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Genclerde daha sik gorulmekle birlikte her yastan bireyi etkileyebilen
miyokarditin klinik bulgularinin degiskenlik géstermesi nedeni ile gértlme sikligr %0.12-
12 arasindadir. Etiyolojik faktorler enfeksiydz ve enfeksiydz olmayan nedenler olarak
ikiye ayrilabilir. Miyokarditin patofizyolojisi ¢ok acik olmamakla birlikte temel olarak
yangisal bir hastaliktir. Miyokard kasinin tutulumu ile birlikte kardiyomiyositlerin hticre
iskeleti proteinlerinin bozulmasi ve sonug olarak miyokardiyal hasar ortaya ¢ikisi s6z
konusudur. Sitokin aktivasyonu sonrasi kardiyak proteinlere karsi ortaya c¢ikan
antikorlar hasari daha da siddetlendirebilir. Doksorubisin gibi en yaygin kullanilan
antrasiklin grubu antikanser ajanlarinin neden oldugu kardiyotoksisite mekanizmalari
arasinda DNA hasari, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, otofaji ve metabolik
inflamasyon yer alir. Otofaiji, besin acligi, metabolizmadaki degisiklikler, reaktif oksijen
turleri (ROS) birikimi, enerji ve oksijen durumlari icin normal sartlarin yaninda metabolik
stres altindaki durumlarda da hicre ve doku homeostazini saglamayi amaclayan bir
suregtir. Farkl alt bélimleri iceren otofajide yer alan proteinler ve sitozolik bilesenler bu
surece katkida bulunur.

Renin Anjiyotensin Sistemi (RAS) nin aktif bir bileseni olan Anjiyotensin (1-7)
[Ang-(1-7)], Anjiyotensin Il (Ang IlI) den anjiyotensin donistirici enzim (ACEZ2)
tarafindan sentezlenir. Hiicre membraninda yerlesik G protein kenetli reseptérlerden
biri olan Mas reseptoru ile etkileserek etkisini gosterir. Yapilan ¢alismalarda Ang-(1-7)
nin vazodilator, anti-inflamatuar, antifibrotik, natriiretik etkileri gdsterilmistir. Bu
calismada tek doz Doksorubisin ile olusturulan sican miyokardit modelinde Ang-(1-7)
nin etkileri gercek zamanh PCR ve ELISA analizlerinde elde edilen kalp ve serum
orneklerinde arastirimistir. Calisma sonunda Ang-(1-7) seviyelerinin yalnizca
Doksorubisin verilen sicanlarin kalp dokularinda dustk ancak serumda ylksek oldugu,
ACE2 seviyelerinin ise yalnizca Doksorubisin alan grupta kalp dokusunda anlamli
olarak azaldigi gosterilmistir. Otofajik belirteclerde gruplar arasinda fark bulunmazken,
Mas reseptor ekspresyonunun miyokardit olusturulan gruplarda anlamli olarak arttigi,
AT1 reseptdr ekspresyonunun ise Ang-(1-7) alan grupta anlamh olarak azaldigi
gorulmustir. Sonug olarak Ang-(1-7) miyokardit modeli olusturulan sicanlarda etkisini
otofaji bagimsiz mekanizmalar Gzerinden gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Anjiyotensin-(1-7), Miyokardit, Kardiyoprotektif Etki,
MasR

Bu calisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmigtir (Proje No: 2021SABE004).
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ABSTRACT

CARDIOPROTECTIVE EFFECTS OF ANG-(1-7) ON THE RAT
MYOCARDITIS MODEL
SENOL, Bahar
Postgraduate MSc. Thesis in Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. Funda F. BOLUKBASI HATIP
January 2023, 80 Pages

Although it is more common in young people, myocarditis can effect people of
all ages, with an incidence of 0.12-12 % due to the variability of its clinical findings.
There are two types of etiological factors: infectious and non infectious. Myocarditis has
an unclear pathophysiology; it is essentially an inflammatory disease. When myocardial
muscle is involved, the cytoskeletal proteins of cardiomyocytes are disrupted, resulting
in myocardial damage. DNA damage, mitochondrial dysfunction, oxidative stress,
autophagy and metabolic inflammation are all mechanisms of cardiotoxicity caused by
the most commonly used anthracycline anticancer agents, such as doxorubicin.
Autophagy is a process that aims to provide cell and tissue homeostasis under
metabolic stress as well as under normal conditions for nutrient starvation, changes in
metabolism, ROS accumulation, energy and oxygen status. This process is aided by
proteins and cytosolic components involved in autophagy, which include various
subdivisions.

Angiotensin (1-7) [ Ang-(1-7) ], an active component of the Renin Angiotensin
System (RAS), is produced by the action of angiotensin converting enzyme 2 (ACE2)
from Angiotensin Il (Ang Il). It exerts its action by interacting with the Mas receptor, one
of the G protein- coupled receptors found on the cell membrane. Ang-(1-7) has been
shown in studies to have vasodilator, anti- inflammatory, antifibrotic and natriuretic
properties. The effects of Ang-(1-7) in the rat myocarditis model induced by a single
dose of Doxorubucin in heart and serum samples obtained in real time PCR and ELISA
studies were investigated in this study. At the conclusion of the study, it was discovered
that Ang-(1-7) levels were low in the heart tissues of rats given only Doxorubucin, but
high in the serum, whereas ACE2 levels were significantly lower in the heart tissue of
the group that only received Doxorubucin. AT1 receptor expression was found to be
significantly lower in the Ang-(1-7) treated group. As a result, the Ang-(1-7) myocarditis
model in rats exhibits its effect via autophagy-independent mechanisms.

Keywords: Doxorubicin, Angiotensin-(1-7), Myocarditis, Cardioprotective effect, MasR

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project number 2021SABEOQO4.
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1.GIRIS

Doksorubisin (DOX), ¢cok sayida kansere karsi oldukga etkili olmasina ragmen,
diger kanser ilaclan gibi yan etkileri bulunmaktadir. Bu yan etkiler arasinda hayati
tehdit etmesi bakimindan en dnemlisi kardiyotoksik yan etkidir. Etkin bir antitimdr ajan
olmasina ragmen kardiyotoksik yan etkisi ilacin terapétik kullanimini kisitlamaktadir ve
kardiyotoksisitenin 6nlenmesi bu nedenle énem tasimaktadir. Kardiyotoksisitenin
patogenezinde serbest radikallerde ve lipid peroksidasyon Urlnlerinde artisin yani sira

miyokardiyal antioksidan enzim seviyelerindeki azalma sorumlu tutulmaktadir.

Renin- anjiyotensin sistemi (RAS) klasik olarak su tuz tutulumu, kan basinci ve
kan hacmini kontrol eden hormonal bir sistem olarak bilinir. RAS; hormonal, yerel doku
ve hicre ici RAS olmak Uzere siniflandirilabilir. Anjiyotensin (1-7), RAS’ In etkili yeni
bir metabolitidir. Kalp, Ang-(1-7) icin énemli bir hedeftir ve Ang-(1-7) etkilerini direkt
olarak kardiyomiyositlerde gosterir. Kardiyoprotektif etkileri son yillarda glindeme gelen
Ang-(1-7)’ nin bu etkilerinden sorumlu mekanizmalarinin aydinlatiimasi kardiyovaskuler
hastaliklarin tedavisinde onemli bir terapétik hedefti. 2016 yilinda yapilan hicre
kultari calismasinda Ang-(1-7)' nin etkisine araciik eden MasR’ nin, Ang Il ile
indiklenen kardiyomiyosit otofajisinde ve kardiyak yeniden sekillenmede oksidatif stres

inhibisyonu yolu ile etkili olabilecegi bildirilmistir.

Yapilacak olan tez galismasinda, Wistar albino (2-3 aylik) erkek siganlarda
DOX ile induklenen miyokardit modelinde kardiyoprotektif etkileri oldugu bildirilen Ang-
(1-7) nin molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasi ve kardiyak iyilesme surecindeki
etkilerinin arastinimasi amaglanmigtir. Bu nedenle otofajik markerlar (LC3Il, LCI,
Beclin 1, Atg5, Atg7), Ca*" iyonlarini SR igine alan SERCA ekspresyonu, MasR, AT1R
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ve eNOS ekspresyonlarini kit Ureticisi firma tarafindan saglanan protokollere uygun
olarak gergek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile bakilacaktir. Gerek
kanda gerek dokuda ACE2 ve Ang-(1-7) ekspresyonlari uygun kitler araciligi ile ELISA
yéntemi ile analiz edilecektir.

1.1. Amag

Sicanlarda Doksorubisin (DOX) ile indiklenen miyokardit modelinde
kardiyoprotektif etkileri oldugu bildirilen RAS bilesenlerinden biri olan Ang-(1-7) nin
molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasi ve kardiyak iyilesme surecindeki etkilerinin

arastiriimasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kalp Kasi

Kalp, insan vicudunda cesitli bolgelere kan pompalayan, kasli, bir dolagim
sistemi organidir. Ritmik kasilmalar ile kanin hareket etmesini saglar. Kalbin duvar
yapisl U¢ katmandan olugsmaktadir. Bunlar; en dista epikardiyum, ortada miyokard, en
icte de endokarddir. Miyokard olarak adlandirilan kalp kaslari, kalp duvarinin orta ve
en kalin tabakasini olusturur. Kalbin icerdigi htcre tipleri kardiyomiyositler, endotel
hlcreleri ve fibroblastlardir. Yas ve cinsiyete gére bu hicrelerin sayilari degismektedir
(Talman ve Ruskoaho 2016).

2.1.1 Kalp kasi yapisi ve fonksiyonu

Kalp kasinda kasilma mekanizmasi aktin ve miyozin filamentlerinin etkilesimine
dayanmaktadir. Kaslarda, miyozin baslari veya capraz kopruler olarak adlandirilan
miyozin filamentleri Uzerindeki ¢ikintilar, yakindaki aktin filamentleriyle etkilesime girer
ve ATP hidrolizi vasitasiyla birbirlerinin yanindan kayarlar (Squire 2019). Sarkomer,
siraslyla miyozin ve aktinden yapiimis birkac kalin ve ince filamentten olusur. ince
filamentler uglarindan sadece birinde bir Z diskinde sabitlenir ve sarkomer merkezine
dogru kalin filamente paralel uzanir. Kalin filamentler, 6zel elastik 6zelliklere (% 170' e
kadar uzama) sahip olan protein titin tarafindan her iki ugta komsu Z disklerine

sabitlenir (Avazmohammadi vd 2019).

Kalp kasinda kasilmanin duzenlenmesi, kalsiyum duzenleyici troponin-
tropomiyozin sistemi tarafindan ince filamentin aktivasyon/inaktivasyon surecidir ve
sitozoldeki kalsiyum konsantrasyonundaki degisiklikler tarafindan belirlenir (Nikitina vd

2015). Tropomiyozin, ince aktin filamentinin ylzeyine baglanan uzun, sarmal bir
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molekuldur. Troponin Ug alt birimden olusur: tropomiyosine baglanan troponin T (TnT);
hem aktin hem de tropomiyosine baglanan troponin | (TnL) ve Ca™ un troponin
kompleks tarafindan baglanmasindan sorumlu troponin C (TnC) (Sweeney ve
Hammers 2018). Kalp kasinin fonksiyonel durumunu karakterize eden temel bilesenleri

sarkomerdeki kontraktil ve duzenleyici proteinler tarafindan saglanir (Nikitina vd 2015).

Kalin filament

Troponin

|  Tropomiyozin Miyozin Ince filament Aktin Aktinin

Sarkolemma

xxxxx

«—
T-tabal  Z-disk

Sekil 2.1 Kardiyak sarkomerin iskelet yapisi, T- tlbdller ile birlikte (Kobirumaki-
Shimozawa vd 2012’ den modifiye edilmistir).

Miyokard, hlicre disi matris, kardiyomiyositler ve fibroblastlardan olusan
karmasik bir dokudur. Kas yapisinin hicresi olan miyositler, hiicrenin kasiimasini
saglayan mekanik kuvvet olusturmak icin kimyasal enerjiyi kullanan 6zel proteinler
icerirler. Temel kasilma birimi olan sarkomer de ¢ok sayida yapisal ve dizenleyici
proteinden olusmaktadir. Ara filamentler, hicresel bitinligiu korumak ve sarkomeri
diger organellere (mitokondri veya cekirdek gibi) baglayan bir iskele gorevi gorir.
Sarkomer, miyofibrili ¢evreleyen zar olan sarkolemmaya, baska bir hicre iskeleti
dizenegi olan kostamer tarafindan baglanir. Kostamerler, sarkomeri Z diski ve M bandi
aracihgiyla sarkolemmaya baglar. Kalp hucreleri, kas kasilmasini senkronize eden

interkalasyonlu disklerle birbirine baglanir (Henderson vd 2017).

Hucreler arasi baglanti olan interkalasyonlu disk, ¢ok sayida kardiyomiyosite
mekanik baglanti saglamaktadir. Kardiyomiyositler, iyonik ortami kontrol etmek ve kas
kasilmasini gergeklestirmek icin aksiyon potansiyelinin yayillmasini saglayan bosluk
baglanti kanallari ile baglanirlar. Araya eklenen diskler, kuvvet ve aksiyon
potansiyelinin ugtan uca iletimi igin farkli kardiyomiyositler arasinda senkronize

kasilmayi kolaylastinrlar. Birbirine bagl disklerde bagl olan, dallanan ve birbiriyle
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birlesen kardiyomiyositler, kalp dokusunda demiryolu benzeri bir miyofiber adi olusturur
(Avazmohammadi vd 2019).

Kardiyak fibroblastlar, kalp kasi lifleri arasinda seritler ve tabakalar halinde
dagilir. Tum kalp hucreleri i¢in bir yapi iskelesi saglayan hicre digi matrisin (ECM)
homeostazini koruyarak kalbin yapisal buatunligunu korumaya yardimci olur. Ayrica
cesitli mekanik, elektriksel ve biyokimyasal uyaranlara yanit verirler ve bu nedenle
normal kalp fonksiyonu icin énem tasirlar. Ek olarak kardiyak fibroblastlar,
kardiyomiyositlerin, endotel hiicrelerinin ve bagisiklik hicrelerinin iglevlerini dlizenleyen

cesitli parakrin faktérleri salgilar (Talman ve Ruskoaho 2016).

2.1.2. Kalp kasinin kasilma iglevi

Kardiyak hicreler, interkalasyonlu disklerin uclarindaki 6zel mekanik
baglantilarin yanindaki bosluk baglantilariyla elektriksel olarak birleserek elektriksel
sinsityum olustururlar (Sweeney ve Hammers 2018). Sinoatriyal digimden gelen
elektriksel uyari mekanik bir kasilmaya donustlartlir ve bdylece kalbin kani
pompalamasi saglanir. Kalpte uyarma-kasilma eslesmesi (ECC), elektriksel

aktivasyonu kardiyak kasilmaya baglayan streci ifade eder (Blatter vd 2021).

Kardiyak enine T-tlbuller, uyarma-kasiima eslesmesi, istirahat membran
potansiyelinin korunmasi, aksiyon potansiyeli baslatma, diizenleme ve sinyal iletimi icin
gerekli olan iyon kanallarindan zengin kardiyomiyosit sarkolemmasinin ¢ok dall
invajinasyonlaridir. Enine tubuller, kostamerler yoluyla sarkomerik Z disklerine
baglanan miyofilamentlerin etrafinda olusur. T-tlbdulleri, voltaj kapili L-tipi kalsiyum
kanallarini (LTCC) bir araya getirerek ve bunlar kavsak membraninda kalsiyum alim
ve saliverme kanallarina, ryanodin reseptorlerine (RyR) yakin bir yere konumlandirarak

kardiyak EC eslesmesini diizenler (Hong ve Shaw 2017).

Kalp kasinda Ca?*, elektriksel stimiilasyonu mekanik kasilmaya baglayan
uyarma-kasiima eslesmesinde dnemli bir role sahiptir (Kiess ve Kockskamper 2019).
VentrikGler miyositlerde, hicre zari boyunca yayilan aksiyon potansiyeli, voltaja duyarh
L-tipi Ca?* kanallarini aktive ederek igeriye dogru olan Ca®" akisi ile hicresel
depolarizasyonu olusturur. Bdylece uyarma-kasilma eslesmesi baglatilir (Parks ve

Howlett 2013). Hucre igi Ca®* dongislinde 6zellikle sarkoplazmik retikulum onemli bir
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rol oynar. Kardiyak sarkoplazmik retikulum (SR), Ca?* dongisinin iki temel basamagi
olan Ca?* saliverilmesi ve alimini, tiim yasam siresi boyunca saglamaktadir (Zima vd
2014). SR sitozoldeki Ca?* iyon konsantrasyonunu diizenleyerek hicre igindeki Ca?*
icin depo ve kaynak olarak hizmet eder. Ca?" iyonu RyR, IP3 reseptorli ve sizinti
kanallar gibi c¢esitli reseptdr veya kanallar yoluyla SR' den sitozole salinir (Espinoza-
Fonseca 2017).

Mitokondri

Sarkoplazmik retikulum

ARSERCA  an
il z — A ""-x

Aksivon || ciCR.
‘potansiyeli

Ca 2+

Miyozin

Sarkomer

Sekil 2.2 Uyariima-kasilma esnasinda kalp kasinin sematik diyagrami (Van der
Velden ve Stienen 2019’ dan modifiye edilmistir).

NCX: sodyum-kalsiyum degistiricisi, C.I.C.R: Ca?* ile indUklenen Ca?* salinimi
mekanizmasi.

