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OZET

KEMOTERAPIDE SIKLIKLA KULLANILAN PAKLiTA:KSEL’iN
SICANLARDA OLUSTURDUGU KALP TOKSISITESi UZERINE
PARTENOLID’IN TEDAVI EDiCI ETKISININ ARASTIRILMASI

UFUK KUSKUN
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIiK ANABILiM DALI
DOKTORA TEZIi, 77 SAYFA

(TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Hasan SEVGILI)
(IKINCI TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Harun BUDAK)

Bu tez ¢alismasinda, Giimiisdigme (Tanacetum parthenium) L. bitkisinin aktif bileseni olan
partenolid (PTL)'in, antikanser ilag olarak bir¢ok kanser tedavisinde siklikla kullanilan paklitaksel
(PTX)’in olusturdugu kardiyotoksisite iizerine terapdtik etkisinin gen ve protein diizeylerinde
arastiritlmasi1 amaglanmistir. Bu amagla 48 adet erkek sigan (Sprague-Dawley), her grupta 8’er hayvan
olacak sekilde 6 gruba ayrilmistir. 1.grup kontrol grubu, bu gruptaki hayvanlara herhangi bir miidahale
yapilmamustir. 2. gruba kiimiilatif dozu 8 mg/kg olacak sekilde PTX uygulanmistir. 3. grup sham grubu
olarak adlandirilmis ve bu gruba tedavi edici etkisi degerlendirilen PTL’nin ¢6ziiciisii olarak kullanilan
DMSO uygulanmstir. 4, 5 ve 6. gruplar ise tedavi gruplaridir. Bu gruplara 8 mg/kg PTX tek doz
uygulanmis ve daha sonra 14 giin siireyle sirasiyla 1 mg/PTL, 2 mg/kg PTL ve 4 mg/kg PTL olacak
sekilde tedavi uygulanmistir. Son doz PTL alindiktan sonra siganlar sakrifiye edilmis ve kalp
dokularinda antioksidan metabolitlerden rediikte glutatyon (GSH)’un ve lipid peroksidasyonu (LPO)
belirteci malondialdehit (MDA) ’in kantitatif miktar1 spektrofotometrik olarak incelenmistir. Ek olarak
DNA hasar gostergesi 8-hidroksi- deoksiguanozin(8-OHdG), inflamasyon belirtegleri uyarilabilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz (COX-2) proteinlerinin seviyelerindeki degisiklikler
immiinohistokimyasal analiz ile belirlenmis ve PTX tedavisinin neden oldugu kardiyak doku hasarinin
tedavisinde PTL'nin etkisini arastirmak i¢in histopatolojik hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi da
yapilmistir. Bu yontemle kalp dokularinda hemoraji ve mononiikleer hiicre inflaitrasyonu degisikleri
degerlendirilmistir. Her bir gruptaki kalp dokularinda antioksidan sistem bilesenlerinden siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peoksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon
rediiktaz (GR)’1n enzim aktivite ve gen ekspresyon seviyeleri dlgiilerek gruplar arasinda karsilastirma
yapilmistir.

Calisma sonucu elde edilen veriler degerlendirildiginde antioksidan sistem bilesenleri GSH
ve MDA degerlerinin PTX ile oksidatif hasar yoniinde degistigi ve PTL ile normal seviyesine
gelebildigi gorilmiistiir. Patolojik degerlendirmede PTX ile olusan hemoraji ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonlarminda PTL ile iyilesme gosterdigi, DNA hasar gostergesi 8-OHdG ile inflamasyon
belirtegleri INOS ve COX-2’nin de PTL ile normale yaklastigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda
antioksidan enzimleri gen ve protein seviyesinde incelendiginde partenolidin, paklitaksel kaynakli

kardiyotoksisiteye karsi oldukea yiiksek terapotik etki gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem, Ekspresyon, Enzim aktivitesi, Kanser,
Kardiyotoksisite, Paklitaksel, Partenolid.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE THERAPEUTIC EFFECT OF PARTHENOLIDE
ON HEART TOXICITY IN RATS CAUSED BY PACLITAXEL
FREQUENTLY USED IN CHEMOTHERAPY
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(SUPERVISOR: Prof. Dr. Hasan SEVGILI)
(CO-SUPERVISOR: Prof. Dr. Harun BUDAK)

In this thesis, it is aimed to investigate the therapeutic effects of parthenolide (PTL), an active
component of Feverfew (Tanacetum parthenium) L., on the cardiotoxicity induced by paclitaxel (PTX),
a widely used anticancer drug in various cancer treatments, at the gene and protein levels. For this
purpose, 48 male rats (Sprague-Dawley) were divided into 6 groups with 8 animals in each group. The
1st group was the control group, and no intervention was made on the animals in this group. The 2nd
group received a cumulative dose of 8 mg/kg PTX. The 3rd group, called the sham group, received
DMSO, which is the solvent of PTL evaluated for its therapeutic effect. The 4th, 5th, and 6th groups
were the treatment groups. These groups received a single dose of 8 mg/kg PTX and subsequently
underwent a 14-day treatment with 1 mg/kg PTL, 2 mg/kg PTL, and 4 mg/kg PTL, respectively. After
the last PTL dose, the rats were sacrificed, and the quantitative amounts of the antioxidant metabolite
reduced glutathione (GSH) and the lipid peroxidation marker malondialdehyde (MDA) in the heart
tissues were examined spectrophotometrically. Additionally, changes in the levels of the DNA damage
marker 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), and inflammation markers inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and cyclooxygenase (COX-2) proteins were determined by immunohistochemical
analysis. Hematoxylin-eosin (H&E) staining was also performed to investigate the effect of PTL in
treating cardiac tissue damage induced by PTX, evaluating hemorrhage and mononuclear cell
infiltration changes in the heart tissues. The enzyme activity and gene expression levels of antioxidant
system components superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione S-transferase (GST), and glutathione reductase (GR) were measured and compared among
the groups.

The data obtained from the study indicate that the values of antioxidant system components
GSH and MDA changed in the direction of oxidative damage with PTX and returned to normal levels
with PTL treatment. Pathological evaluation revealed that hemorrhage and mononuclear cell infiltration
caused by PTX showed improvement with PTL. Additionally, the DNA damage marker 8-OHdG and
the inflammation markers INOS and COX-2 approached normal levels with PTL treatment.
Furthermore, when antioxidant enzymes were examined at the gene and protein levels, it was observed
that parthenolide exhibited a significantly high therapeutic effect against paclitaxel-induced
cardiotoxicity.

Keywords: Antioxidant System, Cancer, Cardiotoxicity, Enzyme Activity, Expression,
Paclitaxel, Parthenolide.
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1.GIRIS

Kanser, diinya genelinde onde gelen o&liim nedenlerinden biridir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siray1 almaktadir (Addington ve Freimer,
2016). Hastalar ve yakinlar1 agisindan disiiniildiiglinde bu hastalik toplumsal bir
problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ekonomik, psikolojik ve sosyal agidan her y1l
milyonlarca insani etkilemektedir ve bu da kanserin kiiresel saglik tizerindeki biiyiik
etkisini ve bu hastaligin 6nemini gostermektedir (Hausman, 2019). Bu dramatik durum
kanserle miicadelenin nemli bir ilgi konusu olmasina sebep olmaktadir (Ozdemir ve
ark., 2017). Kanserde kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi, cerrahi, molekiiler
tedaviler gibi bir¢cok tedavi yontemi vardir ve bu tedaviler bazen birlikte de
uygulanabilir. Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi en ¢ok kullanilan geleneksel

yontemlerdir (Terrero ve Li, 2004).

Sistemik kemoterapi, hemen her hiicreye ulasabilme yetenegi nedeniyle yaygin
malign hastaliklarin tedavisinde temel tedavi secenegi olarak kabul edilmekte ve
kemoterapotik ajanlar, kanser hiicrelerinin biiylimesini, yayilmasini, metastaz
yapmasini ve hastada oliimciil sonuglara yol agmasini engellemekte 6nemli klinik
faydalar saglamaktadir (Schirmacher, 2019; Chandraprasad ve ark., 2022). Ancak, bu
ilaclar saglikli hiicrelere de zarar verebilir ve bu durum organizmada oldukg¢a hizli
boliinen epitel hiicreleri, tireme hiicreleri ve kemik iligi hiicreleri iizerinde olumsuz
etkiler yaratarak istenmeyen yan etkilere yol agabilirler (Pearce ve ark., 2017). Bu yan
etkiler, semptomatik olarak tespit edilebilen agri, yorgunluk, bulanti ve kusma, uyku
bozukluklari, bagisiklik sistemi sorunlari ve duygudurum degisiklikleri gibi cesitli
sekillerde ortaya c¢ikmaktadir. Kemoterapi ilaglarinin yan etkileri kisiden kisiye
farklilik gosterebilir ve kullanilan ilaglarin tiirline, dozuna ve tedavi siiresine bagh

olarak degisebilir (Anand ve ark., 2023).

Hiicre boliinmesinin mitoz asamasin1 hedef alarak hiicre proliferasyonunu
durduran paklitaksel, dosetaksel, vinkristin gibi mitotik inhibitdrler mikrotiibiil
polimerizasyonunu veya depolimerizasyonunu inhibe ederek akciger, meme, prostat
gibi bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde basarili olan ilaglardir (Dumontet ve Jordan,
2010; Wen ve ark., 2016). Ilk olarak Pasifik porsuk agacindan (Taxus brevifolia) izole

edilen paklitaksel meme kanseri (Li ve ark., 2020), yumurtalik kanseri (Zhou ve ark.,



2020), akciger kanseri (Wang ve ark., 2021), pankreas kanseri (Faruque ve ark., 2022),
kaposi sarkomu (Paksoy ve ark., 2023) tedavilerinde tek bagina veya kombine ilaglarla
siklikla kullanilmaktadir. Paklitaksel, mikrotiibiillerin polimerizasyonunu stabilize
ederek hiicre boliinmesini durdurmakta ve bu sekilde tiimor hiicrelerinin 6lmesini
saglamaktadir. (Basu ve ark., 2018; Falchook ve ark., 2019; Sideris ve ark., 2016;
Baird ve ark., 2010). Ayn1 zamanda saglikli hiicrelerin zarar gérmesine de sebep
oldugundan bir¢ok yan etkiye sahiptir (Wang ve ark., 2022). Reaktif oksijen tlirlerinin
(ROS) olusumunu artirarak sitotoksisite iiretmekte ve boylece oksidatif stresi
indiiklemektedir (Meshkini ve Yazdanparast 2012; Ilinskaya ve ark., 2015).
Mikrotiibiillerin dinamik dengesinin bozulmasi, hiicre i¢i taginma siireclerini ve
hiicresel homeostaz1 etkileyerek kardiyotoksisiteye katkida bulunabilir (Jordan ve
Wilson, 2004). Kanser hiicrelerinde oldugu gibi kardiyomiyositlerde de apoptotik
(programlanmis hiicre 6liimii) yolag: aktive edebilir. Bu durum, kalp dokusunda hiicre
kaybina ve fonksiyonel bozukluklara neden olabilir (Minotti ve ark., 2004).
Paklitakselin kardiyomiyositler iizerinde olusturdugu bu toksik etkiler, tedavi
siirecinde ciddi kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol agabilir. Ozellikle iletim
bloklari, siniis bradikardisi, bradikardi, ventrikiiler tasikardi ve iskemik belirtiler gibi
kardiyak komplikasyonlara neden olmaktadir (Joshi ark.,2021; Chaulin ve ark., 2020).
Kardiyotoksisite yonetimi ve takibi oldukc¢a zorlu siirecler icerir (Kim ve ark., 2024).
Bu durum, ilag¢ kullaniminin durdurulmasi veya dozunun diigiiriilmesi sebebiyle kanser
tedavisinin siiresini ve etkinligini olumsuz yonde etkileyerek hastalarin yasam

kalitesini diisiirmektedir.

Antikanser ilaglarin yan etkilerini onlemek i¢in dogal terapoétikler {izerine
bir¢ok arastirma bulunmaktadir (Chen ve ark., 2013; Zhai ve ark., 2024). Bu durum
bitkilerin ve biyoaktif bilesenlerinin dnemini gdstermektedir (Liu ve ark., 2021;
Alzandi ve ark., 2021). Ayrica fitokimyasallarin, kanser hastalarinda tedavi etkinligini
arttirmak ve advers reaksiyonlarin goriilme sikligin1 azaltmak i¢in klinik olarak yararlh
olabilecegi soylenebilir (Choudhari, 2019). Bu nedenle, paklitakselin antitimor
aktivitesini artiran veya toksisitesini azaltan biyoaktif bilesenlerin arastirilmasi cazip
alternatiflerdir (Meng ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2021). Bir¢ok alternatif tedavi
yonteminde siklikla kullanilan partenolid (PTL) antioksidan ve antiinflamatuar

ozelliklere sahip oldugu bilinen bir fitokimyasaldir (Pittler ve Ernst, 2004; Saranitzky,



2009; Pareek, 2011; Bahabadi ve ark., 2017; Baskaran ve ark., 2018). Glimiisdiigme

(Tanacetum Parthenium) L. bitkisinin etken maddesidir.

Partenolidin kanser ile olusan ajiyogenez inhibisyonu (Tian ve ark., 2020),
antitimor aktivitesi nedeni ile bircok onkolojik tedavide kombine olarak kullanimi
(Carlisi ve ark., 2022), kimyasal yapist ve biyoaktivitesine dair yapilan ¢alismalar
(Freund ve ark., 2020), noropatik agr1 lizerine tedavi edici etkileri (Toraman ve ark.,
2023) gibi bir¢ok alanda kullanima ile ilgili ¢alismalar olmasina ragmen paklitaksel ile
olusan kalp toksisitesi iizerine etkileri ile ilgili ¢alisma olmayis1 bu tezin 6zgiinliigiinii
gostermektedir. Bu tez kapsaminda, siganlarda paklitaksel ile olusturulan kalp
toksisitesine kars1 partenolidin terapotik etkisinin olup olmadigi gen ve protein
seviyelerinde arastirilmis, elde edilen veriler ile kanser tedavi siireglerinde ilaca bagl
olarak olusan kardiyovaskiiler problemlerin, yasam kalitesi diisiisiiniin, efektif doz
kullanilamamasi veya tedavinin sonlandirilmasi gibi olumsuz etkilerin minimize

edilmesine katki saglanmas1 amaglanmustir.

Bu amacimiza ulagmak i¢in tez calismamizda gerceklestirilen hedefler
asagidaki gibidir;

1- Kalp dokularinda paklitaksel aracilikli oksidatif hasar olusup olusmadigini
ve partenolidin oksidatif hasarin giderilmesi iizerine etkisini degerlendirmek i¢in
toplam Glutatyon (GSH) seviyelerinin ve Lipid Peroksidaz (LPO) seviyelerinin
spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu hedef icin alternatif
hipotez, PTX kullanim1 ile azalacak GSH ve artan MDA diizeylerinin PTL uygulamasi

ile normal seviyesine gelecegidir.

2- Artan oksidatif stres sonucu PTX ile kalp dokularinda DNA hasar1 olusup
olusamadigin1 gosterebilmek ve PTL uygulamasimin varsa bu hasarin giderilmesi
tizerine etkilerini degerlendirmek icin DNA hasar gostergesi 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine (8-OHdG) ve inflamasyon gostergeleri Uyarilabilir Nitrik oksit
sentaz (INOS) ve Siklooksijenaz (COX-2) antikorlar1 ile immiinohistokimyasal olarak
boyanarak 151k mikroskobu ile incelenmesi hedeflenmistir. Bu hedef i¢in alternatif

hipotez, PTX kullanim1 ile artacak DNA hasar1 ve inflamasyonun PTL ile azalacagidir.

3- Olusan bu DNA hasar1 ve inflamasyonun doku hasarina etkilerini

degerlendirmek i¢in siganlardan elde edilen kalp dokularinin Hematoksilen-Eozin



(H&E) boyanarak patolojik olarak incelenmesi hedeflenmistir. Bu hedefte ele alinacak
alternatif hipotez, PTX uygulamasi ile artacak hemoraji ve mononiikleer hiicre

inflitresyonu seviyelerinin PTL uygulamasi ile azalacagidir.

