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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen
kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim
bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢calismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agcilmasma iliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.
0 Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karart ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir. (¥

0 Enstitl / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime
ac1lmas1 mezuniyet tarihimden itibaren... ay ertelenmistir. (?

0 Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmisti
(Imza)

Ogrencinin Ad1 SOYADI

1“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin Y©onerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danigmaninin Onerisi ve enstitli anabilim dalmin uygun goriisii lizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu iki y1l siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamis ve internetten paylasiimast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgular: igeren tezler hakkinda tez danigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim
dalinin uygun goriisii izerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart

ile alt1 ay1 agmamak iizere tezin erigime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.
konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karart, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *.

Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢cercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar
ise, ilgili kurum ve kurulugun onerisi ile enstitli veya fakiiltenin uygun goriisii {izerine tiniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilirMadde 7.2. Gizlilik karar
verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar1 ¢ergevesinde muhafaza edilir,
gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin Onerisi ve enstitli anabilim dalinin uygun goriisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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OZET

Baris V.0. Empagliflozinin Sicanlarda Doksorubisin ile Olusturulan
Kardiyomiyopati Uzerine Etkisi Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisiit Fizyoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2021 Empagliflozin,
kardiyovaskdler oliimleri ve kalp yetersizligine bagli hastaneye yatiglar1 azaltan bir
SGLT-2 inhibitoriidiir. Bu c¢alismada, empagliflozinin doksorubisine bagl
kardiyotoksisiteye karst olasi koruyucu etkilerini degerlendirmeyi amagladik.
Diyabetik olmayan Sprague-Dawley siganlar bu c¢alismada rastgele dort gruba
ayrildi. Kontrol grubuna intraperitoneal (I.P.) ve orogastrik (O.G.) yol ile serum
fizyolojik (SF) (1 ml) wverildi, EMPA grubuna O.G. yol ile 10 mg/kg/gin
empagliflozin, I.P. olarak SF verildi, DOX grubuna IP yol ile kiimdlatif 18 mg / kg
viicut agirhigi / 6 giin doksorubisin, O.G. yol ile SF verildi. DOX + EMPA grubuna
14 giin boyunca ayn1 dozlarda doksorubisin ve empagliflozin uygulandi. 15. glinde
anestezi altinda ekokardiyografik ve -elektrokardiyografik incelemeler yapildi.
Biyokimyasal parametreleri degerlendirmek i¢in kan Ornekleri alindi ve
histopatolojik bulgular1 degerlendirmek icin kalp dokulari eksize edildi. DOX
grubunda kontrol grubuna goére sol ventrikil sistolik (P <0,05) ve diyastolik caplari
(P <0,01), QTc intervali (P <0,001), karyololiz ve karyoreksis oran1 (P <0,001) ve
infiltratif hiicre proliferasyonu (P <0,001) 6nemli 6lclide daha yiksek bulunurken sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu, fraksiyonel kisalmasi1 ve normal hiicre morfolojisi ise
daha diisiik (P <0,001) saptandi. DOX + EMPA grubunda; Dox grubuna goére sol
ventrikll diyastolik caplar1 (P <0,05) ve sistolik (P <0,01) ¢aplari, QTc intervali (P
<0,001), karyolizis ve karyoreksis oranlar1 (P <0,001) ve infiltratif hicre
proliferasyonu anlamli olarak daha distiktii (P <0,01); normal hiuicre morfolojisi ve
sol ventrikul ejeksiyon fraksiyonu DOX grubuna gére anlamli olarak daha yiiksekti
(P <0,001). Biyokimyasal sonuglar gruplar arasinda benzerdi. Sonug¢ olarak; bu
calisma empagliflozinin doksorubisine bagli olarak gelisen QTc uzamasimni, Sol
ventrikul dilatasyonunu, sol ventrikil sistolik fonksiyonun bozuklugunu, infiltratif
hiicre proliferasyonunu ve nekrozu énemli 6lgiide iyilestirdigini gostermistir. Mevcut
calismada elde edilen veriler, empagliflozinin koruyucu etkisinin, natritiretik veya
antioksidan etkilerden ¢ok mitokondriyal biyogenezdeki artis ve sarkoplazmik
retikulum dejenerasyonunun 6nlenmesinden kaynaklandigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Empagliflozin, Doksorubisin, Kardiyotoksisite

Destekleyen Kurumlar: Kardiyovaskiiler Akademi Dernegi
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ABSTRACT

Banis V.O. Empagliflozin’s Effect on Doxorubicin induced Cardiyomyopathy in
Rats Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Doctor of
Philosophy Thesis for Physiology, Ankara, 2021 Empagliflozin is an SGLT-2
inhibitor that reduces cardiovascular deaths and hospitalizations for heart failure. In
this study, we aimed to evaluate the possible protective effects of empagliflozin
against doxorubicin-induced cardiotoxicity. Non-diabetic Sprague-Dawley rats were
randomly divided into four groups in this study. Physiological saline (SF) (1 ml) was
given to the control group by intraperitoneal (1.P.) and orogastric (O.G.) routes, and
to the EMPA group empagliflozin 10 mg/kg/day by O.G. route, SF was given by I.P.
route. DOX group as a cumulative 18 mg / kg body weight / 6 days doxorubicin by
IP route, SF was given via O.G. route. Doxorubicin and empagliflozin were
administered at the same doses for 14 days to the DOX + EMPA group. On the 15th
day, echocardiographic and electrocardiographic examinations were performed under
anesthesia. Blood samples were taken to evaluate biochemical parameters and heart
tissues were excised to evaluate histopathological findings. Left ventricular systolic
(P <0.05) and diastolic diameters (P <0.01), QTc interval (P <0.001), karyololysis
and karyorexis ratio (P <0.001) and infiltrative cell proliferation (P < 0.01) in the
DOX group compared to the control group 0.001), while left ventricular ejection
fraction, fractional shortening and normal cell morphology were found to be lower (P
<0.001). In the DOX + EMPA group; Compared to the Dox group, left ventricular
diastolic diameters (P <0.05) and systolic (P <0.01) diameters, QTc interval (P
<0.001), karyolysis and karyorexis rates (P <0.001) and infiltrative cell proliferation
were significantly lower. (P < 0.01); normal cell morphology and left ventricular
ejection fraction were significantly higher than in the DOX group (P <0.001).
Biochemical results were similar between groups. As a result; This study showed that
empagliflozin significantly improved doxorubicin-induced QTc prolongation, left
ventricular dilatation, left wventricular systolic dysfunction, infiltrative cell
proliferation and necrosis. The data obtained in the current study indicate that the
protective effect of empagliflozin is due to the increase in mitochondrial biogenesis
and prevention of sarcoplasmic reticulum degeneration rather than natriuretic or
antioxidant effects.

Keywords: Empagliflozin, Doxorubicin, Cardiotoxicity

Supported by: Cardiovascular Academy Society
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1. GIRIS

Empagliflozin (EMPA); sodyum glikoz ko-transporter 2 (SGLT-2)
inhibisyonu ile renal proksimal tubdlislerden glikoz geri emilimini azaltarak
antidiyabetik etki gostermektedir (1). Antidiyabetik etkilerinin étesinde; EMPA-REG
OUTCOME klinik ¢alismasinda; diyabetik hastalarda plasebo ile karsilastirildiginda
tim nedenlere bagli 6limi, kardiyovaskiiler 6limii ve kalp yetersizligi nedenli
hastane yatiglarini azalttigi gosterilmistir (2). EMPA’nin kardiyovaskiiler mortaliteyi
azaltmadaki bu faydali etkisi henliz fizyopatolojik olarak tam ag¢iklanamamustir.
Klinik caligmalarda arteryel sertligi, kardiyak oksijen ihtiyacini, albuminiiriyi
azalttig1, hayvan calismalarinda ise sol ventrikiil fibrozis ve yeniden sekillenmeyi
gerilettigi, sol ventrikiil sistolik ve diyastolik fonksiyonlari tizerine olumlu etkileri
olduguna dair kanitlar mevcut olsa da bu ¢alismalar EMPA’nin kardiyomiyositler

uzerinde direk koruyucu etkisi olup olmadigin1 gosterememektedir (3-10).

Doksorubisin (Dox); klinik pratikte birgok hematolojik ve solid malignitelerin
tedavisinde etkili olan bir kemoterapotik ajandir (11-14). Dox; bu genis kullanim
alanlariin yaninda akut ve kronik kardiyotoksisite ile kalp yetersizligine yol
agcmaktadir (15, 16). Dolayisiyla Dox kardiyotoksisitesi uzun donemde kanser

tedavisinde 6nemli bir problem olusturmaktadir.

EMPA’nin Dox kardiyotoksisitesinde olumlu etkilerini gdsteren az sayida
caligma mevcuttur (17, 18). Fakat bu calismalarda elektrokardiyografik ve elektron

mikroskopi incelemeleri yapilmamaistir.

1.1. Hipotez ve Amag
H o=Empagliflozin, Dox kardiyomyopatisinde koruyucu degildir.
H 1 =Empagliflozin, Dox kardiyomyopatisinde koruyucudur.

Bu calismada kardiyovaskiler mortalite tzerine olumlu etkileri gosterilen
EMPA’nin Dox kardiyotoksisitesi iizerindeki 6nleyici etkilerini degerlendirmeyi ve

diger ¢alismalara ek olarak elektrokardiyografik ve elektron mikroskobik incelemeler



ile hem fizyopatolojik mekanizmalart hem de EMPA’nin kardiyomiyositler Gzerinde

direk etkisinin olup olmadigini arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kalp yetersizligi
2.1.1. Tanim

Kalp yetersizligi; kalp kasinda gelisen yapisal veya fonksiyonel bozukluklara bagh
olarak, kardiyak c¢ikisin diismesi veya intrakardiyak basinglarin artmasi sonucu
hastalarda dispne, egzersiz intoleransi, paroksismal noktiirnal dispne, ortopne, 6dem,
halsizlik gibi diisiik kardiyak ¢ikis ve konjesyonun yol agtigi semptomlar ile
seyreden bir klinik tablo olarak tanimlanmaktadir (19).

2.1.2. Etiyoloji

Kalp yetersizliginin etyolosinde iskemik kalp hastaligi, hipertansiyon, kalp
kapak hastaliklari, perikardiyal hastaliklar, aritmiler, kalittimsal kardiyomiyopatiler gibi
kardiyak hastaliklarin yaninda sistemik hastaliklar (tiroit hastaliklari, amiloidozis,

enfeksiyonlar) ve ilag intoksikasyonu gibi nedenler de yer almaktadir (19).

2.1.3. Tedavi

Diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetersizligi tedavisinde giincel kilavuzlar
anjiyotensin doniistiirticii enzim (ACE) inhibitdrlerini, anjiyotensin reseptor blokerlerini
(ARB), anjiyotensin reseptdr ve neprilizin inhibitorlerini (ARNI), beta blokerleri,
mineralokortikoid reseptor inhibitorlerini ve dilretikleri 6nermektedir (19). Normal
ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetersizligi tedavisinde semptomatik tedavinin 6tesinde heniiz

mortaliteyi onleyebilecek tedavi segenegi bulunmamaktadir (19).



2.2. Doksorubisin
2.2.1. Temel Molekuler ve Farmakolojik Ozellikleri

Doksorubisin  (Dox) ilk defa 1969 yilinda Streptomyces peucetius
bakterisinden izole edilerek kullanilan antrasiklin tlrevi bir kemoterapotik ajandir
(20). Molekiler yapisinda tetrasiklik halka iceren aglikonik seker pargacigi ve
birincil alkol ihtiva etmektedir (20). Major metaboliti doksorubisinoldur. Dox ve
doksorubisinol plazma proteinlerine baglanarak tasiirlar (21). Hicre igine pasif
difiizyon ile girer ve temelde hiicre ¢ekirdeginde birikme egilimindedir (21).
Dokulara penetrasyon yetenegi ¢ok yiiksektir, karaciger, kemik iligi ve beyaz kan
hicrelerinde de birikme egilimi gostermektedir fakat kan beyin bariyerini
gecememektedir (21). Temel olarak karacigerde metabolize olduktan sonra fekal yol

ile atilim1 ger¢eklesmektedir (21).

