset), orijinal biiyiitme x400, Dominici boyasi.
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Masson’un trikrom boyamasi sonucu kalpte fibrozis varligiin arastiriimasi
amaciyla yapilan incelemelerde gruplarin higbirinde fibrozis bulgusuna rastlanmadi.
Yapilan incelemelerde atriumlarda ve intramural damarlarda histopatolojik lezyona

rastlanmadi.

3.2. Real Time-PCR Bulgular

Real Time-PCR ile kalplerin hem sol ventrikiil duvart hem interventrikiiler
septum hem de sag ventrikiil duvarindan alinan 6rnekler homojenize edilerek
incelenmistir. Her bir parametre i¢in grup ici 22T degerleri kullamilarak istatistikler

gercgeklestirilmis ve asagida sunulmustur.

3.2.1. Bcl-2

Real-Time PCR olgiimlerine gore Bcl-2 sonuglart Grafik 3.2.’de sunulmustur.
DOX-Y grubu diger gruplara gore daha diisiik ekspresyon seviyesi gosterirken en
yiiksek ekspresyon seviyesi DOX-D grubunda kaydedildi (Grafik 3.2). Bcl-2

yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05).
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Grafik 3.2. RT-PCR sonuglarma gore Bcl-2’nin gruplar aras1 dagilimi ve istatistigi
(p>0,05).
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3.2.2. Kaspaz-3

Real-Time PCR sonuglari Kaspaz-3 acisindan incelendiginde DOX-Y
grubunun ekspresyon seviyelerinin diger gruplara oranla yiiksek oldugu belirlendi.
DOX-Y’yi DOX-D ve DOX-K takip ederken en diisiik kaspaz-3 oraninin Kontrol
grubunda oldugu goriildi (Grafik 3.3.). Kaspaz-3 i¢in yapilan istatistiksel incelemede
ise kontrol gurubu ile DOX-Y ve DOX-D grubu arasinda istatistiksel olarak fark
bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile DOX-K arasinda ise fark bulunamadi (p>0,05).
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Grafik 3.3. RT-PCR sonuglarina gore Kaspaz-3’lin gruplar arasi dagilimi ve istatistigi.
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3.2.3. TNF-alfa

Real-Time-PCR sonuglart TNF-alfa agisindan degerlendirildiginde DOX-K
grubunun ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore acik ara daha yiiksek oldugu
tespit edildi. DOX-K grubunu DOX-Y ve DOX-D grubu takip ederken en diisiik TNF-
alfa ekspresyon seviyelerinin kontrol grubunda oldugu goriildii (Grafik 3.4.). TNF-a
icin; kontrol grubu ile DOX-D, DOX-Y ve DOX-K gruplart arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). DOX-D ve DOX-Y gruplart arasinda
fark bulunmazken (p>0,05), her iki grubun DOX-K ile aralarinda istatistiksel olarak
fark oldugu belirlendi (p<0,05).
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Grafik 3.4. RT-PCR sonuglarina gore TNF-alfa’nin gruplar arast dagilimu.
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3.2.4.p21

Real-Time-PCR sonuglar1 p21 acisindan degerlendirildiginde DOX-Y
grubunun ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore daha yiliksek oldugu tespit
edildi. En diisiik p21 ekspresyon seviyelerinin ise kontrol grubunda oldugu goriildi
(Grafik 3.5.). p21 i¢in gergeklestirilen istatistiksel incelemede; kontrol grubu ile DOX-
K ve DOX-D grubu arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) kontrol grubu ile
DOX-Y grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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Grafik 3.5. RT-PCR sonuglarina gore p21°in gruplar arasi dagilimi ve istatistigi.
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3.2.5. Beclin-1

Real-Time-PCR sonuglar1 Beclin-1 ag¢isindan degerlendirildiginde DOX-Y
grubunun ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore daha yiliksek oldugu tespit
edildi. DOX-Y grubunu DOX-K grubu takip ederken en diisiik ekspresyon
seviyelerinin kontrol grubunda oldugu goriildii (Grafik 3.6.). Beclin-1 agisindan
yapilan incelemede; kontrol grubu ile DOX-D arasinda anlamli bir fark bulunmazken
kontrol grubu ile DOX-Y ve DOX-K arasinda istatistiksel olarak fark bulundu
(p<0,05). Ayrica DOX-Y grubu ile DOX-D grubu arasindaki fark da Onemliydi
(p<0,05).
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Grafik 3.6. RT-PCR sonuglarina gore Beclin-1’in gruplar arast dagilimi ve istatistigi.
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2.3.6. eNOS

Real-Time-PCR sonuglart eNOS agisindan degerlendirildiginde Kontrol

grubunun ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore daha yiliksek oldugu tespit

edildi. En diisiik eNOS ekspresyon seviyelerinin ise DOX-K grubunda oldugu goriildii

(Grafik 3.7.). eNOS yoniinden yapilan istatistiksel incelemede ise kontrol grubu ile
DOX-D, DOX-Y ve DOX-K gruplar arasinda istatistiksel olarak fark oldugu goriildii

(p<0,05). Deneme gruplar1 arasindaki fark ise 6nemsizdi (p>0,05).
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Grafik 3.7. RT-PCR sonuglarina goére eNOS un gruplar aras1 dagilimi ve istatistigi.

Tablo 3.11. RT-PCR sonuglarimin istatistiksel degerlendirmesi

Kontrol DOX-D DOX-Y DOX-K
Bel-2 289,05+43,44% 351,89+44,32¢ 274,18427,04° 341,86456,08°
Caspase-3 498,52+89,58°  2388,14+972,60°  2708,87+431,61% 155575426543
TNF-a. 427,15+4829°  2125,54+158,93°  2262,79+401,21°  5616,95+812,24°
p21 19,87+3,83° 37,48+9,75% 47,98+4,73 37,27+4,93%
Beclin-1 1768,494241,14°  2183,56+254,17%  3104,08+256,94°  2618,05+144,87
eNOS 8284,04+948,55"  5202,77964,32°  4992,79+178,08°  4520,16+330,68°

a b, ¢ ab. b Ope_way ANOVA ve post-hoc Duncan testine gore satirdaki ortak harfi
tasimayan degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).
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4. TARTISMA

