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Doksorubisin (DOK) yumusak doku kanserlerine karsi kullanilan bir ilagtir. Fakat,
kanser olmayan dokular iizerine toksik etkileri vardir. ilacin istenmeyen bu yan
etkilerine karsi hala bir tedavi bulunamamustir. DOK ’a iliskin hiicre toksisitesi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve mitokondri islev kayiplariyla iliskili olabilir. ATP-duyarh
potasyum kanallarmin (KATP) iskemi-reperfiizyonun da dahil oldugu cesitli
patolojilere kars1 koruyucu oldugu ispatlanmistir. Bu ¢alismanin amact KATP’nin
acilmasinin DOK  kaynakli kardiyotoksisiteye karst koruyucu olup olmadiginm
aragtirmaktir. Sican kalp kasi hiicre hatt1 (H9¢2) kullanilarak 24 saatlik uygulamayla
kontrol, KATP kanal agis1 olan diyazoksit (DIA), DOK ve DIA+DOK olmak iizere
dort deney grubu olusturuldu. F-aktin dagilimlari, mitokondri membran potansiyeli

(MMP), siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ve gesitli protein ifadeleri analiz



edildi ve ardindan istatistik degerlendirme yapildi. DOK, SOD enzim aktivitesinde
azalmayla ERK1/2 protein ifadesinde artisa ve AMPK protein ifadesinde azalmaya
yol agarken, DIA ile birlikte DOK uygulanmasi bu degisimleri diizeltti. DOK, F-
aktin hasarina neden oldu, fakat DIA bu hasar1 da azaltti. Oksidatif stres kaynakli
apoptozis nedeniyle kardiyomiyosit kaybi, DOK kaynakli sitotoksisite i¢in 6nemli
bir mekanizmadir ve degisimler DIA ortak uygulamasi ile azaldi. Sonug¢ olarak,
KATP kanallariin agilmast DOK kaynakli kardiyotoksisiteye karsi1 koruyucudur ve
DIA, DOK kemoterapisinde hiicreyi korumak i¢in aday bir ajan olabilir.

Anahtar Kelimeler: ATP duyarli potasyum kanallari; 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



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 Kkinase;

Doxorubicin; Diazoxide
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1. GIRIS Ozgiil AYDIN

1. GIRIS

Diinya ¢apindaki toplam 6liim oraninin %45’ini kardiyovaskiiler hastaliklar
ve kanser olusturmaktadir [1]. Yapilan arastirmalarin sonuglarina gore, kansere bagh
Olim oranlarmin giderek artacagi ve 2030 yilinda 12 milyon kisinin kanserden
Olecegi tahmin edilmektedir [2]. Kanser tedavisinde kullanilan antrasiklin tiirevi
ilaglar, simdiye kadar ki en etkili ve en yaygin kullanilan antikanser
kemoterapotiklerindendir [3, 4]. Fakat cocukluk ya da ergenlik ¢aginda antrasiklin ile
kanser tedavisi goren kisilerin sayilar arttik¢a, ilacin yan etkisi olarak tanimlanan
kardiyovaskiiler hastaliklarin goriilme sikligi da artmaktadir ve bu artig ilacin dozuna
bagimhidir [5]. Lotrionte vd. (2013) hastalarin kemoterapi rejimlerinde diizenlemeler
yapilmasina karsin ilaca bagimli kardiyotoksisite riskinin énemli 6l¢iide devam
ettigini bildirmistir [6]. Antrasiklin ile olusan kardiyotoksisitede erken tani
yontemleri hala gelistirilemedigi i¢in kardiyotoksisiteyi yok etmeye ve/veya

azaltmaya yonelik ¢aligmalar stirdiiriilmektedir.

1.1. Antrasiklinler

Toprak bazli mikroorganizmalardan antikanser bilesiklerin aranmasina
1950'lerde baslamustir [7]. Milano’da bulunan the Istituto Ricerche Farmitalia (FI)
1957°de ve Istituto Nazionale dei Tumori (INT) 1960 yilinda yeni biyosentetik
antitimor ilaglarin gelistirilmesi programima dahil oldular. Bu iki enstitiiniin
yoneticileri olarak FI’dan Dr. Guiloi Bertive ve INT’den Prof. Pietro Bucalossi 1960
yilinda isbirligi anlagsmasi imzaladi. Bu anlagsma cercevesinde INT biinyesinde
antikanser ilag gelistirmeye yonelik yeni bir merkez kuruldu [8]. O yillarda, parlak
kirmizi bir pigment iireten yeni bir Streptomyces peucetius susu izole edildi ve bu
bakteriden fare tiimorlerine karsi oldukga etkili oldugu belirlenen bir antibiyotik
tiretildi [7]. FI ve INT arasindaki ortak isbirligi anlasmasindan 3 yil sonra klinik
testlere hazir olan daunorubicin (DNR) adli yeni antikanser ilag gelistirildi. Bundan
bir y1l sonra Amerika Birlesik Devletleri ve Italya’da ilacin antikanser etkinligi kabul

edildi [8]. Bu yeni antibiyotik akut losemi ve lenfoma tedavisinde basariyla
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kullanildi. Bununla birlikte, 1967'de, DNR’nin o6liimciil kalp toksisitesine neden
olabilecegi  kabul edildi. Arastirmacilar, DNR’den daha sonra 14-
hidroksidaunorubicin ya da adriyamisin olarak adlandirilacak olan doksorubisini
tiretmek i¢in Streptomyces spp. de genetik modifikasyon yaptilar [7, 9]. Deney
hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar sonucunda DOK’un, DNR’den daha aktif oldugu
saptanmistir [9]. Bu iki antrasiklin arasindaki fark DOK’un yan zincirinin alkolle
sonlanmasia karsin, DNR’nin bir metil grubu ile sonlanmasidir (Sekil 1.1). Bu
farklilik, DOK ve DNR’nin spektral farkliliklarina neden olur. Bunun disinda kalan
iskelet yapis1 biitiiniiyle aynidir ve seker ile aglikandan olusurlar [10]. DOK; meme
kanseri, ¢ocukluk cagi gibi yumusak doku tiimorleri, sarkomlar1 ve kotii huylu
lenfomalarin tedavisinde siklikla kullanilirken; DNR akut lenfoblastik ya da
miyeloblastik 16semilerin tedavisinde kullanilir. Bu ilaglara alternatif olarak
epirubisin (EPI) ve idarubisin (IDA) de gelistirilmistir. IDA, DNR tiirevidir.
DNR’nin iskelet yapisinda bulunan D halkasindan 4-metoksi grubunun ¢ikartilmasi
ile elde edilir. EPI ise, DOK’un yar1 sentetik formudur ve aralarindaki fark
daunozaminin 4. C’a bagh -OH grubunun ekvatoral epimerlesmesidir. Bu
epimerlesmenin ilacin faaliyet araligi iizerine ¢ok az etkisi vardir; fakat yapilan
caligmalar sonucunda EPI ve IDA, DOK ve DNR’ye oranla daha yiiksek

kardiyotoksisite gosterdiginden alternatif olarak kullanimi daha azdir [10].
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Sekil 1.1. Doksorubisin (DOK) ve tiirevi Epirubisin (EPI) ile Daunorubicin (DNR)

ve tlirevi Idarubisin (IDA)’nin iskelet yapisinin gosterimi [10]

1.1.1. Antrasiklinlerin Antitimor Aktivitesi

Antrasiklinlerin antitiimor aktivitesini agiklayan bazi mekanizmalar vardir.
Bunlar;

1. Antrasiklinler hiicre siklusunun S ve G2 fazinda etki ederek hizla ¢cogalan
tiimor hiicrelerinin replikasyonunu engeller ve antitiimor etki olusturur
[10].

2. Diger bir mekanizma, antrasiklinlerin DNA siiper sarmalinin olusumunu,
DNA’nin replikasyon, transkripsiyon siireglerini ve DNA’nin onariminda
gorev alan topoizomerazlar etkilemesi iizerinden gergeklesir [11, 12].
Topoizomeraz II’nin inhibisyonu yoluyla DNA’da hasara yol acarlar.
DNA interkalasyonu ile baz ¢iftleri arasina girerek DNA replikasyonunu
durdurur, transkripsiyonu ve translasyonu da engellerler [11, 12].
Antrasiklinler, DNA iplik¢iklerinin topoizomeraz II ile kesilmesinden
faydalanarak guanin-sitozin bazlarinin arasina girer ve DNA'nin tekrar
kapanmasma engel olurlar. Ayrica topoizomeraz II’nin inbisyonu
sonucunda DNA’da meydana gelen kiriklar apoptotik yolaklar1 uyararak
apoptozu baglatir [5, 11, 13].

3. Hiicre membranina etki ederek yapiy1 bozar, zarin iyon gegirgenligini
degistirir ve boylelikle serbest radikal {iiretilmesi ve dolayisiyla lipit

peroksidasyonu ile hiicre hasarina yol agarlar [11, 12].

1.1.2. Antrasiklinler ve apoptoz: DNA Hasarmdaki Rolii ve p53

Canlida kararli i¢ dengenin devami i¢in apoptoz yani programlanmis hiicre
6limii kacinilmazdir. Apoptoz yolagindaki hiicreler aldig: sinyal ile kendilerini yok
etmek i¢in birtakim diizenlemeler yapar. Komsu hiicreler ile baglantisini kopararak
uzaklasir ve biiziliirler. Daha sonra zarla ortiilii pargalara boliiniirek makrofajlar

tarafindan sindirilirler. Bu siirecin diizenlenmesinde p53, sitokrom Cc, Ca+2, Bcl-2 gen

3
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ailesi ve kaspazlar gorev alir. Bel-2 gen ailesinin proapoptik proteinleri (6rnegin;
Bad ve Bax) hiicrede antiapoptotik proteinlerden (6rnegin; Bel-2 ve Bcl-xL) fazla ise
hiicre apoptoza yonelir. Bu durumda hiicreler, sitokrom ¢ ile apoptoz indiikleyici
faktoriin (AIF) salintmini artirarak apoptozu baslatir. Antiapoptotik proteinlerin fazla
oldugu durumda, iyon tranportu diizenlenir ve Ca*? derisimi kontrol altma alarak
apoptozu Snleyebilir. DOK, Ca™ homeostazini ve mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak mitokondriyal islev bozukluguna neden olur ve bdylece
hiicrenin enerjisinin tiikenmesine yol agar [14].

Doksorubisin, solid ve hematolojik kanserlerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmasina karsin yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle kullanimi doza bagl
olarak sinirlandirilmaktadir. Kardiyotoksik kemoterapétiklerin - yan etkilerini
azaltmak amaciyla hesaplanan, viicut yilizey alaninin toplamina diisen maksimum
doz; DOK igin 450-600 mg/m?, DNR i¢in 500 mg/m?dir [10]. Toplam dozun
tizerindeki degerler, klinik kardiyotoksisite riskinde dnemli artiga yani konjestif kalp
yetmezligine (CHF) ve 6liime neden olur. Yaygin olarak kullanilan bu kemoterapotik
ilacin toksisiteSinin azaltilmasi ve daha kullanigh analoglarinin gelistirilmesi
yoniindeki caligmalar giinlimiizde hala devam etmektedir.

