
Araştırma Makalesi/Original Article 

459

 1Yozgat Bozok Üniversitesi Tıp Fakültesi, Histoloji-embriyoloji Anabilim Dalı, Yozgat
2Erciyes Üniversitesi Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Kayseri
3Harran Üniversitesi Tıp Fakültesi, Histoloji-embriyoloji Anabilim Dalı, Şanlıurfa
4Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi, Histoloji-embriyoloji Anabilim Dalı, Kayseri

Geliş Tarihi / Received :
Kabul Tarihi / Accepted :      

İletişim / Corresponding Author :  Emin KAYMAK
Yozgat Bozok Üniversitesi Tıp Fakültesi, Histoloji-embriyoloji Anabilim Dalı, Yozgat - Türkiye 

E-posta / E-mail : e_kaymak@hotmail.com

07.09.2020
01.10.2020

DOI ID : 10.5505/TurkHijyen.2020.04378

 Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 

Kaymak E, Akın AT, Öztürk E, Ceylan T, Kuloğlu N, Karabulut D, Yakan B. Klorokuin endoplazmik retikulum stresini ve enflamasyonu inhibe ederek sıçanlarda adriamisin 
uyarılı kardiyotoksisiteyi engeller.   Turk Hij Den Biyol Derg, 2020; 77(4): 459-466

Klorokuin endoplazmik retikulum stresini ve enflamasyonu 
inhibe ederek sıçanlarda adriamisin uyarılı kardiyotoksisiteyi 
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Chloroquine inhibits adriamycin-induced cardiotoxicity in rats by inhibiting 
endoplasmic reticulum stress and inflammation

Emin KAYMAK1, Ali Tuğrul AKIN2, Emel ÖZTÜRK3, Tayfun CEYLAN4, Nurhan KULOĞLU4,
Derya KARABULUT4, Birkan YAKAN4

ÖZET

Amaç: Adriamisin (ADR) kanser türlerinde 

kullanılan kemoterapötik bir ilaç olarak bilinmektedir. 

ADR uyarılı kardiyomiyopati toksik özelliğinden dolayı 

ilacın kullanımını zorlaştırmaktadır. ADR uyarılı 

kardiyotoksisitede enflamasyon ve endoplazmik 

retikulum stresi (ERs) artmaktadır. Pek çok kanser 

türünde kullanılan kemoterapötik ilaç olan ADR’nin yol 

açtığı kardiyotoksisiteye karşı sıtma ilacı olan klorokuin 

(CLQ) kullanımının ERs ve enflamasyon üzerinden 

koruyucu etkilerinin araştırılması amaçlandı.

Yöntem: Sıçanlar rastgele 4 gruba ayrıldı: Kontrol 

grubu (n = 8) dışındakilere, CLQ (n = 8) günde 50 mg/kg 

intraperitoneal (i.p.), ADR (n = 8) 2 mg/kg i.p.  olarak 

her 3 günde bir, ADR + CLQ grubuna da (n = 8) 2mg/kg 

i.p.  ADR + 50 mg/kg i.p. CLQ uygulandı. Deney toplam 

30 gün sürdü. Deneyin sonunda, sıçanlar sakrifiye edildi ve 

kalp dokuları inceleme için hayvanlardan çıkarıldı. Kalp 

dokularındaki histopatolojik değişiklikler değerlendirildi ve 

ERs’yi belirlemek için (Glukoz düzenleyici protein) GRP78 

antikoru ve enflamasyon için tümör nekroz faktörü-α 

(TNF-α) antikoru ile immün boyama yapıldı. Fotoğraflar 

Olympus BX53 mikroskobu ile çekildi analiz edildi.

ABSTRACT

Objective: Adriamycin (ADR) is known as a 

chemotherapeutic drug used in cancer types. ADR-

induced cardiomyopathy makes it difficult to use the 

drug due to its toxic properties. Inflammation and ER 

stress increase in ADR-induced cardiotoxicity. The aim 

of this study was to investigate the protective effects of 

chloroquine (CLQ), a malaria medication used in many 

types of cancer, against the cardiotoxicity caused by 

ADR on endoplasmic reticulum stress and inflammation.

Methods: Rats were randomly divided into 4 groups: 

Control (n = 8), CLQ (n = 8) 50 mg/kg intraperitoneal 

(i.p.) daily, ADR (n = 8) 2 mg/kg i.p. every 3 days, ADR 

+ CLQ (n = 8) 2mg/kg i.p.  ADR + 50 mg/kg i.p.  CLQ. 

The experiment lasted a total of 30 days. At the end of 

the experiment, the rats were sacrificed and the heart 

tissues were removed from the animals for examination. 