Antrasiklinler olarak adlandirilan, genis spektrumlu antibiyotikler sinifinda yer
alan ve adriyamisin olarak da bilinen DOX uzun yillardan beri hematopoietik,
lenfoblastik, solid tiimdrler gibi bir ¢cok neoplastik hastalikta sik¢a kullanilan etkili bir
ilagtir (Edwardson ve ark 2015). DOX’un neoplastik hastaliklarin tedavisinde
kullanimin1 sinirlayan en 6nemli sebep akut, kronik ve gecikmis tip kardiyotoksisitedir
(Monsuez ve ark 2010). Oldukca etkili bir kemoterapdtik ilag olmasina ragmen,
kardiyotoksik etkisi DOX’un kullanom alanlarin1 ve dozunu kisitlamaktadir.
Kardiyotoksik etkisi Tlizerine birgok caligma yapilmis ve yapilmaya devam
edilmektedir. Literatiir 6zeti boliimiinde de sunuldugu iizere DOX’un bir¢ok farkli doz
uygulamalarinda da bu hasar ortaya konulmustur (Podyacheva ve ark 2021). DOX’un
yan etkileri sebebiyle olusan kalp hasarini azaltmak amaciyla birgok c¢alisma
bulunurken (Xu ve ark 2008, Yalgin ve ark 2010, Xu ve ark 2012, Wu ve ark 2015, Yu
ve ark 2020, Zhang ve ark 2023), farkli dozlarda ve siirelerde verilen DOX’un hiicre
6lim mekanizmalarini inceleyen bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Sunulan ¢alismada
DOX-D (tek doz 3 mg/kg), DOX-Y (tek doz 12 mg/kg) ve DOX-K (24 saat arayla 4
doz 3 mg/kg/ DOX) gruplarinda DOX uygulamasi sonrasi olusacak kalp dokusu
hasarmin hem histopatolojik hem de molekiiler yontemlerle arastirilmasi amaglandi.
Bu maksatla molekiiler incelemelerde apoptozis i¢in; kaspaz-3 ve Bcl-2, otofaji igin
Beclin-1, nekroz/nekroptoz i¢in TNF-a, hiicre yaslanmasi i¢in p21 ve endotel hasari

icin eNOS’un RT-PCR ile molekiiler 6l¢iimleri yapildi.

DOX bir¢ok kemoterapotik ajan gibi, kullanildigi canlida kaseksiye neden
olmaktadir. DOX kullanilarak gerceklestirilen bir¢cok calismada kaseksi goriildigi
bildirilmistir (Panjrath ve ark 2007, Xiang ve ark 2009, Arunachalam ve ark 2012,
Dahlgren ve ark 2022). DOX’un bu etkisinin insiilin duyarliligmmi azaltma,
adipogenezde azalma, hiperglisemiyi tetikleme, hiicrelere glikoz aliminda azalma,
lipolizi inhibe etme gibi yollarla ortaya ciktig1 bildirilmistir (Biondo ve ark 2016).
Hayvanlarin deneye baslamadan Onceki ve deney sonunda otenazilerinden hemen
onceki agirliklar istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol grubu ile DOX-D
grubu arasinda fark bulunmazken, kontrol grubu ile DOX-Y ve DOX-K gruplari
arasindaki fark anlamli bulundu. DOX-Y grubu ile DOX-K grubu arasinda da fark
belirlendi ve en yiiksek fark DOX-Y grubundan elde edildi. Sunulan ¢alisma literatiir
ile benzerdir. DOX-Y ve DOX-K gruplarinin ilk agirliklari ile son agirliklar
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arasindaki farkin diger gruplara oranla daha yiiksek olmasi 6zellikle tek seferde verilen
yiiksek doz DOX ve tekrarlayan dozlarda uygulanan DOX’un canli agirlik kaybini
daha fazla etkiledigini ortaya koymaktadir. Kalplerin relatif agirliklariyla yapilan
istatistiksel degerlendirmede ise gruplar arasi fark bulunamadi. Benzer sekilde
Ivanova ve ark (2012) ratlarda ii¢ hafta boyunca toplamda 7 defa uyguladiklar 2,15
mg/kg DOX sonrasi ratlarin viicut agirliklarinin kontrol grubuna oranla daha diisiik
oldugunu ancak kalplerin agirliklarinin kontrol grubuna goére bir fark gostermedigini
bildirmiglerdir. Alherz ve ark (2022) farelere tek doz 20 mg/kg DOX uyguladiklari
calismada kalp agirhiginin azaldigimi bildirmislerdir. Bu ¢alismada kalplerin
agirliklarinda fark goriilmemesinin nedeninin DOX uygulamasi sonrasi beklenen siire

ile iligkili oldugu diisiiniildii.

Histopatolojik olarak DOX’un kalpte kardiyomiyositlerde fragmantasyon,
miyofibriler atrofi ve dejenerasyon, intersitisyel 6ddem ve fibrozis, sitoplazmik
vakuolizasyon, kardiyomiyositlerde hipertrofi, sitomegali, atrofi, nekroz, apoptoz,
notrofilik ve lenfoplazmasitik inflamasyon, makrofaj ve fibroblast artigi gibi bulgulara
neden olabilecegi bildirilmistir (Billingham 1984, de Leeuw ve ark 2001, Takemura
ve Fujiwara 2007, Cove-Smith ve ark 2014, Kang ve ark 2017, Karabulut ve ark 2021,
Podyacheva ve ark 2021).

Bu c¢alismada histopatolojik olarak kardiyomiyositlerde dejenerasyon,
vakuolizasyon, nekroz, miyokartta kanama ve fibrozis parametreleri degerlendirildi.
Dejenerasyon agisindan bakildiginda istatistiksel olarak fark bulunmamakla birlikte
histopatolojik olarak kontrol grubunda dejenerasyon minimal derecede belirlenirken
DOX-Y grubunda diger gruplara gore daha yiiksek seviyede dejenerasyon skorlamasi
elde edildi. DOX-Y grubundan sonra ise en yiiksek degerler DOX-K grubunda
belirlendi. DOX-Y grubunda dejenerasyonun diger gruplara oranla daha yiiksek
cikmasi tek seferde yliksek oranda DOX kullaniminin kardiyomiyositlerde daha fazla
dejenerasyona yol acabilecegi sonucunu ortaya koymustur. Tekrarlayan dozlarda DOX
kullaniminin ise tek seferde verilen yiiksek doz kadar olmasa da yine dejenerasyonu
onemli oranda arttirdigi goriilmiistir. Bu da DOX’un birikici etkisiyle de
kardiyomiyositlerde siddetli dejenerasyona neden olabilecegini, 6zellikle de DOX’un
metabolizasyonu sirasinda meydana gelen DOXol’iin birikme egilimi nedeniyle bu

etkinin ortaya ¢ikabilecegini diislindiirmiistiir. Dejenerasyonun gruplardaki toplam
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skorlartyla yapilan istatistiksel incelemede kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
onemli fark goriilirken DOX-D, DOX-Y ve DOX-K arasinda fark bulunamadi. Sol
ventrikiil duvarlari, interventrikiiler septumlar ve sag ventrikiil duvarlar1 dejenerasyon
yoniinden incelendiginde yine kontrol grubu diger gruplardan fakliyken DOX-D,
DOX-Y ve DOX-K arasinda fark bulunamadi. Bu durum DOX’un doza ve siireye bagl
olmaksizin kalpte dejenerasyona yol actigini gdstermistir. DOX maruziyeti sonucu
kardiyomiyositlerde dejenerasyonu bildiren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Sussman ve ark
1997, Takemura ve Fujiwara 2007, Podyacheva ve ark 2021). Bulgularimiz bu yoniiyle

literatiire benzerdir.