Doksorubisinin toksik etkileri, siklikla kalp dokusuyla iliskilidir [3, 15, 16].
DOK ile uyarilan CHF, ilerleyici sol ventrikiiler igslev bozuklugu ile karakterize olup
geri dondiiriilemez kalp yetmezligi ile DOK’a bagli 6liim oraninin en az %?20’sini
olusturur [16, 17]. Kalp dokusu yag oksidasyonuna dayali enerji iiretimi nedeniyle
mitokondrilerce zengindir. Kardiyomiyositlerin kullandigi ATP’nin  %90’indan
fazlasini iireten mitokondrilerde DOK’un birikme egiliminde oldugu yapilan
caligmalarla  gosterilmistir [3, 18]. Bundan dolay1 diger organlarla
karsilastirildiginda, kalp, DOK’un yol agtig1 hasara daha duyarlidir [19]. DOK’un,
istenmeyen ciddi kardiyotoksik yan etkilerinin yani sira beyin, bobrek ve karaciger
gibi organlarda da toksik etkilerinden otiirii kullanimi1 sinirhidir. Toksisitenin ve kalp
yetmezligi riskinin azaltilmasi amaciyla DOK’un klinikte kullanilan terapotik
dozunun azaltilmasi genel tercih edilen durumdur. Ciinkii DOK kaynakli CHF’nin
gorilme sikligl, doza bagimhdir; 6rnegin, viicut yiizeyine diisen toplam doz 400

mg/m?’nin altinda iken CHF’nin gériilme sikhig1 %0,14; 550 mg/m? iken %7 ve 700
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mg/m? iken %18°dir [5]. DOK kaynakli toksisitenin azaltilmasi i¢in uygulanan diger
bir yontem ise antioksidan tedavidir. Antioksidan maddeler ile DOK kaynakli
kardiyomiyopatiyi 6nlemeye yonelik birgok ¢alisma bulunmaktadir [4, 15, 18]. Fakat
antioksidan tedaviler beklenildigi dl¢iide olumlu sonuglar gostermemistir. Ornegin,
demir selatorii olan deksrazoksan [20] DOK ile birlikte verildiginde toksisitenin
onemli derecede azalmadigi saptanmistir [15]. DOK ayrica iyon dengesi, hiicresel
demir ve kalsiyum metabolizmasindaki degisiklikler, sarkoplazmik retikulum
islevinin bozulmasi, mitokondriyal islev bozuklugu ve apoptotik hiicre kaybi gibi bir
dizi olaya neden olur [4, 17]. DOK’un neden oldugu kardiyotoksisite nefropati,
mukozit ve kilo kaybi ile de sonuglanabilir [16].

Doksorubisin ile olusan oksidatif stresin, MAPK-bagimli apoptotik hiicre
yolagini aktiflestirdigi bildirilmistir [1]. Mitojen ile aktive edilen protein kinazlar
(MAPK);  hiicre disi  sinyalle  diizenlenen  kinazlar  (ERK1/ERK2;
p44MAPK/p42MAPK), c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve p38-MAPK’larin da
icinde bulundugu genis bir protein kinaz ailesidir [1, 21]. MAPK'lar, hiicre
cogalmasinda ve farklilasmasinda gorev istlenirken ayni zamanda hipoksik,
genotoksik ve oksidatif kosullarda apoptozu tetikleyebilir. Bu sitoplazmik proteinler,
hiicre zarindan c¢ekirdege bilgi akisini saglar. DOK kaynakli oksidatif stres
durumunda, ERK1/2, JNK ve p38 kinazlar aktif hale gecer. p38-MAPK’nin immiin
ve inflamatuvar yanitlarda yer alan onemli bir transkripsiyon faktorii olan niikleer
faktor kappa B’yi (NF-xB) ve timér nekroz faktoriini (TNF) tetikledigi
belirlenmistir. NF-kB ve TNF alt birimi (IL-18) etkilesime girerek hiicresel yanit
olusturur. ERK1/2’nin aktivasyonuna sirastyla, Raf ve MEK aracilik eder. Ras, Raf
ile aktiflesir ve MEK araciligiyla ERK1/2’yi fosforilleyerek akvite eder. ERK1/2
yolagi; hiicrenin ¢ogalmasi, 6liimii ve hiicre iskeletinin sekillenmesinde rol oynar.
JNK yolagi; hiicre ¢ogalmasini uyarir ve JNK ile indiiklenen apoptozda Bcl-2 protein
ailesinin fosforilasyonu ve ifadelenmesi 6nemlidir [22].

Yapilan ¢aligmalarda yan etkilerine karsin DOK un, fare tiimor hiicrelerinde
immiinojenik hiicre Oliimlerine (ICD) neden oldugu gosterilmistir. ICD’nin
baslangicindan birkag saat sonra, pre-apoptotik tiimoér hiicrelerinde, kalretikiilin

(CRT) ve 1s1 sok proteini (HSP) 70 endoplazmik retikulumdan salinarak hiicre
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yiizeyine dogru yer degistirir. Daha sonra, hiicreler, ge¢ apoptoz markir1 olan high
mobility group box proteini 1’i (HMGBL1) hiicre dis1 siviya salarlar [23]. Hiicre
Olumleri ve ¢esitli nedenlerle serbest kalan HMGB-1’in ifadelenmesi artar ve bu
protein hiicre zarinda bulunan Toll like receptor (TLR)-4 ile etkileserek bagisiklik
tepkimelerini indiikler [24].

1.2. Doksorubisin Kaynakh Kardiyotoksisitenin Patofizyolojisi

Diger dokulara oranla kalbin istenmeyen yan etkilere daha duyarli olmasinin
cesitli nedenleri vardir. DOK ile indiiklenen kardiyotoksisite doza baglidir ve redoks
tepkimeler nedeniyle olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yogunlugu nedeniyle
hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan sistemin zayiflamasi sonucu

olusan oksidatif stresle indiiklenir; ancak kesin mekanizmas belirsizdir [3, 15, 25]:

1. Yapilan ¢alismalarda, kalp dokusunun antioksidan enzim aktivitesinin diger
dokulara oranla daha zayif oldugu belirtilmektedir. Ozellikle antioksidan
savunmanin 6nemli bilesenlerinden olan glutatyon peroksidaz (GPx) enzim
aktivitesinin diisiik oldugu vurgulanmaktadir. Ayrica katalaz (CAT) enzim
aktivitesinin de az oldugu bilinmektedir [15, 19]. Hiicrelerde mitokondrilerin
cok olmast oksidan madde {retiminin artis1 anlamima gelmektedir.
Antioksidan enzim aktivitesi de zayif olan kalp kasi hiicrelerinde DOK,
kolaylikla oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir [3, 18].

2. Kalp dokusu, enerjisinin ¢ogunu yaglarin [-oksidasyonu araciligiyla
mitokondride {iretir. ATP’nin {iretildigi mitokondrilerde DOK’un birikme
egiliminde oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [3, 18]. Bu nedenle
mitokondriyal yapidaki herhangi bir degisim kalp kas1 hiicre islevini etkiler.
DOK kardiyotoksisitesinin ilerlemesi sonucu, mitokondrilerde morfolojik ve
islevsel bozukluklar basta olmak tizere apoptoz ile birlikte mitokondriyal
ATP iiretiminde diisiis meydana geldigi bildirilmistir [17, 18].

3. DOK’un plazma ve sitozolden daha ¢ok mitokondrinin matriksi igerisinde
biriktigi gosterilmistir. Ozellikle mitokondrilerin krista yapilarinda hasara

neden olmaktadir. Elektron tasima zincirinde (ETS) gorev yapan Kompleks-I,
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II, IIT ve IV’iin yapisin1 bozup enerji iiretimini sekteye ugratarak kalp kasi
hiicrelerinde enerji stresine neden oldugu bildirilmektedir. Bu da DOK’un
kalp kasina yan etkisinde mitokondrilerin 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. 5 giin siireyle 20 mg/kg DOK ile tedavi edilen farelerin

mitokondrilerinde Kompleks I ve I1’nin inhibe oldugu tespit edilmistir [18].

Mitokondri, programlanmis hiicre O6limi olan apoptozun denetlenmesi
acisindan da onemli bir organeldir. Katyonik DOK, o6karyotik hiicre metabolizmasi
icin gerekli ve i¢ mitokondriyal membrandaki anyonik bir fosfolipit olan
kardiyolipine yiiksek ilginlikle baglanma 6zelligine sahiptir. Bu yolla DOK, sitokrom
¢ gibi kardiyolipin ile iligkili ¢evresel proteinlerin i¢ mitokondriyal membrandan
ayrilmasina ve sitozole salinmasina neden olur. Sitokrom c’nin salinmasi, ETS ve
dolayisiyla enerji tiretimini etkiler ve programlanmis hiicre 6liimiiniin baglatilmasini
destekler [3, 11, 14, 18]. Bu salinma ile, kaspaz 3 ve kaspaz 9’un par¢alanmasiyla
apoptotik siire¢ baglatilmis olur [14].

Bazi galismalar indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi aktivasyonu
ve peroksinitrit olusumu sonucunda olusan yiiksek nitrik oksit (NO) derisiminin
DOK kardiyotoksisitesine neden olabilecegini de gostermistir [15, 17, 18].
Kardiyomiyositlerde bu sekilde meydana gelen oksidatif ve nitrozatif stres, geri
dontistimsiiz DNA hasart ve kalp enerjisinde degisim ile apoptoza yol acar [4, 17].
Serbest radikaller ayn1 zamanda membran hasarina yol agan lipit peroksidasyonuna

da neden olur [3].

1.2.1. Doksorubisin Kaynakh Kardiyotoksite Cesitleri

Doksorubisinin kalp iizerindeki toksik etkileri tedavinin herhangi bir
doneminde ortaya ¢ikabilir. 4 tipi vardir [26]. Bunlar:

v Akut kardiyotoksik etki: Akut mitokondriyal iskemi nadir olarak hastalarin

%0,4-41’inde goriilmektedir. ilacin uygulanmas1 esnasinda veya birkag saat

sonra ortaya c¢ikan etkilerdir. QRS voltajinda azalma, siniis tagikardisi,

ventrikiiler ve supraventrikiiler ekstra atimlar, QT uzamasi goriilebilir. Ayrica
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yapilan ¢aligmalar sonucunda, gelisen akut komplikasyonlarin ilacin dozu ve
uygulama yontemiyle iligkisi saptanmamastir.

v' Subkronik kardiyotoksik etki: ilacin son dozundan birka¢ giin veya hafta
sonra ortaya ¢ikar. Miyokardiyumlarda toksisite veya perikardit sik rastlanan
patolojik durumlardir.

v" Erken kronik kardiyotoksik etki: Kardiyomiyositlerde kemoterapiden dolay1
tekrarlanan DOK’a maruziyet sonucu ortaya ¢ikar. Hastalarin %0,4-23tinde
goriiliir. Tlacin uygulanmasindan birka¢ hafta veya birkag ay sonra sol basta
olmak tiizere her iki ventrikiili de iceren ciddi kalp yetersizligi goriiliir.
Egzersiz toleransinda azalma, efor dispnesi, sag ve sol ventrikiiler ejeksiyon
fraksiyonunda azalma saptanan klinik bulgular arasindadir. Nadir goriilen
durumlar ise, akciger 6demi veya kardiyojenik soktur.

v Gecikmis tip kardiyotoksik etki: Kemoterapi sonlandirildiktan birkag yil
sonra meydana gelir. Oliim gibi ciddi durumlarla sonuglanabilir. Uygulanan

dozun siddeti ve hastanin yas1 bu tip kardiyotoksisite ile iliskilidir.

1.3. Doksorubisinin Diger Dokulardaki Toksisitesi

Doksorubisin genelde kardiyomopatiye neden olmakla birlikte akut
pankreatite de neden olmaktadir. Akut pankreatit etkisi ¢ogunlukla vaka sunumu
seklindedir. Ornegin; 20 yasinda alkolik olmayan bir kadina yapilan karin duvari
ameliyatinda 3. derecede norosarkoma tespit edilmistir. Hastaya DOK ile birlikte 69
mg/m? ifosfamid ve 5 g/m? uromiteksan uygulanmustir. Nadir olmasina karsin
kemoterapiyle indiiklenen pankreatitin DOK ve ifosfamidin kombine kullanimiyla
iliskili oldugu bildirilmistir [27].

