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OZET

DOKSORUBISIN KARDIYOTOKSISITESININ ONLENMESINDE
DEKSRAZOKSAN VE SIiLIMARIN ETKINLiGININ KARSILASTIRMALI
OLARAK ARASTIRILMASI

Ipek E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Patoloji (Veteriner)
Doktora Tezi, Aydin, 2017.

Antrasiklinler (ANT) grubunda yer alan Doksorubisin (DOKS), pek c¢ok kansere karsi
oldukca etkili olmasma ragmen, diger kanser ilaglar1 gibi ¢ok sayida yan etkileri
bulunmaktadir. Bu yan etkiler arasinda hayati tehdit etmesi bakimindan en 6nemlisi
kardiyotoksik yan etkidir. DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin Onlenmesi ya da
azaltilmasinda kullanilan Deksrazoksan (DEKS)’in tipki DOKS gibi Topoizomeraz (Top)
IT enziminin katalitik inhibitorli olmas1 olmasi nedeniyle, bu ilaglarin birlikte kullanilmasi
durumunda DOKS’un kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinin azalabilecegi endisesine
neden olmustur. Bu bakimdan, DOKS kardiyotoksisitesine karsi kalbi koruyucu etkileri
olan ancak Topll enziminin aktivitesi ilizerinde etkisi olmayan yeni ajanlara ihtiyag
duyuldugu agiktir. Bu nedenle bu calismada antioksidan ozelliklere sahip Silimarin
(SIL)’in DOKS kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu etkileri DEKS ile karsilastirmali
olarak arastirildi. Ayrica, SIL’in kalbi koruyucu etkisinde ToplIf enziminin rolii
degerlendirildi. Bu amacla, 45 adet 6-8 haftalik Balb/c 1rki fare rastgele secilerek 6 gruba
ayrildi. Grup I (Kontrol grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara toplamda 6 hafta siiren
deneyin ilk 2 ve son 2 haftasinda haftada iki doz olmak iizere intraperitoneal (ip) yolla
serum fizyolojik (SF) uygulandi. Ayrica, deney siliresi boyunca hergiin gavajla SF
uygulandi. Grup II (DOKS grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2
haftasinda haftada iki doz olmak {izere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS uygulandi. Grup III
(DEKS grubu, n= 5): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2 haftasinda haftada iki
doz olmak tizere ip yolla 30 mg/kg dozda DEKS uygulandi. Grup IV (DOKS+DEKS
grubu, n= 10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2 haftasinda haftada iki doz
olmak tizere ip yolla 3 mgkg dozda DOKS uygulanmasina ilaveten DOKS
uygulamalarindan 30 dakika once intraperitoneal yolla 30 mg/kg dozda DEKS uygulandi.
Grup V (SIL grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara 6 hafta boyunca hergiin gavajla 100
mg/kg dozda SIL uygulandi. Grup VI (DOKS+SIL grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara
deneyin ilk 2 ve son 2 haftasinda haftada iki doz olmak iizere ip yolla 3 mg/kg dozda
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DOKS uygulanmasina ilaveten deney siiresi boyunca hergiin gavajla 100 mg/kg dozda SIL
uygulandi.

DOKS grubunda kalp dokusunda karsilasilan en belirgin histopatolojik degisiklikler;
kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, hiyalin nekrozu ve miyositolizis
seklindeydi. Miyokardiyumda diffuz dagilim gosteren bu degisikliklere ¢ogunlukla sol
ventrikulus duvari ve interventrikiiler septumda rastlandi. DEKS ve SIL uygulamalarmin
kalp dokusunda karsilasilan histopatolojik degisikliklerin hem yaygmligint hem de
siddetini belirgin olarak azalttig1 saptandi. TnT ve Tnl birincil antikorlar1 ile boyanan kalp
kesitleri degerlendirildiginde; DOKS grubunda hem Tnl hem de TnT immunoreaktivisinin
olduk¢a azaldig1 ortaya kondu (p<0,001). DEKS ve SiL uygulamalarinin Tn kayiplarini
belirgin olarak azalttig1 dikkati ¢ekti (p<0,001). DNA hasarmi gosteren yH,Ax ifadesi
degerlendirildiginde; DOKS grubunda kardiyak hiicrelerin tamamina yakininda yogun
yH,Ax ifadesi saptandi (p<0,001). DEKS ve SiL uygulamalarinin yH,Ax ifadesini belirgin
olarak azalttig1 ortaya kondu (p<0,001). Deney gruplar1 ToplIf} enzim diizeyi bakimindan
karsilastirildiginda; DEKS ve SIL uygulamalarmin kalp dokusu érneklerinde ToplIf enzim
diizeyini belirgin olarak azalttig1 goriildii. Bununla birlikte, DEKS grubunda ToplIf} enzim
diizeyi SIL grubuna gére daha az idi.

Bu sonuglar, SiL’in kardiyak hiicrelerde ToplIf enziminin ifadesini azaltarak DOKS

kardiyotoksisitesine kars1 koruyucu etki gosterdigini diistindiirdii.

Anahtar Kelimeler: Deksrazoksan, Doksorubisin, Kardiyotoksisite, Silimarin,
Topoizomeraz
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ABSTRACT

COMPARATIVE INVESTIGATION OF THE EFFICIENCY OF DEXRAZOXANE
AND SILYMARIN IN RATS WITH DOXORUBICIN-INDUCED
CARDIOTOXICITY

Ipek E. Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Department of

Pathology (Veterinary), Doctorate/Ph.D. Program, Aydin, 2017.

Anthracyclines, including Doxorubicin (DOX) and idarubicin, also known as
Topoisomerase (Topo) ‘poisons’, are one of the most effective anti-cancer agents.
Cardiotoxicity, commonly encountered adverse effect, may limit their use. DOX exert its
effect on tumour cells mostly through inhibition of DNA Toplla enzyme activity.
Dexrazoxane (DEX) is the only clinically approved drug by the the U.S. Food and Drug
Administration (FDA) for the prevention of DOX-induced cardiotoxicity. Because of DEX
is also an established catalytic inhibitor of Topoll enzyme, the use of DEX against DOX-
induced cardiotoxicity lead to concern that DEX might interfere with the antitumor activity
of DOX. Therefore, there is a need for new agents that can be used safely against the
cardiotoxicity of DOX which does not inhibit the activity of the Topo enzyme. The aim of
this study was to investigate whether Silymarin (SLY) may protect against DOX induced
cardiotoxicity and assess its effect on Topll enzyme activity. Forty five male Balb/c, 6-8
weeks of age, mice were randomly divided into 6 groups. The mice in group I (control
group, n=5) received intraperitoneal (ip) serum physiologic (twice each week) in the first
two week and last two week of the experiment, which lasted 6 weeks. The mice in group II
(group DOX, n=10) received DOX (3 mg/kg, ip) (twice each week) in the first two week
and last two week of the experiment. The mice in group III (group DEX, n=5) received
DEX (30 mg/kg, ip) (twice each week) in the first two week and last two week of the
experiment. The mice in group IV (group DOX + DEX, n=10) received DEX (30 mg/kg,
ip) 30 mins before each DOX dose. The mice in group V (group SLY, n=5) received daily
SLY (100 mg/kg, by oral gavage) for 6 weeks. The mice in group VI (group DOX + SLY,
n=10) received daily SLY (100 mg/kg, by oral gavage) for 6 weeks and they also received
DOX (3 mg/kg, ip) (twice each week) in the first two week and last two week of the

experiment.

Xiv



Histological examination of the myocardium from the DOX group showed diffuse
myocardial damage spread throughout the LV free wall and interventricular septum. The
most prominent histopathological changes in affected cardiomyocytes are cytoplasmic
vacuolization in cardiomyocytes, hyaline degeneration and necrosis and myocytolysis.
Heart tissue sections stained with Tnl and TnT antibodies revealed that DOX led to a
significant reduction in the percentage of both Tnl and TnT immunoreactivity (p<0,001). It
has been noted that the administration of DEX and SLY resulted in a reduction in Tn loss
(p<0,001). A significant increase in the percentage of YH,AX expression was detected in
the DOX-treated group compared to the control (p<0,001). SLY and DEX treatment led to
a significant reduction in the percentage of yYH,AX expression (p<0,001). When the
experimental groups were compared each other in terms of the expression of ToplIf, it was
determined that DEX and SYL administrations caused a significant reduction in the levels
of ToplIp expression in the heart tissue samples. However, ToplIf expression was lower in
group DEX than that of group SYL.

The results indicate that SYL shows protective effects on DOX-induced cardiotoxicity by

decreasing ToplIp gene expression in cardiomyocytes.

Key Words: Cardiotoxicity, Dexrazoxane, Doxorubicin, Slymarine, Topoisomerase
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1. GIRIS

Doksorubisin (DOKS); antrasiklinler (ANT) grubunda yer alan, pek ¢ok kansere
(solid tiimorler, l10semi, lenfoma, meme kanseri gibi) karsi oldukea etkili kemoterapétik bir
ajandir (Minotti ve ark, 2004; van Dalen ve ark, 2008; Octavia ve ark, 2012). Bu ilacin ¢ok
sayida yan etkisi vardir; bu yan etkiler arasinda hayati tehdit etmesi nedeniyle en 6nemlisi
kardiyotoksik yan etkidir. DOKS kardiyotoksisitesinde kalp dokusunda sekillenen
morfolojik degisiklikler iyi bilinmesine ragmen, bu ilacin hangi mekanizma(lar) {izerinden
kardiyotoksisiteye yol a¢tigi tam olarak bilinmemektedir. Bu konuda ¢ok sayida hipotez
ileri siirilmektedir (Minotti ve ark, 2004; Simunek ve ark, 2009; Sawyer ve ark, 2010;
Octavia ve ark, 2012). Yakin zamanda yapilan kapsamli bir c¢alismada; bu ilacin
kardiyomiyositlerde Topoizomeraz (Top) IIf enziminin DNA’ya baglanmasi ile olusan
gecici ¢ift zincir kiriklarini kalict hale getirerek bu hiicrelerin Sliimiine yol agtig1 ortaya

konmustur (Zhang ve ark, 2012).

DOKS kardiyotoksisitesinin Onlenmesi ya da azaltilmasinda iki temel yaklasim
bulunmaktadir: 1. DOKS’un kiimiilatif dozunu azaltmak, 2. DOKS kardiyotoksisitesine
kars1 kalbi koruyucu ilaglar kullanmak (van Dalen ve ark, 2008). Deksrazoksan (DEKS),
DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda kullanilan klinik olarak etkisi
kanitlanmig tek ilagtir (Wouters ve ark, 2005). DEKS’in kalbi koruyucu etkilerini
aydinlatmaya yonelik yapilan ilk c¢alismalarda, bu ilacin kardiyomiyositlerde demir
iyonlarini selatlayarak DOKS kardiyotoksisitesine karst kalbi korudugu ileri siiriilmiistiir
(Van Vleet ve ark, 1980; Herman ve ark, 1981). Buna karsin, demir selatlama giicii
bakimindan DEKS’e nazaran daha giiclii bilesiklerin DOKS kardiyotoksisitesine karsi
koruyucu etkilerinin olmamasi1 ya da DEKS’e nazaran daha az koruyucu etkili olmalari
nedeniyle DEKS’in DOKS kardiyotoksisitesine karst kalbi koruyucu etkisinde heniiz
aydinlatilmamis mekanizmalarin oldugunu diistindiirmiistiir (Simunek ve ark, 2005; Sterba
ve ark, 2006). Nitekim Lyu ve ark 2007, DEKS’in kardiyomiyositlerde ToplIf} enzimine
baglanarak DOKS’un bu enzime baglanmasini 6nledigini, bu sayede DOKS’un kardiyak

hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerini 6nledigini ortaya koymuslardir.

DOKS kanser hiicrelerinde Toplla enziminin DNA sarmalina baglanmas: ile olugan
gecici ¢ift zincir kiriklarimi kalict hale getirerek bu hiicrelerin 6liimiine neden olur

(Gewirtz, 1999; Larsen ve ark, 2003; Minotti ve ark, 2004). Bu ilacin kardiyotoksik



etkilerinin azaltilmas1 amaciyla kullanilan DEKS’in de tipki DOKS gibi Topll enziminin
katalitik inhibitorii olmast nedeniyle (Roca ve ark, 1994; Lyu ve ark, 2007), bu ilaglarin
birlikte kullanilmasi durumunda DOKS’un kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinin
azalabilecegi endisesine neden olmustur (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Bu bakimdan, DOKS
kardiyotoksisitesine karsi kalbi koruyucu etkileri olan ancak Topll enziminin aktivitesi
tizerinde etkisi olmayan ya da DEKS’e nazaran daha az etkisi olan yeni ajanlara ihtiyag

duyuldugu agiktir.

Silybum marianum L. Gaertner (deve dikeni) bitkisi, halk arasinda basta karaciger ve
safra kesesi rahatsizliklar1 olmak tizere pek cok rahatsizlikta (sitma atesi, menstriiasyon
sikayetleri, varikoz, emziren annelerde siit salgisini arttirma gibi) uzun siiredir
kullanilmaktadir (Dunnick ve ark, 2011). Silimarin (SIL), deve dikeni bitkisinin
tohumlarindan ekstrakte edilen yapisal olarak bilinen en az yedi adet flavolignan (silibin,
izosilibin, silidianin, silikristin ve izosilikristin) ile bir adet flavonolden (taksifolin) olusan
kompleks bir karisimdir (Kroll ve ark, 2007). Bu bilesigin bitkinin terapdtik etkilerinden
sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (Wellington ve Jarvis, 2001; Kroll ve ark, 2007). SIL
oldukga giiclii bir antioksidan olup hiicrede normal metabolizma sirasinda olusan ya da
patolojik durumlarda miktar1 artan serbest oksijen radikallerini temizleyerek bu maddelerin
hiicreye zarar vermesini 6nler (Karimi ve ark, 2006; Anestopoulos ve ark, 2013). SIL’in
DOKS ile olusturulan akut kardiyotoksisiteye karst koruyucu etkilerinin oldugu
bilinmesine ragmen (El-Shitany ve ark, 2008; Cecen ve ark, 2011) kronik DOKS
kardiyotoksisitesine karsi kalbi koruyucu etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle, bu
calismada; 1. SIL’in yetiskin Balb/c ki farelerde DOKS ile olusturulan kronik
kardiyotoksisiteye karst kalbi koruyucu etkileri degerlendirildi, 2. DEKS, DOKS’un
kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda kullanilan klinik olarak etkinligi kanitlanmis tek
ilag oldugundan SIL’in DOKS kardiyotoksisitesine karsi muhtemel koruyucu etkileri
DEKS ile karsilastirildi, 3. SIL’in DOKS kardiyotoksisitesine karst muhtemel koruyucu

etkilerinde ToplIf enziminin rolii arastirildi.



2. GENEL BILGILER

Kanser, glinimiiziin en Onemli saglik problemlerinden biridir. Amerika Ulusal
Kanser Enstitiisti’'niin 2012 yil1 verilerine gore, Amerika’da 13,7 milyon kanser hastasi
bulunmaktadir ve bu sayinin 2022’de 18 milyonu bulacagi tahmin edilmektedir (Siegel ve
ark, 2012). Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin istenmeyen ¢ok sayida yan etkileri
vardir. Amerika Ulusal Saglik ve Beslenme Dairesinin yiiriittiigii bir ¢alismada; 7 yil
stireyle izlenen 1807 kanser hastasinin %33’liniin kemoterapoétik ilaglarin kardiyotoksik

yan etkileri nedeniyle hayatin1 kaybettigi belirlenmistir (Ning ve ark, 2012).

ANT grubu ilaglar pek c¢ok kansere karsi oldukca etkili olmasina, bu gruptaki
ilaglarm pek cok yan etkileri bulunmaktadir. ilacin kullanim siiresi ve dozuna bagl olarak
degisen bu yan etkiler arasinda hayati tehdit etmesi nedeniyle en 6nemlisi kardiyotoksik
yan etkidir (Lefrak ve ark, 1973; Broader ve ark, 2008; Perez ve ark, 2008; Migrino ve ark,
2008). Bu gruptaki ilaglarin yol agtig1 kardiyotoksik etkiler, kardiyotoksisitenin goriilme
zamanina gore akut, subakut ve kronik olmak iizere lige ayrilir. Akut kardiyotoksik etki,
ilacin damar i¢i infiizyonu sirasinda ya da ilacin inflizyonundan ¢ok kisa bir siire sonra
ortaya ¢ikar. Bu etki ilacin verilmesi sonlandirildig: takdirde geri doniistimliidiir (Broader
ve ark, 2008). Subakut kardiyotoksik etki, ilacin kesilmesinden 1 yil sonra ortaya ¢ikar
(Perez ve ark, 2008). Kronik kardiyotoksik etki, ilacin kesilmesinden yillar sonra (yaklasik
15 y1l) ortaya ¢ikar ve geri doniisiimsiiz konjestif kalp yetmezligine neden olur (Lefrak ve
ark, 1973). ANT grubu ilaglarla tedavi goren hastalarin %5-19’unda konjestif kalp
yetmezligi sekillendigi bilinmektedir (Migrino ve ark, 2008).

ANT grubu ilaglarla tedavide konjestif kalp yetmezligi gelisme ihtimali, ilacin
kiimiilatif dozuna bagli olarak degismektedir (Allen, 1992). Bunun yanisira; yas
(Biancaniello ve ark, 1980; Godoy ve ark, 1997; Hershma ve ark, 2008), cinsiyet
(Lipshultz ve ark, 1995), baska hastaliklarin bulunmasi gibi risk faktorleri, tedavi goren
hastalarda kalp yetmezligi gelisme ihtimalini etkilemektedir. Kadinlarin erkeklere gore, 65
yas Ustii yashlar ile 4 yasin altindaki ¢ocuklarin diger yas gruplarima gére ANT grubu
ilaclara daha duyarli oldugu bilinmektedir (Biancaniello ve ark, 1980; Lipshultz ve ark,
1995; Godoy ve ark, 1997; Hershma ve ark, 2008). Hipertansiyon, seker hastaligi,
karaciger yetmezligi gibi kronik hastaliklar da ANT grubu ilaglara bagli sekillenen
miyokardiyal hasarin siddetini etkiledigi bilinmektedir (Hershma ve ark, 2008).



ANT grubu ilaglardan ilk kesfedileni daunorubisindir. Bu bilesik, Streptomyces
peucetius’un fermentasyon iiriiniidiir. Daunorubisin ismi, italya’da bilesigin kesfedildigi
bolgede Roma oncesi donemde yasayan Dauni kabilesinin ismi ile Fransizcada yakut
anlamina gelen rubis sozciiklerinin birlestirilmesiyle tiiretilmistir (Weiss, 1992). 1960
yilinda baglayan klinik denemelerde ilacin akut 16semi ve lenfoma tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir. Buna karsin, kisa bir siire sonra ilacin 6liimciil kardiyotoksisiteye
neden oldugu belirlenmistir (Tan ve ark, 1967). Adriamisin, mutant Streptomyces
peucetius’un fermentasyon {riinlidiir. Adriamisin ismi Adriyatik denizine atfen
konulmustur. Adriamisin ismi daha sonra DOKS olarak degistirilmistir. Bu bilesigin,
terapotik indeksi daunorubisine gore daha yiiksektir. Ancak bu bilesigin de daunorubisin
gibi kardiyotoksik etkileri bulunmaktadir (Arcamone ve ark, 1969; Di Marco ve ark,
1969).

DOKS kimyasal olarak aglikon (seker icermeyen yap1) ve aglikona glikozidik bag ile
bagli seker molekiiliinden (daunosamin) olusmaktadir (Sekil 1). Tetrasiklik halka
yapisindaki aglikonun farkli halkalarina ¢esitli molekiiller baghidir. Bunlar; B ve C
halkalarindaki hidrokinon ve kinon motifleri, D halkasindaki metil grubudur (Minotti ve

ark, 2004).

Sekil 1. DOKS’un kimyasal yapis1 (Minotti ve ark, 2004)



2.1. ANT Kardiyotoksisitesinde Kalp Dokusunda Karsilasilan Histopatolojik
Degisiklikler

Insan ve deney hayvanlarinda (fare, sican, tavsan, kopek) DOKS
kardiyotoksisitesinde kalp dokusunda karsilasilan histopatolojik degisiklikler oldukca
benzerdir (Mettler ve ark, 1977; Billingham ve ark, 1978; Olson ve Capen, 1978; Herman
ve Ferrans, 1998; Lencova-Popelova ve ark, 2014). DOKS kardiyotoksisitesinde kalp
dokusunda sekillenen en belirgin histopatolojik degisiklikler, kardiyomiyositlerde
sitoplazmik vakuolizasyon (vakuoler dejenerasyon) ve miyositolizis seklindedir; bu
degisikliklere miyokardiyumda multifokal alanlar halinde rastlanir (Mettler ve ark, 1977;
Billingham ve ark, 1978). Her iki degisiklikte geri doniistimliidiir. Sitoplazmik
vakuolizasyon, sarkoplazmik retikulumun membrandz kese ya da kanallarindaki
genislemeden ileri gelir (Berridge ve ark, 2013). Bu degisiklikte, kardiyomiyositlerin
sitoplazmasinda degisen biiyiikliiklerde keskin kenarli boya almayan bosluklar (vakuoller)
sekillenir; bu vakuollerin say1 ve biiyiikliikleri miyokardiyal hasarin siddeti arttik¢a artar
(Herman ve ark, 1981; 1985; 1994; Berridge ve ark, 2013; Lencova-Popelova ve ark,
2014). Miyositolizis kas kasilmasinda gorevli proteinlerin (6zellikle kalin iplikgiklerin)
yikimlanmasindan ileri gelir (Berridge ve ark, 2013). Bu degisiklikte; kardiyomiyositlerin
sitoplazmalar1 soluk kirmizi goriiliir, kas tellerinde enine ¢izgilenmeler secilemez; yani kas
telleri enine ¢izgilenmelerini kaybeder (Herman ve ark, 1981; 1985; 1994; Berridge ve ark,
2013). Siddetli etkilenen kardiyomiyositlerin sitoplazmalar1 siskin goriiniimdedir ve
yikimlanmis miyofibrillerin kalintilarini igerir (Lencova-Popelova ve ark, 2014). Bununla
birlikte, miyositolizis en 1iyi elektron mikroskobik inceleme ile ortaya konur, bu
degisikligin goriildiigi kimi kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon da goriilebilir
(Herman ve ark, 1981; 1985; 1994; Berridge ve ark, 2013). Kardiyomiyositlerde sekillenen
bu degisikliklere ¢cogunlukla sol ventrikulus duvari ve interventrikiiler septumda rastlanir,
sag ventrikulus ise belirgin olarak daha az etkilenir (Van Vleet ve Ferrans, 1980; Van

Vleet ve ark, 1980; Lencova-Popelova ve ark, 2014).

2.2. ANT Kardiyotoksisitesinden Sorumlu Mekanizmalar

ANT grubu ilaglarin kardiyotoksik yan etkileri daunorubisinin kesfedilmesinden
kisa bir siire sonra belirlenmesine ragmen, bu gruptaki ilaclarin hangi mekanizmalar

tizerinden kardiyotoksisiteye neden oldugu heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu



gruptaki ilaglarin kardiyotoksik etkisinden sorumlu tutulan ¢ok sayida mekanizma ileri
stiriilmiistiir (Minotti ve ark, 2004; Simunek ve ark, 2009; Octavia ve ark, 2012; Gammella
ve ark, 2014). Bu mekanizmalardan hangisinin ilacin kardiyotoksik etkisinden birincil

olarak sorumlu olarak tam olarak bilinmemektedir (Gammella ve ark, 2014).

