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OZET

Doksorubisin Kardiyotoksisitesinde p38 MAP Kinaz inhibitoriiniin Molekiiler
Genetik ve Biyokimyasal Parametrelere Etkisi

Amag: Siganlarda doksorubisin ile olusturulan kardiyotoksisite modelinde p38
MAPK  inhibitdrii uygulamasinin kalp dokusunda molekiiler genetik ve biyokimyasal
parametrelere olan etkisi.

Materyal ve Metot: 48 adet Wistar albino cinsi erkek sigan, her grupta 12 adet
olmak tizere; K, DOX, p38 MAPKIi, DOX+p38 MAPKIi olarak 4 gruba ayrildilar.
Sicanlarin kalp dokusundan SOD, MDA, GSH, CAT diizeyleri spektrofotometrik
yontemlerle, Kav-3, MMP-2, UCP-2, Kavin-4 genlerinin ifadeleri ger¢ek zamanl
polimeraz zincir tepkimesi analiziyle yapildi. Siganlara kalp fonksiyon testleri
uygulandi. Kalp dokularindan hemotoksilen-eozin boyamasi ile histopatolojik
incelemeler yapildu.

Bulgular: DOX grubu MMP-2 gen ifadesi, K ve p38 MAPKi grubuna gore
yiikselmisti (p < 0.05). DOX, p38 MAPKi, DOX+p38 MAPKi gruplari UCP-2 gen
ifadeleri K grubuna gore artmisti (p < 0.05). K ve p38 MAPKi grubuna gore, yiikselen
bir doku CAT aktivitesi DOX ve DOX+p38 MAPKIi grubunda goézlendi (p < 0.05).
DOX grubu MDA seviyesi K, p38 MAPKi ve DOX+p38 MAPKI gruplarina gore
artmust1 (p < 0.05). DOX, p38 MAPKi ve DOX+p38 MAPKi gruplarinda, K grubu ile
karsilagtirildiginda artan bir SOD aktivitesi tespit edildi (p < 0.05). Histopatolojik
olarak DOX grubunda goriilen konjesyon-hemoraji ve dejenere kardiyomiyosit

yogunlugu K ve p38 MAPKI gruplarina gore anlamli idi (p < 0.05).

Sonug¢: Doksorubisin sonrast p38 MAPK inhibitdrii uygulamasinin kalp
dokusunda baz1 mekanizmalar tizerinden kalp hasarinin korunmasinda koruyucu bir etki
saglayabilecegini diislinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: MMP-2, Kaveolin-3, Kavin-4, p38 MAPK, kardiyotoksisite
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ABSTRACT

The Effect of p38 MAP Kinase Inhibitor on Molecular Genetic and Biochemical
Parameters in Doxorubicin Cardiotoxicity

Aim: The effects of p38 MAPK inhibitor application on molecular genetic and
biochemical parameters in doxorubicin induced cardiotoxicity model in rats.

Material and Method: 48 male Wistar albino rats were divided into 4 groups
each containing 12 rats per group; The p38 MAPKIi, DOX, C, DOX + p38 MAPKi
group. In the heart tissue, expressions of Kav-3, MMP-2, UCP-2, Kavin-4 genes were
performed by real-time PCR, while analysis of SOD, MDA, GSH, CAT levels were
determined spectrophotometrically. Heart function tests were applied to rats.
Histopathological examinations in the heart tissue were performed with hemotoxylin-
eosin staining.

Results: DOX group MMP-2 gene expression was increased compared to C and
p38 MAPK:I group. It was found that UCP-2 gene expression in DOX, p38 MAPKIi,
DOX + p38 MAPKI groups increased compared to the K group (p < 0.05). UCP-2 gene
expression in DOX + p38 MAPKI group showed a decrease compared to the DOX
group (p < 0.05). There was a statistically significant increase in tissue CAT activity in
the DOX and DOX + p38 MAPK:I group compared to the C and p38 MAPKi group (p <
0.05). Elevated MDA level in the DOX group was found to be significant compared to
the C, p38 MAPKIi and DOX + p38 MAPK:I groups(p < 0.05). Increased SOD activity
in DOX, p38 MAPKi and DOX + p38 MAPKI groups was found to be significant
compared to the C group (p < 0.05). Histopathologically, congestion-hemorrhage anad
degenerated cardiomyocyte density in the DOX group were found to be statistically
higher than the C and p38 MAPK:i groups (p < 0.05).

Conclusion: We consider that the administration of p38 MAPK inhibitor after
doxorubicin may provide a protective effect in the protection of heart damage on some

mechanisms in the heart tissue.

Key Words: MMP-2, Caveolin-3, Cavin-4, p38 MAPK, cardiotoxicity
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1. GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir ajan olan doksorubisin, kalp
yetmezligine neden olabilmektedir (1). Kaveolin-3 (Kav-3) kardiak miyositlerde, iskelet
ve diiz kaslarda ifade edilen kaveolanin yapisal bir proteinidir (2). Matriks
metalloproteinazlar (MMP) ekstraseliiler matriksin bir¢ok birlesenine karsi proteolitik
aktiviteye sahip ¢inko bagimli endopeptidazlardir (3). MMP’mn, embriyonik gelisim,
yang1 gibi c¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlarda ekstraseliiler matriks dokusunun
yeniden sekillenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (3). MMP-2 ve MMP-9, gelatinazlar
grubuna dahil olup endokardiyal ve subendokardiyal tabaka ve intersitial dokularda
bulunmaktadir (4). Mitokondri i¢ membraninda bulunan eslesme bozucu (uncoupling)
protein (UCP)’ler, solunum zinciri tarafindan iiretilen proton gradiyentinin desarjinin
diizenlenmesine aracilik eden transmembran proteinleridir (5). Bilinen 5 tipi bulunan
UCP’lerden, UCP-2’nin hiicre tipleri arasinda en genis dagilima sahip olup tiirler
arasinda farklilik gosterdigi bildirilmistir (6). UCP-2 proton hareket giiciinii azaltmak
icin mitokondrial membrandan protonlarin translokasyonlarini katalize etmektedir.
Boylelikle mitokondrial membran potansiyeli hipopolarize edilip hiicresel adenozin
trifosfat (ATP) azalmaktadir (7). Sadece kas hiicrelerinde bulunan Kavin-4’iin, kardiak
kas1 biyogenezinde 6nemli rolu olan Rho/ Rho ile iligkili protein kinaz (ROCK)
yolaginda gorev aldigi bilinmektedir (8). Kavin-4 ifadesinin miyotiibiillerde,
miyoblastlarin farklilagmasiyla birlikte arttigi ve transgenik farelerde artmis Kavin-4
ifadesinin kardiak kasilma bozukluguna neden oldugu bildirilmistir (9). Kavin-4, T
tubul sisteminin diizenlenmesinde de sorumludur (9). p38 mitojenle aktive edilmis
protein kinaz (p38 MAPK) sinyal yolaginin, ilerlemis kalp yetmezliginde goriilen artmis
interstitiyal fibrozis, azalmis vazoreaktivasyon ve reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin
tiretiminin artiginda rolii oldugu bilinmektedir (10). Bununla beraber kalsiyum gegisi ve
sarkomerlerde kalsiyum duyarliligi ile kardiyomiyosit kontraksiyonu {iizerinde de
p38’in etkileri bulunmaktadir (10). p38 MAPK’nin inhibisyonunun kalp
yetmezliklerinde terapotik degeri oldugu disiiniilmektedir (11).

Bu doktora tezinde, siganlarda doksorubisin ile olusturulan kardiyotoksisite
modelinde p38 MAPK inhibitériiniin (p38 MAPKI) Kav-3, MMP-2, UCP-2 ve Kavin-4
proteinleri {izerine molekiiler genetik ve biyokimyasal etkileri ve varsa hastalik

patolojisindeki roliiniin incelenmesi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Doksorubisin Kardiyotoksisitesi

Ik kez Streptomyces peucetius’in mutant irkinda kesfedilen doksorubisin, solid
ve hematolojik kanserlerin tedavisinde kemoterapotik ilag olarak kullanilan antrasiklin
antibiyotik grubunda bulunmaktadir (12). Bu ilacin klinik kullanimi1 kalp iizerine toksik
etkilerinden dolay1 sinirlandirilmaktadir (12). Doksorubisin kardiyotoksisitesi sonrasi
aritmi, kardiyomiyopati, sol ventrikiil disfonksiyonu ve konjestif kalp hasari
olusabildigi bildirilmektedir (13). Insanlarda doksorubusin’in 400 mg/m? dozda
kardiyotoksite yapma riski % 5 iken, 550 mg/m? dozda % 26 ve 700 mg/m?® dozda ise %
48 olmaktadir (14). Doksorubisin’in akut kardiyotoksisitesi, 2 veya 3 giinliik ilag
uygulamasi ile goriilebilmektedir (13).

Doksorubisin, deoksiriboniikleik asite (DNA) etki ederek hiicre liimiine (15),
DNA’da ¢ift zincir kiriklart meydana getirerek de hiicre boliinmesinin bozulmasina
neden olabilmektedir (16). ROT'un doksorubisin kaynakli kardiyotoksisitede anahtar rol
oynadig1 bildirilmektedir (17). Doksorubisin kardiyotoksisitesinde; nitrik oksit (NO)
salinimi1, mitokondrial disfonksiyon, ATP azalmasi, kalsiyum disregiilasyonu, ubiquitin
proteaz sisteminin aktivasyonu, endotelyal disfonksiyon ve otofajinin etkili
mekanizmalar oldugu kabul edilmektedir (17). Oksidatif stresin, reaktif oksijen ve
nitrojen tlirlerinin {iretimi ile intrinsik antioksidan mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik
sonucunda ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (17). Doksorubisin, hiicre DNA’s1 ile etkilesime
girerek mikromolekiillerin sentezini 6nleme ve ROT’un ortaya ¢ikmasina Sebep
olabilmektedir (18). DNA’ya baglanan doksorubisin’in, topoizomeraz 2-beta’y1 (Top2p)
baskilayarak DNA hasarina ve apoptozun baslamasina neden oldugu bildirilmektedir
(Sekil 2.1)(18). Top2p, replikasyon, transkripsiyon veya rekombinasyon sirasinda DNA
ipliklerini gevsetmektedir (18). Top2p zehiri olarak bilinen doksorubisin’in, DNA
iplikgikleriyle interkalasyonuyla DNA sentezini Onledigi bildirilmistir (18). DNA

topolojisindeki degisiklikler kardiyomiyositlerin 6liimiine sebep olabilmektedir (18).
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Sekil 2.1. DNA’ya doksorubisin interkalasyonu (18).

Top2PB'nin  kardiyomiyosit spesifik delesyonunun fareleri doksorubisin’in
indiikledigi progresif kalp yetmezligi gelisiminden korudugu bildirilmistir (19).
Doksorubisin kardiyotoksisitesinde p53 ve apoptotik yolagin aktive oldugu tespit
edilmistir (20). Diger yandan doksorubisin kaynakli ROT iiretimine, antioksidan

enzimlerin genlerinin ifadesindeki azalmanin eslik ettigi de bildirilmektedir (21).

Doksorubisin, kalp kasindaki mitokondrial DNA’da delesyonlara, kopya
sayllarinda azalma gibi degisiklere neden olarak mitokondrinin ¢aligmasini
bozabilmektedir (22). Doksorubisin kaynakli oksijen serbest radikal olusumunda,
enzimatik olmayan yolaklar ve mitokondrial solunum zincirinin kullanildig1 enzimatik

yolaklar ige karisabilmektedir (23).

Kemoterapdtik kardiyotoksisite, 2 tipe ayrilmaktadir. Tip | kardiyotoksisite,

nekroz veya apoptoz arayiciligryla geri doniisiimsiiz kardiyomiyosit 6liimiine neden



olmaktadir (1). Tip II kardiyotoksisite ise, hiicre fonksiyon yetersizligine sebep

oldugundan geri doniisiimlii olabilmektedir (1).

Kardiyomiyositlerde oksidatif strese cevaben sitokrom c salinimina sebep olan
doksorubisin, kardiyolipin gibi mitokondrial fosfolipidlere dogrudan
baglanabilmektedir. Doksorubisin, Kaspaz 9 ve 3 'lii aktive edebilmekte, ayrica p38
MAPK aktivasyonu arayiciligiyla da apoptozu tetikleyebilmektedir (Sekil 2.2) (1).
Antioksidanlarin etkisi ile aktive olan Protein kinaz B (Akt), kaspaz 3 ve 9

inaktivasyonunu saglayarak apoptozisi onleyebilmektedir (1).

Doksorubisin

l

Reaktif oksijen tirlerinin olusumu

/\..

Kardiolipin modifikasyonu/azalmasi p38 MAPK aktivasyonu

Sitokrom c salinimi

Apoptoz

Sekil 2.2. Kardiyak miyositlerinde doksorubisin nedeniyle artmis apoptozisten sorumlu

hiicresel mekanizmalar (1).

En yaygin kabul goren doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite teorisinin;
“serbest radikal teorisi” oldugu kabul edilmektedir (24). Bu teoride, NADPH-sitokrom
P450 rediiktaz gibi bir flavoenzim yardimiyla doksorubisin, semiquinon radikali
olusumunu tetikleyebilmektedir (24). Bu radikal, anoksik ortamda kismen stabilken,
normoksik kosul altinda eslesmemis elektronunu oksijene vererek siiperoksit olusumuna
neden olmaktadir (24). Semiquinon radikali, doksorubisin-demir serbest radikal
kompleksini olusturmaktadir (24). Kompleks 1 gibi flavoproteinler, indirgenmis
semiquinon radikallerini nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) veya nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADP)’dan elektron kabul edip doksorubisine teslim ederek

katalize etmektedir. Bu reaksiyon zinciri redoks dongiisii olarak bilinmektedir (25). Cok
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diisiik miktarda doksorubisin bulunmasi bile bir¢ok siiperoksit radikalinin olusumuna
neden olabilmektedir (25). Bu durum malondialdehit (MDA) gibi yiiksek toksik
aldehitlerin tretilmesini tetikleyebilmektedir (26). Bu aldehitler kolayca hiicre igine
diffiize olurken, mikromolekiiler hedeflere tutunarak sitotoksiteye neden olabilmektedir
(26). ROT’un yanisira reaktif azot tiirlerinin doksorubisin kaynakli kardiyotoksisitede
etkili oldugu bilinmektedir. Arastirmalarda doksorubisin’in, NO’nun azalmasina ve
superoksit artmasina yol a¢tig1 bildirilmektedir (27,28). Endoltelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS), doksorubisin’in neden oldugu akut kardiyotoksisitede ise karigabilmektedir
(29). Doksorubisin, kardiyak bakir ¢inko stiperoksit dismutaz (Cu,Zn-SOD), glutatyon S
transferaz (GST) ve katalaz (CAT) enzimlerinin aktivitesini azaltabilmektedir (30).
Doksorubisin varliginda artan mangan siiperoksit dismutaz’in (Mn-SOD) hiicre sag

kalimini arttirdig bildirilmistir (30) .

Kalp dokusu, viicuttaki diger organlara kiyasla daha diisiik antioksidan
icerdiginden doksorubisin kaynakli radikalik hasara daha duyarli olabilmektedir (31).
Doksorubisin mitokondri membraninin i¢ zarinda bol miktarda bulunan bir fosfolipid
olan kardiolipine yiiksek affinite gostermektedir (32). Bu affinite doksorubisinin

kardiyomiyositlere niifuz etmesine izin vermektedir (32).

2.2. Mitojen Aktive Edilmis Protein Kinazlar (MAPK)

MAPK'larin; mayalardan insanlara kadar tiim Okaryotlarda hiicre c¢ogalmasi,
hiicre farklilagmast ve hiicre oliimii gibi hayati olaylarda anahtar bilesenlerden biri
oldugu bilinmektedir (33). MAPK; memelilerde ekstraseliiler sinyal diizenleyici
kinazlar (ERK), Jun amino-terminal kinazlar (JNK) ve stres ile aktive olmus protein
kinazlar (p38/SAPK) olarak 3 gruba ayrilmaktadir (34).

p38 MAPK yolagmin aktivasyonu osmotik sok, 1s1 ve oksidatif stres gibi cesitli
stres yanitlarinda rol oynamaktadir. (35). MK2/3 ve MSK1/2 gibi protein kinazlarin
yanisira bir¢ok transkripsiyon faktorii (ATF1/2/6, c-MYC, c-FOS, GATA4 MEF2A/C,
SRF, STAT1, CHOP) p38 MAPK larin direkt agsag1 akis hedefleridir. Tiimor olusumunu
diizenleyen ATF2, ATF/CAMP yanit elementini baglayan protein ailesinin bir liyesidir.
ATEF2, hiicre dis1 streslerde biiyiime ve tiimor olusumu ile ilgili genler ve homeostaz ile

iliskili genlerin ifadesini diizenlemektedir (Sekil 2.3)(35).
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Sekil 2.3. p38 MAPK aktivasyonunun molekiiler ag1 (35).