4- PTX uygulanan gruplardaki oksidatif stres olusumunun antioksidan sistem
enzimlerinin aktivite ve gen seviyesindeki ekspresyonlarini degistirebilecegi ve PTL
uygulamasinin bu degisen aktivite ve gen ekspresyon seviyelerini kontrol grubu ile

ayni seviyeye getirecegi bir diger alternatif hipotezdir. Bu hipotezi sinamak i¢in;

a- Gen seviyesinde Cat, Sod, Gpx, Gst, Gr genlerinin ekspresyon

seviyelerindeki kantitatif degisimin Real Time-PCR ile 6lgiilmesi,

b- CAT, SOD, GPX, GST, GR enzimlerinin spesifik aktivitelerinin

spekrofotometre ile 6l¢ililmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, anormal biiylime ve boliinme ile karakterize hiicrelerin, kontrolsiiz
cogalmasi ile hemen hemen viicudun her boliimiinii etkileyebilen ve tedavi i¢in farkli
stratejiler gerektiren onlarca alt tipe sahip Oliimciil hastalik grubu olarak
tanimlanmaktadir (Hausman, 2019). Bu durum, gen ve protein ekspresyonundaki
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Genlerdeki mutasyonlar, translokasyonlar,
amplifikasyonlar, silinmeler ve diger anormallikler bu siireci tetiklemektedir (Hanahan
veWeinberg, 2011). Normal dokularda hiicre ¢ogalmasi ve oliimii dengede iken,
kanserli dokularda bu denge bozulur ve hiicre cogalmasi artmaktadir. Sonug olarak,
saglikli hiicreler istilact tiimor hiicrelerine doniigiir ve bu hiicreler kan ve lenfatik
sistemler yoluyla viicudun diger bolgelerine yayilabilir. Bu durum tedavi edilmezse

ciddi hastaliklara ve 6liime yol agmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) bagli Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) tarafindan 2024 yilinda hazirlanan rapora gore 2022 yilinda farkli kanser
tiirlerinin diinya genelinde goriilme siklig1 akciger, meme ve kolorektal kanserlerdir.
Toplamda, diinya genelinde 19.976.499 yeni kanser vakasi oldugu belirtilmektedir
(Sekil 2.1).

2022 Yih Yeni Hasta Sayisi
15000000

10000000
5000000 I
0 - I S S s . —

Yillik Hasta Sayisi

m Akciger Kanseri Meme Kanseri Kolorektal Kanser
Prostat Kanser1 ® Mide Kanseri m Karaciger Kanseri

m Tiroid Kanseri m Servikal Uteri ® Mesane Kanseri

® Lenfoma m Diger Kanser Tiirleri
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Oliim oranlarma bakildiginda akciger, kolorektal ve karaciger kanserleri ilk iic
siradadir ve kansere bagl toplam 6liim sayist 9.743.832 olarak bildirilmistir (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2 Kanser Bagli Oliim Sayilar1 2022 (WHO 2024)

2.2 Kanserin Tedavisi

Kanser tedavisi, hastaligin tiirii, evresi, hastanin genel saglik durumu ve
bireysel genetik Ozellikleri gibi bircok faktore bagli olarak cesitlenir. Giiniimiizde
kanser tedavisinde kullanilan ana yontemler cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hedefe
yonelik tedaviler, immiinoterapi, hormonal tedavi ve kok hiicre nakli olarak
siralanabilir (Sekil 2.3). Bu yontemler siklikla bir arada kullanilarak kombine tedavi

stratejileri gelistirilmektedir (Viale, 2020; Sung ve ark., 2020).
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Sekil 2.3 Kanser Tedavi Yontemleri (Carneiro ve Deiry, 2020)




Bu yontemlerden 6zellikle kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi hem etkinlikleri
hemde daha uzun siiredir kullanilan yontemler olmalari sebebiyle oldukga gelistirilmis
etkili tedavi yontemleridir (Terrero ve Li, 2004). Cerrahi timériin ve ¢evresindeki
kanserli dokunun cerrahi olarak c¢ikarilmasi, Ozellikle lokalize ve erken evre
kanserlerde en etkili tedavi yontemidir (Edge ve ark., 2010). Cerrahinin amaci, kanser
hiicrelerinin tamamen ¢ikarilarak hastaligin yayilmasii 6nlemektir. Ancak, cerrahi
her zaman miimkiin olmayabilir; 6zellikle metastatik veya i¢ organlarda yer alan
timorlerde cerrahi miidahale siirli kalmaktadir (Sugarbaker, 2005). Yiiksek enerjili
radyasyon kullanarak kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi hedefleyen radyoterapi DNA
hasarma yol agarak hiicre boliinmesini durdurur ve hiicre 6limiinii tetiklemektedir
(Hall ve Giaccia, 2012). Radyoterapi, genellikle cerrahi miidahale sonrasi kalan kanser
hiicrelerini yok etmek i¢in adjuvan tedavi olarak kullanilmaktadir. Ayrica, palyatif
amaglarla, agr1 ve diger semptomlarin yonetiminde de kullanilabilir (Delaney ve ark.,
2005). Kemoterapi, kanser hiicrelerinin hizli boliinmesini hedefleyen kimyasal
ilaglarin kullanilmasidir. Bu ilaclar, hiicre dongiisliniin ¢esitli asamalarinda etkili
olarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmaktadir (Chabner ve Roberts, 2005).
Kemoterapi, genellikle sistemik bir tedavi olup viicudun her yerine etki etmektedir. Bu

nedenle, metastatik kanserlerde 6zellikle etkilidir (DeVita ve ark., 2011).

2.3 Kemoterapi

Glin gectikce artan calismalar sistematik ve hedefe yonelik yaklagimlarin
kanser tibbinin gelecegi olacagim diistindiirse de kemoterapi, hastalarin fiziksel ve
ruhsal saglig1 tizerindeki yan etkilerine ragmen en ¢ok tercih edilen tedavi segenegi
olmay siirdiirmektedir (Anand ve ark., 2023). Kemoterapi ilaglari, kanser hiicrelerinin
biiylime ve boliinme siireclerini hedef alarak etkili olan ¢esitli kimyasal bilesiklerden
olugsmaktadir. Bu ilaglar, etki mekanizmalarina gore farkli siniflara ayrilmakta ve her

smifin kendine 6zgii bir etki mekanizmasi1 bulunmaktadir (Dickens ve Ahmed, 2018).

Cizelge 2.1’de kemoterapi ilaclarmin biyokimyasal siiflandirilmasi
verilmistir. Bu smiflandirma, kemoterapi ilaglarinin etki mekanizmalarina gore
farklilagtirllmasini saglamakta ve kanser tedavisinde en uygun ajanlarin se¢ilmesine
olanak tanimaktadir. Her ilag sinifi, belirli kanser tiirlerinde ve tedavi rejimlerinde
farklt roller istlenmekte ve bu kisisellestirilmis tip uygulamalarinin temelini

olusturmaktadir.



Cizelge 2.1 Kemoterapi laglarmin Biyokimyasal Siniflandiriimasi

Alkilleyici Ajanlar Siklofosfamid DNA zincirleri (Lind, 2019)
Klorambusil arasinda ¢apraz baglar  (Florea ve Biisselberg,
Sisplatin olusturarak DNA 2011)
Mecloretamin replikasyonunu ve (DeVita ve ark.,2011).
transkripsiyonunu
durdurmaktadir.
Antimetabolitler Metotreksat Hiicre dongiistiniin S (Kinsella ve ark,
5-Fluorourasil fazinda etkili olan 1997).
Merkaptopurin ilaclardir. Bu ajanlar, (Chabner ve Longo,
Sitabin niikleik asitlerin 2005).
sentezini taklit eden
veya engelleyen
molekiillerdir ve DNA
veya RNA sentezini
bozarak hiicre
boliinmesini
durdururlar.
Antitimor Doksorubisin DNA'ya baglanarak (Mazur ve Chanek,
Antibiyotikler Bleomisin veya DNA zincirlerini ~ 2015).
Mitomisin kirarak etkili
Daunorubisin olmaktadirlar.

Topoizomeraz Irinotekan DNA kariklar1 (Pommier, 2006).
Inhibitérleri Topotekan olusturarak hiicre (Mastrangelo, 2022)
Doksorubisin boliinmesini engeller.

Etopozid

Mitotik Inhibitérler Vinkristin Mikrotiibiil (McGrogan ve ark.,
Paklitaksel polimerizasyonunu 2008).
Dosetaksel veya (McBride ve Butler,
Etopozid depolimerizasyonunu ~ 2012).

inhibe etmektedir.

(Jordan ve Wilson,
2004).
(Zhang ve ark., 2019).

2.4 Mitotik inhibitorler

Mitotik inhibitorler, hiicre boliinmesinin mitoz asamasini hedef alarak hiicre
proliferasyonunu durduran ve kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapi ila¢ smifidir (Jordan ve Wilson, 2004). Bu ajanlar, mikrotiibiil
dinamiklerini bozarak mitozun diizgiin bir sekilde ilerlemesini engeller ve hiicre
siklusunun durmasina veya apoptoza yol agar. Mikrotiibiiller, hiicre boéliinmesinde
krittk rol oynayan dinamik yapilar olup, bu yapilarin polimerizasyonu ve
depolimerizasyonu mitotik inhibitorler tarafindan inhibe edilir (Jordan, 2002). Bu
sekilde kurulmasii oOnler. Polimerizasyonu inhibe eden ajanlar, hiicrelerin mitoz
sirasinda durmasina ve sonunda apoptoza gitmesine neden olur (Florian ve Mitchison,
2016). Vinkristin, tubulin proteinine baglanarak mikrotiibiil olusumunu inhibe eder.

Ozellikle akut lenfoblastik 16semi ve Hodgkin lenfomast tedavisinde kullanilir (Jordan



ve Wilson, 2004). Dosetaksel, mikrotiibiillerin stabilize edilmesi ve
depolimerizasyonun engellenmesi yoluyla etki eder. Meme kanseri, non-small cell
akciger kanseri ve prostat kanseri gibi ¢esitli solid tiimdrlerin tedavisinde kullanilir
(Yared ve Tkaczuk, 2012). Bu ajanlar, mikrotiibiillerin yikimin1 engelleyerek,
mikrotiibiil stabilitesini arttirir ve bdylece hiicre boliinmesinin ilerlemesini durdurur
(Florian ve Mitchison, 2016). Paklitaksel, mikrotiibiillere baglanarak onlarin
depolimerizasyonunu Onler. Meme kanseri, yumurtalik kanseri ve non-small cell
akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tilirlerinde yaygin olarak kullanilir (Schiff ve ark.,
1979). Etopozid, topoizomeraz II inhibitorii olarak da siiflandirilan bir ajan olup,
DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesi sirasinda ¢ift sarmalli DNA kiriklari
olusturarak hiicre 6liimiine neden olur. Kiigiik hiicreli akciger kanseri ve testis kanseri

tedavisinde kullanilir (Cullen ve ark., 2020).

Mitotik inhibitorler, 6zellikle hematolojik kanserler (6rn. lenfomalar,
l6semiler) ve solid timorlerin (6rn. meme, akciger, prostat kanserleri) tedavisinde
etkilidir. Bu ilaglar, hiicre boliinmesini durdurma yetenekleri sayesinde kanser
hiicrelerinin hizli proliferasyonunu engeller ve tiimor bilylimesini kontrol altinda tutar.
Ancak, mitotik inhibitorlerin kullanimi1 bazi yan etkilere yol agabilir (Henriques ve
ark., 2019). Mikrotiibiiller, sadece hiicre boliinmesinde degil, ayn1 zamanda ndronlarin
normal islevlerinde de rol oynar. Bu nedenle, mitotik inhibitorler periferik ndropati
gibi norolojik yan etkilere neden olabilir (Windebank ve Grisold, 2008). Kemik iligi
baskilanmasi, mitotik inhibitdrlerin yaygin bir yan etkisidir ve bu durum, 16kopeni,
anemi ve trombositopeni gibi hematolojik komplikasyonlara yol acabilir (Lapidari ve

ark., 2021).

Mitotik inhibitorler, hiicre boliinmesinin mitoz agsamasini hedef alarak kanser
tedavisinde 6nemli bir rol oynar. Bu ilaglar, mikrotiibiil dinamiklerini bozarak kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurur ve bdylece tiimor biiyiimesini engeller. Klinik
kullanimlar1 genis olmakla birlikte, nérotoksisite ve miyelosiipresyon gibi yan etkiler
dikkatle izlenmeli ve yonetilmelidir. Mitotik inhibitorler, kanser tedavisinde etkili ve

degerli ajanlar olarak yerlerini korumaktadir.



2.4.1 Onemli Mitotik Inhibitorler ve Kardiyotoksik Yan Etkileri

Paklitaksel, bradikardi (yavas kalp atis1), aritmiler (diizensiz kalp atiglar1) ve
miyokard iskemisi (kalp kasina yetersiz kan akisi) gibi kardiyotoksik etkilerle
iliskilendirilmistir. Paklitaksel ayrica konjestif kalp yetmezligi riskini artirabilir

(Chaulin ve ark., 2020).

Dosetaksel, sivi retansiyonu ve periferal 6dem gibi yan etkilere neden
olabilmektedir. Kalp fonksiyonlarindaki bu bozulmalar, 6zellikle yiiksek dozlarda

veya uzun siireli tedavi sirasinda belirgin hale gelebilir (Yared ve Tkaczuk, 2012).

Vinkristin, genellikle norotoksisite ile iligkilendirilse de bazi durumlarda
kardiyovaskiiler yan etkilere de neden olabilir. Bu etkiler arasinda hipertansiyon ve

bradikardi yer alabilir (Florian ve Mitchison, 2016).

2.5 Paklitaksel

Paklitaksel, mikrotiibiil stabilizasyonu saglayan bir antineoplastik ajandir ve
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullamlmaktadir (Sekil 2.4). Ilk
olarak Pasifik porsuk agacindan (Taxus brevifolia) izole edilen bu ilag, mitotik
inhibitdr olarak gorev yapmaktadir (Rowinsky ve Donehower, 1995). Paklitaksel,
solid tiimdrlerin tedavisinde genis bir yelpazede kullanilir. Erken evre, ileri evre ve
metastatik meme kanserinde kullanilmaktadir (Collins, 2020). ileri evre ve tekrarlayan
yumurtalik kanserinin tedavisinde etkilidir (McGuire ve ark., 1996). Kiiclik hiicreli
dis1 akciger kanseri (KHDAK) tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Schiller ve
ark., 2002). Pankreas Kanseri: Metastatik pankreas kanserinde gemcitabin ile

kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Von Hoff ve ark., 2013).

Sekil 2.4 Paklitakselin Kimyasal Yapisi
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2.5.1 Paklitaksel’in Etki Mekanizmasi
Paklitaksel, hiicre boliinmesinin mitoz asamasim1  hedef alarak hiicre
proliferasyonunu  durdurur. Etki mekanizmas1 asagida belirtilen sekilde

gerceklesmektedir.

o Mikrotiibiil Stabilizasyonu: Paklitaksel, hiicre i¢i mikrotiibiilleri stabilize eder ve
bunlarin normal dinamiklerini bozar. Mikrotiibiller, hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin ayrilmasinda kritik rol oynar. Paklitaksel, mikrotiibiillerin asir1
polimerizasyonunu tesvik eder ve depolimerizasyonunu inhibe eder (Schiff ve ark.,

1979; Falchook ve ark., 2019).

« Mitotik Inhibisyon: Bu ilag, mikrotiibiillerin dinamik dengesini bozarak hiicrelerin
mitotik 1§ iplik¢igi olusumunu engeller. Bu durum, metafazda kromozomlarin
diizgiin hizalanmasini 6nler ve mitotik duraklamaya yol agar (Jordan ve Wilson,

2004).

« Apoptoz Indiiksiyonu: Mitotik duraklama sonucunda hiicreler, apoptotik yola
saparak programlanmis hiicre 6liimiine giderler. Bu siire¢, kanser hiicrelerinin

¢ogalmasini durdurur ve hiicre 6liimiinii hizlandirir (Joshi ve ark., 2021).

o Sitotoksik Etki: Paklitaksel, sadece mitozu durdurmakla kalmaz, ayn1 zamanda
hiicre dongiisiiniin diger asamalarinda da sitotoksik etki gosterir. Bu durum, genis

bir hiicre popiilasyonunun etkilenmesini saglar (Toraman ve ark., 2023).

2.5.2 Paklitaksel’in Klinik Kullanim ve Yan Etkileri

Paklitaksel, intravendz yoldan uygulanir ve genellikle 3 haftalik dongiiler
halinde kullanilir. Bu tedavi, genellikle diger kemoterapotik ajanlar veya hedefe
yonelik  tedavilerle kombine edilerek uygulanir. Yan etkileri arasinda
miyelosiipresyon, ndrotoksisite, alerjik reaksiyonlar, kas-iskelet agrilar1 ve

gastrointestinal semptomlar (bulanti, kusma) bulunur (Chaulin ve ark., 2020).

Paklitaksel, cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde énemli bir rol oynayan, etkili
ve gliclii bir kemoterapi ajanidir. Mikrotiibiil stabilizasyonu yoluyla mitozu durdurarak
hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve apoptotik hiicre 6liimiinii indiikler (Basu ve ark.,
2018). Klinik kullanim1 genis bir yelpazeye yayilmis olan paklitaksel, kombine tedavi
protokollerinde siklikla tercih edilir. Ancak, yan etkilerinin dikkatle yonetilmesi ve

hastalarin tedavi siirecinde yakindan izlenmesi gerekmektedir (Herman, 2020).
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2.5.3 Paklitaksel’in Kardiyotoksik Yan Etkileri

Paklitaksel ilacinin kullanimi bazi kardiyotoksik yan etkilere yol agabilir.

