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ÖZET 
 

 

DOKSORUBĠSĠN KARDĠYOTOKSĠSĠTESĠNĠN ÖNLENMESĠNDE 
DEKSRAZOKSAN VE SĠLĠMARĠN ETKĠNLĠĞĠNĠN KARġILAġTIRMALI 

OLARAK ARAġTIRILMASI 

Ġpek E. Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Patoloji (Veteriner) 

Doktora Tezi, Aydın, 2017. 
Antrasiklinler (ANT) grubunda yer alan Doksorubisin (DOKS), pek çok kansere karĢı 

oldukça etkili olmasına rağmen, diğer kanser ilaçları gibi çok sayıda yan etkileri 

bulunmaktadır. Bu yan etkiler arasında hayatı tehdit etmesi bakımından en önemlisi 

kardiyotoksik yan etkidir. DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin önlenmesi ya da 

azaltılmasında kullanılan Deksrazoksan (DEKS)‟in tıpkı DOKS gibi Topoizomeraz (Top) 

II enziminin katalitik inhibitörü olması olması nedeniyle, bu ilaçların birlikte kullanılması 

durumunda DOKS‟un kanser hücreleri üzerindeki etkilerinin azalabileceği endiĢesine 

neden olmuĢtur. Bu bakımdan, DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri 

olan ancak TopII enziminin aktivitesi üzerinde etkisi olmayan yeni ajanlara ihtiyaç 

duyulduğu açıktır. Bu nedenle bu çalıĢmada antioksidan özelliklere sahip Silimarin 

(SĠL)‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri DEKS ile karĢılaĢtırmalı 

olarak araĢtırıldı. Ayrıca, SĠL‟in kalbi koruyucu etkisinde TopIIβ enziminin rolü 

değerlendirildi. Bu amaçla, 45 adet 6-8 haftalık Balb/c ırkı fare rastgele seçilerek 6 gruba 

ayrıldı. Grup I (Kontrol grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara toplamda 6 hafta süren 

deneyin ilk 2 ve son 2 haftasında haftada iki doz olmak üzere intraperitoneal (ip) yolla 

serum fizyolojik (SF) uygulandı. Ayrıca, deney süresi boyunca hergün gavajla SF 

uygulandı. Grup II (DOKS grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2 

haftasında haftada iki doz olmak üzere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS uygulandı. Grup III 

(DEKS grubu, n= 5): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2 haftasında haftada iki 

doz olmak üzere ip yolla 30 mg/kg dozda DEKS uygulandı. Grup IV (DOKS+DEKS 

grubu, n= 10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2 haftasında haftada iki doz 

olmak üzere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS uygulanmasına ilaveten DOKS 

uygulamalarından 30 dakika önce intraperitoneal yolla 30 mg/kg dozda DEKS uygulandı. 

Grup V (SĠL grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara 6 hafta boyunca hergün gavajla 100 

mg/kg dozda SĠL uygulandı. Grup VI (DOKS+SĠL grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara 

deneyin ilk 2 ve son 2 haftasında haftada iki doz olmak üzere ip yolla 3 mg/kg dozda 
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DOKS uygulanmasına ilaveten deney süresi boyunca hergün gavajla 100 mg/kg dozda SĠL 

uygulandı.  

DOKS grubunda kalp dokusunda karĢılaĢılan en belirgin histopatolojik değiĢiklikler; 

kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, hiyalin nekrozu ve miyositolizis 

Ģeklindeydi. Miyokardiyumda diffuz dağılım gösteren bu değiĢikliklere çoğunlukla sol 

ventrikulus duvarı ve interventriküler septumda rastlandı. DEKS ve SĠL uygulamalarının 

kalp dokusunda karĢılaĢılan histopatolojik değiĢikliklerin hem yaygınlığını hem de 

Ģiddetini belirgin olarak azalttığı saptandı. TnT ve TnI birincil antikorları ile boyanan kalp 

kesitleri değerlendirildiğinde; DOKS grubunda hem TnI hem de TnT immunoreaktivisinin 

oldukça azaldığı ortaya kondu (p˂0,001). DEKS ve SĠL uygulamalarının Tn kayıplarını 

belirgin olarak azalttığı dikkati çekti (p˂0,001). DNA hasarını gösteren γH2Ax ifadesi 

değerlendirildiğinde; DOKS grubunda kardiyak hücrelerin tamamına yakınında yoğun 

γH2Ax ifadesi saptandı (p˂0,001). DEKS ve SĠL uygulamalarının γH2Ax ifadesini belirgin 

olarak azalttığı ortaya kondu (p˂0,001). Deney grupları TopIIβ enzim düzeyi bakımından 

karĢılaĢtırıldığında; DEKS ve SĠL uygulamalarının kalp dokusu örneklerinde TopIIβ enzim 

düzeyini belirgin olarak azalttığı görüldü. Bununla birlikte, DEKS grubunda TopIIβ enzim 

düzeyi SĠL grubuna göre daha az idi.  

Bu sonuçlar, SĠL‟in kardiyak hücrelerde TopIIβ enziminin ifadesini azaltarak DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etki gösterdiğini düĢündürdü. 

 

Anahtar Kelimeler: Deksrazoksan, Doksorubisin, Kardiyotoksisite, Silimarin, 

Topoizomeraz 
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ABSTRACT 
 

 

COMPARATIVE INVESTIGATION OF THE EFFICIENCY OF DEXRAZOXANE 

AND SILYMARIN IN RATS WITH DOXORUBICIN-INDUCED 

CARDIOTOXICITY 

Ipek E. Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Department of 

Pathology (Veterinary), Doctorate/Ph.D. Program, Aydin, 2017. 

 

Anthracyclines, including Doxorubicin (DOX) and idarubicin, also known as 

Topoisomerase (Topo) „poisons‟, are one of the most effective anti-cancer agents. 

Cardiotoxicity, commonly encountered adverse effect, may limit their use. DOX exert its 

effect on tumour cells mostly through inhibition of DNA TopIIα enzyme activity. 

Dexrazoxane (DEX) is the only clinically approved drug by the the U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) for the prevention of DOX-induced cardiotoxicity. Because of DEX 

is also an established catalytic inhibitor of TopoII enzyme, the use of DEX against DOX-

induced cardiotoxicity lead to concern that DEX might interfere with the antitumor activity 

of DOX. Therefore, there is a need for new agents that can be used safely against the 

cardiotoxicity of DOX which does not inhibit the activity of the Topo enzyme. The aim of 

this study was to investigate whether Silymarin (SLY) may protect against DOX induced 

cardiotoxicity and assess its effect on TopII enzyme activity. Forty five male Balb/c, 6-8 

weeks of age, mice were randomly divided into 6 groups. The mice in group I (control 

group, n=5) received intraperitoneal (ip) serum physiologic (twice each week) in the first 

two week and last two week of the experiment, which lasted 6 weeks. The mice in group II 

(group DOX, n=10) received DOX (3 mg/kg, ip) (twice each week) in the first two week 

and last two week of the experiment. The mice in group III (group DEX, n=5) received 

DEX (30 mg/kg, ip) (twice each week) in the first two week and last two week of the 

experiment. The mice in group IV (group DOX + DEX, n=10) received DEX (30 mg/kg, 

ip) 30 mins before each DOX dose. The mice in group V (group SLY, n=5) received daily 

SLY (100 mg/kg, by oral gavage) for 6 weeks. The mice in group VI (group DOX + SLY, 

n=10) received daily SLY (100 mg/kg, by oral gavage) for 6 weeks and they also received 

DOX (3 mg/kg, ip) (twice each week) in the first two week and last two week of the 

experiment.  
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Histological examination of the myocardium from the DOX group showed diffuse 

myocardial damage spread throughout the LV free wall and interventricular septum. The 

most prominent histopathological changes in affected cardiomyocytes are cytoplasmic 

vacuolization in cardiomyocytes, hyaline degeneration and necrosis and myocytolysis. 

Heart tissue sections stained with TnI and TnT antibodies revealed that DOX led to a 

significant reduction in the percentage of both TnI and TnT immunoreactivity (p˂0,001). It 

has been noted that the administration of DEX and SLY resulted in a reduction in Tn loss 

(p˂0,001). A significant increase in the percentage of γH2AX expression was detected in 

the DOX-treated group compared to the control (p˂0,001).  SLY and DEX treatment led to 

a significant reduction in the percentage of γH2AX expression (p˂0,001). When the 

experimental groups were compared each other in terms of the expression of TopIIβ, it was 

determined that DEX and SYL administrations caused a significant reduction in the levels 

of TopIIβ expression in the heart tissue samples. However, TopIIβ expression was lower in 

group DEX than that of group SYL. 

The results indicate that SYL shows protective effects on DOX-induced cardiotoxicity by 

decreasing TopIIβ gene expression in cardiomyocytes.   

 

Key Words: Cardiotoxicity, Dexrazoxane, Doxorubicin, Slymarine, Topoisomerase 
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1. GĠRĠġ 
 

 

Doksorubisin (DOKS); antrasiklinler (ANT) grubunda yer alan, pek çok kansere 

(solid tümörler, lösemi, lenfoma, meme kanseri gibi) karĢı oldukça etkili kemoterapötik bir 

ajandır (Minotti ve ark, 2004; van Dalen ve ark, 2008; Octavia ve ark, 2012). Bu ilacın çok 

sayıda yan etkisi vardır; bu yan etkiler arasında hayatı tehdit etmesi nedeniyle en önemlisi 

kardiyotoksik yan etkidir. DOKS kardiyotoksisitesinde kalp dokusunda Ģekillenen 

morfolojik değiĢiklikler iyi bilinmesine rağmen, bu ilacın hangi mekanizma(lar) üzerinden 

kardiyotoksisiteye yol açtığı tam olarak bilinmemektedir. Bu konuda çok sayıda hipotez 

ileri sürülmektedir (Minotti ve ark, 2004; Simunek ve ark, 2009; Sawyer ve ark, 2010; 

Octavia ve ark, 2012). Yakın zamanda yapılan kapsamlı bir çalıĢmada; bu ilacın 

kardiyomiyositlerde Topoizomeraz (Top) IIβ enziminin DNA‟ya bağlanması ile oluĢan 

geçici çift zincir kırıklarını kalıcı hale getirerek bu hücrelerin ölümüne yol açtığı ortaya 

konmuĢtur (Zhang ve ark, 2012). 

DOKS kardiyotoksisitesinin önlenmesi ya da azaltılmasında iki temel yaklaĢım 

bulunmaktadır: 1. DOKS‟un kümülatif dozunu azaltmak, 2. DOKS kardiyotoksisitesine 

karĢı kalbi koruyucu ilaçlar kullanmak (van Dalen ve ark, 2008). Deksrazoksan (DEKS), 

DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında kullanılan klinik olarak etkisi 

kanıtlanmıĢ tek ilaçtır (Wouters ve ark, 2005). DEKS‟in kalbi koruyucu etkilerini 

aydınlatmaya yönelik yapılan ilk çalıĢmalarda, bu ilacın kardiyomiyositlerde demir 

iyonlarını Ģelatlayarak DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruduğu ileri sürülmüĢtür 

(Van Vleet ve ark, 1980; Herman ve ark, 1981). Buna karĢın, demir Ģelatlama gücü 

bakımından DEKS‟e nazaran daha güçlü bileĢiklerin DOKS kardiyotoksisitesine karĢı 

koruyucu etkilerinin olmaması ya da DEKS‟e nazaran daha az koruyucu etkili olmaları 

nedeniyle DEKS‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkisinde henüz 

aydınlatılmamıĢ mekanizmaların olduğunu düĢündürmüĢtür (Simunek ve ark, 2005; Sterba 

ve ark, 2006). Nitekim Lyu ve ark 2007, DEKS‟in kardiyomiyositlerde TopIIβ enzimine 

bağlanarak DOKS‟un bu enzime bağlanmasını önlediğini, bu sayede DOKS‟un kardiyak 

hücreler üzerindeki sitotoksik etkilerini önlediğini ortaya koymuĢlardır.  

DOKS kanser hücrelerinde TopIIα enziminin DNA sarmalına bağlanması ile oluĢan 

geçici çift zincir kırıklarını kalıcı hale getirerek bu hücrelerin ölümüne neden olur 

(Gewirtz, 1999; Larsen ve ark, 2003; Minotti ve ark, 2004). Bu ilacın kardiyotoksik 
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etkilerinin azaltılması amacıyla kullanılan DEKS‟in de tıpkı DOKS gibi TopII enziminin 

katalitik inhibitörü olması nedeniyle (Roca ve ark, 1994; Lyu ve ark, 2007), bu ilaçların 

birlikte kullanılması durumunda DOKS‟un kanser hücreleri üzerindeki etkilerinin 

azalabileceği endiĢesine neden olmuĢtur (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Bu bakımdan, DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri olan ancak TopII enziminin aktivitesi 

üzerinde etkisi olmayan ya da DEKS‟e nazaran daha az etkisi olan yeni ajanlara ihtiyaç 

duyulduğu açıktır.  

Silybum marianum L. Gaertner (deve dikeni) bitkisi, halk arasında baĢta karaciğer ve 

safra kesesi rahatsızlıkları olmak üzere pek çok rahatsızlıkta (sıtma ateĢi, menstrüasyon 

Ģikayetleri, varikoz, emziren annelerde süt salgısını arttırma gibi) uzun süredir 

kullanılmaktadır (Dunnick ve ark, 2011). Silimarin (SĠL), deve dikeni bitkisinin 

tohumlarından ekstrakte edilen yapısal olarak bilinen en az yedi adet flavolignan (silibin, 

izosilibin, silidianin, silikristin ve izosilikristin) ile bir adet flavonolden (taksifolin) oluĢan 

kompleks bir karıĢımdır (Kroll ve ark, 2007). Bu bileĢiğin bitkinin terapötik etkilerinden 

sorumlu olduğu ileri sürülmektedir (Wellington ve Jarvis, 2001; Kroll ve ark, 2007). SĠL 

oldukça güçlü bir antioksidan olup hücrede normal metabolizma sırasında oluĢan ya da 

patolojik durumlarda miktarı artan serbest oksijen radikallerini temizleyerek bu maddelerin 

hücreye zarar vermesini önler (Karimi ve ark, 2006; Anestopoulos ve ark, 2013). SĠL‟in 

DOKS ile oluĢturulan akut kardiyotoksisiteye karĢı koruyucu etkilerinin olduğu 

bilinmesine rağmen (El-Shitany ve ark, 2008; Cecen ve ark, 2011) kronik DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle, bu 

çalıĢmada; 1. SĠL‟in yetiĢkin Balb/c ırkı farelerde DOKS ile oluĢturulan kronik 

kardiyotoksisiteye karĢı kalbi koruyucu etkileri değerlendirildi, 2. DEKS, DOKS‟un 

kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında kullanılan klinik olarak etkinliği kanıtlanmıĢ tek 

ilaç olduğundan SĠL‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı muhtemel koruyucu etkileri 

DEKS ile karĢılaĢtırıldı, 3. SĠL‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı muhtemel koruyucu 

etkilerinde TopIIβ enziminin rolü araĢtırıldı. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 
 

 

Kanser, günümüzün en önemli sağlık problemlerinden biridir. Amerika Ulusal 

Kanser Enstitüsü‟nün 2012 yılı verilerine göre, Amerika‟da 13,7 milyon kanser hastası 

bulunmaktadır ve bu sayının 2022‟de 18 milyonu bulacağı tahmin edilmektedir (Siegel ve 

ark, 2012). Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların istenmeyen çok sayıda yan etkileri 

vardır. Amerika Ulusal Sağlık ve Beslenme Dairesinin yürüttüğü bir çalıĢmada; 7 yıl 

süreyle izlenen 1807 kanser hastasının %33‟ünün kemoterapötik ilaçların kardiyotoksik 

yan etkileri nedeniyle hayatını kaybettiği belirlenmiĢtir (Ning ve ark, 2012).  

ANT grubu ilaçlar pek çok kansere karĢı oldukça etkili olmasına, bu gruptaki 

ilaçların pek çok yan etkileri bulunmaktadır. Ġlacın kullanım süresi ve dozuna bağlı olarak 

değiĢen bu yan etkiler arasında hayatı tehdit etmesi nedeniyle en önemlisi kardiyotoksik 

yan etkidir (Lefrak ve ark, 1973; Broader ve ark, 2008; Perez ve ark, 2008; Migrino ve ark, 

2008). Bu gruptaki ilaçların yol açtığı kardiyotoksik etkiler, kardiyotoksisitenin görülme 

zamanına göre akut, subakut ve kronik olmak üzere üçe ayrılır. Akut kardiyotoksik etki, 

ilacın damar içi infüzyonu sırasında ya da ilacın infüzyonundan çok kısa bir süre sonra 

ortaya çıkar. Bu etki ilacın verilmesi sonlandırıldığı takdirde geri dönüĢümlüdür (Broader 

ve ark, 2008). Subakut kardiyotoksik etki, ilacın kesilmesinden 1 yıl sonra ortaya çıkar 

(Perez ve ark, 2008). Kronik kardiyotoksik etki, ilacın kesilmesinden yıllar sonra (yaklaĢık 

15 yıl) ortaya çıkar ve geri dönüĢümsüz konjestif kalp yetmezliğine neden olur (Lefrak ve 

ark, 1973). ANT grubu ilaçlarla tedavi gören hastaların %5-19‟unda konjestif kalp 

yetmezliği Ģekillendiği bilinmektedir (Migrino ve ark, 2008). 

ANT grubu ilaçlarla tedavide konjestif kalp yetmezliği geliĢme ihtimali, ilacın 

kümülatif dozuna bağlı olarak değiĢmektedir (Allen, 1992). Bunun yanısıra; yaĢ 

(Biancaniello ve ark, 1980; Godoy ve ark, 1997; Hershma ve ark, 2008), cinsiyet 

(Lipshultz ve ark, 1995), baĢka hastalıkların bulunması gibi risk faktörleri, tedavi gören 

hastalarda kalp yetmezliği geliĢme ihtimalini etkilemektedir. Kadınların erkeklere göre, 65 

yaĢ üstü yaĢlılar ile 4 yaĢın altındaki çocukların diğer yaĢ gruplarına göre ANT grubu 

ilaçlara daha duyarlı olduğu bilinmektedir (Biancaniello ve ark, 1980; Lipshultz ve ark, 

1995; Godoy ve ark, 1997; Hershma ve ark, 2008). Hipertansiyon, Ģeker hastalığı, 

karaciğer yetmezliği gibi kronik hastalıklar da ANT grubu ilaçlara bağlı Ģekillenen 

miyokardiyal hasarın Ģiddetini etkilediği bilinmektedir (Hershma ve ark, 2008). 
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ANT grubu ilaçlardan ilk keĢfedileni daunorubisindir. Bu bileĢik, Streptomyces 

peucetius‟un fermentasyon ürünüdür. Daunorubisin ismi, Ġtalya‟da bileĢiğin keĢfedildiği 

bölgede Roma öncesi dönemde yaĢayan Dauni kabilesinin ismi ile Fransızcada yakut 

anlamına gelen rubis sözcüklerinin birleĢtirilmesiyle türetilmiĢtir (Weiss, 1992). 1960 

yılında baĢlayan klinik denemelerde ilacın akut lösemi ve lenfoma tedavisinde etkili 

olduğu gösterilmiĢtir. Buna karĢın, kısa bir süre sonra ilacın ölümcül kardiyotoksisiteye 

neden olduğu belirlenmiĢtir (Tan ve ark, 1967). Adriamisin, mutant Streptomyces 

peucetius‟un fermentasyon ürünüdür. Adriamisin ismi Adriyatik denizine atfen 

konulmuĢtur. Adriamisin ismi daha sonra DOKS olarak değiĢtirilmiĢtir. Bu bileĢiğin, 

terapötik indeksi daunorubisine göre daha yüksektir. Ancak bu bileĢiğin de daunorubisin 

gibi kardiyotoksik etkileri bulunmaktadır (Arcamone ve ark, 1969; Di Marco ve ark, 

1969). 

DOKS kimyasal olarak aglikon (Ģeker içermeyen yapı) ve aglikona glikozidik bağ ile 

bağlı Ģeker molekülünden (daunosamin) oluĢmaktadır (ġekil 1). Tetrasiklik halka 

yapısındaki aglikonun farklı halkalarına çeĢitli moleküller bağlıdır. Bunlar; B ve C 

halkalarındaki hidrokinon ve kinon motifleri, D halkasındaki metil grubudur (Minotti ve 

ark, 2004). 

 

 

ġekil 1. DOKS‟un kimyasal yapısı (Minotti ve ark, 2004) 
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2.1. ANT Kardiyotoksisitesinde Kalp Dokusunda KarĢılaĢılan Histopatolojik 
DeğiĢiklikler 

 

Ġnsan ve deney hayvanlarında (fare, sıçan, tavĢan, köpek) DOKS 

kardiyotoksisitesinde kalp dokusunda karĢılaĢılan histopatolojik değiĢiklikler oldukça 

benzerdir (Mettler ve ark, 1977; Billingham ve ark, 1978; Olson ve Capen, 1978; Herman 

ve Ferrans, 1998; Lencova˗Popelova ve ark, 2014). DOKS kardiyotoksisitesinde kalp 

dokusunda Ģekillenen en belirgin histopatolojik değiĢiklikler, kardiyomiyositlerde 

sitoplazmik vakuolizasyon (vakuoler dejenerasyon) ve miyositolizis Ģeklindedir; bu 

değiĢikliklere miyokardiyumda multifokal alanlar halinde rastlanır (Mettler ve ark, 1977; 

Billingham ve ark, 1978). Her iki değiĢiklikte geri dönüĢümlüdür. Sitoplazmik 

vakuolizasyon, sarkoplazmik retikulumun membranöz kese ya da kanallarındaki 

geniĢlemeden ileri gelir (Berridge ve ark, 2013). Bu değiĢiklikte, kardiyomiyositlerin 

sitoplazmasında değiĢen büyüklüklerde keskin kenarlı boya almayan boĢluklar (vakuoller) 

Ģekillenir; bu vakuollerin sayı ve büyüklükleri miyokardiyal hasarın Ģiddeti arttıkça artar 

(Herman ve ark, 1981; 1985; 1994; Berridge ve ark, 2013; Lencova˗Popelova ve ark, 

2014). Miyositolizis kas kasılmasında görevli proteinlerin (özellikle kalın iplikçiklerin) 

yıkımlanmasından ileri gelir (Berridge ve ark, 2013). Bu değiĢiklikte; kardiyomiyositlerin 

sitoplazmaları soluk kırmızı görülür, kas tellerinde enine çizgilenmeler seçilemez; yani kas 

telleri enine çizgilenmelerini kaybeder (Herman ve ark, 1981; 1985; 1994; Berridge ve ark, 

2013). ġiddetli etkilenen kardiyomiyositlerin sitoplazmaları ĢiĢkin görünümdedir ve 

yıkımlanmıĢ miyofibrillerin kalıntılarını içerir (Lencova˗Popelova ve ark, 2014). Bununla 

birlikte, miyositolizis en iyi elektron mikroskobik inceleme ile ortaya konur, bu 

değiĢikliğin görüldüğü kimi kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon da görülebilir 

(Herman ve ark, 1981; 1985; 1994; Berridge ve ark, 2013). Kardiyomiyositlerde Ģekillenen 

bu değiĢikliklere çoğunlukla sol ventrikulus duvarı ve interventriküler septumda rastlanır, 

sağ ventrikulus ise belirgin olarak daha az etkilenir (Van Vleet ve Ferrans, 1980; Van 

Vleet ve ark, 1980; Lencova˗Popelova ve ark, 2014).  

 

 

2.2. ANT Kardiyotoksisitesinden Sorumlu Mekanizmalar 

 

ANT grubu ilaçların kardiyotoksik yan etkileri daunorubisinin keĢfedilmesinden 

kısa bir süre sonra belirlenmesine rağmen, bu gruptaki ilaçların hangi mekanizmalar 

üzerinden kardiyotoksisiteye neden olduğu henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Bu 
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gruptaki ilaçların kardiyotoksik etkisinden sorumlu tutulan çok sayıda mekanizma ileri 

sürülmüĢtür (Minotti ve ark, 2004; Simunek ve ark, 2009; Octavia ve ark, 2012; Gammella 

ve ark, 2014). Bu mekanizmalardan hangisinin ilacın kardiyotoksik etkisinden birincil 

olarak sorumlu olarak tam olarak bilinmemektedir (Gammella ve ark, 2014). 

