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OZET

SIGAN MiYOKARDIT MODELINDE iNSULIN BENZERi BUYUME FAKTORU
(IGF-1)’iN KARDIYOPROTEKTIF ETKILERI

Ering YUCEL
Yiksek Lisans Tezi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Osman CIFTCI
Ocak 2023, 63 Sayfa

Doksorubisin (Dox) oksidatif hasara bagl kardiyotoksisik etkisi nedeniyle miyokardite neden
olmaktadir. insiilin benzeri biiyiime faktor (IGF)-1 antiinflamatuvar, antiapoptotik ve
antioksidan 6zellige sahip kardiyovaskUler sistem zerinde etkili farmakolojik bir ajandir.
Yapilan ¢alismada Dox ile indiiklenen miyokardit modelinde IGF-1’in molekuler
mekanizmalarinin aydinlatiimasi ve kardiyoprotektif etkilerinin arastiriimasi amaclandi.
Wistar albino erkek siganlar Kontrol, Dox (4mg/kg/hafta), IGF-1 (1 ug /kg iki giin arayla) ve
Dox + IGF-1 (4mg/kg/hafta Dox ve 1 pg /kg iki giin arayla IGF-1) olarak 4 gruba ayrildi ve
tim uygulamalar intraperitoneal olarak yapildi. 4 haftalik deney protokoliiniin sonunda
Ketamin ve Ksilazin anestezisi altinda sakrifikasyon yapildi. Kan serumundan CK-MB ve
Troponin-1 seviyeleri biyokimyasal analizlerle dlgildi. Kalp dokusundan histopatolojik ve
immunohistokimyasal (Kaspaz-3 ve ICAM-1) degerlendirmeler yapildi. Ayrica kalp
dokusundan ELISA yontemiyle TNF-a, IL-6, TAS ve TOS seviyeleri ile RT-PCR ydntemiyle
Beclin-1, SQSTM1, LC3, HIF-1a, iNOS, SERCAZ2a ve MasR gen ekspresyonlari analiz edildi.
Dox uygulamasi histopatolojik ve immunokimyasal skorlari, CK-MB, Troponin-I, TNF-a, IL-6
seviyelerini ve TOS/TAS oranini arttirdi. Molekiller analizler sonucunda Beclin-1, SQSTM1,
LC3, SERCAZ2a, MasR ve HIF-1a ekspresyonlarini indikleyerek kardiyak hasara neden oldu.
IGF-1 tedavisi sonrasinda hasar parametrelerinde anlaml seviyede iyilesme goruldu. Dox ile
indUklenen miyokardit modelinde IGF-1'in SERCAZ2a/ MasR sinyal yolagi aracili otofajiyi
inhibe ederek kardiyoprotektif etki sagladigi bulundu. IGF-1’in Dox ile indUklenen miyokardit
modelinde inflamatuvar sirecglerin dizenlenme, oksidatif hasari azaltma, apoptotik hlicre
Oluma ve otofajiyi inhibe etme mekanizmalariyla terapdtik etki sagladigr bulundu.

Anahtar kelimeler: Doksorubusin, IGF-1, Miyokardit, Oksidatif Hasar, Otofaji
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ABSTRACT

CARDIOPROTECTIVE EFFECTS OF INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR (IGF-1) IN A RAT
MODEL OF MYOCARDITIS

MSC Thesis in Medicinal Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. Osman CIFTCI
January 2023, 63 Pages

Doxorubicin (Dox) causes myocarditis due to its cardiotoxic effect due to oxidative damage.
Insulin-like growth factor (IGF)-1 is a pharmacological agent with anti-inflammatory, anti-
apoptotic, and antioxidant properties, effective on the cardiovascular system. This study, it
was aimed to elucidate the molecular mechanisms of IGF-1 and to investigate its
cardioprotective effects in the Dox-induced myocarditis model. Wistar albino male rats
Control, Dox (4mg/kg/week), IGF-1 (1 ug/kg two days apart) and Dox + IGF-1 (4mg/kg/week
Dox and 1 pg/kg two days apart IGF- 1) and all applications were done intraperitoneally. At
the end of the 4-week experimental protocol, sacrification was performed under Ketamine
and Xylazine anesthesia. CK-MB and Troponin-I levels in blood serum were measured by
biochemical analysis. Histopathological and immunohistochemical (Caspase-3 and ICAM-1)
evaluations were performed on heart tissue. In addition, TNF-q, IL-6, TAS, and TOS levels
were analyzed by ELISA method, and Beclin-1, SQSTM1, LC3, HIF-1a, iINOS, SERCAZ2a,
and MasR gene expressions were analyzed by RT-PCR method in heart tissue. Dox
administration increased histopathological and immunochemical scores, CK-MB, Troponin-I,
TNF-q, IL-6 levels, and TOS/TAS ratio. As a result of molecular analyzes, caused cardiac
damage by inducing the expressions of Beclin-1, SQSTM1, LC3, SERCAZ2a, MasR, and HIF-
1a. There was a significant improvement in damage parameters after IGF-1 treatment. In a
model of Dox-induced myocarditis, IGF-1 was found to exert a cardioprotective effect by
inhibiting autophagy mediated by the SERCAZ2a/MasR signaling pathway. It was found that
IGF-1 provides a therapeutic effect by regulating inflammatory processes, reducing oxidative
damage, and inhibiting apoptotic cell death and autophagy in a model of Dox-induced
myocarditis.

Keywords: Doxorubusin, IGF-1, Myocarditis, Oxidative Damage, Autophagy

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
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1. GIRIS

Miyokardit kalp kasi hucrelerinin dejenerasyonu ile karakterize enfeksiyoz ve
nonenfeksiydz faktorler sonucunda ortaya ¢ikan inflamatuvar bir kalp hastahigidir. Hastalik
asemptomatik olabilecedi gibi kardiyojenik sok, aritmi veya 6lim gibi farkli durumlara da
neden olabilmektedir. Miyokardit tanisinda kullanilan g¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Tedavisinde ise en sik kullanilan yontem semptomatik tedavidir (Ammirati vd., 2021).
Miyokardite neden olan en énemli non-enfeksiy6z faktdrlerden biri doksorubisin toksisitesidir.
Doksorubusin 16semi, lenfoma ve akciger gibi kanser kemoterapisinde en sik kullanilan
ajanlardan biridir ancak kardiyotoksik yan etkisi nedeniyle kullanimini kisitlanmaktadir
(Rivankar, 2014). Doksorubisin kardiyotoksisitesinin temel mekanizmasi reaktif oksijen
turlerinin ve lipid peroksidasyonu artmasina bagl olusan oksidatif hasardir (Peter vd., 2022).
Miyokarditin ylksek morbitide ve mortaliteye sahip olmasina ragmen 6zgin bir tedavisinin
bulunmamasi yeni tedavi arayislarina yol agmistir. insiilin benzeri blyime faktér (IGF)-1
anti-inflamatuvar, anti-apoptotik ve antioksidan oOzellige sahip farmakolojik bir ajandir.
Kardiyovaskuler sistemde kalsiyum duyarliidinda artis saglama ve kardiyak homeostaz ile
vaskiler damar direncini korunma etkilerinden dolayr kardiyoprotektif bir ajan olarak
kullanilabilir (Bach 2018; Poreba ve Durzynska 2020).

1.1. Amag

Sigcanlarda doksorubusin ile induklenen miyokardit modelinde, kardiyoprotektif etkileri
oldugu bildirilen IGF-1'in molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasi ve kardiyak iyilesme

surecindeki etkilerinin arastiriimasi amagclandi.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Miyokardit

Miyokardit enfeksiyonlar, toksik maddelere maruz kalma ve bagisiklik sistemi
aktivasyonu sonucu ortaya cikan inflamatuvar bir kalp hastaligidir. Dinya Saglik Orglti'ne
gore ise miyokardit; kalp kasinin histolojik, immunolojik ve immunohistolojik olarak
kanitlanabilen inflamatuvar hastaligi olarak tanimlanmis olup yapilan siniflandirmada ikincil

kardiyomiyopatiler arasinda yer almaktadir (Magnani ve Dec 2006).

2.1.1. Epidemiyoloji

Miyokardit asemptomatik olabilecedi gibi kalp kasinda olusan yapisal veya
fonksiyonel hasar sonucunda kalp yetmezligi, kronik dilate kardiyomiyopati veya ani dlume
kadar genis bir klinik tablo ve prognoz gdsterebilir. Bu nedenle miyokarditin gercek
insidansini saptamak zordur ve prevalansi duguktur (Doolan, Langlois, ve Semsarian 2004;
Duman 2022).

2.1.2. Etiyoloji

Miyokardit etiyolojisinde enfeksiydz ve non-enfeksiydz faktdrler yer almaktadir.
Enfeksiyoz faktorler bakteri, viris ve mantarlar basta olmak Utzere genis bir patojen agina
sahiptir. Virtsler, akut miyokardit raporlarinda en sik goérilen patojenler olup 1950 yillarinda
Ozellikle Coxsackie virUsleri kapsayan enterovirisler miyokardit ile iligskilendirmigtir.
GunUimuzde ise miyokardit modeli olarak en sik tanimlananlar parvoviris ve insan herpes
virisu olarak bilinmektedir (Basso 2022; Cooper 2009). Ayrica Corynebacterium diphtheriae
ve Trypanosoma cruzi, Borrelia burgdorferi, Campylobacter jejuni ile iligkili miyokardit
vakalari da bildirilmistir. 2022 yili itibariyle pandemi nedeni olan SARS-CoV-2’nin de
miyokardit ile iligkisi bulunmustur (Ammirati vd., 2021; Cooper 2009; Durani vd., 2009;
Kemeg vd., 2022).



llac toksisitesi, otoimmiin hastaliklar ve asiri duyarlilik reaksiyonlari miyokarditin non-
enfeksiydz faktorleri arasinda yer almaktadir. Bu faktorler morbidite riski ve spesifik tedavi
potansiyeli tasimalari nedeniyle énem tasimaktadir. Doksorubisin, aminofilin, amfetamin,
fenitoin ve siklofosfamid toksisitesine bagh gelisen miyokardit dogrudan toksik etkinin yani
sira hipersensitivite sonucu da ortaya cikabilir. Etiyolojisinde rol oynayan faktorler viral ve
viral olmayan etkenler olarak iki grup altinda siniflandirilabilir. (Leuschner, Katus, ve Kaya
2009; Minotti vd., 2004; Sharma vd., 2019; Deepak Sharma 2012).

Tablo 1.1 Etiyolojide rol oynayan faktorler

Viral Etkenler

* RNA virusleri

* Picornavirus (Coxsackie A+B, Echovirus, Poliovirus, Hepatitis virus)

*  Orthomyxoviren (Influenza, Paramyxoviren, Respiratory syncytial
virus, Mumps)

» Togaviruses (Rubella virus)

* Flaviviruses (Dengue fever, Yellow fever)

* Retrovirus (Human immunodeficiency virus)

* DNA VirUsleri

* Adenovirus

»  Erythrovirus

* Herpesvirus (Human herpes virus 6, Cytomegalovirus, Epstein-Barr
virus, Varicella-zoster virus)

» Postinfeksiydz Kardiyomiyopati (Otoimmun miyokardit ve dilate kardiyomiyopati)

Viral Olmayan Etkenler

» Bakteriler
* Chlamidya pneumonia
* Haemophilus influenza
* Legionella pneumophilia
* Francisella tularensis
* Neisseria meningitidis
* Mycobacterium tuberculosis
» Streptoccus pneumonia
* Francisella tularensis
*  Clostridium tetani

* Treponema pallidum




* Vibrio cholerae
» Spiroketler
* Borrelia recurrentis
* Leptospira
* Treponema pallidum
* Riketsiyalar
* Coxiella brunetti
* Rickettsia rickettsii/ prowazekii
* Funguslar
* Acinomyces
» Aspergillus
+ Candida
+ Cryptococcus
* Histoplasma
* Nocardia
* Protozoolar
* Enthamobeahistolytica
* Leishmania
* Plasmodium falciparum
« Trypanosoma cruzi
* Trypanosoma brucei
+ Toxoplasma gondii
* Helmintler
* Ascaris
* Echinococcus granulosus
* Schistosoma
» Trichinella spiralis
*  Wuchereria bancrofti
+ flaclar
*  Aminofilin
* Amfetamin
* Antrasiklin
+ Katekolaminler
* Kloramfenikol
* Kokain
» Siklofosfamid




