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Doksorubisin (DOK) yumuĢak doku kanserlerine karĢı kullanılan bir ilaçtır. Fakat, 

kanser olmayan dokular üzerine toksik etkileri vardır. Ġlacın istenmeyen bu yan 

etkilerine karĢı hala bir tedavi bulunamamıĢtır. DOK’a iliĢkin hücre toksisitesi reaktif 

oksijen türleri (ROS) ve mitokondri iĢlev kayıplarıyla iliĢkili olabilir. ATP-duyarlı 

potasyum kanallarının (KATP) iskemi-reperfüzyonun da dahil olduğu çeĢitli 

patolojilere karĢı koruyucu olduğu ispatlanmıĢtır. Bu çalıĢmanın amacı KATP’nin 

açılmasının DOK kaynaklı kardiyotoksisiteye karĢı koruyucu olup olmadığını 

araĢtırmaktır. Sıçan kalp kası hücre hattı (H9c2) kullanılarak 24 saatlik uygulamayla 

kontrol, KATP kanal açısı olan diyazoksit (DIA), DOK ve DIA+DOK olmak üzere 

dört deney grubu oluĢturuldu. F-aktin dağılımları, mitokondri membran potansiyeli 

(MMP), süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ve çeĢitli protein ifadeleri analiz 



 

II 

edildi ve ardından istatistik değerlendirme yapıldı. DOK, SOD enzim aktivitesinde 

azalmayla ERK1/2 protein ifadesinde artıĢa ve AMPK protein ifadesinde azalmaya 

yol açarken, DIA ile birlikte DOK uygulanması bu değiĢimleri düzeltti. DOK, F-

aktin hasarına neden oldu, fakat DIA bu hasarı da azalttı. Oksidatif stres kaynaklı 

apoptozis nedeniyle kardiyomiyosit kaybı, DOK kaynaklı sitotoksisite için önemli 

bir mekanizmadır ve değiĢimler DIA ortak uygulaması ile azaldı. Sonuç olarak, 

KATP kanallarının açılması DOK kaynaklı kardiyotoksisiteye karĢı koruyucudur ve 

DIA, DOK kemoterapisinde hücreyi korumak için aday bir ajan olabilir. 

 

Anahtar Kelimeler: ATP duyarlı potasyum kanalları; AMP ile aktive olan kinaz, 

Doksorubisin; Diyazoksit 
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Doxorubicin (DOX) is a drug for solid tissue cancer treatment. However, it has some 

side effects on non-cancerous cells. Treatment for its undesirable cytotoxicity is still 

not found. DOX cytotoxicity might be related to reactive oxygen species (ROS) and 

mitochondrial dysfunction. Protective effects of ATP-sensitive potassium channels 

(KATP) has been well documented against some pathological conditions, including 

ischemia-reperfusion. This study aimed to investigate whether the opening of KATP 

reverses the cardiotoxicity of DOX. Rat cardiomyocyte cell line (H9c2) was exposed 

for 24 hours to its medium served as control; Diazoxide (DIA), one of KATP opener; 

DOX, and DIA plus DOX. Distribution of actin filaments, mitochondrial membrane 

potential (MMP), superoxide dismutase (SOD) enzyme activity and some protein 

expressions were analyzed with proper tests and then statistical analysis was 
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performed. Although DOX decreased SOD enzyme activity, AMPK protein levels 

and increased the ERK1/2 protein levels, DIA co-treatment restored them. DOX 

destroyed cytoskeleton via actin distribution, but DIA ameliorated the distribution as 

well. Although DOX elevated MMP, DIA reversed the DOX’s effect on MMP. 

Cardiomyocytes loss by oxidative stress-mediated apoptosis is an important 

mechanism for DOX-induced cytotoxicity, and the alternations were attenuated with 

DIA co-treatment. Consequently, the opening of KATP has protective effects on 

DOX-induced cardiotoxicity and DIA may be a candidate agent to protect the cell in 

DOX chemotherapy. 

 

Key Words: ATP sensitive potassium channels; AMP-activated kinase; 

Doxorubicin; Diazoxide 
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1. GĠRĠġ 

 

Dünya çapındaki toplam ölüm oranının %45’ini kardiyovasküler hastalıklar 

ve kanser oluĢturmaktadır [1]. Yapılan araĢtırmaların sonuçlarına göre, kansere bağlı 

ölüm oranlarının giderek artacağı ve 2030 yılında 12 milyon kiĢinin kanserden 

öleceği tahmin edilmektedir [2]. Kanser tedavisinde kullanılan antrasiklin türevi 

ilaçlar, Ģimdiye kadar ki en etkili ve en yaygın kullanılan antikanser 

kemoterapötiklerindendir [3, 4]. Fakat çocukluk ya da ergenlik çağında antrasiklin ile 

kanser tedavisi gören kiĢilerin sayıları arttıkça, ilacın yan etkisi olarak tanımlanan 

kardiyovasküler hastalıkların görülme sıklığı da artmaktadır ve bu artıĢ ilacın dozuna 

bağımlıdır [5]. Lotrionte vd. (2013) hastaların kemoterapi rejimlerinde düzenlemeler 

yapılmasına karĢın ilaca bağımlı kardiyotoksisite riskinin önemli ölçüde devam 

ettiğini bildirmiĢtir [6]. Antrasiklin ile oluĢan kardiyotoksisitede erken tanı 

yöntemleri hala geliĢtirilemediği için kardiyotoksisiteyi yok etmeye ve/veya 

azaltmaya yönelik çalıĢmalar sürdürülmektedir. 

 

1.1. Antrasiklinler 

 

Toprak bazlı mikroorganizmalardan antikanser bileĢiklerin aranmasına 

1950'lerde baĢlamıĢtır [7]. Milano’da bulunan the Istituto Ricerche Farmitalia (FI) 

1957’de ve Istituto Nazionale dei Tumori (INT) 1960 yılında yeni biyosentetik 

antitümor ilaçların geliĢtirilmesi programına dahil oldular. Bu iki enstitünün 

yöneticileri olarak FI’dan Dr. Guiloi Bertive ve INT’den Prof. Pietro Bucalossi 1960 

yılında iĢbirliği anlaĢması imzaladı. Bu anlaĢma çerçevesinde INT bünyesinde 

antikanser ilaç geliĢtirmeye yönelik yeni bir merkez kuruldu [8]. O yıllarda, parlak 

kırmızı bir pigment üreten yeni bir Streptomyces peucetius suĢu izole edildi ve bu 

bakteriden fare tümörlerine karĢı oldukça etkili olduğu belirlenen bir antibiyotik 

üretildi [7]. FI ve INT arasındaki ortak iĢbirliği anlaĢmasından 3 yıl sonra klinik 

testlere hazır olan daunorubicin (DNR) adlı yeni antikanser ilaç geliĢtirildi. Bundan 

bir yıl sonra Amerika BirleĢik Devletleri ve Ġtalya’da ilacın antikanser etkinliği kabul 

edildi [8]. Bu yeni antibiyotik akut lösemi ve lenfoma tedavisinde baĢarıyla 
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kullanıldı. Bununla birlikte, 1967'de, DNR’nin ölümcül kalp toksisitesine neden 

olabileceği kabul edildi. AraĢtırmacılar, DNR’den daha sonra 14-

hidroksidaunorubicin  ya da adriyamisin olarak adlandırılacak olan doksorubisini 

üretmek için Streptomyces spp. de genetik modifikasyon yaptılar [7, 9]. Deney 

hayvanlarında yapılan çalıĢmalar sonucunda DOK’un, DNR’den daha aktif olduğu 

saptanmıĢtır [9]. Bu iki antrasiklin arasındaki fark DOK’un yan zincirinin alkolle 

sonlanmasına karĢın, DNR’nin bir metil grubu ile sonlanmasıdır (ġekil 1.1). Bu 

farklılık, DOK ve DNR’nin spektral farklılıklarına neden olur. Bunun dıĢında kalan 

iskelet yapısı bütünüyle aynıdır ve Ģeker ile aglikandan oluĢurlar [10]. DOK; meme 

kanseri, çocukluk çağı gibi yumuĢak doku tümörleri, sarkomları ve kötü huylu 

lenfomaların tedavisinde sıklıkla kullanılırken; DNR akut lenfoblastik ya da 

miyeloblastik lösemilerin tedavisinde kullanılır. Bu ilaçlara alternatif olarak 

epirubisin (EPI) ve idarubisin (IDA) de geliĢtirilmiĢtir. IDA, DNR türevidir. 

DNR’nin iskelet yapısında bulunan D halkasından 4-metoksi grubunun çıkartılması 

ile elde edilir. EPI ise, DOK’un yarı sentetik formudur ve aralarındaki fark 

daunozaminin 4. C’a bağlı -OH grubunun ekvatoral epimerleĢmesidir. Bu 

epimerleĢmenin ilacın faaliyet aralığı üzerine çok az etkisi vardır; fakat yapılan 

çalıĢmalar sonucunda EPI ve IDA, DOK ve DNR’ye oranla daha yüksek 

kardiyotoksisite gösterdiğinden alternatif olarak kullanımı daha azdır [10]. 
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ġekil 1.1. Doksorubisin (DOK) ve türevi Epirubisin (EPI) ile Daunorubicin (DNR) 

ve türevi Idarubisin (IDA)’nin iskelet yapısının gösterimi [10] 

 

1.1.1. Antrasiklinlerin Antitümör Aktivitesi 

 

Antrasiklinlerin antitümör aktivitesini açıklayan bazı mekanizmalar vardır. 

Bunlar; 

1. Antrasiklinler hücre siklusunun S ve G2 fazında etki ederek hızla çoğalan 

tümör hücrelerinin replikasyonunu engeller ve antitümör etki oluĢturur 

[10].  

2. Diğer bir mekanizma, antrasiklinlerin DNA süper sarmalının oluĢumunu, 

DNA’nın replikasyon, transkripsiyon süreçlerini ve DNA’nın onarımında 

görev alan topoizomerazları etkilemesi üzerinden gerçekleĢir [11, 12]. 

Topoizomeraz II’nin inhibisyonu yoluyla DNA’da hasara yol açarlar. 

DNA interkalasyonu ile baz çiftleri arasına girerek DNA replikasyonunu 

durdurur, transkripsiyonu ve translasyonu da engellerler [11, 12]. 

Antrasiklinler, DNA iplikçiklerinin topoizomeraz II ile kesilmesinden 

faydalanarak guanin-sitozin bazlarının arasına girer ve DNA'nın tekrar 

kapanmasına engel olurlar. Ayrıca topoizomeraz II’nin inbisyonu 

sonucunda DNA’da meydana gelen kırıklar apoptotik yolakları uyararak 

apoptozu baĢlatır [5, 11, 13]. 

3. Hücre membranına etki ederek yapıyı bozar, zarın iyon geçirgenliğini 

değiĢtirir ve böylelikle serbest radikal üretilmesi ve dolayısıyla lipit 

peroksidasyonu ile hücre hasarına yol açarlar [11, 12]. 

 

1.1.2. Antrasiklinler ve apoptoz: DNA Hasarındaki Rolü ve p53 

 

Canlıda kararlı iç dengenin devamı için apoptoz yani programlanmıĢ hücre 

ölümü kaçınılmazdır. Apoptoz yolağındaki hücreler aldığı sinyal ile kendilerini yok 

etmek için birtakım düzenlemeler yapar. KomĢu hücreler ile bağlantısını kopararak 

uzaklaĢır ve büzülürler. Daha sonra zarla örtülü parçalara bölünürek makrofajlar 

tarafından sindirilirler. Bu sürecin düzenlenmesinde p53, sitokrom c, Ca
+2

, Bcl-2 gen 
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ailesi ve kaspazlar görev alır. Bcl-2 gen ailesinin proapoptik proteinleri (örneğin; 

Bad ve Bax) hücrede antiapoptotik proteinlerden (örneğin; Bcl-2 ve Bcl-xL) fazla ise 

hücre apoptoza yönelir. Bu durumda hücreler, sitokrom c ile apoptoz indükleyici 

faktörün (AIF) salınımını artırarak apoptozu baĢlatır. Antiapoptotik proteinlerin fazla 

olduğu durumda, iyon tranportu düzenlenir ve Ca
+2

 deriĢimi kontrol altına alarak 

apoptozu önleyebilir. DOK, Ca
+2

 homeostazını ve mitokondriyal membran 

potansiyelini bozarak mitokondriyal iĢlev bozukluğuna neden olur ve böylece 

hücrenin enerjisinin tükenmesine yol açar [14]. 

Doksorubisin, solid ve hematolojik kanserlerin tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmasına karĢın yan etkilerinin fazla olması nedeniyle kullanımı doza bağlı 

olarak sınırlandırılmaktadır. Kardiyotoksik kemoterapötiklerin yan etkilerini 

azaltmak amacıyla hesaplanan, vücut yüzey alanının toplamına düĢen maksimum 

doz; DOK için 450-600 mg/m
2
, DNR için 500 mg/m

2
’dir [10]. Toplam dozun 

üzerindeki değerler, klinik kardiyotoksisite riskinde önemli artıĢa yani konjestif kalp 

yetmezliğine (CHF) ve ölüme neden olur. Yaygın olarak kullanılan bu kemoterapötik 

ilacın toksisitesinin azaltılması ve daha kullanıĢlı analoglarının geliĢtirilmesi 

yönündeki çalıĢmalar günümüzde hala devam etmektedir. 