Bazal kosullarda, p38 MAPK’lar hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada
bulunurken aktive olmalartyla birlikte cekirdek icine transloke olmaktadir. Bu
translokasyon siireci sadece kendi katalitik aktivitesine bagli olmayip p38 MAPK’nin
yukar1 akis kinazlar1 da fosforilasyonda gorev almaktadir (35).

p38 MAPK sinyal yolagi, ilerlemis kalp yetmezliginde goriilen artmis
interstitiyal fibrozis, azalmis vazoreaktivasyon ve artmig ROT’un iiretimi gibi olumsuz

etkilerde rol oynayabilmektedir (10).

Doksorubisinin neden oldugu inflamasyon ve sitotoksisitenin, p38 MAPK/NF-
kB yolaginin uyarilmasina neden oldugu bildirilmistir (36). p38 MAPK sinyal yolagi
inhibisiyonunun, iskemik hasari artiran timor nekroz faktor alfa (TNF-a), IL-1 ve

interlokin-8 gibi inflamatuvar sitokinlerin iiretimini inhibe edebilecegi ve infarkt



boyutunu azaltabilecegi ve p38 MAPK inhibisyonun, hiicre Oliimiine karsi kalp

dokusunu koruyabilecegi ileri siiriilmiistiir (36).

Kalp yetmezligine neden olan birgok stres faktoriine yanit veren sinyal yolaginin
bir liyesi olan p38 MAPK ailesi p38a, p38p, p38y ve p38d olmak iizere dort izoforma
sahiptir (37). p38a ve p38p her yerde birlikte ifade edilirken, p38y izoformu iskelet ve
kalp kasinda, p386 ise akciger, bobrek, testis, dalak, pankreas ve ince bagirsakta ifade
edilmektedir (38, 39).

p38 MAPK ’lar yukari akis MAPK kinazlar tarafindan aktivasyon ilmegindeki
iki rezidiiniin fosforilasyonu ile aktive olmaktadir (40,41). Bu yukar1 akis kinazlari
kanonikal bir aktivasyon yolu ile etkinlestirilmektedir (40,41). MAPK aktivasyon
ilmegindeki fosfoakseptorler, p38 MAPK durumunda glisinin eklenmesiyle treonin,

tirozin rezidiileri ile birlikte TGY motifini olusturmaktadir. (40,41).

p38’in katalitik c¢ekirdegi N-terminal lobu, B-kivrimli tabakalar1 ve agirlikli
olarak a-heliksten olusan biiyiik C-terminal lobu ile ¢ogu kinazla benzerlik
gostermektedir (42). Bu iki lob arasinda olusan esnek mentese bolgesinde ATP’nin
baglandigi alan bulunmaktadir (42). ATP baglanma alanindaki 106. treonin hidrofobik
cebe girisi engelledigi igin kapici rezidii olarak adlandirilmaktadir (43). Bu cep ATP’nin
baglanmasina dogrudan katilmadig: icin kinazlar arasinda uyusmazlikta 6nem teskil
etmektedir (43). Tip I, ATP yarigsmali kinaz inhibitérleri hem inhibitériin baglanma
affinitelerini artirmak hem de kinazlara karsi segici hale getirmek igin bu cebi
aragtirmak iizere tasarlanmistir (43). 106. treoninin yerinin degismesi Tip I
inhibitorlerin baglanmasin1 engellerken ATP’nin baglanmasini etkilememektedir (43).
Tip Il ATP yarismasiz kinaz inhibitorleri ise, C- terminal lobdaki ATP baglanma
cebinin alt kenarindaki baska bir 6zelligi kullanmaktadir (44). 169. fenilalaninin fenil
halkasiin 168. aspartat , 169. fenilalanin, 170. glisin ile olusan molekiiliin ¢ekirdeginin
icinde ve disinda gergeklesen bigcimsel degisikliklerle kinazlar arasinda degisen gecici
cepler olusturmaktadir (44). Tip II inhibitorler tarafindan kullanilan bu cep kinazlarin
inaktif halde kalmasimi saglamaktadir (44). SB203580, VX745, R0O3201195 ve
AMGS548 gibi p38 MAPK inhibitorleri ATP yarismali baglanarak; BIRB796 ise ATP
baglanmasinin disinda bigimsel degisikliklerle p38 MAPK inhibe etmektedir (45).
SB203580 ile yapilan inhibisiyonun, kardiyomiyositlerde kontraktiliteyi azaltarak
kardiak yeniden yapilanmaya katki sagladig: bildirilmistir (46). Bir p38 inhibitorii olan
SD-282 ile p38 MAPK inhibisiyonu yapilmasi, miyokardiumda apoptotik hiicrelerde
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azalmaya neden olabilmektedir (11). Kardiyomiyositlerin liimiinii azaltmasi nedeniyle
p38 MAPK inhibisyonunun kardiyoprotektif etkiye sahip oldugu ileri siiriilmektedir
(112).

Artmis p38 MAPKao/Kav-1 etkilesimi ve azalmis p38MAPKf/Kav-3 etkilesimi
iskemi reperfiizyon sonrasi yasamsal sinyalleri destekleyip kalp fonksiyonunu korumay1
sagladigt  bildirilmektedir ~ (47).  Doksorubisin  indiikli ~ kardiyotoksisitede
elektrokardiyografik anormallikler de ortaya c¢ikabilmektedir (48). Doksorubisin
kardiyotoksisitesine p38 MAPK’e bagimli olarak oksidatif stres birikiminin neden

oldugu ileri siiriilmektedir (49).

p38 MAPK aktivasyonu, endotel hiicreleri ve makrofajlar arasinda inflamatuvar
cevabin translasyonel ve transkripsiyonel yonlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (50). Bu vaskiiler inflamatuvar cevabin en temel o6zelligi NADPH
oksidazin aktivasyonuyla reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna aracilik etmesi oldugu
bilinmektedir (50). Ayrica aktive olmus p38 MAPK, NADPH oksidaz subunitleri ve

sitokin tiretimini artirmayla ROT artisina neden olabilmektedir (50).

2.3. Kaveolin-3 (Kav-3)

Latincede “kiigiik magaralar” anlamina gelen kaveola, 50 - 100 nm boyutunda
daha ¢ok endotel, diiz kas ve adipositlerde bulunan plazma zar1 invajinasyonlaridir (51).
Kaveolinler, kaveolanin ana bilesenleridir. Kaveolin-1, 1992 yilinda ilk kez kesfedilmis
olup, kaveolanin yapisina girmekte, sinyal iletimi, lipid trafigi ve endositoz gibi
islemlerde gorev aldig: diisiiniilmektedir (52). Kaveolin-1, ¢izgili kas hari¢ bir¢ok hiicre
tipinde bulunabilmektedir (52). Kaveolin-2, kaveolin-1 ile benzer ifade profiline sahip
olup kaveolanin sekillenmesinde etken rol oynamaktadir (52). Kaveolinlerin,
kaveolanin tek yapisal bileseni olmadigi bilinmektedir (53). Kaveolar mimart ve
fonksiyon i¢in temel olan kavinler yiiksek dereceli hetero oligomerik diizeneklerden
olugsmaktadir (54). Kavinler olarak adlandirilan dort baglantili protein bulunmaktadir.
Bunlar Kavin-1 (polimeraz transkripsiyon faktorii (PTRF).), Kavin-2 (serum yoksunluk
protein yaniti (SDPR), Kavin-3 (c-kinaz baglanan sdr iliskili gen tiriinii (SRBC) Kavin-
4 kasla sinirlanmis sarmal proteindir (MURC) (55).

Kav-3 kas ylizeyinde Onemli bir laminin reseptorii olan distrofin iligkili
glikoprotein kompleksi ile etkilesime girmektedir (56,57). Bu transmembran kompleksi

birgok sinyal molekiilii i¢in iskele olmasinin yanisira ekstraseliller matriksi hiicre



iskeletine baglayarak kas lifi biitiinliglinde 6nemli rol oynamaktadir (56,57). Bu
kompleksin ¢ekirdeginde o/p-distroglikan, distrofin, utrofin, sarkospan, sarkoglikan,
sintrofin, distrobrevin bulunmaktadir (56,57). Kav-3 peptidleri tedavide giiclii rol
oynayabilmektedir (58). Adenoviriis ile ifadesi artirllmis Kav-3’iin kardiyoprotektif

etkileri ortaya konulmustur (58).

Kav-3’iin normal kardiak fonksiyon i¢in gerekli olan NO iiretiminin ve eNOS
aktivasyonunun devamliliginin saglamasinda gorevli olabilecegi dngdriilmektedir (28).
Tek doz 20 mg/kg intraperitoneal doksorubisin verilen farelerde, kalp dokusundaki
nitrik oksit sentetaz I enziminin indiiksiyonuyla artan NO {iretimi sonucu olusan
peroksinitrit radikallerinin kalp dokusuna spesifik olan kreatin kinaz (M-CK) proteinin
hasar gérmesine neden oldugunu bildirilmistir (59). Kav-3'in, NOS’un iskelet kasinda
ifade edilen izoformu olan néronal NOS (nNOS) ile baglantili oldugu ortaya
koyulmustur (60). Katekolamin ile uyarilmis hipertrofik kalp hiicrelerinde, Kav-3’iin
plazma membranindan sitozole translokasyonunda azalma oldugu bildirilmektedir (61).
Doksorubisin’in uyardigi apoptoziste, kalbin atriumundaki kaspaz-3 aktivasyonu igin
Kav-1 ve Kav-3’tin birlikte ifade olmalar1 gerektigi ileri siiriilmektedir (62).
Doksorubisin indiiklii apoptoziste, Kav-1 ifadesindeki azalmanin apoptozisin
onlenmesinde yeterli olmadigini bildirmistir (63). Kav-1 ve Kav-3 null farelerde kardiak
defektlerin gelistigi ayrica rapor edilmistir (62). Ozellikle Kav-3 null farelerde kardiak
miyosit hipertrofisi ve kardiyomyopati ve p42/44 MAPK yolaginda hiperaktivasyon
goriildiigii bildirilmektedir (64). Kav-3 ifadesinin diizenlenmesinin normal muskuler
homeostasinin siirdiiriilmesi i¢in temel teskil edebilecegi 6ne siiriilmektedir (62) . Kav-
3’lin tiyesi oldugu kaveolinler, eNOS’ un negatif diizenleyicileri oldugu bilinmektedir
(28). Kardiyak miyositlerinde eNOS ile kompleks halinde bulunan Kav-3’iin, eNOS’un
inaktivasyonundan sorumlu oldugu bildirilmektedir (65). Kav-3 ve kaveolanin,
organeller aras1 sinyalizasyonda dnemli diizenleyici role sahip oldugu 6ngoriilmektedir
(66). Kaveolinler, kalp hasarina karst koruyucu rol dstlenebilen molekiillerle

etkilesebilmektedir (67).

Kav-3 proteini, 151 amino asit uzunlugundadir. N-terminal, iskele,
transmembran, C-terminal ile N-terminalde tiim kaveolinlerde bulunan ozel bir dizi

alani olmak {izere bes kisma ayrilmistir (68).

Kav-3, yetiskin miyofibrillerinde T tubul sistemleri boyunca sicak nokta denilen

subsarkolemmal boglutaki tubullerin boynunda bulunmaktadir (68). T tubullerde
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Ozellesmis bu alanlar, kasilma uyarisinin elektrik iletimi ile iyon kanallari, Kinazlar ve
sinyal molekiillerinin platformu olarak kaveolar fonksiyonlar i¢in kritik 6neme sahiptir

(68). Kav-3iin kardiyomiyosit hipertrofisini inhibe ettigi ortaya konulmustur (68)

Kav-3 proteinin C’- ve N’- terminal kisimlar1 sitoplazmaya bakarken ortadaki
hidrofobik kismi lipid ¢ift tabakasi i¢inde tek bir ilmek olusturmaktadir. Sitoplazmik
C’- terminal bolgesi palmitoillenmis li¢ bolgeye sahiptir. N’ terminal sitoplazmik
ucunun membrana yakin kismu kaveolin iskelet alani adi verilen biiyiik sinyal

molekiilleriyle etkilesimin saglandigi motifleri igermektedir (Sekil 2.4) (69)

A PKCa

'!? '\\ EGFR

:f { eNOS

L ARP

PIZK/AKT
ERKY/2
JAK/STAT
Utrofin

B distrozlikan

Sekil 2.4. Kaveola iligkili Kav-3 diyagrami (69)

Kav-3’iin iskelet ve kalp kasindaki kaveolanin sekillenmesinde esas rol oynayan
ve kardiyomiyositlerde baskin olan kaveolin izoformu oldugu bilinmektedir (70). Kav-
3’tin hem kalp hastaliklarinda hem de kalbin korunmasinda rolii bulunmaktadir (71).
Major patolojik kardiyovaskiiler o6zelliklerle iliskili olan Kav-3 fonksiyonlarindaki
degisikliklerin kardiyovaskiiler hastaliklarin belirtegleri olan hipertrofiye ve miyopatiye
neden oldugu bildirilmektedir (71). Kav-3’iin kardiyovaskiiler komponentleri olan
muskuler distrofilerde anahtar rol oynadigi da bildirilmistir (71). Iskemi 6ncesi Kav-
3’lin kardiyomiyositlerin iskemi sonrasindaki maruz kalacagi hasarda terapotik

potansiyelinin gii¢lii oldugu ileri siiriilmektedir (67).
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2.4. Matriks Metollaproteinaz-2 (MMP-2)

Matriks metalloproteinazlar (MMP); ¢inko bagimli endopeptidazlar ailesinin bir
tiyesi olup, ekstraseliiler matriks dokusunun yeniden sekillenmesinde gorev almaktadir
(3). MMP’ler =zimojenler olarak bilinen uzun proenzimler olarak salinan
endopeptidazlardir (3). Kullanabildigi substartlara gore; kollajenazlar (MMP 1, 8,
13,18), jelatinazlar (MMP-2, MMP-9), stromelsinler (MMP 3, 7, 10, 11, 19, 20),
matrilsinler (MMP-7,16), membran tipi MMP (MMP- 14, 15, 16, 17, 24, 25) olarak
smiflandirilmaktadir (3). Aktif bolgesindeki blokaji sistein-¢inko baglantisini kirarak
gerceklestirmektedir  (72). MMP-2 ve MMP-9 ifadesinin memelilerdeki kalp
yetmezliklerinde arttigi bildirilmektedir (3). MMP-2 troponin | degredasyonundan
sorumlu tutulmaktadir (73). MMP-9 geninin susturulmasinin fareleri miyokardial iskemi
reperfiizyon hasarindan korudugu ileri stiriilmektedir (74). MMP’ler birgok miyokardial
hasar modelinde, ventrikiiler dilatasyonda ve kardiak yeniden modellemede 6nemli rol
oynamaktadir (75). Kronik doksorubisin tedavisinden sonra artmis MMP gen ifadesi ve
aktivitesinin gosterilmesinin yanisira kardiak disfonksiyonun miyokardial MMP-2
aktivasyonu ile iliskili oldugu ifade edilmektedir (75). Insan retinal pigment epitelyal
hiicrelerinde MMP-2 aktivasyonunun p38 sinyal yolagi araciliiyla arttigi bildirilmistir
(76). Antosiyanin ile inkiibe edilmis primer fibroblast hiicre kiiltiirinde MMP-2
aktivitesinin azalmasiyla p38 fosforilasyon seviyelerinde ciddi azalma oldugu

gosterilmektedir (77) .

MMP-2 kardiyak sarkomerlerin miyofilamentleri gibi hiicre igi bolgelerde,
¢ekirdekte ve kaveola i¢inde bulunmaktadir (Sekil 2.5) (78).
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' Kardiyomiyosit

l.iareola

Sekil 2.5. Kardiyomiyositte MMP-2"nin hiicre i¢i hedefleri ve baglanma noktalar1 (78).

Inflamatuvar ve nérohormonal aktivite, hiicre i¢i kalsiyum degisiklikleri, artmis
oksidatif stres ve miyokardial gerilme gibi farkli uyarilar MMP aktivitesini
artirabilmektedir (75). Artmis oksidatif stres siiresince intraseliiler MMP-2 aktivasyonu
akut kontraktil disfonksiyonu uyaran troponin I, a-aktinin ve miyozin hafifi zinciri
sarkomerik ve sitoiskelet proteinlerinin degredasyonuna neden oldugu bildirilmektedir
(75). Kalp miyozitlerinde doksorubisine karst akut cevaptaki MMP-2 ve MMP-9’un
artisinin, MAPK ve fosfotidil inozitol 3 kinaz (PI3K)/Akt yolaklar1 arayiciligiyla oldugu
gosterilmektedir (4).

