Tanju MERCAN

DOKTORA TEZI

2021-ANTALYA

T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOFIZiK ANABILIM DALI

DOKSORUBISIN iLE KALP YETMEZLIGI
OLUSTURULAN SICANLARDA TIMOKINONUN
KARDIYOPROTEKTIF ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tanju MERCAN

DOKTORA TEZI

2021-ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOFiZiK ANABILIM DALI

DOKSORUBISIN ILE KALP YETMEZLIGI
OLUSTURULAN SICANLARDA TIMOKINONUN
KARDIYOPROTEKTIF ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tanju MERCAN

DOKTORA TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Semir OZDEMIR

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

TDK-2018-3698 proje numarasi ile desteklenmistir.

“Kaynakca gosterilerek tezimden yararlanilabilir”

2021-ANTALYA



Saghk Bilimleri Enstitiisiit Miidiirliigiine;

Bu ¢aligma jiirimiz tarafindan Biyofizik Anabilim Dali1 Biyofizik Programinda Doktora
tezi olarak kabul edilmistir. 19/02/2021

Tez Danigsmani

Uye

Uye

Uye

Uye

Imza

: Prof. Dr. Semir OZDEMIR

Akdeniz Universitesi ...

: Prof. Dr. Nazmi YARAS

Akdeniz Universitesi .

: Prof. Dr. Servet KAVAK

Izmir Bakirgay Universitesi ..

: Dog. Dr. Murathan KUCUK

Akdeniz Universitesi ..

: Dog. Dr. Deniz AKPINAR

Mugla Sitk1 Kogman Universitesi ...

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki jiiri iiyeleri tarafindan uygun

goriilmiis ve Enstitii Yonetim Kurulu'nun ...... [....... [oviiiinn tarth ve ......... [oviiiiinin

sayil1 karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Erol GURPINAR

Enstitii Miidiirii



ETiK BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve
etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi beyan

ederim.

Ogrencinin

Tanju MERCAN

Tez Danigmani

Prof. Dr. Semir OZDEMIR



TESEKKUR

Oncelikle, tez damigmanim Prof. Dr. Semir OZDEMIR’e projem boyunca rehberligi,
tesviki ve destegi i¢in tesekkiir eder takdirlerimi sunmak isterim. Sizinle ¢alismak bundan

sonraki akademik hayatim i¢in bana bir¢ok sey katti.

Bu c¢alismami hayata gecirmemde katkist olan ve her asamasinda yardimlarini
esirgemeyen basta Dr. Ogr. Uyesi Nihal OZTURK ERBOGA ’ya ve ¢alisma arkadaslarim
Aras. Gor. Orhan ERKAN ve Aras. Gor. Serkan USLU’ya,

Doktora egitimim siiresince bilgi ve birikimlerini aktaran Akdeniz Universitesi Biyofizik

Anabilim Dali’nin degerli hocalarina,

Teknik olanaklar1 ile bu ¢alismanin belirli basamaklarin gergeklesmesini saglayan
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Unitesi ¢alisanlarina, Saglik Bilimleri Enstitiisii
calisanlarina ve c¢alismama maddi destek saglayan Akdeniz Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri (BAP) birimine,

Hayatim boyunca her konuda yanimda olan, destekleyen, kosulsuz seven ve sevdigim

annem, babam ve kardeslerime,

Son olarak hayatima girdiginden itibaren bana destegini esirgemeyen canim esim Aras.
Gor. Tugba KARAMAN MERCAN’a ve doktora tezimin son zamanlarinda aramiza
katilan oglum Riizgar MERCAN’a,

Tesekkiirti bir borg bilirim.



OZET

Amag¢: Bu calismada doksorubisin (DOX) kullaniminin indiikledigi kardiyolojik
degisimler ve bu kardiyolojik degisimlere timokinon (TQ) uygulamasinin etkileri
incelenmistir. Bu amagla sigan kalplerinden ventrikiiler miyositler izole edilerek
elektrofizyolojik  Ozellikleri incelenmis ve muhtemel hiicresel mekanizmalar
arastirilmistir.

Yontem: DOX verilerek siganlarda kalp yetmezligi modeli olusturuldu. 4 haftalik deney
stiresince DOX ve DOX+TQ gruplarina her seferinde 3 mg/kg olacak sekilde 5 kez
intraperitoneal olarak DOX enjekte edildi. DOX+TQ ve KON+TQ gruplarina TQ (10
mg/kg) gavaj yoluyla verildi. 4 haftanin sonunda hayvanlarin kalplerinden izole edilen
ventrikiil miyositlerinden fraksiyonel kisalma, aksiyon potansiyeli (AP) ve AP’ye etkisi
olabilecek L-tipi Ca*? ve K" kanallarmin akimlar1 kaydedildi. Western blot yéntemi ile
protein ekspresyon seviyeleri belirlendi. Protein karbonil ve total antioksidan
kapasitesinin (TAK) ol¢timii kit ile yapildi.

Bulgular: DOX grubunda sarkomer boyunda artma gozlemlenirken fraksiyonel
kisalmanin azaldig1 ve gevseme siiresinin uzadigi goériildii. Buna kargin TQ uygulamasinin
bu parametreleri diizelttigi goriildii. DOX ve DOX+TQ gruplarmin AP repolarizasyon
stirelerinde uzama oldugu, ancak bu uzamanin DOX grubunda anlamli Seviyeye
ulasamadig1 goriildii. DOX grubunda Ca*? kanal akimlarinda artma goriiliitken TQ
uygulamasinin bu degisimi diizelttigi ve Ca*? kanal kinetiklerini degistirdigi goriildii.
Potasyum akim genliklerinde herhangi bir degisiklik goriilmezken, DOX grubunda kanal
kinetiklerinin yavasladigi bulundu. Protein ekspresyonlarna bakildiginda p-PLN/PLN
ekspresyonunda DOX ve DOX+TQ grubunda artig goriilirken SERCA, CAMKII, p-
CAMKII ve prokaspaz-3 protein ekspresyon seviyelerinde azalma goriildii. NOX protein
ekspresyonu, TAK ve protein karbonil seviyelerinde gruplar arasinda herhangi bir fark
goriilmedi.

Sonu¢: Calismamiz sonunda DOX-indiiklii kalp yetmezligine iligkin elektrofizyolojik
anormallikleri TQ nun tam anlamiyla 6nleyemedigi gozlendi. Ayrica, DOX’un ROS
miktarini arttirmadig1 ve TQ nun da antioksidan seviyesini degistirmedigi gorildii.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, timokinon, kasilma, iyon kanallar1, kalp yetmezligi



ABSTRACT

Objective: In this study, we examined the effect of thymoquinone (TQ) on cardiac
changes induced by administration of doxorubicin (DOX). Therefore,
electrophysiological properties and cellular mechanisms likely to affect these parameters
were investigated in cardiomyocytes isolated from rat hearts.

Method: Heart failure model was performed by administering DOX. During 4-week
experiment, DOX (3 mg/kg/each) was injected subcutaneously into DOX and DOX+TQ
groups in 5 times. TQ (10 mg/kg) was administered to DOX+TQ and CON+TQ groups
by gavage. At the end of 4 weeks, fractional shortening, action potential (AP), L-type
Ca*?, and K* channel currents were recorded from isolated ventricular myocytes. Protein
expression levels were measured by the Western blotting method. Protein carbonyl and
total antioxidant capacity (TAC) were measured by Kits.

Results: While an increase in sarcomere length and a decrease in fractional shortening
was measured in the DOX group myocytes, the relaxation time was prolonged. TQ
application improved these parameters significantly. There was a prolongation in AP
repolarization time of DOX and DOX+TQ group myocytes, although in DOX group, the
prolongation was not significant. While Ca*? channel currents increased in DOX group,
TQ application restored these changes and altered Ca*? channel kinetics. While there was
no change in K" current amplitudes, channel kinetics were slower in the DOX group
myocytes. When protein expressions were examined, p-PLN/PLN expression increased
in DOX and DOX+TQ groups, while SERCA, CAMKII, p-CAMKII and procaspase-3
protein expression levels were decreased. There was no difference in NOX protein
expression, TAC, and protein carbonyl levels between groups.

Conclusion: As a result, it was observed that TQ could not completely prevent the
electrophysiological abnormalities associated with DOX-induced heart failure. Also, it
was observed that DOX did not increase the amount of ROS and TQ did not alter the
antioxidant level.

Key words: Doxorubicin, thymoquinone, contraction, ion channels, heart failure
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TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1: in vitro ¢alismalarda TQ’ nun toksik doz degerleri. Tablo (Almshawit, 2015)
kaynaktan modifiye edilmistir.

Tablo 3.1: Urik Asit Standartlarinin Hazirlanmasi

Tablo 4.1: Deney gruplarindan 6lgiilen viicut agirliklarinin ilk ve son degerleri ve yiizdelik

degisimi. Degerler ortalama + SEM olarak verildi.
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SEKILLER DIZiNi

Sekil 2.1: Atriyum ve ventrikiillerden uyarinin iletilmesi i¢in olusan AP’lere iyonlarin
katkilar1 gosterilmistir. Kisaca, faz 0 kisminda voltaj bagimli Na* kanallar1 agilarak igeriye
Na* iyonlarinin girisi baslatilir. Faz 1 kismina gelindiginde Na* kanallar1 inaktive olur ve
Ca*? kanallar ile gecici K* kanallarinin aktivasyonu gerceklesir. Faz 2 ya da diger adiyla
plato fazina gelindiginde, igeri giren Ca*? yiikleri ile disar1 ¢ikan K yiikleri arasinda bir
esitlik olur ve potansiyel degismemektedir. Faz 3 kisminda artik Ca*? kanallar1 inaktif
duruma geger ve farkli K* kanallarinin devreye girmesiyle repolarizasyon evresine
gecilmektedir. Son olarak faz 4 kisminda esas olarak K* kanallari tarafindan kontrol edilen
dinlenme fazidir. Sekilde goriildiigii gibi her bir iyonun AP’ye zaman ve genlik olarak
katkis1 siyah golgelendirme olarak verilmistir. Sekil (Nerbonne ve Kass, 2005) kaynaktan

revize edilmistir.

Sekil 2.2: Doksorubisin, daunorubisin, epirubisin ve idarubisinin kimyasal yapisi. Sekil
(McGowan ve ark., 2017) kaynaktan modifiye edilmistir.

Sekil 2.3: Kiimiilatif doksorubisin dozuna bagli olarak kalp yetmezligi gelisme riski. Sekil
(Amadori, 2011) kaynaktan modifiye edilmistir.

Sekil 2.4: DOX molekiiliinde siiperoksit radikallerinin olusumu. Doksorubisin, C-B
halkalarinda bitigik kinon-hidrokinon gruplari i¢eren ve A halkasina glikozidik bir
baglant1 ile baglanan seker daunosamin ile birlestirilmis bir tetrasiklik halkadan olusur.
Hiicresel oksidorediiktazlarin aracilik ettii kinon kisminin bir elektron indirgemesi,
oksijen molekiiliinii (O2) sliperoksit radikaline (O2") indirgeyerek ana kinonu yeniden
tireten bir semikinon radikalinin olusmasiyla sonuglanir. Bu, diger ROS ve RNS
olusumuna yol acan bir reaksiyon kaskadini baslatir. Siiperoksit dismutazlar Oz ‘yi
H,02'ye déniistiirebilir. Oz~ ve H20,, hidroksil radikali (OH) olusturmak igin Fe*? veya
diger gecis metali iyonlart ile etkilesime girebilir. Oz~ ayrica lipid peroksitler ve tiiretilmis
alkoksil ve peroksil radikalleri (ROOH, RO, ROO) olusturan lipid peroksidasyonunu
baslatabilir veya peroksinitrit (ONOQO™) olusturmak i¢in nitrik oksit (NO) ile reaksiyona

girebilir.
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Sekil 2.5: Doksorubisinin oksidatif strese katilimi1 ve molekiiler sonuglari. Sekil (Renu ve
ark., 2018) kaynaktan modifiye edilmistir. AGEs, ileri glikasyon son firiinleri; Ang II,
anjiyotensin II; Nrf2, Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2; ER, endoplazmik
retikulum; NF«kB, niikleer faktor-kappa B; MAPK, mitojenle etkinlesen protein kinaz;
AMPK, AMP ile aktive olan protein kinaz.

Sekil 2.6: DOX, DNA’ya enterlakasyonu. A) ToplIf DNA sentezini kolaylastirmak i¢in
DNA siipersarimini gevsetir. B) DOX, DNA ile her iki DNA zincirinde G bazlar
araciligiyla bir kompleks olusturur ve ToplIf aktivitesini ve DNA sentezini onler. Sekil

(Mobaraki ve ark., 2017) kaynaktan modifiye edilmistir.

Sekil 2.7: Corek otunda bulunan ugucu olmayan yagindaki aktif ana maddeler. Sekil

(Ramadan, 2007) kaynaktan modifiye edilmistir.

Sekil 3.1: Sol ventriikiil hiicrelerinden kaydedilen aksiyon pontasiyeli egrisi lizerinden
Olciilen parametreler. APD2s, APDsg ve APDgo aksiyon potansiyelingn repolarizasyon

fazinin sirastyla %25, %50 ve %90’ 1na diismesi i¢in gereken siireleri gostermektedir.

Sekil 4.1: 4 haftalik deney siiresi sonunda gruplarda gézlemlenen sag kalim yiizdelerin

degisimi

Sekil 4.2: Deney gruplarinin haftalik ortalama kilo degerleri. Degerler ortalama + SEM
olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplari i¢in n=24, 23, 19,
18 hayvan. *p<0,05, Kontrol grubuna gore ve #p<0,05, DOX grubuna gore anlamlilig

ifade etmektedir.

Sekil 4.3: TQ uygulamasinin kalp agirligina etkisi. A) Kalp agirligi, B) Kalp agirliginin
tibia uzunluguna orani, C) Kalp agirliginin viicut agirligina oran1 D) Ortalama kapasitans
degerleri. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, DOX, DOX+TQ,
KON+TQ gruplan i¢in n=24, 23, 19, 18 hayvan, *p<0,05, Kontrol grubuna gore

anlamlilig: ifade etmektedir.

Sekil 4.4: Frekanst 1 Hz olan elektriksel alan uyaris1 verilen kardiyomiyositlerden

kaydedilen kisalma parametreleri. A) Her bir gruba ait kisalma traseleri. B) Dinlenim

viii



durumda Olciilen sarkomer boylari. C) Fraksiyonel kisalma orani. D) Kisalmanin
maksimuma ulasmasi i¢in gereken siire (TP). E) Relaksasyonun %50’sine ulagmast i¢in
gereken siire. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, DOX,
DOX+TQ, KON+TQ gruplar i¢in n=51, 50, 47, 52 kardiyomiyosit, *p<0,05, Kontrol
grubuna gore ve #p<0,05, DOX grubuna gore anlamlilig1 ifade etmektedir.

Sekil 4.5: 1 Hz frekansinda uyarilan hiicrelerde 6l¢iilen aksiyon potansiyeli parametreleri.
A) Gruplar i¢in 6rnek aksiyon potansiyeli kayitlari. B) Aksiyon potansiyeli genliginin
%25, %50 ve %90’1ma diisene kadar gegen siire. C) Dinlenim membran potansiyeli. D)
Aksiyon potansiyelinin tepe noktasi. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Sirasiyla
Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplar i¢in n=18, 14, 15, 19 miyosit hiicresi,
*p<0,05, Kontrol grubuna gore ve #p<0,05, DOX grubuna gore anlamliligi ifade

etmektedir.

Sekil 4.6: Deney gruplari icin elde edilen L-tipi Ca*? akimlar1. A) Her bir gruptan alinan
ortalama akim degerlerinin potansiyele gore grafigi. B) Ornek L-tipi Ca*? akim traseleri.
C ve D) L-tipi Ca* kanallarm kapanma kinetiklerinin sirastyla yavas ve hizli zaman
sabitleri. E) L-tipi Ca*? kanallarindan hiicre igine giren Ca*? miktar1. Degerler ortalama =+
SEM olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplari i¢in n=14, 16,
14, 14 miyosit hiicresi, *p<0,05, Kontrol grubuna gore ve #p<0,05, DOX grubuna gore

anlamlilig: ifade etmektedir.

Sekil 4.7: Gruplara ait potasyum akim yogunlugu I-V grafikleri ve zaman sabitleri. A)
Tim gruplar i¢in Itp yogunlugu ortalama traseleri. B) Her bir grup i¢in Iss yogunlugu
ortalama traseleri. C ve D) +70 mV’daki Io’lara ait sirasiyla yavas ve hizli zaman sabitleri.
E) Her bir grup icin Ik1 yogunlugu ortalama traseleri. Degerler ortalama = SEM olarak
verildi. Sirastyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplart i¢in n=14, 17, 14, 13

miyosit, *p<0,05, Kontrol grubuna gore anlamlilig1 ifade etmektedir.

Sekil 4.8: Hiicre i¢i Ca*? diizenleyici proteinlerin western blot goriintiileri ve grafikleri.
A) SERCA (110 kDa), B) p-PLB/PLB (24 kDa), C) CaMKII (50 kDa) ve D) p-CaMKIlI
(50 kDa) protein ekspresyon miktarlari. SERCA, CaMKII ve p-CaMKII GAPDH ile
normalize edildi. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Sirasiyla SERCA, p-PLN/PLN,

iX



CaMKII, p-CaMKII o6lgiimleri i¢in n=8, 8, 15, 11, *p<0,05, Kontrol grubuna gore ve
#p<0,05, DOX grubuna goére anlamlilig ifade etmektedir.