Kardiyomiyositlerde intrasitoplazmik vakuolizasyon degerlendirildiginde
kontrol grubunda lezyon tespit edilmedi. DOX-K grubundan elde edilen
intrasitoplazmik vakuolizasyon skorlamasi diger gruplarla karsilastirildiginda daha
yiiksekti. DOX-K grubundan sonra en yiiksek deger DOX-Y grubunda tespit edildi.
Toplam skorlar iizerinden yapilan istatistiksel incelemede kontrol grubu ve diger
gruplar arasinda bariz fark oldugu goriildii. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede ise yine biitiin gruplar arasinda fark anlamliydi ve en yiiksek degerler
DOX-K grubunda tespit edildi. Sol ventrikiil duvar1 ve interventrikiiler septum igin
intrasitoplazmik vakuolizasyonun istatistiksel degerlendirmesinde DOX-K ve DOX-
Y arasinda fark bulunmazken sag ventrikiil duvar i¢in yapilan incelemelerde biitiin
gruplar arasinda fark mevcuttu. Intrasitoplazmik vakuolizasyon DOX toksisitesinde
bircok defa bildirilmistir (Gava ve ark 2013, Miller ve Gal 2017, Podyacheva ve ark
2021). DOX kaynakli kardiyomiyositlerde meydana gelen intrasitoplazmik
vakuolizasyonun aslinda hiicredeki sarkoplazmik retikulumun hidropik dejenerasyonu
ile meydana geldigi belirtilmistir (Miller ve Gal 2017). Yapilan ¢alismada kontrol
grubu hari¢ diger gruplarin tamaminda, derecesi farkli da olsa intrasitoplazmik
vakuolizasyonun goriilmesi literatlir ile uyumlu bulunmustur. Kardiyomiyositlerde
intrasitoplazmik vakuolizasyonun DOX-K grubunda daha yiiksek diizeyde goriilmesi
tekrarlayan dozlarda DOX maruziyetinin daha fazla intrasitoplazmik vakuolizayona
neden oldugunu gostermistir. Ivanova ve ark (2012) ii¢ hafta boyunca 7 defa 2,15
mg/kg kiimiilatif olarak DOX uyguladiklar1 ¢aligmada son DOX dozundan sonraki
hem 4’iincii haftada hem de 8’inci haftada kardiyomiyositlerde intrasitoplazmik
vakuolizasyon belirlemislerdir. Medeiros-Lima ve ark (2019) 12 haftalik ratlara 10 giin

boyunca 1 mg/kg DOX uygulamis ve ratlar1 son dozdan sonraki 1’inci, 2 nci 3’ilincii
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ve 4’lincii haftalarda 6tenazilerini gerceklestirdikten sonra biitiin gruplardaki ratlarin
kardiyomiyositlerinde intrasitoplazmik vakuolizasyona rastladiklarini hatta 4’iincii
haftadan sonra vakuolizasyonun daha belirgin hale geldigini bildirmislerdir. Loncar-
Turukalo ve ark (2015) ratlara 6 doz olacak sekilde 2,5 mg/kg DOX uyguladiklar
calismada son dozdan sonraki 35’inci gilinde Otenazi edilen ratlarin
kardiyomiyositlerinde intrasitoplazmik vakuolizasyon varliginm1 bildirmislerdir.
Yapilan ¢alismalara gore intrasitoplazmik vakuolizasyonun 6zellikle tekrarlayan doz
kullanimindan sonra ortaya ¢iktigi anlagilmaktadir. Sunulan ¢alismada, g¢alisma
gruplarmin tamaminda goriilse de ozellikle DOX-K grubunda daha fazla
intrasitoplazmik vakuolizasyon goriilmesi literatiir ile uyumludur. Gergeklestirilen
calismalarda son DOX dozundan sonraki 4’iincii hafta, 35’inci giin gibi uzun siirelerde
intrasitoplazmik vakuolizasyonun goriildiigii bildirilmistir. Bu ¢alismada son DOX
enjeksiyonundan sonraki 7’nci giinde intrasitoplazmik vakuolizasyonlarin goriilmesi
tedaviden sonraki kisa siirelerde de intrasitoplazmik vakuolizasyonlarin

goriilebildigini ortaya konmustur.

Kardiyomiyositlerde nekroz bulgular1 degerlendirildiginde kontrol grubunda
sadece iki hayvanda minimal degerler goriilirken en yiiksek degerler DOX-K
grubundan elde edildi. Calismada hem kalp kasinin enine kesitlerinde hem de
uzunlamasina kesitlerinde kardiyomiyositlerde nekroz belirlendi. Toplam skorlar
tizerinden gergeklestirilen istatistiksel degerlendirmede kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda bariz fark dikkati ¢ekti ve DOX-K’nin diger gruplardan farkli oldugu
goriiliirken DOX-D ve DOX-Y arasinda fark belirlenmedi. Sol ventrikiil duvarlar1 i¢in
istatistiksel olarak nekroz degerlendirildiginde, DOX-K grubu ve DOX-Y grubu
arasinda fark bulunmazken DOX-K, DOX-D ve Kontrol grubundan farkliydi.
Interventrikiiler septumlarda ve sag ventrikiil duvarlarinda nekroz degerlendirildiginde
yine DOX-K grubu ile kontrol grubu ve diger gruplar arasindaki fark belirgindi. DOX-
Y ve DOX-D gruplan arasinda fark bulunmazken her iki grup ile kontrol grubu
arasinda fark mevcuttu. Farkli dozlarda ve siirelerde uygulanan DOX’un
kardiyomiyositlerde siddeti degisen derecelerde nekroza sebep olabilecegi bir¢ok
caligmada ortaya konmustur (Podyacheva ve ark 2021). DOX, DNA hasari, hiicre i¢i
Ca®" artis1, mitokondriyal hasar nedeniyle ATP iiretiminde azalma, DNA
interkalasyonu ve DNA hasar1 sonras1t PARP-1 ve H2A histon ailesi iiyesi X'i (H2AX)
aktive ederek NAD ve glikolizisi, dolayisiyla ATP {iretimini inhibe etmesi gibi
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nedenlerle kardiyomiyositlerde nekroza ve nekroptoza sebep olur (Meredith ve Dass
2016). Sunulan c¢alismada Ozellikle kiimiilatif doz uygulanan DOX-K grubunda
histopatolojik olarak nekrozun diger gruplara oranla daha fazla goriilmesi Rharass ve
ark (2016)’nin da bildirdigi gibi uzun siireli DOX kullanimin daha fazla nekroza neden

oldugunu ortaya koymustur.

Histopatolojik olarak kanamaya DOX-Y grubunda daha fazla rastlandi. Bunu
DOX-D grubunun takip ettigi tespit edildi. Istatistiksel olarak toplam skorlar {izerinden
kalpte kanama degerlendirildiginde tiim deneme gruplariin kontrol grubundan fakli
oldugu, DOX-Y grubunun da diger deneme gruplarindan farkli oldugu tespit edildi.
DOX-D ve DOX-K gruplar1 arasinda ise fark bulunamadi. Sol ventrikiil duvarlari,
interventrikiiler septumlar ve sag ventrikiil duvarlari ayr1 ayr1 kanama yoniinden
istatistiksel olarak degerlendirildiginde de benzer sonuglar goriildii. DOX-Y grubunda
kanama skorlarinin daha yiiksek ¢ikmasi tek seferde verilen yliksek doz DOX’un
diisiik doz DOX ve tekrarlayan dozlara nazaran daha siddetli kanama olusturdugunu
diisiindiirmiistiir. Benzer sekilde DOX’a bagli kanamanin doz artigina paralel olarak
arttigini bildiren calismalar mevcuttur (Cove-Smith ve ark 2014, Kamel ve ark 2017,
Kuzu ve ark 2018, Shati ve ark 2024).