2.5. Eslesme Bozucu (Uncoupling) Protein-2 (UCP-2)

UCP'ler, i¢ mitokondriyal zar boyunca proton elektrokimyasal gradyanini
dagitan ve bdylece mitokondriyal ROT’un olusumunu azaltan mitokondriyal i¢ zar
proteinleridir  (79). Azalmis reaktif oksijen diizeyleri ile kardiyomiyositleri
koruyabilmekte; ancak mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun ayrilmamasi nedeniyle
hiicre i¢ci ATP olusumunun azalmasi diisiik metabolizma verimine neden olabilmektedir
(79). Bu ailenin ilk tanimlanan {iiyesi olan UCP-1 mitokondrial ATP sentezinde

metabolik substratlarin doniistimiinii azaltmaktadir (80).
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Ayrica UCP’ler reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda da rol
oynamaktadir (81). Bu nedenle, UCP’ler serbest radikal hasarini azaltabilmektedir (81).
Memeli kalplerinde UCP-2 ve UCP-3 izoformlar1 baskindir (82).

ROT iretimi, c¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarda ortaya c¢ikan hiicresel
yaslanma, inflamasyon, bozulmus vazodilatasyona neden olan NF-Kf ve p53 gibi ¢esitli
sinyal yolaklarmin aktivasyonunu zayiflatmaktadir. UCP-2 ¢esitli transkripsiyon
faktorleriyle dogrudan transkripsiyon diizeyinde etkilerken post-transkripsiyonel ve
translasyonel seviyelerde de farkli mekanizmalarla diizenlenmektedir (Sekil 2.6 ) (83).
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Sekil 2.6. Kardiyovaskiiler sistemde UCP-2’nin transkripsiyonel diizenlenmesi (83).

2.6. Kavin-4/(MURC)

Kavin-4/(MURC=Muscle-Restricted Coiled-coil protein) sitozolik bir protein
olup sadece kas hiicrelerinde bulunmaktadir (8). Kavin-4’iin, kardiak kasi
biyogenezinde 6nemli rolu olan Rho/ROCK yolaginda gorev aldigi ileri siiriilmektedir
(8). Bastiani ve ark., fare miyoblast hiicreleri ile yaptiklar1 hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda

Kavin-4'in kalp kas1 hiicrelerinin farklilagsmasinda etkili oldugunu ortaya koymuslardir
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(9). Miyotubiillerdeki Kavin-4'in ifadesinin miyoblastlarin farklilasmasiyla birlikte
artmasinin yanisira transgenik farelerde artmus Kavin-4 ifadesinin kardiak kontraktil
disfonksiyona neden olmasindan dolay1 Kavin-4'in T tubul sisteminin diizenlenmesinde

gorev aldig1 bildirilmektedir (9).

Dilate kardiyomiyopatili hastalarda Kavin-4/MURC mutasyonlar1 oldugu
gosterilmektedir (9).

Kardiyak iskemik reperfiizyon hasarinda MURC delesyonu, infarkt boyutunu
azaltmis ve ROT uyaril1 hiicre 6liimii ile STAT3 aracili anti-apoptotik yolak araciligryla

kalp kasilmasint korumus oldugu bildirilmistir (Sekil 2.7) (84).

Miyokardiyal IR Hasan Kaveola

Kardiyomiyvosit

ROS duyarh gen STATIduyarh gen
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Sekil 2.7. Miyokardiyal I/R hasarinda MURC yoklugunun kardiyoprotektif etkileri(84).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calisma Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nde
(INUTF-DEHUM) ve Inénii Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nde gergeklestirildi. indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Etik
Kurulu tarafindan onaylanan (16.04.2019 tarihli ve 2016/A-115 protokol no’lu karar) bu

calismada tiim uygulamalar etik kurul protokoliine uygun sekilde yapildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

SB203580 p38 MAPK inhibitorii (Selleckchem), Doksorubisin (Saba), Sigir
serum albiimin, Glutatyon (GSH, Sigma-Aldrich), 5,5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB, Sigma-Aldrich), 2-tiyobarbutiirik asit (TBA, Sigma-Aldrich), sodyum kloriir
(NaCl, Merck), potasyum kloriir (KCI, Merck), magnezyum kloriir (MgCl,.6H,0,
Sigma-Aldrich), kalsiyum kloriir (CaCl,. 2H,0, Sigma-Aldrich), sodyum dihidrojen
fosfat (NaH,PO4. H,0, Riedel-de-Haen), disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4. 7H,0,
Riedel-de-Haen), (1,1,3,3, tetramethoksipropan, Sigma-Aldrich), n-butanol (Fluka),
triklor asetik asit (TCA, Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit (NaOH, Sigma-Aldrich), tri
sodyum sitrat (Sigma-Aldrich), fosforik asit (H3PO4, %85’lik, Riedel-de-Haen),
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4, Sigma-Aldrich), dipotasyum hidrojen fosfat
(K;HPO4, Sigma-Aldrich), etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma-Aldrich),
hidrojen peroksit (H2O,, Sigma-Aldrich) Na-K-tartarat (Sigma-Aldrich), bakir siilfat
(CuSO4, Sigma-Aldrich), Etidyum bromid (EtBr, Fisher Scientific), Agaroz (Sigma-
Aldrich), Sodyum sitrat tri bazik dihidrat (Sigma-Aldrich), Sodyum asetat (Sigma-
Aldrich), Guanidin Tiyosiyanat(Sigma-Aldrich), Hidroklorik asit (HCI, Sigma-Aldrich),
Tween-80 (Merck), Nitroblue tetrazolium (Sigma), Sigir serum albiimin, EasyPure®
RNA Kit (Trans), Evoscript Universal cDNA Master Kit (Roche), Fast Start Essential
DNA Probes Master (Roche), Real Time Ready Assay (Roche) temin edildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada; millipore marka saf su tinitesi, Biorad-MyCycler marka polimeraz
zincir tepkime (PZT) cihazi, Roche marka LC96 model ger¢ek zamanli PZT cihazi,
Denver Instrument marka terazi, Ohaus marka hassas terazi, Biorad marka elektroforez

giic kaynagi, Retsch marka MM400 model bilyeli pargalama sistemi, Mettler Toledo

15



marka EL20 model pH metre, Hettich-zetrifugen marka 200 model masaiistii santrifiij
cthazi, Hermle marka Z216MK model mikro santrifiij, EpochBiotek marka
spektrofotometre cihazi, Heidolph marka vorteks, Heidolph marka manyetik karistirici,

baz1 kimyasal reaksiyonlar i¢cin Memmert marka su banyosu kullanildi.

3.3. Sicanlarin Temini ve Bakim

Aragtirmada Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Aragtirma Merkezi’nden temin edilen, ortalama agirliklar1 350-375 gram Wistar Albino
cinsi toplam 48 adet erkek sigan kullanildi. Deney siiresince siganlar sicakligin 21 °C ve
ortam neminin % 55-60 oldugu, 12 saat 1s1k (08:00-20:00 saatleri, 12 saat karanlik
uygulanan odalarda tutuldular, ad libitum olarak standart sigan yemiyle beslendi ve

normal musluk suyu igtiler.

3.4. Gruplarin Olusturulmasi

Siganlar her bir grupta 12 adet olarak; Kontrol, p38 inhibitor grubu, doksorubisin

grubu, doksorubisint+ p38 inhibitér grubu olmak iizere randomize dort gruba ayrildi.

Kontrol Grubu (K): Bu gruba, ii¢ giin boyunca her giin 1 ml kontrol grubu ¢ozeltisi

intraperitonel (i.p) yolla uygulandi.

p38 MAPK inhibitér Grubu (p38 MAPKI): Bu gruba, ii¢ giin boyunca giinde 1

mg/kg viicut agirligi dozunda p38 inhibitori i.p. yolla uygulandi (11).

Doksorubisin Grubu (DOX): Bu gruba, giinde bir defa 10 mg/kg viicut agirlig

dozunda kumulatif dozu 30 mg/kg olacak sekilde 3 giin boyunca doksorubisin i.p. yolla
uygulandi (85).

Doksorubisin+ p38 MAPK Inhibitér Grubu (DOX+p38 MAPKI): Bu gruba, giinde

10 mg/kg viicut agirligt dozunda doksorubisin uygulamasi sonrasinda 1 mg/kg p38

inhibitori 1.p. yolla 3 giin boyunca uygulandi (11).

Deney sonunda kalp dokular1 Kav-3, MMP-2, Kavin-4, UCP-2 gen ifadeleri ve
protein diizeylerinin incelenmesi ve biyokimyasal, histopatolojik analizler i¢in uygun

solusyonlara alindi. Siganlarin serumlarindan ise kardiak belirteclerin analizi yapildi.
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3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.5.1. p38 MAPK inhibitér Cozeltisi

Selleckchem firmasimin S107610 lot numarali SB203580 p38 MAPK inhibitorii
propektiisiine uygun olarak % 4 DMSO+ % 30 PEG 300+ % 5 Tween 80+ddH20
stispansiyonunda ¢oziilerek p38 MAPK inhibitorii gruplarina enjekte edilecek ¢ozelti

hazirlandi.

3.5.2. Kontrol Grubu Cozeltisi

Kontrol grubuna uygulanacak ¢ozelti; 720 ul DMSO, 5,4 ul PEG, 900 pl Tween
80 karistirilarak tlizere distile su ile 18 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.5.3. Doksorubisin Cozeltisi

Saba firmasmnin Adrimisin adli 50 mg liyofilize enjeksiyonluk doksorubisin
hidrokloriir toz igeren flakon ve 25 ml’lik enjeksiyonluk suyu karigtirilarak

doksorubisin gruplarma enjekte edilecek ¢cozelti hazirlandi.

3.5.4. RNA Saklama Cozeltisi

70 gr Amonyum Siilfat 100 ml dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 suda ¢oziildii.
Uzerine 10 mM EDTA (pH=8) ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5.2) eklenip DEPC’li saf

su ile 150 mI’ye tamamlandi ve pH 5.2’ye ayarlandi.

3.5.5. 10X Tris-Borat-EDTA (TBE) Cozeltisinin Hazirlanisi

1 litre 10X TBE tamponu hazirlarken; oncelikle 108 gr TRIS baz, 55 gr borik
asit ve 40 ml 0.5 M EDTA c¢ozeltisi 900 ml saf su igerisinde manyetik karistiricida
¢Ozdiiriildii. Cozeltinin pH degeri 8.0 oluncaya kadar HCl eklendi. Daha sonra
¢Ozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi ve son olarak otoklavda 121 C de 20

dakika otoklavlanda.

3.5.6. 10X Yiiriitme Tamponu (pH:8.3)

Tris 30.3 g, glycine 144.1 g, sodyum dodesil siilfat (SDS) 10 g tartilds, 1 litre su
igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan 10X yiiriitme tamponundan 100 ml alip 900 ml ddH20

eklenerek 1X soliisyon hazirlandi ve pH 8.3’e ayarlandi.

17



3.5.7. 10X Transfer Tamponu (pH: 8.3)

Glisin 144 g, Tris 30 g tartildi, 1 litre hacimde olacak sekilde su igerisinde
¢oziildii 10X tampondan 100 ml almip iizerine 100 ml metanol ve 800 ml ddH20
eklenip pH’s1 8.3 olacak sekilde ayarlanarak 1X’e diistirtildi.

3.5.8. Fosfat Salin Tamponu (PBS) (pH:7.4)

Tablo 3.1. Fosfat Salin Tampon Igerigi

(mmol/Lt) g/ Lt (1x igin) g/ Lt (10x igin)
NaCl 137 8 80
KCI 2.7 0.2 2
Na;HPO, 10 1.44 14.4
KH2PO, 1.76 0.24 2.4
pH 7.4 7.4 7.4

Tablo 3.1.’deki bilesenler tartilarak tizeri distile su ile 1 litreye tamamlandi. 10X
PBS hazirlayip kullanim 6ncesi 1X i¢in 100 ml PBS+900 ml ddH2O seklinde pH 7.4
olarak kullandi.

3.5.9. %5 Yagsiz Siit Tozu Cozeltisi

2.5 gram siit tozu 50 ml PBS i¢inde iyice vortekslenip ¢ozdiiriilerek taze olarak
hazirlandi ve +4 °C°de tutuldu.

3.5.10. Coomassie Boyama Soliisyonu

Metanol 25 ml, asetik asit 25 ml, coomassie blue 250 mg hazirlandi. ddH20 ile
250 ml’ye tamamlandi.

3.5.11. Boya Cikartma Soliisyonu

Metanol 250 ml, asetik asit 50 ml, ddH20 ile 500 ml’ye tamamlandi.

3.6. Dokularin Alinmasi ve Orneklerin Analizleri

Deney sonunda kontrol ve deney grubundaki hayvanlar ksilazin-ketamin
anestezisi altinda (ketamin hidrokloriir, Parke- Davis. Eczacibasi, Istanbul, 75 mg/kg ve
5 mg/kg ksilazin hidroklorid Rompun, Bayer Ilac) sakrifiye edilip kalp dokular1 alind1.
Kav-3, MMP-2, UCP-2 ve Kavin-4 mRNA seviyelerinin tespiti i¢in, gruplardan alinan
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kalp dokulari, steril sartlarda ve buz iizerinde kiigiik pargalar halinde kesildi ve RNA
saklama ¢ozeltisi i¢cinde -80 9C derin dondurucuda analiz giiniine kadar saklandi. Geri
kalan dokulardan spektrofotometreyle SOD, CAT, GSH, MDA ve histopatolojik

analizler yapildi.

3.6.1. Dokudan RNA Saflastirilmasi

Kalp dokusu Kav-3, MMP-2, UCP-2, Kavin-4 ve S-Aktin mRNA seviyelerinin
tespiti i¢in gruplardan alinan kalp doku 6rnekleri RNA saklama ¢ozeltisi igine konuldu
ve bu dokulardan Trans firmasinin “EasyPure® RNA Kit” (Lot no: L41223) saflastirma
kiti kullanilarak toplam RNA saflastirilmasi yapildi. Protokole gore dnce 30 mg doku
tartildi ve {izerine 600 pl lizis tamponu eklendi. Daha sonra bilyeli doku pargalayicida
30 Hz titresim hiziyla yaklasik 3 dakika siiresince homojenize edildi. Homojenat
12.000xg’de oda 1sisinda 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra supernatant temiz RNAaz
free tube alindi. Lizatin {izerine esit miktarda %70 etanol eklendi (%70’lik etanol
RNAaz free su ile hazirlandi). Etanol eklendikten sonra olusabilecek ¢okeltiyi dagitmak
icin iyice vortekslendi. Kisa bir santrifiij yapilip tiim lizat spin kolonlarma eklendi.
12.000 x g'de 30 saniye santrifiij edildi. Spin kolonlarina 500 ul CB4 (Temizleme
tampon 4.) eklendi.30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiij edildi. Spin kolon
altindaki ependorf bosaltildi. Genomik DNA’y1 uzaklastirmak i¢in, 80 ul DNaz I
solusyonu (Soliisyon, 10 pl DNaz I ve 70 pl reaksiyon tamponu karistirtlarak
hazirland1.) ve 15 dakika oda sicakliinda inkiibe edildi. Spin kolonlarina 500 ul CB4
eklendi. 30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiij edildi. Spin kolon altindaki tiip
bosaltildi. Spin kolonuna 500 ul WB4 ¢o6zeltisi eklendi (Calismaya baslamadan once
WB4 (Yikama tampon 4.) lizerine 48 ml % 96- %100 etanol eklenip karistirildi.). Oda
sicakliginda 30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiij edildi. Spin kolon altindaki tiip
bosaltildi. Spin kolonuna 500 ul WB4 ¢ozeltisi eklendi. Oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 12.000 x g'de santrifiij edildi. Spin kolon altindaki tiip bosaltildi. Etanol
kalintisin1 gidermek igin bos kolon maksimum hizda (>12.000 x g) oda sicakliginda 2
dakika santrifiij edildi ve kolon matrisi birka¢ dakika boyunca havada kurutuldu. Spin
kolonunu temiz 1.5 ml’lik bir tiipe yerlestirildi. RNA'y1 ayirmak igin 12.000 x g'de 2
dakika santrifiijlendi. izole RNA -80 OC'de saklandi. “EasyPure® RNA” kiti ile kalp
dokusu Orneklerinden saflastirilan toplam RNA’larda herhangi bir yikimin olup
olmadigmin belirlenmesi amaciyla drnekler, % 1 agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile

100 mV’de elektroforez islemine tabi tutuldu. Ayrica dokulardan saflagtirilan RNA
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orneklerinin spektrofotometrik analizleri yapildi, 6rneklerin saf RNA igerdigi tespit
edildi. Orneklerin RNA’lar1 miktar ve saflik tayini igin “Biotek” marka
spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlart kullanilarak 260 ve 280 nm UV
spektrumda olgiildii. RNA miktar1 ng/uL cinsinden hesaplandi ve 260/280 oranlari
yaklasitk 2 olan saf RNA ornekleri komplementer deoksiriboniikleik asit (CDNA)

sentezinde kullanildi.