Doksorubisin
5-Florourasil
Fenitoin
Trastuzumab
Zidovudin

+ llaglar- Hipersensitivite Reaksiyonlari

Azitromisin
Benzodiazepinler
Klozapin
Sefalosporinler
Dapson
Dobutamin
Lityum

Didretikler
Tiazidler
Metildopa
Meksiletin
Streptomisin
Silfonamidler
Nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglar
Tetanos toksoidi
Tetrasiklin

Trisiklik antidepresanlar

» Venomlar- Hipersentivite Reaksiyonlari

Ar

Esek arisi
Akrep
Yilan

*  Otoimmun Hastaliklar

Dematomiyozit

Romatoid artrit

Sjogren sendromu

Sistemik lupus eritematozus

Wegener granilomatozisi

» Sistemik Hastaliklar

Churge-Strauss Sendromu




+ Kollajen hastaliklar
+ Sarkoidoz

e Kawasaki hastalgi

2.1.3. Klinik

Miyokarditin klinik belirtileri kisiden kigiye farklilik gostermekle birlikte en sik gorulenler
yorgunluk, aritmi, kalp yetmezIigi, kardiyojenik sok ve gdgus agrisidir. Nadir gorulen belirtiler
dusuk kardiyak debi, bozulmus perflizyon, zayif nabiz, malign aritmiler, hipotansiyon ve
asidozdur. Bu belirtilere ek olarak yatan hastalarin yaklasik %50’sinde kalp bloklari,
ventrikiler ve supraventrikuler aritmi goériimektedir. Belirtiler hastaligin etiyolojisi, hastalik
evresi ve siddetine gére de degismektedir (Friedrich vd., 2009). Genellikle enfeksiyon
oncesinde solunum yolu veya gastrointesinal hastalik dykisu bulunmaktadir. Enfeksiyon
sonrasinda ates ve myalji gibi prodromal semptomlari gogus agrisi, egzersiz intoleransi,
senkop ve dispne gibi non-spesifik semptomlar takip etmektedir. Tani éncesi hastalarda en
sik gorulen muayene bulgulari takipne, nefes darligi, halsizlik ve gastrointestinal semptomlar
olup tasikardi, hipotansiyon, retraksiyon, periferik 6dem, hepatomegali, letarji, i¢c ¢cekme,
Ufiirim veya gallop ritmi de gériilebilmektedir (Duman 2022). inflamasyona bagli olarak ise
akut ve kronik olmak uzere klinik miyokardit profilleri tanimlanmigtir (Smith vd., 1997; Yang
vd., 2020).

2.1.4. Patogenez

Miyokardit akut, subakut ve kronik olmak Uzere 3 fazdan olusmaktadir. Akut fazda
inflamasyona bagli olarak makrofaj hdcrelerinin aktivasyonu ve miyozit hasari meydana
gelmektedir. Makrofaj hucrelerinin aktivasyonu sonucunda TNF-a IL-6 ve IL-1B gibi
inflamasyon sitokinleri seviyesi artar (McNamara vd., 1997, Sangomla vd., 2018). IL-1 ve
TNF-a miyozitlerin, B-adrenerjik cevaplarini inhibe ederek kalpte negatif inotropik etki
gosterir. Ayrica TNF-a immun yaniti arttinrve apoptotik hiicre lumund indukler (Kawai 1999;
Shioi vd., 1997). Sitokin salinimini takiben indUklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS)'
indUklendiginde ise ylUksek seviyede nitrik oksit (NO) olusur ve hicrede toksisiteye neden
olur (Green vd., 1994).

Subakut fazda virUs, bakteri veya yabanci nukleik asitler tarafindan reseptorler aracili
kaskad indUklenerek inflamatuvar sitokin Uretimi ve immun aktivasyon baslatilir. Dogal

bagisiklik yanitinin indiklenmesi sirasiyla T hlcrelerinin aktivasyonu, B hlcrelerin uyariimasi



ve antikor Uretimine neden olur. Bunun sonucunda miyozitlerde kronik inflamasyona bagl

nekroz veya fibroz gergeklesebilir (Kawai 1999).

Kronik faz, viral patojenlerin kompleks immin yanita yol agmasiyla olusmaktadir.
inflamasyon sirecinde olusan sitokinler, matriks metalloproteinazlari araciliiyla kardiyak
dilatasyona neden oldugundan, patoloji dilate kardiyomiyopati olarak da adlandirilir. Dilate
kardiyomiyopatide 6zellikle IL-1 ve TNF-a gibi inflamatuvar sitokin seviyeleri artmakta ve

patolojik fibrozise neden olmaktadir (Durani, Giordano, ve Goudie 2010; Takimoto vd., 2000).

2.1.5. Tani

Klinik olarak akut miyokardit durumunda kardiyak hasar parametreleri ve akut faz
reaktanlari  seviyelerine bakilmali, ventrikil fonksiyonu testleri ve viral seroloji
degerlendirmeleri yapilmalidir. Tanida kullanilan kan, idrar, gaita gibi periferik érneklerde
yapilan viral kultrler miyokardite neden olan etkeni saptamakta yeterli olmadigindan doku
orneginde molekiler yontemler kullanilabilir. RT-PCR ydntemi viral genomu miyokardiyal
dokuda tespit etmek amaciyla kullanilan spesifik ve ylksek duyarhliga sahip bir yontemdir
(Freedman vd., 2007).

Miyokardiyal hasar parametreleri olarak da bilinen troponin ve kreatin kinaz enzim
seviyeleri hasar durumunda yukselir (Basso 2022). Miyokardit tanisinda troponin-T’nin
duyarlk ve 6zgullik degerleri sirasiyla % 53 ve % 94’tur. Troponin-T seviyesi miyokardit
hasarindan ortalama 6 saat sonra kanda yukselir, 12-24 saatte en yuksek seviyeye ulasir ve
ortalama 2 haftada normale seviyeye iner. Troponin-| i¢in ise miyokardit tanisindaki duyarlilik
ve Ozgunlik degerleri sirasiyla %34 ve %89dur. Duyarlihk degerlerinin dusik olmasi
nedeniyle birlikte ¢alisiimasinin kesin tani da énemli oldugu belirtiimistir (Lauer vd., 1997;
Mair vd. 1995). Kreatin kinaz (CK) CK-MB (kardiyak kas dokusunda bulunan), CK-BB (beyin
dokusunda bulunan) ve CK-MM (iskelet kas dokusunda bulunan) olmak lzere 3 izoformu
bulunan ve miyokard hasarinda en 6zgun izoformunun CK-MB oldudu bir enzimdir. Miyokard
hasari sonrasinda CK-MB seviyesi 4-10 saat icerisinde yukselir, 24 saatte en yiksek

seviyeye ulasir ve ortalama 2 gun igerisinde normal seviyeye iner (Braunwald vd., 1994).

Miyokardiyal biyopsi kesin tani ve etiyolojinin degerlendiriimesinde kullanilr.
Endomiyokardiyal biyopsi klinikte rutin olarak yapilmayip genellikle 6limcul vakalarda
yaplimaktadir. Alinan biyopsi Orneklerinde miyokardit histopatolojisi miyokardiyal hasarin
boyutuna bagl olarak degiskenlik gosterir. Histopatolojik degerlendirmede miyokardiyal

hasar odaksal veya yaygin olabilir. Ayrica lenfositik, eozinofilik ve granlilomatoz olarak



adlandirilan c¢esitli inflamatuvar hicreleri nekroz veya fibrozis goérilebilir. Buna gére yapilan
degerlendirmede inflamasyon ve nekroz birlikte ise aktif miyokardit, miyozit nekrozu olmadan
sadece inflamatuvar hicre infiltrasyonu bulunursa borderline miyokardit, inflamasyon ve

nekroz bulunmuyorsa negatif miyokardit olarak belirtilir (Thomas Aretz 1987).

Tanida kullanilan diger yontemler ekokardiyografi ve manyetik rezonans
goruntulemedir. Ekokardiyografi miyokardite 6zgl degildir bu nedenle daha c¢ok tedaviye
verilen cevabin degerlendiriimesinde kullanilabilir (Butta vd., 2020). Manyetik rezonans
goruntuleme miyokardit sonrasinda ortalama 2 hafta sonra daha yuksek duyarlihga sahip
non-invaziv bir yontemdir. Bu nedenle hastaligin seyri ve tedaviye verilen cevabin

degerlendiriimesinde kullanilabilir (Friedrich vd., 2009).

2.1.6. Tedavi

Miyokarditin kesin bir tedavisi olmamakla birlikte birincil tedavi yontemi destekleyici
bakim ve semptomatik tedavidir. Miyokardit vakalarinda kan basincinin ve solunum
stabilizasyonun saglanmasi 6nem tasimaktadir. Kalp yetmezligi durumunda farmakolojik
tedavide diuretikler oncelikli olmakla birlikte anjiyotensin donusturicu enzim inhibitorleri ve
anjiyotensin reseptor blokerleri kullaniimaktadir (Basso 2022; Jensen ve Marchant 2016).
Artan sol ventrikil dolum basinci igin vazodilatator ajanlar ve dolasimin devam etmesi,
semptomlarin dizenlenmesi ve hedef organ fonksiyonlarinin iyilestiriimesi amaciyla inotropik
ajanlar kullanilabilir (Yang vd., 2020). Pozitif inotropik etki gdsteren dopamin ve kan basincini
ile kalp hizini arttiran epinefrin de tedaviye eklenebilir. Uygulanan tedaviye ragmen kalp
yetmezlidi ilerleyen vakalarda mekanik dolasim destegi saglanmalidir (Basso 2022). Viral
miyokardit vakalarinda, virisun yok edilmesinde immun sistemin énemi nedeniyle, konak
immun sistemini hedef alan immunmodulatér ajanlarin kullanilabilir. Bu amagcla kullanilan
immunmodulatér ajanlar  kortikosteroid, intraven6z immunoglobulin, azatioprin ve

siklosporindir (Camargo vd., 2011).

2.1.7. Prognoz

Miyokardit ile iligskili prognoz semptomlarin gelistigi sure ve siddete gore
siniflandiriimaktadir. Cogu vaka komplikasyon olmadan, kendi kendini sinirlayan hafif bir
seyir gostererek iyilesir. Bununla aksine 6dem ve nekroz olugsmasi sonucunda meydana
gelen sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonunun azalmasinin eslik ettigi kalp yetmezligi, ileri
atriyoventrikiler blok sonucunda 6lim riski olusabilir veya kalp nakline ihtiyag duyulabilir

(Basso 2022; Yang vd., 2020). Cocukluk c¢aginda prognoz yasin disinda hastahgdin



temelindeki inflamasyona bagl olarak degisiklik géstermektedir (Canter ve Simpson 2014;
Klugman vd. 2010).

2.2. Doksorubisin

Doksorubisin (adriamisin, 14-hidroksi daunorubisin) Streptomyces peucetius variete
caesiu kulturinden elde edilen, sitotoksik antibiyotik sinifinda yer alan, kemoterapide
kullanilan ilk antrasiklin antibiyotik olarak bilinmektedir. Yumusak doku ve kemik sarkomlari,
noroblastom, l6semi ve lenfoma tedavisi basta olmak Uzere terapétik etkinligi nedeniyle
tedavide kullanilan etkili bir farmakolojik ajandir (Minotti vd., 2004).

2.2.1. Farmakokinetik ozellikleri

Doksorubisin oral yolla uygulandiginda gastrointestinal sistemden emilimi dusuk
olmasi ve doku tahrisine yol agmasi nedeniyle intraventz yolla 60-75 mg/kg dozunda Ug
hafta boyunca uygulanir. Uygulandiktan sonra karacigerde daha az aktif metabolitleri olan
doksorubisinol ve daunorubisinol’e donusur. Plazma proteinlerine %70 oraninda baglanan
doksorubisin kalp, miyokard, testis ve karacigerde birime egilimindedir. En yuksek
konsantrasyonuna ise tumaor dokusunda ulasir. Doksorubisinin yarilanma yari 6mri 48 saattir
ve baslica eliminasyon organi karacigerdir. Karaciger ve bobrek hastaliklarinda eliminasyonu
yavasgladigindan uygulama dozunun azaltilmasi gerekmektedir. Eger aksi durumda uygulama
dozunun Uzerine ¢ikilirsa kalp yetmezligi gibi 6lumcil sonuglara neden olabilir (Gokcimen
vd., 2007; Keefe 2001).

