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ÖZET 

Amaç: Bu çalışmada doksorubisin (DOX) kullanımının indüklediği kardiyolojik 

değişimler ve bu kardiyolojik değişimlere timokinon (TQ) uygulamasının etkileri 

incelenmiştir. Bu amaçla sıçan kalplerinden ventriküler miyositler izole edilerek 

elektrofizyolojik özellikleri incelenmiş ve muhtemel hücresel mekanizmalar 

araştırılmıştır. 

Yöntem: DOX verilerek sıçanlarda kalp yetmezliği modeli oluşturuldu. 4 haftalık deney 

süresince DOX ve DOX+TQ gruplarına her seferinde 3 mg/kg olacak şekilde 5 kez 

intraperitoneal olarak DOX enjekte edildi. DOX+TQ ve KON+TQ gruplarına TQ (10 

mg/kg) gavaj yoluyla verildi. 4 haftanın sonunda hayvanların kalplerinden izole edilen 

ventrikül miyositlerinden fraksiyonel kısalma, aksiyon potansiyeli (AP) ve AP’ye etkisi 

olabilecek L-tipi Ca+2 ve K+ kanallarının akımları kaydedildi. Western blot yöntemi ile 

protein ekspresyon seviyeleri belirlendi. Protein karbonil ve total antioksidan 

kapasitesinin (TAK) ölçümü kit ile yapıldı.  

Bulgular: DOX grubunda sarkomer boyunda artma gözlemlenirken fraksiyonel 

kısalmanın azaldığı ve gevşeme süresinin uzadığı görüldü. Buna karşın TQ uygulamasının 

bu parametreleri düzelttiği görüldü. DOX ve DOX+TQ gruplarının AP repolarizasyon 

sürelerinde uzama olduğu, ancak bu uzamanın DOX grubunda anlamlı seviyeye 

ulaşamadığı görüldü. DOX grubunda Ca+2 kanal akımlarında artma görülürken TQ 

uygulamasının bu değişimi düzelttiği ve Ca+2 kanal kinetiklerini değiştirdiği görüldü. 

Potasyum akım genliklerinde herhangi bir değişiklik görülmezken, DOX grubunda kanal 

kinetiklerinin yavaşladığı bulundu. Protein ekspresyonlarına bakıldığında p-PLN/PLN 

ekspresyonunda DOX ve DOX+TQ grubunda artış görülürken SERCA, CAMKII, p-

CAMKII ve prokaspaz-3 protein ekspresyon seviyelerinde azalma görüldü. NOX protein 

ekspresyonu, TAK ve protein karbonil seviyelerinde gruplar arasında herhangi bir fark 

görülmedi. 

Sonuç: Çalışmamız sonunda DOX-indüklü kalp yetmezliğine ilişkin elektrofizyolojik 

anormallikleri TQ’nun tam anlamıyla önleyemediği gözlendi. Ayrıca, DOX’un ROS 

miktarını arttırmadığı ve TQ’nun da antioksidan seviyesini değiştirmediği görüldü. 

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, timokinon, kasılma, iyon kanalları, kalp yetmezliği 
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ABSTRACT 

Objective: In this study, we examined the effect of thymoquinone (TQ) on cardiac 

changes induced by administration of doxorubicin (DOX). Therefore, 

electrophysiological properties and cellular mechanisms likely to affect these parameters 

were investigated in cardiomyocytes isolated from rat hearts. 

Method: Heart failure model was performed by administering DOX. During 4-week 

experiment, DOX (3 mg/kg/each) was injected subcutaneously into DOX and DOX+TQ 

groups in 5 times. TQ (10 mg/kg) was administered to DOX+TQ and CON+TQ groups 

by gavage. At the end of 4 weeks, fractional shortening, action potential (AP), L-type 

Ca+2, and K+ channel currents were recorded from isolated ventricular myocytes. Protein 

expression levels were measured by the Western blotting method. Protein carbonyl and 

total antioxidant capacity (TAC) were measured by kits. 

Results: While an increase in sarcomere length and a decrease in fractional shortening 

was measured in the DOX group myocytes, the relaxation time was prolonged. TQ 

application improved these parameters significantly. There was a prolongation in AP 

repolarization time of DOX and DOX+TQ group myocytes, although in DOX group, the 

prolongation was not significant. While Ca+2 channel currents increased in DOX group, 

TQ application restored these changes and altered Ca+2 channel kinetics. While there was 

no change in K+ current amplitudes, channel kinetics were slower in the DOX group 

myocytes. When protein expressions were examined, p-PLN/PLN expression increased 

in DOX and DOX+TQ groups, while SERCA, CAMKII, p-CAMKII and procaspase-3 

protein expression levels were decreased. There was no difference in NOX protein 

expression, TAC, and protein carbonyl levels between groups. 

Conclusion: As a result, it was observed that TQ could not completely prevent the 

electrophysiological abnormalities associated with DOX-induced heart failure. Also, it 

was observed that DOX did not increase the amount of ROS and TQ did not alter the 

antioxidant level. 

Key words: Doxorubicin, thymoquinone, contraction, ion channels, heart failure 
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−‘yi 
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1. GİRİŞ 

Günümüzde kanser hastalığı çok sık görülmekte ve ölümlerin önemli bir kısmı kanser 

yüzünden olmaktadır. Kemoterapötik bir ajan sınıfı olan antrasiklinler lösemi, meme 

kanseri, rahim kanseri, akciğer kanseri gibi birçok farklı kanser tedavisinde 

kullanılmaktadır. Antrasiklinler, şimdiye kadar kanser tedavisinde kullanılan en etkili 

ajanlardan olup, diğer kemoterapötik ajan türlerine göre daha fazla kanser türüne karşı 

etkilidirler (Minotti ve ark., 2004). Buna karşılık kanser tedavisi sırasında bu ajanlar 

istenmeyen toksik etkiler gösterebilmektedir. Bu durum antrasiklinlerin kullanımını 

sınırlamaktadır (Yeh ve Bickford, 2009). Antrasiklin ailesinden olan doksorubisin (DOX), 

modern onkolojide en güçlü ve en sık kullanılan kemoterapötik ajanlardan biridir. Ne 

yazık ki, bu yüksek etkili maddenin klinik kullanımı, aritmiler, akut ve geç başlangıçlı 

toksik kardiyomiyopati gibi kardiyotoksik yan etkilerinin olmasından dolayı 

sınırlandırılmıştır (Lipshultz ve ark., 1991; Wouters ve ark., 2005). DOX’un sarkoplazmik 

retikulumdan (SR) Ca+2 sızıntısına sebep olduğu bilinmektedir. (Abramson ve ark., 1988). 

Bu sızıntıdan dolayı sistolik Ca+2 konsantrasyonu azalırken, diyastolik Ca+2 

konsantrasyonu artmaktadır (Sag ve ark., 2011). Bu şekilde Ca+2 konsantrasyonunun 

azalması klinik olarak gözlenen kalp yetmezliğine katkıda bulunmaktadır. Reaktif oksijen 

türleri (ROS), DOX'un kardiyotoksik yan etkilerinin gelişiminde kritik rol oynamaktadır 

(Kim ve ark., 2006; Timolati ve ark., 2006). Fizyolojik gerilme sırasında, kardiyovasküler 

sistem içindeki en önemli ROS kaynaklarından biri olan nikotinamid adenin dinükleotid 

fosfat (NADPH) oksidaz (NOX) aktive olmaktadır. Transvers tübüllerdeki gerilimle 

aktive olan NOX, riyanodin reseptörü 2’nin (RyR2) lokal olarak aktivasyonuyla 

sonuçlanan farklı bir spatio-temporal tarzda ROS üretir. Bu, kalpteki temel olaylardan biri 

olan SR’dan Ca+2 salınımı için gerekli olan Ca+2 kıvılcımlarının oluşmasını tetikler. 

RyR2'lerin bu esnemeye bağlı ince ayarlama yapmaları sağlıklı kardiyomiyositlerde Ca+2 

sinyal duyarlılığını artırsa da patolojik durumlarda Ca+2 kıvılcımlarının aritmojenik Ca+2 

dalgalarını tetiklemesini sağlar (Prosser ve ark., 2011). Oksidize Ca+2/Kalmodulin 

Bağımlı Protein Kinaz II (CaMKII) veya oksidize protein kinaz A, RyR2’yi fosforile 

ederek diyastolik Ca+2 sızıntısını artırır. Artan diyastolik Ca+2 sızıntısı sonucunda, SR Ca+2 

miktarı azalır. Bu durumda, Ca+2 transientlerinin genliklerinde ve kontraktilitede azalma 
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görülmektedir. ROS, sarko/endoplazmik retikulum Ca+2-ATPazın (SERCA) adenozin 

trifosfat (ATP) bağlanma yerlerine doğrudan müdahale ederek fonksiyonunu 

azaltmaktadır. SERCA fonksiyonundaki bu azalma, SR Ca+2 içeriğinin ve Ca+2 transient 

genliğinin azalmasına neden olur (Köhler ve ark., 2014). Hücrelerde oluşan ROS’ların 

meydana getirdiği hasarları minimuma indirmeye veya yok etmeye yarayan savunma 

sistemleri bulunmaktadır. Hücrenin kendi savunma sistemi olduğu gibi dışarıdan alınan 

besinlerle de hücre bunu sağlayabilmektedir.  

Çörek otu bitkisinde bulunan (Farkhondeh ve ark., 2017) timokinon (TQ) ile yapılan 

çalışmalarda antimikrobiyal, antiparazitik, antitümör, anti diyabetik, antioksidan, 

dermatolojik, anti-inflamatuar, metabolik sendrom, aterogenez, kardiyak kütlesi ve 

kontraktilite anormalliği, trombosit agregasyonu, kalp hızı, kan basıncı bozukluğu ve 

kardiyotoksisite gibi hastalıklarda terapötik etkileri yaygın şekilde gösterilmektedir 

(Alenzi ve ark., 2010; Gholamnezhad ve ark., 2016; Periasamy ve ark., 2016, Shabana ve 

ark., 2013). DOX verilerek kardiyak toksisite oluşturulan sıçanlarda TQ verilerek ROS’un 

azaltıldığı gösterilmiştir (Nagi ve Mansour, 2000). DOX’un oksidan ve antioksidan 

sistemleri değiştirdiği ve bunun da histopatolojik değişimlere sebep olduğu tespit 

edilmiştir. TQ uygulamasının DOX-indüklü kardiyotoksisite modelinde artmış olan ANP 

ve NT-proBNP düzeylerinde iyileşme sağladığı (Karabulut ve ark., 2021) ve DOX ile 

kanda artan AST, ALT, CK-MB, ve LDH seviyelerinde TQ uygulaması ile iyileşme 

olduğu gösterilmiştir (Alam ve ark., 2018). Diğer bir çalışmada DOX indüklü kalp 

hasarına TQ’nun sol ventrikül fonksiyonunu iyileştirerek, miyokardiyal fibroz 

baskılayarak ve apoptozu önleyerek, DOX’un kalbe verdiği hasarı TQ’nun azalttığı 

gösterilmiştir (Pei ve ark., 2018). Bu bulgular ışığında TQ’nun DOX’un neden olduğu 

hasarlara karşı kardiyoprotektif etkisinin olduğu ileri sürülmektedir. Çalışmamızda, 1) 

DOX uygulanarak oluşturulan kalp yetmezliği modelinde TQ uygulamasının kalbin 

kontraktil aktivitesi, aksiyon potansiyeline (AP) ve olası iyonik akımlara etkisi araştırılıp, 

2) moleküler düzeyde oksidatif stres ve Ca+2 regülasyonundan sorumlu proteinlerdeki 

değişikliklerin bu etkilerdeki rolünün araştırılması hedeflenmiştir. Özetle projemiz 

sonucunda temel olarak, DOX ile oluşturulan kalp yetmezliği modelinde TQ 

uygulamasının kardiyoprotektif bir etkiye sahip olup olmadığının moleküler 

mekanizmalarıyla birlikte kapsamlı bir şekilde gösterilmesi amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kardiyovasküler Sistem 

Kardiyovasküler sistem, merkezinde kalbin olduğu ve damarlardan oluşan kapalı bir 

dolaşım sistemdir.  Ortalama bir insan vücudunda yaklaşık beş litre kan bulunmaktadır. 

Vücuttaki bu kan vasküler sistem içerisinde dolaşarak organlara yeterli miktarda oksijen 

ve besin sağlarken aynı zamanda dokulardaki atık ürünleri de toplamaktadır. 

Kardiyovasküler sistem ayrıca hormonların gerekli organlara taşınmasından da 

sorumludur. Bundan dolayı yaşamın sürdürülebilmesi için kardiyovasküler sistem çok 

önemlidir. Nitekim embriyonik gelişim sırasında gelişen ilk fonksiyonel organ kalptir 

(Rossant ve Howard, 2002).  

2.1.1. Kalbin Yapısı 

Kalp, dört odacıktan oluşan ve bağlantılı olduğu damar ağı ile birlikte vücut için hayati 

önem taşıyan oksijen ve besin kaynaklarının taşınmasını sağlayan organdır. Kalp, septal 

duvar tarafından sağ ve sol kısım olmak üzere ikiye ayrılır ve her bölgede bir tane atriyum 

ve bir tane de ventrikül bulunmaktadır. Kalbin sol tarafı oksijenden zengin kanı vücuda 

pompalarken (sistemik dolaşım), sağ tarafı ise vücuttan gelen oksijenden fakir kanı 

akciğerlere göndererek kanın oksijenlenmesini sağlamaktadır (pulmoner dolaşım).  

2.1.2. Kardiyak Döngü 

Normal bir kalbin sağ ve sol kısımları senkronize olarak kan pompalamaktadır. Kanın 

pompalandıktan sonra kalbin aynı noktasına gelmesine kardiyak döngü denilmektedir. 

Kardiyak döngü sistol ve diyastol aşamalarından oluşmaktadır. Sistol, ventriküllerin 

kasılıp kanı ventriküllerden dışarıya pompalama aşamasıyken; diyastol, ventriküllerin 

gevşemeye başlamasıyla atriyumlardan ventriküllere kanın dolma aşamasıdır. Kalpte özel 

olarak gelişmiş kendi kendine uyarı üretebilen özel noktalar bulunmaktadır. Fizyolojik bir 

kalpte frekansı en yüksek olan sinoatriyal (SA) düğüm uyarının başlangıç noktasıdır. SA 

düğümden başlayan uyarı atriyumlar boyunca ilerler ve atriyumların kasılması sonucunda 

her iki atriyumda bulunan kan ventriküllere boşalır. Daha sonra uyarı atrioventriküler 

(AV) düğüme gelir ve buradan AV düğümünün uzantısı olan his demeti aracılığıyla 
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ventriküllere ulaşır. Ventriküllere gelen uyarı sonucu ventriküller kasılarak içinde 

muhafaza ettiği kanı vücuda ve akciğerlere gönderir.  

Kalp üzerinde oluşan uyarının iletilmesini sağlayan bu potansiyel değişikliğe AP denir. 

AP’nin oluşmasında görev alan başlıca iyonlar Na+, K+ ve Ca+2’dur (Şekil 2.1). Hücreye 

gelen uyarı sonucunda Na+ kanalları aktivasyonunun ardından hızlı bir şekilde AP’yi 

başlatmaktadır (Faz 0). Daha sonra AP’de görülen hızlı inişten sorumlu geçici-dışa doğru 

K+ akımları (Ito) devreye girer ve hücre repolarize olmaya başlar. Bu evreye faz 1 evresi 

denilmektedir. İki farklı Ito akım türü tanımlanmıştır. Bunlar hızlı Ito (Ito,f), ve yavaş Ito 

(Ito,s) olarak adlandırılmaktadır (Xu ve ark., 1999). Kardiyak AP’yi diğer AP’lerden ayıran 

en önemli özellik, uzun bir plato fazının olmasıdır. Voltaj kapılı Ca+2 kanallarının 

aktivasyonu ile oluşan bu evreye faz 2 denilmektedir. Bu evrede aktif olmuş Ca+2 

kanallarından giren Ca+2 iyonları uyarılma-kasılma çiftlenimini tek başına tetiklemek için 

yeterli değildir. Hücrenin membranında bulunan voltaj kapılı Ca+2 kanallardan giren Ca+2 

iyonları SR’daki RyR2’ye bağlanarak SR içerisinde bulunan depolanmış Ca+2 iyonlarının 

hücre içine boşalmasını sağlamaktadır. Buna Ca+2 bağımlı Ca+2 salınımı denilmektedir. 

Hücre içinde artan Ca+2 konsantrasyonu ile Ca+2 troponine bağlanır. Bu bağlanma 

sonucunda troponinde konformasyonel bir değişiklik olur ve bu değişiklik ile aktin 

molekülündeki miyozin bağlanma noktaları açığa çıkar. Böylelikle aktin-miyozin 

birbirlerine bağlanır. Bu şekilde kasılma meydana gelir (Bers, 2002).  Plato fazından sonra 

hücre tekrar dinlenim durumuna geçeceği potansiyel seviyesine doğru ilerler. Bu aşamaya 

faz 3 denir. Ca+2 kanallarının inaktivasyonu ile baskın hale gelen K+ kanalları hücreyi 

dinlenim durumuna getirmekte önemli rol oynamaktadır. Birden fazla K+ kanalı bu fazda 

görev almaktadır. Bunlar gecikmiş-doğrultucu (delayed rectifier) hızlı K+ akımı (IKr), 

gecikmiş-doğrultucu yavaş K+ akımı (IKs) ve gecikmiş içeriye-doğrultucu (inward 

rectifier) K+ akımı (IK1) olarak adlandırılır (Roden, 1998). Bu kanalların repolarizasyon 

evresine katkılarını canlının türü, parasempatik ve sempatik girdiden gelen etkiler ve kalp 

hızı gibi faktörler belirlemektedir. IK bileşenlerinin diğer K+ akımlarından farkı 

aktivasyonun nispeten geç olmasıdır.  Faz 3 repolarizasyon evresinin bitiminde hücrenin 

dinlenim durumuna geri döndüğü evreye faz 4 evresi denilmektedir. Bu evre kalpte 

diyastol sürecine denk gelmektedir. Bu evrede normal şartlarda çoğu voltaj kapılı 

kanalların kapalı olmasından dolayı çok az iyon hareketi görülmektedir.  
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Dinlenme membran potansiyeli, K+ denge potansiyeline yakın olmasından dolayı, yani K+ 

kanallarının geçirgenliği Na+ ve Ca+2 kanallarından daha büyüktür. Miyositin tipine göre 

dinlenim membran potansiyeli -60 ile -90 mV arasında değişmektedir (Whalley ve ark., 

1995; Grunnet, 2010).      