Gergeklestirilen ¢calismada bu parametreler disinda fibrozis, intersitisyel 6dem,
notrofilik ve lenfoplazmasitik infiltrasyon, makrofaj infiltrasyonu gibi parametreler de
degerlendirilmistir. Histopatolojik olarak fibrozis degerlendirildiginde Hematoksilen-
Eozin ve Masson’un trikrom boyamalarinda kontrol grubuyla birlikte hicbir grupta
fibrozise rastlanmamistir. Bu durum DOX’un maruziyet stiresi ile iligkilendirilmistir.
Kalpte fibrozisin genellikle  7’nci giinden sonra ortaya c¢iktigi bildirilmistir
(Frangogiannis 2021). Caligmada son DOX enjeksiyonundan sonra nekropsi
yapilmasina kadar beklenen siire 168 saattir. Histopatolojik degerlendirmede 6zellikle
DOX-K grubunda her ne kadar fibrosit ve fibroblast aktivasyonu olsa da, bag doku
olusumunun meydana gelmesi i¢in yeterli siirenin olusmadig diistiniilmiistiir.
Nekropsi i¢in beklenen 168 saat fibrozisin meydana gelmesi igin yeterli bir siire
olmadig1 gibi akut bir reaksiyon olan intersitisyel 6demin goriilebilmesi i¢in de uzun
bir siiredir. Gruplardaki bazi hayvanlarda bireysel diizeyde intersitisyel 6deme
rastlansa da grup bazinda bir degisiklik goriilmedi. Bunun yani sira yangi hiicrelerinin

infiltrasyonu bakimindan calismamiz degerlendirildiginde ozellikle perivaskiiler
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alanlarda olmak iizere yer yer ve sinirli diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonlarina

rastlanmustur.

Erkeklerde disilere oranla daha fazla kardiak hastalik goriildiigli daha once
bildirilmistir (William Dec 2003, Thom ve ark 2006, Frisancho-Kiss ve ark 2007).
Bunun nedeninin mast hiicrelerinin yiizeyinde bulunan testosteron reseptdrlerinin
uyarilmasinin, mast hiicrelerinin ve makrofajlarin ¢ogalmasini arttirmasi, histamin
salinimin1 hizlandirmasi ve proinflamatuvar sitokinlerin konsantrasyonlarini arttirmasi
oldugu belirtilmistir (Lu ve ark 2012). Bu ¢alismanin yetigkin erkek ratlar {izerinde
gerceklestirilmesinin sebebi erkeklerde kalp hastaliklar: ve bu hastaliklarin siddetinin
daha fazla olmasidir. Zhang ve ark (2014) cinsiyetin DOX kardiyotoksisitesi
tizerindeki etkisini arastirmak icin gergeklestirdikleri calismada DOX maruziyetinden
sonra erkek hayvanlarin kalp dokularinda histopatolojik olarak mast hiicresi sayisinda
artis ve mast hiicrelerinde degraniilasyon gozlediklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada
da kontrol grubundaki hayvanlarin kalplerinde bulunan mast hiicrelerinde
degraniilasyona rastlanmazken 6zellikle DOX-Y ve DOX-K grubunda daha belirgin
olmak iizere deneme gruplarinda mast hiicrelerinde degraniilasyon ve sayica artis
gbzlendi. Bu durumun kalp hasarinda artisa ve yangisal siirecin ilerlemesine sebep

olabilecegi degerlendirildi.

Apoptozda anti-apoptotik genlerden biri olan Bcl-2, BAX ve BAK gibi pro-
apoptotik genleri baskilayarak apoptozu dnler (Hardwick ve Soane 2013). Yaptigimiz
calismada RT-PCR ile elde edilen sonuglar, literatiirde bahsedilen DOX maruziyeti
sonrasit Bcl-2 ekspresyon seviyelerinin diistiiglinii bildiren calismalarla kismen
benzerlik gostermektedir. Her ne kadar istatistiksel olarak fark olmasa da yiiksek doz
DOX uygulanan DOX-Y grubunda Bcl-2 ekspresyon seviyeleri kontrol grubunun
altina diigmiistiir. Ancak DOX-D ve DOX-K gruplarinda Bcl-2 ekspresyon seviyeleri
kontrol grubunun iizerinde kalmistir. Boyle bir farkin ortaya ¢ikmasinda Bcl-2’nin
sadece apoptozla iligkili bir gen olmayip, otofaji ve hiicre yaslanmasi1 gibi diger
biyokimyasal olaylarla da iligkili olmasinin etkisinin oldugu diisiiniilmiistiir. Bcl-2
oraninin en diisiik oldugu DOX-Y grubunda Beclin-1 ve p21 oraninin yiiksek olmasi
bu diistinceyi giiglendirmektedir. Nitekim Jénicke ve ark (2007) ile Kim ve ark (2017),
Bcl-2 ve p21 arasindaki etkilesimi ortaya koyarken, Pattingre ve ark (2005) ile Hsieh
ve ark (2009) da Bcl-2 ve Beclin-1 arasindaki iliskiyi gostermislerdir. Aynit zamanda
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calismamizda son DOX dozundan sonra nekropsilerin yapilmasina kadar beklenen
stire boyunca 6zellikle DOX-D ve DOX-K grubunda Bcl-2 ekspresyonunun artmis
olabilecegi diisliniilmiistiir. Calismamizda en diisiik Bcl-2 ekspresyon seviyelerinin
DOX-Y grubunda goriilmesi, ayn1 zamanda en yiiksek kaspaz-3 oraninin da DOX-Y
grubunda tespit edilmesi tek seferde verilen yiiksek doz DOX’un kardiyomiyositlerde
apoptoza neden oldugunu, Bcl-2’nin de bunu baskilamada yetersiz kaldigin1 ortaya
koymustur. Buradan hareketle yiiksek doz DOX un Bc¢l-2 ekspresyonunu baskilayarak

apoptozu indiiklemis olabilecegi degerlendirilmistir.