 

 

2.2.1. ANT Kardiyotoksisitesinde Serbest Radikallerin Rolü 

 

DOKS‟un yapısındaki kinon motifinin bir elektron alarak indirgenmesi, ara ürün 

olarak semikinon serbest radikalinin oluĢumuna neden olur. Semikinon radikali oldukça 

kararsız bir bileĢiktir. Bu bileĢik, yapısındaki eĢlenmemiĢ elektronu oksijene aktararak 

tekrar kinon yapısına döner; oksijen ise elektron alarak süperoksit radikaline (O2
•−

) 

indirgenir. O2
•−

  oldukça kararsızdır ve kendiliğinden veya süperoksid dizmutaz enziminin 

aktivitesi ile dizmutasyona uğrar ve bu reaksiyon sonucunda hidrojen peroksid (H2O2) ve 

oksijen açığa çıkar. H2O2, düĢük toksisiteli ve oldukça kararlı (stabil) bir moleküldür, buna 

karĢın H2O2 ve O2
•−

, Haber-Weiss reaksiyonu ile toksik hidroksil radikaline (OH•) 

dönüĢebilir. Kinon ve semikinon arasındaki bu dönüĢüm (redoks siklusu) sürekli devam 

eder, bu da aĢırı miktarda serbest oksijen radikalinin (ROS) oluĢmasına neden olur.  ROS 

yapısında eĢlenmemiĢ elektron taĢıyan ve diğer biyolojik moleküllerle reaksiyona girme 

eğiliminde olan maddelerdir. Oksidanların aĢırı arttığı veya antioksidanların bunları 

uzaklaĢtırmakta yetersiz kaldığı durumlarda bu radikaller hücrenin önemli yapı ve 

bileĢenleriyle (lipid, protein, DNA ve karbonhidrat) reaksiyona girerek hücrenin ölümüne 

yol açar (Doroshow, 1983; Minotti ve ark, 1998; 1999; Xu ve ark, 2005; Hasinoff ve 

Herman, 2007; Simunek ve ark, 2009; Vejpongsa ve Yeh, 2014). ġekil 2‟de DOKS‟un 

kardiyak hücrelere alındıktan sonra yapısında meydana değiĢiklikler görülmektedir.  
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ġekil 2. Kardiyak hücrelere alındıktan sonra DOKS‟un yapısında meydana gelen 

değiĢiklikler.  

DOKS‟un yapısındaki kinon-semikinon arasındaki redoks döngüsü aĢırı miktarda 

ROS oluĢumuna neden olur. DOKS‟un yapısındaki karbonil grubunun (mavi ile 

iĢaretlenmiĢtir) iki elektron alarak indirgenmesi sonucu DOKS DOKSole dönüĢür. DOKS 

ayrıca peroksidazlar tarafından katalizlenen bir reaksiyonla oksidatif olarak yıkımlanabilir, 

bunun sonucu son ürünü olarak 3-metoksifitalik asid açığa çıkar (Gammella ve ark, 2014). 

DOKS, yapısındaki karbonil grubunun (karbon atomu ile oksijen atomunun çift bağ 

yapması sonucu oluĢan fonksiyonel grup) karbonil redüktaz enzimi aracılığıyla alkole 

indirgenmesi sonucu doksole dönüĢür. Bu bileĢik DOKS‟a göre hem kalpte daha uzun süre 

kalır hem de daha fazla birikir. Doksolün DOKS‟un kronik kardiyotoksik etkilerinden 

sorumlu olduğu ileri sürülmektedir (Gammella ve ark, 2014). Nitekim, karbonil redüktaz 

enzimini kodlayan genlerdeki polimorfizm ile kardiyovasküler hastalıklara bağlı mortalite 

arasında bir iliĢki olduğu ortaya konmuĢtur (Blanco ve ark, 2008). Ayrıca, DOKS 

peroksidazlar tarafından katalizlenen bir reaksiyonla oksidatif olarak yıkımlanabilir, bunun 

sonucu son ürünü olarak 3-metoksifitalik asid açığa çıkar. 3-metoksifitalik asidin DOKS‟a 

göre daha az toksik olduğu kültüre edilen kardiyomiyositlerde ve fareler üzerinde yapılan 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. DOKS‟un oksidatif yıkımlanması, kinon-semikinon arasındaki 

redoks döngüsü sonucu açığa çıkan toksik maddelerinin oluĢumunu önler. Böylece 

DOKS‟un kardiyak hücrelerde oluĢturduğu hasar azaltılır (Menna ve ark, 2010; Gammella 

ve ark, 2014). 
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Kardiyolipin, mitokondri iç membranında bulunan fosfolipid yapısında negatif yüklü 

bir bileĢiktir. Bu molekül elektron transportunda görevli proteinlerin aktivitesi için 

gereklidir (Schlame ve ark, 2000). ANT grubu ilaçlar, kardiyolipine yüksek afinite 

gösterirler ve bu bileĢik ile hemen hemen geri dönüĢümsüz kompleks oluĢturarak 

mitokondri iç membranında birikirler (Goormaghtigh ve ark, 1980). Bu ilaçların 

kardiyolipine geri dönüĢümsüz bağlanması, elektron transportunda görevli proteinlerin 

(sitokrom c oksidaz, mitokondiyel kompleks I-III) aktivitesini bozarak elektronların 

solunum zinciri boyunca akıĢını önler ve oksijene elektron transferinin artmasına neden 

olur. Elektronların oksijene transferi sonucu oluĢan serbest radikaller mitokondri 

membranına zarar vererek enerji üretiminin azalmasına neden olur (Priebe ve ark, 1983). 

Kalp dokusunu oluĢturan hücrelerin enerji ihtiyacının %90‟ı mitokondri tarafından 

karĢılanmaktadır (Ventura-Clapier ve ark, 2004). Kardiyak hücrelerde enerji üretiminin 

azalması bu hücrelerde mitokondriyal ĢiĢkinlik ve miyelin figürlerinin birikmesi gibi 

ultrastruktural patolojik değiĢikliklere yol açar (Keizer ve ark, 1990; Cole ve ark, 2006). 

Ayrıca, ANT grubu ilaçlar karnitinin transferinden sorumlu membran proteinlerinin 

fonksiyonunu bozarak mitokondriyel fonksiyonunun azalmasına katkıda bulunur (Kashfi 

ve ark, 1990).  Bu ilaçların kardiyak hücrelerde mitokondriyel hasara yol açtığına dair çok 

sayıda deneysel çalıĢma bulunmaktadır. Buna karĢın, bu sonuçların elde edildiği 

çalıĢmalarda kardiyotoksisite oluĢturmak için kullanılan ANT dozunun klinikte kanserli 

hastaların tedavisinde kullanılan ilaç dozunun çok üstünde olduğu bilinmektedir. 

Dolayısıyla, ANT kardiyotoksisitesini aydınlatmaya yönelik yapılan bu çalıĢma 

sonuçlarından elde edilen bilgilere Ģüphe ile yaklaĢılmaktadır (Papadopoulou ve ark, 1999; 

Minotti ve ark, 2004). 

 

 

2.2.2. ANT Kardiyotoksisitesinde Demir Ġyonunun Rolü 

 

Demir iyonunun ANT grubu ilaçların kardiyotoksik etkilerindeki rolünü belirlemeye 

yönelik çok sayıda çalıĢma yapılmıĢtır (Minotti ve ark, 1999; Xu ve ark, 2005; Simunek ve 

ark, 2009). İn vitro ortamda gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda DOKS ile oluĢturulan 

sitotoksisitenin Ģiddetinin hücre kültür vasatına demir eklenmesi ile arttığı belirlenmiĢtir 

(Hershko ve ark, 1993; Link ve ark, 1996). Diyetteki demir miktarının DOKS 

kardiyotoksisitesi üzerindeki etkilerini belirlemeye yönelik yapılan bir çalıĢmada; DOKS‟a 

bağlı miyokardiyal hasarın Ģiddetinin yüksek demir içeren diyetle beslenen sıçanlarda 



9 

diyetinde normal düzeyde demir bulunanlara göre daha fazla olduğu ortaya konmuĢtur 

(Panjrath ve ark, 2007). 

DOKS‟un ferrik demir (Fe+3) ile bağlanması sonucu DOKS-Fe
+3

 kompleksi oluĢur. 

Ortamda indirgeyici ajanların varlığında (glutasyon, indirgenmiĢ nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfat, sitokrom p450 redüktaz gibi) bu kompleks bir elektron alarak 

doksorubisin-Fe
+2

 kompleksine indirgenir. Bu kompleks yapısındaki eĢlenmemiĢ elektronu 

oksijene aktararak eski haline geri döner, oksijen ise elektron alarak O2
•−

 indirgenir. O2
•−

  

oldukça kararsızdır ve kendiliğinden veya süperoksid dizmutaz enziminin aktivitesi ile 

dizmutasyona uğrar ve bu reaksiyon sonucunda hidrojen peroksid (H2O2) ve oksijen açığa 

çıkar. H2O2, düĢük toksisiteli ve oldukça kararlı (stabil) bir moleküldür, buna karĢın H2O2 

ve O2
•−

, Haber-Weiss reaksiyonu ile toksik hidroksil radikaline (OH•) dönüĢebilir. DOKS-

Fe
+3

 ile DOKS-Fe
+2

 arasındaki redoks döngüsü sürekli devam eder, sonuçta oluĢan aĢırı 

miktardaki serbest radikaller kardiyotoksisiteye neden olur (Hasinoff ve Herman, 2007). 

Demir Ģelatlama özelliğindeki bileĢiklerin (EDTA ve ICF-159) DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkilerinin olduğu ilk kez (Herman ve ark 1972) 

tarafından saptanmıĢtır. O tarihten günümüze kadar çok sayıda demir Ģelatörü bileĢiğin 

DOKS kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkileri değerlendirilmiĢtir (Hasinoff ve ark, 

1998). Bu bileĢikler arasında DOKS‟un kardiyotoksik etkilerini en fazla azaltan ilacın 

DEKS olduğu ortaya konmuĢtur (Herman ve ark, 1988). Günümüzde DOKS‟un 

kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında kullanılan klinik olarak onaylanmıĢ tek ilaç 

DEKS‟tir. Bu bileĢik hücre içine girdiğinde hidrolize olur, bunun sonucu demir Ģelatlama 

özelliğindeki diasit diamid açığa çıkar. Hücre içinde serbest ve bağlı halde bulunan demir 

iyonlarının DEKS ile bağlanması sonu DOKS demir iyonlarına bağlanamaz, sonuçta 

DOKS-Fe
+3

 ile DOKS-Fe
+2

 arasındaki redoks döngüsü ve hücre için son derece toksik 

radikallerin oluĢması önlenmiĢ olur. (Hasinoff ve Herman, 2007). Buna karĢın, demir 

Ģelatlama gücü bakımından DEKS‟e nazaran daha güçlü bileĢiklerin DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkilerinin olmaması, DEKS‟in DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkisinde henüz aydınlatılmamıĢ mekanizmaların 

olduğunu düĢündürmüĢtür (Martin ve ark, 2009; Vejpongsa ve Yeh, 2014). 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19010377
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2.2.3. ANT Kardiyotoksisitesinde Topoizomeraz Enziminin Rolü 

 

TopII enzimi, DNA sarmalının eĢlenmesi (replikasyon) ya da yazılımı 

(transkripsiyon) sırasında DNA sarmalında meydana gelen düğüm ve yumak oluĢumu ile 

karakterize topolojik problemlerin giderilmesinde görevlidir (Wang ve Liu, 1990; Wang, 

1996). DOKS kardiyomiyositlerde TopIIβ enziminin DNA sarmalına bağlanması ile oluĢan 

geçici çift zincir kırıklarını kalıcı hale getirir. DNA sarmalındaki kalıcı çift zincir kırıkları 

DNA tamir mekanizmalarının devreye girmesi ile düzeltilemez, buna bağlı olarak hücre 

ölüme sürüklenir (Zhang ve ark, 2012; Vejpongsa ve Yeh, 2014). DOKS‟un 

kardiyomiyositlerde hasar oluĢturma mekanizmaları ġekil 3‟te sunulmuĢtur.  

 

 

ġekil 3. ANT grubu ilaçların kardiyak hücrelerde hasar oluĢturma mekanizmaları. 

DOKS, TopII enziminin normal katalitik döngüsünü bozar, bu da DNA sarmalında 

kalıcı çift zincir kırıklarına neden olur, bu kırıklar DNA tamir mekanizmaları ile 

düzeltilemediği takdirde hücrede apoptotik yolaklar aktive olur. DOKS TopII enzimi 

bağımlı bir yolla oksidatif fosforilasyon, mitokondriyal biyogenezis ve p53 yolağında 

görevli transkriptomların ifadesinde değiĢikliklere yol açar. Bu değiĢiklikler sonucu 

hücrede aĢırı miktarda ROS açığa çıkar, mitokondriyal ATP üretimi azalır ve apoptozis 

uyarılır (Vejpongsa ve Yeh, 2014). 

ANT grubu ilaçların kardiyak hücrelerde mitokondriyal membran potansiyelini 

değiĢtirerek bu organelde yapısal ve fonksiyonel bozukluklara neden olduğu bilinmektedir. 

Bu nedenle bu gruptaki ilaçların mitokondri‟de hasara yol açarak kardiyotoksisiteye neden 

olduğu ileri sürülmektedir (Wallace, 2003; Tokarska-Schlattner ve ark, 2006). DOKS‟un 

yapısındaki kinon motifinin redoks döngüsüne girmesi ile oluĢan aĢırı miktardaki serbest 
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radikallerin mitokondride hasara neden olduğu ileri sürülmektedir (Doroshow, 1983; 

Keizer ve ark, 1990; Vejpongsa ve Yeh, 2014). DOKS kardiyotoksisitesinde mitokondri‟de 

meydana gelen hasarda TopIIβ enziminin rolünün araĢtırıldığı bir çalıĢmada kardiyak 

hücrelerde TopIIβ geni silinen fareler kullanılmıĢtır. DOKS uygulamasından sonra 

kardiyak miyositlerde Ģekillenen mitokondriyal hasar değerlendirildiğinde; normal (wild-

type) farelerde mitokondride ĢiĢkinlik ve miyelin figürlerinin birikimi Ģeklinde tanımlanan 

patolojik değiĢiklikler görülürken, TopIIβ geni silinenlerde mitokondriyal hasar 

belirlenmemiĢtir (Zhang ve ark, 2012). Bu sonuçlar, DOKS kardiyotoksisitesinde 

mitokondride meydana gelen hasarda TopIIβ enziminin de rolü olduğunu göstermektedir.   

Zhang ve ark 2012, kalp dokusunda TopIIβ geni silinen farelerde DOKS ile 

oluĢturdukları kardiyoksisitede, bu farelerin kalp dokusunda ROS miktarının normal 

farelere göre %70 oranında daha az olduğunu ortaya koymuĢlardır. Ayrıca normal farelerin 

kalp dokusunda süperoksit dizmutaz, peroksiredoksin ve thipredoksin gibi antioksidan 

enzimleri kodlayan genlerin ifade düzeyinin TopIIβ geni silinen farelere göre 1,5 kat daha 

az olduğunu saptamıĢlardır. Sonuç olarak, DOKS kardiyotoksisitesinde kalp dokusunda 

artan ROS miktarında antioksidan enzimlerin gen ifadesinin azalmasının sorumlu 

olduğunu; bu genlerin ifadesinin azalmasında ise, TopIIβ enziminin rolü bulunduğunu 

ortaya koymuĢlardır (Vejpongsa ve Yeh, 2014). 

 

 

2.2.3.1. Topoizomeraz enziminin yapısı ve izoformları 
 

TopII enzimi, birbiriyle eĢ iki alt üniteden (homodimerik) oluĢur. Her alt ünite, üç 

farklı fonksiyonel bölgeden oluĢur. Bunlar; 1. N-terminal bölge, 2. merkezi bölge (aktif 

merkez) ve 3. C-terminal bölgedir. Bu bölgeler birbirinden proteolitik kesim noktalarına 

göre ayrılır (Austin ve Marsh, 1998; Champoux, 2001). TopIIβ enziminin fonksiyonel 

bölgeleri ve bu fonksiyonel bölgeleri birbirinden ayıran kesim noktaları ġekil 4‟te 

sunulmuĢtur. 
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ġekil 4. TopIIβ enziminin yapısı ve kesim noktaları. 

TopIIβ enzimi yapısal olarak farklı bölgelerden oluĢur. Bu bölgeler proteolitik 

enzimlerin kesim noktalarına (A, B ve C ile iĢaret edilmiĢtir) göre birbirinden ayrılır; 

TopIIβ enziminin bölümleri Ģekil üzerinde farklı renklerle boyanmıĢtır. Enzimin N-

terminal bölgesi (ATPaz aktivitesine sahiptir) kırmızı ile, A-B bölgesi sarı ile, B-C bölgesi 

yeĢille, C-terminal bölgesi mavi ile renklendirilmiĢtir. Enzimin aktif merkezinde yer alan 

tirozin aminoasidi (Y) kırmızı okla iĢaret edilmiĢtir (Austin ve Marsh, 1998). 

TopII enziminin N-terminal bölgesi, ATPaz aktivitesine sahiptir; bu bölge enzimin 

katalitik aktivite göstermesi için gerekli olan koenzimin (ATP) bağlanması ve 

hidrolizinden sorumludur (Austin ve Marsh, 1998; Schoeffler ve Berger, 2008). Merkezi 

bölge, enzimin aktif bölgesidir ve tirozil rezidüsü içerir. DNA sarmalının çift ipliğinin 

geçici olarak kesildiği ve yeniden birleĢtirildiği yer enzimin bu bölgesidir. Bu bölgede 

bulunan tirozin aminoasidi ile DNA‟nın Ģeker fosfat omurgası arasında kurulan 

fosfotirozin bağı sonucu DNA sarmalı kesilir (Sander ve Hsieh, 1983; Zechiedrich ve ark, 

1989; Austin ve Marsh, 1998; Schoeffler ve Berger, 2008). 

Omurgalı canlılarda TopII enziminin α ve β olmak üzere iki izoformu bulunmaktadır. 

Bu izoformlar farklı genler tarafından kodlanmaktadır ve izoformların moleküler ağırlıkları 

da birbirinden farklıdır: α izoformu 170 kDa iken, β izoformu 180 kDa moleküler 

ağırlığındadır (Drake ve ark, 1989). TopII enziminin izoformları, immünolojik olarak 

birbirinden farklıdır, bu izoformlara spesifik antikorlar üretilebilmektedir. Bununla birlikte, 

TopII izoformlarının proteolitik (SV8 proteaz ile) kesim paternleri birbirinden farklıdır. Bu 

sonuç, TopIIα‟nın, TopIIβ‟nın proteolizi sonucu oluĢmadığını göstermektedir (Drake ve 

ark, 1987). Top enziminin izoformları, farklı genler tarafından kodlanmaktadır. TopIIα‟yı 

kodlayan gen, 17. kromozom üzerinde bulunur; TopIIβ‟yı kodlayan gen ise, 3. 

kromozomdadır (Austin ve Marsh, 1998). 
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TopII izoformlarının ifadesi hücre çeĢitleri arasında farklılık göstermektedir. TopIIα 

enzimi hızlıca çoğalan hücrelerde (kanser hücresi gibi) fazla miktarda ifade edilir (Hsiang 

ve ark, 1988; Woessner ve ark, 1991).  Bu enzimin fazla miktarda ifade edildiği hücrelerin 

DOKS‟un sitotoksik etkilerine daha duyarlı olduğu belirlenmiĢtir (Guano ve ark, 1999).  

TopIIβ enzimi ise, hücrelerin bölünme durumuna bakılmaksızın hemen hemen bütün 

hücrelerde (kardiyomiyosit gibi) ifade edilir (Hsiang ve ark, 1988; Woessner ve ark, 1991). 

Kalp dokusunda TopII enziminin α izoformu çok az ifade edilirken, β izoformunın ifadesi 

oldukça fazladır (Capranico ve ark, 1992). TopII enziminin miktarı, hücre döngüsünün 

evresine göre de değiĢmektedir; TopIIα enzimi, hücre döngüsünün G1 evresinde en düĢük 

miktardadır; bu enzimin miktarı hücre döngüsünün ilerlemesi ile birlikte artar; G2/M 

evresinde en yüksek seviyesine çıkar. TopIIβ enziminin miktarı ise, hücre döngüsünün 

evreleri boyunca değiĢmez (Austin and Marsh, 1998; Gao ve ark, 1999). ġekil 5‟te TopII 

enziminin hücre döngüsünün farklı aĢamalarındaki ifade düzeyi görülmektedir. 

 

ġekil 5. TopII enziminin hücre döngüsünün farklı aĢamalarındaki ifade düzeyi. 

TopII enziminin ifade düzeyi ve fosforilasyon durumu hücre döngüsünün 

aĢamasına göre değiĢir.  Üstteki Ģekilde hücre döngüsünün aĢamaları gösterilmiĢtir; hücre 

döngüsünün G1 aĢamasında hücre büyür ve hücrede yeni proteinler sentezlenir, S 

aĢamasında ise, DNA eĢlenmesi meydana gelir. TopII enzimi, DNA eĢlenmesi ve 

transkripsiyon gibi iĢlemler sırasında DNA ipliklerinde meydana gelen topolojik 

problemlerin giderilmesinde görevlidir. Hücre döngüsünün G2 aĢamasında kromatin 

kondensasyonu meydana gelir, M aĢamasında kardeĢ kromatitler ayrılır. TopII enzimi 

kromatin kondensasyonu ve kardeĢ kromatitlerin ayrılması iĢlemlerinde de görevlidir. 
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TopIIβ enzim düzeyinin hücre döngüsünün evreleri boyunca değiĢmediği görülmektedir 

(Austin ve Marsh, 1998). 

 

 

2.2.3.2. Topoizomeraz enziminin katalitik döngüsü 

 

TopII enziminin katalitik döngüsü birbirini takip eden pek çok aĢamadan oluĢur 

(ġekil 6). Ġlk aĢamada TopII enzimi DNA sarmalına bağlanır. Enzim ile DNA‟nın Ģeker 

fosfat omurgası arasında fosfotirozin bağı kurulur ve bunun sonucu DNA sarmalı geçici 

olarak kesilir. TopII enzimi, kesilen DNA‟nın 5‟ ucuna bağlı olarak kalır ve oluĢan bu 

yapıya topII˗DNA kesim kompleksi adı verilir. Takiben enzime ATP‟nin bağlanması, 

enzimde yapısal değiĢikliklere yol açar ve kesilmeyen diğer DNA sarmalı kesilen DNA 

sarmalının arasından geçer. Kesilen DNA sarmalı yeniden birleĢtirilir. TopII enzimi ise, 

baĢka bir katalitik döngüyü baĢlatmak üzere eski haline geri döner (Wang, 1996; Schmidt 

ve ark, 2010). 

 

 

ġekil 6. TopIIβ enziminin katalitik döngüsü.  

TopII enzimi katalitik döngüsü enzime iki adet DNA segmentinin bağlanması ile 

baĢlar (birinci aĢama), ikinci aĢamada TopII enzimi DNA ipliklerden birini keser (yeĢil ile 

gösterilen DNA ipliği), üçüncü aĢamada ise DNA ipliğinin kesilmesi ile oluĢan aralıktan 

diğer DNA ipliği (kırmızı ile gösterilen DNA ipliği) geçirilir. Son aĢamada ise, döngünün 

ikinci aĢamasında kesilen DNA ipliğinin kesik uçları birleĢtirilerek döngü tamamlanır (Vos 

ve ark, 2011). 

 

 

2.2.3.3. Çift zincir kırıkları 
 

DNA sarmalının her iki zincirinde fosfodiester bağlarının kırılması sonucu 

meydana gelen çift zincir kırıkları oldukça tehlikelidir. Tamir edilmeyen tek bir çift zincir 

kırığı bile hücrenin ölümüne neden olabilir (Jackson, 2002; Sonoda ve ark, 2006; 
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Hallstrom, 2007). Çok sayıda fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktörün DNA‟da çift zincir 

kırıkları oluĢturduğu bilinmektedir (Smider ve Chu, 1997; Jackson, 2001). Normal 

koĢullarda TopII enziminin aktivitesi sırasında meydana gelen az sayıdaki çift iplik 

kırıkları hücreler tarafından tolere edilebilir (Wang, 1996; Burden ve Osheroff, 1998; 

Fortune ve Osheroff, 2000).  ANT grubu ilaçlar, TopII enziminin DNA sarmalına 

bağlanması ile oluĢan kesim kompleksini kararlı hale getirir (ġekil 7); bu etki ile meydana 

gelen çok sayıdaki kalıcı çift zincir kırıkları DNA tamir mekanizmaları ile düzeltilemez, 

bunun sonucu hücre ölüme sürüklenir (Baguley ve Ferguson, 1998; Felix, 1998; 

Kaufmann, 1998; Holden, 2001; Pommier, 2006). 

 

 ġekil 7. TopII˗DNA kesim kompleksinin hücreler üzerindeki etkileri (Wilstermann ve 

Osheroff, 2003) 

Çift zincir kırıklarının tamiri birbirini takip eden çok aĢamalı bir süreçtir (ġekil 8). 