2.2.2. Endikasyonlari ve Antitiimér Etki Mekanizmalari

Dox; Birlesik Devlerler Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan en etkili
kemoteropatik ajanlar arasinda gosterilmektedir (22). Klinikte meme kanseri,

sarkom, lenfoma ve ldsemi gibi malignitelerin tedavisinde temel basamagi

olusturmaktadir (11-14).

Dox’ un temel antitimor etki mekanizmasi; topoizomeraz (TOPO) enzimleri
Uzerinden yaptigi DNA interkalasyonudur (23, 24). Memeli hicrelerinde temel
TOPO tird TOPO2’dir. TOPO2’nin alfa ve beta olmak (zere iki izozimi
tamimlanmistir. TOPO2 alfa sadece kanser hiicrelerinde ve prolifere olan hiicrelerde
bulunmaktadir ve hiicre siklusunda G1 ve G2 fazlarinda DNA replikasyonunda,
kromozom kondensasyonu-dekondensasyonunda, kardes kromatid ayriminda gorev
almaktadir (25). Kanser hiicrelerinde proliferasyon hizi yiiksek oldugu i¢in TOPO2
alfa expresyonu yuksektir ve Dox’ a duyarlidirlar. TOPO2 beta ise kardiyomiyositler
ve tlim hucrelerde mevcuttur ve transkripsiyonda gorev aldigi bilinmektedir (26, 27).
Dox, hticre boltinmesi sirasinda TOPO ve DNA kompleksi ile birleserek tiglii yapi

olusturmakta ve DNA tamirini onleyerek apopitotik yaniti baslatmaktadir (24).



Bunun yaninda; reaktif oksijen turlerinin (ROT) artis1, bu nedenle niikleer
ve mitokondiral DNA alkilasyonu, makromolekiil iiretiminin durdurulmast Dox’
un bilinen antitimor etkilerindendir (20, 28). Ayrica serbest oksijen radikallerinin
lipid peroksidasyonu ile Malondialdehit (MDA) diizeyini artirarak DNA hasarina
yol agmasi da Dox’ un 6ne sirilen antitumor etkilerindendir (29). P53 proteinin
DNA’ ya baglanmasindaki artis da diger genotoksik ajanlar gibi Dox’ un etkileri
arasindadir (30).

Bu temel etki mekanizmalarin yaninda Dox’ un spesifik antitimor etkileri de
gosterilmistir. Meme kanserinde Bcl-2 diizeyinde diisiis ve Bax diizeylerinde artis ile
apopitozun tetiklenmesi (31), mide kanserinde Dox’ un telomeraz enzim aktivitesini

baskilamasi spesifik etkilere 6rnektir (32).

2.2.3. Kardiyotoksisite Mekanizmalari

Dox; bu gucli etki mekanizmalar1 ve genis kullanim alanlarinin yaninda akut
ve kronik kardiyotoksisiteye yol agmaktadir (15, 16). Kanser nedeniyle Dox tedavisi
alan hastalarda akut veya kronik donemde yiiksek oranlarda kalp yetersizligi
gorulebilmektedir (33-35). Bu durum bir kronik hastaligin digeri ile degismesine,
mortalite ve morbidite artisina yol agmaktadir. Bu nedenle Dox’ un yol agtigi
kardiyotoksisite mekanizmalarimin  bilinmesi ve bunlara yonelik tedavi

algoritmalarinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (36).

ROS hasar1 Dox’ un Kardiyotoksisitesini a¢iklamak i¢in One siiriilen ilk
mekanizmadir. Bilindigi {izere kardiyomiyositler mitokondriden zengin fakat
antioksidanlardan fakirdir. Dolayisiyla Dox etkisi ile ROT yiksek miktarda
olusabilecegi ve kolay sekilde kardiyomiyosit hasarina yol agacagi diistinilmiistiir
(37-39). Selatorlerin de Haber-Weiss mekanizmasi ile ROS yapiminda azalma ile
kardiyoproteksiyonu sagladigi disiiniilmiistiir  (40). Fakat yeni c¢aligmalar ROS
toksisitesinin  Dox kardiyotoksisitesinde temel mekanizma olmadigini ortaya
koymaktadir (41, 42).



Dox kardiyotoksisitesinde; nukleer ve mitokondriyal TOPO2f inhibisyonu
temel mekanizma olarak kabul edilmektedir (43-45). Nitekim genetik olarak
TOPO2P yapisi degisitirilmis farelerde Dox kardiyotoksisitesinin olusturulamamasi
bu mekanizmay1 destekleyen en 6nemli verilerdendir (42). Ayrica dekstrazoksanin
selator etkisinden ziyade TOPO2B (zerinden kardiyotoksisiteyi onledigi
gosterilmistir  (46). Nitekim selator etkisi dekstrazoksandan daha kuvvetli olan
desferoksaminin Dox toksisitesini onleyememesi, deksrazoksanin bu koruyucu

etkisinin selator etki ile agiklanamayacagini gostermektedir (47).

Peroksizom proliferator-aktive reseptér gamma koaktivator 1-alpha (PGC-1a)
mitokondri kitlesinde, sayisinda ve fonksiyonunda artis olarak tanimlanan
mitokondriyal biyogenezde (48) gorev almaktadir ve Dox kardiyotoksisitesinde rol
alan ikinci ana yolaktir (45). PGC-la’nin baglica gorevleri; niikleer respiratuar
faktor 1 ve 2 nin regulasyonunu ile mitokondriyal oksidatif fosforilasyon igin gerekli
genlerin ekpresyonunu saglamak, peroksizom proliferator-aktive reseptor ekspresyon
regiilasyonu ile yag asidi oksidasyonunu artirmak, mitokondriyal transkripsiyon
faktor A aktivasyonunu artirarak mitokondriyal DNA transkripsiyon ve
replikasyonunun diizenlenmesi ile mitokondriyal biyogenezin saglanmasidir (49).
Dox’ un PGC-1a inhibisyonu yaparak mitokondriyal hasara yol actig1 bildirilmistir
(50). Bu durum elektron mikroskobisinde mitokondriyal dejenerasyon ve kristalizis
ile kendini gostermektedir (50, 51). Ayrica artmis PGC-la diizeylerinin DoXx
kardiyotoksisitesinden korudugu gosterilmistir (52, 53).

Dox, sarkoplazmik retikulumda; sarkoplazmik retikulum Ca™ ATP az
(SERCA\) aktivitesini baskilayarak, ryanodin aktivitesini artirarak sitozolik kalsiyum
artisina yol agmaktadir (54). Bu durum EKG’de kendini QT uzamasiyla gostermekle
beraber, Calpain, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 aktivasyonu ile apopitoza yol agmaktadir
(55, 56). Kalsiyum homeostazisindeki bu bozulma titin dejenerasyonu ve eksitasyon-
kontraksiyon eslesmesinde bozulma ile kardiyomyopatinin ilerlemesine de yol
acmaktadir (57).

Sonug olarak; giincel giiglii kanitlar Dox kardiyotoksisitesinin temelinde
TOPO2p ile PGCF-1a inhibisyonu ve sarkoplazmik retikulum hasarmin oldugunu
gostermektedir. Toksisitenin esas nedeni olarak ROT miktarlarindaki yiikselmeden



cok, TOPO2p ve PGC-1a inhbisyonu sonucu olusan dejenerasyona bagli oldugu ileri
strtilmektedir (58).

2.2.4. Kardiyotoksisite Tan1 ve Takibi

Antrasiklin kardiyotoksisitesi igin en spesifik ve en sensitif tan1 yontemi, sag
ventrikiilden yapilan endomiyokardiyal biyopsidir. Biyopsi bulgulari; Dox
kardiyotoksisitesinde  tipik  olarak;  miyofibriller  dejenerasyon,  miyosit
vakuolizasyonu, nikleus-kromatin disorganizasyonu ve kromatinin yerini soluk
filamanlara birakmasi1 gibi degisiklikleri gostermektedir (59). Invaziv olmast,
uygulama ve degerlendirmedeki zorluklar, 6zellikle cocuk hastalarda riskli olmasi ve
siklikla  sol ventrikiiliin  etkilendigi gorlisi nedeniyle giiniimiizde tercih

edilmemektedir ve yerini goriintiileme yontemlerine birakmistir (59).

Dox ve diger antrasiklinlerin olusturdugu kardiyotoksisite; ekokardiyografide
Olculen sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonunun %53’(n altina diismesi veya takiplerde
tedavi oncesi bazal degerine gore %10 oraninda azalmasi olarak tanimlanmaktadir
(60). iki boyutlu ekokardiyografinin klinik pratikte yaygm kullanilmasina karsin iig
boyutlu ekokardiyografinin antrasiklin kullanan hastalarin takibinde daha Qstin
oldugu gosterilmistir (61). Dolayisiyla glincel 6neriler mimkiinse bu hasta grubunun
takibinde ¢ boyutlu ekokardiyografinin kullanilmasi yonindedir (60). Ayrica iki
boyutlu ekokardiyografide sol ventrikil segment hareketlerinin tam olarak
goriilmedigi durumlarda kontrast ekokardiyografi Onerilitken, {i¢ boyutlu

ekokardiyografide buna gerek kalmamaktadir.

Mitral dolus orneklerinde doppler ekokardiyografi ile E ve A dalgalarinin
6lgilmesi ve bu dalgalarin oranlanmasi ile diastolik fonksiyonlar hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. Diyastolik fonksiyonlarin antrasiklin kardiyotoksisitesindeki
prognostik 6nemi heniiz bilinmemektedir. Fakat sol ventrikiil dolus basinglar
hakkinda onemli bilgiler verdiginden sistolik fonksiyonlar ile beraber

degerlendirilmesi 6nerilmektedir (60).



Iki boyutlu ekokardiyografi ile 6lgtlen sistolik performans parametreleri on
yik ve art yik bagimhdir ve kuglUk defektleri belirlemede yetersiz kalmaktadir.
Antrasiklin kardiyotoksisitesini klinik olarak asikar hale gelmeden 6nce taniyabilmek
icin miyokardiyal deformasyonun incelendigi bir¢ok eckokardiyografik c¢alisma
yaptlmis ve doppler temelli deformasyon yaklagimlarinin konvansiyonel
ekokardiyografiye gore subklinik hasari daha Onceden tespit ettigi gosterilmistir
(62). Myokardiyal sekil degisikliklerini inceleyerek sistolik fonksiyonlar hakkinda
daha ayrintili bilgi veren strain ekokardiyografide; global longitudinal strainde bazal
degerlere gore %15°1ik rolatif diisiisiin daha sonraki ejeksiyon fraksiyonu diisiisiinii
onceden tahmin edebildigi gosterilmistir (63). Bu konudaki glincel oneriler iki
boyutlu ekokardiyografi ile dlctlen global longitudinal strain takibinin sol ventrikdl
sistolik fonksiyon bozuklugunun erken tesbitinde faydali oldugu seklindedir (60).
Strain ekokardiyografinin olmamasi durumunda ise subklinik hasarmn tesbit
edilebilmesi i¢in M-Mode ile 6lgilen mitral aniiler hareket veya doku dopler ile

mitral antilis S’ dalgasinin 6l¢iilmesi dnerilmektedir.