2.2.1. ANT Kardiyotoksisitesinde Serbest Radikallerin Rolii

DOKS’un yapisindaki kinon motifinin bir elektron alarak indirgenmesi, ara iiriin
olarak semikinon serbest radikalinin olusumuna neden olur. Semikinon radikali oldukga
kararsiz bir bilesiktir. Bu bilesik, yapisindaki eslenmemis elektronu oksijene aktararak
tekrar kinon yapisina doner; oksijen ise elektron alarak siiperoksit radikaline (O;")
indirgenir. O," oldukga kararsizdir ve kendiliginden veya siiperoksid dizmutaz enziminin
aktivitesi ile dizmutasyona ugrar ve bu reaksiyon sonucunda hidrojen peroksid (H,O;) ve
oksijen aci8a ¢ikar. H,O,, diisiik toksisiteli ve oldukea kararli (stabil) bir molekiildiir, buna
karsin H,O, ve O, , Haber-Weiss reaksiyonu ile toksik hidroksil radikaline (OHse)
dontigebilir. Kinon ve semikinon arasindaki bu doniisiim (redoks siklusu) siirekli devam
eder, bu da asir1 miktarda serbest oksijen radikalinin (ROS) olugmasina neden olur. ROS
yapisinda eslenmemis elektron tasiyan ve diger biyolojik molekiillerle reaksiyona girme
egiliminde olan maddelerdir. Oksidanlarin agir1 arttifi veya antioksidanlarin bunlar
uzaklagtirmakta yetersiz kaldigi durumlarda bu radikaller hiicrenin 6nemli yap1 ve
bilesenleriyle (lipid, protein, DNA ve karbonhidrat) reaksiyona girerek hiicrenin 6liimiine
yol agar (Doroshow, 1983; Minotti ve ark, 1998; 1999; Xu ve ark, 2005; Hasinoff ve
Herman, 2007; Simunek ve ark, 2009; Vejpongsa ve Yeh, 2014). Sekil 2°de DOKS’un

kardiyak hiicrelere alindiktan sonra yapisinda meydana degisiklikler goriilmektedir.
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Sekil 2. Kardiyak hiicrelere alindiktan sonra DOKS’un yapisinda meydana gelen
degisiklikler.

DOKS’un yapisindaki kinon-semikinon arasindaki redoks dongiisii asirt miktarda
ROS olusumuna neden olur. DOKS’un yapisindaki karbonil grubunun (mavi ile
isaretlenmistir) iki elektron alarak indirgenmesi sonucu DOKS DOKSole doniisiir. DOKS
ayrica peroksidazlar tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla oksidatif olarak yikimlanabilir,

bunun sonucu son tiriinii olarak 3-metoksifitalik asid a¢iga ¢ikar (Gammella ve ark, 2014).

DOKS, yapisindaki karbonil grubunun (karbon atomu ile oksijen atomunun ¢ift bag
yapmast sonucu olusan fonksiyonel grup) karbonil rediiktaz enzimi araciligiyla alkole
indirgenmesi sonucu doksole doniisiir. Bu bilesik DOKS’a gbére hem kalpte daha uzun siire
kalir hem de daha fazla birikir. Doksoliin DOKS’un kronik kardiyotoksik etkilerinden
sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (Gammella ve ark, 2014). Nitekim, karbonil rediiktaz
enzimini kodlayan genlerdeki polimorfizm ile kardiyovaskiiler hastaliklara bagli mortalite
arasinda bir iliski oldugu ortaya konmustur (Blanco ve ark, 2008). Ayrica, DOKS
peroksidazlar tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla oksidatif olarak yikimlanabilir, bunun
sonucu son Uriinii olarak 3-metoksifitalik asid aciga ¢ikar. 3-metoksifitalik asidin DOKS’a
gore daha az toksik oldugu kiiltiire edilen kardiyomiyositlerde ve fareler {izerinde yapilan
caligmalarda gosterilmistir. DOKS’un oksidatif yikimlanmasi, kinon-semikinon arasindaki
redoks dongiisii sonucu agiga ¢ikan toksik maddelerinin olusumunu O&nler. Bdylece
DOKS’un kardiyak hiicrelerde olusturdugu hasar azaltilir (Menna ve ark, 2010; Gammella
ve ark, 2014).



Kardiyolipin, mitokondri i¢ membraninda bulunan fosfolipid yapisinda negatif yiiklii
bir bilesiktir. Bu molekiil elektron transportunda gorevli proteinlerin aktivitesi igin
gereklidir (Schlame ve ark, 2000). ANT grubu ilaglar, kardiyolipine yiiksek afinite
gosterirler ve bu bilesik ile hemen hemen geri doniisiimsiiz kompleks olusturarak
mitokondri i¢ membraninda birikirler (Goormaghtigh ve ark, 1980). Bu ilaclarin
kardiyolipine geri donilisiimsiiz baglanmasi, elektron transportunda gorevli proteinlerin
(sitokrom c oksidaz, mitokondiyel kompleks I-III) aktivitesini bozarak elektronlarin
solunum zinciri boyunca akisini onler ve oksijene elektron transferinin artmasina neden
olur. Elektronlarin oksijene transferi sonucu olusan serbest radikaller mitokondri
membranina zarar vererek enerji liretiminin azalmasina neden olur (Priebe ve ark, 1983).
Kalp dokusunu olusturan hiicrelerin enerji ihtiyacinin %90°1 mitokondri tarafindan
karsilanmaktadir (Ventura-Clapier ve ark, 2004). Kardiyak hiicrelerde enerji iiretiminin
azalmast bu hiicrelerde mitokondriyal siskinlik ve miyelin figiirlerinin birikmesi gibi
ultrastruktural patolojik degisikliklere yol agar (Keizer ve ark, 1990; Cole ve ark, 2006).
Ayrica, ANT grubu ilaglar karnitinin transferinden sorumlu membran proteinlerinin
fonksiyonunu bozarak mitokondriyel fonksiyonunun azalmasina katkida bulunur (Kashfi
ve ark, 1990). Bu ilaglarin kardiyak hiicrelerde mitokondriyel hasara yol actigina dair ¢cok
sayida deneysel c¢alisma bulunmaktadir. Buna karsin, bu sonuglarin elde edildigi
calismalarda kardiyotoksisite olusturmak i¢in kullanilan ANT dozunun klinikte kanserli
hastalarin tedavisinde kullanilan ila¢ dozunun ¢ok iistiinde oldugu bilinmektedir.
Dolayisiyla, ANT kardiyotoksisitesini aydinlatmaya yonelik yapilan bu c¢alisma
sonuglarindan elde edilen bilgilere siiphe ile yaklasilmaktadir (Papadopoulou ve ark, 1999;
Minotti ve ark, 2004).

2.2.2. ANT Kardiyotoksisitesinde Demir Iyonunun Rolii

Demir iyonunun ANT grubu ilaglarin kardiyotoksik etkilerindeki roliinii belirlemeye
yonelik ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir (Minotti ve ark, 1999; Xu ve ark, 2005; Simunek ve
ark, 2009). In vitro ortamda gergeklestirilen calismalarda DOKS ile olusturulan
sitotoksisitenin siddetinin hiicre kiiltiir vasatina demir eklenmesi ile arttig1 belirlenmistir
(Hershko ve ark, 1993; Link ve ark, 1996). Diyetteki demir miktarinin DOKS
kardiyotoksisitesi lizerindeki etkilerini belirlemeye yonelik yapilan bir ¢aligmada; DOKS’a

bagli miyokardiyal hasarin siddetinin yliksek demir iceren diyetle beslenen siganlarda



diyetinde normal diizeyde demir bulunanlara gore daha fazla oldugu ortaya konmustur

(Panjrath ve ark, 2007).

DOKS’un ferrik demir (Fe*) ile baglanmasi sonucu DOKS-Fe** kompleksi olusur.
Ortamda indirgeyici ajanlarin varliginda (glutasyon, indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat, sitokrom p450 rediiktaz gibi) bu kompleks bir elektron alarak
doksorubisin-Fe*? kompleksine indirgenir. Bu kompleks yapisindaki eslenmemis elektronu
oksijene aktararak eski haline geri doner, oksijen ise elektron alarak O,  indirgenir. O,™
oldukca kararsizdir ve kendiliginden veya siiperoksid dizmutaz enziminin aktivitesi ile
dizmutasyona ugrar ve bu reaksiyon sonucunda hidrojen peroksid (H,O,) ve oksijen agiga
¢ikar. H,O,, diistik toksisiteli ve oldukga kararli (stabil) bir molekiildiir, buna karsin H,O,
ve Oy, Haber-Weiss reaksiyonu ile toksik hidroksil radikaline (OH¢) dontisebilir. DOKS-
Fe* ile DOKS-Fe*? arasindaki redoks dongiisii siirekli devam eder, sonucta olusan asir1

miktardaki serbest radikaller kardiyotoksisiteye neden olur (Hasinoff ve Herman, 2007).

Demir gelatlama Ozelligindeki bilesiklerin (EDTA ve ICF-159) DOKS
kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etkilerinin oldugu ilk kez (Herman ve ark 1972)
tarafindan saptanmistir. O tarihten glinlimiize kadar ¢ok sayida demir selatorii bilesigin
DOKS kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etkileri degerlendirilmistir (Hasinoff ve ark,
1998). Bu bilesikler arasinda DOKS’un kardiyotoksik etkilerini en fazla azaltan ilacin
DEKS oldugu ortaya konmustur (Herman ve ark, 1988). Giiniimiizde DOKS’un
kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda kullanilan klinik olarak onaylanmis tek ilag
DEKS’tir. Bu bilesik hiicre i¢gine girdiginde hidrolize olur, bunun sonucu demir selatlama
ozelligindeki diasit diamid aci8a ¢ikar. Hiicre i¢inde serbest ve bagli halde bulunan demir
iyonlarimin DEKS ile baglanmasi sonu DOKS demir iyonlarina baglanamaz, sonugta
DOKS-Fe* ile DOKS-Fe** arasindaki redoks déngiisii ve hiicre igin son derece toksik
radikallerin olusmasi Onlenmis olur. (Hasinoff ve Herman, 2007). Buna karsin, demir
selatlama glicii bakimindan DEKS’e nazaran daha giiclii bilesiklerin DOKS
kardiyotoksisitesine  karst  koruyucu etkilerinin olmamasi, DEKS’in DOKS
kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu etkisinde heniiz aydinlatilmamis mekanizmalarin

oldugunu diistindiirmiistiir (Martin ve ark, 2009; Vejpongsa ve Yeh, 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19010377

2.2.3. ANT Kardiyotoksisitesinde Topoizomeraz Enziminin Rolii

Topll enzimi, DNA sarmalinin eslenmesi (replikasyon) ya da yazilimi
(transkripsiyon) sirasinda DNA sarmalinda meydana gelen diigiim ve yumak olusumu ile
karakterize topolojik problemlerin giderilmesinde gorevlidir (Wang ve Liu, 1990; Wang,
1996). DOKS kardiyomiyositlerde ToplIp enziminin DNA sarmalina baglanmasi ile olusan
gecici ¢ift zincir kiriklarini kalict hale getirir. DNA sarmalindaki kalicr ¢ift zincir kiriklar
DNA tamir mekanizmalarmin devreye girmesi ile diizeltilemez, buna bagli olarak hiicre
Olime siirliklenir (Zhang ve ark, 2012; Vejpongsa ve Yeh, 2014). DOKS’un

kardiyomiyositlerde hasar olusturma mekanizmalar1 Sekil 3°te sunulmustur.

Sekil 3. ANT grubu ilaglarin kardiyak hiicrelerde hasar olusturma mekanizmalari.

DOKS, Topll enziminin normal katalitik dongiisiinii bozar, bu da DNA sarmalinda
kalic1 ¢ift zincir kiriklarina neden olur, bu kiriklar DNA tamir mekanizmalar1 ile
diizeltilemedigi takdirde hiicrede apoptotik yolaklar aktive olur. DOKS Topll enzimi
bagimli bir yolla oksidatif fosforilasyon, mitokondriyal biyogenezis ve p53 yolaginda
gorevli transkriptomlarin ifadesinde degisikliklere yol agar. Bu degisiklikler sonucu
hiicrede asir1 miktarda ROS agiga ¢ikar, mitokondriyal ATP {iretimi azalir ve apoptozis

uyarilir (Vejpongsa ve Yeh, 2014).

ANT grubu ilaglarin kardiyak hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelini
degistirerek bu organelde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle bu gruptaki ilaglarin mitokondri’de hasara yol acarak kardiyotoksisiteye neden
oldugu ileri siirtilmektedir (Wallace, 2003; Tokarska-Schlattner ve ark, 2006). DOKS’ un

yapisindaki kinon motifinin redoks dongiisline girmesi ile olusan asir1 miktardaki serbest
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radikallerin mitokondride hasara neden oldugu ileri siiriilmektedir (Doroshow, 1983;
Keizer ve ark, 1990; Vejpongsa ve Yeh, 2014). DOKS kardiyotoksisitesinde mitokondri’de
meydana gelen hasarda ToplIf enziminin roliinlin arastirildigi bir c¢alismada kardiyak
hiicrelerde ToplIf geni silinen fareler kullanilmistir. DOKS uygulamasindan sonra
kardiyak miyositlerde sekillenen mitokondriyal hasar degerlendirildiginde; normal (wild-
type) farelerde mitokondride siskinlik ve miyelin figiirlerinin birikimi seklinde tanimlanan
patolojik degisiklikler goriilirken, ToplIf geni silinenlerde mitokondriyal hasar
belirlenmemistir (Zhang ve ark, 2012). Bu sonuglar, DOKS kardiyotoksisitesinde

mitokondride meydana gelen hasarda ToplIf enziminin de rolii oldugunu gostermektedir.

Zhang ve ark 2012, kalp dokusunda ToplIf geni silinen farelerde DOKS ile
olusturduklar1 kardiyoksisitede, bu farelerin kalp dokusunda ROS miktarinin normal
farelere gore %70 oraninda daha az oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica normal farelerin
kalp dokusunda siliperoksit dizmutaz, peroksiredoksin ve thipredoksin gibi antioksidan
enzimleri kodlayan genlerin ifade diizeyinin ToplIf geni silinen farelere gore 1,5 kat daha
az oldugunu saptamiglardir. Sonug¢ olarak, DOKS kardiyotoksisitesinde kalp dokusunda
artan ROS miktarinda antioksidan enzimlerin gen ifadesinin azalmasinin sorumlu
oldugunu; bu genlerin ifadesinin azalmasinda ise, ToplIf enziminin rolii bulundugunu

ortaya koymuslardir (Vejpongsa ve Yeh, 2014).

2.2.3.1. Topoizomeraz enziminin yapisi ve izoformlari

Topll enzimi, birbiriyle es iki alt iiniteden (homodimerik) olusur. Her alt {inite, ii¢
farkli fonksiyonel bolgeden olusur. Bunlar; 1. N-terminal bdlge, 2. merkezi bolge (aktif
merkez) ve 3. C-terminal bolgedir. Bu bolgeler birbirinden proteolitik kesim noktalarina
gore ayrilir (Austin ve Marsh, 1998; Champoux, 2001). ToplIf enziminin fonksiyonel
bolgeleri ve bu fonksiyonel bdlgeleri birbirinden ayiran kesim noktalari Sekil 4’te

sunulmustur.
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Sekil 4. ToplIp enziminin yapis1 ve kesim noktalari.

ToplIB enzimi yapisal olarak farkli bolgelerden olusur. Bu boélgeler proteolitik
enzimlerin kesim noktalarma (A, B ve C ile isaret edilmistir) gore birbirinden ayrilir;
ToplIp enziminin boliimleri sekil ilizerinde farkli renklerle boyanmistir. Enzimin N-
terminal bolgesi (ATPaz aktivitesine sahiptir) kirmizi ile, A-B bolgesi sart ile, B-C bdlgesi
yesille, C-terminal bolgesi mavi ile renklendirilmistir. Enzimin aktif merkezinde yer alan

tirozin aminoasidi (Y) kirmizi okla isaret edilmistir (Austin ve Marsh, 1998).

Topll enziminin N-terminal bolgesi, ATPaz aktivitesine sahiptir; bu bolge enzimin
katalitik aktivite gostermesi ic¢in gerekli olan koenzimin (ATP) baglanmasi ve
hidrolizinden sorumludur (Austin ve Marsh, 1998; Schoeffler ve Berger, 2008). Merkezi
bolge, enzimin aktif bolgesidir ve tirozil rezidiisii icerir. DNA sarmalinin ¢ift ipliginin
gecici olarak kesildigi ve yeniden birlestirildigi yer enzimin bu bdolgesidir. Bu bolgede
bulunan tirozin aminoasidi ile DNA’nin seker fosfat omurgasi arasinda kurulan
fosfotirozin bagi sonucu DNA sarmali kesilir (Sander ve Hsieh, 1983; Zechiedrich ve ark,

1989; Austin ve Marsh, 1998; Schoeffler ve Berger, 2008).

Omurgali canlilarda Topll enziminin o ve B olmak {izere iki izoformu bulunmaktadir.
Bu izoformlar farkli genler tarafindan kodlanmaktadir ve izoformlarin molekiiler agirliklar
da birbirinden farkhidir: a izoformu 170 kDa iken, B izoformu 180 kDa molekiiler
agirhgindadir (Drake ve ark, 1989). Topll enziminin izoformlari, immiinolojik olarak
birbirinden farklidir, bu izoformlara spesifik antikorlar iiretilebilmektedir. Bununla birlikte,
Topll izoformlarinin proteolitik (SV8 proteaz ile) kesim paternleri birbirinden farklidir. Bu
sonug, Toplla’nin, ToplIf’nin proteolizi sonucu olusmadigimi gostermektedir (Drake ve
ark, 1987). Top enziminin izoformlari, farkli genler tarafindan kodlanmaktadir. Toplla’y1
kodlayan gen, 17. kromozom iizerinde bulunur; ToplIf’y1 kodlayan gen ise, 3.

kromozomdadir (Austin ve Marsh, 1998).
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Topll izoformlarinin ifadesi hiicre cesitleri arasinda farklilik gostermektedir. Toplla
enzimi hizlica ¢ogalan hiicrelerde (kanser hiicresi gibi) fazla miktarda ifade edilir (Hsiang
ve ark, 1988; Woessner ve ark, 1991). Bu enzimin fazla miktarda ifade edildigi hiicrelerin
DOKS’un sitotoksik etkilerine daha duyarli oldugu belirlenmistir (Guano ve ark, 1999).
ToplIf enzimi ise, hiicrelerin boliinme durumuna bakilmaksizin hemen hemen biitiin
hiicrelerde (kardiyomiyosit gibi) ifade edilir (Hsiang ve ark, 1988; Woessner ve ark, 1991).
Kalp dokusunda Topll enziminin a izoformu ¢ok az ifade edilirken, B izoformunin ifadesi
olduk¢a fazladir (Capranico ve ark, 1992). Topll enziminin miktari, hiicre dongiisiiniin
evresine gore de degismektedir; Toplla enzimi, hiicre dongiisliniin G1 evresinde en diisiik
miktardadir; bu enzimin miktart hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ile birlikte artar; G2/M
evresinde en yiiksek seviyesine ¢ikar. ToplIf enziminin miktar1 ise, hiicre dongiisiiniin
evreleri boyunca degismez (Austin and Marsh, 1998; Gao ve ark, 1999). Sekil 5’te Topll

enziminin hiicre dongiisiiniin farkli agsamalarindaki ifade diizeyi goriilmektedir.

Gt chelckpoim G2 chofkpoint
/)y mmmn) G2
Elopoaidbl Eilop "; Etop W/
ICRF 193 I

A\

DNA topoisomerase |l alpha protein level

DNA topoisomerase |l beta protein level

Sekil 5. Topll enziminin hiicre dongiisiiniin farkli asamalarindaki ifade diizeyi.

Topll enziminin ifade diizeyi ve fosforilasyon durumu hiicre dongiisiiniin
asamasina gore degisir. Ustteki sekilde hiicre dongiisiiniin asamalar1 gdsterilmistir; hiicre
dongiisiiniin G1 asamasinda hiicre biiylir ve hiicrede yeni proteinler sentezlenir, S
asamasinda ise, DNA eslenmesi meydana gelir. Topll enzimi, DNA eslenmesi ve
transkripsiyon gibi islemler sirasinda DNA ipliklerinde meydana gelen topolojik
problemlerin giderilmesinde gorevlidir. Hiicre dongiisiiniin G2 asamasinda kromatin
kondensasyonu meydana gelir, M asamasinda kardes kromatitler ayrilir. Topll enzimi

kromatin kondensasyonu ve kardes kromatitlerin ayrilmasi islemlerinde de gorevlidir.
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ToplIp enzim diizeyinin hiicre dongiisiiniin evreleri boyunca degismedigi goriilmektedir

(Austin ve Marsh, 1998).

2.2.3.2. Topoizomeraz enziminin katalitik dongiisii

Topll enziminin katalitik dongiisii birbirini takip eden pek cok asamadan olusur
(Sekil 6). ilk asamada Topll enzimi DNA sarmalina baglanir. Enzim ile DNA nin seker
fosfat omurgasi arasinda fosfotirozin bagi kurulur ve bunun sonucu DNA sarmali gegici
olarak kesilir. Topll enzimi, kesilen DNA’nin 5’ ucuna bagl olarak kalir ve olusan bu
yaptya toplI-DNA kesim kompleksi adi verilir. Takiben enzime ATP’nin baglanmasi,
enzimde yapisal degisikliklere yol agar ve kesilmeyen diger DNA sarmali kesilen DNA
sarmalinin arasindan geger. Kesilen DNA sarmali yeniden birlestirilir. Topll enzimi ise,
baska bir katalitik dongliyli baslatmak iizere eski haline geri doner (Wang, 1996; Schmidt
ve ark, 2010).

ATPase é e
domain ATP
M @
A/\'7, QX

Cleavage
domains

Cleavage/”
domains Scaffolding

Sekil 6. ToplIp enziminin katalitik dongiisii.

Topll enzimi katalitik dongiisii enzime iki adet DNA segmentinin baglanmasi ile
baglar (birinci asama), ikinci asamada Topll enzimi DNA ipliklerden birini keser (yesil ile
gosterilen DNA ipligi), {ig¢iincli asamada ise DNA ipliginin kesilmesi ile olusan araliktan
diger DNA ipligi (kirmizi ile gosterilen DNA ipligi) gecirilir. Son agamada ise, dongiiniin
ikinci agsamasinda kesilen DNA ipliginin kesik uclari birlestirilerek dongii tamamlanir (Vos

ve ark, 2011).

2.2.3.3. Cift zincir kiriklar:

DNA sarmalinin her iki zincirinde fosfodiester baglarmin kirilmasi sonucu
meydana gelen ¢ift zincir kiriklar1 oldukga tehlikelidir. Tamir edilmeyen tek bir ¢ift zincir

kirigr bile hiicrenin Oliimiine neden olabilir (Jackson, 2002; Sonoda ve ark, 2006;
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Hallstrom, 2007). Cok sayida fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktoriin DNA’da ¢ift zincir
kiriklart olusturdugu bilinmektedir (Smider ve Chu, 1997; Jackson, 2001). Normal
kosullarda Topll enziminin aktivitesi sirasinda meydana gelen az sayidaki cift iplik
kiriklar1 hiicreler tarafindan tolere edilebilir (Wang, 1996; Burden ve Osheroff, 1998;
Fortune ve Osheroff, 2000). ANT grubu ilaglar, Topll enziminin DNA sarmalina
baglanmasi ile olusan kesim kompleksini kararli hale getirir (Sekil 7); bu etki ile meydana
gelen cok sayidaki kalict ¢ift zincir kiriklar1 DNA tamir mekanizmalari ile diizeltilemez,
bunun sonucu hiicre oOliime siirliklenir (Baguley ve Ferguson, 1998; Felix, 1998;

Kaufmann, 1998; Holden, 2001; Pommier, 2006).
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Sekil 7. Topll-DNA kesim kompleksinin hiicreler tlizerindeki etkileri (Wilstermann ve
Osheroff, 2003)

Cift zincir kiriklariin tamiri birbirini takip eden ¢ok asamali bir siiregtir (Sekil 8).
Cift zincir kiriklarinda kirik uglari, MRN kompleksi adi verilen ii¢lii protein kompleksi
(MRE11-RADS50-NBS1) tarafindan tanmir (Sun ve ark, 2005; Dupr'e ve ark, 2006;
Srivastava ve ark, 2009). MRN kompleksi, fosfoinozitid-3 kinaz iligkili kinaz (PIKK)
ailesinde yer alan ATM (ataxia teleangiectasia mutated), ATR (ATM ve Rad3-related) ve
DNA-bagimli protein kinaz (DNA-PK)’larin kirik bolgesine yerlesmesini saglar. Bu
molekiiller, hiicre siklusunun diizenlenmesinde ve DNA’nin tamirinde gorevli proteinlerin
(H,Ax, BRCAI1, 53BP1, MDC1, Chkl ve Chk2) fosforillenmesinden ve hasar bdlgesine
cekilmesinden sorumludur (Rogakou ve ark, 1998; Helt ve ark, 2005). DNA’daki cift
zincir kiriklari, homolog rekombinasyon ve homolog olmayan ug¢ birlestirme

yontemlerinden biri ile tamir edilir (Sonoda ve ark, 2006).
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Sekil 8. DNA hasarinin tamirinde gérevli proteinler (Blanpain ve ark, 2011).