Çift zincir kırıklarında kırık uçları, MRN kompleksi adı verilen üçlü protein kompleksi 

(MRE11-RAD50-NBS1) tarafından tanınır (Sun ve ark, 2005; Dupr´e ve ark, 2006; 

Srivastava ve ark, 2009). MRN kompleksi, fosfoinozitid˗3 kinaz iliĢkili kinaz (PIKK) 

ailesinde yer alan ATM (ataxia teleangiectasia mutated), ATR (ATM ve Rad3-related) ve 

DNA-bağımlı protein kinaz (DNA-PK)‟ların kırık bölgesine yerleĢmesini sağlar. Bu 

moleküller, hücre siklusunun düzenlenmesinde ve DNA‟nın tamirinde görevli proteinlerin 

(H2Ax, BRCA1, 53BP1, MDC1, Chk1 ve Chk2) fosforillenmesinden ve hasar bölgesine 

çekilmesinden sorumludur (Rogakou ve ark, 1998; Helt ve ark, 2005). DNA‟daki çift 

zincir kırıkları, homolog rekombinasyon ve homolog olmayan uç birleĢtirme 

yöntemlerinden biri ile tamir edilir (Sonoda ve ark, 2006). 
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ġekil 8. DNA hasarının tamirinde görevli proteinler (Blanpain ve ark, 2011). 

 

2.2.3.4. Histon proteinleri 

 

DNA heliksi, histon proteinleri tarafından oluĢturulan merkezi bir çekirdek etrafında 

sarılmıĢtır. DNA heliksi ve histon proteinleri tarafından oluĢturulan bu yapıya nükleozom 

adı verilir. Histon proteinleri, H1 histonlar ve nükleozomal histonlar (H2A, H2B, H3 ve H4) 

olmak üzere iki gruba ayrılır. Her nükleozomda H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarından ikiĢer 

tane bulunur (Foster ve Downs, 2005). H2A protein ailesinde; H2A1, H2A2, H2Ax, H2Az 

ve daha birçok varyant yer almaktadır (Ausio ve Abbott, 2002). Ġnsanlarda, H2AX 

varyantının tüm H2A proteinleri içindeki oranı %10‟dur; buna karĢın, diğer memeli 

canlılarda bu oran %2˗25 arasında değiĢmektedir. H2A protein ailesindeki varyantlar 

birbirlerinden yalnızca birkaç aminoasit rezidüsü bakımından farklılık gösterir. H2Ax‟in 

karboksi terminal kuyruğunda 139. pozisyonda serin rezidüsü, 140. pozisyonda ise, 

glutamin rezidüsü bulunur; bu yapı, SQ motifi olarak bilinir (Rogakou ve ark, 1998). 

Kromatin oldukça dinamik bir yapıdır. DNA‟nın eĢlenmesi, yazılımı, 

rekombinasyonu ve tamiri gibi hücresel iĢlemler sırasında kromatinin katlanması ve 

yoğunlaĢması değiĢtirilerek bu iĢlemlere katılan moleküllerin DNA sarmalına kolay bir 

Ģekilde ulaĢması sağlanır. Kromatinin yoğunlaĢma derecesi histon proteinleri tarafından 

düzenlenir (Li ve ark, 2007). Çift zincir kırıklarının tamirinde görevli moleküllerin kırık 

bölgesine ulaĢabilmesi için kromatin yapısının gevĢemesi gerekmektedir (Dinant ve ark, 
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2008; Ohnishi ve ark, 2009). Bu durum histon proteinlerinde meydana gelen değiĢiklikler 

sayesinde mümkün olur.  

DNA‟da çift zincir kırığının oluĢmasından çok kısa bir süre (yaklaĢık 1˗3 dk) sonra 

histon proteinlerden H2Ax, C-terminal kuyruğundaki serin rezidüsünden (139. sırada 

bulunur) fosforillenir. Bu reaksiyon H2A protein ailesindeki diğer varyantlarda meydana 

gelmez. H2AX‟in fosforillenmiĢ formu γH2Ax olarak adlandırılır (Rogakou ve ark, 1998; 

Pilch ve ark, 2003; Helt ve ark, 2005; Lowndes ve Toh, 2005). γ-H2Ax, DNA tamirinde 

görevli moleküllerin (53BP1, BRCA1, MDC1 gibi) kırık bölgesine çekilmesinde görev alır 

(Kobayashi, 2004; Rossetto ve ark, 2010). 

DNA‟da çift zincir kırıklarının varlığı H2Ax‟in fosforilasyon durumuna göre 

belirlenebilir. DNA‟daki çift zincir kırıklarında H2Ax fosforillendiği için, bu molekülün 

varlığının belirlenmesi çift zincir kırıklarının varlığı için özgül bir indikatördür (Ohnishi ve 

ark, 2009). DNA‟daki çift zincir kırıklarında kırık bölgesinde γH2Ax varlığı özgül 

antikorlarla ayrı ayrı nükleer odaklar Ģeklinde belirlenebilir. Her bir odak tek bir DNA çift 

zincir kırığını temsil ettiği için odakların sıklığı çift zincir kırığı miktarı, diğer bir deyiĢle 

DNA hasarı miktarı ile orantılıdır (Huang ve ark, 2005). 

DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin önlenmesi ya da azaltılmasında iki temel 

yaklaĢım bulunmaktadır: 1. DOKS‟un kümülatif dozunu azaltmak, 2. DOKS‟un 

kardiyotoksik etkileri azaltan kalbi koruyucu ajanlar kullanmak (van Dalen ve ark, 2008). 

DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında kullanılan klinik olarak etkisi 

kanıtlanmıĢ kalbi koruyucu tek ilaç DEKS‟tir (Wouters ve ark, 2005). ġekil 9‟da DEKS‟in 

DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkilerinden sorumlu mekanizmalar 

görülmektedir. DEKS, kardiyomiyositlerde TopIIβ enzimine bağlanarak DOKS‟un bu 

enzime bağlanmasını önler, bu nedenle DOKS TopIIβ enzimine bağlanamaz, DEKS bu 

sayede DOKS‟un kardiyak hücreler üzerindeki sitotoksik etkilerini önler. Diğer taraftan 

DOKS kardiyomiyositlerde antioksidan enzimlerin sentezinde görevli bir transkripsiyon 

faktörünün ifadesini azaltır, bu da hücrede antioksidan enzimlerin miktarının azalmasına 

neden olur. Bunun sonucu hücrede oksidatif fosforilasyon sırasında oluĢan az sayıdaki 

ROS hücreden uzaklaĢtırılamaz, bu serbest radikaller de hücrenin önemli yapı ve 

bileĢenleri ile reaksiyona girerek hücrenin ölümüne neden olur (Lyu ve ark, 2007). 
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ġekil 9. DEKS‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkilerinden sorumlu 

mekanizmalar. 

DEKS, DOKS‟un TopIIβ-DNA kompleksine bağlanmasını önler. Ayrıca, DEKS 

TopII enziminin transkripsiyonun önler, bu da SUMO adı verilen proteazomal bir yolla bu 

enzimin yıkımlanma sürecini baĢlatır (Vejpongsa ve Yeh, 2014). 

DOKS‟un kanser hücrelerinde TopIIα enzimin DNA sarmalına bağlanması ile oluĢan 

geçici çift zincir kırıklarını kalıcı hale getirerek bu hücrelerin ölümüne neden olduğu 

bilinmektedir (Gewirtz, 1999; Larsen ve ark, 2003; Minotti ve ark, 2004). DOKS‟un 

kardiyotoksik etkilerinin azaltılması amacıyla kullanılan DEKS‟in de tıpkı DOKS gibi 

TopII enziminin katalitik inhibitörü olması nedeniyle (Roca ve ark, 1994; Lyu ve ark, 

2007), bu ilaçların birlikte kullanılması durumunda DOKS‟un kanser hücreleri üzerindeki 

etkilerinin azalabileceği endiĢesine neden olmuĢtur (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Bu 

bakımdan, DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri olan ancak TopII 

enziminin aktivitesi üzerinde etkisi olmayan ya da DEKS‟e nazaran daha az etkisi olan 

yeni ajanlara ihtiyaç duyulduğu açıktır.  

 

 

2.3. Silimarin 

 

Deve dikeni bitkisi, halk arasında baĢta karaciğer ve safra kesesi rahatsızlıkları 

olmak üzere pek çok rahatsızlıkta (örneğin sıtma ateĢi, menstrüasyon Ģikayetleri, varikoz, 

emziren annelerde süt salgısını arttırma) kullanılmaktadır (Dunnick ve ark, 2011). Deve 

bikeni bitkisinin yapısındaki SĠL‟in bitkinin terapötik etkilerinden sorumlu olduğu ileri 

sürülmektedir (Wellington ve Jarvis, 2001; Kroll ve ark, 2007). SĠL oldukça güçlü bir 

antioksidan olup hücrede normal metabolizma sırasında oluĢan ya da patolojik durumlarda 
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miktarı artan serbest oksijen radikallerini temizleyerek bu maddelerin hücreye zarar 

vermesini önler (Karimi ve ark, 2006; Anestopoulos ve ark, 2013). Antioksidan özelliğinin 

yanı sıra antiinflamatuar (Nazemian, 2010), antifibrotik (Karimi ve ark, 2011), 

antineoplastik (Ramakrishnan ve ark, 2009), immunmodülatör (Taghiabadi ve ark, 2012) 

ve membran stabilize edici (Muthumani ve Milton Prabu, 2014) gibi pek çok etkisinin var 

olduğu hayvan ve insan çalıĢmaları ile gösterilmiĢtir.    

 

 

2.3.1. Deve Dikeni Bitkisinin Özellikleri 

 

Silybum marianum L. Gaertner, ülkemizde mübarek diken, akkız, deve dikeni, 

Meryem ana dikeni, yabani enginar, deve kengeli, sütlü kengel, kengel, kıbbun, 

Ģevkülmeryem gibi isimlerle bilinen, Papatyagiller (Asteraceae) ailesinde yer alan 40-150 

cm boyunda, gövdesi köĢeli, seyrek tüylü, 1-2 yıllık otsu bir bitkidir. Yaprakları soluk yeĢil 

renkli, beyaz damarlı, kenarları diĢli ve dikenlidir. Çiçekleri baĢ Ģeklinde bir aradadır, 

çoğunlukla mor renklidir, nadiren beyaz renkli de olabilir. Her bir çiçek yaklaĢık 190 adet 

tohum yapar; bu da, her bitkide 6350 tohuma denk gelir. Meyvası 7 mm uzunlukta, esmer-

siyah renklidir, sert kısa beyaz bir papüsü vardır, papüs tohumlar olgunlaĢtıktan sonra 

halka halinde düĢer. Ülkemizde Akdeniz ve Karadeniz bölgesinde yaygın olarak 

yetiĢmektedir (Tanker ve ark, 2007). 

 

 

2.3.2. Silimarinin Kimyasal Yapısı ve Farmakolojik Özellikleri 
 

SĠL, Silybum marianum L. Gaertner adı verilen bitkinin tohumlarından ekstrakte 

edilen yapısal olarak bilinen en az yedi adet flavolignan (silibin, izosilibin, silidianin, 

silikristin ve izosilikristin) ile bir adet flavololden (taksifolin) oluĢan kompleks bir 

maddedir. Ham deve dikeni ekstraktının yaklaĢık %65-80‟inini SĠL oluĢturmaktadır, geri 

kalanı ise büyük oranda yağ asitlerinden oluĢur (Kroll ve ark, 2007). SĠL‟in yapısında yer 

alan temel bileĢen silibin (silibinin)‟dir; bu bileĢen SĠL‟in yapısal olarak %60‟ını oluĢturur 

(Boigk ve ark, 1997; Wellington ve Jarvis, 2001). Silibin ve SĠL‟in yapısındaki diğer 

flavolignanlar, taksifoline koniferil alkolün katılmasıyla oluĢur (Kroll ve ark, 2007). 

SĠL‟in farmakokinetik özelliklerini belirlemeye yönelik yapılan araĢtırmalardan elde 

edilen verilerin özetlendiği bir derlemede, bu kompleksin sindirim sisteminden zayıf bir 

Ģekilde emildiği, karaciğerde konjuge edildiği, safra ile atıldığı, bağırsakta bakteriler 

tarafından hidrolize edildiği ve bağırsaktan yeniden emildiği bildirilmiĢtir (Fraschini ve 
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ark, 2002). Silibinin mideden emilir, buna karĢın sudaki çözünürlüğü çok az olduğundan 

dolayı emilimi oldukça düĢüktür (Morazzoni ve ark, 1993). Erkek Sprague-Dawley ırkı 

sıçanlara gavajla silibinin (500 mg silibinin/kg) verildiğinde, bu maddenin doruk plazma 

konsantrasyonuna 0.5 saatte ulaĢtığı belirlenmiĢtir. Silibininin biyoyararlanımının %1‟den 

daha az olduğu, bunun da bileĢiğin emiliminin oldukça az olmasından ayrıca emilen 

silibininin yoğun bir Ģekilde konjuge olmasından ileri geldiği bildirilmiĢtir (Wu ve ark, 

2007). Silibinin SĠL kompleksi yerine silipide (silibinin fosfatidilkolin kompleksi) 

formunda verildiğinde silibininin biyoyararlanımının 10 kat arttığı saptanmıĢtır (Morazzoni 

ve ark, 1993). Silibininin vücutta dağılımının araĢtırıldığı deneysel bir çalıĢmada, erkek 

SENCAR ırkı farelere gavajla silibinin (50 mg/kg) verilmiĢtir. Serbest ve konjuge 

silibininin incelenen dokularda (karaciğer, akciğer, mide, pankreas, deri, prostat) 0.5-1 

saatte doruk konsantrasyona ulaĢtığı ortaya konulmuĢtur. Dokulardan yarılanma ömrünün 

ise, serbest silibinin için 57-127 dakika, konjuge silibinin için ise 45-94 dakika olduğu 

belirlenmiĢtir (Zhao ve Agarwal, 1999).  

 

 

2.3.3. Silimarinin Kalp Hastalıklarına KarĢı Koruyucu Etkileri 
 

Kalp hastalıkları tüm dünyada ölüm nedenleri arasında birinci sırada yer alır. Bu 

hastalıklara yönelik yeni tedavi yöntemleri arayıĢı araĢtırmacıları bitkisel tedavi 

yöntemlerine yönlendirmiĢtir (Rao ve Viswanath, 2007). Antioksidan özelliklere sahip 

bitkisel kaynaklı ürünlerin ilaçlar ile oluĢturulan deneysel kardiyotoksisiteye karĢı 

koruyucu etkilerinin var olduğu çok sayıda çalıĢma ile gösterilmiĢtir (Karimi ve ark, 2006; 

2011; Sinha ve ark, 2008; Nabavi ve ark, 2012; Taghiabadi ve ark, 2012; Muthumani ve 

Milton Prabu, 2014). Oldukça güçlü bir antioksidan olan SĠL‟in kalp hastalıklarına karĢı 

koruyucu etkilerinin olduğu in vitro ve in vivo çalıĢmalarla ortaya konulmuĢtur (Psotová ve 

ark, 2002; Chlopcikova ve ark, 2004; Zhou ve ark, 2006; El-Shitany ve ark, 2008; Cecen 

ve ark, 2011; El-Awady ve ark, 2011; Anestopoulos ve ark, 2013; Avci ve ark, 2017). 

Doğada yaygın olarak bulunan arseniğin insanlar için en önemli maruziyet kaynağı 

içme suları ve gıdalardır. Ġçme sularında kabul edilebilir arsenik konsantrasyonu 10 

ug/L‟dir. Dünya‟da yaklaĢık 100 milyon insan arsenik zehirlenmesi riski ile karĢı 

karĢıyadır. (Moon ve ark, 2012). Kronik arsenik maruziyeti, kardiyomiyositlerde oksidatif 

strese neden olur; serbest oksijen radikalleri hücrenin önemli bileĢenleri (lipid, protein, 

DNA ve karbonhidrat) ile reaksiyona girerek hücrenin zedelenmesine yol açar. Kronik 
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arsenik maruziyetinde Ģekillenen kardiyotoksisitede bu mekanizmanın önemli rol oynadığı 

ileri sürülmektedir (Yamauchi ve ark, 2004; Manna ve ark, 2008; Alamolhodaei ve ark, 

2015). Silibinin arsenik kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkinliğinin araĢtırıldığı 

çalıĢmada; kardiyotoksisite oluĢturmak için sıçanlara 4 hafta boyunca 5 mg/kg dozda 

sodyum selenit verilmiĢtir, bu hayvanlarda serum CK-MB ve LDH konsantrasyonu 

değerlendirildiğinde; her iki bileĢenin de oldukça arttığı, dolayısıyla miyokardiyal hasarın 

Ģekillendiği ortaya konulmuĢtur. Silibinin (75 mg/kg/gün, 4 hafta boyunca, gavajla) 

sodyum selenit ile oluĢturulan kardiyotoksisiteye karĢı koruyucu etkinliğinin olduğu 

belirlenmiĢtir (Muthumani ve Milton Prabu, 2014). 

SĠL‟in antioksidan özelliklere sahip olduğu bilinmektedir (Karimi ve ark, 2006). 

SĠL‟in temel bileĢeni olan silibinin (Boigk ve ark, 1997; Wellington ve Jarvis, 2001) 

antioksidan özelliğini belirlemeye yönelik yapılan çalıĢmada; H9c2 hücrelerinde H2O2 ile 

oksidatif hasar oluĢturulmuĢtur. H9c2 hücrelerinin silibin ile iki saat preinkübasyonun bu 

hücreleri H2O2 ile oluĢturulan hasara karĢı koruduğu ortaya konulmuĢtur (Anestopoulos ve 

ark, 2013). Zhou ve ark (2006), silibinin H9c2 hücrelerinde izoproteronol ile oluĢturulan 

hasara karĢı koruyucu etkisini araĢtırmıĢlardır. Hücreler izoproteronole (10 μM) 48 saat 

süreyle maruz bırakıldığında hücrelerde belirgin morfolojik değiĢiklikler ĢekillenmiĢtir. 

Hücreler izoproteronel ile maruziyetten önce 1 saat silibinine maruz bırakıldığında ise, 

morfolojik değiĢikliklerin belirgin olarak azaldığı görülmüĢtür. Aynı çalıĢmada, 

izoproteronol ile maruziyetin hücre vasatında MDA miktarını belirgin olarak arttığı; 

silibinin ile preinküasyonun ise, MDA miktarını belirgin olarak azalttığı ortaya 

konulmuĢtur. Bu sonuç, silibinin oksidatif stresi azaltarak hücreleri hasara karĢı 

koruduğunu göstermektedir. 

SĠL‟in ANT grubu ilaçlar tarafından oluĢturulan akut miyokardiyal hasara karĢı 

koruyucu etkilerinin olduğu bilinmektedir (El-Shitany ve ark, 2008). SĠL 

kardiyomiyositlerde DOKS tarafından oluĢturulan hasara karĢı hücre membranını stabilize 

ederek, antioksidan özelliği sayesinde serbest radikalleri uzaklaĢtırarak ve demir iyonlarını 

tutarak koruyucu etki gösterir (Chlopcikova ve ark, 2004). El-Shitany ve ark 2008, ANT 

kardiyotoksisitesine karĢı SĠL‟in koruyucu etkinliğini belirlemeye yönelik yaptıkları 

çalıĢmada; sıçanlarda tek doz DOKS (10 mg/kg) ile oluĢturdukları akut kardiyotoksisite 

modelinde; bu hayvanların kalp dokusunda belirgin histopatolojik değiĢikliklerin 

Ģekillendiğini ortaya koymuĢlardır. DOKS uygulamasından 7 gün önce baĢlayıp her gün 
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SĠL (50 mg/kg) uygulanan grupta kalp dokusunda Ģekillenen histopatolojik değiĢikliklerin 

DOKS uygulanan gruba göre azaldığı belirlenmiĢtir. Aynı çalıĢmada DOKS uygulanan 

grupta kalp dokusunda MDA seviyesinin kontrol grubuna göre %116 oranında arttığı 

ortaya konulmuĢtur. SĠL uygulanan grupta ise, MDA seviyesinin DOKS uygulanan gruba 

göre %30 oranında azaldığı belirlenmiĢtir.  ANT kardiyotoksisitesine karĢı SĠL‟in 

koruyucu etkinliğini belirlemeye yönelik yapılan çalıĢmada, diĢi Wistar albino ırkı 

sıçanlarda tek doz DOKS (10 mg/kg, ip) ile kardiyotoksisite oluĢturulmuĢtur. DOKS 

uygulamasından 7 gün sonra kalp dokusu histopatolojik olarak değerlendirildiğinde; 

intersitisyel ödem ve kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon görülmüĢtür. DOKS 

uygulamasından 5 gün önce baĢlayıp deney sonunda kadar her gün SĠL (100 mg/kg, ip) 

uygulanan grupta kalp dokusunda Ģekillenen histopatolojik değiĢikliklerin DOKS 

uygulanan gruba göre belirgin olarak azaldığı belirlenmiĢtir (Cecen ve ark, 2011). 

Psotová ve ark 2002, SĠL ve SĠL‟in yapısındaki bileĢenlerin (silibin, silidianin, 

silikristin) DOKS tarafından mikrozom ve mitokondri‟de oluĢturulan hasara karĢı 

koruyucu etkisinin olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca, silikristinin mikrozom üzerinde 

koruyucu etkisinin diğer bileĢenlere göre daha fazla olduğu ortaya konmuĢtur. Test edilen 

bileĢenlerin antilipoperoksidasyon aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında; en iyi inhibitörün SĠL 

olduğu belirlenmiĢtir. SĠL‟in diğer bileĢenlere göre daha fazla antilipoperoksidasyon 

aktivitesine sahip olması Ģu Ģekilde açıklamıĢlardır: SĠL‟in yapısında bulunan fakat test 

edilen diğer bileĢenlerde bulunmayan flavonolden (taksifolin) ya da SĠL‟in yapısında 

bulunan fakat kimyasal olarak yapısı henüz aydınlatılmamıĢ polifenollerden 

kaynaklanabileceği ileri sürülmüĢtür. 

SĠL ve SĠL‟in yapısındaki bileĢenlerin (silibin, dehidrosilibin, silikristin ve silidianin) 

DOKS‟a maruz bırakılan H9c2 hücrelerinde koruyucu etkisi araĢtırılmıĢtır. DEKS‟in 

DOKS ile oluĢturulan hasara karĢı koruyucu etkinliği bilindiğinden dolayı bu bileĢen 

kontrol olarak kullanılmıĢtır. Bu bileĢenlerin hücreler üzerindeki toksik veya koruyucu 

etkileri hem mikroskobik hem de biyokimyasal olarak belirlenmiĢtir. Hücre membran 

bütünlüğü hücre kültür vasatında LDH düzeyi ölçülerek belirlenmiĢtir. LDH salınımı 

değerlendirildiğinde; silidianin diğer test edilen bileĢenlere göre daha iyi koruma sağladığı 

ortaya konmuĢtur. Diğer bileĢenlerin ise, DEKS‟e yakın düzeyde koruma sağladığı ortaya 

konulmuĢtur. SĠL ve SĠL‟in yapısındaki bileĢenlerin DOKS ile oluĢturulan oksidatif strese 

karĢı N9c2 hücrelerini koruduğu belirlenmiĢtir. Bu bileĢenlerin hücre membranını stabilize 
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ederek, serbest radikalleri uzaklaĢtırarak ve demir iyonlarını tutarak koruyucu etki 

gösterdiği ortaya konulmuĢtur (Chlopcikova ve ark, 2004). 

Sisplatin birçok kanserin (örneğin, testis, ovaryum, servikal, sidik kesesi ve akciğer 

kanseri gibi) tedavisinde yaygın olarak kullanılan oldukça etkili bir ilaçtır. Buna karĢın, bu 

ilacın en önemli kısıtlayıcı yan etkisi kardiyotoksisitedir. Sisplatinin toksik etkisinde 

oksidatif stres ve apoptozisin önemli rol oynadığı ileri sürülmektedir. Erkek albino 

sıçanlarda tek doz sisplatin (10 mg/kg, ip) ile oluĢturulan deneysel kardiyotoksisiteye karĢı 

SĠL‟in koruyucu etkinliği araĢtırılmıĢtır. Kardiyotoksisite oluĢturmadan önce 10 gün 

boyunca her gün SĠL (100 mg/kg, gavajla) uygulanmıĢtır. SĠL uygulanan grupta, serum 

LDH, CK-MB ve cTnI konsantrasyonlarının sisplatin uygulanan gruba göre belirgin olarak 

daha az olduğu ortaya konmuĢtur. Bu sonuç, SĠL‟in hücre membranını stabilize ederek 

hücre içi proteinlerin hücre dıĢına salınmasını önlediğini göstermektedir. Ayrıca, SĠL‟in 

hücre içinde antioksidan enzimlerin (SOD gibi) aktivitesini arttırarak lipidlerin 

peroksidasyonunu önlediği ortaya konmuĢtur. Sisplatin hücrede oksidatif strese yol açar; 

serbest oksijen radikalleri ise, mitokondriyel DNA‟da hasara neden olur. SĠL‟in 

mitokondriyel DNA hasarını azalttığı belirlenmiĢtir. Sonuç olarak, SĠL‟in sisplatin 

kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkisi olduğu ortaya konmuĢtur (El-Awady ve ark, 

2011). 

