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ABSTRACT

Diclofenac (DF) is among non-steroidal anti-inflammatory drugs and in high doses it has toxic effects on various
tissues, including the heart. Chrysin (CRS) has many beneficial effects such as antioxidant and anti-apoptotic. In
the present study, the effects of CRS on DF-induced cardiotoxicity were investigated. For this purpose, after DF
and/or CRS treatments wete applied to Sprague Dawley rats, the markers of oxidative stress, endoplasmic
reticulum stress and apoptosis in heart tissues and serum CK-MB levels were analyzed. The data obtained
displayed that oxidative stress induced by DF was alleviated by triggering the expression of SOD, CAT and GPx
enzymes and increasing GSH levels after CRS administration, and a decrease in MDA levels occurred. It was also
determined that the expressions of ATF-6, PERK, IRE1 and GRP78, which are ER stress markers and induced
by DF, were downregulated after CRS treatment. Additionally, CRS suppressed Bax and Caspase-3 expressions
and increased Bcl-2 expression in connection with ER stress. Another finding of this study demonstrated that
CK-MB levels, which are an important indicator of heart damage, decreased after CRS administration. As a result,
CRS provided a significant protection against cardiotoxicity caused by DF.
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*kkk

Ratlarda Diklofenak ile Indiiklenen Kardiyotoksisite Uzerine Krisinin Etkilerinin Oksidatif Stres,
Endoplazmik Retikulum Stresi ve Apoptoz Belirtegleri ile Degerlendirilmesi

oz

Diklofenak (DF), steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar arasindadir ve yitksek dozlarda kalp dahil cesitli
dokularda toksik etkiler géstermektedir. Krisin (KRS) antioksidan ve anti-apoptotik gibi bir¢ok yarath etkiye
sahiptir. Sunulan ¢alismada DF ile indiiklenen kardiyotoksisite tizerine KRS nin etkileri aragtirdmistir. Bu amacla
Sprague Dawley ratlara DF ve/veya KRS uygulamalari yapildiktan sonra kalp dokularinda oksidatif stres,
endoplazmik retikulum stresi ve apoptoz belirtecleri ve serum CK-MB seviyeleri analiz edildi. Elde edilen veriler
DF ile indiklenen oksidatif stresin KRS uygulamasindan sonra SOD, CAT ve GPx enzimlerinin
ekspresyonlarinin tetiklenmesi ve GSH seviyelerinin artmast ile hafifledigini ve MDA seviyelerinde azalma
meydana geldigini gostermektedir. Ayrica ER stres belirtecleri olan ve DF’nin indiikledigi ATF-6, PERK, IRE1 ve
GRP78 ekspresyonlarinin KRS tedavisinden sonra asagi yonlii diizenlendigi belirlendi. ER stresi ile baglantili
olarak KRS’ nin Bax ve Kaspaz-3 ekspresyonlarint baskiladigi ve Bcl-2 ekspresyonunu arttirdigt da elde edilen
veriler arasindadir. Ayrica kalp hasarinin 6nemli bir gostergesi olan CK-MB seviyelerinin KRS uygulamasindan
sonra azaldigl gorilldi. Sonug olarak DF’nin neden oldugu kardiyotoksisiteye karst KRS nin 6énemli bir koruma
sagladig tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Diklofenak, endoplazmik retikulum stresi, kardiyotoksisite, krisin, oksidatif stres.
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GIRIS