 

Şekil 2.1: Atriyum ve ventriküllerden uyarının iletilmesi için oluşan AP’lere iyonların katkıları 

gösterilmiştir. Kısaca, faz 0 kısmında voltaj bağımlı Na+ kanalları açılarak içeriye Na+ iyonlarının girişi 

başlatılır. Faz 1 kısmına gelindiğinde Na+ kanalları inaktive olur ve Ca+2 kanalları ile geçici K+ kanallarının 

aktivasyonu gerçekleşir. Faz 2 ya da diğer adıyla plato fazına gelindiğinde, içeri giren Ca+2 yükleri ile dışarı 

çıkan K+ yükleri arasında bir eşitlik olur ve potansiyel değişmemektedir. Faz 3 kısmında artık Ca+2 kanalları 

inaktif duruma geçer ve farklı K+ kanallarının devreye girmesiyle repolarizasyon evresine geçilmektedir. 

Son olarak faz 4 kısmında esas olarak K+ kanalları tarafından kontrol edilen dinlenme fazıdır. Şekilde 

görüldüğü gibi her bir iyonun AP’ye zaman ve genlik olarak katkısı siyah gölgelendirme olarak verilmiştir. 

Şekil (Nerbonne ve Kass, 2005) kaynaktan revize edilmiştir. 



6 

 

2.2. Antrasiklinler 

Antrasiklinler sitotoksik antibiyotikler olmasına rağmen toksisitesi yüksek olmasından 

dolayı antibiyotik olarak kullanılmamaktadır (Rahman ve ark., 2007). Bununla birlikte 

tümör tedavisi için şimdiye kadar bulunan en efektif ilaçlardan birisidir. 50 yılı aşkın 

süredir kullanılan antrasiklinler günümüzde katı tümörler, yumuşak doku sarkomlar ve 

hematolojik maligniteler gibi birçok kanser türlerine iyi gelmektedir. Fakat son yıllarda 

kanserin moleküler temelinin anlaşılması kanser kemoterapisinde avantaj sağlıyor 

olmasına ve birçok ilacın kanser tedavisinde ve hasta sağ kalımında gelişim gösteriyor 

olmasına rağmen, bu ilaçların yararlarının yanında özellikle kardiyovasküler sistem 

üzerinde gösterdiği zararlarından dolayı kullanımı konusunda bir dengenin gözetildiği 

anlaşılmaktadır (Hahn ve ark., 2014; Ewer ve Ewer, 2015). 

İlk antrasiklin Streptomyces peucetius bakterisinden türetilen daunorubisindir. Daha sonra 

daunorubisinden daha etkili olan DOX üretilmiştir. Antrasiklinler genel olarak DNA baz 

çiftleri arasına girerek, serbest oksijen radikallerini arttırarak ve topoizomeraz IIβ'yı 

(TopIIβ) inhibe ederek kanser hücrelerinin çoğalmasını engellemektedirler. DOX, birçok 

farklı tümör tipine karşı geniş spektrum aktivitesi sergiler ve bu nedenle onkolojik 

tedavinin ana dayanaklarından biri olmaya devam eder 

Antrasiklinlerin sıklıkla kullanılan dört çeşidi bulunmaktadır. Bunlar DOX, daunorubisin, 

epirubisin ve idarubisindir. Şekil 2.2’de görüldüğü gibi hepsinin yapıları birbirine benzese 

de kullanıldığı yerler ve etkileri arasında farklılıklar bulunmaktadır (McGowan ve ark., 

2017). Antrasiklinler, bir şeker grubuna bağlı tetrasiklik bir halka yapısından 

oluşmaktadırlar. DOX ile daunorubisin arasındaki tek fark, DOX’un yan zincirinin alkol 

ile biterken, daunorubisin yan zincirinde bir metil grubu ile sonlanmaktadır. Bu farklılık, 

iki antrasiklinin aktivitesinde önemli sonuçlar ortaya çıkarmaktadır.  
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Şekil 2.2: Doksorubisin, daunorubisin, epirubisin ve idarubisinin kimyasal yapısı. Şekil (McGowan ve ark., 

2017) kaynaktan modifiye edilmiştir.  

DOX kanser tedavisinde çok başarılı olmasına rağmen, yanında getirdiği birçok zararlı 

yan etkileri de bulunmaktadır. Bunlardan en önemlileri tümör hücrelerinde direnç 

gelişimi, sağlıklı dokularda toksisite ve en önemlisi kronik kardiyomiyopati ve konjestif 

kalp yetmezliğidir. Bu yüzden DOX kullanımı kümülatif olarak 600 mg/m2 geçmeyecek 

şekilde sınırlandırılmıştır (Minotti ve ark., 2004).  

2.2.1. Doksorubisin 

Antrasiklin türevlerinden biri olan DOX, kanser tedavilerinde kullanılan önemli bir 

kemoterapötik ilaçtır. Doğal bileşiği olan daunorubisinin ölümcül kardiyotoksisite 

oluşturması sonucu (Tan ve ark., 1967) daha az zararlı bileşik bulma çabasına girilmiş ve 

Streptomyces bakterisi mutasyona uğratılarak farklı bir antibiyotik üretilmiştir. Bu yeni 

bileşiğin kardiyotoksisitesi aynı kalmasına rağmen daha yüksek terapötik indeks 

göstermiştir (Di Marco ve ark., 1969). Bu bileşik hematolojik kanserler, yumuşak doku 

sarkomaları ve çeşitli karsinoma tipleri gibi kanser çeşitlerinde etkili olarak 

kullanılmaktadır ve ticari adı Adriyamisin olarak da bilinmektedir.   



8 

 

2.2.2. Doksorubisin Toksisitesi 

DOX, birçok farklı kanser tedavisinde kullanılmasına rağmen, kullanımının oluşturduğu 

toksisiteden dolayı doz miktarı sınırlandırılmıştır. İyi bilinen yan etkileri genellikle 

bulantı, kusma ve saç dökülmesidir (Carvalho ve ark., 2009). Görülen bu etkiler doz 

miktarına bağlı olarak değişmekte ve doz miktarı arttıkça görülen etkiler de daha ölümcül 

olarak ortaya çıkmaktadır (Şekil 2.3). Eğer alınan doz miktarı 550 mg/m2’nin üzerine 

çıkarsa, kanser tedavisinde başaralı olunsa bile %50 ölüm oranı ile kardiyomiyopati 

gelişmesi muhtemeldir (von Hoff ve ark., 1979). Bunun gibi etkiler hastaya kanserin 

kendisinden daha büyük bir tehdit oluşturmaktadır.   

 

Şekil 2.3: Kümülatif doksorubisin dozuna bağlı olarak kalp yetmezliği gelişme riski. Şekil (Amadori, 2011) 

kaynaktan modifiye edilmiştir. 

Şu anda, DOX'un kardiyotoksisite mekanizması tam olarak çözülememiştir, ancak son 

çalışmalar ciddi toksisite oluşumunu potansiyel olarak artırabilecek yaş, yaşam tarzı 

seçimleri, kardiyotoksik anti-tümör ilaçları ile kombinasyonu ve önceki radyasyon 

tedavisi gibi risk faktörleri olduğu gösterilmiştir (Chatterjee ve ark., 2010). DOX’a bağlı 

kardiyotoksisite 3 kategoriye ayrılmaktadır. Bunlar akut, erken ve geç başlangıçlı kronik 

kardiyotoksisitedir (Yeh ve Bickford, 2009).  

Akut Kardiyotoksisite 

Akut kardiyotoksisite hastaların %1’den azında görülmektedir. Etkisi uygulamanın hemen 

ardından veya tedaviyi takip eden iki hafta içinde görülür ve genel olarak etkileri geçicidir 
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(Wouters ve ark., 2005). Ritim bozuklukları, miyokard kontraktilitesinde geçici azalmalar 

ve/veya hipotansiyon perikardit, geçici aritmiler veya sol ventrikül bozukluğu olarak 

ortaya çıkan etkileri görülebilmektedir (Billingham ve ark., 1978; Steinberg ve ark., 

1987). Sol ventrikül fonksiyonundaki görülen bozulma kardiyak fonksiyonda gösterilen 

iyileşmeler ile belgelendiği için kalıcı olmamaktadır (Billingham ve ark., 1978). 

Erken başlangıçlı Kronik Kardiyotoksisite 

Antrasiklin indüklü kardiyotoksisitenin (AİK) en yaygın belirtisi akut kardiyak 

toksisitedir. Bir antrasiklin uygulamasından sonra veya sırasında hastalar, akut 

hipotansiyon veya geçici ritim bozuklukları olarak ortaya çıkan akut kardiyak toksisite 

yaşayabilir. Bu genellikle geçicidir ve müdahale olmaksızın düzelir (Kremer ve ark., 

2002). Semptomlar genel olarak ilaç tedavisinin başlangıcını takip eden bir yıl içinde kalp 

yetmezliğine yol açabilen dilate kardiyomiyopati şeklinde ortaya çıkar. Erken başlangıçlı 

kronik AİK’in insidansını ve klinik özelliklerini aydınlatmak için yapılan bir çalışmada, 

hastaların %9’unda AİK gelişmiş ve bu hastaların da %98’i bu etkileri tedaviden sonraki 

bir yıl içerisinde göstermiştir (Cardinale ve ark., 2015). AİK’nin önemli bir göstergesi 

olan sol ventrikül ejeksiyon fraksiyonunda bir azalmanın olması üzerine, DOX uygulanan 

hastalara kalp yetmezliği tedavisi için enalapril kullanılmış ve hastaların %71’i ancak 

kısmi bir iyileşme gösterirken, %11’i tam iyileşme göstermiştir (Cardinale ve ark., 2015). 

Geç Başlangıçlı Kronik Kardiyotoksisite 

Geç başlangıçlı kronik kardiyotoksisite çoğunlukla çocukluk çağında kanser tedavisi 

gören kişilerde görülür. Tedavinin tamamlanmasından en az 1 yıl sonra ortaya çıkar. 

DOX’a maruz kalındıktan uzun bir süre herhangi bir belirti göstermeden on yıllar sonra 

da ortaya çıkabilmektedir (Lipshultz ve ark., 2013). Antrasiklin tedavisinden sonra kanseri 

yenen çocuklarda, tedavinin bitiminden 30 yıl sonra yaklaşık yüzde 75’inde kalp yapısı 

ve işlevinde anormalliklere rastlanmıştır (Lipshultz ve ark., 1991; Lipshultz ve ark., 1995) 

ve bu anormallikler çoğu hastada ileri seviyede görülmüştür. Çocuklarda yapılan 

çalışmalarda geç başlangıçlı kronik kardiyotoksisitenin ortalama 6 yıl sonra görülme 

sıklığı %1,6 ile %2,8 şeklinde bulunmuştur (von Hoff ve ark., 1979; Kremer ve ark., 

2001). Tedavinin başlamasından 15-20 yıl sonra antrasiklinin neden olduğu klinik kalp 
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yetmezliği riskinin %4-5 olduğu tahmin edilmiştir (Green ve ark., 2001; Kremer ve ark., 

2001).  

Geç başlangıçlı kronik kardiyotoksisite için yüksek kümülatif doz, yaş ve antrasiklinlere 

daha önceden maruz kalma gibi risk faktörleri de bulunmaktadır (Wouters ve ark., 2005). 

Yüksek kümülatif antrasiklin dozu, geç kardiyotoksisite için iyi bilinen bir risk faktörüdür. 

Yapılan çalışmalarda yaklaşık 250-300 mg/m2'den fazla antrasiklin alan hastalarda 

kardiyak performansın kötüleştiği görülmüştür (Nysom ve ark., 1998; Sorensen ve ark., 

2003). Kümülatif doz, hem art-yükü hem de kasılmayı etkilemektedir (Lipshultz ve ark., 

1991). 

2.2.3. Kalp Yetmezliği 

İnsan vücudunda bulunan metabolik olarak en aktif organ olan kalbin kanser tedavisinde 

kullanılan ilaçların hücresel döngüyü ve kontrolsüz olarak metabolizmayı bozmaya 

yönelik etkilerinden dolayı bu bireylerde kalp yetmezliği görülmesi muhtemeldir. 

Kullanılan doz, kullanım sıklığı ve başka ilaçlarla beraber kullanımı kardiyomiyopati 

oluşma olasılığını etkilemektedir (Yeh ve Bickford, 2009).  

Antrasiklinlerin kalpte oluşturduğu olumsuz etkilerin önlenmesi için birçok çalışma 

yapılmıştır. Fakat yapılan çalışmalarda tam anlamıyla bir sonuç çıkmadığı için, 

antrasikline maruz kalma sonucu bireylerde kalp yetmezliği görülmesi devam etmektedir. 

Antrasikline bağlı kalp yetmezliği genel olarak tedaviden on yıllar sonra ortaya çıktığı 

için önleyici stratejiler geliştirmek zorlaşmaktadır (Sawyer, 2013). Bu nedenle 

antrasiklinlerin kardiyomiyositlerde meydana getirdiği hasarın spesifik mekanizması 

belirsizliğini korumaktadır. Serbest radikal oluşturan hem enzimatik hem de 

mitokondriyal solunum zinciri ve enzimatik olmayan demir (Fe+2)-antrasiklin 

kompleksinin olası mekanizmalar olabileceği ileri sürülmüştür. Bu mekanizmaların hepsi 

ROS üretmektedir (Olson ve Mushlin, 1990).   

2.2.4. Kardiyotoksisite Mekanizmaları  

Kemoterapiye bağlı kardiyotoksik etkisinin yüksek olduğu bilinmesine rağmen (Groarke 

ve Nohria, 2015), antrasiklinlerin kardiyomiyositlere vermiş olduğu geri dönüşümsüz 

hasarın mekanizması tam olarak bilinmemektedir (Štěrba ve ark., 2011). Çalışmalar 
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DOX’un oluşturduğu olumsuz kardiyak etkilerin ilerleyici ve çok faktörlü olduğunu 

göstermektedir. Bu etkileri, doku ve hücresel seviye ve hücre altı seviye olmak üzere iki 

kısım şeklinde incelenmektedir. Doku ve hücresel seviyede DOX, mitoz sonrası 

farklılaşmış kardiyomiyositlerin sitotoksitesine sebep olmaktadır ve buna bağlı olarak 

hücresel boyutta kütle kaybına neden olmaktadır (Billingham ve ark., 1978). Hücre altı 

düzeyde bakıldığında, DOX mitokondriyal membranın ve miyofibril düzenlemesinin 

bozulmasına neden olmaktadır (Rahman ve ark., 1982). DOX’a bağlı kardiyomiyopatinin 

olası mekanizmaları arasında bozulmuş Ca+2 dengesi, değişmiş gen ve protein 

ekspresyonu, TopIIβ’nın inhibisyonu yoluyla DNA kırılması ve hücrelerin mitokondrisine 

zarar veren oksijen radikallerin oluşumu yer alır (Rahman ve ark., 1982; Gewirtz, 1999; 

Lipshultz ve ark., 2014). 

Oksidatif Stres 

DOX'un keşfinden bu yana, oksidatif stres DOX indüklü kardiyotoksisitenin (DİK) 

karmaşık patofizyolojisini açıklamak için en sık önerilen mekanizmadır (Takemura ve 

Fujiwara, 2007; Šimůnek ve ark., 2009; Salazar-Mendiguchía ve ark., 2014). Serbest 

radikaller, bir veya daha fazla eşleşmemiş tek elektronun bulunduğu atom ve molekül 

olarak tanımlanır. Bu nedenle elektronları eşleştirilmiş aynı atom ve moleküllere kıyasla 

son derece reaktiflerdir. Birden fazla radikal cinsi olmasına rağmen, oksijenden türetilen 

radikaller, biyolojik sistemler için en önemli olanıdır ve genellikle ROS olarak bilinirler. 