Plazma zari depolarizasyonunu kardiyomiyosit kasilmasina baglayan kardiyak
uyarma-kasiima eslesmesi, enine T-tublllerin ve kavsak sarkoplazmik retikulumun
birlesmesi ile olusturulan dyad adi verilen mikro alanlarda meydana gelir. Bu bélgede,
EC eslesmesi, Ca?" ile indiklenen Ca?" saliveriimesi yoluyla gergeklesir. Membran
depolarizasyonu, T-tibdliinde voltaj kapili L-tipi Ca?* kanallari (LTCC' ler) agar (Lu ve
Pu 2020) . Sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonunun artisi, SR Ca?* saliverme
kanallarinin RyR acilmasini saglayarak, kalsiyum kaynakh kalsiyum salinim olarak
adlandirilan bir igslemde SR' den blyilk miktarda Ca?* serbest birakilir. Kalsiyum
kaynakli kalsiyum salinimi, SR' den salinan Ca?"' nin, SR bosalana kadar Ca*"' nin
daha fazla salinimini tetiklenmesini saglayan pozitif geri besleme sistemidir.

Sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonundaki artis ayni zamanda Ca*"' nin tamponlara
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baglanmasina ve mitokondri gibi organellere alinmasina da baglidir. Gevsemenin
gerceklesmesi igin Ca?" sitoplazmadan uzaklastiriimasi gerekir. Bunun igin RyR' lerin
kapanirken Ca iyonu SERCA (SR Ca?* -ATPaz) tarafindan SR' ye geri pompalanir.
Ayrica Ca?", sodyum-kalsiyum degisimi (NCX) tarafindan hicrenin disina
pompalanmasi saglanir (Eisner vd 2017). RyR ve inositol 1,4,5-trifosfat reseptorleri
endoplazmik retikulum/sarkoplazmik retikulumdan bulunan Ca?" saliverme kanallari
olarak bilinir. U¢g RyR izoformu tanimlanmistir ve kalpte RyR2 izoformu bulunmaktadir
(Laver 2018, ZhuGe vd 2000).

MIYOFILAMENT MITOKONDRI

Sekil 2.3 Kardiyomiyosit homeostazi (Peana ve Domeier 2017’ den modifiye
edilmistir).

NCX: sodyum-kalsiyum degistiricisi, RyR: ryanodin reseptorleri, SR:
sarkoplazmik retikulum, PLB: protein fosfolamban, PKA: protein kinaz A.

2.2. Sarko/ Endoplazmik Retikulum Kalsiyum Pompasi

Sarko/endoplazmik retikulum kalsiyum pompasi, (Ca?* -ATPaz veya SERCA)
H+/K+ ATPaz, Na+/K+ ATPaz ve plazma membrani Ca?* ATPaz’ | igeren P-tipi ATPaz
ailesinin Uyelerinden olup, SERCA pompalari, ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyi

kullanarak membran boyunca Ca?' tasinmasini katalize eder. Bilinen 10' dan fazla
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SERCA izoformu arasinda 110-kDa monomerik SERCAZ2a, toplam SR proteinlerinin
yaklasik %40' ini1 olusturan yetiskin miyokardinda eksprese edilen baskin izoformdur.
SERCAZ2a iki ana iglevi yerine getirir: kas gevsemesini baglatmak igin sitozoldeki Ca?*
seviyelerini azaltir ve kas kasilmasi igin gerekli olan Ca?"' yi SR' ye yeniden y(kler
(Marin- Garcia 2014).

P tipi ATPazlar, hicre zarlarindaki elektrokimyasal potansiyelleri korumak igin
katyonlari hicre  zarlan boyunca  pompalayan tasiyicilardir. Tasima
mekanizmalarindaki enerji, fosfoenzim ara maddesinin otokatalize edilip pargalanmasi
ile ATP hidrolizi tarafindan desteklenir (Dyla vd 2017). En ¢ok bilinen transmembran
tastyicilar sarko/endoplazmik retikulum Ca?*-ATPaz (SERCA) ve Na*™/ K*-ATPaz’ dir
(Bublitz vd 2013).

Sarko/endoplazmik retikulum kalsiyum pompasi (Ca%-ATPaz veya SERCA),
kalsiyum homeostazini saglamaktadir. SERCA, kalsiyumu yuksek kalsiyum
konsantrasyonuna karsi sarko/endoplazmik retikuluma (SR/ER) Ca?* taslyarak
sitozoldeki (hicre ici sivi) dinlenme durumundaki kalsiyum konsantrasyonunu korur.
Sitozolik kalsiyum konsantrasyonu, cesitli hicresel sinyal yollarinin aktivasyonu igin bir
tetikleyicidir. SERCA aracili kalsiyum tasinmasi, bu sinyal olaylarini sonlandirmak igin
bir tetikleyici olarak sitozolik kalsiyum konsantrasyonunu azaltir (Rathod vd 2021).
Sarko/endoplazmik retikulum Ca?" pompalarinin SERCA2a izoformu 6zellikle kalpte
bulunurken SERCA2b her yerde bulunan bir varyanttir. Sarkoplazmik retikulumdan
Ca?" nin gegici saliverilmesi kalp kasindaki kasiimayi saglar. Sarkoplazmik retikulumun
Ca?" ile dolduruimasi kasilma glicinin belilenmesinde 6nemli bir faktordir
(Raeymaekers vd 2011). Sistol sirasinda, RyR kalsiyum kanallarinin agilmasi ve SR
kalsiyum depolarindan Ca?" ¢ikisi nedeniyle sitozolik kalsiyum konsantrasyonu artar.
Diyastol sirasinda, SERCA kalsiyum pompasinin aktivitesi araciligiyla sitozolik
kalsiyum konsantrasyonu azalir. Kalp kaslarindaki SERCA2a regulin olarak bilinen
fosfolamban (PLB) denilen transmembran peptit tarafindan dizenlenir. PLB, 52 amino
asitlik bir transmembran peptittir ve daha c¢ok kalbin atrium ve ventrikiil kaslarinda
bulunur. Kalp kasindaki SERCA aktivitesininin Ca®" a afinitesini azaltarak SERCA’ yi
inhibe eder. Kalp kaslarinda PLB kardiyak kasiimayi dizenleyerek SERCA’ nin
kalsiyuma bagimli geri déntsumlu bir inhibitori olarak gérev yapmaktadir. PLB, protein
kinaz C (PKC) proteini ve cAMP’ e bagimh PK veya Ca?'- CaM’ ye bagl PK tarafindan
fosforile edilebilir (Kranias ve Hajjar 2012, Rathod vd 2021).



Kardiyomiyosit
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Ca-=
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Sekil 2.4 Kardiyomiyosit icerisinde SERCA2a fonksiyonunun sematik anlatimi
(https://theory.labster.com 2018’ den degistirilerek).

(1) Diyastol stirecinde Ca?* hiicre igerisine girer, (2) sarkoplazmik retikulumdan
buylk miktarda Ca?* gikisini tetikler (3) Bu da mikrofilamentte kasilmaya neden olur.
(4) Ayni zamanda SERCAZ2a’ dan inhibitér olan PLN saliverilir ve [Ca?']i akisini
degistirirerek SR geri alinmasi saglanir (5) Bu da mikrofilamentin gevsemesine neden
olur.

Kalmodulin bagimli protein kinaz Il (CaMKIl), miyokarda bol miktarda bulunan
hiicre igi artan Ca?* ve ROS ile aktive olan bir serin treonin kinazdir. Kinaz on iki alt
birimden olusan bir multimerik proteindir. Her alt birim holoenzim dizenegini
yonlendiren iligki alani, diizenleyici alan ve substrat ile birlesen katalitik alan olarak ¢
farkli alan igerir. Baslangigta CaMKIl, kalsifiye protein kalmodulin (Ca?*/CaM)
baglanarak aktive edilir. Oksidasyon ve otofosforilasyon CaMKII' yi Ca?*/CaM’ den
badimsiz bir enzime donusturir. RyR2 ve PLN CaMKIl icin hedeftir (Swaminathan vd
2012, Erickson vd 2011).

Kalsiyum kalmodulin, tim NOS izoformlarinindan nitrik oksit (NO) Uretimi igin
temel bir ihtiyagtir. NO sentezini katalize eden ug¢ farkli enzim vardir. Bunlar;
indUklenebilir iINOS, endotelyal nitrik oksit sentazi eNOS ve néronal nNOS'tur.
Kalsiyuma baglh izoformlar eNOS ve nNOS iken kalsiyumdan bagimsiz olan iNOS ‘tur.
Endotelyal NOS, vaskiler endotelyal hicrelerde ylksek miktarda eksprese edilir.
eNOS enzimi vasodilator yanitlar icin temel bir bilesikdir ve kardiyovaskiler homeostaz
icin kritik bir dizenleyici olan nitrik oksit (NO) uretiminden sorumludur. Kardiyovaskuler

sistemde eNOS NO dretimi ile vasodilatasyona aracilik eder. Hicre ic¢i kalsiyum
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yukselmesi ve sonrasinda transmembran kalsiyum akislarina yanit olarak eNOS aktif
bir enzim Uretir ( Jagnandan vd 2005, Sarmah vd 2022).

2.3. Kan Basinci

Kanin damar duvarinda birim alana uyguladigi basinca kan basinci denir. Bu
damarlar arter, ven veya kilcal damar olarak arteryel, ven6z veya kilcal damar basinci
olarak tanimlanir (Kdéyli 2016). Arter basinci, kalbin atardamarlara attiyi hacim,
atardamar duvarlarinin esnekligi ve kanin atardamarlardan disari akma hizi ile
belirlenir. Basing kavramini belirleyen kuvvetler elastik, kinetik ve yercekim enerjisidir.
Kanin akis hizi kinetik enerjiyi olusturur (Magder 2018).

Nabiz basinci, kalp donglsi sirasinda maksimum ve minimum dolasim
basinclarini ifade eden sistolik kan basinci ile diyastolik kan basinci arasindaki fark
olarak tanimlanir. Sistolik kan basinci ve diastolik kan basinci icin normal degerler 120
mm Hg ve 80 mm Hg oldugu tahmin edilir ve ortalama nabiz basinci igin yaklasik 40
mm Hg deger kabul edilir (Tang vd 2020). Nabiz basinci her sistolde aorta kanin
firlatiimasi ile meydana gelir. Ortalama arter basinci sistolik ve diyastolik basinglarin

ortalamasi degil, kani sistemik dolasima iten basincin ortalama degeridir (Koyli 2016).

Kalp atim hizi, atim hacmi ve periferik damar direncindeki degisiklikler kan
basincinda degisikliklere yol acar. Kan basincinin kontrol sistemleri hizli etkili basing
kontrol sistemleri ve uzun sireli kontrol sistemidir. Hormonal kontrol mekanizmalari,
norepinefrin-epinefrin  vazokonstriktér mekanizmasi, vazopressin vazokonstriktor
mekanizmasi ve renin-anjiyotensin vazokonstriktér mekanizmasini igerir. Kan
basincinin uzun sireli kontroli bébrek-vicut sivisi mekanizmasi ile saglanir (Koylu
2016).
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2.4. Renin- Anjiyotensin Sistemi

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) kan basincinin fizyolojik diuzenlenmesinde,
bdbrek fonksiyonlari, kardiyovaskuler ve sinir sistemi igin en dnemli endokrin (dokudan
dokuya), parakrin (hlcreden hicreye) ve intrakrin (hlcre ici, mitokondriyal, nikleer)
vazoaktif hormonal sistemlerden biridir (Li vd 2017, Li vd 2018).

RAS, kardiyovaskuler fonksiyonun fizyolojik ve patofizyolojik dizenlenmesi igin
onemli peptit hormonlarini Ureten ¢ok sayida enzim-substrat etkilesiminden olusan bir
sistemdir. Renin enzimi, artan sempatik sinir sistemi aktivitesi, renal afferent
arteriyollerde azalmis perfiizyon basinci, makulada azalmis sodyum klorir igerigi, nitrik
oksit ve prostanoidlerin lokal etkileri gibi gesitli uyaranlara yanit olarak bébreklerin
jukstaglomeruler hicrelerinden sentezlenir ve salinir. Renin, anjiyotensinojenin,
anjiotensin donusturict enzim (ACE) tarafindan oktapeptid anjiyotensin 1l (Ang II)
olusturmak igin parcalanan dekapeptit anjiyotensin | (Ang 1)’ e dénlUsimini katalize
eder (Miller ve Arnold 2019). RAS sisteminde gorev alan peptidlerin etkilerinde goérev

alan tim anjiyotensin reseptorlerinin siniflandirma verileri tablo 2.1’ de gdsteriimektedir.

Tablo 2.1 Anjiyotensin reseptor siniflandinimasi (Kasapoglu S ve Demirel
Yiimaz E 2021’ den modifiye edilmigtir).

Anjiyotensin Reseptorleri
Reseptorler Ligandlar
AT:R Ang Il, Ang lll, Ang IV, AngA
AT2R Ang I, Ang lll, Ang-(1-7), Ang(1-9), AngA
AT4R Ang IV, Ang(3-7)
MasR Ang-(1-7), Ang(1-5)
MrgDR Ang-(1-7), Alamandin
PRR Prorenin, renin

Ang I, fizyolojik ve patofizyolojik etkilerini uygulamak icin G-proteinine bagli
reseptorlerine etki eder. insanlarda bulunan anjiyotensin reseptdrleri tipleri AT1R ve
AT2R. Bunlarin her ikiside G-proteinine bagl reseptorlerdir (GPRC) ve aktivasyonlari

ile bircok sayida hicre i¢i sinyallesme yollarini harekete gecirirler. Bu sinyallesme
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basamaklari G-protein aracili, JAK/STAT, MAPK veya ERK hicrei¢i sinyallesme
kaskadlardir (Bruce ve Kloet 2017). Ang I, anjiyotensin reseptoru tip | (AT1R)
baglanmasi yoluyla vazokonstriksiyon, hipertrofik ve fibrotik hedef organ yeniden
sekillenmesi, reaktif oksijen turleri (ROS) dretimi, bagisiklik tepkisi, inflamasyon
dizenlenmesinde yer alir. Ang Il, endotel hicrelerindeki G proteinlerini aktive etmesiyle
kan damarlarinin daralmasi sonucu kan basincinin yukselmesi meydana gelir
(Adamcova vd 2021, Miller ve Arnold 2019, Su vd 2021).

Anjiyotensin donusturicu enzim (ACE), renin-anjiyotensin sisteminin énemli bir
dizenleyicisidir. ACE, en ¢ok akcigerler, bagirsaklar, bdbrekler, beyin, aort ve adrenal
medullada bol miktarda bulunan tip 1 transmembran monomerik glikoproteindir
(Gaddam vd 2014). ACE, aktif olmayan dekapeptit Ang I’ i Ang II' ye donustlrirken
ayni zamanda hipotansif peptid bradikinini metabolize eden bir metalloproteinazdir
(Lambert vd 2008).

Anjiyotensin dénudstirict enzim 2 (ACE2) bagirsakta, akcigerlerde, kalpte,
bobreklerde ve plasentada bulunan ¢inko metalopeptidaziarin M2 ailesine ait olan diger
tip | transmembran glikoproteinidir (Gaddam vd 2014). ACE2, Mas reseptoriine
(MasR) baglanan, Ang I’ i ve Ang II’ yi inaktif Anjiyotensin (1-9) a ayiran yeni bir ACE
homologudur (Zhou vd 2020). Anjiyotensin Il ise ACE2 tarafindan vazodilator peptit
anjiyotensin-(1-7)" ye hidrolize edilir (Lambert vd 2008). Kalpte ACE2, kardiyomiyosit,
kardiyofibrolast ve koroner endotel hicrelerde eksprese edilirken, Ang II' yi yararh
peptit Ang-(1-7)' ye metabolize ederek RAS' In negatif dizenlenmesi icin dnemli

mekanizma olarak gérev yapmaktadir (Patel vd 2016).

Karacigerde Uretilen anjiotensinojen, renin, ACE, kimaz, kallikrein, katepsin G
ve esteraz 2 enzimlerinin proteolitik etkileriyle Ang | ve Ang II' ye aktive edilir. Ang I,
RAS’ In etkisini baslatmak icin AT1R ve AT2R’ ye baglanabilir veya daha fazla
bolinebilir. Ayrica kardiyoprotektif peptidler olan Anjiyotensin IV, Ang-(1-7) ve
Alamandine donlsebilir. Bu peptidler de etkilerini sirasiyla AT4R, MasR ve MrgD ile
gosterir (Adamcova vd 2021).
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2.4.1. Kardiyak hiicre i¢i renin- anjiyotensin sistemi

Kardiyak hcreler renin disinda RAS’ In birgok bilesenini eksprese
etmektedirler. Hlcre i¢i Ang Il, kardiyak miyositlerde hlcresel iletisim Gzerinde etkilere
sahiptir. Kalpte sinyal mekanizmalari ve hicresel etkiler dahil olmak Uzere Ang lI
sentezi ve eylemleri i¢in bir hiicre i¢i sistem tanimlanmistir (Kumar vd 2012). Renin
icermeyen vyollar, kalp gibi dokularda Ang II' nin olusumunda daha aktif olarak yer
alabilir. Anjiyotensin (1-25) ya da Anjiyotensin (1-12)' den doku Ang Il olusumu, birincil
olarak, proteinazlarin serin ailesinin bir dyesi olan kimazdan kaynaklandigi

gorilmektedir (Ferrario ve Mullick 2017).

2.4.2. Anjiyotensin-(1-7)

RAS’ in vazodilator kolu, Ang II' nin zararl kardiyovaskuler etkilerine karsi ¢ikan
heptapeptid Ang-(1-7) ile karakterize edilir. Ang-(1-7), Ang II' nin biyolojik etkilerini
dizenlemektedir. G-proteine baglh Mas reseptori ile vazodilatasyon, anti-inflamatuar,
antihipertansif etkiler ve kardiyoproteksiyon saglar, anjiyogenezi ve hiicre buylimesini
inhibe eder. Ang II' nin aracilik ettigi baskilayici, proliferatif, profibrotik ve protrombotik

etkilere karsi ¢ikar (Gironacci 2015, Simoes e Silva vd 2013).