Steroid olmayan anti-inflamatuar ilaclar (NSAID), agr
ve inflamasyonun kontroli i¢in bircok tlkede yaygin
olarak kullanidmaktadir (Alabi and Akomolafe, 2020;
Prince, 2018). ABD’de her yil yaklastk 70 milyon
NSAID’nin  regete edildigi bilinmektedir (Prince,
2018). Bunlarin normal terap6tik dozlarinin hafif yan
etki gOsterdigi ancak agir1 dozlarda ciddi toksisite
sergiledigi  bildirilmistir. NSAID’lerin  ¢ogu COX
enzimlerini (COX-1 ve COX-2) inhibe etmektedir.
COX-1 ve COX-2, gastrointestinal, renal ve
kardiyovaskiiler homeostazin korunmasinda S6nemli
bir rol oynayan arasidonik asidin eikosanoidlere
doéntsimini katalize ederler (Abdulmajeed et al.,
2015; Alabi and Akomolafe, 2020). Son yillarda, klinik
uygulamalarda NSAID’lerin kullaniminin  gtivenligi
sorgulanir hale gelmistir. Ote yandan kardiyovaskiiler
sonuglart degerlendirme kapasitesine sahip randomize
ve kontrolli caligmalarin  eksikligi  nedeniyle,
NSAID’lerin kullanimi ile kardiyovaskiiler riskte artisa
iliskin kanitlar yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte,
ileriye donik klinik caligmalarin ve meta-analizlerin
sonugclary, bu ilaglarin, artan miyokard enfarktlsi,
iskemik kalp hastaliklari, kalp yetmezligi ve arteriyel
hipertansiyon  riskini iceren Onemli olumsuz
kardiyovaskiler etkilere neden oldugunu
gostermektedir (Abdulmajeed et al., 2015).
Diklofenak (DF), fenil asetik asitten turetilen ve
#4’hidroksidiklofenak seklinde metabolize edilen secici
olmayan bir NSAID’dir (Prince, 2018). DF, anti-
inflamatuar, analjezik, antinosiseptif 6zelliklerinden
dolayt romatoid artrit ve agr1 tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.  DF’nin  terapotik  faydalarina
ragmen, kayda deger ciddi yan etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. ~ Bunlar  arasinda  gastrointestinal
toksisite ve akcigerler, kalp, karaciger ve bobrek
dokularinda meydana gelen hasar 6nemli bir yere
sahiptir (Abdulmajeed et al., 2015). DF kalp krizi ve
fel¢ riskini yaklastk %40 oraninda arttirmaktadir
(Ghosh et al, 2016). Yiksek dozlarda DF'nin
mitokondriyal transmembranda hasara neden olan
glutatyon konjugasyonunun azalmasina neden oldugu
bilinmektedir. Bunlar toksik metabolitleti olusturur ve
hticresel membranlarda peroksidatif hasara neden
olan antioksidan aktiviteyi azaltir ve bdylece nekroz
olusumuna ve ATP tretiminin azalmasina neden olur
(Prince, 2018). Bu nedenle dogal olarak olusan ve
antioksidan Ozelliklere sahip bilesiklerin kullaniminin
DF toksisitesine karst 6nemli koruma saglayacagi
diustntlmektedit.

Cesitli meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan
flavonoidler, farkli farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
bircok saglik sorununa karst etkin bir sekilde
kullanilmakta ve yeni aragtirmalar icin umut
vermektedir (Heriturk et al, 2021). Krisin (KRS),

yaygin olarak kullanilan ve bircok bitki 6zii, bal ve
propoliste bulunan flavonoid aile tyelerinden biridir
(Kucukler et al,, 2021). KRS nin antioksidan, anti-
inflamatuar, antikanser, antidiyabetik, antialerjik ve
antiapoptotik  6zellikleri  bircok ¢alismanin  odak
noktast olmus (Aksu et al., 2018; Taslimi et al., 2019;
Temel et al, 2020) ancak DF’nin neden oldugu
kardiyotoksisite tizerine etkileri aragtirilmamustir.
Sunulan c¢alismada DFnin kalp hasarina karsi
KRS’nin potansiyel koruyucu etkileri oksidatif stres,
endoplazmik retikulum stresi ve apoptozda rol
oynayan bazi  biyolojik  belirtecler  lizerinden
arastirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan hayvanlar ve etik kurul
onay1

Calismada 35 adet Sprague Dawley erkek rat
kullanidi.  Agirliklart 250-300 g olan  hayvanlarin
yaslart 12-14 hafta arasindayd:. Barindirildiklart ortam
sartlart 24 £ 1 °C sicaklik, %45 + %5 nem ve 12 saat
aydinlik/karanlik dongisiine sahipti. Ratlar standart
laboratuvar yemi ve musluk suyu ile ad libitum olarak
beslendiler. Calisma icin etik kurul onayr Atatiirk
Universitesi ~ Hayvan  Deneyleri ~ Yerel — Etik
Kurulu’ndan alinmistir (Onay no: 2021-10/248).