Kardiyotoksisite, kalp dokusunda hasara neden olarak kalp fonksiyonlarinin

bozulmasina yol agmaktadir (Joshi ark., 2021). Paklitakselin kardiyotoksik etkileri,

dogrudan veya dolayli yollardan kalp hiicrelerini etkileyerek c¢esitli kardiyak

komplikasyonlara neden olabilir (Chaulin ve ark., 2020). Bu komplikasyonlar genelde

asagida belirtilen yollarla ger¢eklesmektedir;

Mikrotiibiil Dinamiklerinin Bozulmasi: Paklitaksel, hiicre i¢i mikrotiibiilleri
stabilize eder ve bu durum, kalp kas1 hiicrelerinde (kardiyomiyositlerde) hiicresel
yapinin bozulmasina yol agabilir. Mikrotiibiillerin dinamik dengesinin bozulmasi,
hiicre i¢i taginma siireclerini ve hiicresel homeostazi etkileyerek kardiyotoksisiteye

katkida bulunabilir (Jordan ve Wilson, 2004).

Apoptoz indiiksiyonu: Paklitaksel, kanser hiicrelerinde oldugu gibi
kardiyomiyositlerde de apoptotik (programlanmis hiicre 6liimii) yolagi aktive
edebilir. Bu durum, kalp dokusunda hiicre kaybina ve fonksiyonel bozukluklara

neden olabilir (Minotti ve ark., 2004).

Oksidatif Stres: Paklitaksel tedavisi, hiicresel oksidatif stres seviyelerini artirarak
kardiyotoksisiteye yol acabilir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
birikimi sonucu hiicresel yapilarin ve fonksiyonlarin bozulmasina neden olur

(Zhang ve ark., 2019).

Mitokondriyal Disfonksiyon: Mitokondriler, hiicresel enerji tiretiminde kritik rol
oynar. Paklitaksel, mitokondriyal fonksiyonlar1 bozarak enerji iiretimini
etkileyebilir ve bu da kalp hiicrelerinde enerji yetersizligine ve hiicresel stresin

artmasina yol agabilir (Jordan ve Wilson, 2004).

Inflamatuar Yamitin Tetiklenmesi: Paklitaksel, inflamatuar yamti tetikleyebilir ve
bu durum, kalp dokusunda inflamasyona ve hasara yol agabilir. inflamasyon,
kardiyomiyopati ve diger kalp hastaliklarinin gelisiminde rol oynayabilir (Cadeddu
ve ark., 2021).
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Kalp atim hizinda azalma (bradikardi), paklitaksel tedavisi goren hastalarda
gbzlemlenebilir. Bradikardi, genellikle semptomsuzdur ancak bazi durumlarda ciddi
olabilir (Holmes ve ark., 1996). Paklitaksel, kalp ritminde diizensizliklere (aritmiler)
yol agabilir. Bu diizensizlikler arasinda atriyal fibrilasyon, ventrikiiler tasikardi ve
diger supraventrikiiler aritmiler bulunur (Herman, 2020). Paklitaksel, miyokardiyal
iskemiyi tetikleyebilir. Miyokard iskemisi, kalp kasina yetersiz kan akisi nedeniyle
g0gls agris1 ve anjina pektorise yol agabilir (Kim ve ark., 2024). Paklitaksel tedavisi,
ozellikle yiiksek dozlarda veya uzun siireli kullanimlarda konjestif kalp yetmezligi
riskini artirabilir. Bu durum, kalp kasinin pompalama fonksiyonunun yetersizligi
sonucu sivi birikimi ve nefes darlig ile karakterizedir (Minotti ve ark., 2004). Kan
basincinda diisiise (hipotansiyon) neden olabilir. Hipotansiyon, bag donmesi, bayilma

ve yetersiz organ perflizyonu gibi semptomlara yol agabilir (Collins, 2020).

2.6 Kardiyotoksik Ilaclara Karsi Koruyucu Fitoterapotikler

Kardiyotoksisite, bircok antineoplastik ajanin, ozellikle antrasiklinler ve
taksanlar gibi kemoterapétik ilaclarin kullanimiyla iligkili ciddi bir yan etkidir. Bu
ilaglar, kalp kasi hiicrelerinde oksidatif stres, inflamasyon ve apoptotik yolagin
aktivasyonu gibi mekanizmalarla kardiyomiyopati ve kalp yetmezligine neden olabilir
(Minotti ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2019; Herman, 2020). Fitoterapoétikler, dogal
bitki kaynakli bilesenler olarak kardiyotoksisiteye karsi koruyucu potansiyelleri ile
dikkat cekmektedir. Bu bilesikler, antioksidan, anti-inflamatuar ve antiapoptotik

ozellikleri sayesinde kalp dokusunu koruyabilirler.

2.6.1 Baz1 Koruyucu Fitoterapotikler ve Etki Mekanizmalari

1. Resveratrol: Kirmiz1 {liziim, fistik ve baz1 meyvelerde bulunan bir polifenoldiir.
Antioksidan Ozellikleri ile oksidatif stresi azaltir, inflamasyonu baskilar ve
apoptotik  yollar1  inhibe eder. Resveratroliin, kemoterapi  kaynakli

kardiyotoksisiteye kars1 kalp dokusunu korudugu gosterilmistir (Hu ve ark., 2021).

2. Curcumin: Zerdecal (Curcuma longa) bitkisinin aktif bilesenidir. Giicli
antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri ile bilinir. Curcumin, kemoterapi kaynakli
kardiyotoksisiteye kars1 kalp hiicrelerini oksidatif strese kars1 korur ve apoptotik

hiicre 6liimiinii azaltir (Zhang ve Wu, 2022).
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3. Kuersetin: Bircok meyve, sebze, yaprak ve tahilda bulunan bir flavonoiddir.
Antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri ile kalp dokusunu korur. Kuersetin,
kemoterapi kaynakli oksidatif stres ve inflamasyonu azaltarak kardiyotoksisiteyi

hafifletir (Wang ve ark., 2022).

4. Ginsenosides: Panax ginseng bitkisinin aktif bilesenleridir. Antioksidan ve anti-
inflamatuar etkileri ile kalp kasi1 hiicrelerini korur. Ginsenosides, oksidatif stresi

azaltarak ve inflamatuar yollar1 baskilayarak kardiyotoksisiteyi onler (Zhai ve ark.,

2024).

Bu fitoterapotiklerin ve daha bir¢ogunun kardiyotoksisiteye karst koruyucu
etkileri hem klinik hem de preklinik calismalarda desteklenmistir. Ornegin,
resveratroliin antioksidan etkileri, kalp kasi hiicrelerinde oksidatif hasar1 azaltarak
kardiyoprotektif bir etki gosterdigi saptanmistir (Rousselot, 2016). Curcumin,
kemoterapi uygulanan hayvan modellerinde kardiyotoksisiteyi azaltmig ve kalp
fonksiyonlarmi iyilestirmistir (Lazaro, 2008). Kuersetin ve ginsenosides gibi diger
fitoterapdtikler de benzer sekilde kardiyotoksisiteye karst koruyucu etkiler
gostermistir (Chen ve ark., 2013; Zhai ve ark., 2024).

Fitoterapotikler, kemoterapi kaynakli kardiyotoksisiteye karsi potansiyel
koruyucu ajanlar olarak umut vaat etmektedir. Antioksidan, anti-inflamatuar ve
antiapoptotik 6zellikleri ile bu bilesikler, kardiyotoksik etkilere kars1 kalp dokusunu
koruyabilir ve kanser tedavisi sirasinda kardiyak sagligin korunmasina katkida

bulunabilir.

2.7 Partenolid

Partenolid, Giimiisdiigme (Zanacetum parthenium) L. bitkisinin baglica
biyoaktif bilegeni olan bir seskiterpen laktondur (Levin, 2012; Popiolek, 2014) (Sekil
2.5). Geleneksel tipta uzun siiredir kullanilan partenolid, c¢esitli farmakolojik
ozelliklere sahiptir. Bilinen tarihi Romalilara kadar uzanir ve ates diisiiriicii, agr1 kesici,
zehirlenmeler gibi bircok alanda aktif olarak kullanilmistir. Son yillarda yapilan
arastirmalar, bu bilesigin anti-inflamatuar, antioksidan ve antikanser 6zelliklerini de

vurgulamaktadir (Pittler, 2004; Saranitzky, 2009; Pareek, 2011).
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Sekil 2.5 Partenolidin Kimyasal Yapisi

2.7.1 Partenolidin Etki Mekanizmalari

Anti-inflamatuar Etkiler: Partenolid, niikleer faktér kappa B (NF-«B) yolunu inhibe
ederek inflamatuar yanitlari baskilar. NF-kB'nin aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerin
tiretimini artirir ve inflamatuar hastaliklarin gelisiminde kritik rol oynar. Partenolid,

NF-«B aktivasyonunu inhibe ederek inflamasyonu azaltir (Wang ve ark., 2020).

Antikanser Aktivite: Partenolid, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif ve
apoptotik etkiler gosterir. Bu etkiler, hiicresel redoks dengesini bozarak ve apoptotik
yollar1 aktive ederek saglanir. Ozellikle 16semi ve meme kanseri hiicrelerinde dnemli

antikanser etkiler gozlemlenmistir (Carlisi ve ark., 2022).

Antioksidan Aktivitesi: Partenolid, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iretimini
azaltarak ve antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirarak antioksidan ozellikler
sergiler. Bu bilesik, hiicrelerde oksidatif stresi azaltir ve oksidatif hasara karsi koruma
saglar. Antioksidan aktivitesi, hiicresel redoks dengesinin korunmasina yardimci olur

ve kronik hastaliklarin gelisimini 6nleyebilir (Egbujor ve ark., 2022).

Kardiyak Faydalar: Partenolidin kardiyak faydalari, antioksidan ve anti-inflamatuar
ozelliklerinden kaynaklanir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli rol oynayan

oksidatif stres ve inflamasyonu azaltarak kalp sagligini1 koruyabilir.

a- Oksidatif Stresin Azaltilmasi: Partenolid, kalp dokusunda oksidatif stresin
azalmasina yardimci olarak miyokardiyal hasar1 onler. Bu durum, kalp

fonksiyonlarinin korunmasina katkida bulunur (Jeong ve ark., 2009).

15



b- Anti-inflamatuar Etkiler: Inflamasyon, ateroskleroz ve diger kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisiminde kritik bir faktordiir. Partenolidin inflamatuar yollari
inhibe etmesi, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesine ve tedavisine yardimei

olabilir (Wang ve ark., 2020).

2.8 Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak da bilinen
molekiiller grubunu igerir ve bu molekiiller, bir veya daha fazla eslenmemis elektrona
sahip olup, yiiksek reaktiviteye sahiptirler. ROS'lar arasinda siiperoksit anyonu (O2¢"),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (*OH) ve singlet oksijen ('O2) bulunur
(Jomova, 2023).

ROS'larin kaynaklar1 arasinda mitokondriyal elektron transport zinciri,
NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve diger enzimatik reaksiyonlar yer alir. Ayrica,
cevresel faktorler (6rnegin UV 15181, sigara dumani ve kirleticiler) de ROS {iretimine
katkida bulunmaktadir. Oksidatif stres, hiicrelerdeki antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz kaldig1 durumlarda, ROS'larin ve diger ROS'larin birikmesi
sonucu meydana gelmektedir (Jomova ve ark., 2024). Bu durum, hiicrelerde DNA,
proteinler ve lipitler gibi biyomolekiillerin oksidatif hasarina yol agabilir (Sies, 1997).
Oksidatif stres, yaslanma, kanser, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve diyabet gibi ¢esitli patolojik durumlarla iligkilidir (Hussain ve ark., 2016;
Kumar ve Pandey, 2015; Sies, 2018).

2.9 Antioksidan Sistem

Antioksidan savunma sistemleri, ROS'larin zararli etkilerini azaltmak i¢in islev
gorilir. Bu sistemler arasinda enzimatik antioksidanlar, katalaz (CAT), siliperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon S-transferaz (GST) ve
glutatyon rediiktaz (GR) ve non-enzimatik antioksidanlar, vitamin C, vitamin E ve

glutatyon GSH bulunur (Sies, 1997; Sharifi-Rad ve ark., 2020).

2.9.1 indirgenmis Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), hiicre i¢i ortamda bulunan ticlii bir peptittir ve antioksidan
savunma sistemlerinde kritik bir rol oynamaktadir. GSH, y-glutamil-sisteinil-glisin
yapisina sahip olup, 6zellikle tiol (-SH) grubuna bagli olarak redoks reaksiyonlarinda

aktif bir rol oynamaktadir (Dorion ve ark., 2021). GSH, reaktif oksijen tiirlerini (ROT)
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ve diger serbest radikalleri notralize ederek hiicresel bilesenleri oksidatif hasardan
korumaktadir. Ayrica, GSH, glutatyon peroksidaz (GPX) gibi enzimlerin ko-faktorii
olarak islev gorerek hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin detoksifikasyonunu

saglamaktadir (Meister, 1995; Budak ve ark., 2014).

GSH'nin okside formu olan glutatyon disiilfid (GSSG), glutatyon rediiktaz
(GR) enzimi tarafindan tekrar indirgenmis forma (GSH) doniistiirilmektedir. Bu
dongii, hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasinda ve hiicrelerin oksidatif strese karsi

savunmasinda kritik bir rol oynamaktadir (Vaskova ve ark., 2023).

2.9.2 Katalaz (CAT)

Katalaz, hiicrelerde bulunan hidrojen peroksitin (H202) su ve oksijene
doniistiiriilmesinden sorumlu olan bir enzimdir. Hidrojen peroksit, oksidatif stresin
Oonemli bir gostergesidir ve hiicresel diizeyde zararli etkiler olusturabilir. CAT, bu
zararli molekiiliin detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Chelikani ve ark.,

2004; Mahomoodally, 2022).

2.9.3 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit anyonunu (Oz¢”) daha az zararli olan hidrojen peroksite
(H207) doniistiiren bir enzimdir. Siiperoksit anionu, hiicresel metabolizmanin bir yan
riinii olarak olusur ve ROS'un birincil kaynaklarindan biridir. SOD'un etkinligi,
hiicrelerdeki stiperoksit seviyelerini diizenleyerek oksidatif hasari Onlemektedir

(Carmo ve ark., 2022).
2.9.4 Glutatyon Peroksidaz (GPX)

GPX, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin glutatyon (GSH) kullanilarak
detoksifikasyonunu saglayan bir enzimdir. GPX, bu peroksitleri suya ve alkol tiirlerine
indirger, boylece hiicresel zararlardan korunmaya yardimci olmaktadir (Panday ve

ark., 2020).

2.9.5 Glutatyon S-Transferaz (GST)

GST, elektrofilik bilesenlerin glutatyon ile konjugasyonunu katalize eden bir
enzimdir. Bu konjugasyon reaksiyonlari, ¢esitli toksik maddelerin ve oksidatif hasar
iriinlerinin detoksifikasyonunu saglamakta, bdylece hiicresel bilesenlerin oksidatif

stresten korunmasina yardimci olmaktadir (Vaish ve ark., 2020).
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2.9.6 Glutatyon Rediiktaz (GR)

GR, okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis glutatyon (GSH) formuna
doniistiiren bir enzimdir. GSH, hiicresel antioksidan savunma sistemlerinde kritik bir
rol oynar. GR, GSH/GSSG oranint diizenleyerek hiicre i¢i redoks dengesinin

korunmasina katkida bulunmaktadir (Pei ve ark., 2023).

Bu enzimlerin koordineli etkinligi, hiicrelerin oksidatif strese Kkarsi
korunmasinda ve oksidatif hasarin Onlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
Antioksidan enzimler, hiicresel biitiinliigiin korunmasi ve c¢esitli hastaliklarin

Onlenmesinde 6nemlidir.

2.10 Inflamasyon

Inflamasyon, viicudun zararli uyarilara, patojenlere, hasarli hiicrelere veya
irritanlara kars1 verdigi koruyucu bir yanit siirecidir. Bu siire¢, bagisiklik sisteminin
enfeksiyonu ortadan kaldirmak, hasarli dokular1 temizlemek ve iyilesmeyi baglatmak

amaciyla gerceklestirdigi karmasik bir biyolojik tepkidir (Medzhitov, 2008).

Inflamasyon, genellikle doért klasik belirti ile karakterize edilmektedir:
kizariklik (rubor), sislik (tumor), 1s1 artisi (calor) ve agri (dolor). Bu belirtiler,
inflamatuar yanitin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve bagisiklik hiicrelerinin
enfeksiyon veya yaralanma bolgesine goglinii ve etkinligini artirmak i¢in

gerekmektedir (Nathan, 2002).