Ang-(1-7) miyokardin igcerisinde dogrudan Uretilebilmektedir. ACE2 ve Ang-(1-
7) Mas reseptortu kardiyomiyositlerde bir arada bulunmaktadir. Ang-(1-7) olusumu
substrat olarak Ang II' ye baghdir. Ang | 6nce ACE2 tarafindan herhangi bir biyolojik
aktiviteye sahip oldugu bilinmeyen bir peptid olan Ang (1-9)’ u olusturmak Uzere hidroliz
edilir ve daha sonra ACE tarafindan Ang-(1-7) ye donustarulir. Ang Il olusumu disinda
Ang-(1-7) Uretimini saglayan yollar olarak agiklanabilir (Zhang vd 2017, Keidar vd
2007).

Ang-(1-7) peptidi, kisa yari émur ve peptidazlar tarafindan hizli enzimatik
metabolizmadan kaynakli dusuk biyoyararlanima sahiptir. Ang-(1-7) dolagsimda ACE
tarafindan parcalanarak Anjiotensin (1-5) dénustigu ve bunun da 29 dakikalik kisa bir
yari omurle sonuglandigi bildirilmigtir (Wester vd 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrario%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28571891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mullick%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28571891
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sim%C3%B5es%20e%20Silva%20A%5BAuthor%5D
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NO, kardiyomiyositler dahil olmak Gzere farkh hicre tipleri Gzerindeki Ang-(1-7)
etkilerinin 6nemli bir aracisi olarak kabul edilmistir. Ayrica Ca?* kullaniminda yer alan
proteinlerle etkilesime girdidi ve kardiyak kontraktiliteyi dizenledigi bilinmektedir. Ang-
(1-7) kardiyoprotektif etkilerini G-proteinine bagli Mas reseptdrl ile NO sentezinin
aktivasyonunu igeren sinyal yolu aracilighyla dizenler (Gomes vd 2012, Abwainy vd
2016).

Kardiyovaskiiler-Renal Beyin
Angiotensinogen
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Sekil 2.5 Kardiyovaskiiler- renal ve beyin RAS sistemleri (Hatip-Al-Khatib 2021).

ACE: anjiyotensin donustirict enzim, AMP: aminopeptidaz, Ang: angiyotensin, APA
ve APN: aminopeptidaz A ve N, AT1R, AT2R, AT3R: anjiyotensin I, Il ve Il tip
reseptorler, AT4/IRAP: Ang IV/insilin- regiile membran aminopeptidaz, D-Amp:
dipeptidil- aminopeptidaz, HPA: hipotalamus- pitliter- adrenal aks, MasR: Mas
reseptér, MrgD: Mas related G- protein coupled reseptor type D, NEP: noétr
endopeptidaz, PCP: prolil karboksipeptidaz, PEP: prolil endopeptidaz, PRR: prorenin
reseptoru
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2.5. Miyokardit

Kalbin orta tabakasi olan miyokard, kalbin kasiimasini saglayan kalp kasi
hdcrelerini  igerir. Miyokard, icten endokardiyum, distan ise epikardiyum ile
kaphdir. Miyokardit, bir enfeksiyona sekonder olarak ortaya c¢ikabilen, immun aracih
olabilen veya toksisite olusturan ajanlara maruz kalma nedeniyle olusabilen miyokardin
inflamatuvar bir durumudur (Lampejo vd 2021). Miyokardit, kalpteki cesitli patolojik
badisiklik sureglerinin klinik ve histolojik belirtilerini ifade eder. Kalpteki bagisiklik
reaksiyonu, kardiyomiyositlerde yapisal ve islevsel anormalliklere neden olarak kasilma
bozukluguna ve kalpte ileti sisteminde sorunlara yol agcar (Dominguez vd 2016, Sagar
vd 2012).

2.5.1. Epidemiyoloji

Miyokarditin insidansini klinik belirtileri olduk¢a degisken oldugu icin belirlemek
zor olmustur. Otopsi raporlari, incelenen popilasyona gére miyokardit insidansina
iliskin degisken tahminler ortaya koymustur ve tahminler %0,12 ile %12 arasinda
degismektedir (Blauwet ve Cooper 2010). Miyokarditten etkilenen hastalar ¢ogunlukla

erkekler ve geng yetiskinlerden olugsmaktadir.

Golpour ve ark.’ larinin (2021) yaptiklari ¢alismada miyokardit kaynakli 6lim
orani en yuksek Okyanusya cografi bolgesinde 100.000 kisi basina 2.6 olarak
bulunmustur. Bunun bayuk olasilikla yetersiz saglik kaynaklari nedeniyle oldugu
dusunilmektedir. Asya-Pasifik bolgesinde yasa goére standartize edilmis en ylksek
miyokardit prevalansi gozlenmektedir. Miyokardit prevalans oranlari Sili’ de 100.000
kisi basina 10,2 ile Arnavutluk’ ta 100.000 kisi basina 105,6 arasinda degismektedir.
Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’ da yapilan gozlemler, akut dilate kardiyomiyopati
vakalarinin %10 ila %50 sinin miyokardit ile iligkili oldugunu gdstermektedir. 1990 ve
2017 yillan arasinda, miyokardit icin yasa gore standardize edilmis oranlar digerken,

klresel prevalans ve 6lum oranlari dnemli élgtide artmistir.

Cooper ve ark.’ lan (2014) tarafindan bildirildigine gére; Japonya’ da ve Asya

bdlgesinin geri kalaninda akut miyokarditin ani 6lum ve kronik dilate kardiyomiyopatinin
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6nemli bir nedeni oldugu goésterilmistir. Avustralya ve Yeni Zelanda’ da elde edilen veri
ve otopsi sonuglarida Japonya’ da bildirilenler ile benzerlik gdsterip miyokardit bu
bdlgede akut kardiyovaskuler 6lim nedeni oldugu desteklenmektedir. Meksika ve Orta-
Guney Amerika bolgesel miyokardit prevalansi Avustralya, Avrupa ve Kuzey Amerika’
da bildiren oranlara benzerdir. Afrika ve Orta Dogu icin kalp yetmezligin ylizdesi olarak
miyokardit orani boélgeye ve etiyolojiye gore dedismektedir. Afrika’ da tani aracglarinin
eksikligi de g6z 6nunde bulundurularak dilate kardiyomiyopati kalp yetmezliginin
baslica nedeni olarak tanimlanmigtir. Bati Avrupa’ daki verilerde ¢ogunlukla kalpteki
viral genomlarin akut ve kronik dilate kardiyopatide yaygin oldugu ve kéti prognozla
iligkili olabilecegi gosterilmisti. Kuzey Amerika’ da cocuklarda miyokardit dilate
kardiyomiyopatinin yaygin bir nedenidir. Miyokarditte Kuzey Amerika kardiyomiyopati,

transplantasyon ve 6lim oraninin 5 yil sonra %50’ den fazla oldugu éne sirilmuastir.

2.5.2. Etiyoloji

Miyokarditin etiyolojik nedenleri enfeksiy6z ve enfeksiyéz olmayan olarak ayrilr.
Viral ajanlar Adenoviriisler, Enteroviriisler (coxsackievirus), Herpes viriisleri (insan
Herpes virlisleri 6, Epstein-Barr virtisi), Hepatit C virlist, HIV, influenza A, Paroviriis
B19, Koronavirls (Sars-CoV2) icermektedir. Parazit ajanlar olarak Larva go¢cmenleri
ve Sistozomiyaz yer alir. Bakteriyel ajanlar Borrelia tirleri, Mikobakteri tirleri,
Mikoplazma, Pndmoni, Treponema pallidum, Streptokok tlrlerinden olusmaktadir.
Mantar ajanlari  Aspergillus tirleri, Kandida tirleri, Coccidioides turleri, Kriptokok
turleri, Histoplazma tirleri icermektedir. Protozoal ajanlarda Trypanosoma Cruzi

(Chagas hastaligi) yer alir.

Enfeksiy6z olmayan nedenler arasinda sik gorilen Otoreaktif miyokardit
dnemlidir. imminolojik sendromlar olarak Churg-Strauss sendromu, Diabetes mellitus,
Enflamatuar barsak hastaligi, Dev hicreli miyokardit, Wegener
granulomatozu, Sarkoidoz, Sistemik lupus eritematoz, Takayasu arteriti, Tirotoksikoz
icermektedir. Toksisite olusturan ajanlar icerisinde antrasiklinler, kokain, interlékin-2,
alkol miyokardit olusumunda riskli bulunmaktadir. Asiri duyarlihk nedeni olarak
sefalosporinler, dogoksin, ditretikler, dobutamin, sulfonamidler, trisiklik antidepresan
goérulmektedir. Miyokardit, kalp transplantasyonunun en sik nedeni olan dilate

kardiyomiyopati ile de gelisebilir. KOk hiicre veya kalp transplantasyonuna red durumda
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%1 oraninda miyokardit goérulebilmektedir. Bunlarin digsinda da diger enfeksiy6z
olmayan etiyolojiler kaynakh dilate kardiyomiyopati meydana gelmektedir (Liguori vd
2020).

2.5.3. Klinik

Genglerde daha sik goérlilmekle birlikte her yastan bireyi etkileyebilen
miyokardit, gesitli klinik semptomlara sahiptir. Miyokardit klinikopatolojik siniflanmasi
akut, fulminan, subakut ve kronik formlarindan olusur. Degisken Kklinik sunum
gOstermesiyle tani konulmasi zor olabilmektedir. Asemptomatik vakalarin yaninda
klinik tablo siklikla ortaya ¢ikmaktadir. En yaygin klinik belirtileri gdégus agrisi, ates ve
dispnedir. Miyokarditin diger bulgulari ¢arpinti, senkop ve yorgunlugu icerir (Lampejo
vd 2021, Sagar vd 2012).

Miyokarditin Klinik belirtileri, hafif goégus rahatsizligi semptomlari ile miyokardiyal
fonksiyonda bozulma olmaksizin gegici carpinti ile birlikte subklinik tablodan
kardiyojenik sok veya mortalite riski olusturabilen ventrikller aritmi ile birlikte fulminan

miyokardit ve kalp yetmezligine kadar oldukc¢a degiskendir (Tyminska vd 2022).

Pediatrik hastalarda Klinik tablo yasa gore degisir. Bebeklerde endise, halsizlik,
ates, istahsizlik, takipne, tasikardi ve siyanoz gibi spesifik olmayan semptomlar 6n
plandayken 2 yasindan buyuk c¢ocuklarda semptomlar gégus agrisi, karin agrisi, kas
agrisi, yorgunluk, oksurik ve édem icerebilir. Yeni dodanlar veya bebekler genellikle
daha ciddi sekilde etkilendiginden, semptomlarin siddeti cocugun yasina baghdir

(Blauwet ve Cooper 2010).

2.5.4. Tedavi

Miyokarditin optimum seviyede tedavisini saglamak igin yeterli bir tani almak ve
etiyolojisini  belirlemek gerekir. Miyokardit tanisinda endomiyokardiyal biyopsi
etiyolojinin, inflamatuar surecinin tipini ve miyokardiyal fibrozisin derecesinin

belilemesini saglayan altin  bir standarttir. Miyokardit veya inflamatuar
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kardiyomiyopatiden slUphelenen durumlarda ilk tanisal incelemede transtorasik
ekokardiyografi yapiimalidir. Kardiyak morfoloji ve fonksiyon hakkinda bilgi verirken
ayirici tanida yardimci olur. Goruntileme teknolojisi olarak invaziv olmayan kardiyak
manyetik rezonans, tanisal kriterlere sahiptir (Tyminska vd 2022).

Akut viral miyokardit sirasinda egzersiz viral replikasyonu artirabilir ve sagkalimi
kisaltabileceginden akut miyokarditli hastalarda fiziksel aktivite sinirlandirilmalidir.
Standart kalp yetmezliginde tedavisi almali, artimiler izlenmeli ve tedavi edilmelidir. Bu
Onlemler semptomatik rahatlama igin tasarlanmistir. Hastaligin ilerlemesi ve dilate
kardiyomiyapatiye dénisiimini durdurmak igin patojenik mekanizmalar ele alinmaldir
(Dennert vd 2008).

Akut miyokardit tedavisi mevcut klinik senaryoya goére degismektedir. Akut dilate
kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi sendromu ile basvuran hastalarda, kronik kalp
yetmezligi igin standard olan destekleyici dnlemler ve nérohormonal blokaj ile
farmasodtik tedavi endikedir. Olagan tedaviye yanit vermeyen kronik inflamatuar
kardiyomiyopatili hastalarin cogunda miyokardiyal inflamasyonun immunohistokimyasal
kaniti vardir. Mekanik dolagsim destegi, optimum tibbi bakima ragmen kardiyojenik
soklu hastalarda transplantasyon veya iyilesme igin bir képri olusturabilir. Akut
miyokarditte iyilesme slresi birka¢g glinden birka¢ aya kadar degdismektedir.
Yetiskinlerde miyokardit icin transplantasyon sonrasi sagkalim, diger nedenlerle kalp

transplantasyonundan sonraki sagkalima benzerdir (Sagar vd 2012).

2.5.5. Patofizyoloji

insanlarda  miyokarditin  patofizyolojisi tam olarak anlasilamamistir.
Kardiyotropik virUsler miyokardiyal dokuya sizarak dogrudan miyokardiyal hasara ve
inflamasyona yol agarken, miyokardin kendisini isgal etmeden yani sitokin firtinasi veya
hicre/antijen yoluyla miyokardiyal hasara neden olabilmektedirler (Tyminska vd 2022).
Viral miyokardit seyrinin 3 faz ile karakterize edildigi 6ne surilmektedir. Baslangigta,
virisun miyositlere girmesine 6zel bir reseptér aracilik etmektedir. Coxsackievirlis—
adenovirls reseptort araciligiyla kardiyomiyositlerin ylzeyine yapisarak, konakgl
hicrelerde ¢ogaldiklari, kardiyomiyositlerin hucre iskeleti proteinlerinin bozulmasina ve

sonu¢ olarak miyokardiyal hasara neden olurlar. Viral giristen sonra, virus replikasyonu


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myocarditis
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tarafindan induklenen miyositlerin akut hasari, miyosit nekrozuna, huicre i¢i antijenlerin
(kardiyak miyozin) ortaya c¢ikmasina ve ardindan dogal olduricu hucrelerin ve
makrofajlarin istilasi ile karakterize edilen konakg¢inin bagisiklik sisteminin
aktivasyonuna yol acar. Miyokarditin akut fazi sadece birka¢ gun surer. Virls kaynakli
yaralanmanin akut fazindan sonra, ikinci faz otoimmun reaksiyonlarla karakterize edilir.
Birka¢ haftadan birka¢ aya kadar slren bu subakut faz, molekiler taklit yoluyla
konakginin organlarini hedefleyebilen aktive edilmis virise 6zgu T lenfositler tarafindan
tanimlanir. Sitokin aktivasyonu tumoér nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin (IL-1 ve -6)
viral ve kardiyak proteinlere karsi antikorlar kardiyak hasari siddetlendirebilir ve
kontraktil fonksiyonun bozulmasina neden olabilir. Otoimmin slrec¢ler miyokarddaki
virls genomunun saptanmasindan badimsiz olarak devam eder ve miyokardiyal
yeniden sekillenme ve dilate kardiyomiyopati gelisimi ile karakterize edilen kronik faza
yol acar. Viral miyokarditin patofizyolojisinde viral giristen sonra virls replikasyonu,
miyositlerin akut hasarina (akut miyokardit) ve konagin bagisiklik sisteminin

aktivasyonuna (subakut miyokardit) yol agar (Kindermann vd 2012).

Miyokardit patogenezinde bagisiklik sisteminin roli hem yararli hem de zararli
olabilir. Hizli ve yeterli bagisiklik reaksiyonu etkili bir patojen temizligi saglarken ayni
savunma mekanizmalari tetikleyici faktérlere karsi otoimmin fenomenine yol acabilir.
Patolojik olarak, otoantikorlarin veya otoreaktif T lenfositlerin yoklugunda provoke
edilmemis miyokardiyal inflamasyonu temsil edebilir. Bu durumda miyokardit, yetersiz
B,T ve dendritik hiicre yanitlarindan kaynaklanir ve kardiyomiyositlerin ylizeyinde kendi
antijenlerini taniyan ve 6énemli bir patojenik rol oynayan otoantikorlarin Gretimine yol
acar (Tyminska vd 2022). Otoantikorlar kasilma yapilarina, iyon kanallarina, enerji
metabolizmalarindaki proteinlere karsi miyokarditte tanimlanmistir.  Miyokardit
patofizyolojisindeki cesitli otoantikorlarin rolleri kalpte ve hasarli kardiyomiyositlerde
yetersiz inflamasyon Uretimi, kardiyak disfonksiyon ve miyokardiyal inflamasyon gibi

tanimlanmaktadir (Dennert vd 2008).

Fulminan miyokarditte nekrotik miyokard dokusunda T lenfositler, makrofajlar ve
nadiren B lenfositler gibi ¢ok sayida infiltre olan bagisikhk hicresi goralmuagtir.
Duzensiz sitokin salgilanmasi ¢ok sayida bagisiklik hiicresinden meydana gelmekte ve
bagisiklik sisteminin etkilendigini ve bozuldugunu gdstermektedir. Sitokin firtinasi gesitli
etiyolojiler tarafindan tetiklenebilir. Hicre ici bilesenlerin hasarli kardiyomiyositlerden
sizmasl, TLR reseptorlerini aktive ederek dogustan gelen bagisiklik tepkisini baglatir.