Deney tasarimi

DF ve KRS nin dozlart 6nceki ¢alismalar referans
alinarak belirlendi (Ileriturk et al., 2021; Prince, 2018).
Calismaya baglamadan 6nce hayvanlar her grupta 7
adet olacak sekilde 5 farklt gruba ayridd: ve 1 hafta
boyunca ortama adaptasyonlart saglandi. Gruplar ise
su sekilde tasarlands,

1. Grup (Kontrol); hayvanlara sadece 5 gin
intaperitoneal (i.p.) yoldan 0,5 ml serum fizyolojik
verildi.

2. Grup (KRS); hayvanlara 5 giin siire ile oral olarak
50 mg/kg/gtin dozunda KRS verildi.

3. Grup (DF); Hayvanlara kalp toksisitesi olusturmak
icin 4. ve 5. gunlerde 50 mg/kg/vicut agitligt i.p. DF
uygulandi.

4. Grup (DF + KRS 25 mg/kg); hayvanlara 5 glin ard
arda oral olarak 25 mg/kg/giin KRS verildi ayrica 4.
ve 5. gunlerde 50 mg/kg/vicut agithigt ip. DF
uyguland.

5. Grup (DF + KRS 50 mg/kg); hayvanlara 5 gin ard
arda oral olarak 50 mg/kg/giin KRS verildi ayrica 4.
ve 5. gunler 50 mg/kg/vicut agiligt ip. DF
uyguland:.

Deney sonunda hayvanlar hafif sevofloran anestezisi
alinda dekapite edilerek kalp dokulart ve kanlar
alindr.

Serumda CK-MB seviyelerinin belirlenmesi

Ratlardan alinan kanlar sart kapakli serum tiplerine
aktarildt ve 4000 rpm’de +4 °C santriftij edilerek
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serumlart ayrildi. Serumlarda Mindray Perfect Plus
400 cihazi vasitastyla CK-MB seviyeleri analiz edildi.

Kalp dokusunda lipid peroksidasyon derecesinin
belirlenmesi

Kalp dokusunda lipid peroksidasyon derecesi
malondialdehit (MDA) seviyelerinin  Slgimi  ile
belirlendi. Bunun i¢in ratlardan almnan kalp dokulart
stvi azot ile dondurulduktan sonra homojenizatérde
toz hale getirildi. Daha sonra dokular %1,15lik KCl
icerisinde homojenize edilerek +4 °C ve 3500 rpm’de
15 dakika boyunca santrifuj edildi. Elde edilen
stpernatantta lipit peroksidasyon (LPO) derecesi
MDA’ nin tiyobarbitiirik asit ile reaksiyonu sonucu
olusturdugu rengin 532 nm’deki absorbansinin
6lcumune dayanan metot ile analiz edildi (Placer et al.,

1966).

Kalp  dokusunda
belirlenmesi

Kalp dokusunda glutatyon (GSH) seviyelerinin analizi
icin homoijenatlar 10000 rpm’de 20 dakika boyunca
santrifiijlenerek siipernatantlar elde edildi. Daha sonra

glutatyon  seviyelerinin

Tablo 1. Primer dizilimleri
Table 1. Primer sequences

Sedlak and Lindsay (1968)’in yontemi kullanilarak
dokuda GSH seviyeleri analiz edildi.

Real-Time PCR analizleri

Toz hale getirilen kalp dokularindan 100 mg alinarak
steril ependorf tliplere aktarildi. Daha sonra QIAzol
Lysis Reagent (Qiagen, Cat: 793006, Germany)
kullanilarak treticinin verdigi talimatlar ile total RNA
izolasyonu yapidi. Elde edilen total RNA’larin
konsantrasyonlart NanoDrop cthazinda belitlendi ve
alinan sonuglara goére total RNA esitlemesi yapildi.
Total RNA’lardan c¢DNA sentezi High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kiti (Applied
Biosystems™ Cat: 4368814, USA) ile firmanin verdigi
talimatlara gére gerceklestirildi. cDNA’lar dizilimleri
Tablo 1’de sunulan genlerin mRNA transkript
seviyelerinin  belirlenmesinde  kullanildi.  RT-PCR
asamasinda SOD, KAT, GPx, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3,
ATF-6, PERK, IRE1 ve GRP78 genlerine ait
primerler, SYBR Green PCR Master Mix, RNaz free
water ve cDNA’lar ile mix hazirlandi. Sonrasinda
ROTOR-GENE Q (Qiagen, Germany) ile ¢ tekrarlt
olarak analiz islemi yapildi. [ | -aktin housekeeping gen
olarak kullanddi ve elde edilen CT degetlerinden
Livak and Schmittgen (2001)in 2—DeltaDeltaCT
metodu ile gbreli mRNA transkript seviyeleri
hesaplandh.