Inflamasyon belirtecleri, inflamatuar siireclerin varligim ve derecesini 6lgmek
icin kullanilan biyokimyasal ve molekiiler gostergelerdir. Bu belirtegler, klinik ve
aragtirma ortamlarinda inflamasyonun tespiti ve degerlendirilmesinde énemli bir rol
oynamaktadir.C-Reaktif Protein (CRP): CRP, karaciger tarafindan {iretilen ve
inflamasyonun bir gostergesi olarak kullanilan bir akut faz proteinidir. CRP seviyeleri,
enfeksiyon, doku hasar1 veya inflamatuar hastaliklarin varliginda hizla artar. Yiiksek
CRP seviyeleri, inflamasyonun siddetini ve yayginligini gosterebilir (Pepys ve
Hirschfield, 2003). Eritrosit Sedimentasyon Hizi (ESR): ESR, kanin plazma ve
eritrositler olarak ayrilma hizini 6lger. Enflamatuar durumlarda, ESR seviyeleri artar.
Bu test, kronik inflamatuar hastaliklarin izlenmesinde yaygin olarak kullanilir (Bray
ve ark., 2016). Interlokin-6 (IL-6): IL-6, pro-inflamatuar bir sitokindir ve inflamatuar

yanitin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Yiiksek IL-6 seviyeleri, akut ve kronik
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inflamatuar durumlarda gézlemlenebilir ve ¢esitli hastaliklarin ilerlemesi ile iliskilidir
(Tanaka ve ark., 2014). Timoér Nekroz Faktorii-alfa (TNF-a): TNF-a, inflamatuar
yanitin baslatilmasinda ve diizenlenmesinde kritik rol oynayan bir sitokindir. Artmig
TNF-a seviyeleri, inflamasyonun varligini ve siddetini gosterebilir ve otoimmiin
hastaliklar, sepsis ve kronik inflamatuar hastaliklarda O6nemli bir belirtectir

(Parameswaran ve Patial, 2010).

Kardiyotoksisite calismalarinda genellikle iNOS (inducible Nitric Oxide
Synthase) ve COX-2 (Cyclooxygenase-2) kullanimi 6nemli bir arastirma alanidir. Bu
enzimler, kardiyotoksisitenin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasina katkida

bulunur ve potansiyel tedavi hedefleri olarak arastirilir (Zhang ve ark., 2019).

INOS (inducible Nitric Oxide Synthase), makrofajlar ve diger hiicreler
tarafindan sitokinler ve mikrobiyal {riinlerin varliginda indiiklenen bir enzimdir.
iINOS, biiyik miktarlarda nitrik oksit (NO) fretir, bu da inflamasyonun
diizenlenmesinde ve mikrobiyal savunmada kritik bir rol oynar. Ancak, asirt NO
tiretimi oksidatif stres ve hiicresel hasara yol acabilir ve bu durum kardiyotoksisiteye

katkida bulunabilir (Pacher ve ark., 2007).

COX-2 (Cyclooxygenase-2), inflamatuar yanit sirasinda indiiklenen bir
enzimdir. COX-2, arasidonik asitten prostaglandinlerin {iretiminde rol oynar.
Prostaglandinler, inflamasyonu ve agriy1 modiile eder. COX-2'nin asir1 ekspresyonu,
kronik inflamasyon ve cesitli hastalik siireglerinde, 6zellikle de kardiyotoksisite gibi

durumlarda 6nemlidir (Chun ve ark., 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari ve Kalp Hasar1 Modelinin Olusturulmasi
3.1.1 Deney Hayvanlarinin Temini

Calismalarimiz 220-295 g agirliginda 48 adet Sprague-Dawley tiirii erkek sigan
iizerinde yapilmistir. Deney hayvanlarimiz Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden (ATADEM) temin edilmistir. Bu ¢aligma Ordu
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii biinyesinde yapilacag: icin Ordu Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'na basvuru yapilmis, 2022/5 nolu karar ile

uygunluk belgesi alinmustir.

3.1.2 Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi ve Model Olusturulmasi

Deneyin baslangicinda, deneklerin tartilar1 ve fizyolojik muayeneleri
gerceklestirilerek gruplar arasinda homojen agirlik dagilimi saglandi. Toplam alt1 grup
olacak sekilde her grupta sekizer sican bulunmasi planlandi (Cizelge 3.1). Deney
havanlarinin tamami ¢aligma siiresince standart nem, 22+1°C oda sicakliginda, 12 /12
saat giin 1s181/karanlik ortam sartlarinda muhafaza edildi. Calismaya baslamadan dnce
canlilar, ortam kosullarina adaptasyon i¢in icme suyu ve standart sican yemiyle
beslenerek 10 giin bekletildi. Adaptasyon siireci sona erdiginde Sicanlarda kalp
toksisitesi olusturmak i¢in deneklerin agirliklari 6lgiilerek kontrol grubu hari¢ diger
gruplara 8mg/kg PTX intraperitonel olarak uygulandi (Sekil 3.1). Sham grubuna PTL
nin ¢oziiclisii olan dimetilsiilfoksit (DMSO) verildi. Tedavi gruplarina sirasiyla 1 mg,
2 mg, 4 mg/kg PTL 14 giin siireyle her giin ayn1 saatte olmasina dikkat edilerek
uygulandi. Caligma sonunda tiim gruplardaki siganlarin anestezi (200 mg/kg sodyum
tiyopental) altinda baslar1 kesilerek kalp dokular1 ¢ikarildi ve -86°C’de muhafaza
edildi (Okkay ve ark., 2021).
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Sekil 3.1 Deney Hayvanlarina intraperitonel Paklitaksel Uygulanmasi

Cizelge 3.1 Deney Gruplar1 Ve Gruplarin Uygulama Dozlar1

Deney Gruplari Gruplarda PTX ve PTL uygulamasi
Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir miidahale
yapilmadi.
Bu grupta bulunan hayvanlara 8mg/kg Paklitaksel
(1 doz) intraperitonel olarak uygulandi.
Bu gruptaki hayvanlara Partenolidin (PTL) ¢6ziicii
3. Grup: Sham grubu maddesi olan DMSO ve 8mg/kg Paklitaksel (1 doz)
intraperitonel olarak uygulandi.
Bu grupta bulunan hayvanlara 8mg/kg Paklitaksel
4. Grup: 1mg/kg PTL (1 doz) intraperitonel olarak uygulandi ve 1mg/kg
Partenolid ile 14 giin boyunca tedavi edildi.
Bu grupta bulunan hayvanlara 8mg/kg Paklitaksel
5. Grup: 2mg/kg PTL (1 doz) intraperitonel olarak uygulandi ve 2mg/kg
Partenolid ile 14 giin boyunca tedavi edildi.
Bu grupta bulunan hayvanlara 8mg/kg Paklitaksel
6. Grup: 4mg/kg PTL (1 doz) intraperitonel olarak uyguland1 ve 4mg/kg
Partenolid ile 14 giin boyunca tedavi edildi.

1. Grup: Kontrol grubu

2. Grup: Paklitaksel (PTX) grubu

= - =

Sekil 3.2 Deney Gruplart (Soldan saga sirastyla kontrol grubu, paklitaksel (PTX)
grubu, sham grubu, 1-2-4 mg/kg partenolid (PTL) gruplari)
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3.2 Toplam GSH ve LPO Tayini icin Biyokimyasal Analizler (Hipotez | Testi)
3.2.1 Doku Homojenizasyonu

-86°C’de muhafaza edilen kalp dokularindan belirli miktarlarda alinarak
homojenat tamponu tamponu (ImM DTT+50mM KH2PO4 + 1 mM EDTA-Naz2 ile
hazirlandi) doldurulmus tiiplere aktarildi ve Qiagen TissueLyser cihaz1 ile
parcalanarak homojenize edildi. Homojenat igeren tiipler sogutmali santrifiijde +4°C,
10.000 rpm’de 30 dk siireyle santrifiij edildi. Siipernatant (iistte kalan sivi kisim)
alinarak olglimlere baglandi (Toraman ve ark., 2023).

3.2.2 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Bradford yontemi bir boyar maddenin (Coomassie Brilliant Blue G-250)
baglandig1 proteinle 595 nm'de absorbans vermesi esast ile protein miktarini
belirlemek i¢in kullanilir (Bradford, 1976). Tezimiz kapsaminda hazirlanan kalp
homojenatlarinin protein miktarini belirlemek amaciyla kullanildi. Standart ¢ozeltiler,
sigir serum albliimin (BSA) farkli konsantrasyonda hazirlandi. 595 nm dalga boyunda
standart ¢ozeltilerin spektrofotometrik olarak optik dansiteleri 6l¢iildii. Her numunede
protein miktarlar1 3 tekeriir seklinde gerceklestirildi. 1 numune i¢in kiivet igerigi

Cizelge 3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.2 Bradford Yontemi ile Protein Tayini Miktarlari

Bilesenler Kor (uL) Numune (pL)
Coommassie Brillant Blue G-250 4900 4900
Saf su 100 90
Homojenat - 10

3.2.3 Antioksidan {liskili Baz1 Metabolitlerin Ol¢iimii
3.2.3.1 Toplam Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

GSH miktar1 6l¢timii Ellman (1959) metodu referans alinarak yapildi. Cizelge
3.5’te kullanilan bilesen igerikleri ve miktarlar verilmistir. Bu miktarlar 96’11k plate’ye
pipetlendikten sonra 37°C’de 30 dk siire ile inkiibe edildi. Absorbans olgtimleri 412
nm dalga boyunda yapildi. Sonuglar mgGSH/gr doku (seyreltme faktorii) olarak

verildi.
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Cizelge 3.3 GSH Standart Olusturma

Standart no.

Konsantrasyonlar

Seri diliisyon

Eklenecek

homojenattamponu

1 2mM

2 1 Mm

3 0.5mM
4 0.25mM
5 0.125 mM
6 0.0675 mM
7 0.035 mM
8 Kor

1 mL hazir
Std 1’ den 450 puL

Std 2’ den 450 pL
Std 3” den 450 pL
Std 4’ den 450 puL
Std 5” den 450 pL

Std 6° den 450 uL

450 uL homojenat tamponu

450 puL. homojenat
tamponu

450 L homojenat
tamponu

450 puLL homojenat
tamponu

450 puL. homojenat
tamponu

450 puLL homojenat
tamponu

450 pL. homojenat
tamponu

Cizelge 3.4 Standart Egri Hazirlanist

- s S = S
= =I (=ZI I |EX |EI |5 |EZX
c 0 =R Ew 5 n R%) V%) o R%)
~ SO |50 |[BwO |[d0 |[YO |80 | QO
< o o S o
o
GSH - 50pul | S0puL | SO0uL | S50pul | S0uL | S0 uL | 50 pL
Oltm | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150
P ne pL pL ne pL ne ne pL
DTNB 10uL | 10uL | 10puL | 10uL | 10uL | 10ul | 10uL | 10 uL
Homojeant
Tamponu SO L - B} i B} il il il
Cizelge 3.5 GSH Olg¢iimii i¢cin Kullanilan Miktarlar
Cozeltiler Kor (uL) Numune (pL)
Ol¢iim tamponu 150 150
Homojenat tamponu 25 -
Siipernetant (numune) - 25
DTNB 10 10
3.2.3.2 Lipid Peroksidasyonu (LPO) Ol¢iimii
Lipid hidroperoksitler hiicre membraninda yapisal ve fonksiyonel

bozukluklara sebep olur ve aldehidleri olusturur. Klinikte lipid peroksidasyonu
degerlendirmek igin Malondialdehit (MDA) OoOlgiimi yapilir (Ajiboye, 2015).

Calismamizda bu 6lgtim Placer ve ark. tarafindan kullanilan yontemin modifikasyonu
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ile gergeklestirildi (Placer ve ark., 1966). Kalp dokular1 PBS ile yikandi, homojenat
tamponu eklendi ve TissueLyser cihazi ile par¢alandi. Gerekli bilesenler ¢izelge 3.6’ de
belirtildigi gibi eklenerek 90°C’de 120 dk inkiibasyona birakildi. 15 dk/4000 rpm/4°C
de santrifiij edildi. Siipernatandan alinan MDA ¢6zeltisinden 532 nm dalga boyunda

absorbans 0l¢iimii otoplate okuyucu ile yapildi.

Cizelge 3.6 MDA Olgiimii i¢in Pipetleme Prosediirii

Numune (pL) Standart (pL) Kor (pL)
%08.1 SDS 10 10 10
%20 Asetik Asit 75 75 75
%0.9 TBA 75 75 75
Numune 10 - -
Standart - 10 -
Su 30 30 40

Cizelge 3.7 Standart Egri i¢in Kullanilan Miktarlar

10 20 30 40 60 80 90
nmol/ nmol/ nmol/ nmol/ nmol/ nmol/  nmol/m
mL mL mL mL mL mL L
StA 2.5 5 7.5 10 15 20 22.5
(nL)
Su(ul) 475 95 925 90 85 80 785

3.3 DNA Hasart ve Inflamasyonun Immunohistokimyasal Yéntem ile
Belirlenmesi (Hipotez 11 testi)

Pozitif sarjli lamlara alinan 5 um’ lik kesitler dehidratasyon isleminden sonra
PBS ile yikandi. %3’ liik H202’ de 10 dk. tutularak mikromolekiillerden arindirildi ve
endojen peroksidaz inaktivasyonu saglandi. Dokularda takip islemi ile bloklanan
antijeni agiga c¢ikarmak i¢in antijen retrieval soliisyonu ile mikrodalgada 2x5 dk 500
watt’ da muamele edildi. Protein blok uygulamasmin ardindan PBS ile yikanan
dokular 8-OhDG (Santa cruz, Cat no. sc-66036) ve iNOS (Abcam, Cat no. bs-2072R)
ve COX2 (Abcam, Cat no. ab15191) primer antikorlar1 ile 1/200 dilusyon oraninda
oda sicakliginda 45 dk. inkubasyona birakildi. Sekonder olarak; Large Volume
Detection System: anti-Polyvalent, HRP (Thermofischer, Katalog no: TP-125-HL)
dretici firmanin Onerdigi sekilde kullanildi. Kromojen olarak DAB (3,3'-
Diaminobenzidine) kullanildi. Mayer’s Hematoksilen ile zit boya yapildiktan sonra
entellan ile kapatilarak 151k mikroskobunda incelendi. Incelemede immunpozitiflikler

yok (-), hafif (+), orta (++), siddetli (+++) ve ¢ok siddetli (++++) seklinde yapildu.
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3.4 Doku Hasar Tespitinde Histopatolojik Yontem (Hipotez 111 testi)

Sicanlardan alinan kalp 6rnekleri %10°’luk formalin soliisyonunda tespit edildi.
Daha sonra takip cihazinda rutin takip isleminden gecirilen dokular parafinlere
gomiilerek bloklama islemi yapildi. Mikrotom cihaz1 ile 5 p’ lik kesitler alindi1 ve
hematoksilen-eosin ile boyandi. Kesitler histopatolojik olarak tespit edilen
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve hemoraji yoniinden yok (-), hafif (+), orta (++)

ve siddetli (+++) olarak 1s1k mikroskobunda degerlendirildi (Toraman ve ark., 2022).

3.5 Patolojik Cahsmalarin Istatistiksel Analizi

Elde edilen histopatolojik ve immunohistokimyasal veriler SPSS 20.00
programi ile analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farklilik nonparametrik testlerden
olan Kruskal Wallis ile farkliligi olusturan grup ise Mann Whitney U testi ile
belirlenmistir (p <0.05).
3.6 Antioksidan Enzimlerin Kantitatif Gen Ekspresyonu Analizleri (Hipotez 1V

Testi)

Bir kemoterapi ilac1 olan paklitaksel ile kalp toksisitesi olusturulup, Partenolid
ile muamele edilen siganlardan alinan kalp dokusu Orneklerinde antioksidan iligkili
genler olan Sod, Cat, Gst, Gpx ve Gr genlerinin ekspresyonlarindaki degisim

incelenmistir.

3.6.1 Total RNA izolasyonu

Deney gruplarindaki hayvanlardan kalp dokular1 alinip RNA izolasyon kiti
(Invitrogen 12183025 RNA Mini Kit) ile RNA izolasyonu yapildi ve cDNA sentezi
yapilincaya kadar -80°C 'de saklandi (Budak ve ark., 2014)

Izolasyon islemleri protokolii asagideki sekilde uygulandi:

1-80°C’den alinan kalp dokusu 6rneklerinden buz iizerinde yaklasik 40-50 mg aras1

doku alindi. 1,5 ml RNaz icermeyen tiiplere konuldu.
2- Uzerine 2-merkaptetanol eklenmis lisiz tamponundan 600 ul eklendi.

3-Dokular pargalanincaya kadar homojenize edildi. Homojenizasyon islemi 3000

rpm’de 3 dongii seklinde 1 er dakika 25 °C sartlarinda gergeklestirildi.

4- Bu islemin ardindan 12.000 x g’de 2 dk santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant

baska bir tiipe alinarak iizerine 1 hacim %70’lik etil alkol eklendi ve vortekslendi.
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5- Daha sonra numuneden 700 pl tiiplere konulmus kolona aktarilarak 12.000 x

g’de 15 sn santrifiijlendi.

6- Kolon igerisine 700 pul Wash buffer I eklendi ve 12.000 x g’de 15 sn santrifiij
edildi.

7- Kolon yeni bir tiipe yerlestirildi ve 500 pul Wash buffer II eklendi, 12.000 x g’de
15 sn santrifiij edildi.

9- Sonrasinda 500 ul Wash buffer II ile bir kez daha yikandi.

10- Yikama isleminin ardindan kolon 12.000 x g’de 1 dk siireyle santrifiij edildi ve

membran kurutuldu.

11- Bos bir tiipe yerlestirilen kolona 35 pl RNaz free water eklendi ve 12.000 x g’de
2 dk santrifiij edildi.