2.2.3.4. Histon proteinleri

DNA heliksi, histon proteinleri tarafindan olusturulan merkezi bir ¢ekirdek etrafinda
sartlmistir. DNA heliksi ve histon proteinleri tarafindan olusturulan bu yapiya niikleozom
adi verilir. Histon proteinleri, H; histonlar ve niikleozomal histonlar (H,A, H,B, H3 ve Hy)
olmak tizere iki gruba ayrilir. Her niikkleozomda H,A, H,B, H3 ve Hy histonlarindan ikiser
tane bulunur (Foster ve Downs, 2005). H,A protein ailesinde; H,Al, HyA2, H,Ax, HyAz
ve daha bircok varyant yer almaktadir (Ausio ve Abbott, 2002). Insanlarda, H,AX
varyantinin tiim H,A proteinleri i¢indeki orani %10°dur; buna karsin, diger memeli
canlilarda bu oran %2-25 arasinda degismektedir. HA protein ailesindeki varyantlar
birbirlerinden yalnizca birka¢ aminoasit rezidiisii bakimindan farklilhik gosterir. HyAx’in
karboksi terminal kuyrugunda 139. pozisyonda serin rezidiisii, 140. pozisyonda ise,

glutamin rezidiisli bulunur; bu yap1, SQ motifi olarak bilinir (Rogakou ve ark, 1998).

Kromatin olduk¢a dinamik bir yapidir. DNA’nin  eslenmesi, yazilimi,
rekombinasyonu ve tamiri gibi hiicresel islemler sirasinda kromatinin katlanmasi ve
yogunlasmasi degistirilerek bu islemlere katilan molekiillerin DNA sarmalina kolay bir
sekilde ulagsmas1 saglanir. Kromatinin yogunlagsma derecesi histon proteinleri tarafindan
diizenlenir (Li ve ark, 2007). Cift zincir kiriklarinin tamirinde gdrevli molekiillerin kirik

bolgesine ulasabilmesi i¢in kromatin yapisinin gevsemesi gerekmektedir (Dinant ve ark,
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2008; Ohnishi ve ark, 2009). Bu durum histon proteinlerinde meydana gelen degisiklikler

sayesinde miimkiin olur.

DNA’da ¢ift zincir kiriginin olugsmasindan ¢ok kisa bir siire (yaklasik 1-3 dk) sonra
histon proteinlerden H,Ax, C-terminal kuyrugundaki serin rezidiisiinden (139. sirada
bulunur) fosforillenir. Bu reaksiyon H,A protein ailesindeki diger varyantlarda meydana
gelmez. H,AX’in fosforillenmis formu yH,Ax olarak adlandirilir (Rogakou ve ark, 1998;
Pilch ve ark, 2003; Helt ve ark, 2005; Lowndes ve Toh, 2005). y-H,Ax, DNA tamirinde
gorevli molekiillerin (53BP1, BRCA1, MDCI1 gibi) kirik bolgesine ¢ekilmesinde gorev alir
(Kobayashi, 2004; Rossetto ve ark, 2010).

DNA’da ¢ift zincir kiriklarinin varhigit H;Ax’in fosforilasyon durumuna gore
belirlenebilir. DNA’daki ¢ift zincir kiriklarinda H,Ax fosforillendigi i¢in, bu molekiiliin
varliginin belirlenmesi ¢ift zincir kiriklarinin varligi i¢in 6zgiil bir indikatordiir (Ohnishi ve
ark, 2009). DNA’daki ¢ift zincir kiriklarinda kirik bolgesinde yH,Ax varligi 6zgiil
antikorlarla ayr1 ayr1 niikleer odaklar seklinde belirlenebilir. Her bir odak tek bir DNA ¢ift
zincir kirigin temsil ettigi i¢in odaklarin sikligi ¢ift zincir kirigi miktari, diger bir deyisle

DNA hasar1 miktar1 ile orantilidir (Huang ve ark, 2005).

DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin onlenmesi ya da azaltilmasinda iki temel
yaklagim bulunmaktadir: 1. DOKS’un kiimiilatif dozunu azaltmak, 2. DOKS’un
kardiyotoksik etkileri azaltan kalbi koruyucu ajanlar kullanmak (van Dalen ve ark, 2008).
DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda kullanilan klinik olarak etkisi
kanitlanmis kalbi koruyucu tek ilag DEKS’tir (Wouters ve ark, 2005). Sekil 9°da DEKS’in
DOKS kardiyotoksisitesine karsit kalbi koruyucu etkilerinden sorumlu mekanizmalar
goriilmektedir. DEKS, kardiyomiyositlerde ToplIf enzimine baglanarak DOKS’un bu
enzime baglanmasini onler, bu nedenle DOKS ToplIp enzimine baglanamaz, DEKS bu
sayede DOKS’un kardiyak hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerini dnler. Diger taraftan
DOKS kardiyomiyositlerde antioksidan enzimlerin sentezinde goérevli bir transkripsiyon
faktorinin ifadesini azaltir, bu da hiicrede antioksidan enzimlerin miktarinin azalmasina
neden olur. Bunun sonucu hiicrede oksidatif fosforilasyon sirasinda olusan az sayidaki
ROS hiicreden uzaklastirilamaz, bu serbest radikaller de hiicrenin Onemli yap1 ve

bilesenleri ile reaksiyona girerek hiicrenin 6liimiine neden olur (Lyu ve ark, 2007).
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Sekil 9. DEKS’in DOKS kardiyotoksisitesine karst koruyucu etkilerinden sorumlu

mekanizmalar.

DEKS, DOKS’un ToplIB-DNA kompleksine baglanmasin1 6nler. Ayrica, DEKS
Topll enziminin transkripsiyonun 6nler, bu da SUMO ad1 verilen proteazomal bir yolla bu

enzimin yikimlanma siirecini baslatir (Vejpongsa ve Yeh, 2014).

DOKS’un kanser hiicrelerinde Toplla enzimin DNA sarmalina baglanmasi ile olusan
gecici ¢ift zincir kiriklarini kalict hale getirerek bu hiicrelerin 6liimiine neden oldugu
bilinmektedir (Gewirtz, 1999; Larsen ve ark, 2003; Minotti ve ark, 2004). DOKS’un
kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasi amaciyla kullanilan DEKS’in de tipki DOKS gibi
Topll enziminin katalitik inhibitorii olmasi1 nedeniyle (Roca ve ark, 1994; Lyu ve ark,
2007), bu ilaglarin birlikte kullanilmasi durumunda DOKS’un kanser hiicreleri iizerindeki
etkilerinin azalabilecegi endisesine neden olmustur (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Bu
bakimdan, DOKS kardiyotoksisitesine karsi kalbi koruyucu etkileri olan ancak Topll
enziminin aktivitesi iizerinde etkisi olmayan ya da DEKS’e nazaran daha az etkisi olan

yeni ajanlara ihtiya¢ duyuldugu agiktir.

2.3. Silimarin

Deve dikeni bitkisi, halk arasinda basta karaciger ve safra kesesi rahatsizliklar
olmak tizere pek ¢ok rahatsizlikta (6rnegin sitma atesi, menstriiasyon sikayetleri, varikoz,
emziren annelerde siit salgisini arttirma) kullanilmaktadir (Dunnick ve ark, 2011). Deve
bikeni bitkisinin yapisindaki SIL’in bitkinin terapdtik etkilerinden sorumlu oldugu ileri
siiriilmektedir (Wellington ve Jarvis, 2001; Kroll ve ark, 2007). SIL olduke¢a giiglii bir

antioksidan olup hiicrede normal metabolizma sirasinda olusan ya da patolojik durumlarda
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miktar1 artan serbest oksijen radikallerini temizleyerek bu maddelerin hiicreye zarar
vermesini Onler (Karimi ve ark, 2006; Anestopoulos ve ark, 2013). Antioksidan 6zelliginin
yan1 sira antiinflamatuar (Nazemian, 2010), antifibrotik (Karimi ve ark, 2011),
antineoplastik (Ramakrishnan ve ark, 2009), immunmodiilatér (Taghiabadi ve ark, 2012)
ve membran stabilize edici (Muthumani ve Milton Prabu, 2014) gibi pek ¢ok etkisinin var

oldugu hayvan ve insan ¢aligmalari ile gosterilmistir.

2.3.1. Deve Dikeni Bitkisinin Ozellikleri

Silybum marianum L. Gaertner, llkemizde miibarek diken, akkiz, deve dikeni,
Meryem ana dikeni, yabani enginar, deve kengeli, siitli kengel, kengel, kibbun,
sevkiilmeryem gibi isimlerle bilinen, Papatyagiller (Asteraceae) ailesinde yer alan 40-150
cm boyunda, govdesi koseli, seyrek tiiylii, 1-2 yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar1 soluk yesil
renkli, beyaz damarli, kenarlar1 disli ve dikenlidir. Cicekleri bas seklinde bir aradadir,
cogunlukla mor renklidir, nadiren beyaz renkli de olabilir. Her bir ¢igek yaklasik 190 adet
tohum yapar; bu da, her bitkide 6350 tohuma denk gelir. Meyvasi 7 mm uzunlukta, esmer-
siyah renklidir, sert kisa beyaz bir papiisii vardir, paplis tohumlar olgunlastiktan sonra
halka halinde diiser. Ulkemizde Akdeniz ve Karadeniz bélgesinde yaygm olarak
yetismektedir (Tanker ve ark, 2007).

2.3.2. Silimarinin Kimyasal Yapisi ve Farmakolojik Ozellikleri

SIL, Silybum marianum L. Gaertner adi verilen bitkinin tohumlarindan ekstrakte
edilen yapisal olarak bilinen en az yedi adet flavolignan (silibin, izosilibin, silidianin,
silikristin ve 1zosilikristin) ile bir adet flavololden (taksifolin) olusan kompleks bir
maddedir. Ham deve dikeni ekstraktinin yaklasik %65-80’inini SiL olusturmaktadir, geri
kalan1 ise biiyiik oranda yag asitlerinden olusur (Kroll ve ark, 2007). SIL’in yapisinda yer
alan temel bilesen silibin (silibinin)’dir; bu bilesen SIL’in yapisal olarak %60’1n1 olusturur
(Boigk ve ark, 1997; Wellington ve Jarvis, 2001). Silibin ve SiL’in yapisindaki diger

flavolignanlar, taksifoline koniferil alkoliin katilmasiyla olusur (Kroll ve ark, 2007).

SIL’in farmakokinetik 6zelliklerini belirlemeye yonelik yapilan arastirmalardan elde
edilen verilerin 6zetlendigi bir derlemede, bu kompleksin sindirim sisteminden zayif bir
sekilde emildigi, karacigerde konjuge edildigi, safra ile atildigi, bagirsakta bakteriler

tarafindan hidrolize edildigi ve bagirsaktan yeniden emildigi bildirilmistir (Fraschini ve
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ark, 2002). Silibinin mideden emilir, buna karsin sudaki ¢oziiniirligii ¢ok az oldugundan
dolayr emilimi oldukc¢a diisiiktiir (Morazzoni ve ark, 1993). Erkek Sprague-Dawley 1rki
siganlara gavajla silibinin (500 mg silibinin/kg) verildiginde, bu maddenin doruk plazma
konsantrasyonuna 0.5 saatte ulastig1 belirlenmistir. Silibininin biyoyararlaniminin %1’den
daha az oldugu, bunun da bilesigin emiliminin olduk¢a az olmasindan ayrica emilen
silibininin yogun bir sekilde konjuge olmasindan ileri geldigi bildirilmistir (Wu ve ark,
2007). Silibinin SIL kompleksi yerine silipide (silibinin fosfatidilkolin kompleksi)
formunda verildiginde silibininin biyoyararlaniminin 10 kat arttig1 saptanmistir (Morazzoni
ve ark, 1993). Silibininin viicutta dagiliminin arastirildigi deneysel bir ¢alismada, erkek
SENCAR ki farelere gavajla silibinin (50 mg/kg) verilmistir. Serbest ve konjuge
silibininin incelenen dokularda (karaciger, akciger, mide, pankreas, deri, prostat) 0.5-1
saatte doruk konsantrasyona ulastig1 ortaya konulmustur. Dokulardan yarilanma dmriiniin
ise, serbest silibinin i¢in 57-127 dakika, konjuge silibinin i¢in ise 45-94 dakika oldugu
belirlenmistir (Zhao ve Agarwal, 1999).

2.3.3. Silimarinin Kalp Hastaliklarina Kars1 Koruyucu Etkileri

Kalp hastaliklar1 tiim diinyada 6lim nedenleri arasinda birinci sirada yer alir. Bu
hastaliklara yonelik yeni tedavi yOntemleri arayisi arastirmacilart bitkisel tedavi
yontemlerine yonlendirmistir (Rao ve Viswanath, 2007). Antioksidan ozelliklere sahip
bitkisel kaynakli triinlerin ilaglar ile olusturulan deneysel kardiyotoksisiteye karsi
koruyucu etkilerinin var oldugu ¢ok sayida calisma ile gosterilmistir (Karimi ve ark, 2006;
2011; Sinha ve ark, 2008; Nabavi ve ark, 2012; Taghiabadi ve ark, 2012; Muthumani ve
Milton Prabu, 2014). Oldukga giiclii bir antioksidan olan SIL’in kalp hastaliklarina kars:
koruyucu etkilerinin oldugu in vitro ve in vivo ¢alismalarla ortaya konulmustur (Psotova ve
ark, 2002; Chlopcikova ve ark, 2004; Zhou ve ark, 2006; El-Shitany ve ark, 2008; Cecen
ve ark, 2011; El-Awady ve ark, 2011; Anestopoulos ve ark, 2013; Avci ve ark, 2017).

Dogada yaygin olarak bulunan arsenigin insanlar i¢in en dnemli maruziyet kaynagi
icme sular1 ve gidalardir. i¢gme sularinda kabul edilebilir arsenik konsantrasyonu 10
ug/L’dir. Diinya’da yaklasitk 100 milyon insan arsenik zehirlenmesi riski ile karsi
karsiyadir. (Moon ve ark, 2012). Kronik arsenik maruziyeti, kardiyomiyositlerde oksidatif
strese neden olur; serbest oksijen radikalleri hiicrenin énemli bilesenleri (lipid, protein,

DNA ve karbonhidrat) ile reaksiyona girerek hiicrenin zedelenmesine yol agar. Kronik
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arsenik maruziyetinde sekillenen kardiyotoksisitede bu mekanizmanin 6nemli rol oynadigi
ileri siiriilmektedir (Yamauchi ve ark, 2004; Manna ve ark, 2008; Alamolhodaei ve ark,
2015). Silibinin arsenik kardiyotoksisitesine karst koruyucu etkinliginin arastirildigi
calismada; kardiyotoksisite olusturmak ic¢in siganlara 4 hafta boyunca 5 mg/kg dozda
sodyum selenit verilmistir, bu hayvanlarda serum CK-MB ve LDH konsantrasyonu
degerlendirildiginde; her iki bilesenin de oldukga arttig1, dolayistyla miyokardiyal hasarin
sekillendigi ortaya konulmustur. Silibinin (75 mg/kg/giin, 4 hafta boyunca, gavajla)
sodyum selenit ile olusturulan kardiyotoksisiteye karsi koruyucu etkinliginin oldugu

belirlenmistir (Muthumani ve Milton Prabu, 2014).

SIL’in antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Karimi ve ark, 2006).
SIL’in temel bileseni olan silibinin (Boigk ve ark, 1997; Wellington ve Jarvis, 2001)
antioksidan 6zelligini belirlemeye yonelik yapilan calismada; H9c2 hiicrelerinde H,O; ile
oksidatif hasar olusturulmustur. H9¢2 hiicrelerinin silibin ile iki saat preinkiibasyonun bu
hiicreleri H,O5 ile olusturulan hasara karsi korudugu ortaya konulmustur (Anestopoulos ve
ark, 2013). Zhou ve ark (2006), silibinin H9¢c2 hiicrelerinde izoproteronol ile olusturulan
hasara kars1 koruyucu etkisini arastirmislardir. Hiicreler izoproteronole (10 pM) 48 saat
siireyle maruz birakildiginda hiicrelerde belirgin morfolojik degisiklikler sekillenmisgtir.
Hiicreler izoproteronel ile maruziyetten dnce 1 saat silibinine maruz birakildiginda ise,
morfolojik degisikliklerin belirgin olarak azaldig1 goriilmiistir. Ayni1 ¢alismada,
izoproteronol ile maruziyetin hiicre vasatinda MDA miktarin1 belirgin olarak arttigi;
silibinin ile preinkiiasyonun ise, MDA miktarin1 belirgin olarak azalttigi ortaya
konulmustur. Bu sonug, silibinin oksidatif stresi azaltarak hiicreleri hasara karsi

korudugunu gostermektedir.

SIL’in ANT grubu ilaglar tarafindan olusturulan akut miyokardiyal hasara kars:
koruyucu etkilerinin oldugu bilinmektedir (El-Shitany ve ark, 2008). SiL
kardiyomiyositlerde DOKS tarafindan olusturulan hasara kars1 hiicre membranin stabilize
ederek, antioksidan 6zelligi sayesinde serbest radikalleri uzaklastirarak ve demir iyonlarini
tutarak koruyucu etki gosterir (Chlopcikova ve ark, 2004). El-Shitany ve ark 2008, ANT
kardiyotoksisitesine karsi SIL’in koruyucu etkinligini belirlemeye yonelik yaptiklar:
calismada; siganlarda tek doz DOKS (10 mg/kg) ile olusturduklar1 akut kardiyotoksisite
modelinde; bu hayvanlarin kalp dokusunda belirgin histopatolojik degisikliklerin
sekillendigini ortaya koymuslardir. DOKS uygulamasindan 7 giin dnce baglayip her giin

21



SIL (50 mg/kg) uygulanan grupta kalp dokusunda sekillenen histopatolojik degisikliklerin
DOKS uygulanan gruba gore azaldigi belirlenmistir. Ayni1 ¢alismada DOKS uygulanan
grupta kalp dokusunda MDA seviyesinin kontrol grubuna gore %116 oraninda arttig
ortaya konulmustur. SIL uygulanan grupta ise, MDA seviyesinin DOKS uygulanan gruba
gore %30 oraminda azaldigi belirlenmistir. ANT kardiyotoksisitesine kars1 SIL’in
koruyucu etkinligini belirlemeye yonelik yapilan calismada, disi Wistar albino 1rki
sicanlarda tek doz DOKS (10 mg/kg, ip) ile kardiyotoksisite olusturulmustur. DOKS
uygulamasindan 7 giin sonra kalp dokusu histopatolojik olarak degerlendirildiginde;
intersitisyel 6dem ve kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon goriilmiistiir. DOKS
uygulamasindan 5 giin dnce baslayrp deney sonunda kadar her giin SIL (100 mg/kg, ip)
uygulanan grupta kalp dokusunda sekillenen histopatolojik degisikliklerin DOKS
uygulanan gruba gore belirgin olarak azaldig: belirlenmistir (Cecen ve ark, 2011).

Psotova ve ark 2002, SIL ve SIL’in yapisindaki bilesenlerin (silibin, silidianin,
silikristin) DOKS tarafindan mikrozom ve mitokondri’de olusturulan hasara karsi
koruyucu etkisinin oldugunu goéstermistir. Ayrica, silikristinin mikrozom tiizerinde
koruyucu etkisinin diger bilesenlere gore daha fazla oldugu ortaya konmustur. Test edilen
bilesenlerin antilipoperoksidasyon aktiviteleri karsilastirildiginda; en iyi inhibitériin SIL
oldugu belirlenmistir. SIL’in diger bilesenlere gére daha fazla antilipoperoksidasyon
aktivitesine sahip olmasi su sekilde agiklamislardir: SIL’in yapisinda bulunan fakat test
edilen diger bilesenlerde bulunmayan flavonolden (taksifolin) ya da SIL’in yapisinda
bulunan fakat kimyasal olarak yapist heniiz aydinlatilmamis polifenollerden

kaynaklanabilecegi ileri stirtilmiistiir.

SIL ve SIL’in yapisindaki bilesenlerin (silibin, dehidrosilibin, silikristin ve silidianin)
DOKS’a maruz birakilan H9c2 hiicrelerinde koruyucu etkisi arastirilmistir. DEKS’in
DOKS ile olusturulan hasara kars1 koruyucu etkinligi bilindiginden dolayr bu bilesen
kontrol olarak kullanilmistir. Bu bilesenlerin hiicreler iizerindeki toksik veya koruyucu
etkileri hem mikroskobik hem de biyokimyasal olarak belirlenmistir. Hiicre membran
biitiinligli hiicre kiiltiir vasatinda LDH diizeyi Olgiilerek belirlenmistir. LDH salinimi
degerlendirildiginde; silidianin diger test edilen bilesenlere gore daha iyi koruma sagladigi
ortaya konmustur. Diger bilesenlerin ise, DEKS’e yakin diizeyde koruma sagladigi ortaya
konulmustur. SIL ve SIL’in yapisindaki bilesenlerin DOKS ile olusturulan oksidatif strese

kars1 N9c2 hiicrelerini korudugu belirlenmistir. Bu bilesenlerin hiicre membranini stabilize
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ederek, serbest radikalleri uzaklastirarak ve demir iyonlarmi tutarak koruyucu etki

gosterdigi ortaya konulmustur (Chlopcikova ve ark, 2004).

Sisplatin bir¢ok kanserin (6rnegin, testis, ovaryum, servikal, sidik kesesi ve akciger
kanseri gibi) tedavisinde yaygin olarak kullanilan oldukga etkili bir ilagtir. Buna karsin, bu
ilacin en O6nemli kisitlayici yan etkisi kardiyotoksisitedir. Sisplatinin toksik etkisinde
oksidatif stres ve apoptozisin 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Erkek albino
siganlarda tek doz sisplatin (10 mg/kg, ip) ile olusturulan deneysel kardiyotoksisiteye karsi
SiL’in koruyucu etkinligi arastirilmistir. Kardiyotoksisite olusturmadan 6nce 10 giin
boyunca her giin SIL (100 mg/kg, gavajla) uygulanmistir. SIL uygulanan grupta, serum
LDH, CK-MB ve c¢Tnl konsantrasyonlarinin sisplatin uygulanan gruba gore belirgin olarak
daha az oldugu ortaya konmustur. Bu sonug, SIL’in hiicre membranini stabilize ederek
hiicre i¢i proteinlerin hiicre disina salmmasim 6nledigini gdstermektedir. Ayrica, SIL’in
hiicre icinde antioksidan enzimlerin (SOD gibi) aktivitesini arttirarak lipidlerin
peroksidasyonunu 6nledigi ortaya konmustur. Sisplatin hiicrede oksidatif strese yol acar;
serbest oksijen radikalleri ise, mitokondriyel DNA’da hasara neden olur. SIL’in
mitokondriyel DNA hasarini azalttigi belirlenmistir. Sonug olarak, SIL’in sisplatin
kardiyotoksisitesine karsit koruyucu etkisi oldugu ortaya konmustur (El-Awady ve ark,
2011).