Doksorubisinin toksik etkilerinin gozlendigi diger bir organ da karacigerdir.
[lacin bu toksik etkilerinin, redoks déngiisiine bagli oksidatif stres ile baglantili
oldugu gosterilmistir. Karaciger dokusunda DOK’un indiikledigi oksidatif stres
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmasina karsin, iki farkli mekanizma one
stiriilmektedir. Bunlardan ilki, DOK’un redoks dongiisii sirasinda bir elektron

indirgenmesiyle DOK radikallerinin olusumudur. Bu indirgenme tepkimesi,
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NADPH-sitokrom P450 rediiktazlar, NOS, NADPH oksidaz gibi gesitli enzimler
tarafindan katalize edilir. DOK radikalinin O, ile tepkimesi, siiperoksit anyon
radikallerini olusturur. Daha sonra, bu tepkime defalarca tekrarlanarak oksidatif stres
meydana gelebilir. DOK radikali tiretimine neden olan enzimler, karaciger
hiicrelerinde yiiksek oranda bulunur. ikinci mekanizma ise, DOK Fe** ile kolaylikla
tepkimeye girerek Fe?*-DOK kompleksi meydana getirir. Olusan kompleks kolayhla
molekiiler oksijen ile tepkimeye girer ve kolaylikla siiperoksit anyon radikali ya da
hidroksil radikali olusumuna neden olur [28]. Karacigerin 6zellikle DOK radikal

tiretiminde rol oynadig1 one siirilmistiir [29].

1.4. Doksorubisinin Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar ile iliskisi

Doksorubisinin metabolizmasi sirasinda olusan ROS’un kardiyotoksisiteye
neden oldugunu 6ne siiren birgok ¢alisma vardir [30]. DOK'un kardiyotoksisitesinin
arastirilmast i¢in birgok hayvan tirii kullanilmistir ve arastirmalarin sonuglar
DOK'un toksik etkisinin agirlikli olarak oksidatif stres ve enerji metabolizmasinda
olusan bozulmalar ile meydana geldigini ortaya koymustur [16]. Oksidatif hasardan
korunmak i¢in aerobik metabolizmaya sahip hiicreler, enzimatik ve non-enzimatik
antioksidan savunma sistemlerini gelistirmislerdir. Enzimatik antioksidan sistem
genellikle GPx, siiperoksit dismutaz (SOD), CAT ve tiyoredoksin peroksidazdan
olusur. Non-enzimatik antioksidan sistemler, vitaminler (A, C, E), glutatyon (GSH),
karotenoidler, flavonoidler, lipoik asit ve iirik asidi i¢erir. ROS’ un artisi, antioksidan
savunmay1 asan kritik bir yogunluga ulasirsa proteinler ve lipitler gibi hiicresel
bilesenlere zarar verir ve bu zarar iskemi-reperfiizyon hasari, kanser vb. hastaliklara
neden olur. DOK kaynakl kardiyomiyopatide de hem oksidan maddelerde artis hem
de antioksidanlarda azalma oldugu gosterilmistir. DOK’un mitokondri Kompleks-
I’ile etkilesimi yiiksek oranda ROS iiretimine neden olur. Bununla birlikte,
mitokondriyal permeabilite; mitokondriyal kalsiyum homeostazi ve mitokondriyal
enerji liretiminin bozulmasina yol agar. Dolayisiyla antioksidan madde tedavisi,
DOK’un neden oldugu oksidatif stresle basa ¢ikma yontemi olarak diistiniiliir [14,
31]. Bu bilgiler yapilan calismalar ile desteklenmektedir. Ornegin, DOK’a maruz
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kalan sigan kalp kasindan elde edilen mitokondrilerde mitokondriyal membran
potansiyelinin (MMP), ATP diizeyinin ve tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) aktivitesinin
azaldig1 belirlenmistir. Yine aymi ¢alismada, DOK’un total antioksidan durumu
(TAS) azalttig1 ve total oksidan durumu (TOS) artirdig1 da bildirilmistir [32].

Kalp dokusu, sistolik islevinin devami igin yiiksek miktarda ATP harcar.
Mitokondri ATP’ye bagli membran potansiyeli de dahil olmak iizere bir ¢ok hiicresel
islemden sorumludur [16]. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon siire¢lerinde ROS
tiretilir ve olusan ROS antioksidan enzimler (CAT, SOD, vb.) yardimiyla elimine
edilir. ROS iretimi ile detoksifiye edilmesi arasindaki denge korunmazsa
mitokondriyal dejenerasyon meydana gelerek apoptoz tetiklenebilir [29, 33]. DOK
kaynakli kardiyotoksisitenin giderilmesinde, CAT ve SOD gibi hiicre i¢i antioksidan
proteinlerin asir1 ifadelenmesi onemlidir. SOD, siiperoksit anyon radikallerini
hidrojen perokside (H20,)’ye donistiiriirtken CAT ve GPx H,0,’yi suya detoksifiye
eder [4, 15]. CAT’in asir1 ifadelenmesinin DOK toksisitesini azalttigin1 gosteren
caligmalar vardir [11]. DOK’un GPx, SOD ve CAT enzim aktiviteleri tizerine etkileri
de arastirtlmistir. DOK tedavisi yapilan siganlarin kalp dokularinda, SOD ve CAT
enzim aktivitelerinin degismedigi ancak GPx aktivitesinin engellendigi saptanmistir
[4].

Doksorubisin NADPH oksidaz tarafindan bir semikinon serbest radikaline
indirgenir. Bu durumdaki DOK, siiperoksit anyon radikalini olusturmak iizere O; ile
tepkimeye girer ve bu radikaller H,O,’yi olusturur. Demir varliginda H,0,’den
hidroksil radikali meydana gelebilir. Olusan tiim bu radikaller DNA, lipit ve

proteinlerde hasara neden olabilir [34].

1.5. ATP Duyarh Potasyum Kanallar:

ATP-duyarli potasyum kanallar1 (KATP) metabolik stres durumunda aktive
olan tek kanaldir. Bu kanallarin ana diizenleyicisi hiicre i¢ci ATP:ADP oranidir. Bu
duyarliliktan dolayr KATP kanallari, hiicre i¢i degisen metabolik olaylara hiicresel
yanit verirler [35, 36]. Bu kanallarin agilmasi hiicre iginden digina dogru potasyum

iyonlarinin taginmasi ile hiicre aktivitesini azaltarak koruyucu rol oynar [16-18].

10
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KATP kanallarimin  agilmasinda etkili olan faktorler arasinda yaslanma,
metabolizmanin degismesi ve diger iyon kanallariyla olan etkilesim yer almaktadir
[37]. KATP kanallariin alt tipleri bulunur ve bu tipler birbirinden hiicre igi
niikleotidlere ve farmakolojik ajanlara gosterdikleri duyarlilik farkina gore ayrilirlar
[35].

KATP kanallar; insiilin salgilanmasi, kalbin korunmasi, hiicre stresine cevap
verilmesi gibi bircok olayda gorev alir [17]. Ozellikle metabolik olarak yiiksek
aktivite gosteren dokularda bulunurlar. Kalp, beyin, bobrek, kas ve kan
damarlarindaki KATP kanallar1 hiicresel enerji diizeylerinin korunmasinda sensor
gorevi ustlenirler. Metabolik stres esnasinda sitoplazmadaki ADP/ATP oranim

diizenler ve boylece hiicre hiperpolarize edilir. Hiicreye kalsiyum akis1 azaltilir [38-

40].

1.5.1. ATP Duyarh Potasyum Kanallarimin Tipleri

Kalp, beyin, bobrek, kas ve kan damarlarinda KATP kanallar1 vardir ve
kardiyovaskiiler dokularda bol miktarda iretilir [41]. KATP, por kisimi Kir ve
diizenleyici siilfoniliire reseptorii (SUR) adi verilen alt birimlerinden olusan hetero-
oktamerik komplekstir. Kir’in Kir6.1 ve Kir6.2 olmak {izere iki, SUR’un SURI1 ve
SUR?2; ayrica SUR2’nin de SUR2A ve SUR2B olmak iizere alt tipleri bulunmaktadir
[35, 41, 42]. Diiz kastaki KATP kanalinin agilmasi hiicre i¢i ATP degisikliklerinden
neredeyse hig¢ etkilenmez, bu kanallarin agilmasi niikkleotid difosfat varligina baglidir
[36]. Kesfedildigi 1983 yilindan giiniimiize kadar KATP’nin agik ya da kapali
pozisyonunun diizenlenmesinde hiicre metabolizmasinin, farmakolojik ajanlarin ve
bazi hiicre sinyal yolaklarinin énemli roller istlendigine dair bulgular vardir [43].
KATP, hiicrelerin elektriksel potansiyelinde yaptigr degisiklikle patofizyolojik
kosullara kars1 koruyucu bir rol oynar [37]. Yapilan ¢alismalarda diizenleyici kisim
olan SUR’un hiicre i¢i ATP miktarina duyarli oldugu gosterilmistir. Sagliklh
hiicrelerin sitoplazmasinda yeterli miktarda olmasi nedeniyle ATP, SUR alt birimi ile
etkileserek kanalin kapali pozisyonda kalmasini saglar. Metabolik stres gibi patolojik

kosullar altinda ATP miktarinda meydana gelen azalma ile bu etkilesim ortadan
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kalkar ve kanal agilir. KATP’nin agilmasi ile hiicre metabolizmasi yavaslar ve
boylece koruyucu 6zelligi ortaya cikar.

KATP’nin yapist dokudan dokuya farklilik gdstermektedir. Ornegin
ventrikiiler kalp kasi hiicrelerinde KATP, Kir6.2 ve SUR2A’dan olusurken,
pankreasda Kir6.2 ve SURI1’den, kan damarlarinda Kir6.1 ve SUR2B’den
olusmaktadir [36, 37]. SUR’lara siilfoniliirelerin baglanmasi pankreatik f3
hiicrelerinde KATP’lerin kapanmasina neden olur. Bu da hiicreyi depolarize ederek

L-tipi Ca** kanallarinin agilmastyla insiilin sekresyonunu saglar [40].

1.5.2. ATP Duyarh Potasyum Kanallarmin Kalp Patolojileri ile iliskisi

ATP duyarli potasyum kanallari, doku iskemisi ve iskemik reperfiizyon hasari
gibi patolojik olaylarin yaninda yaslanma gibi olgularda da énemli ve yararhidir [37].
Calismalar genel olarak mitokondriyal KATP kanallarinin koruyucu rolii {izerine
yogunlasmis olsa da sarkolemmal KATP kanallarinin KATP kanal alt birim eksikligi
olan farelerde iskemi ve iskemik 6n kosullanmada koruyucu rol istlendigi de
gostermistir [19, 37].

KATP ifadelenmesinin kalp rahatsizligi olan hastalardaki miktar
bilinmemekle birlikte artan ifadelenmenin hastalik sonrasi kalbin korunmasina
yardimer olabilecegi One siiriilmiistiir. Hafif kronik iskemi durumunda KATP’nin
sinyal yolaklarinin aydinlatilamamis olmasina karsin akut siddetli iskemi yapilan

sicanlarda KATP’nin Kir6.1 alt tipinin ifadelenmesinin arttig1 gosterilmistir [39].

1.6. AMP ile Aktive Olan Protein Kinaz

Tiim 6karyotik canlilarda bulunan AMPK (5’-adenozin monofosfat ile aktive
olan protein kinaz) hiicresel olaylar1 diizenlemede ve hiicrenin enerji sensorii olarak
gorev yapmaktadir. AMPK hiicresel enerjinin azalmasi ile aktive edilir [18, 41].
Aktive edildiginde, ATP iiretimini artirmak ve sagkalim yolagini indiiklemek i¢in

cesitli yolaklar1 baglatirken ATP tiiketim yolaklarini kapatir [25, 35].
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AMP ile aktive olan kinaz o, § ve y olmak iizere 3 alt birimden olusur, her bir
alt birimin birden fazla izoformu (a1, oy, 1, B2, Y1, Y2 ve y3) vardir. Bu izoformlarin
ifadelenmesi farkli genler tarafindan saglanir. Hiicresel enerji dengesi a alt birimi
tarafindan saglanir. B ve vy alt birimleri diizenleyici alt birimlerdir [25, 44]. AMPKal
alt iinitesi karaciger, yag doku, pankreas adacik hiicreleri, endotel ve vaskiiler diiz
kasta bulunur. Metabolizmanin ve kan damarlarinin kasilmasinin diizenlenmesinde
onemli rollere sahiptir. AMPKoa2 alt {initesi ise iskelet ve kalp kasinda B alt tinitesi, o
1-2 ve vy alt iinitelerinin baglanmasini saglayan bir iskelet gorevi gormektedir. y alt
tinitesi ise AMP ve ATP’nin baglanma bdlgelerini tagimaktadir [25, 35, 45].