2.2.2. Yan etkileri

Doksorubisin tedavisine bagli olarak akut veya kronik ddnemde bircok yan etki ortaya
¢ikabilir. Yan etkileri arasinda mide bulantisi, kusma, agiz yaralari, ates, yorgunluk, sa¢
dékilmesi de yer almaktadir. Intravendz uygulamaya bagh olarak doksorubisin
ekstravazasyonu, ciddi doku Ulserasyonu ve nekroz olusabilir. En ciddi iki yan etkisi olan
kemik iligi depresyonu ve kardiyotoksisite klinik kullanimini engellemektedir. Kemik iligi
uzerindeki etkileri arasinda nétropeni, I6kopeni, trombositopeni ve anemi yer almaktadir.
Ancak bu etkilerin olugsmasi ve siddeti hastanin kemik iliginin rejenerasyon kapasitesi ve
ilacin dozuna baglidir. Kardiyotoksik semptomlar arasinda ise miyokardit, kardiyomiyopati,

perikardit, kardiyak ritim ve kan basinci degisiklikleri bulunmaktadir. Belirtilen semptomlar
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doksorubisin tedavi sirasinda olusabilecegi gibi tedaviden aylar sonra da gortlebilir (Gewirtz
1999; Maciej Serda vd., 2004; Simmons, Vacek, ve Meyers 2015; Jain 2000).

2.2.3. Etki mekanizmasi

Doksorubisin hiicre bélinmesi sirasinda hlicre donglsu kontrol noktalarindan S ve
G2 fazlarina etki ederek, proliferasyon yetenegi ylksek tumor hicrelerinin replikasyonunu
engeller ve antitimoral etkinlik olugturur. Doksorubisin transkripsiyon sirasinda DNA
zincirinin agilmasini saglayan topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek apoptotik hicre
O0liumune neden olur. Doksorubisin serbest radikallerin meydana gelmesi sonucunda da
hiicre 8limiine neden olmaktadir. Ozellikle kimyasal reaktivitesi daha yiiksek oksijen formlari
olan reaktif oksijen turleri mitokondriyal DNA hasarina bagli apoptotik hicre o6lumuinu
induklemektedir. Ayrica nukleer DNA ve mitokondriyal DNA Uzerine etkili olan interkalasyon
yeteneg@i nedeniyle de guanin ve sitozin baz ciftleri arasina girerek replikasyonu durdurur ve
dolayli yoldan transkripsiyon ve translasyonu engeller (Nitiss 2009; Tacar, Sriamornsak, ve
Dass 2012).

Doksorubisinin etki mekanizmalari arasinda kalsiyum metabolizmasinin bozulmasi da
yer almaktadir. Metabolitlerinden biri olan doksorubisinol sarkoplazmik retikulumun
fonksiyonunu engeller ve lipid peroksidasyonunu indukler. Mitokondride meydana gelen
permeabilite artigi sonrasinda transisyon porlari acilirak krista batinligd bozulur. Bunun
sonucunda mitokondride kalsiyum igeren cisimcikler olusur ve artan kalsiyum
konsantrasyonuna bagli mitokondriyel toksisite olusur (Peter vd., 2022).

2.2.4. Kardiyak fonksiyonu tizerindeki etkileri

Doksorubisin uygulamasi sonrasinda goértlen kan basinci degisiklikleri, kalp hizi
dizensizligi ve kontraktilite azalmasi hasarin gdstergelerindendir. Olugan hasar morfolojik
olarak dilate kardiyomiyopati ile benzerlik gdstermektedir. Azalan ventrikller ejeksiyon
fraksiyonu ve kontraktil fonksiyonlarina diastolik disfonksiyon da eslik etmektedir. Ayrica

ventrikul ve atriumlarda dilatasyonu meydana gelebilir (Chatterjee vd., 2010).

Doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite klinikte akut, subakut, kronik ve ge¢
kardiyotoksisite olarak dort farkli sekilde olusabilir. Akut kardiyotoksisite doksorubisinin
uygulamasi sirasinda veya birkag saat i¢inde ortaya ¢ikar. Genellikle asemptomatiktir ancak

nadiren miyokardiyal infarkt geligebilir. Subakut kardiyotoksisite doksorubisinin uygulamasi
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sonrasinda bir haftaya kadar ortaya cikar. Nadir olmakla birlikte miyokardit veya perikardit
gelisebilir. Kronik kardiyotoksisite, doksorubisin uygulamasi sonrasinda en sik gorilen
kardiyak hasar seklidir. Kimdulatif doza bagh olarak uygulamadan sonra birka¢ ay iginde
ortaya ¢ikar ve genellikle sol ventrikul etkilenir. Ge¢ kardiyotoksisite doksorubisin uygulamasi
bittikten en az bir yil sonra kalp yetmezligi bulgulari ile ortaya g¢ikar (Outomuro vd., 2007;
Simmons, Vacek, ve Meyers 2015; Singal vd., 2000).

Doksorubisin kaynakl kardiyotoksisitede en énemli faktérlerden biri ROS Gretimidir.
CUnkl kalp diger dokularla karsilastinldiginda ylksek miktarda oksijen tiketimine ragmen
rolatif olarak sinirl antioksidan savunma sistemine sahiptir. Doksorubisinin kardiolipine
baglanmasi sonucunda aktive olan kaskad serbest radikallerin olusumuna neden olur.
Serbest radikaller lipid peroksidasyonuna ve mitokondriyal hasari indikleyerek oksidatif
hasara neden olur. Oksidatif hasara bagli olarak kardiyak inflamasyon ve kardiyomiyositlerde
apoptotik hiicre 6limii meydana gelir. inflamasyon ile birlikte apoptotik hiicre 8limdi ilerleyici
kardiyomiyosit hasarina ve hicresel kayba yol agarak ventrikiler duvarlarin incelmesine ve
sistolik performansin azalmasina neden olur (Kaiserova vd. 2007; Kalivendi vd., 2001;
Pacher vd., 2003; Tokarska-Schlattner, Wallimann, ve Schlattner 2002; Tokudome vd., 2002).

Doksorubisin ile induklenen kardiyotoksisitenin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir ancak farkli bircok mekanizma ile iliskisi bulunmustur. Mitokondriyal
DNA’da delesyon ve mutasyonlara bagli olarak ATP dretiminin durdurulmasi, sirtlin proteini
inhibisyonu sonucunda mitokondriyal lipit oksidasyonunun bozulmasi, lipid peroksidasyonu
sonucunda oksidatif hasarin indiklenmesi, hidrojen peroksit ve superoksid dismutaz artigina
bagli apoptotik hucre O6lumu miyokard kontraksiyon ve relaksasyon fazlarinin degisimi,
sarkoplazmik retikulumda kalsiyum kanallari sayisinin azalmasi, kardiyomiyositlerde desmin
ve miyozin proteinlerinin azalmasina bagl miyofibriler kasilma yeteneginin azalmasi iligkili
mekanizmalara érnektir (Bristow vd., 1980; Fabbi vd. 2015; Singal vd., 2000).

2.2.5. Kardiyotoksisitenin 6nlenmesi

Doksorubisinin  kardiyotoksik etkilerini azaltmak amaciyla tedavide kullanilan
uygulama dozu veya uygulama sikhidi degistirilebilir. Bunun diginda doksorubisin analoglari
veya doksorubusin ile birlikte kombinasyon halinde kardiyoprotektif ajanlar kullanilabilir.

GunUmuzde kardiyotoksisiteye kargi koruma saglayan ve klinikte kullanimi i¢in onay verilen
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tek ajan deksrazoksandir. Deksrazoksanin kardiyomiyositlerde topoizomeraz-lI enzimine
baglanarak doksorubisinin enzime baglanmasini onledigi ve boylece kardiyak hucreler
uzerindeki sitotoksik etkiyi onledigi bildirilmistir (Lyu vd., 2007). Doksorubisine bagli
kardiyotoksisitede yapilan son arastirmalar antioksidan tedaviye yonelik olup uygulanan
antioksidanlarin mitokondriyal enerji metabolizmasini diizenlenledidi ve oksidatif strese bagli

hasara karsi hicreyi korudugu gosterilmistir (Dantas 2022).

Doksorubisin toksisitesine karsi uygulanan karvedilol tedavisinde oksidatif hasarin ve
apoptotik hiicre élumunin azaldigi gdsterilmistir (Nabati vd, 2017). Trimetazidin tedavisinin
ise mitokondriyal enzimatik sistemler araciligiyla hucresel homeostazi, elektriksel ve kasiima
fonksiyonu korudugu bildirilmistir (Salouege 2014). Antioksidan ve kardiyoprotektif etkisi
bilinen resveratrol uygulamasinin ise doksorubisin ile induklenen serbest radikal olusumunu
azalttigl ve toplam antioksidan kapasiteyi arttigi bildirilmistir. Ayrica lipid peroksidasyonunun
gOstergesi olan malondialdehit ile kardiyak enzimlerden laktat dehidrogenaz ve kreatin
fosfokinaz seviyelerini de azalttigr bulunmustur (AlHarthi 2014). Benzer sekilde Zilinyi ve ark.
tarafindan yapilan galismada doksorubisin kardiyotoksisitesine kargi metformin kullanimi
serum troponin T ve kardiyak malondialdehit seviyelerinde énemli derecede digslse neden

olarak koruyucu etki géstermistir (Zilinyi 2018).

Klinik calismalarda antioksidan etkisi bilinen melatonin kullaniminin koroner
perfizyon basincini azaltip sol ventrikll basincini arttirarak doksorubisin kardiyotoksisitesine
karg etki gosterdigi raporlanmistir (Liu 2022; Ozgen 2016). Bir anjiyotensin donistirici
enzim inhibitdéri olan enalapril kullanan hastalarda ise doksorubisinin neden oldugu sol
ventrikll ejeksiyon fraksiyon dislsinde iyilesme sagladidi gortimuastir (Janbabai vd., 2017;
Vaynblat vd. 2002). Ayrica farkli bir arastirma zofenoprilin kardiyoprotektif etkisinin enalaprile
kiyasla daha fazla oldugu bildirilmistir (Bozcali vd., 2012).

2.3. IGF Ekseni

IGF hiicre blyumesi ve hilcre farkhlasmasinda rol alan, anti-inflamatuvar, anti-
apoptotik ve antioksidan 6zellige sahip olan anabolik etkili gok yonll bir sistemin Uyesidir. Bu
sistem IGF ekseni olarak adlandirlir ve yapisinda yuksek afiniteli IGF-baglayici proteinden
(IGFBP), IGF-1 ve IGF-2 olmak (izere iki ligandi bulunmaktadir. insilin, IGF-1R, IGF-2
mannoz-6-fosfat olmak Uzere Ug¢ farkli tip reseptord bulunur. IGF'nin  karacigerden
salinmasini uyaran ve metabolik etki gostermesinde rol oynayan en 6nemli faktor blyime

hormonudur. IGF lokal olarak otokrin ve parakrin aktivite gosterikleri kas dokusunda Uretilir.
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Uretiminde rol oynayan diger hormonlar tiroid hormonu, parathormon ve 8strojendir (Duan,
Ren, ve Gao 2010; Todorovi¢ vd., 2008).

2.3.1. IGF molekiler yapisi

IGF’ler tek zincirli polipeptid yapiya sahiptir ve 4 farkl (A, B, C, D) domainden olusur.
Yapisal olarak insuline benzeyen peptidler ‘insilin benzeri biyime faktorleri’ olarak
adlandinlir. Ligandlarindan IGF-1 7649 135 kDA molekudl agirligina sahip 70 aminoasit iceren
bazik bir yapidadir. IGF-2 ligandi ise7471 135 kDA molekul agirligina sahip ve 67 amino asit
iceren asidik bir yapidadir. Glikopeptit yapida olan IGF1 reseptdrli hicre diginda 135 kDA
molekul agirligina sahip iki alfa Unitesi ve 95 kDA molekdl agirligina sahip iki transmembran
beta Unitesi igerir. Alfa ve beta Uniteleri birbirine disulfid baglari ile badlanir (Denley vd., 2005;
Kdseoglu vd., 2020).