Doksorubisinin toksik etkileri, sıklıkla kalp dokusuyla iliĢkilidir [3, 15, 16]. 

DOK ile uyarılan CHF, ilerleyici sol ventriküler iĢlev bozukluğu ile karakterize olup 

geri döndürülemez kalp yetmezliği ile DOK’a bağlı ölüm oranının en az %20’sini 

oluĢturur [16, 17]. Kalp dokusu yağ oksidasyonuna dayalı enerji üretimi nedeniyle 

mitokondrilerce zengindir. Kardiyomiyositlerin kullandığı ATP’nin %90’ından 

fazlasını üreten mitokondrilerde DOK’un birikme eğiliminde olduğu yapılan 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir [3, 18]. Bundan dolayı diğer organlarla 

karĢılaĢtırıldığında, kalp, DOK’un yol açtığı hasara daha duyarlıdır [19]. DOK’un, 

istenmeyen ciddi kardiyotoksik yan etkilerinin yanı sıra beyin, böbrek ve karaciğer 

gibi organlarda da toksik etkilerinden ötürü kullanımı sınırlıdır. Toksisitenin ve kalp 

yetmezliği riskinin azaltılması amacıyla DOK’un klinikte kullanılan terapötik 

dozunun azaltılması genel tercih edilen durumdur. Çünkü DOK kaynaklı CHF’nin 

görülme sıklığı, doza bağımlıdır; örneğin, vücut yüzeyine düĢen toplam doz 400 

mg/m
2
’nin altında iken CHF’nin görülme sıklığı %0,14; 550 mg/m

2
 iken %7 ve 700 
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mg/m
2
 iken %18’dir [5]. DOK kaynaklı toksisitenin azaltılması için uygulanan diğer 

bir yöntem ise antioksidan tedavidir. Antioksidan maddeler ile DOK kaynaklı 

kardiyomiyopatiyi önlemeye yönelik birçok çalıĢma bulunmaktadır [4, 15, 18]. Fakat 

antioksidan tedaviler beklenildiği ölçüde olumlu sonuçlar göstermemiĢtir. Örneğin, 

demir Ģelatörü olan deksrazoksan [20] DOK ile birlikte verildiğinde toksisitenin 

önemli derecede azalmadığı saptanmıĢtır [15]. DOK ayrıca iyon dengesi, hücresel 

demir ve kalsiyum metabolizmasındaki değiĢiklikler, sarkoplazmik retikulum 

iĢlevinin bozulması, mitokondriyal iĢlev bozukluğu ve apoptotik hücre kaybı gibi bir 

dizi olaya neden olur [4, 17]. DOK’un neden olduğu kardiyotoksisite nefropati, 

mukozit ve kilo kaybı ile de sonuçlanabilir [16]. 

Doksorubisin ile oluĢan oksidatif stresin, MAPK-bağımlı apoptotik hücre 

yolağını aktifleĢtirdiği bildirilmiĢtir [1]. Mitojen ile aktive edilen protein kinazlar 

(MAPK); hücre dıĢı sinyalle düzenlenen kinazlar (ERK1/ERK2; 

p44MAPK/p42MAPK), c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve p38-MAPK’ların da 

içinde bulunduğu geniĢ bir protein kinaz ailesidir [1, 21]. MAPK'lar, hücre 

çoğalmasında ve farklılaĢmasında görev üstlenirken aynı zamanda hipoksik, 

genotoksik ve oksidatif koĢullarda apoptozu tetikleyebilir. Bu sitoplazmik proteinler, 

hücre zarından çekirdeğe bilgi akıĢını sağlar. DOK kaynaklı oksidatif stres 

durumunda, ERK1/2, JNK ve p38 kinazlar aktif hale geçer. p38-MAPK’nın immün 

ve inflamatuvar yanıtlarda yer alan önemli bir transkripsiyon faktörü olan nükleer 

faktör kappa B’yi (NF-κB) ve tümör nekroz faktörünü (TNF) tetiklediği 

belirlenmiĢtir. NF-κB ve TNF alt birimi (IL-1ß) etkileĢime girerek hücresel yanıt 

oluĢturur. ERK1/2’nin aktivasyonuna sırasıyla, Raf ve MEK aracılık eder. Ras, Raf 

ile aktifleĢir ve MEK aracılığıyla ERK1/2’yi fosforilleyerek akvite eder. ERK1/2 

yolağı; hücrenin çoğalması, ölümü ve hücre iskeletinin Ģekillenmesinde rol oynar. 

JNK yolağı; hücre çoğalmasını uyarır ve JNK ile indüklenen apoptozda Bcl-2 protein 

ailesinin fosforilasyonu ve ifadelenmesi önemlidir [22]. 

Yapılan çalıĢmalarda yan etkilerine karĢın DOK’un, fare tümör hücrelerinde 

immünojenik hücre ölümlerine (ICD) neden olduğu gösterilmiĢtir. ICD’nin 

baĢlangıcından birkaç saat sonra, pre-apoptotik tümör hücrelerinde, kalretikülin 

(CRT) ve ısı Ģok proteini (HSP) 70 endoplazmik retikulumdan salınarak hücre 
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yüzeyine doğru yer değiĢtirir. Daha sonra, hücreler, geç apoptoz markırı olan high 

mobility group box proteini 1’i (HMGB1) hücre dıĢı sıvıya salarlar [23]. Hücre 

ölümleri ve çeĢitli nedenlerle serbest kalan HMGB-1’in ifadelenmesi artar ve bu 

protein hücre zarında bulunan Toll like receptor (TLR)-4 ile etkileĢerek bağıĢıklık 

tepkimelerini indükler [24]. 

 

1.2. Doksorubisin Kaynaklı Kardiyotoksisitenin Patofizyolojisi 

 

Diğer dokulara oranla kalbin istenmeyen yan etkilere daha duyarlı olmasının 

çeĢitli nedenleri vardır. DOK ile indüklenen kardiyotoksisite doza bağlıdır ve redoks 

tepkimeler nedeniyle oluĢan reaktif oksijen türlerinin (ROS) yoğunluğu nedeniyle 

hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan sistemin zayıflaması sonucu 

oluĢan oksidatif stresle indüklenir; ancak kesin mekanizması belirsizdir [3, 15, 25]: 

1. Yapılan çalıĢmalarda, kalp dokusunun antioksidan enzim aktivitesinin diğer 

dokulara oranla daha zayıf olduğu belirtilmektedir. Özellikle antioksidan 

savunmanın önemli bileĢenlerinden olan glutatyon peroksidaz (GPx) enzim 

aktivitesinin düĢük olduğu vurgulanmaktadır. Ayrıca katalaz (CAT) enzim 

aktivitesinin de az olduğu bilinmektedir [15, 19]. Hücrelerde mitokondrilerin 

çok olması oksidan madde üretiminin artıĢı anlamına gelmektedir. 

Antioksidan enzim aktivitesi de zayıf olan kalp kası hücrelerinde DOK, 

kolaylıkla oksidatif stresin ortaya çıkmasına sebep olmaktadır [3, 18]. 

2. Kalp dokusu, enerjisinin çoğunu yağların β-oksidasyonu aracılığıyla 

mitokondride üretir. ATP’nin üretildiği mitokondrilerde DOK’un birikme 

eğiliminde olduğu yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir [3, 18]. Bu nedenle 

mitokondriyal yapıdaki herhangi bir değiĢim kalp kası hücre iĢlevini etkiler. 

DOK kardiyotoksisitesinin ilerlemesi sonucu, mitokondrilerde morfolojik ve 

iĢlevsel bozukluklar baĢta olmak üzere apoptoz ile birlikte mitokondriyal 

ATP üretiminde düĢüĢ meydana geldiği bildirilmiĢtir [17, 18]. 

3. DOK’un plazma ve sitozolden daha çok mitokondrinin matriksi içerisinde 

biriktiği gösterilmiĢtir. Özellikle mitokondrilerin krista yapılarında hasara 

neden olmaktadır. Elektron taĢıma zincirinde (ETS) görev yapan Kompleks-I, 
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II, III ve IV’ün yapısını bozup enerji üretimini sekteye uğratarak kalp kası 

hücrelerinde enerji stresine neden olduğu bildirilmektedir. Bu da DOK’un 

kalp kasına yan etkisinde mitokondrilerin önemli rol oynadığını 

göstermektedir. 5 gün süreyle 20 mg/kg DOK ile tedavi edilen farelerin 

mitokondrilerinde Kompleks I ve II’nin inhibe olduğu tespit edilmiĢtir [18]. 

Mitokondri, programlanmıĢ hücre ölümü olan apoptozun denetlenmesi 

açısından da önemli bir organeldir. Katyonik DOK, ökaryotik hücre metabolizması 

için gerekli ve iç mitokondriyal membrandaki anyonik bir fosfolipit olan 

kardiyolipine yüksek ilginlikle bağlanma özelliğine sahiptir. Bu yolla DOK, sitokrom 

c gibi kardiyolipin ile iliĢkili çevresel proteinlerin iç mitokondriyal membrandan 

ayrılmasına ve sitozole salınmasına neden olur. Sitokrom c’nin salınması, ETS ve 

dolayısıyla enerji üretimini etkiler ve programlanmıĢ hücre ölümünün baĢlatılmasını 

destekler [3, 11, 14, 18]. Bu salınma ile, kaspaz 3 ve kaspaz 9’un parçalanmasıyla 

apoptotik süreç baĢlatılmıĢ olur [14]. 

Bazı çalıĢmalar indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi aktivasyonu 

ve peroksinitrit oluĢumu sonucunda oluĢan yüksek nitrik oksit (NO) deriĢiminin 

DOK kardiyotoksisitesine neden olabileceğini de göstermiĢtir [15, 17, 18]. 

Kardiyomiyositlerde bu Ģekilde meydana gelen oksidatif ve nitrozatif stres, geri 

dönüĢümsüz DNA hasarı ve kalp enerjisinde değiĢim ile apoptoza yol açar [4, 17]. 

Serbest radikaller aynı zamanda membran hasarına yol açan lipit peroksidasyonuna 

da neden olur [3]. 

 

1.2.1. Doksorubisin Kaynaklı Kardiyotoksite ÇeĢitleri 

 

Doksorubisinin kalp üzerindeki toksik etkileri tedavinin herhangi bir 

döneminde ortaya çıkabilir. 4 tipi vardır [26]. Bunlar: 

 Akut kardiyotoksik etki: Akut mitokondriyal iskemi nadir olarak hastaların 

%0,4-41’inde görülmektedir. Ġlacın uygulanması esnasında veya birkaç saat 

sonra ortaya çıkan etkilerdir. QRS voltajında azalma, sinüs taĢikardisi, 

ventriküler ve supraventriküler ekstra atımlar, QT uzaması görülebilir. Ayrıca 
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yapılan çalıĢmalar sonucunda, geliĢen akut komplikasyonların ilacın dozu ve 

uygulama yöntemiyle iliĢkisi saptanmamıĢtır. 

 Subkronik kardiyotoksik etki: Ġlacın son dozundan birkaç gün veya hafta 

sonra ortaya çıkar. Miyokardiyumlarda toksisite veya perikardit sık rastlanan 

patolojik durumlardır. 

 Erken kronik kardiyotoksik etki: Kardiyomiyositlerde kemoterapiden dolayı 

tekrarlanan DOK’a maruziyet sonucu ortaya çıkar. Hastaların %0,4-23’ünde 

görülür. Ġlacın uygulanmasından birkaç hafta veya birkaç ay sonra sol baĢta 

olmak üzere her iki ventrikülü de içeren ciddi kalp yetersizliği görülür. 

Egzersiz toleransında azalma, efor dispnesi, sağ ve sol ventriküler ejeksiyon 

fraksiyonunda azalma saptanan klinik bulgular arasındadır. Nadir görülen 

durumlar ise, akciğer ödemi veya kardiyojenik Ģoktur. 

 GecikmiĢ tip kardiyotoksik etki: Kemoterapi sonlandırıldıktan birkaç yıl 

sonra meydana gelir. Ölüm gibi ciddi durumlarla sonuçlanabilir. Uygulanan 

dozun Ģiddeti ve hastanın yaĢı bu tip kardiyotoksisite ile iliĢkilidir. 