Sican kalp kasi primer hiicre hatti izole edilerek yapilan bir ¢alismada AMPK
ile KATP arasinda hem islevsel (patch clamp) hem de proteinel iliski saptanmistir
[35, 37]. Metabolik strese yanit olarak, AMPK, ATP’nin tiikenmesi sonucu AMP
diizeyindeki kiiciik artislar yoluyla aktive edilerek hiicresel enerjiyi dengelemek icin
¢ok sayida metabolik yolu diizenler. ATP tiiketim yolaklar1 inhibe edilirken ATP
sentez yollar aktive edilmektedir [35, 46]. Bunlara ek olarak, AMPK, LKB1, TSC2
ve p53 dahil olmak iizere cesitli tiimor baskilayicilar araciligiyla apoptozu indiikler
[25, 46]. LKB1 AMPK’nin yukari aktivasyon kinazidir ve TSC2 ile pS3 dogrudan
AMPK nin substratlaridir [25, 46]. Ozetle AMPK, bir yandan hiicre icindeki enerji
dengesini diger yandan da apoptozu tesvik etmek dahil 6nemli hiicresel islevleri
diizenler [47].

AMP ile aktive olan kinaz aktivitesindeki artis; kas kasilmasindaki artis,
hipoksiya, iskemi, 1s1 soku, pH disiisii, glikoliz inhibisyonu gibi metabolik stres
durumlan araciligiyla olur. Stres kosullar1 altinda diizenleyici rol oynamanin yani
sira, AMPK karacigerde glukoz uyarimi dahil olmak iizere, pankreas adaciklarindan
insiilin aktivitesi saglama, vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) uyarimi
ve iskelet kasinda anjiyojenez ve vaskiiler endotel hiicrelerinde NO uyarimi gibi
gorevleri de istlenmektedir. AMPK’nin hedefi olan bazi iyon kanallar1 tespit
edilmistir ve epitel sodyum kanallarinin AMPK tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir [35]. Kalpte AMPK’nin aktivasyonu, diger dokularin aksine, siddetli
enerji yoksunlugu ve kardiyak iskemi gibi patolojik durumlarda son korunma araci

gibi davranir [46]. Calismalarda ROS varliginda DOK’un AMPK aktivitesini
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indiikleyerek kanser hiicresinin apoptozuna katkida bulundugu gosterilmistir [47].

Fakat H,0,’nin AMPK nin aktivasyonunu azalttig1 kanitlanmistir [45].
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2. ONCEKI CALISMALAR

Yumusak doku tlimdrlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan DOK fakhi
mekanizmalarin isledigi siirecler sonunda basta kalp olmak iizere bir¢ok organda
toksik etkiye neden olmaktadir. Farkli dokularda DOK-indiiklii toksisite ig¢in
oksidatif stres ana mekanizma olarak ileri siiriilmektedir. Bu ¢aligsmalarin bir¢ogunda
antioksidant terapinin DOK-indiiklii toksisiteden korunmada yararli olacagi
onerilmektedir.

Doksorubisin uygulanan siganlarin bobrek dokusunda antioksidant molekiil
glutatyon miktar ile antioksidant enzimler olan CAT, SOD, GPx ve glutatyon S-
transferaz (GST) aktiviteleri azalirken lipit peroksidasyonu diizeylerinde artis
meydana gelmistir. Antioksidant molekiil protocatechuic asidin doksorubisinden
once uygulanmasi oksidatif stres parametrelerinde diizelmeye yol agmistir [48].

Doksorubisin uygulanan erkek sicanlarda azalan serum SOD aktivitesinin ve
artan serum lipit peroksidasyonu diizeylerinin fluvastatinin DOK tedavisinden once
ya da sonra uygulandig1 gruplarda kontrol diizeylerine dogru iyilesme gosterdigi
belirlenmistir [49]. Bu sonuglara gore fluvastatinin antioksidan savunmay1 uyararak
DOK-indiiklii testis dokusu apoptozuna kars1 koruma saglayabilecegi bildirilmistir.

Doksorubisin uygulanan Swiss albino sicanlarin bobrek dokusunda azalan
SOD aktivitesi ile glutatyon miktar1 ve artan lipit peroksidasyonu diizeyleri
antioksidant alfa-lipoik asit etkisinde iyilesme gostermistir [50]. Benzer bir durum,
DOK’un neden oldugu apoptotik markerlarda da oOlglilmistiir. Alfa-lipoik asidin
antioksidan ve antiapoptotik etkileri ile DOK toksisitesine kars1 koruyucu olabilecegi
bildirilmistir.

Doksorubisin etkisindeki Sprague-Dawley si¢anlarinin karaciger dokusunda
artan lipit peroksidasyonu diizeyleri ile azalan SOD, GPx ve CAT antioksidan enzim
aktiviteleri pravastatin uygulanan siganlarda kontrol diizeylerine degisim gostermistir
[51].

Kardiyotoksisite DOK tedavisinde en yaygin goriilen yan etkilerden bir
tanesidir [52]. DOK’un neden oldugu kardiyotoksisiteyi gidermeye yonelik bir¢ok

calisma yapilmistir.
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Antioksidan etkileri bilinen flavonoid apigenin, DOK uygulanan erkek
siganlarda, kalp dokusunda azalan SOD aktivitesi ile artan lipit peroksidasyonu
miktarinin kontrol diizeylerinde iyilesmesine neden olmustur [52]. Apigenin
DOK’un neden oldugu apoptotik protein artis1 ve antiapoptotik protein azalmasina
kars1 da etki gostermistir.

Doksorubisin etkisindeki 129/sv farelerinde artan ROS miktar1 ve lipit
peroksidasyonu diizeyleri, azalan SOD, CAT, GPx ve GST protein transkriptleri ile
artan apoptotik Bax ve azalan antiapoptotik Bcl-2 protein diizeyleri, bir flavonoid
olan genistein etkisinde kontrol diizeylerine iyilesme gostermistir. Bu sonuglara gore
genistein antioksidan savunma ile ilgili sinyal mekanizmasi araciligi ile DOK’un
prooksidant ve proapoptotik 6zelligine kars1 koruyucu etki gostermektedir [53].

Doksorubisinin kardiyotoksik etkilerine kars1 koruyucu etkisini arastirdigimiz
diazoksit (DIA) potasyum kanali aktivatorii olarak hiicre membraninin potasyum
iyonlarina kars1 gecirgenliginde artisa neden olmaktadir.

Fare insiilinoma hiicre hattinda DIA, glukoz varliginda palmitik asidin neden
oldugu Ca?* iyon ve apoptotik hiicre artisin1 engelleyerek yararli etki gostermistir
[54]. Palmitik asit indiiklii endoplazmik retikulum stresine karsi yalnizca glukoz
varhginda Ca** salimmim engelleyerek, DIA koruyucu etkili olmustur.

Amiloid beta proteini (AP) noronal hiicrelerde oksidatif stres yoluyla hiicre
Olimine yol agarak Alzheimer hastaliginin patojenezinde O6nemli bir rol
oynamaktadir. Wistar si¢an kolinerjik ndron kiiltiiriinde DIA, AP proteininin neden
oldugu NADPH oksidaz 2 (NOX2) protein ifadelenmesini ve dolayisiyla artan ROS
miktart ile lipit peroksidasyonu diizeylerini azaltarak yararli etki gostermistir [55].

Diazoksit, DOK etkisindeki Wistar siganlarin kalp dokusunda artan H,O, ve
troponin T miktarin1 azaltirken doku DOK birikimine etki etmemistir. Mitokondriyal
ATP duyarli K kanallarinin DOK indiiklii toksisiteden korunmada 6nemli bir
mekanizma sagladigi bildirilmistir [56].

Ayrica DIA’nin DOK kaynakli toksisitesindeki olast etkilerini aragtiran
birka¢ ¢alisma vardir. Bunlardan birisi, DOK uygulamasindan yarim saat 6nce DIA
uygulanan disi farelerde, DOK un neden oldugu kalp fonksiyon kayiplarinin azaldig:
rapor edilmektedir. DIA’nin bu iyilestirci etkisinde SERCA-II proteininde yaptigi
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artisa ve fosfolamban proteininde yaptig1 azalmaya bagli olarak hiicre i¢i kalsiyum
homeostazisinin yeniden saglanmasinin katkisinin olabilecegi vurgulanmaktadir.

Baska bir ¢alisamada ise, gap kavsaklarin 6nemli bir bileseni olan konneksin-
43’iin mitokondri membraninda bulundugu ve DOK’un bu proteinin miktarinda
azalmaya neden oldugu rapor edilmektedir. DIA’nin ise DOK etkisiyle azalan
konneksin-43 proteininde artisa neden oldugu savunulmaktadir [57].

Doksorubisin terapisinden 6nce DIA uygulanan siganlarda, DOK kaynakli
kalp hasarinin azaldigi bildirilmektedir. Bu caligmanin sonucuna dayali olarak
aragtiricilar DIA’nin DOK’un neden oldugu kalp fonksiyon hasarina karsi
mitokondriyal KATP’lerin ag¢ilmasina bagli azalan oksidatif stres araciligiyla
koruyucu olabilecegi kanisina varmiglardir [56].

Yine DIA gibi baska mitokondriyal KATP kanal agicilarin DOK kaynakli
kalp toksisitesine kars1 koruyucu olduguna dair ¢aligmalar da mevcuttur.

Bir diger mitokondriyal ATP’ye bagl potasyum (mitoKATP) kanal acicisi
olan nikorandil (2-nikotinamidoetil-nitrat ester)’in 6zellikle NO ile aktifleserek
anjina pektoris ve akut kalp yetmezligi tedavisinde kullanildig: bildirilmektedir [17].

Calismamizda amacimiz, DOK etkisindeki sigan kalp kasi hiicre hattinda
KATP kanal agicist olan DIA’nin koruyucu etki mekanizmasinin; antioksidan enzim
aktivitesinin, oksidatif stres durumunun, F-aktin organizasyonunun, mitokondriyal
membran potansiyelinin, apoptotik hiicre sayisinin ve bazi protein ifadelenmelerinin

Olctilmesi aracilifiyla, arastirilmasidir.
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3.  MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

1.
2.
3
4
S.
6
7
8
9

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.

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

Fetal sigir serum albiimini (FBS)

. Glutamin

. Streptomisin

Penisilin
Diyazoksit
Doksorubisin

SuperSignal™ Western blot enhancer

. Fosfat ile tamponlanmis tuz-tris tamponu (PBS-T)
10.
11.
12.
13.

Alkalen fosfataz ¢ozeltisi
TAS/TOS Kkiti
SOD Kkiti

Sigma

Gibco

Gibco

Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Invitrogen
Thermo-Fisher
Reel Assay
Abcam

5,5',6,6"-Tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide (JC1)

TUNEL Kkiti

Triton X-100

PVDF membran

Tripsin EDTA

Paraformaldehit

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Embriyonik sigan kalp kasi hiicre hatt1 (H9c2)
TURAN’dan hediye

Oje

3.2. Cihazlar ve Diger Gerecler

1. Inkiibator

2. Hicre kultur flasklar
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Roche

Sigma
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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3. Hiicre kiiltiir plakalari Eppendorf
4. Jel elektroforez tanki Invitrogen
5. 1iBlot cihazi Invitrogen IB1001EU
6. Orbital karistiric Cleaver Scientific
7. Coverslip ISOLAB
8. Lam ISOLAB
9. Pastor pipeti ISOLAB
10. immiinofloresan mikroskop Olympus BX51
11. ELISA okuyucu BioTek pQuant Microplate Spectrophotometer
12. Otomatik pipet seti Axygen AxyPet
13. Otomatik pipet seti Eppendorf
14. Distile Su Cihaz1 Millipore Rios 8
15. Pens
16. Siv1 azot tanki International Cryogenics, Inc.
17. Santrifiij Hettich-Universal 32
18. Inverted mikroskop Olympus 1M
19. Cryo tiipii ISOLAB
20. Falkon tiipti ISOLAB
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3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismamizda embriyonik sigan kalp kasi hiicre hatt1 (H9¢2) kullanildi.