Sekil 4.9: Deney gruplarinin oksidatif stres, antioksidan ve apoptoz parametreleri. A)
NOX2 (55 kDa), B) Prokaspaz-3 (34 kDa) protein ekspresyon miktarlar1 ve western blot
goriintlileri. C) Tim gruplarin ortalama antioksidan kapasitesi. D) Protein karbonil
seviyeleri. Her bir protein ekspresyonu kendi GAPDH ekspresyonuna boliinerek
normalize edildi. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. Sirasiyla NOX2, prokaspaz-3,
TAK ve protein karbonil 6l¢iimleri i¢in n=6, 8, 10, 6, *p<0,05, Kontrol grubuna gore

anlamlilig1 ifade etmektedir.
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1. GIRIS

Giiniimiizde kanser hastaligi ¢ok sik goriilmekte ve Sliimlerin dnemli bir kism1 kanser
yiiziinden olmaktadir. Kemoterapotik bir ajan sinifi olan antrasiklinler 16semi, meme
kanseri, rahim kanseri, akciger kanseri gibi bir¢ok farkli kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Antrasiklinler, simdiye kadar kanser tedavisinde kullanilan en etkili
ajanlardan olup, diger kemoterapétik ajan tiirlerine gore daha fazla kanser tiiriine karsi
etkilidirler (Minotti ve ark., 2004). Buna karsilik kKanser tedavisi sirasinda bu ajanlar
istenmeyen toksik etkiler gosterebilmektedir. Bu durum antrasiklinlerin kullanimini
smirlamaktadir (Yeh ve Bickford, 2009). Antrasiklin ailesinden olan doksorubisin (DOX),
modern onkolojide en giiglii ve en sik kullanilan kemoterapotik ajanlardan biridir. Ne
yazik ki, bu yiiksek etkili maddenin klinik kullanimi, aritmiler, akut ve ge¢ baslangich
toksik kardiyomiyopati gibi kardiyotoksik yan etkilerinin olmasindan dolay1
siirlandirilmistir (Lipshultz ve ark., 1991; Wouters ve ark., 2005). DOX’un sarkoplazmik
retikulumdan (SR) Ca*? sizintisina sebep oldugu bilinmektedir. (Abramson ve ark., 1988).
Bu sizintidan dolayr sistolik Ca*? konsantrasyonu azalirken, diyastolik Ca*?
konsantrasyonu artmaktadir (Sag ve ark., 2011). Bu sekilde Ca*? konsantrasyonunun
azalmasi klinik olarak gozlenen kalp yetmezligine katkida bulunmaktadir. Reaktif oksijen
tirleri (ROS), DOX'un kardiyotoksik yan etkilerinin gelisiminde kritik rol oynamaktadir
(Kim ve ark., 2006; Timolati ve ark., 2006). Fizyolojik gerilme sirasinda, kardiyovaskiiler
sistem icindeki en 6nemli ROS kaynaklarindan biri olan nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz (NOX) aktive olmaktadir. Transvers tiibiillerdeki gerilimle
aktive olan NOX, riyanodin reseptorii 2’nin (RyR2) lokal olarak aktivasyonuyla
sonuglanan farkli bir spatio-temporal tarzda ROS iiretir. Bu, kalpteki temel olaylardan biri
olan SR’dan Ca*? salmim: icin gerekli olan Ca*? kivilcimlarmin olusmasmi tetikler.
RyR2'lerin bu esnemeye bagli ince ayarlama yapmalar1 saglikli kardiyomiyositlerde Ca*?
sinyal duyarhiligm artirsa da patolojik durumlarda Ca*? kivileimlarmin aritmojenik Ca*2
dalgalarin1 tetiklemesini saglar (Prosser ve ark., 2011). Oksidize Ca*?/Kalmodulin
Bagimli Protein Kinaz Il (CaMKII) veya oksidize protein kinaz A, RyR2’yi fosforile
ederek diyastolik Ca*? sizintisim artirir. Artan diyastolik Ca*2 sizintis1 sonucunda, SR Ca*2

miktar1 azalir. Bu durumda, Ca*? transientlerinin genliklerinde ve kontraktilitede azalma



goriilmektedir. ROS, sarko/endoplazmik retikulum Ca*2-ATPazin (SERCA) adenozin
trifosfat (ATP) baglanma yerlerine dogrudan miidahale ederek fonksiyonunu
azaltmaktadir. SERCA fonksiyonundaki bu azalma, SR Ca*? igeriginin ve Ca*? transient
genliginin azalmasma neden olur (Ko6hler ve ark., 2014). Hiicrelerde olusan ROS’larin
meydana getirdigi hasarlart minimuma indirmeye veya yok etmeye yarayan savunma
sistemleri bulunmaktadir. Hiicrenin kendi savunma sistemi oldugu gibi disaridan alinan

besinlerle de hiicre bunu saglayabilmektedir.

Corek otu bitkisinde bulunan (Farkhondeh ve ark., 2017) timokinon (TQ) ile yapilan
calismalarda antimikrobiyal, antiparazitik, antitimor, anti diyabetik, antioksidan,
dermatolojik, anti-inflamatuar, metabolik sendrom, aterogenez, kardiyak kiitlesi ve
kontraktilite anormalligi, trombosit agregasyonu, kalp hizi, kan basinct bozuklugu ve
kardiyotoksisite gibi hastaliklarda terapotik etkileri yaygin sekilde gosterilmektedir
(Alenzi ve ark., 2010; Gholamnezhad ve ark., 2016; Periasamy ve ark., 2016, Shabana ve
ark., 2013). DOX verilerek kardiyak toksisite olusturulan siganlarda TQ verilerek ROS’un
azaltildig1 gosterilmistir (Nagi ve Mansour, 2000). DOX’un oksidan ve antioksidan
sistemleri degistirdigi ve bunun da histopatolojik degisimlere sebep oldugu tespit
edilmistir. TQ uygulamasinin DOX-indiiklii kardiyotoksisite modelinde artmis olan ANP
ve NT-proBNP diizeylerinde iyilesme sagladigi (Karabulut ve ark., 2021) ve DOX ile
kanda artan AST, ALT, CK-MB, ve LDH seviyelerinde TQ uygulamasi ile iyilesme
oldugu gosterilmistir (Alam ve ark., 2018). Diger bir ¢alismada DOX indiikli kalp
hasarina TQ’nun sol ventrikiil fonksiyonunu iyilestirerek, miyokardiyal fibroz
baskilayarak ve apoptozu onleyerek, DOX’un kalbe verdigi hasar1 TQ’nun azalttigi
gosterilmistir (Pei ve ark., 2018). Bu bulgular 1siginda TQ’nun DOX’un neden oldugu
hasarlara kars1 kardiyoprotektif etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir. Calismamizda, 1)
DOX uygulanarak olusturulan kalp yetmezligi modelinde TQ uygulamasmin Kkalbin
kontraktil aktivitesi, aksiyon potansiyeline (AP) ve olasi iyonik akimlara etkisi arastirilip,
2) molekiiler diizeyde oksidatif stres ve Ca*? regiilasyonundan sorumlu proteinlerdeki
degisikliklerin bu etkilerdeki roliiniin arastirilmasi hedeflenmistir. Ozetle projemiz
sonucunda temel olarak, DOX ile olusturulan kalp yetmezligi modelinde TQ
uygulamasinin  kardiyoprotektif bir etkiye sahip olup olmadiginin molekiiler

mekanizmalartyla birlikte kapsamli bir sekilde gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kardiyovaskiiler Sistem

Kardiyovaskiiler sistem, merkezinde kalbin oldugu ve damarlardan olusan kapali bir
dolasim sistemdir. Ortalama bir insan viicudunda yaklasik bes litre kan bulunmaktadir.
Viicuttaki bu kan vaskiiler sistem igerisinde dolasarak organlara yeterli miktarda oksijen
ve besin saglarken aymi zamanda dokulardaki atik {riinleri de toplamaktadir.
Kardiyovaskiiler sistem ayrica hormonlarin gerekli organlara tasinmasindan da
sorumludur. Bundan dolayr yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in kardiyovaskiiler sistem ¢ok
onemlidir. Nitekim embriyonik gelisim sirasinda gelisen ilk fonksiyonel organ kalptir
(Rossant ve Howard, 2002).

2.1.1. Kalbin Yapis1

Kalp, dort odaciktan olusan ve baglantili oldugu damar agi ile birlikte viicut i¢in hayati
Onem tasiyan oksijen ve besin kaynaklarinin tasinmasini saglayan organdir. Kalp, septal
duvar tarafindan sag ve sol kisim olmak tizere ikiye ayrilir ve her bolgede bir tane atriyum
ve bir tane de ventrikiil bulunmaktadir. Kalbin sol tarafi oksijenden zengin kani viicuda
pompalarken (sistemik dolasim), sag tarafi ise viicuttan gelen oksijenden fakir kani

akcigerlere gondererek kanin oksijenlenmesini saglamaktadir (pulmoner dolagim).

2.1.2. Kardiyak Dongii

Normal bir kalbin sag ve sol kisimlar1 senkronize olarak kan pompalamaktadir. Kanin
pompalandiktan sonra kalbin ayni noktasina gelmesine kardiyak dongii denilmektedir.
Kardiyak dongii sistol ve diyastol asamalarindan olusmaktadir. Sistol, ventrikiillerin
kasilip kan1 ventrikiillerden disariya pompalama asamasiyken; diyastol, ventrikiillerin
gevsemeye baglamasiyla atriyumlardan ventrikiillere kanin dolma agamasidir. Kalpte 6zel
olarak gelismis kendi kendine uyart iiretebilen 6zel noktalar bulunmaktadir. Fizyolojik bir
kalpte frekansi en yiiksek olan sinoatriyal (SA) diigiim uyarimin baslangi¢ noktasidir. SA
diigiimden baslayan uyari atriyumlar boyunca ilerler ve atriyumlarin kasilmasi1 sonucunda
her iki atriyumda bulunan kan ventrikiillere bosalir. Daha sonra uyar1 atrioventrikiiler

(AV) diglime gelir ve buradan AV diigiimiiniin uzantis1 olan his demeti araciligiyla



ventrikiillere ulasir. Ventrikiillere gelen uyar1 sonucu ventrikiiller kasilarak iginde

muhafaza ettigi kani viicuda ve akcigerlere gonderir.

Kalp tizerinde olusan uyarmin iletilmesini saglayan bu potansiyel degisiklige AP denir.
AP’nin olusmasinda gorev alan baslica iyonlar Na*, K* ve Ca*dur (Sekil 2.1). Hiicreye
gelen uyar1 sonucunda Na* kanallar1 aktivasyonunun ardindan hizli bir sekilde AP’yi
baslatmaktadir (Faz 0). Daha sonra AP’de goriilen hizli inisten sorumlu gegici-disa dogru
K* akimlar1 (Ir) devreye girer ve hiicre repolarize olmaya baslar. Bu evreye faz 1 evresi
denilmektedir. iki farkli I, akim tiirii tamimlanmistir. Bunlar hizli I (lof), Ve yavas o
(loss) olarak adlandirilmaktadir (Xu ve ark., 1999). Kardiyak AP’yi diger AP’lerden ayiran
en onemli 6zellik, uzun bir plato fazimin olmasidir. Voltaj kapili Ca*? kanallarinin
aktivasyonu ile olusan bu evreye faz 2 denilmektedir. Bu evrede aktif olmus Ca*2
kanallarindan giren Ca*? iyonlar1 uyarilma-kasilma ¢iftlenimini tek basina tetiklemek icin
yeterli degildir. Hiicrenin membraninda bulunan voltaj kapili Ca*2 kanallardan giren Ca*?
iyonlar1 SR’daki RyR2’ye baglanarak SR igerisinde bulunan depolanmig Ca*? iyonlarinin
hiicre i¢ine bosalmasii saglamaktadir. Buna Ca*? bagimlh Ca*? salinimi denilmektedir.
Hiicre i¢inde artan Ca*? konsantrasyonu ile Ca*? troponine baglanir. Bu baglanma
sonucunda troponinde konformasyonel bir degisiklik olur ve bu degisiklik ile aktin
molekiiliindeki miyozin baglanma noktalar1 agiga c¢ikar. Boylelikle aktin-miyozin
birbirlerine baglanir. Bu sekilde kasilma meydana gelir (Bers, 2002). Plato fazindan sonra
hiicre tekrar dinlenim durumuna gegecegi potansiyel seviyesine dogru ilerler. Bu agamaya
faz 3 denir. Ca*? kanallarinin inaktivasyonu ile baskin hale gelen K* kanallar1 hiicreyi
dinlenim durumuna getirmekte 6nemli rol oynamaktadir. Birden fazla K kanali bu fazda
gorev almaktadir. Bunlar gecikmis-dogrultucu (delayed rectifier) hizli K* akimi (Ikr),
gecikmis-dogrultucu yavas K* akimi (lks) ve gecikmis igeriye-dogrultucu (inward
rectifier) K™ akimi (Ik1) olarak adlandirilir (Roden, 1998). Bu kanallarin repolarizasyon
evresine katkilarini canlinin tiirii, parasempatik ve sempatik girdiden gelen etkiler ve kalp
hizi gibi faktorler belirlemektedir. Ik bilesenlerinin diger K* akimlarindan farki
aktivasyonun nispeten ge¢ olmasidir. Faz 3 repolarizasyon evresinin bitiminde hiicrenin
dinlenim durumuna geri dondiigii evreye faz 4 evresi denilmektedir. Bu evre kalpte
diyastol siirecine denk gelmektedir. Bu evrede normal sartlarda ¢ogu voltaj kapili

kanallarin kapali olmasindan dolay1 ¢ok az iyon hareketi goriilmektedir.



Dinlenme membran potansiyeli, K* denge potansiyeline yakin olmasindan dolay1, yani K*
kanallarinin gegirgenligi Na* ve Ca*? kanallarindan daha biiyiiktiir. Miyositin tipine gore
dinlenim membran potansiyeli -60 ile -90 mV arasinda degismektedir (Whalley ve ark.,
1995; Grunnet, 2010).
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Sekil 2.1: Atriyum ve ventrikiillerden uyarmmin iletilmesi igin olusan AP’lere iyonlarin katkilari
gosterilmistir. Kisaca, faz 0 kisminda voltaj bagimli Na* kanallar1 agilarak iceriye Na* iyonlarimin girisi
baglatilir. Faz 1 kismina gelindiginde Na* kanallari inaktive olur ve Ca*? kanallar ile gegici K* kanallarimin
aktivasyonu gergeklesir. Faz 2 ya da diger adiyla plato fazina gelindiginde, igeri giren Ca*? yiikleri ile disar
¢ikan K* yiikleri arasinda bir esitlik olur ve potansiyel degismemektedir. Faz 3 kisminda artik Ca*2 kanallari
inaktif duruma geger ve farkli K* kanallarinin devreye girmesiyle repolarizasyon evresine gegilmektedir.
Son olarak faz 4 kisminda esas olarak K* kanallari tarafindan kontrol edilen dinlenme fazidir. Sekilde
goriildiigii gibi her bir iyonun AP’ye zaman ve genlik olarak katkisi siyah golgelendirme olarak verilmistir.
Sekil (Nerbonne ve Kass, 2005) kaynaktan revize edilmistir.



2.2. Antrasiklinler

Antrasiklinler sitotoksik antibiyotikler olmasina ragmen toksisitesi yiiksek olmasindan
dolay1 antibiyotik olarak kullanilmamaktadir (Rahman ve ark., 2007). Bununla birlikte
tiimor tedavisi i¢in simdiye kadar bulunan en efektif ilaglardan birisidir. 50 yil1 askin
stiredir kullanilan antrasiklinler glinlimiizde kat1 timorler, yumusak doku sarkomlar ve
hematolojik maligniteler gibi bir¢cok kanser tiirlerine iyi gelmektedir. Fakat son yillarda
kanserin molekiiler temelinin anlasilmas1 kanser kemoterapisinde avantaj sagliyor
olmasina ve birgok ilacin kanser tedavisinde ve hasta sag kaliminda gelisim gosteriyor
olmasina ragmen, bu ilaglarin yararlarinin yaninda o6zellikle kardiyovaskiiler sistem
tizerinde gosterdigi zararlarindan dolayr kullanimi konusunda bir dengenin gozetildigi

anlasilmaktadir (Hahn ve ark., 2014; Ewer ve Ewer, 2015).

[lk antrasiklin Streptomyces peucetius bakterisinden tiiretilen daunorubisindir. Daha sonra
daunorubisinden daha etkili olan DOX iiretilmistir. Antrasiklinler genel olarak DNA baz
ciftleri arasina girerek, serbest oksijen radikallerini arttirarak ve topoizomeraz I1B'y1
(ToplIB) inhibe ederek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedirler. DOX, birgok
farkli timor tipine karsi genis spektrum aktivitesi sergiler ve bu nedenle onkolojik

tedavinin ana dayanaklarindan biri olmaya devam eder

Antrasiklinlerin siklikla kullanilan dort ¢esidi bulunmaktadir. Bunlar DOX, daunorubisin,
epirubisin ve idarubisindir. Sekil 2.2°de goriildiigii gibi hepsinin yapilari birbirine benzese
de kullanildig: yerler ve etkileri arasinda farkliliklar bulunmaktadir (McGowan ve ark.,
2017). Antrasiklinler, bir seker grubuna bagl tetrasiklik bir halka yapisindan
olugmaktadirlar. DOX ile daunorubisin arasindaki tek fark, DOX’un yan zincirinin alkol
ile biterken, daunorubisin yan zincirinde bir metil grubu ile sonlanmaktadir. Bu farklilik,

iki antrasiklinin aktivitesinde dnemli sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.



Sekil 2.2: Doksorubisin, daunorubisin, epirubisin ve idarubisinin kimyasal yapisi. Sekil (McGowan ve ark.,
2017) kaynaktan modifiye edilmistir.

DOX kanser tedavisinde ¢ok basarili olmasina ragmen, yaninda getirdigi bircok zararl
yan etkileri de bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlileri tiimdr hiicrelerinde direng
gelisimi, saglikli dokularda toksisite ve en dnemlisi kronik kardiyomiyopati ve konjestif
kalp yetmezligidir. Bu yiizden DOX kullanim1 kiimiilatif olarak 600 mg/m? gegmeyecek
sekilde smirlandirilmistir (Minotti ve ark., 2004).

2.2.1. Doksorubisin

Antrasiklin tiirevlerinden biri olan DOX, kanser tedavilerinde kullanilan 6nemli bir
kemoterapotik ilagtir. Dogal bilesigi olan daunorubisinin dliimciil kardiyotoksisite
olusturmasi sonucu (Tan ve ark., 1967) daha az zararl1 bilesik bulma ¢abasina girilmis ve
Streptomyces bakterisi mutasyona ugratilarak farkli bir antibiyotik tiretilmistir. Bu yeni
bilesigin kardiyotoksisitesi ayni kalmasina ragmen daha yiiksek terapotik indeks
gostermistir (Di Marco ve ark., 1969). Bu bilesik hematolojik kanserler, yumusak doku
sarkomalart ve ¢esitli karsinoma tipleri gibi kanser cesitlerinde etkili olarak

kullanilmaktadir ve ticari adi Adriyamisin olarak da bilinmektedir.



2.2.2. Doksorubisin Toksisitesi

DOX, bir¢ok farkli kanser tedavisinde kullanilmasina ragmen, kullaniminin olusturdugu
toksisiteden dolayr doz miktar1 smirlandirilmistir. Iyi bilinen yan etkileri genellikle
bulanti, kusma ve sa¢ dokiilmesidir (Carvalho ve ark., 2009). Goriilen bu etkiler doz
miktarina bagli olarak degismekte ve doz miktar1 arttik¢a goriilen etkiler de daha 6limciil
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.3). Eger alman doz miktar1 550 mg/m?’nin iizerine
cikarsa, kanser tedavisinde basarali olunsa bile %50 6liim orani ile kardiyomiyopati
gelismesi muhtemeldir (von Hoff ve ark., 1979). Bunun gibi etkiler hastaya kanserin

kendisinden daha biiylik bir tehdit olusturmaktadir.
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Sekil 2.3: Kiimiilatif doksorubisin dozuna bagli olarak kalp yetmezligi gelisme riski. Sekil (Amadori, 2011)
kaynaktan modifiye edilmistir.