 

1.3. Doksorubisinin Diğer Dokulardaki Toksisitesi 

 

Doksorubisin genelde kardiyomopatiye neden olmakla birlikte akut 

pankreatite de neden olmaktadır. Akut pankreatit etkisi çoğunlukla vaka sunumu 

Ģeklindedir. Örneğin; 20 yaĢında alkolik olmayan bir kadına yapılan karın duvarı 

ameliyatında 3. derecede nörosarkoma tespit edilmiĢtir. Hastaya DOK ile birlikte 69 

mg/m
2
 ifosfamid ve 5 g/m

2
 uromiteksan uygulanmıĢtır. Nadir olmasına karĢın 

kemoterapiyle indüklenen pankreatitin DOK ve ifosfamidin kombine kullanımıyla 

iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir [27].  

Doksorubisinin toksik etkilerinin gözlendiği diğer bir organ da karaciğerdir. 

Ġlacın bu toksik etkilerinin, redoks döngüsüne bağlı oksidatif stres ile bağlantılı 

olduğu gösterilmiĢtir. Karaciğer dokusunda DOK’un indüklediği oksidatif stres 

mekanizması tam olarak aydınlatılamamıĢ olmasına karĢın, iki farklı mekanizma öne 

sürülmektedir. Bunlardan ilki, DOK’un redoks döngüsü sırasında bir elektron 

indirgenmesiyle DOK radikallerinin oluĢumudur. Bu indirgenme tepkimesi, 
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NADPH-sitokrom P450 redüktazlar, NOS, NADPH oksidaz gibi çeĢitli enzimler 

tarafından katalize edilir. DOK radikalinin O2 ile tepkimesi, süperoksit anyon 

radikallerini oluĢturur. Daha sonra, bu tepkime defalarca tekrarlanarak oksidatif stres 

meydana gelebilir. DOK radikali üretimine neden olan enzimler, karaciğer 

hücrelerinde yüksek oranda bulunur. Ġkinci mekanizma ise, DOK Fe
3+

 ile kolaylıkla 

tepkimeye girerek Fe
2+

-DOK kompleksi meydana getirir. OluĢan kompleks kolaylıla 

moleküler oksijen ile tepkimeye girer ve kolaylıkla süperoksit anyon radikali ya da 

hidroksil radikali oluĢumuna neden olur [28]. Karaciğerin özellikle DOK radikal 

üretiminde rol oynadığı öne sürülmüĢtür [29]. 

 

1.4. Doksorubisinin Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar ile ĠliĢkisi 

 

Doksorubisinin metabolizması sırasında oluĢan ROS’un kardiyotoksisiteye 

neden olduğunu öne süren birçok çalıĢma vardır [30]. DOK'un kardiyotoksisitesinin 

araĢtırılması için birçok hayvan türü kullanılmıĢtır ve araĢtırmaların sonuçları 

DOK'un toksik etkisinin ağırlıklı olarak oksidatif stres ve enerji metabolizmasında 

oluĢan bozulmalar ile meydana geldiğini ortaya koymuĢtur [16]. Oksidatif hasardan 

korunmak için aerobik metabolizmaya sahip hücreler, enzimatik ve non-enzimatik 

antioksidan savunma sistemlerini geliĢtirmiĢlerdir. Enzimatik antioksidan sistem 

genellikle GPx, süperoksit dismutaz (SOD), CAT ve tiyoredoksin peroksidazdan 

oluĢur. Non-enzimatik antioksidan sistemler, vitaminler (A, C, E), glutatyon (GSH), 

karotenoidler, flavonoidler, lipoik asit ve ürik asidi içerir. ROS’un artıĢı, antioksidan 

savunmayı aĢan kritik bir yoğunluğa ulaĢırsa proteinler ve lipitler gibi hücresel 

bileĢenlere zarar verir ve bu zarar iskemi-reperfüzyon hasarı, kanser vb. hastalıklara 

neden olur. DOK kaynaklı kardiyomiyopatide de hem oksidan maddelerde artıĢ hem 

de antioksidanlarda azalma olduğu gösterilmiĢtir. DOK’un mitokondri Kompleks-

I’ile etkileĢimi yüksek oranda ROS üretimine neden olur. Bununla birlikte, 

mitokondriyal permeabilite; mitokondriyal kalsiyum homeostazı ve mitokondriyal 

enerji üretiminin bozulmasına yol açar. Dolayısıyla antioksidan madde tedavisi, 

DOK’un neden olduğu oksidatif stresle baĢa çıkma yöntemi olarak düĢünülür [14, 

31]. Bu bilgiler yapılan çalıĢmalar ile desteklenmektedir. Örneğin, DOK’a maruz 
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kalan sıçan kalp kasından elde edilen mitokondrilerde mitokondriyal membran 

potansiyelinin (MMP), ATP düzeyinin ve tiyoredoksin redüktaz (TrxR) aktivitesinin 

azaldığı belirlenmiĢtir. Yine aynı çalıĢmada, DOK’un total antioksidan durumu 

(TAS) azalttığı ve total oksidan durumu (TOS) artırdığı da bildirilmiĢtir [32]. 

Kalp dokusu, sistolik iĢlevinin devamı için yüksek miktarda ATP harcar. 

Mitokondri ATP’ye bağlı membran potansiyeli de dahil olmak üzere bir çok hücresel 

iĢlemden sorumludur [16]. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon süreçlerinde ROS 

üretilir ve oluĢan ROS antioksidan enzimler (CAT, SOD, vb.) yardımıyla elimine 

edilir. ROS üretimi ile detoksifiye edilmesi arasındaki denge korunmazsa 

mitokondriyal dejenerasyon meydana gelerek apoptoz tetiklenebilir [29, 33]. DOK 

kaynaklı kardiyotoksisitenin giderilmesinde, CAT ve SOD gibi hücre içi antioksidan 

proteinlerin aĢırı ifadelenmesi önemlidir. SOD, süperoksit anyon radikallerini 

hidrojen perokside (H2O2)’ye dönüĢtürürken CAT ve GPx H2O2’yi suya detoksifiye 

eder [4, 15]. CAT’ın aĢırı ifadelenmesinin DOK toksisitesini azalttığını gösteren 

çalıĢmalar vardır [11]. DOK’un GPx, SOD ve CAT enzim aktiviteleri üzerine etkileri 

de araĢtırılmıĢtır. DOK tedavisi yapılan sıçanların kalp dokularında, SOD ve CAT 

enzim aktivitelerinin değiĢmediği ancak GPx aktivitesinin engellendiği saptanmıĢtır 

[4]. 

Doksorubisin NADPH oksidaz tarafından bir semikinon serbest radikaline 

indirgenir. Bu durumdaki DOK, süperoksit anyon radikalini oluĢturmak üzere O2 ile 

tepkimeye girer ve bu radikaller H2O2’yi oluĢturur. Demir varlığında H2O2’den 

hidroksil radikali meydana gelebilir. OluĢan tüm bu radikaller DNA, lipit ve 

proteinlerde hasara neden olabilir [34]. 

 

1.5. ATP Duyarlı Potasyum Kanalları 

 

ATP-duyarlı potasyum kanalları (KATP) metabolik stres durumunda aktive 

olan tek kanaldır. Bu kanalların ana düzenleyicisi hücre içi ATP:ADP oranıdır. Bu 

duyarlılıktan dolayı KATP kanalları, hücre içi değiĢen metabolik olaylara hücresel 

yanıt verirler [35, 36]. Bu kanalların açılması hücre içinden dıĢına doğru potasyum 

iyonlarının taĢınması ile hücre aktivitesini azaltarak koruyucu rol oynar [16-18]. 
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KATP kanallarının açılmasında etkili olan faktörler arasında yaĢlanma, 

metabolizmanın değiĢmesi ve diğer iyon kanallarıyla olan etkileĢim yer almaktadır 

[37]. KATP kanallarının alt tipleri bulunur ve bu tipler birbirinden hücre içi 

nükleotidlere ve farmakolojik ajanlara gösterdikleri duyarlılık farkına göre ayrılırlar 

[35]. 

KATP kanalları; insülin salgılanması, kalbin korunması, hücre stresine cevap 

verilmesi gibi birçok olayda görev alır [17]. Özellikle metabolik olarak yüksek 

aktivite gösteren dokularda bulunurlar. Kalp, beyin, böbrek, kas ve kan 

damarlarındaki KATP kanalları hücresel enerji düzeylerinin korunmasında sensör 

görevi üstlenirler. Metabolik stres esnasında sitoplazmadaki ADP/ATP oranını 

düzenler ve böylece hücre hiperpolarize edilir. Hücreye kalsiyum akıĢı azaltılır [38-

40]. 

 

1.5.1. ATP Duyarlı Potasyum Kanallarının Tipleri 

 

Kalp, beyin, böbrek, kas ve kan damarlarında KATP kanalları vardır ve 

kardiyovasküler dokularda bol miktarda üretilir [41]. KATP, por kısımı Kir ve 

düzenleyici sülfonilüre reseptörü (SUR) adı verilen alt birimlerinden oluĢan hetero-

oktamerik komplekstir. Kir’in Kir6.1 ve Kir6.2 olmak üzere iki, SUR’un SUR1 ve 

SUR2; ayrıca SUR2’nin de SUR2A ve SUR2B olmak üzere alt tipleri bulunmaktadır 

[35, 41, 42]. Düz kastaki KATP kanalının açılması hücre içi ATP değiĢikliklerinden 

neredeyse hiç etkilenmez, bu kanalların açılması nükleotid difosfat varlığına bağlıdır 

[36]. KeĢfedildiği 1983 yılından günümüze kadar KATP’nin açık ya da kapalı 

pozisyonunun düzenlenmesinde hücre metabolizmasının, farmakolojik ajanların ve 

bazı hücre sinyal yolaklarının önemli roller üstlendiğine dair bulgular vardır [43]. 

KATP, hücrelerin elektriksel potansiyelinde yaptığı değiĢiklikle patofizyolojik 

koĢullara karĢı koruyucu bir rol oynar [37]. Yapılan çalıĢmalarda düzenleyici kısım 

olan SUR’un hücre içi ATP miktarına duyarlı olduğu gösterilmiĢtir. Sağlıklı 

hücrelerin sitoplazmasında yeterli miktarda olması nedeniyle ATP, SUR alt birimi ile 

etkileĢerek kanalın kapalı pozisyonda kalmasını sağlar. Metabolik stres gibi patolojik 

koĢullar altında ATP miktarında meydana gelen azalma ile bu etkileĢim ortadan 



1. GĠRĠġ  Özgül AYDIN 

12 

kalkar ve kanal açılır. KATP’nin açılması ile hücre metabolizması yavaĢlar ve 

böylece koruyucu özelliği ortaya çıkar. 

KATP’nin yapısı dokudan dokuya farklılık göstermektedir. Örneğin 

ventriküler kalp kası hücrelerinde KATP, Kir6.2 ve SUR2A’dan oluĢurken, 

pankreasda Kir6.2 ve SUR1’den, kan damarlarında Kir6.1 ve SUR2B’den 

oluĢmaktadır [36, 37]. SUR’lara sülfonilürelerin bağlanması pankreatik β 

hücrelerinde KATP’lerin kapanmasına neden olur. Bu da hücreyi depolarize ederek 

L-tipi Ca
2+

 kanallarının açılmasıyla insülin sekresyonunu sağlar [40]. 

 

 

 

1.5.2. ATP Duyarlı Potasyum Kanallarının Kalp Patolojileri ile ĠliĢkisi 

 

ATP duyarlı potasyum kanalları, doku iskemisi ve iskemik reperfüzyon hasarı 

gibi patolojik olayların yanında yaĢlanma gibi olgularda da önemli ve yararlıdır [37]. 

ÇalıĢmalar genel olarak mitokondriyal KATP kanallarının koruyucu rolü üzerine 

yoğunlaĢmıĢ olsa da sarkolemmal KATP kanallarının KATP kanal alt birim eksikliği 

olan farelerde iskemi ve iskemik ön koĢullanmada koruyucu rol üstlendiği de 

göstermiĢtir [19, 37]. 

KATP ifadelenmesinin kalp rahatsızlığı olan hastalardaki miktarı 

bilinmemekle birlikte artan ifadelenmenin hastalık sonrası kalbin korunmasına 

yardımcı olabileceği öne sürülmüĢtür. Hafif kronik iskemi durumunda KATP’nin 

sinyal yolaklarının aydınlatılamamıĢ olmasına karĢın akut Ģiddetli iskemi yapılan 

sıçanlarda KATP’nin Kir6.1 alt tipinin ifadelenmesinin arttığı gösterilmiĢtir [39]. 

 

1.6. AMP ile Aktive Olan Protein Kinaz  

 

Tüm ökaryotik canlılarda bulunan AMPK (5’-adenozin monofosfat ile aktive 

olan protein kinaz) hücresel olayları düzenlemede ve hücrenin enerji sensörü olarak 

görev yapmaktadır. AMPK hücresel enerjinin azalması ile aktive edilir [18, 41]. 