Gene Sequences (5-3%) Length (bp) Accession No

SOD F: AATGTGGCTGCTGGAAAGGA 171 NM_017050.1
R: GCTTCCAGCATTTCCAGTCT

KAT F: CTGAGAGAGTGGTACATGCA 130 NM_012520.2
R: AATCGGACGGCAATAGGAGT

GPx F: CAAGGTGCTGCTCATTGAGA 139 NM_030826.4
R: ATGTCCGAACTGATTGCACG

Bcl-2 F: GACTTTGCAGAGATGTCCAG 214 NM_016993.2
R: TCAGGTACTCAGTCATCCAC

Bax F: TTTCATCCAGGATCGAGCAG 154 NM_017059.2
R: AATCATCCTCTGCAGCTCCA

Kaspaz-3  F: ACTGGAATGTCAGCTCGCAA 270 NM_012922.2
R: GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA

ATF-6 F: TCAACTCAGCACGTTCCTGA 130 NM_001107196.1
R: GACCAGTGACAGGCTTCICT

PERK F: GATGCCGAGAATCATGGGAA 198 NM_031599.2

R: AGATTCGAGAAGGGACTCCA
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IRE1 F: GCAGTTCCAGTACATTGCCATTG 163 NM_001191926.1
R: CAGGTCTCTGTGAACAATGTTGA

GRP78 F: CATGCAGTTGTGACTGTACCAG 143 NM_013083.2
R: CTCTTATCCAGGCCATATGCAA

B-Aktin F: CAGCCTTCCTTCTTGGGTATG 360 NM_031144.3

R: AGCTCAGTAACAGTCCGCCT

SOD: Stperoksit dismutaz, KAT: Katalaz, GPx: Glutatyon peroksidaz, Bcl-2: B hiicreli lenfoma 2, Bax: Bcl-2 ile
iliskili X proteini, ATF-6: aktive edilmis transkripsiyon faktérii 6, PERK: cift sarmalli RNA ile aktive olan kinaz
(PKR) benzeri ER kinaz, IRE1: enzim 1 gerektiren inositol, GRP78: glukozla diizenlenen protein 78.

Istatistiksel Analizler

Kalp  dokularinda  gerceklestirilen  analizlerin
istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS programinda
yapidi. Deney gruplart arasinda istatistiksel farkin
olup olmadig One-way ANOVA ve Tukey’s post hoc
tests ile belirlendi. Sonuglar ortalamatstandart sapma
olarak sunuldu.

BULGULAR
Diklofenak ve krisin verilen ratlarin serum CK-
MB seviyeleri
Ratlara DF ve KRS verildikten sonra kalp hasarinin
belitlenmesi i¢in serumda CK-MB seviyeleri belirlendi

ve sonuclar Sekil 1’de sunuldu. Elde edilen verilere
gore DF  wverilen hayvanlarin  serum CK-MB
seviyelerinde kontrol grubuna gére artts meydana
geldigi goruldd  (p<<0.05). Bununla birlikte KRS
tedavisinin kalp hasarina karst koruma saglayarak CK-
MB seviyelerini DF grubuna gére 6nemli derecede
azalttit  belirlendi  (p<0.05). Ote yandan KRS
tedavisinin dozlari arasinda anlamh bir farkin olmadigt
tespit edildi.

CK-MB

300 1
250
200 A

S 150 1
100 A

50 -

o

(o
Mo

0 T
Kontrol KRS

DF DF+KRS DF+KRS
25 50

Sekil 1: Diklofenak ve krisin uygulamalari sonrasinda ratlarin serum CK-MB seviyeleri. Ttm veriler ortalama®SD
olarak ifade edildi (n=7). Sttunlardaki farklt harfler (a—c) gruplar aras: istatistiksel farklilig1 géstermektedir (p<<0.05).
(CK-MB: Kreatin kinaz-MB, DF: Diklofenak, KRS: Krisin)

Figure 1: Serum CK-MB levels of rats after diclofenac and chrysin administration. All data were expressed as
mean®SD (n=7). Different letters (a—c) on the columns show a statistical difference (p<0.05).