Siklofosfamid birçok kanserin (örneğin, lösemi, lenfoma, ovaryum kanseri, meme 

kanseri, nöroblastom gibi) tedavisinde kullanılan oldukça etkili bir antineoplastik ilaçtır 

(Avci ve ark, 2017). Bu ilacın en önemli istenmeyen etkilerinden biri kardiyotoksisiteye 

yol açmasıdır (Sayed-Ahmed ve ark, 2014). Bu ilacın kardiyak hücreler üzerindeki toksik 

etkisinden serbest oksijen radikallerin sorumlu olduğu ileri sürülmektedir. Bu radikaller 

önemli hücresel yapı ve bileĢenlerle (lipid, protein, DNA ve karbonhidrat) reaksiyona 

girerek hücrenin zedelenmesine yol açarlar (Saandeep ve ark, 2009; Motawi ve ark, 2010). 

Avci ve ark 2017, siklofosfamid ile oluĢturulan kardiyotoksisiteye karĢı SĠL‟in koruyucu 

etkisini araĢtırmıĢtır. YetiĢkin diĢi Wistar albino ırkı sıçanlarda siklofosfamid (30 

mg/kg/gün, 7 gün boyunca, intraperitoneal yolla) ile oluĢturulan deneysel 

kardiyotoksisitede SĠL‟in koruyucu etkisi araĢtırılmıĢtır. Kardiyotoksisite oluĢturmadan 7 

gün önce baĢlanıp 14 gün boyunca her gün SĠL (100 mg/kg, intraperitoneal) uygulanmıĢtır. 

Kalp dokusu histopatolojik olarak değerlendirildiğinde; siklofosfamid uygulanan grupta 

interstisyel ödem, miyokardiyum ve perikardiyumda kanamalar, kardiyak miyositlerde 
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dejenerasyon ve nekroz Ģeklinde Ģiddetli lezyonların Ģekillendiği belirlenmiĢtir. SĠL 

uygulanan grupta ise, benzer lezyonlar görülmekle birlikte bu lezyonların Ģiddetinin 

siklofosfamid uygulanlardakine göre daha az olduğu belirlenmiĢtir. Siklofosfamid 

uygulanan gruba kıyasla; SĠL uygulanan grupta kalp dokusunda MDA düzeyinin daha az 

olduğu, SOD düzeyinin ise daha fazla olduğu ortaya konulmuĢtur. Sonuç olarak, SĠL 

kardiyak hücrelerde antioksidan enzimlerin düzeyini arttırarak lipidlerin peroksidasyonunu 

önlediği, dolayısıyla SĠL‟in siklofosfamid kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkisinde bu 

mekanizmanın önemli rolü olduğu ortaya konmuĢtur.  

 

 

2.4. Kalp Kasının Kasılmasında Görevli Proteinler 

 

Kalp kası, birbirine paralel uzanan kardiyomiyosit (kas lifi) adı verilen özelleĢmiĢ 

hücrelerden meydana gelir. Kas lifleri, birbirine paralel uzanan çok sayıda miyofibrillerden 

oluĢur (Bayrak, 2013). Her bir miyofibril ise, yan yana ve alt alta düzgün bir dizilim 

gösteren aktin ve miyozin iplikçiklerinden oluĢmuĢtur (Pınar, 2010; Bayrak, 2013). 

Ġplikçiklerin bu düzeninden, aktin iplikçiklerinin tam ortasından geçen Z membranı 

sorumludur (Pınar, 2010). Ġki Z membranı arasında kalan miyofibril bölümüne sarkomer 

denir (Bayrak, 2013). Sarkomer, kasın en küçük fonksiyonel birimidir (Leavis ve Gergely, 

1984; Pınar, 2010). Kas kasılması sırasında, aktin ve miyozin iplikçikleri birbirine çapraz 

köprücüklerle bağlanır, iki elin parmaklarının birbiri içine girmesi gibi aktin iplikçikleri 

miyozin iplikçikleri üstünde kayar, bu da kasın boyunun kısalmasına diğer bir deyiĢle kas 

kasılmasına neden olur (Pınar, 2010; Bayrak, 2013). 

Kalp kası, aktin ve miyozin iplikçiklerinin yan yana ve alt alta düzgün diziliminden 

dolayı histolojik kesitlerde açık ve koyu bantlar Ģeklinde enine çizgilenmeler gösterir 

(Pınar, 2010; Bayrak, 2013). Miyozin iplikçikleri koyu renkte kalın A bantlarını oluĢturur. 

Aktin iplikçikleri ise, daha ince ve açık renkte I bantlarını oluĢturur (Pınar, 2010). Kalp 

kası istirahat halinde iken, aktin iplikçikleri miyozin iplikçiklerinin iki ucunu hafifçe örter. 

Dolayısıyla miyozin iplikçiklerinin oluĢturduğu koyu renkte A bandının iki ucu, aktin 

iplikçiklerinden dolayı daha da koyu renkte görülür. Miyozin iplikçiklerinin orta kısmı 

(aktin iplikçiklerinin uçlarını içermeyen bölge) uçlarına göre nispeten daha açık renkte 

görülür. ĠĢte koyu renkteki A bandının orta kısmındaki nispeten daha açık bölgeye H bandı 

denir. Kas kasılmasının aktin iplikçiklerinin, miyozin iplikçikleri üzerinde kayması ile 

meydana geldiğini hatırlayınız, dolayısıyla, kas kasılması sırasında A bandının boyu 
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değiĢmez, I bandının boyu ise kısalır. Bununla birlikte, kas kasılması sırasında, aktin ve 

miyozin iplikçiklerinin boyu değiĢmez (Pınar, 2010; Bayrak, 2013).    

 

 

2.4.1. Aktin ve Miyozin Ġplikçiklerin Moleküler Yapısı 
 

Her bir miyozin iplikçiği 200‟ün üstünde miyozin molekülünden oluĢur. Her miyozin 

molekülü ise, iki ağır zincir (ağır meromiyozin) ve dört hafif zincir (hafif meromiyozin) 

olmak üzere altı adet polipeptit zincirinden oluĢur (Pınar, 2010; Bayrak, 2013). Birbirinin 

üzerine sarılan iki ağır zincir, miyozin molekülünün kuyruğunu oluĢturur. Miyozin 

moleküllerinin kuyrukları ise, demetler halinde toplanarak miyozin iplikçiğinin gövdesini 

oluĢturur. Miyozin moleküllünün hafif zincirleri kıvrılarak, miyozin iplikçiğinin 

gövdesinden dıĢarı doğru uzanan miyozin baĢını oluĢturur (Bayrak, 2013). Kas kasılması 

sırasında, miyozin baĢları aktin iplikçikleri ile temas kurarak aktomiyozin köprücüklerini 

yaparlar (Pınar, 2010). Miyozin baĢları ATPaz enzim aktivitesine sahiptir. Bu enzim 

ATP‟yi yıkar ve elde edilen yüksek enerjili fosfat bağları kas kasılması sırasında kullanılır 

(Pınar, 2010; Bayrak, 2013). 

Her bir aktin iplikçiği; aktin, tropomiyozin ve troponin olmak üzere 3 adet 

proteinden oluĢur (Pınar, 2010). Aktin iplikçiği, iki adet fibriler aktin (F aktin) proteinin 

birbiri üzerine sarılması ile oluĢur. Her F aktin, globuler aktin (G-aktin) moleküllerinin art 

arda dizilerek polimerize olmasıyla oluĢur (Holmes ve ark, 1990; Bayrak, 2013). Her aktin 

iplikçiği üzerinde, miyozin baĢının bağlandığı aktif bölgeler vardır. Kas kasılması 

sırasında, miyozin iplikçiklerinin baĢları aktin iplikçiklerinin aktif bölgeleri ile temas 

kurarak çapraz köprüler yapar (Pınar, 2010; Bayrak, 2013). Tropomiyozin iplikçiği, fibriler 

aktin proteinlerinin aktin iplikçiğini oluĢturmak üzere birbirinin üzerine sarılması ile 

oluĢan oyuklar boyunca yerleĢmiĢtir. Kas istirahat halinde iken, tropomiyozin iplikçikleri, 

aktin iplikçiklerinin aktif bölgelerini örter (Milligan ve Flicker, 1987). Tropomiyozin 

iplikçikleri boyunca düzenli aralıklarla yerleĢen troponin (Tn) molekülleri, birbirine gevĢek 

Ģekilde bağlı üç alt birimden oluĢur. Bunlar; tropomiyozine bağlanan Tn˗T (37 kDa), 

tropomiyozini inhibe eden Tn˗I (24 kDa) ve kalsiyum bağlayan Tn˗C (18 kDa) dir 

(Christenson ve ark, 1998; Wu ve ark, 1998; Kaneko ve ark, 1997). Tn-T, tropomiyozine 

Tn kompleksini bağlayan ve tropomiyozin için güçlü bir affiniteye sahip olan proteindir. 

Tn-I ise aktin filamenti için güçlü bir affiniteye sahiptir ve aktomiyozin ATPaz 

aktivitesinin bir inhibitörü olarak, aktin ve miyozin arasındaki iliĢkiyi düzenler. Tn-C‟de 



26 

Tn kompleksinin kalsiyumu bağlayan bir ünitesidir (Christenson ve ark, 1998; Wu ve ark, 

1998).     

 

 

2.4.2. Kalp Kasının Kasılma Mekanizması 
 

Kas kasılması, aktin iplikçiklerinin miyozin iplikçikleri üzerinde kayması ile 

meydana gelir (Bayrak, 2013). Kasılmayı baĢlatan ve sürdüren iyon kalsiyum (Ca+2
) dur. 

Kas kasılması sırasında, Ca
+2, yüksek bir affinite ile Tn˗C‟ye bağlanır. Aktive olan Tn˗C, 

troponinin diğer alt ünitelerinde ve tropomiyozinde yapısal değiĢikliklere yol açar; 

tropomiyozin iplikçiği aktin iplikçiğinin etkin noktalarından ayrılır (Pınar, 2010). 

Böylelikle aktin iplikçiğinin aktif bölgeleri açığa çıkar. Bu sırada, miyozin baĢına bağlı 

ATP molekülü hidrolizlenir. ATP‟nin hidrolizini hücre içinde artan Ca+2‟un tetiklediği 

düĢünülmektedir. ADP ve yüksek enerjili fosfat (ADP+Pi) taĢıyan miyozin baĢları, aktin 

iplikçiklerinin aktif bölgelerine bağlanarak çapraz köprüler kurarlar ve miyozin baĢlarının 

eğilmesi kasın kasılmasına neden olur. Miyozin baĢının eğilmesini takiben, baĢa bağlı 

olarak bulunan ADP+Pi serbestleĢir. Miyozin baĢının aktin iplikçiğinden ayrılması için 

ATP‟ye ihtiyaç vardır. ATP‟nin miyozin baĢına bağlanması, miyozin iplikçiğinin aktin 

iplikçiğinden ayrılmasına neden olur (Pınar, 2010; Bayrak, 2013). 

 

 

2.4.3. Troponinler 

 

Kalp kası ritmik bir Ģekilde sürekli olarak kasılmaktadır. Kalpteki kasılabilir 

proteinler kalbin ihtiyacını karĢılamak için özelleĢmiĢlerdir. Kalp kasında ifade edilen 

kasılabilir protein izoformları, kasılma özellikleri bakımından yavaĢ ve hızlı kasılan iskelet 

kasındakilerden farklıdır. Kalbin geliĢimi sırasında (embriyonel ve fötal dönem) kasılabilir 

proteinlerde bir takım izoform değiĢimleri meydana gelir, bu değiĢimler ġekil 10‟da 

sunulmuĢtur. Bu değiĢimler kalbin fonksiyonu açısından oldukça önemlidir (Marston ve 

Redwood, 2003).  
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ġekil 10. Kalbin geliĢimi sırasında (embriyonel ve fötal dönem) kasılabilir proteinlerde 

meydana gelen izoform değiĢimleri (Marston ve ark, 2003). 

 

2.4.3.1. Troponin C 

 

Troponin C (TnC), troponin kompleksinin kalsiyum bağlayan bileĢenidir. Bu 

proteinin iki izoformu vardır. Kalp kasında ve yavaĢ kasılan iskelet kasında TnC izoformu 

aynıdır; bu izoform TNNC1 geni tarafından kodlanır. TnC‟nin diğer izoformu (fsTnC) ise, 

hızlı kasılan iskelet kası izoformdur; bu izoform TNNC2 geni tarafından kodlanır. Fetal ve 

yetiĢkinlik döneminde kalp kasında TnC‟de izoform değiĢimi meydana gelmez; yani kalbin 

geliĢimi sırasında ve yetiĢkinlik döneminde ifade edilen TnC izoformu aynıdır (Filatov ve 

ark, 1999; Sheng ve Jin, 2014). Kalp kasında ve yavaĢ kasılan iskelet kasında ifade edilen 

TnC izoformu aynı olduğundan, bu izoform spesifik olarak miyokardiyal hasarın ortaya 

konulmasında kullanılamaz (Parmacek ve Solaro, 2004). 

 

 

2.4.3.2. Troponin I 

  

Troponin I, troponin kompleksinin inhibitör bileĢenidir (Farah ve ark, 1994). TnI‟nın 

ssTnI, fsTnI ve cTnI olmak üzere 3 izoformu bulunur. ssTnI, yavaĢ kasılan iskelet kasında; 

fsTnI, hızlı kasılan iskelet kasında; cTnI ise, kalp kasında ifade edilir. Bu izoformlar farklı 

genler tarafından kodlanır; ssTnI, TNNI1; fsTnI, TNNI2; cTnI ise, TNNI3 geni tarafından 

kodlanır (Perry, 1999). TNNI3 geni, 19. kromozomda (19q13.4) yer alır ve bu gen, sekiz 

ekzon ve yedi introndan oluĢur. Ekzon 3, fsTnI ve ssTnI‟yı ifade eden genlerde bulunmaz; 
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bu ekzon cTnI‟nın diğer TnI izoformlarında bulunmayan N˗terminal uzantısını kodlar 

(Bhavsar ve ark, 1996). 

Kardiyak TnI yapısal olarak altı birimden oluĢur (Li ve ark, 2004): (a) N˗terminal 

uzantı (1˗30 aa). Bu yapı, fsTnI ve ssTnI‟da bulunmaz, cTnI‟ya özeldir; (b) N˗terminal 

bölge (42˗79 aa). Bu yapı TnC‟nin C bölgesine bağlanır; (c) TnT‟ye bağlanan bölge 

(80˗136 aa); (d) intibitör peptid (128˗147 aa). Bu yapı TnC ve tropomiyozin˗aktine 

bağlanır; (e) TnC‟nin N bölgesine bağlanan yapı (148˗163) ve (f) C˗terminal bölge 

(164˗210). Bu yapı, TnI izoformları arasında ve farklı tür canlılar arasında büyük benzerlik 

göstermektedir (Jin ve ark, 2001; 2008). ġekil 11‟de cTnI‟nın yapısı ve transkripsiyon 

sonrası yapısında meyadna gelen değiĢiklikler görülmektedir.  

 

ġekil 11. cTnI‟nın yapısı ve transkripsiyon sonrası yapısında meydana gelen değiĢiklikler 

(Sheng ve Jin, 2014). 

 

 

2.4.3.3. Troponin T 
 

Troponin T, troponin kompleksinin tropomiyozin ile direkt olarak etkileĢen tek 

bileĢenidir, bu izoform troponin kompleksinin ince iplikçiklere bağlanmasına aracılık eder. 

Ġnsan ve diğer omurgalı canlılarda her biri farklı genler (TNNT1, TNNT2, TNNT3) 

tarafından kodlanan üç adet troponin T izoformu bulunur. TTNT1 yavaĢ kasılan çizgili 

kasta (ssTnT), TNNT2 kalp kasında (cTnT) ve TNNT3 ise hızlı kasılan çizgi kasta (fsTnT) 

ifade edilen izoformu kodlamaktadır. cTnT ile fsTnT arasında N˗terminal bölgeleri 

açısından farklılık bulunmaktadır. Bunlar; 1. fsTnT‟nin cTnT‟den 30 aminoasit daha kısa 

olması ve 2. cTnT, fsTnT‟ye göre daha fazla sayıda asidik aminoaside sahip olmasıdır 

(Cooper ve Ordahl, 1984; Jin ve ark, 1992). ġekil 12‟de cTnT‟nin yapısı, fonksiyonel 

bölgeleri ve alternatif kesim bölgeleri sunulmuĢtur. cTnT, yetiĢkin iskelet kasında ifade 

edilmez. Buna kaĢın, rejenere olan iskelet kasında cTnT ifade edilmektedir. Ġskelet kasında 
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patoloji görülen hastaların kanında cTnT izoformları belirlenebilir (Anderson ve ark, 

1991). 

 

 

ġekil 12. cTnT‟nin yapısı, fonksiyonel ve alternatif kesim bölgeleri ile transkripsiyon 

sonrası yapısında meydana gelen değiĢiklikler (Sheng ve Jin, 2014).  

Kardiyak TnT, TNNT2 geni tarafından kodlanır. TNNT2 geni, 1. Kromozomda 

(1q32.3) yer alır ve 17 ekzon ve 16 introndan oluĢmaktadır (Farza ve ark, 1998). 

Ġnsanlarda kalp kasında TnT1, TnT2, TnT3 ve TnT4 olmak üzere dört farklı TnT izoformu 

bulunur (ġekil13). Bu izoformlar, ekzon 4 ve 5‟in alternatif uçbirleĢtirme yöntemiyle 

biraraya gelmesiyle oluĢur. TnT izoformları ve bu izoformları kodlayan ekzonlardaki 

farklılıklar Ģu Ģekildedir: TnT1 (ekzon 3 ve 4 bulunur), TnT2 (ekzon 4 bulunmaz), TnT3 

(ekson 5 bulunmaz) ve TnT4 (ekzon 4 ve 5 bulunmaz)‟tür (Mesnard-Rouiller ve ark, 1997; 

Gomes ve ark, 2002). Ekzon 5 tarafından kodlanan aminoasit dizisi (EEEDWREDED) 

sadece fetal dönemdeki cTnT (TnT1 ve TnT2) izoformlarında bulunur; yetiĢkin 

dönemdekilerde (TnT3 ve TnT4) bulunmaz. Bu ekzonun alternatif kesim yöntemiyle 

çıkarılması, cTnT‟nin kısalmasına ve TnT izoformunun daha asidik olmasına yol açar. TnT 

izoformunun yapısındaki bu değiĢiklikler troponin kompleksinin fonksiyonunu 

etkileyebilir. Bu izoformun ifadesi, miyositlerin maksimal kasılma gücünü ve Ca+2‟a 

duyarlılığını arttırır (Mcauliffe ve ark, 1990; Nassar ve ark, 1991; Gomes ve ark, 2004). 
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ġekil 13. cTnT izoformları ile bu izoformları kodlayan ekzonlar (Güçlü, 2006). 

 

2.4.4. ANT’nin Kardiyotoksik Etkilerinin Saptanmasında Troponinlerin Kullanımı 
 

Kardiyak miyositlerde Ģekillenen hasar sonucu hücrede yer alan proteinlerin kan 

dolaĢımına salındığı bilinmektedir (Adamcova ve ark, 2007). Geleneksel olarak kreatin 

kinaz (CK) ve onun miyokardiyal izoenzimi (CK-MB) son zamanlara kadar akut 

miyokardiyal hasarın ortaya konulmasında „altın standart‟ olarak kabul edilmekte ve bu 

veriler laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz 

(ALT) seviyelerinin belirlenmesi ile desteklenmekteydi (Adams ve ark, 1994; Jaffe ve ark, 

1996; Adamcova ve ark, 2007). Ancak, kardiyak miyositler dıĢında diğer dokularda da 

ifade edilen bu proteinlerin miyokardiyal hasarın yanısıra diğer organlardaki çeĢitli 

patolojik durumlarda da kandaki düzeyinin arttığının belirlenmesi, bu proteinlerin kardiyak 

hasarın ortaya konulmasında kullanımını sınırlandırmaktadır. Amerikan Kardiyoloji Koleji 

ve Avrupa Kardiyoloji Derneği kalp kasına daha spesifik, daha duyarlı ve daha uzun süre 

kanda kalmaları sebebiyle geleneksel CK-MB testlerinin yerini kardiyak troponin (cTn) 

testlerinin alması gerektiğini önermektedir (Alpert ve ark, 2000). Geleneksel yöntemlerle 

miyokardiyal hasarı ortaya koyan belirteçlere göre cTn‟lerin en önemli avantajları; kalp 

kasına spesifite ve sensitivitesinin oldukça yüksek olması ve dolaĢımda daha uzun süre 

kalması olarak açıklanabilir (O‟Brien ve ark, 2008; Tunca ve ark, 2009). Bu yüksek 

spesifite ve sensitivitelerinden dolayı insanlarda miyokardiyal hasarın ortaya 

konulmasında, Tn‟ler „altın standart‟ olarak kabul edilmektedir (Adamcova ve ark, 2007; 

O‟Brien ve ark, 2008).  
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Troponin (Tn)‟ler çizgili kasların ince iplikçikleri üzerinde düzenli aralıklarla 

yerleĢmiĢ ve çizgili kaslarda kasılmayı düzenleyen globüler yapıda protein 

kompleksleridir. (Christenson ve ark., 1998; Wu ve ark., 1998). Hem TnI‟nın hem de 

TnT‟nin farklı genler tarafından kodlanan üç adet izoformu bulunmaktadır. Bunlar; yavaĢ 

kasılan iskelet kası izoformu, hızlı kasılan iskelet kası izoformu ve kardiyak izoform 

(Adamcova ve ark, 2007). Kalp kasında ve yavaĢ kasılan iskelet kasında ifade edilen TnC 

izoformu aynı olduğundan, bu izoform spesifik olarak miyokardiyal hasarın ortaya 

konulmasında kullanılamaz (Parmacek ve Solaro, 2004). Buna karĢın hem TnI hem de 

TnT‟nin kardiyak izoformlarının sadece kalp kasında ifade edilmesi nedeniyle bu 

belirteçler miyokardiyal hasarın ortaya konulmasında önemli diyagnostik kriterlerden 

biridir (Perry, 1999; Gunes ve ark, 2005; Adamcova ve ark, 2007; Gunes ve ark, 2008; 

Tunca ve ark, 2008; 2009). 

Troponinler zedelenmiĢ kardiyak miyositlerden kana ˗I, ˗C, ˗T kompleksleri (cTn-I-

C-T üçlü kompleksi ve cTn-I-C ikili kompleksi) Ģeklinde ve serbest alt gruplar (cTn-I, 

cTn-C ve cTn-T) olarak salınırlar (Christenson ve ark, 1998; Wu ve ark, 1998). Kalp 

kasında meydana gelen hasardan kısa bir süre sonra kandaki konsantrasyonlarının 

yükselmesi, henüz klinik bulgular Ģekillenmeden bile miyokard zedelenmesinin ortaya 

konulmasında önemli bir ölçüt olarak kullanılmasına olanak sağlamaktadır (Gunes ve ark, 

2005; 2008; O‟Brien ve ark, 2008; Tunca ve ark, 2008; 2009). Normal koĢullarda kardiyak 

miyositlerde herhangi bir dejenerasyon ya da nekroza iliĢkin bir bulgu olmaksızın, 

kardiyomiyositlerdeki toplam cTn-I miktarının yaklaĢık %2-4‟ü sistolik kanda serbest 

olarak bulunur (Wu ve ark, 1998). Sağlıklı bir kalp kasında cTn-I‟nın büyük bir bölümü 

kardiyomiyosit içinde yapısal olarak bağlı durumdadır ve sadece kardiyomiyositte 

meydana gelen dejenerasyon ve nekroz durumunda yıkımlanan hücreden salınır (Wallace 

ve ark, 2004; Tunca ve ark, 2008; 2009). Ġnsanlarda, Tn‟ler miyokardiyal hasardan 5-7 saat 

gibi oldukça kısa bir süre sonra kanda tespit edilebilir ve hasarın 1-2 günü kandaki en üst 

seviyelerine ulaĢır (Mair, 1999). 

Tn‟ler oldukça kararsızdırlar; bu proteinlerin yapısı çeĢitli biyokimyasal reaksiyonlar 

ile değiĢebilir. Örneğin, proteazlar aracılığıyla yıkımlanabilir, protein kinazlar (PKA, PKC) 

tarafından fosforillenebilir ya da oksitlenebilir. Bu proteinlerin yapısındaki değiĢiklikler 

diyagnostik testlerin doğruluğunu etkilemesi bakımından oldukça önemlidir. Bu yüzden Tn 

seviyesini belirlemek için kullanılan diyagnostik testler sadece Tn‟lerin farklı epitoplarını 
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tanıması bakımından değil farklı troponin komplekslerini (örneğin T-I-C ya da C-I 

troponin kompleksleri gibi) tanıması ve Tn‟lerin biyotransformasyonu sonu oluĢan farklı 

molekülleri tanıması bakımından da farklıdır (Morjana, 1998; Katrukha ve ark, 1997). 