Aktive edildiğinde, ATP üretimini artırmak ve sağkalım yolağını indüklemek için 

çeĢitli yolakları baĢlatırken ATP tüketim yolaklarını kapatır [25, 35]. 
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AMP ile aktive olan kinaz α, β ve γ olmak üzere 3 alt birimden oluĢur, her bir 

alt birimin birden fazla izoformu (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2 ve γ3) vardır. Bu izoformların 

ifadelenmesi farklı genler tarafından sağlanır. Hücresel enerji dengesi α alt birimi 

tarafından sağlanır. β ve γ alt birimleri düzenleyici alt birimlerdir [25, 44]. AMPKα1 

alt ünitesi karaciğer, yağ doku, pankreas adacık hücreleri, endotel ve vasküler düz 

kasta bulunur. Metabolizmanın ve kan damarlarının kasılmasının düzenlenmesinde 

önemli rollere sahiptir. AMPKα2 alt ünitesi ise iskelet ve kalp kasında β alt ünitesi, α 

1-2 ve γ alt ünitelerinin bağlanmasını sağlayan bir iskelet görevi görmektedir. γ alt 

ünitesi ise AMP ve ATP’nin bağlanma bölgelerini taĢımaktadır [25, 35, 45]. 

Sıçan kalp kası primer hücre hattı izole edilerek yapılan bir çalıĢmada AMPK 

ile KATP arasında hem iĢlevsel (patch clamp) hem de proteinel iliĢki saptanmıĢtır 

[35, 37]. Metabolik strese yanıt olarak, AMPK, ATP’nin tükenmesi sonucu AMP 

düzeyindeki küçük artıĢlar yoluyla aktive edilerek hücresel enerjiyi dengelemek için 

çok sayıda metabolik yolu düzenler. ATP tüketim yolakları inhibe edilirken ATP 

sentez yolları aktive edilmektedir [35, 46]. Bunlara ek olarak, AMPK, LKB1, TSC2 

ve p53 dahil olmak üzere çeĢitli tümör baskılayıcıları aracılığıyla apoptozu indükler 

[25, 46]. LKB1 AMPK’nın yukarı aktivasyon kinazıdır ve TSC2 ile p53 doğrudan 

AMPK’nın substratlarıdır [25, 46]. Özetle AMPK, bir yandan hücre içindeki enerji 

dengesini diğer yandan da apoptozu teĢvik etmek dahil önemli hücresel iĢlevleri 

düzenler [47]. 

AMP ile aktive olan kinaz aktivitesindeki artıĢ; kas kasılmasındaki artıĢ, 

hipoksiya, iskemi, ısı Ģoku, pH düĢüĢü, glikoliz inhibisyonu gibi metabolik stres 

durumları aracılığıyla olur. Stres koĢulları altında düzenleyici rol oynamanın yanı 

sıra, AMPK karaciğerde glukoz uyarımı dahil olmak üzere, pankreas adacıklarından 

insülin aktivitesi sağlama, vasküler endotelyal büyüme faktörünün (VEGF) uyarımı 

ve iskelet kasında anjiyojenez ve vasküler endotel hücrelerinde NO uyarımı gibi 

görevleri de üstlenmektedir. AMPK’nın hedefi olan bazı iyon kanalları tespit 

edilmiĢtir ve epitel sodyum kanallarının AMPK tarafından inhibe edildiği 

gösterilmiĢtir [35]. Kalpte AMPK’nın aktivasyonu, diğer dokuların aksine, Ģiddetli 

enerji yoksunluğu ve kardiyak iskemi gibi patolojik durumlarda son korunma aracı 

gibi davranır [46]. ÇalıĢmalarda ROS varlığında DOK’un AMPK aktivitesini 
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indükleyerek kanser hücresinin apoptozuna katkıda bulunduğu gösterilmiĢtir [47]. 

Fakat H2O2’nin AMPK’nın aktivasyonunu azalttığı kanıtlanmıĢtır [45]. 
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2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

 

YumuĢak doku tümörlerinin tedavisinde yaygın olarak kullanılan DOK faklı 

mekanizmaların iĢlediği süreçler sonunda baĢta kalp olmak üzere birçok organda 

toksik etkiye neden olmaktadır. Farklı dokularda DOK-indüklü toksisite için 

oksidatif stres ana mekanizma olarak ileri sürülmektedir. Bu çalıĢmaların birçoğunda 

antioksidant terapinin DOK-indüklü toksisiteden korunmada yararlı olacağı 

önerilmektedir. 

Doksorubisin uygulanan sıçanların böbrek dokusunda antioksidant molekül 

glutatyon miktarı ile antioksidant enzimler olan CAT, SOD, GPx ve glutatyon S-

transferaz (GST) aktiviteleri azalırken lipit peroksidasyonu düzeylerinde artıĢ 

meydana gelmiĢtir. Antioksidant molekül protocatechuic asidin doksorubisinden 

önce uygulanması oksidatif stres parametrelerinde düzelmeye yol açmıĢtır [48]. 

Doksorubisin uygulanan erkek sıçanlarda azalan serum SOD aktivitesinin ve 

artan serum lipit peroksidasyonu düzeylerinin fluvastatinin DOK tedavisinden önce 

ya da sonra uygulandığı gruplarda kontrol düzeylerine doğru iyileĢme gösterdiği 

belirlenmiĢtir [49]. Bu sonuçlara göre fluvastatinin antioksidan savunmayı uyararak 

DOK-indüklü testis dokusu apoptozuna karĢı koruma sağlayabileceği bildirilmiĢtir. 

Doksorubisin uygulanan Swiss albino sıçanların böbrek dokusunda azalan 

SOD aktivitesi ile glutatyon miktarı ve artan lipit peroksidasyonu düzeyleri 

antioksidant alfa-lipoik asit etkisinde iyileĢme göstermiĢtir [50]. Benzer bir durum, 

DOK’un neden olduğu apoptotik markerlarda da ölçülmüĢtür. Alfa-lipoik asidin 

antioksidan ve antiapoptotik etkileri ile DOK toksisitesine karĢı koruyucu olabileceği 

bildirilmiĢtir. 

Doksorubisin etkisindeki Sprague-Dawley sıçanlarının karaciğer dokusunda 

artan lipit peroksidasyonu düzeyleri ile azalan SOD, GPx ve CAT antioksidan enzim 

aktiviteleri pravastatin uygulanan sıçanlarda kontrol düzeylerine değiĢim göstermiĢtir 

[51]. 

Kardiyotoksisite DOK tedavisinde en yaygın görülen yan etkilerden bir 

tanesidir [52]. DOK’un neden olduğu kardiyotoksisiteyi gidermeye yönelik birçok 

çalıĢma yapılmıĢtır. 
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Antioksidan etkileri bilinen flavonoid apigenin, DOK uygulanan erkek 

sıçanlarda, kalp dokusunda azalan SOD aktivitesi ile artan lipit peroksidasyonu 

miktarının kontrol düzeylerinde iyileĢmesine neden olmuĢtur [52]. Apigenin 

DOK’un neden olduğu apoptotik protein artıĢı ve antiapoptotik protein azalmasına 

karĢı da etki göstermiĢtir. 

Doksorubisin etkisindeki 129/sv farelerinde artan ROS miktarı ve lipit 

peroksidasyonu düzeyleri, azalan SOD, CAT, GPx ve GST protein transkriptleri ile 

artan apoptotik Bax ve azalan antiapoptotik Bcl-2 protein düzeyleri, bir flavonoid 

olan genistein etkisinde kontrol düzeylerine iyileĢme göstermiĢtir. Bu sonuçlara göre 

genistein antioksidan savunma ile ilgili sinyal mekanizması aracılığı ile DOK’un 

prooksidant ve proapoptotik özelliğine karĢı koruyucu etki göstermektedir [53]. 

Doksorubisinin kardiyotoksik etkilerine karĢı koruyucu etkisini araĢtırdığımız 

diazoksit (DIA) potasyum kanalı aktivatörü olarak hücre membranının potasyum 

iyonlarına karĢı geçirgenliğinde artıĢa neden olmaktadır.  

Fare insülinoma hücre hattında DIA, glukoz varlığında palmitik asidin neden 

olduğu Ca
2+

 iyon ve apoptotik hücre artıĢını engelleyerek yararlı etki göstermiĢtir 

[54]. Palmitik asit indüklü endoplazmik retikulum stresine karĢı yalnızca glukoz 

varlığında Ca
2+

 salınımını engelleyerek, DIA koruyucu etkili olmuĢtur. 

Amiloid beta proteini (Aβ) nöronal hücrelerde oksidatif stres yoluyla hücre 

ölümüne yol açarak Alzheimer hastalığının patojenezinde önemli bir rol 

oynamaktadır. Wistar sıçan kolinerjik nöron kültüründe DIA, Aβ proteininin neden 

olduğu NADPH oksidaz 2 (NOX2) protein ifadelenmesini ve dolayısıyla artan ROS 

miktarı ile lipit peroksidasyonu düzeylerini azaltarak yararlı etki göstermiĢtir [55]. 

Diazoksit, DOK etkisindeki Wistar sıçanların kalp dokusunda artan H2O2 ve 

troponin T miktarını azaltırken doku DOK birikimine etki etmemiĢtir. Mitokondriyal 

ATP duyarlı K kanallarının DOK indüklü toksisiteden korunmada önemli bir 

mekanizma sağladığı bildirilmiĢtir [56]. 

Ayrıca DIA’nın DOK kaynaklı toksisitesindeki olası etkilerini araĢtıran 

birkaç çalıĢma vardır. Bunlardan birisi, DOK uygulamasından yarım saat önce DIA 

uygulanan diĢi farelerde, DOK’un neden olduğu kalp fonksiyon kayıplarının azaldığı 

rapor edilmektedir. DIA’nın bu iyileĢtirci etkisinde SERCA-II proteininde yaptığı 
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artıĢa ve fosfolamban proteininde yaptığı azalmaya bağlı olarak hücre içi kalsiyum 

homeostazisinin yeniden sağlanmasının katkısının olabileceği vurgulanmaktadır. 

BaĢka bir çalıĢamada ise, gap kavĢakların önemli bir bileĢeni olan konneksin-

43’ün mitokondri membranında bulunduğu ve DOK’un bu proteinin miktarında 

azalmaya neden olduğu rapor edilmektedir. DIA’nın ise DOK etkisiyle azalan 

konneksin-43 proteininde artıĢa neden olduğu savunulmaktadır [57]. 

Doksorubisin terapisinden önce DIA uygulanan sıçanlarda, DOK kaynaklı 

kalp hasarının azaldığı bildirilmektedir. Bu çalıĢmanın sonucuna dayalı olarak 

araĢtırıcılar DIA’nın DOK’un neden olduğu kalp fonksiyon hasarına karĢı 

mitokondriyal KATP’lerin açılmasına bağlı azalan oksidatif stres aracılığıyla 

koruyucu olabileceği kanısına varmıĢlardır [56]. 

Yine DIA gibi baĢka mitokondriyal KATP kanal açıcıların DOK kaynaklı 

kalp toksisitesine karĢı koruyucu olduğuna dair çalıĢmalar da mevcuttur. 

Bir diğer mitokondriyal ATP’ye bağlı potasyum (mitoKATP) kanal açıcısı 

olan nikorandil (2-nikotinamidoetil-nitrat ester)’in özellikle NO ile aktifleĢerek 

anjina pektoris ve akut kalp yetmezliği tedavisinde kullanıldığı bildirilmektedir [17].  

ÇalıĢmamızda amacımız, DOK etkisindeki sıçan kalp kası hücre hattında 

KATP kanal açıcısı olan DIA’nın koruyucu etki mekanizmasının; antioksidan enzim 

aktivitesinin, oksidatif stres durumunun, F-aktin organizasyonunun, mitokondriyal 

membran potansiyelinin, apoptotik hücre sayısının ve bazı protein ifadelenmelerinin 

ölçülmesi aracılığıyla, araĢtırılmasıdır.
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Kimyasal Maddeler 

 

1. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium besi yeri (DMEM) Sigma-Aldrich 

2. Fetal sığır serum albümini (FBS)    Sigma 

3. Glutamin       Gibco 

4. Streptomisin       Gibco 

5. Penisilin       Gibco 

6. Diyazoksit       Sigma-Aldrich 

7. Doksorubisin       Sigma-Aldrich 

8. SuperSignal™ Western blot enhancer   Invitrogen 

9. Fosfat ile tamponlanmıĢ tuz-tris tamponu (PBS-T)  Invitrogen 

10. Alkalen fosfataz çözeltisi     Thermo-Fisher 

11. TAS/TOS kiti                                                                        Reel Assay 

12. SOD kiti                                                              Abcam 

13. 5,5′,6,6′-Tetrachloro-1,1′,3,3′-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide (JC1) 

Sigma-Aldrich 

14. TUNEL kiti       Roche 

15. Triton X-100       Sigma 

16. PVDF membran      Invitrogen 

17. Tripsin EDTA       Gibco 

18. Paraformaldehit      Sigma-Aldrich 

19. Dimetil sülfoksit (DMSO)     Sigma-Aldrich 

20. Embriyonik sıçan kalp kası hücre hattı (H9c2)  Prof.Dr. Belma 

TURAN’dan hediye 

21. Oje 

 

3.2. Cihazlar ve Diğer Gereçler 

 

1. Ġnkübatör       Thermo Scientific 

2. Hücre kültür flaskları      ISOLAB 
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3. Hücre kültür plakaları      Eppendorf 

4. Jel elektroforez tankı      Invitrogen 

5. iBlot cihazı      Invitrogen IB1001EU 

6. Orbital karıĢtırıcı      Cleaver Scientific 

7. Coverslip       ISOLAB 

8. Lam        ISOLAB 

9. Pastör pipeti       ISOLAB 

10. Ġmmünofloresan mikroskop     Olympus BX51 

11. ELISA okuyucu  BioTek µQuant Microplate Spectrophotometer 

12. Otomatik pipet seti      Axygen AxyPet 

13. Otomatik pipet seti      Eppendorf 

14. Distile Su Cihazı      Millipore Rios 8 

15. Pens 

16. Sıvı azot tankı     International Cryogenics, Inc. 

17. Santrifüj      Hettich-Universal 32 

18. Inverted mikroskop      Olympus 1M 

19. Cryo tüpü       ISOLAB 

20. Falkon tüpü       ISOLAB 
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3.3. Hücre Kültürü ÇalıĢmaları 

 

ÇalıĢmamızda embriyonik sıçan kalp kası hücre hattı (H9c2) kullanıldı. 