Diklofenak ve krisin verilen ratlarin kalp
dokularinda oksidatif stres durumu

DF ve KRS uygulamalarindan sonra kalp dokusunda
oksidatif stres durumunu belirlemek icin doku MDA
ve GSH seviyeleri ile SOD, KAT ve GPx
enzimlerinin mRINA transkript seviyeleri analiz edildi.
Sonuglar Sekil 2’de 6zetlenmistir. DF uygulamasinin
kalp dokusunda GSH seviyeleri ile SOD, KAT ve

GPx enzimlerinin mRNA transkript seviyelerini
onemli derecede azalttg belirlendi (p<0.05). Ayrica
MDA seviyelerinin DF grubunda kontrol grubuna
gore artis gosterdigi ve oksidatif strese neden oldugu
gorildi  (p<0.05). KRS tedavisinden sonra GSH
seviyelerinde artis oldugu (p<0.05) ancak dozlar
arasinda anlamli bir fark olusmadig: tespit edildi. KAT
ve GPx enzimlerinin mRNA transkript seviyelerinin
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ozellikle 50 mg/kg verilen grupta DF grubuna gére
arttigi belirlendi  (p<0.05). DF ve DF+KRS 25
gruplart arasinda SOD enziminin ekpresyon seviyeleri
anlamlt bir fark olusturmazken, KRSnin 50 mg/kg
uygulamasinin  SOD  ekspresyonunu  yukart yonli
dizenledigi  gorildi  (p<0.05). Ayrica MDA
seviyelerinin KRS tedavisi ile doz bagimli olarak
azaldigr (p<0.05) ve boylece DF ile tetiklenen
oksidatif stresin hafifledigi belitrlendi.
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Sekil 2: Diklofenak ve krisin uygulamalari sonrasinda ratlarin kalp dokularinda oksidatif stres durumu. Ttm veriler
ortalama®SD olarak ifade edildi (n=7). Stitunlardaki farklt harfler (a—d) gruplar arasi istatistiksel farkliligt
gostermektedir (p<0.05). (DF: Diklofenak, GSH: Glutatyon, GPx: Glutatyon peroksidaz, KAT: Katalaz, KRS:
Krisin, MDA: Malondialdehit, SOD: Stperoksit dismutaz)

Figure 2: Oxidative stress status in heart tissues of rats after diclofenac and chrysin administration. All data were
expressed as mean®SD (n=7). Different letters (a—d) on the columns show a statistical difference (p<0.05).

Diklofenak ve krisin verilen ratlarin kalp
dokularinda apoptoz durumu

Sekil 3’te verilen sonuglara gére DF verilen ratlarin
kalp dokularinda anti-apoptotik protein olan Bcl-2
ekspresyon seviyelerinin azaldigi, apoptotik belirtecler
olan Bax ve Kaspaz-3 ekspresyonlarinin ise yukari
yonlii diizenlendigi belirlendi (p<0.05). Ote yandan
50 mg/kg KRS tedavisinin Bcl-2 mRNA transkript
seviyelerini DF  grubuna gore arttirdigr goriildi

(p<0.05). 25 mg/kg KRS tedavisinin ise Bcl-2
ckspresyonunu etkilemedigi belirlendi. Ayrica Bax ve
Kaspaz-3 mRNA transkript seviyelerinin her iki
dozda da azaldigr tespit edildi (p<0.05). Kaspaz-3
ckspresyonu tzerinde dozlar arasinda anlamli bir
farkin olusmadigi da elde edilen veriler arasindadir.
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Sekil 3: Diklofenak ve krisin uygulamalari sonrasinda ratlarin kalp dokularinda apoptoz durumu. Ttm veriler
ortalama®SD olarak ifade edildi (n=7). Stitunlardaki farkli harfler (a—d) gruplar arasi istatistiksel farkliligi
gostermektedir (p<0.05). (Bax: Bcl-2 ile iligkili X proteini, Bcl-2: B hiicreli lenfoma 2, DF: Diklofenak, KRS: Krisin)
Figure 3: Apoptosis status in heart tissues of rats after diclofenac and chrysin administration. All data were
expressed as mean®SD (n=7). Different letters (a—d) on the columns show a statistical difference (p<0.05).