3.6.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in Roche firmasinin iirettigi “Evoscript Universal cDNA Master
Kit” (Lot no: 31616500, Ref no: 07912439001) kullanildi. cDNA sentezi firmanin
onerdigi sekilde asagidaki protokole gore yapildi. Kisaca 100 pl’lik polimeraz zincir
tepkimesi (PZT) tiipiine 1000 ng toplam RNA, 4 pl ‘5x Master Reaction Mix’ ve
toplam hacim 18 pl olacak sekilde saf su eklendi ve karistirildi. Daha sonra buz
tizerinde en az 5 dakika primerlerin RNA’ya baglanmasi i¢in inkiibasyona birakildi. Bu
karisimin {izerine 2 pl‘10x Enzyme Mix’ eklendi ve boylece toplam hacim 20 ul oldu.
Karistirilan numuneler PZT makinesinde 42 °C’de 15 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 65
%C’de 15 dakika sitildi ve +4 °C’de sogutulup daha sonra -20 °C’de analize kadar

saklandi.

3.6.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi (QRT-PZT)

gRT-PZT analizi; Roche Light Cycler 96 ger¢cek zamanli PZT cihazi, Roche
firmasinin trettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot no: 33042200, Ref
no: 06402682001)” ve “Real Time Ready Assay MMP-2 (Lot no: 0000078122, config
no: 100143836.)”; “Kav-3 (Lot no: 0000078121, config no: 100143818.)”, “Kavin-4
(Lot no: 0000078120, config no: 100143827.)”, “p-Aktin (Lot no: 0000052091, config
no: 100129896.)”, “UCP-2 (Lot no: 90014993, config no: 100072244.)” hidroliz problu
primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi. Bunun
icin 5 pl master mix, 0.5 ul real time ready mix, 2 pl PZT Kalitesinde su ve 2.5 ul cDNA
olacak sekilde hazirlandi. Calismada her ornek icin 3 tekrar yapildi. PZT sartlar
firmamin Gnerdigi sekilde yapildi; ilk denaturasyon 95 °C’de 10 dakika, ikinci
denaturasyon 95 °Cde 10 saniye, baglanma 60 °C’de 30 saniye ve polimerizasyon 72
%C’de 1 saniye olarak olusturuldu ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo 3.2’de dizilimleri ve

biiyiikliikleri verilen primerler gen ifadelerinin analizinde kullanildi.
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Her bir 6rnekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, Kav-3, MMP-2,
UCP-2, Kavin-4, ve S-Aktin genlerine 6zgii primerler kullanilarak gergek zamanli PZT
ile gogaltild1 ve gen ifadesindeki degisimler S-Aktin genine oranla belirlendi.

Tablo 3.2. Primer dizilimleri (Ek 3-6).

Genler Primer Dizileri Gen Referans Dizi  Uriin
Numarasi Boyutu(bc)

S-Aktin-F 5’-CTGGCTCCTAGCACCATGA-3’ NM_031144.3 76

S-Aktin-R 5’-TAGAGCCACCAATCCACACA-3’

MMP-2-F 5’-CACCACCGAGGATTATGACC-3’ NM_031054.2 71

MMP-2-R 5’-CACCCACAGTGGACATAGCA-3’

Kaveolin-3-F 5’-GCCTGAGCAGAGGGTTCC-3’ NM_019155.2 60

Kaveolin-3-R 5’-CAGTACATGTGATCGCAAAGC-3’

Kavin-4-F 5’-CAAGTTCCGCGTGGTAATC-3’ NM_001107931.2 117

Kavin-4-R 5’-GGGGGATCGAAGACTTCCT-3’

UCP-2-F 5’-ACTGTGCCCTGACCATGC-3’ NM_AB010743.1 72

UCP-2-R 5’-GGAGGAAGGAAGGCATGAA-3’

F: forward (ileri primer), R:reverse (geri primer)

3.6.4. Western Blot Analizi

Toplam Protein izolasyonu

Toplam protein izolasyonunda Bio Rad ReadyPrep toplam protein ekstraksiyon
kiti (Katalog #163-2086.) kullanildi. Calismaya baslamadan once kit iginde bulunan
Ready Prep 2-D Rehydration/Sample Buffer 1 {izerine 5.6 ml steril distile su eklendi.
ReadyPrep TBP Reducing Agent da kit i¢inde gelen saklama sisesine aktarilip, -20
°C’ye kaldirildi.

Her 50-100 mg 6rnek igin gerekli olan 1 ml 2-D Buffer+10 ul TBP karisimindan
25 mg doku i¢in 500 pl kullanildi. Bu karisima % 1 oranda proteaz inhibitorii (Thermo
Scientific, Lot: RI236222A, Prod: 87786.) eklendi. Protein yikimini en aza indirmek
icin buz lizerinde ve tek bir seferde 6 numune olmak iizere ¢alisildi. Tartilan 25 mg
doku iizerine ¢aligma baslangicinda taze hazirlanan pargalayici soliisyon eklenip 13.500

devirde Ultra-Turnax T25 markali homojenizatér ile islem gergeklestirildi.
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Homojenizasyon tamamlaninca homojenatlar cam tiipten bagka bir mikrosantrifiij
tiipiine aktarildi ve 16.000 rpm gibi maksimum hizda 18-20 °C’de 20-30 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alindi. Siipernatant istenen miktarlara gore

béliiniip -80 °C’de sakland.

Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonun belirlenmesinde Bio Rad RC DC Protein Assay
(Katalog # 500-0119, 500-0120, 500-0121, 500-0122) kiti kullanildi. 0.1 gr sigir serum
albumin (BSA) 10 ml suda ¢oziilerek ana stok hazirlandi. Bu stoktan belirli miktarlarda
alimarak su ile ¢esitli diliisyon oranlarinda standartlar elde edildi. 250 pl ¢ozelti A
igerisine 5 ul ¢6zelti S eklendi. Her bir 6rnek igin bu soliisyondan 127 pl kullanildi.
Standart ve Orneklerden 25 pl ekleyip tizerine 125 pl ¢ozelti | ekleyip 1 saat oda
sicakliginda inkube edildi. Daha sonra 125 pl ¢ozelti 1l eklenip vortekslenip 15.000 xg
de 3-5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip tiip kuru filtre kagidinin {istiine
dikkatlice ters gevrilerek pellet sivi kalmayacak sekilde kurutuldu. Pellet iistiine 127 ul
onceden hazirlanan ¢ozelti A eklenip vortekslendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Her bir tipe 1’er ml DC ¢ozelti B eklenip vortekslendi ve 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplerdeki standartlar/Grnekler

microplate okuyucu ile 750 nm’de spektrofotometrede 6l¢iildii.

Western Blotlama

Calismada % 4-15 konsantrasyondaki hazir jel (BioRad-4561083) kullanildi.
Orneklerin konsantrasyon optimizasyonu i¢in protein standartlarindan sonra jele 5 ug,
10 ng, 20 pg miktarda numune yiiklemesi yapildi. Ornekler laemmli &rnek solusyonu
ile 1:1 oraninda karistirilarak 20’ser ul olarak yiiklendi. Laemmli tampon ile 1:1
oraninda karistirtlip (5 pl numune + 5 pul 6rnek solusyonu) 10 ul yiiklendi. Jel 200 V’ta
yiriitildii ve yiiritme tamamlaninca jel coomassie boyasi ile boyama yapilmak {izere
calkalayiciya alindi. Oda sicakliginda en az 2-4 saat kadar boyama islemi yapildi. Daha
sonra jel, boya ¢ikartma soliisyonuyla oda sicakliginda ve galkalayicida 2-3 saat kadar
muamele edildi. Boyanin temizlenmesi i¢in bantlar netlesene kadar soliisyon birkag kez
degistirildi. Boyama sonunda net bantlarin goriildiigii protein miktar1 olan 20 pg protein
secildi. Standart ve 6rneklerle ayni sekilde yiiklenen jel 200 V’da yiiriitiildiikten sonra
membrana transfer islemi gercgeklestirildi. Yiiriimenin sonuna dogru membran jel

boyutuna gore kesilip soguk metanol igine kondu. Aymi sekilde siingerler ve filtre
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kagitlar1 da genis bir kapta transfer tamponu ile 1slatilmaya kondu. Jel, kasetten ¢ikarilip
transfer tamponu igine koyuldu ve 1-2 dk beklendi. Membran da transfer tamponu i¢ine
alindiktan sonra siinger+ 3 filtre kagidi + membran+ jel + 3 filtre kagid1 + siinger
seklinde arada hava kabarcigi olmamasina dikkat edilerek transfer sandvi¢ kasetine
yerlestirildi. Jel ve membranin kaymamasina dikkat edildi. Transfer kasedi tanka
yerlestirildi ve tankin blotting seviyesine kadar transfer tamponu eklendi. Transfer
islemi icin tank 100 V’da +4 °C’de 1 saat boyunca tutuldu,sonra sandvic sistemi
kasetten alindi. Siingerler ve filtre kagitlar1 dikkatlice ayrildiktan sonra membranin
protein olan ylizii isaretlendi. Jelden membrana gecis gorsel olarak ve boyamayla

kontrol edildi.
3.7. Serum Biyokimyasal Analizler

3.7.1. Serum Hazirlanmasi

Hayvanlardan alinan kan 6rnekleri oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Kalpten
alinan kan 6rnekleri 3.000 rpm de 15 dakika santrifiij edilerek numunelerin serumlari
ayrildi. Serumlar biyokimya analizlerinde kullamlmak iizere ikiye ayrilip -80 °C’de

muhafaza edildi.
Serumdan Troponin- | Enzim Bagh immiinosorbent Analizi (ELISA)
Serumdan Troponin I analizi ‘Sinogeneclon’ firmasinin SG-21063 katalog no’lu
sican cTn-I konsantrasyonun kantitatif belirlenmesinde kullanilan kiti ile yapilda.
Serumdan Aspartat Amino Transferaz (AST), Alanin Amino Transferaz
(ALT), Kreatin Kinaz (CK-MB) Analizi

Serumlardan AST, ALT, CK-MB enzim seviyeleri Inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya laboratuvarinda, Abbott architect 116000 otoanalizatdriinde
Olculdii.

3.7.2. Doku Biyokimyasal Analizler

Glutatyon (GSH) Analizi

GSH, Ellman’in yontemine gore analiz edildi (86). Buz iizerinde homojenize
edilerek elde edilen kalp doku homojenati 3.000 devir/dakikada, +4 derecede, 15 dakika

santrifiij edilerek supernatant ayrildi. Elde edilen siipernatanta triklor asetik asit ¢ozeltisi
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ilave edilip santrifiij edildi ve bu numuneden GSH analizi yapildi.

Tablo 3.3. GSH analizinin yapilisi

Numune Kor
% 10’luk homojenat 500 pl
Na;HPO4(0.3 M) 4ml 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distilesu - 500 pl

Cozelti 5 dakika bekletildi, sonra olusan rengin siddeti spektrofotometrede 410
nm'de okundu ve sonuglar glutatyon standart grafiginden degerlendirilerek nmol /gram

yas doku (gyd) olarak verildi.

Malondialdehit (MDA) Analizi

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA, Uchiyama and Mihara’nin
yontemine gore calisildi (87). Buz tizerinde homojenize edilerek elde edilen kalp

dokusu homojenat1 dogrudan MDA analizinde kullanildi.

Tablo 3.4. MDA analizinin yapilisi

Numune
Homojenat 250 wl
% 1’lik fosforik asit 1500 pl
% 0.6” ik TBA 1500 wl

Hazirlanan ¢ozeltiler deney tiiplerine eklendi, tiipler kaynar suda (en az 95
derecede) 1 saat bekletildi. Daha sonra deney tiiplerine 2 ml n-butanol eklendi ve 5
dakika boyunca vortekslendi. Vortekslenen numuneler 3.000xg’de 10 dakika santrifiij
edildi. Spektrofotometrede 535 nm ve 520 nm’de numunelerin absorbansi okundu.
Numune ve standartlarin MDA seviyeleri, 1,1°,3,3° tetrametoksipropan ile hazirlanan

standarttan belirlendi, sonuglar nmol/gram gyd olarak verildi.
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Katalaz (CAT) Analizi

Doku CAT aktivitesi Luck’iin (88) yontemine gore dl¢iildii. Homojenize edilen

dokulardan santrifiijle supernatant elde edildi. Siipernatant CAT analizinde kullanildi.

Tablo 3.5. Katalaz analizinin yapilist

Kor Numune
Fosfat tamponu (50 mM, pH=7) 299 e
H,0,’li fosfat tampon 0.01 2.99
Siipernatant - 0.01

Spektrofotometre 240 nm’ye getirilip korle sifir absorbansa ayarlandi.
Numunelerin her 15 sn’de bir okumasi yapilarak 90 sn siire ile absorbans azalmasi takip
edildi. Dogrusal absorbans azalmasinin oldugu zaman aralig1 degerlendirilmeye alindi.

Sonuglar K/gr protein olarak verildi.

Bakir, Cinko Superoksit Dismutaz (Cu,Zn-SOD) Analizi

Doku SOD aktivitesi Sun ve ark.’nin (89) yontemine gore olgiildii. Buz lizerinde
homojenize edilerek elde edilen kalp doku homojenant1 santrifiijlendikten sonra elde
edilen supernatant lizerine kloroform/etanol karisimindan (3 birim kloroform/5 birim
etanol) eklendi. Karisim +4 derecede 5000 rpm'de 20 dakika santrifiij edildi. Berrak
kloroform fazi pipetle dikkatlice alinarak ve Cu,Zn-SOD analizinde kullanildi.

Tablo 3.6. Cu Zn-SOD analizinin yapiligi

Kor Numune
Assay reaktifi (0.3 mM/L ksantin, 0.6 mM/L Na,EDTA, 2.45 245
150umol/L NBT, 400 mmol/L Na,COs, 1gr/L BSA)
Siipernatant -—-- 0.5
Bidistile su 05 -
Ksantin oksidaz (167 U/L) 0.05 0.05

Tiipler 25 °C’de 20 dakika oda 1sisinda birakildi. Siirenin sonunda her iki tiipede
1 ml CuCly; ilave edilecek ve reaksiyon durduruldu (0.8 mmol/L). Spektrofotometre 560
nm’ye dalga boyuna ayarlanadi, kér ve numunelerin absorbansi kaydedildi ve enzim

aktivitesi hesaplandi. Sonuglar U/gr protein olarak verildi.
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3.8. Kalp Fonksiyon Testleri

Anestezi altindaki ratlara karotis arter kaniilasyonu yapildi ve gogiis
Elektrokardiyografi (EKG) elektrotlart baglanmak sureti ile EKG, kalp hizi, kan basinci
ve oksijen satiirasyonu tayini Bipoca MP-100 Data system ile indnii Universitesi Tip

Fakiiltesi Farmakoloji Kardiyovaskiiler Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

3.9. Histolojik Analizler

Deney sonunda alinan dokular, % 10’luk formaldehit igerisine alinarak tespit
edildi. Doku takibi islemlerinden sonra hazirlanan parafin bloklardan, 4-5 pum
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, genel morfolojik yapinin belirlenmesi i¢in

hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu ile boyandi.

Kalp kesitleri; konjesyon-hemoraji ve kardiyomiyosit dejenerasyonu (yogun
eozinofilik sitoplazma, piknotik niikleus) yoniinden degerlendirildi. Rastgele secilen 10
alan incelendi ve alanlar histolojik degisikliklerin derecesine gore; 0: degisiklik yok, 1:

hafif, 2: orta, 3: siddetli degisiklik olarak skorlandu.