Yukseltilmis sitokinler, reseptér aracili sinyallesmeyi aktive ederek, ERK ve MAPK
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aktivitesini ve nukleer faktor-kappa B ve STAT3 gibi transkripsiyon faktorlerini artirarak
surekli sitokin déngisline yol acan sitokin ekspresyonuna neden olurlar. Sitokin asir
Uretimide miyokard kasilmasina ve elektrik iletimi tGzerinde dogrudan etkilere sahiptir.
IL-1 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler miyokardin kasilma gucunu ve hizini
dogrudan azaltabilmektedir. Sitokin firtinasinin olumsuz bir etkisi olarak da
mitokondrinin islevini bozarak, kalbin metabolik durumu etkilenmektedir (Hang vd
2020).

Doksorubisin gibi en yaygin kullanilan antrasiklin antikanser ajanlarinin neden
oldugu Kkardiyotoksisite mekanizmalari DNA hasari, mitokondriyal disfonksiyon,
oksidatif stres, otofaji ve metabolik inflamasyon, hiicre i¢i sinyallesme, transkripsiyon
faktorleri ve apoptoz yollar icermektedir (Kitakata vd 2022). Antrasiklinler en ¢ok
mitokondri ve ¢ekirdekte birikmektedir. Antrasiklinler oksidatif fosforilasyonda yer alan
bircok mitokondriyal solunum zinciri kompleksine mudahale ederek ROS olusumuna
yol acar. ROS uretimi, demir varliginda siddetlenir ve ¢esitli membran ve mitokondriyal
DNA bilesenleri ile ROS etkilesimi, otofajide degisikliklere ve kardiyomiyosit apoptoz ve
nekrozun indiklenmesine yol acar. Ayrica nikleer faktér-kappa B ve TNF-a igceren
proinflamatuar yolaklari aktive eder ve kalbin esas inflamatuar mediatorleri olan NLRP3
(Nod benzeri reseptdr proteini 3), IL-1 ve IL-6° nin transkriptasyonunu yukseltir.
Kardiyomiyosit 6limu, inflamatuvar kaskadlar ve ROS (retiminin daha fazla
aktivasyonuna yol agarak, miyokardda fibrozis ve elektriksel degisiklikler ile fonksiyonel

ve yapisal degisikliklere yol acar (Vuong vd 2022).

2.6. Otofaji Mekanizmasi

Otofaji, besin acghgdi, metabolizmadaki degisiklikler, ROS birikimi, enerji ve
oksijen durumlari igin normal sartlarin yaninda metabolik stres altindaki durumlarda da
hicre ve doku homeostazini saglamayi amaclayan bir sirectir (Koleini ve Kardami
2017). Programlanmis hicre o6limi olarak kaspazdan bagimsiz katabolik bir
mekanizmadir. Cok sayida organ 6lumu otofaji olarak ifade edilirken tim htcrenin

olumu apoptoz olarak adlandiriimaktadir (Xiao vd 2019).
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Otofaji, mikro—otofaji, saperon aracili otofaji ve makro-otofaji olarak alt
bolimlere ayrilabilir. Makrootofajide, proteinler veya sitozolik bilesenler, sitoplazmada
ortaya c¢lkan, sitoplazmik materyali icine alan ve sonrasinda lizozomlarla birleserek
kargolarinin bozulmasina yol agan otofagozom adi verilen vezikullerde tutulur.
Mikrootofajide, proteinler dogrudan lizozomal membranin invajinasyonundan uretilen
veziklllerin i¢cine alinir. Saperon aracili otofajide, vezikil olusmaz bunun yerine
sitozolik proteinler, 1s1 soku ile ayni kdkenli protein 70/1s1 soku proteini —alfa8 tarafindan

parcalanmak Uzere lizozomal [limene yer degistirir (Shaikh vd 2016).

Otofajinin bes temel basamagi baslama, ¢ekirdeklenme, genigleme, olgunlagsma

ve bozunmayi igerir (Xiao vd 2019).

Otofagozom olusumu 3 adimdan gergeklesir. Unc-51 benzeri kinaz (ULK)
kompleksi, otofajik ¢ift membranh vezikillerin olusumunu baslatir. ULK kompleksi,
ULK1 veya 2, Atgl3, Atgl0l ve 200 kDa’ ik fokal yapisma kinaz ailesi etkilesimli
proteini (FIP200) igerir. Rapamisin (mMTOR) kompleksinin memeli homologu, ULK
kompleksinin tamamen baskilanmasiyla otofajik aktiviteyi azaltir. Beclin 1, Atgl4L,
Vps34 ve Vps15'ten olusan sinif lll fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) komplekside otofajinin
baslatimasinda 6énemli bir bilesendir (Yamaguchi 2019). Beclin 1, sinif [l tipi
fosfoinositid 3 ile etkilesime girerek otofajik slirecin otofagozom olusumunda énemli bir
rol oynar. Beclin 1 ve Vps34 kompleksinin kinaz aktivitesinin aktivasyonu,
fosfotidilinositol 3-fosfat Gretimini tesvik eder, bdylece lipid memran uzamasini, kargo
alimini ve otofagozom olgunlasmasini kolaylastir (Maejima vd 2016). Aclik veya AMP
ile aktive olan protein kinaz (AMPK), PI3K kompleksini diizenleyen ULK kompleksini
aktive edebilir. Baslamadan sonra, izolasyon zari bir lipid kinaz sinyal kompleksi
tarafindan uzar ve vezikllin genislemesi ve tamamlanmasi icin ubikuitin benzeri
protein konjugasyon yollari gereklidir. iki ubikuitin benzeri konjugasyon sistemi, Atg5,
Atg12 ve Atg16L1 kompleksi ve mikrotiibil ile iligkili protein 1 hafif zincir 3 (LC3), bu
adimlarda 6nemli rol oynar. Konjugasyon, LC3-I' in bir fosfatidiletanolamin konjuge
formu olan LC3-II’ ye donlsmesini indukler. LC3-Il, otofagozom adimda, otofagozom
lizozomla birleserek otofagozomun sekestre Urlnlerinin ve i¢ zarinin lizozomdan asit
hidrolazlar tarafindan pargalandigi bir otolizozom olusturur. Bu bilesenler, ATP Uretimi
veya hicrenin hayatta kalmasi igin protein sentezi olarak geri donustaralebilir
(Yamaguchi 2019). LCI, hucre iskeleti stabilitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve
cesitli hucre gorevlerinde yer alir. Otofajiye katilan MAP1B- LCI mikrotubdl ile iligkili
protein 1B- hafif zincir 1 kritik bir dizenleyicidir (Arasaki vd 2018).
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Molekuler mekanizmasina gore otofaji kanonik (geleneksel) ve alternatif olarak
siniflandirilabilir. Kanonik otofajide Atg5/Atg7 o6nemli rol oynar bu yuzden kanonik
otofajiye Atg5/Atg7 bagdiml otofajide denilmektedir (Feng vd 2022).

Geleneksel Otofaji

-’I" Lizozom

L3l

P ] 220
(+-@-0-@

Otofagozom Otolizozom

Sekil 2.6 Atg5/Atg7 gerektiren LC3' e bagh geleneksel otofaji (Uchikado vd
2022’ den degistirilerek).

2.6.1. Mitofaji

Mitokondri, hlicre igi gic¢ merkezi, programlanmis hicre o6limi, apoptoz,
mitofaji, otofaji, metabolizma, kalsiyum akisi ve dogustan gelen bagisiklik gibi birgok
fizyolojik slrecgte gorev alir. Kalp igcin mitokondri yiksek eneriji ihtiyaci, kardiyomiyosit
farklilasmasi ve kasilma islevi igin 6zellikle gereklidir. Hemodinamik stres nedeniyle
digsal ve igsel faktérler mitokondriye zarar verebilir, bu hasarli mitokondri yan urinler
olarak ROS ureterek hiicresel islev bozukluguna ve hicre 6limune yol agabilir. Hasarl
mitokondri veya mitokondriyal disfonksiyon kalp yetmezligi, nérodejeneratif hastaliklar
ve kardiyovaskiler yaslanma gibi bir¢cok kalp ile ilgili hastaliklarin nedenidir. Bu ytzden
mitokondriyal kalite kontrolu, Ozelllikle kardiyomiyositlerde hucresel homeostazin

korunmasi igin 6nemlidir (Yamaguchi 2019, Song vd 2021).
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Mitofaji, bilinen U¢ ana mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalarindan biridir.
Hasarli ve fazla mitokondriyi segici olarak bozan 6zel bir otofaji ¢esididir. Patolojik
kosullar altinda, mitofaji hlicrenin besin acligi ve hipoksi gibi ¢esitli stres durumlarinda

savasan kritik bir mekanizma gorevi yapar (Song vd 2021).

Mitofaji dért adimda tamamlanmaktadir. ilk dnce hedef mitokondri agindan izole
edilir. Ikinci olarak bozulma igin isaretlenir, Ugciinciisiinde otofaji reseptorleri
mitokondriyi icine alan otofagozom olusumunu saglayan otofagozom zarindaki LC3B
baglanan Bnip3, Nix ve p62 dahil olmak Gzere bir dizi farkli adaptér proteini tarafindan
mitokondri otofagozomun igine alir. Son olarak, otofagozom bir lizozomla birlesir ve
icindeki kargo lizozomal enzimler tarafindan parcalanir. Mitofaji, reaktif oksijen tirleri
(ROS) mitokondriyal membran potansiyelinin ¢dkmesi ve disik ATP seviyeleri
tarafindan uyarilir (Song vd 2021, Delbridge vd 2017).

PARKIN' den
bagimsiz

Sekil 2.7 Baslica mitofaji yollarinin 6zeti (Doblado vd 2021’ den modifiye
edilmistir).

VDAC: voltaja bagli anyon segici kanal, MFN1/2: mitofusin 1 ve 2, BNiP3: adenovirus
E1B 19 kDa etkilesimli protein 3, Fisl: fisyon protein, BCL2L13: Bcl2 benzeri 13,
TBC1D15: TBC1 alan ailesi uyesi 15, CHDH: kolin dehidrojenaz, PHB2: Prohibitin 2,
CL: kardiyolipin, MIRO: mitokondriyal Rho.
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Otofagozom alma surecinde ubiquitin gerekip gerekmedigine gore, mitofaji iki
ture ayrilabilir. Ubiquitin bagimh mitofajide, PTEN ile induklenen varsayilan kinaz 1
(PINK1)/Parkin sinyal yolu mekanizmasindan olugur. Parkin, 465 amino asit kalintisi
olan sitoplazmik bir proteindir. Ubiquitin bagimsiz mitofajide ise Bnip3 gibi
mitokondriyal reseptorler gorev alir (Li vd 2021, Song vd 2021).

Mitofajinin hasarli mitokondriyi ortadan kaldirma surecine Beclin-1 ve diger
molekillerde aracilik etmektedir. Beclin-1, miyokard fibrilasyonundan sonra mitofaji
akisinin artisini saglayan ve otofaji sirasinda bir “protein platformunu” temsil
eder. LC3B-I/LC3B-Il orani ve toplam LC3B-Il seviyeleri, fibrilasyondan sonra
miyokardda gergeklesen mitofajinin belirtecleri olarak kullanilabilir. LC3, otofagozom
vezikullerini mitokondrinin fagositoz bdlimlerine iletir ve ardindan LC3-l1 ve LC3-II
yoluyla lizozomlarla birlesir. Kisa bir yari émre bagh olarak, LC3B-II parcalanabilir ve

orijinal izoformu LC3-I' e geri donusturulebilir (Li vd 2021).

2.7. Deney Hayvanlarinda Miyokardit Modeli

Miyokardit gibi inflamatuvar kalp hasarlarinin hicresel ve molekiler
mekanizmalarini anlama ihtiyaci nedeniyle deneysel miyokardit icin hayvan modelleri
geligtiriimistir. Cesitli hayvan modellerinde yapilan c¢alismalar ile miyokardit

patofizyolojisi arastiriimaktadir (Yuan vd 2003).

Deney hayvanlarinda saflastinimis domuz kardiyak miyozini kullanilarak
deneysel otoimmin miyokardit modeli olusturulur. Saflastiriimis kardiyak miyozin ile
bagisiklanan bir sicanda indUklenen deneysel otoimmin miyokardit, insan
miyokarditine benzemekte ve dilate kardiyomiyopatiye dénutsebilmektedir. Otoimmin
reaksiyon molekiler mekanizmasinin incelenmesi ve yeni tedavilerin arastirilmasi icin
iyi bir deneysel hayvan modelidir (Han vd 2013, Zhao vd 2020). Klinik 6ncesi kemirgen
miyokardit modelinde, belirli zamanlarda enflamasyonun saptanabilirligi test edilebilir,
kontrast ajanlar arasinda karsilastirma yapilabilir ve histolojik degderlendirmeler
dogrulanabilir (Tada vd 2019). Deneysel otoimmin miyokarditin histolojik bulgulari,
mononukleer hucre infiltrasyonunu iceren fibrozis ve miyosit nekrozu ile insan
miyokarditine benzerdir (Jeuthe vd 2016).
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Deneysel otoimmin miyokarditin klasik modeli tam Freund adjuvani ile birlikte
kardiyak miyozin verilmesiyle ylksek prevalans ve yliksek miyozin otoantikor miktarlari
sonucunda miyokarditin indUklendigi gosterilmistir. Kendinden antijen sunan hiicrelerin
aktivasyonu miyokarditin induksiyonu igin énemli olmasi nedeniyle kemik iligi kaynakli
dentritik hdcreler ile birlikte kardiyak miyozin peptid transferiyle diger deneysel

otoimmun miyokardit modeli geligtirilmistir (Blyszczuk 2019).

Viral miyokardit arastirmalarinda klinik ve deneysel miyokardit modeli
olusturmak igin Coxsackie virisi B3 enjekte edilmektedir (Li ve Xie 2022). Coxsackie
viris B3 ile indiklenen miyokarditin fare modelinde siddetli pankreatit ve ylksek
sistemik inflamatuar yanit oldugundan vyetigkin hastalardan ziyade bebeklerde
Coxsackie virisu B3 enfeksiyonunu taklit eder. Viral miyokarditin hayvan modellerinin
klinik iligkisini iyilestirmek i¢in, Parvoviris B19 miyokarditli hastalardan alinan
endomiyokardiyal biyopsi 6rneklerinde en sik saptanan viris oldugu igin, Parvoviris
B19 ile indiklenen miyokardit modellerinin gelistirimesi gerekmektedir (Tschdpe vd
2021).

Antrasiklin antibiotiklerinin zararl etkilerini olusturmak i¢in hem blyik hemde
klcuk laboratuvar deney hayvanlari kullaniimaktadir. Domuzlar, maymunlar, képekler
gibi buyldk laboratuar hayvanlarin kardiyovaskiler sistem anatomik yapilarinin
insanlara benzerligi bir avantaj iken gereken ilag miktari, kan érnedi alimi ve intravenéz
enjeksiyon uygulamadaki teknik zorluklar énemli dezavantajlardir (Podyacheva vd
2021).

2.7.1. Dokrobusin ile indiiklenen deney hayvanlari miyokardit modeli

Antrasiklinlerin toksik etkilerini incelemek icin kiiglk laboratuvar hayvanlari olan
fare ve sigan siklikla kullaniimaktadir. Boylece kisa slire igerisinde hayvan numunesi
Uzerinde ila¢g incelemeye izin verilebilmekte, miyokardiyal hasar dereceleri ve
potansiyel kardiyoprotektif tedavinin etkinligi degerlendirilebilmektedir. Enjeksiyon
protokoline bagli olarak bu modeller kisa slreli veya uzun sureli tasarlanabilir
(Podyacheva vd 2021). Farelerde olusturulan modellerde intraperitoneal yoéntem
denenerek doksorubisin toksisitesi olusturmak icin uygulamaya kabul edilmigtir.

Doxorubusinin farmakokinetik 6zellikleri intraperitoneal ve intravenéz ydntem olarak
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karsilagtirilarak dokulardaki ila¢g konsantrasyonlarinin benzer oldugu gdsterilmistir
(Mostafa vd 2000, Podyacheva vd 2021).

Antrasiklinlerin  olusturdugu  kardiyotoksisiteyi  izlemek i¢cin  hayvan
calismalarinda kardiyak goruntiuleme ve biyokimyasal belirtecler kullanilir. Sigan
kalbinin kiGgUk boyutuna ve hizli kalp atisina ragmen, sigan kalp fonsiyonunu
degerlendirmek icin ekokardiyografi kullaniimaktadir. Ekokardiyografinin iki dnemli
indeksi olan ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyon kisalmasi ile sol ventrikul kontraktilitesi
degerlendiriimektedir. Evrensel olarak kardiyotoksisiteyi induklemek igin kullanilan
doksorubisin oral, intravendz veya intraperitoneal yolla uygulanarak her deneye 6zgl
doz rejimi seklinde miyokardiyal kontraktilite baskilanir. Kardiyak fonksiyon bozuklugu
acisindan kardiyotoksisite ekokardiyografi ile teshis edilir ve kalp fonksiyonu objektif

Olcltlere dayanir (Georgiadis vd 2020).

Siganlara 20 mg/kg dozlarinda uygulanan doksorubisin, doksorubisinin kalp
dokusundaki yan etkilerini incelemek i¢in uygun bir modeldir. Siganlarda bu doz, 70 kg'
lik bir insanda 250 mg' a esdegerdir (Carvalho vd 2016). Stewart ve ark. (2019) tek
doz olarak 15 mg/kg DOX intraperitoneal yolla uygulayarak doksorubusinin kaynakli
kardiyotoksisiteyi sicanlarda arastirmislardir. Literatiirde 2-20 mg/kg arasi degisen doz
miktarlari vicut agirhgina gore tek enjeksiyonlu akut uygulama veya farkh sireler
boyunca DOX uygulanarak calismalar yapiimistir (Hayward ve Hydock 2007, Zhang vd
2019, Zhou vd 2022).