Troponinler kardiyotoksik ilaçlarla oluĢturulan deneysel miyokardiyal hasarın ortaya 

konulmasında yaygın olarak kullanılmaktadır (Herman ve ark, 1998; 1999; Adamcova ve 

ark, 1999; Bertinchant ve ark, 2000; 2003; Simunek ve ark, 2003; Herman ve ark, 2006; 

York ve ark, 2007; Cove-Smith ve ark 2014; Lencova ve ark 2014). Sıçanlarda 

izoproterenol ile oluĢturulan deneysel kardiyotoksisitede; özellikle düĢük izoproterenol 

dozlarında kardiyak miyositlerde belirgin histopatolojik değiĢiklikler görülmeden önce 

serumda Tn konsantrasyonunun arttığı ortaya konmuĢtur (York ve ark, 2007). HE ile 

boyanan kalp kesitlerinde histopatolojik olarak dejenerasyon ve nekrozun görülmediği 

kardiyak miyositlerde Tn immunoreaktivitesinde belirgin azalmalar görülebilir. Ayrıca, 

miyokardiyal hasarın erken dönemlerinde kardiyak miyositlerde Ģekillenen hafif 

değiĢiklikleri belirlemek kolay değildir, bu değiĢiklikler kolayca gözden kaçabilir. 

Dolayısıyla kalp dokusunun immunohistokimyasal olarak değerlendirilmesi hasarın 

baĢlangıç dönemlerinde kardiyomiyositlerde Ģekillenen hasarın ortaya konulması açısından 

oldukça önemlidir. Bu bağlamda, bu çalıĢmada miyokardiyumda Ģekillenen hasarı 

belirlemek ve deney grupları arasında miyokardiyal hasarın yaygınlığını karĢılaĢtırmak için 

kalp dokusunda TnT ve TnI ifade düzeyi immunohistokimyasal ve immunoblotlama 

yöntemleri ile değerlendirildi. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Deney Hayvanları 
 

ÇalıĢmanın tasarımı, Adnan Menderes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu tarafından, 2014 yılı XI. oturumu ve 64583101/2014/189 sayılı kararı ile 

onaylanmıĢtır. ÇalıĢmada Kobay Deney Hayvanları Laboratuvarı Sanayi ve Ticaret A.ġ‟ 

den temin edilen 6-8 haftalık, ortalama 22,9±1,6 ağırlığında 45 adet Balb/c ırkı erkek fare 

kullanıldı.  

Deney süresi boyunca Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları 

Üretim ve AraĢtırma Merkezi‟nde 22±2 ºC sıcaklık, %50-70 nem ve 12/12 saat 

aydınlık/karanlık koĢullarında, Ģeffaf polikarbonat kafeslerde barındırılan hayvanlar 

standart fare yemi ile beslendi, suya serbestçe ulaĢmaları sağlandı. 

 

 

3.2. Deney Tasarımı 
 

Deney hayvanları rastgele seçilerek 6 grup oluĢturuldu. Deney grupları ve deney 

hayvanları üzerinde yapılan uygulamalar ġekil 14‟te sunuldu. 
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ġekil 14. Deney grupları ve deney hayvanları üzerinde yapılan uygulamalar 
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Grup I (Kontrol grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara toplamda 6 hafta süren 

deneyin ilk 2 ve son 2 haftasında haftada iki doz olmak üzere intraperitoneal (ip) yolla 

serum fizyolojik (SF) uygulandı. Ayrıca, deney süresi boyunca hergün gavajla SF 

uygulandı.  

Grup II (DOKS grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2 

haftasında haftada iki doz olmak üzere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS (Adriamisin, Deva, 

Türkiye) uygulandı (Imondi ve ark, 1996) 

Grup III (DEKS grubu, n= 5): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 2 

haftasında haftada iki doz olmak üzere ip yolla 30 mg/kg dozda DEKS (Cardioxane, 

Clinical Healthcare, United Kingdom) uygulandı (Herman ve ark, 1981; 1985; 1994).  

Grup IV (DOKS+DEKS grubu, n= 10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve 

son 2 haftasında haftada iki doz olmak üzere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS uygulanmasına 

ilaveten DOKS uygulamalarından 30 dakika önce intraperitoneal yolla 30 mg/kg dozda 

DEKS uygulandı.  

Grup V (SĠL grubu, n=5): Bu gruptaki hayvanlara 6 hafta boyunca hergün gavajla 

100 mg/kg dozda SĠL (Sigma, United States) uygulandı. 

Grup VI (DOKS+SĠL grubu, n=10): Bu gruptaki hayvanlara deneyin ilk 2 ve son 

2 haftasında haftada iki doz olmak üzere ip yolla 3 mg/kg dozda DOKS uygulanmasına 

ilaveten deney süresi boyunca hergün gavajla 100 mg/kg dozda SĠL uygulandı. Ayrıca, 

DOKS ve SĠL‟in birlikte uygulandığında günlerde SĠL uygulaması DOKS uygulamasından 

1 saat önce yapıldı (Zhao ve Agarwal, 1999; Cecen ve ark, 2011; El-Awady ve ark, 2011). 

Deneyin sonunda deney hayvanları ketamin (50 mg/kg) + ksilazin (5 mg/kg) 

anestezisi altında servikal dislokasyon yöntemiyle ötenazi edildi. 

 

 

3.3. Nekropsi ve Histopatolojik Ġnceleme 

 

Tüm hayvanların nekropsileri yapıldıktan sonra görülen makroskobik bulgular 

kaydedildi. Kalp çıkarıldıktan sonra kalp atımları duruncaya kadar soğuk (+4 ºC) serum 

fizyolojik içinde bekletildi. Kalbin bazisinden apeksine doğru uzunlamasına kesit atılarak 

kalp iki parçaya ayrıldı (Morawietz ve ark, 2004); bir parçası immunoblotlama ve kantitatif 

gen ekspresyon çalıĢmalarında kullanılmak üzere sıvı azotta dondurulup çalıĢılıncaya 
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kadar derin dondurucuda saklandı, diğer parça ise 12-24 saat %10‟luk tamponlu formalin 

solüsyonunda tespit edildi. Tespit edilen dokular trimlenerek doku takip kasetlerine 

yerleĢtirildi, 6-8 saat akan çeĢme suyu ile yıkandı, doku takip cihazında takip edilerek 

(Leica TP1020) parafinde bloklandı. Parafine gömülen dokular mikrotom (Leica RM 

2135) ile 5 μm kalınlığında kesilip, kesitler normal ve pozitif yükle yüklü lamlara alındı. 

Normal lamlara alınan kesitler, hematoksilen-eozin ile; pozitif yüklü lamlara alınan kesitler 

ise, immunohistokimyasal boyama yöntemi ile boyandı. Hazırlanan preparatlar ıĢık 

mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi, mikroskobik dijital fotoğraflar (Olympus C-

5050) çekilerek bilgisayar ortamına aktarıldı.  

Kalp dokusunda karĢılaĢılan histopatolojik değiĢiklikler, bu değiĢikliklerin Ģiddeti ve 

yaygınlığı temel alınarak oluĢturulan kardiyomiyopati skoru adı verilen bir skorlama 

sistemi ile semikantitatif olarak değerlendirildi (Bertazzoli ve ark, 1979). 

Kardiyomiyositlerde Ģekillenen histopatolojik değiĢikliğin Ģiddeti Ģu Ģekilde skorlandı: 0: 

(herhangi bir lezyon yok), 1: (sitoplazmik vakuolizasyon+hiyalin dejenerasyonu), 2 

(sitoplazmik vakuolizasyon+nekrotik değiĢiklikler). Belirlenen değiĢikliğin yaygınlığı ise 

Tablo 1‟de sunulan Ģekilde skorlandı. Bu iki değer toplanarak bulunan değer o hayvanın 

kardiyomiyopati skoru olarak kaydedildi. 

 

Tablo 1. Histopatolojik değiĢikliklerin yaygınlığının değerlendirilmesinde kullanılan 

skorlama sistemi 

 

Yaygınlık Skor 

Patolojik değiĢiklik yok 0 

Patolojik değiĢiklik tek tük birkaç hücrede görüldüğünde 1 

Küçük hücre grupları Ģeklinde az sayıda alan etkilendiğinde 2 

Küçük hücre grupları Ģeklinde çok sayıda alan etkilendiğinde 3 

Miyokardiyum geniĢ alanlar halinde etkilendiğinde 4 

 

 

3.4. Ġmmunohistokimyasal Ġnceleme 

 

Parafine gömülen dokulardan alınan seri kesitlerde kardiyak troponin I tip 3, 

kardiyak troponin T tip 2, TopIIβ ve γH2Ax ifadesini belirlemek amacıyla polimer tabanlı 

indirekt immunohistokimyasal boyama yöntemi kullanıldı. Bu kapsamda; kesitler, ksilol ve 

konsantrasyonu gittikçe azalan alkol serilerinden geçirilerek sırasıyla deparafinize ve 
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rehidre edildi. Bu aĢamadan sonra uygulanan tüm iĢlemler arasında kesitler 3‟er kez 5‟er 

dakika TBS-T (pH: 7,6) solüsyonu ile yıkandı. Kesitler, metanolde hazırlanmıĢ %3‟lük 

hidrojen peroksit solüsyonunda 15 dakika inkübe edilerek dokuların endojen peroksidaz 

aktivitesi engellendi. Kesitler, 95 ºC‟ye ısıtılan Rodent decloaker (Biocare Medical Inc, 

ABD) solüsyonunda 30 dakika inkübe edilerek dokudaki antijenlerin açığa çıkması 

sağlandı. Kesitler, Rodent block M (Biocare Medical Inc, ABD) solüsyonu ile muamele 

edilip 30 dakika inkübe edilerek dokudaki spesifik olmayan boyanmalar engellendi. 

Dokudaki kardiyak troponin I tip 3, kardiyak troponin T tip 2, TopIIβ ve γH2Ax ifadesini 

belirlemek amacıyla, TBS-T‟de hazırlanmıĢ %3‟lük BSA ile uygun konsantrasyonda 

sulandırılan birincil antikorlarla muamele edilen kesitler 37 ºC‟de 1 saat nemli kamarada 

inkübe edildi. Kullanılan birincil antikorların sulandırma oranları Tablo 2‟de sunuldu. Bu 

iĢlemin takiben, keçi anti-tavĢan-HRP polimer (Biocare Medical Inc, ABD) ikincil 

antikoru ile muamele edilen kesitler oda sıcaklığında nemli kamarada 30 dakika inkübe 

edildi ve DAB (3,3‟-diaminobenzidine tetrahydrochloride, DAB Quanto chromogen and 

substrate, Thermo scientific, ABD) ile muamele edilip 5 dakika inkübe edilerek reaksiyon 

sonlandırıldı. Mayer hematoksilen (Sigma) ile karĢıt boyama yapıldıktan sonra dokular 

konsantrasyonu gittikçe artan alkol serilerinden geçirilerek dehidre edildi. Ksilen ile 

Ģeffaflandırılan kesitler yapıĢtırıcı ile kapatıldı. Negatif kontrol için kesitler birincil antikor 

yerine bu antikorun sulandırılmasında kullanılan TBS-T solüsyonu ile muamele edildi. Bu 

iĢlem dıĢında diğer tüm iĢlemler yukarıda anlatıldığı Ģekilde uygulandı.  

 

Tablo 2. Ġmmunohistokimyasal boyamalarda kullanılan birincil antikorların spesifitesi, 

firma bilgileri ve dilüsyon oranları 
 

Antikor Klon Firma Dilüsyon 

Troponin I Type 3 

(cardiac) 

tavĢan pAb IgG, NBP2-20734 Novusbio 1:250 

Troponin T Type 2 

(cardiac) 

tavĢan pAb IgG, NBP1-88070 Novusbio 1:250 

TopIIβ tavĢan pAb IgG, NBP1-89527 Novusbio 1:250 

γH2Ax tavĢan pAb IgG, NBP1-19931 Novusbio 1:250 
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3.5. Ġmmunohistokimyasal Boyama Sonuçlarının Değerlendirilmesi  
 

Kalp dokusunda TnI ve TnT‟nin immunoreaktivitesi incelenen alanlarda pozitif 

hücre sayısı temel alınarak oluĢturulan değerlendirme sistemi ile belirlendi. Bu amaçla her 

bir kesit için ıĢık mikroskobunda 40‟lık büyütmede, her biri 100 gridlik (10x10) ve toplamı 

0.025 mm
2
 ye eĢit 10 ayrı alan rastgele seçilerek incelendi. Her alanda pozitif boyanan 

hücrelerin yüzde oranları belirlendi, incelenen 10 sahanın ortalaması alınarak bulunan 

değer o hayvanın verisi olarak kaydedildi. 

Kalp dokusunda TopIIβ ve γH2Ax‟in immunoreaktivitesi, incelenen alanlarda 

ağırlıklı boyanma yoğunluğu ile boyanma yaygınlığı esas alınarak oluĢturulan Allred 

skorlama sistemi ile değerlendirildi (Qureshi ve Pervez, 2010). Bu skorlama sisteminin 

Ģematize edilmiĢ hali ġekil 15‟de sunuldu. Ġncelenen alanlarda ağırlıklı boyanma 

yoğunluğu değeri Ģu Ģekilde belirlendi: 0 (herhangi bir boyanma yok), 1 (zayıf), 2 (orta), 3 

(yoğun). Boyanma yaygınlığı değeri ise, ağırlıklı boyanma yoğunluğu değerinde boyanan 

hücrelerin tüm hücrelere oranı temel alınarak oluĢturulan skorlama sistemi ile Ģu Ģekilde 

belirlendi: 0 (herhangi bir boyanma yok), 1 (1/100), 2 (1/100-1/10), 3 (1/10-1/3), 4 (1/3-

2/3), 5 (2/3-1). Ağırlıklı boyanma yoğunluğu değeri ile boyanma yaygınlığı değeri 

toplanarak incelenen alanın Allred skoru belirlendi. Bu iĢlem rastgele seçilen 10 farklı 

alanda tekrarlandı, incelenen 10 alanın ortalaması alınarak bulunan değer o hayvanın verisi 

olarak kaydedildi.  

 

ġekil 15. Allred skorlama sistemi (Qureshi ve Pervez, 2010‟dan değiĢtirilerek alınmıĢtır). 
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3.6. Ġmmunoblotlama (Western Blotting)  

 

Kalp dokusunda troponin I tip 3, troponin T tip 2, γH2Ax ve β-aktin proteinlerinin 

ifade düzeyi immunoblotlama yöntemi ile belirlendi (Kurien ve Scofield, 2015). Bu 

amaçla; kalp dokusundan izole edilen total protein karıĢımı, sodyum dodesil 

sülfat˗poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayrıĢtırıldı. Elektroforezis ile 

moleküler ağırlıklarına göre ayrıĢtırılan proteinler, yarı kuru (semi-dry) transfer sistemi ile 

poliviniliden florür (PVDF) membrana transfer edildi. Bu iĢlemi takiben PVDF membran, 

aranan proteine özgül birincil antikorlarla inkübe edildi. Daha sonra, PVDF membran 

yaban turbu peroksidaz (HRP) enzimi ile iĢaretlenmiĢ birincil antikora özgül ikincil 

antikorla inkübe edildi ve Enhanced ChemiLuminescence (ECL) solüsyonu ile inkübe 

edilerek reaksiyon sonlandırıldı. Protein bandları, ChemiDoc-ItR2 Imager (UVP) 

görüntüleme ve analiz programı ile değerlendirildi. Ġlgilenilen proteinin ifade düzeyi β-

aktin proteinin ifade düzeyi ile normalize edilerek varsayılan birim (arbitrary unit) Ģeklinde 

hesaplandı. Ġmmunoblotlama testinde kullanılan malzemeler Tablo 3‟te sunulmuĢtur.  

 

Tablo 3. Ġmmunoblotlama testinde kullanılan malzemeler  

Ürün Ürün Kodu Firma 

RIPA Lysis tamponu sc-24948 Santa Cruz 

Smart BCA protein assay kit 21071 Intron 

Trizma base T-6066 Sigma-Aldrich 

Sodium dodecyl sulfate L-3771 Sigma-Aldrich 

Acrylamide/Bis-acrylamide, %30 solution A-3574 Sigma-Aldrich 

Glycerol G-5516 Sigma-Aldrich 

Ammonium persulfate A-3678 Sigma-Aldrich 

N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine T-7024 Sigma-Aldrich 

Glycine G-8898 Sigma-Aldrich 

Ethanol, absolute 32221 Sigma-Aldrich 

2-propanol 24137 Sigma-Aldrich 

Immobilon-P Membrane, PVDF, 0.45 μm, 26.5 cm 
x3.75 m roll 

IPVH00010 Merck Millipore 

Methanol 32213 Sigma-Aldrich 

Skim milk powder 70166 Sigma-Aldrich 

Bovine serum albümin A2153 Sigma-Aldrich 

Sodium chloride 31434 Sigma-Aldrich 

Potassium chloride 104936 Merck Millipore 

Tween-20 P1379 Sigma-Aldrich 

Sodium hydroxide 106498 Merck Millipore 

PageRuler Prestained protein ladder, 10 to 180 kDa 26616 ThermoFisher Scientific 

Prestained protein ladder V PL005 Geneaid 

Luminata Crescendo Western HRP substrate WBLUR0100 Merck Millipore 

Luminata Forte Western HRP substrate WBLUF0100 Merck Millipore 
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Metot 

1. Elektroforezis ĠĢleminde Kullanılan Çözeltiler 

1.1. Ayırıcı jel çözeltisi (pH 8.8) 

91 g Tris-base, distile su ile çözüldü. 20 ml %10 SDS (w/v) eklendi. Çözelti hacmi 

distile su ile 500 ml‟ye tamamlandı. Çözeltinin pH‟sı 6N HCl (~14 ml) ile 8.8‟e ayarlandı. 

Çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

1.2. Paketleyici jel çözeltisi (pH 6.8) 

30.5 g Tris-base, distile su ile çözüldü. 20 ml %10 SDS (w/v) eklendi. Çözelti hacmi 

distile su ile 500 ml‟ye tamamlandı. Çözeltinin pH‟sı 6N HCl (~30 ml) ile 6.8‟e ayarlandı. 

Çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

1.3. Yürütme tamponu (10x, pH 8.6) 

30 g Tris-base, 144 g glisin ve 15 g SDS, 1 L distile su ile çözüldü. 

1.4. %40 (w/v) Amonyum persülfat (APS) çözeltisi  

0.1 g APS, 250 µl distile su ile çözüldü. Çözelti 4ºC‟de muhafaza edildi. 

1.5. SDS (%10) (w/v)  

5 g SDS, 50 ml distile su ile çözüldü. 

2. Transfer ĠĢleminde Kullanılan Çözeltiler 

2.1. Transfer tamponu 

5.8 g Tris-base, 2.9 glisin, 3.75 ml %10 (w/v) SDS, 800 ml distile su ile çözüldü.   

2.2. TBS (10x) 

30.2 g Tris-base, 43.8 g NaCl, 0.9 g KCl 1 L distile su ile çözüldü.  
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3.6.1. Dokuların Homojenizasyonu, Total Protein Ġzolasyonu ve Protein Miktarının 
Belirlenmesi 

 

Total protein izolasyonu RIPA Lizis tamponu (sc-24948, Santa Cruz, ABD) ile 

gerçekleĢtirildi. Total protein miktarı Smart BCA Protein Assay (Intron) kiti ile belirlendi. 

Bu amaçla;  

1. Derin dondurucudan çıkarılan örnekler kuru buz üstünde çözünmeye bırakıldı, 

örnekler tartılarak her bir örnek için kullanılacak tampon çözelti miktarı hesaplandı.  

2. Örnekler rotor-stator tip homojenizatör ile parçalandı. 

3. Elde edilen homojenat 30 dakika kuru buz üstünde inkübe edildi.  

4. Homojenat 12000 rpm‟de 10 dakika santifüj edildi. 

5. Süpernatant yeni tüplere aktarıldı, süpernatantın absorbans değeri protein miktarı 

bilinen BSA standartlarının absorbans değerleri ile kıyaslanarak elde edilen lizattaki total 

protein miktarı ug/ml cinsinden belirlendi. 

6. Elde edilen lizat kullanılıncaya kadar derin dondurucuda saklandı. 

 

 

3.6.2. SDS-PAGE Jelinin Hazırlanması ve Elektroforezis ĠĢlemi 
 

Cam tabakalar temizlenerek jel döküm standına yerleĢtirildi. Ġlgilenilen proteinin 

moleküler ağırlığına göre uygun konsantrasyonda ayırıcı jel çözeltisi (TnT ve TnI için 

%10‟luk; γH2Ax için ise, %12‟lik) hazırlandı. Ayırıcı jel bileĢenleri Tablo 4‟te sunuldu. 

Hazırlanan ayırıcı jel çözeltisi, cam tabakalar arasına dökülerek yüzeyi izopropanol ile 

kaplandı. Jelin polimerizasyonunu takiben jelin yüzeyindeki izopropanol döküldü ve jel 

yüzeyi distile su ile birkaç kez yıkandı. Bu iĢlemi takiben paketleyici jel çözeltisi 

hazırlandı. Paketleyici jel bileĢenleri Tablo 5‟te sunuldu. Hazırlanan paketleyici jel 

çözeltisi polimerleĢen ayırıcı jel çözeltisi üstüne döküldü ve cam tabakalar arasına tarak 

yerleĢtirildi. Paketleyici jelin donmasının ardından taraklar çıkarıldı. Kuyucuklar yürütme 

tamponu (1x) ile yıkandı. Hazırlanan jel, dikey elektroforez tankına (Bio˗Rad Mini) 

yerleĢtirilip tankın içine jel kasetinin yarısını geçmeyecek Ģekilde yürütme tamponu (1x) 

ilave edildi. Protein örnekleri, indirgeyici tampon (5x) ile karıĢtırılarak bu karıĢım 95 ºC‟de 

5 dakika inkübe edildi. Protein ağırlık belirteci ve örnekler kuyucuklara yüklendi. 
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Elektroforez için kullanılan jel baĢına 15˗25 mAmp uygulandı. Brom fenol mavisi jelin alt 

ucuna varınca akım kesilerek elektroforezis iĢlemi sonlandırıldı. 
 

Tablo 4. Ayırıcı jel bileĢenleri ve miktarları 
 

BileĢenler Ayırıcı jel konsantrasyonu 

%7,5 %10 %12 

Distile su 4,7 ml 3,55 ml 2,45 ml 

Ayırıcı jel çözeltisi 3,8 ml 3,8 ml 3,8 ml 

%30 Akrilamid/bisakrilamid 3,75 ml 5 ml 6 ml 

%10 SDS 150 µl 150 µl 150 µl 

Gliserol 2,5 ml 2.5 ml 2.5 ml 

TEMED 12 µl 12 µl 12 µl 

%40 APS 18 µl 18 µl 18 µl 

 

Tablo 5. Paketleyici jel bileĢenleri ve miktarları 
 

BileĢenler Miktar 

Distile su 3.15 ml 

Paketleyici jel çözeltisi 1.25 ml 

%30 Akrilamid/bisakrilamid 0.5 ml 

TEMED 6 µl 

%40 APS 12 µl 

 

 

3.6.3. AyrıĢtırılan Proteinlerin PVDF Membrana Transferi 

 

Elektroforezis ile ayrıĢtırılan proteinler, yarı kuru transfer sistemi (Trans-Blot SD 

Semi-Dry Transfer Cell, Biorad) ile PVDF membrana transfer edildi. Bu amaçla; 6 adet 

Whatman filtre kağıdı 1x transfer tamponunda 5 dakika inkübe edildikten sonra transfer 

sistemine yerleĢtirildi. PVDF membran metanolde 5 dakika inkübe edilerek aktive edildi 

ve filtre kağıtlarının üstüne yerleĢtirildi. SDS-PAGE jelin ayrıĢtırıcı jel tabakası, 

paketleyici jel tabakasından ayrılarak PVDF membranının üzerine yerleĢtirildi. 1x transfer 

tamponunda 5 dakika inkübe edilen 6 adet Whatman filtre kağıdı membranın üstüne 

yerleĢtirildi. Transfer modülünün kapağı kapatılarak 220 mAmp akımda 2 saat süreyle 

transfer iĢlemi gerçekleĢtirildi. 
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3.6.4. Antikor ile Ġnkübasyon 

 

Transfer iĢlemini takiben, PVDF membran bloklama çözeltisinde (5 g yağsız süt tozu 

100 ml TBS˗T‟de çözülerek hazırlandı) ile yatay çalkalayıcıda 1 saat inkübe edildi. 

Bloklama iĢlemi sonrası PVDF membran 3 kez 5‟er dakika süreyle TBS-T solüsyonu ile 

yıkandı. Bu iĢlemi takiben PVDF membran, TBS-T‟de hazırlanmıĢ %3‟lük BSA ile uygun 

konsantrasyonda sulandırılan birincil antikorlarla soğuk odada yatay çalkayıcıda gece boyu 

inkübe edildi. ÇalıĢmada kullanılan birincil antikorların sulandırma oranları Tablo 6‟da 

sunuldu. Bu iĢlemi takiben PVDF membran 3 kez 5‟er dakika süreyle TBS-T solüsyonu ile 

yıkandı ve TBS-T‟de hazırlanmıĢ %3‟lük BSA ile uygun konsantrasyonda sulandırılan 

birincil antikora uygun ikincil antikorla oda sıcaklığında yatay çalkayıcıda 1 saat inkübe 

edildi. ÇalıĢmada kullanılan ikincil antikorlar ve sulandırma oranları Tablo 7‟de sunuldu. 