Analizler, Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz
Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

3.10. istatistiksel Analizler

Biyokimyasal ve molekiiler genetik bulgularin istatistiki analizinde MedCalc®
(11.4.2.0) programi kullanildi. Gruplarin normal dagilima sahip olup olmadiklar
Shapiro-Wilk testi yapilarak belirlendi. Bu teste gore kalp dokusu gen ifade degerleri,
serum ALT, AST, Troponin I ve kalp dokusu CAT, MDA degerleri normal dagilim
gosterirken (p > 0.05), serum CK-MB, kalp dokusu GSH ve SOD verileri, kalp
fonksiyon testleri ve histopatoloji skorlart normal olmayan dagilim gosterdi (p < 0.05).
Normal dagilim gosteren veriler tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildikten sonra
gruplar arasi ¢oklu karsilastirma Student-Newman-Keuls testi veya LSD testi ile
yapildi. Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal-Wallis H testi ile degerlendirildi.
Daha sonra gruplar arast coklu karsilastirma Conover testine gore yapildi
Karsilagtirmalarda “p” degerinin 0.05°den kiiciik bulundugu degerler istatistiki olarak
anlaml kabul edildi. Veriler normal dagilim gdsterenler i¢in ortalama + standart hata
(SH) olarak verildi. Normal dagilima sahip olmayan gruplarda veriler ortanca (min-

maks) olarak gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Genetik Bulgular

4.1.1. Gen ifadesi Bulgular

Saflagtirilan RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarinin varlig1 ve herhangi bir
yikilim olmadigi gorildi (Sekil 4.1).

p38 MAPKi Grubu Doksorubisin (DOX) Grubu Kontrol (K) Grubu DOX+p38 MAPKi Grubu

Sekil 4.1. Gruplarin toplam RNA goriintiisii

Orneklerin RNA’lar1 miktar ve saflik tayini icin “Biotek” marka
spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlart kullanilarak 260 ve 280 nm UV

spektrumda 6l¢iildii. RNA miktar1 ng/uL cinsinden hesaplandi (Tablo 4.1)
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Tablo 4.1. Gruplarda o6lgiilen kalp dokusu RNA spektrofotometrik absorbans degerleri

ve RNA miktarlari.
Grup  Numune Ortalama RNA (ng/ul) Ortalama Absorbans
Adi No (260/280)
1 102.1 2.0
2 213.2 2.0
3 3 227.0 2.0
2 4 131.3 2.0
2 5 184.7 1.9
£ 6 1278 2.0
<§f 7 167.3 1.9
pos 9 162.7 2.0
3 10 207.0 2.0
11 233.3 2.0
12 149.9 2.0
13 154.0 2.0
14 159.6 2.0
15 1705 2.0
16 132.9 2.0
2 17 63.8 2.0
= 18 137.9 2.0
X 19 200.4 2.0
Q 20 95.2 2.0
21 74.6 2.0
22 160.3 2.0
23 93.2 2.0
24 165.1 2.0
25 181.7 2.0
26 215.4 2.0
27 84.5 2.0
28 126.7 1.9
E 29 188.0 2.0
= 30 252.5 2.0
O 31 111.0 2.0
X 32 82.4 2.0
33 106.6 2.0
34 51.7 2.0
35 66.4 1.9
36 95.3 2.0
37 1226 2.0
E 38 79.8 2.0
> 39 74.8 2.0
o 40 195.4 2.0
X 41 178.2 2.0
< 42 1772 1.9
5 43 178.3 2.0
] 44 146.5 1.9
+ 45 138.8 2.0
5 46 1865 2.0
a 47 155.8 2.0
48 69.9 1.9
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Molekiiler analizlerde “Hydrolysis Probe” kimyas1 kullanilarak Kav-3, MMP-2,

Kavin-4, UCP-2 ve S-Aktin mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin ger¢ek zamanl
PZT ile ¢ogaltimi yapildi (Sekil 4.2- 4.3).
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Sekil 4.2. Hydrolysis Probe” kimyas1 kullanilarak Kav-3, MMP-2, Kavin-4 ve S-Aktin
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Sekil 4.3. Hydrolysis Probe” kimyasi kullanilarak UCP-2 ve f-Aktin mRNA’larindan

sentezlenen cDNA’larin ger¢cek zamanli PZT ile ¢ogaltim egrisi

Kav-3, MMP-2, Kavin-4, UCP-2 ve f-Aktin cDNA’lar1 kullanilarak yapilan

gercek zamanli PZT sonrasi agaroz jelinde 6rnekler kosturularak primer baglanmasinin

29



Ozgiilligii kontrol edildi. Analiz sonucunda her dort gen i¢in de tek ve istenilen boyda

bir DNA bandi olustugu gortildii (Sekil 4.4-4.5).
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Sekil 4.4. MMP-2, Kav-3, Kavin-4 ve -Aktin cDNA’larinin PZT’deki ¢ogaliminin
agaroz jel (%?2) elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 bp plus DNA
Ladder-for-use’dir (Bioron, 50 bp, catalog no: 304007).
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Sekil 4.5. UCP-2 ve -Aktin cDNA’larinin PZT’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%2)
elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 bp plus DNA Ladder-for-use’dir
(Bioron, 50 bp, catalog no: 304007).

Gruplar arasinda kalp dokusu Kaveolin-3, Kavin-4, MMP-2, UCP-2 gen ifadeleri
karsilastirildiginda, Kaveolin-3 ve Kavin-4 gen ifadelerinde gruplar arasinda istatistiki
olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p > 0.05). K, p38 MAPKi ve DOX+p38 MAPKi
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gruplarina gore DOX grubu MMP-2 gen ifadesi anlamli olarak yiikselmisti (p < 0.05).
DOX+p38 MAPKI grubundaki MMP-2 gen ifadesindeki yiikselis, K ve p38 MAPKi
grubuna gore anlamli idi (p < 0.05). DOX+p38 MAPKI grubundaki MMP-2 gen ifadesi,
DOX grubuna gore anlamli bir azalma gostermisti (p < 0.05). DOX, p38 MAPKIi,
DOX+p38 MAPKi gruplart UCP-2 gen ifadesi K grubuna gore anlamli olarak
yiikselmisti (p < 0.05). DOX+p38MAPKIi grubu UCP-2 gen ifadesi, DOX grubuna gore
anlaml bir diisiis gostermisti (p < 0.05) (Tablo 4.2).
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4.1.2. Western Blot Bulgular:

Boyama sonunda net bantlarin goriildiigli protein miktar1 olan 20 ug protein

miktar1 optimize olarak se¢ildi (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Coomassie blue ile boyanmis jel goriintiisii

Jelden membrana gecis gorsel olarak ve coomassie blue boyamayla kontrol

edildi (Sekil 4.7.), proteinlerin membrana gegtigi teyit edildi.

Sekil 4.7. Yiiklenen proteinlerin membrana aktarilmis jel goriintiisii
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Transfer sonrast membran hizli bir sekilde kurutulmadan 10 dk % 5 siit tozu ile
oda sicakliginda bloklamaya alindi. Calkalayic1 tistiinde bloklama sonunda bir kez hizli
sekilde PBS ile yikama yapildi ve ardindan 15 ml 1/1000 PBS iginde B-Aktin primer
antikor (mAbcam 8226) ve Kaveolin-3 (Abcam ab2912) ile 15 dk oda sicakliginda
muamele edildi. Antikorlar alindiktan sonra 3 kez PBS ile yikama yapildi ve yikama
sonunda Thermo Polyvalent sekonder antikordan 6nce biotinylated goat anti-polyvalent
oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Siire sonunda 3 kez PBS ile yikama yapildi ve
sonrasinda streptavidin peroxidase ile oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Siire
sonunda 3 kez PBS ile yikama yapildi ve hemen ardindan 5 ml ECL Substrat soliisyonu

uygulanip yaklasik 5 dakika beklendikten sonra Syngene G:Box Markali cihazla

goriintiileme yapildi (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. Syngene G:Box cihaziyla ¢ekilmis membran goriintiisii

Western blot denemelerimizin tamaminda gerek beta aktin gerekse kaveolin 3
igin primer ve sekonder antikor baglanmasi ger¢eklesmedi ve bu nedenle de tezde

analizler yapilamadi.
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Serum AST, ALT, CK-MB, Troponin | Seviyeleri

Gruplar arast serum ALT seviyelerinde DOX+p38 MAPKi grubunun ALT
seviyesinin diger gruplara gore istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdigi (p < 0.05);
DOX+p38 MAPKi grubundaki AST seviyesindeki artisin p38 MAPKi grubuna gore
istatistiki olarak anlamli oldugu (p < 0.05); CK-MB seviyesinin K ve p38 MAPKIi
grubuna gore diger gruplarda istatistiki olarak farklilik gosterdigi (p < 0.05); DOX
grubundaki troponin I seviyesindeki artisin ise yalnizca DOX+p38 MAPKi grubuna
gore anlamli oldugu (p < 0.05) tespit edildi (Tablo 4.3).

35



36

(VN naeuqryut
MdVIN 8gd ‘(1) [10nuoy ‘(XOQq) uisigniosyoq ‘(GIN-MD) zeuny uneasy ‘(17v) zelsjsuel) oulwe uluee ‘(1SY) Zelajsuel; oulwe Jeuedse ‘(1s8] S|nad-UeWIMBN-IUBPNIS
1591 VAONYV) (G0°0 > d) 1wejue 2108 eunqnis XOd , ‘(18A0U0D 158} SII[eAN-[eXsNIN) (50°0 > d) 1uwe[ue 2108 eunqnid JJVIA 8€d oA I, ‘(153) SINaM-UBWMSIN-JUSPNIS
159} VAONY) (600 > d) rweue 2193 eunqnis 3 oA JIVIN 8€d “XOA , ‘(381 S|N9M-UBWMIN-IU3PNIS 153} VAONY) (G0'0 > d) ruweue 2193 eunqnid VN 8€d+X0d ,

B~

T = B b o
@W QO oo oG o~ z=9
253 £EI8 58S 289 258
WV @V, WrTOo NpTO £33
= = = . N N w = =
N = = N [0
S S a R S g2 8 » 8 ¢ 8 B9
o = X > 2 P ¥ B ¢ B ¥ ¥ 3z
o H e - £ 3 5 L o = N — &
[} o N N9} —_ e =) N h — o %) T
[\ EN >N N © S = R ! :
w N w o - ~ o N (o))
®
o] ho] s ho] =
™ ) ™ ) @ ) @ w) =
© 3 o © =9 o @ E0 g © S0 o 2
< x 5 X o) < x T X o s = 33X o £ =x %X 9 2
> AT X > =] X S X > AT X =
T S ) S © 2 2% T S T
X e X © & Y o X S @ =
(Jw/6d) | utuodou N1 gN-MD (N1 Lsv ) 1v

113]9A1AsS | utuodoi L aA gIN-3ID LSV LTV wnids ua[nd[o eprejdnin ‘e ojoe L



4.2.2. Doku CAT, SOD, GSH ve MDA Seviyeleri

DOX ve DOX+p38 MAPKIi grubundaki CAT aktivitesindeki artisin K ve p38
MAPK:i grubuna gore (p < 0.05); DOX+p38 MAPKIi ve p38 MAPKI gruplarinda artan
GSH seviyesinin K grubuna gore (p < 0.05); DOX grubundaki artan MDA seviyesinin
K, p38 MAPKi ve DOX+p38 MAPKIi gruplarina gore (p < 0.05); DOX, p38 MAPK:i ve
DOX+p38 MAPKI gruplarinda artan SOD aktivitesinin K grubuna gére anlamli oldugu
(p < 0.05) tespit edildi (Tablo 4.4).
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Genel morfolojik degerlendirme, konjesyon-hemoraji ve dejenere kardiyomiyosit
varligt yoniinden yapildi. Kontrol ve p38 MAPKI gruplarinda, hafif diizeydeki
degisiklikler disinda, kalp dokusu normal histolojik goriinimdeydi (Sekil 4.9-4.12).
Diger yandan, DOX grubunda konjesyon-hemoraji ve dejenere kardiyomiyosit
yogunlugunda belirgin bir artisin oldugu gozlendi (Sekil 4.13-4.14). DOX grubunda
izlenen bu histopatolojik degisikliklerin, kontrol ve p38 MAPKI gruplarina gore
istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edildi (p < 0.05). DOX+p38 MAPKIi grubunda
konjesyon-hemoraji siddetinde, DOX grubu ile karsilastirildiginda, belirgin bir
azalmanin oldugu gozlendi (p < 0.05). Ote yandan, DOX+p38 MAPKi grubunda,

dejenere kardiyomiyosit siddetinin DOX grubuna benzer sekilde devam ettigi izlendi
(Sekil 4.15-4.16) (p > 0.05).

Sekil 4.9. Kontrol grubu (longitiidinal diizlem); miyokardiyumun normal histolojik

goriiniimii. H-E; x20.
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Sekil 4.10. Kontrol grubu (transvers diizlem); miyokardiyumun normal histolojik

goriintimii. H-E; x20.

miyokardiyumun normal

2

kil 4.11. p38 MAPK:I grubu (longitiidinal diizlem);

Se

histolojik gdriiniimii. H-E; x20.
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Sekil 4.12. p38 MAPKI grubu (transvers diizlem); miyokardiyumun normal histolojik

goriintimii. H-E; x20.

Sekil 4.13. DOX grubu (longitiidinal diizlem); miyokardiyumda konjesyon-hemorajik
alanlar (oklar) dikkati ¢ekmekte. H-E; x20.
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Sekil 4.14. DOX grubu (transvers diizlem); yogun eozinofilik sitoplazmalari ve piknotik
niikleuslari ile dejenere kardiyomiyositler (ok baslar1) dikkati cekmekte. H-E; x20.

— = . — T B

Sekil 4.15. DOX+p38 MAPKI grubu (longitiidinal diizlem); miyokardiyumda
konjesyon-hemorajik alanlarin (oklar) DOX grubuna gore belirgin sekilde azaldig:
izlenmekte. H-E; x20.
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Sekil 4.16. DOX+p38 MAPKI grubu (transvers diizlem); dejenere kardiyomiyositlerin

(ok baglar1) DOX grubuna benzer sekilde devam ettigi izlenmekte. H-E; x20.

4.4. Kalp Fonksiyon Testleri

Anestezi altinda ratlarin sistolik, diyastolik, ortalama kan basinct (KB) ve kalp
hiz1 (KH) (97) tayini igin karotis arterlerden biri kaniile edildi. Karotis arterde kanama
veya kopma dahil herhangi bir sorun oldugunda diger damar yedek olarak kullanildi.
EKG degisiklerini izlemek icin 3 derivasyonlu EKG elektrotlar1 kullanildi. KB, KH ve
EKG degerleri Biopac MP-100 Data Acquisition sistem bilgisayar kayit programi
kullanilarak 3 dakika boyunca kaydedildi. Alinan bilgisayar kayitlarindan daha sonra
Lambeth Convention kriterlerine gére (90) hem aritmi ¢esitliligi hem de PR, QRS ve

QT stireleri hesaplandi.

Sonuglar Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’te sunuldu. Hemodinamik parametrelere
bakildiginda DOX grubunda sistolik, diyastolik ve ortalama KB degerlerinde kontrol
grubuna gore anlamli bir artig saptanmis iken DOX+p38 MAPKI grubunda bu degerler
DOX grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik saptanmamigtir. DOX grubunda
artan kalp hizi, DOX+p38 MAPKI grubunda kontrol grubuna kiyaslandiginda anlamli

bir artis goriilmiistiir. Elektrofizyolojik parametreler agisindan gruplar arasinda anlamli
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bir fark tespit edilememistir (Tablo 4.5). EKG’de DOX grubunda iskemik kardiyak
patolojilerden (ST depresyonu ve T negatifligi) toplamda 4 adet goriilmiis iken
DOX+p38 MAPKI grubunda ise sadece 2 adet goriilmiistir. Bunun yaninda DOX
grubunda 3 adet dal blogu saptanmis iken DOX+p38 MAPKIi grubunda 2 adet
saptanmistir.  Kontrol grubunda ve p38 MAPKi grubunda herhangi bir
elektrokardiyografik patolojiye rastlanmamustir (Tablo 4.6, Sekil 4.17-20).
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5. TARTISMA

Arastirmamizda; DOX grubu MMP-2 gen ifadesi, K, p38 MAPKi ve DOX+p38
MAPKi gruplarina gore anlamli olarak yiikselmisti (p < 0.05). DOX+p38 MAPKIi
grubundaki MMP-2 gen ifadesindeki yiikselis, K ve p38 MAPKi grubuna gére anlamli
idi (p < 0.05). DOX+p38 MAPKIi grubundaki MMP-2 gen ifadesi, DOX grubuna gore

anlamli bir azalma gostermisti (p < 0.05).

Polegato ve ark. yaptiklari ¢alismada doksorubisin uygulamasi sonunda wistar
albino sicanlarda MMP-2 aktivasyonu ile birlikte sol ventrikiil sistolik disfonksiyonu
goriildiigii tespit etmistir (91). Diger bir ¢alismada Bai ve ark. tek doz doksorubisin
uygulamasi ile farelerde olusturduklari kardiyotoksisite modelinde kalp ve damar
dokularinda zamana bagli MMP aktivitesinin arttigini  bildirmistir (92). Akut
doksorubisin  kardiyotoksitesinde miyokardiyal MMP'lerin erken hasar belirteci
olabilecegi oOne siirtilmistir (92). Bir baska c¢alismada, kronik doksorubisin
uygulamasinin miyokard ventrikiilinde MMP-2 ve MMP-9 gen ifadelerinde artisa
neden oldugu bildirilmistir (4). Farelere uygulanan 25 mg tek doz doksorubisin
sonrasinda ventrikiiler MMP-2 ve MMP-9 gen ifadelerinin indiiklendigi gosterilmistir
(93). insan gogiis epitelyal hiicrelerinde p38 MAPK’m hedefi olan aktive edilmis
transkripsiyon faktoriiniin (ATF-2) kalpte fibrozis gelismesine neden olan MMP-2 gen
ifadesinin diizenlenmesinde etkisi bulundugu gorillmiistiir (94). Osteosarkom hiicre
kiiltiiriinde adrimisin direnci MMP-2’nin aktivitesine ve ERK 1/2 ‘nin fosforilasyonuna
neden oldugu gosterilmektedir (95). Doksorubisin uygulanan tavsanlarin kalp
orneklerinde pro- MMP-2 enzimi saghkli kontrollere gore diisik seviyede
bulunmaktadir. Pro-MMP-2 kardiyomiyositlerin sarkomerinde bulundugu ig¢in
doksorubisinin indiikledigi oksidatif stres ile proteolitik siire¢ olmaksizin aktif oldugu

ileri siiriilmektedir (96) .