Su anda, DOX'un kardiyotoksisite mekanizmasi tam olarak ¢oziilememistir, ancak son
caligmalar ciddi toksisite olusumunu potansiyel olarak artirabilecek yas, yasam tarzi
secimleri, kardiyotoksik anti-tiimor ilaclart ile kombinasyonu ve oOnceki radyasyon
tedavisi gibi risk faktorleri oldugu gosterilmistir (Chatterjee ve ark., 2010). DOX’a bagh
kardiyotoksisite 3 kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar akut, erken ve ge¢ baslangi¢li kronik
kardiyotoksisitedir (Yeh ve Bickford, 2009).

Akut Kardiyotoksisite
Akut kardiyotoksisite hastalarin %1’den azinda goriilmektedir. Etkisi uygulamanin hemen

ardindan veya tedaviyi takip eden iki hafta i¢inde goriiliir ve genel olarak etkileri gecicidir



(Wouters ve ark., 2005). Ritim bozukluklari, miyokard kontraktilitesinde gecici azalmalar
ve/veya hipotansiyon perikardit, gegici aritmiler veya sol ventrikiil bozuklugu olarak
ortaya ¢ikan etkileri goriilebilmektedir (Billingham ve ark., 1978; Steinberg ve ark.,
1987). Sol ventrikiil fonksiyonundaki goriilen bozulma kardiyak fonksiyonda gosterilen

iyilesmeler ile belgelendigi igin kalic1 olmamaktadir (Billingham ve ark., 1978).

Erken baslangich Kronik Kardiyotoksisite

Antrasiklin indiiklii kardiyotoksisitenin (AIK) en yaygin belirtisi akut kardiyak
toksisitedir. Bir antrasiklin uygulamasindan sonra veya sirasinda hastalar, akut
hipotansiyon veya gecici ritim bozukluklar1 olarak ortaya ¢ikan akut kardiyak toksisite
yasayabilir. Bu genellikle gegicidir ve miidahale olmaksizin diizelir (Kremer ve ark.,
2002). Semptomlar genel olarak ilag tedavisinin baslangicini takip eden bir yil i¢inde kalp
yetmezligine yol agabilen dilate kardiyomiyopati seklinde ortaya ¢ikar. Erken baslangich
kronik AIK’in insidansini ve klinik 6zelliklerini aydinlatmak icin yapilan bir ¢alismada,
hastalarin %9’unda AIK gelismis ve bu hastalarin da %981 bu etkileri tedaviden sonraki
bir yil igerisinde gdstermistir (Cardinale ve ark., 2015). AIK’ nin énemli bir gostergesi
olan sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunda bir azalmanin olmas: iizerine, DOX uygulanan
hastalara kalp yetmezligi tedavisi i¢in enalapril kullanilmis ve hastalarin %71°1 ancak

kismi bir iyilesme gosterirken, %11°i tam iyilesme gostermistir (Cardinale ve ark., 2015).

Gec¢ Baslangich Kronik Kardiyotoksisite

Geg baslangich kronik kardiyotoksisite ¢ogunlukla ¢ocukluk caginda kanser tedavisi
goren kisilerde goriiliir. Tedavinin tamamlanmasindan en az 1 yil sonra ortaya ¢ikar.
DOX’a maruz kalindiktan uzun bir siire herhangi bir belirti gostermeden on yillar sonra
da ortaya ¢ikabilmektedir (Lipshultz ve ark., 2013). Antrasiklin tedavisinden sonra kanseri
yenen ¢ocuklarda, tedavinin bitiminden 30 y1l sonra yaklasik ylizde 75’inde kalp yapisi
ve islevinde anormalliklere rastlanmistir (Lipshultz ve ark., 1991; Lipshultz ve ark., 1995)
ve bu anormallikler ¢ogu hastada ileri seviyede goriilmiistiir. Cocuklarda yapilan
caligmalarda gec¢ baslangich kronik kardiyotoksisitenin ortalama 6 yil sonra goriilme
sikligr %1,6 ile %2,8 seklinde bulunmustur (von Hoff ve ark., 1979; Kremer ve ark.,
2001). Tedavinin baglamasindan 15-20 yil sonra antrasiklinin neden oldugu klinik kalp



yetmezligi riskinin %4-5 oldugu tahmin edilmistir (Green ve ark., 2001; Kremer ve ark.,
2001).

Geg baslangich kronik kardiyotoksisite i¢in yiiksek kiimiilatif doz, yas ve antrasiklinlere
daha 6nceden maruz kalma gibi risk faktorleri de bulunmaktadir (Wouters ve ark., 2005).
Yiiksek kiimiilatif antrasiklin dozu, ge¢ kardiyotoksisite i¢in iyi bilinen bir risk faktoriidiir.
Yapilan ¢alismalarda yaklasik 250-300 mg/m?den fazla antrasiklin alan hastalarda
kardiyak performansin kotiilestigi goriilmiistiir (Nysom ve ark., 1998; Sorensen ve ark.,
2003). Kiimiilatif doz, hem art-yiikii hem de kasilmay: etkilemektedir (Lipshultz ve ark.,
1991).

2.2.3. Kalp Yetmezligi

Insan viicudunda bulunan metabolik olarak en aktif organ olan kalbin kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin hiicresel dongiiyii ve kontrolsiiz olarak metabolizmay1 bozmaya
yonelik etkilerinden dolay1r bu bireylerde kalp yetmezligi goriilmesi muhtemeldir.
Kullanilan doz, kullanim siklig1 ve baska ilaglarla beraber kullanimi1 kardiyomiyopati

olusma olasihigimi etkilemektedir (Yeh ve Bickford, 2009).

Antrasiklinlerin kalpte olusturdugu olumsuz etkilerin 6nlenmesi i¢in birgok ¢aligma
yapilmistir. Fakat yapilan caligmalarda tam anlamiyla bir sonug¢ c¢ikmadigi igin,
antrasikline maruz kalma sonucu bireylerde kalp yetmezligi goriilmesi devam etmektedir.
Antrasikline bagl kalp yetmezligi genel olarak tedaviden on yillar sonra ortaya ¢iktigi
icin Onleyici stratejiler gelistirmek zorlagmaktadir (Sawyer, 2013). Bu nedenle
antrasiklinlerin kardiyomiyositlerde meydana getirdigi hasarin spesifik mekanizmasi
belirsizligini korumaktadir. Serbest radikal olusturan hem enzimatik hem de
mitokondriyal solunum zinciri ve enzimatik olmayan demir (Fe*?)-antrasiklin
kompleksinin olas1 mekanizmalar olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmalarin hepsi

ROS iiretmektedir (Olson ve Mushlin, 1990).

2.2.4. Kardiyotoksisite Mekanizmalari
Kemoterapiye bagl kardiyotoksik etkisinin yiiksek oldugu bilinmesine ragmen (Groarke
ve Nohria, 2015), antrasiklinlerin kardiyomiyositlere vermis oldugu geri doniisiimsiiz

hasarin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Stérba ve ark., 2011). Calismalar
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DOX’un olusturdugu olumsuz kardiyak etkilerin ilerleyici ve ¢ok faktorli oldugunu
gostermektedir. Bu etkileri, doku ve hiicresel seviye ve hiicre alt1 seviye olmak tizere iki
kisim seklinde incelenmektedir. Doku ve hiicresel seviyede DOX, mitoz sonrasi
farklilasmis kardiyomiyositlerin sitotoksitesine sebep olmaktadir ve buna baglh olarak
hiicresel boyutta kiitle kaybina neden olmaktadir (Billingham ve ark., 1978). Hiicre alt1
diizeyde bakildiginda, DOX mitokondriyal membranin ve miyofibril diizenlemesinin
bozulmasina neden olmaktadir (Rahman ve ark., 1982). DOX’a bagl kardiyomiyopatinin
olasi mekanizmalar1 arasinda bozulmus Ca'® dengesi, degismis gen ve protein
ekspresyonu, ToplIB’nin inhibisyonu yoluyla DNA kirilmas1 ve hiicrelerin mitokondrisine
zarar veren oksijen radikallerin olusumu yer alir (Rahman ve ark., 1982; Gewirtz, 1999;
Lipshultz ve ark., 2014).

Oksidatif Stres

DOX'un kesfinden bu yana, oksidatif stres DOX indiiklii kardiyotoksisitenin (DIK)
karmasik patofizyolojisini agiklamak i¢in en sik 6nerilen mekanizmadir (Takemura ve
Fujiwara, 2007; Simanek ve ark., 2009; Salazar-Mendiguchia ve ark., 2014). Serbest
radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis tek elektronun bulundugu atom ve molekiil
olarak tanimlanir. Bu nedenle elektronlari eslestirilmis ayn1 atom ve molekiillere kiyasla
son derece reaktiflerdir. Birden fazla radikal cinsi olmasina ragmen, oksijenden tiiretilen
radikaller, biyolojik sistemler i¢in en 6nemli olanidir ve genellikle ROS olarak bilinirler.
ROS birgok hiicrede normal fizyolojik yanit olarak iiretilmekte ve diisiik yogunlukta
bulundugu takdirde yararlari oldugu bilinmektedir (Valko ve ark., 2007). Fizyolojik
kosullar altinda biyokimyasal antioksidan sistemler tarafindan ROS seviyesi diisiik ve
dengede tutulmaktadir. Bu denge eger ROS seviyesindeki artis yoniinde bozulursa, artan
ROS’a bagl oksidatif stres olusur. Kalp hiicrelerinde peroksidaz, katalaz ve siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin diger hiicrelere gore daha diisiik seviyelerde
olmasi nedeniyle oksidatif hasara son derece egilimlidirler. Ek olarak, DOX'un kimyasal
yapisi, molekiiler oksijenle (bir elektron alicis1) reaksiyona girebilen ve hizla ana bilesige
geri donebilen kararsiz bir metabolit olan bir semikinona indirgenebilen kinon gruplari
icerir (Sekil 2.4). Bu dongii mitokondri igerisinde siiperoksit anyon radikallerinin
olusumuna neden olarak kardiyotoksisiteye sebep olur (Ichikawa ve ark., 2014; Raj ve
ark., 2014; Salazar-Mendiguchia ve ark., 2014; Varricchi ve ark., 2018).
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Sekil 2.4: DOX molekiiliinde siiperoksit radikallerinin olusumu. Doksorubisin, C-B halkalarinda bitisik
kinon-hidrokinon gruplari iceren ve A halkasina glikozidik bir baglanti ile baglanan seker daunosamin ile
birlestirilmis bir tetrasiklik halkadan olugur. Hiicresel oksidorediiktazlarin aracilik ettigi kinon kisminin bir
elektron indirgemesi, oksijen molekiiliinii (O>) siiperoksit radikaline (O2") indirgeyerek ana kinonu yeniden
lireten bir semikinon radikalinin olugmasiyla sonuglanir. Bu, diger ROS ve RNS olusumuna yol agan bir
reaksiyon kaskadini baglatir. Siiperoksit dismutazlar O, ‘yi H2O'ye doniistiirebilir. Oz~ ve H202, hidroksil
radikali (OH) olusturmak i¢in Fe*? veya diger gecis metali iyonlar: ile etkilesime girebilir. O, ayrica lipid
peroksitler ve tiiretilmis alkoksil ve peroksil radikalleri (ROOH, RO, ROO) olusturan lipid
peroksidasyonunu baslatabilir veya peroksinitrit (ONOQ") olusturmak i¢in nitrik oksit (NO) ile reaksiyona
girebilir.

Kalp diger bir¢ok organa gore ¢ok fazla caligmaktadir. Giinde ortalama bir yetiskin
bireyde 100.000 atim yaparak 10 ton civarinda kan1 viicuda pompalamaktadir. Kalpte bu
islemlerin gergeklesmesi i¢in muazzam miktarda enerji gerekmektedir. Bu yiizden diger
birgok hiicreye oranla kalp hiicrelerinde mitokondri sayis1 fazladir. Buna bagl olarak da
mitokondride gézlemlenecek herhangi bir aksaklik kalbi daha fazla etkileyecektir (Goffart
ve ark., 2004). Mitokondri kalpte DIK ten en fazla etkilenen organeldir. Bunun en biiyiik
sebebi katyonik bir ila¢ olan DOX’un kardiyolipine yiliksek olan affinitesidir. Bunun
sonucunda mitokondrinin i¢ membraninda geri doniigsiiz bir kompleks olusmaktadir
(Goormaghtigh ve ark., 1990; Ghigo ve ark., 2016). Mitokondri i¢inde bulunan elektron
tagima zincirinde bulunan proteinlerin diizgiin ¢aligsabilmesi icin kardiyolipin gereklidir.
DOX ile kompleks olusturan kardiyolipin elektron tagima zinciri sonucunda normalden

daha fazla siiperoksit anyon radikali olusumuna neden olmaktadir (Singal ve ark., 1997).
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Boylelikle ROS farkli sekillerde kardiyomiyosit Oliimiine sebep olmaktadir. Ayrica,
kasilma i¢in gerekli ATP’yi saglamakta olan mitokondride olusacak fizyolojik aksaklik,
hiicrenin kasilma ve gevsemesinde anormalliklerin olusmasina sebep olur (Lipshultz ve
ark., 1991; Ventura-Clapier ve ark., 2004). Miyokardial mitokondri, Ca*? dengesinde de
rol aldig1 i¢in mitokondride olusacak fizyolojik hasarlar hiicre i¢i Ca*? dengesini de
etkilemektedir (Crompton ve Costi, 1988).

glikoz alimi ve
/. yag asidi alimi

AGEs/AngIl | € \
B P v - VP
. SesEoRsarEsms: B 1emsgs,

=2

NFkB aktivasyonu / p38
MAPK ve AMPK

DNA
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S

e

Sekil 2.5: Doksorubisinin oksidatif strese katilimi ve molekiiler sonuglari. Sekil (Renu ve ark., 2018)
kaynaktan modifiye edilmistir. AGEs, ileri glikasyon son tiriinleri; Ang II, anjiyotensin II; Nrf2, Niikleer
faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2; ER, endoplazmik retikulum; NF«B, niikleer faktor-kappa B; MAPK,
mitojenle etkinlesen protein kinaz; AMPK, AMP ile aktive olan protein kinaz.

DOX indiiklii ROS’un olusumunda mitokondriden farkli olarak nitrik oksit (NO) sentaz
(NOS) ve NOX yolaklar1 da bulunmaktadir. Bu enzimler DOX ile etkilesime girerek
oksidatif stresi arttirmaktadir (Salazar-Mendiguchia ve ark., 2014; Ghigo ve ark., 2016).
NOS, L-arginin ve oksijenden NO fiiretilmesinden sorumlu bir enzimdir (Kalivendi ve
ark., 2001; Forstermann ve Sessa, 2012). DOX, endotelyal NOS (eNOS)’un rediiktaz
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alanina dogrudan baglanarak siiperoksit olusumuna neden olmaktadir (Vasquez-Vivar ve
ark., 1997). Daha onceki bir g¢alismada, NOS araciligi ile iretilen siiperoksitin

kardiyomiyositlere verdigi zararlar gosterilmistir (Garner ve ark., 1999).

NOX ile ilgili yapilan ¢alismalarda, bu enzim miyokardiyal ROS'un 6nemli bir kaynagi
olarak tanimlanmaktadir (Byrne ve ark., 2003; Grieve ve ark., 2006; Looi ve ark., 2008).
Prototipik NOX, aktivasyonla iligkili birka¢ sitozolik alt birimle (p47phox, p67phox,
p40phox ve Rac) birlikte bir katalitik ¢ekirdek (NOX2/p22phox) i¢eren ¢ok bilesenli
kompleks bir yapidir (Cave ve ark., 2006). NOX1-5 arasinda farkli NOX izoformlar:
tanimlanmustir. Kardiyomiyositler, fibroblastlar ve endotel hiicrelerinde eksprese edilen
NOX2 ve NOX4 baslica kardiyak izoformlaridir (Byrne ve ark., 2003; Cave ve ark.,
2006). Bu enzimler, bir elektronun NADPH'den kinon DOX'a transferine aracilik ederek
DOX semikinon radikalinin olusmasina sebep olur. Sonug olarak, NOS'lara benzer sekilde
stiperoksit tiretebilirler. Semikinon radikali ayrica hidrojen peroksit (H202) ile reaksiyona
girerek hidroksil radikalleri olusturur (Octavia ve ark., 2012a). Ayrica, NOX’a bagiml
ROS iiretimi, miyosit hipertrofisi, kontraktil disfonksiyon, apoptoz ve fibroz gibi kardiyak
yeniden sekillenmenin birkag temel bilesenini diizenler (Sekil 2.5) (Bendall ve ark., 2002;
Qin ve ark., 2006).

DNA Hasan

DOX’un kansere kars1 olusturdugu etkinin en biiyiik kismi tiimor hiicre DNA’sina yaptigi
geri doniisii olmayan hasar olabilir. Sigan modelinde DIK indikatérii olarak ToplIf
tanimlanmustir (Cirillo ve ark., 2000). ToplIf tiim hiicrelerde bulunur ve replikasyon,
transkripsiyon veya rekombinasyon sirasinda DNA ipliklerini ¢ézer. DOX, DNA
zincirlerine interkalasyon (DNA molekiiliinde ¢esitli ligandlarin birlesmesini) yoluyla
DNA sentezini onleyen bir ToplIf zehiri olarak bilinir. ToplI, DNA topolojisini
degistirerek kardiyomiyositin dliimiine sebep olabilecek ¢ift sarmalli DNA'nin gegici
kirilmasina ve DNA siipersarim diizensizligine yol agmaktadir (Sekil 2.6) (Lipshultz ve
ark., 1997).

DIK’de p53 ve apoptotik yolaklarin anormal diizeyde aktivasyonu gosterilmistir
(Nousiainen ve ark., 1999). DOX bagimli ROS miktarinin artmasinin sebebinin, ToplIf
bagimli olarak antioksidan enzimlerinin genlerindeki ekspresyonun azalmasindan
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kaynaklandig ileri siiriilmektedir (Minotti ve ark., 1996). Normal kosullarda hiicrede
DNA hasar1 goriildiigiinde, DNA onarim yollar1 aktive olmaktadir. Bu yolaktaki
enzimlerin bazilari DNA kopyalanmadan 6nce veya replikasyondan sonra DNA'dan
oksitlenmis bazlar1 ayirirken, bazilar1 da niikleotidik havuzdan oksitlenmis bazlari ¢ikarir
(Takao ve ark., 1999). Bu oksitlenmis bazlarin, DNA replikasyonunun 6nlenmesine ve
DNA polimeraz diizeltme hatalarinin artmasina yol agan mutajenik bilesikler oldugu

gosterilmistir (Parker ve ark., 2001).

B (B interlakasyon
! E c

(B)

DNA Sentezi

X

DNA-Doksorubisin
Kompleksi

Sekil 2.6: DOX, DNA’ya enterlakasyonu. A) ToplI} DNA sentezini kolaylastirmak i¢in DNA siipersarimini
gevsetir. B) DOX, DNA ile her iki DNA zincirinde G bazlar1 araciligiyla bir kompleks olusturur ve ToplIIp
aktivitesini ve DNA sentezini onler. Sekil (Mobaraki ve ark., 2017) kaynaktan modifiye edilmistir.