CASP3 geni tarafindan kodlanan ve CPP32 olarak da bilinen kaspaz-3,
ekstrinsik apoptozun indiiklenmesiyle kaspaz-8 tarafindan, intrinsik apoptozun
indiiklenmesiyle kaspaz-9 tarafindan aktif hale getirilen efektor kaspazlardan biridir
(Eskandari ve Eaves 2022). DNA hasar1, mitokondri hasari, hipoksi, ROS birikimi gibi
sebeplerle baslatilabilen apoptozun belirteglerinden olan kaspaz-3’iin ¢aligmamizda
yer alan deneme gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmast DOX uygulamasi
sonrast kaspaz-3 ekspresyonunun ve apoptozun arttifini ortaya koyan diger
caligmalarla (Kalivendi ve ark 2001, Kim ve ark 2006, Gu ve ark 2016, Akolkar ve ark
2017, Zhao ve Zhang 2017) uyumludur. Yapilan ¢aligmada kaspaz-3 oraninin DOX-Y
grubunda daha ytiksek seviyede olmasi ratlarda tek seferlik yiiksek dozda uygulanan
DOX’un apoptozu indiikleyerek kardiyotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur.
Rharass ve ark (2016) hiicre kiiltlirlerinde 2 pM DOX’un 2 saatlik ve 24 saatlik
maruziyetleri sonucunda kisa siireli maruziyetlerde daha ¢ok apoptozun, uzun siireli
maruziyetlerde ise nekrozun indiiklendigini, bunun sebebinin uzun siireli
maruziyetlerde DOX’un DNA’ya daha yiiksek oranda baglanmasi ve daha fazla DNA
hasarma sebep olmasi, kisa siireli maruziyetlerde ise mitokondri hasarinin 6n planda
olmasi olarak bildirmislerdir. Calismamizda RT-PCR sonuglarina gore tek doz DOX
uygulanan DOX-Y ve DOX-D gruplarinda kaspaz-3 oranlarinin yiiksek olmasi, 24 saat
arayla 4 sefer DOX uygulanan DOX-K grubunda ise diisiik kaspaz-3 ekspresyon
seviyelerinin Ol¢lilmesi, Rharass ve ark (2016)’in da belirttigi gibi tek doz DOX
uygulanan gruplarda mitokondriyal hasarin, tekrarlayan dozlarda ise DNA hasarinin

gelistigini distindirmiistiir.

Hiicre i¢i organellerin ve makromolekiillerin iki veya daha fazla sayida

membranla cevrilerek vezikiiller haline getirilmesi ve bu vezikiillerin lizozomla
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birlesip enzimlerle sindirilmesi olarak tanimlanan otofaji hem hiicrenin korunmasinda
hem de hiicrenin 6liimiinde rol oynayabilen bir siirectir (Deter ve De Duve 1967,
Mizushima ve ark 2008, Li ve ark 2021). Hiicrede otofajinin meydana gelebilmesi i¢in
baz1 kosullar gereklidir. Bu kosullar arasinda basta besin ve enerji yetersizligi olmak
tizere ROS artisi, toksik ajanlar gibi hiicreyi strese sokacak etkenler sayilabilir (He ve
Klionsky 2009). Yapilan ¢alisma sonucu elde edilen verilere gore kontrole en yakin
olmak tizere DOX-D grubunda en diisiik, DOX-Y grubunda en yiiksek Beclin-1
seviyeleri 6l¢iildii. DOX-Y grubunu DOX-K grubu takip etti.

Hiicrede otofaji sirasinda otofagozom olusumunda temel rol iistlenen Beclin-
1, otofajinin temel faktoriidiir (He ve Klionsky 2009). Otofaji, 6karyotik hiicrelerin
organellerini ve uzun Omiirlii proteinleri doniistiirdiigii, hiicresel homeostazisin
saglandig1 bir mekanizmadir. Normal kalp dokusunda azalan otofajik aktivitenin bazal
kalp fonksiyonunu bozabilecegi bildirilmistir (Mizushima ve ark 2008). Ancak yiiksek
otofaji belirli kosullar altinda kalp hasarma sebep olabilir. DOX yiiksek miktarlarda
uygulandiginda mitokondri hasari1 sebebiyle enerji aclifina ve bunun sonucunda
otofajide artisa neden olabilir (Rabinovich-Nikitin ve ark 2023). Sunulan ¢alismada
DOX-Y grubunda Beclin-1 seviyelerinin yiiksek ¢ikmis olmast DOX un mitokontriyal
hasara sebep olmasi sonucu otofajinin indiiklenmis oldugu diisiincesini olusturmustur.
Lu ve ark (2009), rat kalplerinden elde ettikleri kok hiicreleri 24 saat boyunca 1 mg/L
DOX’a maruz biraktiktan sonra DOX’un mitokondriyal hasara bagli olarak enerji
yetersizligine neden oldugunu bunun sonucunda da Beclin-1 eskpresyonunun artisiyla
beraber otofajinin arttigini bildirmislerdir. Kobayashi ve ark (2010), rat kalplerinden
elde edilen hiicre kiiltiirlerine uyguladiklar1 1 pM DOX’la beraber otofajik aktiviteyi
rapamisin veya Beclin 1 ekspresyonu araciligiyla indiikleyerek DOX uygulamasi
sonrasit meydana gelen otofajinin hiicre 6limiinii arttirdigini bildirmis, otofajinin 3-
Metiladenin (3-MA) veya Beclin 1 yikim ile inhibisyonunun, hiicre 6liimiinii 6nemli
Olctlide azalttigini ortaya koymuslardir. Chen ve ark (2011), rat kalbinden elde ettikleri
hiicre kiiltlirlerine uyguladiklar1 1 uM DOX sonucu DOX’un Atg5, Atgl2 ve Bad
ekspresyonunun artmasina, GATA4 ve Bcl2 ekspresyonunun ise azalmasina neden
olarak otofajiyi indiikledigini, Bcl-2 seviyelerinin azalmasina bagli olarak DOX’un
otofaji yaninda apoptozu da siddetlendirdigini bildirmislerdir. Sunulan c¢alismada
Beclin-1 ekspresyon seviyelerinin yiiksek oldugu DOX-Y grubunda ayni zamanda

kaspaz-3 ekspresyon seviyelerinin yiiksek olmasi, Bcl-2 ekspresyon seviyelerinin ise

86



diger gruplardan diisiik olmasi, Beclin-1’in DOX-Y grubunda Bcl-2’nin tilkkenmesine
de neden oldugunu ve bdylece apoptozu da siddetlendirdigini diislindiirmiistiir. Lu ve
ark (2009), Dimitrakis ve ark (2012), Xu ve ark (2012), Ying-Yu ve ark (2015) ve
Ludke ve ark (2017) farkli dozlarda ve siirelerde uyguladiklar1 DOX sonrasi
kardiyomiyositlerde otofajinin indiiklendigini bulmuslardir. Bu ¢alismada farkli doz
ve siirelerde uygulanan DOX sonrasi Beclin-1 ekspresyonunun tiim gruplarda kontrol
grubundan daha yiliksek ¢ikmasi DOX’un otofajiyi arttirdigini gostermistir. Bu
bulgular literatiir ile benzerlik gostermektedir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde
kontrol grubu ile DOX-Y ve DOX-K arasinda fark bulunmustur. Bu da sunulan
calismada tek seferde verilen yiiksek DOX dozunun ve tekrarlayan dozlarda uygulanan
DOX’un tek seferde verilen diisiik doz DOX’a gore otofajiyi daha ¢ok arttirdigini

gostermektedir.