Histopathological changes in the heart tissues were 

evaluated and immune staining was performed with 

Glucose-regulated protein 78 (GRP78) antibody and tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) antibody for inflammation to 

determine endoplasmic reticulum stress. Photos were 

taken with Olympus BX53 microscope and analyzed.
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Adriamisin (ADR) pek çok kanser tedavisinde 

kullanılan kuvvetli bir terapötik maddedir (1). 

ADR solid ve hemotopoetik tümörlerin tedavisinde 

kullanılan antrasiklin bir ilaçtır (2). İlaç kanser 

hücrelerinde bu özelliğini topoizomeraz II ile DNA 

hasarının başlatılması ve apoptozisi gibi süreçlerle 

yapmaktadır (3). İlaç klinikte kullanılmasına rağmen 

yan etkieri de bulunmaktadır. Kanser hastalarında ADR 

kullanımı arasında böbrek, karaciğer, testis ve kalp 

gibi önemli organlarda hasara yol açmaktadır (4-7). 

ADR uyarılı kardiyomiyopati toksik özelliğinden dolayı 

ilacın kullanımını sınırlandırmaktadır (8). ADR uyarılı 

kardiyotoksisiteye birçok mekanizma karışmaktadır. 

ADR kardiyomiyositlerde geri dönüşümsüz hasar 

oluşturabilmektedir. Sistolik ve diastolik fonksiyon 

kaybına yol açabilmektedir. Kalp yetmezliğine 

götürmektedir (8, 9). ADR vücuda girdiğine 

mitokondride birikir ve oksidatif stresi oluşturarak 

apoptozise yol açmaktadır (10). Son yıllarda 

kaydedilen çalışmalarda ADR uyarılı kardiyotoksisitede 

endoplazmik retikulum stresinin (ERs) de önemli 

rol oynadığı gösterilmiştir. Endoplazmik retikulum 

(ER) yüksek oranda kalsiyum homeostazındaki 

değişikliklere ve serbest radikallere maruz kalmaya 

açıktır (11).  ADR uyarılı kardiyotoksisitede ER 

lümeninde yanlış katlanan proteinler ve katlanma 

seviyesindeki artışa bağlı olarak ERs’nin arttığı 

görülmüştür (11). Şaperon glikoz ayarlı protein 78 

(GRP78) ER’da Ca+2 homeostazı için önemlidir. ERs 

sırasında katlanmamış protein cevabının merkezi 

aracısı olan (GRP78), ADR kardiyotoksisitesinde gen 

terapisi için potansiyel bir adaydır (12).

ADR uyarılı kardiyotoksisite mekanizmalarından 

bir diğeri de aşırı inflamasyon oluşumdur. İnflamatuar 

GİRİŞ

KLOROKUİN KARDİYOTOKSİSİTEYİ İYİLEŞTİRİR

Results: We observed that the ADR group showed 

histopathological impairment compared to the Control 

group and that CLQ treatment improved this ADR-

induced damage. In the ADR group, there was an increase 

in GRP78 and TNF-α immunoreactivity compared to the 

control group (p <0.0001). In the ADR + CLQ group, GRP78 

and TNF-α immunoreactivity decreased compared to the 

ADR group (p <0.0001).

Conclusion:  As a result, it was observed that 

the inflammation and endoplasmic reticulum stress 

significantly increased in the heart tissue of rats 

administered chronically ADR. However, endoplasmic 

reticulum stress and inflammation were suppressed by 

CLQ application in rats given ADR. This significantly 

reduced heart damage in the treated groups.

Key Words: Adriamycin, chloroquine, heart, 

endoplasmic reticulum stress, inflammation

Bulgular: ADR grubunun kontrol grubuna kıyasla 

histopatolojik bozulma gösterdiğini ve CLQ tedavisinin 

ADR tarafından indüklenen bu hasarı iyileştirdiği 

gözlemlendi. ADR grubunda GRP78 ve TNF-α 

immünoreaktivitesinde kontrol grubuna göre artış 

vardı (p<0.0001). ADR + CLQ grubunda GRP78 ve TNF-α 

immünoreaktivitesinde ADR grubuna göre azalma vardı 

(p<0.0001).

Sonuç: Kronik olarak ADR uygulanan sıçanların kalp 

dokusunda enflamasyonun ve ERs’nin önemli ölçüde 

arttığı görülmüştür. Fakat ADR verilen sıçanlarda CLQ 

uygulamasıyla, ERs ve enflamasyon baskılanmıştır. Bu da 

tedavi uygulanan gruplarda kalp hasarını önemli ölçüde 

azaltmıştır.