Demir Metabolizmasi
Kabul edilen bir diger 6nemli mekanizma ise Fe*? ile DOX un olusturdugu kompleksin

mitokondrinin i¢ zarinda serbest radikal olusmasina neden olmasidir. Mitokondrinin
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kardiyomiyositlerin yaklasik olarak %40’mi1 kapladigi diisiiniilirse, bu organel ROS
tiretimi i¢in 6nemli bir yer tutmaktadir (Goffart ve ark., 2004).

DOX’un mitokondrinde bulunan kardiyolipine baglanmasi ile mitokondride DOX
birikimine neden olur. ATP iiretimi sirasinda mitokondride redoks dongiileri sirasinda

onemli miktarda H»O; iiretilmektedir. Fe*?’

nin varliginda fenton reaksiyonu sonucunda
H20- yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikaline (OH") doniismektedir (Gutteridge,

1989; Minotti ve ark., 2004).

DOX, hiicre icindeki Fe*?’i tasiyan veya baglayan proteinlerin aktivitesine miidahale
ederek Fe™ metabolizmasi iizerinde etki gdstermektedir. Sonu¢ olarak DOX hiicre
icindeki serbest Fe*?de bir artisa neden olur ve bu artis sonucu hiicre i¢i serbest radikal
{iretimine yol acabilir (Minotti ve ark., 2001). Ayrica DOX, hiicre i¢indeki serbest Fe*¢i

azaltan ve Fe*? tasiyic gibi calisan ferritinin agir ve hafif zincirlerinin Fe*?

e duyarh
elamanlari ile de etkilesime girebilmektedir. Buna bagli olarak bu proteinlerde olusacak
hasar hiicre i¢i serbest Fe™? miktarinda artisa neden olacaktir ve bu artis nedeni ile yine

serbest radikal iiretiminde artis goriilebilmektedir (Canzoneri ve Oyelere, 2008).

Hiicre i¢i Ca*? Diizensizligi
Ca*?, hiicrenin kasilma sirasinda gorev alan kilit bir iyondur. Hiicrenin, kasilma-gevseme
sirasinda Ca*? seviyesini ¢ok iyi bir sekilde kontrol etmesi gerekmektedir. Kasilma
aktivitesi sirasinda Ca'? seviyesinde olusabilecek herhangi bir bozulma kardiyak
hipertrofi ve kalp yetmezliginde oldugu gibi kontraktil disfonksiyona sebep
olabilmektedir (MacLennan ve Chen, 2009; Lee ve ark., 2012). Bir¢ok ¢alismada DIK’in
en bilyiik patogenezinin hiicre ici Ca*® dengesinde olusan bozulmalar oldugu
gosterilmistir (Ondrias ve ark., 1990; Olson ve ark., 2005; Kim ve ark., 2006). DOX’a
bagl olarak hiicre i¢i Ca*? seviyesinin artmasmna neden olan birgok mekanizma
onerilmistir (Octavia ve ark., 2012b). Bunlardan ilki, hiicre zar1 iizerinde bulunan Ca*?
iyonunu hiicre igine ve/veya hiicre disina tastyan pompalar iizerine etkisidir. Na*/Ca*?
degis-tokuscusunu inhibe ederek, hiicre iginde alinan Ca*? iyonlarinin disar1 ¢ikmasini
engellemektedir (Caroni ve ark., 1981). Aym zamanda, L-tipi Ca*? kanallarmin
aktivasyonunu arttirarak bu kanallardan hiicre icine giren Ca*2 miktarim da arttirmaktadir
(Keung ve ark., 1991). DOX’un aktif bir metaboliti olan doxorubisinol,
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kardiyomiyositlerde birikerek SR tizerinde bulunan SERCA’nin ¢alismasini inhibe ederek
SR igerisine Ca*? iyonlarinin alimmi azaltmaktadir (Hanna ve ark., 2014). Etkili bir
kasilma-gevseme dongiisii i¢in Ca*? iyonlarinin hiicre i¢inden SR igerisine alinmasi ve
daha sonra ihtiya¢ halinde SR igerisinden RyR2 kanallar1 yoluyla hiicre igine bosaltilmasi
gerekmektedir. Bu dongii etkili bir sekilde gergeklesmedigi takdirde kardiyomiyositlerde
kasilma-gevseme siireglerinde onemli bir aksamaya neden olur. Bir baska mekanizmada
ise DOX direk olarak RyR2’ye baglanarak agilma olasiligini arttirmaktadir (Saeki ve ark.,
2002). Bu baglanma sonucunda SR icerisindeki Ca™ konsantrasyonunda azalma
gdzlemlenirken, sitozolik Ca*? konsantrasyonunun arttigi goriilmiistiir (Feng ve ark.,
1999; Gambliel ve ark., 2002). Son olarak SR igerisinde Ca*? tamponu olarak ¢alisan
kalsequestrin proteinine baglanarak kalsequestrinin Ca*?’
(Charlier ve ark., 2005; Park ve ark., 2005). Boylelikle Ca*? baglanma kapasitesini

a baglanmasini engellemektedir

diisiirerek SR igerisindeki Ca*™® konsantrasyonunda diisiise sebep olmaktadir. Sonug
olarak, uzun siire ila¢ kullanimina bagli olarak kalsequestrinin Ca*2 baglama kapasitesinin
azalmasi katekolaminerjik polimorfik ventrikiil tasikardi olusumasina sebep olmaktadir

(Terentyev ve ark., 2003).

Sarkomer Yapi Degisiklikleri

DIK olusmas: ile beraber sarkomerde bulunan miyofilamentlerde bozulma veya kayiplar
goriiliir. Kardiyak sarkomerde dnemli ve biiyiik bir protein olan titinin hem yapisal hem
de kasilmay1 diizenleyici bir¢ok islevi vardir (Gautel, 2011). Bu proteinin yapisinda
olusacak fonksiyon bozuklugunun dilate kardiyomiyopati gelismesi ile alakali olduguna
dair caligmalar bulunmaktadir (McNally, 2012; Chan ve ark., 2020). DOX uygulamasinin
kalpain bagimli titin proteolizini uyardigini gosteren veriler bulunmaktadir (Nakagawa ve
ark., 2000).

Apoptoz

Apoptoz, dokulardaki hiicre popiilasyonunu korumak i¢in homeostatik bir mekanizma
olarak gelisim ve yaslanma sirasinda ortaya c¢ikar. Apoptoz ayrica bagisiklik
reaksiyonlarinda veya hiicreler, hastalik veya =zararli maddeler tarafindan hasar
gordiigiinde ortaya cikan bir savunma mekanizmasidir (Jackson ve Bartek, 2009).

Apoptozu tetikleyebilecek hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok cesitli uyaran ve kosullar
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bulunmaktadir. Apoptoz, BAD ve Bcl-21 dahil olmak tizere Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
ve anti-apoptotik iiyelerinin etkilesimi ile baglamaktadir. Proteolitik enzimler ailesinden
olan kaspaz proteinlerinin aktivasyonu ile hiicre iskeletini, organelleri pargalayan ve
DNA'y1 bozan diger proteinler aktive olur (Cavalcante ve ark., 2019). Bu kontrollii siireg

ile yapis1 bozulan hiicrenin komsu hiicrelere zarar vermeden liimii gerceklestirilmis olur.

Yapilan hem kronik hem de akut ¢aligmalarda, DOX un farkli mekanizmalar ile apoptotik
yolaklar1 etkiledigi bilinmektedir. Siiperoksit ve H2O> ile aktive olan p53 Bax genlerini
aktive ederek hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur (Kotamraju ve ark., 2000). Ayrica
DOX, kaspaz aktivitesini de etkilemektedir. DOX’un hem sigan kalplerinde hem de sigan
kardiyomiyosit kiiltiirlerinde yapilan c¢alismalarda kaspaz-3 aktivitesini arttirarak
apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Ueno ve ark., 2006). DOX ile indiiklenen Ser/Thr
PP1 fosfatazin yukari regiilasyonunu ile Akt ve BAD’mn fosforile olmasindan sonra

kaspaz-3’iin aktive oldugu gosterilmistir (Fan ve ark., 2008).

2.3. Timokinon

Nigella sativa (NS) tohumu (¢6rek otu olarak da adlandirilir) diigiin ¢igegigiller ailesinin
bir tiyesidir (Sekil 2.7). Genellikle Dogu Akdeniz, Kuzey Afrika, Pakistan ve Hindistan
bolgesine 6zgii olan bir bitki ¢esididir. NS nin, Misir Hanedanligr donemine kadar uzanan
ilging bir kiiltiirel tarihi bulunmakta ve tohumlar1 ekmek, kek ve yemeklerde tatlandirici

olarak kullanilmaktadir (Botnick ve ark., 2012).
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Sekil 2.7: Corek otunda bulunan ugucu olmayan yagindaki aktif ana maddeler. Sekil (Ramadan, 2007)
kaynaktan modifiye edilmistir.

NS’nin kimyasal bilesenleri bircok calisma yapilarak ortaya koyulmustur. Baslica,
%24,76 — %40,35 arasinda ugucu olmayan yaglar (p-simen, karvakrol, timo-hidrokinon,
ditmokinon (nigellon), timol, nigelisin, nigellidin, a-hedrin ve TQ), %0,5 - %1,6 arasinda
ugucu yaglar ve eser miktarda alkaloidler, saponinler, proteinler, vitaminler ve
minerallerden olugsmaktadir (Liu ve ark., 2011; Botnick ve ark., 2012). Bulunan degerlerin
birbirinden farklilik géstermesi ¢orek otunun farkli bolgelerde farkli igeriginin olmasi ve
farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. TQ, ¢orek otunun
icinde bulunan en aktif bilesendir. Corek otu ile yapilan caligsmalarda goriilen etkilerin

birgogu TQ’ya atfedilmektedir (Darakhshan ve ark., 2015).

2.3.1. Timokinonun Kimyasal Ozellikleri

TQ, NS bitkisinin siyah tohumlarinin yagindan elde edilen, koyu sar1 renkli kristale sahip,
toksik olmayan, biiyilik bir biyoaktif bilesiktir. TQ, kimyasal ad1 2-izopropil-5 metil-1,4-
benzokinon olan 10 karbonlu bir bilesiktir. TQ'nun ¢oziiniirliigli sulu soliisyonlarda 549-
669 mg/mL araliginda degisir (Ahmad ve ark., 2018). Sekil 2.7’de kimyasal formiilii
goriilmektedir. Kimyasal formiilii C10H1202 ve molekiiler agirhigi 164,204 g/mol’diir.
Termogravimetrik analizinde TQ'nun termal ayrismast 65 °C'de baslayip, 213 °C'de
bitmektedir. TQ, ¢ogunlukla bu bilesigin farmakolojik 6zelliklerinden sorumlu olan keto

formu (~% 90) olarak totomerik formlarda bulunur. Spesifik olarak, TQ, keto formunun
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farmakolojik eylemler sergileyen ana konfigiirasyon oldugu bir totomerik bilesiktir. TQ,
hidrofobik bir molekiildiir ve ¢oziiniirliigii zamana baglhidir. TQ, 1s18a duyarhidir ve sulu

cozeltileri 6zellikle alkalin pH’larda kararsizlik gostermektedir (Salmani ve ark., 2014).

2.3.2. TQ’nun Toksisitesi

TQ toksisitesinin in vitro ve in vivo dlglimlerini arastiran ¢ok sayida rapor bulunmaktadir.
Hayvan modelleri, hayvan tipine ve uygulama sekline bagli olarak toksisite modellerinde
farklilik gostermektedir. Hayvanlarda yapilan in vitro ¢alismalardaki maksimum tolere

edilebilecek doz ile ilgili bilgiler Tablo 2.1’de verilmistir.

Farelerde yapilan TQ c¢alismalarinda intraperitoneal enjeksiyon igin oldiiriici dozun
(LDso) 104,7 mg/kg ve oral alimlar i¢in ise 870,9 mg/kg olarak belirlenmistir. Siganlarda
ise bu oranlarin farelere gore ¢ok yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bagka bir ¢alismada ise
farelere TQ krem olarak uygulanmis ve %10'luk konsantrasyonlarda vajinal kandidiyaz
icin glivenli oldugu bulunmustur (Azeiz ve ark., 2013).

Tablo 2.1: in vitro galismalarda TQ nun toksik doz degerleri. Tablo (Almshawit, 2015) kaynaktan modifiye
edilmistir.

Uygulama Yo6ntemi Toksik Doz
Fare Intraperitoneal enjeksiyon 104,7 mg/kg (LDso)
Fare Intraperitoneal enjeksiyon 5 mg/kg giivenli doz
Fare Oral alim 870,9 mg/kg (LDso)
Fare Oral alim 2,4 g/kg (LDso)
Fare Krem >10%
Sigan Intraperitoneal enjeksiyon 57,5 mg/kg (LDso)
Sican Intraperitoneal enjeksiyon 22,5 mg/kg (erkek)

15 mg/kg (disi)

Oral alim 250 mg/kg (erkek & disi)

Sican Oral alim 10 mg/kg/giin giivenli doz

2.3.3. TQ’nun Tibbi Ozellikleri
TQ, antioksidan (Badary ve ark., 2003), antiinflamatuar (Shoker ve ark., 2011),
antibakteriyel (Zaoui ve ark., 2000), antikanser, hipotansif (Tiirkdogan ve ark., 2001),
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antidiyabetik (Houghton ve ark., 1995), antihistaminik, noromodiilator gibi etkiler
gostermektedir (Glamoclija ve ark., 2018).

Anti Diyabetik Etkisi

Tip 2 diabetes mellitus hastalarina 2 g/giin dozunda verilen NS’nin, a¢lik ve tokluk kan
sekeri parametrelerini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi gosterilmistir (Bamosa ve ark., 2010).
Bir bagka calismada, NS yaginin obez diyabetik insanlarda aglik kan sekeri, toplam
kolesterol ve LDL kolesterolii tizerinde olumlu bir etkisi oldugu gosterilmistir (Najmi ve
ark., 2008). Kronik bir ¢alismada diyabet hastalarina 12 hafta boyunca TQ verildikten
sonra viicut kilo indeksi ve kilolarinda diisiis gosterilmistir. Plasebo grubu ile TQ verilen
grup karsilastirildiginda aglik kan sekeri, HbAlc, trigliserit ve LDL degerlerinde diisme
gortiliirken; toplam kolesterol, HDL ve insiilin salgilanmasinda bir degisiklige
rastlanmamustir (Heshmati ve ark., 2015). Diger yandan ileri glikasyon son iriinlerinin
dokularda ve serumda birikmesi, diyabete bagli komplikasyonlarda 6nemli rol
oynamaktadir. Yapilan bir ¢alismada, TQ’nun, anti-glikasyon etkisine sahip oldugu ve
protein glikasyonuna bagli diyabetik Sorunlar1 azalttigi gosterilmistir (Anwar ve ark.,
2014).

Cogu hiicrede ana antioksidan enzimlerinden olan GSH, SOD, glutatyon s-transferaz
(GST) ve GSH-Px serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif hasar1 etkisizlestirmektedir.
TQ bu enzimlerin aktivitesini veya ekspresyonunu arttirmaktadir (Badary ve ark., 2003;
Kanter ve ark., 2005; Elbarbry ve ark., 2012). Ayrica TQ’nun, diyabetik siganlarda

antioksidan seviyelerini normal seviyelere ¢ektigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2016).

Anti Kanser Etkisi

Giiniimiizde biyoaktif dogal {iriinler arastirilan anti-neoplastik ilaclar arasinda biiyiik bir
ilgi gérmektedir. Dogal bilesikler ve fitokimyasallar, kanser i¢in Onleyici birer ajan
olabilecekleri gibi, kanser tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerini ve
kullanilan dozu azaltirken; sentetik ilacin etkilerini arttirabilecek 6nemli birer kaynak
olabilme potansiyelleri oldugu tahmin edilmektedir. Kansere karsi ideal bir terapotik
ajanin, normal dokulara karsi toksik etkisinin minimum diizeyde olmasi beklenir.
Literatiirdeki bilgilere gore TQ’nun en biiylik avantajlarindan biri, kansere kars1 olan
etkisinin normal hiicrelere oranla kanser hiicrelerine karsi daha spesifik olmasidir (Shoieb
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ve ark., 2003). Kanser olusumunda, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve ¢gogalmasi 6nemli
bir 6zelliktir ve bdylelikle tiimdriin boyutunun artmasina ve tedavisinin zorlagmasina
neden olur. Calismalar, TQmun kanser hiicrelerini hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda

etkiledigini gostermistir (Gali-Muhtasib ve ark., 2004; Kaseb ve ark., 2007).

Tiimdriin biiylimesi ile daha ¢ok besin ve oksijen ihtiyact duyan tiimdr hiicreleri yeni
damarlanmalar yapmaktadir. TQ'nun 6nemli bir bulgusu, giiglii anti-anjiyojenik etkiye
sahip olmasidir. TQ, bir anahtar pro-anjiyojenik molekiil olan vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriiniin  segici  bir blokoriidiir ve endotelyal koloni olusturan hiicrelerin
proliferasyonunu ortadan kaldirmistir (Dragoni ve ark., 2011). In vivo ve in vitro yapilan
deneylerde anjiyogenezi bloke ettigi ve boylelikle tiimor biiylimesinin Oniine gegtigi
gosterilmistir (Peng ve ark., 2013).

TQ, giclii bir anti-proliferatif aktivite gostererek meme kanseri hiicre hatlarinin
biiylimesini inhibe etmistir. TQ, DOX ve 5-florourasil ile beraber kullanildiginda,
sitotoksik etki gostermistir. Yapilan bir ¢alismada, TQ nun anti-kanser etkilerinin Bcl-2,
Bcl-xL ve survivin gibi pro-apoptotik genleri asagi regiile etme kabiliyetinden
kaynaklandig1 gosterilmistir (Woo ve ark., 2011). Bunun yaninda DOX'a direngli MCF-7
hiicrelerinin ¢ogalmasini da inhibe etmistir. TQ nun, MCF-7 hiicrelerini G2/M fazinda
durdurdugu ve p53 ve p21 proteinlerinin hiicresel seviyelerini arttirdigr gosterilmistir
(Arafa ve ark., 2011). Bu ¢alismada TQ ile indiiklenen apoptoz, MCF-7 hiicrelerindeki
mitokondrial membran potansiyelindeki degisiklikler, kaspazlarin aktivasyonu ve PARP
boliinmesi ile iliskilendirilmis TQ kullaniminin Bax/Bcl-2 oranini da arttirdigi

gosterilmistir.