 

Tablo 6. Ġmmunoblotlamada kullanılan birincil antikorların spesifitesi, firma bilgileri ve 

dilüsyon oranları 

Antikor Klon Firma Dilüsyon 

Troponin I Type 3 (cardiac) tavĢan pAb IgG, NBP2-20734 Novusbio 1:2500 

Troponin T Type 2 (cardiac) tavĢan pAb IgG,  NBP1-88070 Novusbio 1:250 

γH2Ax tavĢan pAb IgG, NBP1-19931 Novusbio 1:750 

β-aktin fare mAb IgG, NB600-501 Novusbio 1:1000 

 

 

Tablo 7. Ġmmunoblotlamada kullanılan ikincil antikorların ürün kodu, firma bilgileri ve 

dilüsyon oranları 

Antikor Ürün kodu Firma Dilüsyon 

Keçi-anti tavĢan IgG-HRP sc-2004 Santa Cruz 1:2500 

Keçi-anti fare IgG-HRP sc-2005 Santa Cruz 1:2500 

 

 

3.6.5. Görüntüleme ve Analiz 

 

Ġkincil antikor ile inkübasyonunun ardından PVDF membran 3 kez 5‟er dakika 

süreyle TBS-T solüsyonu ile yıkandı. Bu iĢlemi takiben PVDF membran kurutma 

kağıdında kurutularak yıkama solüsyonu tamamen uzaklaĢtırıldı. Standart protein 

belirteçleri WesternSure Pen (LiCor) kalemi ile çizildi. Daha sonra PVDF membran ECL 

solüsyonu ile 1-2 dakika muamele edilerek ChemiDoc-ItR2 Imager (UVP) cihazında 

görüntülendi ve bandların görüntüleri kaydedildi. Bu iĢlemin ardından PVDF membran 3 
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kez 5‟er dakika süreyle TBS-T solüsyonu ile yıkanarak anti-β-aktin birincil antikoru ile 

gece boyu inkübe edildi. Daha sonra 3 kez 5‟er dakika süreyle TBS-T solüsyonu ile 

yıkanan PVDF membran uygun ikincil antikorla 1 saat inkübe edilerek yukarda anlatıldığı 

Ģekilde görüntülendi. Elde edilen bandlar yazılım programı ile analiz edildi.  

 

 

3.7. Kantitatif EĢ Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

 

Kalp dokusunda TopIIβ geninin ifade düzeyi kantitatif eĢ zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (qPCR) testi ile belirlendi. Bu amaçla;  

1. Kalp dokularından izole edilen total RNA‟dan komplementer DNA (cDNA) 

sentez edildi. 

2. Hedef (TopIIβ) ve referans (β-aktin) genin çoğaltılmasında kullanılan primer ve 

PCR reaksiyonunun verimliliği belirlendi. Bu amaçla; deney gruplarından rastgele seçilen 

bir hayvanın cDNA örneği log5 tabanında göre sulandırılarak (5-1
, 5

-2
, 5

-3
, 5

-4
, 5

-5
) seri 

dilüsyonlar hazırlandı. Hazırlanan cDNA dilüsyonları ile yapılan PCR iĢlemi sonucunda 

bulunan Threshold cycle (CT) değerleri ile standart eğri grafiği çizilerek hedef ve referans 

genin verimliliği hesaplandı. Elde edilen PCR ürünleri %1‟lik agaroz jelde yürütülerek 

beklenen büyüklükte ürünün çoğaltılıp çoğaltılmadığı belirlendi. 

3. qPCR testi ile kalp dokusunda TopIIβ ve β-aktin geni ortalama CT değerleri 

hesaplandı. TopIIβ geni ifade düzeyi, 2-ΔΔCt
 formülü ile hesaplandı (Schmittgen ve Livak, 

2008). PCR testinde kullanılan malzemeler Tablo 8‟de sunuldu. 

 

Tablo 8. qPCR testinde kullanılan sarf malzemeler, ürün kodu ve firma bilgileri 
 

Ürün Firma Ürün Kodu 

PureLink RNA mini kit ThermoFisher Scientific 12183018A 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M3148 

2-propanol Sigma-Aldrich 24137 

Kloroform Sigma-Aldrich 528730 

Ultrapure agarose ThermoFisher Scientific 16500500 

Acetic acid Sigma-Aldrich A6283 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) Sigma-Aldrich E9884 

GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium 41002 

TrackIt™ 100 bp DNA Ladder ThermoFisher Scientific 10488058 
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Tablo 8. qPCR testinde kullanılan sarf malzemeler, ürün kodu ve firma bilgileri (devamı) 
 

6x NZYDNA loading dye Nzytech MB13101 

MOPS (3-(N-Morpholino)propanesulfonic 

acid) 

Sigma-Aldrich M8899 

Sodium acetate trihydrate Merck 1062651000 

Formaldehyde solution Sigma-Aldrich 252549 

N,N-Dimethylformamide Sigma-Aldrich D4551 

Diethyl pyrocarbonate Sigma-Aldrich D5758 

Ethanol, absolute Sigma-Aldrich 32221 

Qubit RNA BR Assay Kit ThermoFisher Scientific Q10210 

Qubit Assay Tubes ThermoFisher Scientific Q32856 

High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

ThermoFisher Scientific 4368814 

TaqMan Universal Master Mix II ThermoFisher Scientific 4368814 

Actb gene expression assay ThermoFisher Scientific Mm02619580_g1 

TopIIb gene expression assay ThermoFisher Scientific Mm00493776_m1 

 

 

3.7.1. RNA izolasyonu 

 

RNA izolasyonu Purelink RNA mini kit (Thermo scientific, ABD) ile 

gerçekleĢtirildi. Bu amaçla; 

1. Örneklerin homojenizasyonu iki aĢamada gerçekleĢtirildi. Ġlk olarak sonikatör 

yardımıyla parçalanan örnekler daha sonra sıvı azot ile hızlı bir Ģekilde dondurulup ısı 

blokta hızlıca çözülerek tamamen parçalandı. Bu iĢlemler hiç doku parçası görülmeyinceye 

kadar tekrarlandı.  

2. Homojenat 12000 rpm‟de 10 dakika santrifüj edildi.  

3. Santrifüj sonrası süpernatant toplanarak yeni tüplere aktarıldı. 

4. Süpernatantın üstüne süpernatant miktarı kadar %70‟lik etanol eklenerek tüpler 

kısa süre vorteklendi.  

5. Elde edilen karıĢım kolonlara yüklenip kolonlar 12000 rpm‟de 10 dakika santrifüj 

edildi.   
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6. Kolonlar yeni santrifüj tüplerine yerleĢtirilip haznelerine birinci yıkama solüsyonu 

eklendi. Kolonlar santrifüj edildi. Kolonun altına geçen sıvı dökülerek kolonlar yeniden 

tüplere yerleĢtirildi. 

7. Kolonların haznesine ikinci yıkama solüsyonu eklendi, kolonlar santrifüj edildi, 

altta geçen sıvı döküldü. 

8. Kolonlar RNA‟ların saklanacağı santrifüj tüplerine yerleĢtirildi, kolonun haznesine 

30 µl RNase içermeyen distile su eklendi, kolonlar 2 dakika en yüksek devirde santrifüj 

edildi.  

9. Ġzole edilen RNA‟lar analiz edilinceye kadar derin dondurucuda saklandı. 

 

 

3.7.2. RNA Kalite Kontrolü 

 

Ġzole edilen total RNA miktarı, Qubit RNA broad range assay (Thermo scientific, 

ABD) kiti ile ölçüldü. Ölçüm iĢlemi her örnek için 3 kez tekrarlandı, bu üç değerin 

ortalaması alınarak bulunan değer o örneğin deriĢimi olarak kaydedildi. Ġzole edilen 

RNA‟ların bütünlüğü denatüre jel elektroforezi (%1.5 agaroz-formaldehid jel) ile kontrol 

edildi. 

Her deney grubu için RNA havuzu oluĢturuldu. RNA havuzu, aynı gruptaki 

hayvanlardan elde edilen RNA örnekleri eĢit miktarlarda karıĢtırılarak elde edildi. 

 

 

3.7.3. Komplementer DNA sentezi 

 

Komplementer DNA sentezi High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo 

scientific, ABD) kiti ile üretici firmanın direktifleri takip edilerek gerçekleĢtirildi. cDNA 

sentezinde kullanılan her bir bileĢen Tablo 9‟da verilen miktarlarda karıĢtırılarak karıĢım 

hazırlandı. Kalıp olarak 1000 ng RNA kullanıldı. cDNA sentezi Tablo 10‟da verilen 

koĢullarda SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo scientific, ABD) cihazında 

gerçekleĢtirildi.  
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Tablo 9. cDNA sentezinde kullanılan malzemeler ve miktarları 
 

BileĢenler Miktar (µl) 

10X RT buffer 2.0 

25X dNTP (100 mM) 0.8 

10X RT random primers 2.0 

MultiScribeTM Reverse Transkriptase 1.0 

Nucleas free water  

RNA * 

Toplam hacim 20 

*: Her reaksiyon tüpünde total kalıp RNA miktarı 1000 ng olacak Ģekilde ayarlandı.  
 

 

Tablo 10. cDNA sentez aĢamaları ve bu aĢamalardaki sıcaklık ve bekleme süreleri 
 

 1.aĢama 

(Primer 

bağlanması) 

2.aĢama 

(cDNA sentezi) 

3.aĢama 

(Denatürasyon) 
4.aĢama 

Sıcaklık 25 ºC 37 ºC 85 ºC 4 ºC 

Süre 10 dakika 120 dakika 5 dakika ∞ 

 

 

3.7.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

 

Kalp dokusunda TopIIβ ve β-aktin geni ifade düzeyi qPCR testi ile belirlendi. PCR 

karıĢımı Tablo 11‟de verildiği Ģekilde hazırlandı. PCR iĢlemi Tablo 12‟de verilen 

koĢullarda StepOnePlus
TM

 Real Time PCR System (Applied biosystem, ABD) cihazında 

gerçekleĢtirildi.  

 

Tablo 11. PCR iĢleminde kullanılan malzemeler ve miktarları 
 

 Miktar (µl) Final konsantrasyonu 

TaqMan Universal Master Mix II 10.0 1X 

TaqMan Assay, 20X 1.0 1X 

cDNA template 1.0 50 ng 

RNAse free water 9.0 - 

Toplam miktar 20 - 
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Tablo 12. PCR aĢamaları ve bu aĢamalardaki sıcaklık ve bekleme süreleri 
 

 PCR (40 siklus) 

Polimeraz 

aktivasyonu 

Denatürasyon Bağlanma/ 

Uzama 

Sıcaklık (ºC) 95 95 60 

Süre (dk:sn) 10:00 00:15 1:00 

Reaksiyon miktarı (µl) 20 

 

qPCR sonucunda kalp dokusu örneklerinde TopIIβ ve β-aktin geni ortalama CT 

değerleri hesaplandı. TopII geni CT değeri, β-aktin geni CT değeri ile normalize edilerek bu 

genin ifadesi 2
-ΔΔCt

 formülü ile hesaplandı (Schmittgen ve Livak, 2008).  

 

 

3.8. Ġstatistiksel Analiz 

 

Veriler SPSS 22 (Inc., Chiago, II, USA) yazılımı ile analiz edildi. Verilerin normal 

dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Smirnov testi ile, homojenitesi ise Levene‟s testi ile 

belirlendi. Ġmmunohistokimyasal incelemeler ve immunoblotlama testi sonucunda elde 

edilen veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirildi; gruplar arası 

istatistiksel farklılıklar post-hoc Tukey testi ile belirlendi. Deney hayvanları üzerinde 

yapılan uygulamaların hayvanların ortalama canlı ağırlıkları üzerine etkisi tekrarlı 

ölçümler için iki yönlü varyans analizi ile değerlendirildi; gruplar arası istatistiksel 

farklılıklar GLM prosedürlerinden post-hoc Tukey testi ile belirlendi. 0,05‟ten küçük P 

değeri anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Haftalara Göre Canlı Ağırlık DeğiĢimleri 

 

Deney süresince gruplar arası haftalık ortalama canlı ağırlık (g) değiĢimleri ve 

istatistiksel farklılıklar ġekil 16 ve Tablo 13‟de ayrıntılı olarak sunuldu. 

 

 

ġekil 16.  Deney süresince gruplar arası haftalık ağırlık değiĢimleri 
 

Gruplar arası haftalık ortalama canlı ağırlık değiĢimi 4. haftadan itibaren farklılık 

gösterdi. DOKS grubunda deneklerin ağırlıkları 3. haftadan itibaren azalmaya baĢladı. Bu 

gruptaki canlı ağırlıklar 6. haftada kontrol grubuna göre anlamlı olarak düĢük bulundu 

(p<0.001). DOKS-DEKS grubunda deneklerin ağırlıkları ilk haftadan itibaren artma 

eğilimdeydi. Bu gruptaki canlı ağırlıklar 6. haftada DOKS grubuna göre anlamlı olarak 

yüksek bulundu (p<0.001). DOKS-SĠL grubunda deneklerin canlı ağırlıkları 4. haftadan 

itibaren azalma eğilimindeydi. Bu grup ile DOKS grubu arasında ortalama canlı ağırlık 

benzer bulundu (p>0.05). DEKS ve SĠL grubunda deneklerin ağırlıkları ilk haftadan 

itibaren artma eğilimindeydi. SĠL grubunda deneklerin canlı ağırlıkları 6. haftada kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak yüksek bulundu.  
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Tablo 13. Gruplar arası haftalık ağırlık değiĢimleri ve istatistiksel analiz 
 

HAFTA GRUP 

Kontrol DOKS DOKS+DEKS DOKS+SĠL DEKS SĠL 

0 22,8±0,2 22,7±0,3 22,9±0,4 21,8±0,5 23,2±1,0 23,2±1,0 

1 21,4±0,4 23,7±0,8 23,7±0,3 22,8±0,5 23,6±0,8 24,6±1,4 

2 22,5±0,4 25,7±0,8 24,4±0,4 23,2±0,6 24,9±0,8 25,3±1,4 

3 24,0±0,4 25,6±0,5 24,8±0,5 23,5±0,6 25,3±1,0 26,0±1,2 

4 24,0±0,5
abc 23,2±0,6

ab 25,5±0,4
bc 22,0±0,5

a 25,4±1,1
abc 27,4±1,1

c 

5 24,3±0,3abc 23,3±0,5
ab 24,9±0,4

abc 22,5±0,3
a 24,7±1,2

abc 26,7±1,2
c 

6 23,5±0,5
bc

 20,5±0,7
a
 24,7±0,4

cd
 21,6±0,3ab

 24,1±1,1
bcd

 27,3±1,0
d
 

P değerleri  

Zaman <0.001 

Grup 0.001 

Ġnteraksiyon <0.001 

*Aynı satırdaki farklı üst karakterler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir.  
 

 

4.2. Makroskobik Bulgular 

 

Nekropside; kontrol ve deney gruplarındaki hayvanlarda herhangi bir makroskobik 

değiĢikliğe rastlanmadı.  

 

 

4.3. Histopatolojik Bulgular 

 

Kontrol, SĠL ve DEKS grubunda yer alan hayvanların kalp dokusunda herhangi bir 

histopatolojik değiĢikliğe rastlanmadı. 

DOKS, DOKS+DEKS ve DOKS+SĠL gruplarında kalp dokusunda hafiften 

Ģiddetliye değiĢen histopatolojik değiĢiklikler ile karĢılaĢıldı. Kalp dokusunda karĢılaĢılan 

histopatolojik değiĢiklikler; kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon (vakuoler 

dejenerasyon), hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu ve miyositolizis Ģeklindeydi. Sitoplazmik 

vakuolizasyon; kardiyomiyositlerin sitoplazmasında değiĢen büyüklüklerde keskin kenarlı 

boya almayan boĢluklar Ģeklinde görülmekteydi. Bu değiĢiklik tek baĢına görülebilmekle 

birlikte çoğunlukla hiyalini değiĢiklik ya da miyositolizis ile birlikteydi. Hiyalin 

dejenerasyonu Ģeklinde tanımlanan değiĢiklikte; kas telleri enine çizgilenmelerini tamamen 



51 

kaybederek boylu boyunca homojen koyu kırmızı renkte görülmekteydi; Ģiddetli etkilenen 

nekroze olmuĢ kimi hücrelerin çekirdeği büzüĢmüĢ ve hiperkromatik görünümde iken, 

kimi hücrelerin çekirdeği tamamen gözden silinmiĢti. Miyositolizis Ģeklinde tanımlanan 

değiĢiklikte; kardiyomiyositlerin sitoplazmaları soluk kırmızı görünümdeydi, kas telleri 

enine çizgilenmelerini tamamen kaybetmiĢti ya da güçlükle seçilebilmekteydi. ġiddetli 

etkilenen kardiyomiyositler ĢiĢkin görünümdeydi, çoğunlukla çekirdeğini kaybetmiĢti ve 

bu hücrelerin sitoplazmasında amorf yapılar Ģeklinde miyofibriler kalıntılar görülmekteydi. 

DOKS grubunda kalp dokusunda karĢılaĢılan en belirgin histopatolojik değiĢiklikler; 

kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon (vakuoler dejenerasyon), hiyalin 

dejenerasyonu ve nekrozu ve miyositolizis Ģeklindeydi (Resim 1A). Miyokardiyumda 

çoğunlukla diffuz dağılım gösteren bu değiĢikliklere özellikle sol ventrikulus ve 

interventriküler septumda rastlandı, sağ ventrikulus ise, belirgin olarak daha az 

etkilenmiĢti. Miyokardiyumda karĢılaĢılan histopatolojik değiĢiklikler, kardiyomiyopati 

skoru adı verilen skorlama sistemi ile semikantitatif olarak analiz edildiğinde; DOKS 

grubundaki hayvanlarında %71,4‟ünde (7 hayvanın 5‟inde) kardiyomiyopati skoru 6 iken, 

%28,6‟sında 5 olarak belirlendi. DOKS+DEKS ve DOKS+SĠL gruplarında karĢılaĢılan en 

belirgin histopatolojik değiĢiklikler; kardiyomiyositlerde sitoplazmik vakuolizasyon ve 

hiyalin dejenerasyonu Ģeklindeydi (Resim 1B-C). Bu değiĢikliklerin yaygınlığı iki grup 

arasında farklılık göstermekteydi; DOKS+DEKS grubunda bu değiĢikliklere 

miyokardiyumda çoğunlukla fokal alanlar Ģeklinde rastlanırken, DOKS+SĠL grubunda 

endokardiyum ve epikardiyumun hemen altındaki tek tük kas tellerinde rastlandı. 

DOKS+DEKS grubundaki hayvanların %50‟sinde (10 hayvanın 5‟inde) kardiyomiyopati 

skoru 4 iken, %50‟sinde 3 idi. DOKS+SĠL grubundaki hayvanların %25‟inde (8 hayvanın 

2‟sinde) kardiyomiyopati skoru 4, %25‟inde kardiyomiyopati skoru 3, %50‟sinde ise 

kardiyomiyopati skoru 2 idi (Ģekil 17). 
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ġekil 17. Deney gruplarında karĢılaĢılan histopatolojik değiĢikliklerin semikantitatif 

analizi. 

 

Resim 1. Deney gruplarında kalp dokusunda karĢılaĢılan histopatolojik değiĢiklikler. 

Hematoksilen-eozin. A. DOKS grubu, Kardiyomiyositlerde yaygın (vakuoler 

dejenerasyon), hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu ve miyositolizis, B. DOKS-DEKS 

grubu, miyokardiyumda fokal alanlar Ģeklinde olmak üzere kardiyomiyositlerde 

hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu, C. DOKS-SĠL grubu, endokardiyumun hemen 

altındaki az sayıda kas telinde hiyalin dejenerasyonu ve nekrozu. D. Kontrol grubu. 

40x. 
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4.4. Ġmmunohistokimyasal Bulgular 

 

Deney gruplarında TnT, TnI, γH2Ax ve TopIIβ immünoreaktivitesi ile gruplar arası 

istatistiksel farklılıklar Tablo 14‟te sunuldu. 

 

Tablo 14. Kalp dokusunda TnT, TnI, γH2Ax ve TopIIβ immunoreaktivitesi ile gruplar 

arası istatistiksel farklılıklar 

  

GRUP 
 

TnT TnI γH2Ax TopIIβ 

Kontrol 90,0 ± 3,5c 90 ± 3,5c 4,0 ± 0,1e 6,1 ± 0,1e 
DOKS 40,0 ± 4,0a 40 ± 4,0a 7,0 ± 0,1a 6,8 ± 0,1a 
DOKS+DEKS 68,5 ± 3,1b 65,5 ± 3,6b 6,0 ± 0,1b 5,3 ± 0,1b 
DOKS+SĠL 74,3 ± 3,1b 70,6 ± 4,1b 4,8 ± 0,1c 5,9 ± 0,1c 
DEKS 90,0 ± 5,0c 90 ± 3,5c 4,8 ± 0,1c 4,0 ± 0,1d 
SĠL 96,0 ± 4,1

c 95 ± 5,0c 4,3 ± 0,1d 4,2 ± 0,1d 
P <0.001 ˂0.001 ˂0.001 <0.001 

*Aynı sütundaki farklı üst karakterler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 
†P: Bu değer tek yönlü varyans analizinden elde edilen değeri ifade etmektedir. 
 

 

4.4.1. Kalp Dokusunda Troponin T Ġmmunoreaktivitesi  

 

Deney gruplarında TnT immunoreaktivitesi ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 

ġekil 18‟de sunuldu. Kardiyak miyositler dıĢında kalbin diğer hücrelerinde (kan damarları, 

kapakçıklar, adipositler) TnT immunoreaktivitesine rastlanmadı. DOKS grubunda TnT 

immunoreaktivitesi kontrol grubuna göre belirgin olarak daha az idi (p˂0,001). HE ile 

boyanan kesitlerde hiyalin dejenerasyonu ve miyositolizis Ģeklinde histopatolojik 

değiĢikliklerin görüldüğü kardiyomiyositlerin tamamına yakınında TnT 

immunoreaktivitesinin zayıf olduğu, çok azında ise TnT immunoreaktivitesinin tamamen 

kaybolduğu görüldü. Bu durum miyokardiyumda alacalı bir TnT immunoreaktivitesi 

Ģeklinde göze çarpmaktaydı (Resim 2A). Üstelik, histopatolojik olarak herhangi bir 

değiĢikliğin görülmediği kimi kardiyak miyositlerde de TnT immunoreaktivitesinin 

azaldığı dikkati çekti. DOKS-SĠL ve DOKS-DEKS gruplarında TnT kayıpları DOKS 

grubuna göre belirgin olarak daha az idi (Resim 2B-C), diğer bir deyiĢle DOKS-SĠL ve 

DOKS-DEKS gruplarında TnT immunoreaktivitesi DOKS grubuna göre daha fazla idi 

(p˂0,001). DOKS-SĠL ve DOKS-DEKS grupları TnT immunoreaktivitesi bakımından 

karĢılaĢtırıldığında ise, DOKS-SĠL grubunda TnT immunoreaktivitesinin DOKS-DEKS‟e 

göre daha fazla olduğu belirlendi (p˂0,05). SĠL grubunda kardiyomiyositlerin tamamına 
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yakınında yoğun TnT immunoreaktivitesi görüldü (Resim 3D). Kontrol ve DEKS 

grubunda endokardiyum ve epikardiyumun hemen altındaki kimi kardiyak miyositlerde 

TnT kayıpları görüldü. TnT kayıplarının görüldüğü bu hücrelerde histopatolojik olarak 

herhangi bir değiĢikliğe rastlanmadı. Kontrol, DEKS ve SĠL grupları arasında TnT 

immunoreaktivitesi bakımından istatistiksel olarak farklılık yoktu (p>0,05). Kalp 

dokusunda TnT immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru arasında negatif bir 

korelasyonun olduğu (rs:-,957; p<0.001), kardiyomiyopati skoru arttıkça TnT 

immunoreaktivitesinin ters orantılı bir Ģekilde azaldığı ortaya kondu (ġekil 19). 

 

 

*Sütunların üstündeki farklı iĢaretler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 

ġekil 18. Deney gruplarında TnT immunoreaktivitesi ve gruplar arası istatistiksel 

farklılıklar 

 

 
ġekil 19. Kalp dokusunda TnT immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru arasındaki 

korelasyon 
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Resim 2. Kalp dokusunda TnT immunoreaktivitesi, Polimer metot. A. Kardiyomiyositlerin 

tamamına yakınında TnT immunoreaktivitesinde belirgin azalma, DOKS grubu. B. 

DOKS grubu ile karĢılaĢtırıldığında kardiyomiyositlerdeki TnT kaybının belirgin 

olarak daha az olduğu görülmekte, DOKS-SĠL grubu, C. DOKS-DEKS grubu, D. 

Kardiyomiyositlerin tamamına yakınında yoğun TnT immunoreaktivitesi, SĠL 

grubu. 20x. 