DOX’un kalpte otofajiyi arttirdigini bildiren ¢aligmalarin yani sira azalttigini
belirten ¢alismalar da mevcuttur (Kawaguchi ve ark 2012, Sishi ve ark 2013, Gu ve
ark 2016, Cao ve ark 2017). Bu c¢alismalarda DOX uygulamasi sonrasi otofajinin
diistiigli, koruyucu/tedavi edici ajanlar yardimiyla otofajinin arttirildigi ve DOX’a
bagl kardiyotoksisitenin azaltildigi belirtilmistir. Yapilan ¢aligmada kontrol grubu ile
karsilastirildiginda diger gruplarin hepsinde Beclin-1 ekspresyon diizeylerine
bakilarak otofajinin arttig1 goriilmektedir. Bu durum ¢alismamizda uygulanan DOX

dozlarmin ve siirelerinin rat kalplerinde otofajiyi indiikledigini géstermistir.

DOX’un genel olarak kardiyomiyositlerde otofajiyi arttirarak kalp hasarina
neden oldugunu ortaya koyan ¢alismalarin yaninda DOX uygulamasindan once
indiiklenen otofajinin DOX toksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigini bildiren
calismalar da mevcuttur. Bir cesit i¢ saat olarak da bilinen sirkadiyen ritim
memelilerde hipotalamustaki suprakiazmatik c¢ekirdek tarafindan kontrol edilen bir
sistemdir (Bechtold ve Loudon 2013). 24 saatlik periyotlarda seyreden sirkadiyen
dongiiniin insanlarda ve hayvanlarda gen ekspresyonlarini kontrol ederek bazi doku ve
organlar1 gegici olarak kontrol ettigi bildirilmistir (Zhang ve ark 2014). Sirkadiyen
dongiisii geregi bazi hayvanlar geceleri aktif gilindiizleri ise dinlenme fazinda
(nocturnal) bulunurken insan gibi bazi canhilar da giindiizleri aktif geceleri ise
dinlenme fazinda (diurnal) bulunur (Cohen ve ark 2010). Bilindigi gibi rat, fare gibi

bazi kemirgenler nocturnal memelilerdir (Silva ve ark 2023). Organizmada yenilenme
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faaliyetlerinin dinlenme fazinda gerceklestigi bilinmektedir (Elkhenany ve ark 2018).
Dinlenme fazinda meydana gelen otofajik reaksiyonun aktif fazda uygulanan DOX’un
toksisitesine karsi protektif etki gosterdigi bildirilmistir (Rabinovich-Nikitin ve ark
2023). To ve ark (2003) DOX’un farelerin dinlenme fazinda uygulandiginda meydana
getirdigi kardiyotoksisitenin, aktif fazda uygulanmasinda meydana getirdigi
toksisiteden ¢ok daha fazla oldugunu tespit etmistir. Xu ve ark (2013) farelere ii¢ giin
arayla toplamda 20 mg/kg olacak sekilde 10 mg/kg IP DOX uygulamasindan 7 giin
once ikiser giin arayla ii¢ doz olmak iizere 6 mg/kg rapamisin uygulayarak otofajiyi
indiiklemislerdir. Bunun sonucunda, DOX tedavisinden once indiiklenen otofajinin
DOX kardiyotoksisitesine karsi protektif etki gosterdigini bildirmislerdir. Sunulan
calismada DOX uygulamalar1 giindiiz saatlerinde (12.00-13.00 aras1), ratlarin
dinlenme fazlarinda uygulanmistir. Elde edilen veriler bu yoniiyle literatiir ile
benzerdir. Bu sonuglara dayanarak DOX’un uygulanacagi canlinin sirkadyen ritmine
gore, dinlenme fazinda aktive olan otofajinin aktif fazda uygulanan DOX toksisitesine
kars1 koruyucu etki gosterecegi goz oniinde bulundurularak DOX’un aktif fazda

uygulanmasinin daha uygun olacagi 6nerilebilir.

TNF-a, organizmada inflamasyon, doku hasar1 gibi olaylarda makrofajlar, mast
hiicreleri, monositler, fibroblastlar gibi bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenen bir akut
faz sitokinidir (Idriss ve Naismith 2000). Diistik dozlarda sentezlendiginde
organizmadaki immun sistemi aktive ederken yiiksek dozlarda ve uzun siireli salinimi
doku hasarina ve siddetli inflamasyona neden olabilir (Idriss ve Naismith 2000). TNF-
a’ya siirekli maruziyetin kalp iizerinde miyokardiyal kontraksiyon inhibisyonu gibi
ciddi etkileri ortaya g¢ikarabilecegi bildirilmistir (Hanna ve Frangogiannis 2020).
Yiiksek TNF-a ekspresyonunun kalpte dilatasyona neden oldugunu bildiren ¢aligmalar
mevcuttur (Kubota ve ark 1997, Bryant ve ark 1998, Janczewski ve ark 2003). Kalpte
TNF-a’nin yiiksek ekspresyonu sonucu Ca?" homeostazisi bozularak nekroza,
nekroptoza ve apoptoza neden olabilir (Haudek ve ark 2007, Hafez ve Hassanein
2022). DOX’un kalpte neden oldugu oksidatif stres, 6zellikle TNF-a, NF-kB gibi
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu arttirir (Hafez ve Hassanein 2022). Bu
calismada RT-PCR sonuglarina gore, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda kalan
gruplarin tamaminda TNF-a ekspresyon seviyelerinin artmis oldugu gorildi.
Ozellikle DOX-K grubunda eksprese edilen TNF-a seviyesi diger gruplara oranla

oldukca yiiksekti. Bunun sebebinin tekrarlayan dozlarda DOX kullanimina bagli uzun
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stireli TNF-a ekspresyonunun oldugu diisiiniildii. DOX-K grubundan sonra ek yiiksek
seviyede TNF-o ekspresyonu DOX-Y grubunda olgiildii. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol grubu ile diger gruplar arasinda fark bulundu. Gruplar
arasi degerlendirmede DOX-K grubu, diger gruplarin tamamindan farkliyken DOX-D
grubu ve DOX-Y grubu arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Hafez ve Hassanein
(2022), Ibrahim Fouad ve Ahmed (2022) ve Zha ve ark (2023) farkli doz ve siirelerde
uyguladiklart DOX sonucu yliksek oranda TNF-a ekpresyonunun meydana geldigini
tespit etmislerdir. Gergeklestirilen ¢alismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda
diger gruplarin tamaminda TNF-a seviyelerinin yiiksek ¢ikmis olmasi literariir ile

benzerlik gostermektedir.