Kanser tedavisi i¢in gelistirilen birgok sitotoksik ilag tiirii olmasina ragmen, bu ilaglarin
yan etkileri baz1 durumlarda ¢ok ciddi bir hal almaktadir. Bununla birlikte kemoterapinin
iyilesme orani, hastanin o ilaca diren¢ gelistirmesi ile sinirli kalmaktadir. Bu yiizden,
giinimiizde kullanilan birgok ilacin yaninda dogal {iriinlere olan ilgi de giderek
artmaktadir. TQ nun, tiimér hiicrelerini engellemekteki potansiyeli ve kemoterapinin olasi
yan etkilerini ve toksisitesini azaltmak amaci ile kullanilabilecek en umut verici ilaglardan

biri oldugu 6ne siirilmiistiir (Woo ve ark., 2012).
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Kardiyovaskiiler Hastaliklara Etkisi

Diinya c¢apinda baglica 6liim nedenlerinden birisi kardiyovaskiiler hastaliklaridir. Birgok
calisma TQ’nun, kardiyovaskiiler komplikasyonlarda da terapdtik bir segenek
olabilecegini gostermektedir. Kemoterapiden once TQ ile tedavi edilen hastalarda,
DOX’un anti timor aktivitesini etkilemeden kardiyotoksisiteye karst koruyucu etki
gosterdigi belirlenmistir (Nagi ve Mansour, 2000). Al-Shabanah ve ark. (1988) yaptiklari
bir calismada DOX uygulamasi 6ncesi verilen TQ nun, farelerde DOX ile indiiklenen kalp
yetmezligini 6nledigini, LDH ve yiiksek kreatin kinaz seviyelerinin diismesiyle ve kalp
dokusunun histopatolojik gelisimi ile desteklemislerdir (Al-Shabanah ve ark., 1998).
Bagka bir ¢alismada; sicanlarda DOX ile indiiklenen kardiyotoksisitede TQ’nun lipid
peroksidasyon inhibitorii ve siiperoksit radikal temizleyicisi oldugu gosterilmistir (Nagi
ve Mansour, 2000). Baska bir kemoterapotik ilag olan siklofosfamid, serum kreatin kinaz,
kreatinin, tire, LDH, kolesterol, trigliseridler ve TNF’yi yiikseltmekte, kalp dokusunda ise
TBARS ve toplam nitrat/nitriti arttirirken, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), CAT ve ATP
seviyelerini disiirmektedir. Nagi ve ark. (2011) yaptigi bir ¢alismada, TQ’nun bu etkileri
tam tersine dondiirdiigiinii ve neredeyse kontrol seviyesine ¢ektigini gostermislerdir (Nagi

ve ark., 2011).

Intravendz olarak verilen TQ nun doza bagiml olarak arteriyel kan basincin ve kalp
hizim diistirdiigii gosterilmistir (El Gazzar ve ark., 2006). TQ’nun, si¢canlarda L-NAME
ile indiiklenen hipertansiyona karst siiperoksit radikallerinin tiretimini inhibe ettigi ve
kreatin seviyesini diisiirtirken glutatyon (GSH) seviyesini de yiikselttigi gosterilmistir
(Khattab ve Nagi, 2007). Fareler {izerinde yapilan hiperkolesterolemi modelinde, TQ’nun
lipid birikimi, proinflamatuar sitokin ve makrofaj birikimi sekresyonunun ilerlemesini,
durdurdugunu ve bu sekilde kardiyak hasar iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu

gostermislerdir (Xu ve ark., 2018).

TQ’nun, DOX ile tedavi edilen sicanlarda CPK ve LDH seviyelerinde azalma gosterirken
oksidatif stresi de azalttig1 gosterilmistir (Nagi ve Mansour, 2000). Siiperoksit
radikallerini iireten ROS’u azaltarak kalp yetmezligini Onledigi ileri siiriilmistiir.
Kemoterapdtik bir ajan olan siklofosfamid ile yapilan bir sican calismasinda,

kardiyotoksisite indeksi olan LDH ve CK-MB seviyesini arttirdigi gosterilmistir.
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Siklofosfamid lipid peroksidasyon gostergesi olan TBARS’1 arttirirken, antioksidan
savunma mekanizmast olan SOD, GSHPx ve CAT seviyelerinin azalmasina neden
olmaktadir. Sonugta TQ uygulamasinin bu etkilerin tiimiinii bertaraf ederek,
siklofosfamid’in neden oldugu kardiyak hasara karsi potansiyel koruyucu etkiye sahip
oldugunu o6ne sirilmistir (Nagi ve ark., 2011). Yapilan baska bir ¢alismada,
kardiyotoksisitenin tanisal belirtecleri olan AST, ALT, CK-MB, ve LDH seviyelerinde
DOX uygulamasi ile artis oldugu goriilmiis ve TQ uygulamasi ile antioksidan seviyesinin
artigi ve oksidatif stres ile aktivitesi artan enflamatuar yolaginin onarildigini

gosterilmistir (Alam ve ark., 2018).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Molekiiler Biyofizik
Laboratuvarinda gerceklestirilen bu ¢alismada {i¢ aylilk Wistar tiirii erkek siganlar
kullanildi. Tiim deney prosediirleri Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun onayr ve gbzetimi altinda yiiriitiilmiistiir. Sicanlar Akdeniz Universitesi
Deney Hayvanlar1 Unitesinden saglandi ve post-operatif bakimi deney hayvanlari
initesinin kontrollii ortami igerisinde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiide, yem ve

su kisitlamas1 olmaksizin yapildi.

Sicanlar dort gruba rastgele ayrilmistir. Tiim siganlara gavaj ve enjeksiyon uygulamasi
ayni giin baslatildi. TQ 6nce Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziiniip sonra salin ile

karistirildi. Coziicii soliisyon %25 DMSO ve %75 salinden olusmaktadir.

1. Grup I’de yer alan si¢anlara iki giinde bir olacak sekilde 5 kez salin intraperitoneal
olarak enjekte edildi ve4 hafta boyunca 24 saat araliklarla gavaj yoluyla tastyici ¢ozelti
agirlhigina gore verildi (Kontrol, N=24).

2. Grup II’de yer alan siganlara iki giinde bir olacak seklinde 5 kez her seferinde 3 mg/kg
DOX (toplamda 15 mg/kg olacak sekilde) intraperitoneal olarak enjekte edildi. Ayrica,
4 hafta boyunca 24 saat araliklarla gavaj yoluyla tasiyici ¢ozelti verildi (DOX, N=35).

3. Grup l1I’de yer alan siganlara iki glinde bir olacak seklinde 5 kez her seferinde 3 mg/kg
DOX (toplamda 15 mg/kg olacak sekilde) intraperitoneal olarak enjekte edildi. 4 hafta
boyunca 24 saat araliklarla gavaj yoluyla TQ (10 mg/kg) verildi (DOX+TQ, N=42).

4. Grup IV’de yer alan siganlara iki giinde bir olacak seklinde 5 kez salin intraperitoneal
olarak enjekte edildi. 4 hafta boyunca 24 saat araliklarla gavaj yoluyla TQ (10 mg/kg)
verildi (KON+TQ, N=18).

3.2. Kardiyak Miyositlerin izolasyonu
Kardiyak miyositlerin izolasyonu i¢in deney hayvanlari anestezi altindayken (50 mg/kg
sodyum pento barbital verilerek) kalpleri hizlica ¢ikartilip Langendorff sistemine

baglandi. Enzimatik hiicre ayristirma yontemi kullanilarak Langerdorff sistemine asili
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olan sigan kalbi once igerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSOg4; 1,2 KH2PO4; 5,8
HEPES; 20 glikoz olan Ca*? igermeyen perfiizyon soliisyonu ile 5 dakika boyunca
yikandi. Soliisyonun pH 7,2 dengesinin saglanmasi i¢in %5 CO2 - %95 O; igeren gaz
karisimu ile siirekli gazlandi. Daha sonra ayni séliisyon ile hazirlanmis enzim karigimi
(Worthington, Collagenase, Type 2) (0,7 mg/ml) ve proteaz (0,06 mg/ml) 20-25 dk
boyunca kalpten gegirilip, kalbin uygun kivama ulasmasi beklendi. Kalp uygun kivama
ulastiktan sonra sol ventrikiil ayristirilarak makas ile kiigiik parcalara dilimlendi. Daha
sonra ince bir filtreden gegirilen dogranmis kalp dokusuna birka¢ yikama islemi yapildi.
Son olarak hiicrelere kademeli sekilde Ca*? eklenerek fizyolojik Ca*? seviyelerine
adaptasyonu saglandi. Tiim deneylerde sol ventrikiil miyositleri kullanild1 ve kayitlar

sicakligi 36+1 °C olan hiicre banyosunda alindi.
3.3. Elektrofizyolojik Kayitlar

3.3.1. Kasilma Parametrelerinin Olciilmesi

Kasilma yanitlari alabilmek i¢in 6ncelikle Tyrode soliisyonu dolu olan havuza elektriksel
alan uyarist i¢in iki uclu elektrot yerlestirildi. Daha sonra izole edilen ventrikiil miyositleri
bu havuza eklendi. Banyo igerisindeki bu hiicrelere 1 Hz frekansinda 5-8 V genligine
sahip uyarilar verilerek, sarkomer boyutlarindaki degisimler kararli bir yanit olusana
kadar en az 200 s siireyle kaydedildi (IonOptix LLC, Milton USA). Hiicrelerde alinan
kasilma parametreleri daha sonra Ionwizard (IonOptix, USA) programu ile analiz edildi.
Analiz sonunda gruplar arasindaki bazal (diastolik) sarkomer boyu, ylizde fraksiyonel
kisalma (%L/Lo), kisalmanin maksimuma ulagmasi i¢in gegen siire (TP) ve gevsemenin

%350’sine (RTsp) inis siiresi incelendi.

3.3.2. Aksiyon Potansiyelinin Ol¢iilmesi

Kasilma parametrelerinden sonra izole edilen hiicrelerden AP kayitlar1 alindi. Tim
kayitlarda pipet direngleri 2-2,5 MQ olacak sekilde hazirlandi. Pipet i¢i soliisyonu (mM):
125 K-aspartat; 20 KCI; 5 MgATP; 10 NaCl; 5; 10 HEPES (pH=7,2 olacak sekilde KOH
ile ayarlandi). AP kayitlar1 almak icin akim kenetleme teknigi ile hiicre icine depolarize
edici pulslar gonderilerek hiicrenin uyarilmasi saglandi ve potansiyelin zamana bagl

degisimi kaydedildi. Elde edilen AP kayitlarinin repolarizasyon fazlarmin %25, 50, 90
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(APD2s, 50, 90) siireleri (Sekil 3.1), dinlenim membran potansiyeli ve AP’nin tepe degeri

degerlendirildi.

ZAMAN (ms)

Sekil 3.1: Sol ventriikiil hiicrelerinden kaydedilen aksiyon pontasiyeli egrisi izerinden 6lgiilen parametreler.
APD32s, APDsg ve APDgp aksiyon potansiyelingn repolarizasyon fazinin sirasiyla %25, %50 ve %90’ ma
diismesi igin gereken siireleri gostermektedir.

3.3.3. L-tipi Ca*2 Akimlarmin Olciilmesi

L-tipi Ca* akimi 2-2,5 MQ’luk elektrotlar ile voltaj kenetleme tekniginin tiim hiicre
konfigiirasyonu kullanilarak kaydedildi. Olgiimler icin pipet soliisyonu (mM): 120 L-
aspartate, 20 CsCl, 10 NaCl, 5 MgATP, 10 HEPES ve 10 EGTA (pH = 7,2 seviyesi CsOH
ile ayarlandi) olacak sekilde hazirlandi. Banyo soliisyonu ise (mM): 137 NaCl; 5,4
KCI;1,5 CaCly; 0,5 MgCly; 10 Glukoz; 11,8 HEPES (pH=7,35) olacak sekilde hazirlanda.
Ayrica K* akimlarini bloke etmek igin kapiller borular araciligiyla hiicre {izerine igerigi
(mM): 137 NaCl; 5,4 CsClI; 0,5 MgCly; 1,8 CaCly; 11,8 HEPES; 10 Glikoz ve pH 7,40

olan dis sollisyon uygulandi.

Hiicreler -70 mV diizeyinde tutulurken Na" akimlarini bloke etmek i¢in —45 mV’luk bir
on-puls uygulan diktan sonra, L-tipi Ca*? akimlarini almak i¢in -50 mV’den +60 mV’ye
kadar 300 ms’lik depolarize edici pulslar 10 mV’luk basamaklar seklinde top uygulandi.
Patch-clamp amplifikatoriiniin  (Axon 200B, Molecular Devices, USA) 3 kHz’lik
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filtresinden gecirilen Ca*? akimlari, Digidata 1200’iin 5 kHz’lik 6rnekleme hizinda
pClamp 10 yazilim1 (Axon Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedildi ve Clampfit
11.0.3 yazilim ile analiz edildi. Akimin genligi, 300 ms’lik pulsun son kisimlari tepe
degerinden ¢ikartilarak hesaplandi. Son olarak hiicre biiyiikliiglinlin akimlara etkisini
bertaraf etmek i¢in her akim degerini o hiicrenin sigasina bolerek akim yogunlugu (pA/pF)

cinsinden degerlendirildi.

3.3.4. Potasyum Akimlarmmn Ol¢iilmesi

Akim kayitlar1 voltaj kenetleme yonteminin tiim-hiicre konfigiirasyonunda alindi ve kayit
i¢in elektrot olarak direnci 1,5 — 2,5 MQ olan cam pipetler kullanildi. Bunun i¢in 6ncelikle
elektrot ucunun hiicreye yapismasi arkasindan GQ diizeyinde bir direng olusmasi
saglandiktan sonra elektrik pulsu uygulanarak hiicre membran1 kirildi. Kenetlenme
sonrasi -70 mV diizeyinde tutulan zar potansiyeline Na* akimlarini bloke etmek igin —45
mV’luk bir 6n-puls uygulanmaktadir. Daha sonra 4 s’lik araliklarla 3 s’lik pulslar
verilmigtir. Verilen 3 s’lik pulslar ile I Ve Iss almak i¢in -50 mV’den +70 mV’ye kadar
10 mV’luk adimlar seklinde toplam 13 basamak uygulanmistir. Patch-clamp
amplifikatoriiniin (Axon 200B, Molecular Devices, USA) voltaj kenetleme modunda 3
kHz’lik filtreden gegirilen akimlar, Digidata 1200’tin 5 kHz’lik 6rnekleme hizinda
pClamp 10 yazilimi (Axon Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedilmistir.

Genel olarak kayit sirasinda giris direncinin 4 MQ ge¢gmemesine ve kararli durumda
olmasina 6zen gosterildi. Akim kayitlari alirken hiicre dis1 soliisyonu (mM): 137 NaCl;
5,4 KCI;1,5 CaCly; 0,5 MgCl»; 10 Glukoz; 11,8 HEPES (pH=7,35) igerirken, pipet igin
ise (mM): 125 K-aspartat; 20 KCI; 5 MgATP; 10 NaCl; 5; 10 HEPES ve 10 EGTA
(pH=7,2) olacak sekilde hazirlandi. L-tipi Ca*? akimlarin1 bloke etmek igin dis soliisyona
250 puM CdCl; eklendi. lyo elde etmek igin verilen 3 s’lik pulsun son kisimdaki akim
degerleri (Iss) tepe degerinden ¢ikartilarak hesaplandi.

lk1 6lglimleri igin, ly kayitlarinda oldugu gibi elektrod hiicreye kenetlendikten sonra, -120
mV’den +10 mV’ye kadar 10 mV’luk basamaklar seklide toplam 14 defa adim pulslari
uygulandi. Verilen 3 s’lik pulsun son kismindaki akim degerleri alinarak Iki hesaplandi.
Hiicre biiylikliigliniin akimlara etkisini bertaraf etmek i¢in her akim kaydini o hiicrenin
sigasina bolerek akim yogunlugu cinsinden degerlendirildi.
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3.3.5. Protein Ekspresyonlarinin Analizi

Her gruptan 10 adet hayvanin kalbi Western blot ve kit uygulamalar1 i¢in ayrildi. Hizlica
cikarildiktan sonra kani1 temizlemek i¢in perflize edilen kalpler sivi nitrojen yardimu ile
ezilerek doku homojenatlar1 hazirlandi. Ezilen kalp dokular1 igerigi ((mM): 20 Tris HCI;
150 NaCl; 2 KCI; 2 EDTA; 0,5 DDT; 1 Sodyum Orthovande; 20 NaF; 1 EGTA, 100
Proteaz inhibitorii; 0,4 PMSF) olan homojenizasyon tamponuna konuldu ve ince bigakli
bir homojenizator ile iyice parcalandi. Daha sonra elde edilen homojenatlar 10 dk boyunca
10000xg’de santrifiij edildi ve st tarafta olusan siipernatantlar toplandi. Son olarak

Bradford yontemi kullanilarak her grubun protein miktarlari l¢iildii.

Her grubun protein miktar1 belirlendikten sonra gruplarin SERCA, fosfolamban (PLB),
fosforile fosfolamban (p-PLB), CaMKII, fosforile CaMKIl (p-CaMKIIl), NOX2,
prokaspaz-3 protein ekspresyonlari Western blot yontemiyle belirlendi. Proteinlerin
agirliklarina bagl olarak %8 ile %15 konsantrasyon araligina sahip jeller hazirlanarak
kuyucuklara esit miktarda protein (ilgili proteinin yogunluguna bagli olarak 30-50 ug/ml
arasinda) yiiklendi. Kuyucuklara yiiklenen proteinlerle birlikte kaset elektroforez
havuzuna koyularak havuzun igerigi 28,83 gr glycine, 6,06 gr Tris, 2 gr SDS olan soliisyon
ile dolduruldu. Daha sonra gii¢ kaynagi (Hoefer, USA) ile sabit voltaj degeriyle (iist jel
icin 82 V, alt jel igin 100 V) elektrik alan olusturularak kuyucuklara yiiklenen proteinlerin
agirliklarma gore ayrilmasi saglandi. Istenilen bolgenin ayrigmasindan sonra jeldeki
proteinler hizli transfer sistemi (Trans-Blot Turbo BioRad) ile polivinil difloriir (PVDF)
membrana transfer edildi (25 V; 1,3 mA; 15-25 dakika). Transfer sonras1 giiriiltiiyii
azaltmak i¢in membrana %3 oraninda hazirlanan siit tozu soliisyon eklendi ve 1 saat bu
soliisyon ile bloklama iglemi yapildi. Daha sonra membrana %3 bovine albiimin serum
(BSA) soliisyonu igerisinde SERCA 1:3000 (SantaCruz, sc-73022), PLB 1:1000
(SantaCruz, sc393990), p-PLB 1:1000 (cell signaling 8496), CaMKII 1:1000 (Abcam,
ab22609), p-CaMKII 1:1000 (Abcam, ab32678), NOX2 1:1000 (Abcam, ab129068),
prokaspaz-3 1:1000 (SantaCruz, sc-271028), ve GAPDH 1:10000 (Thermo Fisher
Scientific, GA1R) primer antikor hazirlanip bir gece boyunca +4 °C’de inkiibe edildi.
Ertesi giin, tizerindeki fazla primerleri uzaklagtirmak i¢in membran 20 dk boyunca tampon
soliisyonu ile yikandi. Ardindan membranlar %3’liik BSA soliisyonu igerisine primer

antikorlara uygun olarak (goat anti-mouse 1gG (SantaCruz, sc2031) ya da goat anti-rabbit
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IgG (SantaCruz, sc2004)) Horseradish peroksidaz sekonder antikor kullanildi.
Membranlar, bir saat boyunca sekonder antikor ile inkiibe edildikten sonra 20 dk boyunca
tampon soliisyonuyla yikandi. Daha sonra membranlarin tstiine karanlik bir odada
kemiliiminesans uygulanarak olusturulan isima filme aktarildi. Sonuglar Image J yazilimi
kullanilarak analiz edildi. Gruplarin protein ekspresyon miktarlar: hedef proteinin eslesen

GAPDH’ine oranlanmasiyla ya da fosforile proteine oranlanmasiyla belirlendi.