2.8. Doksorubisin

Doksorubisin en yaygin olarak kullanilan birinci nesil antrasiklin (Danesi vd
2002) olan sitotoksik bir ajandir. Gugli bir antikanser ilaci olan doksorubisin parlak
kirmizi pigment Ureten Streptomyces peucetius ATCC 2795, gram pozitif filamentli
bakteri tirl tarafindan Uretilmektedir (Thi Pham vd 2021). Doksorubisin hidroklorir
(HCI) lipozomal enjeksiyonu, klinik onay alan ilk lipozomal kapsulli antikanser ilacidir.
Lipozomal kapsulleme, lipid bazl (lipozom) formulasyon ile geleneksel antrasiklinlerin

terapdtik indeksini artirmayi amaclamaktadir (Rivankar 2014).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Georgiadis%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhou%20P%5BAuthor%5D
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Doksorubisin, meme karsinomu, sarkomlar, osteosarkom, 16semi ve lenfomalar
gibi kati timorler ve hematolojik maligniteleri tedavi etmek icin kemoterapide
kullaniimaktadir. DOX, DNA topoizomeraz |l enziminin bir inhibitdrGdur ve DNA' ya
zarar verir. Doksorubisin, tumorlerin tedavisinde ¢ok etkili olmasina ragmen terapotik
araligi kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligine yol agan kardiyotoksisitesi
nedeniyle sinirhdir (Sohail vd 2022, Liang vd 2016 ).

Doksorubisin intraven6z uygulamadan sonra lineer farmakokinetik sergiler,
plazma ve dokularda yaygin olarak dagilir. Baslangi¢ yari dmri (t 12q) 4.8 dk, (t 1/28)
de 2.6 saat ve son olarak 48 saat icerisinde (t 12,) ile U¢ fazl bir plazma bozunmasina
ugrar (Danesi vd 2002). Atilimi karaciger ve bdbrek tarafinda yapilmaktadir, biyolojik
yarilanma omru 5 dakika ve 30-40 saat olarak belirtiimistir (Joerger vd 2005). Kan-
beyin bariyerini ge¢gmez ve beyin omurilik sivisindaki ilag konsantrasyonuna
ulasmaz (Rawat vd 2021). Miyokarddan DOX Kklirensi plazma klirensinin ¢ok
gerisindedir, bu da kalbin DOX' a neden bu kadar duyarl oldugunu aciklayabilir.

Doksorubisin, bir naftasenkinon c¢ekirdegi ve bir amino seker olan
daunosaminden olugsmaktadir. Hem hidrofilik hem de hidrofobik bdlgelere sahip olmasi
nedeniyle hiicre zarlarinin yanisira plazma proteinlerine baglanabilir. DOX, ayrica hem
asidik hem de bazik fonksiyonlara sahip olmasi sayesinde cesitli hlicresel bélimlere

girebilen ¢ok yonli bir bilesik yapidadir (Mitry ve Edwards 2015).
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Sekil 2.8 Doksorubisin ve metaboliti olan doksorubisinolun kimyasal yapisi
(Mitry ve Edwards 2015’ den degistirilerek).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-topoisomerase-atp-hydrolysing
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cerebrospinal-fluid
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Doksorubisin uygulandiktan sonra karacigerde aktif metaboliti ve anti timor
aktivitesini saglayan doksorubisinol' e metabolize edilir. Doksorubisinol, antineoplastik
aktiviteyi saglayan aktif kisimdir (Danesi vd 2002, Rawat vd 2021).

Doksorubisinin  timor hucreleri  Uzerindeki tedavi etme mekanizmalari,
kardiyotoksisite mekanizmalarindan farkhdir. Bunlar makromolekdllerin sentezinin
inhibisyonu, ROS uretiimesi, DNA baglanmasi, Topoizomeraz Il enziminin inhibisyonu
ile DNA’ ya zarar verme ve apoptoz baslangici gibi mekanizmalardan olusur
(Chatterjee vd 2010). Topoizomeraz Il enzimi DNA bdlinme komplekslerini inhibe
etmesiyle DNA replikasyonu ve transkripsiyonu bloke ederek timor hicresinin dlumu
gerceklesir (Liang vd 2016).

2.8.1. Doksorubisine bagh kardiyotoksisite mekanizmasi

Kardiyotoksisitenin en yaygin olarak kabul edilen tanimi, sol ventrikil ejeksiyon
fraksiyonunda (LVEF) baslangica goére %10 veya daha fazla azalma veya bagslangica
kiyasla LVEF' nin < %50' ye diismesidir (Chung ve Youn 2016).

Doksorubisine bagh kardiyotoksisitenin insidansi ve siddeti doza bagldir. 550
mg/m? nin Gzerindeki kiimulatif dozlar alindiktan sonra insidans orani %30' a kadar
yukselmektedir. Bu riski engellemek icin dmir boyu doz limitleri kullanilir. Bununla
birlikte, hastalarin %2-7' si yine de kardiyotoksisite gelistirecektir (Liang vd 2016).
Genellikle kardiyotoksisitenin kimdulatif dozla artigi kabul edilmektedir. Ginimuizde

kabul edilen giivenli kiimlatif doksorubisin dozu < 450 mg/m? dir (Tian vd 2020).

Doksorubisin  kardiyotoksisitesi akut olabili, uygulama sirasinda ve
uygulamadan sonraki 2-3 gin iginde ortaya cikabilir. Akut kardiyotoksisite insidansi
yaklasik %11' dir. Erken etkiler diginda, subakut kardiyotoksisite birka¢ hafta ile birkag
ay arasinda ortaya cikabilir. Bu etkiler Ca?* dinamiklerinde degisim, oksidatif stresin
artmasi ve mitokondriyal enerjide degdisme olarak goérulebilir (Mitry ve Edwards 2016).
Uzun sureli doksorubisin uygulanmasindan sonra siddetli, kimulatif ve doza bagh
kronik kardiyak toksisite meydana gelebilir. Kardiyotoksisite miyosit vakuolasyonu ve
dejenerasyon, interstisyel 6dem ve konjestif kalp yetmezligine yol acan fibroplazi ile

kronik, ilerleyici bir kardiyomiyapatiden olusur (Umlauf ve Horky 2002).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/active-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/active-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/doxorubicinol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/doxorubicinol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antineoplastic-activity
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Doksorubisin kaynakli kardiyotoksisitede birden fazla molekuler mekanizmanin
rol aldig1 gértilmektedir. En yaygin olarak kabul edilen hipotez, kardiyak oksidatif stres
sonucu reaktif oksijen turlerinin Uretilmesidir (Chung ve Youn 2016). Ayrica DOX
kardiyotoksisitesindeki metabolik akiglarin azalmasi oksidatif stres disinda ¢ogunlukla
mitokondriyal kayip ve mitokondriyal islev bozuklugundan da kaynaklandigi 6ne
surtlmektedir (Timm vd 2020).

Mitokondri ve ¢ekirdekte DOX birikimi sonucunda ilacin toksisite etkileri gorular.
Mitokondriyal solunum zincirindeki NADH ve sitokrom P450 sistemi ile nikotinamid
adenozin dinlkleotid fosfat (NADPH) arasinda biyoaktivasyon gerceklesir.
NADPH, trifosfopiridin nukleotid oksidaz enzimi (Ma vd 2020), siperoksit anyon
serbest radikalleri ve semikinon DOX (Ma vd 2020) olusturmak icin molekuler oksijen
varliginda DOX' un indirgenmesi igin bir elektron donéri gdrevi gorir. Bu slre¢ DOX
redoks dongusi olarak bilinir. Bu déngu lipidlere ve proteinlere dogrudan zarar
verebilen veya hidrojen peroksit dahil diger ROS' lara dénlsebilen slperoksit anyon
Uretimini arttinr (Wallace vd 2020).

DOX indirgendikten sonra dogrudan demir ile etkilesime girerek oksidatif stres
olusturabilir. DOX’ un hidroksi ve keton gruplari, Ferrik iyon (Fe*®) ile etkileserek bir
kompleks olusturur. Bu kompleks hicre zar ile etkileserek lipid peroksidasyonuna
neden olur ve serbest radikaller olusturur. DOX, mitokondride demir birikiminden

sorumludur ve miyokardiyal hlicrede apoptoz olayinina neden olur (Adhikari vd 2021).

DOX, solunum zincirinin diger kompleksleri ve oksidatif fosforilasyonda yer alan
diger proteinler ile etkilesim sonucunda artan ROS Uretimi yoluyla mitokondriyal
fonksiyonu bozabilir (Wallace vd 2020). DOX, hedef olarak kardiyolipine baglandigi
zaman, i¢c mitokondriyal zardaki protein islevini ve dolayisiyla enerji Uretimini bozar.
DOX ve kardiyolipinin geri donlsimsiz olarak baglanmasi mitokondride DOX
birikimine neden olur. Elektron tasinmasinda 6énemli bir roll olan kardiyolipin DOX ile
olusturdugu kompleks nedeniyle birka¢ enzimin aktivitesini engeller ve elektron tasima
zincirinin degismesine neden olur. Kardiyolipin, i¢ mitokondriyal membranin igerisinde
bulunan fosfolipid bilesenidir ve solunum zincirinin aktivitesi igin gereklidir. Kardiyolipin
coklu doymamis yag asitleri bakimindan zengindir ve peroksidatif hasara karsi
hassastir (Timm ve Tyler 2020, Lamberti vd 2014 ).

DOX tedavi icin uygulandiginda, néronal NO sentaz, induklenebilir NO sentaz

ve endotelyal NO sentaz (eNOS) enzimlerinin aracilik ettigi artan nitrik oksit
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sentezinden sorumludur. Nitrik oksit, hasarli miyokard dokularinda yuksek miktarlarda
bulunur. Peroksinitritten lipid peroksidasyonu ile nitrik oksit, mitokondride nekroz ve
apoptoza neden olan oksidatif stresin gelismesinden sorumludur (Adhikari vd 2021).
DOX tarafindan meydana gelen hucre hasarindan eNOS’ a bagh reaktif oksijen tirleri
ve reaktif nitrojen tarleri birikimi iligkilidir (Kong vd 2022 ).

Topoizomerazlar, tim organizmada bulunan yiksek oranda muhafaza edilen
proteinlerdir. Kardiyomiyosit ¢ekirdeginde mitokondrilerinde en az alti topoizomeraz
izoformu bulunur. Topoizomeraz tip II' ler DNA yapisinin burulma kaynakli stresini
azaltmak igin sadece tek DNA zincir kirlmalarini indukleyerek topoizomeraz I’ den
farkhdir. Topoizomeraz I, ¢ift sarmalli DNA kiriklarini olusturarak en 6limcil DNA
hasarina neden olur. Kalp topoizomeraz |l proteinleri i¢erisinde iki izoform lla ve Ilb ve
bir mitokondriyal Ilb izoformu bulunur. DOX topoizomeraz II' nin ilerlemesini bloke
etmek icin DNA ile birlesen bir topoizomeraz inhibitéridir. DOX, topoizomeraz lla ve
IIb ye esit olarak baglanir (Mitry ve Edwards 2016).

Kalsiyum homeostazinin bozulmasi DOX' un bagska bir toksik etkisidir.
Doksorubusinol hiicre zarinda bulunan kalsiyum pompasini (SERCA) degistirerek
sarkoplazmik retikulum tarafindan kalsiyum tutulmasina midahale eder. Ayrica
sarkolemmadaki sodyum/potasyum pompasi da kalsiyumun kardiyomiyosit
sarkolemmasina gegcisi icin gereken sodyum gradyanini bozan doksorubisinolden
etkilenir. DOX ile Ca/kalmodulin bagimh protein kinaz Il (CAMKII) fosforilasyonu ve
CaMKII' nin Ca?" bagimli aktivasyonu patolojik olarak Ca?* artigini gostermistir.
CaMKII' nin fosforilasyonu, kardiyak ryanodin reseptori 2 (RyR2) kiimelerini acarak
sarkoplazmik retikulumdan kontrolsiiz bir kalsiyum akisina izin verebilir. Bu pompalarin
ve kanallarin bozulmasi kalsiyum homeostazini degistirir, sonu¢ olarak mitokonriyal
disfonksiyon ve apoptoz ortaya ¢ikmaktadir (Mitry ve Edwards 2016, Kong vd 2022 ).

DOX ile indiklenen akut kardiyotoksisitede rol oynayan apoptoz, otofaji,
piroptoz ve ferroptoz dahil olmak tzere tanimlanmis birkag hiicre 6lumu mekanizmalari
vardir (Kong vd 2022). DOX ile otofaji arasindaki etkilesim ¢ok énemlidir. DOX, otofaji
reaksiyonlarinin hem indiklenmesine hem de inhibisyonuna neden olur. Otofaji ile ilgili
olan Bnip3 moleklll, mitokondriyi otofagozomlara ayirmak ve ayristirmak igin dig
mitokondriyal membrandaki LC3 ile etkilesime girmektedir. Bnip3 ekspresyonu,
mitokondriyal gecirgenlik gozeneginin aciimasi, agir mitokondriyal pargalanmayi,
mitofajiyi ve nekrozu indukleyerek yukari regulasyonu DOX kaynakli kardiyomiyapati ile
iliskili oldugu dusunulmektedir (Kitakata vd 2022).
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2.9. Hipotez

Calismamizin hipotezleri sunlardir:

1-Doksorubisin ile olusturulan sigan miyokardit modelinde gerek Doksorubisin ve

gerekse Ang-(1-7) nin otofajik belirtecler ya da SERCA Uzerine bir etkisi olabilir.
2-Doksorubisin sican miyokardit modelinde MasR ekspresyonlarini azaltabilir.

3-ACEZ2 ekspresyonlari tzerinde Doksorubisin olumsuz etki sergileyebilir.
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2. GEREG VE YONTEMLER

Calismamiz, Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu 23.02.2021
tarih ve 03 sayil toplantisinda gérusulerek PAUHDEK-2021/14 no ile onay almistir.

Projemizde Wistar Albino cinsi erkek sigan deney hayvanlari 8’ li gruplar halinde
pleksiglas kafeslere alinarak, 23+2°C ortam i1sisinda ve 60+5% nem oraninda 12 saat
karanlik/aydinlik olacak sekilde tutulmuslardir. TUm siganlara c¢alisma boyunca
standart diyet ve su verildi. Tim deneysel calisma Pamukkale Universitesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yuritilmastir. RT-PCR ve ELISA
okumalari icin Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim Dal’’ ndan

destek alinmistir.

3.1 Calismada Kullanilan Kimyasallar:

In vivo kullanilan kimyasallar; Doxorubucin hydrochloride (BLD Pharma, USA.
Cat# BD32885), Ang-(1-7) (AdooQ, USA. Cat# A14862) serum fizyolojik iginde

¢6zindurulip, allikotlanarak -20 °C’ de saklandi.

In vitro kullanilan kimyasallar; Chloroform (Merck KGaA, Germany Cat#
102445), Isopropanol (Isolab, Germany Cat# 961.022), Ethanol (Carlo Erba, France
Cat# CE414605), RNAase free water (Invitrogen, USA. Cat# 10977035), Trizol (MRC,
USA. Cat# TR118), Phosphate buffer saline (PBS) : 1xPBS 1L: 8g NaCl (Sigma Aldrich
Cat#, 0.29 KCl, 1.44g Na2HPOQO4, 0.24g KH2PO, ).
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3.2 Caligsma Gruplari

Calismamiza alinacak olan siganlarin vicut agirliklari élgilmis ve sicanlar
rastgele olarak kafeslerine yerlestiriimistir. On ¢alismaya dahil olan 6 sicanda 6ncelikle
miyokardit modeli Doksorubusin tek doz olarak (15mg/kg) ve 4mg/kg 4 hafta sure ile
deneme yapilmistir. Calisma sonunda tek doz Doksorubusin ile ¢alismaya devam

edilmistir.

Deney hayvani gruplari

Grup 1: Kontrol grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlara dekapitasyon glnine kadar

0.4ml/kg/guin tek doz serum fizyolojik intraperitoneal (i.p.) olarak verildi.

Grup 2: Doksorubusin grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlara ¢calismanin 7. gini 15mg/kg
tek doz Doksorubusin i.p. olarak verildikten sonra kalan gtinlerde serum fizyolojik i.p.

olarak uygulandi.

Grup 3: Anjiyotensin- (1-7) grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlara ¢alismanin son glnine

kadar 1mg/kg Anjiyotensin-(1-7) i.p. olarak verildi.