TNF-o’nin apoptozu indiikleyebilecegi belirtilmistir (Hafez ve Hassanein
2022). Ortak noktalar olsa da nekroz ve apoptozdan farkl bir hiicre 6liim sekli olan
nekroptoz, kaspaz inhibisyonu yoluyla apoptozun engellenmesi sonucu TNF ile
indiiklenebilen programli hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir (Vercammen ve ark
1998). Nekroptozun TNF-a, FasL gibi 6liim reseptorleri araciligi ile baslatilabilecegi
bildirilmistir (Degterev ve ark 2005, Pasparakis ve Vandenabeele 2015). Aym
reseptorler kaspaz-8 araciligi ile ekstrinsik apoptozu da indiiklerler. Kaspaz-8’in,
nekroptoz mekanizmasinda gerekli olan RIPK1 ve RIPK3 proteinlerini inhibe ederek
nekroptozu Onledigi, kaspaz-8 inhibe edildiginde ise RIPK1 ve RIPK3’nin aktive
edilerek nekroptozun indiiklendigi bildirilmistir (Han ve ark 2021). Shipra ve ark
(2023), Zhang ve ark (2023) ve Yu ve ark (2020) farelere farkli doz ve siirelerde
uyguladiklart DOX sonucu kardiyomiyositlerde nekroptozun arttifini ortaya
koymuslardir. Sunulan calismada, elde edilen RT-PCR sonuglarina gére TNF-o
ekspresyon seviyesinin en yiiksek oldugu DOX-K grubunda kaspaz-3 ekspresyon
seviyelerinin kontrol grubundan sonra en diisiik seviyede olmasi TNF-a’nin
tekrarlayan DOX maruziyeti sonrasi apoptozu degil, nekroz/nekroptozu indiikledigini

distindiirmiistiir.

TNF-o’nin DOX maruziyeti sonrast arttigini bildiren c¢alismalarin yaninda
azaldigini bildiren bir ¢alisma da mevcuttur (Xu ve ark 2008). Ancak bu ¢alismada RT-
PCR sonuglarina gore kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim deneme gruplarinda

TNF-a seviyeleri yiiksek ¢cikmustir.
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Sikline bagimli kinazlarin aktivitesini inhibe ederek hiicre siklusunu durduran
ve Sikline bagimli kinaz inhibitorii-1 olarak da bilinen p21, 6zellikle DNA hasarinin
mevcut oldugu ve hiicre toksisitesinin bulundugu durumlarda hiicre boliinmesini G1-,
G2- veya S fazlarinda duraklatan bir proteindir (Radhakrishnan ve ark 2004, Dutto ve
ark 2015). p21’in hiicre icindeki lokalizasyonu olduk¢a Onem arz etmektedir.
Cekirdekte bulundugunda hiicre dongiisiinii  duraklatma yoniinde fonksiyon
gosterirken, sitoplazmada lokalize oldugunda apoptozu inhibe edebilir ve hiicre hasarl
olsa bile ¢ogalmasini kolaylastirabilir (Cazzalini ve ark 2010, Cmielova ve Rezafova
2011). p21’in hiicre siklusunu gecici duraklatmanin yaninda kalict olarak da
duraklatarak hiicre yaslanmasina neden olabilecegi bildirilmistir (Herbig ve Sedivy
2006, Romanov ve ark 2012). Yine p21’in, TNF reseptorlerinin aktivasyonu
araciligiyla ekstrinsik apoptozu, pro-apoptotik gen BAX’1 yukari regiilasyonu ile de
intrinsik apoptozu indiikleyebilecegi belirtilmigtir (Gartel ve Tyner 2002). DOX
hiicrede ROS birikimiyle beraber DNA’ya da hasar verir. Genel kani olarak
kardiyomiyositlerin ¢ogalmadig1 bilinse de kalbin bazi hastaliklarinda yiiksek p21
ekspresyon seviyeleri goriilmiistiir (Kuhn ve ark 2007). Calismamizda RT-PCR
sonuclarina dayanarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda en yiiksek p21 ekspresyon
seviyelerinin DOX-Y grubunda oldugu goriilmiistiir. Bu durum tek seferde verilen

yiiksek doz DOX’un daha fazla DNA hasarina neden oldugunu diisiindiirmiistiir.

Terrand ve ark (2011) farelerde 5 hafta boyunca haftada iki kez 4 mg/kg DOX
uygulanan ¢aligmada DOX’un kardiyomiyositlerde p21 ekspresyon seviyelerinde
artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Huang ve ark (2021) iki hafta boyunca 2,5
mg/kg DOX uygulanan farelerin kardiyomiyositlerinde p21 ekpresyonunun 6nemli
6l¢iide artmis oldugunu ortaya koymuslardir. Yapilan ¢aligmada p21 ekspresyonunun
tiim deneme gruplarinda artmasi literatiir ile uyumludur. RT-PCR sonuglarina goére p21
ekspresyon seviyeleri en yiiksek olan DOX-Y grubunda DNA ve hiicre hasarinin daha
fazla oldugu degerlendirilmistir. Yine kaspaz-3 ve Beclin-1 ekspresyon seviyelerinin
de DOX-Y grubunda yiiksek olmasi, meydana gelen hiicre hasarinin hem apoptoz hem
de otofaji ile giderilmeye calisildigini gostermisti. DOX-K grubunda ise p2l
seviyelerinin neredeyse DOX-D kadar olmasi, ancak DOX-K grubunda diisiik kaspaz-
3 ekspresyon seviyelerinin goriilmesi, DOX-K grubunda p21’in sitoplazmada

konumlanmis olabilecegini ve bu durumda apoptozu baskiladigini diistindiirmiistiir.
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Nitrik oksit sentazlar (NOS) ailesi altinda bulunan eNOS, kan damarlarinin
endotelyal tabakas1 basta olmak iizere kardiyomiyositler, bobrek tiibiiler hiicreleri gibi
bircok hiicreden eksprese edilmektedir (Furchgott ve Zawadzki 1980, Wang ve ark
2020). Kan basincini diizenlemenin yam sira lokosit adezyonu ve trombosit
agregasyonunun baskilanmast gibi fonksiyonlardan sorumlu olan eNOS’un
eksikliginde endotel disfonksiyon, pulmoner ve sistemik hipertansiyon gibi patolojik
durumlarin ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Gielis ve ark 2011). eNOS’tan kaynakl1
NO, hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunun azalmasi, damar diiz kas tabakasmnin
gevsemesi, kan basincinin azaltilmasi gibi fonksiyonlara aracilik eder (Gielis ve ark
2011). DOX’un metabolitlerinden olan semikinonlarin  olusumunun bir
mekanizmasinin da, DOX’un eNOS rediiktaz enzimine baglanmasi sonucu meydana
geldigi bildirilmistir (Edwardson ve ark 2015). Semikinon olusumu sonrasi hiicrede
yiiksek miktardaki ROS artis1 ortaya ¢ikar (Edwardson ve ark 2015). Bunun yani sira
DOX, eNOS rediiktaz enzimine baglandiginda sadece semikinon olusumu degil ayni
zamanda siiperoksit serbest radikalleri ve nitrik oksit seviyelerinde dengesizlik de
ac1ga ¢ikar. NO diizeyindeki azalma sonucu da kardiyotoksisitenin ortaya ¢ikabilecegi
bildirilmistir (Rawat ve ark 2021). He ve ark (2019), Huang ve ark (2021) ve Munir
ve ark (2023) ratlarda ve farelerde farkli doz ve siirelerde kullandiklar1t DOX sonrasi
kardiyomiyositlerde eNOS ekspresyon seviyelerinin diistiigiinii ve eNOS’un DOX
toksisitesine bagli meydana gelen toksisiteyi azalttigini bulmuslardir. Gergeklestirilen
calismada elde edilen RT-PCR sonuglarina gore kontrol grubuyla karsilastirildiginda
diger gruplarin tamaminda eNOS ekspresyon oraninin diistiigii tespit edilmistir. Bu
haliyle ¢alismamiz literatiirle uyumlu bulunmustur. eNOS ekspresyonunun 6zellikle
DOX-K grubunda en diisiik seviyede olmasi tekrarlayan dozlarda, eNOS

ekspresyonunun daha fazla etkilendigini ortaya koymustur.