Anahtar Kelimeler: Adriamisin, klorokuin, kalp, 

endoplasmik retikulum stresi, enflamasyon
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hücrelerin aktivasyonu ve pro-inflamatuarların salınımı 

ile birlikte kardiyak fonksiyon bozukluğu meydana gelir 

(13). Proenflamatuar sitokinlerden olan tümör nekroz 

faktörü-α (TNF-α) ADR uyarılı kardiyotoksisitede 

önemli role sahiptir. Kardiyotoksisitede TNF-α 

seviyesinin arttığı görülmüştür (14). 

Klorokuin (CLQ) antimalarial bir ilaç olarak 

kullanılmaktadır. Son dönemde ise yeni koronavirüs 

hastalığı 2019 (COVID-19)’ da kullanılmaktadır (15, 

16). CLQ’nun oksidatif stres ve enflamasyonu azalttığı 

gösterilmiştir (15, 17). 

ADR uyarılı kardiyotoksisitenin hala aydınlatılmış 

olmamakla birlikte kullanımında da sınırlamalar 

bulunmaktadır. Bu nedenle, bu çalışmanın amacı, 

CLQ’nun ADR kaynaklı kardiyotoksisiteye karşı 

koruyucu etkilerini ve olası mekanizmalarını 

araştırmaktır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışmada, Deneysel Araştırma Uygulama ve 

Araştırma Merkezi’nde (DEKAM) üretilen 8 haftalık 

150-200 g erişkin 32 Wistar albino tipi erkek sıçan 

kullanıldı. Kafeslerde tutulan sıçanlar günün normal 

düzeninde 21 °C’de ve 12 saat aydınlık / karanlık 

ortamda tutuldu ve su ve besin ihtiyacı karşılandı. 

Deney grupları deneklerin tartılması ve ağırlıklarının 

birbirine yakın olacak şekilde bir araya getirilmesiyle 

oluşturulmuştur. 

Deneysel prosedür

Deneyin başlangıcında, ratlar rastgele aşağıdaki 

gibi dört gruba ayrıldı; Kontrol grubu (n=8) tedavi 

edilmeyen sıçanlar, literatürle benzer şekilde 30 

gün boyunca üç günde bir olmak üzere 2 mg/kg 

ADR intraperitoneal olarak (i.p.) ADR (n=8) grubuna 

uygulandı (18), CLQ grubu (n = 8) grubu 30 gün boyunca 

i.p. 50 mg/kg CLQ (19) ve ADR artı CLQ grubu (n=8) 

üç günde bir i.p. 2 mg/kg ADR ve 30 gün boyunca i.p. 

50 mg/kg CLQ verildi. Deneyin sonunda hayvanlara 

ketamin ve ksilazin kombinasyonu ile anestezi 

uygulandı. Kalp dokuları deneklerden alındıktan sonra 

histopatolojik ve immünohistokimyasal inceleme için 

formaldehite kondu.

Histopatolojik değerlendirme 

Kalp dokusunun yapısının histopatolojik 

değerlendirmesi rutin histolojik metodlar kullanılarak 

yapıldı. Kalp dokuları, %10 formalin çözeltisi içinde 

24-48 saat süreyle sabitlendi, alkol ile dehidre 

edildi, ksilen ile temizlendi ve parafin içine gömüldü 

ve 5 um kalınlığında bölümler halinde kesildi. 

Doku örneklerindeki histopatolojik değişikliklerin 

değerlendirilmesi için hematoksilen-eozin (H&E) 

boyaması yapıldı (20). Fotoğraflar ışık mikroskobuyla 

(Olympus BX53; Olympus, Tokyo, Japan) çekildi ve 

çalışma grubu tarafından analiz edildi. 

İmmünohistokimya 

Kalp dokularında GRP78 ve TNF-a antikorlarını 

araştırmak için immünohistokimya yöntemi kullanıldı. 

Avidin biyotin peroksidaz yöntemi, GRP78 (bs-1219R, 

Bioss) ve TNF-α (bs-2081R, Bioss) ekspresyonundaki 

farkı belirlemek için kullanıldı. Parafin kesitlerin 

ksilen ile parafini giderildi. Antijen geri kazanımı için, 

mikrodalgada 7 dakika süreyle 600 w’de 0.01 M% 10 

sitrat tamponu uygulandı ve daha sonra oda sıcaklığında 

10 dakika soğumaya bırakıldı. Fosfat tamponu (PBS) 