Arastirmamizda DOX, p38 MAPKi, DOX+p38 MAPKi gruplar1 UCP-2 gen
ifadesi K grubuna gore anlamli olarak yiikselmisti (p < 0.05). DOX+p38 MAPKi UCP-
2 gen ifadesi, DOX grubuna gore anlamli bir diisiis gostermisti (p < 0.05). Literatiirde
doksorubisin uygulamasinin UCP-2 ifadesini arttirdigi yonde ¢alismalar mevcut olsa da
UCP’lerin serbest radikal hasarin azaltilmasinda gorev aldigi bilinen bir gergektir (81).
Doksorubisinin sebep oldugu oksidatif hasarin azaltilmasi i¢in UCP-2 ifadesinde artis

oldugunu diisiinmekteyiz. Bugger ve ark. deney hayvanlari iizerinde yaptigi ¢calismada
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doksorubisin nedenli sol ventrikiiler kontraktil disfonksiyon sonucu UCP-2 ve UCP-3
protein ifadelerinde azalma oldugunu ortaya koymustur (97). Reaktif oksijen tiirlerinin
tiretiminin diizenlenmesinde rol olan UCP’lerin ifadelerindeki azalma doksorubisinin
kalp tizerine toksik etkilerini artirabilecegi bildirilmistir (97). Kalp UCP-2 ifadesiyle
kardiyak disfonksiyon ve hipertrofisi arasinda bir iliski oldugu disiiniilmektedir (98).
Safari ve ark. kalp iskemi reperflizyon sonrasi asir1 UCP-2 ifadesi goriildigiini
bildirmistir (99). Bu ¢alismada, iskeminin akut déneminde artmis olan UCP-2 ifadesi
ACE inhibitorleri kullanilarak baskilanmis ve miyokardiumun oksidatif hasara karsi
korundugunu belirtilmistir (99). Bir baska arastirmada lipopolisakkaritin uyardigi p38
MAPK sinyal yolagi arayiciligiyla UCP-2 seviyesindeki azalmanin mitokondride
reaktif  oksijen radikallerinin  {retimini artirdigr tespit edilmistir  (100).
Lipopolisakkaritin uyardigt p38 MAPK sinyal yolagi arayiciligiyla UCP-2
seviyesindeki azalma mitokondride reaktif oksijen radikallerinin {iiretimini

artirabilmektedir (100).

Ishizawa ve ark. yaptigi ¢alismada izoproterenol uygulamasit UCP-2 mRNA
ifadesini arttirirken edaravone isimli antioksidan uygulamasi UCP-2’nin ifadesini
onlemektedir (101). Antioksidan Edaravone, oksidatif stresin azaltabilmekte, UCP-2
ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayabilmektedir (101). UCP-2’nin ifade artisi
mitokondiral oksidatif stresi azaltabilmektedir (101). UCP-2 mitokondrial ROT
tiretimini kontrol eden geri bildirim mekanizma komponentlerinden biri olabilmektedir
(101). Gaussin ve ark. yaptiklart ¢alismada UCP-2’nin beta adrenerjik uyari ile
indiikklenen kardiyomiyopati gelisiminde 6nemli rol oynayan bir aday gen oldugunu
bildirmiglerdir (102). Yetiskin sican kardiyomiyositlerinde, UCP-2’nin agsir1 ifadesi
baslangigta hiicre sagkalimini etkilemezken, 6nemli dlgliide ATP tiiketimi, asidoz ve 6n
oliim proteini olan BNIP3 birikimine yol agtigi ileri stirilmiistir (103). Hu ve ark.
doksorubisinin indiikledigi UCP-2 ifade azalimin Onlenmesiyle kardiyomiyosit
apoptozisi ve oksidatif hasarin siddetinin azaldigini bildirmislerdir (104). Doksorubisin
temelli kemoterapi ROT’un neden oldugu konjestif kalp hastalifi ve sol ventrikiil
yetmezligi gelisimine neden oldugu i¢in sinirlandirilmistir (105). Tek doz doksorubisin
enjeksiyonu ile olusturulan kalp yetmezligi modelinde, kalpteki UCP-2 ve UCP-3
mRNA seviyelerinde azalma oldugu bildirilmistir (106). Farelerde kalp hasari
olusturmak i¢in toplam doz 18 mg/kg olmak iizere gilinlik 2mg/kg doksorubisinin

intraperitonel uygulamasi sonrasinda izole edilen mitokondrilerdeki UCP-2 protein
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seviyesinin dikkat ¢ekici bir sekilde azaldigi bildirilmistir (97). Teshima ve ark.
neonatal kardiyositlerde insan UCP-2 geni i¢eren adenovirus vektorii kullanilarak UCP-
2 asir1 ifadesine eksojen oksidatif stresin etkisini incelemek i¢in yaptiklari aragtirmada,
hiicre 6lim belirteglerinin baskilandigini ortaya koymuslardir (107). Oksidatif strese
maruz kalan kardiyomiyositlerin UCP’leri aktif ederek ve yeniden diizenleyerek
oksidatif hasara karsi korundugunu gosteren giiglii kanitlar bulunmaktadir (107).
Richard ve ark. ¢aligmalarinda kullandiklar1 UCP-2 geni susturulmus farelerin paraziter
enfeksiyonlara karsi direncin makrofajlardaki ROT firetimi ile gelistirildigini ortaya
koymustur (108). Blanc ve ark. yaptig1 caligmada ROT aracili ateroskleroze karst UCP-
2’nin koruyucu bir rol istlendigini ileri siiriilmiistiir (109). Miirin endotel hiicrelerinin
UCP-2 antisense oligoniikleotidleriyle tedavisinde ROT {iretiminin azaldig1
bildirilmistir (110).

Arastirmamizda; kalp dokusu Kaveolin-3, Kavin-4, gen ifadelerinde gruplar
arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p > 0.05). Ichikawa ve ark.
yaptig1 ¢alismada tavsanlarda doksorubisin uyarili kalp hasar1 sonrasinda yapilan
western blot analizi ile Kav-3 ile iligkili olan MGS53 proteinin membran hasari tamirinde
gorev aldigi ileri strilmektedir (111). MG53, Kav-3 ile fosfoinozitol 3 kinaz (PI3K)
baglayip reperfiizyon hasar1 kurtarma kinaz yolagini aktive ederek iskemi sonrasinda
kalbin korunmasinda gorev almaktadir (112). Kardiak miyositlerindeki Kav-3’iin asir
ifadesi, natritiretik peptid ifadesini artirarak kalp hipertrofinin iyilestirilmesine olanak
sagladigi icin Kav-3"in kalp hipertrofi tedavi stratejilerinde hedef teskil edebilecegi ileri
striilmektedir (113). Kav-3’iin, iskemik (113), anestezik (114) ve opioid (115)
ajanlarin neden oldugu kalp hasarinda kalbin korunmasinda gorev aldigi

bildirilmektedir.

Hipertansif erkek sicanlara intravendz yollla yarim saatlik arayla 50 mg/kg
deksrazoksan uygulama sonrasi 3 mg/kg doksorubisin verilerek olusturulan modelde
gen ifadesindeki erken degisikleri mikroarray yoOntemiyle incelenmistir (106).
Mitokondri, iyon tarnsportu, kas kontraksiyonu ve lipid metabolizmast ile ilgili genlerin
doksorubisin uygulamasinin ilk giiniinde diizenlenmesinin azaldig: bildirilmistir (106).

Bu genlerin igerisinde Kav-3 ile iligkili junktophilin2 de bulunmaktadir (106).

Nishi ve ark. Kavin-4 geni susturulmus kardiyomiyositlerde hipoksi,
reoksijenizasyon ve hidrojen peroksitin uyardigi oksidatif hasarin p38 MAPK yolaginin

inhibisyonu ile hafifledigini ortaya koymustur (116). Kavin-4 'un kardiyomiyositlerde
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radikal oksijen tiirlerinin uyardig1 apoptoz sinyal yolagi vasitasiyla kardiak iskemi
reperfiizyon hasarin gelisiminde kritik bir rol oynadigi ortaya konulmaktadir (116).
Diger yandan Ogataa ve ark.’nin yaptigi ¢alismada; Kavin-4’iin kardiyomiyopatilerde
diizenleyici olarak rol aldigi belirtilmektedir (117). Arastirmamizda tespit ettigimiz
Kav-3 ve Kavin-4 gen ifade diizeylerinde gruplar arasinda fark olmamasinin nedeni,
doksorubisin ve p38 MAPKI inhibitoriiniin uygulama siiresi ve uygulanan dozu ile
alakali olabilir. Galbiati ve ark’nin C2C12 miyoblastlariyla yaptiklar1 hiicre kiiltiir
calismalarinda p38 MAPK inhibitorii kullanmig; inhibisyonun Kav-3 ifadesini ve
miyotiip sekillenmesini bloke ettigini bildirmistir (118). Bu sonuglar dogrultusunda
Kav-3 ifadesinin miyoblast flizyonu ve miyotiip sekillenmesinde gerekli oldugu fikri
ileri sliriilmektedir (118). Shen ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada, si¢anlarin hipoksik
kardiyomiyositlerinin yeniden oksijenlenmesiyle olusan oksidatif hasarda Kav-3
seviyelerinde azalma gozlendigi bildirilmektedir (119). Bu ¢alismada siganlara Kav-3
peptidleri verildiginde oksidatif hasarin ortadan kalktigi gozlemlenmistir (119).
Transfekte olan kardiyomiyositlerde kaveola sayisi, Akt ve glikojen sentaz 3-f (GSK 3-
B) seviyelerinin arttig1 bildirilmektedir (120). E vitamini ailesinden olan tokotrienoller
Kav-1 ve Kav-3’i diizenleyerek kalbin korunmasina aracilik ettigi ortaya konulmaktadir
(121).

Bir¢ok p38 MAPK inhibitoriiniin kardiyovaskiiler hastaliklar: taklit eden in vivo
ve in vitro hayvan modellerinde etkili oldugu bildirilmektedir(122). Willette ve ark.,
hipertansif sicanlara uyguladiklar1 selektif p38 MAPK inhibitorii tedavisiyle
endotelyumda iyilesmenin gerceklestigini gostermistir (122). Guo ve ark., yapmis
olduklart in vitro ¢alismalarinda doksorubisin ile muamele edilen H9c2 Kkalp
hiicrelerinde p38 MAPK ifadesinde belirgin artis gézlemlediklerini ortaya koymustur
(123). Ayrica H9¢2 kalp hiicrelerindeki NF-kB aktivasyonunun p38 MAPK’in spesifik
inhibitorii olan SB203580 ile azaltildig1 da bildirilmistir (123). Poizat ve ark. tarafindan
p38 MAPK aktivasyonunun transkripsiyonel kofaktdr p300°’un parcalanmasina neden
olarak doksorubisin uyarili kardiyomiyosit apoptozisine neden oldugu bildirmektedir
(124). Arabacilar ve ark., p38 MAPK’1n inhibisyonunun kalp yetmezliklerinde terapdtik
degeri olabilecegini 6ne siirmektedir (10). Kyoi ve ark., dilate kardiyomiyopati
olusturulmus hamsterleri bir p38 MAPK inhibitorii olan SB203580 ile muamele
ettiklerinde kalpteki fibroziste azalma oldugunu gostermislerdir (125). Ayrica yetiskin
sigan kardiyomiyositlerine SB203580 uygulamasinin p38 MAPK aktivitesini inhibe
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ederek kontraktiliteyi azalttigi da bildirilmistir (126). Transgenik farelere SB239068’nin
uygulamasiyla TNF-a, interlokin-6 plazma seviyelerinde, intertisyel fibroziste azalma
oldugu da gosterilmektedir (126). Yapilan bir diger ¢alismada doksorubisin indiikli
apoptoziste p38 MAPK’1n aktivasyonunun etkili oldugunu gosterilmektedir (127). Yine
p38 inhibitorlerinin (SB203580, SB239063, FR167653) kardiak hiicrelerde apoptozisi
azalttig1 da bildirilmistir (10). p38 inhibitorlerinin kalp tizerinde koruyucu etkilerinin de
oldugu ileri siirilmektedir (128). Yamaguchi ve ark. Raf-1 geni susturulmus kalp
fonksiyon bozukluklarina sahip olan fareler lizerinde yaptiklari caligmalar neticesinde,

p38 MAPK aktivitesindeki artigin apoptoziste artisa neden oldugunu bildirmistir (129).

Arastirmamizda gruplar arasinda siganlarin serum AST, ALT ve Troponin |
seviyelerini karsilastirdigimizda, gruplar arast ALT seviyelerinde DOX+p38 MAPKIi
grubunun ALT seviyesinin diger gruplara gore istatistiki olarak anlamli bir artig
gosterdigi (p < 0.05); DOX+p38 MAPKI grubundaki AST seviyesindeki artisin p38
MAPKIi grubuna gore istatistiki olarak anlamli oldugu (p < 0.05), DOX grubundaki
troponin I seviyesindeki artigin ise yalnizca DOX+p38 MAPKi grubuna gore anlamli
oldugu (p < 0.05) tespit edildi tespit edildi.

Doksorubisin ve p38 MAPK inhibitoriiniin AST ve ALT diizeyleri {izerine farkli
etkileri mevcut oldugu literatiirde goriilmektedir. Xiao ve ark. rodentler iizerinde yaptigi
calismada total parenteral nutrisyon modelinde SB203580 uygulanmasinin AST ve ALT
seviyelerinde artisa neden oldugu bildirilmistir (130). Bu arastirmada farelerde dengue
viriisii ile olusturulan karaciger hasarina SB203580 uygulamasi sonrasinda AST
diizeylerinde degisiklik gozlenirken ALT diizeylerinde herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir (130). AST, ALT’ye gore karaciger iltihabinda daha spesifik rol
oynayabilmektedir (131). Su ve ark. pnémoni modeli olusturduklari farelere
uyguladiklar1 SB203580 ‘nin doza bagli olarak kalp dokusunda iyilestirici bir rol
oynarken akcigerdeki hasarin derinlesmesine sebep oldugunu bildirmistir (132). Bunun
yanisira kapali bir sisteme uygulanan ilacin gerek dozu gerekse yapisal ozelligi
nedeniyle organlarda farkli cevaplara neden oldugu ispatlanmistir (132). Calismamizda
da kullandigimiz selektif p38 MAPK inhibitorii olan SB203580, p38’in katalitik
aktivitesini inhibe edebilmektedir (132). Yalmizca p38 MAPK’yi inhibe eden
SB203580, p44/42 MAPK veya SAPK/INK’yi anlamli bir sekilde inhibe
edememektedir (133). p38 yolagin inhibisyonunun enzim diizeyleri {izerine beklenenin

tersine olan etkilerinin nedenlerine Lee ve ark. yaptig1 ¢alisma cevap olmaktadir (133).
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Ozbey ve ark. Balb-c tiirii fareler iizerinde yaptigi calismada 6 hafta boyunca
doksorubisin  ve fluoksetin uygulamasinin, erken donem kardiyotoksisite
biyobelirteglerinden olan serum ALT, CK-MB diizeylerinde bir degisme yapmadigini,
AST diizeyinde ise artisa neden oldugunu bildirmistir (134).

Demir ve ark. tavsanlar lizerinde doksorubisin ile olusturdugu kardiyotoksisitede
serum Troponin I diizeylerinin sadece agir kardiyotoksisistede artip antioksidan verilen
gruplarda degismedigini bildirmistir (135). Doksorubisin kardiyotoksisitesinde, aktin,
miyozin hafif ve agir zinciri, troponin-l ve desmin proteinlerinin gen ifadelerinde
azalma oldugu bildirilmistir (136). Kontraktil proteinlerin azalmis ifadesinin, miyofibril
kayb1 ve miyokardial kontraktil fonksiyonun azalmasiyla iliskili oldugu
ongoriilmektedir (136). Kardiyak adrimisine duyarli proteinin asir1 ifadesinin,
kardiyomiyositlerde kardiyak Troponin C ve atrial natritiretik faktor transkripsiyonunu
baskiladigr bildirilmektedir (137). Akut doksorubisin kardiyotoksisitesi hiicre
membranini etkileyerek sitoplazmik havuzdan hizla troponin azalmasini baslatirken
(138), kronik doksorubisin maruziyetinin periferal kana tespit edilebilir troponin
salinmasina neden oldugu bildirilmistir (139). Doksorubisine maruziyetin artisiyla
korele natritiretik peptid, kardiyak troponin (¢Tnl, cTnT) gen ifadesine artis oldugu da
bildirilmistir (140).

Arastirmamizda; serum CK-MB sonuglar1 gruplar arasinda kiyaslandiginda K ve
p38 MAPKI gruplart CK-MB degerlerinin DOX ve DOX+p38 MAPKI gruplarina gore
daha yiiksek oldugu tespit edildi. Garikipati ve ark. siganlar iizerinde yaptig1 caligmada
siganlarda kalp hasar1 olusturduktan sonra Olgtiikleri CK-MB seviyelerinde gruplar
arasindaki belirgin artis 7. gliinde kendini gosterdigini tespit etmistir (141). Caligma
sonucumuza benzer olarak Kesik ve ark. doksorubisin uyguladiklar1 grubun CK-MB

seviyelerinin kontrol grubuna gore azalmis oldugunu bildirmistir (142).