12- RNA orneklerinde Nanodrop ile saflik ve konsantrasyon 6l¢timleri yapildi ve

ornekler -80°C 'de saklandi.

3.6.2 cDNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi

Elde ettigimiz mRNA lardan gen ekspresyonu seviyelerini kantitatif olarak
belirleyebilmemiz icin mRNA’ ya komplementer cDNA sentezi cDNA Synthesis Kit
(BioLabs E6300S) kiti kullanilarak yapilmis ve Cizelge 3.8’de verilen sekilde RNA
ornegi ve primer d(T)23 VN tiipii igerisinde karigtirilmastir.

Cizelge 3.8 BioLabs E6300S Kit Protokolii

KOMPONENT BILESEN HACIM
Total RNA 1-6 pl (10 pg- 1pg)
d(T)23 VN (50 uM) 2 ul
Niikleaz-free H.O degisken
Total Hacim 8 ul

1. RNA 70°C'de 5 dakika denatiirasyon sonrasi Spin yapildi ve buz tizerine alindi.

2. Tiplere asagidaki bilesenler ilave edildi.

M-MuLV Reaction Mix: 10 ul
M-MuLV Enzyme Mix: 2 ul
3. Sentez reaksiyonu 42°C'de 1 saat inkiibe edildi.

4. Enzim inaktivasyonuigin 80°C'de 5 dakika beklendi. Elde edilen cDNA iiriinii -20°C'de
muhafaza edildi.
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3.8.3 Primer Dizaym

Tezimiz kapsaminda antioksidan iligkili genler olan Siiperoksit dismutaz
(Sodl), Katalaz (Cat), Glutatyon peroksidaz (Gpx1), Glutatyon rediiktaz (Gr),
Glutatyon S-transferaz (Gst) genlerinin primer dizayni i¢in sekanslara NCBI (National
Center for Biotechnology Information) ana sayfasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na

gidilerek ulagilmistir. Asagida Sod1l geni primer dizaynina ait veritabani kullanimi

orneklendirilmistir.

Oncelikle Sekil 3.3 te oldugu gibi http://www.ncbi.nIm.nih.gov ana sayfasinda
“All Database” yazan kisimdan “gene” sekmesi segilmis, Sekil 3.4’te ilgili genin ve

kullanilan hayvanin bilgileri girlmis ve Sekil 3.5’te ¢ikan segeneklerden galismamizda

ilgilendigimiz genin yanindaki kutucuk se¢ilmistir.

NCBI Home

All Resources

Data & Software
DNA & RNA

Genes & Expression
Genetics & Medicine
Genomes & Maps
Homology

emwim
Proteins
Sequence Analysis
Taxonomy
Training & Tutorials

Variation

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

All Databases v
All Databases
Assembly

Biocollections
BioProject

NCEBI

Resource List (A-2)

Chemicals & Bioassays

Domains & Structures

BioSample

Books

Clinvar

Conserved Domains
dbGaP

dbvar

Gene

Genome

| GEO DataSets
GEOQ Profiles

GTR

Identical Protein Groups
MedGen

MeSH

bmit

bases

manuseripts

Transfer NCBI data to your

NLM Catalog
--={ Nucleotide hd

Develop

Use NCBI APls and code
libraries to build applications

Ideniify an NCBI tool for your
data analysis task

Download

ter for Biotechnology Informatien advances science and health by providing access to
lenomic information.

Learn

Find help documents, attend a

class or watch a tutorial

Analyze

Research

Explore NCBI research and
collaborative projects

Popular Reseurces

PubMed
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

Automated Lineage Definitions Now
Available in NCBI Virus SARS-CoV-2
Variants Overview

Daranths NCRI Vinie @ADL

NCBI Pathogen Detection Presents the

Sekil 3.3 Primerleri Dizayn Etmek igin Kullanilan NCBI Veritabani

Gene

Gene sources
Genomic

Categories
Alternativaly spliced
Annotated genes
Non-coding
Protein-coding

Sequence content
ceos

Enzembi

RefSeq
RefSeqGens

Status
v Current.

Clearall

‘Show additional fillers

[ Gene

v][s0d1 rattus norvegicus

Creale RSS Save search Advanced

Tabular+ 20 per page ~ Sort by Relevance «

GENE

SOD1 orthologs from Norway, rat

superoxide dismutase 1
How are orthologs calculated?

Genes with similar protein architectures

How are similar genes calculated?

Search results
Items: 10 20 of 37 Selected: 1

@ Shoving Current items.

Name/Gene ID | Description

Sod1 superoxide dismutase 1 [Rattus

ID: 24786 norvegicus (Norway rat]]

O Nfe212 NFE2 like bZIP transcription factor 2
ID: 83619 I (Narway ranl

Was this helpful?

Location

Chromosome 11, NC_086029.1
(42942742..42948399)

Chromosome 3, NC_086021.1
(A1001529 81031165

Sendto: »

w e

Poge [1 ] 012 Hert | Losio-

Aliases

CuznsoD

Help

Hide sidebar >>

Filters: Manage Fiters
Results by taxon =

Top Organisms [Tree]
Rattus norvegicus (36)
Homo sapiens (1)

Find related data -
-
Search details -

(s0d1[All Ficlds] AND ("Rattus norvegicus"
[Crganism] OR rattus norvegicus[All
Fields])) AND alive[prop]

n

Search Ses more

Recent activity 8
Tumof Clear

Q_ sodi rattus norvegicus AND (alive[prop]) (37)

Sekil 3.4 Primer Dizayni i¢in Kullanilan Organizma Segim Ve Ilgili Genin
Temel Ozelliklerini Gésteren NCBI Sayfasi
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Gene [Gene

v]/sod1 rattus norvegicus

|

Gene sources
Genomic

Categories
Alternatively spliced
Annotated genes
Non-coding
Protein-coding

Sequence content
ccos

Ensembl

RefSeq
RefSeqGene

Status. clear
v Current

Clearall

‘Show additional fitters

Create RSS Save search Advanced

Tabular ~ 20 perpage ~ Sort by Relevance

GENE

S0D1 orthologs from Norway rat
superoxide dismutase 1

How are orthologs calculated?

Genes with similar protein architectures

How are similar genes calculated?

Search results
Items: 110 20 of 37 Selected 1

Send to' v

Was this helpfur? ol | "

Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Tree]
Rattus norvegicus (36)
Homo sapiens (1)

Find related data

Help

Hide sidebar >>

Daabese

Search details

(sod1[All Fields] AND

("Rattus norvegicus”

[Organism] OR rattus norvegicus[All

Fields]))

AND alive[prop]

Page [T ] or2 e | Lostn

4

@ Shoving Current items
Search

See more.
Name/Gene ID | Description Location Aliases
Sodt superoxide dismutase 1 [Rattus Chromosome 11, NC_086029.1 CuznSOD - <
- Recent acti

D- 24785 norvegicus (Norway rat)] (42842742_42948399) ecent activity

Tunof Clear
0 Nig2l2 NFE2 like bZIP transcription factor 2 Chromosome 3, NC_086021.1 o
ID: 83619 [Battus norvegicus (Norvway rafl] (31001529 81031165 3 Q_sod ratius norvegicus AND (alivefprop) (37)

Sekil 3.5 Organizma Segim Ve Ilgili Genin Temel Ozelliklerini Gdsteren Sayfa

Ilgili genin sekans bilgilerine ulasmak i¢in isaretli kutucuk secilmistir. Sekil
3.6’da gosterilen sayfada gen i¢in NM kodu ile baslayan linke girerek ayrintili sekans

bilgilerine ulagilmistir.

NCBI Reference Sequences (RefSeq) =[?

Try the new Transcript table

Bl RefSeqs maintained independently of Annotated Genomes

These r exist indep

mRNA and Protein(s)

1. NM_017050.1 — NP_058746.1 superoxide dismutase [Cu-Zn]
See identical proteins and their annotated locations for NP_058746.1
Status: PROVISIONAL

Source sequence(s)

UniProtkB/Swiss-Prot

UniProtKB/TrEMBL | AG6JLB7, O6LDS4
Conserved Domains (1) summary

cd00305 Cu-Zn_Superoxide_Dismutase; Copper/zinc superoxide dismutase (SOD). superoxide dismutases
Location:3 — 147  catalyse the conversion of superoxide radicals to molecular oxygen. Three evolutionarily distinct families
of SODs are known, of which the copper/zinc-binding family is one. Defects in the ..

El RefSeqs of Annotated Genomes: GCF_036323735.1-RS_2024_02

The following sections contain reference sequences that belong to a specific gen

build. Explain

Sekil 3.6 Ayrintili Sekans Bilgileri

Genin ayrintili bilgisinin bulundugu sayfada bulunan ve sekans bilgilerini
gosteren “CDS” kismina girilerek genin kodlanan bolgesi belirlenmistir (Sekil 3.7). Bu
bolge primerlerin dizayn edilirken hangi bolgenin kullanilmast gerektigi konusunda

bilgi vermektedir.
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##RefSeq-Attributes-ENDHE exon 166..262

FEATURES Location/Qualifiers /gene="Sod1"
source 1..650 /gene_synenym="CuZnsoD"
attus norvegicus™ Jinference="alignment:Splign:2.1.@"
RHA™ - exon 263..332
rague-Danle, veod1”
/db_xref: Zaxgn :10115" 4 /gene="Sed® .
ehramasom /gene_synonym="CuZnSOD’
Jmap-"11q11" /inference="alignment:splign:2.1.0"
gene 1..650 exan 333..450
/gene="50d1" /gene="s0d1"
/gene_synonym="CuZnS0D" /gene_synonym="CuZnSOD"
/mof croxide dismutase 1" /inference="alignment:Splign:2.1.0"
#db_xref="GeneID: 24786" exon 451. 650
/db_xref="RGD:3731" /gene="50d1"
sERn ;gé:z:"s.:dl" /gzne_synonyn="Cuzns0D"
Jgene._synonym="CuZa500" Jinference="alignment:Splign:2.1.0"
Jinference="alignment:5plign:2.1.0" polys site ese
s 94..558 /gene="50d1"
/gene="50d1" /gene_synonym="CuZnS0D"
/gene_syno /note="polyA site"
/EC_number: ORTGIN
fnote="superoxide dismutsss 1, soluble” 1 gttttgeace ttcgtttoct geggeggctt ctgtcgt:tc ttgettt gctctc:cag
/codon_start=1
- 61 gttccgagge Eg((g(g(gt ctt((gggga gaaggcey

/product="superoxide dismutese [Cu-Zn]"

/db_xref="RGD:3731

/translation="MAMKAVCVLKEDGPYQGVIHFEQKASGEPVVVSGQITGLTEGEH

GFHVHQYGDNTQGC TTAGPHF NPHSKKHGGP ADE ERFVEDL GNVAAGKDGVANVSTED

RVISLSGEHS IIGRTMVVHEKQDDLGKGGNE ESTKTGNAGSRLACGVIGIAQ"
misc feature  97..99

/gene="sod1"

/gene_synonym="CuznS00"

/note="N-acetylalanine

fevidence=EC0:0200250 |UniProtKe:Pee442; propagated from

UniProtkB/swiss-Prot (P@7632.2); acetylation site"

e
tetgetgtee

sttccctatg tggtetgagt cteagactea
601 tgctasacts tagassasaa ccasaccatt aasctgtaat cttaacagtt

1

Sekil 3.7 Sod 1 Genine ait Kodlanan ve Kodlanmayan Bolgeleri Gosteren
Veritabani

Sekans belirleme isleminin ardindan “http://bioinfo.ut.ee/primer3/”
programi kullanilarak primerler dizayn edilmistir. Sekil 3.8’de goriildiigii gibi ilgili
gene ait sekans belirlenen bosluga aktarildi ve left primer ve right primer kutucuklari

isaretlenmistir.

‘ disclaimer | code |

caunons

‘ Primer3 web version4.1.0 - Pick primers from a DNA sequence.

Select the Task for primer selection |generic v

[Template masking before primer design (available species)

Select species [Example: Mus musculus ||| Nucleotides to mask in ' direction[T |

Primer failure rate cutoff  <[01 | | Nucleotides to mask in 3' direction 0
Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn - other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINESs, etc.) or
use a M Library. (repeat library) [NONE |
A AATACAGCAGCCCATATGAGCAGATTCGTCATATGLTAAGGGAATTAAT TAAAAGGAAGCAACTARATA &

AGGATGGTCAGTGATTGATCTGGGTTTAGAACTTGTGTTTGGAGCCACCAATTTTTAAGTATGTATTCTC
ACTTTATTAGTTTTCTAAAGAAAGCAATCAAGAATTGCTCCCAGAARATGAGTAAGTAGCCATGAATATA
TGAATGCTGTTTACAAAACCCATAGACCCATGAATGCTCAAAACGTCTGAGTTTGTAARRAAAAATACAT
[ TGTAGTTATACTTGACAATTTAAAATGT TAATAGAAT CTAAAATAAAAGTCGCTTAAAA @ 2

[ Pick left primer, or use left primer below || [ Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below]| @ Pick right primer, or use right primer below (' to 3' on opposite strand)|

[ Il \ I J ]

Pick Primers | Download Settings | Reset Form |

Sequence Id | A string to identify your output.

o [ ]Ee 502 requires primers to sumound the 2 basesat posiions 30 and 51. Or mark the source sequence with [ and | g .. ATCT[CCCCITCAT. means
~arects that primers must flank the central CCCC

Gvertin Fielan Tist /7‘ E.g. 27 requires one primer to overlap the junction between positions 27 and 28. Or mark the source sequence with -: e.g. .. ATCTAC-TGTCAT.. means
veriap Suncton List that primers must overlap the junction between the C and T.

g.401.7 68.3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with <and >: e.g.

ExchdedRegions [ J"erleeCOoTCAT, forbids primers inthe central CCCC
Pair OK RegionList | | See manual for help.

Sekil 3.8 Primer Dizaynimi Yapmak I¢in Kullanilan Primer3 Programi

‘General Primer Picking Conditions’ kismina primer baglanma sicakligi,
amplifikasyon bdlgesinin boyutu, primer boyutu, primer % GC oran1 gibi bilgiler
yazilmistir (Sekil 3.9).
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Min Sequence Qualiry |0 i End Sequence Oualiry |0 Saouence Oualay Ragge Min |0 Sequence Qualiny Ragee Max | 160
[ Pick Primers | Download Settings | Reset Form |

General Primer Picking Conditions

Upload the sertmngs from a fil | Dosya Se | Dosya segimed

Primer Size Min 19 Opt (20 Max[21

PumerTm Min[570  |Ope[530  |Max[620 | MaxTm Difference[50 | Table of themmodimamic parameters [Santalucla 1998 v
Product T Min[-1000000 | Ope 0.0 Maxx [1000000.

Primer GO Min (300 |Ope[500 |Max[700

Proshuct Size Ranges 150-250

Number To Returs |5 a3 Stabalary 90

Max Library M; [1200 | Pair Max Library 00|

Thermodynamic Secondary Strucrure Alignmests | O1d Secondary Structure Alignments
LUse Thermodnamic Qligg Aliz

‘TH: Max Self Complementariny 450 || Mas Self Complementarity (]
TH: Max 3' Self Comsplementasity 350 || Max ¥ Self Complemenarine 300
TH: Max Pair Complementarity 450 | Max Pair Complementarity 80
TH: Max Primer Haimpin 20 |

Thermodynamic Templase Alignementy 0d Template Alignments

O Use Th ) Templase Aliznament

TH: Max Temolate My 4000 Aty Tecunlare £ 1200

Sekil 3.9 Dizayn Edilecek Primerlere Ait Bilgiler Bolimii

Primere ait tiim bilgiler girildikten sonra ‘Pick Primers’ kismi segilerek dizayn

yapilmistir.