ratlarin  kalp
stres

krisin verilen
retikulum

Diklofenak ve
dokularinda  endoplazmik
durumu

Kalp dokusunda ER stresinin belirlenmesi i¢in ATT-
6, PERK, IRE-1 ve GRP78 genlerinin ekspresyon
seviyeleri RT-PCR analizi ile belirlendi. DF verilen
ratlarin kalp dokularinda ATF-6, PERK, IRE1 ve
GRP78 mRNA  transkript  seviyelerinin  artis
gostererek ER  stresine neden oldugu belirlendi
(p<0.05). ATF-6 ve GRP78 ckspresyonlarinin KRS
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tedavisinden sonra doz bagimli olarak azaldig
gorildi (p<0.05). IRE-1 ekspresyonunun disik doz
verilen KRS tedavisinde DF grubu ile fark
olusturmadigr ancak yiiksek doz verilen grupta 6nemli
derece azaldigi tespit edildi (p<0.05). PERK
ckspresyonunun ise DF grubuna gére hem disik
dozda hem de yiliksek dozda azaldigt (p<<0.05) ancak
dozlarin  kendi aralarinda  anlamh  bir fark
olusturmadigt géralda.
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Sekil 4: Diklofenak ve krisin uygulamalari sonrasinda ratlarin kalp dokularinda endoplazmik retikulum stres durumu.
Tim veriler ortalama®SD olarak ifade edildi (n=7). Stitunlardaki farkl harfler (a—d) gruplar aras: istatistiksel farkliligs
gostermektedir (p<<0.05). (ATF-6: aktive edilmis transkripsiyon faktéri 6, DF: Diklofenak, GRP78: glukozla
dizenlenen protein 78, IRE1: enzim 1 gerektiren inositol, KRS: Krisin, PERK: cift sarmalli RNA ile aktive olan
kinaz (PKR) benzeri ER kinaz)

Figure 4: Endoplasmic reticulum stress status in heart tissues of rats after diclofenac and chrysin administrations.
All data were expressed as meantSD (n=7). Different letters (a—d) on the columns show a statistical difference
(p<0.05).

TARTISMA

Bazt  calismalar, kardiyomiyositlerde COX-2’nin
inhibisyonunun, NSAID alan hastalarda kalp
yetmezligine katkida bulunabilecegini one
sirmektedit. Bunun nedeni kardiyomiyositlerde
COX-2nin segici olarak silinmesinin kalp debisini
baskilamast ve indiklenmis aritmojeneze duyarliligi
artirmasidir (Ghosh et al., 2016). Bir NSAID olan
DF’nin de yaygin kullanimi gz 6niine alindiginda DF
kaynakli kardiyotoksisite acil olarak ¢6ziilmesi gereken
saglik sorunlarindan biridir. Bu nedenle sunulan
calismada DFnin  kardiyotoksik —etkisi —izerine
KRS nin potansiyel etkileri arastirilmistir.

Diklofenak  kaynakli  toksisite = mekanizmasinin
mitokondriyal disfonksiyon ve artan oksidatif stresi
icerdigi bilinmektedir (Aycan et al., 2018). Oksidatif
stres hiicrelerde asit  miktarda  reaktif oksijen
tirlerinin - (ROT)  dretildigi durumlarda meydana
gelmektedir (Semis et al., 2021b) ve DF’nin in vivo
metabolizmasy, ROT’larin agirt dretimi  ile
iliskilendirilmistir. Bu da sonug olarak oksidatif stres,
genomik hasar ve hiicresel apoptoz ile Sliime neden
olur (Owumi et al., 2020). MDA, ¢oklu doymamis yag
asidi oksidasyonunun bir yan trinidir ve lipid
oksidasyonunun ve oksidatif stresin bir gostergesidir
(Kugiikler et al,, 2022). Sunulan c¢alismada DF’nin
kalp dokusunda oksidatif strese neden olarak MDA
seviyelerini arttirdigt diistiniilmektedir. Ote yandan
antioksidan 6zelligi ile bilinen KRS’nin DF kaynakl
ROT’larin stpiirilmesini saglayarak oksidatif stresi
hafiflettigi ve MDA seviyelerini azalttig1 gérildi.
SOD, KAT ve GPx gibi enzimatik ve GSH gibi
enzimatik olmayan antioksidanlar, oksidatif hasara
maruz kalan hicrelerin korunmasinda 6nemli bir rol
oynar (Eldutar et al, 2017). SOD superoksit
radikalinin hidrojen peroksite doénistirtilmesinden
sorumluyken, hiicreler icin oldukea toksik bir bilesik
olan hidrojen peroksit KAT ve GPx tarafindan su ve
molekiiler oksijene parcalanmaktadir. GSH  ise
oksidatif metabolizma sonucu meydana gelen serbest
radikalleri ~ baglayarak  okside forma (GSSG)
donismekte  ve  vicudu  oksidatif  hasardan
korumaktadir (Gur et al., 2021b). Ote yandan gesitli
toksik ajanlar antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
azalmaya neden olmaktadir (Adeyemi and Olayaki,