 

3.3.1. Sıvı Azotta Saklanan H9c2 Hücrelerinin Hazırlanması 

 

Cryo tüpleri içeresinde -196°C sıvı azot tankının içinde saklanmakta olan 

hücreler 37°C sıcaklıkta çözüldü. Hücrelerin saklandığı ortamda bulunan DMSO’nun 

toksik etkisinin azaltılması amacıyla ortama 5-6 mL complete-DMEM (c-DMEM) 

ilave edilerek santrifüj edildi. Bu iĢlem iki defa tekrar edildi ve her bir santrifüj 

iĢlemi sonunda süpernatant uzaklaĢtırıldı. DMSO ortamdan uzaklaĢtırıldıktan sonra 

hücreler çoğaltılmak üzere flasklara ekildi. 

 

3.3.2. H9c2 Hücrelerinin Çoğaltılması 

 

H9c2 hücre hattı; DMEM besiyerine %10 sığır serum albumini, 2 mM 

glutamin ve 100 IU/mL penisilin, 0,1 mg/mL streptomisin antibiyotikleri ilave 

edilerek (c-DMEM) hücre kültür flasklarında 37°C ve %5 karbondioksit (CO2) 

koĢullarındaki inkübatörde çoğaltıldı. 2-3 günde bir inverted mikroskop altında 

büyümeleri takip edildi. Yeterli çoğunluğa (%80) ulaĢtıktan sonra kültür 

besiyerinden uzaklaĢtırıldı ve flasklara 8-10 mL Tripsin-EDTA çözeltisi eklendi, 

37°C’de %5CO2’li inkübatörde 5 dakika inkübe edildi. Yüzeyden kaldırılan hücreler, 

daha sonra tripsinin uzaklaĢtırılması için pipet yardımıyla 15 mL’lik steril falkon 

tüplerine alındı. Falkon tüplerine 5 mL c-DMEM eklendi ve 4000 rpm’de 4 dak. 

santrifüj edilerek süpernatant uzalaĢtırıldı. Dipte kalan pellet kısmı 5 mL c-DMEM 

içerisinde çözdürüldü. 

 

3.3.2.1.Hücre sayısının belirlenmesi 

 

Santrifüjlüme iĢlemi sonrası pellete c-DMEM eklenerek elde edilen 

süspansiyondan Thoma lamına 10 µL damlatıldı. Lam üzerinde rastgele seçilen 10 
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karedeki hücre sayısı, mL’deki ortalama hücre sayısı Ģeklinde belirlendi. Hücreleri 

çoğaltmak için 75 mL’lik flasklara ekim yapıldı. 

 

3.4. Deney Gruplarının OluĢturulması 

 

“KATP kanallarının açılması doksorubisinin kardiyotoksik etkisini azaltır” 

hipotezini test etmek amacıyla H9c2 hücre hattı ile; 

 

 Gruplar Uygulama Süresi 

1 Kontrol 24 saat 

2 Diyazoksit (100 µM) 24 saat 

3 Doksorubisin (2,6 µM) 24 saat 

4 Diyazoksit (100 µM) + Doksorubisin (2,6 

µM) 

24 saat 

olmak üzere 4 deney grubu oluĢturuldu. Her bir deney grubu 4 tekrarlı olacak Ģekilde 

yapıldı. 

1. Kontrol Grubu: Besiyerinin olası etkilerine karĢı duyulan Ģüpheyi gidermek ve 

diğer gruplardaki değiĢiklikleri anlayabilmek amacıyla kontrol grubu 

oluĢturuldu. Kontrol grubunu içeren plakadaki her bir kuyucuğa 140 µL hücre 

kültürü ve 860 µL DMEM eklendi. 

2. Diyazoksit Grubu: KATP açıcısının tek baĢına etkisinin olup olmadığına dair 

Ģüpheleri gidermek ve Diyazoksit+Doksorubisin grubunun etkisini 

anlayabilmek amacıyla oluĢturuldu. H9c2 hücre hattı 100 µM DIA ile 24 saat 

süreyle inkübe edildi. 

3. Doksorubisin grubu: DOK’un tek baĢına oluĢturduğu toksisisiteyi ve 

Diyazoksit+Doksorubisin grubunda DIA’nın DOK toksisitesine etkisini 

anlamak üzere oluĢturuldu. Kanser hastalarının DOK verildikten sonra 

plazmalarında ölçülen DOK deriĢimi 1-5 µM’dır. ÇalıĢmamızda 2,6 µM 

deriĢiminde DOK H9c2 hücre hattına 24 saat süreyle uygulandı. 

4. Diyazoksit+Doksorubisin Grubu: “KATP kanallarının açılması doksorubisinin 

kalp üzerinde toksik etkisini azaltır.” hipotezini desteklemek amacıyla bu deney 
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grubu oluĢturuldu. 2.6 µM DOK ve 100 µM DIA, H9c2 hücre hattına 24 saat 

süreyle uygulandı. 

Deney grupları oluĢturulduktan sonra hücreler, 37°C ve %5 CO2 

koĢullarındaki inkübatörde 24 saat inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonunda aĢağıda 

belirtilen analizlere geçildi. 

 

3.5. Oksidatif Stres Parametrelerinin Saptanması 

 

Numunelerdeki total oksidan/antioksidan seviyesi spektrofotometrik 

yöntemler ile mikroplaka okuyucuda ölçüldü. Ölçümler için ticari kit kullanıldı. 

 

3.5.1. Total Antioksidan Durumun Ölçülmesi 

 

Numunelerin içerdiği antioksidan maddeler koyu mavi-yeĢil renkli ABTS 

radikalini renksiz ABTS formuna indirger. 660 nm'deki absorbans (Abs) değeri, 

numunenin toplam antioksidan seviyesi ile iliĢkilendirilir. 

Birinci Abs ölçümü için standart ve örneklerden 7,5 μL plaka kuyucuklarına 

alındı ve üzerine 125 μL Reagent 1 eklendi. Ölçüm 660 nm dalga boyuna ayarlanmıĢ 

ELISA okuyucu cihazında yapıldı. Ġkinci Abs ölçümü için kuyucuklara 18,75 μL 

Reagent 2 eklenerek oda sıcaklığında 10 dak. bekletildi ve sürenin sonunda 660 nm 

dalga boyunda okuma yapıldı. Sonuçlar deklemler ile hesaplanarak, μmol Trolox 

Eq/L olarak ifade edildi. ÇalıĢma standardı deiyonize su ile seyreltildi. 

Hesaplama:  

Sonuç = [(∆Abs Std1) - (∆Abs Numune)] / [(∆Abs Std1) - (∆Abs Std2)] 

∆Abs Std1 = (Standart 1’in ikinci Abs değeri- Standart 1’in birinci Abs 

değeri) 

∆Abs Std2 = (Standart 2’nin ikinci Abs değeri- Standart 2’nin birinci Abs 

değeri) 

∆Abs Numune = (Numunenin ikinci Abs değeri – Numunenin birinci Abs 

değeri) 
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3.5.2. Total Oksidan Seviyenin Ölçülmesi 

 

ÇalıĢma, örnekte bulunan oksidanların, demir iyonu-Ģelatör kompleksindeki 

ferröz demiri ferrik iyona oksitlemesi prensibine dayanır. Ferrik iyon, asidik ortamda 

kromojen ile renkli bir kompleks yapar. Spektrofotometrik olarak ölçülebilen renk 

yoğunluğu, örnekte bulunan toplam oksidan molekül miktarı ile iliĢkilendirilir. 

Kalibrasyon H2O2 ile yapıldı. ÇalıĢma standardı deiyonize su ile seyreltildi. Birinci 

Abs ölçümü için standart ve numunelerden 18,75 μL plaka kuyucuklarına alındı ve 

üzerine 125 μL Reagent 1 eklendi. 530 nm’de Abs ölçümü yapıldı. Ġkinci Abs 

ölçümü için kuyucuklara 6,25 μL Reagent 2 eklenerek oda sıcaklığında 10 dak. 

bekletildi. 660 nm dalga boyunda Abs ölçümü yapıldıktan sonra sonuçlar litre baĢına 

µM H2O2 eĢdeğeri (μmol H2O2 Equiv/L) cinsinden ifade edildi. 

 

Hesaplama: 

Sonuç = (AbsNumune/AbsStandart2) X 20(Standart2 Değeri)* 

 Numune Absorbansı (AbsNumune) = (Numunenin Ġkinci Abs - Numunenin 

Ġlk Abs) 

 Absorbans Standart 2 = (Standart 2’nin Ġkinci Abs - Standart 2'nin Ġlk Abs) 

 *Standart2 Değeri = 20 μmol H2O2 EĢdeğeri/L 

 

 

3.5.3. Oksidatif Stres Ġndeksinin Hesaplanması 

 

Oksidatif stres indeksi (OSI) aĢağıdaki denklem yardımıyla hesaplandı: 

 

OSI (Arbitrary unit): TOS (μmol H2O2 Eq/L) / TAS (μmol Trolox Eq/L) 
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3.5.4. Süperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ölçülmesi 

 

Süperoksit dismutaz (SOD) önemli antioksidan enzimlerden biridir. Satın 

alınan bir SOD kiti kullanılarak kolorimetrik ölçüm yapıldı (Abcam; ab65354). 

Üretici firmanın önerdiği Ģekilde aĢağıdaki çizelge kullanılarak hazırlanan örnek ve 

körler 37°C’de 20 dak. inkübe edildi. Ġnkübasyon süresinin ardından ölçüm 450 nm 

dalga boyuna ayarlanmıĢ ELISA okuyucu cihazında (BioTek µQuant Microplate 

Spectrophotometer) yapıldı ve değerler % inhibisyon oranı olarak verildi. 

 

Çizelge 3.1. SOD ölçümü için kullanılan maddeler ve miktarları 

Madde Örnek (µL) Kör 1 (µL) Kör 2 (µL) Kör 3 (µL) 

Örnek miktarı 20 0 20 0 

ddH2O 0 20 0 20 

WST çalıĢma 

solüsyonu 
200 200 200 200 

Enzim çalıĢma 

solüsyonu 
20 20 0 0 

Sulandırma tamponu 0 0 20 20 

 

 

3.6. Western Blot Yöntemiyle Hedef Proteinlerin DeriĢimlerinin Belirlenmesi 

 

Elektroforez cihazına, camlar arasında, hazır akrilamid jel (%10’luk) 

yerleĢtirildi. Cihaz ünitesi elektroforez tamponu (0,025 M Tris baz, 0,192 M glisin ve 

%0,1 SDS) ile dolduruldu. Proteinler elektroforez yöntemiyle moleküler ağırlıklarına 

göre bantlar halinde ayrıĢtırılmak üzere markır ve örneklerden eĢit miktarda (100 

µg’lık protein olacak Ģekilde) jeldeki kuyucuklara yüklendi. Yükleme yapıldıktan 

sonra tankın tamamı tampon ile dolduruldu ve örnekler 130 volt altında yaklaĢık 1 

saat boyunca yürütüldü. Sürenin sonunda jel, camdan ayrıldı ve membrana transfer 

iĢlemi için hazırlandı. Proteinlerin membrana transferi için iĢlem basamakları 

(sünger- blot kâğıdı- jel- PVDF membran- blot kâğıdı- sünger) izlendi ve akrilamid 
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jel blotlama cihazına yerleĢtirildi. Transfer iĢlemi 10 dak.’da yapıldı. Ardından 

bantların daha net ve belirgin görünmesi için bir sinyal artırıcı çözelti membrana 

uygulandı. Sinyal artırıcı uygulanan membran 15 dak. orbital karıĢtırıcıda çevrildi, 

böylece sinyal artırıcı ile yeterince etkileĢmesi sağlandı. Süre sonunda membran üç 

kez distile su ile yıkandı. Membranla antikorlar arasındaki non-spesifik proteinleri 

bloklamak için, orbital karıĢtırıcı üzerinde 1 saat boyunca, %5’lik FBS ile doyurma 

iĢlemi yapıldı. Doyurma iĢleminden sonra membranlar, TBS-T çözeltisi (0,02 M Tris 

baz, 0,14 M NaCl ve %0,2 Tween-20) ile 5’er dak. aralıklarla üç kez yıkandı. 