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OLIGO start _len ____tm____gc% : hairpin seq
LEFT PRIMER 984 20 59.47 55.00 0.00 0.00 0.00 AGACACCTCAATCGCCTCTG
RIGHT PRIMER 1193 20 59.61 55.00 0.00 0.00 0.00 ACGAAGGAGTTGGTCTGTGG

SEQUENCE SIZE: 1729
INCLUDED REGION SIZE: 1729

PRODUCT SIZE: 210, PAIR ANY_TH COMPL: 7.49, PAIR 3'_TH COMPL: 6.65

1 GGCTCACAAGCAGCTGGCCAGTTCTGGGGAGGCAGCTCAGAGGCTCTTTCTCAGGCCTCT

61 AGCTGGGTCTGTCCTGTACTTCACCAGAGGAAAAACGTTCTTGGGAGAGCTTGTCAGGTG

121 TGGAACCTCAGCCATGGTGGCCTTCTTGTTCTGCAACCTGCTACTGGTGGCCTGTGGCTC

181 TGTCACCTGGACCATGTCAGATACCGGAGAGTCCGGTGTCGACTTAGCAGACCGGCTTGA

241 CCTGGTTGAGAAGATAGGCGACACGCACTCCAAAGACCTGGAGATCTGGATGGAGCTAGG

301 AAAACAACGGGAGGCGGATGCCAGGGAGATGCACGCAGTCTGCAGGGTACAGCCCTCAGC

Sekil 3.10 Dizayn Edilen Primere Ait Bilgilerin Yer Aldig1 Sayfa

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ programu ile Ilgili gene ait tasarmm
yapilan probun baska genlerle homolojisi olup olmadigina bakilmustir (Sekil 3.11) ve
blast sonuglar1 alimmistir (Sekil 3.12).
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U.S. National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

(D

BLAST ® » blastn suite Hor
Standard Nucleotide BLAST
m blastp blastx tblastn tblastx
BLASTN programs search nucleotide databases using a nuciectide query. more.,
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ Cisar Cuery subrange ©
TCTCCCTTCAGTCCTCTAA
From
® .
Or, upload file Dosya Seg | Dosya secimed| [2]
Job Title I
Align two or more sequences @
Choose Search Set
Database ® s TRNA/ITS databases Genomic + transcript databases (O Betacoronavirus
» v 0
Organism
nes 2]
Exclude \me
Limitto Sequences from type matenal

Sekil 3.11 Gen Sekansi Homolojisinin Kontrol Edildigi
Organizmaya Ozgii Blast Sayfasi

m b B
4 hover to see the tioe I click fo show alignments Alignment Scores  [l<40 [40-50 [@50-80 [@80-200 |>=200
100 sequences seiecied @
Color key for alignment scores
| B W50 [ B Boo2x W=
ey
| 1 | | I i
1 4 3 12 15 Pl

Sekil 3.12 Dizayn Edilen Primerlerin Homolojilerinin Kontrol
Edildigi Blastlama Sayfasi

Cizelge 3.9 Gen Ekspresyon Profilleri Incelenecek Genler I¢in Dizayn Edilen

Primerlerin Listesi

No Primerler  Gen erisim No. Primer dizisi (5> — 3°) Tm (°C)
1.  Sod F NM 0170501  GGTCCACGAGAAACAAGATGA  60.10
2. Sod R — ' CAATCACACCACAAGCCAAG 60.15
3. CatF NM 012520.2 ACATGGTCTGGGACTTCTGG 59.96
4. CatR - ' CCATTCGCATTAACCAGCTT 60.10
5, Gr F AGTTCACTGCTCCACACATCC  61.00
6. GrR NM_0153906.2 '+ 0 AGCTGAAAGAACCCATC 58.00
7. GPxF NM 030826.4 TCGGACATCAGGAGAATGG 59.57
8. GPxR — ' AGGTAAAGAGCGGGTGAGC 59.44
9.  GstF TTCTGACCCCTTTCCCTCTG 59.67
10. Gst R NMO010109211  pon o raaeTTTCTCTGACTG 59.97
11. Gapdh F CCTTCATTGACCTCAACTAC 60.00
12. Gapdh R~ NM_017008.4  7CGCTCCTGGAAGATGGTGAT  60.00
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3.6.4 Kantitatif Gen Ekspresyonu (RT- gPCR)

Kantitatif gen ekspresyonu analizleri Real-Time PCR ile yapilmistir. Daha
once elde ettigimiz ve hazirlik asamalar1 yukarida anlatilan cDNA lardan SYBR-
Green yontemi ile gen ekspresyon miktarlari 6l¢iilmistiir. SYBR Green floresan bir
boyadir ve g PCR’da ¢ok yaygin kullanilmaktadir. DNA molekiillerine baglandiktan

sonra hareketi azalir ve enerjisi floresan 1s1maya sebep olur (Ponchel ve ark., 2003).

Cizelge 3.10 g PCR Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar(uL)
Master Mix SYBER green 12.5
Forward Primer 0.25
Reverse Primer 0.25

Su 9.5

cDNA 2.5

Toplam 10

Cizelge 3.11 q PCR Analizinde Kullanilan Sicaklik ve
Dongii Parametreleri

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
50°C 2 dk 1

95°C 30 sn

95°C Ssn

60°C 30 sn 40

72°C 20 sn

Gruplar arasindaki degisimi hesaplamak igin housekeeping olarak Gapdh
kullanildi ve sonuglar ACt metodu (Livak ve Schmittgen, 2001) ile

degerlendirilmistir.

Ekspresyon Seviyesi = 2 (C1 referans)- CT(Hedef)) (3.1)
3.7 Antioksidan Enzimlerin Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii
Enzim aktivite dl¢limlerinde kullanilacak homojenat hazirlama ve protein
tayini iglemleri 3.2 Biyokimyasal Analizler baslig1 altinda anlatildig1 gibi yapilmustir.
Sonuglar ayni homojenattan bakilan enzim aktiviteleri i¢in asagidaki formiil

kullanilarak EU/mg hesaplamalarinda kullanilmistir.
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Spesifik aktivite (Z—Z) = AbsxVExSF (3.2)

extxVoxmg protein

Abs : Absorbans degeri

€ : H202’nin ilgili nm’de ekstinksiyon katsayist
t : Reaksiyon zamani

Vit : Toplam hacim

Vo : Numune hacmi

SF : Seyreltme Faktorii

3.7.1 SOD (Siiperoksit Dismutaz)

SOD enzim aktivite 6l¢limii i¢in Sun ve ark., (1988) tarafindan kullanilan
yontem referans alinmistir. Hazirlanan homojenatlar Cizelge 3.12°de belirtilen sekilde

hazirlanarak kuartz kiivetlerde 560 nm’de 3 dk siireyle absorbanslari Sl¢iilmiistiir.

Cizelge 3.12 SOD Enzim Aktivite Ol¢iimii Pipetleme Prosediirii

KOR(ul) NUMUNE((ul)
Reaksiyon Karisimi 2450 2450
Saf su 500 -
Homojenat - 500
Ksantin Oksidaz 50 50
20 °C’de 25 dk inkiibasyon
CuCl».2H,0 1000 1000

3.7.2 CAT (Katalaz)

CAT enzim aktivite 6l¢iimii igin Aebi (1984) tarafindan kullanilan yontem
referans alimmistir. Hazirlanan homojenatlar Cizelge 3.13’te belirtilen sekilde
hazirlanarak kuartz kiivetlerde 240 nm’de 15 sn araliklarla 1dk siireyle absorbanslari

Olclilmiistr.

Cizelge 3.13 CAT Enzim Aktivite Ol¢iimii Pipetleme Prosediirii

KOR(n)) NUMUNE(ul)
50 mM Fosfat tampon 1500 1490
Hidrojen peroksit (H202) 1500 1500
Numune - 10

3.7.3 GPX (Glutatyon peroksidaz)
GPX enzim aktivite dl¢iimii i¢cin Habig ve ark., (1974) tarafindan kullanilan
yontem referans alinmistir. Hazirlanan homojenatlar Cizelge 3.14°te belirtilen sekilde

hazirlanarak kuartz kiivetlerde 340 nm’de 5 dk siireyle absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.14 GPX Enzim Aktivite Ol¢iimii Pipetleme Prosediirii

Bilesenler Kor (uL) Numune (pL)
Potasyum fosfat tamponu (1M) 100 100
dH20 550 500
GSH 100 100
Glutatyon rediiktaz 100 100
NADPH 100 100
Homojenat - 50
Tert-biitil hidroperoksit 50 50

3.7.4 GR (Glutatyon rediiktaz)

GR enzim aktivite 6l¢iimii igin Carlberg ve Mannervik, (1985) tarafindan
kullanilan yontem referans alinmistir. Hazirlanan homojenatlar ¢izelge 3.15 de
belirtilen sekilde hazirlanarak kuartz kiivetlerde 340 nm’de 3 dk siireyle 3 kez
absorbanslari dl¢iilmiistiir (Carlberg ve Mannervik, 1985).

Cizelge 3.15 GR Enzim Aktivite Ol¢iimii Pipetleme Prosediirii

Bilesenler Kor (nL) Numune (pL)
0,1 M K-Fosfat Tamponu 200 200

Saf su 600 590

Numune - 10

20 mM GSSG 100 100

2 mM NADPH 100 100

3.7.5 GST (Glutatyon S- transferaz)
GST enzim aktivite 6l¢limii i¢in Habig ve ark., (1974) tarafindan kullanilan
yontem referans alinmistir. Hazirlanan homojenatlar Cizelge 3.16°de belirtilen sekilde

hazirlanarak kuartz kiivetlerde 340 nm’de 5 dk siireyle absorbanslar1 6l¢tilmiistiir

(Habig ve ark., 1974).

Cizelge 3.16 GST Enzim Aktivite Olgiimii Pipetleme Prosediirii

Bilesenler Kor (uL) Numune (nL)
dH-0 730 729
Homojenat - 1
CDNB 20 20

GSH 50 50
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3.8 istatistiksel Analiz

Her gruptan segilen rastgele iic hayvandan alinan kalp dokularinda tiim
calismalar her hayvan igin iiger tekrar seklinde yapilmustir. Istatistiksel analizler
GraphPad Prism Software siiriim 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yazilim ile Shapiro — Wilk normallik testi
yapilmustir. Barlett testi ile gruplar arasi varyanslarin homojen oldugu belirlenmistir.
Gruplar aras1 farkliligi test etmek igin tek yonlii ANOVA ve Tukey post-hoc testleri
yapilmistir. Sonuglar siitun grafik olarak gosterilmis ve *p<0,05 (anlamli); **p <0.01
(cok anlamli); ***p <0,001 ve ****p<0,0001 (¢cok anlamli) olacak sekilde
degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmeyen gruplar ns

(nonspesific) olarak belirtilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Antioksidan Iliskili Baz1 Metabolitlerin Ol¢iimii

4.1.1 Toplam Glutatyon (GSH)
Bir antioksidan olan glutatyon (GSH) seviyesi paklitaksel (PTX) uygulanan

grupta kontrol grubuna gore olduke¢a diismiistiir (p<0,01). GSH’1n seviyesindeki bu
diisiis partenolid (PTL) uygulanmasiyla beraber yiikselmeye baslamistir. Ozellikle 2
ve 4 mg/kg PTL uygulanan gruplarda GSH seviyesi yiikselerek kontrol grubuyla ayni
seviyeye gelmistir ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (Sekil 4.1).

GSH
15—
=
‘E’lo— ns ns
% *%* ** * % I
> —— —_—
3
T °7
)
(@)
0- T T T
™ Y
Q
S L
NS F O $O
T AT S

Sekil 4.1 Gruplar Aras1 GSH Seviyeleri

4.1.2 Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Membran fonksiyonlarini bozan lipid peroksidasyonu (LPO), oksidasyon
sonucu olusan Malondialdehit (MDA) seviyesi Olclilerek bulunmustur. MDA seviyesi
PTX uygulanan grupta kontrol grubuna goére oldukca yiikselmistir (p<0,01). MDA’ 1n
seviyesindeki bu yiikselme 1mg/kg PTL uygulanan grupta diigmeye baslamis ve
ozellikle 2 ve 4 mg/kg PTL uygulanan gruplarda normal diiserek kontrol grubu ile ayni
seviyelere gelmis, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamaistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Gruplar Arast MDA Seviyesi

4.2 Hematoksilen & Eozin boyama (H&E) ile Histopatolojik Degerlendirme

Gruplar arasinda histopatolojik bulgular yoniinden yapilan incelemelerde
Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir
(p<0.05).

Cizelge 4.1 Hematoksilen- Eozin (H&E) ile Boyanan Kalp Dokularinda Gruplar
Arasindaki Farkliliklar

Mononiikleer hiicre

Gruplar infiltrasyonlar1 (MNHI) Hemoraji
Kontrol 0.33+0.512 0.16+0.402
PTX 2.83+0.40° 1.66+0.51°
Sham 1.8340.40° 1.83+0.40°

1 mg/kg PTL 1.66+0.51° 0.83+0.40°
2 mg/kg PTL 1.16+0.40¢ 0.33+0.512
4 mg/kg PTL 1.16+0.40¢ 0.33+0.512

Hata! Burada goriinmesini istediginiz metne 0 uygulamak icin Giris sekmesini

kullanin.

Kontrol grubu ratlarin kalp dokulari normal histolojik goriiniimdeydi.
Uygulama gruplarinda ise farkli diizeylerde mononiikleer hiicre infiltrasyonlari
(MNHI) ve hemorajiye rastlandi. Belirtilen bulgulardan mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 PTX grubunda siddetli iken, sham ve 1mg PTL gruplarinda orta, 2 ve
4 mg PTL gruplarinda hafif diizeydeydi. Hemorajiye PTX ve sham gruplarinda orta,
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Img PTL grubunda hafif diizeyde rastlandi. 2 ve 4 mg PTL gruplarinda ise 6nemli

diizeyde hemoraji gézlenmedi (Sekil 4.3).

7 4 B - v - ' z - >
| Y f 4 - A T, -
J | ‘ fode! | om0 N T A i =B e

e . . -, -~

Sekil 4.3 Kalp Dokusunda Gruplar Arast Hemoraji Ve MNHI Degerlendirmesi igin
H&E Boyamasi

A- Kontrol grubu. Normal histolojik goriinim B- PTX grubu. Siddetli
diizeyde MNHI (ok) ve orta diizeyde hemoraji (okbasi), C- Sham grubu. Orta
diizeyde MNHI (ok) ve hemoraji (okbasi), D- 1mg/kg PTL grubu. Orta diizeyde
MNHI (ok) ve hafif diizeyde hemoraji (okbast), E- 2mg/kg PTL grubu. Hafif diizeyde
MNHI (ok), F- 4mg/kg PTL grubu. Hafif diizeyde MNHI (0k).

Hemoraji MNHI
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Sekil 4.4 Gruplarin Hemoraji ve MNHI Agisindan Degerlendirilmesi
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4.3 immiinohistokimyasal Degerlendirme Sonuclari
4.3.1 8-Hidroksi Deoksiguanozin (8-OHdG) Immiinpozitiflik Sonuclar

DNA hasari agisindan 8-OhDG ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda
kontrol grubunda 6nemli diizeyde immunpozitiflik gézlenmedi. Diger uygulama
gruplarinda PTX, sham ve Img PTL’de orta diizeyde, 2 ve 4 mg PTL ’de hafif diizeyde
immunpozitiflik gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Kalp Dokusunda Gruplar Arasi 8-OHdG Degerlendn*mem i¢in
Immiinohistokimya Boyamasi

A- Kontrol grubu. immun negatiflik, B- PTX grubu. Orta diizeyde, C- sham

grubu. Orta diizeyde, D- 1mg PTL grubu. Orta diizeyde, E-2mg PTL grubu. Hafif
diizeyde, F- 4mg PTL grubu. Hafif diizeyde 8-OhDG immunpozitifligi (okbasi).

8-OHdG
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Sekil 4.6 Gruplar Aras1 8-Ohdg Imiinpozitiflik Sonuglart
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4.3.2 Indiiklenebilir Nitrikoksit Sentetaz (INOS) Immiinpozitiflik Sonuclari
Inflamasyon agisindan iNOS ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda

kontrol grubunda hafif, 2mg PTL ve 4mg PTL grubunda orta, Img PTL ve sham

grubunda siddetli, PTX grubunda ise ¢ok sidddetli diizeyde immunpozitiflikler tespit
edilmistir (Sekil 4.7).

’ .“ - . v ‘i R 1 ‘
- & ; ‘ 3 £l N\ |
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Sekil 4.7 Kalp Dokusunda Gruplar Arast INOS Degerlendirmesi Igin
Immiinohistokimya Boyamasi

A- Kontrol grubu. Hafif diizeyde, B- PTX grubu. Cok siddetli diizeyde, C-
sham grubu. Siddetli diizeyde, D- 1mg PTL grubu. Siddetli diizeyde, E-2mg PTL
grubu. Orta diizeyde, F- 4mg PTL grubu. Orta diizeyde INOS immunpozitifligi
(okbas).