3.3.1. Sivi Azotta Saklanan H9¢2 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Cryo tiipleri igeresinde -196°C sivi azot tankinin i¢inde saklanmakta olan
hiicreler 37°C sicaklikta ¢oziildii. Hiicrelerin saklandig1 ortamda bulunan DMSO’nun
toksik etkisinin azaltilmasi amaciyla ortama 5-6 mL complete-DMEM (c-DMEM)
ilave edilerek santrifiij edildi. Bu islem iki defa tekrar edildi ve her bir santrifiij
islemi sonunda siipernatant uzaklastirildi. DMSO ortamdan uzaklastirildiktan sonra

hiicreler ¢ogaltilmak {izere flasklara ekildi.

3.3.2. H9c2 Hiicrelerinin Cogaltilmasi

H9c2 hiicre hatt;, DMEM besiyerine %10 sigir serum albumini, 2 mM
glutamin ve 100 IU/mL penisilin, 0,1 mg/mL streptomisin antibiyotikleri ilave
edilerek (c-DMEM) hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C ve %5 karbondioksit (COy)
kosullarindaki inkiibatérde g¢ogaltildi. 2-3 giinde bir inverted mikroskop altinda
blylimeleri takip edildi. Yeterli cogunluga (%80) ulastiktan sonra kiiltiir
besiyerinden uzaklastirildi ve flasklara 8-10 mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi,
37°C’de %5CO>’li inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi. Yiizeyden kaldirilan hiicreler,
daha sonra tripsinin uzaklastirilmasi i¢in pipet yardimiyla 15 mL’lik steril falkon
tiplerine alindi. Falkon tiiplerine 5 mL ¢c-DMEM eklendi ve 4000 rpm’de 4 dak.
santrifiij edilerek siipernatant uzalastirildi. Dipte kalan pellet kism1 5 mL c-DMEM

igerisinde ¢ozdiirildii.

3.3.2.1.Hiicre sayisinin belirlenmesi

Santrifiijliime islemi sonrasi pellete c-DMEM eklenerek elde edilen

stispansiyondan Thoma lamima 10 pL. damlatildi. Lam iizerinde rastgele segilen 10
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karedeki hiicre sayisi, mL’deki ortalama hiicre sayis1 seklinde belirlendi. Hiicreleri

cogaltmak i¢in 75 mL’lik flasklara ekim yapildi.

3.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

“KATP kanallarinin agilmasi doksorubisinin Kkardiyotoksik etkisini azaltir”

hipotezini test etmek amaciyla H9¢2 hiicre hatti ile;

Gruplar Uygulama Siiresi
1 Kontrol 24 saat
2 Diyazoksit (100 uM) 24 saat
3 Doksorubisin (2,6 uM) 24 saat
4 Diyazoksit (100 uM) + Doksorubisin (2,6 24 saat
uM)

olmak iizere 4 deney grubu olusturuldu. Her bir deney grubu 4 tekrarli olacak sekilde

yapildi.

1.  Kontrol Grubu: Besiyerinin olasi etkilerine kars1 duyulan slipheyi gidermek ve
diger gruplardaki degisiklikleri anlayabilmek amaciyla kontrol grubu
olusturuldu. Kontrol grubunu igeren plakadaki her bir kuyucuga 140 pL hiicre
kiiltiirii ve 860 pL DMEM eklendi.

2.  Diyazoksit Grubu: KATP agicisinin tek basina etkisinin olup olmadigina dair
stipheleri  gidermek ve  Diyazoksit+Doksorubisin  grubunun etkisini
anlayabilmek amaciyla olusturuldu. H9¢2 hiicre hatt1 100 uM DIA ile 24 saat
stireyle inkiibe edildi.

3. Doksorubisin grubu: DOK’un tek basina olusturdugu toksisisiteyi ve
Diyazoksit+Doksorubisin  grubunda DIA’nin DOK toksisitesine etkisini
anlamak Ttzere olusturuldu. Kanser hastalarinin DOK verildikten sonra
plazmalarinda 6lgiilen DOK derisimi 1-5 uM’dir. Calismamizda 2,6 uM
derisiminde DOK H9c¢2 hiicre hattina 24 saat siireyle uygulandi.

4.  Diyazoksit+Doksorubisin Grubu: “KATP kanallarinin agilmasi doksorubisinin

kalp tizerinde toksik etkisini azaltir.” hipotezini desteklemek amaciyla bu deney

21



3. MATERYAL ve YONTEM Ozgiil AYDIN

grubu olusturuldu. 2.6 uM DOK ve 100 uM DIA, H9c2 hiicre hattina 24 saat

stireyle uygulandi.

Deney gruplart olusturulduktan sonra hiicreler, 37°C ve %5 CO;
kosullarindaki inkiibatérde 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonunda asagida

belirtilen analizlere gegildi.

3.5. Oksidatif Stres Parametrelerinin Saptanmasi

Numunelerdeki total oksidan/antioksidan seviyesi spektrofotometrik

yontemler ile mikroplaka okuyucuda 6lgiildii. Olgiimler igin ticari kit kullanildi.

3.5.1. Total Antioksidan Durumun Olgiilmesi

Numunelerin igerdigi antioksidan maddeler koyu mavi-yesil renkli ABTS
radikalini renksiz ABTS formuna indirger. 660 nm'deki absorbans (Abs) degeri,
numunenin toplam antioksidan seviyesi ile iliskilendirilir.

Birinci Abs 6l¢timii i¢in standart ve 6rneklerden 7,5 uL plaka kuyucuklarina
alind1 ve iizerine 125 pL Reagent 1 eklendi. Ol¢iim 660 nm dalga boyuna ayarlanmis
ELISA okuyucu cihazinda yapildi. ikinci Abs dl¢iimii i¢in kuyucuklara 18,75 uL
Reagent 2 eklenerek oda sicakliginda 10 dak. bekletildi ve siirenin sonunda 660 nm
dalga boyunda okuma yapildi. Sonuglar deklemler ile hesaplanarak, umol Trolox
Eq/L olarak ifade edildi. Caligma standardi deiyonize su ile seyreltildi.

Hesaplama:

Sonug = [(AAbs Std1) - (AAbs Numune)] / [(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]

AAbs Stdl = (Standart 1’in ikinci Abs degeri- Standart 1’in birinci Abs
degeri)

AAbs Std2 = (Standart 2’nin ikinci Abs degeri- Standart 2’nin birinci Abs
degeri)

AAbs Numune = (Numunenin ikinci Abs degeri — Numunenin birinci Abs

degeri)
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3.5.2. Total Oksidan Seviyenin Olciilmesi

Calisma, ornekte bulunan oksidanlarin, demir iyonu-selatér kompleksindeki
ferroz demiri ferrik iyona oksitlemesi prensibine dayanir. Ferrik iyon, asidik ortamda
kromojen ile renkli bir kompleks yapar. Spektrofotometrik olarak Ol¢iilebilen renk
yogunlugu, Ornekte bulunan toplam oksidan molekiil miktar1 ile iligkilendirilir.
Kalibrasyon H,0, ile yapildi. Calisma standardi deiyonize su ile seyreltildi. Birinci
Abs 6l¢timii igin standart ve numunelerden 18,75 pL plaka kuyucuklara alindi ve
lizerine 125 pL Reagent 1 eklendi. 530 nm’de Abs dl¢iimii yapildi. Ikinci Abs
Ol¢timii i¢in kuyucuklara 6,25 pL Reagent 2 eklenerek oda sicakliginda 10 dak.
bekletildi. 660 nm dalga boyunda Abs 6l¢iimii yapildiktan sonra sonuglar litre basina
uM H,0; esdegeri (umol H,O, Equiv/L) cinsinden ifade edildi.

Hesaplama:

Sonug¢ = (AbsNumune/AbsStandart2) X 20(Standart2 Degeri)*

Numune Absorbansi (AbsNumune) = (Numunenin Ikinci Abs - Numunenin
Ik Abs)

Absorbans Standart 2 = (Standart 2’nin Ikinci Abs - Standart 2'nin ilk Abs)

*Standart2 Degeri = 20 umol H,0, Esdegeri/L

3.5.3. Oksidatif Stres Indeksinin Hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi (OSI) asagidaki denklem yardimiyla hesaplandi:

OSI (Arbitrary unit): TOS (umol H,O, Eq/L) / TAS (umol Trolox Eq/L)
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3.5.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Olciilmesi

Siiperoksit dismutaz (SOD) onemli antioksidan enzimlerden biridir. Satin
alman bir SOD kiti kullanilarak kolorimetrik 6lgiim yapildi (Abcam; ab65354).
Uretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki ¢izelge kullanilarak hazirlanan 6rnek ve
korler 37°C’de 20 dak. inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan &l¢iim 450 nm
dalga boyuna ayarlanmis ELISA okuyucu cihazinda (BioTek pQuant Microplate

Spectrophotometer) yapildi ve degerler % inhibisyon orani olarak verildi.

Cizelge 3.1. SOD 0l¢limii i¢in kullanilan maddeler ve miktarlar

Madde Ornek (uL) Kor 1 (uL) Kor 2 (uL) Kor 3 (uL)
Ornek miktari 20 0 20 0
ddH,0 0 20 0 20
WST caligma
200 200 200 200
soliisyonu
Enzim ¢aligma
20 20 0 0
soliisyonu
Sulandirma tamponu 0 0 20 20

3.6. Western Blot Yontemiyle Hedef Proteinlerin Derisimlerinin Belirlenmesi

Elektroforez cihazina, camlar arasinda, hazir akrilamid jel (%10’luk)
yerlestirildi. Cihaz tinitesi elektroforez tamponu (0,025 M Tris baz, 0,192 M glisin ve
%0,1 SDS) ile dolduruldu. Proteinler elektroforez yontemiyle molekiiler agirliklarina
gore bantlar halinde ayristirilmak iizere markir ve 6rneklerden esit miktarda (100
ug’lik protein olacak sekilde) jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme yapildiktan
sonra tankin tamami tampon ile dolduruldu ve 6rnekler 130 volt altinda yaklagik 1
saat boyunca yiiriitiildii. Stirenin sonunda jel, camdan ayrildi ve membrana transfer
islemi i¢in hazirlandi. Proteinlerin membrana transferi i¢in islem basamaklari

(stinger- blot kagidi- jel- PVDF membran- blot kagidi- siinger) izlendi ve akrilamid
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jel blotlama cihazina yerlestirildi. Transfer islemi 10 dak.’da yapildi. Ardindan
bantlarin daha net ve belirgin goriinmesi igin bir sinyal artirict ¢dzelti membrana
uygulandi. Sinyal artirict uygulanan membran 15 dak. orbital karistiricida ¢evrildi,
boylece sinyal artirici ile yeterince etkilesmesi saglandi. Siire sonunda membran ii¢
kez distile su ile yikandi. Membranla antikorlar arasindaki non-spesifik proteinleri
bloklamak i¢in, orbital karistirict lizerinde 1 saat boyunca, %5°lik FBS ile doyurma
islemi yapildi. Doyurma isleminden sonra membranlar, TBS-T ¢6zeltisi (0,02 M Tris
baz, 0,14 M NaCl ve %0,2 Tween-20) ile 5’er dak. araliklarla {i¢ kez yikandi.
Proteinlerin tanimlanmasi i¢in her bir birincil antikor (SUR2A, Kir6.2, ERK1/2,
AMPK, NF-kB ve sitokrom C) protokoliine gore %5’lik PBS-T ile 1/500 oraninda
seyreltildi. Bu durumda bloklama tamponu olarak sinyal artirict eklendi. Birincil
antikorlarla yeterince etkilesmesi icin membran, orbital karistirict yardimiyla
+4°C’de bir gece cevrildi. Ikincil antikorlar (anti-tavsan ve anti-fare) ile etkilesime
sokulmadan 6nce membran, PBS-T ile 10’ar dak. araliklarla ii¢ kez orbital karistirici
yardimiyla yikandi. Ikincil antikorlar bloklama tamponu (%5 BSA+PBS-T) iginde
protokoliine uygun sekilde 1/3000 oraninda seyreltildi. Membran ikincil antikorlar
ile 1 saat oda sicakliginda orbital karistirici yardimiyla inkiibe edildi. Siire sonunda
membran, her biri 10 dak. olmak {izere lic kez PBS-T c¢ozeltisi ile yikandi. Alkalen
fosfataz substrati iceren BCIP/NBT c¢ozeltisi yardimi ile goriintiileme islemi
yapildiktan sonra standart molekiil agirliklarina sahip markir kullanilarak hedeflenen

proteinler goriintiilendi.
3.7. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Ol¢iilmesi