3.3.6. Protein Karbonil Analizi

Deney gruplarinin protein karbonil 6lgtimii ticari kit (Cat. #10005020. Cayman Chemical
Ann Arbor, MI USA) kullanilarak yapildi. Protein karboniller ile 2,4-
dinitrophenylhydrazin (DNPH)’in bir araya gelerek reaksiyon olusturmasi sonucu protein
hidrazon bilesikleri olugmaktadir. Olusan bu bilesigin miktar1 bir spektrofotometre
yardimiyla absorbansi dl¢iilerek tayin edilmektedir. Protein hidrazon bilesigi 360-385 nm
dalga boyu arasinda 151tk yaymaktadir. Olgiimii yapilan karbonil igerigi protein
konsantrasyonu ile standardize edilmistir. Reaktif olarak DNPH, hidroklorik asit (HCI),
guanidin hidrokloriir, etanol, TCA soliisyonu ve etil asetat kullanildi. Donuk halde
bulunan dokular bir homogenizatér yardimi ile 1 mM EDTA bulunan 50 mM K2HPO4
(pH=6,7) soguk soliisyonunda pargalandi. Par¢alanan bu dokular 4 °C’de 10.000xg’de 15
dk boyunca santrifiij edildi ve santifiij sonrasinda siipernatantlar ortamdan uzaklastirildi.
Toplanan 6rneklerin her birinden 200 pl olacak sekilde ikiye boliinerek biri 6rnek digeri
ise kontrol olarak degerlendirildi. Kontrol tiipiine 800 pul 2,5 M HCI ve 6rnek tiiptine 800
pl DNPH, ilave edilerek 1 saat boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edildi.
Sonrasinda tiim tiiplere 1 ml %20 TCA ilave edildi ve vortex yapildi. Tiiplere %20 TCA
eklenerek buz iizerine yerlestirildi ve 5 dk boyunca inkiibe edildi. Daha sonra 4 °C’de
10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 olusan siipernatantlar ortamdan
uzaklastirildi. Tim tiiplere 1 ml %10 TCA ilave edildi ve buz iizerine alinarak 5 dk
boyunca inkiibe edildi. Daha sonra 4 °C’de 10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Ortamdan
sipernatantlar atilarak tiiplere 1 ml etanol/etil asetat karisimi eklendi. Son olarak tekrar 4
°C’de 10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem birkac kez daha tekrarlandiktan sonra
proteion peletlerine 500 pl guanidin hidrokloriir eklenerek tiipler vorteks edildi ardindan

4 °C’de 10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islemlerin sonunda 6rnek tiiplerinden ve
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kontrol tiiplerinden ikiser adet olmak tizere platin kuyucuklara yiiklendi. 360-385 nm
dalga boyundaki absorbanslari 6l¢mek igin plate okuyucu kullanildi.

3.3.7. Total Antioksidan Kapasitesi Analizi

Total Antioksidan Kapasite (TAK) testi (Cat. #STA-360. Cell Biolabs Inc, CA USA) 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit; ABTS) radikalinin indirgenmesinin
Ol¢iimlerine dayanmaktadir. Reaktifler, hidrofilik veya lipofilik numuneler igin
hazirlanmaktadir. Bir¢ok lipofilik numune 1 X PBS ile seyreltikten sonra ¢oOziiniir
olmasina ragmen, kit reaktiflerinin tam ¢6ziinebilirligini saglamak igin metanol iginde

hazirlanmaktadir.

Reaksiyon tamponu 1:100 oraninda 1 x PBS ile seyretildi. Daha sonra 1 x copper ion
reagent hazirlamak i¢in 1:100 oraninda deiyonize su veya metanol ile seyretildi. 1 x stop

soliisyonu i¢in 1:10 oraninda deiyonize su veya metanol ile seyreltildi.

Numuneler ¢alismaya baslanilmadan 6nce -80 °C’de saklanildi. Dokular saklanmadan
once EDTA ile muamele edilmemelidir ¢linkii TAK testine etki edebilmektedir. Soguk
PBS soliisyonunda 5 mL’de 1 gr olacak sekilde doku 6rnekleri homojenize edildi. Daha
sonra homojenize edilen soliisyon 4 °C’de 10000 g’de 10 dk boyunca santrijiif yapildi.

Son olarak siipernutantlari aliquatlanip -80 °C’de saklandi.

1IN NaOH i¢inde 10 mg/mL ¢ozelti igin iirik asit tozunu tartarak taze iirik asit standartlari
hazirlandi. 2 mM iirik asit sollisyonu hazirlamak igin 60 mM {irik asit soliisyonunu

kullanildi. Tablo 3.1°de gosterildigi gibi iirik asit standartlar1 hazirlandu.
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Tablo 3.1: Urik Asit Standartlarinin Hazirlanmasi

Tiipler | 2 mM Urik Asit Antioksidan | Deiyonize Su Ortaya Cikan Urik Asit
Standardi (uL) (uL) Konsantrasyonu (mM)
1 500 500 1
2 Tiip #1°den 500 500 0,5
3 Tiip #2’den 500 500 0,25
4 Tiip #3’den 500 500 0,125
5 Tiip #4’ten 500 500 0,0625
6 Tiip #5°ten 500 500 0,03125
7 Tiip #6’dan 500 500 0,0156
8 Tiip #7°den 500 500 0,0078
9 Tiip #8’den 500 500 0,0039
10 0 500 0,0

Her bir dirik asit standardi ve kullandigimiz 6rnekler ikiserli halde test edildi. Kuyucuklara
20 uL seyreltilmis tirik asit standardi ve rnekler eklendi. Her kuyuya 180 puL 1 x Reaction
Buffer eklenerek 200 pL’ye tamamlandi. Kuyucuklardaki soliisyonlar iyice karigtirildi.
Spektrofotometre kullanilarak 490 nm’de okuma yapilarak baslangic absorbanslari elde
edildi. Reaksiyonu baslatmak i¢in, her kuyuya 50 uL 1 x copper ion reagent eklendi ve 5
dk boyunca karistirici izerinde inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyonu durdurmak igin her
kuyuya 50 pL 1 x stop soliisyonu eklendi. Son olarak spektrofotometre kullanilarak 490

nm’de tekrar okuma yapildi.

Sonuglar hesaplanirken hem orneklerden hem standartlar i¢in son okunan absorbans
degerinden ilk okunan absorbans degeri c¢ikartildi. Bdylece net absorbans degeri
hesaplanmis oldu. Urik asit standart egrisi i¢in iirik asit konsantrasyonuna kars1 net
absorbansi ¢izildi. Numunelerin net OD 490 nm degerlerini iirik asit standart egrisi ile

karsilagtirarak bilinmeyen numunelerin antioksidan kapasitesini hesaplandi.

Ornekler i¢in “uM Bakir indirgeme Esdegerlerini” (CRE) belirlemek igin iirik asit
esdegerligi (UAE) konsantrasyonunu 2189 pM Cu*?/mM iirik asit ile ¢arpildi. 1 mM iirik
asit = 2189 uM Bakir indirgeme Esdegeri seklinde hesaplandi. CRE ornek degerleri,

ornegin Toplam Antioksidan Kapasitesi veya Toplam Antioksidan Giicii ile orantilidir.
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3.4. Istatiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapild: ve sonuglar ortalama
+ SEM olarak verildi. Her degisken igin normallik testi uygulanmistir. Normal dagilima
uyan veriler i¢in parametrik olan Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben
Tukey testi, uymayanlarda ise nonparametrik olan Kruskal Wallis VVaryans Analizi ve onu
takiben Mann-Whitney U Testi kullanilmistir. P<0,05’i saglayan degerler istatistiksel

olarak anlaml1 kabul edilmistir.

33



4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarimin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Kontrol ve KON+TQ grubunda 4 haftalik uygulama sonunda deneye alinan siganlarda
herhangi bir 6lim olmazken, DOX ve DOX+TQ grubunda ikinci haftadan itibaren
olimler goriilmeye baslandi. DOX+TQ grubunda DOX grubuna gore 6liim oraninin
haftalar gectik¢e daha fazla oldugu goriildi. DOX grubunda sag kalim %65,71 iken
DOX+TQ grubundaki sag kalim %45,24 olarak gergeklesti. Yaptigimiz ¢alismada DOX
tizerine TQ uygulanan grupta (DOX+TQ) anlamli olarak sag kalim oraninin distiigi

gorilmistiir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: 4 haftalik deney siiresi sonunda gruplarda gézlemlenen sag kalim yiizdelerin degigimi

Tiim gruplarin 4 hafta boyunca, her haftanin ilk giinii olmak iizere kilo takibi yapildi. Sekil
4.2°de ve Tablo 4.1°de goriildiigi gibi baslangigta gruplarin ortalama kilolar1 arasinda fark
yokken DOX verilen gruplarda kontrole gore anlamli diizeyde kilo kaybi goriildii. 4.
haftanin sonunda yapilan kilo dl¢timlerinde DOX+TQ grubunda DOX grubuna gore kilo

34



kaybinin anlaml sekilde arttig1 goriildii. Buna karsilik Kontrol grubu siganlarinda deney

stireci sonunda kilo artist oldugu goriildii.

Agirlik (g)
[\ (o8] U
i ) ()
T T T

200-

Stire (hafta)
—+— Kontrol —¥ DOX —4+ DOX-TQ -8 KON+TQ

Sekil 4.2: Deney gruplarinin haftalik ortalama kilo degerleri. Degerler ortalama + SEM olarak verildi.
Sirasiyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplart i¢in n=24, 23, 19, 18 hayvan. *p<0,05, Kontrol
grubuna gore ve #p<0,05, DOX grubuna gore anlamlilig1 ifade etmektedir.

Tablo 4.1: Deney gruplarindan odlgiilen viicut agirliklarinin ilk ve son degerleri ve yiizdelik degisimi.
Degerler ortalama + SEM olarak verildi.

Grup Ik Kilo Son Kilo Yiizde Degisim
Kontrol 330,46+6,84 350,29+7,20 6,08
DOX 327,83+5,71 273,04+8,07 -16,99
DOX+TQ 326,32+5,79 246,16+3,77 -24.29
KON+TQ 327,00+9,68 330,72+11,49 0,95
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Sekil 4.3: TQ uygulamasinin kalp agirligina etkisi. A) Kalp agirhigi, B) Kalp agirliginin tibia uzunluguna
orani, C) Kalp agirliginin viicut agirligina oran1 D) Ortalama kapasitans degerleri. Degerler ortalama = SEM
olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplar1 i¢in n=24, 23, 19, 18 hayvan,
*p<0,05, Kontrol grubuna goére anlamlilig1 ifade etmektedir.

Sekil 4.3A’da goriildiigii gibi kalp agirliklarinin DOX verilen gruplarda anlamli olarak
azaldigi goriildiic (Kontrol: 1,30+0,04 g; DOX: 0,98+0,05 g, p<0,05). DOX+TQ
grubundaki hayvanlarin kalp agirliklarinda DOX grubuna goére anlamli bir farka
rastlanmadi1 (DOX: 0,98+0,05 g; DOX+TQ: 0,96+0,04 g, p=0,71). Buna karsilik Kontrol
ile KON+TQ arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Kontrol: 1,30+0,04 g; KON+TQ:
1,31+0,04 g, p=0,90). Sekil 4.3B’de kalp agirliklarinin tibia uzunluguna orani gosterildi.
Sekilde de goriildiigi gibi kalp agirliginin tibia uzunluguna oraninin DOX uygulanan
gruplarda kontrole gore anlamli derece azaldig1 gozlemlendi (Kontrol: 0,33+0,01 g/cm;
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DOX: 0,25+0,01 g/cm, p<0,05). Sekil 4.3C’de goriildiigii gibi viicut agirligi ile orantili
sekilde kalp agirliginin da azalmasindan dolay1 kalp agirliginin viicut agirhigia oraninda
gruplar arasinda anlamhi fark goriilmedi. Kalp kiitlesi azalirken kardiyomiyosit
hiicrelerinin  biiyiikliikleri kapasitans degerlerine bakilarak incelendiginde DOX
uygulamasi alan hayvanlarin kardiyomiyositlerinde kontrole gore anlamli fark oldugu
gozlemlendi (Kontrol: 274,70+11,54 pF; DOX: 200,20+6,59 pF, p<0,05) (Sekil 4.3D).
DOX+TQ grubunda DOX grubuna gore anlamli bir degisiklik goriilmedi (DOX:
200,20+6,59 pF; DOX+TQ: 214,80+7,98 g, p=0,07).

4.2. Kasilma Parametreleri

DOX kullanim1 sonrasi kalpte olusabilecek fonksiyonel bozukluklara TQ’nun etkisini
belirlemek i¢in kardiyomiyositlerde kasilma parametreleri incelendi. Kardiyomiyositlerin
fraksiyonel kisalmalar1 5-8 V genliginde ve 1 Hz frekansa sahip elektriksel alan uyarisi
altinda kaydedildi. Sekil 4.4A’da her bir grup i¢in 6rnek kasilma yanitlari bulunmaktadir.
Dinlenim durumundaki sarkomer boyu o6l¢iildiigiinde DOX grubunda kontrole gore
anlamli bir artigin oldugu goriildii (Kontrol: 1,75+0,01 um; DOX: 1,78+0,01 pm, p<0,05).
Fakat DOX uygulamasi tizerine TQ verilen hayvanlarda bu degisikligin diizeldigi (DOX:
1,784+0,01 pm; DOX+TQ: 1,74+0,01 um p<0,05) gozlemlendi (Sekil 4.4B). Kontrol ile
KON+TQ gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark bulunmamaktadir (Kontrol: 1,75+0,05
um; KON+TQ: 1,74+0,01 pum, p=0,55). Daha sonra gruplar arasindaki fraksiyonel
kisalma miktar1 incelendi (Sekil 4.4C). Fraksiyonel kasilma parametreleri agisindan
kontrol grubu ile DOX grubu arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (Kontrol:
9,96+0,33; DOX: 8,17+0,44, p<0,05). DOX grubu miyositlerinde kontrol grubu
miyositlerine gore fraksiyonel kisalma miktarinda azalma goriiliirken, DOX+TQ
grubunda bu degisikligin anlamli olarak diizeldigi ve kontrol seviyesine yaklastigi
gozlendi (DOX: 8,17+0,44; DOX+TQ: 10,09+0,38, p<0,05). KON+TQ grubuna
bakildiginda ise kontrole gore anlamli bir fark goézlemlenmedi (Kontrol: 9,96+0,33;
KON+TQ: 9,38+0,34, p=0,55).
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Sekil 4.4: Frekans1 1 Hz olan elektriksel alan uyarisi verilen kardiyomiyositlerden kaydedilen kisalma
parametreleri. A) Her bir gruba ait kisalma traseleri. B) Dinlenim durumda 6l¢iilen sarkomer boylari. C)
Fraksiyonel kisalma orani. D) Kisalmanin maksimuma ulagmasi i¢in gereken siire (TP). E) Relaksasyonun
%50’sine ulagmasi i¢in gereken siire. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, DOX,
DOX+TQ, KON+TQ gruplart i¢in n=51, 50, 47, 52 kardiyomiyosit, *p<0,05, Kontrol grubuna goére ve
#p<0,05, DOX grubuna goére anlamlilig: ifade etmektedir.

Son olarak gruplar arasindaki kasilma ve gevseme siirelerindeki degisimleri incelemek
icin TP ve RTso parametreleri incelendi. Sekil 4.4D’de gortldigi gibi TP parametresi
incelendiginde kontrole gére DOX grubunda anlamli bir fark goriilmedi (Kontrol:
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0,19+0,00 s; DOX: 0,18+0,01 s, p=0,09). DOX+TQ grubunda DOX grubuna gore
kisalmanin maksimuma ulagmasi igin gereken siire anlamli sekilde arttigi goriildii (DOX:
0,18+0,01; DOX+TQ: 0,20+0,01 s, p<0,05). Kisalma siirelerinden sonra gruplar
arasindaki gevseme siireleri karsilastirildi (Sekil 4.4E). Kontrol grubuna gore DOX
grubunda RTso ulagsma siiresinin anlamli sekilde arttigi goriildii (Kontrol: 0,26+0,00 s;
DOX: 0,30+0,01 s, p<0,05). DOX+TQ grubunda ise bu uzamanin diizeldigi ve DOX
grubu ile aralarinda anlamli bir fark oldugu goriildi (DOX: 0,30+0,01 s; DOX+TQ:
0,24+0,01 s, p<0,05). Bu sonuglar, kalpte olusan DOX indiiklii kardiyotoksisitenin neden

oldugu kasilma bozuklugunun TQ ile engellenebilecegini gostermektedir.