Siklofosfamid bir¢ok kanserin (6rnegin, 16semi, lenfoma, ovaryum kanseri, meme
kanseri, noroblastom gibi) tedavisinde kullanilan oldukc¢a etkili bir antineoplastik ilactir
(Avci ve ark, 2017). Bu ilacin en 6nemli istenmeyen etkilerinden biri kardiyotoksisiteye
yol agmasidir (Sayed-Ahmed ve ark, 2014). Bu ilacin kardiyak hiicreler iizerindeki toksik
etkisinden serbest oksijen radikallerin sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir. Bu radikaller
onemli hiicresel yap1 ve bilesenlerle (lipid, protein, DNA ve karbonhidrat) reaksiyona
girerek hiicrenin zedelenmesine yol acarlar (Saandeep ve ark, 2009; Motawi ve ark, 2010).
Avci ve ark 2017, siklofosfamid ile olusturulan kardiyotoksisiteye karst SIL’in koruyucu
etkisini arastirmistir. Yetiskin disi Wistar albino 1irki sicanlarda siklofosfamid (30
mg/kg/giin, 7 giin boyunca, intraperitoneal yolla) ile olusturulan deneysel
kardiyotoksisitede SIL’in koruyucu etkisi arastirilmistir. Kardiyotoksisite olusturmadan 7
giin 6nce baslanip 14 giin boyunca her giin SIL (100 mg/kg, intraperitoneal) uygulanmistir.
Kalp dokusu histopatolojik olarak degerlendirildiginde; siklofosfamid uygulanan grupta

interstisyel 6dem, miyokardiyum ve perikardiyumda kanamalar, kardiyak miyositlerde
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dejenerasyon ve nekroz seklinde siddetli lezyonlarm sekillendigi belirlenmistir. SIL
uygulanan grupta ise, benzer lezyonlar goriilmekle birlikte bu lezyonlarin siddetinin
siklofosfamid uygulanlardakine gore daha az oldugu belirlenmistir. Siklofosfamid
uygulanan gruba kiyasla; SIL uygulanan grupta kalp dokusunda MDA diizeyinin daha az
oldugu, SOD diizeyinin ise daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Sonug olarak, SiL
kardiyak hiicrelerde antioksidan enzimlerin diizeyini arttirarak lipidlerin peroksidasyonunu
onledigi, dolayisiyla SIL’in siklofosfamid kardiyotoksisitesine kars1 koruyucu etkisinde bu

mekanizmanin 6nemli roli oldugu ortaya konmustur.

2.4. Kalp Kasinin Kasilmasinda Gorevli Proteinler

Kalp kasi, birbirine paralel uzanan kardiyomiyosit (kas lifi) adi1 verilen 6zellesmis
hiicrelerden meydana gelir. Kas lifleri, birbirine paralel uzanan ¢ok sayida miyofibrillerden
olusur (Bayrak, 2013). Her bir miyofibril ise, yan yana ve alt alta diizgiin bir dizilim
gosteren aktin ve miyozin iplikciklerinden olusmustur (Pinar, 2010; Bayrak, 2013).
Iplikgiklerin bu diizeninden, aktin iplik¢iklerinin tam ortasindan gecen Z membrani
sorumludur (Pmar, 2010). ki Z membram arasinda kalan miyofibril béliimiine sarkomer
denir (Bayrak, 2013). Sarkomer, kasin en kii¢iik fonksiyonel birimidir (Leavis ve Gergely,
1984; Pmar, 2010). Kas kasilmasi sirasinda, aktin ve miyozin iplik¢ikleri birbirine ¢apraz
kopriiciiklerle baglanir, iki elin parmaklarinin birbiri ig¢ine girmesi gibi aktin iplik¢ikleri
miyozin iplik¢ikleri listiinde kayar, bu da kasin boyunun kisalmasina diger bir deyisle kas

kasilmasina neden olur (Pinar, 2010; Bayrak, 2013).

Kalp kasi, aktin ve miyozin iplik¢iklerinin yan yana ve alt alta diizgiin diziliminden
dolayr histolojik kesitlerde agik ve koyu bantlar seklinde enine ¢izgilenmeler gosterir
(Pnar, 2010; Bayrak, 2013). Miyozin iplik¢ikleri koyu renkte kalin A bantlarini olusturur.
Aktin iplikg¢ikleri ise, daha ince ve acik renkte I bantlarini olusturur (Pinar, 2010). Kalp
kasi istirahat halinde iken, aktin iplik¢ikleri miyozin iplik¢iklerinin iki ucunu hafifge orter.
Dolayisiyla miyozin iplik¢iklerinin olusturdugu koyu renkte A bandinin iki ucu, aktin
iplik¢iklerinden dolay1 daha da koyu renkte goriiliir. Miyozin iplik¢iklerinin orta kismi
(aktin iplik¢iklerinin uglarini igermeyen bolge) uglarina gore nispeten daha agik renkte
goriiliir. Iste koyu renkteki A bandinin orta kismindaki nispeten daha acik bdlgeye H bandi
denir. Kas kasilmasinin aktin iplik¢iklerinin, miyozin iplik¢ikleri {izerinde kaymasi ile

meydana geldigini hatirlayiniz, dolayisiyla, kas kasilmasi sirasinda A bandinin boyu
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degismez, I bandinin boyu ise kisalir. Bununla birlikte, kas kasilmasi sirasinda, aktin ve

miyozin iplik¢iklerinin boyu degismez (Pinar, 2010; Bayrak, 2013).

2.4.1. Aktin ve Miyozin Iplik¢iklerin Molekiiler Yapisi

Her bir miyozin iplik¢igi 200’{in {istiinde miyozin molekiiliinden olusur. Her miyozin
molekiilii ise, iki agir zincir (agir meromiyozin) ve dort hafif zincir (hafif meromiyozin)
olmak iizere alt1 adet polipeptit zincirinden olusur (Pinar, 2010; Bayrak, 2013). Birbirinin
tizerine sarillan iki agir zincir, miyozin molekiiliiniin kuyrugunu olusturur. Miyozin
molekiillerinin kuyruklar1 ise, demetler halinde toplanarak miyozin iplik¢iginin gévdesini
olusturur. Miyozin molekiillintin hafif zincirleri kivrilarak, miyozin iplik¢iginin
govdesinden disari dogru uzanan miyozin basini olusturur (Bayrak, 2013). Kas kasilmasi
sirasinda, miyozin baslar aktin iplikgikleri ile temas kurarak aktomiyozin kopriiciiklerini
yaparlar (Pmar, 2010). Miyozin baslar1 ATPaz enzim aktivitesine sahiptir. Bu enzim
ATP’yi yikar ve elde edilen yiiksek enerjili fosfat baglar1 kas kasilmasi sirasinda kullanilir
(Pinar, 2010; Bayrak, 2013).

Her bir aktin iplik¢igi; aktin, tropomiyozin ve troponin olmak iizere 3 adet
proteinden olusur (Pinar, 2010). Aktin iplik¢igi, iki adet fibriler aktin (F aktin) proteinin
birbiri lizerine sarilmasi ile olusur. Her F aktin, globuler aktin (G-aktin) molekiillerinin art
arda dizilerek polimerize olmasiyla olusur (Holmes ve ark, 1990; Bayrak, 2013). Her aktin
iplik¢igi iizerinde, miyozin basimin baglandigr aktif bolgeler vardir. Kas kasilmasi
sirasinda, miyozin iplik¢iklerinin baslar1 aktin iplik¢iklerinin aktif bolgeleri ile temas
kurarak ¢apraz kopriiler yapar (Pinar, 2010; Bayrak, 2013). Tropomiyozin iplik¢igi, fibriler
aktin proteinlerinin aktin iplik¢igini olusturmak {izere birbirinin {lizerine sarilmasi ile
olusan oyuklar boyunca yerlesmistir. Kas istirahat halinde iken, tropomiyozin iplik¢ikleri,
aktin iplik¢iklerinin aktif bolgelerini orter (Milligan ve Flicker, 1987). Tropomiyozin
iplik¢ikleri boyunca diizenli araliklarla yerlesen troponin (Tn) molekiilleri, birbirine gevsek
sekilde bagl ii¢c alt birimden olusur. Bunlar; tropomiyozine baglanan Tn-T (37 kDa),
tropomiyozini inhibe eden Tn-1 (24 kDa) ve kalsiyum baglayan Tn-C (18 kDa) dir
(Christenson ve ark, 1998; Wu ve ark, 1998; Kaneko ve ark, 1997). Tn-T, tropomiyozine
Tn kompleksini baglayan ve tropomiyozin i¢in giiclii bir affiniteye sahip olan proteindir.
Tn-I ise aktin filamenti i¢in gli¢lii bir affiniteye sahiptir ve aktomiyozin ATPaz

aktivitesinin bir inhibitdrii olarak, aktin ve miyozin arasindaki iligkiyi diizenler. Tn-C’de
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Tn kompleksinin kalsiyumu baglayan bir tinitesidir (Christenson ve ark, 1998; Wu ve ark,

1998).

2.4.2. Kalp Kasinin Kasilma Mekanizmasi

Kas kasilmasi, aktin iplikg¢iklerinin miyozin iplikgikleri iizerinde kaymasi ile
meydana gelir (Bayrak, 2013). Kasilmay1 baslatan ve siirdiiren iyon kalsiyum (Ca*?) dur.
Kas kasilmasi sirasinda, Ca*?, yiiksek bir affinite ile Tn-C’ye baglanir. Aktive olan Tn-C,
troponinin diger alt {nitelerinde ve tropomiyozinde yapisal degisikliklere yol acar;
tropomiyozin iplik¢igi aktin iplik¢iginin etkin noktalarindan ayrilir (Pmnar, 2010).
Boylelikle aktin iplik¢iginin aktif bolgeleri aciga ¢ikar. Bu sirada, miyozin basina bagl
ATP molekiilii hidrolizlenir. ATP’nin hidrolizini hiicre i¢inde artan Ca**’un tetikledigi
diistiniilmektedir. ADP ve yiiksek enerjili fosfat (ADP+P1i) tasiyan miyozin baslari, aktin
iplik¢iklerinin aktif bolgelerine baglanarak ¢apraz kopriiler kurarlar ve miyozin baglarinin
egilmesi kasin kasilmasina neden olur. Miyozin basinin egilmesini takiben, basa bagh
olarak bulunan ADP+Pi serbestlesir. Miyozin basinin aktin iplik¢iginden ayrilmasi icin
ATP’ye ihtiyag vardir. ATP’nin miyozin basma baglanmasi, miyozin iplik¢iginin aktin

iplik¢iginden ayrilmasina neden olur (Pinar, 2010; Bayrak, 2013).

2.4.3. Troponinler

Kalp kasi ritmik bir sekilde siirekli olarak kasilmaktadir. Kalpteki kasilabilir
proteinler kalbin ihtiyacimi karsilamak icin 6zellesmislerdir. Kalp kasinda ifade edilen
kasilabilir protein izoformlari, kasilma 6zellikleri bakimindan yavas ve hizli kasilan iskelet
kasindakilerden farklidir. Kalbin gelisimi sirasinda (embriyonel ve fotal donem) kasilabilir
proteinlerde bir takim izoform degisimleri meydana gelir, bu degisimler Sekil 10°da
sunulmustur. Bu degisimler kalbin fonksiyonu agisindan oldukc¢a 6nemlidir (Marston ve

Redwood, 2003).
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Sekil 10. Kalbin gelisimi sirasinda (embriyonel ve fotal donem) kasilabilir proteinlerde

meydana gelen izoform degisimleri (Marston ve ark, 2003).

2.4.3.1. Troponin C

Troponin C (TnC), troponin kompleksinin kalsiyum baglayan bilesenidir. Bu
proteinin iki izoformu vardir. Kalp kasinda ve yavas kasilan iskelet kasinda TnC izoformu
aynidir; bu izoform TNNC1 geni tarafindan kodlanir. TnC’nin diger izoformu (fsTnC) ise,
hizli kasilan iskelet kas1 izoformdur; bu izoform TNNC2 geni tarafindan kodlanir. Fetal ve
yetiskinlik doneminde kalp kasinda TnC’de izoform degisimi meydana gelmez; yani kalbin
gelisimi sirasinda ve yetiskinlik doneminde ifade edilen TnC izoformu aynidir (Filatov ve
ark, 1999; Sheng ve Jin, 2014). Kalp kasinda ve yavas kasilan iskelet kasinda ifade edilen
TnC izoformu ayni oldugundan, bu izoform spesifik olarak miyokardiyal hasarin ortaya

konulmasinda kullanilamaz (Parmacek ve Solaro, 2004).

2.4.3.2. Troponin I

Troponin I, troponin kompleksinin inhibitor bilesenidir (Farah ve ark, 1994). Tnl’nin
ssTnl, fsTnl ve cTnl olmak iizere 3 izoformu bulunur. ssTnl, yavas kasilan iskelet kasinda;
fsTnl, hizli kasilan iskelet kasinda; cTnl ise, kalp kasinda ifade edilir. Bu izoformlar farkli
genler tarafindan kodlanir; ssTnl, TNNII; fsTnl, TNNI2; cTnl ise, TNNI3 geni tarafindan
kodlanir (Perry, 1999). TNNI3 geni, 19. kromozomda (19q13.4) yer alir ve bu gen, sekiz

ekzon ve yedi introndan olusur. Ekzon 3, fsTnl ve ssTnl’y1 ifade eden genlerde bulunmaz;
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bu ekzon cTnl’'nin diger Tnl izoformlarinda bulunmayan N-terminal uzantisini kodlar

(Bhavsar ve ark, 1996).

Kardiyak Tnl yapisal olarak alt1 birimden olusur (Li ve ark, 2004): (a) N-terminal
uzant1 (1-30 aa). Bu yapi, fsTnl ve ssTnl’da bulunmaz, cTnl’ya 6zeldir; (b) N-terminal
bolge (42-79 aa). Bu yapt TnC’nin C bolgesine baglanir; (¢) TnT’ye baglanan bdlge
(80-136 aa); (d) intibitdr peptid (128-147 aa). Bu yapt TnC ve tropomiyozin-aktine
baglanir; (¢) TnC’nin N bdlgesine baglanan yapr (148-163) ve (f) C-terminal bolge
(164-210). Bu yap1, Tnl izoformlar1 arasinda ve farkl tiir canlilar arasinda biiyiik benzerlik
gostermektedir (Jin ve ark, 2001; 2008). Sekil 11°de cTnl’'nin yapist ve transkripsiyon

sonrast yapisinda meyadna gelen degisiklikler goriilmektedir.
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Sekil 11. cTnl’nin yapist ve transkripsiyon sonrasi yapisinda meydana gelen degisiklikler

(Sheng ve Jin, 2014).

2.4.3.3. Troponin T

Troponin T, troponin kompleksinin tropomiyozin ile direkt olarak etkilesen tek
bilesenidir, bu izoform troponin kompleksinin ince iplik¢iklere baglanmasina aracilik eder.
Insan ve diger omurgali canlilarda her biri farkli genler (TNNTI, TNNT2, TNNT3)
tarafindan kodlanan {i¢ adet troponin T izoformu bulunur. TTNTI yavas kasilan ¢izgili
kasta (ssTnT), TNNT2 kalp kasinda (cTnT) ve TNNT3 ise hizli kasilan ¢izgi kasta (fsTnT)
ifade edilen izoformu kodlamaktadir. ¢TnT ile fsTnT arasinda N-terminal bdlgeleri
acisindan farklilik bulunmaktadir. Bunlar; 1. fsTnT nin ¢cTnT den 30 aminoasit daha kisa
olmast ve 2. ¢cTnT, fsTnT’ye gore daha fazla sayida asidik aminoaside sahip olmasidir
(Cooper ve Ordahl, 1984; Jin ve ark, 1992). Sekil 12°de cTnT nin yapisi, fonksiyonel
bolgeleri ve alternatif kesim bolgeleri sunulmustur. ¢cTnT, yetiskin iskelet kasinda ifade

edilmez. Buna kasin, rejenere olan iskelet kasinda cTnT ifade edilmektedir. iskelet kasinda
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patoloji goriilen hastalarin kaninda cTnT izoformlar1 belirlenebilir (Anderson ve ark,

1991).

Cardiac TnT
1. Hypervariable region | Conserved core structure |
| I 1
Tropomyosin binding
—_— Tnl binding
Exon 2 34 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17
~4| e T[T ] L ‘II I I [I e
S2 N-terminal truncation T194 (human) 5198 ‘T{human} T206 (mouse) 5278 (mouse) T287 (mouse)
Constitutively ASK‘} ASK PKC ROCK2 PKC
phosphorylated T197 (mouse) S201 (mouse) Raf-1 ROCK2
PKC PKC

Sekil 12. ¢cTnT’nin yapisi, fonksiyonel ve alternatif kesim bolgeleri ile transkripsiyon

sonrasi yapisinda meydana gelen degisiklikler (Sheng ve Jin, 2014).

Kardiyak TnT, TNNT2 geni tarafindan kodlanir. TNNT2 geni, 1. Kromozomda
(1g32.3) yer alir ve 17 ekzon ve 16 introndan olusmaktadir (Farza ve ark, 1998).
Insanlarda kalp kasinda TnT1, TnT2, TnT3 ve TnT4 olmak iizere dort farkli TnT izoformu
bulunur (Sekill3). Bu izoformlar, ekzon 4 ve 5’in alternatif ugbirlestirme ydntemiyle
biraraya gelmesiyle olusur. TnT izoformlar1 ve bu izoformlar1 kodlayan ekzonlardaki
farkliliklar su sekildedir: TnT1 (ekzon 3 ve 4 bulunur), TnT2 (ekzon 4 bulunmaz), TnT3
(ekson 5 bulunmaz) ve TnT4 (ekzon 4 ve 5 bulunmaz)’tiir (Mesnard-Rouiller ve ark, 1997,
Gomes ve ark, 2002). Ekzon 5 tarafindan kodlanan aminoasit dizisi (EEEDWREDED)
sadece fetal donemdeki c¢TnT (TnTl ve TnT2) izoformlarinda bulunur; yetiskin
donemdekilerde (TnT3 ve TnT4) bulunmaz. Bu ekzonun alternatif kesim ydntemiyle
¢ikarilmasi, cTnT nin kisalmasina ve TnT izoformunun daha asidik olmasina yol agar. TnT
izoformunun yapisindaki bu degisiklikler troponin kompleksinin fonksiyonunu
etkileyebilir. Bu izoformun ifadesi, miyositlerin maksimal kasilma giiciinii ve Ca*>’a

duyarhiligini arttirir (Mcauliffe ve ark, 1990; Nassar ve ark, 1991; Gomes ve ark, 2004).
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Sekil 13. cTnT izoformlari ile bu izoformlar1 kodlayan ekzonlar (Giiglii, 2006).

2.4.4. ANT’nin Kardiyotoksik Etkilerinin Saptanmasinda Troponinlerin Kullanim

Kardiyak miyositlerde sekillenen hasar sonucu hiicrede yer alan proteinlerin kan
dolagimina salindig bilinmektedir (Adamcova ve ark, 2007). Geleneksel olarak kreatin
kinaz (CK) ve onun miyokardiyal izoenzimi (CK-MB) son zamanlara kadar akut
miyokardiyal hasarin ortaya konulmasinda ‘altin standart’ olarak kabul edilmekte ve bu
veriler laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT) seviyelerinin belirlenmesi ile desteklenmekteydi (Adams ve ark, 1994; Jaffe ve ark,
1996; Adamcova ve ark, 2007). Ancak, kardiyak miyositler disinda diger dokularda da
ifade edilen bu proteinlerin miyokardiyal hasarin yanisira diger organlardaki cesitli
patolojik durumlarda da kandaki diizeyinin arttiginin belirlenmesi, bu proteinlerin kardiyak
hasarin ortaya konulmasinda kullanimini sinirlandirmaktadir. Amerikan Kardiyoloji Koleji
ve Avrupa Kardiyoloji Dernegi kalp kasina daha spesifik, daha duyarli ve daha uzun siire
kanda kalmalar1 sebebiyle geleneksel CK-MB testlerinin yerini kardiyak troponin (cTn)
testlerinin almas1 gerektigini dnermektedir (Alpert ve ark, 2000). Geleneksel yontemlerle
miyokardiyal hasar1 ortaya koyan belirteglere gére cTn’lerin en 6nemli avantajlart; kalp
kasina spesifite ve sensitivitesinin olduk¢a yiiksek olmasi ve dolagimda daha uzun siire
kalmasi olarak agiklanabilir (O’Brien ve ark, 2008; Tunca ve ark, 2009). Bu yiiksek
spesifite ve sensitivitelerinden dolayr insanlarda miyokardiyal hasarin ortaya
konulmasinda, Tn’ler ‘altin standart’ olarak kabul edilmektedir (Adamcova ve ark, 2007,

O’Brien ve ark, 2008).
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Troponin (Tn)’ler c¢izgili kaslarin ince iplikgikleri {izerinde diizenli araliklarla
yerlesmis ve cizgili kaslarda kasilmayr diizenleyen globiiler yapida protein
kompleksleridir. (Christenson ve ark., 1998; Wu ve ark., 1998). Hem Tnl’nin hem de
TnT’nin farkli genler tarafindan kodlanan ii¢ adet izoformu bulunmaktadir. Bunlar; yavas
kasilan iskelet kasi izoformu, hizli kasilan iskelet kasi izoformu ve kardiyak izoform
(Adamcova ve ark, 2007). Kalp kasinda ve yavag kasilan iskelet kasinda ifade edilen TnC
izoformu ayni oldugundan, bu izoform spesifik olarak miyokardiyal hasarin ortaya
konulmasinda kullanilamaz (Parmacek ve Solaro, 2004). Buna karsin hem Tnl hem de
TnT’nin kardiyak izoformlarinin sadece kalp kasinda ifade edilmesi nedeniyle bu
belirtecler miyokardiyal hasarin ortaya konulmasinda 6nemli diyagnostik kriterlerden
biridir (Perry, 1999; Gunes ve ark, 2005; Adamcova ve ark, 2007; Gunes ve ark, 2008;
Tunca ve ark, 2008; 2009).

Troponinler zedelenmis kardiyak miyositlerden kana -I, -C, -T kompleksleri (¢Tn-I-
C-T tglii kompleksi ve ¢cTn-I-C ikili kompleksi) seklinde ve serbest alt gruplar (cTn-I,
cTn-C ve cTn-T) olarak salinirlar (Christenson ve ark, 1998; Wu ve ark, 1998). Kalp
kasinda meydana gelen hasardan kisa bir siire sonra kandaki konsantrasyonlarinin
yiikselmesi, heniiz klinik bulgular sekillenmeden bile miyokard zedelenmesinin ortaya
konulmasinda 6énemli bir 6l¢iit olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir (Gunes ve ark,
2005; 2008; O’Brien ve ark, 2008; Tunca ve ark, 2008; 2009). Normal kosullarda kardiyak
miyositlerde herhangi bir dejenerasyon ya da nekroza iligkin bir bulgu olmaksizin,
kardiyomiyositlerdeki toplam cTn-I miktarinin yaklasik %2-4’1 sistolik kanda serbest
olarak bulunur (Wu ve ark, 1998). Saglikli bir kalp kasinda ¢Tn-I’nin biiyiik bir boliimii
kardiyomiyosit icinde yapisal olarak bagli durumdadir ve sadece kardiyomiyositte
meydana gelen dejenerasyon ve nekroz durumunda yikimlanan hiicreden salinir (Wallace
ve ark, 2004; Tunca ve ark, 2008; 2009). Insanlarda, Tn’ler miyokardiyal hasardan 5-7 saat
gibi oldukga kisa bir siire sonra kanda tespit edilebilir ve hasarin 1-2 giinii kandaki en st

seviyelerine ulasir (Mair, 1999).