Ug boyutlu yapi

Sekil 2.1 IGF-1’in birincil ve U¢ boyutlu yapisi (Bailes Julian ve and Mikhail Soloviev
2021)

2.3.2. IGF etki mekanizmasi

IGF-1 ligandlarinin inslline ve IGF-1 reseptérinin insilin reseptdriine yapisal olarak
benzerligi bulunmaktadir. Bu nedenle IGF-1'in metabolik etkileri insllin reseptdrlerine
baglanmalari sonucunda olusur (Denley vd. 2005). IGF'lerin baglanmasi igin ylksek afiniteye
sahip olan alti farkh IGFBP (IGFBP1-6) glikosilasyon veya fosforilasyonla aktif forma
dondsur. IGF-1 ve IGF-2 dolagim sisteminde IGFBP'ye baglanir ve otofosforilasyona ugrayan
IGF-1 reseptorini uyarir. IGFBP'ler ise hicre yluzey reseptorlerine baglanarak farkl sinyal
yolaklarini aktive eder (Bach 2018; Bergman vd., 2013).
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2.3.2.1. IGF-1'in fizyolojik etkileri

IGF-1 immun sistem, aterosikleroz ve fetal gelisim basta olmak Uzere fizyolojik
sureclerde farkli etkilere sahiptir. Kardiyak fonksiyonlar Gzerindeki etkileri arasinda kardiyak
homeostazin korunmasi, miyoflamentlerin kalsiyum duyarliidinda artis saglanmasi, kardiyak
hipertrofinin uyariimasi, miyokardiyal fonksiyonun regilasyonu ve vaskller damar direncinin
korunmasi bulunmaktadir. Ek olarak kalp kasinda aminoasit ve glikozun tasinmasi,
proteoglikan ve kollojen Uretimini aracili enerji metabolizmasi, miyofibril olusumunda rol
oynar (Boger vd., 1996; Kinugawa vd., 1999; Moran vd., 2000; C. Y. Wang vd., 2016).

IGF-1 kas ve kemik dokusunda miyojenik ve anabolik etki gosterir ve kas atrofisini
inhibe eder. Ayrica kikirdak dokusunda osteosit aktivasyonunu ve yad dokusunda glikoz
oksidasyonunu saglar. Norotrofik etkisi nedeniyle beyin fonksiyonlarinin gelisiminde,
lenfositlerinin Gretim ve fonksiyonlarini induklemesi nedeniyle immun sistemde, magnezyum,
potasyum ve kalsiyum homeostazinin korunmasinda etki gosterir (Bach 2018; Logan vd.,
2018; Todorovi¢ vd., 2008).

2.3.2.2. IGF-1’in hiicresel etkileri

IGF-1 hucre buyUmesi, hicre farklilasmasi, hicresel metabolizma, hucresel
yaslanma ve htcre 6lUmU gibi ¢esitli sireglerde rol oynar. Hicre siklusunda replikasyonunu
uyaran |IGF-1’e ek olarak IGF-1R hicren proliferasyonu kromatinlerin aktivasyonu,
transkripsiyonun regilasyonu ve DNA hasar tamir mekanizmalarindaki roli nedeniyle
hicresel slreclere etki eder (Poreba ve Durzynska 2020). IGF-1, makrofajik fonksiyonlarinin
dizenlenmesi, proinflamatuvar sitokin ekspresyonunun inhibisyonu ve inflamatuvar
hicrelerin dokulara sizmasini engelleyerek anti-inflamatuvar etki gésterir (Hijikawa vd., 2008;
Sukhanov vd., 2007).

IGF-1, PI3K-Akt sinyal yoladi aracili protein sentezi, glikoz metabolizmasi ve
apoptotik hicre 6liumunde etki gdsterir. Proapoptotik (Bak, Bax, Bad gibi) ve anti-apoptotik
(Bcl-2, Bel-XL gibi) protein ailesinden Bad ekspresyonunun inhibe edilmesi ve Bcl-XL
ekspresyonunun induklenmesi sonucunda hicrenin hayatta kalmasini destekler (Liao vd.,
2019; O’Connor vd., 2008).
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Kalp kasi hucrelerinde apoptotik hicre 6limi kardiyomiyositlerin  mitokondriyel
fonksiyon kaybina neden olabilir. Ayni zamanda oksidatif strese baglh olarak gelisen
kardiyomiyopati slrecinde miyokardiyal apoptotik hicre 6lumu de olusmaktadir. IGF-1,
kardiyomiyositlerin apoptotik hlcre o6lumuni engellemesinin yani sira NO aracili
vazodilatator etkinligi nedeniyle damar yukuna azaltir ve kardiyak fonksiyonlari korur (Fabbi
vd., 2015; Mattey vd., 2004).

Oksidan antioksidan homeostazinin bozulmasi sonucunda oksitadif stres olusur.
Hucresel antioksidan sistemlerin 6nemli bir bileseni olan glutatyon peroksidaz dolasim
sistemi basta olmak Uzere cesitli dokularda Uretilir. IGF-1 Ozellikle glutatyon peroksidaz
ekspresyonu ve aktivitesini artirarak antioksidan aktivite gdsterir. Ayrica sUperoksit
seviyelerindeki artmaya bagl olarak endotel tabakasi tarafindan NO sentezi gergeklesen
hasara karsi da IGF-1 iyilestirici etki gosterir (Ekc vd. 2008; Higashi vd., 2013; Shareef,
Anwer, ve Poizat 2014).
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Etik Kurul

PAUHDEK tarafinda 2021/15 numaral etik kurul onay! alindiktan sonra Wistar albino
(2-3 aylik) 32 adet erkek sican (250-300 gram) 1 haftalik adaptasyon suresini takiben her
grupta 8 deney hayvani olacak sekilde esit sayida 4 gruba ayrildi. Calismaya dahil edilen
sicanlar deney hayvanlari Unitesindeki kafeslerinde 22+1°C sicaklik ve %505 nem
ortaminda 12 saat karanlik-aydinlik déngusunde barindinldi. Beslenme igin standart yem ve

icme suyu verildi.

3.2. Deney Protokoli

Her grupta 8 deney hayvani olacak sekilde olugturulan gruplar ve uygulamalari asagidaki
gibidir (Sekil 3.1).

* Kontrol Grubu: IGF-1 uygulamasina es hacimde iki gin arayla serum fizyolojik (SF)
intraperitoneal (ip) olarak 4 hafta boyunca uygulandi.

*  Dox Grubu: 4mg/kg/hafta doksorubusin ip olarak 4 hafta boyunca uygulandi.

* IGF-1 Grubu: 1 ug /kg iki gun arayla IGF-1 ip olarak 4 hafta boyunca uygulandi.

*  Dox + IGF-1 Grubu: 4mg/kg/hafta doksorubusin ve 1 ug /kg iki glin arayla IGF-1 ip

olarak 4 hafta boyunca uygulandi.

Deney protokolinu takiben son uygulamadan 24 saat sonra Ketamin (80mg/kg) ve
Ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda tum si¢anlarin abdominal aortasindan kan alinarak

sakrifikasyon yapildi ve kalp dokulari ¢ikarildi.
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Sakifikasyon |

SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF
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1gln 4.gln 7.gln 10.gin 13.gln 16.gln 1. gin 2.gln 24.gln 27.gn 28.gln
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U U H H Dox Grubu
Dox Dox Dox Dox
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IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1

SRS EERE

1.gin dgin  7.gin  10.gin 13.g0n 14.gin 16.gin 19.gin 2l.gin M.gin 27.gin 28.gin

H H H U Dox+IGF-1 Grubu

Dox Dox Dox Dox o

Sekil 3.1 Deney gruplarina gére uygulamalarin zaman gizelgesi

3.3. Farmakolojik Ajanlar
Wistar albino erkek sicanlarda miyokardit modeli olugsturmak igin doksorubusin
(Kogak Farma, 50 mg) ve tedavi amaciyla IGF-1 (BioLegend Lot: B322231) uygulandi.

Deney hayvanlarinin sakrifikasyonu oncesinde anestezide Ketamin (Ketax) ve Ksilazin

(Xylazinbio) kullanildi.
3.4. Analiz Orneklerinin Hazirlanmasi
3.4.1. Kan serumunun hazirlanmasi
Biyokimya tuplerine aktarilan kan ornekleri 3500 rpm’de 15dk oda sicakliginda
santriflj edildi. Elde edilen serum ependorf tuplere aktarilarak ilgili analizlerde kullanmak

Uzere -80 °C’de saklandi.

3.4.2. Kalp dokusu homojenizatinin hazirlanmasi
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Alinan kalp dokularindan artik dokular uzaklastirildi ve soguk distile suyla yikandi.
Kalp dokularindan 300mg alinarak 3 kez 1mL fosfat tampon salin (PBS) ile yikandi ve sivi
aspire edilerek ependorf tupe alindi. Soguk PBS ve beadler eklenerek Bullet Blender'a
yerlestirildi (8 rpm zaman: 4-10 dakika). Elde edilen homojenizatlar ilgili analizlerde

kullanmak tizere -80 °C’de saklandi.

3.5. Kuyruk Kan Basincinin Olgiimii

Kuyruk kan basinglari non-invazif bir yontemle (tail cuff) sicanlarin alisma stresi
takiben ses ve isik gibi herhangi bir stres faktorl icermeyen ortamda kuyruk arterlerinden
Ol¢lldl. Kuyruga takilan basing probuyla alinan sinyaller Commat may nibp 200-A Unitesi
araciligiyla bilgisayara aktarildi ve dlgimler Biopac student lab PRO programiyla c¢izdirilen

basing traseleri Uzerinden yapildi.

Kan basinci 6lgimu sirasinda kuyruk arterlerindeki kan akiminin kisa bir sure
kesilmesi manset (cuff) ile saglandi. Kuyruk dibine, basin¢ probunun 6ntne konulan ve
belirlenebilen bir basing saglayacak dizeyde sisen mansetin yavas yavas otomatik olarak
sondurulmesiyle kan akimi tekrar saglandi ve arterdeki pulsasyonlarin probla algilanmasina
izin verildi. Kan akimi kesildiginde, bilgisayarda kaydedilen OlcUm trasesinde basing
pulsasyonlari gorilmedi. Manget icindeki basing sistolik basing dizeyine geldiginde artan
amplititte basing pulsasyonlar gorilmeye baglandi. Pulsasyonlarin bagladidi nokta sistolik
kan basincini gdsteren deger olarak kabul edildi ve trase lizerine manuel olarak isaretlendi.
Diastolik kan basinci otomatik olarak ve sistolik kan basinci ise manuel olarak kaydedildi.
Her bir sigcan i¢in ardisik 5 6lgim yapilarak en ylksek ve en dusuk degerler diglandi.

Sonuglar kalan 3 degerin ortalamasi olarak alindi.

3.6. Biyokimyasal Analizler

Kardiyak hasarin belirtegleri olan Troponin | ve CK-MB seviyeleri Beckman-Coulter

AU5800 otoanalizéri (Beckman Coulter, Amerika) kullanilarak kan serumundan

spektrofotometrik yontemle olgtldi.
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3.7. ELISA Yontemiyle Hasar Parametlerinin Analizi

IL-6 ve TNF-a sevilerinin 6lgimi Bioasssay Tecnhology Laboratory’den ticari olarak
alinan ELISA kit protokoline uygun olarak kalp doku homojenatlarindan 450nm’de

spektrofotometrik ydntem kullanilarak yapildi.

Total antioksidan durumu (TAS) ve total oksidan durumu (TOS) seviyelerinin dlgimu
sirasiyla 660nm ve 530nm’de Rel Assay Diagnostics’'ten ticari olarak alinan ELISA kit
protokoliine uygun olarak kalp doku homojenatlarindan yapildi. Oksidatif stres indeksi (OSI)
‘TOS (umol H202 equivalent/L) / TAS (umol Trolox equivalent/L) x 100’ formulu kullanilarak

hesaplandi.