Proteinlerin tanımlanması için her bir birincil antikor (SUR2A, Kir6.2, ERK1/2, 

AMPK, NF-κB ve sitokrom c) protokolüne göre %5’lik PBS-T ile 1/500 oranında 

seyreltildi. Bu durumda bloklama tamponu olarak sinyal artırıcı eklendi. Birincil 

antikorlarla yeterince etkileĢmesi için membran, orbital karıĢtırıcı yardımıyla 

+4°C’de bir gece çevrildi. Ġkincil antikorlar (anti-tavĢan ve anti-fare) ile etkileĢime 

sokulmadan önce membran, PBS-T ile 10’ar dak. aralıklarla üç kez orbital karıĢtırıcı 

yardımıyla yıkandı. Ġkincil antikorlar bloklama tamponu (%5 BSA+PBS-T) içinde 

protokolüne uygun Ģekilde 1/3000 oranında seyreltildi. Membran ikincil antikorlar 

ile 1 saat oda sıcaklığında orbital karıĢtırıcı yardımıyla inkübe edildi. Süre sonunda 

membran, her biri 10 dak. olmak üzere üç kez PBS-T çözeltisi ile yıkandı. Alkalen 

fosfataz substratı içeren BCIP/NBT çözeltisi yardımı ile görüntüleme iĢlemi 

yapıldıktan sonra standart molekül ağırlıklarına sahip markır kullanılarak hedeflenen 

proteinler görüntülendi. 

 

3.7. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Ölçülmesi 

 

JC-1, mitokondriyal membran potansiyelini ölçmek için kullanılan çift 

emisyonlu, zar potansiyeline duyarlı floresan bir boyadır. Sağlıklı hücrelerde 

mitokondriyal membran potansiyeli yüksektir ve JC-1, 560 - 595 nm’de sırasıyla 

geniĢ uyarma ile çok dar emisyon spektrumları sergileyen kırmızı J-agregatlar 

oluĢturur. Apoptotik hücreler ya da sağlıksız hücrelerde (depolarize) düĢük membran 

potansiyelinden dolayı JC-1 boyası birikmediği için 485 - 535 nm’de yeĢil J-

agregatlar oluĢur. Mikroskobik inceleme sırasında apoptotik olmayan hücrelerde 

sitozol kırmızı renkli, apoptotik hücrelerde ise yeĢil renkli olarak görüntülenir. JC-
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1’in kırmızı-yeĢil floresan oranı sadece membran potansiyeline bağlıdır ve 

mitokondriyal boyut, Ģekil veya yoğunluktan etkilenmez. 

Daha öncesinde hazırlanan her bir örnek plaka kuyucuklarına konuldu ve 6 

µM JC-1 boyası eklenerek 90 dak. oda sıcaklığında ve karanlık ortamda inkübe 

edildi. 90 dak. sonunda örnekler ayrı ayrı JC1 yıkama çözeltisi ile 2 defa yıkandı. JC-

1 ıĢıması DP72 kameralı Olympus BX51 mikroskobu yardımı ile görüntülendi. 

 

 

3.8. Ġmmunofloresans Yöntemi ile Apoptotik Hücre Sayısının Belirlenmesi 

 

Apoptotik hücre sayısını belirlemek üzere TUNEL (Roche) kiti kullanıldı. 

OluĢturulan deney gruplarındaki H9c2 hücreleri yöntemin uygulanabilmesi için 

flaskların içine yerleĢtirilen cam coversliplere ekildi, 24 saat sonunda iĢleme alındı. 

ÇalıĢma için taze %4’lük paraformaldehit hazırlandı (4 g toz paraformaldehit, 100 

mL PBS’de çözüldü) ve hücreler 40 dak. boyunca 37°C’ de %5 CO2 koĢullarında 

inkübe edildi. 3 defa PBS ile yıkama yapıldı. Hücre porlarının geçirgenliğinin 

artırmak ve böylece TUNEL kitinin hücrelerin içine kolay nüfuz edebilmesini 

sağlamak üzere %0,002’lik Triton X-100 deterjanı kullanıldı. Bu iĢlem buz üzerinde 

10 dak.’da yapıldı. TUNEL master karıĢımı her bir örneğe 50 µL olacak Ģekilde 

eklendi ve 80 dak. boyunca 37°C, %5 CO2 koĢullarında inkübe edildi. 3 defa PBS ile 

yıkama yapıldı. Cam coverslipler lama kapatılıp, kuruması beklendikten sonra, etrafı 

oje ile çizildi. Sonrasında immünofloresan mikroskobunda 20X, 40X ve 100X 

objektifte alan taramaları yapıldı. Elde edilen görüntülerde yalnızca apoptoza giden 

yani DNA kırıkları bulunan hücreler boyanır ve kırmızı floresan ıĢıma meydana 

gelir. Bu hücreler TUNEL pozitif hücre olarak değerlendirildi, sayıldı ve fotoğrafları 

çekildi. Normal hücreler ise siyah zemin içerisinde kalarak görünmemektedir. Bu 

iĢlemlerin tümü karanlık odada yapıldı. Apoptotik hücre sayılarının belirlenmesinde 

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html, versiyon 1.52) programından 

yararlanılmıĢtır. 
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3.9. Ġstatistiksel Analiz 

 

Analizlerden elde edilen verilerin istatistiksel değerlendirilmesi IBM SPSS 

22.0 paket istatistik programında (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22) 

yapıldı. Verilerin normalitesi Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal 

dağılım gösteren veriler tek yönlü varyans analizi (One-Way ANOVA) testine tabi 

tutuldu. Bu test ile gruplar arasında fark görülmüĢse öncelikle veri setlerinin Levene 

testi ile homojenitesi araĢtırıldı. Homojenlik gösteren veri setleri için gruplar 

arasındaki istatistiksel ayrım Duncan post-hoc testi ile, homojenlik göstermeyen veri 

setleri için gruplar arasındaki ayrım Tamhane’s T2 post-hoc testi ile analiz edildi. 

Normal dağılım göstermeyen veri setleri arasındaki istatistiksel önem derecesi 

öncelikle Kruskal-Wallis testi uygulanarak belirlendi. Kruskal-Wallis testinde önem 

gösteren parametrelerde sürekli bir değiĢken yönünden bağımsız iki grup arasında 

fark olup olmadığını test etmek için Mann-Whitney U Testi uygulandı. Veriler 

aritmetik ortalama±standart hata Ģeklinde sunuldu (P<0.05). 
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4. BULGULAR ve TARTIġMA 

 

4.1. BULGULAR 

 

4.1.1. Oksidatif Stres Parametreleri 

 

Doksorubisinin neden olduğu yan etkiler en fazla kalpte açığa çıkar. Bu da 

DOK kaynaklı yan etkinin en çok araĢtırıldığı doku olarak kalbi ön plana çıkartır. 

DOK kaynaklı kardiyak hasarın nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Fakat, 

DOK’un yan etkilerinin ortaya çıkmasında oksidatif stresin önemli olduğunu 

gösteren birçok çalıĢma bulunmaktadır. Yapılan bu tez çalıĢmasında total antioksidan 

ve oksidan durumu ile bu iki değer aracılığıyla hesaplanan oksidatif stres indeksi 

oksidatif koĢulları belirleyebilmek üzere analiz edildi. Ayrıca önemli bir antioksidan 

enzim olan SOD aktivitesindeki değiĢim de ölçüldü (Çizelge 4.1.). 

 

4.1.1.1.Total antioksidan durum 

 

Grupların TAS değerleri arasında herhangi bir istatistiksel ayrım 

bulunamamıĢtır (P>0.05) (Çizelge 4.1.). 

 

4.1.1.2.Total oksidan durum 

 

Grupların TOS değerleri arasında anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (Çizelge 

4.1.). 

 

4.1.1.3.Oksidatif stres indeksi 

 

Gruplar arasında OSI değerleri arasında istatistiksel düzeyde fark yoktur 

(Çizelge 4.1.). 
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4.1.1.4.Süperoksit dismutaz enzim aktivitesi 

 

Doksorubisin SOD aktivitesinde azalmaya neden olmuĢtur (Çizelge 4.1.) ve 

bu azalma DIA grubuna göre de anlamlıdır (P<0.05). DIA uygulanan grupta da 

aktivitede azalma meydana gelmiĢtir. Bununla birlikte DOK’un DIA ile birlikte 

verildiği grupta SOD aktivitesi yalnızca DOK verilen gruba göre artarken yalnızca 

DIA uygulanan gruba göre istatistiksel önemde değildi (Çizelge 4.1.). 

Çizelge 4.1. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarından 24 saat sonra 

H9c2 hücre hattında oksidatif stres parametrelerindeki değiĢim 

 TAS 

(μmol Trolox 

Eq/L) 

TOS 

(μmol H2O2 

Eq/L) 

OSI 

(Arbitrary unit) 

SOD 

(% inhibisyon) 

Kontrol 2,209±0,607 25,758±2,377 84,04±15,90 69,067±0,742
a
 

DIA 3,582±0,745 33,671±3,059 102,06±22,75 47,106±1,461
b
 

DOK 3,058±0,670 26,126±1,830 76,16±13,05 25,507±4,002
c
 

DIA+DOK 2,625±0,411 28,330±2,803 103,87±19,30 48,607±3,330
b
 

DIA: Diyazoksit grubu, DOK: Doksorubisin grubu, DIA+DOK: 

Diyazoksit+Doksorubisin grubu, SOD: Süperoksit dismutaz, TAS: Total antioksidan 

durum, TOS: Total oksidan durum, OSI: Oksidatif stres indeksi. Veriler aritmetik 

ortalama±standart hata Ģeklinde sunulmuĢtur. Farklı harflerle gösterilen veriler 

arasında istatistik fark bulunmaktadır (P<0.05; SOD, TAS ve TOS analizleri için 

N=8; OSI analizi için N=5-7). 

 

 

 

 

 

 

 



4. BULGULAR ve TARTIġMA Özgül AYDIN 

30 

4.1.2. Protein Ġfadesindeki DeğiĢimler 

 

4.1.2.1.SUR2A protein ifadesindeki değiĢim 

 

Doksorubisinin kardiyotoksisitesi üzerine KATP’nin etkisinin DIA aracılığı 

ile araĢtırıldığı bu tez çalıĢmasında, KATP’yi oluĢturan protein alt birimlerinin 

miktar değiĢimleri de analiz edildi. Kalp kas hücrelerinde, KATP, Kir6.2/SUR2A alt 

birimlerinden oluĢmaktadır. Kontrol grubu ile DIA grupları arasında SUR2A proteini 

bakımından fark bulunamamıĢtır. DOK grubunda ise kontrol ve DIA grubuna göre 

SUR2A protein ifadesi azaldı. DOK ve DIA’nın birlikte uygulandığı grupta SUR2A 

protein ifadesi, DOK grubuna oranla artıĢ göstermesine karĢın kontrol ve DIA 

gruplarına oranla daha düĢük düzeydedir (ġekil 4.1.). 

 

 

4.1.2.2.Kir6.2 protein ifadesindeki değiĢim 

 

Kontrol ve DIA grupları arasında 24 saat uygulama süresi sonunda Kir6.2 

protein ifadesi yönünden herhangi bir fark bulunamamıĢtır. H9c2 hücrelerinde, 

Kir6.2 protein ifadesi, 24 saat DOK etkisinden sonra kontrol grubuna oranla artıĢ 

gösterdi. DIA+DOK grubunda ise Kir6.2 protein ifadesi DOK grubuna göre azaldı 

(ġekil 4.1.). 

 

4.1.2.3.ERK1/2 protein ifadesindeki değiĢim 

 

Mitojen ile aktive olan kinaz ailesi üyesi olan ERK1/2, proapoptotik yolaklar 

ve sağkalım yolaklarıyla iliĢkilidir. Kontrol ve DIA gruplarına ait ERK1/2 protein 

ifadeleri arasında fark bulunamamıĢtır. 24 saatlik DOK etkisindeki grupta ise 

ERK1/2 protein ifadesi hem kontrol hem de DIA gruplarına oranla artıĢ gösterdi. 

DIA+DOK grubunda ise DOK-indüklü ERK1/2 protein ifadesinde iyileĢme 

görülmüĢtür (ġekil 4.1.). 
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4.1.2.4.AMPK protein ifadesindeki değiĢim 

 

AMPK, hücrede meydana gelen enerji stresine duyarlı bir proteindir. 24 

saatlik inkübasyon süresi sonunda kontrol ve DIA grupları arasında AMPK protein 

ifadesi yönünden herhangi bir fark bulunamamıĢtır. 24 saat DOK etkisinden sonra 

AMPK protein ifadesi azalırken, DIA, DOK’un AMPK proteini azaltıcı etkisi 

üzerinde herhangi bir aktiviteye sahip değildi (ġekil 4.1.). 