Aragtirmamizda gruplar arasinda siganlarin kalp CAT, GSH, MDA ve SOD
seviyeleri karsilastirildiginda, DOX ve DOX+p38 MAPKi grubundaki CAT
aktivitesindeki artisin K ve p38 MAPKI grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir artis
oldugu (p < 0.05); DOX+p38 MAPKIi ve p38 MAPKIi gruplarinda yiikselen GSH
seviyesinin K grubuna gore istatistiki olarak anlamli oldugu (p < 0.05); DOX
grubundaki yiikselen MDA seviyesinin K, p38 MAPKi ve DOX+p38 MAPKIi
gruplarina gore istatistiki olarak farklilik gosterdigi (p < 0.05); DOX, p38 MAPKIi ve
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DOX+p38 MAPKI gruplarinda artan SOD aktivitesinin K grubuna gore anlamli oldugu
(p < 0.05) tespit edildi.

Doksorubisin uyarili mitokondri hasarinda ilk olarak sitokrom c salinimina
neden olan mitokondriyal hasarin ve serbest radikallerin siirekli iiretimine izin veren
solunum  zincir  defekti tetiklenmektedir (143). Arastirmalar, doksorubisin
uygulamasinin oksidatif ve glikolitik enzimleri i¢ceren metobolik enzimlerin ifadesini
degistirerek mitokondriyal gen ifadesini etkiledigini gostermektedir (144). Doksorubisin
kaynakli miyokardiyal disfonksiyonun, bir 1s1 sok proteini olan HSP27 nin ifadesindeki
artisin sonucu diizelen oksidatif strese cevap ile onlendigi ileri siiriilmektedir (145).
Volkova ve ark. tarafindan kardiyomiyositlerde oksidatif strese cevaben sitokrom c
salimimina sebep olan doksorubisinin, p38 MAPK aktivasyonu aracilifiyla apoptozu
tetikledigi ileri stirilmistir (1). Biz de ¢alismamizda uyguladigimiz p38 MAPK
inhibitoriiniin, dokuda neden oldugu CAT, GSH, SOD seviyelerindeki artisin, MDA
seviyelerindeki azalis ile oksidatif stresi azaltarak olusan hasarin hafifletilmesine olanak

saglandigini diistinmekteyiz.

Doksorubisinin  ROT iiretimine neden olarak kardiyotoksisiteyi tetikledigi
bildirilmektedir (146). Diger yandan Top2f inihibisyonu ile DNA’nin hasarlanmasina
ve apoptozis indiiksiyonuna da neden oldugu da ileri siiriilmektedir (147). Ayrica reaktif
oksijen {irlinleri olusmasina ve DNA ile etkilesime girerek makromolekiillerin
sentezlenmesinin inhibisyonuna neden oldugu da belirtilmektedir (147). Doksorubisin
kardiyotoksisitesindeki temel mekanizma, artmis ROT ve lipid peroksidasyonu ile
kendini gosteren artmis oksidatif stres, niikleik asit ve protein sentezinin inhibisyonu,
azalmis antioksidan seviyeleri ve sulfidril gruplar ve ifadeleri azalmig kardiyak spesifik
genler bulunmaktadir (148). Doksorubisinin, kardiyomiyositlerin mitokondrilerindeki
serbest oksijen radikali iiretiminde gorev alan enzimleri etkileyerek toksik hasara neden
olabilecegi ortaya konulmaktadir (148). Ayrica doksorubisin eNOS'" artirarak superoksit
olusumunu arttirdigi da ileri siiriilmektedir (148). Viicut agirligi basmma 15 mg
doksorubisin uygulamasinin si¢anlarda sitokrom P450 enzimlerinin ifadesini artirarak
metabolizmada degisiklige neden oldugu gosterilmektedir (149). Doksorubisinin neden
oldugu hidrojen peroksit ve superoksit olusumunun p53 genini uyararak
kardiyomiyositlerde apoptozisi baslattigi bildirilmektedir (150). DOX grubundaki
siganlarin doku MDA diizeylerindeki artigin doksorubisinin neden oldugu oksidatif stres

etkisiyle olabilecegini diistinmekteyiz. DOX grubu ile DOX+P38 grubu MDA
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seviyeleri agisindan kiyaslandiginda p38’in doksorubisinin neden oldugu oksidasyonu
azalttig1 goriilmektedir. Adachi ve ark. (151) yaptigi calismada farelere uygulanan tek
doz 15 mg/kg doksorubisin muamelesi sonucu tespit ettikleri kalp dokusunda artmis
SOD ve CAT bulgular1 bizim ¢alismamiz sonuglarini da destekler niteliktedir. SOD
aktivitesindeki yiikselisin nedeni doksorubisine maruz kalan kalp dokusunda meydan

gelen oksidatif stresin iistesinden gelmek i¢in olabilecegi diistiniilmektedir (152).

Arastirmamizda CAT seviyeleri acisindan gruplar kiyaslandiginda DOX,
DOX+MAPKIi gruplarinda K ve p38 MAPKI gruplarina gore artig goriilmiistiir. CAT
aktivitesinin artig1 doksorubisin kaynakli olusan serbest radikaller sebebiyle olabilir. Bu
sonuglarimizi destekler nitelikte olan Aniss ve ark. yaptiklar1 ¢alismada doksorubisine
maruz kalan farelerde artmig SOD ve CAT aktiviteleri ile doksorubisin ile indiiklenmis

serbest oksijen radikallerinin detoksifiye edilme girisimi gosterilmistir (153).

Calisma sonuglarimizla benzer olarak Yu ve ark. sicanlarda yaptiklar
doksorubisin uyarili kardiyotoksisite calismasinda SOD, glutatyon peroksidaz ve
katalazt igeren endojen hiicresel antioksidan sistemindeki belirgin azalmanin
sorumlusunun doksorubisin oldugu bildirmistir (154). Bunun yanisira oksidatif stresin
etkisiyle kalp dokusunda artmis lipid peroksidasyonuyla 6nemli miktarda MDA
seviyelerinde artis tespit edilmistir (154). Ozdogan ve ark. sicanlarin kalp dokularinda
adrimisin ile olusturduklar1 hasarda plazma MDA seviyelerinde belirgin bir artis tespit
ederken, SOD, CAT ve GSH-Px seviyelerinde azalma oldugunu bildirmistir (155).
Serum CK, LDH, AST ve ALT seviyelerinde ise artis gozlenmistir(155).

Artmig MDA seviyeleri doksorubisinin kalp hiicrelerinden oksidatif strese neden
oldugunun gostergesidir. Swamy ve ark. doksorubisin kardiyotoksisitesi olusturduklari
siganlara 15 giin boyunca 20 mg/kg askorbik asit uygulamis; DOX grubunda SOD,
CAT ve GSH enzimleri kontrol gruplarima gore azaldigini, MDA, AST ve ALT
diizeylerinde ise DOX uygulamasinin artisa neden oldugunu tespit etmistir (156).
Farelerde viicut agirligt basina tek doz 20 mg/kg doksrubisin uygulamasi ile serum CK-
MB ve laktat dehidrogenaz (LDH) ile doku MDA seviyelerinin arttigi; SOD, CAT ve
GSH gibi antioksidan enzimlerin seviyeleri azaldigi gosterilmistir (157). Sicanlara
uygulanan 20 mg/kg doksorubisin sonrasinda serumda kreatin fosfokinaz (CPK), LDH
enzimlerinin aktiviteleri artarken; kalp dokusunda MDA seviyelerinde artis, GSH
seviyelerinde azalma goriildigi bildirilmistir (158). Ayni1 ¢alismada, intraperitonel 10

mg/kg resveratrol tedavisi sonuncu MDA iretiminde azalma ile CPK ve LDH
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seviyelerinin azaldigi goérilmistiir (158). Octavia ve ark., doksorubisin ile olusturulan
kardiyomiyopatide antioksidan seviyelerinde azalmayla birlikte reaktif oksijen
radikallerinin tetikledigi doku hasarin1 gostermis ve kardiyak oksidatif stres ile
doksorubisin arasinda giiglii bir iliski oldugunu ortaya koymustur (33). Hidroksil
radikallerinin, hiicre membran lipidlerinin oksidasyonu, mitokondriyal solunum
zincirinin bozulmasi, stilthidril gruplari iceren enzimlerin fonksiyonlarini yitirmesinden

sorumlu oldugu bilinmektedir (34).

Aragtirmamizda tespit ettigimiz histopatolojik bulgularda; DOX grubunda
konjesyon-hemoraji ve dejenere kardiyomiyosit yogunlugunda belirgin bir artigin
oldugu gozlendi. DOX grubunda izlenen bu histopatolojik degisikliklerin, kontrol ve
p38 MAPK:I gruplarina gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edildi (p < 0.05).
DOX+p38 MAPKIi grubunda konjesyon-hemoraji siddetinde, DOX grubu ile
karsilastirildiginda, belirgin bir azalmanin oldugu gézlendi (p < 0.05). Ote yandan,
DOX+p38 MAPKI grubunda, dejenere kardiyomiyosit siddetinin DOX grubuna benzer

sekilde devam ettigi izlendi.

Kwatra ve ark. doksorubisin uygulamasinin hayvanlarin kalp dokusunda
vakuolizasyon, inflamasyon ve miyofibril kaybina neden oldugunu bildirmistir (175).
Sicanlarda, viicut agirligt basina 15 mg tek doz intraperitonel doksorubisin
uygulamasiyla olusturulan kardiyotoksisite ¢alismasinin histolopatolojik bulgularinda
inflamatuvar hiicreler c¢evresinde nekrotik alanlar, kas liflerinde fragmantasyon ve

miyokardiyal damarlarda konjesyon goriildigii bildirilmistir (159).

Aragtirmamizin hemodinamik parametrelerine bakildiginda DOX grubunda
sistolik, diyastolik ve ortalama KB degerlerinde kontrol grubuna gore anlaml bir artis
saptanmig iken DOX+p38 MAPKi grubunda bu degerler DOX grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gostermemistir. EKG’de DOX grubunda
iskemik kardiyak patolojilerden (ST depresyonu ve T negatifligi) toplamda 4 adet
goriilmiis iken DOX+p38 MAPKI grubunda ise sadece 2 adet goriilmiistiir. Bunun
yaninda DOX grubunda 3 adet dal blogu saptanmis iken DOX-+p38 MAPKi grubunda 2
adet saptanmistir. Kontrol grubunda ve p38 MAPKIi grubunda herhangi bir

elektrokardiyografik patolojiye rastlanmamustir.

Kardiyak toksisitelerin saptanmasinda elektrokardiyografik parametreler 6nemli

bir yere sahiptir. Antrasiklin tiirevi bir kemoterap6tik ajan olan DOX ile ilgili literatiir
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verilerine bakildiginda elektrofizyolojik parametreler {izerine olumsuz etkisi
goriilmektedir. Sozgelimi, DOX uygulanan ratlarda PR (160), QRS (161, 162), QT
(161-165) ve QTc (165) siireleri ile farelerde QRS (166) ve QT (167, 168) siirelerinde
kontrol grubuna kiyaslandiginda anlamli uzama bildirilmistir. Mantawy ve ark.
yaptiklar1 calismada DOX uygulanan siganlarda QRS, PR ve QTc siirelerinde kontrol
grubuna gore anlamli bir artis saptamustir (170). Ancak ¢aligmamizda DOX uygulanan
grupta elektrofizyolojik parametreler agisindan anlaml bir fark tespit edilememistir. Bu
verilerin aksine DOX grubunun elektrokardiyografik verilerine bakildiginda 1 ratta ST
depresyonu, 3 ratta T negatifligi ve 3 ratta da dal blogu tespit edilmistir. Genel olarak
DOX kardiyotoksisitesinde tanisal degerinin disinda EKG patolojileri siklikla taniyi
desteklemekte  faydali  yontemler olarak  kullamilmaktadir  (171). DOX
kardiyotoksisitesinde en sik goriilen EKG patolojisi, tedavisi miimkiin olan siniis
tasikardisidir (172-175). Uzamis doksorubisin kardiyotoksisitesinde ise T negatifligi,
uzamis QT araligi ve aritmi vakalar1 bildirilmistir (172). Calismamizin sonuglarina
bakildiginda DOX grubundaki ratlarin %33’tinde EKG’de iskemik patolojiler, %2
5’inde ise aritmi saptanmistir. Calismamizda, kalp hiz1 agisindan DOX grubu ile kontrol
grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. DOX
kardiyotoksisitesinin kalp hiz1 lizerindeki etkileri literatiirde farklilik gostermektedir.
Kutanis ve ark. yaptig1 calismada DOX tedavisi alan 85 hastanin kalp hiz1 verileri
kontrol gurubuna kiyaslandiginda anlamli bir fark tespit edilmemistir (175). Ancak daha
once de belirtildigi gibi bildirilen birgok siniis tasikardisi vakasi mevcuttur (174). p38
uygulanan ratlarda elektrokardiyografik ve elektrofizyolojik parametrelerde kontrol
grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark tespit goriilmemistir. Bunun yaninda
DOX+p38 uygulanan grupta DOX grubuna goére iskemik patolojilerde % 50, aritmi

oranlarinda ise % 33 azalma goriilmiistiir.

Sicanlarda, 14, 21, 28 ve 35. giinlerde viicut agirlig1 basina uygulanan 3,75 mg
doksorubisin, kontrol grubuna gore doksorubisin grubunda QT intervalinde artisa neden
oldugu gosterilmektedir (176). Bu sonu¢ sadece kalbin mekaniksel disfonksiyonu
sonucu degil ayrica ventrikiiler depolarizasyon ve repolarizasyonun da homojen
olmamasinin bir sonucu oldugu ileri siiriilmektedir (177). Doksorubisin uygulamasinin
neden oldugu azalmis kalp hizinin altinda yatan nedenin reaktif oksijen radikallerinin
kalsiyum homeostasinin bozmasi oldugu ileri siiriilmektedir (178). Doksorubisin hem

sistolik hemde diastolik kalp fonksiyonlarini inhibe etmektedir (178). Iyon pompalarina
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inhibe eden metabolitleri olan doksorubisin kalp sarkoplazmik retikulum vezikiiliine

kalsiyum alimini engellemektedir (178).

p38'in iskemik kalp hastaliklar1 iizerindeki rolii iizerine kapsamli caligmalar
yapilmistir. Ornegin, deneysel kalp yetmezligi modelinde p38 aktivasyonu gdzlenmis ve
alinan miyokard biyopsileri lizerine yapilan arastirmalar, “saglikli’” kalplere kiyasla
artmis p38 aktivitesi gostermistir (179, 180). Kiiltiir ortaminda kardiyomiyositlerde, p38
aktivasyonu hipertrofiyi artirmis ve farmakolojik inhibisyon, endotelin-1 ve fenilefrin
gibi uyaricilara cevap olarak ortaya ¢ikan hipertrofiyi hafiflettigi goriilmiistiir (181).
Yetigkin sigan kardiyomiyositlerinde SB203580 kullanilarak p38 aktivitesini inhibe
edilmis, kontraktilite ise artirmistir (182). Calismamizin verileri ile uyumlu olarak p38

MAPK inhibisyonunun kardiyoprotektif agidan 6nemli oldugu goriilmektedir (183).

Zhao ve ark. yaptigi caligmada farelere uyguladiklart tek doz 15 mg/kg
doksorubisin uygulamasi sonucu mikroarray yontemiyle 1185 gen i¢inden apoptosizis
ve ubiquitin proteozom sistem (UPS) genlerinde degisiklikler meydana geldigi
bildirilmistir ~ (184). Doksorubisin kalpte proteozom aktivitesini azaltirken,
poliubiquitinlenmis proteinleri ise artirmaktadir (184). Immunoproteozom katalitik
subiinitlerinin ifadelerindeki artisin, kardiyomiyositlerde doksorubisin uyarili apoptozisi
hizlandirdig1 gosterilmektedir (184). Kiessling ve ark., farkli yas grubundaki farelerde
yaptig1 kalp iskemi-reperflizyon ¢aligmasinda yash farelerin Kav-3 ifadesinin geng
farelerlere gore 1,6 kat daha azaldigim bildirmistir (185). Iskemik tolerans kayb1 ve
yash kalplerdeki G protein kenetli reseptéor (GPCR) aracili korumanin bu ifade
degisiklilerine katkida bulunabilecegi ileri siiriilmektedir (185).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, doksorubisin sonrast p38 MAPK inhibitorii uygulamasinin dokuda
baz1 gen ifadelerinde degisiklige neden olabilecegi degerlendirilmektedir. Ayni sekilde,
Olctilen farkli antioksidan enzim seviyeleri ve biyokimya parametrelerinden sadece
birkac¢inda doksorubisin uygulamasi sonrasi p38 MAPK inhibitorii varliginda degisme
saptanmis, diger enzim seviyeleri ve biyokimya parametrelerinde anlamli bir degisiklik
tespit edilmemistir. Patolojik bulgular degerlendirildiginde, doksorubisin sonrasi p38
MAPK inhibitérii uygulamasimnin doku hasarin1 iyilestirici yonde etkisi oldugu
goriilebilmektedir. Tiim bu bulgular 1s1¢81nda, p38 MAPK inhibitorii uygulamasinin kalp
dokusunda bazi1 mekanizmalar tizerinden kalp hasarinin korunmasinda koruyucu bir etki
saglayabilecegini diistinmekteyiz. Konu ile ilgili olarak daha genis kapsamli

arastirmalar yapilmasi gerektigi kanaatini tagimaktayiz (Sekil 6.1).