ROS birçok hücrede normal fizyolojik yanıt olarak üretilmekte ve düşük yoğunlukta 

bulunduğu takdirde yararları olduğu bilinmektedir (Valko ve ark., 2007). Fizyolojik 

koşullar altında biyokimyasal antioksidan sistemler tarafından ROS seviyesi düşük ve 

dengede tutulmaktadır. Bu denge eğer ROS seviyesindeki artış yönünde bozulursa, artan 

ROS’a bağlı oksidatif stres oluşur. Kalp hücrelerinde peroksidaz, katalaz ve süperoksit 

dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin diğer hücrelere göre daha düşük seviyelerde 

olması nedeniyle oksidatif hasara son derece eğilimlidirler. Ek olarak, DOX'un kimyasal 

yapısı, moleküler oksijenle (bir elektron alıcısı) reaksiyona girebilen ve hızla ana bileşiğe 

geri dönebilen kararsız bir metabolit olan bir semikinona indirgenebilen kinon grupları 

içerir (Şekil 2.4). Bu döngü mitokondri içerisinde süperoksit anyon radikallerinin 

oluşumuna neden olarak kardiyotoksisiteye sebep olur (Ichikawa ve ark., 2014; Raj ve 

ark., 2014; Salazar-Mendiguchía ve ark., 2014; Varricchi ve ark., 2018).  
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Şekil 2.4: DOX molekülünde süperoksit radikallerinin oluşumu. Doksorubisin, C-B halkalarında bitişik 

kinon-hidrokinon grupları içeren ve A halkasına glikozidik bir bağlantı ile bağlanan şeker daunosamin ile 

birleştirilmiş bir tetrasiklik halkadan oluşur. Hücresel oksidoredüktazların aracılık ettiği kinon kısmının bir 

elektron indirgemesi, oksijen molekülünü (O2) süperoksit radikaline (O2
−) indirgeyerek ana kinonu yeniden 

üreten bir semikinon radikalinin oluşmasıyla sonuçlanır. Bu, diğer ROS ve RNS oluşumuna yol açan bir 

reaksiyon kaskadını başlatır. Süperoksit dismutazlar O2
−‘yi H2O2'ye dönüştürebilir. O2

− ve H2O2, hidroksil 

radikali (OH) oluşturmak için Fe+2 veya diğer geçiş metali iyonları ile etkileşime girebilir. O2
− ayrıca lipid 

peroksitler ve türetilmiş alkoksil ve peroksil radikalleri (ROOH, RO, ROO) oluşturan lipid 

peroksidasyonunu başlatabilir veya peroksinitrit (ONOO−) oluşturmak için nitrik oksit (NO) ile reaksiyona 

girebilir. 

Kalp diğer birçok organa göre çok fazla çalışmaktadır. Günde ortalama bir yetişkin 

bireyde 100.000 atım yaparak 10 ton civarında kanı vücuda pompalamaktadır. Kalpte bu 

işlemlerin gerçekleşmesi için muazzam miktarda enerji gerekmektedir. Bu yüzden diğer 

birçok hücreye oranla kalp hücrelerinde mitokondri sayısı fazladır. Buna bağlı olarak da 

mitokondride gözlemlenecek herhangi bir aksaklık kalbi daha fazla etkileyecektir (Goffart 

ve ark., 2004). Mitokondri kalpte DİK’ten en fazla etkilenen organeldir. Bunun en büyük 

sebebi katyonik bir ilaç olan DOX’un kardiyolipine yüksek olan affinitesidir. Bunun 

sonucunda mitokondrinin iç membranında geri dönüşsüz bir kompleks oluşmaktadır 

(Goormaghtigh ve ark., 1990; Ghigo ve ark., 2016). Mitokondri içinde bulunan elektron 

taşıma zincirinde bulunan proteinlerin düzgün çalışabilmesi için kardiyolipin gereklidir. 

DOX ile kompleks oluşturan kardiyolipin elektron taşıma zinciri sonucunda normalden 

daha fazla süperoksit anyon radikali oluşumuna neden olmaktadır (Singal ve ark., 1997). 
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Böylelikle ROS farklı şekillerde kardiyomiyosit ölümüne sebep olmaktadır. Ayrıca, 

kasılma için gerekli ATP’yi sağlamakta olan mitokondride oluşacak fizyolojik aksaklık, 

hücrenin kasılma ve gevşemesinde anormalliklerin oluşmasına sebep olur (Lipshultz ve 

ark., 1991; Ventura-Clapier ve ark., 2004). Miyokardial mitokondri, Ca+2 dengesinde de 

rol aldığı için mitokondride oluşacak fizyolojik hasarlar hücre içi Ca+2 dengesini de 

etkilemektedir (Crompton ve Costi, 1988).  

 

Şekil 2.5: Doksorubisinin oksidatif strese katılımı ve moleküler sonuçları. Şekil (Renu ve ark., 2018) 

kaynaktan modifiye edilmiştir. AGEs, ileri glikasyon son ürünleri; Ang II, anjiyotensin II; Nrf2, Nükleer 

faktör eritroid 2 ile ilişkili faktör 2; ER, endoplazmik retikulum; NFκB, nükleer faktör-kappa B; MAPK, 

mitojenle etkinleşen protein kinaz; AMPK, AMP ile aktive olan protein kinaz.  

DOX indüklü ROS’un oluşumunda mitokondriden farklı olarak nitrik oksit (NO) sentaz 

(NOS) ve NOX yolakları da bulunmaktadır. Bu enzimler DOX ile etkileşime girerek 

oksidatif stresi arttırmaktadır (Salazar-Mendiguchía ve ark., 2014; Ghigo ve ark., 2016). 

NOS, L-arginin ve oksijenden NO üretilmesinden sorumlu bir enzimdir (Kalivendi ve 

ark., 2001; Förstermann ve Sessa, 2012). DOX, endotelyal NOS (eNOS)’un redüktaz 
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alanına doğrudan bağlanarak süperoksit oluşumuna neden olmaktadır (Vásquez-Vivar ve 

ark., 1997). Daha önceki bir çalışmada, NOS aracılığı ile üretilen süperoksitin 

kardiyomiyositlere verdiği zararlar gösterilmiştir (Garner ve ark., 1999). 

NOX ile ilgili yapılan çalışmalarda, bu enzim miyokardiyal ROS'un önemli bir kaynağı 

olarak tanımlanmaktadır (Byrne ve ark., 2003; Grieve ve ark., 2006; Looi ve ark., 2008). 

Prototipik NOX, aktivasyonla ilişkili birkaç sitozolik alt birimle (p47phox, p67phox, 

p40phox ve Rac) birlikte bir katalitik çekirdek (NOX2/p22phox) içeren çok bileşenli 

kompleks bir yapıdır (Cave ve ark., 2006). NOX1-5 arasında farklı NOX izoformları 

tanımlanmıştır. Kardiyomiyositler, fibroblastlar ve endotel hücrelerinde eksprese edilen 

NOX2 ve NOX4 başlıca kardiyak izoformlarıdır (Byrne ve ark., 2003; Cave ve ark., 

2006). Bu enzimler, bir elektronun NADPH'den kinon DOX'a transferine aracılık ederek 

DOX semikinon radikalinin oluşmasına sebep olur. Sonuç olarak, NOS'lara benzer şekilde 

süperoksit üretebilirler. Semikinon radikali ayrıca hidrojen peroksit (H2O2) ile reaksiyona 

girerek hidroksil radikalleri oluşturur (Octavia ve ark., 2012a). Ayrıca, NOX’a bağımlı 

ROS üretimi, miyosit hipertrofisi, kontraktil disfonksiyon, apoptoz ve fibroz gibi kardiyak 

yeniden şekillenmenin birkaç temel bileşenini düzenler (Şekil 2.5) (Bendall ve ark., 2002; 

Qin ve ark., 2006). 

DNA Hasarı 

DOX’un kansere karşı oluşturduğu etkinin en büyük kısmı tümör hücre DNA’sına yaptığı 

geri dönüşü olmayan hasar olabilir. Sıçan modelinde DİK indikatörü olarak TopIIβ 

tanımlanmıştır (Cirillo ve ark., 2000). TopIIβ tüm hücrelerde bulunur ve replikasyon, 

transkripsiyon veya rekombinasyon sırasında DNA ipliklerini çözer. DOX, DNA 

zincirlerine interkalasyon (DNA molekülünde çeşitli ligandların birleşmesini) yoluyla 

DNA sentezini önleyen bir TopIIβ zehiri olarak bilinir. TopIIβ, DNA topolojisini 

değiştirerek kardiyomiyositin ölümüne sebep olabilecek çift sarmallı DNA'nın geçici 

kırılmasına ve DNA süpersarım düzensizliğine yol açmaktadır (Şekil 2.6) (Lipshultz ve 

ark., 1997).  

DİK’de p53 ve apoptotik yolakların anormal düzeyde aktivasyonu gösterilmiştir 

(Nousiainen ve ark., 1999). DOX bağımlı ROS miktarının artmasının sebebinin, TopIIβ 

bağımlı olarak antioksidan enzimlerinin genlerindeki ekspresyonun azalmasından 
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kaynaklandığı ileri sürülmektedir (Minotti ve ark., 1996). Normal koşullarda hücrede 

DNA hasarı görüldüğünde, DNA onarım yolları aktive olmaktadır. Bu yolaktaki 

enzimlerin bazıları DNA kopyalanmadan önce veya replikasyondan sonra DNA'dan 

oksitlenmiş bazları ayırırken, bazıları da nükleotidik havuzdan oksitlenmiş bazları çıkarır 

(Takao ve ark., 1999). Bu oksitlenmiş bazların, DNA replikasyonunun önlenmesine ve 

DNA polimeraz düzeltme hatalarının artmasına yol açan mutajenik bileşikler olduğu 

gösterilmiştir (Parker ve ark., 2001). 

 

Şekil 2.6: DOX, DNA’ya enterlakasyonu. A) TopIIβ DNA sentezini kolaylaştırmak için DNA süpersarımını 

gevşetir. B) DOX, DNA ile her iki DNA zincirinde G bazları aracılığıyla bir kompleks oluşturur ve TopIIβ 

aktivitesini ve DNA sentezini önler. Şekil (Mobaraki ve ark., 2017) kaynaktan modifiye edilmiştir. 

Demir Metabolizması 

Kabul edilen bir diğer önemli mekanizma ise Fe+2 ile DOX’un oluşturduğu kompleksin 

mitokondrinin iç zarında serbest radikal oluşmasına neden olmasıdır. Mitokondrinin 
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kardiyomiyositlerin yaklaşık olarak %40’ını kapladığı düşünülürse, bu organel ROS 

üretimi için önemli bir yer tutmaktadır (Goffart ve ark., 2004). 

DOX’un mitokondrinde bulunan kardiyolipine bağlanması ile mitokondride DOX 

birikimine neden olur. ATP üretimi sırasında mitokondride redoks döngüleri sırasında 

önemli miktarda H2O2 üretilmektedir. Fe+2’nin varlığında fenton reaksiyonu sonucunda 

H2O2 yüksek derecede reaktif olan hidroksil radikaline (OH-) dönüşmektedir (Gutteridge, 

1989; Minotti ve ark., 2004). 

DOX, hücre içindeki Fe+2’i taşıyan veya bağlayan proteinlerin aktivitesine müdahale 

ederek Fe+2 metabolizması üzerinde etki göstermektedir. Sonuç olarak DOX hücre 

içindeki serbest Fe+2‘de bir artışa neden olur ve bu artış sonucu hücre içi serbest radikal 

üretimine yol açabilir (Minotti ve ark., 2001). Ayrıca DOX, hücre içindeki serbest Fe+2‘i 

azaltan ve Fe+2 taşıyıcı gibi çalışan ferritinin ağır ve hafif zincirlerinin Fe+2‘e duyarlı 

elamanları ile de etkileşime girebilmektedir. Buna bağlı olarak bu proteinlerde oluşacak 

hasar hücre içi serbest Fe+2 miktarında artışa neden olacaktır ve bu artış nedeni ile yine 

serbest radikal üretiminde artış görülebilmektedir (Canzoneri ve Oyelere, 2008).  

Hücre İçi Ca+2 Düzensizliği 

Ca+2, hücrenin kasılma sırasında görev alan kilit bir iyondur. Hücrenin, kasılma-gevşeme 

sırasında Ca+2 seviyesini çok iyi bir şekilde kontrol etmesi gerekmektedir. Kasılma 

aktivitesi sırasında Ca+2 seviyesinde oluşabilecek herhangi bir bozulma kardiyak 

hipertrofi ve kalp yetmezliğinde olduğu gibi kontraktil disfonksiyona sebep 

olabilmektedir (MacLennan ve Chen, 2009; Lee ve ark., 2012). Birçok çalışmada DİK’in 

en büyük patogenezinin hücre içi Ca+2 dengesinde oluşan bozulmalar olduğu 

gösterilmiştir (Ondrias ve ark., 1990; Olson ve ark., 2005; Kim ve ark., 2006).  DOX’a 

bağlı olarak hücre içi Ca+2 seviyesinin artmasına neden olan birçok mekanizma 

önerilmiştir (Octavia ve ark., 2012b). Bunlardan ilki, hücre zarı üzerinde bulunan Ca+2 

iyonunu hücre içine ve/veya hücre dışına taşıyan pompalar üzerine etkisidir. Na+/Ca+2 

değiş-tokuşçusunu inhibe ederek, hücre içinde alınan Ca+2 iyonlarının dışarı çıkmasını 

engellemektedir (Caroni ve ark., 1981). Aynı zamanda, L-tipi Ca+2 kanallarının 

aktivasyonunu arttırarak bu kanallardan hücre içine giren Ca+2 miktarını da arttırmaktadır 

(Keung ve ark., 1991). DOX’un aktif bir metaboliti olan doxorubisinol, 
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kardiyomiyositlerde birikerek SR üzerinde bulunan SERCA’nın çalışmasını inhibe ederek 

SR içerisine Ca+2 iyonlarının alımını azaltmaktadır (Hanna ve ark., 2014). Etkili bir 

kasılma-gevşeme döngüsü için Ca+2 iyonlarının hücre içinden SR içerisine alınması ve 

daha sonra ihtiyaç halinde SR içerisinden RyR2 kanalları yoluyla hücre içine boşaltılması 

gerekmektedir. Bu döngü etkili bir şekilde gerçekleşmediği takdirde kardiyomiyositlerde 

kasılma-gevşeme süreçlerinde önemli bir aksamaya neden olur. Bir başka mekanizmada 

ise DOX direk olarak RyR2’ye bağlanarak açılma olasılığını arttırmaktadır (Saeki ve ark., 

2002). Bu bağlanma sonucunda SR içerisindeki Ca+2 konsantrasyonunda azalma 

gözlemlenirken, sitozolik Ca+2 konsantrasyonunun arttığı görülmüştür (Feng ve ark., 

1999; Gambliel ve ark., 2002). Son olarak SR içerisinde Ca+2 tamponu olarak çalışan 

kalsequestrin proteinine bağlanarak kalsequestrinin Ca+2’a bağlanmasını engellemektedir 

(Charlier ve ark., 2005; Park ve ark., 2005). Böylelikle Ca+2 bağlanma kapasitesini 

düşürerek SR içerisindeki Ca+2 konsantrasyonunda düşüşe sebep olmaktadır. Sonuç 

olarak, uzun süre ilaç kullanımına bağlı olarak kalsequestrinin Ca+2 bağlama kapasitesinin 

azalması katekolaminerjik polimorfik ventrikül taşikardi oluşumasına sebep olmaktadır 

(Terentyev ve ark., 2003).  

Sarkomer Yapı Değişiklikleri 

DİK oluşması ile beraber sarkomerde bulunan miyofilamentlerde bozulma veya kayıplar 

görülür. Kardiyak sarkomerde önemli ve büyük bir protein olan titinin hem yapısal hem 

de kasılmayı düzenleyici birçok işlevi vardır (Gautel, 2011). Bu proteinin yapısında 

oluşacak fonksiyon bozukluğunun dilate kardiyomiyopati gelişmesi ile alakalı olduğuna 

dair çalışmalar bulunmaktadır (McNally, 2012; Chan ve ark., 2020). DOX uygulamasının 

kalpain bağımlı titin proteolizini uyardığını gösteren veriler bulunmaktadır (Nakagawa ve 

ark., 2000).  

Apoptoz 

Apoptoz, dokulardaki hücre popülasyonunu korumak için homeostatik bir mekanizma 

olarak gelişim ve yaşlanma sırasında ortaya çıkar. Apoptoz ayrıca bağışıklık 

reaksiyonlarında veya hücreler, hastalık veya zararlı maddeler tarafından hasar 

gördüğünde ortaya çıkan bir savunma mekanizmasıdır (Jackson ve Bartek, 2009). 

Apoptozu tetikleyebilecek hem fizyolojik hem de patolojik çok çeşitli uyaran ve koşullar 
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bulunmaktadır. Apoptoz, BAD ve Bcl-21 dahil olmak üzere Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik 

ve anti-apoptotik üyelerinin etkileşimi ile başlamaktadır. Proteolitik enzimler ailesinden 

olan kaspaz proteinlerinin aktivasyonu ile hücre iskeletini, organelleri parçalayan ve 

DNA'yı bozan diğer proteinler aktive olur (Cavalcante ve ark., 2019). Bu kontrollü süreç 

ile yapısı bozulan hücrenin komşu hücrelere zarar vermeden ölümü gerçekleştirilmiş olur. 

Yapılan hem kronik hem de akut çalışmalarda, DOX’un farklı mekanizmalar ile apoptotik 

yolakları etkilediği bilinmektedir. Süperoksit ve H2O2 ile aktive olan p53 Bax genlerini 

aktive ederek hücrenin apoptoza gitmesine neden olur (Kotamraju ve ark., 2000). Ayrıca 

DOX, kaspaz aktivitesini de etkilemektedir. DOX’un hem sıçan kalplerinde hem de sıçan 

kardiyomiyosit kültürlerinde yapılan çalışmalarda kaspaz-3 aktivitesini arttırarak 

apoptozu indüklediği gösterilmiştir (Ueno ve ark., 2006). DOX ile indüklenen Ser/Thr 

PP1 fosfatazın yukarı regülasyonunu ile Akt ve BAD’ın fosforile olmasından sonra 

kaspaz-3’ün aktive olduğu gösterilmiştir (Fan ve ark., 2008). 

2.3. Timokinon 

Nigella sativa (NS) tohumu (çörek otu olarak da adlandırılır) düğün çiçeğigiller ailesinin 

bir üyesidir (Şekil 2.7). Genellikle Doğu Akdeniz, Kuzey Afrika, Pakistan ve Hindistan 

bölgesine özgü olan bir bitki çeşididir. NS’nin, Mısır Hanedanlığı dönemine kadar uzanan 

ilginç bir kültürel tarihi bulunmakta ve tohumları ekmek, kek ve yemeklerde tatlandırıcı 

olarak kullanılmaktadır (Botnick ve ark., 2012).  
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Şekil 2.7: Çörek otunda bulunan uçucu olmayan yağındaki aktif ana maddeler. Şekil (Ramadan, 2007) 

kaynaktan modifiye edilmiştir.  