Tn’ler oldukga kararsizdirlar; bu proteinlerin yapisi ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar
ile degisebilir. Ornegin, proteazlar araciligiyla yikimlanabilir, protein kinazlar (PKA, PKC)
tarafindan fosforillenebilir ya da oksitlenebilir. Bu proteinlerin yapisindaki degisiklikler
diyagnostik testlerin dogrulugunu etkilemesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Bu yiizden Tn

seviyesini belirlemek i¢in kullanilan diyagnostik testler sadece Tn’lerin farkli epitoplarini
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tanimast bakimidan degil farkli troponin komplekslerini (6rnegin T-I-C ya da C-I
troponin kompleksleri gibi) tanimasi ve Tn’lerin biyotransformasyonu sonu olusan farkli

molekiilleri tanimas1 bakimindan da farklidir (Morjana, 1998; Katrukha ve ark, 1997).

Troponinler kardiyotoksik ilaglarla olusturulan deneysel miyokardiyal hasarin ortaya
konulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Herman ve ark, 1998; 1999; Adamcova ve
ark, 1999; Bertinchant ve ark, 2000; 2003; Simunek ve ark, 2003; Herman ve ark, 2006;
York ve ark, 2007; Cove-Smith ve ark 2014; Lencova ve ark 2014). Sicanlarda
izoproterenol ile olusturulan deneysel kardiyotoksisitede; ozellikle diisiik izoproterenol
dozlarinda kardiyak miyositlerde belirgin histopatolojik degisiklikler goriilmeden once
serumda Tn konsantrasyonunun arttigi ortaya konmustur (York ve ark, 2007). HE ile
boyanan kalp kesitlerinde histopatolojik olarak dejenerasyon ve nekrozun goriilmedigi
kardiyak miyositlerde Tn immunoreaktivitesinde belirgin azalmalar goriilebilir. Ayrica,
miyokardiyal hasarin erken donemlerinde kardiyak miyositlerde sekillenen hafif
degisiklikleri belirlemek kolay degildir, bu degisiklikler kolayca godzden kagabilir.
Dolayisiyla kalp dokusunun immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi hasarin
baslangi¢ donemlerinde kardiyomiyositlerde sekillenen hasarin ortaya konulmasi agisindan
olduk¢a oOnemlidir. Bu baglamda, bu calismada miyokardiyumda sekillenen hasari
belirlemek ve deney gruplar arasinda miyokardiyal hasarin yaygmligini karsilastirmak i¢in
kalp dokusunda TnT ve Tnl ifade diizeyi immunohistokimyasal ve immunoblotlama

yontemleri ile degerlendirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismanin tasarimi, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan, 2014 yili XI. oturumu ve 64583101/2014/189 sayil1 karart ile
onaylanmistir. Calismada Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvar1 Sanayi ve Ticaret A.S’
den temin edilen 6-8 haftalik, ortalama 22,9+1,6 agirliginda 45 adet Balb/c 1rki erkek fare
kullanildi.

Deney siiresi boyunca Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Merkezi’'nde 22+2 °C sicaklik, %50-70 nem ve 12/12 saat
aydinlik/karanlik kosullarinda, seffaf polikarbonat kafeslerde barindirilan hayvanlar

standart fare yemi ile beslendi, suya serbestce ulagmalar1 saglandi.
3.2. Deney Tasarimi

Deney hayvanlar rastgele secilerek 6 grup olusturuldu. Deney gruplari ve deney

hayvanlar lizerinde yapilan uygulamalar Sekil 14’te sunuldu.
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Sekil 14. Deney gruplari ve deney hayvanlari lizerinde yapilan uygulamalar
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Grup I (Kontrol grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara toplamda 6 hafta siiren
deneyin ilk 2 ve son 2 haftasinda haftada iki doz olmak iizere intraperitoneal (ip) yolla
serum fizyolojik (SF) uygulandi. Ayrica, deney siiresi boyunca hergiin gavajla SF
uygulandi.

Grup II (DOKS grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2
haftasinda haftada iki doz olmak iizere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS (Adriamisin, Deva,
Tiirkiye) uygulandi (Imondi ve ark, 1996)

Grup III (DEKS grubu, n= 5): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2
haftasinda haftada iki doz olmak iizere ip yolla 30 mg/kg dozda DEKS (Cardioxane,
Clinical Healthcare, United Kingdom) uygulandi (Herman ve ark, 1981; 1985; 1994).

Grup IV (DOKS+DEKS grubu, n= 10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve
son 2 haftasinda haftada iki doz olmak iizere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS uygulanmasina
ilaveten DOKS uygulamalarindan 30 dakika once intraperitoneal yolla 30 mg/kg dozda
DEKS uygulandi.

Grup V (SIL grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara 6 hafta boyunca hergiin gavajla
100 mg/kg dozda SIL (Sigma, United States) uyguland.

Grup VI (DOKS+SIL grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son
2 haftasinda haftada iki doz olmak {izere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS uygulanmasina
ilaveten deney siiresi boyunca hergiin gavajla 100 mg/kg dozda SIL uygulandi. Ayrica,
DOKS ve SIL’in birlikte uygulandiginda giinlerde SIL uygulamas1t DOKS uygulamasindan
1 saat once yapildi (Zhao ve Agarwal, 1999; Cecen ve ark, 2011; El-Awady ve ark, 2011).

Deneyin sonunda deney hayvanlar1 ketamin (50 mg/kg) + ksilazin (5 mg/kg)

anestezisi altinda servikal dislokasyon yontemiyle 6tenazi edildi.

3.3. Nekropsi ve Histopatolojik Inceleme

Tiim hayvanlarin nekropsileri yapildiktan sonra goriilen makroskobik bulgular
kaydedildi. Kalp ¢ikarildiktan sonra kalp atimlar1 duruncaya kadar soguk (+4 °C) serum
fizyolojik icinde bekletildi. Kalbin bazisinden apeksine dogru uzunlamasina kesit atilarak
kalp iki parcaya ayrildi (Morawietz ve ark, 2004); bir par¢ast immunoblotlama ve kantitatif

gen ekspresyon c¢alismalarinda kullanilmak iizere sivi azotta dondurulup calisilincaya
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kadar derin dondurucuda saklandi, diger parca ise 12-24 saat %10’luk tamponlu formalin
sollisyonunda tespit edildi. Tespit edilen dokular trimlenerek doku takip kasetlerine
yerlestirildi, 6-8 saat akan ¢esme suyu ile yikandi, doku takip cihazinda takip edilerek
(Leica TP1020) parafinde bloklandi. Parafine gomiilen dokular mikrotom (Leica RM
2135) ile 5 um kalinhiginda kesilip, kesitler normal ve pozitif yiikle yiiklii lamlara alindi.
Normal lamlara alinan kesitler, hematoksilen-eozin ile; pozitif yiiklii lamlara alinan kesitler
ise, immunohistokimyasal boyama yoOntemi ile boyandi. Hazirlanan preparatlar 1s1k
mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi, mikroskobik dijital fotograflar (Olympus C-
5050) cekilerek bilgisayar ortamina aktarildi.

Kalp dokusunda karsilasilan histopatolojik degisiklikler, bu degisikliklerin siddeti ve
yayginligr temel alinarak olusturulan kardiyomiyopati skoru adi verilen bir skorlama
sistemi ile semikantitatif olarak degerlendirildi (Bertazzoli ve ark, 1979).
Kardiyomiyositlerde sekillenen histopatolojik degisikligin siddeti su sekilde skorlandi: O:
(herhangi bir lezyon yok), 1: (sitoplazmik vakuolizasyon+hiyalin dejenerasyonu), 2
(sitoplazmik vakuolizasyon+nekrotik degisiklikler). Belirlenen degisikligin yayginlig1 ise
Tablo 1’de sunulan sekilde skorlandi. Bu iki deger toplanarak bulunan deger o hayvanin

kardiyomiyopati skoru olarak kaydedildi.

Tablo 1. Histopatolojik degisikliklerin yayginliginin degerlendirilmesinde kullanilan

skorlama sistemi

Yayginhk Skor
Patolojik degisiklik yok 0
Patolojik degisiklik tek tiik birkag hiicrede gorildiigiinde 1

Kiigiik hiicre gruplar seklinde az sayida alan etkilendiginde

Kiiciik hiicre gruplart seklinde ¢ok sayida alan etkilendiginde

B W N

Miyokardiyum genis alanlar halinde etkilendiginde

3.4. Immunohistokimyasal Inceleme

Parafine gomiilen dokulardan alinan seri kesitlerde kardiyak troponin I tip 3,
kardiyak troponin T tip 2, ToplIf ve yH,Ax ifadesini belirlemek amaciyla polimer tabanli
indirekt immunohistokimyasal boyama yontemi kullanildi. Bu kapsamda; kesitler, ksilol ve

konsantrasyonu gittikce azalan alkol serilerinden gecirilerek sirasiyla deparafinize ve
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rehidre edildi. Bu agsamadan sonra uygulanan tiim islemler arasinda kesitler 3’er kez 5’er
dakika TBS-T (pH: 7,6) soliisyonu ile yikandi. Kesitler, metanolde hazirlanmis %3’liik
hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dakika inkiibe edilerek dokularin endojen peroksidaz
aktivitesi engellendi. Kesitler, 95 °C’ye 1sitilan Rodent decloaker (Biocare Medical Inc,
ABD) soliisyonunda 30 dakika inkiibe edilerek dokudaki antijenlerin aciga ¢ikmasi
saglandi. Kesitler, Rodent block M (Biocare Medical Inc, ABD) soliisyonu ile muamele
edilip 30 dakika inkiibe edilerek dokudaki spesifik olmayan boyanmalar engellendi.
Dokudaki kardiyak troponin I tip 3, kardiyak troponin T tip 2, ToplIp ve yH,Ax ifadesini
belirlemek amaciyla, TBS-T’de hazirlanmis %3’liik BSA ile uygun konsantrasyonda
sulandirilan birincil antikorlarla muamele edilen kesitler 37 °C’de 1 saat nemli kamarada
inkiibe edildi. Kullanilan birincil antikorlarin sulandirma oranlar1 Tablo 2’de sunuldu. Bu
islemin takiben, keci anti-tavsan-HRP polimer (Biocare Medical Inc, ABD) ikincil
antikoru ile muamele edilen kesitler oda sicakliginda nemli kamarada 30 dakika inkiibe
edildi ve DAB (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride, DAB Quanto chromogen and
substrate, Thermo scientific, ABD) ile muamele edilip 5 dakika inkiibe edilerek reaksiyon
sonlandirildi. Mayer hematoksilen (Sigma) ile karsit boyama yapildiktan sonra dokular
konsantrasyonu gittikce artan alkol serilerinden gecirilerek dehidre edildi. Ksilen ile
seffaflandirilan kesitler yapistirici ile kapatildi. Negatif kontrol i¢in kesitler birincil antikor
yerine bu antikorun sulandirilmasinda kullanilan TBS-T soliisyonu ile muamele edildi. Bu

islem disinda diger tiim islemler yukarida anlatildig: sekilde uygulandi.

Tablo 2. Immunohistokimyasal boyamalarda kullamlan birincil antikorlarin spesifitesi,

firma bilgileri ve diliisyon oranlari

Antikor Klon Firma Diliisyon
Troponin I Type 3 tavsan pAb IgG, NBP2-20734 Novusbio 1:250
(cardiac)

Troponin T Type 2 tavsan pAb IgG, NBP1-88070 Novusbio 1:250
(cardiac)

ToplIp tavsan pAb IgG, NBP1-89527 Novusbio 1:250
vH,Ax tavsan pAb IgG, NBP1-19931 Novusbio 1:250
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3.5. immunohistokimyasal Boyama Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kalp dokusunda Tnl ve TnT’nin immunoreaktivitesi incelenen alanlarda pozitif
hiicre sayis1 temel alinarak olusturulan degerlendirme sistemi ile belirlendi. Bu amagla her
bir kesit i¢in 151k mikroskobunda 40’11k biiyiitmede, her biri 100 gridlik (10x10) ve toplami1
0.025 mm?® ye esit 10 ayr1 alan rastgele secilerek incelendi. Her alanda pozitif boyanan
hiicrelerin yiizde oranlar1 belirlendi, incelenen 10 sahanin ortalamasi alinarak bulunan

deger o hayvanin verisi olarak kaydedildi.

Kalp dokusunda ToplIf ve yH,Ax’in immunoreaktivitesi, incelenen alanlarda
agirlikli boyanma yogunlugu ile boyanma yaygimligi esas almarak olusturulan Allred
skorlama sistemi ile degerlendirildi (Qureshi ve Pervez, 2010). Bu skorlama sisteminin
sematize edilmis hali Sekil 15°de sunuldu. Incelenen alanlarda agirlikli boyanma
yogunlugu degeri su sekilde belirlendi: 0 (herhangi bir boyanma yok), 1 (zayif), 2 (orta), 3
(yogun). Boyanma yayginhigi degeri ise, agirlikli boyanma yogunlugu degerinde boyanan
hiicrelerin tiim hiicrelere oran1 temel alinarak olusturulan skorlama sistemi ile su sekilde
belirlendi: O (herhangi bir boyanma yok), 1 (1/100), 2 (1/100-1/10), 3 (1/10-1/3), 4 (1/3-
2/3), 5 (2/3-1). Agirlikli boyanma yogunlugu degeri ile boyanma yaygmligr degeri
toplanarak incelenen alanin Allred skoru belirlendi. Bu islem rastgele segilen 10 farkli
alanda tekrarlandi, incelenen 10 alanin ortalamasi alinarak bulunan deger o hayvanin verisi

olarak kaydedildi.

Boyanma
Yayginhgi
Skoru (PS)
> Yo to Yo >VYoto Vs >hto >¥to1l
Pe- s
Boyanma Q&S’.ﬁ' Toplam skor (TS) = PS + 1S
Yogunlugu ‘o o
Skoru (IS 3
(1s) ozt
£
1
Negatif Zayif Orta Gglt

Sekil 15. Allred skorlama sistemi (Qureshi ve Pervez, 2010’dan degistirilerek alinmistir).
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3.6. immunoblotlama (Western Blotting)

Kalp dokusunda troponin I tip 3, troponin T tip 2, yH,Ax ve B-aktin proteinlerinin
ifade diizeyi immunoblotlama yontemi ile belirlendi (Kurien ve Scofield, 2015). Bu
amagla; kalp dokusundan izole edilen total protein karisimi, sodyum dodesil
siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile aynstirildi. Elektroforezis ile
molekiiler agirliklarina gore ayristirilan proteinler, yar1 kuru (semi-dry) transfer sistemi ile
poliviniliden floriir (PVDF) membrana transfer edildi. Bu islemi takiben PVDF membran,
aranan proteine 0zgiil birincil antikorlarla inkiibe edildi. Daha sonra, PVDF membran
yaban turbu peroksidaz (HRP) enzimi ile isaretlenmis birincil antikora 6zgiil ikincil
antikorla inkiibe edildi ve Enhanced Chemiluminescence (ECL) soliisyonu ile inkiibe
edilerek reaksiyon sonlandirildi. Protein bandlari, ChemiDoc-ItR2 Imager (UVP)
goriintiileme ve analiz programu ile degerlendirildi. ilgilenilen proteinin ifade diizeyi B-
aktin proteinin ifade diizeyi ile normalize edilerek varsayilan birim (arbitrary unit) seklinde

hesaplandi. immunoblotlama testinde kullanilan malzemeler Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3. immunoblotlama testinde kullanilan malzemeler

Uriin Uriin Kodu Firma
RIPA Lysis tamponu sc-24948 Santa Cruz
Smart BCA protein assay kit 21071 Intron
Trizma base T-6066 Sigma-Aldrich
Sodium dodecyl sulfate L-3771 Sigma-Aldrich
Acrylamide/Bis-acrylamide, %30 solution A-3574 Sigma-Aldrich
Glycerol G-5516 Sigma-Aldrich
Ammonium persulfate A-3678 Sigma-Aldrich
N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine T-7024 Sigma-Aldrich
Glycine G-8898 Sigma-Aldrich
Ethanol, absolute 32221 Sigma-Aldrich
2-propanol 24137 Sigma-Aldrich
Immobilon-P Membrane, PVDF, 0.45 pm, 26.5 cm IPVHO00010 Merck Millipore
x3.75 m roll

Methanol 32213 Sigma-Aldrich
Skim milk powder 70166 Sigma-Aldrich
Bovine serum albiimin A2153 Sigma-Aldrich
Sodium chloride 31434 Sigma-Aldrich
Potassium chloride 104936 Merck Millipore
Tween-20 P1379 Sigma-Aldrich
Sodium hydroxide 106498 Merck Millipore
PageRuler Prestained protein ladder, 10 to 180 kDa 26616 ThermoFisher Scientific
Prestained protein ladder V PL0O05 Geneaid
Luminata Crescendo Western HRP substrate WBLURO0100 Merck Millipore
Luminata Forte Western HRP substrate WBLUFO0100 Merck Millipore
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Metot
1. Elektroforezis Isleminde Kullanilan Cézeltiler
1.1. Ayiria jel ¢ozeltisi (pH 8.8)

91 g Tris-base, distile su ile ¢oziildii. 20 ml %10 SDS (w/v) eklendi. Cozelti hacmi
distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Cozeltinin pH’s1 6N HCI (~14 ml) ile 8.8’e ayarlandi.

Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.
1.2. Paketleyici jel cozeltisi (pH 6.8)

30.5 g Tris-base, distile su ile ¢oziildii. 20 ml %10 SDS (w/v) eklendi. Cozelti hacmi
distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Cozeltinin pH’s1 6N HCI (~30 ml) ile 6.8’e ayarlandi.

Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.
1.3. Yiiriitme tamponu (10x, pH 8.6)
30 g Tris-base, 144 g glisin ve 15 g SDS, 1 L distile su ile ¢oziildii.
1.4. %40 (w/v) Amonyum persiilfat (APS) c¢ozeltisi
0.1 g APS, 250 pl distile su ile ¢oziildii. Cozelti 4°C’de muhafaza edildi.
1.5. SDS (%10) (w/v)
5 g SDS, 50 ml distile su ile ¢oziildii.
2. Transfer isleminde Kullanilan Cézeltiler
2.1. Transfer tamponu
5.8 g Tris-base, 2.9 glisin, 3.75 ml %10 (w/v) SDS, 800 ml distile su ile ¢oziildii.
2.2. TBS (10x)

30.2 g Tris-base, 43.8 g NaCl, 0.9 g KCI 1 L distile su ile ¢oziildii.
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3.6.1. Dokularin Homojenizasyonu, Total Protein izolasyonu ve Protein Miktarinin
Belirlenmesi

Total protein izolasyonu RIPA Lizis tamponu (sc-24948, Santa Cruz, ABD) ile

gergeklestirildi. Total protein miktart Smart BCA Protein Assay (Intron) kiti ile belirlendi.

Bu amagla;

1. Derin dondurucudan ¢ikarilan 6rnekler kuru buz iistiinde ¢oziinmeye birakildi,

ornekler tartilarak her bir 6rnek i¢in kullanilacak tampon ¢6zelti miktar1 hesaplandi.
2. Ornekler rotor-stator tip homojenizatdr ile parcalandi.
3. Elde edilen homojenat 30 dakika kuru buz iistiinde inkiibe edildi.
4. Homojenat 12000 rpm’de 10 dakika santifiij edildi.

5. Siipernatant yeni tiiplere aktarildi, siipernatantin absorbans degeri protein miktar
bilinen BSA standartlarinin absorbans degerleri ile kiyaslanarak elde edilen lizattaki total

protein miktar1 ug/ml cinsinden belirlendi.

6. Elde edilen lizat kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklandi.

3.6.2. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi ve Elektroforezis Islemi

Cam tabakalar temizlenerek jel dokiim standina yerlestirildi. Ilgilenilen proteinin
molekiiler agirligina goére uygun konsantrasyonda ayirict jel ¢ozeltisi (TnT ve Tnl igin
%10’luk; YH>AX i¢in ise, %12’lik) hazirlandi. Ayirict jel bilesenleri Tablo 4’te sunuldu.
Hazirlanan ayirici jel ¢ozeltisi, cam tabakalar arasina dokiilerek yiizeyi izopropanol ile
kaplandi. Jelin polimerizasyonunu takiben jelin yiizeyindeki izopropanol dokiildi ve jel
yiizeyi distile su ile birka¢ kez yikandi. Bu islemi takiben paketleyici jel ¢ozeltisi
hazirlandi. Paketleyici jel bilesenleri Tablo 5°te sunuldu. Hazirlanan paketleyici jel
¢oOzeltisi polimerlesen ayirici jel ¢ozeltisi Uistiine dokiildii ve cam tabakalar arasina tarak
yerlestirildi. Paketleyici jelin donmasinin ardindan taraklar ¢ikarildi. Kuyucuklar yiiriitme
tamponu (1x) ile yikandi. Hazirlanan jel, dikey elektroforez tankina (Bio-Rad Mini)
yerlestirilip tankin icine jel kasetinin yarisin1 gegmeyecek sekilde yiiriitme tamponu (1x)
ilave edildi. Protein 6rnekleri, indirgeyici tampon (5x) ile karistirilarak bu karisim 95 °C’de

5 dakika inkiibe edildi. Protein agirlik belirteci ve oOrnekler kuyucuklara yiiklendi.
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Elektroforez i¢in kullanilan jel basina 15-25 mAmp uygulandi. Brom fenol mavisi jelin alt

ucuna varinca akim kesilerek elektroforezis islemi sonlandirildi.

Tablo 4. Ayirict jel bilesenleri ve miktarlari

%1,5 %10 %12
B - 335 245mi
EECN Zm 0
s i i
_ 150 pl 150 ul 150 ul
B - LE 2T

Tablo 5. Paketleyici jel bilesenleri ve miktarlari

3.15 ml

1.25 ml

0.5 ml
6 ul
12 pl

3.6.3. Ayristirilan Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

Elektroforezis ile ayrigtirilan proteinler, yarit kuru transfer sistemi (Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell, Biorad) ile PVDF membrana transfer edildi. Bu amagla; 6 adet
Whatman filtre kagid1 1x transfer tamponunda 5 dakika inkiibe edildikten sonra transfer
sistemine yerlestirildi. PVDF membran metanolde 5 dakika inkiibe edilerek aktive edildi
ve filtre kagitlarmin istiine yerlestirildi. SDS-PAGE jelin ayrnstirict jel tabakasi,
paketleyici jel tabakasindan ayrilarak PVDF membraninin iizerine yerlestirildi. 1x transfer
tamponunda 5 dakika inkiibe edilen 6 adet Whatman filtre kagidi membranin {istiine
yerlestirildi. Transfer modiiliiniin kapag: kapatilarak 220 mAmp akimda 2 saat siireyle

transfer iglemi gerceklestirildi.
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3.6.4. Antikor ile Inkiibasyon

Transfer islemini takiben, PVDF membran bloklama ¢ozeltisinde (5 g yagsiz siit tozu
100 ml TBS-T’de ¢oziilerek hazirlandi) ile yatay calkalayicida 1 saat inkiibe edildi.
Bloklama islemi sonras1i PVDF membran 3 kez 5’er dakika siireyle TBS-T soliisyonu ile
yikandi. Bu islemi takiben PVDF membran, TBS-T’de hazirlanmis %3’liikk BSA ile uygun
konsantrasyonda sulandirilan birincil antikorlarla soguk odada yatay calkayicida gece boyu
inkiibe edildi. Calismada kullanilan birincil antikorlarin sulandirma oranlart Tablo 6’da
sunuldu. Bu islemi takiben PVDF membran 3 kez 5’er dakika siireyle TBS-T soliisyonu ile
yikand1 ve TBS-T’de hazirlanmis %3’liik BSA ile uygun konsantrasyonda sulandirilan
birincil antikora uygun ikincil antikorla oda sicakliginda yatay calkayicida 1 saat inkiibe

edildi. Calismada kullanilan ikincil antikorlar ve sulandirma oranlar1 Tablo 7’de sunuldu.