INOS
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Sekil 4.8 Gruplar Aras1 INOS Immiinpozitiflik Sonuglart
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4.3.3 Siklooksijenaz (COX-2) Immiinpozitiflik Sonuclari

COX2 ile yapilan boyamalarda PTX ve sham grubunda orta diizeyde, Img PTL
ve 2mg PTL grubunda hafif diizeyde immunpozitiflikler tespit edildi. Kontrol ile
birlikte 4mg PTL gruplarinda ise 6nemli diizeyde immunpozitifliklere rastlanmadi
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Kalp Dokusunda Gruplar Arast COX-2 Degerlendirmesi Igin
Immiinohistokimya Boyamasi

A- Kontrol grubu. Immun negatiflik, B- PTX grubu. Orta diizeyde, C- sham
grubu. Orta diizeyde, D- 1mg PTL grubu. Hafif diizeyde, E-2mg PTL grubu. Hafif
diizeyde COX2 immunpozitifligi (okbast), F- 4mg PTLgrubu. Immun negatiflik.
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Sekil 4.10 Gruplar Aras1 COX-2 Immiinpozitiflik Sonuglar
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4.4 Real-Time PCR Uygulamasi ile Kantitatif Gen Ekspresyonu Analizleri
4.4.1 Siiperoksit Dismutaz (Sod)

Sod gen ekspresyon analizleri degerlendirildiginde PTX uygulanan grupta
kontrol grubuna oranla ¢ok anlamli (p<0.001) farklilik oldugu goriilmiistiir. 1, 2 ve
4mg PTL uygulama gruplarinda antioksidan seviyesinin doza gore arttig1 ve normale

yaklastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11 Gruplar Aras1 Sod Geni Goreceli Ekspresyon
Seviyesi

4.4.2 Katalaz (Cat)
Cat gen ekspresyon analizleri degerlendirildiginde PTX uygulanan grupta

kontrol grubuna oranla ¢cok anlamli (p<0.0001) farklilik oldugu goriilmiistiir. 1,2 ve
4mg PTL uygulama gruplarinda antioksidan seviyesinin normale yaklastigi

saptanmustir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Gruplar Arasi Cat Geni Goreceli
Ekspresyon Seviyesi

4.4.3 Glutatyon rediiktaz (Gr)
Gr gen ekspresyon analizleri degerlendirildiginde PTX uygulanan grupta

kontrol grubuna oranla ¢ok anlamli (p<<0.001) farklilik oldugu goriilmiistiir. 1mg/kg
PTL uygulanan grupta antioksidan seviyesi artmaya baslamis, 2 ve 4mg PTL uygulama
gruplarinda dozdaki artisa bagl olarak kontrol grubu ile arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Gruplar Arasi Gr Geni Goreceli
Ekspresyon Seviyesi
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4.4.4 Glutatyon Peroksidaz (Gpx)

Gpx gen ekspresyon analizleri degerlendirildiginde PTX uygulanan grupta
kontrol grubuna oranla ¢ok anlamli (p<0.001) farklilik oldugu saptanmistir. Img /kg
PTL uygulanan grupta azda olsa Gpx seviyesi artmaya baslamis, 2 ve 4mg PTL
uygulama gruplarinda dozdaki artisa bagli olarak antioksidan seviyesinin kontrol

grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir far tespit edilmemistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Gruplar Arast Gpx Geni Goreceli
Ekspresyon Seviyesi

4.4.5 Glutatyon S-transferaz (Gst)

Gsx gen ekspresyon analizleri degerlendirildiginde PTX uygulanan grupta
kontrol grubuna oranla ¢ok anlamli (p<0.001) farklilik oldugu goriilmiistiir. 1 ve
2mg/kg PTL uygulanan gruplarda artis az gozlense de 4mg PTL uygulama gruplarinda
dozdaki artisa bagli olarak antioksidan seviyesinin kontrolgrubu ile arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Gruplar Arast Gst Geni Goreceli
Ekspresyon Seviyesi

4.5 Antioksidan iliskili Enzimlerin Aktivitelerinin Ol¢iimii
4.5.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)
SOD enzim aktivitesi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile PTX

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p<<0.05). PTX
kaynakli SOD enzim aktivitesi diistigi, PTL uygulanan gruplarda diisiik dozlarda da
kontrol grubuna yakin degerlere yiikseldigi saptanmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Gruplar Aras1 SOD Enzim Aktivitesi
Seviyeleri
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4.5.2 Katalaz (CAT)

CAT enzim aktivitesi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile PTX
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliliklar tespit edilmistir (p<<0.01). PTL
uygulanan gruplarda 1mg/kg uygulanan grupta PTX grubuna gore bir degisiklikten
s0z edemezken 2 ve 4 mg/kg PTL uygulanan gruplarda doza bagl enzim aktivite

seviyesinin arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Gruplar Arasi CAT Enzim Aktivitesi
Seviyeleri

453 GR

GR enzim aktivitesi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile PTX
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p<0.001). PTL
uygulanan gruplarda kendi aralarinda doza bagl olarak istatistiksel degisiklikler
olmasa da PTX kaynakli diisiis gosteren GR enzim aktivite seviyelerinin 1, 2 ve
4mg/kg dozlarda kontrol grubu ile istatistiksel farkliligin kalmadig1 goriilmiistiir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18 Gruplar Arasi GR Enzim Aktivitesi
Seviyeleri

4.5.4 Glutatyon Peroksidaz (GPX)
GPX enzim aktivitesi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile PTX

grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar tespit edilmistir (p<0.01). PTL

uygulanan gruplarda doza bagl olarak istatistiksel farkliligin azaldigi saptanmistir

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Gruplar Arast GPX Enzim Aktivitesi
Seviyeleri
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4.5.5 Glutatyon S-transferaz (GST)
GST enzim aktivitesi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile PTX

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (p<0.05). GST
enzim aktivite seviyesindeki bu diisiis 1ve 2 mg/kg PTL uygulanan gruplarda artmaya
baslamis ve 6zellikle 4mg/kg PTL uygulan grupta doz artigina bagli olarak istatistiksel
farkliligin kalmadig1 goriilmiustiir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Gruplar Arast GST Enzim Aktivitesi
Seviyeleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada belirtilen tiim hedefler gergeklestirilmis ve biitiin alternatif
hipotezler test edilmistir. Tiim sonuglar bir arada degerlendirildiginde partenolid
(PTL), paklitaksel (PTX) ile deneysel olarak olusturulan kardiyotoksisite ve buna bagli
olarak olusan kalp hasari lizerine tedavi edici etki gostermistir. (1) Azalan glutatyon
seviyesi nedeni ile olusan oksidatif hasar uygun doz PTL uygulamasi sonrasi
glutatyonun yiikselmesi ile normal seviyesine yaklasmis, ayni zamanda lipid
peroksidasyonu sonucu miktari artan malondialdehit seviyesinin de normale dondiigii
goriilmiistiir. PTL oksidatif hasar1 diistirmistiir. (2) DNA hasar gostergesi 8-OHdG nin
PTX ile artan miktar1 PTL ile normale oldukca yaklasmis ve bu da DNA hasari
boyutunda partenolidin etkinligini gostermistir. Olusan yiiksek inflamasyon sonucu
INOS ve COX-2 inflamasyon belirteclerindeki artis ta PTL uygulamas: ile dzellikle
4mg/kg dozda normal seviyelerine gelmistir. PTL inflamasyonu azaltmistir. (3)
Inflamasyon sinyallerindeki artis sonucu kalp dokusunda olusan hemoraji ve
mononiikleer hiicre inflitrasyonlari da PTL muamelesi ile kontrol altina alinmigtir. PTL
doku hasarimi azaltmistir. (4) Antioksidan enzimler, gen ekspresyonu ve enzim
aktivitesi seviyesinde korele bir bi¢cimde degisiklik gostermis, PTX ile azalan
seviyeleri 0Ozellikle 2mg/kg ve 4mg/kg PTL dozlarinda normal seviyelerine

yiikselmistir. PTL antioksidan seviyesini yiikseltmistir.

Bu tez calismasinda saptanan sonuglar, bircok arastirma ile birlikte

degerlendirilerek bulgular asagidaki sekilde tartigiimistir.
Oksidatif hasar gostergeleri

Glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA), oksidatif hasar gostergeleri olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. GSH, hiicre i¢i redoks durumunu ve antioksidan
kapasiteyi yansitan kritik bir biyomolekiildiir (Yuan ve Kaplowitz, 2009). GSH,
oksidatif stres kosullarinda reaktif oksijen tiirlerini (ROS) nétralize eder ve hiicreleri
oksidatif hasarin zararli etkilerinden korur. Dolayisiyla, GSH seviyelerindeki azalma,
hiicresel redoks dengesinin bozuldugunu ve artan oksidatif hasar1 gdsterebilir (Liu ve
ark., 2024). MDA, lipid peroksidasyonunun bir son iiriinii olarak oksidatif hasarin
derecesini degerlendirmek i¢in kullanilan bir biyobelirtectir. Lipid peroksidasyonu,

hiicre zarlarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif bozulmasini igerir ve
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MDA, bu siireg sirasinda olusan reaktif aldehitlerden biridir. Yiiksek MDA seviyeleri,
hiicresel membranlarda artan lipid peroksidasyonu ve dolayisiyla oksidatif stresin bir

gostergesidir (Jadoon ve Malik, 2017).

Kardiyotoksisite ¢calismalarinda GSH ve MDA seviyelerinin degisimi ve farkli
bitkilerden elde edilen fitokimyasalllarin etkinlikleri {izerine bir¢ok arastirma
yapilmustir. Ornegin, mangiferin'in doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite iizerindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢alisma, mangiferin tedavisinin kalp dokusunda GSH
seviyelerini artirdigin1 ve MDA seviyelerini diislirdiigiinii gostermistir (Husna ve ark.,
2022). Diger bir calismada silymarin'in doksorubisin kaynakli kardiyotoksisiteye kars1
koruyucu etkileri incelenmis, silymarin tedavisinin kalp dokusundaki GSH
seviyelerini artirdigi ve MDA seviyelerini diisiirdiigii bulunmustur. Ayn1 calisma,
silymarin'in antioksidan Ozellikleri sayesinde oksidatif stresi azalttigin1 ve kalp
dokusunu korudugunu gdostermektedir (Barakat ve ark., 2018). Famurewa ve ark.
(2017)’nin  yaptig1 bir arastirmada, virgin hindistan cevizi yagi takviyesinin
metotreksat kaynakli kardiyotoksisite iizerindeki etkileri incelenmistir. Caligma,
hindistan cevizi yag1 takviyesinin kalp dokusunda GSH seviyelerini artirdigini ve
MDA seviyelerini distlirdiiglinii gostermistir. Bu sonuglar, hindistan cevizi yaginin
antioksidan savunma mekanizmalarin1 giiclendirerek kardiyotoksisiteye karsi
koruyucu olabilecegini ortaya koymaktadir. Chen ve ark., (2024)’nin yaptig1 bir
caligmada ise dioscinin doxorubicin (DOX) kaynakli kronik kardiyotoksisite
tizerindeki koruyucu rolii aragtirilmigtir. Calismada, dioscinin GSH seviyelerini
artirdigt ve MDA olusumunu azalttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular, dioscin'in
antioksidan savunma mekanizmalarint giiclendirdigini  ve oksidatif stresin
azaltilmasma yardimecr oldugunu gostermistir. Bu baglamda, GSH ve MDA
seviyelerinin  Olgiilmesi, biyolojik sistemlerdeki oksidatif stres durumunu
degerlendirmek ic¢in Onemli bir yontem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu tez
kapsaminda yapilan calismalarda, her bir grupraki sican kalp dokusunda GSH
seviyeleri degerlendirildiginde kontrol grubu ile PTX uygulama grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olustugu, PTL uygulanan gruplarda ve 6zellikle
4mg/kg dozda anlamli bir fark saptanmadigi goriilmektedir. Bununla birlikte LPO
seviyeleri bakiminda degerlendirildiginde kontrol grubuna goére PTX uygulama

grubunda MDA miktarinin anlamli bir sekilde yiikseldigi goriilmiistiir. PTL uygulan
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gruplarda ise bu miktarda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig1 anlasilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde PTX aracilikli
kardiyotoksisitenin olustugunu ve PTL’nin bu oksidatif hasara kars1 etkin bir rolii

oldugu saptanmuistur.
DNA hasart ve inflamasyon

8-Hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), DNA hasarinin yaygin ve iyi kabul
goren bir biyobelirteci olarak kullanilmaktadir. 8-OHdG, DNA'da bulunan guanin
bazlarinin oksidatif modifikasyonu sonucunda olusur ve bu molekiiliin varlhigi,
hiicresel DNA'ya oksidatif stres tarafindan verilen zararin bir gostergesidir
(Valavanidis ve ark., 2009). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve
detoksifikasyonu arasindaki dengesizlik sonucunda meydana gelir ve bu durum DNA,
proteinler ve lipitler gibi biyomolekiillere zarar verebilir. DNA'da olusan oksidatif
hasar, mutasyonlara ve genetik instabiliteye yol acabilir, bu da Alzheimer hastalig1
(Castellani ve ark., 2011), Down sendromu (Nunomura ve ark., 2000), Parkinson
hastalig gibi cesitli hastaliklarin, 6zellikle kanserin gelisiminde 6nemli bir rol
oynayabilir (Kudryavtseva ve ark., 2016). 8-OHdG seviyeleri, bircok yontem ile
Olciilebilir ve bu Olclimler, hiicresel DNA'ya verilen oksidatif hasarin derecesini
belirlemek icin kullanilabilir. 8-OHdG'nin yiiksek seviyeleri, artan oksidatif DNA
hasarin1 ve bu hasarin onarim mekanizmalarinin yetersiz oldugunu gdsterebilir
(Yardim ve ark., 2021). Kardiyotoksisite ¢aligmalarinda da 0&zellikle kanser
tedavilerinde kullanilan bazi kemoterapétik ajanlarin kalp tizerindeki olumsuz
etkilerini degerlendirmekte Onemli bir alandir. Bu baglamda, 8-Hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG), kardiyak dokularda ve biyolojik 6rneklerde oksidatif DNA
hasarmin bir biyobelirteci olarak kullanilmaktadir (Hwang ve ark., 2022).

Oliveira ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, doksorubisin ile tedavi
edilen sicanlarda kalp dokusunda 8-OHdG seviyelerinin belirgin sekilde arttigi
gbzlemlenmistir. Ayn1 arastiricilar, doksorubisinin giiclii bir kemoterapotik ajan
oldugunu fakat kardiyotoksik yan etkilerinin de oldugunu belirlemislerdir. Ayni
calismada, doksorubisin tedavisinin kardiyak dokularda oksidatif stres ve DNA
hasaria yol agtig1 ve 8-OHdG seviyelerinin bu hasar1 degerlendirmek icin giivenilir

bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Bagka bir arastirmada (Wu ve
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ark., 2004), trastuzumab ile tedavi edilen meme kanseri hastalarinda serum 8-OHdG
seviyeleri incelenmistir. Trastuzumabin, HER?2 pozitif meme kanserlerinde yaygin
olarak kullanilan bir hedefe yonelik tedavi oldugu ancak kardiyotoksisite riski tasidigi
saptanmistir. Wu ve ark., (2004) elde ettigi bulgular, trastuzumab tedavisi goéren
hastalarda serum 8-OHdG seviyelerinin arttigini, bunun da bu tedavi siirecinde
meydana gelen oksidatif DNA hasarint gosterdigini ortaya koymustur. Baska bir
calismada ise (Kawanishi ve ark., 2006), kardiyak iskemik reperfiizyon hasari
modelinde oksidatif DNA hasarinin bir gstergesi olarak 8-OHdG kullanilmistir. Yine
aynt arastirmada, iskemik reperflizyon sonrasinda kalp dokusunda 8-OHdG
seviyelerinin arttigin1 ve bu durumun oksidatif stresin kardiyak DNA'ya zarar verdigi
belirlenmigtir. Bu bulgu, iskemik reperfiizyon hasarinin oksidatif DNA hasariyla
iligkili oldugunu ve 8-OHdG'nin bu tiir calismalar icin degerli bir biyobelirteg

oldugunu desteklemektedir.

Bu tez c¢aligmasinda da benzer sekilde DNA hasari agisindan 8-OhDG ile
yapilan immunohistokimyasal boyamalarda kontrol grubunda Onemli diizeyde
immunpozitiflik goézlenmemis ve DNA hasar1 varligir belirlenmemistir. Diger
uygulama gruplarinda PTX, sham ve 1mg PTL’de orta diizeyde, 2 ve 4 mg PTL ’de
hafif diizeyde immunpozitiflik saptanmistir. Bdylece paklitaksel ile DNA hasari
olustugu ve partenolid uygulamasi ile bu hasarin azaldig1 belirlenmistir. Boylece PTX
ile DNA hasar1 olustugu ve PTL ile oksidatif hasarin diistiigi ve buna bagli olarak

DNA hasarinin kontrol altina alindig1 belirlenmistir.

Kardiyotoksisite caligmalarinda, iNOS (indiiklenebilir nitrik oksit sentaz) ve
COX-2 (siklooksijenaz-2) gibi inflamatuar enzimlerin kullanimi, kalp dokusunda
meydana gelen inflamatuar siiregleri ve oksidatif stresi degerlendirmek i¢in 6nemli
biyobelirteglerdir (Chun ve ark., 2004). Bu enzimler, kardiyak hasarin molekiiler
mekanizmalarini anlamaya yardimci olmakta ve potansiyel terapotik hedefler olarak
degerlendirilmektedir (Zhang ve ark., 2019). Ornegin, Bahadir ve ark., (2009)
tarafindan yapilan doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite modelini igeren bir
arastirmada, sigan kalp dokularinda iNOS ve COX-2 ekspresyonu incelenmis ve
doksorubisin uygulamasi sonrasi, kalp dokusunda her iki enzimin ekspresyonunun
arttig1 belirtilmistir. Bu artis, doksorubisin tarafindan indiiklenen inflamatuar yanit ve

oksidatif stresin bir gostergesi olarak yorumlanmistir. Ayni ¢alisma, doksorubisin
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kaynakli kardiyak hasarin patofizyolojisinde iNOS ve COX-2'nin rol oynadigin1 da
ortaya koymustur. Baska bir arastirmada ise kardiyak iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari
modelinde iNOS ve COX-2"nin rolii incelenmis olup ve I/R uygulamasi sonrasi kalp
dokusunda iINOS ve COX-2 ekspresyon seviyelerinde belirgin artis saptamigtir
(Kumar ve ark., 2002). Bu artig, I/R hasarinin neden oldugu inflamatuar ve oksidatif
stres yanitlarinin bir gostergesi olarak kabul edilmistir. Takemura ve Fujiwara, (2007)
tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise antrasiklin tiirevi bir kemoterapdtik ajan olan
epirubisin uygulamasi ile kalp dokusunda iNOS ve COX-2 ekspresyonunun arttigi
tespit edilmistir. Epirubisin, kanser tedavisinde etkili bir ajan olmasina ragmen,
kardiyotoksik etkileri ile bilinmektedir. Ayn1 ¢alisma, epirubisin tedavisinin kalp
dokusunda inflamatuar yanit: tetikledigini ve bu siiregte iNOS ve COX-2'nin 6nemli
rol oynadigin1 gostermistir. Bu tez ¢aligmasinda da yukarida tartisilan arastirmalara
benzer sekilde kardiyotoksisite kaynakli inflamasyon belirtecleri degerlendirildiginde
PTX uygulanan deney gruplarinda iNOS ve COX-2 seviyelerinin kontrolgrubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikseldigi saptanmustir.