2018; Giur et al.; Gur et al., 20212; Kandemir et al.,
2017). Ayrica artan ROT’lar GSH’t GSSG formuna
dontstirerek GSH depolarinin  tiikenmesine sebep
olmaktadir (Aja et al., 2020; Radwan et al.,, 2018).
Tum bunlar bir araya gelerek oksidatif strese neden
olmakta ve canlt organizmalarda hayati rolleri bulunan
makromolekiillere hasar vererek dokularin islevlerinin
yitirilmesine yol agmaktadir (fleritiirk et al., 2021;
Kuzu et al, 2021; Yardim et al, 2021). Sunulan
calismada da DFnin SOD, KAT ve GPx
ekspresyonlarint baskiladigi ve muhtemel artan ROT
seviyelerine baglt olarak GSH depolarinin azaldigr ve
oksidatif stres meydana geldigi belirlendi. Ote yandan
KRS nin SOD, CAT ve GPx enzimlerinin gen
ekspresyonlarint tetikledigi ve ROT’larin
temizlenmesiyle GSH depolarinin yenilendigi goriildi.
Endoplazmik retikulum (ER) &karyotik hiicrelerde
hayati bir role sahiptir. ER’nin goérevleri arasinda
transmembran proteinlerin biyosentezi, proteinlerin
¢ boyutlu yapilarinin olusumu ve translasyon sonrast
modifikasyonlarinin yani sira kalsiyum homeostazi,
lipid ve steroid biyosentezi yer almaktadir(AL-Megrin
et al., 2020; Liu et al., 2015). Cesitli faktorler, ER'de
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesine neden olan endoplazmik retikulum stresi
adt verilen htcresel bir streci indiikler (Semis et al.,
2021c). ROT’larin da bu siregte 6nemli bir rol
tstlendigi bilinmektedir (Yardim et al, 2020). ER,
stres durumu meydana geldiginde, katlanmamusg
protein yanitt (UPR) olarak bilinen bir dizi sinyal
yolunun aktivasyonu ile bu stirece yamit vermektedir
(Jiang et al, 2009). Ik etapta UPR’nin meydana
gelmesi ile hiicrelerde normal fonksiyonlar geri
getirilmeye calisilir. Ancak UPR siirecindeki uzama
hticrelerde islev bozuklugu ile bitlikte apoptoza neden
olabilmektedir (Yardim et al., 2020). Memelilerde ER
transmembran protein sensotleri olan enzim 1
gerektiren inositol IRE1), ¢ift sarmalli RNA ile aktive
olan kinaz (PKR) benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive
edilmis transkripsiyon faktéri 6 (ATF6) UPR’ye eslik
etmekte ve ER stresinin 6nemli gOstergeleri olarak
kabul edilmektedir (Deng et al., 2016). GRP78 ise ER
tabanli bir saperon ve ER homeostazinin merkezi
dizenleyicisidir (Celik et al., 2020). DF’nin de ER
stresini  tetikledigine dair kanitlar bulunmaktadir
(Foufelle and Fromenty, 2016). Sunulan calismada
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DFnin kalp dokusunda muhtemelen ROT’larin
artisina bagli olarak ER homeostazini bozdugu ve
ATF-6, PERK, IRE1 ve GRP78 ekspresyonlarint
tetikleyerek UPR  yanitin1 aktive ettigi  belirlendi.
Apoptotik belirtecler de g6z 6ntine alindiginda kalp
dokusunda UPR yanitinin uzayarak apoptoza neden
oldugu da séylenebilir. Ote yandan KRS tedavisinin
kalp dokusunda ATF-6, PERK, IRE1 ve GRP78
ekspresyonlarint baskidadigi ve bdylece ER stresini
hafiflettigi gorildii. KRSnin bu etkisi apoptozun
baskilanmast ile bitlikte kalp dokusunu DF’nin hasar
verici etkisinden korudugunu distindirmektedir.
Apoptoz, doku homeostazint saglayan oksidatif hasar
dahil olmak tzere cesitli fizyolojik ve patolojik
uyaranlarin  yonlendirdigi normal bir hiicre 6lum
strecidir (Kandemir et al., 2018). Yiiksek derecelerde
meydana gelen apoptoz, cesitli patolojik durumlarin
temel nedenlerinden biri olarak degerlendirilmektedir
(Semis et al., 2021a). Ayrica biriken kanitlar oksidatif
stres ve apoptoz arasinda yakin bir iliskinin oldugunu
gostermektedir (Aja et al., 2020; Yesildag et al., 2021).
Aktif merkezlerinde sistein kalintilar1 bulunan ve
aspartata Ozgii olan kaspazlar apoptotik siirecin
merkezinde yer alan proteolitik  enzimlerdir.
Mitokondri tarafindan tretilen ROT’lar sitokrom ¢
salinimina ve bu da kaspaz-9 aktivasyonuna neden
olur. Kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptozun en 6nemli
gostergelerinden  biri  olan  kaspaz-3 etkin hale
gelmektedir (Semis et al., 2021c; Yardim et al., 2020).
Bcl-2  mitokondriyal dig membrana baglanarak
sitokrom ¢ saliimint engellemekte ve béylece anti-
apoptotik islev gostermektedir (Ansari et al., 2017).
Bax proteini ise biylime faktorlerini tiketerek
apoptozu desteklemektedir (Geng et al., 2015). Yakin
tarihli bir ¢alismada DF’nin kalp dokularinda kaspaz-3
protein ekspresyonunun alan %’sinde 6nemli bir
artisa ve bcl-2 protein ekspresyonunun alan %’sinde
o6nemli bir disiise neden oldugu bildirilmistir (Oda
and Derbalah, 2018). Sunulan calismada RT-PCR ile
analiz edilen Bax ve kaspaz-3 mRNA transkript
seviyelerinin DF verilen grupta 6nemli derecede artis
sergiledigi  belitlendi.  Ayrica  DFnin  Bcl-2
ckspresyonunu  baskilayarak ~ muhtemel  olarak
mitokondriden sitokrom ¢ ve kaspaz-3 gibi apoptotik
faktorlerin serbest birakilmasina ve béylece igsel bir
apoptoza sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan
KRS tedavisinin Bax ve kaspaz-3 ekspresyonlarint
baskiladigi Bcl-2 ekspresyonunu ise aktive ettigi
gorildi. Boylece KRS’nin apoptozun baskilanmasi
yoluyla DF kaynakli kardiyotoksisiteyi hafifletebilecegi
belirlendi. Cesitli toksik ajanlar tarafindan farkh
dokularda meydana getirilen toksisitelerde de KRS nin
anti-apoptotik etki gostererek dokulart  korudugu
bildirilmistir (Aksu et al., 2018; Celik et al., 2020;
Hanedan et al., 2018; Kandemir et al., 2020).