NS’nin kimyasal bileşenleri birçok çalışma yapılarak ortaya koyulmuştur. Başlıca, 

%24,76 – %40,35 arasında uçucu olmayan yağlar (p-simen, karvakrol, timo-hidrokinon, 

ditmokinon (nigellon), timol, nigelisin, nigellidin, α-hedrin ve TQ), %0,5 - %1,6 arasında 

uçucu yağlar ve eser miktarda alkaloidler, saponinler, proteinler, vitaminler ve 

minerallerden oluşmaktadır (Liu ve ark., 2011; Botnick ve ark., 2012). Bulunan değerlerin 

birbirinden farklılık göstermesi çörek otunun farklı bölgelerde farklı içeriğinin olması ve 

farklı ekstraksiyon yöntemleri kullanılmasından kaynaklanmaktadır. TQ, çörek otunun 

içinde bulunan en aktif bileşendir. Çörek otu ile yapılan çalışmalarda görülen etkilerin 

birçoğu TQ’ya atfedilmektedir (Darakhshan ve ark., 2015).  

2.3.1. Timokinonun Kimyasal Özellikleri 

TQ, NS bitkisinin siyah tohumlarının yağından elde edilen, koyu sarı renkli kristale sahip, 

toksik olmayan, büyük bir biyoaktif bileşiktir. TQ, kimyasal adı 2-izopropil-5 metil-1,4-

benzokinon olan 10 karbonlu bir bileşiktir. TQ'nun çözünürlüğü sulu solüsyonlarda 549-

669 mg/mL aralığında değişir (Ahmad ve ark., 2018). Şekil 2.7’de kimyasal formülü 

görülmektedir. Kimyasal formülü C10H12O2 ve moleküler ağırlığı 164,204 g/mol’dür. 

Termogravimetrik analizinde TQ'nun termal ayrışması 65 °C'de başlayıp, 213 °C'de 

bitmektedir. TQ, çoğunlukla bu bileşiğin farmakolojik özelliklerinden sorumlu olan keto 

formu (∼% 90) olarak totomerik formlarda bulunur. Spesifik olarak, TQ, keto formunun 
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farmakolojik eylemler sergileyen ana konfigürasyon olduğu bir totomerik bileşiktir. TQ, 

hidrofobik bir moleküldür ve çözünürlüğü zamana bağlıdır. TQ, ışığa duyarlıdır ve sulu 

çözeltileri özellikle alkalin pH’larda kararsızlık göstermektedir (Salmani ve ark., 2014).  

2.3.2. TQ’nun Toksisitesi 

TQ toksisitesinin in vitro ve in vivo ölçümlerini araştıran çok sayıda rapor bulunmaktadır. 

Hayvan modelleri, hayvan tipine ve uygulama şekline bağlı olarak toksisite modellerinde 

farklılık göstermektedir. Hayvanlarda yapılan in vitro çalışmalardaki maksimum tolere 

edilebilecek doz ile ilgili bilgiler Tablo 2.1’de verilmiştir.  

Farelerde yapılan TQ çalışmalarında intraperitoneal enjeksiyon için öldürücü dozun 

(LD50) 104,7 mg/kg ve oral alımlar için ise 870,9 mg/kg olarak belirlenmiştir. Sıçanlarda 

ise bu oranların farelere göre çok yüksek olduğu görülmüştür. Başka bir çalışmada ise 

farelere TQ krem olarak uygulanmış ve %10'luk konsantrasyonlarda vajinal kandidiyaz 

için güvenli olduğu bulunmuştur (Azeiz ve ark., 2013). 

Tablo 2.1: İn vitro çalışmalarda TQ’nun toksik doz değerleri. Tablo (Almshawit, 2015) kaynaktan modifiye 

edilmiştir. 

 Uygulama Yöntemi Toksik Doz 

Fare İntraperitoneal enjeksiyon 104,7 mg/kg (LD50)  

Fare İntraperitoneal enjeksiyon 5 mg/kg güvenli doz 

Fare Oral alım  870,9 mg/kg (LD50)  

Fare Oral alım 2,4 g/kg (LD50)  

Fare Krem ˃ 10%  

Sıçan İntraperitoneal enjeksiyon 57,5 mg/kg (LD50)  

Sıçan İntraperitoneal enjeksiyon 

 

Oral alım 

22,5 mg/kg (erkek)  

15 mg/kg (dişi)  

250 mg/kg (erkek & dişi)  

Sıçan Oral alım 10 mg/kg/gün güvenli doz  

2.3.3. TQ’nun Tıbbi Özellikleri 

TQ, antioksidan (Badary ve ark., 2003), antiinflamatuar (Shoker ve ark., 2011), 

antibakteriyel (Zaoui ve ark., 2000), antikanser, hipotansif (Türkdoǧan ve ark., 2001), 
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antidiyabetik (Houghton ve ark., 1995), antihistaminik, nöromodülatör gibi etkiler 

göstermektedir (Glamočlija ve ark., 2018). 

Anti Diyabetik Etkisi  

Tip 2 diabetes mellitus hastalarına 2 g/gün dozunda verilen NS’nin, açlık ve tokluk kan 

şekeri parametrelerini önemli ölçüde iyileştirdiği gösterilmiştir (Bamosa ve ark., 2010). 

Bir başka çalışmada, NS yağının obez diyabetik insanlarda açlık kan şekeri, toplam 

kolesterol ve LDL kolesterolü üzerinde olumlu bir etkisi olduğu gösterilmiştir (Najmi ve 

ark., 2008). Kronik bir çalışmada diyabet hastalarına 12 hafta boyunca TQ verildikten 

sonra vücut kilo indeksi ve kilolarında düşüş gösterilmiştir. Plasebo grubu ile TQ verilen 

grup karşılaştırıldığında açlık kan şekeri, HbA1c, trigliserit ve LDL değerlerinde düşme 

görülürken; toplam kolesterol, HDL ve insülin salgılanmasında bir değişikliğe 

rastlanmamıştır (Heshmati ve ark., 2015). Diğer yandan ileri glikasyon son ürünlerinin 

dokularda ve serumda birikmesi, diyabete bağlı komplikasyonlarda önemli rol 

oynamaktadır. Yapılan bir çalışmada, TQ’nun, anti-glikasyon etkisine sahip olduğu ve 

protein glikasyonuna bağlı diyabetik sorunları azalttığı gösterilmiştir (Anwar ve ark., 

2014).  

Çoğu hücrede ana antioksidan enzimlerinden olan GSH, SOD, glutatyon s-transferaz 

(GST) ve GSH-Px serbest radikallerin sebep olduğu oksidatif hasarı etkisizleştirmektedir. 

TQ bu enzimlerin aktivitesini veya ekspresyonunu arttırmaktadır (Badary ve ark., 2003; 

Kanter ve ark., 2005; Elbarbry ve ark., 2012). Ayrıca TQ’nun, diyabetik sıçanlarda 

antioksidan seviyelerini normal seviyelere çektiği gösterilmiştir (Liu ve ark., 2016). 

Anti Kanser Etkisi 

Günümüzde biyoaktif doğal ürünler araştırılan anti-neoplastik ilaçlar arasında büyük bir 

ilgi görmektedir. Doğal bileşikler ve fitokimyasallar, kanser için önleyici birer ajan 

olabilecekleri gibi, kanser tedavisinde kullanılan sentetik ilaçların yan etkilerini ve 

kullanılan dozu azaltırken; sentetik ilacın etkilerini arttırabilecek önemli birer kaynak 

olabilme potansiyelleri olduğu tahmin edilmektedir. Kansere karşı ideal bir terapötik 

ajanın, normal dokulara karşı toksik etkisinin minimum düzeyde olması beklenir. 

Literatürdeki bilgilere göre TQ’nun en büyük avantajlarından biri, kansere karşı olan 

etkisinin normal hücrelere oranla kanser hücrelerine karşı daha spesifik olmasıdır (Shoieb 
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ve ark., 2003). Kanser oluşumunda, hücrelerin kontrolsüz büyümesi ve çoğalması önemli 

bir özelliktir ve böylelikle tümörün boyutunun artmasına ve tedavisinin zorlaşmasına 

neden olur. Çalışmalar, TQ'nun kanser hücrelerini hücre döngüsünün farklı aşamalarında 

etkilediğini göstermiştir (Gali-Muhtasib ve ark., 2004; Kaseb ve ark., 2007).  

Tümörün büyümesi ile daha çok besin ve oksijen ihtiyacı duyan tümör hücreleri yeni 

damarlanmalar yapmaktadır. TQ'nun önemli bir bulgusu, güçlü anti-anjiyojenik etkiye 

sahip olmasıdır. TQ, bir anahtar pro-anjiyojenik molekül olan vasküler endotelyal büyüme 

faktörünün seçici bir blokörüdür ve endotelyal koloni oluşturan hücrelerin 

proliferasyonunu ortadan kaldırmıştır (Dragoni ve ark., 2011). In vivo ve in vitro yapılan 

deneylerde anjiyogenezi bloke ettiği ve böylelikle tümör büyümesinin önüne geçtiği 

gösterilmiştir (Peng ve ark., 2013). 

TQ, güçlü bir anti-proliferatif aktivite göstererek meme kanseri hücre hatlarının 

büyümesini inhibe etmiştir. TQ, DOX ve 5-florourasil ile beraber kullanıldığında, 

sitotoksik etki göstermiştir. Yapılan bir çalışmada, TQ’nun anti-kanser etkilerinin Bcl-2, 

Bcl-xL ve survivin gibi pro-apoptotik genleri aşağı regüle etme kabiliyetinden 

kaynaklandığı gösterilmiştir (Woo ve ark., 2011). Bunun yanında DOX'a dirençli MCF-7 

hücrelerinin çoğalmasını da inhibe etmiştir. TQ’nun, MCF-7 hücrelerini G2/M fazında 

durdurduğu ve p53 ve p21 proteinlerinin hücresel seviyelerini arttırdığı gösterilmiştir 

(Arafa ve ark., 2011). Bu çalışmada TQ ile indüklenen apoptoz, MCF-7 hücrelerindeki 

mitokondrial membran potansiyelindeki değişiklikler, kaspazların aktivasyonu ve PARP 

bölünmesi ile ilişkilendirilmiş TQ kullanımının Bax/Bcl-2 oranını da arttırdığı 

gösterilmiştir. 

Kanser tedavisi için geliştirilen birçok sitotoksik ilaç türü olmasına rağmen, bu ilaçların 

yan etkileri bazı durumlarda çok ciddi bir hal almaktadır. Bununla birlikte kemoterapinin 

iyileşme oranı, hastanın o ilaca direnç geliştirmesi ile sınırlı kalmaktadır. Bu yüzden, 

günümüzde kullanılan birçok ilacın yanında doğal ürünlere olan ilgi de giderek 

artmaktadır. TQ’nun, tümör hücrelerini engellemekteki potansiyeli ve kemoterapinin olası 

yan etkilerini ve toksisitesini azaltmak amacı ile kullanılabilecek en umut verici ilaçlardan 

biri olduğu öne sürülmüştür (Woo ve ark., 2012). 
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Kardiyovasküler Hastalıklara Etkisi 

Dünya çapında başlıca ölüm nedenlerinden birisi kardiyovasküler hastalıklarıdır. Birçok 

çalışma TQ’nun, kardiyovasküler komplikasyonlarda da terapötik bir seçenek 

olabileceğini göstermektedir. Kemoterapiden önce TQ ile tedavi edilen hastalarda, 

DOX’un anti tümör aktivitesini etkilemeden kardiyotoksisiteye karşı koruyucu etki 

gösterdiği belirlenmiştir (Nagi ve Mansour, 2000). Al-Shabanah ve ark. (1988) yaptıkları 

bir çalışmada DOX uygulaması öncesi verilen TQ’nun, farelerde DOX ile indüklenen kalp 

yetmezliğini önlediğini, LDH ve yüksek kreatin kinaz seviyelerinin düşmesiyle ve kalp 

dokusunun histopatolojik gelişimi ile desteklemişlerdir (Al-Shabanah ve ark., 1998). 

Başka bir çalışmada; sıçanlarda DOX ile indüklenen kardiyotoksisitede TQ’nun lipid 

peroksidasyon inhibitörü ve süperoksit radikal temizleyicisi olduğu gösterilmiştir (Nagi 

ve Mansour, 2000). Başka bir kemoterapötik ilaç olan siklofosfamid, serum kreatin kinaz, 

kreatinin, üre, LDH, kolesterol, trigliseridler ve TNF’yi yükseltmekte, kalp dokusunda ise 

TBARS ve toplam nitrat/nitriti arttırırken, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), CAT ve ATP 

seviyelerini düşürmektedir. Nagi ve ark. (2011) yaptığı bir çalışmada, TQ’nun bu etkileri 

tam tersine döndürdüğünü ve neredeyse kontrol seviyesine çektiğini göstermişlerdir (Nagi 

ve ark., 2011). 

İntravenöz olarak verilen TQ’nun doza bağımlı olarak arteriyel kan basıncını ve kalp 

hızını düşürdüğü gösterilmiştir (El Gazzar ve ark., 2006). TQ’nun, sıçanlarda L-NAME 

ile indüklenen hipertansiyona karşı süperoksit radikallerinin üretimini inhibe ettiği ve 

kreatin seviyesini düşürürken glutatyon (GSH) seviyesini de yükselttiği gösterilmiştir 

(Khattab ve Nagi, 2007). Fareler üzerinde yapılan hiperkolesterolemi modelinde, TQ’nun 

lipid birikimi, proinflamatuar sitokin ve makrofaj birikimi sekresyonunun ilerlemesini, 

durdurduğunu ve bu şekilde kardiyak hasar üzerinde koruyucu bir etkiye sahip olduğunu 

göstermişlerdir (Xu ve ark., 2018). 

TQ’nun, DOX ile tedavi edilen sıçanlarda CPK ve LDH seviyelerinde azalma gösterirken 

oksidatif stresi de azalttığı gösterilmiştir (Nagi ve Mansour, 2000). Süperoksit 

radikallerini üreten ROS’u azaltarak kalp yetmezliğini önlediği ileri sürülmüştür. 

Kemoterapötik bir ajan olan siklofosfamid ile yapılan bir sıçan çalışmasında, 

kardiyotoksisite indeksi olan LDH ve CK‐MB seviyesini arttırdığı gösterilmiştir. 
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Siklofosfamid lipid peroksidasyon göstergesi olan TBARS’ı arttırırken, antioksidan 

savunma mekanizması olan SOD, GSHPx ve CAT seviyelerinin azalmasına neden 

olmaktadır. Sonuçta TQ uygulamasının bu etkilerin tümünü bertaraf ederek, 

siklofosfamid’in neden olduğu kardiyak hasara karşı potansiyel koruyucu etkiye sahip 

olduğunu öne sürülmüştür (Nagi ve ark., 2011). Yapılan başka bir çalışmada, 

kardiyotoksisitenin tanısal belirteçleri olan AST, ALT, CK-MB, ve LDH seviyelerinde 

DOX uygulaması ile artış olduğu görülmüş ve TQ uygulaması ile antioksidan seviyesinin 

arttığı ve oksidatif stres ile aktivitesi artan enflamatuar yolağının onarıldığını 

gösterilmiştir (Alam ve ark., 2018). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Deney Gruplarının Oluşturulması 

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalı Moleküler Biyofizik 

Laboratuvarında gerçekleştirilen bu çalışmada üç aylık Wistar türü erkek sıçanlar 

kullanıldı. Tüm deney prosedürleri Akdeniz Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’nun onayı ve gözetimi altında yürütülmüştür. Sıçanlar Akdeniz Üniversitesi 

Deney Hayvanları Ünitesinden sağlandı ve post-operatif bakımı deney hayvanları 

ünitesinin kontrollü ortamı içerisinde 12 saat aydınlık 12 saat karanlık döngüde, yem ve 

su kısıtlaması olmaksızın yapıldı. 

Sıçanlar dört gruba rastgele ayrılmıştır. Tüm sıçanlara gavaj ve enjeksiyon uygulaması 

aynı gün başlatıldı. TQ önce Dimetil sülfoksit (DMSO) içerisinde çözünüp sonra salin ile 

karıştırıldı. Çözücü solüsyon %25 DMSO ve %75 salinden oluşmaktadır.  

1. Grup I’de yer alan sıçanlara iki günde bir olacak şekilde 5 kez salin intraperitoneal 

olarak enjekte edildi ve4 hafta boyunca 24 saat aralıklarla gavaj yoluyla taşıyıcı çözelti 

ağırlığına göre verildi (Kontrol, N=24).   

2. Grup II’de yer alan sıçanlara iki günde bir olacak şeklinde 5 kez her seferinde 3 mg/kg 

DOX (toplamda 15 mg/kg olacak şekilde) intraperitoneal olarak enjekte edildi. Ayrıca, 

4 hafta boyunca 24 saat aralıklarla gavaj yoluyla taşıyıcı çözelti verildi (DOX, N=35). 

3. Grup III’de yer alan sıçanlara iki günde bir olacak şeklinde 5 kez her seferinde 3 mg/kg 

DOX (toplamda 15 mg/kg olacak şekilde) intraperitoneal olarak enjekte edildi. 4 hafta 

boyunca 24 saat aralıklarla gavaj yoluyla TQ (10 mg/kg) verildi (DOX+TQ, N=42).  

4. Grup IV’de yer alan sıçanlara iki günde bir olacak şeklinde 5 kez salin intraperitoneal 

olarak enjekte edildi. 4 hafta boyunca 24 saat aralıklarla gavaj yoluyla TQ (10 mg/kg) 

verildi (KON+TQ, N=18). 