Endomyokardiyal biyopsi ile antrasiklin toksisitesi tanisinin konulmasi,
ekokardiyografinin  yayginlasmadan Onceki tarihlerden beri sag ventrikiil
tutulumunun da antrasiklin kemoterapisinde goriildiigiini kanitlamaktadir. Sag
ventrikiil fraksiyonel alan degisimi (RV FAC) ve trikispit andler plan sistolik
hareketinin (TAPSE) antrasiklin kemoterapisi ile belirgin diistiigtinii gosteren kKuguk
capli klinik caligmalar mevcuttur (64). Fakat sag ventrikiil tutulumunun bu
hastalarda prognozu nasil etkileyecegini gosteren biiyiik ¢apli calismalar heniiz
mevcut degildir. Bu konudaki oOneriler bazal ekokardiyografide sag ventrikiil

6lgtimlerinin alinmas1 yénundedir (60).

Bilindigi gibi miyokardiyal hasar1 gostermede kardiyak troponinler altin
standart biyo belirteclerdir (65). Her kemoterapi seansi sonrasi ve tedavi sonrasi bir
aylik stirede bile kandaki seviyeleri yiiksek saptanabilmektedir  (66). Son
kilavuzlarda kalp yetersizligi tan1 ve takibinde ol¢limii Onerilen beyin natriiiretik
peptid (BNP) (19) duzeyleri antrasiklin alan hastalarda sol ventrikil sistolik ve

diyastolik fonksiyon bozuklugu ile iliskili saptanmamistir (67). Dolayisiyla yiiksek



serum troponin dizeyleri antrasiklin kardiyotoksisitesinde erken belirti olarak kabul

edilirken, BNP diizeylerinin heniiz prognostik 6nemi agiga kavugsmamstir (60)

Iki boyutlu ekokardiyografik tekniklerin gelisiminden &nce; multigated
radyonukleid anjiografi (MUGA) ile antrasiklin alan hastalarda ejeksiyon
fraksiyonunun Olgumi klinik kalp yetersizligi baslamadan once fikir vermesi
nedeniyle ¢ok kiymetliydi (68). Ayrica gozlemler ve gozlemciler arasi
varyasyonlarin  ekokardiyografiye goére ¢ok az olmast da MUGA’nin
ekokardiyografiye gore en blylk avantajidir (69). Fakat radyasyon maruziyetinin
fazlaligi, kapak ve sag ventrikiil fonksiyonlar1 hakkinda bilgi vermemesi bu tetkikin

en 6nemli dezavantajlaridir.

Kardiyak magnetik rezonans goruntileme (KMR) myokardiyal fibrozisi, sol
ve sag ventrikiil caplar1 ile ejeksiyon fraksiyonunu hesaplamada altin standart
yontemdir (70). Ulasilabilirliginin az olmasi bu teknigin en 6nemli kisitliligidir.
Dolayisiyla bu asamada KMR nin kullanimi ekokardiyografik olarak EF disiikligi

saptanmis ve kemoterapi biraktirilacak hastalar olarak sinirlanmistir (60).

2.2.5. Korunma ve Tedavisi

Hastanin alacagi kiimiilatif dozun miimkiin oldugu kadariyla azaltilmas1 Dox
kardiyotoksisitesinden korunmada Onerilen en etkili yontemdir  (58). Tumor
hiicrelerine spesifiteyi artiran lipozomal Dox formlarinin kardiyotoksisiteyi onledigi
heniiz gosterilememistir (71). Ayrica hayvan deneyi ¢alismalarda taurin, metformin,
fenitoin, dekstrazoksan gibi etki mekanizmasi farkli pek ¢ok ilacin Dox
kardiyotoksisitesinde olumlu koruyucu etkileri gosterilmistir (72-75). Fakat Klinik

uygulamaya su ana kadar dekstrazoksan gecebilmistir.

Dekstrazoksan; EDTA kokenli bir selator olup klinik g¢alismalarda Dox
kardiyotoksisitesinde olumlu sonuglar1 gosterilmistir (76, 77) ve FDA tarafindan
antrasiklin  kardiyotoksisite =~ korunmasinda onaylanan tek ilactir (78).

Dekstrazoksanin bu olumlu etkileri ilk basta demir selasyonuna baglanmissa da
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giincel kanitlar bu etkinin TOPO2B inhibisyonunu Onlemesi ile sagladigini
gOstermektedir (46).

Dox kardiyotoksisitesinde kalp yetersizligi gelistikten sonra giincel kilavuzlar
dekstrazoksanin yaninda kemoterapinin durdurulmasii, beta bloker ve ACE

inhibitdrlerinden olusan rutin kalp yetersizligi tedavilerini 6nermektedir (19).

2.3. Empagliflozin
2.3.1. Farmokokinetik ve Farmokodinamik Ozellikleri

Empagliflozin; biyoyararlanimi %78 olan aktif metaboliti olmayan bir
ajandir. Barsaklardan emiliminden 1,5 saat sonra maksimal etki seviyesine ulagir
(tmax=1.5 saat). Emilimi yiiksek kalorili ve yag icerikli besinler ile alindiginda
azalmaktadir. %86.2’si plazma proteinlerine bagl olarak taginirken, %36 s1
alyuvarlar araciligt ile tasinmaktadir. Temel olarak glukouronidasyon ile
konjugasyon ile metabolize edilir. %54.4 i idrar ile %41 i feges ile atilirken,

yarilanma omrii 12.4 saattir (79).

2.3.2. Antidiyabetik Etki Mekanizmasi

Baobreklerde glikoz geri emilimi; proksimal tibulislerde sodyum-glikoz ko
transporter (SGLT) ile sekonder aktif tasima ile gergeklesmektedir. Glikoz geri
emiliminin %90’1 proksimal tiibiiliislerin proksimal seegmentinde (S1) disiik
affiniteli, yuksek kapasiteli SGLT-2 tarafindan gergeklestirilmektedir  (80).
Proksimal tubultsun distal segmentleri (S2 ve S3) ile bagirsaklardan glikoz emilimi
ise temel olarak SGLT-1 ile ger¢eklesmektedir. Glikoz emiliminde goérev alan bu

tastyicilar1 hedefleyen molekiiller 6nceden beri diyabet tedavisinde arastirilmistir.

Florhizin, ilk kullanilan SGLT inhibitoridiir. SGLT-1 ve 2’yi non-selektif
olarak bloke etmektedir. SGLT-1 inhibisyonu nedeniyle glikoz-galaktoz

malabsorbsiyon sendromuna yol agmaktadir. Bu nedenle klinik kullanimi
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kisitlanmistir  (81). Empagliflozin (EMPA), Tip 2 Diyabetes Mellitus (DM)
tedavisinde kullanilan SGLT-2’nin en selektif inhibitéridur  (82). Proksimal
tibilusden SGLT-2 inhibisyonu ile glikoz emilimini inhibe ederek antidiyabetik
etkilerini gostermektedir (83).

2.3.3. Klinik Calismalari

EMPA’ nin antidiyabetik etkilerini inceleyen ilk faz 3 ¢alisma ‘Empagliflozin
monotherapy with sitagliptin as an active comparator in patients with type 2 diabetes:
a randomised, double-blind, placebo-controlled, phase 3 trial’ (EMPA REG MONO)
isimli galismadir (84). Bu galismaya dahil edilen katilimcilar plasebo, EMPA 10 mg,
EMPA 25 mg ve sitagliptin kollarina ayrilmistir. Bu ¢alismada EMPA,; 24 haftalik
takip slresinde plasebo ile karsilastirildiginda; HbAlc yi 10 mg dozunda %0,74; 25
mg dozunda ise %0,85 oraninda diisiirdiigii kanitlanmistir (84). Ayrica daha 6nceden
antidiyabetik etkileri kanitlanmig ve piyasada mevcut olan sitagliptin ile
karsilastirildiginda her iki EMPA dozunun da benzer etkinligi saptanmistir. Yan

etkiler agisindan karsilastirildiginda tm gruplar benzer olarak saptanmuistir.

Antidiyabetik tedavi se¢ceneklerinden insiilin ve metformin’in kalp yetersizligi
seyrinde biiylik etkileri olmamasina ragmen, tiazolodindionlarin 6dem ve kalp
yetersizligi riskini artirdiklar1 gosterilmistir  (85). Bu nedenle yeni antidiyabetik

ilaglarin kardiyovaskiiler agidan giivenli olmas1 gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

EMPA’nin  kardiyovaskiiler  giivenliligini  arastirmak i¢in  yapilan
‘Empagliflozin, Cardiovascular Outcomes, and Mortality in Type 2 Diabetes’
(EMPA-REG OUTCOME) isimli ¢alismada kardiyovaskiiler hastaliga sahip 7020
Tip 2 DM hastasi plasebo ve EMPA kollarina ayrilarak ortanca 3,2 yil boyunca takip
edilmistir (2). Calismanin birincil sonlanim noktasi kardiyovaskiiler 6liim, 6liimciil
olmayan myokard enfarktlsi ve 6lumcil olmayan inme kombinasyonu olarak kabul
edilmistir. Birincil sonlanim noktasinda EMPA grubunda %14 oraninda daha az
izlenirken, kardiyovaskiler 6limde %38, tiim nedenlere bagl 6liimde %32 ve kalp

yetersizligi nedeniyle hastaneye yatislarda %35 rolatif risk azalmasi saglamistir (2).
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Olumcil olmayan myokard enfarktiisii ve oliimciil olmayan inme agisindan
karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli fark izlenmemistir. Bu
kardiyovaskiiler yararlarinin patofizyolojik mekanizmasi hala tam agiklanamamis
olsa da EMPA’nin; arteryel sertligi, kardiyak oksijen ihtiyacin1 ve albuminiiriyi
azaltarak ve hastalar1 kardiyorenal sendromdan koruyarak bu olumlu etkileri
sagladig1 one siiriilmiistiir (3-6). Olimcil olmayan miyokard enfarktiisii ve inme
acisindan EMPA’nin plaseboya tistiin olmamast EMPA’nin bu olumlu etkilerinin
antidiyabetik ve dolayisiyla antiaterojenik etkilerinden bagimsiz oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica diyabet tedavisinde kullanilan birgok ajanin aterogenezi
onledigi halde kardiyovaskiiler mortaliteyi onleyemedigi zaten bilinmektedir (85).
Ayrica bu ¢aligmanin dizaynina bakildiginda populasyonun kardiyovaskdler
hastalig1 olan Tip 2 DM hastalarindan olustugu ve kalp yetersizligi hastalarinin
populasyonun ancak %210’unu temsil ettigi goriilmektedir. Bu ¢alismada EMPA’nin
ozellikle kalp yetersizligi nedeniyle yatis ve Olimii onledigi gbz Oniine alinirsa
yuksek riskli bireylerde EMPA’nin kalp yetersizligine gidisati engelleyerek klinik

fayda sagladigi sonucuna varilmaktadir (86).

EMPA’nin  ozellikle kalp yetersizligi hastalar1  Uzerindeki etkilerini
gosterebilmek icin Cardiovascular and Renal Outcomes with Empagliflozin in Heart
Failure EMPEROR- Reduced ¢alismasi yapilmistir (87). Tip 2 DM tanisi olan veya
olmayan kalp yetersizligi hastalarinin dahil edildigi bu calismada plasebo ile
karsilastirildiginda EMPA’nin kardiyovaskiler 6liim ve kalp yetersizligi nedeniyle
hastaneye yatiglari iceren birincil sonlanim noktasinda %25 risk azalmasi sagladig
gosterilmistir. Randomized Trial of Empagliflozin in Nondiabetic Patients With
Heart Failure and Reduced Ejection Fraction (EMPA- TROPISM) calismasinda da
diyabetik olmayan diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetersizligi hastalarinda EMPA’
nin plaseboya gore sol ventrikdl sistol ve diyastol sonu ¢aplari azalttig1, sol ventrikiil
ejeksiyon fraksiyonunu artirdigi ve 6 dakikalik yiirtime testinde egzersiz kapasitesini
artirdigr gosterilmistir (88). Fakat su ana kadar yapilan ¢aligmalarda EMPA’ nin sol

ventrikiil strain parametrelerine olumlu etkisi heniiz saptanmamistir (89).