Grup 4: Doksorubusin+ Anjiyotensin-(1-7) grubu (n=8): Bu gruptaki siganlara 1. glinden
itibaren Ang-(1-7) 1mg/kg baslandi. Calismanin 7. gini Doksorubusin 15mg/kg i.p.

uygulandi. Daha sonra dekapitasyon gunine kadar Ang-(1-7) ile devam edildi.
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3.3. Galisma Protokolu

Ang-(1-7) 1mg/kg Dox15mg/kg Dekapitasyon gunu
tekdoz

v \ v

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 glnler

3.4. Deney Hayvani Miyokardit Modeli:

Deney hayvani miyokardit modelinde Doksorubusin ile indiklenen miyokardit
modeli kullanildi. Calisma modelinde siganlara tek doz 15mg/kg’ a Doksorubusin
uygulandi (Resim 3.1). Miyokardit modeli olusturulmasinda farkli doz ve uygulama
sureleri bulunmaktadir (Renu vd 2018, Podyacheva vd 2021). Tek doz 10mg/kg ve 15
mg/kg doksorubusinin benzer kardiyak disfonksiyon olusturdugu ve bu dozun
insanlardaki 550mg/m2 kamdulatif toksik doza karsilik geldigi bildiriimektedir (Abdelatty
vd 2021, Todorova vd 2012).
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Resim 3.1 intraperitoneal Ang-(1-7) ve Doksorubisin enjeksiyonu

3.5. Deney Hayvanlarinin in Vivo Olgiimleri

3.5.1.Kilo ve kalp agirligi dlgiimleri

Calismamiza dahil olan tim siganlar duzenli olarak hergun izlendi, vicut
agirlikhklan deney protokoll igerisinde hergin 6lguldi. Dekapitasyon sonrasi kalp

agirliklari 6lgimu analitik terazi (Denver Instrument, USA) ile yapildi (Resim 3.2).
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Resim 3.2 Sigan kalp agirhigi ve vicut agirligi élgimu

3.5.2. Kuyruk kan basinci él¢iimii

Calisma basinda ve dekapitasyon 6ncesi her sicanin kuyruk kan basinglari
Olclldu ve Bipoac Student Lab Software programinda kayd edildi (Non invasive blood
pressure measurement system- COMMAT, TR). Deney hayvanlari kuyruk kan basinci
Olgimu oncesi kuyruklar acikta kalacak sekilde restainera yerlestirilerek, 30 dakika
boyunca cihazda 37°C sicaklikta ve sessiz bir alanda bekletildi. Tansiyon ol¢gumleri,
manson kuyruk distaline gelecek sekilde yerlestirilerek her sigan igin en az 3 dlgim

yapilarak kayd edildi (Resim 3.3).
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Resim 3.3 Sigan kuyruk kan basinci élgimi

3.6. Sakrifikasyon

Calisma protokoll son glint derin anestezi altinda pence sikistirma ile anestezi
derinligi élciildii. intraperitoneal anestezi icin 8 mg/kg ksilazin hidroklorid + 80 mg/kg
ketamin hidroklorid uygulandi. Daha sonra sigcanlar sakrifiye edildi (Resim 3.4).
Anterior torakotomi uygulandi. Siganlarin intrakardiyak kan &mekleri alindi.
Siganlardan alinan kan 6érnekleri 10 dk bekletildikten sonra 5000 rpm’ de 5 dk santrifije
(NGve santriftj, NF200, Turkiye) edildi. Deney hayvanlarinin kalbi ¢ikartilarak, analitik
terazide 6lgum yapildi. Doku ve serum Ornekleri molekuler analizler igin -80°C’ de derin

dondurucuda saklandi.
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D

Resim 3.4 Sakrifikasyon

3.7. Deney Hayvanlarinin in Vitro Olgiimleri

3.7.1. Doku homojenizasyonu

Sakrifikasyon sonrasi -80°C derin dondurucuda bulunan kalplerden sol ventrikil
disseksiyonu yapildi. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) caligsmalari igin sol ventrikil érnekleri

ayirma islemi yapildi ve agirliklari tekrar dlguldu.

RT-PCR caligmalari icin 100mg olarak tartilan sol ventrikil érneklerine 1mL
TRI-Reagent (Bioshop Canada, Cat#TRI 118.200) eklendi. ELISA i¢in hazirlanan
yaklasik 100mg agirhgindaki 6rneklere 9 kati oraninda PBS eklendi. Sol ventrikdl
ornekleri 2000-2100 rpm araliginda 2 vitesli ateslemesiz motorlu mekanik karistiricida
(Heidolph RZR 2021, Germany) homojenize edildi. Homojenize &érnekler 5dk oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra 6rnekler 1.5 mL’ lik steril mikrosantrif(ij tlplerine
aktarildi.



39

3.7.2. RNA izolasyonu

PikoReal RT-PCR sisteminde (Thermo Fisher Scientific, ingiltere) kullanilmak

Uzere sicanlarin sol ventrikil doku drneklerinden RNA izolasyonu asagida belirtilen

sekilde yapildr:

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

Oda sicakliginda bulunan doku homojenatlarina faz  ayrimini
gerceklestirmek Gzere TRI-Reagent ilave edildi.

Ventriktl dokusu homojenatina 200 pl kloroform (102445, Merc) eklenmesi
ardindan 15 dakika 14.000g 4°C de santrifije (Hettich Universal 320R,
Almanya) edildi.

RNA iceren supernatan kisim ayr bir ependorfa alindi ve 1:1 dlglude
izopropanol (961.022 IsoLab, Almanya) eklendi.

Daha sonra 10 dakika 14.000g 4°C santrifiij edildikten sonra supernatan
kisim atild1.

RNA peleti 1ml 70% etanolde vorteks ile karigtirma yapildi.

Sonrasinda 10 dakika 10.000g 4°C de santrifuje edilerek yikandi.
Supernatan kisim pipet ile cekilip atilarak ve 10 dakika havada kurutma
yapildi.

35 ul Nuclease free water (invitrogen, Cat#10977035) eklenerek 60 °C’ de
15 dakika inkibe edildi.

RNA ornekleri kullanilana kadar -80 °C’ de saklandi.

Siganlarin sol ventrikiil RNA 6rneklerindeki LC3Il, LCI B, Beclin 1, Atg5, Atg7,
SERCA 2a, MasR, AT1R, eNOS mRNA ekspresyon dlzeyleri PikoReal RT-PCR

analizi ile belirlendi. Referans gen olarak GAPDH kullanildi.

3.7.3. RNA konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi

RNA o6rneklerinin konsantrasyonu NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)

spektrofotometre cihazina 1 ul yuklenerek degerlendirildi. NanoDrop verilerinden elde

edilen RNA miktarlarindan (ng/pl) 1ug RNA iceren hacim (ul) hesaplandi. RNA safligi
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260/280 nm’ deki absorbans deger 6lcimu ile kontrol edildi. Saflik oranlari 1.6 Gzerinde
olan absorbans degerleri dikkate alindi.

3.7.4. cDNA sentezi

Orneklerden 1 pg toplam RNA alindi ve OneScript Plus cDNA Sentez Kiti
(G236, Canada) ile Ureticinin belirttigi ydéntemde komplementer DNA (cDNA) sentezi
20 ul reaksiyon hacminde gercgeklestirildi.

cDNA sentezi igin gerekli olan komponent ve miktarlarn asagidaki tablo 3.1 de

belirtildi. Kontrol igin ters transkriptaz icermeyen drnekler de hazirlandi.

Tablo 3.1 cDNA sentezi igin gerekli bilesenler ve miktarlari

Komponent Hacim
5X RT Buffer 4l
dNTP 1 pl
Primerler 1l
Toplam RNA 1 pg
OneScript Plus RTase 1l
Nuclease-free H.O 20 ul tamamlandi

3.7.5. RT-PCR reaksiyonlari

Gergek zamanli polimeraz zinciri reaksiyonu (RT-PCR) analizi igin hazirlanan
reaksiyonlarda primer dizilimleri hedef genler olan LC3 Il, LCI B, Beclin 1, Atg5, Atg7,
Serca 2a, MasR, AT1R, eNOS ve referans gen GAPDH mRNA ekspresyonlari
Olgimunde kullanildi. Asagidaki tablo 3.2’ de kullanilan primer dizilimleri gdsterildi.



Tablo 3.2 RT-PCR reaksiyonunda kullanilan primerler
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Gen Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi Referans
Lcall TTTGTAAGGGCGGTTCTG | GAAGTGGCTGTATGTCTGTC | Huang vd 2013
LCIB CCGCCTCCACCATATCACCAC|CTGCTGTTGCCTCTCCCTCTGE Kitamura vd 2007
Beclin 1 ACCGAACTTGTTCCCTATG | CCTCCAGTGTCTTCAATC Huang vd 2013
Atg5 AGTGGAGGCAACAGAACC GACACGAACTGGCACAT Jiang vd 2015
Atg7 ACAGCCCTGCCATACTTCTT | AGGGTGCTGGGTTAGGTTAC Chi vd 2022
SERCA 2a TCTGACTTTCGTTGGCTGTG | GCCTTTGTTATCCCCAGTGA | Wang vd 2014
MasR CTTTGTGGAGAACGGGAT GGAGATGTCAGCAATGGA COSta'zsoisaada v
ATIR CACACAACCCTCCCAGAAAG | TTGGGGCAGTCATCTTGG Kiimas vd 2015
Enos GGCAACATGAGAGCTGCATA | GCAAGTGTCAACCAGCAAGA Han vd 2014
GAPDH GTCGGTGTGAACGGATTTG | TCCCATTCTCAGCCTTGAC Huang vd 2013
Hedef ve referans genlerin primerleri (Oligomer, Tirkiye) 100 uM

konsantrasyonda dillie edildi. 5ul BlasTag™ 2X gPCR Mastermix (Abm, Kanada Cat#

G891, G892), primerler, sablon DNA ve nukleaz icermeyen su (20 pl’ ye tamamlayacak

hacimde) karistirildi. Hazirlanan karisimin bilesenleri ve hacimleri asagidaki tablo 3.3

de gosterilmistir.

Tablo 3.3 gPCR reaksiyonunun bilesenleri ve hacimleri

Komponent Hacim
SYBR Green | 5l
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 ul
Template DNA 1 ug

Nuclease-free H,O

20 ul tamamlandi

Hazirlanan karisim Ugerli tekrarda pikoplate icerisine yuklendi ve ardindan

cDNA ornekleri yaklasik 50 ng/ul (1ul cDNA) kuyucuklara eklenerek toplamda 10pl
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hacimde reaksiyon hazirlandi. Pikoplate, sealing film ile kapatildi. Analizler PikoReal 96

RT-PCR sisteminde (Thermo Fisher Scientific, ingiltere) gerceklestirildi (Resim 3.5).

Tablo 3.4 Primerler igin kullanilan gRT — PCR programi

islem basamagi Sicakhk Sire Doéngl
Standart Hizh

Enzim Aktivasyonu 95 °C 3dk 3dk 1

Denatirasyon 95°C 15 sn 1sn

Yapigsma/Uzama 60°C 1 dk 10 sn 40

Erime Egrisi Kullanilan cihazin talimatlar uygulandi

:1/1,‘1{11;/1/”,

L c

Resim 3.5 RT-PCR cihazi ve reaksiyon i¢in hazirlanan pikoplate
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Sekil 3.1 RT-PCR gen ekspresyon grafigi.

3.7.6. mRNA ekspresyon diizeylerinin analizi

RT-PCR reaksiyonlari sonrasinda gen ekspresyon diizeyleri 2*2°t metodu
kullanilarak belirlendi (Schmittgen ve Livak 2008). C: degerleri, RT- PCR dénguslinde
ilk kez cogaltma Urlinln saptandi§i esik degeri dongusu ve iligkili gen ekspresyonu yani
hedef/kontrol orani olarak tanimlanir. Her numunenin erime egdrisine bakilarak uygun C;
degerleri kullanildi. Hedef gen ve referans gen arasindaki fark olan ACt her bir

numune igin hesaplandi (ACt numune = C.hedef gen — C; referans gen).

Kontrol grubunun ACt ortalamasi alinarak Ang-(1-7), DOX ve Ang-(1-7) + DOX
uygulanan gruplardan alinan numunelerin AC; de@erleri ile arasindaki fark olan AAC;
hesaplandi. Ekspresyon oranini ifade eden 2722¢ct her numune igin hesaplandi. Her

grubun 2 24ct de@erlerinin ortalamasi hesaplanarak istatistiksel olarak karsilastirildi.
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3.8. Elisa Yontemi

3.8.1. Ang-(1-7) lgiimii

Calismada serum ve kalp drneklerinde Rat Angiotensin 1-7 Elisa kit (Ang-(1-7))
(Bioassay Technology Laboratory, China. Cat# E1171Ra) ve Rat Angiotensin
converting enzyme 2 (ACE2) ( Bioassay Technology Laboratory, China Cat#E0968Ra)
iki ayri kit kullanildi (Resim 3.8). Olgtimler kit protokolli gergevesinde gergeklestirildi. Kit

protokoll gercevesinde kisaca asagidaki uygulamalar gerceklestirildi.

e Tum reaktifler kullanimdan 6nce oda sicakligina getirildi ve analiz iglemleri oda
sicakhginda uygulandi.

e Ang-(1-7) igin kit icindeki 2400ng/L’ lik standarttan, standart dilisyonu
kullanilarak sirasiyla 1200, 600, 300, 150, 75 ng/L’ lik standart
konsantrasyonlari hazirlandi.

e 96’ hk kuyucuklu pleytlere 6nce standartlar duplike olarak 50uL eklendi.
Standart ¢ozelti icersinde biotinylated antikor oldugu icin ayrica biotinylated
antikor eklenmedi.

e Gerek sol ventrikill doku gerekse serum oOrnekleri her kuyucuga 40 pL olacak
sekilde duplike ya da triplike eklendi. Sonra Uzerlerine 10 uL Rat anti- Ang(1-7)
antikoru ilave edildi. 50 uL streptavidin-HRP standart ve érneklerin bulundugu
kuyucuklara eklendi. Ancak bos (blank) kuyucuga eklenmedi. Pleyt kapatici ile
kapatildiktan sonra 37°C’ de 60 dk inkube edildi.

e Daha sonra kit yikama tamponu ile kuyucuklar 5 kez yikandi. Her yikamada
tampon 30sn-1dk arasi bekletildi.

e Yikama tamponu dokulerek 50 pyL substrat solisyonu 6nce A daha sonra B
eklendi. Kapatici ile kapatilan pleyt karanlik ortamda 37°C’ de 10 dk inklbe
edildi.

e Slre sonunda 50 pL stop sollisyonu her kuyucuga eklenir eklenmez, pleyt 10
dk icerisinde 450nm dalga boyunda mikropleyt okuyucuda (Thermo Scientific

Multiskan Go, USA) optik yodunluklari élguldi.

Okuma islemi bitiminde Skanlt Software 4.1 for Microplate Readers RE, ver.

4.1.0.43 programi kullanilarak tim kuyucuklardaki absorbans degerleri 0 ng/L’ deki
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absorbans degerlerinden ¢ikartilarak normalizasyon yapildi. Standartlarin absorbans
degerlerinden 4-parametrik lojistik egri (4-PL) cizilerek 6rneklerimizin konsantrasyonlari
hesaplandi.
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Resim 3.6 Sican Ang 1-7 Elisa kit

3.8.2. ACE2 olclimu

islem basamaklari ayni olmakla birlikte kisaca dretici firmanin protokoli

kapsaminda asagidaki uygulamalar gerceklestirildi.

e Tum reaktifler kullanimdan 6nce oda sicakliina getirildi ve analiz iglemleri oda
sicakhginda uygulandi.

e ACEZ2 kitinde 128ng/mL’ lik standarttan, standart dilisyonu kullanilarak sirasiyla
64, 32, 16, 8, 4 ng/mL’lik standart konsantrasyonlari hazirlandi.

e Standartlar 50 uL olarak pleytlere eklendi. Standart ¢ézelti igersinde biotinylated
antikor oldugu igin ayrica biotinylated antikor eklenmedi.
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e Hem sol ventrikil doku hem de serum o6rnekleri her kuyucuga 40 pL olacak
sekilde duplike ya da triplike eklendi. Uzerlerine 10 uL Rat anti - ACE2 antikoru
kuyucuklara eklendi. 50 pL streptavidin-HRP standart ve drneklerin bulundugu
kuyucuklara eklendi. Ancak bos (blank) kuyucuga eklenmedi. Pleyt kapatici ile
kapatildiktan sonra 37°C’ de 60 dk inkibe edildi.

e Daha sonra kit ylkama tamponu ile kuyucuklar 5 kez yikandi. Her ylkamada
tampon 30sn- 1dk arasi bekletildi.

¢ Yikama tamponu dokilerek 50 uL substrat solliisyonu dnce A daha sonra B
eklendi. Kapatici ile kapatilan pleyt karanlik ortamda 37°C’ de 10 dk inkube
edildi.

e Silre sonunda 50 pL stop soliisyonu her kuyucuga eklenir eklenmez, pleyt 10
dk icerisinde 450nm dalga boyunda mikropleyt okuyucuda (Thermo Scientific
Multiskan Go, USA) optik yogunluklari él¢ildi (Resim 3.7).

Okuma islemi bitiminde Skanlt Software 4.1 for Microplate Readers RE, ver.
4.1.0.43 programi kullanilarak tim kuyucuklardaki absorbans degerleri 0 ng/L’ deki
absorbans dederlerinden c¢ikartilarak normalizasyon yapildi. Standartlarin absorbans
degerlerinden 4-parametrik lojistik egri (4-PL) cizilerek 6rneklerimizin konsantrasyonlari

hesaplandi.

Sekil 3.7 Elisa kit pleyt 6rnegi
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3.9. istatiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatiksel analizi igin SPSS 25.0 (IBM SPSS
Statistics 25 Software) yazilimi kullanildi. Her grubun verileri ortalamazstandard sapma
olarak tabloda ifade edilerek grafik olarak gosterildi. Parametrik test varsayimlari
saglandigindan badimsiz grup farkliliklarinin karsilagtirilmasinda Tek Yoénli Varyans
Analizi (ANOVA) kullanild. istatiksel analiz sonucu p< 0.05 olan degerler anlaml kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhgi

Her gruptaki sicanlarin deneyin baslangi¢c ginli ve deneyin son gund vicut
agirliklar élgtldu. Kontrol grubunda sigan vicut agirliklari + %1.96 oraninda artis ve
Ang-(1-7) verilen gruptaki sican vucut agirhdr + %1.69 artig goruldu. Dox grubundaki
sicanlarin vucut agirhdr - %8.90 oraninda azalma goéruldd. Ang-(1-7) ve Dox verilen
grupta ise vicut agirhginda -%9.99 oraninda azalma meydana geldi. Deney

hayvanlarina ait viicut agirhgi verileri tablo 4.1’ de goésterilmistir.