4.3. Aksiyon Potansiyeli

DOX uygulamasi sonucunda si¢an sol ventrikiil miyositlerinin elektriksel aktivitesinde
olusan hasar1 ve TQ’nun bu hasar1 engelleyip engellemedigini gérmek i¢in AP kayitlar
alindi. Gruplar i¢in 6rnek AP kayitlar1 Sekil 4.5A’da verilmistir. Sekilde de gorildiigii
gibi hem DOX grubunda hem de DOX+TQ grubunda repolarizasyon siirelerinde kontrol
grubu miyositlerine gore uzama goriilmektedir. Sekil 4.5B’de AP’nin repolarizasyon
fazinin %25, %50 ve %90’ma diisene kadar gegen siirenin hesaplanan degerleri
goriilmektedir ve secilen bu siirelere sirasiyla APD2s, APDso ve APDgg olarak adlandirildi.
Kontrol grubuna gére DOX grubu incelendiginde biitiin repolarizasyon siirelerinde uzama
egilimi oldugu ancak bu uzamanin istatistiksel olarak anlamli bir seviyeye ulasamadigi
gozlenmistir. DOX+TQ grubu miyositlerinde ise hem kontrol hem de DOX grubu
miyositlerine gore repolarizasyon siirelerinde anlamli bir uzama goriildi. Burada
goriildiigii gibi DOX+TQ grubunda, 4 haftalik TQ tedavisi AP repolarizasyon siirelerini
anlamli olarak diizeltemedi. Daha sonra ventrikiil miyositlerinin dinlenim membran
potansiyelleri ve AP genlikleri incelendiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.5D).
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Sekil 4.5: 1 Hz frekansinda uyarilan hiicrelerde 6lgiilen aksiyon potansiyeli parametreleri. A) Gruplar icin
ornek aksiyon potansiyeli kayitlari. B) Aksiyon potansiyeli genliginin %25, %50 ve %90’1na diisene kadar
gecen siire. C) Dinlenim membran potansiyeli. D) Aksiyon potansiyelinin tepe noktasi. Degerler ortalama
+ SEM olarak verildi. Sirastyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplar1 i¢in n=18, 14, 15, 19 miyosit
hiicresi, *p<0,05, Kontrol grubuna goére ve #p<0,05, DOX grubuna gére anlamlilig1 ifade etmektedir.
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4.4. L-tipi Ca*? Akimlar:

Ik 6nce potansiyele bagl olarak akim yogunlugu kayitlar: alindi (Sekil 4.6A). 0 mV’dan
sonra Kontrol grubu miyositlerinin akim yogunlugunda DOX grubuna gore anlamli bir
artis goriildii. TQ tedavisinin ise bu etkiyi anlaml sekilde diizelttigi gozlendi. Sekil
4.6B’de gruplarin 0 mV degerinde gozlenen 6rnek akim traseleri gosterilmistir. Sekil
4.6B’de goriilen akim traseleri i¢in zaman sabitlerine bakildiginda yavas zaman sabitinde
Kontrol grubuna gore DOX grubu miyositlerinde anlamli bir degisiklik olmadigi
(Kontrol: 53,06+2,11 ms; DOX: 50,59+3,45 ms, p=0,14) (Sekil 4.6C), fakat DOX+TQ
grubunda akimin yavas zaman sabitinde DOX grubu miyositlerine goére anlamli bir
uzamanin oldugu gorilmistir (DOX: 50,59+3,45 ms; DOX+TQ: 74,08+6,08 ms,
p<0,05). Hizli1 zaman sabitlerinde ise gruplar arasinda herhangi bir fark goriilmemistir

(Kontrol: 5,39+0,21 ms; DOX: 5,70+0,26 ms, p=0,42) (Sekil 4.6D).

RyR2’nin aktivasyonu icin L-tipi Ca'? kanallarindan giren Ca*? 6nemli bir yer
tutmaktadir. L-tipi Ca*2 kanallarinin tepe noktasindaki degisimin yaninda bu kanallardan
zamanla giren Ca* miktar1 da 6nemli bir parametredir. Bundan dolayi, son olarak L-tipi
Ca*? kanallarindan giren Ca*? iyonlarinin miktari hesaplandi (Sekil 4.6E). Bunun igin L-
tipi Ca*2 kanallarindan 6lgiilen traselerin altinda kalan alan hesaplanarak hiicre icine giren
toplam yiik hesaplandi. Kontrol grubuna gére DOX grubunda hiicre igine giren Ca*? iyon
miktar1 anlamli sekilde artmaktadir (Kontrol: 392,20+53,49 attomol; DOX: 674,00+97,47
attomol, p<0,05). DOX+TQ grubu miyositlerinde ise DOX grubuna goére anlaml sekilde
artmamus olsa dahi hiicre igine giren Ca*? iyon miktarinin DOX grubuna gére arttig1

gosterilmistir (DOX: 674,00+97,47 attomol; DOX+TQ: 739,40+94,71 attomol, p=0,49).
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Sekil 4.6: Deney gruplar igin elde edilen L-tipi Ca*? akimlari. A) Her bir gruptan alinan ortalama akim
degerlerinin potansiyele gore grafigi. B) Ornek L-tipi Ca*? akim traseleri. C ve D) L-tipi Ca*? kanallarin
kapanma kinetiklerinin sirasiyla yavas ve hizli zaman sabitleri. E) L-tipi Ca*? kanallarindan hiicre igine
giren Ca*? miktar1. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Sirastyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ
gruplari i¢in n=14, 16, 14, 14 miyosit hiicresi, *p<0,05, Kontrol grubuna gore ve #p<0,05, DOX grubuna
gore anlamliligr ifade etmektedir.

4.5. Potasyum Akimlari

AP’nin repolarizasyonunda 6nemli bir role sahip olan K* kanallari incelendi. Bu
calismada lio, Iss Ve Ik1 kayitlart gruplar arasinda karsilastirild. Tlk énce farkli potansiyel
degerlerine gore Olgiilen ortalama lio yogunlugu grafigi verildi (Sekil 4.7A). Gruplarin Iy
yogunluklar1 arasinda herhangi bir fark goriilmedi. Ayni sekilde lss olarak degerlendirilen
kuyruk akimlarinin da potansiyele bagli degisimleri incelendi (Sekil 4.7B). lo’da oldugu
gibi, gruplar arasinda herhangi bir fark bulunamadi. Daha sonra ly yogunlugunun yavas
ve hizli zaman sabitleri hesaplandi (sirasiyla Sekil 4.7C ve Sekil 4.7D). Kontrol grubuna
gore DOX grubu miyositlerinin yavas zaman sabitinde anlamli bir azalma goriildii
(Kontrol: 258,70+24,41 ms; DOX: 144,70+15,85 ms, p<0,05). DOX+TQ grubunda DOX
grubuna goére yavas zaman sabitinde artma olsa da bu artis anlamli bulunmadi (DOX:
144,70+15,85 ms; DOX+TQ: 207,40+31,82 ms, p=0,22). Aymi sekilde hizli zaman
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sabitinde de kontrole gére DOX grubunda anlamli bir azalma goriildi (Kontrol:
22,3941,40 ms; DOX: 16,27+1,10 ms, p<0,05). Yavas zaman sabitinde de DOX grubuna
gore DOX+TQ grubunda anlamli bir fark gorilmedi (DOX: 16,27+1,10 ms; DOX+TQ:
19,10+0,96 ms, p=0,09).
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Sekil 4.7: Gruplara ait potasyum akim yogunlugu I-V grafikleri ve zaman sabitleri. A) T{im gruplar igin It
yogunlugu ortalama traseleri. B) Her bir grup igin Iss yogunlugu ortalama traseleri. C ve D) +70 mV’daki
l’lara ait sirasiyla yavas ve hizli zaman sabitleri. E) Her bir grup igin Ik: yogunlugu ortalama traseleri.
Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ gruplari i¢in n=14,
17, 14, 13 miyosit, *p<0,05, Kontrol grubuna gore anlamlilig1 ifade etmektedir.

Son olarak dinlenim membran potansiyelinden, stabil olmasindan ve AP’nin
repolarizasyon fazinin son kismindan sorumlu olan Ik: akim kayitlar1 alindi ve I-V
degisim egrisi ¢izildi (Sekil 4.7E). Kontrol grubuna gére DOX grubunda anlamli bir fark
goriilmedi. Ayn1 sekilde DOX grubuna gore DOX+TQ grubunda da anlamli bir fark

bulunamadi. Bu sonuglarda dinlenim membran potansiyeli bulgulari ile 6rtiismektedir.
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4.6. Protein Ekspresylarimin Degerlendirilmesi

Normal sartlar altinda hiicre i¢indeki Ca*? konsantrasyonunu diizenleyen birgok protein
bulunmaktadir. DOX uygulamasinin hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunu etkiledigi bilindigi
icin hiicre i¢i Ca' regiilasyonunda etkili olan proteinlerin ekspresyonlar1 da
degerlendirildi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.8°de gosterildi. SERCA ekspresyonu analiz
edildiginde (Sekil 4.8A) Kontrol grubuna gére DOX grubu kalplerine anlamli sekilde
azaldigi goriildi (Kontrol: 0,74+0,08; DOX: 0,20+0,03, p<0,05). DOX+TQ grubunda ise
SERCA ekspresyonu DOX grubuna gére artmis olsa da anlamli bir fark gériilmedi (DOX:
0,20+0,03; DOX+TQ: 0,234+0,04, p=0,52). SERCA aktivitesini diizenleyen 6nemli bir
protein olan PLB ve p-PLB ekspresyonlari da 6lgiildii (Sekil 4.8B). Kontrol grubuna gore
DOX grubundaki p-PLB/PLB oraninin anlamli derecede arttigi gosterilmistir (Kontrol:
0,18+0,03; DOX: 0,73+0,08, p<0,05). DOX+TQ grubunda hem Kontrol hem de DOX
grubuna gore anlamli diizeyde fark gosterdi (DOX: 0,73+0,08; DOX+TQ: 1,19+0,08,
p<0,05). Hiicre i¢i Ca*? regiilasyonunda nemli diger bir protein olan CaMKII'nin total
ve fosforillenmis formunun (p-CaMKII) ekspresyonlarinin DOX uygulamasi ile nasil
degistigi ve TQ uygulamasimin buna etkisi de arastirildi (sirastyla Sekil 4.8C ve Sekil
4.8D). Kontrole gore DOX grubunda CaMKII protein miktariin anlamli seviyede
azaldig1 goriildii (Kontrol: 1,02+0,07; DOX: 0,44+0,04, p<0,05). DOX+TQ grubunda
DOX grubuna gore anlamli bir artis olsa da Kontrol grubu seviyesine getiremedi (DOX:
0,44+0,04; DOX+TQ: 0,68+0,06, p<0,05). Benzer sekilde, p-CaMKII protein
ekspresyonu incelendiginde, Kontrol grubuna gére DOX grubunda ekspresyonun anlamli
diizeyde azaldig1 goriilmektedir (Kontrol: 0,69+0,06; DOX: 0,16+0,04, p<0,05). DOX
grubuna gore DOX+TQ grubunda p-CaMKII ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis ve
diizelme gozlemlendi (DOX: 0,16+0,04; DOX+TQ: 0,27+0,02, p<0,05).
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Sekil 4.8: Hiicre i¢i Ca*? diizenleyici proteinlerin western blot goriintiileri ve grafikleri. A) SERCA (110
kDa), B) p-PLB/PLB (24 kDa), C) CaMKII (50 kDa) ve D) p-CaMKII (50 kDa) protein ekspresyon
miktarlari. SERCA, CaMKII ve p-CaMKII GAPDH ile normalize edildi. Degerler ortalama = SEM olarak
verildi. Sirasiyla SERCA, p-PLN/PLN, CaMKII, p-CaMKI|I 6l¢timleri igin n=8, 8, 15, 11, *p<0,05, Kontrol
grubuna gore ve #p<0,05, DOX grubuna gore anlamlilig1 ifade etmektedir.

DOX’un en 6nemli etki mekanizmasinin artan ROS miktari ile olusan hiicre hasar1 oldugu
iddia edilmektedir. O yiizden ilk 6nce 6nemli bir ROS kaynagi olan NOX2 enziminin
protein ekspresyonu degerlendirildi (Sekil 4.9A). Sekilde de goriildiigii gibi gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamadi (Kontrol: 1,49+0,13; DOX: 1,41+0,15, p=0,67 ve
DOX: 1,41+0,15; DOX+TQ: 1,53+0,10, p=0,50). Daha sonra hiicrelerin apoptotik yolagin
onemli belirteglerinden biri olan kaspaz aktivitesinin degisimi hakkinda bilgi elde etmek
igin prokaspaz-3 protein ekspresyonu Olgiildii (Sekil 4.9B). Normal sartlarda inaktif

bulunan bu protein apoptoz sinyali aldiktan sonra aktif hale gegerek (kaspaza doniisiir)
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hiicrenin 6liimiinii gergeklestirmektedir. Kontrol grubuna gore DOX grubunda prokaspaz-
3 protein ekspresyonunun anlamli derecede diistiigii goriildi (Kontrol: 1,54+0,14; DOX:
0,10+0,03, p<0,05). DOX grubu ile DOX+TQ grubu arasinda ise anlamli herhangi bir fark
bulunmadi1 (DOX: 0,10+0,03; DOX+TQ: 0,11+0,02, p=0,90).
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Sekil 4.9: Deney gruplarinin oksidatif stres, antioksidan ve apoptoz parametreleri. A) NOX2 (55 kDa), B)
Prokaspaz-3 (34 kDa) protein ekspresyon miktarlari ve western blot goriintiileri. C) Tiim gruplarin ortalama
antioksidan kapasitesi. D) Protein karbonil seviyeleri. Her bir protein ekspresyonu kendi GAPDH
ekspresyonuna boliinerek normalize edildi. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. Sirasiyla NOX2,
prokaspaz-3, TAK ve protein karbonil olgtimleri i¢in n=6, 8, 10, 6, *p<0,05, Kontrol grubuna gore
anlamlilig ifade etmektedir.

TQ’nun 1y1 bir antioksidan oldugu iddia edildigi i¢in gruplar arasindaki antioksidan
miktart degisimini gosteren TAK miktar1 olgildii (Sekil 4.9C). Kontrole gére DOX
grubunda anlamli bir fark goriilmedi (Kontrol: 272,90+23,30 uM CRE/mg; DOX:
234,60+37,28 uM CRE/mg, p=0,39). Aym sekilde DOX grubu ile DOX+TQ grubu
arasinda da anlamli bir fark bulunmadi (DOX: 234,60+37,28 uM CRE/mg; DOX+TQ:
281,10+24,59 uM CRE/mg, p=0,30). Ilging bir sekilde antioksidan miktarinin Kontrol
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grubuna gore KON+TQ grubunda anlamli sekilde distiigli gorildii (Kontrol:
272,90+23,30 uM CRE/mg; KON+TQ: 187,50+11,95 uM CRE/mg, p<0,05). Son olarak
protein oksidasyonunun seviyesini 6l¢mek igin protein karbonil seviyesi olgtildi (Sekil
4.9D). Gruplar arasinda herhangi bir fark goriilmedi (Kontrol: 3,14+0,52 nmol/mg; DOX:
4,11+0,80 nmol/mg, p=0,32 ve DOX: 4,11+0,80 nmol/mg; DOX+TQ: 4,07+0,73
nmol/mg, p=0,97).
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5. TARTISMA

DOX, kanser tedavisinde kullanilan ¢ok etkili ve genis spektrumlu antrasiklin tiirevi bir
antibiyotiktir. Genellikle 16semi ve lenfoma gibi hematolojik kanser tiirlerinde, meme
kanserinde ve yumusak doku kanserlerinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.
Tiimorlere karsi ¢ok etkili olmasi ve birgok farkli kanser tiiriinde kullanilmasina ragmen
oldukca toksik bir maddedir. Birgok yan etkisinin olmasima ragmen DIK bunlarin en
onemlilerindendir. Olusturdugu kardiyotoksisitenin birgok farkli mekanizma tarafindan
gerceklestigi one siiriilmektedir. Bunlardan en yaygin kabul edilen mekanizma olarak
hiicre i¢i ROS seviyesinin artis1 ve antioksidan seviyesindeki disiistiir (Ferreira ve ark.,
2007).

Calismamizda, DIK olusturabilmek icin deney gruplarina bir giin arayla toplamda bes giin
olacak sekilde DOX verildi. Hayvanlara verilen toplam doz 15 mg/kg olarak se¢ildi ve bu
doz ile deney hayvanlarinda kronik Kardiyotoksisite olusturuldu (Meeran ve ark., 2019).
Dort haftanin sonunda kardiyomiyositlerde meydana gelen elektrofizyolojik degisiklikler
ve kasilmada olusan degisiklikler belirlendi. Daha sonra antioksidan 6zelligi gosterdigi
one siiriilen TQ’nun kardiyomiyositlerde olusan degisikliklere etkisi incelendi. Sonug

olarak da TQ nun DiK’e olumlu etkilerinin olup olmadig: arastirildi.

[k bulgumuz olan sag kalim yiizdesinde gruplar arasinda anlamli farkliliklar goriildii.
Calisgmamizda DOX grubunda sag kalim oraninin %65,71’lere diistiigii gortildii. Bu sonug
literatiirde de bulunan sonuglar ile 6rtiismektedir. Cappetta ve ark. (2017) ile Sugiyama ve
ark. (2016)’nin c¢aligmalarinda akut ve kronik DOX uygulamasindaki sag kalim
oranlarinin %75 civarlarinda oldugu belirtilmistir (Sugiyama ve ark., 2016; Cappetta ve
ark., 2017). Hatta daha uzun siireli ¢alismalarda sag kalim oraninin ¢ok fazla diistiigii de
gosterilmistir (Vasi¢ ve ark., 2019). Literatiirde glinde 10 mg/kg verilen KON+TQ
gruplarinda herhangi bir 6liim goziikmezken Atta ve ark. (2017) yaptig1 kronik ¢alismadan
giinliik 50 mg/kg alan siganlarda sag kalim oraninin %86,67 oldugu gosterilmistir (Atta
ve ark., 2017). Bizim c¢alismamizda ise DOX+TQ grubunun sag kalim yiizdesinin DOX
grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Sag kalim oranlarinin DOX+TQ

grubunda DOX grubuna gore %31,14 azaldig1 belirlenmistir. Bu nedenle, ¢alismamiz
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DOX iizerine TQ tedavisi verilen hayvanlarda kalp yetmezliginden dolay1 olusan 6liim
oranlarinda iyilesme yerine daha da kétiilesen bir durum oldugunu gostermektedir. Oliim
oranlar1 ile paralel olarak 4 hafta sonundaki kilo degisimlerini karsilastirdigimizda
DOX+TQ grubunun baglangic kilo degerine gore %24,29 oraninda kilo kaybettigi
goriilmiistiir. Bu oran DOX grubunda ise %16,99 olarak belirlenmistir. Genelde DOX
tedavisi sirasinda kilo kaybinin goriilmesi gida isteksizliginden dolayr normal olarak

karsilanmaktadir (McLean ve ark., 2019).

Calismadaki tiim hayvanlarin kalpleri tartildi ve DOX ve DOX+TQ gruplarinda kontrole
gore anlaml bir azalma goriildii. DOX uygulamasi alan hayvanlarda olusan yemek yeme
isteginin azalmasinin nedeni olarak anorexia nervosa gosterilebilir (Oflaz ve ark., 2013).
Bu sekilde hem kilo kayiplar1 hem de kalpteki agirlik kaybi agiklanabilmektedir. Tibia
uzunlugunda gruplar arasinda anlamli bir fark yokken kalp agirligi/tibia uzunlugu
oraninda Kontrol grubuna gére DOX ve DOX+TQ grubunda goriilen anlamli azalma, kalp
agirh@i/viicut agirhi@ oraninda goriilmemektedir. Bu sonuglar da gosteriyor ki, kalp
agirhgindaki azalma viicut agirligindaki azalma ile orantilidir. DOX’un kardiyotoksik
0zelligi daha dnceki ¢alismalarda da gosterildigi gibi kalp agirliginda ve kalp agirligi/tibia
uzunlu oraninda azalma gostermektedir (Kizaki ve ark., 2004). Hiicre boyutundaki
degisime bakildiginda DOX uygulanan hiicrelerde Kontrol grubuna gore azalma
goriilmektedir. Keung ve ark. (1991) yaptiklar1 ¢aligmada hiicre boyutundaki degisimin
biiyiik bir ihtimalle T-tiibiiler sistemdeki kismi kayiplardan olacagini bulmusglardir (Keung
ve ark., 1991). Iskelet kasinda yapilan ¢alismalarda T-tiibiiler sistemdeki kaybin en 6nemli
sonucu elektriksel aktivite i¢in ice dogru iletim yolunun kesintiye ugramasi ve kasilma

kaybiyla sonuglanmasidir (Howell, 1969).