3.2. Kardiyak Miyositlerin İzolasyonu 

Kardiyak miyositlerin izolasyonu için deney hayvanları anestezi altındayken (50 mg/kg 

sodyum pento barbital verilerek) kalpleri hızlıca çıkartılıp Langendorff sistemine 

bağlandı. Enzimatik hücre ayrıştırma yöntemi kullanılarak Langerdorff sistemine asılı 
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olan sıçan kalbi önce içeriği (mM): 137 NaCl; 5,4 KCl; 1,2 MgSO4; 1,2 KH2PO4; 5,8 

HEPES; 20 glikoz olan Ca+2 içermeyen perfüzyon solüsyonu ile 5 dakika boyunca 

yıkandı. Solüsyonun pH 7,2 dengesinin sağlanması için %5 CO2 - %95 O2 içeren gaz 

karışımı ile sürekli gazlandı. Daha sonra aynı sölüsyon ile hazırlanmış enzim karışımı 

(Worthington, Collagenase, Type 2) (0,7 mg/ml) ve proteaz (0,06 mg/ml) 20-25 dk 

boyunca kalpten geçirilip, kalbin uygun kıvama ulaşması beklendi. Kalp uygun kıvama 

ulaştıktan sonra sol ventrikül ayrıştırılarak makas ile küçük parçalara dilimlendi. Daha 

sonra ince bir filtreden geçirilen doğranmış kalp dokusuna birkaç yıkama işlemi yapıldı. 

Son olarak hücrelere kademeli şekilde Ca+2 eklenerek fizyolojik Ca+2 seviyelerine 

adaptasyonu sağlandı. Tüm deneylerde sol ventrikül miyositleri kullanıldı ve kayıtlar 

sıcaklığı 36±1 °C olan hücre banyosunda alındı. 

3.3. Elektrofizyolojik Kayıtlar 

3.3.1. Kasılma Parametrelerinin Ölçülmesi 

Kasılma yanıtları alabilmek için öncelikle Tyrode solüsyonu dolu olan havuza elektriksel 

alan uyarısı için iki uçlu elektrot yerleştirildi. Daha sonra izole edilen ventrikül miyositleri 

bu havuza eklendi. Banyo içerisindeki bu hücrelere 1 Hz frekansında 5-8 V genliğine 

sahip uyarılar verilerek, sarkomer boyutlarındaki değişimler kararlı bir yanıt oluşana 

kadar en az 200 s süreyle kaydedildi (IonOptix LLC, Milton USA). Hücrelerde alınan 

kasılma parametreleri daha sonra Ionwizard (IonOptix, USA) programı ile analiz edildi. 

Analiz sonunda gruplar arasındaki bazal (diastolik) sarkomer boyu, yüzde fraksiyonel 

kısalma (%L/L0), kısalmanın maksimuma ulaşması için geçen süre (TP) ve gevşemenin 

%50’sine (RT50) iniş süresi incelendi.   

3.3.2. Aksiyon Potansiyelinin Ölçülmesi 

Kasılma parametrelerinden sonra izole edilen hücrelerden AP kayıtları alındı. Tüm 

kayıtlarda pipet dirençleri 2-2,5 MΩ olacak şekilde hazırlandı. Pipet içi solüsyonu (mM): 

125 K-aspartat; 20 KCl; 5 MgATP; 10 NaCl; 5; 10 HEPES (pH=7,2 olacak şekilde KOH 

ile ayarlandı). AP kayıtları almak için akım kenetleme tekniği ile hücre içine depolarize 

edici pulslar gönderilerek hücrenin uyarılması sağlandı ve potansiyelin zamana bağlı 

değişimi kaydedildi. Elde edilen AP kayıtlarının repolarizasyon fazlarının %25, 50, 90 
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(APD25, 50, 90) süreleri (Şekil 3.1), dinlenim membran potansiyeli ve AP’nin tepe değeri 

değerlendirildi. 

 

Şekil 3.1: Sol ventrükül hücrelerinden kaydedilen aksiyon pontasiyeli eğrisi üzerinden ölçülen parametreler. 

APD25, APD50 ve APD90 aksiyon potansiyelinşn repolarizasyon fazının sırasıyla %25, %50 ve %90’ına 

düşmesi için gereken süreleri göstermektedir.  

3.3.3. L-tipi Ca+2 Akımlarının Ölçülmesi 

L-tipi Ca+2 akımı 2-2,5 MΩ’luk elektrotlar ile voltaj kenetleme tekniğinin tüm hücre 

konfigürasyonu kullanılarak kaydedildi. Ölçümler için pipet solüsyonu (mM): 120 L-

aspartate, 20 CsCl, 10 NaCl, 5 MgATP, 10 HEPES ve 10 EGTA (pH = 7,2 seviyesi CsOH 

ile ayarlandı) olacak şekilde hazırlandı. Banyo solüsyonu ise (mM): 137 NaCl; 5,4 

KCl;1,5 CaCl2; 0,5 MgCl2; 10 Glukoz; 11,8 HEPES (pH=7,35) olacak şekilde hazırlandı. 

Ayrıca K+ akımlarını bloke etmek için kapiller borular aracılığıyla hücre üzerine içeriği 

(mM): 137 NaCl; 5,4 CsCl; 0,5 MgCl2; 1,8 CaCl2; 11,8 HEPES; 10 Glikoz ve pH 7,40 

olan dış solüsyon uygulandı.  

Hücreler -70 mV düzeyinde tutulurken Na+ akımlarını bloke etmek için –45 mV’luk bir 

ön-puls uygulan dıktan sonra, L-tipi Ca+2 akımlarını almak için -50 mV’den +60 mV’ye 

kadar 300 ms’lik depolarize edici pulslar 10 mV’luk basamaklar şeklinde top uygulandı. 

Patch-clamp amplifikatörünün (Axon 200B, Molecular Devices, USA) 3 kHz’lik 



28 

 

filtresinden geçirilen Ca+2 akımları, Digidata 1200’ün 5 kHz’lik örnekleme hızında 

pClamp 10 yazılımı (Axon Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedildi ve Clampfit 

11.0.3 yazılımı ile analiz edildi. Akımın genliği, 300 ms’lik pulsun son kısımları tepe 

değerinden çıkartılarak hesaplandı. Son olarak hücre büyüklüğünün akımlara etkisini 

bertaraf etmek için her akım değerini o hücrenin sığasına bölerek akım yoğunluğu (pA/pF) 

cinsinden değerlendirildi. 

3.3.4. Potasyum Akımlarının Ölçülmesi 

Akım kayıtları voltaj kenetleme yönteminin tüm-hücre konfigürasyonunda alındı ve kayıt 

için elektrot olarak direnci 1,5 – 2,5 MΩ olan cam pipetler kullanıldı. Bunun için öncelikle 

elektrot ucunun hücreye yapışması arkasından GΩ düzeyinde bir direnç oluşması 

sağlandıktan sonra elektrik pulsu uygulanarak hücre membranı kırıldı. Kenetlenme 

sonrası -70 mV düzeyinde tutulan zar potansiyeline Na+ akımlarını bloke etmek için –45 

mV’luk bir ön-puls uygulanmaktadır. Daha sonra 4 s’lik aralıklarla 3 s’lik pulslar 

verilmiştir. Verilen 3 s’lik pulslar ile Ito ve Iss almak için -50 mV’den +70 mV’ye kadar 

10 mV’luk adımlar şeklinde toplam 13 basamak uygulanmıştır. Patch-clamp 

amplifikatörünün (Axon 200B, Molecular Devices, USA) voltaj kenetleme modunda 3 

kHz’lik filtreden geçirilen akımlar, Digidata 1200’ün 5 kHz’lik örnekleme hızında 

pClamp 10 yazılımı (Axon Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedilmiştir.  

Genel olarak kayıt sırasında giriş direncinin 4 MΩ geçmemesine ve kararlı durumda 

olmasına özen gösterildi. Akım kayıtları alırken hücre dışı solüsyonu (mM): 137 NaCl; 

5,4 KCl;1,5 CaCl2; 0,5 MgCl2; 10 Glukoz; 11,8 HEPES (pH=7,35) içerirken, pipet için 

ise (mM): 125 K-aspartat; 20 KCl; 5 MgATP; 10 NaCl; 5; 10 HEPES ve 10 EGTA 

(pH=7,2) olacak şekilde hazırlandı. L-tipi Ca+2 akımlarını bloke etmek için dış solüsyona 

250 μM CdCl2 eklendi. Ito elde etmek için verilen 3 s’lik pulsun son kısımdaki akım 

değerleri (Iss) tepe değerinden çıkartılarak hesaplandı.  

Ik1 ölçümleri için, Ito kayıtlarında olduğu gibi elektrod hücreye kenetlendikten sonra, -120 

mV’den +10 mV’ye kadar 10 mV’luk basamaklar şeklide toplam 14 defa adım pulsları 

uygulandı. Verilen 3 s’lik pulsun son kısmındaki akım değerleri alınarak IK1 hesaplandı. 

Hücre büyüklüğünün akımlara etkisini bertaraf etmek için her akım kaydını o hücrenin 

sığasına bölerek akım yoğunluğu cinsinden değerlendirildi. 



29 

 

3.3.5. Protein Ekspresyonlarının Analizi 

Her gruptan 10 adet hayvanın kalbi Western blot ve kit uygulamaları için ayrıldı. Hızlıca 

çıkarıldıktan sonra kanı temizlemek için perfüze edilen kalpler sıvı nitrojen yardımı ile 

ezilerek doku homojenatları hazırlandı. Ezilen kalp dokuları içeriği ((mM): 20 Tris HCl; 

150 NaCl; 2 KCl; 2 EDTA; 0,5 DDT; 1 Sodyum Orthovande; 20 NaF; 1 EGTA; 100 

Proteaz inhibitörü; 0,4 PMSF) olan homojenizasyon tamponuna konuldu ve ince bıçaklı 

bir homojenizatör ile iyice parçalandı. Daha sonra elde edilen homojenatlar 10 dk boyunca 

10000xg’de santrifüj edildi ve üst tarafta oluşan süpernatantlar toplandı. Son olarak 

Bradford yöntemi kullanılarak her grubun protein miktarları ölçüldü. 

Her grubun protein miktarı belirlendikten sonra grupların SERCA, fosfolamban (PLB), 

fosforile fosfolamban (p-PLB), CaMKII, fosforile CaMKII (p-CaMKII), NOX2, 

prokaspaz-3 protein ekspresyonları Western blot yöntemiyle belirlendi. Proteinlerin 

ağırlıklarına bağlı olarak %8 ile %15 konsantrasyon aralığına sahip jeller hazırlanarak 

kuyucuklara eşit miktarda protein (ilgili proteinin yoğunluğuna bağlı olarak 30-50 µg/ml 

arasında) yüklendi. Kuyucuklara yüklenen proteinlerle birlikte kaset elektroforez 

havuzuna koyularak havuzun içeriği 28,83 gr glycine, 6,06 gr Tris, 2 gr SDS olan solüsyon 

ile dolduruldu. Daha sonra güç kaynağı (Hoefer, USA) ile sabit voltaj değeriyle (üst jel 

için 82 V, alt jel için 100 V) elektrik alan oluşturularak kuyucuklara yüklenen proteinlerin 

ağırlıklarına göre ayrılması sağlandı. İstenilen bölgenin ayrışmasından sonra jeldeki 

proteinler hızlı transfer sistemi (Trans-Blot Turbo BioRad) ile polivinil diflorür (PVDF) 

membrana transfer edildi (25 V; 1,3 mA; 15-25 dakika). Transfer sonrası gürültüyü 

azaltmak için membrana %3 oranında hazırlanan süt tozu solüsyon eklendi ve 1 saat bu 

sölüsyon ile bloklama işlemi yapıldı. Daha sonra membrana %3 bovine albümin serum 

(BSA) solüsyonu içerisinde SERCA 1:3000 (SantaCruz, sc-73022), PLB 1:1000 

(SantaCruz, sc393990), p-PLB 1:1000 (cell signaling 8496), CaMKII 1:1000 (Abcam, 

ab22609), p-CaMKII 1:1000 (Abcam, ab32678), NOX2 1:1000 (Abcam, ab129068), 

prokaspaz-3 1:1000 (SantaCruz, sc-271028), ve GAPDH 1:10000 (Thermo Fisher 

Scientific, GA1R) primer antikor hazırlanıp bir gece boyunca +4 °C’de inkübe edildi. 

Ertesi gün, üzerindeki fazla primerleri uzaklaştırmak için membran 20 dk boyunca tampon 

solüsyonu ile yıkandı. Ardından membranlar %3’lük BSA solüsyonu içerisine primer 

antikorlara uygun olarak (goat anti-mouse IgG (SantaCruz, sc2031) ya da goat anti-rabbit 
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IgG (SantaCruz, sc2004)) Horseradish peroksidaz sekonder antikor kullanıldı. 

Membranlar, bir saat boyunca sekonder antikor ile inkübe edildikten sonra 20 dk boyunca 

tampon solüsyonuyla yıkandı. Daha sonra membranların üstüne karanlık bir odada 

kemilüminesans uygulanarak oluşturulan ışıma filme aktarıldı. Sonuçlar Image J yazılımı 

kullanılarak analiz edildi. Grupların protein ekspresyon miktarları hedef proteinin eşleşen 

GAPDH’ine oranlanmasıyla ya da fosforile proteine oranlanmasıyla belirlendi. 

3.3.6. Protein Karbonil Analizi 

Deney gruplarının protein karbonil ölçümü ticari kit (Cat. #10005020. Cayman Chemical 

Ann Arbor, MI USA) kullanılarak yapıldı. Protein karboniller ile 2,4-

dinitrophenylhydrazin (DNPH)’in bir araya gelerek reaksiyon oluşturması sonucu protein 

hidrazon bileşikleri oluşmaktadır. Oluşan bu bileşiğin miktarı bir spektrofotometre 

yardımıyla absorbansı ölçülerek tayin edilmektedir. Protein hidrazon bileşiği 360-385 nm 

dalga boyu arasında ışık yaymaktadır.  Ölçümü yapılan karbonil içeriği protein 

konsantrasyonu ile standardize edilmiştir. Reaktif olarak DNPH, hidroklorik asit (HCl), 

guanidin hidroklorür, etanol, TCA solüsyonu ve etil asetat kullanıldı. Donuk halde 

bulunan dokular bir homogenizatör yardımı ile 1 mM EDTA bulunan 50 mM K2HPO4 

(pH=6,7) soğuk solüsyonunda parçalandı. Parçalanan bu dokular 4 °C’de 10.000×g’de 15 

dk boyunca santrifüj edildi ve santifüj sonrasında süpernatantlar ortamdan uzaklaştırıldı. 

Toplanan örneklerin her birinden 200 μl olacak şekilde ikiye bölünerek biri örnek diğeri 

ise kontrol olarak değerlendirildi. Kontrol tüpüne 800 μl 2,5 M HCl ve örnek tüpüne 800 

μl DNPH, ilave edilerek 1 saat boyunca oda sıcaklığında karanlık ortamda inkübe edildi. 

Sonrasında tüm tüplere 1 ml %20 TCA ilave edildi ve vortex yapıldı. Tüplere %20 TCA 

eklenerek buz üzerine yerleştirildi ve 5 dk boyunca inkübe edildi. Daha sonra 4 °C’de 

10.000×g’de 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası oluşan süpernatantlar ortamdan 

uzaklaştırıldı. Tüm tüplere 1 ml %10 TCA ilave edildi ve buz üzerine alınarak 5 dk 

boyunca inkübe edildi. Daha sonra 4 °C’de 10.000×g’de 10 dk santrifüj edildi. Ortamdan 

süpernatantlar atılarak tüplere 1 ml etanol/etil asetat karışımı eklendi. Son olarak tekrar 4 

°C’de 10.000×g’de 10 dk santrifüj edildi. Bu işlem birkaç kez daha tekrarlandıktan sonra 

proteion peletlerine 500 μl guanidin hidroklorür eklenerek tüpler vorteks edildi ardından 

4 °C’de 10.000×g’de 10 dk santrifüj edildi. Bu işlemlerin sonunda örnek tüplerinden ve 
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kontrol tüplerinden ikişer adet olmak üzere platin kuyucuklara yüklendi. 360-385 nm 

dalga boyundaki absorbansları ölçmek için plate okuyucu kullanıldı.  

3.3.7. Total Antioksidan Kapasitesi Analizi 

Total Antioksidan Kapasite (TAK) testi (Cat. #STA-360. Cell Biolabs Inc, CA USA) 2,2′-

azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sülfonik asit; ABTS) radikalinin indirgenmesinin 

ölçümlerine dayanmaktadır. Reaktifler, hidrofilik veya lipofilik numuneler için 

hazırlanmaktadır. Birçok lipofilik numune 1 x PBS ile seyreltikten sonra çözünür 

olmasına rağmen, kit reaktiflerinin tam çözünebilirliğini sağlamak için metanol içinde 

hazırlanmaktadır.  

Reaksiyon tamponu 1:100 oranında 1 x PBS ile seyretildi. Daha sonra 1 x copper ion 

reagent hazırlamak için 1:100 oranında deiyonize su veya metanol ile seyretildi. 1 x stop 

solüsyonu için 1:10 oranında deiyonize su veya metanol ile seyreltildi. 

Numuneler çalışmaya başlanılmadan önce -80 °C’de saklanıldı. Dokular saklanmadan 

önce EDTA ile muamele edilmemelidir çünkü TAK testine etki edebilmektedir. Soğuk 

PBS solüsyonunda 5 mL’de 1 gr olacak şekilde doku örnekleri homojenize edildi. Daha 

sonra homojenize edilen solüsyon 4 °C’de 10000 g’de 10 dk boyunca santrijüf yapıldı. 

Son olarak süpernutantları aliquatlanıp -80 °C’de saklandı.  