UYGULAMASI

l
=
1

MMP-2 VE UCP-2 KARDIVOTOKSISITE, ROT 50D, CAT, MDA
GEN IFADESINDE ‘ ARTISI, PATOLOJIK DOKU » ARTIST

[ DOKSORUBISIN J

ARTIS HASARI

pIS MAPK
INHIBITORT
(SB203580 )
UVGULANAMAST

[ MMP-2VE T'CP-2 KARDIAK BULGTULAR VE

CEN IFADESINDE PATOLOJILERDE DUZELME, MDA AZALISI
AZALIS DOKU HASARININ ONARIMI

Sekil 6.1. Doksorubisin kardiyotoksisitesi ve p38 MAPK inhibitori etkisinin muhtemel

mekanizmasi
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EK-3. p-Aktin gen dizilimi

Sigan S-Aktin geninin 1293 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmektedir. Gen Bankasi Kayit No: NM 031144.3 (1036-
1111) 76 bp

1 gtcgagtccgcgtccacccgecgagtacaaccttcecttgcagectecctecgtegecggtecac

61 acccgccaccagttcgecatggatgacgatatcgetgegetegtegtecgacaacggetec

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021 aaggagattactgccctggctcctagcaccatgaagatcaagatcattgctcecctectgag

ggcatgtgcaaggccggcttcgecgggcgacgatgctcceccgggecgtecttececectecate
gtgggccgccctaggcaccagggtgtgatggtgggtatgggtcagaaggactcctacgtyg
ggcgacgaggcccagagcaagagaggcatcctgaccctgaagtaccccattgaacacggce
attgtcaccaactgggacgatatggagaagatttggcaccacactttctacaatgagctg
cgtgtggccecctgaggagcaccctgtgectgectcaccgaggeccctcectgaaccctaaggec
aaccgtgaaaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagccatgtacgta
gccatccaggctgtgttgtcecctgtatgectctggtecgtaccactggcattgtgatggac
tccggagacggggtcacccacactgtgcccatctatgagggttacgecgctcececctcecatgece
atcctgcgtctggacctggctggccgggacctgacagactacctcatgaagatcecctgacce
gagcgtggctacagcttcaccaccacagctgagagggaaatcgtgecgtgacattaaagag
aagctgtgctatgttgccctagacttcgagcaagagatggccactgeccgecatcecctecttece
tccctggagaagagctatgagctgecctgacggtcaggtcatcactatcggcaatgagegg
ttccgatgcceccgaggcectcectettceccagecttecttectgggtatggaatectgtggeate
catgaaactacattcaattccatcatgaagtgtgacgttgacatccgtaaagacctctat

gccaacacagtgctgtctggtggcaccaccatgtacccaggcattgctgacaggatgcag

SESSS555555555555>>

1081 cgcaagtactctgtgtggattggtggctctatcctggcctcactgtccaccttccagecag

<LLLLLL L L L L L L L L L Lk

1141 atgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggcccctccatcgtgcaccgcaaatge

1201 ttctaggcggactgttactgagctgcgttttacaccctttectttgacaaaacctaacttyg

1261 CgCaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> [leri primer

<<<<<< Geri primer
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031144

EK-4. MMP-2 gen dizilimi

Sigan MMP-2 geninin 3053 baz ¢iftinden olusan mMRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmektedir. Gen Bankasi1 Kayit No: NM_031054.2 (951-1001)
71bp

1 ctggcgtctgcccgeccttgttteccgetgecatccagactteccececgggtggetggaggete
61 tgtgtgcatccagaactttagatatacaaagggattactaggacctgcaagcacccgcag
121 ccgtggtgcgtactggtacgtgggatcccgttatgagaccctgagecccggagaagectgag
181 gcaattgagtaaaggggtctcagaacgccgtggagagcaggcgccagccgggtggaccce
241 agggcacagccagcgacctcagggtgacacgcggagcccgggagcgcaaggatggaggea
301 cgattggtctggggagtgctcgtcggccctctgecgggttctectgegtecctgtgetgectyg
361 ctgggccacgccatcgctgcaccgtcgecccatcatcaagttececcecggegatgtecteccece
421 aaaacagacaaagagttggcagtgcaatacctgaacactttctatggctgccccaaggag
481 agttgcaacctctttgtgctgaaggacaccctcaagaagatgcagaagttctttgggetg
541 ccccagacaggtgaccttgaccagaacaccatcgagaccatgcggaaaccaagatgtggce
601 aacccagatgtggccaactacaacttctttccccgcaagecccaagtgggacaagaatcag
661 atcacatacaggatcattggttacacacctgacctggaccctgagacagtggatgatgcce
721 tttgctcgggccttaaaagtatggagcgacgtaactccactacgcttttctcgaatccat
781 gatggggaagctgacatcatgatcaactttggtcgatgggagcatggagatggataccca
841 tttgacggcaaggacggactcctggcacatgcctttgccccgggcactggtgttggggga
901 gattctcactttgatgacgatgagctgtggactctaggagaaggacaagtggtccgagta
961 aagtatgggaacgctgatggcgagtactgcaagttccccttcttgtttaatggtcgggaa
1021 tacagcagctgcacagacactggccggagtgacggcttcecctectggtgttccaccacgtac
1081 aactttgagaaggacggcaaatatggcttctgtccccacgaagccttgtttaccatgggt
1141 ggcaatggagatggacagccctgcaagttcccgttccgettceccagggcacctcttacaac
1201 agctgtaccaccgagggccgtacagacggctaccgctggtgtggcaccaccgaggattat
SESSSSSSSSS>>>>>
1261 gaccgggataagaagtatggattctgcccagagactgctatgtccactgtgggtggaaat
>>>> <LLLLLLLLLLLLLLLLLLL
1321 tcagaaggtgccccatgtgtcttcccecttcacttttctgggcaacaagtatgagagectge
1381 accagcgctggccgaagcgatggcaaggtgtggtgtgcaaccacaaccaactacgatgat
1441 gaccggaagtggggcttctgtcccgaccaaggatatagecctattccttgtggcageccat
1501 gagttcggccatgccatggggctggaacactcacaggaccctggagectttgatggeccct
1561 atctacacctacaccaagaacttccgactatccaatgatgacatcaaggggatccaggag
1621 ctctatgggccctccectgatgectgatactgacactggtactggacccacgectacactg
1681 ggacctgtcactcccgagatctgcaagcaagacattgtctttgatggcattgctcagate
1741 cgtggtgagatcttcttcttcaaggatcggtttatttggcggacagtgacaccacgtgac

1801 aagcccacaggtcccttgctggtggccacattctggectgagectcccggaaaagattgat

82



1861 gccgtgtacgaggccccacaggaagagaaggctgtgttcttcgcagggaatgagtactgg
1921 gtctattctgccagcactttggaaagaggataccccaagccactgaccagcecctgggttta
1981 ccccctgatgtccagcaagtagacgctgectttaactggagtaagaacaagaagacatac
2041 atcttttctggggacaagttctggagatacaatgaagtaaagaagaaaatggaccccggt
2101 ttcccgaagctcatcgcagactcctggaatgccatccctgataacctggatgcagtegtyg
2161 gacctgcagggtggtggtcacagctatttcttcaagggtgcttattacctgaagttggag
2221 aaccaaagtctgaagagtgtgaagtttggaagcatcaaatcggactggctgggctgctga
2281 gctggccctgttctgacgggccgtacaatcttcactgcacaccgggecccaggaccctggg
2341 gaaggacgtgaagaggcctggttaccctgtctcctgctctgtagttaatcagecttctcce
2401 ttcacctggtgatttcagatttaagagggtggcttcttttttgtgcccaaagaaaggtgce
2461 tgaccgtatccctcccaggtgctactttctceccececgeccacccaaggggatgettggatatt
2521 cacaatgcagccctcctttgggectgceccctggtgetccacacttcaggttectccagecatga
2581 atgatcttttgtgggttacagcacactcagagtcaacagagactgtcttaggagggcact
2641 ggtggctcaacagcctggcacagggcagtgggatacaggtgtgccaaggtggaaaccaga
2701 gacatctggtgtctcccttacggctgccctggcacttttactactttagetgtttgettt
2761 gtttgccctttgctgtttggttcaaccttttcagttttccaccacactgecatttttctcea
2821 ccgaaggactccggttgtcggacatcactgcacgatgcatctggecctggectatggatgg

2881 ctcccctecctcactttgtgtagaagcaactccagtcacttecteccactggttggaggaga
2941 accaagtcatcggcttcctgctcagceccttettgettctecctttaacagttecceccatggg

3001 aaatggcaaaaagtataaataaaggcaccctttgagtggcaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> [leri primer

<<<<<< Geri primer


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031054

EK-5. Kavin-4 gen dizilimi

Sigan Kavin-4 geninin 1089 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmektedir. Gen Bankasi Kayit No: NM 001107931.2 (384-
500) 117bps

1 atggaacacaatggatctgcttcaaatgctggtaaaatccaccagaaccgattgtcaagt

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

gtgactgaagatgaagaccaggacgcagctctcacaattgtgactgtgctggacagggtyg
gccaccgtcgtggacagecgtgcaggcaagccagaagagaatcgaggagagacacagagag
atggggaacgccatcaagtctgtccagatagacctgctgaagctctcacaatcacacage
aacacgggctacgttgttaacaagctgtttgagaagacccggaaagtcagcgctcacatt
aaagatgtgaaggcccgggtagagaagcaacaggttcgagtaaccaaagtcgaaaccaag
caagaagaaataatgaagaagaacaagttccgcgtggtaatcttccaggaggatgttccce
SESSSSSSSSSSS>S>>>>
tgccccecgcatccecctgtcectgttgttaaagacagaagecctgeccggagaacgaggaggaagcet
gaggaagtcttcgatcccccgatcgatctctcatcggatgaagaatactatgttgaagaa
<LLLLLLLLLLLLLLLLLL
agcagatctgccaggcttagaaagtcaggcaaagagcacatcgatcatattaagaaggca
ttttccaaagaaaacatgcagaagacgcggcagaattttgataagaaagtgagtggaatt
agaaccaggatagttacacctgagagaagagagaggctgaggcagtcaggagagaggctg
aggcagtcgggggagaggctgaggcagtcgggggaaagatttaagaaatcgatctcaaat
gccaccccctccaaggaagcttttaagatccggagecttagaaaaccgaaggaccccaag
gcagaaggccaggaggtagacagggggatgggggtggacatcatctcaggtagecctgget
ctggggcccatccatgagttccactctgatgggttcagtgaaacagaaaaggaggtgacc

aaagtagggtacattccccaagagggaggggaccccccaacgcectgagectttgaaggtg

1021 acctttaaacctcaggtgagagtagaggatgacgagtcactcctgttggaattaaagcag

1081 tcctcatag

>>>>>> {leri primer

<<<<<< Geri primer
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EK-6. Kaveolin-3 gen dizilimi

Sigan Kaveolin-3 geninin 1380 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve

primerlerin dizilimdeki yerleri gosterilmektedir. Gen Bankasi Kayit No: NM_019155.2
(803-862) 60 bps

1 gcatgctgggtggggcctatttagccggcaggggcaccagtctggagaccctaagettgg

61 tctttctgccccaggactgtcaacaataccagccacaagattctgatctectececcgaagg

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

tgccccagcecctcacaatgatgaccgaagagcacacagatctggaggcacggatcatcaag
gacattcactgcaaggagatagacttggtgaacagagaccccaagaacatcaatgaggac
attgtgaaggtggattttgaagatgtgattgcggagcccgagggcacttacagecttcgat
ggcgtgtggagggtgagctacaccactttcaccgtctccaagtactggtgctaccgectg
ctgtctacactgctgggtgttccactggccctgctcectggggattecctgtttgectgtatce
tccttctgceccacatctgggececgtggtgececctgecattaagagectacctgattgagateccag
tgcatcagccacatctactcactgtgtatccgcaccttctgcaaccecgectectttgecgea
ctgggccaggtctgcagcaacattaaggtggtgctgcgaagggaaggctaaagccggget
gggctgtggggaaggctgggcagggggaatagggccaggtgtacacccatggctctgete
cacatgggctgctggcgagctcatgcttttaagattctcecctcagttccacctcaaaatgg
gagtacatggtgcaggggagccaaaaggaaaagacagcccagtgtggaaactgctcagece

taccatgatccccagcgaccctgecctgagcagagggtteccttaagaggcagctatcacaa

SESSSS5555555555>>

841

ggctttgcgatcacatgtactgtaagagcacaaaccaacaccagtcttctagaggggtag

<L LL L L L L L L L L L L

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

cccgtcectcectcatgctagggagagcaagcggtgactgeccagcatgaggaaggtgectgcaa

taaagggtttcggctgcaccagggaacactatgctctgtgtctgtaaggtggttgtgtgt
ccttttctagttctgaaacccagaaacttcagttggtcctctgcaaattgaaaaccagaa
ctaagttttgtttccttcaggattctacttgtttgctgggcataaatagggtttcccata
tgaggaaattgtttccaaatgacttctgctgtctctgaggcagctgaggtggactgaggg
caggtgagcatccccgggcactgctgaaaatgggccccaacttcagaccccagaggaatce
cccgctctggctcagacacggagcgggaaacacactgggecttteccatgecagettgtgeg

caccaccagccgtaataaacaccatgaatgcagagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> {leri primer

<<<<<< Geri primer
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dizilimdeki yerleri gosterilmektedir. Gen Bankas1 Kayit No:NM_AB010743.1 72 bps

1 at

61 t

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

EK-7. UCP-2 gen dizilimi

Sican UCP-2 geninin 1575 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

cgcttgcttcttgggcagccaccgceccgecgtecggacctagecgtectgecactectgtgt
ctcctgtgtattctcecctgecggtccggacacaatagtatgatctttaagtgtttegtete
ccagacattttctatgggaaatcaaggggatcaggccatgatagccactggcagctttga
agaacgggacacctttagagaagcttgatcttggaggcctcagecgtgagacctcaaagca
ccctcecceccgactceccecggcagagttectetgtetegtettgacgattgaaggtecccactget
tcagtttttctccatcttctgggaggtagcaggaagtcagaatcatggttggtttcaagg
ccaccgatgtgccccccacagccaccgtgaagttecctgggggectgggacagcagectgta
ttgcagatctcatcactttccctctagacaccgccaaagtccggectgcagatccaaggag
agagtcaagggctagcgcgcaccgccgceccagcgceccagtacecgeggegtgetgggecacca
tcctaaccatggtgcgcactgagggtccgecgcagectctacaatgggectggtecgecggece
tacagcgccagatgagctttgcctcecgteccgecattggectctacgactctgtaaagecagt
tctacaccaagggctcagagcatgcaggcattgggagecgectectggcaggtagcacca
caggtgccctggctgtggctgtggcccaacctacagatgtggtaaaggtccgecttceccagg
cccaggcccgggctggeggtggtecggagataccagagcactgtcgaagectacaagacca
ttgcacgagaggaagggatccggggcctctggaaagggacctctcecccaatgttgeccecgaa
atgccattgtcaactgtactgagctggtgacctatgacctcatcaaagatactctcctga
aagccaacctcatgacagacgacctcccttgccacttcacttctgecttecggggecggget
tctgcaccaccgtcattgcctcececcececgttgatgtggtcaagacgagatatatgaactctyg

ccttgggccagtaccacagcgccggccactgtgeccctgaccatgecteccggaaggaggggce

SOOSSSE5555555555>>

1141

cccgaaccttctacaaggggttcatgecttceccttecctececgettgggatcctggaacgtag

<L LLLLLLLLLLLLL L

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

taatgtttgtcacctatgagcagctcaaaagggccctgatggctgecctatgaatccecggg
aggcacccttttgagcctctccagctgatgacctggaccctgcteccccattectgeecctg
tcttttccttcatcctctgeccagecccaacctectteccattteccacactceccaactecece
ttcccagctcatctccecctatacctecctcagcaaggaggeccttaccctagcacatctcact
atgcctcctcagcgaggaggcctgaccccggaccctgcaccctcagtectgectaacagtt
aagcccaaatcttttgtcctcattcccageccagecttageccagecttecgeccataaagcea

agctccaatgtaaaa

>>>>>> {leri primer

<<<<<< Geri primer
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