ile yıkanan kısımlar, endojen peroksidaz aktivitesini 

önlemek için 12 dakika boyunca %3 hidrojen peroksit 

(H202) ile muamele edildi. 5 dakika boyunca tekrar 

PBS ile 3 kez yıkandı. Boyama kiti (TA-125-HDX, 

Thermo Fisher Scientiec, Waltham, MA, ABD) sonraki 

adımlar için kullanıldı. PBS içinde 3 kez tekrar 

yıkandıktan sonra, dokulara ultra v blok çözeltisi ilave 

edildi ve tankta 10 dakika tutuldu. Daha sonra GRP78 

ve TNF-a antikorları, dokulara ilave edildi ve gece 

boyunca 4 °C’de inkübe edildi. Yeniden yıkandıktan 

sonra, kitte bulunan ve iminobenzidin (DAB) (TA-

060-HDX, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

ABD) sergileyen peroksidaz, immünoreaktivitesini 

görünür hale getirmek için peroksidaz substratı ile 

1.5 dakika muamele edildi (6, 21, 22). Fotoğraflar 

ışık mikroskobuyla (Olympus BX53; Olympus, Tokyo, 

Japan) çekildi ve çalışma grubu tarafından analiz 
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edildi. Antikor ekspresyonlarını değerlendirmek 

için boyama yoğunluğuna göre 3 histolog tarafından 

her gruba 30 farklı alanda skor verildi. Bu skorlar 

aşağıdaki şekilde özetlenmiştir;

0: boyanma yok, 1: az boyanma var, 2: orta 

şiddette boyanma var,  3: yoğun boyanma var.

İstatistiksel Analiz

Verilerin normal dağılımını belirlemek için 

Kolmogorov - Smirnov testi kullanıldı. Gruplar 

arasındaki farklılıkları belirlemek için One-way varyans 

analizi ve posthoc Tukey testi kullanıldı. Sonuçlar 

ortalama ±SEM olarak sunulmuştur. İstatistiksel analiz 

için SPSS/PC programı (Sürüm 20.0; SPSS, Chicago, 

IL) ve Graph pad Prism 8.0 yazılımı kullanıldı. P<0.05. 

İstatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik bulgular

Hematoksilen ve eozin boyama görüntüsü 

Şekil 1’de gösterilmiştir. Kontrol grubunda ve CLQ 

grubunda normal sağlıklı kalp görüntüsü mevcuttur. 

ADR uygulanan gruba bakıldığında, kalp hücrelerinde 

piknotik çekirdek, nekrotik hücreler ve hemorajinin 

olduğu alanlar görülmektedir. ADR+CLQ grubuna 

bakıldığında ise bu hasarlı bölgelerin azaldığı ve 

kontrole yakın bir kalp dokusu görülmektedir. 

İmmünohistokimyasal sonuçlar

KLOROKUİN KARDİYOTOKSİSİTEYİ İYİLEŞTİRİR

Şekil 1. Grupların Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama görüntüsü. 
A. Kontrol grubu, B. CLQ grubu, C. ADR grubu, D. ADR+CLQ grubunu göstermektedir. 
Sarı ok: nekrotik hücre, kırmızı ok:piknotik çekirdek ve siyah ok: hemoraji, 
Görüntü büyütmesi x200.
Kısaltmalar: ADR: Adriamisin,  CLQ: Klorokuin
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Kalp dokusunun immünohisto kimyasal sonuçları ve 

boyama görüntüsü Tablo 1 ve Şekil 2’ de gösterilmiştir. 

GRP78 ve TNF-α immünreaktivitesi ADR grubunda 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

bir şekilde artış göstermiştir (p<0.0001). ADR+CLQ 

grubunda GRP78 ve TNF-α immünreaktivitesi ADR 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azalma göstermiştir (p<0.0001).

Şekil 2. Kalp dokusunda gruplardaki GRP78 ve TNF-α immünohistokimya boyama görüntüleri. 
Siyah oklar ile boyalı alanlar gösterilmektedir. 
Görüntü büyütmesi X200.
Kısaltmalar: ADR: Adriamisin,  CLQ: Klorokuin, GRP78: Glukoz düzenleyici protein 78, TNF-α: Tümör nekrozis faktör-α

Tablo 1. Gruplar arasında GRP78 ve TNF-α immünohistokimya sonuçları

Gruplar Kontrol CLQ ADR ADR+CLQ p

GRP78 immünreaktivitesi 0.33±0.56a 0.28±0.50a 1.77±0.90b 0.77±0.70c 0.0001

TNF-α immünreaktivitesi 0.20±0.40a 0.24±0.43a 2.28±0.66b 0.86±0.72c 0.0001

Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Aynı harfi içeren gruplar arasında anlamlı farklılık bulunmamaktadır. 
p<0.05 anlamlı kabul edilmiştir.