Fitoterapotiklerin iNOS (indiiklenebilir nitrik oksit sentaz) ve COX-2
(siklooksijenaz-2) gibi inflamatuar enzimlerin ekspresyonu ve aktivitesi lizerindeki
olumlu etkileri, son yillarda yapilan bircok caligma ile desteklenmistir (Bahadir ve
ark., 2009; Kumar ve ark., 2002). Bu enzimlerin asir1 aktivasyonu, ¢esitli kronik
inflamatuar hastaliklarin ve kardiyotoksisitenin patogenezinde Onemli bir rol
oynamaktadir (Pacher ve ark., 2007). Fitoterapotiklerin bu enzimlerin ekspresyonunu
azaltarak inflamasyonu ve oksidatif stresi hafifletebilecegi gosterilmistir. Ornegin,
resveratroliin INOS ve COX-2 iizerindeki etkilerini inceleyen bir ¢alismada, bu
polifenolik bilesigin, inflamatuar yanitlar1 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur (Das
ve Das, 2007). Bu arasgtirmanin sonuglarina gore, resveratrol, lipopolisakkarit (LPS)
ile uyarilan makrofajlarda iNOS ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ederek, nitrik oksit
(NO) ve prostaglandin E2 (PGE2) iiretimini diistirmiistiir. Bu bulgular, resveratroliin
anti-inflamatuar etkilerinin molekiiler mekanizmalarin1 anlamada 6nemli katkilar
saglamistir (Das ve Das, 2007). Bir baska bulguya gore, kurkuminin iNOS ve COX-2
ekspresyonu tizerindeki etkileri arastirilmistir (Ashrafizadeh ve ark., 2020).
Arastiricilar inflamatuar bagirsak hastaliginda iNOS ve COX-2 ekspresyonunu

azaltarak inflamasyonu Onemli Olciide azalttigimi bulmuslardir. Kurkuminin anti-
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inflamatuar etkilerinin, NF-xB sinyal yolunun inhibisyonu yoluyla iNOS ve COX-2
ekspresyonunun azaltilmasina bagli oldugu belirlenmistir (Ashrafizadeh ve ark.,
2020). Ding ve ark. (2022), partenolidin anti-inflamatuar etkilerini bir endotoksin soku
modelinde arastirilmislar ve bu modelde, partenolid uygulamasinin, LPS kaynakli
iINOS ve COX-2 ekspresyonunu ve serum NO seviyelerini belirgin sekilde azalttigini
belirtmislerdir. Bdylece, partenolidin sistemik inflamatuar yanitlar1 hafifletme

potansiyeline sahip oldugunu gostermislerdir.

Bu tez c¢alismasinda inflamasyon agisindan iNOS ile yapilan
immunohistokimyasal boyamalarda kontrol grubunda hafif, 2mg PTL ve 4mg PTL
grubunda orta, Img PTL ve sham grubunda siddetli, PTX grubunda ise ¢ok sidddetli
diizeyde immunpozitiflikler tespit edilmistir. COX2 ile yapilan boyamalarda PTX ve
sham grubunda orta diizeyde, 1mg PTL ve 2mg PTL grubunda hafif diizeyde
immunpozitiflikler tespit edilmistir. Kontrol ile birlikte 4mg PTL gruplarinda ise
onemli diizeyde immunpozitifliklere rastlanmamistir. Diger ¢alismalarla birlikte
degerlendirildiginde partenolidin, paklitaksel aracilikli inflamasyon yaniti azalttig

yani oksidatif hasara kars1 tedavi edici etki gosterdigi goriilmektedir.
Doku hasari, hemoraji ve mononiikleer hiicre inflitrasyonu

Kardiyotoksisite — aragtirmalarinda hemoraji  ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu 6nemli degerlendirme parametreleridir ve bu parametreler, ilaglarin kalp
dokusuna verdigi zararin kapsamini ve inflamatuar yaniti anlamak ic¢in kullanilir
(Benzer ve ark., 2018). Hemoraji, kan damarlarmin hasar gérmesi sonucunda kanin
cevre dokulara sizmasidir ve bu durum kardiyotoksik ilaglarin kalp dokusunda
olusturdugu hasarin bir gostergesi olarak kabul edilir (Raschi ve ark., 2010).
Mononiikleer hiicre infiltrasyonu, inflamatuar yanitin bir gostergesidir ve genellikle
makrofajlar ve lenfositler gibi hiicrelerin hasarli dokuya go¢ etmesiyle karakterizedir.
Bu hiicrelerin infiltrasyonu, inflamasyonun kardiyak hasara nasil katkida bulundugunu
anlamak icin kritik dneme sahiptir (Lafuse ve ark., 2020). Ornegin, Armandeh ve ark.,
(2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada kemoterapi kaynakli kardiyotoksisitede,
kurkumin'in kardiyoprotektif etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada, kurkumin ile tedavi
edilen siganlarda vaskiiler konjesyon, hemoraji ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu

gibi histolojik parametrelerde belirgin iyilesmeler gézlemlenmistir. Bu bulgular, bu
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bitkisel bilesiklerin anti-inflamatuar ve antioksidan 6zelliklerinin kalp dokusundaki
hasar1 azalttigin1 gostermektedir. Baska bir calismada ise, doksorubicin kaynakli
kardiyotoksisite incelenmis ve kardiyak dokularda hemoraji ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu gibi patolojik degisikliklerin, bu ilacin neden oldugu oksidatif stres ve
inflamasyon ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Nagy ve ark., 2024). Bu baglamda,
oksidatif stres ve inflamasyonu azaltan bitkisel tedavilerin, kardiyotoksisitenin

onlenmesinde potansiyel faydalar1 vurgulanmistir (Nagy ve ark., 2024).

Bu tez kapsaminda yapilan histolojik incelemelerde kontrol grubu ratlarin kalp
dokular1 normal histolojik gortiinimde degerlendirilirken uygulama gruplarinda farkl
diizeylerde mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve hemorajiye rastlanmigtir. Belirtilen
bulgulardan mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 PTX grubunda siddetli iken, sham ve
Img PTL gruplarinda orta, 2 ve 4 mg PTL gruplarinda hafif diizeyde
degerlendirilmistir. Hemorajiye PTX ve sham gruplarinda orta, 1mg PTL grubunda
hafif diizeyde rastlanmistir. 2 ve 4 mg PTL gruplarinda ise 6nemli diizeyde hemoraji
gbézlenmemistir. PTL nin artan dozuna bagl olarak kalp toksisitesi kaynakli doku
hasarin1 azaldig tespit edilmistir. Bu bulgular ile paklitaksel kaynakli kalp hasari
tizerine partenolid uygulamasimin hemoraji ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu gibi

histolojik parametrelerde belirgin iyilesmeler gosterdigi saptanmustir.
Gen ve protein seviyesinde antioksidan enzimler

Kardiyotoksisite arastirmalarinda antioksidan enzimlerin degerlendirilmesi,
kalp dokusunda oksidatif stresin ve bununla iligkili hasarin anlasilmasinda kritik
oneme sahiptir (Chelikani ve ark., 2004; Mahomoodally, 2022). Bu enzimler arasinda
katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
peroksidaz (GPX) ve glutatyon rediiktaz (GR) yer almaktadir. Bu enzimlerin aktivite
seviyelerinin 6l¢iilmesi, oksidatif stresin ve kardiyotoksisitenin derecesini belirlemek
i¢cin yaygin bir yontemdir (Carmo ve ark., 2022; Panday ve ark., 2020). Octavia ve
ark., (2012), doksorubisin ile indiiklenen kardiyotoksisite modeli {izerine kalp
dokusundaki CAT, SOD ve GPX aktivitelerini incelemislerdir. Doksorubisin
uygulamasinda, bu enzimlerin aktivitelerinde belirgin bir azalmaya neden oldugu
belirtilmis, doksorubisin tedavisinin kardiyak dokuda oksidatif stres olusturdugu ve bu

stresin antioksidan savunma mekanizmalarini baskiladig1 vurgulanmistir (Octavia ve
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ark., 2012). Bir bagka arastirmada Pacher ve ark. (2003), epirubisin kaynakli
kardiyotoksisite modelinde GST ve GR aktiviteleri degerlendirmisler, epirubisin
uygulamasinin, kalp dokusunda GST ve GR aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu
ve bu durumun kardiyotoksik etkiler olusturdugunu ortaya koymuslardir. Ayni ¢alisma
ayrica, epirubisin tedavisiyle birlikte uygulanan antioksidanlarin bu enzimlerin
aktivitelerini koruyabildigini ve kardiyotoksisiteyi azalttigin1 gdstermistir. Bagka bir
arastirmada ise, iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1t modelinde SOD ve CAT aktiviteleri
incelenmistir (Chen ve ark., 2011). Bu arastirmanin bulgular1 I/R uygulamasinin, kalp
dokusunda SOD ve CAT aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Bu
sonug, I/R hasarinin oksidatif stresle iligkili oldugunu ve antioksidan enzimlerin bu
siiregte 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir. Ayn1 c¢alismada, antioksidan tedavi
uygulamalar1 ile bu enzimlerin aktivitelerinin korunabildigi ve kardiyak hasarin
azaltilabildigi belirlenmistir (Chen ve ark., 2011). Bu ornekler, antioksidan enzim
aktivitelerinin kardiyotoksisite calismalarinda 6nemli biyobelirtegler oldugunu ve
oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica,
antioksidan tedavilerin bu enzimlerin aktivitelerini koruyarak kardiyak hasari
hafifletebilecegini ortaya koymaktadir. Partenolidin antioksidan enzimler tizerindeki
etkileri, oksidatif stresin azaltilmasi ve inflamatuar yanitlarin modiilasyonu agisindan
onemli bulgular ortaya koymaktadir (Pittler, 2004; Saranitzky, 2009; Pareek, 2011).
Partenolidin, ¢esitli hastalik modellerinde katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitelerini nasil etkiledigine dair arastirmalar mevcuttur. Ornegin, Su ve ark.,
(2022), partenolidin siganlarda diyabetik kardiyomiyopati tiizerindeki etkilerini
arastirdiklar1 bir caligmada, partenolidin, diyabetik si¢anlarda kalp dokusundaki SOD,
CAT ve GPX aktivitelerini artirdigini bildirmistir. Arastiricilar, elde ettikleri bulgulara
dayanarak, bu enzimlerin aktivitesindeki artisin, partenolidin antioksidan savunma
mekanizmalarint giiglendirdigi ve oksidatif stresin azaltilmasma yardimci oldugu
seklinde yorumlamislardir. Benzer sekilde, bir bagka arastirmada partenolidin
hepatotoksisite modelinde etkileri incelenmis ve partenolidin karaciger dokusunda
GST ve GR aktivitelerini artirdig1 ve lipid peroksidasyonunu azalttigi belirtilmistir
(Bartikova ve ark., 2014). Aym1 ¢alismanin sonuglari, partenolidin hepatik oksidatif

stresi hafiflettigini ve antioksidan enzim aktivitelerini destekledigini ortaya
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koymustur. Yukarida deginilen caligmalar, partenolidin ¢esitli dokularda oksidatif
stresi azaltarak ve antioksidan enzim aktivitelerini artirarak koruyucu etkiler
saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Bu tez ¢alismasinda antioksidan enzimler gen
ekspresyonlar1 ve enzim spesifik aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore gen ve protein seviyesinde antioksidanlarin paklitaksel aracilikli
oksidatif stres ile baskilandig1 ve partenolid ile 6zellikle 4mg/kg doz uygulamalarinin
ardindan gen ve protein seviyesinde korele bir antioksidan artisi ile kontrol grubuna
cok yakin degerler elde edildigi goriilmektedir. Bu bulgular, partenolidin antioksidan
savunma mekanizmalarmi destekleyen potansiyel terapdtik bir ajan olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Yukarida tartisilan arastirmalar bir biitlin olarak degerlendirildiginde
kardiyotoksisitenin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlagilmamis olmakla
birlikte, oksidatif stres, inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon ve hiicresel
apoptozun kardiyotoksisitede onemli rol oynadigi goriilmektedir. Antineoplastik
ajanlarin sebep oldugu kardiyotoksisiteyi 6nleme veya hafifletme konusunda alternatif
tedavi yaklasimlariin arastirilmasi son yillarda 6nemli ilerlemeler kaydetmis (Chen
ve ark., 2013; Zhai ve ark., 2024), partenolid gibi kardiyak hiicrelerin antioksidan
aktivitesini artiran, anti-inflamatuar 6zellikler gosteren bitkisel bazli terapdtiklerin
potansiyel koruyuculugu iizerine yapilan ¢alismalar artmistir (Toraman ve ark., 2023;
Carlisi ve ark., 2022). Mevcut literatiir, antioksidanlar, anti-inflamatuar ajanlar,
mitokondriyal koruyucular ve bitkisel bazli terapdtiklerin kardiyotoksisiteye karsi
potansiyel koruyucu etkilerini arastiran ¢alismalari igerse de su anda FDA (Food and
Drug Administration) tarafindan paklitaksel kaynakli kardiyotoksisiteye karsi
koruyucu olarak onaylanmig bir fitoterapdtik bulunmamaktadir (Rahmani ve ark.,
2021). Bu ozelliklerinden dolay1 fitoterapétiklerin paklitakselin neden oldugu
kardiyotoksisiteyi Onlemede veya azaltmada etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Arastirmalar degerlendirildiginde, partenolidin, paklitaksel aracilikli oksidatif stresi ve
buna bagli kardiyotoksisiteyi azaltmak i¢in uygun bir ajan olabilecegi goriilmektedir.
PTL’nin farkli dokularda oksidatif hasar kaynakli doku hasarini azaltig1 bulgularina ek
olarak bu tez calismasiin sonuclar1 kalp dokusunda da kardiyotoksieyi tedavi edici

giiclii bir ajan oldugunu ortaya koymasi bakimindan énemlidir.
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Bu calismadan elde edilen veriler PTL gibi dogal bir bilesigin, kanserde etkin
olarak rol oynayan ve yaygin kullanima sahip PTX’in kalp dokusunda sebep oldugu
oksidatif stresi azaltarak kalp toksisitesi tedavisinde etkin bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. PTL’in kalp dokusundaki kardiyotoksisteyi tedavi edici ozelligine
iliskin olarak ortaya konan hipotezler farkli yontemlerle test edilmis ve tiim hipotezler
istatistiksel olarak desteklenmistir. Yukarida tartisilan ¢alismalarda oksidatif hasar
sebebiyle meydana gelen, testis (Toraman ve ark., 2023), bobrek (Su ve ark., 2022),
meme (Wu ve ark., 2004), iskemi reperflizyon (Ashrafizadeh ve ark., 2020) gibi farkli
toksisite modellerinde tedavi edici terapotiklerin arastirildigi ve tedavi stratejileri igin
etkin sonuclar elde edildigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma sonuglarina gére PTX kaynakli
kardiyotoksisiteye karsit PTL in etkinligi de Giimiisdiigme bitkisinin bir fitoterapi ajani
olabilme potansiyelini gdstermektedir. Bu heyecan verici sonu¢ sayesinde kanser
hastalarinin kardiyotoksisite kaynakli karsilasabilecekleri sorunlar sebebi ile PTX’in
efektif dozundan uzaklasilmasi veya yarida kesilmesi problemlerinin Oniine gegilmesi
umulmaktadir. Bu calismada elde edilen sonuglar PTX kaynakli kardiyotoksisite
modelinde PTL’in tedavi edici etkisi degerlendirilmistir fakat koruyucu etkisinin
bilinmesi de dnemlidir. Farkli deneysel modellemeler ile PTL’in koruyucu etkisinin
aragtirtlmasi Onerilebilir. Antineoplastik ilaglarin kardiyotoksik yan etkilerine karsi
etkili ve giivenilir bitkisel tedavilerin gelistirilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac
vardir. Bu arastirmalarin, kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaglarin
etkinligini artirirken yan etkilerini azaltmaya yonelik yeni ve gilivenilir tedavi

secenekleri sunabilecegi diisiiniilmektedir.
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