 

 

4.4.2. Kalp Dokusunda Troponin I Ġmmunoreaktivitesi  

 

Deney gruplarında TnI immunoreaktivitesi ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 

ġekil 20‟de sunuldu. Kardiyak miyositler dıĢında kalbin diğer hücrelerinde (kan damarları, 

kapakçıklar, adipositler) TnI immunoreaktivitesine rastlanmadı. DOKS grubunda TnI 

immunoreaktivitesi kontrol grubuna göre belirgin olarak daha az idi (p˂0.001). HE ile 

boyanan kesitlerde hiyalin dejenerasyonu ve miyositolizis Ģeklinde histopatolojik 

değiĢikliklerin görüldüğü kardiyomiyositlerin tamamına yakınında TnI 

immunoreaktivitesinin zayıf olduğu, çok azında ise TnI immunoreaktivitesinin tamamen 

kaybolduğu görüldü. Bu durum miyokardiyumda alacalı bir TnI immunoreaktivitesi 
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Ģeklinde göze çarpmaktaydı (Resim 3A). Üstelik, histopatolojik olarak herhangi bir 

değiĢikliğin görülmediği kimi kardiyak miyositlerde de TnI immünoreaktivitesinin azaldığı 

dikkati çekti. DOKS-SĠL ve DOKS-DEKS gruplarında TnI kayıpları DOKS grubuna göre 

belirgin olarak daha az idi (Resim 3B-C), diğer bir deyiĢle DOKS-SĠL ve DOKS-DEKS 

gruplarında TnI immunoreaktivitesi DOKS grubuna göre daha fazla idi (p˂0,001). DOKS-

SĠL ve DOKS-DEKS grupları TnI immunoreaktivitesi bakımından karĢılaĢtırıldığında ise, 

DOKS-SĠL ve DOKS-DEKS grupları arasında TnI immunoreaktivitesi bakımından 

istatistiksel olarak bir farklılığın olmadığı belirlendi (p˃0.05). SĠL grubunda 

kardiyomiyositlerin tamamına yakınında yoğun TnI immunoreaktivitesi görüldü (Resim 

3D). Kontrol ve DEKS grubunda ise, endokardiyum ve epikardiyumun hemen altındaki 

kimi kardiyak miyositlerde TnI kayıpları görüldü. TnI kayıplarının görüldüğü bu 

hücrelerde histopatolojik olarak herhangi bir değiĢikliğe rastlanmadı. Kontrol, DEKS ve 

SĠL grupları arasında TnI immunoreaktivitesi bakımından istatistiksel olarak farklılık 

yoktu (p>0.05). Kalp dokusunda TnI immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru 

arasında negatif bir korelasyonun olduğu (rs: -,962; p<0.001), yani kardiyomiyopati skoru 

arttıkça TnI immunoreaktivitesinin ters orantılı bir Ģekilde azaldığı ortaya kondu (ġekil 

21). 

 

*Sütunların üstündeki farklı iĢaretler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 

ġekil 20. Deney gruplarında TnI immunoreaktivitesi ve gruplar arası istatistiksel 

farklılıklar 
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ġekil 21. Kalp dokusunda TnI immunoreaktivitesi ile kardiyomiyopati skoru arasındaki 

korelasyon  

 

 
 

Resim 3. Kalp dokusunda TnI immunoreaktivitesi, Polimer metot. A. Kardiyomiyositlerin 

tamamına yakınında TnI immunoreaktivitesinde belirgin azalma, DOKS grubu. B. 

DOKS grubu ile karĢılaĢtırıldığında kardiyomiyositlerdeki TnI kaybının belirgin 

olarak daha az olduğu görülmekte, DOKS-DEKS grubu, C. DOKS-SĠL grubu, D. 

Kardiyomiyositlerin tamamına yakınında yoğun TnI immunoreaktivitesi, SĠL 

grubu. 20x. 
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4.4.3. Kalp Dokusunda γH2Ax Ġmmunoreaktivitesi  
 

Deney gruplarında γH2Ax immunoreaktivitesi ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 

ġekil 22‟de sunuldu. Kalp dokusunda γH2Ax boyanma skoru Allred skorlama sistemi ile 

semikantatif olarak değerlendirildiğinde; DOKS grubunda γH2Ax boyanma skorunun diğer 

tüm gruplara göre belirgin olarak fazla olduğu belirlendi (p˂0.001) (Resim 4A). Boyanma 

skoru incelenen alanlarda değiĢmekle birlikte γH2Ax immunopozitif reaksiyonlar kalbi 

oluĢturan tüm hücre tiplerinde görüldü. HE ile boyanan kesitlerde hiyalin dejenerasyonu ve 

miyositolizis Ģeklinde histopatolojik değiĢikliklerin görüldüğü kardiyomiyositlerde 

γH2Ax‟in boyanma yoğunluğunun arttığı belirlendi. Ayrıca, histopatolojik olarak herhangi 

bir değiĢikliğin görülmediği kimi kardiyak miyositlerde de γH2Ax‟in boyanma yoğunluğu 

arrtığı saptandı. DOKS-DEKS ve DOKS-SĠL gruplarında γH2Ax boyanma skorunun 

DOKS grubuna göre belirgin olarak daha az olduğu belirlendi (p˂0.001) (Resim 4B-C). 

DOKS-SĠL grubunda γH2Ax boyanma skoru DOKS-DEKS grubuna göre belirgin olarak 

daha az idi (p˂0.001).  

 

 

ġekil 22. Deney gruplarında γH2Ax boyanma skoru ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 
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Resim 4. Kalp dokusunda γH2Ax immunoreaktivitesi, Polimer metot, A. 

Kardiyomiyositlerin tamamına yakınında yoğun γH2Ax immunreaktivitesi, DOKS 

grubu, B. DOKS grubu ile karĢılaĢtırıldığında, γH2Ax immunopozitif 

kardiyomiyositlerin hem sayısında hem de boyanma yoğunluğunda azalma, DOKS-

DEKS grubu, C. DOKS-SĠL grubu, D. Kardiyomiyositlerin çok azında hafif γH2Ax 

immunoreaktivitesi, Kontrol grubu, 40x 

 

4.4.4. Kalp Dokusunda TopIIβ Ġmmunoreaktivitesi  

 

Deney gruplarında TopIIβ immunoreaktivitesi ve gruplar arası istatistiksel 

farklılıklar ġekil 23‟te sunuldu. Kalp dokusunda TopIIβ boyanma skoru Allred skorlama 

sistemi ile semikantatif olarak değerlendirildiğinde; SĠL ve DEKS grubunda TopIIβ 

boyanma skorunun kontrol grubuna göre belirgin olarak daha az olduğu belirlendi 

(p˂0,001). SĠL ve DEKS grubu arasında TopIIβ boyanma skoru bakımından istatistiksel 

olarak bir farklılığın olmadığı belirlendi (p˃0,05). DOKS-DEKS ve DOKS-SĠL 

gruplarında TopIIβ boyanma skoru DOKS grubuna göre belirgin olarak daha az idi 

(p˂0.001) (Resim 5B-C). DOKS-DEKS grubunda TopIIβ boyanma skorunun DOKS-SĠL 

grubuna göre daha az olduğu, bu farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlendi 

(p˂0.001). 
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*Sütunların üstündeki farklı iĢaretler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 

ġekil 23. Deney gruplarında TopIIβ boyanma skoru ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar  

 

 
 

Resim 5. Kalp dokusunda TopIIβ immunoreaktivitesi, Polimer metot, A. 

Kardiyomiyositlerin tamamına yakınında yoğun γH2Ax immunreaktivitesi, DOKS 

grubu, B. Kontrol grubu (D) ile karĢılaĢtırıldığında, TopIIβ immunopozitif 

kardiyomiyositlerin hem sayısında hem de boyanma yoğunluğunda azalma, DOKS-

DEKS grubu, C. DOKS-SĠL, D. Kontrol grubu, 20x 
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4.5. Ġmmunoblotlama Sonuçları 
 

Kalp dokusu örneklerindeki total protein miktarı, protein miktarı bilinen BSA 

standartlarının absorbans değerleri kullanılarak elde edilen y=mx+b denklemi ile 

hesaplandı. BSA standartlarının absorbans değerleri ile y=mx+b denklemi ġekil 24‟te 

sunuldu.  

 

ġekil 24. BSA standartlarının absorbans değerleri ve bu değerler ile hesaplanan y=mx+b 

denklemi 

Kalp dokusu örneklerinde TnT, TnI ve γH2Ax ifade düzeyleri ve gruplar arası 

istatistiksel farklılıklar Tablo 15‟te sunuldu. 

 

Tablo 15. Kalp dokusu örneklerinde TnT, TnI ve γH2Ax ifade düzeyleri ve gruplar arası 

istatistiksel farklılıklar 
 

GRUP Varsayılan birim (Arbitrary unit) 

TnT TnI γH2Ax 

Kontrol 0,7 ± 0,02
b
 1,00 ± 0,03

bc
 0,50 ± 0,01

d
 

DOKS 0,31 ± 0,01
a
 0,48 ± 0,11

a
 0,97 ± 0,05

a
 

DOKS+DEKS 0,69 ± 0,0
b
 0,79 ± 0,03

b
 0,80 ± 0,02

b
 

DOKS+SĠL 0,73 ± 0,12
bc

 0,83 ± 0,31
b
 0,61 ± 0,03

c
 

DEKS 0,88 ± 0,05
c
 0,94 ± 0,06

bc
 0,61 ± 0,04

c
 

SĠL 1,22 ± 0,12
d
 1,25 ± 0,26

c
 0,53 ± 0,04

d
 

P <0.001 <0.001 <0.001 

 

*Aynı sütundaki farklı üst karakterler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 
†P: Bu değer, tek yönlü varyans analizinden elde edilen değeri ifade etmektedir. 
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4.5.1. Kalp Dokusu Örneklerinde Troponin I Ġfade Düzeyi 
 

Deney gruplarında TnI ifade düzeyleri ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar ġekil 

25‟te sunuldu. Deney grupları TnI ifade düzeyi bakımından karĢılaĢtırıldığında; DOKS 

grubunda TnI ifade düzeyinin kontrol grubuna kıyasla belirgin olarak azaldığı belirlendi 

(p˂0,05) (ġekil 26). DOKS-SĠL ve DOKS-DEKS gruplarında TnI ifade düzeyi DOKS 

grubuna göre belirgin olarak daha fazla idi (p˂0,05). DOKS-SĠL grubu ile DOKS-DEKS 

grubu arasında TnI ifade düzeyi bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığın 

olmadığı belirlendi (p˃0,05). SĠL grubunda TnI ifade düzeyi kontrol ve DEKS gruplarına 

göre oldukça fazla idi, buna karĢın bu farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı 

belirlendi (p˃0,05). DEKS grubu ile kontrol grubu arasında TnI ifade düzeyi bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık yoktu (p˃0,05).  

 

*Sütunların üstündeki farklı iĢaretler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 

ġekil 25. Deney gruplarında TnI ifade düzeyleri ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 
 

 

ġekil 26. Kalp dokusu örneklerinde TnI ifade düzeyleri. Ġmmunoblotlama yöntemi. 

Endojen kontrol olarak kullanılan β-aktinin tüm gruplarda eĢit düzeyde ifade 

edildiği görülmektedir.  
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Deney grupları TnI ifade düzeyi bakımından kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

(ġekil 27); DOKS, DOKS-DEKS ve DOKS-SĠL gruplarında TnI ifade düzeyinin kontrol 

grubuna göre sırasıyla 2.08, 1.26 ve 1.2 kat azaldığı saptandı. DEKS grubu ile kontrol 

grubu arasında TnI ifade düzeyi bakımından farklılık hemen hemen yok denecek kadar 

azdı. SĠL grubunda ise, TnI ifade düzeyinin kontrol grubuna göre 1.25 kat arttığı belirlendi. 

 

 

ġekil 27. Deney gruplarında TnI ifade düzeylerinin kontrol grubuna göre kat değiĢim 

değerleri 

 

Kalp dokusu örneklerinde TnI ifade düzeyi immunohistokimyasal ve 

immunoblotlama yöntemleri ile belirlendi. Elde edilen veriler Pearson korelasyon testi ile 

analiz edildiğinde; immunohistokimyasal olarak elde edilen veriler ile immunoblotlama 

yöntemi ile elde edilen veriler arasında pozitif korelasyonun bulunduğu (ġekil 28), diğer 

bir deyiĢle kalp doku örneklerinde TnI immunoreaktivitesi azaldıkça immunoblotlama 

yöntemi ile saptanan TnI ifade düzeyinin de doğru orantılı olarak azaldığı ortaya kondu.  
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ġekil 28. Kalp dokusu örneklerinde TnI immunoreaktivitesi ile TnI immunoblotlama 

sonuçları arasındaki korelasyon 

 

 

4.5.2. Kalp Dokusu Örneklerinde Troponin T Ġfade Düzeyi 
 

Deney gruplarında TnT ifade düzeyleri ve gruplar arası istatiktiksel farklılıklar ġekil 

29‟da sunuldu. Deney grupları TnT ifade düzeyi bakımından karĢılaĢtırıldığında; DOKS 

grubunda TnT ifade düzeyinin kontrol grubuna kıyasla oldukça azaldığı belirlendi 

(p˂0,001) (ġekil 30).  DOKS-SĠL ve DOKS-DEKS gruplarında TnT ifade düzeyi DOKS 

grubuna göre belirgin olarak daha fazla idi (p˂0,05). DOKS-SĠL grubu ile DOKS-DEKS 

grubu arasında TnT ifade düzeyi bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığın 

olmadığı belirlendi (p˃0,05). SĠL ve DEKS gruplarında TnT ifade düzeyi kontrol grubuna 

göre daha fazla idi (p˂0,01). SĠL grubunda TnT ifade düzeyinin DEKS grubuna göre 

belirgin olarak daha fazla olduğu saptandı. 
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*Sütunların üstündeki farklı iĢaretler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 

ġekil 29. Deney gruplarında TnT ifade düzeyleri ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 

 

ġekil 30. Kalp doku örneklerinde TnT ifade düzeyleri. Ġmmunoblotlama yöntemi. Endojen 

kontrol olarak kullanılan β-aktinin tüm gruplarda eĢit düzeyde ifade edildiği 

görülmektedir. 

 

Kalp dokusu örneklerinde TnT ifade düzeyi immunoblotlama yöntemi ile 

değerlendirildiğinde (ġekil 31); DOKS grubunda TnT ifade düzeyinin kontrol grubuna 

göre 2.25 kat azaldığı belirlendi. DEKS ve SĠL gruplarında TnT ifade düzeyi kontrol 

grubuna göre sırasıyla 1.26 ve 1.74 kat daha fazla idi. 
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ġekil 31. Deney gruplarında TnT ifade düzeylerinin kontrol grubuna göre kat değiĢim 

değerleri 

Kalp dokusu örneklerinde TnT ifade düzeyi immunohistokimyasal ve 

immunoblotlama yöntemleri ile belirlendi. Elde edilen veriler Pearson korelasyon testi ile 

analiz edildiğinde; immunohistokimyasal olarak elde edilen veriler ile immunoblotlama 

yöntemi ile elde edilen veriler arasında pozitif korelasyonun bulunduğu (ġekil 32), diğer 

bir deyiĢle kalp doku örneklerinde TnT immunoreaktivitesi azaldıkça immunoblotlama 

yöntemi ile saptanan TnT ifade düzeyinin de doğru orantılı olarak azaldığı ortaya kondu. 

 

 

ġekil 32. Kalp dokusu örneklerinde TnT immunoreaktivitesi ile TnT immunoblotlama 

sonuçları arasındaki korelasyon 
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4.5.3. Kalp Dokusu Örneklerinde γH2Ax Ġfade Düzeyi 
 

Deney gruplarında γH2Ax ifade düzeyleri ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 

ġekil 33‟de sunuldu. Deney grupları γH2Ax ifade düzeyleri bakımından 

karĢılaĢtırıldığında; DOKS grubunda γH2Ax ifade düzeyinin kontrol grubuna kıyasla 

belirgin olarak daha fazla olduğu belirlendi (p˂0,001). DOKS-DEKS ve DOKS-SĠL 

gruplarında γH2Ax ifade düzeyinin DOKS grubuna göre belirgin olarak daha az olduğu 

belirlendi (p˂0.001). DOKS-SĠL grubunda γH2Ax ifade düzeyi DOKS-DEKS grubuna 

göre belirgin olarak daha az idi (p˂0.001). DEKS grubunda γH2Ax ifadesi kontrol grubuna 

göre daha fazla iken (p˂0,05), SĠL grubu ile kontrol grubu arasında γH2Ax ifadesi 

bakımından bir farklılığın olmadığı belirlendi (p˃0,05). 

 

 

*Sütunların üstündeki farklı iĢaretler gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 

ġekil 33. Deney gruplarında γH2Ax ifade düzeyleri ve gruplar arası istatistiksel farklılıklar 

 

ġekil 34. Kalp dokusu örneklerinde γH2Ax ifade düzeyleri. Ġmmunoblotlama yöntemi. 

Endojen kontrol olarak kullanılan β-aktinin tüm gruplarda eĢit düzeyde ifade 

edildiği görülmektedir. 
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Deney gruplarında γH2Ax ifade düzeyinin kontrol grubuna göre kat değiĢim 

değerleri ġekil 35‟de verildi. DOKS grubunda γH2Ax ifade düzeyinin kontrol grubuna göre 

1.94 kat arttığı belirlendi. DOKS-DEKS ve DOKS-SĠL gruplarında γH2Ax ifade düzeyinin 

kontrol grubuna göre sırasıyla 1.6 ve 1.22 kat arttığı ortaya kondu. SĠL grubu ile kontrol 

grubu arasında γH2Ax ifade düzeyi hemen hemen birbirine eĢitti.  

  

 

ġekil 35. Deney gruplarında γH2Ax ifade düzeyinin kontrol grubuna göre kat değiĢim 

değerleri 

 

 

4.6. Kantitatif EĢ Zamanlı PCR Sonuçları 
 

Kalp dokusu örneklerinden izole edilen total RNA konsantrasyonları Tablo 16‟da 

sunuldu. 

 

Tablo 16. Kalp doku örneklerinden izole edilen total RNA konsantrasyonları (ng/μl) 

Örnek RNA miktarı (ng/μl) 

1. ölçüm 2. ölçüm 3. ölçüm Ortalama 

DOKS 1 172 177 178 175.6 

DOKS 2 288 293 295 292 

DOKS 3 291 294 296 293.6 

DOKS 4 189 190 190 189.6 

DOKS 5 180 182 181 182 

DOKS 6 190 194 198 194 
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Tablo 16. Kalp doku örneklerinden izole edilen total RNA konsantrasyonları (ng/μl) 

(devamı) 

 
DOKS+DEKS 1 474 474 476 474.6 

DOKS+DEKS 2 424 426 428 426 

DOKS+DEKS 3 423 423 423 423 

DOKS+DEKS 4 434 436 438 436 

DOKS+DEKS 5 440 444 448 444 

DOKS+DEKS 6 440 440 440 440 

DOKS+DEKS 7 356 358 360 358 

DOKS+DEKS 8 376 378 380 378 

DOKS+DEKS 9 350 350 350 350 

DOKS+DEKS 10 468 466 464 466 

DOKS+SĠL 1 458 458 459 458.3 

DOKS+SĠL 2 312 312 312 312 

DOKS+SĠL 3 183 184 185 184 

DOKS+SĠL 4 367 365 364 365.3 

DOKS+SĠL 5 340 340 340 340 

DOKS+SĠL 6 264 266 268 266 

DOKS+SĠL 7 286 286 286 286 

DOKS+SĠL 8 446 448 450 448 

SĠL 1 401 400 398 399.6 

SĠL 2 138 138 137 137.6 

SĠL 3 273 273 274 273.3 

SĠL 4 360 360 360 360 

SĠL 5 468 466 464 464 

DEKS 1 486 482 482 483.3 

DEKS 2 426 426 426 426 

DEKS 3 500 500 500 500 

DEKS 4 430 430 430 430 

DEKS 5 460 458 456 458 

Kontrol 1 158 153 158 156.3 

Kontrol 2 223 223 223 223 

Kontrol 3 188 188 189 188.3 

Kontrol 4 230 230 230 230 

Kontrol 5 246 248 250 248 
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Kalp dokusu örneklerinde izole edilen RNA örnekleri, denatüre agaroz jel 

elektroforezinde (% 1.5 agaroz-formaldehid jeli) yürütüldüünde; tüm örneklerde 28S, 18S 

ve 5S ribozomal RNA (rRNA) bandları görüldü (ġekil 36). Bu da, doku örneklerinin 

saklanması ve RNA izolasyon iĢlemleri sırasında RNA ipliğinde kırıkların meydana 

gelmediğini göstermektedir. Dolayısıyla bu çalıĢmada kalp dokusundan izole edilen RNA 

örneklerinin gen kantitasyonu çalıĢmaları için uygun olduğunu anlamına gelir.  

 

ġekil 36. Kalp dokularından elde edilen total RNA‟ların %1.5‟lik formaldehid-agaroz 

jeldeki görüntüsü. M: Markır (100 bç), A: DOKS grubu, B: DOKS-DEKS grubu, 

C: DOKS-SĠL grubu, D: DEKS grubu, E: SĠL grubu, F: Kontrol grubu  

 

 

4.6.1. TopII Geninin Amplifikasyon Verimliliği Sonuçları 
 

Deney gruplarından rastgele seçilen bir hayvanın kalp dokusundan sentezlenen 

cDNA örneğinden hazırlanan seri dilüsyonlar ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 

amplifikasyon eğrileri ġekil 37‟de sunuldu. 
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ġekil 37. Log5 tabanına göre sulandırılmıĢ cDNA sulandırmalarına ait TopIIβ geni 

amplifikasyon eğrileri. S: SulandırılmamıĢ cDNA örneği, 5-1
, 5

-2
, 5

-3
, 5

-4
, 5

-5
: log5 

tabanına göre sulandırılmıĢ cDNA örnekleri 

Hazırlanan cDNA dilüsyonları ile yapılan PCR sonucunda bulunan CT değerleri ile 

çizilen standart eğri grafiği ġekil 38‟de sunuldu. Buna göre, TopIIβ geninin amplifikasyon 

verimliliğinde engelleyici bir etki görülmedi.  

 

 

ġekil 38. cDNA sulandırmalarına ait CT değerleri ile çizilen standart eğri grafiği 

 

Agaroz jelde yürütülen PCR ürünlerinin jel görüntüleri değerlendirildiğinde; PCR 

iĢlemi ile çoğaltılan gen bölgesinin beklenen bç uzunluğunda (75 bç) olduğu görüldü (ġekil 

39). Bu da, çoğaltılan gen bölgesinin TopIIβ enzimini kodlayan gen bölgesine ait olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca, elde edilen band görüntüleri karĢılaĢtırıldığında; en yoğun band 
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görüntüsünün beklendiği Ģekilde sulandırılmamıĢ cDNA örneğinde olduğu, cDNA 

örneğinin sulandırma oranı artıkça band görüntülerinin giderek silikleĢtiği saptandı. 

 

ġekil 39. cDNA dilüsyonlarının %1‟lik agaroz jel elektroforezis görüntüleri. M: Marker 

(100 bç), S: SulandırılmamıĢ cDNA örneği, 5-1
, 5

-2
, 5

-3
, 5

-4
, 5

-5: log5 tabanına göre 

sulandırılmıĢ cDNA örnekleri, NK: Negatif kontrol. 

 

4.6.2. β-aktin Geninin Amplifikasyon Verimliliği Sonuçları 
 

Deney gruplarından rastgele seçilen bir hayvanın kalp dokusundan sentezlenen 

cDNA örneğinden hazırlanan seri dilüsyonlar ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 

amplifikasyon eğrileri ġekil 40‟da sunuldu. 

 

 

ġekil 40. Log5 tabanına göre sulandırılmıĢ cDNA sulandırmalarına ait β-aktin geni 

amplifikasyon eğrileri. S: SulandırılmamıĢ cDNA örneği, 5-1
, 5

-2
, 5

-3
, 5

-4
, 5

-5
: log5 

tabanına göre sulandırılmıĢ cDNA örnekleri. 
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Hazırlanan cDNA dilüsyonları ile yapılan PCR sonucunda bulunan CT değerleri ile 

çizilen standart eğri grafiği ġekil 41‟de sunuldu. Buna göre, β-aktin geninin amplifikasyon 

verimliliğinde engelleyici bir etki görülmedi. 

 

ġekil 41. cDNA sulandırmalarına ait CT değerleri ile çizilen standart eğri grafiği  

Agaroz jelde yürütülen PCR ürünlerinin jel görüntüleri değerlendirildiğinde; PCR 

iĢlemi ile çoğaltılan gen bölgesinin beklenen bç uzunluğunda (143 bç) olduğu görüldü 

(ġekil 42). Bu da, çoğaltılan gen bölgesinin β-aktin proteinini kodlayan gen bölgesine ait 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca, elde edilen band görüntüleri karĢılaĢtırıldığında; en 

yoğun band görüntüsünün beklendiği Ģekilde sulandırılmamıĢ cDNA örneğinde olduğu, 

cDNA örneğinin sulandırma oranı artıkça band görüntülerinin giderek silikleĢtiği saptandı. 