Kısaltmalar: ADR: Adriamisin,  CLQ: Klorokuin, GRP78: Glukoz düzenleyici protein 78, TNF-α: Tümör nekrozis faktör-α
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TARTIŞMA

Biz bu çalışmada ADR uyarılı kardiyotoksisite 

üzerine CLQ’nun etkisini hayvan model üzerinde 

değerlendirdik. Bir antrasiklin kemoterapötik olan 

ADR’nin kardiyotoksisiteye yol açmakta ve ölümcül 

kalp hasarı oluşturmaktadır. ADR uygulanması reaktif 

oksijen türlerinin oluşmasıyla hasarı başlatmaktadır 

ve bunu da antrasiklin demir serbest radikal oluşumu 

ile yapmaktadır (23, 24). ADR ile yapılan çalışmalarda 

kalp dokusunda en önemli patojenik olaylardan birisi 

nekrozis, piknotik çekirdek, hemoraji ve vakuolizasyon 

gibi hasarlar görülmesidir (23, 25). Bizim çalışmamızda 

da nekrozis, piknotik çekirdek ve hemoraji gibi 

hasarlar ADR uygulanan grupta gözlenmektedir. Bu 

hasarlar ADR’nin kardiyotoksisitesini yansıtmaktadır. 

CLQ ile tedavi edilen grupta bu kardiyotoksisitenin 

verdiği hasarı önemli ölçüde azaldığını görmekteyiz.

ER, protein katlanmasında kilit rol oynayan bir 

organeldir. Çeşitli yıkıcı uyaranlar ve hipoglisemi, 

enflamasyon, oksidatif stres ve hipoksi gibi patolojik 

durumlar ER fonksiyonunu bozabilir. Yapılan 

çalışmalarda ADR uyarılı kardiyotoksisitede ERs’nin 

arttığı ve bu süreçte rol oynayan GRP78 ifadesininde 

belirgin düzeyde yükseldiği görülmüştür (11, 12, 26-

28).  CLQ ile tedavi edilen grupta GRP78 ifadesinde 

önemli ölçüde azalma olduğu ve ERs’nin düştüğü 

görülmektedir. Bu da gösteriyorki ADR tarafından 

oluşturulan kardiyotoksisiteye karşı ERs’nin 

azaltılmasında ve kalp hasarının azaltılmasında 

potansiyel olarak CLQ’ nun önemini göstermektedir.

ADR, ERs yolunun bir kısmını spesifik olarak aktive 

eder, böylece enflamasyona yol açar (26, 27). ADR’ye 

maruz kalan dokuda daha sonra proenflamatuar 

sitokinlerden TNF-α artış göstermektedir (28-

30). Yapılan çalışmalar CLQ’nun proenflamatuar 

sitokinlerden TNF-α  seviyesini düşürerek 

enflamasyonu azalttığını göstermiştir (31-33). Bizim 

sonuçlarımızda benzer bir şekilde ADR ile birlikte 

inflamatuar cevabı artırırken kalp fonksiyonunun 

bozulmasına yol açmaktadır. Çalışmamızda ADR 

grubunda artmış olan proenflamatuar sitokin TNF-α 

seviyesinin CLQ ile tedavi edildikten sonra önemli 

ölçüde azaldığı görülmüştür. CLQ’nun yapılan 

çalışmalarda yüksek dozlarda uzun süre kullanımında 

kardiyotoksisiteye yol açtığı belirtilmiştir (34). Fakat 

bazı çalışmalarda bu ilacı kullanan ve kullanmayan 

kişilerde farklılık olmadığı da görülmüştür (35). Yüksek 

doz kullanımında kardiyotoksisiteye yol açmasına 

rağmen çalışmamızda kullanılan doz ile ADR uyarılı 

kardiyak enflamasyonun ve ERs’nin azalmasında rol 

oynadığı gösterilmiştir.

Bu sonuçlarla bizim çalışmamızda, ADR 

tarafından oluşturulan kardiyotoksisitede CLQ’nun, 

enflamasyonu ve ERs’yi azaltarak kalbin hasarına karşı 

korumada önemli rol oynayacağı yapılan yöntem ve 

analizlerle gösterilmiştir. Bu bulgular, CLQ’ nun ADR 

kaynaklı kardiyotoksisitenin tedavisi için potansiyel 

bir terapötik olabileceğini düşündürmektedir. 

Yapılacak çalışmalar ile CLQ’ nun antiinflamatuvar ve 

ERs üzerine etkileri aydınlatılacaktır.

KLOROKUİN KARDİYOTOKSİSİTEYİ İYİLEŞTİRİR
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