Tablo 6. Immunoblotlamada kullanilan birincil antikorlarin spesifitesi, firma bilgileri ve

diliisyon oranlari

Antikor Klon Firma Diliisyon
Troponin I Type 3 (cardiac) tavsan pAb IgG, NBP2-20734 Novusbio 1:2500
Troponin T Type 2 (cardiac) tavsan pAb IgG, NBP1-88070 Novusbio 1:250
vYH,Ax tavsan pAb IgG, NBP1-19931 Novusbio 1:750
B-aktin fare mAb IgG, NB600-501 Novusbio 1:1000

Tablo 7. Immunoblotlamada kullanilan ikincil antikorlarin iiriin kodu, firma bilgileri ve

diliisyon oranlari

Antikor Uriin kodu Firma Diliisyon
Keci-anti tavsan IgG-HRP sc-2004 Santa Cruz 1:2500
Keci-anti fare IgG-HRP sc-2005 Santa Cruz 1:2500

3.6.5. Goriintiileme ve Analiz

Ikincil antikor ile inkiibasyonunun ardindan PVDF membran 3 kez 5’er dakika
sireyle TBS-T soliisyonu ile yikandi. Bu islemi takiben PVDF membran kurutma
kagidinda kurutularak yikama soliisyonu tamamen uzaklastirildi. Standart protein
belirtegleri WesternSure Pen (LiCor) kalemi ile ¢izildi. Daha sonra PVDF membran ECL
sollisyonu ile 1-2 dakika muamele edilerek ChemiDoc-ItR2 Imager (UVP) cihazinda

gorlintiilendi ve bandlarin goriintiileri kaydedildi. Bu islemin ardindan PVDF membran 3
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kez 5’er dakika siireyle TBS-T soliisyonu ile yikanarak anti-B-aktin birincil antikoru ile
gece boyu inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dakika siireyle TBS-T soliisyonu ile
yikanan PVDF membran uygun ikincil antikorla 1 saat inkiibe edilerek yukarda anlatildigi

sekilde goriintiilendi. Elde edilen bandlar yazilim programu ile analiz edildi.

3.7. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kalp dokusunda ToplIf geninin ifade diizeyi kantitatif es zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (qPCR) testi ile belirlendi. Bu amagla;

1. Kalp dokularindan izole edilen total RNA’dan komplementer DNA (cDNA)

sentez edildi.

2. Hedef (ToplIf) ve referans (B-aktin) genin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ve
PCR reaksiyonunun verimliligi belirlendi. Bu amagla; deney gruplarindan rastgele segilen
bir hayvanin cDNA 6rnegi log5 tabaminda gére sulandirilarak (57, 52 57, 5%, 57) seri
diliisyonlar hazirlandi. Hazirlanan cDNA diliisyonlar ile yapilan PCR islemi sonucunda
bulunan Threshold cycle (Cr) degerleri ile standart egri grafigi cizilerek hedef ve referans
genin verimliligi hesaplandi. Elde edilen PCR iiriinleri %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

beklenen biiyiikliikte tirliniin ¢ogaltilip cogaltilmadig belirlendi.

3. gqPCR testi ile kalp dokusunda ToplIf ve B-aktin geni ortalama Cr degerleri
hesapland1. TopIIp geni ifade diizeyi, 2" formiilii ile hesaplandi (Schmittgen ve Livak,
2008). PCR testinde kullanilan malzemeler Tablo 8’de sunuldu.

Tablo 8. qPCR testinde kullanilan sarf malzemeler, {iriin kodu ve firma bilgileri

Uriin Firma Uriin Kodu
PureLink RNA mini kit ThermoFisher Scientific 12183018A
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M3148
2-propanol Sigma-Aldrich 24137
Kloroform Sigma-Aldrich 528730
Ultrapure agarose ThermoFisher Scientific 16500500
Acetic acid Sigma-Aldrich A6283
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) Sigma-Aldrich E9884
GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium 41002
TrackIt™ 100 bp DNA Ladder ThermoFisher Scientific 10488058
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Tablo 8. qPCR testinde kullanilan sarf malzemeler, iiriin kodu ve firma bilgileri (devami)

6x NZYDNA loading dye Nzytech MB13101
MOPS (3-(N-Morpholino)propanesulfonic Sigma-Aldrich M8899
acid)

Sodium acetate trihydrate Merck 1062651000
Formaldehyde solution Sigma-Aldrich 252549
N,N-Dimethylformamide Sigma-Aldrich D4551
Diethyl pyrocarbonate Sigma-Aldrich D5758
Ethanol, absolute Sigma-Aldrich 32221
Qubit RNA BR Assay Kit ThermoFisher Scientific Q10210
Qubit Assay Tubes ThermoFisher Scientific Q32856
High-Capacity cDNA Reverse ThermoFisher Scientific 4368814
Transcription Kit

TagMan Universal Master Mix II ~ ThermoFisher Scientific 4368814
Actb gene expression assay ~ ThermoFisher Scientific =~ Mm02619580_g1
ToplIb gene expression assay ThermoFisher Scientific Mm00493776_ml

3.7.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Purelink RNA mini kit (Thermo scientific, ABD) ile
gergeklestirildi. Bu amagla;

1. Orneklerin homojenizasyonu iki asamada gergeklestirildi. Ik olarak sonikatdr
yardimiyla parcalanan ornekler daha sonra sivi azot ile hizli bir sekilde dondurulup 1s1
blokta hizlica ¢oziilerek tamamen pargalandi. Bu islemler hi¢ doku pargasi goriilmeyinceye

kadar tekrarland.
2. Homojenat 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
3. Santrifiij sonras1 siipernatant toplanarak yeni tiiplere aktarildi.

4. Siipernatantin {istiine siipernatant miktar1 kadar %70’lik etanol eklenerek tiipler

kisa stire vorteklendi.

5. Elde edilen karisim kolonlara yiiklenip kolonlar 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.
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6. Kolonlar yeni santrifiij tiiplerine yerlestirilip haznelerine birinci yikama soliisyonu
eklendi. Kolonlar santrifiij edildi. Kolonun altina gecen sivi dokiilerek kolonlar yeniden

tiiplere yerlestirildi.

7. Kolonlarin haznesine ikinci yikama soliisyonu eklendi, kolonlar santrifiij edildi,

altta gecen s1v1 dokiildii.

8. Kolonlar RNA’larin saklanacagi santrifiij tiiplerine yerlestirildi, kolonun haznesine
30 ul RNase icermeyen distile su eklendi, kolonlar 2 dakika en yiiksek devirde santrifiij
edildi.

9. izole edilen RNAlar analiz edilinceye kadar derin dondurucuda saklandh.

3.7.2. RNA Kalite Kontrolii

izole edilen total RNA miktar1, Qubit RNA broad range assay (Thermo scientific,
ABD) kiti ile 6l¢iildii. Olgiim islemi her 6rnek igin 3 kez tekrarlandi, bu ii¢ degerin
ortalamas1 almarak bulunan deger o &rnegin derisimi olarak kaydedildi. Izole edilen
RNA’larin biitiinligii denatiire jel elektroforezi (%1.5 agaroz-formaldehid jel) ile kontrol

edildi.

Her deney grubu i¢in RNA havuzu olusturuldu. RNA havuzu, ayni gruptaki
hayvanlardan elde edilen RNA 6rnekleri esit miktarlarda karistirilarak elde edildi.

3.7.3. Komplementer DNA sentezi

Komplementer DNA sentezi High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo
scientific, ABD) kiti ile iiretici firmanin direktifleri takip edilerek gergeklestirildi. cDNA
sentezinde kullanilan her bir bilesen Tablo 9’da verilen miktarlarda karistirilarak karisim
hazirlandi. Kalip olarak 1000 ng RNA kullanildi. cDNA sentezi Tablo 10°da verilen
kosullarda  SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo scientific, ABD) cihazinda
gergeklestirildi.
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Tablo 9. cDNA sentezinde kullanilan malzemeler ve miktarlari

Bilesenler Miktar (ul)
10X RT buffer 2.0

25X dNTP (100 mM) 0.8

10X RT random primers 2.0
MultiScribeTM Reverse Transkriptase 1.0
Nucleas free water

RNA *

Toplam hacim 20

*: Her reaksiyon tiipiinde total kalip RNA miktar1 1000 ng olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 10. cDNA sentez asamalar1 ve bu asamalardaki sicaklik ve bekleme siireleri

l.asama 2.asama 3.asama 4.asama
(Primer (cDNA sentezi) (Denatiirasyon)
baglanmasi)
Sicaklik 25°C 37°C ‘ 85 °C 4°C
Siire 10 dakika ‘ 120 dakika 5 dakika | 00

3.7.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kalp dokusunda ToplIp ve B-aktin geni ifade diizeyi qPCR testi ile belirlendi. PCR

karisimi Tablo 11°de verildigi sekilde hazirlandi. PCR islemi Tablo 12’de verilen
kosullarda StepOnePlus™ Real Time PCR System (Applied biosystem, ABD) cihazinda

gergeklestirildi.

Tablo 11. PCR isleminde kullanilan malzemeler ve miktarlar

Miktar (ul) Final konsantrasyonu
TagMan Universal Master Mix 11 10.0 1X
TagqMan Assay, 20X 1.0 1X
cDNA template 1.0 50 ng
RNAse free water 9.0 -
Toplam miktar 20 -
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Tablo 12. PCR asamalar1 ve bu asamalardaki sicaklik ve bekleme siireleri

PCR (40 siklus)
Polimeraz Denatiirasyon Baglanma/
aktivasyonu Uzama
Sicaklik (°C) 95 95 60
Siire (dk:sn) 10:00 00:15 1:00
Reaksiyon miktar1 (ul) 20

qPCR sonucunda kalp dokusu orneklerinde ToplIf ve B-aktin geni ortalama Cr
degerleri hesaplandi. Topll geni Crdegeri, B-aktin geni Ct degeri ile normalize edilerek bu

genin ifadesi 2" formiilii ile hesaplandi (Schmittgen ve Livak, 2008).

3.8. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 22 (Inc., Chiago, II, USA) yazilimi ile analiz edildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile, homojenitesi ise Levene’s testi ile
belirlendi. immunohistokimyasal incelemeler ve immunoblotlama testi sonucunda elde
edilen veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi; gruplar arasi
istatistiksel farkliliklar post-hoc Tukey testi ile belirlendi. Deney hayvanlar1 {izerinde
yapilan uygulamalarin hayvanlarin ortalama canli agirliklart {izerine etkisi tekrarl
Ol¢iimler i¢in iki yonlii varyans analizi ile degerlendirildi; gruplar arasi istatistiksel
farkliliklar GLM prosediirlerinden post-hoc Tukey testi ile belirlendi. 0,05’ten kiiciik P

degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Haftalara Gore Canh Agirhik Degisimleri

Deney siiresince gruplar arasit haftalik ortalama canli agirlik (g) degisimleri ve

istatistiksel farkliliklar Sekil 16 ve Tablo 13’de ayrintili olarak sunuldu.

—¢— Kontrol == DOKS DOKS+DEKS === DOKS+SIL === DEKS SiL

28
27
26
25

24

CANLI AGIRLIK

23

22

21

20

Sekil 16. Deney siiresince gruplar arasi haftalik agirlik degisimleri

Gruplar arasi haftalik ortalama canli agirlik degisimi 4. haftadan itibaren farklilik
gosterdi. DOKS grubunda deneklerin agirliklar1 3. haftadan itibaren azalmaya bagladi. Bu
gruptaki canli agirliklar 6. haftada kontrol grubuna gore anlamli olarak diisikk bulundu
(p<0.001). DOKS-DEKS grubunda deneklerin agirliklar1 ilk haftadan itibaren artma
egilimdeydi. Bu gruptaki canli agirliklar 6. haftada DOKS grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0.001). DOKS-SIL grubunda deneklerin canli agirliklar1 4. haftadan
itibaren azalma egilimindeydi. Bu grup ile DOKS grubu arasinda ortalama canli agirlik
benzer bulundu (p>0.05). DEKS ve SIL grubunda deneklerin agirliklari ilk haftadan
itibaren artma egilimindeydi. SIL grubunda deneklerin canli agirliklar1 6. haftada kontrol

grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu.
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Tablo 13. Gruplar aras1 haftalik agirlik degisimleri ve istatistiksel analiz

HAFTA GRUP
Kontrol DOKS DOKS+DEKS DOKS+SiL  DEKS SiL
0 22,8402 | 22,703 22,9+0,4 21,8+0,5 = 232+1,0 = 232+1,0
1 21,404  23,7+0,8 23,7+0,3 22,8405 23,608 24,6+14
2 22,5+0,4  25,7+0,8 24,4+0,4 23,2+0,6 = 24,9+0,8 = 253+14
3 24,004  25,60,5 24,8+0,5 23,540,6  253+1,0 26,0412
4 24,040,5" | 232+0,6® = 25,5404 22,040,5" | 254+1,1"  27,4+1,1°
5 24,3+0,3"  233+0,5°  24,9+0,4" 22,5+0,3"  24,7+12™ | 26,7+1,2°
6 23,5£0,5™ | 20,5+0,7° 24,7+0,4% 21,6+0,3" | 24,1+1,1™¢ | 27,3+1,0°
P degerleri
Zaman <0.001
Grup 0.001
Interaksiyon <0.001

* Ayni satirdaki farkli Uist karakterler gruplar arasi farklilig ifade etmektedir.

4.2. Makroskobik Bulgular

Nekropside; kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarda herhangi bir makroskobik

degisiklige rastlanmadi.

4.3. Histopatolojik Bulgular

Kontrol, SIL ve DEKS grubunda yer alan hayvanlarm kalp dokusunda herhangi bir
histopatolojik degisiklige rastlanmadi.

DOKS, DOKS+DEKS ve DOKS+SIL gruplarinda kalp dokusunda hafiften
siddetliye degisen histopatolojik degisiklikler ile karsilasildi. Kalp dokusunda karsilagilan
histopatolojik degisiklikler; kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon (vakuoler
dejenerasyon), hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu ve miyositolizis seklindeydi. Sitoplazmik
vakuolizasyon; kardiyomiyositlerin sitoplazmasinda degisen biiyiikliiklerde keskin kenarli
boya almayan bosluklar seklinde goriilmekteydi. Bu degisiklik tek basina goriilebilmekle
birlikte cogunlukla hiyalini degisiklik ya da miyositolizis ile birlikteydi. Hiyalin

dejenerasyonu seklinde tanimlanan degisiklikte; kas telleri enine ¢izgilenmelerini tamamen

50



kaybederek boylu boyunca homojen koyu kirmizi renkte goriilmekteydi; siddetli etkilenen
nekroze olmug kimi hiicrelerin ¢ekirdegi biiziismiis ve hiperkromatik goriiniimde iken,
kimi hiicrelerin ¢ekirdegi tamamen gbézden silinmisti. Miyositolizis seklinde tanimlanan
degisiklikte; kardiyomiyositlerin sitoplazmalar1 soluk kirmizi goriinimdeydi, kas telleri
enine ¢izgilenmelerini tamamen kaybetmisti ya da giicliikle secilebilmekteydi. Siddetli
etkilenen kardiyomiyositler siskin goriinlimdeydi, ¢ogunlukla ¢ekirdegini kaybetmisti ve

bu hiicrelerin sitoplazmasinda amorf yapilar seklinde miyofibriler kalintilar gériilmekteydi.

DOKS grubunda kalp dokusunda karsilagilan en belirgin histopatolojik degisiklikler;
kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon (vakuoler dejenerasyon), hiyalin
dejenerasyonu ve nekrozu ve miyositolizis seklindeydi (Resim 1A). Miyokardiyumda
cogunlukla diffuz dagilim gosteren bu degisikliklere ozellikle sol ventrikulus ve
interventrikiiler septumda rastlandi, sag ventrikulus ise, belirgin olarak daha az
etkilenmisti. Miyokardiyumda karsilagilan histopatolojik degisiklikler, kardiyomiyopati
skoru adi verilen skorlama sistemi ile semikantitatif olarak analiz edildiginde; DOKS
grubundaki hayvanlarinda %71,4’linde (7 hayvanin 5’inde) kardiyomiyopati skoru 6 iken,
%28,6’sinda 5 olarak belirlendi. DOKS+DEKS ve DOKS+SIL gruplarinda karsilasilan en
belirgin histopatolojik degisiklikler; kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon ve
hiyalin dejenerasyonu seklindeydi (Resim 1B-C). Bu degisikliklerin yayginlig1 iki grup
arasinda  farklihik  gostermekteydi; DOKS+DEKS grubunda bu  degisikliklere
miyokardiyumda c¢ogunlukla fokal alanlar seklinde rastlanirken, DOKS+SIL grubunda
endokardiyum ve epikardiyumun hemen altindaki tek tiik kas tellerinde rastlandi.
DOKS+DEKS grubundaki hayvanlarin %50’sinde (10 hayvanin 5’inde) kardiyomiyopati
skoru 4 iken, %50’sinde 3 idi. DOKS+SIL grubundaki hayvanlarin %25’inde (8 hayvanimn
2’sinde) kardiyomiyopati skoru 4, %25’inde kardiyomiyopati skoru 3, %50’sinde ise
kardiyomiyopati skoru 2 idi (sekil 17).
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Sekil 17. Deney gruplarinda karsilasilan histopatolojik degisikliklerin semikantitatif

analizi.

oo K
Resim 1. Deney gruplarinda kalp dokusunda karsilasilan histopatolojik degisiklikler.
Hematoksilen-eozin. A. DOKS grubu, Kardiyomiyositlerde yaygin (vakuoler
dejenerasyon), hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu ve miyositolizis, B. DOKS-DEKS
grubu, miyokardiyumda fokal alanlar seklinde olmak iizere kardiyomiyositlerde
hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu, C. DOKS-SIL grubu, endokardiyumun hemen
altindaki az sayida kas telinde hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu. D. Kontrol grubu.

40x.

52



4.4. immunohistokimyasal Bulgular

Deney gruplarinda TnT, Tnl, yH,Ax ve Topllp immiinoreaktivitesi ile gruplar arasi

istatistiksel farkliliklar Tablo 14’te sunuldu.

Tablo 14. Kalp dokusunda TnT, Tnl, yH,Ax ve Topllp immunoreaktivitesi ile gruplar

arasi istatistiksel farkliliklar

GRUP

TnT Tnl vH,Ax ToplIf
Kontrol 90,0 + 3,5° 90 + 3,5° 4,0+0,1° 6,1 £0,1°
DOKS 40,0 + 4,0° 40 + 4,0° 7,0 £0,1° 6,8+0,1°
DOKS+DEKS 68,5 +3,1° 65,5 +3,6° 6,0 +0,1° 53+0,1°
DOKS+SIL 74,3 +3,1° 70,6 + 4,1° 48+0,1° 5,9+0,1°
DEKS 90,0 + 5,0° 90 + 3,5° 48+0,1° 4,0 +0,1¢
SiL 96,0 +4,1° 95+ 5,0° 43+0,1¢ 42 +0,1¢
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

* Ayni stitundaki farkli {ist karakterler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.
1P: Bu deger tek yonlil varyans analizinden elde edilen degeri ifade etmektedir.

4.4.1. Kalp Dokusunda Troponin T Immunoreaktivitesi

Deney gruplarinda TnT immunoreaktivitesi ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar
Sekil 18°de sunuldu. Kardiyak miyositler disinda kalbin diger hiicrelerinde (kan damarlari,
kapakgiklar, adipositler) TnT immunoreaktivitesine rastlanmadi. DOKS grubunda TnT
immunoreaktivitesi kontrol grubuna gore belirgin olarak daha az idi (p<0,001). HE ile
boyanan kesitlerde hiyalin dejenerasyonu ve miyositolizis seklinde histopatolojik
degisikliklerin gorildigi kardiyomiyositlerin tamamina yakininda TnT
immunoreaktivitesinin zayif oldugu, ¢ok azinda ise TnT immunoreaktivitesinin tamamen
kayboldugu goriildii. Bu durum miyokardiyumda alacali bir TnT immunoreaktivitesi
seklinde gdze carpmaktaydi (Resim 2A). Ustelik, histopatolojik olarak herhangi bir
degisikligin goriilmedigi kimi kardiyak miyositlerde de TnT immunoreaktivitesinin
azaldi1 dikkati ¢ekti. DOKS-SIL ve DOKS-DEKS gruplarinda TnT kayiplart DOKS
grubuna gore belirgin olarak daha az idi (Resim 2B-C), diger bir deyisle DOKS-SIL ve
DOKS-DEKS gruplarinda TnT immunoreaktivitesi DOKS grubuna gore daha fazla idi
(p<0,001). DOKS-SIL ve DOKS-DEKS gruplar1 TnT immunoreaktivitesi bakimindan
karsilastirildiginda ise, DOKS-SIL grubunda TnT immunoreaktivitesinin DOKS-DEKS’e

gdre daha fazla oldugu belirlendi (p<0,05). SIL grubunda kardiyomiyositlerin tamamina
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yakininda yogun TnT immunoreaktivitesi goriildii (Resim 3D). Kontrol ve DEKS
grubunda endokardiyum ve epikardiyumun hemen altindaki kimi kardiyak miyositlerde
TnT kayiplar1 goriildii. TnT kayiplarmin goriildiigii bu hiicrelerde histopatolojik olarak
herhangi bir degisiklige rastlanmadi. Kontrol, DEKS ve SIL gruplar1 arasinda TnT
immunoreaktivitesi bakimindan istatistiksel olarak farklihik yoktu (p>0,05). Kalp
dokusunda TnT immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru arasinda negatif bir
korelasyonun oldugu (rs:-,957; p<0.001), kardiyomiyopati skoru arttikga TnT

immunoreaktivitesinin ters orantili bir sekilde azaldig1 ortaya kondu (Sekil 19).
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Kontrol DOKS  DOKS+DEKS DOKS+SIL DEKS
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TnT immunoreaktivitesi

o

*Stitunlarin Gstiindeki farkli isaretler gruplar arasi farkliligr ifade etmektedir.

Sekil 18. Deney gruplarinda TnT immunoreaktivitesi ve gruplar arasi istatistiksel
farkliliklar

40 ®

TnT Immunoreaktivitesi
g

rs:-,957; p<0.001

o 1 2 3 4 5

Kardiyomiyopati skoru

Sekil 19. Kalp dokusunda TnT immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru arasindaki

korelasyon
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Resim 2. Kalp dokusunda TnT immunoreaktivitesi, Polimer metot. A. Kardiyomiyositlerin
tamamina yakininda TnT immunoreaktivitesinde belirgin azalma, DOKS grubu. B.
DOKS grubu ile karsilastirildiginda kardiyomiyositlerdeki TnT kaybinin belirgin
olarak daha az oldugu goriilmekte, DOKS-SIL grubu, C. DOKS-DEKS grubu, D.
Kardiyomiyositlerin tamamina yakininda yogun TnT immunoreaktivitesi, SiL

grubu. 20x.