Omar ve ark yaptigi diyabeti olan ve olmayan diisiik ejeksiyon fraksiyon (EF)
sahip kalp yetersizligi hastalarini igeren ¢alismada EMPA’ nin 12 haftalik takiplerde
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plaseboya gore pulmoner kapiller ug basinci azalttigr fakat kardiyak indekste olumlu

bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (90).

Diisiik EF’ li kalp yetersizligi hastalarinda etkisi kanitlanmasina ragmen
heniiz korunmus EF’ li kalp yetersizligi hastalarin1 dahil eden kapsamli ¢alisma
mevcut degildir. EMPA’nin korunmus EF’ 1i kalp yetersizligi hastalarindaki etkisini
aragtirmak i¢in °‘Evaluation of the effects of sodium-glucose co-transporter 2
inhibition with empagliflozin on morbidity and mortality in patients with chronic
heart failure and a preserved ejection fraction’ (EMPEROR-Preserved) calismasi

planlanmis olup, sonuglar1 2021 yilinda beklenmektedir (91).

Bu faz 3 c¢aligmalarinin yaninda gerg¢ek yasam verileri de EMPA basta olmak
Uzere SGLT-2 inhibitdrlerinin kalp yetersizligine bagh yatislart ve tiim nedenlere

bagli 6liimleri 6nledigini gostermektedir (92).

Biitiin bu klinik ¢alismalar basta EMPA olmak tizere SGLT-2 inhibitorlerinin
antihiperglisemik ve antiaterojenik etkilerinin 6tesinde kardiyoprotektif etkilerinin

olabilecegini gostermektedir.

2.3.4. Temel Bilim Calhismalar:

Erigkin insan miyosit hirelerinde SGLT-2 kanallarinin bulunmamasi SGLT-2
inhibitorlerinin bu olumlu kardiyovaskuler etkilerini bagka yolaklar {izerinden
yapabilecegini kuvvetle diisiindiirmektedir. EMPA’ nin kardiyovaskiiler olumlu
etkilerinin  fizyopatolojisini agiklayabilmek i¢in bircok laboratuar caligmasi
yapilmigtir. Baartscheer ve ark yaptigi ¢alismada EMPA’ nin SGLT inhibisyonu
haricinde kardiyak sodyum — hidrojen degistirici aktivitesini inhibe ederek sitozolik
sodyum ve Kkalsiyum miktarim1 azalttigini, mitokondriyal kalsiyum miktarini
artirdigini gostermistir (93). Sadece kardiyak sodyum — hidrojen degistirici pompa
aktivitesinin artisinin bile deneysel kalp yetersizligine yol actigi g6z oniine alinirsa
(94) EMPA’ nin antidiyabetik etkisinin oOtesinde kardiyoprotektif olabilecegi

ongoralebilir.
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Lee ve ark yaptigi streptozotosin ile olusturulan diyabet modelinde,
EMPA nin sodyum — hidrojen degistirici pompa inhibisyonuna ek olarak L tipi Ca *2
kanal aktivasyonunu, sodyum-kalsiyum degistirici pompa aktivitesini, SERCA2a ve
RYR2 protein ekspresyonunu artirirken ge¢ sodyum kanal aktivasyonunu ve RYR2-
pS2808 protein diizeyini azalttigini gosterilmistir  (95). Bu sayede EMPA’nin
aksiyon potansiyeli siiresini kisaltarak QT mesafesini kisaltabilecegi diistiniilmiistiir.
Ekibimiz tarafindan yapilan 6nceki ¢alismalarda EMPA’nin QT uzamasini onledigi

in vivo hayvan deneylerinde gésterilmistir (96).

Zhou ve ark yaptigi bir diger diyabetik sigan modelinde EMPA’nin
antihiperglisemik etki ile glikoz regule protein 78 diizeyini azaltarak endoplazmik
retikulum stresini onledigi, bu sayede Kaspaz 12 aktivitesini baskilayarak miyosit

apopitozisini 6nledigi gosterilmistir (97).

Yurista ve ark diyabetik olmayan siganlarda yaptigi miyokard infarktisi
modelinde; EMPA’nin infarkt alaninda etkili olmadigi, fakat intertisyel fibrozisi
azalttig, EF’yi yiikselttigi gosterilmistir (7). Infarkt alanimi azaltmadig: halde EF de
yiikselme keton cisimciklerinin artmast ve mitokondriyal PGCF-1a upregiilasyonu
sayesinde mitokondriyal biyogenezdeki artis ve non-infarkte miyokard alaninin daha

etkin enerji liretip kasilmasina baglanmistir (7).

Santos-Gallego ve ark non-diyabetik domuzlarda yaptig1 benzer bir ¢alismada
da EMPA’nin ilk basta infarkt alania etkisi olmadig1 halde takiplerde sol ventrikiil
sistolik ve diyastolik caplart ve voliimleri kiigiiltereck EF’de artis1 sagladigi
gorulmektedir  (10). EMPA’nin bu olumlu etkisi bu g¢alismada da total keton
cisimciklerinin artisi, PGCF-1la ve adenozin 5° monofosfat- aktive fosfat protein
kinaz (AMPK) upregiilasyonu ile mitokondriyal biyogenezdeki artis ve miyokardiyal
enerji kullanimindaki degisiklige dayandirilmistir (10).

Zhou ve ark yaptigi diyabetik sigan modelindeki ¢alismada da EMPA’nin
AMPK yolagi lizerinden mitokondriyal flizyonu 6nledigi histoloji ve akim sitometri

calismalarinda olarak gosterilmistir (98).
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Sonug olarak bu ¢aligmalarda; EMPA’nin SGLT-2 ve 1’den bagimsiz olarak
kardiyomiyositlerde iyon kanallarin1 etkiledigini, aksiyon potansiyeli ve QT
intervalini  kisaltigimmi; mitokondriyal biyogeneze katkida bulunarak kalp
yetersizligine gidisi Onledigini; ayrica kalp yetersizligi olusturulmus hayvan
modellerinde ise yetmezlikteki kalbin temel enerji deposu olarak kullandigi keton

cisimciklerini artirarak miyokard: destekledigi gosterilmistir.

2.3.5. Tedavi Endikasyonlar:

EMPA, Tip 2 diyabet tedavisinde Amerikan Diyabet Dernegi tarafindan
standart metformin tedavisine ek olarak onerilmektedir (99). Avrupa Kardiyoloji
Dernegi kilavuzlari ise, olumlu kardiyovaskiiler etkilerinden dolayi, EMPA’y1
kardiyovaskiiler hastaligi bulunan hastalarda Tip2 diyabet tedavisinde ilk segenek
olarak 6nermektedir (100). Ayrica EMPA, giincel kilavuzlarinda antidiabetik etkiden
bagimsiz olarak diabeti olan veya olmayan tim kalp yetersizligi hastalarina ilk

secenek tedavi olarak onerilmektedir (101).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda, Kobay A.S’den temin edilen 38 adet, 350-500 gr agirliginda
Sprague Dawley soyu erkek siganlar (20-25 hafta) kullanildi. Biitiin gruplardaki
siganlar standart yem ve smirsiz miktarda su ile beslendi. Tiim siganlar deneyler
siresince Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda, sicaklig
ve bagil nemi sabit, havalandirma kontrollii odada tutuldu. Deneysel ¢alismalar
Helsinki Deklarasyonu’na ve Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii tarafindan bildirilen
Laboratuvar Hayvanlarinin Kullanimina ve Bakimina Iliskin Rehber’e uygun olarak
gerceklestirildi. Bu aragtirma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yerel Etik Kurulu’nun 11.11.2019 tarih ve 2019/12 no’lu toplantisinda 2019/12-07
sayilt izni ile gergeklesmistir (Ek-1).

3.1. Deney Gruplari
Hayvanlar basit randominizasyon ile dort gruba ayrildi.

1) Kontrol grubu (n=10): Bu gruptaki siganlara 14 giin boyunca orogastrik
gavaj (0.G.) ile 1 ml %0,9’luk NaCl soliisyonu ve beraberinde 2., 4., 6.,
8., 10., 12. ve 14. gunlerde intraperitonal (I.P.) yoldan 1.5 ml %0,9’luk
NaCl soltsyonu verildi.

2) Empagliflozin grubu (n=10): Bu gruptaki siganlara 14 giin O.G. ile 1 ml
serum fizyolojik i¢inde ¢6zdiiriilmiis 10 mg/kg empagliflozin (Jardiance,
Beuhringer) soliisyonu yaninda 2., 4., 6., 8., 10., 12. ve 14. gunlerde 1.P.
yoldan 1.5 ml %0,9’luk NaCl soliisyonu verildi.

3) Doksorubisin grubu (n=9): Bu gruptaki si¢anlara 14 giin boyunca O.G.
ile Iml %0,9’luk NaCl soliisyonu yaninda deneyin 2., 4., 6., 8., 10., 12.
ve 14. gunlerde kumdlatif olarak I.P. 18 mg/kg viicut agirhg / 7 gin
olacak sekilde 1.5 ml’yi asmayacak sekilde doksorubisin hidroklorr

(Adriamisin, Deva) uygulandi.
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4) Doksorubisin+ Empagliflozin grubu (n=9): Bu gruptaki si¢anlara 14
gin O.G. ile 1 ml serum fizyolojik i¢inde ¢ozdirilmis 10 mg/kg
empagliflozin (Jardiance, Beuhringer) solisyonu yaninda deneyin 2., 4.,
6., 8., 10., 12. ve 14. ginlerde kimdulatif olarak i.p. 18 mg/kg viicut
agirh@ / 7 gun 1.5 ml yi asmayacak sekilde doksorubisin hidroklorr
(Adriamisin, Deva) uygulandi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Tiim islemler sirkadiyen degisiklikleri en aza indirmek amaciyla sabah 09.30-

10.00 arasinda gergeklestirildi.

Sekil 3.1. Orogastrik gavaj ile siganlara empagliflozin uygulanmasi
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Sekil 3.2. Intraperitoneal enjeksiyon ile siganlara doksorubisin uygulanmasi

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Siganlar 15. giin sabah saat 09.30-10.00 arasinda tekrar tartildiktan sonra
ketamin (90 mg/kg, i.p.) ve ksilazinle (10 mg/kg, i.p.) ile anestezi edildi. Anestezi
sonrast ilk once elektrokardiyografi (EKG) kayitlar1 alindi daha sonra
ekokardiyografik incelemeler yapildi. Karin bolgeleri orta hattan agilarak toraksa
ulasildi. Sol ventrikiilden kardiyak ponksiyonla kan o6rnekleri alindi (Sekil 3.3).
Hemen ardindan kalp dokusu ¢ikartilarak tartildi. Sol ventrikil apikal segmenti
cerrahi diseksiyon ile ayrilarak 1s1k mikroskobisi igin formaldehite ve elektron
mikroskobik (EM) inceleme igin glutaraldehit’e kondu. Kalan kalp dokular1 ise hizli
bir sekilde donmasi igin sivi azotta bekletildikten sonra biyokimyasal incelemeler

yapilana kadar -80 C’da saklandi.