CK-MB, hiicre enerji metabolizmasinda hayati bir
role sahip olan ve akut kardiyak hasar icin kesin bir
belirte¢ olarak kabul edilen kreatin kinazin alt tipidir.

Bu biyobelirtecin serum dizeylerinin  yiikselmesi,
dejeneratif veya nekrotizan kardiyak miyositlerin
bozulmus hiicre membranindan sizmasina
baglanabilir (Oda and Derbalah, 2018). Onceki bir
calismada DF uygulamasinin CK-MB seviyelerinde
artisa neden oldugu bildirilmistir (Arafa et al., 2020).
Sunulan calismada da DF uygulamasi ile kardiyak
hasar meydana geldigi ve bdylece serum CK-MB
seviyelerinde artis oldugu diistiniilmektedir. Ote
yandan KRSnin kalp dokusunu DFnin yikict
etkisinden korudugu CK-MB’nin seruma saliniminin
azalmasindan anlasilmaktadir.

SONUC

Calismadan  elde edilen tim veriler birlikte
degerlendirildiginde DF’nin oksidatif strese neden
olarak zincirleme reaksiyonlarla ER stresine ve
akabinde apoptoza neden oldugu ve buna bagh olarak
ratlarin kalp dokularinda hasar meydana getirebilecegi
gorildd. Bununla birlikte KRS tedavisinin DF
kaynaklt oksidatif stresi hafifleterek ER stresine ve
apoptoza karst koruma saglayabilecegi ve boylece kalp
dokusunu  DFnin  toksik  etkilerine  karst
koruyabilecegi belitlendi.

Cikar Catismast: Yazarlar bu yazt igin gercek,
potansiyel veya algilanan ctkar catismasi olmadigini
beyan etmislerdir.

Yazarlarin Katki Orant: 'CG: %60, OK: %20,
FMK: %20

Etik Izin: 'Bu calisma ATAUNI HADYEK 10/248
numara ve 25.11.2021 tarih ile izin almistir.

2 Bu yazida sunulan veri, bilgi ve belgeler akademik ve
etik kurallar cercevesinde elde edilmistir.

Finansal Destek: Bu calismada herhangi bir finansal
destek alinmamustir.
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