1N NaOH içinde 10 mg/mL çözelti için ürik asit tozunu tartarak taze ürik asit standartları 

hazırlandı. 2 mM ürik asit solüsyonu hazırlamak için 60 mM ürik asit solüsyonunu 

kullanıldı. Tablo 3.1’de gösterildiği gibi ürik asit standartları hazırlandı.  
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Tablo 3.1: Ürik Asit Standartlarının Hazırlanması 

Tüpler 2 mM Ürik Asit Antioksidan 

Standardı (µL) 

Deiyonize Su 

(µL) 

Ortaya Çıkan Ürik Asit 

Konsantrasyonu (mM) 

1 500 500 1 

2 Tüp #1’den 500 500 0,5 

3 Tüp #2’den 500 500 0,25 

4 Tüp #3’den 500 500 0,125 

5 Tüp #4’ten 500 500 0,0625 

6 Tüp #5’ten 500 500 0,03125 

7 Tüp #6’dan 500 500 0,0156 

8 Tüp #7’den 500 500 0,0078 

9 Tüp #8’den 500 500 0,0039 

10 0 500 0,0 

Her bir ürik asit standardı ve kullandığımız örnekler ikişerli halde test edildi. Kuyucuklara 

20 µL seyreltilmiş ürik asit standardı ve örnekler eklendi. Her kuyuya 180 µL 1 x Reaction 

Buffer eklenerek 200 µL’ye tamamlandı. Kuyucuklardaki solüsyonlar iyice karıştırıldı. 

Spektrofotometre kullanılarak 490 nm’de okuma yapılarak başlangıç absorbansları elde 

edildi. Reaksiyonu başlatmak için, her kuyuya 50 µL 1 x copper ion reagent eklendi ve 5 

dk boyunca karıştırıcı üzerinde inkübe edildi. Daha sonra reaksiyonu durdurmak için her 

kuyuya 50 µL 1 x stop solüsyonu eklendi. Son olarak spektrofotometre kullanılarak 490 

nm’de tekrar okuma yapıldı.  

Sonuçlar hesaplanırken hem örneklerden hem standartlar için son okunan absorbans 

değerinden ilk okunan absorbans değeri çıkartıldı. Böylece net absorbans değeri 

hesaplanmış oldu. Ürik asit standart eğrisi için ürik asit konsantrasyonuna karşı net 

absorbansı çizildi. Numunelerin net OD 490 nm değerlerini ürik asit standart eğrisi ile 

karşılaştırarak bilinmeyen numunelerin antioksidan kapasitesini hesaplandı.  

Örnekler için “μM Bakır İndirgeme Eşdeğerlerini” (CRE) belirlemek için ürik asit 

eşdeğerliği (UAE) konsantrasyonunu 2189 μM Cu+2/mM ürik asit ile çarpıldı. 1 mM ürik 

asit = 2189 μM Bakır İndirgeme Eşdeğeri şeklinde hesaplandı. CRE örnek değerleri, 

örneğin Toplam Antioksidan Kapasitesi veya Toplam Antioksidan Gücü ile orantılıdır. 
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3.4. İstatiksel Analizler 

İstatistiksel değerlendirme SPSS paket programı kullanılarak yapıldı ve sonuçlar ortalama 

± SEM olarak verildi. Her değişken için normallik testi uygulanmıştır. Normal dağılıma 

uyan veriler için parametrik olan Tek Yönlü Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben 

Tukey testi, uymayanlarda ise nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu 

takiben Mann-Whitney U Testi kullanılmıştır. P<0,05’i sağlayan değerler istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Deney Hayvanlarının Morfolojik ve Fizyolojik Özellikleri 

Kontrol ve KON+TQ grubunda 4 haftalık uygulama sonunda deneye alınan sıçanlarda 

herhangi bir ölüm olmazken, DOX ve DOX+TQ grubunda ikinci haftadan itibaren 

ölümler görülmeye başlandı. DOX+TQ grubunda DOX grubuna göre ölüm oranının 

haftalar geçtikçe daha fazla olduğu görüldü. DOX grubunda sağ kalım %65,71 iken 

DOX+TQ grubundaki sağ kalım %45,24 olarak gerçekleşti. Yaptığımız çalışmada DOX 

üzerine TQ uygulanan grupta (DOX+TQ) anlamlı olarak sağ kalım oranının düştüğü 

görülmüştür (Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1: 4 haftalık deney süresi sonunda gruplarda gözlemlenen sağ kalım yüzdelerin değişimi 

Tüm grupların 4 hafta boyunca, her haftanın ilk günü olmak üzere kilo takibi yapıldı. Şekil 

4.2’de ve Tablo 4.1’de görüldüğü gibi başlangıçta grupların ortalama kiloları arasında fark 

yokken DOX verilen gruplarda kontrole göre anlamlı düzeyde kilo kaybı görüldü. 4. 

haftanın sonunda yapılan kilo ölçümlerinde DOX+TQ grubunda DOX grubuna göre kilo 
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kaybının anlamlı şekilde arttığı görüldü. Buna karşılık Kontrol grubu sıçanlarında deney 

süreci sonunda kilo artışı olduğu görüldü. 

 

Şekil 4.2: Deney gruplarının haftalık ortalama kilo değerleri. Değerler ortalama ± SEM olarak verildi. 

Sırasıyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ grupları için n=24, 23, 19, 18 hayvan. *p<0,05, Kontrol 

grubuna göre ve #p<0,05, DOX grubuna göre anlamlılığı ifade etmektedir. 

Tablo 4.1: Deney gruplarından ölçülen vücut ağırlıklarının ilk ve son değerleri ve yüzdelik değişimi. 

Değerler ortalama ± SEM olarak verildi.  

Grup İlk Kilo Son Kilo Yüzde Değişim 

Kontrol 330,46±6,84 350,29±7,20 6,08 

DOX 327,83±5,71 273,04±8,07 -16,99 

DOX+TQ 326,32±5,79 246,16±3,77 -24.29 

KON+TQ 327,00±9,68 330,72±11,49 0,95 



36 

 

 

Şekil 4.3: TQ uygulamasının kalp ağırlığına etkisi. A) Kalp ağırlığı, B) Kalp ağırlığının tibia uzunluğuna 

oranı, C) Kalp ağırlığının vücut ağırlığına oranı D) Ortalama kapasitans değerleri. Değerler ortalama ± SEM 

olarak verildi. Sırasıyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ grupları için n=24, 23, 19, 18 hayvan, 

*p<0,05, Kontrol grubuna göre anlamlılığı ifade etmektedir. 

Şekil 4.3A’da görüldüğü gibi kalp ağırlıklarının DOX verilen gruplarda anlamlı olarak 

azaldığı görüldü (Kontrol: 1,30±0,04 g; DOX: 0,98±0,05 g, p<0,05). DOX+TQ 

grubundaki hayvanların kalp ağırlıklarında DOX grubuna göre anlamlı bir farka 

rastlanmadı (DOX: 0,98±0,05 g; DOX+TQ: 0,96±0,04 g, p=0,71). Buna karşılık Kontrol 

ile KON+TQ arasında anlamlı bir fark görülmedi (Kontrol: 1,30±0,04 g; KON+TQ: 

1,31±0,04 g, p=0,90). Şekil 4.3B’de kalp ağırlıklarının tibia uzunluğuna oranı gösterildi. 

Şekilde de görüldüğü gibi kalp ağırlığının tibia uzunluğuna oranının DOX uygulanan 

gruplarda kontrole göre anlamlı derece azaldığı gözlemlendi (Kontrol: 0,33±0,01 g/cm; 
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DOX: 0,25±0,01 g/cm, p<0,05). Şekil 4.3C’de görüldüğü gibi vücut ağırlığı ile orantılı 

şekilde kalp ağırlığının da azalmasından dolayı kalp ağırlığının vücut ağırlığına oranında 

gruplar arasında anlamlı fark görülmedi. Kalp kütlesi azalırken kardiyomiyosit 

hücrelerinin büyüklükleri kapasitans değerlerine bakılarak incelendiğinde DOX 

uygulaması alan hayvanların kardiyomiyositlerinde kontrole göre anlamlı fark olduğu 

gözlemlendi (Kontrol: 274,70±11,54 pF; DOX: 200,20±6,59 pF, p<0,05) (Şekil 4.3D). 

DOX+TQ grubunda DOX grubuna göre anlamlı bir değişiklik görülmedi (DOX: 

200,20±6,59 pF; DOX+TQ: 214,80±7,98 g, p=0,07). 

4.2. Kasılma Parametreleri 

DOX kullanımı sonrası kalpte oluşabilecek fonksiyonel bozukluklara TQ’nun etkisini 

belirlemek için kardiyomiyositlerde kasılma parametreleri incelendi. Kardiyomiyositlerin 

fraksiyonel kısalmaları 5-8 V genliğinde ve 1 Hz frekansa sahip elektriksel alan uyarısı 

altında kaydedildi. Şekil 4.4A’da her bir grup için örnek kasılma yanıtları bulunmaktadır. 

Dinlenim durumundaki sarkomer boyu ölçüldüğünde DOX grubunda kontrole göre 

anlamlı bir artışın olduğu görüldü (Kontrol: 1,75±0,01 µm; DOX: 1,78±0,01 µm, p<0,05). 

Fakat DOX uygulaması üzerine TQ verilen hayvanlarda bu değişikliğin düzeldiği (DOX: 

1,78±0,01 µm; DOX+TQ: 1,74±0,01 µm p<0,05) gözlemlendi (Şekil 4.4B). Kontrol ile 

KON+TQ grupları arasında ise anlamlı bir fark bulunmamaktadır (Kontrol: 1,75±0,05 

µm; KON+TQ: 1,74±0,01 µm, p=0,55). Daha sonra gruplar arasındaki fraksiyonel 

kısalma miktarı incelendi (Şekil 4.4C). Fraksiyonel kasılma parametreleri açısından 

kontrol grubu ile DOX grubu arasında anlamlı bir fark olduğu tespit edildi (Kontrol: 

9,96±0,33; DOX: 8,17±0,44, p<0,05). DOX grubu miyositlerinde kontrol grubu 

miyositlerine göre fraksiyonel kısalma miktarında azalma görülürken, DOX+TQ 

grubunda bu değişikliğin anlamlı olarak düzeldiği ve kontrol seviyesine yaklaştığı 

gözlendi (DOX: 8,17±0,44; DOX+TQ: 10,09±0,38, p<0,05). KON+TQ grubuna 

bakıldığında ise kontrole göre anlamlı bir fark gözlemlenmedi (Kontrol: 9,96±0,33; 

KON+TQ: 9,38±0,34, p=0,55). 
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Şekil 4.4: Frekansı 1 Hz olan elektriksel alan uyarısı verilen kardiyomiyositlerden kaydedilen kısalma 

parametreleri. A) Her bir gruba ait kısalma traseleri. B) Dinlenim durumda ölçülen sarkomer boyları. C) 

Fraksiyonel kısalma oranı. D) Kısalmanın maksimuma ulaşması için gereken süre (TP). E) Relaksasyonun 

%50’sine ulaşması için gereken süre. Değerler ortalama ± SEM olarak verildi. Sırasıyla Kontrol, DOX, 

DOX+TQ, KON+TQ grupları için n=51, 50, 47, 52 kardiyomiyosit, *p<0,05, Kontrol grubuna göre ve 

#p<0,05, DOX grubuna göre anlamlılığı ifade etmektedir. 

Son olarak gruplar arasındaki kasılma ve gevşeme sürelerindeki değişimleri incelemek 

için TP ve RT50 parametreleri incelendi. Şekil 4.4D’de görüldüğü gibi TP parametresi 

incelendiğinde kontrole göre DOX grubunda anlamlı bir fark görülmedi (Kontrol: 
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0,19±0,00 s; DOX: 0,18±0,01 s, p=0,09). DOX+TQ grubunda DOX grubuna göre 

kısalmanın maksimuma ulaşması için gereken süre anlamlı şekilde arttığı görüldü (DOX: 

0,18±0,01; DOX+TQ: 0,20±0,01 s, p<0,05). Kısalma sürelerinden sonra gruplar 

arasındaki gevşeme süreleri karşılaştırıldı (Şekil 4.4E). Kontrol grubuna göre DOX 

grubunda RT50 ulaşma süresinin anlamlı şekilde arttığı görüldü (Kontrol: 0,26±0,00 s; 

DOX: 0,30±0,01 s, p<0,05). DOX+TQ grubunda ise bu uzamanın düzeldiği ve DOX 

grubu ile aralarında anlamlı bir fark olduğu görüldü (DOX: 0,30±0,01 s; DOX+TQ: 

0,24±0,01 s, p<0,05). Bu sonuçlar, kalpte oluşan DOX indüklü kardiyotoksisitenin neden 

olduğu kasılma bozukluğunun TQ ile engellenebileceğini göstermektedir.  

4.3. Aksiyon Potansiyeli 

DOX uygulaması sonucunda sıçan sol ventrikül miyositlerinin elektriksel aktivitesinde 

oluşan hasarı ve TQ’nun bu hasarı engelleyip engellemediğini görmek için AP kayıtları 

alındı. Gruplar için örnek AP kayıtları Şekil 4.5A’da verilmiştir. Şekilde de görüldüğü 

gibi hem DOX grubunda hem de DOX+TQ grubunda repolarizasyon sürelerinde kontrol 

grubu miyositlerine göre uzama görülmektedir. Şekil 4.5B’de AP’nin repolarizasyon 

fazının %25, %50 ve %90’ına düşene kadar geçen sürenin hesaplanan değerleri 

görülmektedir ve seçilen bu sürelere sırasıyla APD25, APD50 ve APD90 olarak adlandırıldı. 

Kontrol grubuna göre DOX grubu incelendiğinde bütün repolarizasyon sürelerinde uzama 

eğilimi olduğu ancak bu uzamanın istatistiksel olarak anlamlı bir seviyeye ulaşamadığı 

gözlenmiştir. DOX+TQ grubu miyositlerinde ise hem kontrol hem de DOX grubu 

miyositlerine göre repolarizasyon sürelerinde anlamlı bir uzama görüldü. Burada 

görüldüğü gibi DOX+TQ grubunda, 4 haftalık TQ tedavisi AP repolarizasyon sürelerini 

anlamlı olarak düzeltemedi. Daha sonra ventrikül miyositlerinin dinlenim membran 

potansiyelleri ve AP genlikleri incelendiğinde, gruplar arasında anlamlı bir fark 

görülmemiştir (Şekil 4.5 ve Şekil 4.5D).   
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Şekil 4.5: 1 Hz frekansında uyarılan hücrelerde ölçülen aksiyon potansiyeli parametreleri. A) Gruplar için 

örnek aksiyon potansiyeli kayıtları. B) Aksiyon potansiyeli genliğinin %25, %50 ve %90’ına düşene kadar 

geçen süre. C) Dinlenim membran potansiyeli. D) Aksiyon potansiyelinin tepe noktası. Değerler ortalama 

± SEM olarak verildi. Sırasıyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ grupları için n=18, 14, 15, 19 miyosit 

hücresi, *p<0,05, Kontrol grubuna göre ve #p<0,05, DOX grubuna göre anlamlılığı ifade etmektedir. 
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4.4. L-tipi Ca+2 Akımları 

İlk önce potansiyele bağlı olarak akım yoğunluğu kayıtları alındı (Şekil 4.6A). 0 mV’dan 

sonra Kontrol grubu miyositlerinin akım yoğunluğunda DOX grubuna göre anlamlı bir 

artış görüldü. TQ tedavisinin ise bu etkiyi anlamlı şekilde düzelttiği gözlendi. Şekil 

4.6B’de grupların 0 mV değerinde gözlenen örnek akım traseleri gösterilmiştir. Şekil 

4.6B’de görülen akım traseleri için zaman sabitlerine bakıldığında yavaş zaman sabitinde 

Kontrol grubuna göre DOX grubu miyositlerinde anlamlı bir değişiklik olmadığı 

(Kontrol: 53,06±2,11 ms; DOX: 50,59±3,45 ms, p=0,14) (Şekil 4.6C), fakat DOX+TQ 

grubunda akımın yavaş zaman sabitinde DOX grubu miyositlerine göre anlamlı bir 

uzamanın olduğu görülmüştür (DOX: 50,59±3,45 ms; DOX+TQ: 74,08±6,08 ms, 

p<0,05). Hızlı zaman sabitlerinde ise gruplar arasında herhangi bir fark görülmemiştir 

(Kontrol: 5,39±0,21 ms; DOX: 5,70±0,26 ms, p=0,42) (Şekil 4.6D).  

RyR2’nin aktivasyonu için L-tipi Ca+2 kanallarından giren Ca+2 önemli bir yer 

tutmaktadır. L-tipi Ca+2 kanallarının tepe noktasındaki değişimin yanında bu kanallardan 

zamanla giren Ca+2 miktarı da önemli bir parametredir. Bundan dolayı, son olarak L-tipi 

Ca+2 kanallarından giren Ca+2 iyonlarının miktarı hesaplandı (Şekil 4.6E). Bunun için L-

tipi Ca+2 kanallarından ölçülen traselerin altında kalan alan hesaplanarak hücre içine giren 

toplam yük hesaplandı. Kontrol grubuna göre DOX grubunda hücre içine giren Ca+2 iyon 

miktarı anlamlı şekilde artmaktadır (Kontrol: 392,20±53,49 attomol; DOX: 674,00±97,47 

attomol, p<0,05). DOX+TQ grubu miyositlerinde ise DOX grubuna göre anlamlı şekilde 

artmamış olsa dahi hücre içine giren Ca+2 iyon miktarının DOX grubuna göre arttığı 

gösterilmiştir (DOX: 674,00±97,47 attomol; DOX+TQ: 739,40±94,71 attomol, p=0,49). 
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Şekil 4.6: Deney grupları için elde edilen L-tipi Ca+2 akımları. A) Her bir gruptan alınan ortalama akım 

değerlerinin potansiyele göre grafiği. B) Örnek L-tipi Ca+2 akım traseleri. C ve D) L-tipi Ca+2 kanalların 

kapanma kinetiklerinin sırasıyla yavaş ve hızlı zaman sabitleri. E) L-tipi Ca+2 kanallarından hücre içine 

giren Ca+2 miktarı. Değerler ortalama ± SEM olarak verildi. Sırasıyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ 

grupları için n=14, 16, 14, 14 miyosit hücresi, *p<0,05, Kontrol grubuna göre ve #p<0,05, DOX grubuna 

göre anlamlılığı ifade etmektedir. 