19

Sekil 3.3. Kardiyak ponksiyon ile siganlardan kan 6rneklerinin toplanmasi

3.3. Elektrokardiyografik Kayitlar

Anestezi sonrasi siganlar pron pozisyonda sabitlendi. EKG kayitlar1 Biopac
MP36 (Biopac Systems, Goleta, CA, USA) veri toplama sistemi araciligi ile igne
elektrodlar kullanilarak D2 derivasyonundan ol¢tldu (Sekil 3.4). PR ve QT intervali,
QRS segmenti ve QRS voltaj amplitidi ile kalp hiz1 dl¢timleri yapildi. Diizeltilmis
QT mesafesi (QTc) Bazzet formiilii ile hesaplandi (QT / RR/?).

Sekil 3.4. igne elektrodlar kullanilarak D2 derivasyonundan EKG kayitlar1 alinip
Biopac MP36 (Biopac Systems, Goleta, CA, USA) veri toplama sistemi ile
degerlendirilmesi
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3.4. Ekokardiyografik Olgtimler

Pron pozisyonda sabitlenmis anestezi altindaki sicanlar EKG kayitlarindan
sonra ekokardiyografik degerlendirilmeye alindi. Portable Vivid E (General
Electronics) cihazi ve 10 s ekokardiyografi probu ile iki boyutlu ekokardiyografik
incelemeler yapildi (Sekil 3.5). Ekokardiyografik incelemede tiim siganlara kisa
eksende interventrikiiler septum ile arka duvar hareketlerini 6lgmeye olanak saglayan
M-Mode yéntemi ile sol ventrikll diyastol sonu ¢ap (SVDSC), sol ventrikil sistol
sonu ¢ap (SVSSC) dl¢iimleri yapildiktan sonra bu verileri kullanan Teicholz yontemi
ile sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonu (EF) ve fraksiyonel kisalma (FK) oranlar
hesaplandi1 (Sekil 3.6). Diyastolik fonksiyonlarin 6lgiimii i¢in; apikal dort bosluk
goriintiilerden mitral kapak dolus 6rneklerinden pulse doppler yontemi ile E ve A
dalga olgtimleri yapildi (Sekil 3.7). E/A oraninin 1’ den kii¢iik olmasi diyastolik
fonksiyon bozuklugu olarak kabul edildi.

Sekil 3.5. Portable Vivid E (General Electronics) cihazi ve 10 s ekokardiyografi
probu ile yapilan ekokardiyografik degerlendirmeler
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Sekil 3.6. M-Mode Ekokardiyografi ile kisa eksende sol ventrikiil diyastol sonu cap
(SVDSC), sol ventrikdl sistol sonu ¢ap (SVSSC) o6l¢timleri yapildiktan
sonra Teicholz yontemi ile sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonu (EF) ve
fraksiyonel kisalma (FK) oranlarinin hesaplanmasi
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Sekil 3.7. Apikal dort bosluk goriintiillerden mitral kapak diyastolik dolus
orneklerinden pulse dopler yontemi ile E ve A dalga olgiimleri yapilmasi
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3.5. Histolojik Degerlendirme
3.5.1. Isik Mikroskobu incelemesi

Diseksiyon sonrasinda kalp dokusu histolojik incelemeler i¢in %10 tamponlu
formalin icinde fikse edildi. Daha sonra parafine gomiildii. Histolojik olarak islenmis
doku, mikroskobik inceleme i¢in 5 mikron kesitlere ayrildi. Kesitler hematoksilin-
eozin ile boyandi. Her sican kalbinden en az on farkli numune alindi ve
degerlendirme i¢in en az 40x buyltme ile goriintiiler alindi. Hiicre ¢ekirdegindeki
kromatinin azalmis bazofilik boyanmasi karyolizis, fragmente olmus piknotik
¢ekirdek gorlinlimiinii karyoreksis olarak tanimlandi. Tum alanlardaki tim miyositler
cekirdeklerinin histolojik gortinime gore normal, karyoreksis veya karyolizis olarak
olarak ayrildi. Her bir deney hayvani i¢in toplam 13.072 kardiyomiyosit analiz edildi
ve ortalamasi alindi. Mikrograflar; Leica DM6000 mikroskobu (Westlar, Almanya)
ile alind1 ve ImageJ (1.8.0, NIH, ABD) ile analiz edildi.

3.5.2. Infiltratif Hiicre Sayim

Kalp dokusunda inflamasyon sonucu kandan myokarda gecen hicreler
(lenfosit, monosit, nétrofil) infiltratif hicre olarak belirlendi. TGm gruplar icin her
hayvandan 5 mikrografa (40x) ait tiim infiltratif hiicreler sayildi (72). Infitratif
hiicreler, Image J'nin Hiicre Sayici aract (NIH, ABD) kullanilarak sayildi.

3.5.3. Miyosit Kalinlik Ol¢iimii

Miyosit kalinlik veya ¢ap Ol¢iimii, rastgele segilen 10 hiicrede, tiim gruplar
icin her denekten en az 3 bolimiin 40x biyiitme oraninda gerceklestirildi (72).

Cekirdek alanindan gegen enine ¢izgi Image J (NIH, ABD) ile dlguldu.
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3.5.4. Elektron Mikroskobi incelemesi

Dokular 0,1 M fosfat tampon solusyonlu (pH: 7,4) %2,5’luk gluteraldehit
icinde 8 saat fiske edildi. Fiksasyon sonrasi 1 saat %1’ lik osmiyum tetraoksit i¢inde
bekletildi. Fiksasyon sonrasinda, doku 6rnekleri etanol 6rneklerinde (%50 ve %100)
yikand1 ve fikse edildi ve propilenoksid i¢inde durulandi. Sonrasinda, OSrnekler
Avraldite-Epon 812 (Catno: 13940, EMS, PA, USA) i¢ine konularak 70°C’de 48 saat
boyunca polimerize edildi. 1 pm kalinhgindaki kesitler ultramikrotom (Leica
RM2265, Germany) ile alindi. Azure 2 metilen mavisi karisimi orta incelikteki
ornekler icin kullanildi. 70-75 nm kalinligindaki ultra ince ornekler igin
ultramikrotom (LeicaUltracut R, Germany) kullanildi ve uranilasetathi sitrat ile
kontrast verildi. Elektron mikroskobu (JEOL-JEM 1400, Japan) ve kamera ile

(GatanInc., CA, USA) numunelerin goriintiileri alindi.

3.6. Biyokimyasal Incelemeler

Dox ile olusturulan kardiyotoksisitede; oksidan stres ve iskemik yolaklarin
degerlendirilmesi ve  EMPA’nin bu yolaklara etkisinin gosterilmesi amaciyla
biyokimyasal parametreler ¢alisildi. Oksidan stresin doku diizeyinde tespiti i¢in doku
oksidan ve malondialdehat seviyeleri, sistemik duzeyde tespiti icin serumda
paroksinaz-1, myelloperoksidaz, stperoksid dismutaz seviyeleri 6lctldi. Dox
kardiyotoksisitesinde iskemik yolaklarmn tespiti icin serumda iskemi modifiye
alblimin 6l¢limii yapildi. Olusan kardiyotoksisite ile ventrikiil geriminin ve sistemik
konjesyonun gostergesi olarak ve EMPA’nin etkilerinin natritiretik etkilerden olup

olmadigini aragtirmak i¢in serumda B tipi natriiiretik peptid 6l¢iimii yapildi.

3.6.1. Paraoksanaz-1, iskemi Modifiye Albumin, Myelloperoksidaz,
Superoksid Dismutaz Ol¢timleri

Kardiyak ponksiyon ile alinan kan, tuplere konulduktan sonra yaklasik 40

dakika bekletilme siiresi sonrasinda 3000 rpm ile 10 dakika santriftij edildi. Serum
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kismi pipet yardimiyla test tiiplerine alinarak -80 °C de analizler yapilana kadar
bekletildi. Paraoksanaz-1, iskemi modifiye albumin, myelloperoksidaz, superoksid
dismutaz dizeyleri Baran Medikal Laboratuvarlarinda RELASSAY uygulama Kiti
kullanilarak Mindray marka BS300 model tam otomatik biyokimya cihazi ile
kolorimetrik yontem ile 6lguld.

3.6.2. Beyin Natritretik Peptid Seviyeleri 6lcimu

Direk kardiyak ponksiyon ile alinan kan EDTA’li biyokimya tiipiline
konulduktan sonra beyin natritretik peptid (BNP) seviyeleri 6lcimi icin Baran
Medikal laboratuarina transfer edildi. BNP diizeyleri ELABSCIENCE marka ELISA

kiti ile fotometrik olarak olculd.

3.6.3. Doku Total Oksidan, Total Antioksidan, Malondialdehit Seviyeleri
ve Oksidatif Stres indeks Ol¢iimii

Total oksidan (TOS) ve Malondialdehit (MDA) seviyeleri 6lgimi igin -80°C’da
saklanan kalbin 1 gr’1 test tiipiine alind1. Uzerine deiyonize su iginde 140 mmol KCL
ile hazirlanan ¢alisma solusyonundan 9ml eklenerek homojenize edildi (Sekil 3.8).
3000 rpm de 5 dakika santriftj edildikten sonra RELASSAY uygulama Kiti
kullanilarak Mindray marka BS300 model tam otomatik biyokimya cihazi ile
kolorimetrik yontem ile dlgiilimler yapildi. TAS ve TOS 6l¢limii yapildiktan sonra
TOS (umol H20. equivalent/L) / TAS (umolTroloxequivalent/L) denklemi ile
oksidatif stres indeksi (OSI) hesapland: (102).
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Sekil 3.8. Dokularin homojenizasyonu

3.7 Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler. IBM® SPSS Statistics for Windows, (Version 20.0.
Armonk, NY: IBM Corp., 2011) ile yapildi. Deneyler sonucunda elde edilen veriler
normal dagilim agisindan Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gostermeyen parametrelerde gruplar arasi farkliliklar i¢in Kruskal-Wallis testi ile
degerlendirildi.  (Elektrokardiyografik  6lciimlerde; QRS  segment  siresi,
ekokardiyografik 6lgumlerde; SVDSC ve SVSSC, interventrikuler ve posterior duvar
kalinliklar1, biyokimyasal parametrelerde; TOS ve MPO seviyeleri). Normal dagilim
gosteren parametreler ANOVA ile test edildi (diger tim parametreler). Gruplar
arasinda anlamlilik olmasi durumunda alt gruplardaki ikili karsilastirmalar igin post-
hoc test olarak Tukey testi uygulandi. Normal dagilima uyan parametreler ortalama +
standart sapma (SS) normal dagilima uymayanlar ise ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik
(CAA) olarak verildi.