4.4.2. Kalp Dokusunda Troponin I Iimmunoreaktivitesi

Deney gruplarinda Tnl immunoreaktivitesi ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar
Sekil 20’de sunuldu. Kardiyak miyositler disinda kalbin diger hiicrelerinde (kan damarlari,
kapakeiklar, adipositler) Tnl immunoreaktivitesine rastlanmadi. DOKS grubunda Tnl
immunoreaktivitesi kontrol grubuna gore belirgin olarak daha az idi (p<0.001). HE ile
boyanan kesitlerde hiyalin dejenerasyonu ve miyositolizis seklinde histopatolojik
degisikliklerin gortldigi kardiyomiyositlerin tamamina yakininda Tnl
immunoreaktivitesinin zayif oldugu, ¢ok azinda ise Tnl immunoreaktivitesinin tamamen

kayboldugu goriildi. Bu durum miyokardiyumda alacali bir Tnl immunoreaktivitesi
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seklinde gdze carpmaktaydi (Resim 3A). Ustelik, histopatolojik olarak herhangi bir
degisikligin goriilmedigi kimi kardiyak miyositlerde de Tnl immiinoreaktivitesinin azaldigi
dikkati ¢ekti. DOKS-SIL ve DOKS-DEKS gruplarinda Tnl kayiplart DOKS grubuna gére
belirgin olarak daha az idi (Resim 3B-C), diger bir deyisle DOKS-SIL ve DOKS-DEKS
gruplarinda Tnl immunoreaktivitesi DOKS grubuna gore daha fazla idi (p<0,001). DOKS-
SIL ve DOKS-DEKS gruplar1 Tnl immunoreaktivitesi bakimindan karsilastirildiginda ise,
DOKS-SIL ve DOKS-DEKS gruplart arasinda Tnl immunoreaktivitesi bakimindan
istatistiksel olarak bir farkliligin olmadigi belirlendi (p>0.05). SIL grubunda
kardiyomiyositlerin tamamina yakininda yogun Tnl immunoreaktivitesi goriildii (Resim
3D). Kontrol ve DEKS grubunda ise, endokardiyum ve epikardiyumun hemen altindaki
kimi kardiyak miyositlerde Tnl kayiplar1 goriildi. Tnl kayiplarinin gorildiigii bu
hiicrelerde histopatolojik olarak herhangi bir degisiklige rastlanmadi. Kontrol, DEKS ve
SIL gruplar arasinda Tnl immunoreaktivitesi bakimindan istatistiksel olarak farklilik
yoktu (p>0.05). Kalp dokusunda Tnl immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru
arasinda negatif bir korelasyonun oldugu (rs: -,962; p<0.001), yani kardiyomiyopati skoru
arttik¢a Tnl immunoreaktivitesinin ters orantili bir sekilde azaldigi ortaya kondu (Sekil
21).
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Sekil 20. Deney gruplarinda Tnl immunoreaktivitesi ve gruplar arasi istatistiksel

farkliliklar
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Sekil 21. Kalp dokusunda Tnl immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru arasindaki

korelasyon

Resim 3. Kalp dokusunda Tnl immunoreaktivitesi, Polimer metot. A. Kardiyomiyositlerin

tamamina yakininda Tnl immunoreaktivitesinde belirgin azalma, DOKS grubu. B.
DOKS grubu ile karsilagtirildiginda kardiyomiyositlerdeki Tnl kaybinin belirgin
olarak daha az oldugu goriilmekte, DOKS-DEKS grubu, C. DOKS-SIL grubu, D.
Kardiyomiyositlerin tamamma yakininda yogun Tnl immunoreaktivitesi, SiL

grubu. 20x.
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4.4.3. Kalp Dokusunda yH,Ax iImmunoreaktivitesi

Deney gruplarinda yH,Ax immunoreaktivitesi ve gruplar aras istatistiksel farkliliklar
Sekil 22’de sunuldu. Kalp dokusunda yH,Ax boyanma skoru Allred skorlama sistemi ile
semikantatif olarak degerlendirildiginde; DOKS grubunda yH>Ax boyanma skorunun diger
tiim gruplara gore belirgin olarak fazla oldugu belirlendi (p<0.001) (Resim 4A). Boyanma
skoru incelenen alanlarda degismekle birlikte yH,Ax immunopozitif reaksiyonlar kalbi
olusturan tiim hiicre tiplerinde goriildii. HE ile boyanan kesitlerde hiyalin dejenerasyonu ve
miyositolizis seklinde histopatolojik degisikliklerin goriildiigli kardiyomiyositlerde
vH>AXx’in boyanma yogunlugunun arttig1 belirlendi. Ayrica, histopatolojik olarak herhangi
bir degisikligin goriilmedigi kimi kardiyak miyositlerde de yH,Ax’in boyanma yogunlugu
arrtign saptandi. DOKS-DEKS ve DOKS-SIL gruplarinda yH,Ax boyanma skorunun
DOKS grubuna gore belirgin olarak daha az oldugu belirlendi (p<0.001) (Resim 4B-C).
DOKS-SIL grubunda yH,Ax boyanma skoru DOKS-DEKS grubuna gore belirgin olarak
daha az idi (p<0.001).
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Sekil 22. Deney gruplarinda YH,Ax boyanma skoru ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar
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Resim 4. Kalp dokusunda yH;Ax immunoreaktivitesi, Polimer metot, A.

Kardiyomiyositlerin tamamina yakininda yogun yH,Ax immunreaktivitesi, DOKS

B. DOKS grubu

grubu,

ile

karsilastirildiginda,

YH>Ax

immunopozitif

kardiyomiyositlerin hem sayisinda hem de boyanma yogunlugunda azalma, DOKS-
DEKS grubu, C. DOKS-SIL grubu, D. Kardiyomiyositlerin ¢ok azinda hafif yH,Ax

immunoreaktivitesi, Kontrol grubu, 40x

4.4.4. Kalp Dokusunda TopIIp iIimmunoreaktivitesi

Deney gruplarinda ToplIf immunoreaktivitesi ve gruplar aras1 istatistiksel
farkliliklar Sekil 23’te sunuldu. Kalp dokusunda ToplIf boyanma skoru Allred skorlama
sistemi ile semikantatif olarak degerlendirildiginde; SIL ve DEKS grubunda ToplIf
boyanma skorunun kontrol grubuna gore belirgin olarak daha az oldugu belirlendi
(p<0,001). SIL ve DEKS grubu arasinda ToplIp boyanma skoru bakimindan istatistiksel
olarak bir farkliigin olmadig belirlendi (p>0,05). DOKS-DEKS ve DOKS-SIL
gruplarinda ToplIf boyanma skoru DOKS grubuna gore belirgin olarak daha az idi
(p<0.001) (Resim 5B-C). DOKS-DEKS grubunda ToplIf boyanma skorunun DOKS-SIL
grubuna gore daha az oldugu, bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p<0.001).
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*Stitunlarin Gstiindeki farkli isaretler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.

Sekil 23. Deney gruplarinda ToplIf boyanma skoru ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar
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Resim 5. Kalp dokusunda ToplIp immunoreaktivitesi, Polimer metot, A.
Kardiyomiyositlerin tamamina yakininda yogun yH>Ax immunreaktivitesi, DOKS
grubu, B. Kontrol grubu (D) ile karsilastirildiginda, ToplIf immunopozitif
kardiyomiyositlerin hem sayisinda hem de boyanma yogunlugunda azalma, DOKS-

DEKS grubu, C. DOKS-SIL, D. Kontrol grubu, 20x
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4.5. immunoblotlama Sonuclari

Kalp dokusu orneklerindeki total protein miktari, protein miktar1 bilinen BSA
standartlarinin absorbans degerleri kullanilarak elde edilen y=mx+b denklemi ile

hesaplandi. BSA standartlarinin absorbans degerleri ile y=mx+b denklemi Sekil 24’te

sunuldu.
BSA Standart Grafigi
2,5 y'=0,0009% + 0,2398
R2 =0,9927
2
9]
00
S 1,5
(%]
C
3
5 1
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<C
0,5
0
0 500 1000 1500 2000 2500

Total protein (ug/ml)

Sekil 24. BSA standartlarinin absorbans degerleri ve bu degerler ile hesaplanan y=mx-+b
denklemi
Kalp dokusu oOrneklerinde TnT, Tnl ve yH,Ax ifade diizeyleri ve gruplar arasi
istatistiksel farkliliklar Tablo 15°te sunuldu.

Tablo 15. Kalp dokusu drneklerinde TnT, Tnl ve yH,Ax ifade diizeyleri ve gruplar arasi
istatistiksel farkliliklar

TnT Tnl vH>Ax
_ 0,7 £0,02° 1,00 + 0,03% 0,50 + 0,01¢
_ 0,31 +£0,01° 0,48 +0,11° 0,97 + 0,05
_ 0,69 £ 0,0° 0,79 +0,03° 0,80 + 0,02°
_ 0,73 +0,12% 0,83 +0,31° 0,61 + 0,03
_ 0,88 £ 0,05 0,94 + 0,06™ 0,61 +0,04°
_ 1,22 +0,12¢ 1,25 +0,26° 0,53 + 0,04°
_ <0.001 <0.001 <0.001

* Ayni siitundaki farkli st karakterler gruplar arasi farkliligi ifade etmektedir.
1P: Bu deger, tek yonlii varyans analizinden elde edilen degeri ifade etmektedir.
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4.5.1. Kalp Dokusu Orneklerinde Troponin I ifade Diizeyi

Deney gruplarinda Tnl ifade diizeyleri ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar Sekil
25’te sunuldu. Deney gruplar1 Tnl ifade diizeyi bakimindan karsilastirildiginda; DOKS
grubunda Tnl ifade diizeyinin kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak azaldigi belirlendi
(p<0,05) (Sekil 26). DOKS-SIL ve DOKS-DEKS gruplarinda Tnl ifade diizeyi DOKS
grubuna gére belirgin olarak daha fazla idi (p<0,05). DOKS-SIL grubu ile DOKS-DEKS
grubu arasinda Tnl ifade diizeyi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin
olmadig1 belirlendi (p>0,05). SIL grubunda Tnl ifade diizeyi kontrol ve DEKS gruplarina
gore oldukca fazla idi, buna karsin bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlendi (p>0,05). DEKS grubu ile kontrol grubu arasinda Tnl ifade diizeyi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05).

‘H
(o)}

L. I ¢ ¢
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*Stitunlarin Gstlindeki farkli isaretler gruplar arasi farklilig: ifade etmektedir.

Sekil 25. Deney gruplarinda Tnl ifade diizeyleri ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar

KONTROL
DOKS
DOKS+DEKS
DOKS+SIL
DEKS

- ---g-
O ——— e

Sekil 26. Kalp dokusu &rneklerinde Tnl ifade diizeyleri. Immunoblotlama ydntemi.
Endojen kontrol olarak kullanilan B-aktinin tiim gruplarda esit diizeyde ifade
edildigi goriilmektedir.
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Deney gruplar1 Tnl ifade diizeyi bakimindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda
(Sekil 27); DOKS, DOKS-DEKS ve DOKS-SIL gruplarinda Tnl ifade diizeyinin kontrol
grubuna gore sirasiyla 2.08, 1.26 ve 1.2 kat azaldig1 saptandi. DEKS grubu ile kontrol
grubu arasinda Tnl ifade diizeyi bakimindan farklilik hemen hemen yok denecek kadar

azdi. SIL grubunda ise, Tnl ifade diizeyinin kontrol grubuna gére 1.25 kat arttig1 belirlendi.

1,4

1,2

0,
0,
0,
0,
0

Kontrol DOKS  DOKS+DEKS DOKS+SIL DEKS

B ()] (o]

N

Varsayilan Birim Kat Degisim Degerleri

Sekil 27. Deney gruplarinda Tnl ifade diizeylerinin kontrol grubuna gore kat degisim

degerleri

Kalp dokusu oOrneklerinde Tnl ifade dilizeyi immunohistokimyasal ve
immunoblotlama yontemleri ile belirlendi. Elde edilen veriler Pearson korelasyon testi ile
analiz edildiginde; immunohistokimyasal olarak elde edilen veriler ile immunoblotlama
yontemi ile elde edilen veriler arasinda pozitif korelasyonun bulundugu (Sekil 28), diger
bir deyisle kalp doku orneklerinde Tnl immunoreaktivitesi azaldik¢a immunoblotlama

yontemi ile saptanan Tnl ifade diizeyinin de dogru orantili olarak azaldig1 ortaya kondu.
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Sekil 28. Kalp dokusu orneklerinde Tnl immunoreaktivitesi ile Tnl immunoblotlama
sonuglari arasindaki korelasyon

4.5.2. Kalp Dokusu Orneklerinde Troponin T Ifade Diizeyi

Deney gruplarinda TnT ifade diizeyleri ve gruplar arasi istatiktiksel farkliliklar Sekil
29°da sunuldu. Deney gruplar1 TnT ifade diizeyi bakimindan karsilastirildiginda; DOKS
grubunda TnT ifade diizeyinin kontrol grubuna kiyasla olduk¢a azaldigi belirlendi
(p<0,001) (Sekil 30). DOKS-SIL ve DOKS-DEKS gruplarinda TnT ifade diizeyi DOKS
grubuna gore belirgin olarak daha fazla idi (p<0,05). DOKS-SIL grubu ile DOKS-DEKS
grubu arasinda TnT ifade diizeyi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin
olmadig belirlendi (p>0,05). SIL ve DEKS gruplarinda TnT ifade diizeyi kontrol grubuna
gore daha fazla idi (p<0,01). SIL grubunda TnT ifade diizeyinin DEKS grubuna gére

belirgin olarak daha fazla oldugu saptandi.
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*Stitunlarin Gstiindeki farkl isaretler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.

Sekil 29. Deney gruplarinda TnT ifade diizeyleri ve gruplar aras: istatistiksel farkliliklar

DEKS

DOKS+DEKS
SiL

KONTROL
DOKS+SIL

DOKS

Sekil 30. Kalp doku &rneklerinde TnT ifade diizeyleri. Immunoblotlama ydntemi. Endojen
kontrol olarak kullanilan B-aktinin tim gruplarda esit diizeyde ifade edildigi

goriilmektedir.

Kalp dokusu orneklerinde TnT ifade dilizeyi immunoblotlama yontemi ile
degerlendirildiginde (Sekil 31); DOKS grubunda TnT ifade diizeyinin kontrol grubuna
gore 2.25 kat azaldigi belirlendi. DEKS ve SIL gruplarinda TnT ifade diizeyi kontrol
grubuna gore sirasiyla 1.26 ve 1.74 kat daha fazla idi.
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Sekil 31. Deney gruplarinda TnT ifade diizeylerinin kontrol grubuna gore kat degisim

degerleri

Kalp dokusu oOrneklerinde TnT ifade dilizeyi immunohistokimyasal ve
immunoblotlama yontemleri ile belirlendi. Elde edilen veriler Pearson korelasyon testi ile
analiz edildiginde; immunohistokimyasal olarak elde edilen veriler ile immunoblotlama
yontemi ile elde edilen veriler arasinda pozitif korelasyonun bulundugu (Sekil 32), diger
bir deyisle kalp doku orneklerinde TnT immunoreaktivitesi azaldikga immunoblotlama

yontemi ile saptanan TnT ifade diizeyinin de dogru orantili olarak azaldig1 ortaya kondu.
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Sekil 32. Kalp dokusu 6rneklerinde TnT immunoreaktivitesi ile TnT immunoblotlama

sonuglar1 arasindaki korelasyon
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4.5.3. Kalp Dokusu Orneklerinde yH,Ax Ifade Diizeyi

Deney gruplarinda yH,Ax ifade diizeyleri ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar
Sekil 33’de sunuldu. Deney gruplann yH,Ax ifade diizeyleri bakimindan
karsilastirildiginda; DOKS grubunda yH,Ax ifade diizeyinin kontrol grubuna kiyasla
belirgin olarak daha fazla oldugu belirlendi (p<0,001). DOKS-DEKS ve DOKS-SIL
gruplarinda yH,Ax ifade diizeyinin DOKS grubuna gore belirgin olarak daha az oldugu
belirlendi (p<0.001). DOKS-SIL grubunda yH,Ax ifade diizeyi DOKS-DEKS grubuna
gore belirgin olarak daha az idi (p<<0.001). DEKS grubunda yH,Ax ifadesi kontrol grubuna
gore daha fazla iken (p<0,05), SIL grubu ile kontrol grubu arasinda yH,Ax ifadesi
bakimindan bir farkliligin olmadigi belirlendi (p>0,05).
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*Stitunlarin Gstlindeki farkli isaretler gruplar arasi farklilig: ifade etmektedir.

Sekil 33. Deney gruplarinda yH,Ax ifade diizeyleri ve gruplar arasi istatistiksel farkliliklar
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Sekil 34. Kalp dokusu &rneklerinde yH,Ax ifade diizeyleri. Immunoblotlama ydntemi.
Endojen kontrol olarak kullanilan B-aktinin tiim gruplarda esit diizeyde ifade
edildigi goriilmektedir.
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Deney gruplarinda yH,Ax ifade diizeyinin kontrol grubuna gore kat degisim
degerleri Sekil 35°de verildi. DOKS grubunda yH,Ax ifade diizeyinin kontrol grubuna gore
1.94 kat artt1g1 belirlendi. DOKS-DEKS ve DOKS-SIL gruplarinda yH,Ax ifade diizeyinin
kontrol grubuna gore sirastyla 1.6 ve 1.22 kat arttif1 ortaya kondu. SIL grubu ile kontrol

grubu arasinda yH,Ax ifade diizeyi hemen hemen birbirine esitti.
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Sekil 35. Deney gruplarinda YH,Ax ifade diizeyinin kontrol grubuna gore kat degisim

degerleri

4.6. Kantitatif Es Zamanh PCR Sonuclari

Kalp dokusu orneklerinden izole edilen total RNA konsantrasyonlar1 Tablo 16’da

sunuldu.

Tablo 16. Kalp doku 6rneklerinden izole edilen total RNA konsantrasyonlar1 (ng/pl)

1. 6l¢iim 2. ol¢iim 3. ol¢iim Ortalama
172 177 178 175.6
288 293 295 292
291 294 296 293.6
189 190 190 189.6
180 182 181 182
190 194 198 194
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Tablo 16. Kalp doku &rneklerinden izole edilen total RNA konsantrasyonlart (ng/pl)

(devami)

474
424
423
434
440
440
356
376
350
468
458
312
183
367
340
264
286
446
401
138
273
360
468
486
426
500
430
460
158
223
188
230
246

474
426
423
436
444
440
358
378
350
466
458
312
184
365
340
266
286
448
400
138
273
360
466
482
426
500
430
458
153
223
188
230
248

476
428
423
438
448
440
360
380
350
464
459
312
185
364
340
268
286
450
398
137
274
360
464
482
426
500
430
456
158
223
189
230
250

474.6
426
423
436
444
440
358
378
350
466

4583
312
184

365.3
340
266
286
448

399.6

137.6

273.3
360
464

4833
426
500
430
458

156.3
223

188.3
230
248
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Kalp dokusu orneklerinde izole edilen RNA &rnekleri, denatiire agaroz jel
elektroforezinde (% 1.5 agaroz-formaldehid jeli) yiiriitiildiilinde; tiim 6rneklerde 28S, 18S
ve 5S ribozomal RNA (rRNA) bandlar goriildii (Sekil 36). Bu da, doku 6rneklerinin
saklanmasi ve RNA izolasyon islemleri sirasinda RNA ipliginde kiriklarin meydana
gelmedigini gostermektedir. Dolayistyla bu ¢aligmada kalp dokusundan izole edilen RNA

orneklerinin gen kantitasyonu ¢aligmalar1 i¢in uygun oldugunu anlamina gelir.

288 rRNA
2072-
1500-
18S rRNA

600-

100-

Sekil 36. Kalp dokularindan elde edilen total RNA’larin %1.5’lik formaldehid-agaroz
jeldeki goriintiisii. M: Markir (100 bg), A: DOKS grubu, B: DOKS-DEKS grubu,
C: DOKS-SIL grubu, D: DEKS grubu, E: SIL grubu, F: Kontrol grubu

4.6.1. Topll Geninin Amplifikasyon Verimliligi Sonuclar:

Deney gruplarindan rastgele sec¢ilen bir hayvanin kalp dokusundan sentezlenen
cDNA oOrneginden hazirlanan seri dillisyonlar ile yapilan PCR sonucunda elde edilen

amplifikasyon egrileri Sekil 37°de sunuldu.
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Sekil 37. Log5 tabanina goére sulandirilmis ¢cDNA sulandirmalarina ait ToplIf geni
amplifikasyon egrileri. S: Sulandirilmamis ¢cDNA 6rmegi, 57, 572, 57, 54, 5 log5

tabanina gore sulandirilmis cDNA 6rnekleri

Hazirlanan cDNA diliisyonlar ile yapilan PCR sonucunda bulunan Ct degerleri ile
cizilen standart egri grafigi Sekil 38’de sunuldu. Buna gore, ToplI} geninin amplifikasyon

verimliliginde engelleyici bir etki goriilmedi.

Standard Curve

36

a5
33

EX

Cr

a0
20

28

26

24
m

3
a0 oot a0z aai am@
Quantity

Target: Topo2 Slope: -3.475 Y-Inter: 24.34 52: 0.99 Eff%: 93.971

Sekil 38. cDNA sulandirmalarina ait Cy degerleri ile ¢izilen standart egri grafigi

Agaroz jelde yliriitiilen PCR {iriinlerinin jel goriintiileri degerlendirildiginde; PCR
islemi ile ¢ogaltilan gen bolgesinin beklenen b¢ uzunlugunda (75 bg) oldugu goriildii (Sekil
39). Bu da, ¢ogaltilan gen bolgesinin ToplIf enzimini kodlayan gen bolgesine ait oldugunu

gostermektedir. Ayrica, elde edilen band goriintiileri karsilastirildiginda; en yogun band
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goriintlisiiniin  beklendigi sekilde sulandirilmamis c¢cDNA 6rneginde oldugu, cDNA

Orneginin sulandirma orani artik¢a band goriintiilerinin giderek siliklestigi saptandi.

2072-
1500-

600-

100-

Sekil 39. cDNA diliisyonlarinin %]1°lik agaroz jel elektroforezis gortintiileri. M: Marker
Yy g J g
(100 bg), S: Sulandirlmamis cDNA 6rnegi, 57, 52, 57, 54, 5°: log5 tabanina gore
sulandirilmis cDNA 6rnekleri, NK: Negatif kontrol.

4.6.2. B-aktin Geninin Amplifikasyon Verimliligi Sonuclari

Deney gruplarindan rastgele secilen bir hayvanin kalp dokusundan sentezlenen
cDNA oOrneginden hazirlanan seri diliisyonlar ile yapilan PCR sonucunda elde edilen

amplifikasyon egrileri Sekil 40’°da sunuldu.

Amplification Plot

' 5 5.1 5-2 5-3 5-4 5-5

Tl

Sekil 40. Log5 tabanma gore sulandirilmis ¢cDNA sulandirmalarina ait B-aktin geni
amplifikasyon egrileri. S: Sulandirilmamis cDNA 6rnegi, 57, 52, 57, 54, 55 log5

tabanina gore sulandirilmis cDNA Grnekleri.
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Hazirlanan cDNA diliisyonlar ile yapilan PCR sonucunda bulunan Cr degerleri ile
cizilen standart egri grafigi Sekil 41°de sunuldu. Buna gore, B-aktin geninin amplifikasyon

verimliliginde engelleyici bir etki goriilmedi.

Standard Curve

Cr

oot oo o ani am
Quantity

Target: heta aktin Slope: -3.524 Y.Inter: 22.447 g=. 0.999 Eff%: 92.217

Sekil 41. cDNA sulandirmalarina ait Cy degerleri ile ¢izilen standart egri grafigi

Agaroz jelde yiiriitiilen PCR iriinlerinin jel goriintiileri degerlendirildiginde; PCR
islemi ile ¢ogaltilan gen bodlgesinin beklenen b¢ uzunlugunda (143 bg) oldugu goriildii
(Sekil 42). Bu da, ¢ogaltilan gen bolgesinin B-aktin proteinini kodlayan gen bolgesine ait
oldugunu gostermektedir. Ayrica, elde edilen band goriintiileri karsilastirildiginda; en
yogun band goriintiisiiniin beklendigi sekilde sulandirilmamis cDNA 6rneginde oldugu,

cDNA 06rneginin sulandirma orani artik¢a band goriintiilerinin giderek siliklestigi saptandi.