 

4.1.2.5.NF-κB protein ifadesindeki değiĢim 

 

NF-κB, MAPK yolağının son bileĢeni proteinlerden bir tanesidir. 24 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda kontrol ve DIA grupları arasında NF-κB protein ifadesi 

yönünden herhangi bir fark bulunamamıĢtır. 24 saat DOK etkisinden sonra H9c2 

hücrelerinde NF-κB protein ifadesi hem kontrol hem de DIA grubuna göre azalma 

göstermiĢtir. DIA, DOK’un NF-κB proteini azaltıcı etkisi üzerinde herhangi bir 

aktiviteye sahip değildi (ġekil 4.1.). 

 

 

 

4.1.2.6.Sitokrom c protein ifadesindeki değiĢim 

 

Sitokrom c, ETS’de son elektron alıcısı olmasının yanında mitokondriyal 

apoptoz yolağının baĢlatılmasında da anahtar proteinlerden bir tanesidir. 24 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda kontrol ve DIA grupları arasında sitokrom c protein 

ifadesi yönünden herhangi bir fark bulunamamıĢtır. Buna karĢın, 24 saat DOK etkisi 

sonunda H9c2 hücrelerinde sitokrom c protein miktarında azalma meydana gelmiĢtir. 

DIA, DOK-kaynaklı sitokrom c azalmasını engelleyici etki yapmıĢtır (ġekil 4.1.). 
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ġekil 4.1. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarından 24 saat sonra 

H9c2 hücrelerinde bazı protein ifadelerindeki değiĢim. Kont: Kontrol grubu, DIA: 

Diyazoksit grubu, DOK: Doksorubisin grubu, DIA+DOK: Diyazoksit+Doksorubisin 

grubu 

 

 

4.1.3. Mitokondri Membran Potansiyeli 

 

Yapılan çalıĢmalar, DOK’un plazmadan çok organellerde özellikle de 

mitokondride birikme eğiliminde olduğunu göstermiĢtir. Dolayısıyla DOK’un yan 

etkileri de mitokondri hasarıyla iliĢkilidir. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda 

kontrol ve DIA grupları arasında MMP yönünden herhangi bir fark bulunamamıĢtır 

(ġekil 4.2. A , B). 24 saatlik etki süresi sonunda DOK, H9c2 hücre mitokondrilerinde 
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MMP’yi azaltarak depolarizasyona neden oldu. DIA, DOK varlığında meydana gelen 

MMP depolarizasyonunu düzeltici etki yapmıĢtır (ġekil 4.2. C, E). 

 

4.1.4. F-Aktin Organizasyonu 

 

Hücre iskeleti elemanı olan F-aktin kasılabilen hücrelerde ve ayrıca madde 

transportu için elzemdir. DOK-indüklü kardiyotoksisite, kalbin kasılma kuvvetinde 

kalıcı kayıplara yola açarak ilerleyen zamanlarda dilate kalp yetmezliğinin 

geliĢmesine neden olur. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda kontrol ve DIA 

grupları arasında F-aktin organizasyonu yönünden herhangi bir fark bulunamamıĢtır 

(ġekil 4.3. A, B). 24 saatlik etki süresi sonunda DOK, H9c2 hücrelerinde F-aktin 

organizasyonunun bozulmasına ve filopodiya oluĢumuna neden oldu (ġekil 4.3. C). 

Buna karĢın, DIA+DOK grubunda F-aktin organizasyonu, kontrol ve DIA gruplarına 

benzerdir, aynı zamanda filopodiya oluĢumları da gözlemlenmemiĢtir (ġekil 4.3. D). 

 

4.1.5. Apoptotik Hücre Sayıları 

 

Doksorubisin-indüklü kardiyotoksisitede gözlenen en önemli sonuçlardan biri 

kalp kası hücre kayıplarına bağlı geri dönüĢsüz kalp yetmezliğidir. Kalp hücresi 

kaybında apoptotik yolak önemli rol oynar. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda 

kontrol ve DIA grupları arasında apoptotik hücre sayısı yönünden herhangi bir fark 

bulunamamıĢtır (ġekil 4.4. A, B) 



4. BULGULAR ve TARTIġMA Özgül AYDIN 

34 

 

ġekil 4.2. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarından 24 saat sonra 

H9c2 hücre mitokondrilerinde membran potansiyeli değiĢimi. A ve a: Kontrol grubu; 

B ve b: Diyazoksit grubu; C ve c: Doksorubisin grubu ve D ve d: 

Diyazoksit+doksorubisin grubu. Küçük harfler: 20X, büyük harfler: 100X 

büyütmedeki görüntülerdir. 
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ġekil 4.3. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarından 24 saat sonra 

H9c2 hücrelerinde F-aktin organizasyonunun gösterilmesi. A: Kontrol grubu, B: 

Diyazoksit grubu, C: Doksorubisin grubu, D: Diyazoksit+Doksorubisin grubu. 

Fotoğraflar 100X objektif görüntüleridir. 

 

24 saatlik etki süresi sonunda DOK, apoptotik hücre sayısınının kontrol ve 

DIA gruplarına oranla önemli düzeyde artıĢına neden olmuĢtur (P<0.05, Çizelge 4.2., 

ġekil 4.4. C ve c). DIA, DOK-indüklü apoptotik hücre kaybınının azalmasını 

sağlamıĢtır (ġekil 4.4.. D ve d, Çizelge 4.2.). 
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ġekil 4.4. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarından 24 saat sonra 

apoptotik H9c2 hücre sayısının gösterilmesi. A ve a: Kontrol grubu; B ve b: 

Diyazoksit grubu; C ve c: Doksorubisin grubu ve D ve d: Diyazoksit+doksorubisin 

grubu. Küçük harfler 20X, büyük harfler: 100X büyütmedeki görüntülerdir. a ve b 

ıĢık mikroskobu ayarındaki floresan mikroskop görüntüleridir. 
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Çizelge 4.2. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarından 24 saat sonra 

TUNEL pozitif hücre sayılarındaki değiĢim 

 

 TUNEL Pozitif Hücre Sayısı 

Kontrol 0,000±0,000
a
 

Diyazoksit 0,750±0,164
b
 

Doksorubisin 44,063±4,865
c
 

Diyazoksit+Doksorubisin 18,619±1,435
d
 

Veriler aritmetik ortalama±standart hata Ģeklinde sunulmuĢtur. Farklı harflerle 

gösterilen veriler arasında istatistik fark bulunmaktadır (P<0.05; N=8-21). 
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4.2. TARTIġMA 

 

ÇalıĢmamızda, yumuĢak doku kanserlerinin tedavisinde yaygın bir Ģekilde 

kullanılan ve adriyamisin olarak da bilinen DOK’un sıçan kalp kası hücrelerine 

toksisitesinin ve DIA’nın bu hasara karĢı koruyucu etkisinin mekanizmaları 

araĢtırılmıĢtır. Bulgularımıza göre DOK, SOD enzim aktivitesinde azalmaya bağlı 

olası süperoksit anyon radikali miktarında artıĢ nedeniyle kalp kası hücre hasarına 

neden olur. SOD enzim aktivitesindeki azalma, MAPK’lardan ERK1/2’inin artıĢına, 

AMPK’nın ve MMP’nin azalmasına aracı olur. Sonuçta, DOK, bu yolla apoptotik 

hücre ölüm yolağını tetikler, kalp kası hücre kayıplarına bağlı kalp iĢlevinde 

azalmaya neden olur. KATP kanal açıcısı olan DIA, olasılıkla, DOK’un neden 

olduğu SOD aktivite kaybında iyileĢme yoluyla ERK1/2 miktarında azalmayı sağlar. 

Bunun sonucunda MMP’de yükselmeye neden olarak apoptotik hücre ölümlerini 

azaltır. 

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan sistemler arasındaki dengenin 

bozulması olarak tanımlanmaktadır. Oksidatif stres neredeyse tüm hücre 

bileĢenlerinde hasara neden olacak etkiye sahiptir. Dolayısıyla birçok hastalığın 

patojenezine önemli katkısı olduğuna dair literatürde birçok bulgu yer almaktadır 

[58]. Bu bilgiye paralel olarak, DOK’un neden olduğu kardiyotoksisitede birçok 

hücresel değiĢimin yer aldığı bilinmesine karĢın [29, 31, 32, 58]; en çok kabul gören 

mekanizma DOK’un prooksidant doğası ile iliĢkilidir [3, 14, 56]. DOK, NADPH ve 

sitokrom P450 redüktaz gibi enzimler aracılığıyla semikinon formuna dönüĢürken, 

oluĢan semikinon radikali fazla elektronunu O2’ye aktarır ve süperoksit anyon 

radikalleri meydana gelir. SOD enzimi bu radikalleri H2O2’ye dönüĢtürür [59, 60]. 

OluĢan bu radikal ve radikal aracısı formların DOK toksisitesinin meydana 

gelmesinde baĢ sorumlu olduğu düĢünülmektedir. Bu öngörü antioksidan tedavileri 

sonucunda toksisitenin azalmasıyla desteklenmektedir [4, 32, 33]. ÇalıĢmamızda, 

DOK’un kalp kası hücrelerindeki toksik etkisinin TAS, TOS ve OSI analizlerine 

göre oksidatif koĢulların oluĢmasından değil de aĢağıda açıklandığı üzere SOD 

aktivitesindeki azalma ile iliĢkili olduğu sonucuna varılmıĢtır. 
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ÇalıĢmamızda, DOK TAS, TOS ve OSI’de değiĢime neden olmaksızın SOD 

aktivitesini kontrol ve DIA grubuna göre azaltmıĢtır. Oksidatif stres bulgularımıza 

benzer bulgular literatürde yer almaktadır [48, 52, 61]. SOD, oluĢan süperoksit anyon 

radikallerini radikal olmayan H2O2’ye dönüĢtürmektedir [62]. DOK etkisi ile azalan 

SOD aktivitesi nedeniyle olası süperoksit anyon radikali artıĢı MAPK’yı aktive 

edebilmektedir [63]. Bu bilgiler, çalıĢmamızın bulguları ile uyumludur. DOK 

uygulanan grupta SOD aktivitesi azalırken MAPK ailesi üyesi olan ERK1/2’nin 

protein miktarında artıĢ ölçülmüĢtür. Ayrıca, oksidatif stres meydana gelmeden de 

DOK, MAPK üyelerini aktif hale getirebilmektedir. Örneğin; karaciğer hücrelerinde 

DOK’un tüm MAPK üyelerini oksidatif stresten bağımsız olarak aktive ettiği 

gösterilmiĢtir. DOK etkisindeki karaciğer hücrelerinde ERK1/2’nin uygulamadan 4 

saat sonra artmasına karĢın oksidatif stres parametrelerinde değiĢim olmadığı 

belirlenmiĢtir [59]. Süperoksit anyon radikalinin fare miyoblast hücre hattında 

ERK1/2 sinyal yolağını düzenleyebildiği bildirilmiĢtir [59]. Süperoksit anyon 

radikalinin ERK1/2 üzerinden bu düzenleyici etkisi, bir SOD mimetiği tarafından 

önlenmektedir [64]. ÇalıĢmamızda sıçan miyoblast hücre hattında DOK kaynaklı 

hücre toksisitesinde SOD miktarının azalması ve ERK1/2’nin aktivasyonunun 

birbiriyle iliĢkili olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

Diyazoksitin DOK toksisitesine karĢı koruyucu etkisinin radikal oluĢumunun 

engellenmesi ile iliĢkili olduğu belirtilmektedir [56]. ÇalıĢmamız bulgularına göre, 

DIA’nın iyileĢtirici etkisinin DOK’un neden olduğu SOD aktivite kaybını azaltması 

ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. Ġnsan atriyum hücre hattında, mitokondriyal 

KATP’nin açılması, ROS üretiminde artıĢa ve MMP’de değiĢim olmaksızın 

mitokondriyal ĢiĢmeye neden olmaktadır [58]. Aksine, iskemi/reperfüzyon 

uygulanan Cavia porcelius kalp dokusunda DIA, SOD aktivitesine benzer bir Ģekilde 

süperoksit anyon radikali miktarında azalmaya neden olmuĢtur [65]. DIA, sıçan kalp 

mitokondrilerinde Kompleks I’de özellikle ters elektron transferi aracılığı ile 

süperoksit anyon radikali oluĢumunu azaltırken Kompleks III’ün Q0 bölgesinde 

oksidant-indüklü indirgenme koĢullarında tersi etki yapmaktadır. Bu etkilerin tümü 

de Kompleks II’nin DIA tarafından inhibisyonu ile açıklanabilmektedir [66]. DIA 

tarafından düĢük düzeylerde oluĢan ROS, bir takım sinyal yolaklarını tetikleyerek 
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kalp dokusunda önkoĢullanma yaratmakta, böylece ardıĢık aĢırı ROS üretimine karĢı 

hücreyi dayanıklı hale getirmektedir [67]. 