P<0,05 dizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.8. Etik Kurul izni
Bu arastirma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel

Etik Kurulu’nun 11.11.2019 tarih ve 2019/12 no’lu toplantisinda 2019/12-07 sayili
izni ile gerceklesmistir (Ek-1).
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4. BULGULAR
4.1. Elektrokardiyografik Olgumler

Elektrokardiyografik degerlendirmede kontrol ve EMPA grubunun PR (N:
47+3 msn) ve QT intervalinin, QRS segment (N: 26x1 msn) ve voltajinin, QTc¢’nin
(N: 7445) oOnceki literatir verileri ile uyumlu oldugu izlenmektedir (103).
Doksorubisin ile tedavi edilen grupta PR, QT ve QTc intervallerinde belirgin uzama,
QRS voltajinda ise belirgin amplitiid artis1 izlenmektedir (p<0.001). DOX+EMPA
grubunda ise doksorubisin ile indiiklenen QT ve QTc intervallerindeki uzamanin
belirgin sekilde onlendigi goriilmektedir (sirasiyla p<0.05 ve p<0.01) (Tablo 4.1,
Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Elektrokardiyografik bulgular

K (n:10) EMPA (n:10) DOX (n:9) DOX+EMPA (n:9)

PR interval (msn) 51,7£ 7,5 48,7 £5,2 65,2 + 3,57 59,9+ 8,8
Ortalama + SS

QRS segment (msn) 31,2 (4,0) 32,0 (2,0) 32,0 (10,5) 32,0 (7,00)
Ortalama + SS

QRS amplitad (mv) 178,0+37,9 181,6+258  416,2+129,5% 388,9+ 1238
Ortalama + SS

QT interval (msn) 77,2+11,13 78,2+142 1242 429,38 92, 7+20,1"
Ortalama + SS

Kalp hiz1 (atim/dk) 296,2+ 34,3 338,6+98,2 299,2+100,9 241,1+529
Ortalama + SS

QTc (msn) 1719+314 1809+275 2658+34,3* 1824+ 33,9°

Ortalama + SS

K: Kontrol grubu, EMPA: Empagliflozin grubu, DOX: doksorubisin grubu, DOX+EMPA:
Doksorubisin ve empagliflozin grubu, n: denek sayisi, SS: standart sapmaVeri analizinde; ANOVA ve
post-hoc Tukey testi kullanilmistir.

a: DOX vs K P <0,001; b: DOX +EMPA vs DOX P<0,05; c: DOX +EMPA vs DOX P <0,001
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Sekil 4.1. Gruplarin elektrokardiyografi kayitlar
a: Kontrol grubu, b: Empagliflozin grubu, ¢c;: DOX grubu, d: DOX + EMPA grubu.

4.2. Ekokardiyografik dlgumler

Gruplarin ekokardiyografik Ol¢timleri karsilastirildiginda kontrol ve EMPA
grubunun normal SVDSC ve SVSSC sahip oldugu ve EF ve FK yiizdelerinin normal
oldugu goriildii. Kontrol grubunda SVDSC ortanca 5,6 mm, SVSSC 2,9 mm; sol
ventrikul EF ortalama %74,9 ve FK ise ortalama %50,5 idi. (Tablo 4.2, Sekil 4.2).
EMPA grubunun ekokardiyografik bulgulart da normal sinirlardaydi ve kontrol
grubuna benzerdi (Tablo 4.2, Sekil 4.2).

DOX grubunda; SVDSC ortanca 7,1 mm; SVSSC ise ortanca 5,3 mm olarak
o6l¢iildii. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DOX grubunda sol ventrikul sistolik ve
diyastolik caplarinin belirgin olarak dilate oldugu saptandi (sirasiyla P<0.05 ve
P<0,01). Dolayisiyla DOX grubunda EF ve FK kontrol grubuna gore diisiik olarak
bulundu (her iki deger i¢in de P<0,001, Tablo 4.2, Sekil 4.2).

EMPA; Dox kaynakli kardiyotoksisiteyi ekokardiyografik parametrelerde
onemli 6lcglde 6nledi. DOX + EMPA grubunda, ortanca SVDSC 5,5 mm ve SVSSC
2,8 mm olarak hesaplandi, DOX grubuna gore diisiik saptandi (sirasiyla P <0,05 ve
P<0,01, Tablo 4.2, Sekil 4.2). Dolayisiyla DOX + EMPA'nin EF ve FK degerleri de
DOX grubuna gore yuksek bulundu (her iki deger i¢inde P <0,001 Tablo 4.2).

Dort grupta diyastolik interventrikiiler septum kalinliklar1 ve arka duvar
kalinliklar1 ile diyastolik mitral dolus 6rneklerinden alinan E/A dalga oranlar1 benzer

saptandi.
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Tablo 4.2. Ekokardiyografik bulgular

K (n:10) EMPA (n:10) DOX (n:9) DOX+EMPA
(n:9)

SVDSC (mm), 5,6 (1,03) 6,0 (0,9) 7,1(0,9)® 55(0,8)°
Ortanca (CAA)
SVSSC mm, 2,9 (0,63) 2,7(0,9) 5,3(0,9) ¢ 2,8(0,6)¢
Ortanca (CAA)
EF (%) 749+49 78,4+55 352+105¢ 745+55f
Ortalama + SS
IVS kalinhgi 1,2 (0,8) 1,1 (0,5) 1,7 (0,8) 1,7 (0,4)
(mm)
Ortanca (CAA)
Arka duvar 1,5(1,0) 1,5(1,0) 1,1(0,1) 1,2 (0,7)
kalinhgi (mm)
Ortanca (CAA)
FK 50,5%6,2 50,3+ 3,4 13,7+6,2¢ 454+ 7"
E/A oram 2,3 +0,6 1,9+0,5 2,8+1,5 2,1+0,4

Ortalama £ SS

K: Kontrol grubu, EMPA: Empagliflozin grubu, DOX: doksorubisin grubu, DOX+EMPA:
Doksorubisin ve empagliflozin grubu,

CAA: Ceyrekler arasi aralik, EF: Ejeksiyon fraksiyonu, E/A orani: Pulse doppler yontemi ile dlgiilen
mitral diyastolik dolus 6rneklerindeki E ve A dalgalarmin orani, FK: Fraksiyonel Kisalma, IVS:
interventrikiler septum, n: denek sayisi, SVDSC: Sol ventrikil diyastol sonu ¢ap, SVSSC: Sol
ventrikdl sistol sonu ¢ap, SS: standart sapma

Veri analizinde; SVDSC, SVSSC, IVS ve arka duvar kalinliklarina ait veriler Kruskal-Wallis, diger
parametrelerde ise ANOVA ve post-hoc Tukey testi kullanilmistir.

a: DOX vs K P<0.05; b: DOX +EMPA vs DOX P<0.05; ¢c: DOX vs Kontrol P<0.01
d: DOX +EMPA vs DOX P<0.01, e: DOX vs K P<0.001; f: DOX +EMPA vs DOX P<0.001
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Sekil 4.2. Ekokardiyografik incelemede sol ventriul kisa aks M-Mode gorunttler

1: Kontrol grubu, 2: Empagliflozin grubu, 3: Doksorubisin grubu, 4: Doksorubisin ve Empagliflozin
grubu

4.3. Histolojik bulgular
4.3.1. Kardiyomiyosit Kalinhig, Infiltratif ve Normal Hiicre Sayimlari

Dort grup arasinda kardiyak kiitle indeksleri benzer olarak saptandi.
Kardiyomiyosit hiicre ¢capt DOX grubunda kontrol grubuna gore kiguktu (P <0.001).
DOX + EMPA grubunda ise kardiyomiyosit ¢apinda azalma gézlenmedi, kontrol
grubu ile benzer biylklikteydi. DOX grubuna gére DOX + EMPA grubunda hiicre
cap1 bityiiktd (P<0,01).

Infiltratif hiicre sayim1 DOX grubunda, kontrol ve EMPA grubuna gére
yiiksek olarak saptandi (P <0,001). DOX + EMPA grubunda ise infiltratif hiicre
sayim1 DOX grubuna gore diisiikti (P <0,01).

Normal morfolojide c¢ekirdek iceren kardiyomiyosit hicre orant DOX
grubunda kontrol ve EMPA grubuna goére daha diistikt (P <0,001). DOX + EMPA
grubunda ise normal morfolojideki kardiyomiyosit hiicre orani DOX grubuna gore
daha fazlayd: (P <0,001).
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Karyolizis ve karyoreksis izlenen kardiyomiyosit oran1 ise DOX grubunda
kontrol ve EMPA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olarak
saptand1 (P <0,001). DOX + EMPA grubunda ise karyolizis ve karyoreksis izlenen
hiicre oran1 DOX grubuna gore daha azdi (P <0,001) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Histolojik bulgular

K (n=10) EMPA DOX DOX+EMPA
(n=10) (n=9) (n=9)
Kardiyak kitle indeksi
(mg/100 g vicut
agirhg) 280,99 £ 19,82 263,61 £ 39,79 276,84 + 18,84 268,88+ 32,55

Ortalama % SS

Kardiyomiyosit hiicre
biiyiikliigii (Lm) 16,45+ 1,43 15,28+ 1,28 9,66 +1,18% 12,81 +1,60¢
Ortalama £ SS

Infiltratif hiicre sayim
(say1/ inceleme alani) 31+14 26+1,1 11,2+ 1,42 79+29¢
Ortalama £ SS

Normal morfolojide

cekirdek iceren miyosit

oram (say1/ 100 0,954+ 0,039 0,987+0,008 0,452+0,0233 0,809+,026°¢
myosit)

Ortalama £ SS

Karyolizis gdsteren
hiicre orani (say1/ 100
miyosit)

Ortalama £ SS

0,015+ 0,012 0,003 +£0,004 0,255 +0,028%" 0,061 + 0,008

Karyoreksis gosteren

hiicre oram
L 0,030+ 0,027 0,012 +0,008 0,293 +0,025 % 0,130+0,021°¢
(say1/ 100 miyosit)

Ortalama + SS

K: Kontrol grubu, EMPA: Empagliflozin grubu, DOX: doksorubisin grubu, DOX+EMPA:
Doksorubisin ve empagliflozin grubu, n: denek sayisi, SS: standart sapma. Veri analizinde; ANOVA
ve post-hoc Tukey testi kullanilmigtir. a: DOX vs K: P <0,001, b: DOX vs EMPA P<0,001, c: DOX
vs DOX+EMPA P<0,001, d: DOX vs DOX+EMPA P<0,01
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4.3.2. Isik Mikroskobu Bulgulari

Kontrol grubunda; normal ¢izgilenmeler iginde, bir veya iki merkezi
yerlesimli ¢ekirdegi bulunan, dejeneratif degisiklik izlenmeyen, normal histolojik

yapili miyokard dokusu izlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Kontrol grubunun 151k mikroskobik goriintust

Siyah oklar diskus interkalarisi, sar1 oklar ise normal kardiyomiyosit hiicre ¢ekirdegini gostermektedir
(x63, hematoksilen eozin)

EMPA grubunda kardiyomiyosit hiicre yapisi kontrol gurubuna benzer olarak
izlenmis ve myofibril kaybi bu grupta izlenmemistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Empagliflozin grubunun 1sik mikroskobik goruntusi

Sar1 oklar normal kardiyomiyosit hiicre ¢ekirdegini gosterirken, siyah ok karyoreksis izlenen ¢ekirdegi
gostermektedir (x63, hematoksilen eozin)
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DOX grubunda ise kardiyomiyositlerde karyolizis, karyoreksis, piknozis ile
birlikte dejeneratif degisiklikler izlenmektedir (Sekil 4.5). Bu gruptaki bazi
kardiyomiyositlerde dejenerasyona yol agacak kadar onemli myofibriler kayip
izlenmektedir. Ayrica hiicresel 6demden dolay1 kardiyomiyositler aras1 bosluklarda
azalma izlenmektedir. Bu grupta perivaskiler alanda infiltratif hicre birikimi, aktif

fibroblast ve daha yogun bag dokusu elemanlari izlenmektedir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. DOX grubunun hematoksilen eozin boyama ile 151k mikroskobi goriintiisii

Sar1 oklar normal kardiyomiyosit hiicre ¢cekirdegini gosterirken, siyah ok piknozis izlenen, mavi ok ise
karyolizis izlenen ¢ekirdegi gostermektedir (63x blyutme)
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DOX + EMPA grubunda ise; DOX grubuna goére daha az dejenerasyonun
yaninda, 6dem, infiltratif hicre birikimi ve sitoplazmik dejenerasyonda belirgin
azalma izlenmektedir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. DOX + EMPA grubunun ile 1s1k mikroskobik goriintusu

Sar1 oklar normal kardiyomiyosit hiicre ¢ekirdegini gosterirken, beyazok piknozis izlenen, siyah ok ise
karyolizisi izlenen ¢ekirdegi gostermektedir (x63, hematoksilen eozin)