 

ġekil 42. cDNA dilüsyonlarının %1‟lik agaroz jel elektroforezis görüntüleri. M: Marker 

(100 bç), S: SulandırılmamıĢ cDNA örneği, 5-1
, 5

-2
, 5

-3
, 5

-4
, 5

-5: log5 tabanına göre 

sulandırılmıĢ cDNA örnekleri, NK: Negatif kontrol 
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4.6.3. Kalp Dokusu Örneklerinde TopIIβ Enziminin Gen Ġfade Düzeyi 
Deney gruplarında kalp dokusunda TopIIβ ve β-aktin gen ifade düzeyi analiz 

sonuçları Tablo 17‟de, TopIIβ gen ifade düzeyinin gruplar arası kat değiĢim değerleri ġekil 

43‟te sunuldu. 

 

Tablo 17. Kalp dokusu örneklerinde TopIIβ enziminin gen ifade düzeyleri 

Grup Ortalama CT ΔCT 

(deneme) 

ΔCt (kontrol) ΔΔCt 2-ΔΔCt -1/2-ΔΔCt 

TopIIβ β-aktin 

Kontrol 26,76 23,14 3,61 3,61 0 1  

DOKS 23,32 20,32 3,00 3,61 -0,61 1,52  

DOKS+DEKS 23,59 19,73 3,85 3,61 0,24 0,84 -1,18 

DOKS+SĠL 23,34 19,94 3,40 3,61 -0,21 1,16  

DEKS 23,35 19,13 4,22 3,61 0,60 0,65 -1,52 

SĠL 23,88 19,82 4,06 3,61 0,45 0,73 -1,36 

 

 

ġekil 43. TopIIβ gen ifade düzeyinin gruplar arası kat değiĢim değerleri 

Kalp dokusu örneklerinde TopIIβ gen ifade düzeyi karĢılaĢtırıldığında; DOKS 

grubunda TopIIβ ifade düzeyinin kontrol grubuna göre 1.5 kat arttığı belirlendi. Kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında; DOKS-DEKS grubunda TopIIβ ifade düzeyinin 1.1 kat 

azaldığı, DOKS-SĠL grubunda ise, 1.1 kat arttığı saptandı. SĠL ve DEKS gruplarında ise, 

TopIIβ ifade düzeyi kontrol grubuna göre sırasıyla 1.3 ve 1.5 kat azaldığı belirlendi. 
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5. TARTIġMA 

 

 

ANT grubunda yer alan DOKS; solid tümörler, lösemi, lenfoma ve meme kanseri 

gibi pek çok tümöre karĢı oldukça etkili olmasına karĢın, çok sayıda yan etkisi vardır. Bu 

yan etkiler arasında en önemlisi kardiyotoksik yan etkilerdir (Minotti ve ark, 2004; van 

Dalen ve ark, 2008; Octavia ve ark, 2014). DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin önlenmesi 

ya da azaltılmasında iki temel yaklaĢım bulunmaktadır: 1. DOKS‟un kümülatif dozunu 

azaltmak, 2. DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu ilaçlar kullanmak (van Dalen 

ve ark, 2008). DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında kullanılan DEKS‟in de 

tıpkı DOKS gibi TopII enziminin katalitik inhibitörü olması nedeniyle (Roca ve ark, 1994; 

Lyu ve ark, 2007), bu ilaçların birlikte kullanılması durumunda DOKS‟un kanser hücreleri 

üzerindeki etkilerinin azalabileceği endiĢesine neden olmuĢtur (Vejpongsa ve Yeh, 2014). 

Bu bakımdan, DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri olan ancak TopII 

enziminin aktivitesi üzerinde etkisi olmayan ya da DEKS‟e nazaran daha az etkisi olan 

yeni ajanlara ihtiyaç duyulduğu açıktır. Deve dikeni bitkisinin tohumlarından elde edilen 

SĠL‟in birtakım kalp hastalıklarına karĢı koruyucu etkilerinin olduğu bilinmektedir 

(Psotová ve ark, 2002; Chlopcikova ve ark, 2004; Zhou ve ark, 2006; El-Shitany ve ark, 

2008; Cecen ve ark, 2011; El-Awady ve ark, 2011; Anestopoulos ve ark, 2013; Avci ve 

ark, 2017). Buna karĢın, SĠL‟in kronik DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu 

etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle, bu çalıĢmada DOKS‟un kardiyotoksik etkilerine 

karĢı SĠL‟in koruyucu etkileri değerlendirildi. DEKS, DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin 

azaltılmasında kullanılan klinik olarak etkinliği kanıtlanmıĢ tek ilaç olduğundan bu ilacın 

kalbi koruyucu etkileri SĠL ile karĢılaĢtırıldı.  

YetiĢkin Balb/c ırkı farelerde DOKS ile oluĢturulan kardiyotoksisitede kalp 

dokusunda karĢılaĢılan histopatolojik bulgular, insan ve deney hayvanlarında (fare, sıçan, 

tavĢan, köpek) ANT kardiyotoksisitesinde tanımlanan histopatolojik bulgular (Mettler ve 

ark, 1977; Billingham ve ark, 1978; Olson ve Capen, 1978; Herman ve Ferrans, 1998; 

Lencova˗Popelova ve ark, 2014) ile benzer idi. DOKS grubunda kalp dokusunda 

karĢılaĢılan en belirgin histopatolojik değiĢiklikler kardiyomiyositlerde sitoplazmik 

vakuolizasyon, hiyalin nekrozu ve miyositolizis Ģeklinde idi. Daha önceki çalıĢmalarla 

(Van Vleet ve Ferrans, 1980; Van Vleet ve ark, 1980; Lencova˗Popelova ve ark, 2014) 

uyumlu olarak, miyokardiyumda geniĢ alanlar halinde rastlanılan bu değiĢikliklere 

çoğunlukla sol ventrikulus duvarı ve interventriküler septumda rastlandı. Troponinler 



76 

çizgili kasların ince iplikçikleri üzerinde düzenli aralıklarla yerleĢmiĢ ve çizgili kaslarda 

kasılmayı düzenleyen globüler yapıda protein kompleksleridir (Christenson ve ark, 1998; 

Wu ve ark, 1998). Kardiyak miyositlerde Ģekillenen hasar sonu bu proteinlerin kan 

dolaĢımına salındığı bilinmektedir (Adamcova ve ark, 2007). Nitekim bu proteinler 

kardiyotoksik ilaçlarla oluĢturulan miyokardiyal hasarın ortaya konulmasında yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Herman ve ark, 1998; 1999; Adamcova ve ark, 1999; Bertinchant 

ve ark, 2000; Bertinchant ve ark, 2003; Simunek ve ark, 2003; Herman ve ark, 2006; York 

ve ark, 2007; Cove-Smith ve ark, 2014; Lencova ve ark, 2014). Bu çalıĢmada, kalp dokusu 

kesitleri miyokardiyal hasarı gösteren TnT ve TnI birincil antikorları ile boyandığında; 

DOKS grubunda histopatolojik değiĢikliklerin görüldüğü kardiyomiyositlerin tamamında 

hem TnI hem de TnT immunoreaktivitesinin belirgin olarak azaldığı saptandı. Üstelik 

histopatolojik incelemelerde miyokardiyal lezyonların ortaya konulamadığı alanlarda dahi 

immunohistokimyasal değerlendirmelerde kardiyomiyositlerdeki TnT ve TnI kayıplarının 

olması önemliydi.  Kardiyomiyositlerdeki patolojik değiĢikliklerin histopatolojik düzeyde 

tespit edilemediği çok erken dönemlerinde dahi miyokardiyal hasarın var olduğunun ortaya 

konulmasında elektron mikroskobik değerlendirmelere bir alternatif olarak 

kullanılabileceği öngörüldü. Kalp doku örneklerinde TnT ve TnI ifade düzeyi 

immunoblotlama yöntemi ile değerlendirildiğinde; DOKS uygulamalarının TnT ve TnI 

ifade düzeyini kontrol grubuna göre sırasıyla 2,25 ve 2,08 kat azalttığı belirlendi. Bu 

bakımdan DOKS ile oluĢturulan kardiyotoksisitede miyokardiyal hasarın ortaya 

konmasında immunohistokimyasal boyama yönteminin yanısıra immunoblotlama 

yönteminin de güvenle kullanılabileceği söylenebilir. 

SĠL‟in akut DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri bilinmesine 

rağmen (El-Shitany ve ark, 2008, Cecen ve ark, 2011), kronik DOKS kardiyotoksisitesine 

karĢı koruyucu etkileri bilinmemektedir. SĠL‟in kronik DOKS kardiyotoksisitesine karĢı 

koruyucu etkileri değerlendirildiğinde; SĠL uygulamalarının kalp dokusunda karĢılaĢılan 

histopatolojik değiĢikliklerin hem yaygınlığını hem de Ģiddetini belirgin olarak azalttığı 

saptandı. SĠL uygulamalarının kardiyomiyositlerdeki TnT ve TnI kayıplarını da belirgin 

olarak azalttığı ortaya kondu. Bu bakımdan DOKS‟un kardiyotoksik etkilerine karĢı SĠL‟in 

kalbi koruyucu etkilerinin olduğu söylenebilir. İn vitro çalıĢmalar SĠL ve SĠL‟in 

yapısındaki bileĢenlerin (silibin, dehidrosilibin, silikristin, siliadinin) DOKS‟un sitotoksik 

etkilerine karĢı DEKS‟e yakın düzeyde koruma sağladığını göstermektedir (Chlopcikova 

ve ark, 2004). Daha önceki in vitro çalıĢma bulgularını destekler nitelikte, DEKS ve SĠL 
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uygulamaları arasında kardiyomiyopati skoru açısından istatistiksel olarak farklılığın 

olmadığı saptandı. TnT ve TnI birincil antikorları ile boyanan kalp dokusu kesitleri 

değerlendirildiğinde; DEKS ve SĠL uygulamaları arasında TnT ve TnI immunoreaktivitesi 

bakımından da farklılığın olmadığı ortaya kondu. Bu sonuçlar SĠL uygulamalarının 

DOKS‟un kronik kardiyotoksik etkilerine karĢı DEKS‟e yakın düzeyde koruma sağladığını 

düĢündürdü. Troponinlerin miyokardiyal hasarın yanısıra kardiyomiyositlerin normal 

metabolizması sırasında da yıkımlandığı, ardından yeniden sentezlendiği bilinmektedir 

(Marston ve Redwood, 2003). Bu çalıĢmada, yalnız SĠL uygulamalarının kalp dokusu 

örneklerinde TnT ve TnI ifade düzeyini kontrol grubuna göre sırasıyla 1,74 ve 1,25 kat 

arttırdığı saptandı. Bu durumun SĠL‟in kardiyomiyositlerin normal metabolizması sırasında 

yıkımlanan miyofibriler proteinleri, bu proteinleri yıkımlayan enzimlere karĢı 

korumasından kaynaklanabileceği düĢünüldü. SĠL‟in yapısındaki bileĢikler arasında 

siliadinin‟in DOKS‟un kardiyak miyositler (H9c2 hücre hattı) üzerindeki sitotoksik 

etkilerine karĢı en iyi düzeyde koruma sağladığı bilinir (Chlopcikova ve ark, 2004). 

DOKS‟un kronik kardiyotoksik etkilerine karĢı koruyucu etkilerinin olduğu gösterilen 

SĠL‟in bu etkilerinden yapısındaki hangi bileĢen ya da bileĢenlerin sorumlu olduğu bu 

çalıĢma kapsamında değerlendirilmedi. 

DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri olduğu saptanan SĠL‟in 

farmakokinetik ve farmakodinamik özellikleri tam olarak bilinmemektedir. Bu konuda 

yapılan bilimsel araĢtırmaların derlendiği bir makalede (Franschini ve ark 2002); bu 

bileĢiğin biyoyararlanımının oldukça az olduğu, absorbsiyonu sonrası karaciğerde konjuge 

edilerek safra ile atıldığı, barsaklarda bakteriler tarafından hidrolize edilerek yeniden 

dolaĢıma geçtiği bildirilmektedir. Ġlacın biyoyararlanımı az olmakla birlikte, enterohepatik 

döngüye girmesinin ilacın etki süresini arttırabileceği söylenebilir. Diğer yandan ilacın 

konjuge olması ilacın etkin diğer bir deyiĢle serbest formunun düzeyini azaltmaktadır (Wu 

ve ark, 2007). SĠL‟in yapısındaki silibininin serbest ve konjuge formlarının incelenen 

dokularda (karaciğer, akciğer, mide, pankreas, deri, prostat) 0.5-1 saatte doruk 

konsantrasyona ulaĢtığı bilinmektedir (Zhao ve Agarwal, 1999). Bu çalıĢmada SĠL 

uygulamaları DOKS uygulamalarından 1 saat önce yapıldığında kronik DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkilerinin olduğu ortaya kondu. Fosfatidilkolinle 

bağlanmıĢ SĠL‟in bu molekülle bağlı olmayan formuna göre bağırsaktan 10 kat fazla 

emildiği bilinmektedir (Morazzoni ve ark, 1993). Bu bakımdan DOKS‟un kardiyotoksik 

etkilerinin azaltılması amacıyla kullanılacak SĠL‟in serbest formu yerine fosfatilkolinle 
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bağlanmıĢ formunun kullanılmasının SĠL‟in emilimini dolayısıyla kalbi koruyucu etkilerini 

arttırabileceği söylenebilir. 

DNA hasarı Ģekillendiğinde, DNA tamirinde görevli moleküllerin hasarlı DNA 

bölgesine ulaĢabilmesi için kromatin yapısının gevĢetilmesi gerekir (Dinant ve ark, 2008; 

Ohnishi ve ark, 2009). Histon proteinlerinde H2Ax, DNA hasarı Ģekillendikten çok kısa bir 

süre sonra fosforillenir. FosforillenmiĢ γ-H2Ax, DNA tamirinde görevli moleküllerin 

(53BP1, BRCA1, MDC1 gibi) kırık bölgesine çekilmesinde görev alır (Kobayashi, 2004; 

Rossetto ve ark, 2010). Dolayısıyla bir hücrede DNA hasarı γH2Ax ifadesi 

değerlendirilerek belirlenebilir (Ohnishi ve ark, 2009). DOKS kardiyak hücrelerde TopIIβ 

enziminin DNA molekülüne bağlanması ile oluĢan geçici çift zincir kırıklarını kalıcı hale 

getirdiği bilinmektedir (Zhang ve ark, 2012). Bu çalıĢma sonucunu destekler nitelikte 

DOKS uygulamalarının kardiyak hücrelerin tamamına yakınında DNA hasarına neden 

olduğu saptandı. DEKS ve SĠL uygulamalarının DOKS‟a bağlı kardiyak hücrelerde 

Ģekillenen DNA hasarına karĢı koruyucu etkileri değerlendirildiğinde; DEKS ve SĠL 

uygulamalarının DNA hasarını belirgin olarak azalttığı ortaya kondu. DEKS ile 

karĢılaĢtırıldığında SĠL uygulamalarının kardiyak hücreleri DNA hasarına karĢı daha fazla 

koruduğu belirlendi. Bu bakımdan SĠL‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu 

etkisinde kardiyak hücrelerdeki DNA hasarını azaltmasının da etkili olduğu söylenebilir.  

DEKS‟in kalbi koruyucu etkilerini belirlemeye yönelik yapılan ilk çalıĢmalarda, 

kardiyak hücrelerde DEKS‟in demir iyonlarını Ģelatlayarak DOKS kardiyotoksisitesine 

karĢı kalbi koruduğu ileri sürülmüĢtür (Van Vleet ve ark, 1980; Herman ve ark, 1981). 

Buna karĢın, demir Ģelatlama gücü bakımından DEKS‟e nazaran daha güçlü bileĢiklerin 

DOKS kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkilerinin olmaması ya da DEKS‟e nazaran 

daha az koruyucu etkili olmaları nedeniyle DEKS‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı 

kalbi koruyucu etkisinde henüz aydınlatılmamıĢ mekanizmaların olduğu sonucuna 

götürmüĢtür (Simunek ve ark, 2005b; Sterba ve ark, 2006). Nitekim Lyu ve ark 2007, 

DEKS‟in kardiyomiyositlerde TopIIβ enzimine bağlanarak DOKS‟un bu enzime 

bağlanmasını önlediğini, bu sayede DOKS‟un kardiyak hücreler üzerindeki sitotoksik 

etkilerini azalttığını ortaya koymuĢlardır. Yakın zamanda yapılan bir çalıĢmada, DEKS‟in 

kardiyak hücrelerde proteozomal yolla TopIIβ enziminin yıkımlanmasına yol açtığı ileri 

sürülmektedir (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Buna karĢın, DEKS‟in kardiyak hücrelerde 

TopIIβ enziminin gen ifadesi üzerine etkileri bilinmemektedir. Bu çalıĢmada, DEKS‟in 
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kardiyak hücrelerde TopIIβ enziminin gen ifade düzeyi üzerine etkisi eĢ zamanlı PCR 

yöntemi ile değerlendirildiğinde; DEKS uygulamalarının TopIIβ enziminin gen ifade 

düzeyini kontrol grubuna göre 1,52 kat azalttığı ortaya kondu. Kalp dokusu kesitleri 

TopIIβ birincil antikorları ile boyandığında, DEKS uygulamalarının kardiyak hücrelerde 

TopIIβ enzim ifadesini immunohistokimyasal olarak da belirgin Ģekilde azalttığı ortaya 

kondu. Bu sonuçlar DEKS‟in DOKS kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkilerinde daha 

önce ortaya konan mekanizmaların (Vejpongsa ve Yeh, 2014) yanısıra TopIIβ enziminin 

gen ifadesinin azaltmasının da etkili olabileceğini düĢündürdü. 

DOKS gibi DEKS‟in de TopII enziminin katalitik inhibitörü olması nedeniyle (Roca 

ve ark, 1994; Lyu ve ark, 2007), bu ilaçların birlikte kullanılması durumunda DOKS‟un 

kanser hücreleri üzerindeki etkilerinin azalabileceği endiĢesine neden olmuĢtur (Vejpongsa 

ve Yeh, 2014). Bu bakımdan, DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu etkileri olan 

ancak TopII enziminin aktivitesi üzerinde etkisi olmayan ya da DEKS‟e nazaran daha az 

etkisi olan yeni ajanlara ihtiyaç duyulduğu açıktır. Bu çalıĢmada SĠL uygulamalarının 

DOKS‟un kronik kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında DEKS‟e yakın düzeyde kalbi 

koruyucu etkilerinin olduğu ortaya kondu. Akut DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi 

koruyucu etkileri bilinen SĠL‟in kardiyak hücrelerde ROS‟u temizleyerek ve demir 

iyonlarını Ģelatlayarak koruyucu etki gösterdiği ileri sürülmektedir (Chlopcikova ve ark 

2004; El-Shitany ve ark 2008; Cecen ve ark 2011). Buna karĢın, SĠL‟in DOKS 

kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkilerinde TopIIβ enziminin rolü bilinmemektedir. 

Kronik DOKS kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etkileri olduğu belirlenen SĠL‟in TopIIβ 

enziminin gen ifade düzeyi üzerindeki etkisi eĢ zamanlı PCR yöntemi ile 

değerlendirdiğinde; SĠL uygulamalarının TopIIβ enziminin gen ifade düzeyini kontrol 

grubuna göre 1,36 kat azalttığı ortaya kondu. Kalp dokusu kesitleri TopIIβ birincil 

antikorları ile boyandığında; SĠL uygulamalarının kardiyak hücrelerde TopIIβ enzim 

ifadesini immunohistokimyasal olarak da belirgin olarak azalttığı ortaya kondu. Bu 

bakımdan SĠL‟in DOKS‟un kardiyotoksik etkilerine karĢı kalbi koruyucu etkisinde daha 

önce bildirilen mekanizmaların (Chlopcikova ve ark 2004; El-Shitany ve ark 2008; Cecen 

ve ark 2011) yanısıra kardiyak hücrelerde TopIIβ enzim düzeyini azaltmasının da etkili 

olduğu söylenebilir.  

DOKS kardiyotoksisitesine karĢı kalbi koruyucu amaçla kullanılacak ideal bir ilacın 

TopIIβ enzimi üzerine etkisinin olmaması istenmektedir (Vejpongsa ve Yeh, 2014). Bu 
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çalıĢmada, kalp dokusu örneklerinde TopIIβ enziminin gen ifade düzeyi eĢ zamanlı PCR 

yöntemi değerlendirildiğinde; yalnız DEKS uygulamalarının TopIIβ ifade düzeyini yalnız 

SĠL uygulamalarına göre daha fazla azalttığı, diğer bir deyiĢle DEKS grubunda TopIIβ 

ifadesinin SĠL grubuna daha az olduğu saptandı. Kalp dokusu kesitleri TopIIβ birincil 

antikorları ile boyandığında; yalnız DEKS uygulamalarının kardiyak hücrelerde TopIIβ 

enzim ifadesini yalnız SĠL uygulamalarına göre immunohistokimyasal olarak da daha fazla 

azalttığı saptandı. Bu sonuçlar, kronik DOKS kardiyotoksisitesine karĢı DEKS‟e yakın 

düzeyde koruma sağladığı ortaya konan SĠL‟in DOKS‟un antikanser etkinliğinde bir 

azalmaya neden olmaksızın DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında 

kullanılabileceğini düĢündürdü.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

 

Bu çalıĢmada DOKS kardiyotoksisitesine karĢı SĠL‟in koruyucu etkinliği DEKS ile 

karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirildi. Bu kapsamda elde edilen sonuçlara göre;  

1. YetiĢkin Balb/c ırkı farelerde DOKS ile oluĢturulan kronik kardiyotoksisite 

modelinde kalp dokusunda karĢılaĢılan histopatolojik bulgular ile diğer deney 

hayvanlarında (fare, sıçan, tavĢan, köpek) ANT grubu ilaçlar ile oluĢturulan 

kardiyotoksisite de kalp dokusunda tanımlanan histopatolojik bulguların oldukça benzer 

olduğu ortaya kondu.  

2. HE ile boyanan kalp kesitlerinde histopatolojik olarak belirgin değiĢikliklerin 

görülmediği alanlarda, miyokardiyal hasarı gösteren Tn kayıpları görülmekteydi. Bu 

bakımdan miyokardiyal hasarın ortaya konulmasında özellikle miyokardiyal hasarın erken 

dönemlerinde diğer bir deyiĢle HE boyanan kesitlerde henüz belirgin değiĢiklikler 

ĢekillenmemiĢken dahi kalp kesitleri Tn birincil antikorları ile boyanarak hasarın ortaya 

konabileceği saptandı.    

3. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında; SĠL uygulamalarının kalp dokusu 

örneklerinde TnI ve TnT ifade düzeyini oldukça arttırdığı belirlendi. Bu durumun SĠL‟in 

kardiyomiyositlerin normal metabolizması sırasında yıkımlanan miyofibriller proteinleri, 

bu proteinleri yıkımlayan enzimlere karĢı korumasından ileri gelebileceğini düĢündürdü. 

4. SĠL uygulamalarının DOKS‟un kardiyotoksik etkilerine karĢı DEKS‟e yakın 

düzeyde kalbi koruyucu etki gösterdiği ortaya kondu.  

5. SĠL uygulamalarının kalp dokusu örneklerinde TopIIβ enziminin ifade düzeyini 

belirgin olarak azalttığı ortaya kondu. Bu bakımdan SĠL‟in DOKS‟un kardiyotoksik 

etkilerine karĢı kalbi koruyucu etkisinde daha önce bildirilen mekanizmaların yanısıra 

kardiyak hücrelerde TopIIβ enzim düzeyini azaltmasının da etkili olduğu söylenebilir. 

6.  DEKS‟in kardiyak hücrelerde proteozomal sistemi aktive ederek TopIIβ 

enziminin yıkımlanmasına yol açtığı, diğer bir deyiĢle DEKS uygulamalarının kardiyak 

kardiyak TopII enziminin yıkımlanmasına yol açarak bu enzimin ifadesini azalttığı ileri 

sürülmektedir. Bu çalıĢmada DEKS uygulamalarının kalp doku örneklerinde TopII 

enziminin gen ifadesini azalttığı saptandı. Bu bakımdan DEKS‟in kardiyak hücrelerde 
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proteozomal sistemi aktive etmesinin yanı sıra TopII enziminin gen ifadesini azaltarak da 

DOKS kardiyotoksisitesine karĢı koruyucu etki gösterdiği ortaya kondu. 

7. SĠL ile karĢılaĢtırıldığında; DEKS uygulamalarının kalp dokusu örneklerinde 

TopIIβ ifadesini daha fazla azalttığı, diğer bir deyiĢle DEKS grubunda TopIIβ ifadesinin 

daha az olduğu ortaya kondu. Bu durum SĠL‟in DOKS‟un antikanser etkinliğinde bir 

azalmaya neden olmaksızın DOKS‟un kardiyotoksik etkilerinin azaltılmasında 

kullanılabileceğini düĢündürdü.  
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