Tablo 4.1 Deney hayvanlarinin vicut agirligi ortalamalari élgim

Baslangica gore %
1. gln Dekapitasyon Degisim
Kontrol 356,8 + 35,8 363,8 £39,1 + 1,96
Ang-(1-7) 294,4 + 28,3 299,4 + 20,5 + 1,69
Dox 357,8 + 28,7 326,2 49,3 - 8,90
Ang-(1-7)+Dox 338,4 + 37,1 304,6 +37,4 - 9,99
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400
350
300
250
200
150
100

50

gram

. .. . . Dekapitasyon
Agirhk degisimi

OKontrol HAng1-7 HDox & Ang1-7+Dox

Sekil 4.1 Deney hayvanlarinda vicut agirhgi degisimi. #p<0.007,*p<0.05, **p<0.0002.

Kontrol grubu ve tek basina Ang-(1-7) alan sicanlarda dekapitasyon glnindeki
kilo degerleri 1. gun ile karsilastirildiginda her iki grupta kilo artisi oldugu saptandi
(sirasiyla % 1.96 ve %1.69). Kontrol grubunda bu artis istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0.007). Gerek Dox ve gerekse Dox+ Ang-(1-7) alan gruplarda 1. gine goére
karsilastirildiginda her iki grupta agirliklarin azaldigi saptandi. Dox grubunda p<0.05 ve
Dox+ Ang-(1-7) grubunda p<0.0002 istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde 1. gline
gore kilo kaybi oldugu gortlda. Bu kayip Dox+ Ang-(1-7) grubunda en fazlaydi.

4.2. Deney Hayvanlarinin Kalp Agirhgi

Siganlar sakrifiye edildikten sonra kalp agirliklari dlguldu. Kontrol grubu kalp
agirlik ortalamasi 1,372+0,35 gr iken bu degerler Ang-(1-7), Dox, Dox+ Ang-(1-7)
gruplarinda sirasi ile 1,04610,181, 1,06840,12 — ve 1,079+0,19 olarak bulundu.
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Kalp agirhgi ortalamasi(g)

1,6 |
1,4 |
12 |

—t— %

08 r
0,6 -
04 -

kontrol dox dox+angl-7

Sekil 4.2 Sican kalp agirhdi ortalamasi. * P<0.05 kontrol vs Ang-(1-7), Dox, Ang-(1-7)
+ Dox.

Dekapitasyon guintinde délgulen kalp agirliklari gruplar arasi karsilastinildiginda
kontrol grubu kalp agirigi Ang-(1-7), Dox, Dox+Ang-(1-7) gruplarina gére anlamli
olarak farkhydi.

4.3. Kuyruk kan basinci dlgiimleri

Deney hayvanlarinin baslangi¢c olcim degeri alinarak daha sonra gruplara
rastgele olarak ayrildi. Kuyruk kan basinci ve nabiz atimi dederleri istatiksel olarak tek

yonli ANOVA analizi ile karsilastirildi.
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300 B baslangig 6l¢iim
250 O Kontrol
1 Dox
200 Ang-(1-7)
[T} *
T 150 Dox+Ang-(1-7) * *
g * *
100
50
0
Sistolik P Diastolik P Ortalama arter Nabiz basinci(Puls
basinci(MAP) P)

Sekil 4.3 Deney hayvanlarinin kuyruk kan basinci élgimi. *p<0.03, **p<0.01, ***
p<0.001.

Diyastolik kan basinci Dox grubu ve Dox + Ang-(1-7) grubunda istatiksel olarak
anlamh sekilde baslangi¢c 6lcim degerine goére azaldi (sirasiyla p<0.01 ve p<0.03).
Ortalama arter basinci benzer sekilde Dox grubu ve Dox + Ang-(1-7) grubunda anlaml

olarak azalma gozlemlendi (sirasiyla p<0.001 ve p<0.01).

Deney hayvanlarinda Ang-(1-7) grubunda kan basinci icin istatiksel olarak

anlamli bir degisiklik gortlmedi.
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450
400
350 M Baslangig olgiim
300 O Kontrol
& 1 Dox
T 250 Ang-(1-7)
g 200 Dox+Ang-(1-7)
<
150
100
50 -
0 -

Sekil 4.4 Sican gruplarinda kalp atim hizi grafigi. *** p<0.01.

Deney hayvanlarinda sadece kontrol grubunda kalp atim hizi baslangi¢ dlgiim

degerine gore anlamli sekilde azaldi (p<0.01).

Ang-(1-7) grubunda kalp atim hizinda istatiksel olarak anlamli degisik
saptanmadi.

4.4. Gergcek Zamanh PCR Sonuglari

Gercek zamanh RT-PCR analizi ile siganlarin sol ventrikil dokularindaki LC3 I,
LCI B, Beclin 1, Atg5, Atg7, Serca 2a, MasR, AT1R, eNOS genlerin mRNA

ekspresyonlari sekil 4.5’ de gosterilmigtir.
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Sekil 4.5 RT-PCR ile hedef genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri

Gergek zamanh RT-PCR calismalarinda LC3, LC1, Beclin 1, Atg5, Atg7
seviyeleri acgisindan gruplar arasinda fark bulunmadi. SERCA ekspresyonu
Doksorubusin grubunda artmis olmakla birlikte istatistiksel olarak bir fark bulunmadi.
eNOS ekspresyonu Ang-(1-7) ve Doksorubusin alan gruplarda artmis olmakla birlikte
kontrole gére anlamli bulunmadi. MasR ekspresyonu Ang-(1-7) ve Doksorubusin alan
gruplarda kontrole goére oldukga anlamh sekilde (p<0.01) artmistir. Bu artis
Doksorubusin ve Ang-(1-7)+ Doksorubusin alan gruplarda diger gruplara gére anlamli
olarak daha fazlaydi. AT1 ekspresyonu Ang-(1-7) alan grupta kontrole gbre anlaml

sekilde (p<0.01) azalmistir.
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4.5. Elisa Kitleri ile Anjiyotensin-(1-7) Ve Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim 2
Ekspresyon Olglimleri

4.5.1. ANG-(1-7) ekspresyon ol¢umii
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Sekil 4.6 Kalp dokusunda Ang-(1-7) dlgcimu. # p<0.02 Dox vs kontrol, Ang-(1-7), Dox+
Ang-(1-7)

Deney hayvanlarinin kalp dokusunda ELISA yontemi ile olglilen Ang-(1-7)
seviyeleri gorulmektedir. Kalp dokusunda Ang-(1-7) ekspresyon seviyeleri Ang-(1-7)
alan grupta artmis olmasina ragmen kontrole gore anlamh degildir. Yalnizca
Doksorubusin alan siganlarda Ang-(1-7) seviyeleri kontrol, Ang-(1-7) ve Dox+ Ang-(1-7)
grubuna gore oldukga anlamli sekilde azalmistir.
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Sekil 4.7 Serumda Ang-(1-7) dlglimu. # p< 0.000 Dox vs kontrol, Ang-(1-7), Dox+ Ang-
(1-7), *p<0.04 kontrol vs Dox+ Ang-(1-7).

Deney hayvanlarinin serumunda ELISA ydntemi ile dlgllen Ang-(1-7) seviyeleri
gorulmektedir. Kontrol ve Ang-(1-7) alan siganlarda serum Ang-(1-7) seviyeleri
acisindan fark bulunmamistir. Ancak Doksorubusin verilen siganlarda diger 3 grup ile
kargilastirildiginda serumda Ang-(1-7) seviyeleri anlamh sekilde artmistir.
Doksorubusin ve Ang-(1-7) verilen grupta serum Ang-(1-7) seviyeleri tek basina

Doksorubusin verilen gruba gére anlamli olarak azalmisti.
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4.5.2. ACE2 ekspresyon ol¢giimii
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Sekil 4.8 Sican kalp dokusunda ACE2 seviyeleri. # p< 0.01 Dox vs kontrol, Ang-(1-7),
Dox+ Ang-(1-7), * p< 0.000 Ang-(1-7) vs Dox, ** p<0.01 Dox+ Ang-(1-7) vs Dox.

Deney hayvanlarinin kalp dokularinda ELISA yontemi ile olgllen ACE2
seviyeleri ng/mL degerinden verilmistir. ACE2 seviyelerinin Doksorubusin verilen
sicanlarda diger 3 gruba gdre anlaml olarak azaldigi gortlmektedir (p<0.01). Bu
anlamhlik en fazla tek basina Ang-(1-7) alan grup ile tek basina Doksorubusin alan
grup arasindadir (p<0.000). Kontrol ve tek basina Ang-(1-7) alan grup arasinda anlaml
bir fark bulunmamistir. Doksorubusin+Ang-(1-7) alan grupta ACE2 seviyeleri tek basina

Doksorubusin grubu ile kiyaslandiginda artmis bulunmustur ve anlamhdir.
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Sekil 4.9 Sican serumunda ACE2 ekspresyonlari. * p<0.08 Ang-(1-7) vs kontrol.

Deney hayvanlarinin serumunda ACE2 seviyeleri ng/mL degerinden verilmistir.
ELISA sonuglarina gére serum ACE2 seviyeleri agisindan yalnizca Ang-(1-7) alan grup
kontrole gére anlaml olarak artmistir. Diger gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilik
bulunmamistir.
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5.TARTISMA

Miyokardit, her yasta insani etkileyebilen, dedisken klinik prezentasyon ve
progresyon gosteren miyokardin inflamatuvar bir durumudur. Etiyolojisi bir enfeksiyona
sekonder olarak ortaya ¢ikabilen, immin sistem kaynakli, toksik maddelere maruz
kalma, ilag reaksiyonlari gibi cesitli nedenler icermektedir. Cesitli degisken faktorler
nedeniyle miyokarditin insidansi kesin olarak bilinmemektedir. Miyokarditin tahmin
edilemeyen ilerleyisini daha iyi anlamak igin altta yatan patofizyolojik slrecin ele
alinmasi gerekmektedir (Blauwet ve Cooper 2010, Dennert vd 2008, Leone vd 2019).

Doksorubisin ile indiklenen sican miyokardit modeli deneysel calismalarda
siklikla kullaniimaktadir. Tek doz olarak intraperitoneal yolla verilen Doksorubisin akut
ve kronik kardiyotoksik etkiler ortaya cikarmaktadir. Klinik kullanimda antikanser ilag
olarak gerek cocuk gerekse erigskin kanserlerinde kullanilan bu ilag kalpte aritmilere,
kardiyomiyopatiye, sol ventrikiler disfonksiyonuna ve konjestif kalp yetmezligine yol
acabilmektedir (Renu vd 2018). Sicanlara 20 mg/kg dozlarinda uygulanan DOX,
doksorubisinin kalp dokusundaki yan etkilerini incelemek igcin uygun bir modeldir.
Sicanlarda bu doz, 70 kg’ lik bir insanda 250 mg’ a esdegerdir (Carvalho vd 2016).
Stewart ve ark. (2019) tek doz olarak 15 mg/kg DOX intraperitonal yolla uygulayarak
doksorubisin kaynakli kardiyotoksisiteyi siganlarda arastirmiglardir. Literatirde 2-20
mg/kg arasi degisen doz miktarlari vicut agirhdina goére tek enjeksiyonlu akut
uygulama veya farkh sureler boyunca DOX uygulanarak g¢alismalar yapilmistir
(Hayward ve Hydock 2007, Zhang vd 2019, Zhou vd 2022).

Doksorubisin, antineoplastik ajan olarak kullanilan bir antrasiklin antibiyotiktir.

Yuksek antitimor etkinligi nedeniyle hematolojik ve kati malignitelerin tedavisinde


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhou%20P%5BAuthor%5D
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kullaniimaktadir. Ancak kanser hiicresine etkili olma yetenegine karsilik geri donusu
olmayan kardiyotoksisite nedeniyle kullanimi sinirhdir. Cok sayida calisma
doksorubisin kaynakli kardiyomiyopatilerin molekiler mekanizmalarini arastirmaktadir.
DOX serbest radikaller olusumu, oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz, hiicre i¢gi Ca?
konsantrasyonlarinin yikselmesini iceren kardiyotoksisite yaninda c¢oklu organ
toksisitesine de neden olmaktadir (Li vd 2016, Jacevic vd 2018, Park vd 2008).

Renin-anjiyotensin sistemi, diger iglevlerinin yanisira kan basincini, elektrolit
dengesini ve kardiyak yeniden sekillenmeyi kontrol eden, kardiyovaskuler ve renal
fizyolojinin dnemli bir duzenleyicisidir. Anjiyotensin-(1-7), neprilisinin anjiyotensin |
Uzerindeki hidrolitik etkisi veya Anjiyotensin Il (Ang II)’ nin anjiyotensin dénugstirucu
enzim 2 (ACE2) tarafindan bozunmasiyla olusturulabilen renin-anjiyotensin sisteminin
onemli bir biyoaktif bilesenidir. ACE2 ve Ang-(1-7) Mas reseptdru kardiyomiyositlerde
bir arada bulunmaktadir ve Ang-(1-7) dogrudan miyokard icinde Uretilebilmektedir.
Ang-(1-7) Mas reseptorunin endojen bir ligandi olarak tanimlanmadan &nce
farmakolojik aktif bir peptid olarak tanimlanmistir (Teixeria vd 2017, Zhang vd 2017).
Ang-(1-7) kardiyoprotektif etkileri ile ilgili arastirmalar kalp yetmezligi, miyokard
enfarktls, hipertansiyon, miyokardiyal iskemi, hipertrofi gibi modeller lzerinde 6ne
surtlmustir. Ang-(1-7) kardiyoprotektif etkileri deneysel otoimmin miyokarditin

indukledigi kalp yetmezligi modelinde bildirilmistir (Sukumaran vd 2011).

Calisma boyunca kontrol grubu ve Ang-(1-7) alan grupta kilo izlemlerinde deney
hayvanlarinin deney baslangicindaki kilo élgtimlerine gére dekapitasyon 6ncesi agirlik
kazandigi saptandi. RAS sistemi bilesenlerinin kilo kaybi tzerine olan etkisini arastiran
bir calismada Ang-(1-7)’ nin Sprague Dawley sicanlarda kilo kaybina neden olmadigi
ancak Ang II' nin beyin aracili anti- obez potensinin daha yliksek oldugu gosterilmistir
(Winkler vd 2018). Beyinde AT1 reseptorlerinin Ang II' nin metabolik iglevlerini
dizenleyebilecegini, Ang Il sinyalizasyonunun AT1 reseptorler Uzerinden metabolik hizi
artirabilecegi belirtiimistir. Her ne kadar RAS sisteminin bir bileseni olan Ang-(1-7) ile
de metabolik aktivitede ve glukoz kullaniminda bir azalma beklense de Winkler ve
arkadaglarinin yaptidi ¢alismada bu ybnde bir sonu¢ bulunmamasi bizim de
calismamizi desteklemektedir. intraserebroventrikiler infiizyon olarak verilen Ang II
nin ise hipotalamik- hipofiz- adrenal eksen (HPA) aktivitesini ve dolayisiyla
kortikosteronu artirarak sicanlarda plazma insulinini dodrudan dusurerek obez

siganlarda glikoz kontrolunde etkili olabilecegi gosterilmigtir.
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Doksorubisin tek doz olarak verildiginde sigcanlarda kilo kaybina neden
olmaktadir. ilging olarak Ang-(1-7) verilmekte olan sicanlara 7. gin de tek doz
Doksorubisin veriimesi baslangi¢ vicut agirlik degerleri ile karsilastirildiginda daha da
anlamh sekilde kilo kaybina neden olmaktadir. Yiksek Ang-(1-7) seviyelerinin vicut
agirhgini azalttigi deney hayvanlarinda yapilan ¢alismada goésterilmistir (Schuchard vd
2015). Caligmamizda Doksorubisin verilmesi sonrasi serumda Ang-(1-7) seviyelerinin
anlamli sekilde yuksek bulunmasi bu kilo kaybinin doksorubisin ile induklenen Ang-(1-
7) seviyelerindeki artigla iligkili olabilecegini g0Ostermektedir. Ayrica ylksek
seviyelerdeki Ang-(1-7), Mas reseptori araciigi ile o6zellikle beyaz yad dokuda

termogenezi uyararak kilo kaybina neden olmaktadir (Vargas-Castillo vd 2020).