JC-1, mitokondriyal membran potansiyelini 6lgmek ic¢in kullanilan ¢ift
emisyonlu, zar potansiyeline duyarli floresan bir boyadir. Saglikli hiicrelerde
mitokondriyal membran potansiyeli yiiksektir ve JC-1, 560 - 595 nm’de sirasiyla
genis uyarma ile ¢ok dar emisyon spektrumlari sergileyen kirmizi J-agregatlar
olusturur. Apoptotik hiicreler ya da sagliksiz hiicrelerde (depolarize) diisitk membran
potansiyelinden dolay1r JC-1 boyast birikmedigi i¢in 485 - 535 nm’de yesil J-
agregatlar olusur. Mikroskobik inceleme sirasinda apoptotik olmayan hiicrelerde

sitozol kirmiz1 renkli, apoptotik hiicrelerde ise yesil renkli olarak goriintiilenir. JC-
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I’in kirmizi-yesil floresan orant sadece membran potansiyeline baghdir ve
mitokondriyal boyut, sekil veya yogunluktan etkilenmez.

Daha 6ncesinde hazirlanan her bir 6rnek plaka kuyucuklarina konuldu ve 6
uM JC-1 boyas:1 eklenerek 90 dak. oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe
edildi. 90 dak. sonunda 6rnekler ayri ayr1 JC1 yikama ¢ozeltisi ile 2 defa yikandi. JC-
1 1s1mas1 DP72 kamerali Olympus BX51 mikroskobu yardimu ile goriintiilendi.

3.8. Immunofloresans Yontemi ile Apoptotik Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Apoptotik hiicre sayisini belirlemek tizere TUNEL (Roche) kiti kullanildi.
Olusturulan deney gruplarindaki H9c2 hiicreleri yontemin uygulanabilmesi igin
flasklarin igine yerlestirilen cam coversliplere ekildi, 24 saat sonunda isleme alindi.
Calisma icin taze %4’liikk paraformaldehit hazirland1 (4 g toz paraformaldehit, 100
mL PBS’de ¢oziildii) ve hiicreler 40 dak. boyunca 37°C’ de %5 CO; kosullarinda
inkiibe edildi. 3 defa PBS ile yikama yapildi. Hiicre porlarinin gegirgenliginin
artirmak ve boylece TUNEL kitinin hiicrelerin i¢ine kolay niifuz edebilmesini
saglamak tizere %0,002’lik Triton X-100 deterjan1 kullanildi. Bu islem buz {izerinde
10 dak.’da yapildi. TUNEL master karisimi her bir 6rnege 50 pL olacak sekilde
eklendi ve 80 dak. boyunca 37°C, %5 CO; kosullarinda inkiibe edildi. 3 defa PBS ile
yikama yapildi. Cam coverslipler lama kapatilip, kurumasi beklendikten sonra, etrafi
oje ile ¢izildi. Sonrasinda immiinofloresan mikroskobunda 20X, 40X ve 100X
objektifte alan taramalar1 yapildi. Elde edilen goriintiilerde yalnizca apoptoza giden
yani DNA kiriklar1 bulunan hiicreler boyanir ve kirmizi floresan 1s1ma meydana
gelir. Bu hiicreler TUNEL pozitif hiicre olarak degerlendirildi, sayildi ve fotograflari
cekildi. Normal hiicreler ise siyah zemin igerisinde kalarak goériinmemektedir. Bu
islemlerin tiimii karanlik odada yapildi. Apoptotik hiicre sayilarinin belirlenmesinde
Image)  (https://imagej.nih.gov/ij/index.html,  versiyon 1.52) programindan

yararlanilmigtir.
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3.9. istatistiksel Analiz

Analizlerden elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS
22.0 paket istatistik programinda (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22)
yapildi. Verilerin normalitesi Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal
dagilim gosteren veriler tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) testine tabi
tutuldu. Bu test ile gruplar arasinda fark goriilmiisse oncelikle veri setlerinin Levene
testi ile homojenitesi arastirildi. Homojenlik gosteren veri setleri i¢in gruplar
arasindaki istatistiksel ayrim Duncan post-hoc testi ile, homojenlik gostermeyen veri
setleri i¢in gruplar arasindaki ayrim Tamhane’s T2 post-hoc testi ile analiz edildi.
Normal dagilim gostermeyen veri setleri arasindaki istatistiksel onem derecesi
oncelikle Kruskal-Wallis testi uygulanarak belirlendi. Kruskal-Wallis testinde 6nem
gosteren parametrelerde siirekli bir degisken yoniinden bagimsiz iki grup arasinda
fark olup olmadigini test etmek icin Mann-Whitney U Testi uygulandi. Veriler
aritmetik ortalamatstandart hata seklinde sunuldu (P<0.05).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR
4.1.1. Oksidatif Stres Parametreleri

Doksorubisinin neden oldugu yan etkiler en fazla kalpte agiga ¢ikar. Bu da
DOK kaynakli yan etkinin en ¢ok arastirtldigi doku olarak kalbi 6n plana ¢ikartir.
DOK kaynakli kardiyak hasarin nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Fakat,
DOK’un yan etkilerinin ortaya c¢ikmasinda oksidatif stresin onemli oldugunu
gosteren bircok calisma bulunmaktadir. Yapilan bu tez ¢alismasinda total antioksidan
ve oksidan durumu ile bu iki deger araciligiyla hesaplanan oksidatif stres indeksi
oksidatif kosullar1 belirleyebilmek iizere analiz edildi. Ayrica dnemli bir antioksidan
enzim olan SOD aktivitesindeki degisim de 6l¢iildii (Cizelge 4.1.).

4.1.1.1.Total antioksidan durum

Gruplarin  TAS degerleri arasinda herhangi bir istatistiksel ayrim
bulunamamistir (P>0.05) (Cizelge 4.1.).

4.1.1.2. Total oksidan durum

Gruplarmm TOS degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Cizelge
4.1).

4.1.1.3.0ksidatif stres indeksi

Gruplar arasinda OSI degerleri arasinda istatistiksel diizeyde fark yoktur

(Cizelge 4.1.).
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4.1.1.4.Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi

Doksorubisin SOD aktivitesinde azalmaya neden olmustur (Cizelge 4.1.) ve
bu azalma DIA grubuna gére de anlamlidir (P<0.05). DIA uygulanan grupta da
aktivitede azalma meydana gelmistir. Bununla birlikte DOK’un DIA ile birlikte
verildigi grupta SOD aktivitesi yalnizca DOK verilen gruba gore artarken yalnizca
DIA uygulanan gruba gore istatistiksel onemde degildi (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarindan 24 saat sonra

HO9c2 hiicre hattinda oksidatif stres parametrelerindeki degisim

TAS TOS oSl SOD
(umol Trolox ~ (umol H,0,  (Arbitrary unit) (% inhibisyon)
Eq/L) Eq/L)
Kontrol 2,209+0,607  25,758+2,377  84,04£15,90  69,067+0,742°
DIA 3,582+0,745  33,671£3,059  102,06+22,75  47,106+1,461"
DOK 3,058+0,670  26,126+1,830  76,16£13,05  25,507+4,002°

DIA+DOK  2,625+0.411  28,330+2,803  103,87£19,30  48,607+3,330"

DIA:  Diyazoksit  grubu, DOK:  Doksorubisin  grubu, DIA+DOK:
Diyazoksit+Doksorubisin grubu, SOD: Siiperoksit dismutaz, TAS: Total antioksidan
durum, TOS: Total oksidan durum, OSI: Oksidatif stres indeksi. Veriler aritmetik
ortalamatstandart hata seklinde sunulmustur. Farkli harflerle gosterilen veriler
arasinda istatistik fark bulunmaktadir (P<0.05; SOD, TAS ve TOS analizleri igin
N=8; OSI analizi i¢in N=5-7).
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4.1.2. Protein ifadesindeki Degisimler

4.1.2.1.SUR2A protein ifadesindeki degisim

Doksorubisinin kardiyotoksisitesi itizerine KATP nin etkisinin DIA araciligi
ile arastirildigr bu tez galismasinda, KATP’yi olusturan protein alt birimlerinin
miktar degisimleri de analiz edildi. Kalp kas hiicrelerinde, KATP, Kir6.2/SUR2A alt
birimlerinden olugmaktadir. Kontrol grubu ile DIA gruplar1 arasinda SUR2A proteini
bakimindan fark bulunamamistir. DOK grubunda ise kontrol ve DIA grubuna gore
SUR2A protein ifadesi azaldi. DOK ve DIA’nin birlikte uygulandigi grupta SUR2A
protein ifadesi, DOK grubuna oranla artis gostermesine karsin kontrol ve DIA

gruplarina oranla daha diistik diizeydedir (Sekil 4.1.).

4.1.2.2.Kir6.2 protein ifadesindeki degisim

Kontrol ve DIA gruplar arasinda 24 saat uygulama siiresi sonunda Kir6.2
protein ifadesi yoniinden herhangi bir fark bulunamamistir. H9¢2 hiicrelerinde,
Kir6.2 protein ifadesi, 24 saat DOK etkisinden sonra kontrol grubuna oranla artis
gosterdi. DIA+DOK grubunda ise Kir6.2 protein ifadesi DOK grubuna gore azaldi
(Sekil 4.1.).

4.1.2.3.ERK1/2 protein ifadesindeki degisim

Mitojen ile aktive olan kinaz ailesi tiyesi olan ERK1/2, proapoptotik yolaklar
ve sagkalim yolaklariyla iligkilidir. Kontrol ve DIA gruplaria ait ERK1/2 protein
ifadeleri arasinda fark bulunamamistir. 24 saatlik DOK etkisindeki grupta ise
ERK1/2 protein ifadesi hem kontrol hem de DIA gruplarina oranla artig gosterdi.
DIA+DOK grubunda ise DOK-indiikli ERKZL/2 protein ifadesinde iyilesme
gorilmiistir (Sekil 4.1.).
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4.1.2.4 AMPK protein ifadesindeki degisim

AMPK, hiicrede meydana gelen enerji stresine duyarli bir proteindir. 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kontrol ve DIA gruplari1 arasinda AMPK protein
ifadesi yoniinden herhangi bir fark bulunamamistir. 24 saat DOK etkisinden sonra
AMPK protein ifadesi azalirken, DIA, DOK’un AMPK proteini azaltict etkisi
tizerinde herhangi bir aktiviteye sahip degildi (Sekil 4.1.).

4.1.2.5.NF-kB protein ifadesindeki degisim

NF-xB, MAPK yolaginin son bileseni proteinlerden bir tanesidir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda kontrol ve DIA gruplar1 arasinda NF-kB protein ifadesi
yoniinden herhangi bir fark bulunamamistir. 24 saat DOK etkisinden sonra H9c2
hiicrelerinde NF-xB protein ifadesi hem kontrol hem de DIA grubuna gore azalma
gostermistir. DIA, DOK’un NF-kB proteini azaltic1 etkisi iizerinde herhangi bir
aktiviteye sahip degildi (Sekil 4.1.).