Caligmamizda oncelikle kronik DOX uygulamasinin  kardiyak hiicrelerinde
olusturabilecegi fonksiyonel degisiklikleri ve bu degisiklikler iizerine TQ nun etkisini
arastirabilmek igin kasilma parametreleri incelendi. DOX grubunda sarkomer boyunda
uzama ve fraksiyonel kisalma miktarinda da azalma oldugu gozlenmistir. Kasilmanin
kinetikleri incelendiginde de yavasladig1 goriilmektedir. Bu sonuglar DOX uygulamasinin
sol ventrikiil fonksiyonlarinda ©Onemli derecede bozulmaya sebep oldugunu

gostermektedir. Bunun iizerine DOX+TQ grubunda bu etkilerin diizeldigi ve Kontrol
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grubu seviyesine yaklastigi gosterildi. Mitry ve Edwards (2016) tarafindan yapilan bir
calismada DOX alan kisilerde hem fraksiyonel kasilmada hem de ejeksiyon fraksiyonunda
azalma oldugu tespit edilmistir (Mitry ve Edwards, 2016). Cocukluk kanserini atlatan
bireylerde yapilan bir baska calismada ileriki yaslarda sol ventrikiil fonksiyonlarinda
belirgin bir azalma goriilmiistiir (Armstrong ve ark., 2012). Monti ve ark. (1986) sicanlar
tizerinde yaptiklari bir ¢alismada tek doz DOX uygulamasinin bile kasilma kuvvetini
onemli Ol¢tide azalttigini gostermislerdir (Monti ve ark., 1986). Bu calismalar ile elde
edilen sonuglarin ¢alisma bulgularimiz ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Literatiirde
kasilma ile ilgili ¢alismalarda DOX’un ROS miktarini1 arttirip lipid peroksidasyonuna
neden olabilecegi ve bunun da Ca*? homeostazinda rol oynayan yapilar tarafindan Ca*?
tasinmasinin bozulmasina yol acabilecegi iddia edilmektedir. Ayrica DOX ile tedavi
edilen siganlarin miyokardiyumunda miyofibrillerin kaybinin yaninda tiibiillerde ve
SR’da olusan hasarlarin da uyarilma-kasilma ¢iftlenimi iizerine etkisinin oldugu
sOylenmektedir. Caroni ve ark. (1981) kopek kalbinde yaptiklar1 bir ¢alismada, DOX’un
Na*-Ca*? degistokuscusunu baskiladigim gostermislerdir. Boyle bir durumda SR Ca*?
iceriginin daha fazla olmas1 beklenirken tam tersine SR igeriginin azaldigi ve buna bagli
olarak kasilmanin da azaldigi gézlemlenmistir (Caroni ve ark., 1981; Wang ve Korth,
1995).

DOX uygulamasinin kalpte bir¢ok iyon kanalini etkiledigi bilinmektedir (Fernandez-Chas
ve ark., 2018). Kanallarda olusacak herhangi bir degisiklik AP morfolojisini de
etkileyecektir. Calismamizda DOX uygulanan grubun miyosit AP siiresinde uzama
goriiliirken sadece DOX+TQ grubundaki uzamanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmektedir. Bu uzamanin akut ¢alismalarda DOX’un pozitif inotropik etkisinden
olabilecegi soylenmistir (Wang ve Korth, 1995; Wang ve ark., 2001). Yine ayni
calismalarda bu etkinin zamanla azaldig1 da gosterilmistir. Calismamiz kronik bir ¢aligma
oldugundan inotropik etkisinden ¢ok, DOX’un kanallara olan etkisinden kaynaklanan bir
uzama oldugu tahmin edilmektedir. DOX’un kronik uygulamasi sonrasi APD’de
uzamanin goriilmesi literatiirde de gosterildigi gibi muhtemelen lcaL Ve lkr akimlar ile
alakalidir (Fernandez-Chas ve ark., 2018). Caligmamizda gordiigiimiiz bir diger 6nemli
sonu¢ ise DOX+TQ grubunun APD’sindeki uzamanin DOX grubundan daha fazla

olmasidir. Bu sonug beklenen bir sey degildi, ¢iinkii APD’si hali hazirda uzamis olan
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diyabet gibi hastaliklara literatiirde TQ nun iyi geldigi bildirilmistir (Sangi ve ark., 2015;
Farkhondeh ve ark., 2017). Buna ragmen, hem DOX+TQ grubunda hem de KON+TQ
grubunda APD’de uzama gorildii. Genelde, TQ’nun kardiyoprotektif etkisinden
bahsedilirken daha onceki calismalarda kan serum igerigi ya da enzim aktivitelerine
bakilmaktadir (Al-Shabanah ve ark., 1998; Nagi ve ark., 2011; Randhawa ve ark., 2013).
Bu degerlerde iyilesme gosterilse bile bu verilerin organ fonksiyonu hakkinda bir kanaate
varmak igin yeterli olmadigi ve kronik hastalik modelinde TQ’nun elektrofizyolojik
etkilerine de bakilip kalpteki elektriksel aktivitenin nasil degistiginin gosterilmesiyle daha

dogru bir degerlendirme yapilabilecegi sdylenebilir.

AP’nin diger bir parametresi olan dinlenim membran potansiyelinde gruplar arasinda
herhangi bir fark bulunamadi. Bu sonug burada etkili olan K* kanalinin akiminda (k1)
gruplar arasinda bir fark bulunamamasiyla uyumluluk géstermektedir. Son olarak AP’nin
genlik degerleri karsilagtirildiginda burada da anlamli farklar goriilmedi. Kronik olarak

hem DOX hem de TQ uygulamasi sodyum kanallarina etki etmedigi diistiniilmektedir.

Ventrikiil miyositlerinin kasilmasi hiicre icindeki Ca*? konsantrasyonundaki ani ve gegici
degisimle miimkiin olmaktadir. Kasilma, AP’nin baslamasindan sonra agilan L-tipi Ca*?
kanallarindan giren Ca*? iyonlari ile baslamaktadir. Bu yiizden L-tipi Ca*? kanallarindan
giren Ca*? iyonlarmin 6lgiilmesi énemlidir. APD’ye de etkisi olan akimlardan biri olan
Ica’deki degisimler incelendiginde DOX grubunda 6nemli bir artis oldugu gortilmektedir.
Keung ve ark. (1991) yaptigi caligmada kontrole gére DOX grubunda hem lcaL
akimlarinda artis hem de hizli inaktivasyon zaman sabitinde uzama oldugunu rapor e
derken, yavas zaman sabitinde herhangi bir fark olmadigini gostermislerdir. (Keung ve
ark., 1991). Baska bir calismada DOX uygulamasinin L-tipi Ca*? kanahinin protein
seviyesini etkilemeden fosforilasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Ikeda ve ark., 2019). Bu
bulgular bizim calismamizin sonuglariyla uyumludur ve DOX grubundaki akim
yogunlugunun anlaml sekilde artmasinin sebebini agiklamaktadir. DOX+TQ grubunda
ise Icar, Kontrol grubu seviyesine gelirken, TQ kanalin kinetigini degistirmektedir. Kanal
Kinetiginin degismesi ile beraber kanalin agik kalma siiresi degisecektir. DOX+TQ
grubunda kanalin inaktivasyon siiresinin uzamasi ile beraber hiicre i¢ine zamanla girecek

Ca*? miktar1 da artacaktir. Her ne kadar akim yogunlugu DOX+TQ grubunda Kontrol
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grubu seviyesine gelse de kanal kinetigindeki bu degisim hiicre i¢ine giren Ca*? miktarim

arttiracak, boylelikle APD uzamasi goriilecektir.

APD’ye etki edebilecek bir bagka akim ise K™ kanal akimlaridir. Calismamizda voltaja
bagimli olarak |l kayitlar1 alindi. Ne lw’da ne de Iss’de gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmedi. Buradan DOX’un kanalin gecirgenligine etkisinin olmadigini gormekteyiz.
Ayni sekilde TQ uygulamasinin da lo’nun genligine bir etkisinin olmadigini1 gérmekteyiz.
Genliginin yaninda DOX’un It kanal kinetiklerine etkisi incelendiginde hem yavas hem
de hizli kanal kinetiklerinde anlamli bir hizlanma goriilmektedir. Boylelikle bu kanallarin
DOX uygulamast ile daha hizli bir sekilde kapanacagini ve buna bagli olarak hiicre digina
cikacak K" iyonlarinda azalma olacagimi gostermektedir. Bu sonu¢ tek basmna
incelendiginde APD’lerin uzamasi gerektigini gostermektedir fakat APD’ye etkili tek
kanal lio olmadigi i¢in bu kanallardaki farklar direk olarak APD’ye etki etmeyebilir.
DOX+TQ grubunda ise kinetikler yavaslasa da, ne Kontrol grubuna gore ne de DOX

grubuna gore anlamli bir fark saptanmadi.

Sonuc olarak AP’deki uzamaya etkili olabilecek K* ve Ca*? kanallar1 beraber
diisiiniildiigiinde, her ne kadar L-tipi Ca*2 kanallarindaki akim yogunlugu DOX grubunda
fazla olmus olsa da bu kanallardan giren Ca*? miktarinin DOX+TQ grubunda daha fazla
oldugu goriildii. Potasyum kanallarinda da gruplar arasinda anlamli bir fark olmamasi
nedeniyle APD’nin DOX+TQ grubunda uzun olmasinin sebebi muhtemelen igeri giren

Ca*? miktarmnin diger gruplara gore fazla olmasidir.

L-tipi Ca*? kanallarindan giren Ca*? iyonlar1 hiicrenin kasilmasi igin tek basina yeterli
olmamaktadir. Bundan dolayr L-tipi Ca*? kanallarindan giren Ca*? iyonlar1 SR iizerinde
bulunan RyR2 aracilig1 ile SR igerisindeki Ca*? iyonlarim1 hiicre i¢ine salinimimn tetikler.
Béyle bir amplifikasyon mekanizmasina Ca*? indiiklii Ca*? salinimi denmektedir. SR
icerisinden hiicre i¢ine salman Ca*? iyonlar: hiicredeki kasilmay1 baslatmis olur. SERCA,
SR iizerinde olan ve hiicre i¢ci Ca*? konsantrasyonunu diizenlenmesinde 6nemli rolii
bulunan bir proteindir. Calismamizda bu proteinin, DOX grubunda ekspresyonunun
azaldigin1 gosterdik. Bu azalma ile paralel olarak mRNA diizeyinde azalma oldugunu
gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir (Arai ve ark., 2000). SERCA’nin protein
ekspresyon seviyesinin bu denli azalmasi SR igerisindeki Ca™ konsantrasyonunun
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azalmasina neden olabilmektedir. SERCA miktarindaki azalma SR igerisinden kasilma
sirasinda hiicre igine dokiilecek Ca*? miktarim azaltacagindan fraksiyonel kisalmada
azalmalar goriilecektir. DOX grubunda fraksiyonel kisalmadaki diisiise paralel olarak

SERCA’daki protein ekspresyonunun azalmasi bu durumu agiklamaktadir.

SERCA’nin aktivasyonunda etkili bir protein olan PLB’nin aktivasyonunun Kontrol
grubuna gore diger gruplarda arttigi gosterildi. PLB normal sartlar altinda inaktif
durumdayken, CAMP bagimli protein kinaz A (PKA)’nin PLB’yi fosforile etmesiyle
SERCA’nin Ca*?’a olan afinitesini arttirarak SR i¢i Ca*? konsantrasyonunu arttirmaktadir.
Kasilma parametrelerinde goriilen fraksiyonel kisalmanin TQ uygulamasiyla Kontrol
diizeyine gelmesinin sebebi artmis olan p-PLB/PLB orani olabilir. cAMP ve PKA’nin
protein ekspresyon seviyesi incelenerek, yolagin p-PLB/PLB oranina etkisi kesin olarak
bulunabilir. Sadece SR iizerindeki proteinlerin ekspresyon seviyelerine bakmak kasilma
parametrelerindeki iyilesmenin nedenlerini kesin olarak sdylemek i¢in yeterli degildir. O
yiizden, SR igerisinde bulunan Ca*? konsantrasyonunun belirlenmesi, diyastol siirecinde
olusan Ca'? sizintilarin saptanmasi ve hiicre icindeki bazal Ca*™? konsantrasyonunu
belirlenmesi fraksiyonel kisalmaya TQ’nun nerede etkili oldugunu tam olarak

gosterebilir.

Calismalarda DOX uygulamasina bagl olarak L -tipi Ca*? kanallarindan giren Ca*?’nin
CaMKII’yi arttirdig1 ve bununda niikleer faktor kappa B araciligiyla apoptotik yolagi
etkiledigi gosterilmistir (Ikeda ve ark., 2019). Baska bir ¢alismada ise CaMKII ile artan
kalsinorinin NFAT yolag: ile hiicreyi hipertrofiye gotiirdiigii gosterilmistir (MacDonnell
ve ark., 2009). SERCA’nin aktivasyonunda da etkili bir protein olan CaMKII’nin
ekspresyon seviyesi incelendiginde Kontrol grubuna gére DOX grubunda anlamli bir
azalma oldugu goriildi. Caligmamizda kalp agirliklarindaki diisiis ve kalp agirligi/tibia
uzunlugunda azalis ile kalplerin hipertrofiye gitmedigi goriilmektedir. Bundan dolay1
CaMKII indiiklii kalsindrin yolaginin aktif olmadigi goriilmektedir. Caligmamizda
CaMKIIl ve p-CaMKII protein ekspresyonlarindaki azalma ile hiicrenin hipertrofiye

gitmemesi paralellik gostermektedir.

DOX’un en biiyiikk etki mekanizmasi olarak artan ROS miktar1 olarak gosterilse de
antioksidanlarin DOX’un toksik etkilerini bertaraf etmede ise yaramadigi gosterilmistir
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(Hanna ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalarda DOX’un apoptozu sadece ROS iiretimi ve
oksidatif stresi icermeyen mekanizmalar ile indiikleyebildigi gosterilmistir (Octavia ve
ark., 2012b). DOX tarafindan indiiklenen miyokardiyal fonksiyon bozuklugunun
ilerlemesinde apoptozun da biiyiik bir 6nemi oldugu gosterilmistir (Ueno ve ark., 2006).
Calismamizda apoptozun bir gostergesi olan prokaspaz-3’iin DOX alan gruplarda ¢ok
distiigli  gosterildi. Prokaspaz-3’teki bu azalma kaspaz-3’iin aktive oldugunu

gostermektedir.

Bu c¢alismada ROS’un onemli bir kaynagi olan NOX2’nin protein ekspresyonunda
herhangi bir artis goriilmemesi, DOX indiikli apoptozun ROS {izerinden olmadigini
gostermektedir. DOX mitokondri igine girerek bir diger apoptotik yolak olan sitokrom C
oksidaz salinimina da neden olur. Sitokrom C daha sonra kaspaz-3’i aktive ederek
apoptozu tetiklemis olabilir. Akt fosforilasyonu ile ana anti-apoptotik yolakta bulunan
BAD aktivasyonunu engelleyerek apoptotik siireci arttirir. Bu yolaklarin daha detayli

incelenmesiyle, DOX indiiklii apoptozun mekanizmasi daha net bir sekilde agiklanabilir.

Proteinler hiicrelerdeki ¢ogu fonksiyonel siiregten birincil olarak sorumlu olduklar1 igin
ROS i¢in ana hedeflerdir. Proteinler birden fazla sekilde oksidatif modifikasyona
ugrayabilirler. Bunlardan en yaygini karbonilasyondur ve bu genel protein oksidasyonu
tiuridir (Madian ve Regnier, 2010). Oksidatif stres ile indiikklenen karbonilasyon,
genellikle proteinlerin fonksiyonunun kaybina ve biyolojik aktivitesinin degismesine yol
acan geri dontisiimsiiz bir post-translasyonel modifikasyondur (Dennis ve ark., 2013).
Calismamizda ROS seviyesinin artmadigint NOX2 proteinin ekspresyonuna bakarak
soyleyebiliriz. Buna paralel olarak protein karbonil kiti ile yaptigimiz 6l¢iimlerde protein
oksidasyonunun gruplar arasinda anlamli bir sekilde degismedigi de gozlendi. Literatiirde
yapilan caligmalarda kalp yetmezligi olusturulan hayvanlarda protein oksidasyonunun
arttigr gosterilmistir. Yine ayni ¢aligmalarda NOX2 protein ekspresyonunun da arttigi
gosterilmistir (Bowen ve ark., 2015). Bu sonuglar 1siginda calismamizda protein
oksidasyonunu artmamasmin NOX protein ekspresyonunun gruplar arasinda
degismemesi ile uyumlu oldugu gorilmektedir. Bunlara ek olarak gruplarin doku

antioksidan kapasiteleri arasinda da anlamli bir fark olmamasi bu durumu teyid etmekte
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ve DOX veya TQ tedavisine bagli olarak gozlenen kardiyak etkilerin oksidatif stres ile

iligkisi olmadigini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ajan olan DOX’un
uygulanmas1 sonucunda olusan kalp yetmezliginin, kardiyomiyositlerde olusturacagi
kasilma, AP ve iyon kanallarindaki degisiklikler ve bu olusan degisikliklere 4 hafta

boyunca TQ tedavisinin etkisi incelendi.

Sicanlara toplamda 15 mg/kg olacak sekilde 5 doz uygulanan DOX’un sag kalim oranini
diigiirdiigi gosterildi. Buna karsin DOX uygulanan siganlara 4 hafta boyunca verilen
TQ’nun (10 mg/kg/giin) sag kalim oraninda ciddi bir azalmaya yol agtig1 goriildii. Bu
sekilde TQ’nun 6liim oranini iyilestirmedigi, hatta beraber kullaniminda 6liim oraninin

daha da arttig1 gosterildi.

Her ne kadar 6liim oranim arttirsa da 4 hafta sonunda DOX uygulamasina bagli olarak
sarkomer boyundaki ve relaksasyon siiresindeki uzamanin ve fraksiyonel kisalmadaki

azalmanin TQ uygulamasi ile diizeldigi bulundu.

DOX ile uzayan APD’nin TQ varliginda daha da uzadig1 gosterilmistir. Genel olarak K*
akimlariin genliklerinde fark goriilmezken Iy kinetiklerinde degisim oldugu goriildii.
Icar’da DOX etkisi TQ ile Kontrol grubu seviyesine ¢ekilirken, kanal kinetiginde anlaml

bir fark oldugu goriildii.

Son olarak DOX’un apoptotik siirecleri etkiledigini ve bunun ROS indiiklii olmadigim
gosterdik. DOX grubunun antioksidan seviyesinin diismemesi de apoptotik yolaklarin

ROS indiiklii olmadigini desteklemektedir.

Ozetle elde ettigimiz bulgularm 1s181nda TQ nun DOX ile beraber kullanilmast i¢in dozu,
uygulama zamani ve uygulama siiresine iliskin daha detayli ¢alismalar yaparak etki

mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.
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