2072-
1500-

600-

100-

ekil 42. cDNA diliisyonlarinin %]1°lik agaroz jel elektroforezis goriintiileri. M: Marker
y g J g
(100 bg), S: Sulandirilmamis cDNA 6rnegi, 5'1, 5'2, 5'3, 5'4, 57 log5 tabanina gore
sulandirilmis cDNA 6rnekleri, NK: Negatif kontrol
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4.6.3. Kalp Dokusu Orneklerinde TopIIp Enziminin Gen ifade Diizeyi
Deney gruplarinda kalp dokusunda ToplIf ve B-aktin gen ifade diizeyi analiz
sonuglar1 Tablo 17°de, ToplIf gen ifade diizeyinin gruplar aras1 kat degisim degerleri Sekil

43’te sunuldu.

Tablo 17. Kalp dokusu 6rneklerinde ToplIf enziminin gen ifade diizeyleri

Grup Ortalama Cy ACy ACt (kontrol) AACt 2AACE _pppraact
TopIIp B-aktin (deneme)
Kontrol 26,76 23,14 3,61 3,61 0 1
DOKS 23,32 20,32 3,00 3,61 -0,61 1,52
DOKS+DEKS 23,59 19,73 3,85 3,61 0,24 0,84 -1,18
DOKS+SIL 23,34 19,94 3,40 3,61 -0,21 1,16
DEKS 23,35 19,13 4,22 3,61 0,60 0,65 -1,52
SiL 23,88 19,82 4,06 3,61 0,45 0,73 -1,36
1,8
1,6
T 1,4
gy
01,2
S
a1
% 0,8
N
= 0,6
0,2
0
Kontrol DOKS DOKS+DEKS DOKS+SiL DEKS SiL

Sekil 43. ToplIp gen ifade diizeyinin gruplar arasi kat degisim degerleri

Kalp dokusu oOrneklerinde ToplIf gen ifade diizeyi karsilastirildiginda; DOKS
grubunda ToplIp ifade diizeyinin kontrol grubuna gore 1.5 kat arttig1 belirlendi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; DOKS-DEKS grubunda ToplIp ifade diizeyinin 1.1 kat
azaldigi, DOKS-SIL grubunda ise, 1.1 kat arttig1 saptandi. SIL ve DEKS gruplarinda ise,
ToplIp ifade diizeyi kontrol grubuna gore sirasiyla 1.3 ve 1.5 kat azaldig: belirlendi.
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5. TARTISMA

ANT grubunda yer alan DOKS; solid tiimorler, 16semi, lenfoma ve meme kanseri
gibi pek ¢ok tlimore karsi oldukea etkili olmasina karsin, ¢ok sayida yan etkisi vardir. Bu
yan etkiler arasinda en onemlisi kardiyotoksik yan etkilerdir (Minotti ve ark, 2004; van
Dalen ve ark, 2008; Octavia ve ark, 2014). DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin énlenmesi
ya da azaltilmasinda iki temel yaklasim bulunmaktadir: 1. DOKS’un kiimiilatif dozunu
azaltmak, 2. DOKS kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu ilaglar kullanmak (van Dalen
ve ark, 2008). DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda kullanilan DEKS’in de
tipk1 DOKS gibi Topll enziminin katalitik inhibitorii olmasi nedeniyle (Roca ve ark, 1994;
Lyu ve ark, 2007), bu ilaglarin birlikte kullanilmas: durumunda DOKS’un kanser hiicreleri
tizerindeki etkilerinin azalabilecegi endisesine neden olmustur (Vejpongsa ve Yeh, 2014).
Bu bakimdan, DOKS kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu etkileri olan ancak Topll
enziminin aktivitesi iizerinde etkisi olmayan ya da DEKS’e nazaran daha az etkisi olan
yeni ajanlara ihtiya¢ duyuldugu agiktir. Deve dikeni bitkisinin tohumlarindan elde edilen
SIL’in birtakim kalp hastaliklarma kars1 koruyucu etkilerinin oldugu bilinmektedir
(Psotova ve ark, 2002; Chlopcikova ve ark, 2004; Zhou ve ark, 2006; El-Shitany ve ark,
2008; Cecen ve ark, 2011; El-Awady ve ark, 2011; Anestopoulos ve ark, 2013; Avci ve
ark, 2017). Buna karsm, SIL’in kronik DOKS kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu
etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle, bu calismada DOKS’un kardiyotoksik etkilerine
kars1 SIL’in koruyucu etkileri degerlendirildi. DEKS, DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin
azaltilmasinda kullanilan klinik olarak etkinligi kanitlanmis tek ila¢ oldugundan bu ilacin

kalbi koruyucu etkileri SIL ile karsilastirilda.

Yetiskin Balb/c 1rki farelerde DOKS ile olusturulan kardiyotoksisitede kalp
dokusunda karsilasilan histopatolojik bulgular, insan ve deney hayvanlarinda (fare, sigan,
tavsan, kopek) ANT kardiyotoksisitesinde tanimlanan histopatolojik bulgular (Mettler ve
ark, 1977; Billingham ve ark, 1978; Olson ve Capen, 1978; Herman ve Ferrans, 1998;
Lencova-Popelova ve ark, 2014) ile benzer idi. DOKS grubunda kalp dokusunda
karsilagilan en belirgin histopatolojik degisiklikler kardiyomiyositlerde sitoplazmik
vakuolizasyon, hiyalin nekrozu ve miyositolizis seklinde idi. Daha 6nceki caligmalarla
(Van Vleet ve Ferrans, 1980; Van Vleet ve ark, 1980; Lencova-Popelova ve ark, 2014)
uyumlu olarak, miyokardiyumda genis alanlar halinde rastlanilan bu degisikliklere

cogunlukla sol ventrikulus duvar1 ve interventrikiiler septumda rastlandi. Troponinler
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cizgili kaslarin ince iplik¢ikleri {izerinde diizenli araliklarla yerlesmis ve ¢izgili kaslarda
kasilmay1 diizenleyen globiiler yapida protein kompleksleridir (Christenson ve ark, 1998;
Wu ve ark, 1998). Kardiyak miyositlerde sekillenen hasar sonu bu proteinlerin kan
dolasimina salindig1 bilinmektedir (Adamcova ve ark, 2007). Nitekim bu proteinler
kardiyotoksik ilaglarla olusturulan miyokardiyal hasarin ortaya konulmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Herman ve ark, 1998; 1999; Adamcova ve ark, 1999; Bertinchant
ve ark, 2000; Bertinchant ve ark, 2003; Simunek ve ark, 2003; Herman ve ark, 2006; York
ve ark, 2007; Cove-Smith ve ark, 2014; Lencova ve ark, 2014). Bu ¢alismada, kalp dokusu
kesitleri miyokardiyal hasar1 gosteren TnT ve Tnl birincil antikorlar1 ile boyandiginda;
DOKS grubunda histopatolojik degisikliklerin gortildiigii kardiyomiyositlerin tamaminda
hem Tnl hem de TnT immunoreaktivitesinin belirgin olarak azaldigi saptandi. Ustelik
histopatolojik incelemelerde miyokardiyal lezyonlarin ortaya konulamadigi alanlarda dahi
immunohistokimyasal degerlendirmelerde kardiyomiyositlerdeki TnT ve Tnl kayiplarinin
olmasi 6nemliydi. Kardiyomiyositlerdeki patolojik degisikliklerin histopatolojik diizeyde
tespit edilemedigi ¢ok erken donemlerinde dahi miyokardiyal hasarin var oldugunun ortaya
konulmasinda  elektron mikroskobik degerlendirmelere bir alternatif olarak
kullanilabilecegi oOngoriildii. Kalp doku oOrneklerinde TnT ve Tnl ifade diizeyi
immunoblotlama yontemi ile degerlendirildiginde; DOKS uygulamalarinin TnT ve Tnl
ifade diizeyini kontrol grubuna gore sirasiyla 2,25 ve 2,08 kat azalttigi belirlendi. Bu
bakimdan DOKS ile olusturulan kardiyotoksisitede miyokardiyal hasarin ortaya
konmasinda immunohistokimyasal boyama yOnteminin yanisira immunoblotlama

yonteminin de giivenle kullanilabilecegi soylenebilir.

SIL’in akut DOKS kardiyotoksisitesine karsi kalbi koruyucu etkileri bilinmesine
ragmen (EI-Shitany ve ark, 2008, Cecen ve ark, 2011), kronik DOKS kardiyotoksisitesine
kars1 koruyucu etkileri bilinmemektedir. SIL’in kronik DOKS kardiyotoksisitesine karsi
koruyucu etkileri degerlendirildiginde; SIL uygulamalarinin kalp dokusunda karsilasilan
histopatolojik degisikliklerin hem yayginligini hem de siddetini belirgin olarak azalttig
saptand1. SIL uygulamalarinin kardiyomiyositlerdeki TnT ve Tnl kayiplarmi da belirgin
olarak azalttig1 ortaya kondu. Bu bakimdan DOKS’un kardiyotoksik etkilerine kars1 SIL’in
kalbi koruyucu etkilerinin oldugu sdylenebilir. /n vitro calismalar SIL ve SIL’in
yapisindaki bilesenlerin (silibin, dehidrosilibin, silikristin, siliadinin) DOKS’un sitotoksik
etkilerine karst DEKS’e yakin diizeyde koruma sagladigin1 gostermektedir (Chlopcikova
ve ark, 2004). Daha onceki in vitro ¢alisma bulgularini destekler nitelikte, DEKS ve SIL

76



uygulamalar1 arasinda kardiyomiyopati skoru acisindan istatistiksel olarak farkliligin
olmadig1 saptandi. TnT ve Tnl birincil antikorlar1 ile boyanan kalp dokusu kesitleri
degerlendirildiginde; DEKS ve SIL uygulamalar1 arasinda TnT ve Tnl immunoreaktivitesi
bakimindan da farkliligin olmadigi ortaya kondu. Bu sonuglar SiL uygulamalarinin
DOKS’un kronik kardiyotoksik etkilerine karsit DEKS’e yakin diizeyde koruma sagladigin
diistindiirdii. Troponinlerin miyokardiyal hasarin yanisira kardiyomiyositlerin normal
metabolizmasi sirasinda da yikimlandigi, ardindan yeniden sentezlendigi bilinmektedir
(Marston ve Redwood, 2003). Bu calismada, yalniz SIL uygulamalarinm kalp dokusu
orneklerinde TnT ve Tnl ifade diizeyini kontrol grubuna gore sirasiyla 1,74 ve 1,25 kat
arttirdig1 saptandi. Bu durumun SIL’in kardiyomiyositlerin normal metabolizmasi sirasinda
yikimlanan miyofibriler proteinleri, bu proteinleri yikimlayan enzimlere karsi
korumasmdan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. SIL’in yapisindaki bilesikler arasinda
siliadinin’in DOKS’un kardiyak miyositler (H9c2 hiicre hatt1) iizerindeki sitotoksik
etkilerine karsi en iyi diizeyde koruma sagladigi bilinir (Chlopcikova ve ark, 2004).
DOKS’un kronik kardiyotoksik etkilerine kars1 koruyucu etkilerinin oldugu gosterilen
SIL’in bu etkilerinden yapisindaki hangi bilesen ya da bilesenlerin sorumlu oldugu bu

calisma kapsaminda degerlendirilmedi.

DOKS kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu etkileri oldugu saptanan SiL’in
farmakokinetik ve farmakodinamik O6zellikleri tam olarak bilinmemektedir. Bu konuda
yapilan bilimsel arastirmalarin derlendigi bir makalede (Franschini ve ark 2002); bu
bilesigin biyoyararlaniminin olduk¢a az oldugu, absorbsiyonu sonrasi karacigerde konjuge
edilerek safra ile atildigi, barsaklarda bakteriler tarafindan hidrolize edilerek yeniden
dolagima gectigi bildirilmektedir. Ilacin biyoyararlanimi az olmakla birlikte, enterohepatik
dongiiye girmesinin ilacin etki siiresini arttirabilecegi sdylenebilir. Diger yandan ilacin
konjuge olmasi ilacin etkin diger bir deyisle serbest formunun diizeyini azaltmaktadir (Wu
ve ark, 2007). SIL’in yapisindaki silibininin serbest ve konjuge formlarmm incelenen
dokularda (karaciger, akciger, mide, pankreas, deri, prostat) 0.5-1 saatte doruk
konsantrasyona ulastigi bilinmektedir (Zhao ve Agarwal, 1999). Bu calismada SIL
uygulamalari DOKS wuygulamalarindan 1 saat Once yapildiginda kronik DOKS
kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu etkilerinin oldugu ortaya kondu. Fosfatidilkolinle
baglanmis SIL’in bu molekiille bagl olmayan formuna gére bagirsaktan 10 kat fazla
emildigi bilinmektedir (Morazzoni ve ark, 1993). Bu bakimdan DOKS’un kardiyotoksik

etkilerinin azaltilmas1 amaciyla kullanilacak SIL’in serbest formu yerine fosfatilkolinle
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baglanmis formunun kullanilmasimin SiL’in emilimini dolayisiyla kalbi koruyucu etkilerini

arttirabilecegi soylenebilir.

DNA hasan sekillendiginde, DNA tamirinde gorevli molekiillerin hasarli DNA
bolgesine ulagabilmesi i¢in kromatin yapisinin gevsetilmesi gerekir (Dinant ve ark, 2008;
Ohnishi ve ark, 2009). Histon proteinlerinde H,Ax, DNA hasar1 sekillendikten ¢ok kisa bir
stire sonra fosforillenir. Fosforillenmis y-H,Ax, DNA tamirinde gorevli molekiillerin
(53BP1, BRCAI1, MDCI gibi) kirik bolgesine ¢ekilmesinde gorev alir (Kobayashi, 2004;
Rossetto ve ark, 2010). Dolayisiyla bir hiicrede DNA hasar1 yH,Ax ifadesi
degerlendirilerek belirlenebilir (Ohnishi ve ark, 2009). DOKS kardiyak hiicrelerde ToplIf3
enziminin DNA molekiiliine baglanmasi ile olusan gegici ¢ift zincir kiriklarini kalici hale
getirdigi bilinmektedir (Zhang ve ark, 2012). Bu calisma sonucunu destekler nitelikte
DOKS uygulamalarinin kardiyak hiicrelerin tamamia yakininda DNA hasarina neden
oldugu saptandi. DEKS ve SIL uygulamalarnin DOKS’a bagli kardiyak hiicrelerde
sekillenen DNA hasarmna karsi koruyucu etkileri degerlendirildiginde; DEKS ve SIL
uygulamalarinin DNA hasarin1 belirgin olarak azalttigi ortaya kondu. DEKS ile
karsilagtirildiginda SIL uygulamalarmin kardiyak hiicreleri DNA hasarina kars1 daha fazla
korudugu belirlendi. Bu bakimdan SiL’in DOKS kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu

etkisinde kardiyak hiicrelerdeki DNA hasarini azaltmasinin da etkili oldugu soylenebilir.

DEKS’in kalbi koruyucu etkilerini belirlemeye yonelik yapilan ilk caligmalarda,
kardiyak hiicrelerde DEKS’in demir iyonlarini selatlayarak DOKS kardiyotoksisitesine
karst kalbi korudugu ileri siiriilmiistiir (Van Vleet ve ark, 1980; Herman ve ark, 1981).
Buna karsin, demir selatlama giicii bakimindan DEKS’e nazaran daha giiclii bilesiklerin
DOKS kardiyotoksisitesine karsit koruyucu etkilerinin olmamasi1 ya da DEKS’e nazaran
daha az koruyucu etkili olmalar1 nedeniyle DEKS’in DOKS kardiyotoksisitesine karsi
kalbi koruyucu etkisinde heniiz aydinlatilmamis mekanizmalarin oldugu sonucuna
gotiirmistlir (Simunek ve ark, 2005b; Sterba ve ark, 2006). Nitekim Lyu ve ark 2007,
DEKS’in kardiyomiyositlerde ToplIf enzimine baglanarak DOKS’un bu enzime
baglanmasin1 Onledigini, bu sayede DOKS’un kardiyak hiicreler iizerindeki sitotoksik
etkilerini azalttigin1 ortaya koymuslardir. Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, DEKS’in
kardiyak hiicrelerde proteozomal yolla ToplIf enziminin yikimlanmasina yol actig: ileri
stiriilmektedir (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Buna karsin, DEKS’in kardiyak hiicrelerde

ToplIp enziminin gen ifadesi iizerine etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alismada, DEKS’in
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kardiyak hiicrelerde ToplIf enziminin gen ifade diizeyi iizerine etkisi es zamanli PCR
yontemi ile degerlendirildiginde; DEKS uygulamalarmin ToplIf enziminin gen ifade
diizeyini kontrol grubuna goére 1,52 kat azalttigi ortaya kondu. Kalp dokusu kesitleri
ToplIP birincil antikorlar1 ile boyandiginda, DEKS uygulamalarinin kardiyak hiicrelerde
ToplIf enzim ifadesini immunohistokimyasal olarak da belirgin sekilde azalttig1 ortaya
kondu. Bu sonuglar DEKS’in DOKS kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etkilerinde daha
once ortaya konan mekanizmalarin (Vejpongsa ve Yeh, 2014) yanisira ToplI enziminin

gen ifadesinin azaltmasinin da etkili olabilecegini diistindiirdii.

DOKS gibi DEKS’in de Topll enziminin katalitik inhibitdrii olmasi nedeniyle (Roca
ve ark, 1994; Lyu ve ark, 2007), bu ilaglarin birlikte kullanilmasi durumunda DOKS’un
kanser hiicreleri tizerindeki etkilerinin azalabilecegi endisesine neden olmustur (Vejpongsa
ve Yeh, 2014). Bu bakimdan, DOKS kardiyotoksisitesine kars1 kalbi koruyucu etkileri olan
ancak Topll enziminin aktivitesi iizerinde etkisi olmayan ya da DEKS’e nazaran daha az
etkisi olan yeni ajanlara ihtiya¢ duyuldugu agiktir. Bu calismada SiL uygulamalarinin
DOKS’un kronik kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda DEKS’e yakin diizeyde kalbi
koruyucu etkilerinin oldugu ortaya kondu. Akut DOKS kardiyotoksisitesine karsi kalbi
koruyucu etkileri bilinen SiL’in kardiyak hiicrelerde ROS’u temizleyerek ve demir
iyonlarin1 selatlayarak koruyucu etki gosterdigi ileri siiriilmektedir (Chlopcikova ve ark
2004; El-Shitany ve ark 2008; Cecen ve ark 2011). Buna karsin, SiL’in DOKS
kardiyotoksisitesine karsit koruyucu etkilerinde ToplIf enziminin rolii bilinmemektedir.
Kronik DOKS kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etkileri oldugu belirlenen SIL’in TopIIB
enziminin gen ifade diizeyr iizerindeki etkisi es zamanli PCR yontemi ile
degerlendirdiginde; SIL uygulamalarmin ToplIp enziminin gen ifade diizeyini kontrol
grubuna gore 1,36 kat azalttigi ortaya kondu. Kalp dokusu kesitleri ToplIf birincil
antikorlar1 ile boyandiginda; SIL uygulamalarinin kardiyak hiicrelerde ToplIf enzim
ifadesini immunohistokimyasal olarak da belirgin olarak azalttigi ortaya kondu. Bu
bakimdan SIL’in DOKS’un kardiyotoksik etkilerine karsi kalbi koruyucu etkisinde daha
once bildirilen mekanizmalarin (Chlopcikova ve ark 2004; El-Shitany ve ark 2008; Cecen
ve ark 2011) yanisira kardiyak hiicrelerde ToplIf enzim diizeyini azaltmasinin da etkili

oldugu soylenebilir.

DOKS kardiyotoksisitesine karsi kalbi koruyucu amagla kullanilacak ideal bir ilacin

ToplIf enzimi iizerine etkisinin olmamasi istenmektedir (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Bu
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calismada, kalp dokusu orneklerinde ToplIf enziminin gen ifade diizeyi es zamanli PCR
yontemi degerlendirildiginde; yalmiz DEKS uygulamalarinin ToplIf ifade diizeyini yalniz
SIL uygulamalarina gére daha fazla azalttig1, diger bir deyisle DEKS grubunda ToplIB
ifadesinin SIL grubuna daha az oldugu saptandi. Kalp dokusu kesitleri ToplIp birincil
antikorlar1 ile boyandiginda; yalniz DEKS uygulamalarinin kardiyak hiicrelerde ToplIf
enzim ifadesini yalniz SIL uygulamalarina gére immunohistokimyasal olarak da daha fazla
azalttig1 saptandi. Bu sonuglar, kronik DOKS kardiyotoksisitesine karsi DEKS’e yakin
diizeyde koruma sagladig1 ortaya konan SIL’in DOKS’un antikanser etkinliginde bir
azalmaya neden olmaksizin DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda

kullanilabilecegini diisiindiirdii.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada DOKS kardiyotoksisitesine kars1 SIL’in koruyucu etkinligi DEKS ile

karsilagtirmali olarak degerlendirildi. Bu kapsamda elde edilen sonuglara gore;

1. Yetiskin Balb/c irki farelerde DOKS ile olusturulan kronik kardiyotoksisite
modelinde kalp dokusunda karsilagilan histopatolojik bulgular ile diger deney
hayvanlarinda (fare, sican, tavsan, kopek) ANT grubu ilaglar ile olusturulan
kardiyotoksisite de kalp dokusunda tanimlanan histopatolojik bulgularin oldukc¢a benzer

oldugu ortaya kondu.

2. HE ile boyanan kalp kesitlerinde histopatolojik olarak belirgin degisikliklerin
goriilmedigi alanlarda, miyokardiyal hasar1 gosteren Tn kayiplar1 goriilmekteydi. Bu
bakimdan miyokardiyal hasarin ortaya konulmasinda 6zellikle miyokardiyal hasarin erken
donemlerinde diger bir deyisle HE boyanan kesitlerde heniiz belirgin degisiklikler
sekillenmemisken dahi kalp kesitleri Tn birincil antikorlar1 ile boyanarak hasarin ortaya

konabilecegi saptandi.

3. Kontrol grubu ile Kkarsilastinldiginda; SIL uygulamalarinin kalp dokusu
orneklerinde Tnl ve TnT ifade diizeyini oldukea arttirdig1 belirlendi. Bu durumun SIL’in
kardiyomiyositlerin normal metabolizmas: sirasinda yikimlanan miyofibriller proteinleri,

bu proteinleri yikimlayan enzimlere kars1 korumasindan ileri gelebilecegini diisiindiirdii.

4. SIL uygulamalarmin DOKS’un kardiyotoksik etkilerine karsi DEKS’e yakin
diizeyde kalbi koruyucu etki gosterdigi ortaya kondu.

5. SIL uygulamalarinin kalp dokusu 6rneklerinde ToplIf enziminin ifade diizeyini
belirgin olarak azaltidi ortaya kondu. Bu bakimdan SIL’in DOKS’un kardiyotoksik
etkilerine kars1 kalbi koruyucu etkisinde daha once bildirilen mekanizmalarin yanisira

kardiyak hiicrelerde ToplIf enzim diizeyini azaltmasinin da etkili oldugu soylenebilir.

6. DEKS’in kardiyak hiicrelerde proteozomal sistemi aktive ederek ToplIf
enziminin yikimlanmasina yol actig1, diger bir deyisle DEKS uygulamalarinin kardiyak
kardiyak Topll enziminin yikimlanmasina yol agarak bu enzimin ifadesini azalttig1 ileri
siriilmektedir. Bu calismada DEKS uygulamalarinin kalp doku orneklerinde Topll

enziminin gen ifadesini azalttigi saptandi. Bu bakimdan DEKS’in kardiyak hiicrelerde
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proteozomal sistemi aktive etmesinin yan1 sira Topll enziminin gen ifadesini azaltarak da

DOKS kardiyotoksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigi ortaya kondu.

7. SIL ile karsilastirildiginda; DEKS uygulamalarinin kalp dokusu orneklerinde
ToplIp ifadesini daha fazla azalttigi, diger bir deyisle DEKS grubunda ToplIp ifadesinin
daha az oldugu ortaya kondu. Bu durum SiL’in DOKS’un antikanser etkinliginde bir
azalmaya neden olmaksizin DOKS’un kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasinda

kullanilabilecegini diistindiirdii.
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