4.1.2.6.Sitokrom c protein ifadesindeki degisim

Sitokrom ¢, ETS’de son elektron alicisi olmasimin yaninda mitokondriyal
apoptoz yolaginin baslatilmasinda da anahtar proteinlerden bir tanesidir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda kontrol ve DIA gruplar1 arasinda sitokrom c protein
ifadesi yoniinden herhangi bir fark bulunamamistir. Buna karsin, 24 saat DOK etkisi
sonunda H9c¢2 hiicrelerinde sitokrom ¢ protein miktarinda azalma meydana gelmistir.

DIA, DOK-kaynakli sitokrom ¢ azalmasini engelleyici etki yapmustir (Sekil 4.1.).
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Kont DIA DOK DIA+DOK

SUR2A

Kir6.2

ERK1/2

AMPK

Sitokrom-c |

NF-kB

B-Aktin

Sekil 4.1. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarindan 24 saat sonra
H9c¢2 hiicrelerinde bazi protein ifadelerindeki degisim. Kont: Kontrol grubu, DIA:
Diyazoksit grubu, DOK: Doksorubisin grubu, DIA+DOK: Diyazoksit+Doksorubisin
grubu

4.1.3. Mitokondri Membran Potansiyeli

Yapilan ¢alismalar, DOK’un plazmadan ¢ok organellerde ozellikle de
mitokondride birikme egiliminde oldugunu gostermistir. Dolayisiyla DOK’un yan
etkileri de mitokondri hasariyla iligkilidir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kontrol ve DIA gruplari arasinda MMP yoniinden herhangi bir fark bulunamamistir
(Sekil 4.2. A, B). 24 saatlik etki siiresi sonunda DOK, H9¢2 hiicre mitokondrilerinde
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MMP’yi azaltarak depolarizasyona neden oldu. DIA, DOK varliginda meydana gelen
MMP depolarizasyonunu diizeltici etki yapmistir (Sekil 4.2. C, E).

4.1.4. F-Aktin Organizasyonu

Hiicre iskeleti elemani olan F-aktin kasilabilen hiicrelerde ve ayrica madde
transportu icin elzemdir. DOK-indiiklii kardiyotoksisite, kalbin kasilma kuvvetinde
kalict kayiplara yola acarak ilerleyen zamanlarda dilate kalp yetmezliginin
gelismesine neden olur. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kontrol ve DIA
gruplar1 arasinda F-aktin organizasyonu yoniinden herhangi bir fark bulunamamistir
(Sekil 4.3. A, B). 24 saatlik etki siiresi sonunda DOK, H9¢2 hiicrelerinde F-aktin
organizasyonunun bozulmasina ve filopodiya olusumuna neden oldu (Sekil 4.3. C).
Buna karsin, DIA+DOK grubunda F-aktin organizasyonu, kontrol ve DIA gruplarina

benzerdir, ayn1 zamanda filopodiya olusumlar1 da gézlemlenmemistir (Sekil 4.3. D).

4.1.5. Apoptotik Hiicre Sayilari

Doksorubisin-indiiklii kardiyotoksisitede gdzlenen en énemli sonuglardan biri
kalp kasi hiicre kayiplarma bagli geri doniigsiiz kalp yetmezligidir. Kalp hiicresi
kaybinda apoptotik yolak oénemli rol oynar. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kontrol ve DIA gruplar arasinda apoptotik hiicre sayis1 yoniinden herhangi bir fark

bulunamamistir (Sekil 4.4. A, B)
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Sekil 4.2. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarindan 24 saat sonra
H9c¢2 hiicre mitokondrilerinde membran potansiyeli degisimi. A ve a: Kontrol grubu;
B ve Db: Diyazoksit grubu; C ve c: Doksorubisin grubu ve D ve d:
Diyazoksit+doksorubisin grubu. Kiigiik harfler: 20X, biyik harfler: 100X
biiylitmedeki goriintiilerdir.
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Sekil 4.3. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarindan 24 saat sonra
HO9c2 hiicrelerinde F-aktin organizasyonunun gosterilmesi. A: Kontrol grubu, B:
Diyazoksit grubu, C: Doksorubisin grubu, D: Diyazoksit+Doksorubisin grubu.
Fotograflar 100X objektif goriintiileridir.

24 saatlik etki siiresi sonunda DOK, apoptotik hiicre sayisininin kontrol ve
DIA gruplarina oranla 6nemli diizeyde artigina neden olmustur (P<0.05, Cizelge 4.2.,
Sekil 4.4. C ve c). DIA, DOK-indiiklii apoptotik hiicre kaybminin azalmasini
saglamistir (Sekil 4.4.. D ve d, Cizelge 4.2.).
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Sekil 4.4. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarindan 24 saat sonra
apoptotik H9c2 hiicre sayisinin gosterilmesi. A ve a: Kontrol grubu; B ve b:
Diyazoksit grubu; C ve c: Doksorubisin grubu ve D ve d: Diyazoksit+doksorubisin
grubu. Kiigiik harfler 20X, biiyiik harfler: 100X biiylitmedeki goriintiilerdir. a ve b
151k mikroskobu ayarindaki floresan mikroskop goriintiileridir.

36



4. BULGULAR ve TARTISMA Ozgiil AYDIN

Cizelge 4.2. Doksorubisin, diyazoksit ya da birlikte uygulamalarindan 24 saat sonra
TUNEL pozitif hiicre sayilarindaki degisim

TUNEL Pozitif Hiicre Sayisi

Kontrol 0,000+0,000%
Diyazoksit 0,750+0,164°
Doksorubisin 44.063+4,865°
Diyazoksit+Doksorubisin 18,619+1,435¢

Veriler aritmetik ortalamatstandart hata seklinde sunulmustur. Farkli harflerle
gosterilen veriler arasinda istatistik fark bulunmaktadir (P<0.05; N=8-21).
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4.2. TARTISMA

Calismamizda, yumusak doku kanserlerinin tedavisinde yaygin bir sekilde
kullanilan ve adriyamisin olarak da bilinen DOK’un sigan kalp kasi hiicrelerine
toksisitesinin ve DIA’nin bu hasara karst koruyucu etkisinin mekanizmalari
aragtirtlmistir. Bulgularimiza gére DOK, SOD enzim aktivitesinde azalmaya baglh
olasi siiperoksit anyon radikali miktarinda artis nedeniyle kalp kasi hiicre hasarina
neden olur. SOD enzim aktivitesindeki azalma, MAPK’lardan ERK 1/2’inin artisina,
AMPK’nin ve MMP’nin azalmasina aract olur. Sonugta, DOK, bu yolla apoptotik
hiicre oliim yolagmi tetikler, kalp kasi hiicre kayiplarina bagh kalp islevinde
azalmaya neden olur. KATP kanal acicis1 olan DIA, olasilikla, DOK’un neden
oldugu SOD aktivite kaybinda iyilesme yoluyla ERK1/2 miktarinda azalmay: saglar.
Bunun sonucunda MMP’de yiikselmeye neden olarak apoptotik hiicre Slimlerini
azaltir.

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmas1 olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres neredeyse tiim hiicre
bilesenlerinde hasara neden olacak etkiye sahiptir. Dolayisiyla bircok hastaligin
patojenezine onemli katkist olduguna dair literatiirde bir¢ok bulgu yer almaktadir
[58]. Bu bilgiye paralel olarak, DOK’un neden oldugu kardiyotoksisitede bir¢ok
hiicresel degisimin yer aldig1 bilinmesine karsin [29, 31, 32, 58]; en ¢ok kabul géren
mekanizma DOK’un prooksidant dogasi ile iliskilidir [3, 14, 56]. DOK, NADPH ve
sitokrom P450 rediiktaz gibi enzimler araciligiyla semikinon formuna donistirken,
olusan semikinon radikali fazla elektronunu O;’ye aktarir ve siiperoksit anyon
radikalleri meydana gelir. SOD enzimi bu radikalleri H,O,’ye doniistiiriir [59, 60].
Olusan bu radikal ve radikal aracist1 formlarm DOK toksisitesinin meydana
gelmesinde bas sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Bu 6ngorii antioksidan tedavileri
sonucunda toksisitenin azalmasiyla desteklenmektedir [4, 32, 33]. Calismamizda,
DOK’un kalp kast hiicrelerindeki toksik etkisinin TAS, TOS ve OSI analizlerine
gore oksidatif kosullarin olugsmasindan degil de asagida aciklandigi tizere SOD

aktivitesindeki azalma ile iligkili oldugu sonucuna varilmustir.
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Calismamizda, DOK TAS, TOS ve OSI’de degisime neden olmaksizin SOD
aktivitesini kontrol ve DIA grubuna gore azaltmistir. Oksidatif stres bulgularimiza
benzer bulgular literatiirde yer almaktadir [48, 52, 61]. SOD, olusan siiperoksit anyon
radikallerini radikal olmayan H,0,’ye dontistirmektedir [62]. DOK etkisi ile azalan
SOD aktivitesi nedeniyle olasi siiperoksit anyon radikali artist MAPK’y1 aktive
edebilmektedir [63]. Bu bilgiler, ¢alismamizin bulgular1 ile uyumludur. DOK
uygulanan grupta SOD aktivitesi azalirken MAPK ailesi iiyesi olan ERK1/2’nin
protein miktarinda artis Ol¢lilmiistiir. Ayrica, oksidatif stres meydana gelmeden de
DOK, MAPK iiyelerini aktif hale getirebilmektedir. Ornegin; karaciger hiicrelerinde
DOK’un tiim MAPK iiyelerini oksidatif stresten bagimsiz olarak aktive ettigi
gosterilmistir. DOK etkisindeki karaciger hiicrelerinde ERK1/2’nin uygulamadan 4
saat sonra artmasina karsin oksidatif stres parametrelerinde degisim olmadigi
belirlenmistir [59]. Siiperoksit anyon radikalinin fare miyoblast hiicre hattinda
ERK1/2 sinyal yolagini diizenleyebildigi bildirilmistir [59]. Siiperoksit anyon
radikalinin ERK1/2 iizerinden bu diizenleyici etkisi, bir SOD mimetigi tarafindan
onlenmektedir [64]. Calismamizda sigan miyoblast hiicre hattinda DOK kaynakli
hiicre toksisitesinde SOD miktarinin azalmast ve ERK1/2’nin aktivasyonunun
birbiriyle iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Diyazoksitin DOK toksisitesine karsi koruyucu etkisinin radikal olusumunun
engellenmesi ile iligkili oldugu belirtilmektedir [56]. Caligmamiz bulgularina gore,
DIA’nin iyilestirici etkisinin DOK’un neden oldugu SOD aktivite kaybin1 azaltmasi
ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Insan atriyum hiicre hattinda, mitokondriyal
KATP’nin agilmasi, ROS iiretiminde artisa ve MMP’de degisim olmaksizin
mitokondriyal sismeye neden olmaktadir [58]. Aksine, iskemi/reperfiizyon
uygulanan Cavia porcelius kalp dokusunda DIA, SOD aktivitesine benzer bir sekilde
sliperoksit anyon radikali miktarinda azalmaya neden olmustur [65]. DIA, sigan kalp
mitokondrilerinde Kompleks I’de ozellikle ters elektron transferi araciligi ile
siiperoksit anyon radikali olusumunu azaltirken Kompleks III'in Qg bolgesinde
oksidant-indiiklii indirgenme kosullarinda tersi etki yapmaktadir. Bu etkilerin tiimii
de Kompleks II'nin DIA tarafindan inhibisyonu ile agiklanabilmektedir [66]. DIA
tarafindan diisiik diizeylerde olusan ROS, bir takim sinyal yolaklarim tetikleyerek
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kalp dokusunda 6nkosullanma yaratmakta, boylece ardisik asirt ROS iiretimine kars1
hiicreyi dayanikli hale getirmektedir [67].