Bu c¢alismada RT-PCR ile ancak bazi hiicre o6liim mekanizmalarina
bakilabilmistir. Bu hiicre 6liim mekanizmalarmin disinda kalan bazi hiicre 6liim
sekillerinin de uygulanan DOX tedavisi sonras1 meydana gelmis olabilecegini
ongormekteyiz. DOX’un apoptoz, otofaji gibi 6liim mekanizmalarinin yani sira; hiicre
icinde Fe-DOX kompleksi olusturarak ROS olusumuna neden oldugu ve
mitokondrilerde demir birikimine bagli olarak ferroptoza yol actigi bilinmektedir
(Dixon ve ark 2012). Calismamizda her ne kadar TNF-oa aracili nekroptoz
degerlendirilmeye c¢alisilsa da nekroptozda temel islev goéren RIPK1 ve RIPK3
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ekspresyon diizeylerine bakilamamistir. DOX maruziyeti sonrast meydana gelen
intrasitoplazmik vakuolizasyonlarin, programli hiicre 6liim yollarindan paraptoz ve
metuozisin de karakteristik bulgular1 olmasi, sunulan c¢aligmadaki bu
bulgulariparaptoz ve/veya metuozis sonucu da meydana gelebilecegi diisiincesini
dogurmustur. Ancak literatiir incelendiginde DOX ve paraptozis ile DOX ve metuozis

arasindaki iliskiyi arastiran ¢aligmalara rastlanilmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada istatistiksel olarak fark bulunmasa da en siddetli dejenerasyon
bulgulart DOX-Y grubunda goriiliirken kontrol grubu disinda kalan gruplarda en hafif
lezyonlar DOX-D grubunda gdzlenmistir. Intrasitoplazmik  vakuolizasyon
degerlendirildiginde en siddetli lezyonlar DOX-K ve DOX-Y grubunda belirlenmistir.
En disiik istatistiksel degerler ise kontrol grubundan sonra DOX-D grubunda
kaydedilmistir. Histopatolojik olarak nekroz degerlendirildiginde yine en siddetli
bulgular DOX-K grubunda, en hafif lezyonlar ise kontrol grubundan sonra yine DOX-
D grubunda kaydedilmistir. Kanama degerlendirildiginde en siddetli kanama bulgulari
DOX-Y grubunda kaydedilirken en hafif kanama bulgular1 ise kontrol grubundan
sonra DOX-K grubunda tespit edildi.

Sunulan ¢aligmada en diisiik Bel-2 ekspresyon seviyesi DOX-Y grubunda, en
yiiksek kaspaz-3 ekspresyon seviyesi DOX-Y grubunda, en yiliksek TNF-a
ekspresyonu DOX-K grubunda, en yiiksek p21 ekspresyonu DOX-Y grubunda, en
yiiksek Beclin-1 ekspresyon seviyesi DOX-Y grubunda en diisiik eNOS ekspresyonu
ise DOX-K grubunda kaydedildi.

Yapilan ¢aligma sonucu DOX’un neden oldugu kardiyotoksitenin ¢ok yonlii
oldugu, meydana gelen hasarin siddeti farkli olsa da doz ve siireden bagimsiz olarak
DOX’un ayni anda apoptoz, otofaji, nekroz/nekroptoz, hiicre yaslanmasi ve endodotel

hasarina sebep olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Insan ve hayvanlardaki kanserlerde siklikla kullanilan DOX un birgok kanserin
tedavisinde giivenle kullanilmasinin 6niinde engel olarak goriilen kardiyotoksisitenin
mekanizmalart daha iyi anlasildiginda, bu mekanizmalarin baskilanmasi ve/veya
engellenmesi ile DOX’un daha etkin kullaniminin 6nii agilabilir. Bu sebeple DOX’un
neden oldugu kardiyotoksisitenin hiicresel diizeyde etkileri ve bu etkilerin sebepleri
daha 1y1 arastirilmali, meydana gelen kardiyotoksisitenin hafifletilmesi veya ortadan
kaldirilmasi i¢in yontemler gelistirilmeye ¢alisilmalidir. Sunulan ¢alismada DOX-D
grubunda diger gruplara oranla daha az histopatolojik lezyonun goriilmesi tek seferde
verilen diisiik doz DOX’un tek seferde uygulanan yliksek doz DOX ve kiimiilatif
dozlarda uygulanan DOX’a gore daha gilivenli oldugunu gdostermistir. Ancak tek
seferlik diisiik doz uygulamasinin tedavideki etkinligi tartisilabilir. Calismada tek
seferde uygulanan yiiksek doz DOX sonucu kalpte hem histopatolojik diizeyde hem
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de molekiiler diizeyde ciddi hasarin meydana gelebilecegi goriilmiistiir. Bu sebeple
miimkiin oldugunca tek seferde yiiksek doz DOX uygulamasindan kagilmasi kanaatine
varilmistir. Yine calismada tekrarlayan dozlarda uygulanan DOX sonucu tek seferde
uygulanan yiiksek doz DOX etkisi kadar olmasa da histopatolojik ve molekiiler

diizeyde kardiyomiyosit hasar1 ortaya ¢ikmistir.

Bu calismada farkli doz ve siirelerde uygulanan DOX kardiyotoksisitesine
bagli meydana gelen ve molekiiller diizeyde bakilan apoptoz, otofaji,
nekroz/nekroptoz, endotel hasar1 gibi mekanizmalarin yani sira basta nekroptoz ve
ferroptoz olmak iizere diger hiicre 6liim yollar1 da daha iyi arastirilmalidir. Ozellikle
hiicre sitoplazmasinda vakuolizasyonlar ile karakterize olan paraptozis ve metuozisin,
DOX  maruziyeti sonrast  kadiyomiyositlerde  goriilen  intrasitoplazmik
vakuolizasyonlarin sebebi olabilecegi diisiiniilmiistiir ancak bu yonde yapilan
calismalara rastlanilmamistir. Bu nedenle DOX kardiyotoksisitesinin paraptoz ve
metuozis yoniinden de degerlendirilmesi Onerilmektedir. Ayrica c¢aligmada farkl
stirelerde ve dozlarda uygulanan DOX’un hem histopatolojik olarak hem de molekiiler
olarak ortaya konulan hasar mekanizmalarinin, bundan sonraki ¢alismalarda kanser
modelleri iizerinde ve koruyucu ajanlarla birlikte kullanilarak yeniden
degerlendirilmesi ve Ozellikle veteriner hekimliginde en uygun DOX uygulama

yonteminin belirlenmeye ¢alisilmas1 onerilir.
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