3.8. RT-PCR Yontemiyle Gen Ekspresyonlarinin Analizi

Gen ekspresyon analizi i¢in kalp doku homojenatlari kullanilarak sirasiyla total RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR analizi yapildi. Total RNA izolasyonu, Uureticinin
protokoliine gére One Step RNA Reagent (BioBasic) kullanilarak yapildi. Protokole gore; 500
pl doku homojenati icin 1 ml olacak sekilde One Step RNA Reagent eklendi. Sirasiyla 200 pl
kloroform ve 500 pl izopropil alkol eklenerek santrifuj edildi. Elde edilen pelet 1 ml etanol ile
yikanarak 60 pl RNaz-DNaz igcermeyen su ile ¢dzdirlldi. izole edilen total RNA'arin
konsantrasyonu ve safligi Nanodrop spektrofotometre ile olglldi. Total RNA igin beklenen
saflik degeri 260/280 oraninda 2,0 olarak belirlendi. izole edilen total RNA'lar cDNA

sentezine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

cDNA sentezi, OneScript Plus cDNA sentez kit kullanilarak Ureticinin protokoliine gore
yapildi. cDNA sentezi icin karisiminda her 6érnek 2000 ng total RNA iceren konsantrasyonda
alindi ve son hacim 20 ul'ye RNaz-DNaz igermeyen su ile tamamlandi. cDNA sentezi
reaksiyon sartlari 55°C’ de 15 dakika ve 85°C’de 5 dakika olarak Thermal Cycler cihazinda
yapildi. Gen ekspresyonlarinin analizi BlasTag 2X qPCR MasterMix kiti kullanilarak Uretici
firmanin protokoli dogrultusunda StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems) cihazi
kullanilarak yapildi. RT- PCR’da kullanilan primerler Bio Basic Canada’dan temin edildi. PCR
verilerin analizi 2**°T metodu kullanilarak Gene Globe platformunda ‘RT? Profiler™ PCR

Array Data Analysis’ programinda yapildi.
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3.9. Histopatolojik Yontem

Siganlardan alinan kalp ornekleri %10’luk nétral formaldehit solisyonu iginde tespit
edildi. iki giin formaldehit tespitinin ardindan érnekler doku takip kasetlerine yerlestirildi. Her
bir kasete grup ve hayvan numarasi yazilarak tekrar formaldehite konuldu. Bir gece daha
formaldehitte bekletilen kalp oOrnekleri ertesi giun aksam rutin histopatolojik doku takibi
amaclyla tam otomatik doku takip cihazinin sepetine dizilerek (Leica ASP300S; Leica
Microsystem, Nussloch, Almanya) cihaza yerlestirildi. GUnlik doku takip programina
ayarlanarak doku takip islemi gerceklestirildi. Bu amagla kasetler cihaz igerisinde gece
boyunca dusuk dereceli alkollerden ylksek dereceli alkollere (%70’den %100’e) gegirilerek
dokudaki sularinin alinmasi, iki adet ksilolden gecirilerek organlardaki yagin alinmasi ve

sicak parafine atilarak doku bogluklarina parafinin yerlesmesi saglandi.

Ertesi sabah takibi tamamlanan doku o6rneklerinin blokajlari yapildi. Bu amacla
ornekler ototeknikon cihazindan alinarak blokaj islemi icin doku gdbmme cihazinin (Leica
Histocore Arcadia H) sicak bolimune alindi ve parafine blokajlari yapildi. Ardindan bloklar
parafin cihazinin soguk tabla bolumune yerlestirildi ve burada bir saat tutularak parafinin
donmas! saglandi. Bloklardan 4-5 saat sogutulmanin ardindan Leica 2155 model tam
otomatik rotary mikrotomda (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) 5 mikron kalinliginda

seri kesitler alindi. Kesitlerin kurumasi igin bir gece oda isisinda bekletildi.

Kesitler bir gin sonra hematoksilen-eozin (HE) boyama icin koprilere dizilerek
boyama prosediiriine gegildi. Oncelikle kesitler (izerindeki parafinin erimesi ve dokularin lam
Uzerine daha iyi yapismasi i¢in 60°C’de 2 saat etlivde bekletildi. Daha sonra kalan parafinin
uzaklastinimasi igin 30’ar dakika slre ile 3 ayri ksilol serisinden gegirildi. Ardindan sirasiyla
%100, 96, 90, 80 ve 70lik alkollerden gegirilerek dokulara su verildi. Daha sonra
hematoksilenle 15 dakika boyanip distile su ile yikandiktan sonra eozinle 3 dakika slreyle
boyandi. Bunun ardindan sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve 100’lUk alkollerden gegirilen dokularin
suyu alindi. Ksilolde parlatilan dokularin Gzerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi.
Boyamanin ardindan bir gin kurutulan kesitler mikroskop altinda incelenmeye hazir hale
getirildi. Olympus CX21 model 1s1k mikroskobunda incelenen preparatlar Olympus DP26

model kamera ile mikroskobik dijital fotograflar ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi.

Yangisal reaksiyonun siddet ve derecesi mikroskobik bulgulara gore Tablo 3.1’de
verildigi gibi skorlandi. Morfometrik analizler ve microfotografi igin Database Manual Cell

Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Co., Tokyo, Japan) kullanildi.
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Tablo 3.1 Kalp lezyonlarinin histopatolojik skorlari

0 1 2 3
Lezyon | Hafif hiperemi ve | Belirgin  hiperemi, | Myoardial hicrelerde
yok o6dem, 6dem dejenerasyon, yangisal
endotellerde hafif | mikrokanamalar hicre infiltrasyonlari,
hipertrofi fibrozis

3.10. immunohistokimyasal Yéntem

immunohistokimyasal analiz igin iki seri kesit alindi ve Poli-L-lizinli lamlara gekildi.
Kesitler Kaspaz-3 (Anti-caspase-3 Antibody (E-8): sc-7272) ve ICAM-1 (ICAM-1 (M/K-2):sc-
18864, 1/100 diliisyon) Santa cruz (Texas, USA) ekspresyonlarinin degerlendiriimesi igin
streptavidin-biyotin kompleks peroksidaz yontemine gére boyandi. Bu amagla dnce kesitler
bir gece 45°C sicakliktaki etivde bekletilerek lam Uzerine kesitlerin daha iyi yapigsmasi
saglandi. Ardindan ksilolden gegirilen kesitler Uzerindeki parafin uzaklastinidi ve dereceli
alkollerden gegirilerek (%100’lukten %70’lik alkole) dokularin rehidrasyonlar saglandi.
Lamlar son alkolden alindiktan sonra distile su icinde 10 dakika sire ile bekletildi. Bu
asamanin ardindan doku kesitleri nemli kamara igine alindi ve sitrat tampon solusyonu ile
mikrodalga firlnda kaynatma iglemi disindaki tUm asamalar nemli kamarada iginde

gerceklestirildi.

Immunohistokimyasal boyama islemi igin kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
uzaklastirmak amaciyla metanolde hazirlanmis %3’lUk hidrojen peroksit solusyonu iginde 20
dakika sure ile bekletildi. Daha sonra doku kesitleri sitrat buffer solisyonunun igerisine alindi
ve beser dakika sureyle iki defa mikrodalga firinda kaynatiimalari saglandi. Ardindan 2 kez
PBS yikamalari yapildi. Dokularda sekillenebilecek non-spesifik baglanmalari uzaklastirmak
amaci ile kesitler Gzerine normal ke¢i serumu konularak 45 dakika inklbe edilmeleri
saglandi. inkiibasyon tamamlandiktan sonra yikama yapilmadan protein blogun fazlasi atild

ve kesitler Gzerine primer antikorlar damlatilarak +4°C’de gece boyunca bekletildi.

Ertesi gun kesitler tekrar PBS ile yikandi ve Uzerlerine streptavidin damlatilarak 30
dakika sure ile inkUibasyon yapildi. Bu sure sonunda PBS ile iki defa yilkama islemi yapildi.
Daha sonra kesitler Uzerine biyotinli serum damlatilip 30 dakika sure ile muamele edildikten

sonra tekrar PBS icinde iki defa daha yikandi. Ardindan doku kesitlerin Gzerine 3,3'-
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diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) kromojen damlatilarak sekillenen reaksiyonun
gorundr hale getiriimesi saglandi. Daha sonra Harris hematoksilen boyasi ile kargit boyama
yapilarak iglem sonlandirildi. Tum bu asamalarin ardindan kesitlerin Uzerine lamel kapatilip

IStk mikroskobunda incelemeye hazir hale getirildi.

imminohistokimyasal analiz igin, her iki antikor igin kesitler ayri ayri incelendi.
Hucrelerin belirteglerle immunohistokimyasal reaksiyonunun siddetini degerlendirmek igin,
(0) ile (3) arasinda degigen bir skorlama kullanildi. Bu amagla (0) = negatif, (1) = fokal hafif
boyanma, (2) = yaygin hafif boyama, (3) = yaygin siddetli boyama olarak degerlendirildi.
Degerlendirme igin her boélumde 40X objektif blylutme altinda 10 farkli alan incelendi.
Morfometrik analizler ve mikrofotografi Database Manual Cell Sens Life Science Imaging

Software System (Olympus Co., Tokyo, Japonya) kullanilarak yapildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (18. versiyon) paket programinda Two-way
ANOVA ve post-hoc Bonferroni testi kullanildi. Gen ekspresyonlarin istatistiksel olarak
degerlendiriimesinde Student t-testi kullanildi. Histopatolojik ve immunohistokimyasal
skorlarin istatistik analizi igin SPSS-22.00 paket program kullanilarak gruplar arasi farklar

Duncan testi ile belirlendi. Tum analizlerdeki anlamlilik degeri p< 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvan Agirhgi Bulgulari

Deney protokolinin basinda siganlarin ortalama agirliklari 265 gram olarak 6lguldu.
30 glnln sonunda agirlik artisi en ¢ok kontrol grubunda ve en az doksorubusin uygulanan

grubunda saptandi (Sekil 4.1).

125

1k Artis1 (gram)

gl

Ortalama A

Kontrol DOX IGF-1 DOX+IGF-1

Sekil 4.1 Deney gruplarinin ortalama agirlik artisi

4.2. Kuyruk Kan Basinci Bulgulari

Doksorubusin uygulanan grupta diger gruplara kiyasla kuyruk kan basinci degerleri
anlamli seviyede azaldi ve kalp atim hizi anlaml seviyede artti. Dox +IGF-1 grubunda
uygulanan IGF-1 tedavisi sonrasinda ortalama kan basinci ve kalp atim hizi seviyelerinde

anlamli degisiklikler ve iyilesme oldu (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Ortalama kan basinci ve kalp atim hizi
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KONTROL DOX IGF-1 DOX+IGF-1

Ortalama kan
120,75+ 1,7° | 104+ 1,82 | 121,05+ 1,9° | 114,25+ 0,9%
basinci (mm-Hg)

Kalp atim hizi

327,56+ 2,9° | 383+1,8% | 319,5+2,3%® | 347,75+ 39%
(bpm)

Veriler ortalama + S.E.M olarak ifade edildi. SUtunlar Gzerindeki harfler gruplar arasindaki
istatistiksel anlamhh@ gostermektedir (a: Kontrol grubuna goére ve b: Dox grubuna gore; p <
0.05).

4.3. Biyokimya Bulgulari

Doksorubusin uygulanan grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda kardiyak hasarin
gostergesi olan serum CK-MB ve Troponin-l seviyeleri anlamli olarak artti. Dox grubuyla
karsilastirildiginda Dox +IGF-1 grubunda CK-MB ve Troponin-l seviyeleri anlamli olarak
azaldi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Serum CK-MB ve Troponin-| seviyeleri

KONTROL DOX IGF-1 DOX+IGF-1
CK-MB
505,5+ 5,82° | 957,8+21,43% | 514,5+£7,38° | 793 + 5,162
(U/L)
Troponin-I
1,123+ 0,15° 5,411+ 0,092 1,276+ 0,30° | 2,82 +0,34%
(ng/ml)

Veriler ortalama + S.E.M olarak ifade edildi. SUtunlar Uzerindeki harfler gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlihdi gostermektedir (a: Kontrol grubuna gére ve b: Dox grubuna gore; p <
0.05).

4.4. ELISA Analizi Bulgular

Doksorubusin uygulanan grupta kontrol grubuyla kargilagtirildiginda TNF-a ve IL-6
seviyeleri anlamli olarak artti. Dox grubuyla kargilastirildiginda Dox +IGF-1 grubunda TNF-a
ve IL-6 seviyeleri anlaml olarak azaldi (p < 0.05). Sadece IGF-1 uygulanan grupta TNF-a ve
IL-6 seviyeleri Dox grubuna goére anlamli olarak azaldi. Kalp dokusunda inflamasyon

gostergesi olan TNF-a ve IL-6 seviyeleri Sekil 4.2° de verildi.
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TNF-a (ng /L)

IL-6 (ng /L)

IGF-1  DOX +IGF-1 IGF-1  DOX +IGF-1

Sekil 4.2 Sican kalp dokularinda inflamasyon parametleri

Veriler ortalama = S.E.M olarak ifade edildi. SGtunlar Gzerindeki harfler gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlihgi géstermektedir (a: Kontrol grubuna goére ve b: Dox grubuna gére; p <
0.05).

Kalp dokusunda oksidatif hasar ile iligkili TAS, TOS ve OSI seviyelerindeki
degisiklikler Sekil 4.3’de verildi. Doksorubusin uygulanan grupta kontrol grubuyla
karsilastirildiginda TOS ve OSI seviyeleri anlamli olarak artti ve TAS seviyesi anlamli olarak
azaldi (p<0.05). IGF-1 ve Dox +IGF-1 gruplarinda, Dox grubuyla karsilastirildiginda, TOS ve

OSI seviyeleri anlamli olarak azalirken TAS seviyesi anlamli olarak artti. (p<0.05).
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Sekil 4.3 Sigan kalp dokularinda oksidatif hasar parametreleri

Veriler ortalama + S.E.M olarak ifade edildi. SGtunlar Gzerindeki harfler gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlih@i gostermektedir (a: Kontrol grubuna gére ve b: Dox grubuna gore; p <
0.05).
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4.5. Gen Ekspresyonu Bulgulari

Kalp dokusunda otofajik hiicre 6limu iligkili gen ekspresyonu bulgulari Sekil 4.4’'de

verildi.