4.3.3. Elektron Mikroskobu Bulgulari

Kontrol grubunda; normal myokard yapisina ile uyumlu sekilde A ve I
bandlar1 Z diski ile hiicreler arasinda diskus interkalaris yapilar izlendi. Miyofibriller
arasinda bol miktarda ¢ift zar tabakali mitokondri ile bol miktarda sarkoplazmik
retikulum mevcuttu. Miyofibriller arasindaki terminal sisternalarda T tiibilleri
izlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kontrol grubunun elektron mikroskobi ile gorinima

Normal kardiyomiyosit yapisi, A ve 1 bantlari, Z g¢izgileri, bol miktarda normal mitokondri ve
sarkoplazmik retikulum
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EMPA grubunda kesite bagli 6dem izlenirken, normal miyofibriller yap1
mevcuttu (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. EMPA grubunun elektron mikroskobik incelenmesi

Kesite bagli 6dem, normal miyofibriler yap1

DOX grubunda ise; belirgin miyofibriler dejenerasyon nedeniyle miyositlerin
cizgilenmeleri kayboldugu icin A ve I bandi, Z diski izlenemedi. Mitokondri ve
sarkoplazmik retikulumlarda ileri dejenerasyon ve yikim oldugu, cift kath zar
yapisinin bozularak mitokondriyal kristalizis oldugu goriildii. Kardiyomiyositlerde
hidropik distansiyon ve miyofibril kayb1 izlendi. Miyosit ¢ekirdeklerinde karyoreksis
ve karyolizis izlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. DOX grubunun elektron mikroskobik goruntisu

Normal kardiyomiyosit yapisinin ve miyofibriler yapinin kaybi belirgin sekilde izlenmektedir. Ayrica
mitokondri ve sarkoplazmik retikulum yapilarinin azalmasinin yaninda var olan mitokondrilerde
kristalizis gdze ¢carpmaktadir.

DOX + EMPA grubunda; ¢ogunlukla normal miyofibriler ¢izgilenmelerin, A
ve | bandi ile Z disklerinin korundugu izlenirken distrofik degisikliklerin nadir
oldugu saptandi. Ayrica mitokondri sayisi normale yakin iken ¢ogunun saglam g¢ift
membranli oldugu az bir kisminda kristalizis oldugu gorildi. Kardiyomiyositlerde
nadir distrofik degisiklikler goriildii (Sekil 4.10).



39

Sekil 4.10. DOX + EMPA grubunun elektron mikroskobik goriintusu

Nadir distrofik degisikliklerin yaninda A ve I bandi ile Z g¢izgilerinin varligi ile normal myosit
cizgilenmeleri izlenmektedir. Normal yapida oldugu gibi bol miktarda mitokondri ile sarkoplazmik
retikulum izlenirken mitokondrilerin ¢ok az bir kisminda kristalizis mevcuttu.

4.4. Biyokimyasal Bulgular

TOS, OSI, MPO ve IMA dizeyleri dort grup arasinda benzerdi. SOD ve
Paraoksonaz 1 diizeyleri DOX grubunda diisiikk olarak saptanirken, DOX+EMPA
grubunda bu parametrelerde anlamli iyilesme olmadigi saptandi (Tablo 4.4). BNP

duzeyleri de tim gruplarda benzer seviyelerde izlendi.
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Tablo 4.4. Biyokimyasal bulgular

DOX+EMPA
K (n:10) EMPA (n:10) DOX (n:9)
(n:9)

TOS (umol/L)

21,72 (11,23) 23,51 (8,18) 22,13 (32,07) 23,68 (12,49)
Ortanca (CAA)
OSI (AU)

1,68 £ 0,50 1,83+0,42 2,07 £1,02 2,08 £0,77

Ortalama £ SS
Paroksonaz (U/L)

1052,00 + 108,03 1180,10 + 209,50 772,44 + 239,332 749,89 + 185,96 °
Ortalama + SS

IMA (AU)
0,51 +0,05 0,52 £0,10 0,56 £0,10 0,58 + 0,09
Ortalama £ SS
MPO (U/L)
111,92 (85,98) 64,63 (75,80) 182,43 (218,46) 247,99 (770,54)
Ortanca (CAA)
SOD (U/mL)

176,66 + 22,23 189,59 + 21,64 139,74 + 40,65°¢ 162,50 + 35,77
Ortalama + SS

BNP (pg/mL)

350,58 +97,42 302,76 £ 66,73 267,60 £ 113,10 260,01 + 12,65
Ortalama * SS

K: Kontrol grubu, EMPA: Empagliflozin grubu, DOX: Doksorubisin grubu, DOX+EMPA:
Doksorubisin ve empagliflozin grubu,

AU: arbitrary unit BNP: Beyin natritretik peptid, CAA: Ceyrekler arasi aralik, MPO:
Myelloperoksidaz, n: denek sayisi, OSI: Oksidatif stres indeks, SOD: Slperoksit dismutaz, TOS:
Total oksidan seviyesi,

Veri analizinde; TOS ve MPO ait veriler Kruskal-Wallis, diger parametrelerde ise ANOVA ve post-
hoc Tukey testi kullanilmistir.

a: DOX vs K P<0,05; b: DOX +EMPA vs K P<0,01; c: DOX VS EMPA P<0,05
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5. TARTISMA

Bu calismada empagliflozinin doksorubisin kardiyotoksisitesi Uzerindeki
etkileri arastirilmis ve empagliflozinin doksorubisin kardiyotoksisitesini belirgin
sekilde Onledigi gosterilmistir. Calismamizda Dox; elektrokardiyografik kayitlarda
QTc uzamasina, ekokardiyografik incelemede sol ventrikil sistol ve diyastol sonu
caplarda belirgin artisa, EF ve FK’ da belirgin diisiise; histolojik degerlendirmede ise
karyolizis, karyoreksis, infiltratif hiicre artisina, mitokondriyal ve sarkoplazmik
dejenerasyona, myofibriler dejenerasyona yol agtig1 gosterilmistir ve EMPA’nin bu

degisiklikleri belirgin derecede diizelttigi saptanmustir.

Dox en etkili kemoteropatik ajanlardan biri olup meme kanseri, sarkom,
lenfoma ve 16semi gibi malignitelerin tedavisinde temel basamagi olusturmaktadir
(11-14, 22). Dox giiglii etki mekanizmasi ve genis kullanim alanlarinin yaninda akut
ve kronik kardiyotoksisite (15, 16) nedeniyle kalp yetersizligine yol agmaktadir (33-
35). Bu durum mortalite ve morbidite artisina neden olmaktadir. Bu nedenle Dox
kardiyotoksisitesine yonelik tedavi gelistirilmesi onem arz etmektedir  (36).
EMPA’nin  klinik c¢aligmalarda kardiyovaskiiler faydasinin yaninda; hayvan
deneylerinde SGLT-2 inhibisyonundan bagimsiz olarak kardiyomiyositlerde iyon
kanallarim1 etkileyerek aksiyon potansiyeli ve QT intervalini kisalttigini; iskemik
kardiyomyopati modellerinde keton cisimciklerini artirarak ve mitokondriyal
biyogeneze katkida bulunarak kalp yetersizligine gidisi onledigini gosterilmistir (7,
10, 93, 95).

Calismamizda; EMPA’nin Dox kardiyotoksisitesine karsi belirgin koruyucu
oldugu elektrokardiyografik, ekokardiyografik ve histolojik olarak gésterilmistir. Bu

koruyucu etkisi birkag mekanizma ile agiklanabilir.

Dox kardiyotoksisitesinde; PGC-la yolaginin 6nemi bilinmektedir  (45).
PGC-1a mitokondriyal biyogenez ve metabolizmada gorev alan kilit proteinlerden
biridir. Baslica gorevleri; niikleer respiratuar faktor 1 ve 2 nin regiilasyonunu
saglayarak mitokondriyal oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli genlerin ekpresyonunu
saglamak, peroksizom proliferator-aktive reseptdr expresyon regiilasyonu ile yag

asidi oksidasyonunu artirmak, mitokondiriyal transkripsiyon faktér A aktivasyonunu
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artirarak mtDNA transkripsiyon ve replikasyonunun diizenlenmesi ile mitokondriyal
cogalmanin saglanmasidir (49). Dox’ un PGC-lo inhibisyonu yaparak
mitokondriyal hasara yol ac¢tig1 bildirilmistir (50). PGC-1a inhibisyonunda elektron
mikroskobik incelemede mitokondri sayisinda azalma, yapisinda bozulma ve
kristalizisin oldugu goriilmektedir (50, 51). Bizim ¢alismamizda da DOX grubunda
belirgin olarak izlenen mitokondriyal bozulma ve kristalizis gérulmesi de bu durum
ile iligkilidir. Artmis PGC-1a diizeylerinin ise Dox kardiyotoksisitesinden korudugu
bilinmektedir (52, 53).

Daha once yapilan iskemik kardiyomyopati hayvan deneylerinde EMPA nin
mitokondriyal PGC-1a diizeyini artirdigin1 ve bu sayede mitokondriyal biyogenezde
artig1 saglayarak mitokondrileri korudugu gosterilmistir (7, 10). PGC-1a dilizeyinin
arttig1 durumlarda mitokondri sayisinin ve hacminin arttigi bilinmektedir (104).
Nitekim ¢aligmamizdaki elektron mikroskopi bulgulari bu durumu desteklemektedir.
DOX grubunda belirgin olarak izlenen mitokondriyal bozulma ve kristalizis’in
DOX+EMPA grubunda yok denecek kadar az izlenmesi ve bu grupta
mitokondrilerin ¢ift zarli yapisin1 koruyabilmesi bu durumun en 6nemli histolojik
kanitidir. Sonu¢ olarak EMPA‘nin PGC-lo dizeyinde yikselme ile artmis
mitokondriyal biyogenez sayesinde Dox kardiyotoksisitesinden korudugu
sOylenebilir.

Dox’ un sarkoplazmik retikilima etkisi kardiyotoksisiteye yol agan bir bagka
ana yolaktir. Dox; sarkoplazmik retkilum dejenerasyonu yaninda SERCA aktivitesini
baskilayarak, Ryanodin aktivitesini artirarak sitozolik kalsiyum artisina yol
agmaktadir (54). Bu durum kendisini; Dox kardiyotoksisitesinin klinik dncesi evrede
bile EKG’de QT uzamasi ile gostermekdir (105). Bununla beraber sitozolik
kalsiyum artis1 Calpain, Kaspaz 3, Kaspaz 9 aktivasyonu ile apopitozise (55, 56) ve
kalsinOrin bagimli niikleer faktor aktivasyonu ile T lenfositlerin myokardi infiltre
etmesine ve Fas aracili myosit hiicre 6liimiine yol agmaktadir (55). Kalsiyum
homeostazisindeki bu bozulma titin dejenerasyonu ile eksitasyon ve kontraksiyon
eslesmesini bozarak-kontraksiyon ve relaksasyon bozuklugu ile kardiyomiyopatinin

ilerlemesine yol agmaktadir (57).
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Calismamizda DOX grubunda elektron mikroskobide sarkopazmik retikulum
dejenerasyonu, elektrokardiyografik incelemede ise QT ve QTc intervallerinde
uzama saptanmistir. EMPA ise elektron mikroskopi bulgularinda sarkoplazmik
retikulum dejenerasyonunu belirgin derecede azaltarak myosit nekrozunu dolayisiyla
karyolizis, karyoreksisi, hidropik dejenerasyonu, inflamatuar hicre infiltrasyonunu
onlemis ve eksitasyon kontraksiyon eslesmesini koruyarak ekokardiyografide sol
ventrikil sistolik fonksiyonlarin1 korumustur. Ayrica ¢alismamizda EMPA nin Dox
ile indiiklenen EKG de QT ve QTc intervallerinde uzamayi belirgin derecede
Onledigi goriilmektedir. Dox SERCA aktivitesinin baskilayarak, Ryanodin
aktivitesini ise artirarak sitozolik kalsiyum artis1 ile EKG de QT uzamasima yol
agcmaktadir (54). Daha once Lee ve ark yaptigi ¢calismada gosterildigi tizere, EMPA
L tipi kalsiyum kanal aktivasyonunu, sodyum kalsiyum degistirici pompa
aktivitesini, SERCA2a ve RYR2 protein expresyonunu artirirken ge¢ sodyum kanal
aktivasyonunu ve RYR2-pS2808 protein duzeyini azaltarak (95) sitozolik kalsiyum
miktarini azaltmaktadir. Bu sayede EMPA, Dox’ un indiikledigi EKG de QTc
intervalinde uzamay1 6nledigi; histolojik incelemelerde ise Calpain, Kaspaz 3 ve
Kaspaz 9 aktivasyonu onleyerek apopitozisi ve infiltratif hiicre birikimini 6nledigi

One surtlebilir.