ÇalıĢmamızda, DIA, DOK-indüklü ERK1/2 miktarında azalmaya neden 

olmuĢtur. Bu azalmanın nedeni SOD aktivesinde DOK grubuna oranla meydana 

gelen artıĢ olabilir. ERK1/2’deki bu azalmanın baĢka bir açıklaması ise ERK1/2’nin 

AMPK ile iliĢkisi olabilir. Kardiyak fibroblast hücrelerinde AMPK’nın ERK1/2’yi 

aktive ettiği belirtilmektedir [68]. Aksine, AMPK ve ERK1/2 arasındaki iliĢki 

komplekstir ve AMPK ERK1/2’yi inhibe edebilmektedir. ġöyle ki; AMPK 

aktivasyonu kalp gibi bazı dokularda p38’in aktivasyonuna neden olur [69]. p38 ise 

ERK1/2’yi inhibe eder [70]. ÇalıĢmamızda DOK grubunda ERK1/2 protein miktarı 

artarken AMPK düzeylerinde azalma görülmüĢtür. DIA uygulaması ERK1/2 

düzeylerinde DOK etkisini gidermeye yönelik etki yapsa da azalan AMPK 

düzeylerinde herhangi bir değiĢime neden olmamıĢtır. ÇalıĢmamızda p38’in protein 

ifadesindeki değiĢime bakılamaması bu noktadaki yorumlarımızı eksik 

bırakmaktadır. 

AMPK, ERK1/2 aracılığıyla hem proapoptotik hem de antiapoptotik yolaklar 

ile bağlantılıdır. Dahası, ERK1/2 hücre iskeleti, transkripsiyon faktörleri gibi birçok 

protein ile de iliĢkilidir [68]. DOK kaynaklı hasar sırasında AMPK ve ERK1/2 

protein miktarlarının değiĢmesinin, hasar oluĢumu sürecine hücre iskeleti 

elemanlarının da katılabileceğini düĢündürmektedir. Bu bağlamda DOK’un kalp kası 

hücre hattındaki toksisitesini ve DOK toksisitesine DIA’nın koruyucu etki 

mekanizmasını anlamada F-aktin yapısının nasıl etkilendiği de bu çalıĢmada 

değerlendirilmiĢtir. DOK, F-aktin organizasyonunda bozulmaya neden olmuĢtur. Bu 

grupta artan ERK1/2 protein miktarı F-aktin organizasyon bozukluğu ile iliĢkili 

olabilir. Artan ERK1/2 miktarı bir negatif feedback döngüsü gibi AMPK’yı da 

baskılamaktadır [68]. AMPK analizine iliĢkin bulgularımız da bu olguyu destekler 

niteliktedir. 

Diğer yandan DIA, DOK’un neden olduğu F-aktin hasarına karĢı koruyucu 

etki göstermiĢtir. DIA’nın antioksidan etkisi olasılıkla F-aktin organizasyonunu 

koruyucu özelliği ile iliĢkilidir. DIA+DOK grubunda DOK grubuna oranla artan 

SOD aktivitesi bu düĢüncemizi desteklemektedir. Dahası, AMPK’nın SOD ve GPx 
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aktivitesini artırdığı da belirtilmektedir [71]. Fakat, DIA+DOK grubunda AMPK 

protein ifadesi yönünden DOK grubuna göre herhangi bir değiĢim meydana gelmedi. 

Yine de bu bulgu DIA’nın koruyucu etkisinde AMPK’nın yer almadığı anlamına 

gelmemektedir. Çünkü bir proteinin toplam miktarında değiĢim olmasa bile fosforlu 

yani aktif protein miktarında değiĢim meydana gelebilmektedir [72]. Hücre 

iĢlevlerinde asıl önemli olan aktif protein miktarında meydana gelen değiĢimdir. Ne 

yazık ki çalıĢmamızda gruplara ait fosforlu AMPK miktarına bakılamadı. 

Mitokondri iĢlevi ile hücre iskeleti ve hücre yapısal organizasyonu arasında 

fonksiyonel iliĢki vardır [73]. DOK etkisindeki kardiyomiyositlerde 

sarko/endoplazmik retikulum Ca
2+

-ATPaz II (SERCAII) protein miktarının azaldığı 

ve fosfolamban protein miktarının arttığı ve bu Ģekilde hücre içi serbest kalsiyum 

miktarının arttığı belirlenmiĢtir [57]. DIA, SERCAII ve fosfolamban protein 

miktarlarını kontrol düzeylerine ulaĢtırarak DOK-indüklü Ca
2+

 artıĢını engellemiĢ 

olabilir. DIA’nın mitokondri KATP’sine spesifik bir ajan olduğu ve etkilerini bu 

yolla gerçekleĢtirdiği belirtilmektedir. [57]. Mitokondrilerde ve sitoplazmada Ca
2+

 

iyon homeostazındaki değiĢim hem mitokondri iĢlevlerinde bozulmaya hem de 

oksidatif strese neden olmaktadır [74]. 

Diyazoksitin DOK toksisitesine karĢı H9c2 hücrelerini koruyucu etkisinde 

Kir6.2 altbiriminin iĢlevi önemli olabilir. Kir6.2 geni susturulmuĢ farelerde DIA’nın 

koruyucu etkisi görülmemektedir [55]. Sprague-Dawley sıçanlarının kalp dokusunda 

DOK etkisi sonunda Kir6.2 ve SUR2A KATP altbirim gen ve protein 

ifadelenmesinde azalma olduğu ve Se uygulamasının DOK’un bu etkisini azalttığı 

belirtilmiĢtir [75]. Her ne kadar bu bulgunun aksine, çalıĢmamızda, DOK etkisinde 

KATP kanal altbirimleri Kir6.2 miktarını artırıp SUR2A miktarını azaltsa da DOK 

toksisitesine karĢı DIA KATP kanal bütünlüğünün korunması yoluyla da etkili 

olmaktadır. 

ATP duyarlı potasyum kanallarının iskemi/reperfüzyon gibi stres koĢullarında 

mitokondrilerde aĢırı Ca
2+

 yükü oluĢmasını engelleyerek MMP’nin korunmasına 

yardımcı olduğu bildirilmektedir [76, 77]. Bu çalıĢmalarda özellikle DIA gibi KATP 

açıcılarının izole kalp mitokondrilerinde Ca
2+

 giriĢini azaltıp atılımını destekleyerek 

MMP depolarizasyonunu engellediği vurgulanmaktadır [76]. ÇalıĢmamızda DOK-
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indüklü MMP depolarizasyonu DIA varlığında azalmaktadır; böylece, DIA, 

MMP’nin korunmasına aracılık etmiĢtir. DOK’un neden olduğu MMP 

depolarizasyonu her ne kadar ROS üretimi kaynaklı olsa da KATP bütünlüğünün 

bozulması da pozitif geri besleme ile ROS artıĢına neden olabilir. ÇalıĢmamızda, 

bundan yola çıkarak, DIA varlığında KATP kanal bütünlüğünün sürdürülmesinin 

MMP üzerine koruyucu etkisine katkı sunduğunu söylenebilir. 

Diyazoksitin miyokardiyal iskemi/reperfüzyon hasarı gibi çeĢitli patolojilere 

karĢı koruyucu özelliği F-aktin harabiyetinde ortadan kalkmaktadır [58]. F-aktinin 

hücre sağkalımındaki önemi, BH3 protein ailesi üyesi olan Bim ve Bmf ile 

iliĢkisinden kaynaklanmaktadır. BH3 ailesi antiapoptotik Bcl2 proteinini baskılarken 

proapoptotik Bcl2 üyelerini aktive eder. Bim ve Bmf apoptozu tetikleyebilir. Normal 

fizyolojik koĢullar altında, Bim tübülin ile bağlantılıyken, Bmf aktin ile bağlantılıdır. 

Bu proteinler mitokondri membranında yer alır ve patolojik koĢullar altında 

mitokondri bağlantılarından ayrılarak intrinsik apoptotik yolağı tetikler [58]. 

Proapoptotik proteinlerin mitokondriden ayrılması MMP’nin depolarize olmasıyla 

artıĢ gösterir. Bundan dolayı aktin polimerizasyonu ve depolimerizasyonu arasındaki 

dengenin kaybı apoptotik hücre kayıplarına neden olur. Kalpte, iskemi/reperfüzyon 

hasarında F-aktin bütünlüğünün bozulduğu bildirilmektedir [58]. Miyokardiyal 

KATP’nin aktin ile yakından iliĢkili olduğu ve bu iliĢkide Ap4A proteininin hayati 

öneme sahip olduğu gösterilmiĢtir [58]. Bu bağlamda, aktin filamentleri hasar 

gördüğünde, Ap4A bu iliĢkiden kopmakta ve bu da KATP’nin açık kalma 

olasılığının azalmasına neden olmaktadır. Bu bilgiler ıĢığında, DOK’un F-aktin 

organizasyonu bozucu etkisinin yanında KATP altbirimlerinin azalması ile de 

apoptozdan kaçınma mekanizmalarını etkisiz hale getirdiği söylenebilir. DIA, KATP 

kanalının ve F-aktinin yapısal bütünlüğünü koruyarak hücrelerin apoptozdan 

kaçınmasını sağlamaktadır. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Günümüzde yaĢam tarzının ve beslenme alıĢkanlıklarının değiĢmesine, çevre 

kirliliğine bağlı olarak kanser insidansında artıĢ görülmektedir. Dolayısıyla kanserli 

hastaların tedavisi için gereken masraf da artmaktadır. Çocukluk çağı ve yumuĢak 

doku kanserlerinin tedavisinde kullanılan DOK 1960’lı yıllarda keĢfedilmiĢtir. 

Antikanser etkinliğinin yüksek olması ile DOK, kanseri yenen kiĢi sayısında artıĢa 

neden olur. Buna karĢın hastaların kalp yetmezliği gibi bazı hastalıklardan dolayı 

öldükleri fark edilmiĢtir. Yapılan araĢtırmalar sonucunda DOK’un yan etkilerinin 

tedaviden kısa veya uzun süre sonra açığa çıkabileceği anlaĢılmıĢtır. DOK çok güçlü 

ve etkili antikanser ilaç olmasından dolayı bu ilaçtan vazgeçilememesi anlaĢılabilir 

bir durumdur. Ġlacın tedavi için gerekli dozunun çok altında kullanılması ile bu yan 

etkilerin ortaya çıkması önlenmeye çalıĢılır. Fakat, ilacın önerilen klinik dozunun 

altında kullanılması tedavi potansiyelinin azalmasına neden olur. Yan etkilerinin fark 

edilmesiyle DOK için yoğun bir araĢtırma süreci baĢlamıĢtır. Bu tez çalıĢmasında 

DOK’un yan etkisinin en çok görüldüğü kalp kası hücrelerinde DIA’nın koruyucu 

etkisi araĢtırıldı. Elde edilen bulgulara dayanarak DOK’un kalp kası hasarının SOD 

aktivite azalması, F-aktin organizasyon kaybı ve dolaylı olarak KATP kanallarının 

kapanmasıyla iliĢkili olduğu söylenebilir. SOD’nin aktivite kaybı süperoksit anyon 

radikali üretiminde ve ERK1/2 miktarında artmayla sonuçlanır. ERK1/2 apoptozu 

tetikleyerek kalp kası kayıplarına neden olur. DOK ile birlikte DIA uygulaması 

sonucunda DOK’un neden olduğu artan ERK1/2 protein ifadelenmesinde iyileĢme ile 

hücre ölüm yolakları baskılanmıĢtır. DIA etkisinde F-aktin organizasyonunda 

düzelme de DOK kaynaklı hücre hasarında DIA’nın koruyucu rolü olduğunu 

gösterir. 

 

ÖNERĠLER 

 

1. Bu tez çalıĢması yalnızca kalp kası hücre hattı kullanılarak tasarlandı. Oysa doku, 

organ ve sistemler bütünü olan canlı sistem daha komplike olabilir. Elde edilecek 
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sonuçlar da bu bağlamda farklı olabilir. Ġleri çalıĢmaların deney hayvanları 

kullanılacak Ģekilde planlanması daha uygun olacaktır. 

2. Bu çalıĢmada sadece ERK1/2 protein ifadelerindeki değiĢim araĢtırıldı. MAPK 

üyeleri arasındaki etkileĢimin de dikkate alınması ile yeni çalıĢmalar 

tasarlanmalıdır. 

3. ÇalıĢmada süperoksit anyon radikalleri üzerinden spekülasyon yapılmıĢtır. 

Bundan sonraki çalıĢmalarda süperoksit anyon radikali oluĢumu da ölçülmelidir. 

4. Diyazoksitin diğer kanal ve taĢıyıcılar üzerine etkileri de vardır. DOK’un neden 

olduğu hücre hasarının onarımında DIA’nın hem KATP’ler hem de diğer kanal 

ve taĢıyıcılar ile etkileĢimi patch-clamp sistemi kullanılarak değerlendirilmelidir. 
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