Beclin-1 (Kat Degisimi)

Kontrol DOX IGF-1  DOX+IGF-1

20

SQSTM1 (Kat Degisimi)

gl SR
Kool DOX  IGEL DOX+IGFI

LC3 (Kat Degisimi)

ool
Kmrdl  DOX  IGRI DOX+IGE

Sekil 4.4 Kalp dokularinda otofajik hicre dlumu iligkili gen ekspresyonlari
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Kontrol grubuyla karsilastirildiinda Dox grubunda Beclin-1, SQSTM1 ve LC3 gen
ekspresyonlari artti (p<0.005). Sadece IGF-1 uygulanan grupta Beclin-1 ve SQSTM1 gen
ekspresyonlari azalirken LC3 ekspresyonunda artti. Dox grubuyla karsilastirildiginda Dox
+IGF-1 grubunda Beclin-1, SQSTM1 ve LC3 ekspresyonlari azaldl.

Kalp dokusunda oksidatif hasar iliskili gen ekspresyonu bulgulari Sekil 4.5'de verildi.
Kontrol grubuyla kargilastirildiginda Dox grubunda anlamh olarak HIF-1a gen ekspresyonu
artarken iINOS gen ekspresyonu azaldi (p<0.05). Sadece IGF-1 uygulanan grupta HIF-1a
gen ekspresyonu arttt ancak iINOS gen ekspresyonunda bir degisiklik saptanmadi. Dox
grubuyla karsilastirildiginda Dox +IGF-1 grubunda HIF-1a ve iNOS gen ekspresyonu artti.

HIF-1a (Kat Deisim)
iNOS (Kat Defisimi)

Sekil 4.5 Kalp dokularinda oksidatif hasar iligkili gen ekspresyonu bulgulari

Kalp dokusunda MasR ve SERCAZ2a gen ekspresyonu bulgulari Sekil 4.6'da verildi.
Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda Dox grubunda MasR ve SERCAZ2a gen ekspresyonu
arttt  (p<0.005). Dox grubuyla karsilagtirildiginda Dox +IGF-1 grubunda MasR gen

ekspresyonu azaldi.

MasR (Kat Deisimi)
SERCA2a (Kat Deisimi)

DOX + 1GF-1

Sekil 4.6 Kalp dokularinda MasR ve SERCAZ2a gen ekspresyonu bulgulari
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4.6. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirme sirasinda kontrol ve IGF-1 gruplarinda normal doku
histolojisi gozlendi. Dox grubunda kalp dokularinda siddetli hiperemi, 6dem, hafif veya orta
siddette kanamalar ve inflamatuvar hucre infiltrasyonlari goérildi. IGF-1 tedavisi kalp
dokularinda patolojik bulgularinin diizelmesini sagladi (Tablo 4.3 ve Sekil 4.7).

Tablo 4.3 Gruplarin histopatolojik skorlarinin istatistik analiz sonuglari

Histopatolojik skorlar
Kontrol 0.00+0.00°
Dox 1.85+0.89°
IGF-1 0.00+0.00°
Dox+ IGF-1 0.28+0.18°
p degeri <0.001

Veriler ortalama + S.E.M olarak ifade edildi. Sutunlar Uzerindeki harfler gruplar arasindaki
istatistiksel anlamliligr gostermektedir.

Sekil 4.7 Histopatolojik bulgular
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(A) Kontrol grubunda normal doku histolojisi. (B) Dox grubundan bir siganda kalpte siddetli
6dem (ok basi), mikrohemorajiler (ince ok) ve hafif inflamatuvar hicre infiltrasyonlari (kalin
ok). (C) Dox+ IGF-1 grubunda mikroskobik bulgularda belirgin iyilesme. (D) IGF-1 grubunda
normal kalp histolojik gérinima (HE, barlar=50um).

4.7. immiinohistokimyasal Bulgular

immiinhistokimyasal incelemede Dox grubunda hem Kaspaz-3 hem de ICAM-1
ekspresyonlarinda artis gézlendi. IGF-1 tedavisi, her iki belirtegte de azalmaya sebep oldu.
Ekspresyonlar en yaygin olarak miyokardiyal hicrelerde goruldi (Sekil 4.8-4.9). Gruplara
gore immunohistokimyasal skorlarin istatistik analizi Tablo 4.4 ve Tablo 4.5'de gosterildi.

Sekil 4.8 Kaspaz-3'tiin immunohistokimyasal bulgulari

(A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B) Dox grubundaki miyokardiyal hiicrelerde
belirgin ekspresyon (oklar). (C) Dox+ IGF-1 grubunda azalan ekspresyon (ok). (D)
IGF-1 grubunda negatif ekspresyon (Streptavidin biotin peroksidaz yodntemi,
barlar=50um).
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Tablo 4.4 Kazpaz-3'Un immunohistokimyasal skorlari

Kaspaz-3
Kontrol 0.00+0.002
Dox 1.57+0.53°
IGF-1 0.00+0.00?
Dox+IGF-1 0.42+0.20°
p degeri <0.001

Veriler ortalama + S.E.M olarak ifade edildi. SUtunlar Gzerindeki harfler gruplar arasindaki
istatistiksel anlamhligr gostermektedir.

Sekil 4.9 ICAM-1’in immunohistokimyasal bulgulari

(A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B) Dox grubunda orta diizeyde ekspresyon. (C)
Dox+ IGF-1 grubunda miyokardiyal hiicrelerde (ok) azalmis ekspresyon. (D) IGF-1 grubunda
negatif ekspresyon (Streptavidin biotin peroksidaz yontemi, barlar=50um).



Tablo 4.5 ICAM-1’in immunohistokimyasal skorlari

ICAM-1
Kontrol 0.14+0.142
Dox 1.42+0.53°
IGF-1 0.00+0.00°
Dox+IGF-1 0.57+0.20°
p degeri <0.001

32

Veriler ortalama + S.E.M olarak ifade edildi. SUtunlar Uzerindeki harfler gruplar arasindaki

istatistiksel anlamliligr gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Miyokardit enfeksiydz ve nonenfeksiyoz faktorler sonucunda ortaya c¢ikan ylksek
morbitide ve mortaliteye sahip inflamatuvar bir hastaliktir. Hastaliga yonelik spesifik bir tedavi
olmamakla birlikte destekleyici bakim ve semptomatik tedavi uygulanmaktadir.
Nonenfeksiydz faktdrler arasinda en sik karsilasilan farmakolojik ajan antrasiklinler grubunda
yer alan doksorubisindir (Fadillioglu vd., 2004; Simmons, Vacek, ve Meyers 2015).
Doksorubusin anti-tumaral etkinligi nedeniyle uzun vyillardir kemoterapide kullanilan etkili bir
ilactir (Havelka vd. 2007). Ancak kemoterapi sonrasinda yaklagik %20 oraninda ortaya ¢ikan
kardiyotoksik yan etkiler kullanimini sinirlandirmaktadir. Kardiyotoksisitenin temelinde ise
apoptotik hticre 6limu ve oksidatif stres yer almaktadir (Lotrionte vd., 2013). Yapilan
calismalarda kardiyotoksitenin profilaktik veya terapdtik tedavisinde antioksidan etkili
ajanlarin kullanilabilecegini bildirilmigtir (Bast vd. 2007; Bryant vd., 2007). IGF-1 kardiyak
fonksiyonlarin ve homeostazin korunmasinda énemli role sahip olan antioksidan, anti-
apoptotik ve anti-inflamatuvar etkili bir ajandir. Deneysel multiple skleroz, romatoid artrit,
diyabet, miyokardiyal iskemi ve inflamatuvar bagirsak hastaliklari modellerinde terapétik

etkisi gosterilmistir (Hijikawa vd., 2008; Todorovi¢ vd., 2008; Ungvari ve Csiszar 2012).

Literatire dayanarak yapilan tez ¢caligmasinda siganlarda doksorubusin ile indiklenen
miyokardit modelinde |IGF-1'in terapétik etkisi ve etki mekanizmalarinin arastiriimasi
amagclandi. Bu amagcla Wistar albino erkek sigcanlara doksorubusin uygulamasi yapilarak
miyokardit modeli olusturuldu ve 4 hafta boyunca terapétik ajan olarak IGF-1 uygulandi.
Deney protokolu baslangicinda ve sonunda deney hayvanlarinin agirlik, kan basinci ve kalp
atim hizi seviyeleri olclldli. Deney protokolininin sonlanmasini takiben alinan kan
orneklerinden ve kalp dokusu érneklerinden kardiyak hasarin géstergesi olan Troponin-I ve
CK-MB sevilerine élguldi. Alinan sigan kalp dokularinda ELISA yéntemiyle inflamasyon iligkili
IL-6 ve TNF-a seviyeleri ile oksidatif hasar iligkili TAS, TOS ve OSI seviyeleri; RT-PCR
yontemiyle Beclin-1, SQSTM1, LC3, HIF-1a, iNOS, MasR ve SERCAZ2a gen ekspresyonlari;
histopatolojik degerlendirmeleri, Kaspaz-3 ve ICAM-1’in immunohistokimyasal skorlamalari
analiz edildi.

Doksorubusin tedavisi sirasinda istahta azalma ve kusma gibi yan etkiler nedeniyle

vucut agirhginda azalma meydana gelebilir (von Hoff vd., 1979; Shaker vd., 2018).
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Doksorubusin uygulamasi sonrasinda kardiyotoksik bulgularla dogru orantili olarak si¢an
agirhiklarinda azalma oldugu gosterilmistir (Garcia-Fernandez vd. 2011; Y. Zhang vd. 2021).
Doksorubisinle induklenen kardiyotoksisite modellerinde sican vucut agirhigina paralel olarak

kalp agirliginda da azalma meydana gelmistir (Bertinchant vd., 2003; Zare vd., 2019).

Yapilan tez c¢alismasinda kontrol grubuna kiyasla doksorubusin uygulanan grupta
literatlre benzer sekilde ortalama sigan agirliklari % 25 oraninda azaldi ve IGF-1 tedavisinin
uygulanmasi bu orani arttirdi. IGF-1’in protein, lipid ve karbonhidrat metabolizmasinda
anabolik etkilerinin oldugu ve buyimeyi destekledigi bildiriimistir (Le Roith vd., 2001). Sadece
IGF-1 uygulanan grup agirlik ortalamalari kontrol grubuyla benzerlik goésterdi. Bu nedenle ip
yolla IGF-1 uygulamasinin vicut agirhgr Gzerinde anlamli bir degisime neden olmadi§i ve

kilo kaybini 6nledigi sodylenebilir.

Doksorubusine bagh kardiyotoksitede kan basinci degisikligi ve aritmi gibi
semptomatik belirtilerin yani sira kardiyomiyopati ve sol ventrikul fonksiyon baskilanmasi gibi
ciddi etkiler de gorulebilir (Maciej Serda vd. 2004; Minotti vd. 2004). Weinstein ve ark. yaptigi
calismada tek doz ip 20 mg/kg doksorubusin uygulamasi sol ventrikil kasilma fraksiyonunda
ve kardiyak atim hizinda belirgin degisiklik gostermistir (Abuosa vd., 2018) Bu nedenle kalp
atim hizi ve kan basincinin dlgcimi toksisite modelinin degerlendiriimesinde yardimci

parametlerdir.

IGF-1 uygulamasinin akut ve kronik dénemde kardiyovaskiler sistem Uzerinde
kalsiyum gegisini arttirarak pozitif inotropik etki olusturdugu ve kardiyomiyositlerde apoptotik
hucre 6lumunl baskilayarak kardiyak fonksiyonlari iyilestirdigi bildirilmistir (Drogan vd. 2016).
Klinik arastirmalarla IGF-1’in iskemik kalp hastaligi olan bireylerde kan basincinini olumlu
yonde etkiledigi bildirilmistir (Anastasilakis vd., 2019; Haleagrahara, Chakravarthi, ve
Mathews 2011). Kardiyak hasar sonrasinda képekler Gzerinde yapilan ¢alismalarda 1GF-1
tedavisi kan basinci, kalp debisi ve atim hacminde %50 oraninda iyilesme gdstermistir
(Mahmoudabady vd., 2009; Pedersen vd. 2005). Kronik sol ventrikil hasarina karsi
si¢canlarda 4 hafta boyunca uygulanan IGF-1 tedavisinin sistemik vaskiler direnci azalttigi ve

kalp debisinde artma meydana getirdigi bildirilmistir (Liao vd., 2019).