ROT hasar1t Dox’ un kardiyotoksisitesini acgiklamak i¢in one siiriilen ilk ve
geleneksel mekanizmadir. Bilindigi tizere kardiyomiyositler mitokondriden zengin
fakat antioksidanlardan fakirdir. Dolayisiyla Dox etkisi ile ROT yuksek miktarda
olusabilecegi ve kolay seckilde kardiyomiyosit hasarina yol acabilecegi
distintilmustir  (37-39). Selatorlerin de Haber-Weiss mekanizmasi ile ROT
yapiminda azalma ile kardiyoproteksiyonu sagladigi diisiiniilmiistiir (40). Fakat yeni
caligmalar ROT hasarinin Dox kardiyotoksisitesinde temel mekanizma olmadiginy;
nedenden ziyade mitokondriyal biyogenezin Dox ile inhibisyonu sonucu reaktif
oksijen metabolitlerinin temizlenememesi ile sonuc¢ olarak ortaya c¢iktigin
gostermektedir (41, 42). Ayrica Dox kardiyotoksisitesinden korunmada kullanilan
en temel molekiil olan dextrazoksanin, selator etkisinden ziyade TOPO2b Uzerinden
kardiyotoksisiteyi  Onledigi  gosterilmistir (46). Nitekim selator etkisi
dextrazoksandan daha kuvvetli olan desferoksaminin Dox  toksisitesini

Onleyememesi, dekstrazoksanin bu koruyucu etkisinin selator etki ile
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aciklanamayacagimi gostermektedir  (47). Bizim calismamizda da biyokimyasal
bulgularda; oksidatif stresi gosteren TOS, OSI, MPO seviyelerinde gruplar arasinda
fark izlenmemesi, reaktif oksijen metabolitlerinin yaptig1 hasar1 gésteren SOD ve
antioksidan enzim olan Paraoksanaz 1 diizeyleri DOX grubunda diisiik olarak
saptanirken, DOX+EMPA grubunda bu parametrelerde anlamli iyilesme olmamast;
EMPA nm bu etkisinin antioksidan yolaklardan bagimsiz gergeklestirdigini gozler
Oniine sermektedir. Yaptigimiz literatiir arastirmasina gore; calismamiz ile ilk kez

Dox kardiyotoksitesinde Paraoksanaz 1 diizeylerinin diistiigii saptanmustir.

EMPA’nin Dox kardiyotoksisitesinde koruyucu etkilerini gosteren hayvan
caligmalart da mevcuttur. Bu konu hakkinda yapilan ilk ¢alismada; Oh CM ve ark
empagliflozinin Dox kardiyotoksisitesi Uzerine potansiyel olumlu etkilerinin
olabilecegi belirtilmistir  (18). Histolojik ¢alismalarda EMPA’nin kronik Dox
kardiyotoksisitesinde fibrozisi azalttigi gosterilmis olsa da sol ventrikil ejeksiyon
fraksiyonu uzerine olumlu etkisi istatistiksel olarak anlamli gosterilememistir. Bu
durumun en 6nemli nedeninin c¢aligmadaki metodoloji oldugunu diisiinmekteyiz.
Arastirmacilarin, standart bir EMPA tedavisi yerine EMPA iceren diyet vermesi
empagliflozinin koruyucu etkisini yeterince gosterememesine yol agmis olabilir.
Ayrica bu ¢alismada EMPA’nin koruyucu etkisini in vitro olarak betahidroksibutirat
diizeyindeki artis ve bu sayede ROS hasarinin 6nlenmesi olarak one siiriilmiistiir.
ROS hasarinin artik Dox kardiyotoksisitesinde neden degil sonu¢ olmasinin yaninda
(45); in vitro mekanizmalarin hayvan deneylerine uyarlanmasinin da realistik
olmadigi daha Onceden gosterilmistir (106). Calismamizda biyokimyasal
parametrelerin gruplar arasinda benzer olarak saptanmasi da EMPA’nin koruyucu
etkilerinin antioksidan yolaklar {izerinden olmadigini desteklemektedir. Dolayisiyla
bu caligma ortaya histolojik kanitlar koymakla beraber fizyopatolojik agiklama
getirememektedir.

Bir baska calismada da EMPA’ nin Dox kardiyotoksisitesi iizerine olumlu
etkileri ekokardiyografik ve histolojik olarak gosterilmistir (17). Bu caligmada 151k
mikroskobu bulgularinda, bizim ¢alismamizdaki bulgulara ek olarak EMPA’ nin Dox
kardiyotoksisitesindeki fibrozisi, miyokardiyal bant kisalmasin1 ve disorganizasyonu

onledigi gosterilmistir. Fakat elektron mikroskobi bulgular1 g¢alisiilmamistir. Bu
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calismada ayrica denek olarak fare kullanilmis ve fizyopatolojik mekanizma olarak
EMPA’nin fare myokard: tizerindeki SGLT-2 reseptoru ile kardiyak olumlu etkilerini
gosterdigi one siiriilmiistiir. Insan myosit indiiklenebilir pluripotent kdk hiicrelerinde
SGLT-2 reseptorleri gosterilmis olsa da (107), eriskin insan ve sigan myokardinda
hentiz SGLT-2 reseptor ekspresyonu gosterilememistir. Dolayisiyla bu agiklamanin

insan modeline uygulanamayacag agikardir.

Calismamiz, 6nceki bu calismalara ek olarak elektron mikroskopi bulgulart
ile Dox kardiyotoksisitesinde EMPA nin myosit yapisini organel diizeyinden itibaren
koruyabildigini; elektrokardiyografik ve ekokardiyografik bulgular ile de bu

korunmanin kardiyak fonksiyonlara yansidigin1 géstermektedir.

EMPA-REG OUTCOME c¢alismasinda empagliflozinin kardiyovaskiiler
olim ve kalp yetersizligi nedenli hastaneye yatiglar1 azaltmasindaki temel
mekanizmanin ~ (2) SGLT-2 inhibisyonundan kaynaklanan natritretik etksi
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ancak galismamizda BNP diizeylerinin de tiim
gruplarda benzer seviyelerde izlenmesi, empagliflozinin olumlu etkilerinin
natritiretik etkisinin Gtesinde oldugunu gostermektedir. Empagliflozinin; klinik
caligmalarda diisik EF’li kalp yetersizligi hastalarinda, onceki hayvan deneyi
caligmalarinda ise Dox kardiyotoksisitesinden korudugu deneklerde BNP diizeylerini
degistirmemesi bu durumu desteklemektedir (17, 108). Ayrica tiim gruplarda IMA
diizeyinin benzer olmasi daha Once ortaya atilan Dox’ un iskemik yollardan

kardiyomyopatiye yol acabilecegi tezi ile de ¢elismektedir (109).

Dox’ un temel etki mekanizmasi; topoizomeraz 2 (TOPO 2) enzimleri ile
yaptigi DNA interkalasyonudur (23, 24). TOPO 2’nin alfa alt biriminin kanser
hiicreleri gibi proliferasyon hizi fazla olan hiicrelerde expresyonu yiiksek iken beta
alt birimi tm hicrelerde transkripsiyonda rol oynamaktadir (26, 27). Dox, hucre
boliinmesi sirasinda TOPO 2 alfa ve DNA kompleksi ile birleserek tclii yapi
olusturur ve DNA tamirini 6nleyerek apopitotik yaniti baglatmaktadir (24). Dox’ un
kardiyomiyositlerde niikleer ve mitokondriyal TOPO2B inhibisyonu ise
kardiyotoksisitesinin temel mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir (43-

45). Fakat ¢alismamizda TOPO2p diizeylerinin 6l¢iilememesi nedeniyle EMPA’ nin
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bu yolak {izerindeki etkisinden bahsedememekteyiz. Bu durum calismamizin en

onemli kisitliliklarindandir.

Ayrica ¢calismamizda PGCla kodlayan mRNA aktivite diizeylerinin dogrudan
olarak olgiilememesi baska bir kisithliktir. Fakat elektron mikroskobu bulgulari
PGClua islevi hakkinda dolayli da olsa fikir vermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu hayvan deneyi c¢alismasinda  empagliflozinin  doksorubisin
kardyotoksisitesini  onlemede belirgin etkisinin oldugu elektrokardiyografik,
ekokardiyografik ve histolojik olarak gosterilmistir. Bu veriler empagliflozinin
koruyucu etkisinin mitokondriyal biyogenezi artirmasi, sarkoplazmik retikulum
uzerindeki koruyucu etkisi ve intraselliiler kalsiyum metabolizmasindaki diizenleyici
etkilerinden kaynaklandigim1 gostermektedir. Ayrica calismamizda EMPA nin
kardiyomiyositler tizerinde SGLT inhibisyonundan bagimsiz olarak direk olumlu
kardiyotropik etkilerinin izlenmesi onemlidir. Bu c¢alisma ve bundan Onceki
calismalarin bulgulari empagliflozinin doksorubisin kardiyotoksisitesinde koruyucu
oldugunu gostermektedir. Yapilacak klinik ¢alismalar ile doksorubisin alacak

hastalarda empagliflozin tedavisi kardiyotoksisiteyi onlemek amaciyla onerilebilir.
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Empagliflozin Significantly Prevents the
Doxorubicin—induced Acute Cardiotoxicity via Non—
antioxidant Pathways
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Abstract

Empagliflozin (EMPA) is a SGLT-2 inhibitor that has positive effects on cardiowvascular outcomes. In this
study, we aim to evaluate the possible protective effects of EMPA against doxorubicin (DOX)-induced
acute cardiotoxicity. Non-diabetic Sprague-Dawley rats were randomized into four groups. The
controel group received serum physiologic (1 ml), the EMPA group received EMPA, the DOX group was
administered cumulatively 18 mg/s/kg body weight DOX. The DOX+EMPA group was administered DOX
and EMPA. In the DOX group, LWDED (P < 0.05) and LWVSED (P < 0.01), QTc interval (P < 0.001), the
ratio of karyolysis and karyorrhexis (P < 0.001) and infiltrative cell proliferation (P < 0.001) were found
to be higher than; EF, FS and normal cell morphology were lower than the control group (P <= 0.001).
In the DOX+EMPA group, L\WVEDD (P < 0.05) and LWVESD (P < 0.01) values, QTc interval (P < 0.001),
karyolysis and karyorrhexis ratios (P < 0.001) and infiltrative cell proliferation were lower (P < 0.01);
normal cell morphology and EF were higher compared to the DOX group (P < 0.001). Our results
showed that empagliflozin significantly ameliorated DOX-induced acute cardiotoxicity.

Keywords: Cardiotoxicity; Doxorubicin; Empagliflozin; Heart failure.
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