Calismamizda, DIA, DOK-indiikli ERKI1/2 miktarinda azalmaya neden
olmustur. Bu azalmanin nedeni SOD aktivesinde DOK grubuna oranla meydana
gelen artig olabilir. ERK1/2’deki bu azalmanin bagka bir agiklamasi ise ERK1/2’nin
AMPK ile iliskisi olabilir. Kardiyak fibroblast hiicrelerinde AMPK’nin ERK1/2’yi
aktive ettigi belirtilmektedir [68]. Aksine, AMPK ve ERKI1/2 arasindaki iligki
komplekstir ve  AMPK ERKI1/2’yi inhibe edebilmektedir. Soyle ki; AMPK
aktivasyonu kalp gibi bazi dokularda p38’in aktivasyonuna neden olur [69]. p38 ise
ERK1/2’yi inhibe eder [70]. Calismamizda DOK grubunda ERK1/2 protein miktari
artarken AMPK diizeylerinde azalma goriilmistir. DIA uygulamasi ERK1/2
diizeylerinde DOK etkisini gidermeye yonelik etki yapsa da azalan AMPK
diizeylerinde herhangi bir degisime neden olmamistir. Calismamizda p38’in protein
ifadesindeki  degisime bakilamamasi bu noktadaki yorumlarimizi  eksik
birakmaktadir.

AMPK, ERK1/2 araciligiyla hem proapoptotik hem de antiapoptotik yolaklar
ile baglantilidir. Dahasi, ERK1/2 hiicre iskeleti, transkripsiyon faktoérleri gibi birgok
protein ile de iliskilidir [68]. DOK kaynakli hasar sirasinda AMPK ve ERK1/2
protein miktarlarinin  degismesinin, hasar olusumu siirecine hiicre iskeleti
elemanlarinin da katilabilecegini diislindiirmektedir. Bu baglamda DOK’un kalp kas1
hiicre hattindaki toksisitesini ve DOK toksisitesine DIA’nin koruyucu etki
mekanizmasin1 anlamada F-aktin yapisinin nasil etkilendigi de bu c¢alismada
degerlendirilmistir. DOK, F-aktin organizasyonunda bozulmaya neden olmustur. Bu
grupta artan ERK1/2 protein miktar1 F-aktin organizasyon bozuklugu ile iliskili
olabilir. Artan ERK1/2 miktar1 bir negatif feedback dongiisii gibi AMPK’y1 da
baskilamaktadir [68]. AMPK analizine iligkin bulgularimiz da bu olguyu destekler
niteliktedir.

Diger yandan DIA, DOK’un neden oldugu F-aktin hasarina kars1 koruyucu
etki gostermistir. DIA’nin antioksidan etkisi olasilikla F-aktin organizasyonunu
koruyucu ozelligi ile iliskilidir. DIA+DOK grubunda DOK grubuna oranla artan
SOD aktivitesi bu diisiincemizi desteklemektedir. Dahasi, AMPK’nin SOD ve GPx
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aktivitesini artirdigr da belirtilmektedir [71]. Fakat, DIA+DOK grubunda AMPK
protein ifadesi yoniinden DOK grubuna gore herhangi bir degisim meydana gelmedi.
Yine de bu bulgu DIA’nin koruyucu etkisinde AMPK’nin yer almadigi anlamina
gelmemektedir. Cilinkii bir proteinin toplam miktarinda degisim olmasa bile fosforlu
yani aktif protein miktarinda degisim meydana gelebilmektedir [72]. Hiicre
islevlerinde asil 6nemli olan aktif protein miktarinda meydana gelen degisimdir. Ne
yazik ki ¢alismamizda gruplara ait fosforlu AMPK miktarina bakilamada.

Mitokondri islevi ile hiicre iskeleti ve hiicre yapisal organizasyonu arasinda
fonksiyonel iliski vardir [73]. DOK etkisindeki  kardiyomiyositlerde
sarko/endoplazmik retikulum Ca?*-ATPaz 1l (SERCAII) protein miktarinin azaldig
ve fosfolamban protein miktarinin arttigi ve bu sekilde hiicre i¢i serbest kalsiyum
miktarmin arttigi belirlenmistir [57]. DIA, SERCAII ve fosfolamban protein
miktarlarin1 kontrol diizeylerine ulastirarak DOK-indiiklii Ca®" artisim engellemis
olabilir. DIA’nin mitokondri KATP’sine spesifik bir ajan oldugu ve etkilerini bu
yolla gergeklestirdigi belirtilmektedir. [57]. Mitokondrilerde ve sitoplazmada Ca?*
iyon homeostazindaki degisim hem mitokondri islevlerinde bozulmaya hem de
oksidatif strese neden olmaktadir [74].

Diyazoksitin DOK toksisitesine karst H9¢2 hiicrelerini koruyucu etkisinde
Kir6.2 altbiriminin islevi 6nemli olabilir. Kir6.2 geni susturulmus farelerde DIA’nin
koruyucu etkisi goriilmemektedir [55]. Sprague-Dawley si¢anlarinin kalp dokusunda
DOK etkisi sonunda Kir6.2 ve SUR2A KATP altbirim gen ve protein
ifadelenmesinde azalma oldugu ve Se uygulamasinin DOK’un bu etkisini azalttigi
belirtilmistir [75]. Her ne kadar bu bulgunun aksine, ¢alismamizda, DOK etkisinde
KATP kanal altbirimleri Kir6.2 miktarini artirnp SUR2A miktarin1 azaltsa da DOK
toksisitesine karst DIA KATP kanal biitlinliigiiniin korunmasi yoluyla da etkili
olmaktadir.

ATP duyarli potasyum kanallariin iskemi/reperfiizyon gibi stres kosullarinda
mitokondrilerde asir1 Ca?* yikii olugsmasimi engelleyerek MMP’nin korunmasina
yardimci oldugu bildirilmektedir [76, 77]. Bu ¢alismalarda 6zellikle DIA gibi KATP
acicilarinin izole kalp mitokondrilerinde Ca* girisini azaltip atilimini1 destekleyerek

MMP depolarizasyonunu engelledigi vurgulanmaktadir [76]. Calismamizda DOK-
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indiikli  MMP depolarizasyonu DIA varliginda azalmaktadir; bdylece, DIA,
MMP’nin  korunmasina aracilik etmistir. DOK’un neden oldugu MMP
depolarizasyonu her ne kadar ROS iiretimi kaynakli olsa da KATP biitiinliigiiniin
bozulmasi da pozitif geri besleme ile ROS artisina neden olabilir. Calismamizda,
bundan yola ¢ikarak, DIA varliginda KATP kanal biitlinliigiiniin siirdiiriilmesinin
MMP {izerine koruyucu etkisine katki sundugunu soylenebilir.

Diyazoksitin miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi gesitli patolojilere
kars1 koruyucu 6zelligi F-aktin harabiyetinde ortadan kalkmaktadir [58]. F-aktinin
hiicre sagkalimindaki 6nemi, BH3 protein ailesi iiyesi olan Bim ve Bmf ile
iliskisinden kaynaklanmaktadir. BH3 ailesi antiapoptotik Bcl2 proteinini baskilarken
proapoptotik Bcel2 iiyelerini aktive eder. Bim ve Bmf apoptozu tetikleyebilir. Normal
fizyolojik kosullar altinda, Bim tiibiilin ile baglantiliyken, Bmf aktin ile baglantilidir.
Bu proteinler mitokondri membraninda yer alir ve patolojik kosullar altinda
mitokondri baglantilarindan ayrilarak intrinsik apoptotik yolagi tetikler [58].
Proapoptotik proteinlerin mitokondriden ayrilmast MMP’nin depolarize olmasiyla
artis gosterir. Bundan dolay: aktin polimerizasyonu ve depolimerizasyonu arasindaki
dengenin kaybi1 apoptotik hiicre kayiplarina neden olur. Kalpte, iskemi/reperfiizyon
hasarinda F-aktin biitiinliigiiniin bozuldugu bildirilmektedir [58]. Miyokardiyal
KATP’nin aktin ile yakindan iligkili oldugu ve bu iliskide Ap4A proteininin hayati
oneme sahip oldugu gosterilmistir [58]. Bu baglamda, aktin filamentleri hasar
gordiigiinde, Ap4A bu iligkiden kopmakta ve bu da KATP’nin agik kalma
olasiliginin azalmasina neden olmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda, DOK’un F-aktin
organizasyonu bozucu etkisinin yaninda KATP altbirimlerinin azalmasi ile de
apoptozdan kaginma mekanizmalari etkisiz hale getirdigi sdylenebilir. DIA, KATP
kanalinin ve F-aktinin yapisal biitiinliigiinii koruyarak hiicrelerin apoptozdan

kaginmasini saglamaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Giliniimilizde yasam tarzinin ve beslenme aligkanliklarinin de§ismesine, ¢evre
kirliligine bagl olarak kanser insidansinda artis goriilmektedir. Dolayistyla kanserli
hastalarin tedavisi i¢in gereken masraf da artmaktadir. Cocukluk cagir ve yumusak
doku kanserlerinin tedavisinde kullanilan DOK 1960’11 yillarda kesfedilmistir.
Antikanser etkinliginin yiiksek olmasi ile DOK, kanseri yenen kisi sayisinda artisa
neden olur. Buna karsin hastalarin kalp yetmezligi gibi bazi1 hastaliklardan dolayi
oldiikleri fark edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda DOK’un yan etkilerinin
tedaviden kisa veya uzun siire sonra agiga ¢ikabilecegi anlasilmistir. DOK ¢ok giiclii
ve etkili antikanser ilag olmasindan dolay1 bu ilagtan vazgecilememesi anlasilabilir
bir durumdur. ilacin tedavi i¢in gerekli dozunun ¢ok altinda kullanilmas: ile bu yan
etkilerin ortaya ¢ikmasi onlenmeye g¢aligilir. Fakat, ilacin onerilen klinik dozunun
altinda kullanilmasi tedavi potansiyelinin azalmasina neden olur. Yan etkilerinin fark
edilmesiyle DOK i¢in yogun bir aragtirma siireci baglamistir. Bu tez ¢aligmasinda
DOK’un yan etkisinin en ¢ok goriildiigii kalp kasi hiicrelerinde DIA’nin koruyucu
etkisi arastirildi. Elde edilen bulgulara dayanarak DOK’un kalp kasi hasarinin SOD
aktivite azalmasi, F-aktin organizasyon kaybi ve dolayli olarak KATP kanallarinin
kapanmastyla iligkili oldugu sdylenebilir. SOD’nin aktivite kaybi siiperoksit anyon
radikali tiretiminde ve ERK1/2 miktarinda artmayla sonuglanir. ERK1/2 apoptozu
tetikleyerek kalp kasi kayiplarina neden olur. DOK ile birlikte DIA uygulamasi
sonucunda DOK’un neden oldugu artan ERK1/2 protein ifadelenmesinde iyilesme ile
hiicre 6lim yolaklar1 baskilanmistir. DIA etkisinde F-aktin organizasyonunda
diizelme de DOK kaynakli hiicre hasarinda DIA’nin koruyucu rolii oldugunu

gosterir.

ONERILER

1. Butez calismasi yalnizca kalp kasi1 hiicre hatt1 kullanilarak tasarlandi. Oysa doku,

organ ve sistemler biitiinii olan canli sistem daha komplike olabilir. Elde edilecek
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sonuclar da bu baglamda farkli olabilir. Ileri ¢alismalarin deney hayvanlari
kullanilacak sekilde planlanmast daha uygun olacaktir.

Bu ¢alismada sadece ERK1/2 protein ifadelerindeki degisim arastirildi. MAPK
iyeleri arasindaki etkilesimin de dikkate alinmasi ile yeni ¢alismalar
tasarlanmalidir.

Caligmada siiperoksit anyon radikalleri tizerinden spekiilasyon yapilmistir.
Bundan sonraki ¢aligsmalarda siiperoksit anyon radikali olusumu da 6lgiilmelidir.
Diyazoksitin diger kanal ve tastyicilar lizerine etkileri de vardir. DOK’un neden
oldugu hiicre hasarinin onariminda DIA’nin hem KATP’ler hem de diger kanal

ve tastyicilar ile etkilesimi patch-clamp sistemi kullanilarak degerlendirilmelidir.
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