Yaplilan tez ¢alismasinda kontrol grubuna gére doksorubusin uygulamasinin ortalama
kan basinci degerini azalttigi ve kalp atim hizini arttirdigi bulundu. Sadece IGF-1 verilen
grupta kalp atim hizi ve kan basinci parametrelerinde anlamh bir farklilk olusmadi ancak

miyokardit tedavisi olarak uygulanan IGF-1 bu parametreleri normal dizeye yaklastirdi. Bu
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nedenle IGF-1 uygulamasinin kalp atim hizi ve kan basinci Uzerinde olumsuz bir etki
gOstermedigi ve miyokardit tedavisinde IGF-1 uygulamasinin kardiyak hazari azaltabilecegi

gOsterildi.

Miyokardit hasarina bagli olarak miyositlerde meydana gelen nekroz sonucunda
kardiyak hasarin gostergesi olarak bilinen CK-MB ve Troponin-I benzeri enzimlerin seviyeleri
artar. Bu nedenle vyapillan tez c¢alismasinda doksorubusine bagli  hasarin
degerlendirimesinde kan serumu CK-MB ve CK-MB ve Troponin-l seviyeleri
degerlendiriimisti. CK-MB saglikli donemde kanda dusuk seviyede bulunan ve kalp
hasarinin akut déneminde belirgin sekilde bir artis gosteren izoenzimdir. Doksorubusinle
indUklenen toksisitede CK-MB seviyesinin yikseldigi bildiriimistir (Sangomla vd. 2018;
Songbo vd. 2019). Doksorubusin ile induklenen farkli kardiyotoksisite modellerinde Troponin-
| seviyelerinin asemptomatik donemde bile arttigi ve bu nedenle kardiyotoksitenin
belirlenmesinde énemli bir parametre oldugu belirtiimistir (Bertinchant vd. 2003; Shaker vd.
2018; Zilinyi vd. 2018). Kardiyak hasarin olusturuldugu cgesitli deneysel calismalarda artan
Troponin-l seviyesinin antioksidan kullanimi ile azaltilabilecedi gdsterilmistir (Atteya vd.,
2017; Savas Gul ve Aygun 2019).

IGF-1 uygulamasinin sican miyokardiyal iskemi hasarinda miyokardiyal enfarktus
boyutuyla birlikte CK-MB seviyesinde azalmaya neden oldugu bildirilmigtir (Liao vd., 2019).
Klinik arastirmalarda ise iskemik kalp hastaligi olan bireylerle kandaki IGF-1 ile CK-MB
seviyeleri arasinda ters orantili bir iliski oldugu gdsterilmistir (Anastasilakis vd. 2019;
Haleagrahara, Chakravarthi, ve Mathews 2011). Yapilan tez ¢calismasinda literattr ile uyumlu
olarak doksorubusin uygulamasinin CK-MB ve Troponin-| seviyelerinde artisa neden oldugu
bulundu. Bir antioksidan ajan olarak kabul edilen IGF-1 tedavisinin ise CK-MB ve Troponin-
| seviyelerinde azalma sonucunda iyilestirici etkisi gosterildi.

Miyokardit hasarinda immun sistem tarafindan kardiyak miyozin aracili makrofaj ve
lenfosit otoreaktivasyonu gerceklesir. Hedef organa makrofaj ve lenfositlerin ulasmasi
sonucunda IL-6, IL-1B8, TNF-a ve IFN-y gibi inflamatuvar sitokinlerin seviyesi artar ve es
zamanli olarak inflamasyon induklenir. Miyokarditin akut fazindan itibaren kalp dokusunda IL-
6, IL-18 ve TNF-a seviyelerinde belirgin artis goralur (Eriksson vd., 2003; Okura vd. 1997).
Doksorubusinle indiklenen deneysel miyokardit modellerinde TNF-a ve IL-6 basta olmak
Uzere inflamatuvar sitokin seviyelerinin arttiyi ve tedavide kullanilan melatonin, taurin,
katesin ve karvedilol gibi ajanlarin sitokin seviyesini azalttigi bildirilmistir (EI-Aziz vd., 2012;
Galano, Tan, ve Reiter 2013; Sari vd., 2011).
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Proinflamatuvar sitokinler tarafindan |GF direncinin uyariimasi apoptotik hcre
Olimundin indiklenmesinden timor hicrelerinde proliferasyonun inhibe edilmesine kadar
bircok hiicresel sureci uyarir. Ayni zamanda IGF-1 seviyesindeki degisikler de hicre igi ikincil
sinyal yolaklari aracilidiyla sitokin salinmini etkiler (O’Connor vd., 2008; Schillaci vd., 1998).
Bu nedenle immin sistemin elemanlari olan sitokinler ve IGF-1 arasinda bir homeostazin
oldugu soéylenebilir. Klinik bir arastirmada yanik tedavisinde IGF-1 uygulanan vakalarda C-
reaktif protein, a1-asit glikoprotein, TNF-a ve IL-1B seviyesinin azaldigi gosterilmigtir

(Jeschke, Barrow, ve Herndon 2000).

Yapilan tez galismasinda si¢gan kalp dokusunda doksorubusinle indiklenen miyokardit
hasarinda TNF-a ve IL-6 inflamatuvar sitokin seviyeleri anlamli bir sekilde artti. Miyokardit
tedavisinde uygulanan IGF-1 sitokin seviyelerinde anlamli bir azalmaya neden oldu. Sadece
IGF-1’in uygulanmasi sitokin seviyelerinde belirgin bir artis géstermedi. Bu nedenle IGF-1’in
miyokardit hasarina karsi anti-inflamatuvar etkinlik gésteren givenli bir farmakolojik ajan

oldugu soylenebilir.

Oksidatif hasar, oksidan ve antioksidan homeostazinin bozulmasi veya toplam
oksidan seviyelesinin artmasi sonucunda ortaya ¢ikarak lipid peroksidasyonu ve apoptotik
hicre o6limine neden olur. Reaktif oksijen tlrlerinin mitokondride Uretimi oksidan
seviyesindeki artisin en dnemli nedenlerinden biridir. Mitokondri bakimindan diger dokulara
kiyasla daha zengin olan kardiyomiyositler oksidatif hasara karsi kalp hucrelerinin
duyarhh@ini arttirir (Ozdemir vd., 2020; Sangomla vd., 2018; Songbo vd., 2019). Ancak doku
ve serum orneklerinde farkli tirde oksidan ve antioksidan bilesenlerinin bulunmasi oksidatif
hasarin degerlendiriimesini etkilemektedir. Bu nedenle toplam oksidan ve antioksidan
kapasitenin dokudan 6lgimuU ve oksidatif stres indeksinin tespit edilmesi 6nem tagimaktadir
(Cao ve Prior 1998).

Kardiyomiyositlerdeki doksorubusin hasari mekanizmalarindan biri topoizomeraz-II
enzim aktivitesinin inhibisyonuna bagh reaktif oksijen tirlerinin olusumudur (S. Zhang vd.
2012). Doksorubusinin NOS izoformlarini indirgeyerek ylksek seviyede NO olusturur. NO ise
super oksit anyonu ile reaksiyona girerek oksidan etkiye sahip peroksinitrit seviyesinde artisa
neden olur. Bunun sonucunda hicresel yapilar oksitlenerek miyokardiyal oksidatif hasar ve
apoptotik hicre dlimine neden olur. Yapilan bircok calismada doksorubisinle indiklenen
kardiyotoksisitenin patofizyolojisinde kalp dokusundaki oksidatif hasarin sorumlu oldugu ve
cesitli antioksidan ajanlarin tedavide kullanilabilecegi gosterilmistir (Adams vd., 1999;

Forstermann ve Sessa 2012; Igarashi vd., 1998).



37

IGF-1’in oksidatif hasar ile iliskisini arastiran ¢alismalar sonucunda beyin ve karaciger
dokularinda oksidatif hasari azalttigi, antioksidan enzim seviyelerini arttirdidi, NO
biyoyararlanimini ve mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir (Bailey-Downs vd.,
2012; Castilla-Cortazar vd. 2011). Yapilan tez calismasi kapsaminda doksorubusin
uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla TOS seviyesi ve OSI| degerinde anlaml bir artis
goruldi. TAS seviyesindeki anlamli azalma sonucunda oksidatif hasar desteklendi. Hasara
karsi IGF-1 tedavisi oksidatif hasarin iyilesmesini sagladi. Sadece IGF-1 verildiginde gorulen

artisin inflamasyon aracil oldugu ve hicresel stres nedeniyle olustugu disinaldu.

NOS néronal, endotelyal ve indiklenebilir olarak (sirasiyla nNOS, eNOS ve iNOS) 3
izoforma sahiptir. Ekspresyonlari sonrasinda eNOS endotelyal hiicreler ve trombositlerde
bulunurken iINOS vaskuler duz kas hucreleri, endotelyal hicreler, makrofajlar ve
kardiyomiyositlerde bulunur. iINOS hdcre igi dusuk kalsiyum seviyesinde dinlenim durumunda
bulunurken, inflamasyon ve oksidatif stres sonucunda uyarilir ve ekspresyonu artar
(Forstermann ve Sessa 2012; Schulz vd. 2005).

Doksorubusin ile indiklenen kardiyotoksik modellerde iINOS ekspresyonunun kalp
kasilma gucu ile ters orantili ve inflamasyonla dogru orantili bir iligkisi oldugu gésterilmistir.
Doksorubusin ile birlikte antioksidan ajan uygulandiginda ise iINOS ekspresyonunun azaldigi
bildirilmigtir (Okura vd. 1997). iINOS’un asin ekspresyonu miyokardiyumda inflamasyonla
birlikte kardiyak depresyona neden olurken kardiyak hasarin ileri evrelerinde iINOS'un agsiri
ekspresyonu ortadan kalkar (Busse, Fleming, ve Schini 1995; Jung vd. 2000; Schulz vd.
2005; Ungureanu-Longrois vd. 1995). Yapilan bazi ¢alismalar iINOS’un miyokard enfarktlsu
sonrasinda asiri ekspresyonunu ve 3 gin sonrasinda ekspresyonun hizla azaldigini
bildirmistir (Prabhu vd., 2000; Takimoto vd., 2000). Bu nedenle kardiyovaskiler hastaliklarda
iNOS hastahgin evresi, tespit edildigi doku ve diger faktorlere bagl olarak hasarin veya
tedavinin gostergesi olabilir. Yapilan tez calismasinda iINOS ekspresyonu Doksobusin
uygulanan gruplarda azaldi. Literatire dayanarak siddetli hasar sonrasinda ekspresyonun

hizli bir sekilde azaldidi s6ylenebilir.

HIF-1a oksijen seviyesinin azaldigi hipoksik kosullarda iskemi ve oksidatif hasara
karsi genlerin aktivasyonunu saglayan bir adaptasyon mekanizmasidir (Ciurea vd., 2013; Wu
vd., 2016). Yapilan arastirmalar yasa bagh olarak IGF-1 seviyesindeki azalmanin HIF-1a ile
ters orantili bir iligkisinin oldugunu bildirmigtir (Bailey-Downs vd., 2012). IGF-1 ekseninin
vazoproteksiyon ve kardiyoprotektif aktivite gostererek kardiyovaskuiler sistem (zerinde

yapisal ve fonksiyonel butinligld korudugu bilinmektedir. Etki mekanizmasina yoénelik
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hipotezlerden biri HIF-1a aracili VEGF ekspresyonunun dizenlenmesidir (Billemont vd.
2008). Yapilan arastirmalar HIF-1a aktivasyonunun hicre igi reaktif oksijen tirlerinde
azalmayi indikledigini gostermektedir (Movafagh, Crook, ve Vo 2015; R. Sun vd., 2019;
Zheng vd., 2017). HIF-1a'nin aktivasyonu, hucresel metabolizmayr mitokondriyal solunum
yerine glikolize yonlendirerek reaktif oksijen tirlerinin Uretimini azaltabilir (Wheaton ve
Chandel 2011). Buna karsi HIF-1a’nin inhibisyonu endoplazmik retikulum stresi aracili
yuksek reaktif oksijen turleri ile sonuglanabilir (Fu vd., 2015). Literature gére HIF-1a
ekspresyonundaki artisin kaspaz 3 aracili apoptotik hiicre d8limuni veya Beclin-1 aracili
otofaji ile hicre sagkalimini indUkleyebilecedi bu nedenle konunun netlik kazanmadigi
gorilmektedir (Guo 2017).