Siganlara gerek Doksorubisin tek doz gerekse Ang-(1-7)' nin ¢alisma protokoll
boyunca verilmesi sican kalp agirliklarinda kontrole gére anlamh olarak farklihk
gosterdi. Hem Doksorubisin hem de Ang-(1-7) kalp agirlklarini azaltmaktadir. Kronik
olarak Doksorubisin verilen deney hayvanlarinda sol ventrikil sistol sonu boyutlarinin,
diastol sonu sol ventrikil arka duvar kalinhdinin ve interventikiller septal duvar
kalinhginin artmasi ile birlikte kalp agirliklarinin azaldigi gdsterilmistir (Moutabian vd
2022). Moutabian ve ark.” larinin yaptigi ¢alismada Doksorubisin ile tedavi edilen
sicanlardaki kalp dokularinin histolojik incelemesinde, ¢apraz ¢izgilenme, miyokardiyal
endokilema sismesi ve nispeten rezorbe olan sarkoplazmik matris, miyokardiyal
hicrelerde dizensizlik ve pul pul nekrotik hicreler dahil olmak lzere miyokardiyal
hasarlar saptanmistir. Yine tek doz 20 mg/kg i.p. yolla verilen Doksorubisin kalp
agirhklarinda azalmaya neden olmaktadir (Zhang vd 2018). Literatirde Ang-(1-7) nin
kalp agirliklari Uzerine etkisini gdsteren bir calismaya rastlamadik. Ancak kalp
agirliklarn dekapitasyon gunutndeki vicut agirliklarina oranlandiginda gruplarda sirasi
ile kontrol: 3,46, Ang-(1-7): 3,50, Doksorubusin: 3,27, Ang-(1-7)+ Doksorubusin: 3,22
oranlari elde edilmektedir. Bu oranlar karsilastirildiinda Doksorubusin tek basina ve
Doksorubusin+ Ang-(1-7) alan gruplarda kalp agirhdi/vicut agirhgi orani azalmasina
ragmen anlamh bulunmamistir. Tek basina kalp agirhgindan ¢cok bu oranin ele
alinmasi daha dogru olacaktir. Clnkl siganlarin gelisimsel asamalarinda ve cinsiyete
gore oranlarin degistigi gosterilmistir (De Carvalho 2014). Her iki cinsten ve agirligi
200+30g olan siganlarda bu oranin 3.52+0.103 arasinda oldugu (Shikalgar ve
Naikwade 2018) bildirilmistir. Elde edilen oran bizim c¢alismalarimizdaki sonuglar ile

uyumludur.
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Hemodinamik parametreler incelendiginde Doksorubisin deney hayvanlarinda
diyastolik kan basinci ve ortalama kan basinci degerlerinde azalmaya sebep olmustur.
Bu sonuglar daha dnceden yapilan calismalar ile tutarlihk gdstermektedir. Kalbin
diyastolik ve sistolik isleyisi kardiyak disfonksiyon ile yakindan iligkilidir. Literatlrde
Doksorubisinin diyastolik disfonksiyonu indikledigi dolayisiyla sistolik fonksiyonda
degisikliklere neden oldugu belirtiimigtir. Bu degisikliklerde kan basincinda azalma ile
sonuclanmaktadir (Wu vd 2018). Doksorubisin uygulanmasindan sonra kanitlanan
miyokardiyal hasar igin sistolik ve diyastolik basingda azalma, ek olarak ortalama arter
basincindaki azalma neden olarak goésteriimektedir. Hemodinamik degisiklikler icin
kalsiyum homeostazi degisimi, kasilma proteinlerinde azalma, miyofibrillerde hasar ve
miyokardiyal diyastolik fonksiyon bozukluguna yol agan sarkoplazmik retikulum ATPaz

asagi dogru regulasyonunun rol oynadigi belirtiimektedir (Rahbardar vd 2022).

Patil ve Balaraman (2011) yaptidi ¢calismada bes haftalik bir stre¢ igerisinde
DOX total doz 15 mg/kg olacak sekilde uygulanmis ve serbest radikal Gretiminin
artmasiyla kardiyovaskiler anormallikler ortaya c¢ikmistir. DOX un hemodinamik
parametreleri etkiledigi rapor edilmistir. Sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci ve
ortalama kan basincinda kontrol grubuna goére karsilastirma yapildiginda bizim

calismamizda elde edilen sonuclardan farkl olarak asamali bir artis saptanmistir.

Ang-(1-7) bagh kan basinci Uzerindeki etkinin var olup olmadigi dnemli bir
sorudur. Subkitan infizyon ydntemiyle kronik Ang-(1-7) uygulanmasi bazal kan
basinci lizerinde degisiklige neden olmamistir (Guo vd 2017). Bu sonu¢ calismamizda
Ang-(1-7) bagh olarak kan basinci Uzerinde bir degisiklik saptanmamasi bulgusuna
benzerdir. Daha dnceden yapilan calismalarda Ang-(1-7) infizyonunun ortalama kan
basincinda gecici bir artis gdsterirken renal atliminda da bir artis olduguna dair
sonucglar mevcuttur. Ang Il ile indiklenen hipertansiyonda, Ang-(1-7) inflzyonu
dogrudan vaskiller etkilerden daha ¢ok renal hemodinamiklerde degisiklik, sodyum ve
su atihmini artirmasi gibi etkiler meydana gelmistir (Kuczeriszka vd 2017). Bununla
birlikte Ang-(1-7) nin vyararli etkileri Mas reseptori araciliiyla hipertansiyon
durumunda vaskuler tansiyonu ve kan basincini azalttigina dair bulgular belirtilmigtir.
Ang-(1-7) ile ortalama arteriyel basincin azalmasi mesentrik arter relaksasyonunu
indUkleyerek hipertansiyonda total periferal direnci azaltmaktadir (Zhang vd 2019).
Celisen bulgular icin olasi agiklamalar farkli hayvan modellerinin kullanilmasi veya

g6zlemlerin uygulama zamaninin farkhhg olabilir (Guo vd 2017).
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Doksorubusin alan gruplarda kalp atim hizinda baslangica goére bir degisiklik
olmaz iken, sadece kontrol grubunda baglangica goére kalp atim hizinda anlaml sekilde
azalma bulunmustur. Kalp atim hizindaki azalma ylzdeleri hesaplandiginda kontrol
grubundaki azalma %23 olup, bu azalma baslangi¢ deder ile karsilastiriidiginda
anlamhydi. Ang-(1-7) uygulanan grupta gérilen azalma %13 olup, baslangi¢ degerine
gore istatiksel olarak anlamli bulunmadi. RAS’ In bir bilegeni olan Ang-(1-7), gerek
santral gerek periferik etkileri ile kan basincini dugurur ve barorefleks duyarliligini
dizeltir. Bu da ACE2/Ang 1-7/Mas aksinin ACE/Ang II/AT1R aksinin karsi
dlzenleyicisi oldugunu gdsterir (Hatip-Al-Khatib 2021). Ang-(1-7)’ nin kalp hizinda
azalma etkisi kalp Uzerinde Ang Il tarafindan inhibe edilen parasempatik etkinligin
periferik olarak duzeltiimesi s6z konusu olabilir (Stoyell-Conti vd 2021). Doksorubusin
alan her iki grupta da kalp atim hizlari acisindan bir degdisiklik olmayip azalma orani
sirasiyla Doksorubusin grubunda %6 ve Ang-(1-7)+Doksorubusin alan grupta %5

olarak saptanmistir.

iiging olarak Ang-(1-7) uygulanan sicanlara Doksorubusin verildiginde kalp
hizinda daha da az degisiklik olmaktadir. Oysa Doksorubusin’ in serum Ang-(1-7)
seviyelerinin diger tim gruplara goére anlamli sekilde arttirdigi bu calismamizda
gOsterilmistir. Artan Ang-(1-7), Doksorubusin ile indiklenen miyokardit modelinde kalp
hizi Uzerine etki gostermemektedir. Doksorubusin Mas reseptéri ya da ACE2
ekspresyonu uzerindeki etkisi ile Ang-(1-7) nin bu etkisini engelleyebilir. Calismamizda
yalnizca Doksorubusin alan grupta anlamli sekilde Mas reseptér ekspresyonlarinda
artis saptanirken, kalp dokusunda ACE2 seviyelerinde anlamli azalmanin olmasi
Doksorubusinin daha ziyade ACE2 aracili olarak Ang-(1-7) nin periferal etkilerini inhibe

ettigini gosterebilir.

RT-PCR calismalari sonucunda SERCA ekspresyonunun Doksorubusin
grubunda artmis olmakla birlikle istatistiksel olarak anlaml olmadi§i gorildi. SERCA
kalsiyum iyonlarinin sitozolden sarkoplazmik retikuluma transferinde major bir rol
oynamaktadir, hem iskelet hem de kalp kasinda SERCA aracili kalsiyum iyonlarinin
salinimi kas gevsemesine neden olur. Birgok kardiyovaskuler sistem patofizyolojisinde
oldugu gibi SERCA’ larda bir dizensizlik olabilir. Molekuler docking c¢alismalarinda
SERCA’ larin Doksorubusin ile etkilestigi gosterilmis ve bu etkilesimin daha g¢ok
hidrofilik bir etkilesim oldugu ve aktif bdlge ile etkilesmedigdi, Doksorubusin’ in SERCA
fonksiyonu Uzerine goérinen bir etkisi olmayabileceg@i belirtiimistir (Mohan vd 2023).

Pecararo ve ark. yaptigi ¢galismada ise tek doz Doksorubisin verilen farelerde SERCA2
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ekspresyonlarinin tekrarlayan dozlarda verildiginde anlamli olarak arttigr gosterilmistir
(Pecararo vd 2017). Bu calismanin aksine 2 hafta boyunca 6 doz boélinmis olarak
15mg/kg Doksorubusin kiimulatif olarak verildiginde SERCA2 mRNA ekspresyonlarinin
azaldigr ve sitozolik kalsiyum seviyelerinde artis oldugunu bildiren calismalarda
bulunmaktadir (Agustini vd 2016). Calismamizda SERCA ekspresyonu Doksorubusin
grubunda artmig olmakla birlikle istatistiksel olarak diger gruplarla arasinda bir fark

bulunmamistir.

Kronik olarak, Doksorubisin kaynakli miyokardiyal disfonksiyon, htcre igi
kalsiyum degisiklikleri ile iligkilidir (Dodd vd 1993). Artan miyosit kalsiyum
konsantrasyonu ile birlikte farkh proteinlerin ekspresyonundaki degisiklikleri
tanimlanmistir. Bu proteinler arasinda SERCA2, fosfolamban ve ryanodin reseptoriinin
azalmis gen ekspresyonunu gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir (Kim vd 2006). Zhang
ve ark. (2014) vyaptiklari c¢alismada Doksorubisinin indikledigi SR kalsiyum
dizenlemesindeki fonksiyon bozuklugunun SERCAZ2 ve fosfolamban ekspresyonlarinin
azalmasi araciligiyla meydana geldigini agiklamiglardir. Ancak akut doksorubisin
toksisitesinden sonra kalsiyum homeostazini etkileyen gen kodlayan proteinlerin
ekspresyonunu degerlendiren bir calismada (Polegato vd 2015) Doksorubusinin
SERCAZ2a, fosfolamban ve ryanodin reseptdér gen ekspresyonunu degistirmedigi
gOsterilmistir. Protein seviyeleri ve iglevi ayrica transkripsiyon sonrasi mekanizmalar
tarafindan da dizenlenebildiginden, artan pasif miyokardiyal sertlik ve sol ventriklil
disfonksiyonunda hiicre i¢i kalsiyumunda gecici degisikliklerinin katkisi olabilecegi
belirtiimektedir. Artan hicre ici kalsiyum konsantrasyonlarinin  sarkoplazmik

retikulumdan bagimsiz mekanizmalarla olabilecegi bildiriimektedir.

Bu calismada elde edilen sonuclarda MasR ekspresyonlarinin Doksorubusin
verilen grupta kontrole gore anlamli olarak artmasi dikkat ¢ekicidir. Doksorubusin MasR
ekspresyononu yukari regule etmektedir. MasR’ U G protein kenetli reseptorlerden
olup yararh etkilerinin Ang-(1-7) baglanmasi ile ortaya ¢iktigi belirtiimistir (Povisen vd
2020). Mas reseptoru insan kardiyomiyositlerinde bulunur (Zhang vd 2012) ve
vazodilatasyon, anti-fibroz, anti-hipertrofik ve anti-proliferatif etkiler gibi Ang-(1-7)' nin
bilinen kardiyoprotektif etkilerinin coguna aracilik eder. Calismamizda kalp dokusunda
ACE2 seviyelerinin Doksorubusin verilen grupta anlamli olarak azaldidi, ancak Ang-(1-
7) seviyelerinin Doksorubusin verilen grupta kalp dokusunda azalirken serumda arttigi

bulunmustur. Yiksek Doksorubusin seviyeleri ACE2' yi inhibe ederek kalp fonksiyon
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bozukluguna yol agabilir. MasR ekspresyonunundaki artis Doksorubusin verilen grupta

artmig Serum Ang-(1-7) seviyeleri ile iligkili olabilir.

Ang-(1-7), Ang Il igin kargit rol oynayan bir RAS biyoaktif peptid olarak
bilinmektedir. Ang Il yiksek derecede 6zel membran reseptorleri olan AT1 ve AT2’ ye
baglanmaktadir, bdylece hucreici olaylarin baslamasini indiklemektedir. Literatlirde
kronik Ang-(1-7) uygulamasinin kalp dokusunda Ang Il seviyelerini azaltigi, 6 gunde
saatte 2ug doz Ang-(1-7) uygulamasinin AT1 reseptdr ekspresyonlarini etkilemedigi
belirtiimistir (Mendes vd 2005). Sican kalbinde iskemik reperfisyon hasari modelinde
ise Ang-(1-7)’ nin farmakolojik konsantrasyonu artmig AT1 reseptor ekspresyonlarini
daha da artirdigi gdsterilmistir (Oudot vd 2004). Bizim ¢alismamizda ise sadece Ang-
(1-7) grubunda AT1 ekspresyonlarinin azaldigina dair istatiksel olarak anlamli bir
sonug elde edilmigstir. Literatirde bu bulgu mikromolar konsantrasyonlarda Ang-(1-7)
sican vaskuler diz kas hucrelerinde Ang Il reseptori AT1 asagi regule ettigine (Clark
vd 2001) ve kronik Ang-(1-7) uygulamasinin hipertansif sicanlarin hipotalamusunda
AT1 reseptér mRNA ekspresyonunu azalttigini (Kangussu vd 2021) go6steren

calismalar ile desteklenmektedir.

Rahimi ve ark. yaptiklari galismada Ang-(1-7) ile tedavinin Dox uygulanan erkek
ve disi yavru sicanlarda in vivo kardiyak fonksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir. Bu
calismada oksidatif strese ait parametreler degerlendirilmis, stperoksit olusumu ve
oksidatif stres belirteclerinde bir azalmanin oldugu bilidirilmistir. Ang II' nin Ang-(1-7)' ye
doénlsimini katalize eden ekzojen Ang-(1-7) veya ACE2' nin asirn ekspresyonun,
yetiskin erkek siganlarin kalplerini Doksorubusin aracili dilate kardiyomiyopati ile iligkili
kardiyak morfolojik hasardan korudugu belirtiimistir (Rahimi vd 2020). Calismamizda
MasR ekspresyonlarindaki artisin ve kalp dokusunda ACE2 seviyelerindeki azalmanin
Doksorubusin ile olusan kardiyomiyopatiye verilen bir yanit oldugunu distnmekteyiz.
Doksorubisinin kalpteki olumsuz etkilerinde ACE2/Ang 1-7/Mas aksinin 6énemli bir

sekilde rol oynadigi sdylenebilir.
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6.SONUCLAR

Calismamizda Doksorubusin tek doz 15 mg/kg i.p. tek doz uygulanarak olusturulan

sigan miyokardit modelinde Ang-(1-7) nin kardiyoprotektif etkileri arastirildi.

1

Doksorubisin alan gruplarda c¢alisma boyunca kilo kaybi goérildi. Kalp
agirhdindaki azalma Ang-(1-7) ve Doksorubisin alan gruplarda goéruldu.
Doksorubisin verilen siganlarda kalp dokusunda Ang-(1-7) seviyesinin diger 3
gruba gore anlaml olarak azaldigi saptandi.

Deney hayvanlarinin kalp dokusunda ACE2 seviyeleri Doksorubisin alan grupta
diger 3 gruba gore karsilastirildiginda anlamli olarak azalmis bulundu.

Deney hayvanlarinin serumunda Ang-(1-7) seviyeleri Doksorubisin grubunda
diger 3 gruba gére anlamli olarak artmisti.

Siganlarin serumunda ACE2 seviyeleri yalnizca Ang-(1-7) verilen grupta
kontrole gore anlamli olarak artmis bulundu. Dider sican gruplari arasinda fark
gozlenmedi.

Kuyruk kan basinci dlglimlerinde Doksorubisin alan gruplarda diyastolik kan
basinci ve ortalama arter basincinda anlaml sekilde azalma saptandi.
Ang-(1-7) grubunda kuyruk kan basincinda ve nabiz hizinda bir degisiklik
gOrulmedi.

Kalp atim hizi i¢in sadece kontrol grubunda baslangi¢ dedere goére azalma
gbzlemlendi.

RT-PCR calismalarinda LC3, LC1, Beclin, Atg5, Atg7 seviyeleri agisindan
gruplar arasinda fark bulunmadi. SERCA ekspresyonu Doksorubisin grubunda

artmis olmakla birlikte istatiksel olarak bir fark bulunmadi.
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10-Deney hayvanlarinda eNOS ekspresyonu Ang-(1-7) ve Doksorubisin alan
gruplarda artmis olmakla birlikte kontrole gbére anlamli bulunmadi.

11-MasR ekspresyonu Ang-(1-7) ve Doksorubisin alan gruplarda kontrole gore
oldukga anlaml sekilde artmigti. Bu artis Doksorubisin ve Ang-(1-7)+
Doksorubisin alan gruplarda diger gruplara gére anlamli olarak daha fazlaydi.

12-AT1 ekspresyonu Ang-(1-7) alan grupta kontrole gdre anlaml sekilde

azalmisti.

Sonuglara goére, Doksorubisin ile indiklenen sigcan miyokardit modelinde kalp
dokusunda Ang-(1-7) ekspresyonlari azalirken serumda artmaktadir. Miyokardit
durumunda Ang-(1-7) seviyelerinin serumda izlenmesi kardiyomiyositlerdeki hasar
hakkinda bilgi verebilir. Doksorubisin ile induklenen miyokardit modelinde olusan hasar
otofajik mekanizmalardan bagimsiz gibi goérinmektedir. Bu hasarda MasR
ekspresyonlarindaki artis dikkat cekicidir. MasR ekspresyonlarindaki artis otofajik
sureglerin gelisimini engelleyebildigine dair bir sonug¢ c¢ikarilabilir. Miyokardit
fizyopatolojisinde yonelik olarak renin-anjiyotensin sisteminin bilesenlerinin izlenmesi

ve ileride yapilacak galismalar ile desteklenmesi yararli olacaktir.
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