4.5. Potasyum Akımları 

AP’nin repolarizasyonunda önemli bir role sahip olan K+ kanalları incelendi. Bu 

çalışmada Ito, Iss ve IK1 kayıtları gruplar arasında karşılaştırıldı. İlk önce farklı potansiyel 

değerlerine göre ölçülen ortalama Ito yoğunluğu grafiği verildi (Şekil 4.7A). Grupların Ito 

yoğunlukları arasında herhangi bir fark görülmedi. Aynı şekilde Iss olarak değerlendirilen 

kuyruk akımlarının da potansiyele bağlı değişimleri incelendi (Şekil 4.7B). Ito’da olduğu 

gibi, gruplar arasında herhangi bir fark bulunamadı. Daha sonra Ito yoğunluğunun yavaş 

ve hızlı zaman sabitleri hesaplandı (sırasıyla Şekil 4.7C ve Şekil 4.7D). Kontrol grubuna 

göre DOX grubu miyositlerinin yavaş zaman sabitinde anlamlı bir azalma görüldü 

(Kontrol: 258,70±24,41 ms; DOX: 144,70±15,85 ms, p<0,05). DOX+TQ grubunda DOX 

grubuna göre yavaş zaman sabitinde artma olsa da bu artış anlamlı bulunmadı (DOX: 

144,70±15,85 ms; DOX+TQ: 207,40±31,82 ms, p=0,22). Aynı şekilde hızlı zaman 



43 

 

sabitinde de kontrole göre DOX grubunda anlamlı bir azalma görüldü (Kontrol: 

22,39±1,40 ms; DOX: 16,27±1,10 ms, p<0,05). Yavaş zaman sabitinde de DOX grubuna 

göre DOX+TQ grubunda anlamlı bir fark görülmedi (DOX: 16,27±1,10 ms; DOX+TQ: 

19,10±0,96 ms, p=0,09).  

 

Şekil 4.7: Gruplara ait potasyum akım yoğunluğu I-V grafikleri ve zaman sabitleri. A) Tüm gruplar için Ito 

yoğunluğu ortalama traseleri. B) Her bir grup için Iss yoğunluğu ortalama traseleri. C ve D) +70 mV’daki 

Ito’lara ait sırasıyla yavaş ve hızlı zaman sabitleri. E) Her bir grup için IK1 yoğunluğu ortalama traseleri. 

Değerler ortalama ± SEM olarak verildi. Sırasıyla Kontrol, DOX, DOX+TQ, KON+TQ grupları için n=14, 

17, 14, 13 miyosit, *p<0,05, Kontrol grubuna göre anlamlılığı ifade etmektedir. 

Son olarak dinlenim membran potansiyelinden, stabil olmasından ve AP’nin 

repolarizasyon fazının son kısmından sorumlu olan IK1 akım kayıtları alındı ve I-V 

değişim eğrisi çizildi (Şekil 4.7E). Kontrol grubuna göre DOX grubunda anlamlı bir fark 

görülmedi. Aynı şekilde DOX grubuna göre DOX+TQ grubunda da anlamlı bir fark 

bulunamadı. Bu sonuçlarda dinlenim membran potansiyeli bulguları ile örtüşmektedir.  
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4.6. Protein Ekspresylarının Değerlendirilmesi 

Normal şartlar altında hücre içindeki Ca+2 konsantrasyonunu düzenleyen birçok protein 

bulunmaktadır. DOX uygulamasının hücre içi Ca+2 konsantrasyonunu etkilediği bilindiği 

için hücre içi Ca+2 regülasyonunda etkili olan proteinlerin ekspresyonları da 

değerlendirildi ve elde edilen sonuçlar Şekil 4.8’de gösterildi. SERCA ekspresyonu analiz 

edildiğinde (Şekil 4.8A) Kontrol grubuna göre DOX grubu kalplerine anlamlı şekilde 

azaldığı görüldü (Kontrol: 0,74±0,08; DOX: 0,20±0,03, p<0,05). DOX+TQ grubunda ise 

SERCA ekspresyonu DOX grubuna göre artmış olsa da anlamlı bir fark görülmedi (DOX: 

0,20±0,03; DOX+TQ: 0,23±0,04, p=0,52). SERCA aktivitesini düzenleyen önemli bir 

protein olan PLB ve p-PLB ekspresyonları da ölçüldü (Şekil 4.8B). Kontrol grubuna göre 

DOX grubundaki p-PLB/PLB oranının anlamlı derecede arttığı gösterilmiştir (Kontrol: 

0,18±0,03; DOX: 0,73±0,08, p<0,05). DOX+TQ grubunda hem Kontrol hem de DOX 

grubuna göre anlamlı düzeyde fark gösterdi (DOX: 0,73±0,08; DOX+TQ: 1,19±0,08, 

p<0,05). Hücre içi Ca+2 regülasyonunda önemli diğer bir protein olan CaMKII’nin total 

ve fosforillenmiş formunun (p-CaMKII) ekspresyonlarının DOX uygulaması ile nasıl 

değiştiği ve TQ uygulamasının buna etkisi de araştırıldı (sırasıyla Şekil 4.8C ve Şekil 

4.8D). Kontrole göre DOX grubunda CaMKII protein miktarının anlamlı seviyede 

azaldığı görüldü (Kontrol: 1,02±0,07; DOX: 0,44±0,04, p<0,05). DOX+TQ grubunda 

DOX grubuna göre anlamlı bir artış olsa da Kontrol grubu seviyesine getiremedi (DOX: 

0,44±0,04; DOX+TQ: 0,68±0,06, p<0,05). Benzer şekilde, p-CaMKII protein 

ekspresyonu incelendiğinde, Kontrol grubuna göre DOX grubunda ekspresyonun anlamlı 

düzeyde azaldığı görülmektedir (Kontrol: 0,69±0,06; DOX: 0,16±0,04, p<0,05). DOX 

grubuna göre DOX+TQ grubunda p-CaMKII ekspresyon seviyesinde anlamlı bir artış ve 

düzelme gözlemlendi (DOX: 0,16±0,04; DOX+TQ: 0,27±0,02, p<0,05). 
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Şekil 4.8: Hücre içi Ca+2 düzenleyici proteinlerin western blot görüntüleri ve grafikleri. A) SERCA (110 

kDa), B) p-PLB/PLB (24 kDa), C) CaMKII (50 kDa) ve D) p-CaMKII (50 kDa) protein ekspresyon 

miktarları. SERCA, CaMKII ve p-CaMKII GAPDH ile normalize edildi. Değerler ortalama ± SEM olarak 

verildi. Sırasıyla SERCA, p-PLN/PLN, CaMKII, p-CaMKII ölçümleri için n=8, 8, 15, 11, *p<0,05, Kontrol 

grubuna göre ve #p<0,05, DOX grubuna göre anlamlılığı ifade etmektedir. 

DOX’un en önemli etki mekanizmasının artan ROS miktarı ile oluşan hücre hasarı olduğu 

iddia edilmektedir. O yüzden ilk önce önemli bir ROS kaynağı olan NOX2 enziminin 

protein ekspresyonu değerlendirildi (Şekil 4.9A). Şekilde de görüldüğü gibi gruplar 

arasında anlamlı bir fark bulunamadı (Kontrol: 1,49±0,13; DOX: 1,41±0,15, p=0,67 ve 

DOX: 1,41±0,15; DOX+TQ: 1,53±0,10, p=0,50). Daha sonra hücrelerin apoptotik yolağın 

önemli belirteçlerinden biri olan kaspaz aktivitesinin değişimi hakkında bilgi elde etmek 

için prokaspaz-3 protein ekspresyonu ölçüldü (Şekil 4.9B). Normal şartlarda inaktif 

bulunan bu protein apoptoz sinyali aldıktan sonra aktif hale geçerek (kaspaza dönüşür) 
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hücrenin ölümünü gerçekleştirmektedir. Kontrol grubuna göre DOX grubunda prokaspaz-

3 protein ekspresyonunun anlamlı derecede düştüğü görüldü (Kontrol: 1,54±0,14; DOX: 

0,10±0,03, p<0,05). DOX grubu ile DOX+TQ grubu arasında ise anlamlı herhangi bir fark 

bulunmadı (DOX: 0,10±0,03; DOX+TQ: 0,11±0,02, p=0,90).  

 

Şekil 4.9: Deney gruplarının oksidatif stres, antioksidan ve apoptoz parametreleri. A) NOX2 (55 kDa), B) 

Prokaspaz-3 (34 kDa) protein ekspresyon miktarları ve western blot görüntüleri. C) Tüm grupların ortalama 

antioksidan kapasitesi. D) Protein karbonil seviyeleri. Her bir protein ekspresyonu kendi GAPDH 

ekspresyonuna bölünerek normalize edildi. Değerler ortalama ± SEM olarak verildi. Sırasıyla NOX2, 

prokaspaz-3, TAK ve protein karbonil ölçümleri için n=6, 8, 10, 6, *p<0,05, Kontrol grubuna göre 

anlamlılığı ifade etmektedir. 

TQ’nun iyi bir antioksidan olduğu iddia edildiği için gruplar arasındaki antioksidan 

miktarı değişimini gösteren TAK miktarı ölçüldü (Şekil 4.9C). Kontrole göre DOX 

grubunda anlamlı bir fark görülmedi (Kontrol: 272,90±23,30 µM CRE/mg; DOX: 

234,60±37,28 µM CRE/mg, p=0,39). Aynı şekilde DOX grubu ile DOX+TQ grubu 

arasında da anlamlı bir fark bulunmadı (DOX: 234,60±37,28 µM CRE/mg; DOX+TQ: 

281,10±24,59 µM CRE/mg, p=0,30). İlginç bir şekilde antioksidan miktarının Kontrol 
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grubuna göre KON+TQ grubunda anlamlı şekilde düştüğü görüldü (Kontrol: 

272,90±23,30 µM CRE/mg; KON+TQ: 187,50±11,95 µM CRE/mg, p<0,05). Son olarak 

protein oksidasyonunun seviyesini ölçmek için protein karbonil seviyesi ölçüldü (Şekil 

4.9D). Gruplar arasında herhangi bir fark görülmedi (Kontrol: 3,14±0,52 nmol/mg; DOX: 

4,11±0,80 nmol/mg, p=0,32 ve DOX: 4,11±0,80 nmol/mg; DOX+TQ: 4,07±0,73 

nmol/mg, p=0,97). 
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5. TARTIŞMA 

DOX, kanser tedavisinde kullanılan çok etkili ve geniş spektrumlu antrasiklin türevi bir 

antibiyotiktir. Genellikle lösemi ve lenfoma gibi hematolojik kanser türlerinde, meme 

kanserinde ve yumuşak doku kanserlerinin tedavisinde sıklıkla kullanılmaktadır. 

Tümörlere karşı çok etkili olması ve birçok farklı kanser türünde kullanılmasına rağmen 

oldukça toksik bir maddedir. Birçok yan etkisinin olmasına rağmen DİK bunların en 

önemlilerindendir. Oluşturduğu kardiyotoksisitenin birçok farklı mekanizma tarafından 

gerçekleştiği öne sürülmektedir. Bunlardan en yaygın kabul edilen mekanizma olarak 

hücre içi ROS seviyesinin artışı ve antioksidan seviyesindeki düşüştür (Ferreira ve ark., 

2007).  

Çalışmamızda, DİK oluşturabilmek için deney gruplarına bir gün arayla toplamda beş gün 

olacak şekilde DOX verildi. Hayvanlara verilen toplam doz 15 mg/kg olarak seçildi ve bu 

doz ile deney hayvanlarında kronik kardiyotoksisite oluşturuldu (Meeran ve ark., 2019). 

Dört haftanın sonunda kardiyomiyositlerde meydana gelen elektrofizyolojik değişiklikler 

ve kasılmada oluşan değişiklikler belirlendi. Daha sonra antioksidan özelliği gösterdiği 

öne sürülen TQ’nun kardiyomiyositlerde oluşan değişikliklere etkisi incelendi. Sonuç 

olarak da TQ’nun DİK’e olumlu etkilerinin olup olmadığı araştırıldı.  

İlk bulgumuz olan sağ kalım yüzdesinde gruplar arasında anlamlı farklılıklar görüldü. 

Çalışmamızda DOX grubunda sağ kalım oranının %65,71’lere düştüğü görüldü. Bu sonuç 

literatürde de bulunan sonuçlar ile örtüşmektedir.  Cappetta ve ark. (2017) ile Sugiyama ve 

ark. (2016)’nın çalışmalarında akut ve kronik DOX uygulamasındaki sağ kalım 

oranlarının %75 civarlarında olduğu belirtilmiştir (Sugiyama ve ark., 2016; Cappetta ve 

ark., 2017). Hatta daha uzun süreli çalışmalarda sağ kalım oranının çok fazla düştüğü de 

gösterilmiştir (Vasić ve ark., 2019). Literatürde günde 10 mg/kg verilen KON+TQ 

gruplarında herhangi bir ölüm gözükmezken Atta ve ark. (2017) yaptığı kronik çalışmadan 

günlük 50 mg/kg alan sıçanlarda sağ kalım oranının %86,67 olduğu gösterilmiştir (Atta 

ve ark., 2017). Bizim çalışmamızda ise DOX+TQ grubunun sağ kalım yüzdesinin DOX 

grubuna göre daha düşük olduğu tespit edilmiştir. Sağ kalım oranlarının DOX+TQ 

grubunda DOX grubuna göre %31,14 azaldığı belirlenmiştir. Bu nedenle, çalışmamız 
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DOX üzerine TQ tedavisi verilen hayvanlarda kalp yetmezliğinden dolayı oluşan ölüm 

oranlarında iyileşme yerine daha da kötüleşen bir durum olduğunu göstermektedir. Ölüm 

oranları ile paralel olarak 4 hafta sonundaki kilo değişimlerini karşılaştırdığımızda 

DOX+TQ grubunun başlangıç kilo değerine göre %24,29 oranında kilo kaybettiği 

görülmüştür. Bu oran DOX grubunda ise %16,99 olarak belirlenmiştir. Genelde DOX 

tedavisi sırasında kilo kaybının görülmesi gıda isteksizliğinden dolayı normal olarak 

karşılanmaktadır (McLean ve ark., 2019). 

Çalışmadaki tüm hayvanların kalpleri tartıldı ve DOX ve DOX+TQ gruplarında kontrole 

göre anlamlı bir azalma görüldü. DOX uygulaması alan hayvanlarda oluşan yemek yeme 

isteğinin azalmasının nedeni olarak anorexia nervosa gösterilebilir (Oflaz ve ark., 2013). 

Bu şekilde hem kilo kayıpları hem de kalpteki ağırlık kaybı açıklanabilmektedir. Tibia 

uzunluğunda gruplar arasında anlamlı bir fark yokken kalp ağırlığı/tibia uzunluğu 

oranında Kontrol grubuna göre DOX ve DOX+TQ grubunda görülen anlamlı azalma, kalp 

ağırlığı/vücut ağırlığı oranında görülmemektedir. Bu sonuçlar da gösteriyor ki, kalp 

ağırlığındaki azalma vücut ağırlığındaki azalma ile orantılıdır. DOX’un kardiyotoksik 

özelliği daha önceki çalışmalarda da gösterildiği gibi kalp ağırlığında ve kalp ağırlığı/tibia 

uzunlu oranında azalma göstermektedir (Kizaki ve ark., 2004).  Hücre boyutundaki 

değişime bakıldığında DOX uygulanan hücrelerde Kontrol grubuna göre azalma 

görülmektedir. Keung ve ark. (1991) yaptıkları çalışmada hücre boyutundaki değişimin 

büyük bir ihtimalle T-tübüler sistemdeki kısmi kayıplardan olacağını bulmuşlardır (Keung 

ve ark., 1991). İskelet kasında yapılan çalışmalarda T-tübüler sistemdeki kaybın en önemli 

sonucu elektriksel aktivite için içe doğru iletim yolunun kesintiye uğraması ve kasılma 

kaybıyla sonuçlanmasıdır (Howell, 1969).  

Çalışmamızda öncelikle kronik DOX uygulamasının kardiyak hücrelerinde 

oluşturabileceği fonksiyonel değişiklikleri ve bu değişiklikler üzerine TQ’nun etkisini 

araştırabilmek için kasılma parametreleri incelendi. DOX grubunda sarkomer boyunda 

uzama ve fraksiyonel kısalma miktarında da azalma olduğu gözlenmiştir. Kasılmanın 

kinetikleri incelendiğinde de yavaşladığı görülmektedir. Bu sonuçlar DOX uygulamasının 

sol ventrikül fonksiyonlarında önemli derecede bozulmaya sebep olduğunu 

göstermektedir. Bunun üzerine DOX+TQ grubunda bu etkilerin düzeldiği ve Kontrol 
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grubu seviyesine yaklaştığı gösterildi. Mitry ve Edwards (2016) tarafından yapılan bir 

çalışmada DOX alan kişilerde hem fraksiyonel kasılmada hem de ejeksiyon fraksiyonunda 

azalma olduğu tespit edilmiştir (Mitry ve Edwards, 2016). Çocukluk kanserini atlatan 

bireylerde yapılan bir başka çalışmada ileriki yaşlarda sol ventrikül fonksiyonlarında 

belirgin bir azalma görülmüştür (Armstrong ve ark., 2012). Monti ve ark. (1986) sıçanlar 

üzerinde yaptıkları bir çalışmada tek doz DOX uygulamasının bile kasılma kuvvetini 

önemli ölçüde azalttığını göstermişlerdir (Monti ve ark., 1986). Bu çalışmalar ile elde 

edilen sonuçların çalışma bulgularımız ile uyumlu olduğu görülmektedir. Literatürde 

kasılma ile ilgili çalışmalarda DOX’un ROS miktarını arttırıp lipid peroksidasyonuna 

neden olabileceği ve bunun da Ca+2 homeostazında rol oynayan yapılar tarafından Ca+2 

taşınmasının bozulmasına yol açabileceği iddia edilmektedir. Ayrıca DOX ile tedavi 

edilen sıçanların miyokardiyumunda miyofibrillerin kaybının yanında tübüllerde ve 

SR’da oluşan hasarların da uyarılma-kasılma çiftlenimi üzerine etkisinin olduğu 

söylenmektedir. Caroni ve ark. (1981) köpek kalbinde yaptıkları bir çalışmada, DOX’un 

Na+-Ca+2 değiştokuşçusunu baskıladığını göstermişlerdir. Böyle bir durumda SR Ca+2 

içeriğinin daha fazla olması beklenirken tam tersine SR içeriğinin azaldığı ve buna bağlı 

olarak kasılmanın da azaldığı gözlemlenmiştir (Caroni ve ark., 1981; Wang ve Korth, 

1995).  