Yapilan tez calismasinda doksorubusin ve IGF-1’nin birlikte uygulanmasi HIF-1a
ekpresyonunda anlami seviyede artisa neden oldu. Oksidatif hasar ile antioksidan etkiye
sahip ajanin birlikte uygulanmasinin antioksidan savunma mekanizmasini tetikleyerek artisa
neden oldugu distnilmektedir. Doksorubusin toksisitesinin yani sira IGF-1 uygulamasinda
ve kalp dokusunda HIF-1a iliskisinin gosterilmesi bakimindan tez galismasi 6zgun degerini

korumaktadir.

Otofaji besin tiketimi, protein pargcalanmasi, organel dlzeyinde stres, hucresel
yaslanma gibi temel hiicresel sureglerde rol oynayarak hiicre 6limu veya sagkalimina neden
olur (De Duve ve Wattiaux 2003; Lum vd. 2005; Sahin ve Yildiz 2017). Otofaji reaktif oksijen
turlerinin Uretimine bagl oksidatif hasar ile iligkilidir. Yapilan ¢alismalar ¢ok sayida saglikli ve
Ozellikle tumoral hicrelerde hipoksi kaynakli otofajinin oldugunu bildirmistir (Rouschop vd.
2009; Rouschop ve Wouters 2009). Kardiyak dokuda ise HIF-1a aracili otofajinin hasarl
mitokondrinin ortadan kaldiriimasi ve reaktif oksijen turlerinin seviyelerinin azalmasinda rol
aldigi gosterilmistir (Guo 2017; H. Zhang vd., 2008). Ancak otofaji HIF-1a’dan bagimsiz
olarak mTOR yolagi aracilida gercekleserek aminoasit ve glikoz kisitlamasinin oldugu
durumlarda indiklenebilir (Mazure ve Pouysségur 2010). Sepsise bagl karidyak hasarda
Beclin-1 aracili otofajinin inflamasyonun ve fibrozun azalmasina katki saglayarak kardiyak
fonksiyonlari iyilestirdigi gdsterilmistir (Y. Sun vd., 2018).

Beclin-1, SQSTM1 ve LC3 otofajinin dizenlenmesinde ve tespitinde édnemli role sahip
anahtar belirteclerdir (Kandemir, lleriturk, ve Gur 2022). Beclin-1 seviyesindeki artisin
hipoksiye maruz kalan kardiyomiyositlerde otofajiye neden oldudu gdsteriimistir (Ma vd.
2012; Munasinghe vd. 2016). SQSTM1 otofaji aracili iglevsiz proteinlerin ortadan kaldiriimasi
ve DNA hasarinin belilenmesinde rol oynamaktadir (Mathew vd., 2009). Yapilan bir

arastirmada sepsis kaynakh kardiyak disfonksiyonun Beclin-1, SQSTM1 ve LC3
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seviyelerindeki artisa bagl oldugu bulunmustur. Bu hasara karsi uygulanan farmakolojik

ajanin ise otofajiyi azaltarak kardiyak fonksiyonlari iyilestirdigi bildirilmistir (Pi vd., 2021).

Yapilan tez c¢alismasinda doksorubusinle induklenen hasarda otofaji gen
ekspresyonlarinin arttigi ve uygulanan IGF-1 tedavisi sonrasinda Beclin-1, SQSTM1 ve LC3
ekspresyonlarinin azalarak kardiyak hasari iyilestirdigi goruldi. Doksorubusinle indiklenen
kardiyak hasar ile otofajinin iligkisi gosterildi. Ayrica IGF-1’in otofajiye karsi kullanilabilecek

terapdtik bir ajan oldugu gosterildi.

Kalp kasinin kasiimasi depolarizasyona bagl kalsiyum iyonlarinin hicre iginde
yogunlasmasi ve sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliminin uyariimasiyla iligkilidir.
Kalsiyum homeostazinin etki mekanizmasininda SERCA proteinleri yer almaktadir. SERCA
protein ailesinin en dnemli Uyeleri kardiyak miyositler ve iskelet kasinda eksprese olan
SERCAZ2a ve farkli dokularda ekspresyonu gerceklesen SERCA2bdir. SERCA2a sitozolden
sarkoplazmik retikuluma kalsiyum akisindan sorumludur ve kardiyak kontraktilite
regulasyonunu sagladigi icin terapétik hedefler arasinda yer almaktadir (Shareef, Anwer, ve
Poizat 2014).

Doksorubusinin kardiyotoksisitesi altinda yatan molekuler mekanizmaya yonelik
hipotezlerden biri oksidatif stres iligkili hicre ici kalsiyum seviyesidir. Doksorubusinin ana
metabolitlerinden biri olan doksorubisinolun iyon bagimli kanallarindan gegisi, ATP Uretimini
ve kalsiyumun sarkoplazmik retikulum icine alimini 6nledigi bildirilmistir. Buna bagl olarak
kalsiyumun hdcre icinde seviye artisi kasilma mekanizmasini bozarak hicre 6lumune neden
olmaktadir (Jensen ve Marchant 2016). Doksorubusin hasarinda artan SERCAZ2a
ekspresyonunu azaltmak amaciyla terapotik ajanlar denenmektedir (Agustini vd., 2015;
Frank vd. 2003; Xian-mei, Wei-hua, ve Man-li 2003).

IGF-1’in hicre ici kalsiyum seviyesini arttirarak kontraktiliteyi olumlu yonde etkiledigi
ve kalp kasinda pozitif inotropik etki olusturdugu bildirilmistir (Abdellatif vd. 2022; Sowers
1997). Yaslanmayla indiklenen kardiyak kontraktil disfonksiyonunda IGF-1 tedavisi
SERCA2a ekspresyonunu azaltarak kardiyak hasarda iyilesmeye neden olmustur (Li vd,.
2007). Ayrica IFG-71’in kardiyak kasilma fonksiyonlari ve hicre igi kalsiyum duyarlliginda
seks hormonlarinin etkili olabilecegi gosterilmigtir (Ceylan-Isik, Li, ve Ren 2011). Yapilan tez
calismasinda literatir ile uyumlu olarak doksorubusin uygulamasinin SERCAZ2a
ekspresyonunu arttirdigr bulundu. Miyokardit hasarina karsi uygulanan IGF-1 tedavisinin
SERCAZ2a ekspresyonunu azaltmasina dayanarak kardiyak kontraktilite ve kalsiyum

seviyelerini olumlu yonde etkiledigi sOylenebilir.
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Doksorubisin ile indiklenen nefropati modelinde bobreklerde MasR ekspresyonunun
belirgin olarak azaldigi bildirilmistir (Rabinovich vd., 2018). Pregabalin ile indiklenen
kardiyak hasarda ise MasR ekspresyonunun azaldidi bildirilmigtir (Awwad vd. 2019). Ancak
tam aksine yapilan bir calismada kardiyak hasar durumunda MasR ekspresyonunun
superoksit dismutaz ve NOS seviyelerine paralel olarak arttirgi belirtiimistir (Wang vd., 2015).
Hasar durumunda ekspresyon artisini destekleyen farkli bir g¢alismada ise
kardiyomiyositlerinde MasR'nin asiri  ekspresyonunun hipertrofiye neden olabilecegi
belirtiimistir (Zhang vd. 2012). Yapilan tez calismasinda sadece doksorubusin veya IGF-1
uygulanmasi MasR ekspresyonunda artisa neden oldu. Doksorubusin ile IGF-1 birlikte
uygulandiginda ekspresyon artisinin devam ettigi gortldd. Doksorubusin ile indiklenen
miyokardit modelinde MasR seviyesinin arttigi sdylenebilir. Ancak MasR yolag: iligkili farkli
parametrelerin bakilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Doksorubusinle induklenen kardiyotoksisite modellerinde yapilan histopatolojik
degerlendirmelerde kardiyomiyositlerde karyoreksis ve karyolizis gibi dejeneratif degisiklikler,
miyokardiyal kan damarlarinda konjesyon, intermiyokardiyal vakuolizasyon ve &dem,
parcalanmis miyofibriller, kardiyomiyosit nekrozu ve kardiyomiyopati skorlarinda artma
goruldiagu bildirilmistir (Demir 2004; Barig 2021; Goéren 2021). Yapilan tez calismasinda
kontrol ve IGF-1 gruplarinda kalp dokularinin normal histolojik goérinime sahip oldugu
goruldi. Doksorubusin uygulamasinin kalp dokusunda siddetli ddem, mikrohemoraji ve hicre
infiltrasyonuna bagh olarak hasara neden oldugu saptanmasiyla hasar modelinin
olusturuldugu dogrulandi. Doksorubusin ile IGF-1 birlikte uygulandiginda ise mikroskobik
bulgularda belirgin iyilesme ve histopatolojik skorlarda azalma oldugu belirlendi.
Histopatolojik degerlendirme sonuglarina dayanarak, doksorubusin hasarina karsi IGF-1
uygulamasinin iyilestirici etkisinin oldugu saptandi.

Kaspaz-3 miyokardiyal apoptotik hicre oliminde 6nemli bir role sahiptir. Yapilan
deneysel doksorubisin hasar modellerinde reaktif oksijen tirlerinin Uretimi sonucunda
kaspaz-3 aracili apoptotik hicre élimuninin indiklendigi goésterilmistir (Angsutararux vd
2015). Kardiyak hasarda kaspaz-3 inhibisyonunun ise doksorubusin ile indiklenen apoptotik
hicre 6limuane karsi koruma sagladigi bildirilmistir (Negoro vd., 2001). ICAM-1 (intrasellUler
adezyon molekilu-1) endotel hlcresi, monositler, lenfositler ve Iokositler gibi hicrelerin
membraninda bulunan bir transmembran glikoprotein olup inflamatuvar ve immun hicrelerin
aktivasyonu ile |6kositlerin migrasyonunda énemli bir role sahiptir. Yapilan c¢alismalarda
kardiyak hasar sonrasinda ICAM-1 ekspresyonunun arttigi gésterilmistir (Aziz vd. 2020; Hadi
vd. 2012; Yousif vd.,f 2011). Yapilan tez ¢alismasinda doksorubusin uygulamasi miyokardiyal
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hicrelerde Kaspaz-3 ve ICAM-1’in immunohistokimyasal skorlarinda belirgin bir artisa neden
oldu. Doksorubusin ile IGF-1 birlikte uygulandidinda ise skorlarda belirgin bir azalma
meydana geldi. Bu sonuglar dogrultusunda IGF-1’in doksorubisin ile indiklenen kalp

hasarinda anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik etkisinin bulundugu sdylenebilir.
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6. SONUG

Doksorubusinle indiklenen miyokardit modelinde Wistar albino erkek siganlarin vicut
agirlinda azalma, ortalama kan basinci ve kalp atim hizinda artig gorildi. Doksorubusin kan
serumunda CK-MB ve Troponin-| seviyelerini, kalp dokusunda TNF-a ve IL-6 seviyelerini ve
TOS/TAS oranini arttirdi. Molekuler dizeyde Beclin-1, SQSTM1 ve LC3, SERCA2a, MasR
ve HIF-1a ekspresyonlarini indukleyerek kardiyak hasara neden oldu. Doksorubusin kaynakl
kardiyak hasar parametrelerinde IGF-1 tedavisi sonrasinda anlamli seviyede iyilesme
goruldi. Doksorubusin ile indiklenen miyokardit modelinde IGF-1’in MasR/SERCAZ2a sinyal
yolagi aracili otofajiyi inhibe ederek kardiyoprotektif etki sagladigi bulundu. Doksorubisin
uygulamasinin histopatolojik skorlarda artis gostererek doku hasarina neden oldugu ve IGF-
1 uygulamasinin bu skorlarda iyilesme sergileyerek olusan hasari azalttigi tespit edildi.
Yapilan tez galismasi kapsaminda IGF-1’in doksorubusin ile indiklenen sigan miyokardit
modelinde, inflamatuvar sureclerin diizenleme, oksidatif hasari azaltma, apoptotik hicre
Oluma ve otofajiyi inhibe etme mekanizmalariyla doksorubisin toksisitesini iyilestirebilecegi
sonucuna ulagildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, IGF-1’in kanser kemoterapisinde
doksorubusin toksisitesini azaltmak maksadiyla kombine olarak kullaniima potansiyeli

tasidigi degerlendirildi.
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