DOX uygulamasının kalpte birçok iyon kanalını etkilediği bilinmektedir (Fernandez-Chas 

ve ark., 2018). Kanallarda oluşacak herhangi bir değişiklik AP morfolojisini de 

etkileyecektir. Çalışmamızda DOX uygulanan grubun miyosit AP süresinde uzama 

görülürken sadece DOX+TQ grubundaki uzamanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

görülmektedir. Bu uzamanın akut çalışmalarda DOX’un pozitif inotropik etkisinden 

olabileceği söylenmiştir (Wang ve Korth, 1995; Wang ve ark., 2001). Yine aynı 

çalışmalarda bu etkinin zamanla azaldığı da gösterilmiştir. Çalışmamız kronik bir çalışma 

olduğundan inotropik etkisinden çok, DOX’un kanallara olan etkisinden kaynaklanan bir 

uzama olduğu tahmin edilmektedir. DOX’un kronik uygulaması sonrası APD’de 

uzamanın görülmesi literatürde de gösterildiği gibi muhtemelen ICaL ve IKr akımları ile 

alakalıdır (Fernandez-Chas ve ark., 2018). Çalışmamızda gördüğümüz bir diğer önemli 

sonuç ise DOX+TQ grubunun APD’sindeki uzamanın DOX grubundan daha fazla 

olmasıdır. Bu sonuç beklenen bir şey değildi, çünkü APD’si hali hazırda uzamış olan 
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diyabet gibi hastalıklara literatürde TQ’nun iyi geldiği bildirilmiştir (Sangi ve ark., 2015; 

Farkhondeh ve ark., 2017). Buna rağmen, hem DOX+TQ grubunda hem de KON+TQ 

grubunda APD’de uzama görüldü. Genelde, TQ’nun kardiyoprotektif etkisinden 

bahsedilirken daha önceki çalışmalarda kan serum içeriği ya da enzim aktivitelerine 

bakılmaktadır (Al-Shabanah ve ark., 1998; Nagi ve ark., 2011; Randhawa ve ark., 2013). 

Bu değerlerde iyileşme gösterilse bile bu verilerin organ fonksiyonu hakkında bir kanaate 

varmak için yeterli olmadığı ve kronik hastalık modelinde TQ’nun elektrofizyolojik 

etkilerine de bakılıp kalpteki elektriksel aktivitenin nasıl değiştiğinin gösterilmesiyle daha 

doğru bir değerlendirme yapılabileceği söylenebilir. 

AP’nin diğer bir parametresi olan dinlenim membran potansiyelinde gruplar arasında 

herhangi bir fark bulunamadı. Bu sonuç burada etkili olan K+ kanalının akımında (IK1) 

gruplar arasında bir fark bulunamamasıyla uyumluluk göstermektedir. Son olarak AP’nin 

genlik değerleri karşılaştırıldığında burada da anlamlı farklar görülmedi. Kronik olarak 

hem DOX hem de TQ uygulaması sodyum kanallarına etki etmediği düşünülmektedir.  

Ventrikül miyositlerinin kasılması hücre içindeki Ca+2 konsantrasyonundaki ani ve geçici 

değişimle mümkün olmaktadır. Kasılma, AP’nin başlamasından sonra açılan L-tipi Ca+2 

kanallarından giren Ca+2 iyonları ile başlamaktadır. Bu yüzden L-tipi Ca+2 kanallarından 

giren Ca+2 iyonlarının ölçülmesi önemlidir. APD’ye de etkisi olan akımlardan biri olan 

ICaL’deki değişimler incelendiğinde DOX grubunda önemli bir artış olduğu görülmektedir. 

Keung ve ark. (1991) yaptığı çalışmada kontrole göre DOX grubunda hem ICaL 

akımlarında artış hem de hızlı inaktivasyon zaman sabitinde uzama olduğunu rapor e 

derken, yavaş zaman sabitinde herhangi bir fark olmadığını göstermişlerdir. (Keung ve 

ark., 1991). Başka bir çalışmada DOX uygulamasının L-tipi Ca+2 kanalının protein 

seviyesini etkilemeden fosforilasyonunu arttırdığı gösterilmiştir (Ikeda ve ark., 2019). Bu 

bulgular bizim çalışmamızın sonuçlarıyla uyumludur ve DOX grubundaki akım 

yoğunluğunun anlamlı şekilde artmasının sebebini açıklamaktadır. DOX+TQ grubunda 

ise ICaL, Kontrol grubu seviyesine gelirken, TQ kanalın kinetiğini değiştirmektedir. Kanal 

kinetiğinin değişmesi ile beraber kanalın açık kalma süresi değişecektir. DOX+TQ 

grubunda kanalın inaktivasyon süresinin uzaması ile beraber hücre içine zamanla girecek 

Ca+2 miktarı da artacaktır. Her ne kadar akım yoğunluğu DOX+TQ grubunda Kontrol 
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grubu seviyesine gelse de kanal kinetiğindeki bu değişim hücre içine giren Ca+2 miktarını 

arttıracak, böylelikle APD uzaması görülecektir.   

APD’ye etki edebilecek bir başka akım ise K+ kanal akımlarıdır. Çalışmamızda voltaja 

bağımlı olarak Ito kayıtları alındı. Ne Ito’da ne de Iss’de gruplar arasında anlamlı bir fark 

görülmedi. Buradan DOX’un kanalın geçirgenliğine etkisinin olmadığını görmekteyiz. 

Aynı şekilde TQ uygulamasının da Ito’nun genliğine bir etkisinin olmadığını görmekteyiz. 

Genliğinin yanında DOX’un Ito kanal kinetiklerine etkisi incelendiğinde hem yavaş hem 

de hızlı kanal kinetiklerinde anlamlı bir hızlanma görülmektedir. Böylelikle bu kanalların 

DOX uygulaması ile daha hızlı bir şekilde kapanacağını ve buna bağlı olarak hücre dışına 

çıkacak K+ iyonlarında azalma olacağını göstermektedir. Bu sonuç tek başına 

incelendiğinde APD’lerin uzaması gerektiğini göstermektedir fakat APD’ye etkili tek 

kanal Ito olmadığı için bu kanallardaki farklar direk olarak APD’ye etki etmeyebilir. 

DOX+TQ grubunda ise kinetikler yavaşlasa da, ne Kontrol grubuna göre ne de DOX 

grubuna göre anlamlı bir fark saptanmadı.  

Sonuç olarak AP’deki uzamaya etkili olabilecek K+ ve Ca+2 kanalları beraber 

düşünüldüğünde, her ne kadar L-tipi Ca+2 kanallarındaki akım yoğunluğu DOX grubunda 

fazla olmuş olsa da bu kanallardan giren Ca+2 miktarının DOX+TQ grubunda daha fazla 

olduğu görüldü. Potasyum kanallarında da gruplar arasında anlamlı bir fark olmaması 

nedeniyle APD’nin DOX+TQ grubunda uzun olmasının sebebi muhtemelen içeri giren 

Ca+2 miktarının diğer gruplara göre fazla olmasıdır.  

L-tipi Ca+2 kanallarından giren Ca+2 iyonları hücrenin kasılması için tek başına yeterli 

olmamaktadır. Bundan dolayı L-tipi Ca+2 kanallarından giren Ca+2 iyonları SR üzerinde 

bulunan RyR2 aracılığı ile SR içerisindeki Ca+2 iyonlarını hücre içine salınımını tetikler. 

Böyle bir amplifikasyon mekanizmasına Ca+2 indüklü Ca+2 salınımı denmektedir. SR 

içerisinden hücre içine salınan Ca+2 iyonları hücredeki kasılmayı başlatmış olur. SERCA, 

SR üzerinde olan ve hücre içi Ca+2 konsantrasyonunu düzenlenmesinde önemli rolü 

bulunan bir proteindir. Çalışmamızda bu proteinin, DOX grubunda ekspresyonunun 

azaldığını gösterdik. Bu azalma ile paralel olarak mRNA düzeyinde azalma olduğunu 

gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (Arai ve ark., 2000). SERCA’nın protein 

ekspresyon seviyesinin bu denli azalması SR içerisindeki Ca+2 konsantrasyonunun 
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azalmasına neden olabilmektedir. SERCA miktarındaki azalma SR içerisinden kasılma 

sırasında hücre içine dökülecek Ca+2 miktarını azaltacağından fraksiyonel kısalmada 

azalmalar görülecektir. DOX grubunda fraksiyonel kısalmadaki düşüşe paralel olarak 

SERCA’daki protein ekspresyonunun azalması bu durumu açıklamaktadır. 

SERCA’nın aktivasyonunda etkili bir protein olan PLB’nin aktivasyonunun Kontrol 

grubuna göre diğer gruplarda arttığı gösterildi. PLB normal şartlar altında inaktif 

durumdayken, cAMP bağımlı protein kinaz A (PKA)’nın PLB’yi fosforile etmesiyle 

SERCA’nın Ca+2’a olan afinitesini arttırarak SR içi Ca+2 konsantrasyonunu arttırmaktadır. 

Kasılma parametrelerinde görülen fraksiyonel kısalmanın TQ uygulamasıyla Kontrol 

düzeyine gelmesinin sebebi artmış olan p-PLB/PLB oranı olabilir. cAMP ve PKA’nın 

protein ekspresyon seviyesi incelenerek, yolağın p-PLB/PLB oranına etkisi kesin olarak 

bulunabilir. Sadece SR üzerindeki proteinlerin ekspresyon seviyelerine bakmak kasılma 

parametrelerindeki iyileşmenin nedenlerini kesin olarak söylemek için yeterli değildir. O 

yüzden, SR içerisinde bulunan Ca+2 konsantrasyonunun belirlenmesi, diyastol sürecinde 

oluşan Ca+2 sızıntıların saptanması ve hücre içindeki bazal Ca+2 konsantrasyonunu 

belirlenmesi fraksiyonel kısalmaya TQ’nun nerede etkili olduğunu tam olarak 

gösterebilir. 

Çalışmalarda DOX uygulamasına bağlı olarak L -tipi Ca+2 kanallarından giren Ca+2’nin 

CaMKII’yi arttırdığı ve bununda nükleer faktör kappa B aracılığıyla apoptotik yolağı 

etkilediği gösterilmiştir (Ikeda ve ark., 2019). Başka bir çalışmada ise CaMKII ile artan 

kalsinörinin NFAT yolağı ile hücreyi hipertrofiye götürdüğü gösterilmiştir (MacDonnell 

ve ark., 2009). SERCA’nın aktivasyonunda da etkili bir protein olan CaMKII’nin 

ekspresyon seviyesi incelendiğinde Kontrol grubuna göre DOX grubunda anlamlı bir 

azalma olduğu görüldü. Çalışmamızda kalp ağırlıklarındaki düşüş ve kalp ağırlığı/tibia 

uzunluğunda azalış ile kalplerin hipertrofiye gitmediği görülmektedir. Bundan dolayı 

CaMKII indüklü kalsinörin yolağının aktif olmadığı görülmektedir. Çalışmamızda 

CaMKII ve p-CaMKII protein ekspresyonlarındaki azalma ile hücrenin hipertrofiye 

gitmemesi paralellik göstermektedir.  

DOX’un en büyük etki mekanizması olarak artan ROS miktarı olarak gösterilse de 

antioksidanların DOX’un toksik etkilerini bertaraf etmede işe yaramadığı gösterilmiştir 
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(Hanna ve ark., 2014). Yapılan çalışmalarda DOX’un apoptozu sadece ROS üretimi ve 

oksidatif stresi içermeyen mekanizmalar ile indükleyebildiği gösterilmiştir (Octavia ve 

ark., 2012b). DOX tarafından indüklenen miyokardiyal fonksiyon bozukluğunun 

ilerlemesinde apoptozun da büyük bir önemi olduğu gösterilmiştir (Ueno ve ark., 2006). 

Çalışmamızda apoptozun bir göstergesi olan prokaspaz-3’ün DOX alan gruplarda çok 

düştüğü gösterildi. Prokaspaz-3’teki bu azalma kaspaz-3’ün aktive olduğunu 

göstermektedir.  

Bu çalışmada ROS’un önemli bir kaynağı olan NOX2’nin protein ekspresyonunda 

herhangi bir artış görülmemesi, DOX indüklü apoptozun ROS üzerinden olmadığını 

göstermektedir. DOX mitokondri içine girerek bir diğer apoptotik yolak olan sitokrom C 

oksidaz salınımına da neden olur. Sitokrom C daha sonra kaspaz-3’ü aktive ederek 

apoptozu tetiklemiş olabilir. Akt fosforilasyonu ile ana anti-apoptotik yolakta bulunan 

BAD aktivasyonunu engelleyerek apoptotik süreci arttırır. Bu yolakların daha detaylı 

incelenmesiyle, DOX indüklü apoptozun mekanizması daha net bir şekilde açıklanabilir.  

Proteinler hücrelerdeki çoğu fonksiyonel süreçten birincil olarak sorumlu oldukları için 

ROS için ana hedeflerdir. Proteinler birden fazla şekilde oksidatif modifikasyona 

uğrayabilirler. Bunlardan en yaygını karbonilasyondur ve bu genel protein oksidasyonu 

türüdür (Madian ve Regnier, 2010). Oksidatif stres ile indüklenen karbonilasyon, 

genellikle proteinlerin fonksiyonunun kaybına ve biyolojik aktivitesinin değişmesine yol 

açan geri dönüşümsüz bir post-translasyonel modifikasyondur (Dennis ve ark., 2013). 

Çalışmamızda ROS seviyesinin artmadığını NOX2 proteinin ekspresyonuna bakarak 

söyleyebiliriz. Buna paralel olarak protein karbonil kiti ile yaptığımız ölçümlerde protein 

oksidasyonunun gruplar arasında anlamlı bir şekilde değişmediği de gözlendi. Literatürde 

yapılan çalışmalarda kalp yetmezliği oluşturulan hayvanlarda protein oksidasyonunun 

arttığı gösterilmiştir. Yine aynı çalışmalarda NOX2 protein ekspresyonunun da arttığı 

gösterilmiştir (Bowen ve ark., 2015). Bu sonuçlar ışığında çalışmamızda protein 

oksidasyonunu artmamasının NOX protein ekspresyonunun gruplar arasında 

değişmemesi ile uyumlu olduğu görülmektedir. Bunlara ek olarak grupların doku 

antioksidan kapasiteleri arasında da anlamlı bir fark olmaması bu durumu teyid etmekte 
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ve DOX veya TQ tedavisine bağlı olarak gözlenen kardiyak etkilerin oksidatif stres ile 

ilişkisi olmadığını düşündürmektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Çalışmamızda, kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir ajan olan DOX’un 

uygulanması sonucunda oluşan kalp yetmezliğinin, kardiyomiyositlerde oluşturacağı 

kasılma, AP ve iyon kanallarındaki değişiklikler ve bu oluşan değişikliklere 4 hafta 

boyunca TQ tedavisinin etkisi incelendi.  

Sıçanlara toplamda 15 mg/kg olacak şekilde 5 doz uygulanan DOX’un sağ kalım oranını 

düşürdüğü gösterildi. Buna karşın DOX uygulanan sıçanlara 4 hafta boyunca verilen 

TQ’nun (10 mg/kg/gün) sağ kalım oranında ciddi bir azalmaya yol açtığı görüldü. Bu 

şekilde TQ’nun ölüm oranını iyileştirmediği, hatta beraber kullanımında ölüm oranının 

daha da arttığı gösterildi. 

Her ne kadar ölüm oranını arttırsa da 4 hafta sonunda DOX uygulamasına bağlı olarak 

sarkomer boyundaki ve relaksasyon süresindeki uzamanın ve fraksiyonel kısalmadaki 

azalmanın TQ uygulaması ile düzeldiği bulundu. 

DOX ile uzayan APD’nin TQ varlığında daha da uzadığı gösterilmiştir. Genel olarak K+ 

akımlarının genliklerinde fark görülmezken Ito kinetiklerinde değişim olduğu görüldü. 

ICaL’da DOX etkisi TQ ile Kontrol grubu seviyesine çekilirken, kanal kinetiğinde anlamlı 

bir fark olduğu görüldü.  

Son olarak DOX’un apoptotik süreçleri etkilediğini ve bunun ROS indüklü olmadığını 

gösterdik. DOX grubunun antioksidan seviyesinin düşmemesi de apoptotik yolakların 

ROS indüklü olmadığını desteklemektedir.  

Özetle elde ettiğimiz bulguların ışığında TQ’nun DOX ile beraber kullanılması için dozu, 

uygulama zamanı ve uygulama süresine ilişkin daha detaylı çalışmalar yaparak etki 

mekanizmalarının ortaya çıkarılması gerekmektedir.  
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