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Klorokuin endoplazmik retikulum stresini ve enflamasyonu
inhibe ederek sicanlarda adriamisin uyarili kardiyotoksisiteyi
engeller
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OZET

Amag: Adriamisin  (ADR) kanser tirlerinde
kullamlan kemoterapatik bir ila¢ olarak bilinmektedir.
ADR uyanli kardiyomiyopati toksik 6zelliginden dolay:
ADR

endoplazmik

ilacin  kullammin1  zorlastirmaktadir. uyarili

kardiyotoksisitede  enflamasyon ve
retikulum stresi (ERs) artmaktadir. Pek cok kanser
tiriinde kullanilan kemoterapotik ilac olan ADR’nin yol
actig1 kardiyotoksisiteye karsi sitma ilaci olan klorokuin
(CLQ) kullaniminin ERs ve enflamasyon Uzerinden

koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Yontem: Sicanlar rastgele 4 gruba aynldi: Kontrol
grubu (n = 8) disindakilere, CLQ (n = 8) guinde 50 mg/kg
intraperitoneal (i.p.), ADR (n = 8) 2 mg/kg i.p.
her 3 giinde bir, ADR + CLQ grubuna da (n = 8) 2mg/kg
i.p. ADR + 50 mg/kg i.p. CLQ uygulandi. Deney toplam

olarak

30 giin suirdii. Deneyin sonunda, sicanlar sakrifiye edildi ve
kalp dokulan inceleme icin hayvanlardan cikarildi. Kalp
dokularindaki histopatolojik degisiklikler degerlendirildi ve
ERs’yi belirlemek icin (Glukoz duzenleyici protein) GRP78
antikoru ve enflamasyon icin tiimor nekroz faktori-a
(TNF-a) antikoru ile immin boyama yapildi. Fotograflar

Olympus BX53 mikroskobu ile cekildi 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-a (TNF-a) antibody for inflammation to
determine endoplasmic reticulum stress. Photos were

taken with Olympus BX53 microscope and analyzed.
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Bulgular: ADR grubunun kontrol grubuna kiyasla
histopatolojik bozulma gosterdigini ve CLQ tedavisinin
ADR tarafindan
ADR
immunoreaktivitesinde kontrol
vardi (p<0.0001). ADR + CLQ grubunda GRP78 ve TNF-a
immunoreaktivitesinde ADR grubuna gore azalma vard
(p<0.0001).

indiklenen bu hasan iyilestirdigi
GRP78 ve TNF-a

grubuna gore artis

gozlemlendi. grubunda

Sonug: Kronik olarak ADR uygulanan sicanlarin kalp
dokusunda enflamasyonun ve ERs’nin onemli olciide
arttig1 goriilmistir. Fakat ADR verilen sicanlarda CLQ
uygulamasiyla, ERs ve enflamasyon baskilanmistir. Bu da
tedavi uygulanan gruplarda kalp hasarini onemli olciide

azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Adriamisin, klorokuin, kalp,

endoplasmik retikulum stresi, enflamasyon

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-a immunoreactivity compared to the
control group (p <0.0001). In the ADR + CLQ group, GRP78
and TNF-a 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.

Words:

endoplasmic reticulum stress, inflammation

Key Adriamycin, chloroquine, heart,

GIRIS

Adriamisin (ADR) pek cok kanser tedavisinde
kullamlan kuvvetli bir terapotik maddedir (1).
ADR solid ve hemotopoetik tiimorlerin tedavisinde
kullanmilan antrasiklin bir ilactir (2). ilac kanser
hiicrelerinde bu ozelligini topoizomeraz Il ile DNA
hasarinin baslatilmas1 ve apoptozisi gibi sireclerle
yapmaktadir (3). ilac klinikte kullamilmasina ragmen
yan etkieri de bulunmaktadir. Kanser hastalarinda ADR
kullamm arasinda bobrek, karaciger, testis ve kalp
gibi onemli organlarda hasara yol acmaktadir (4-7).
ADR uyarili kardiyomiyopati toksik 6zelliginden dolay1
ilacin kullanimin1 sinirlandirmaktadir (8). ADR uyarili
kardiyotoksisiteye bircok mekanizma karismaktadir.
ADR kardiyomiyositlerde geri
olusturabilmektedir. Sistolik ve diastolik fonksiyon

donusumsuz  hasar

acabilmektedir.
ADR

kaybina yol Kalp yetmezligine

gotirmektedir (8, 9). viicuda girdigine
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mitokondride birikir ve oksidatif stresi olusturarak
(10). yillarda
kaydedilen calismalarda ADR uyarili kardiyotoksisitede

apoptozise yol acmaktadir Son
endoplazmik retikulum stresinin (ERs) de onemli
rol oynadigi gosterilmistir. Endoplazmik retikulum
(ER)
degisikliklere ve serbest radikallere maruz kalmaya
aciktir (11).  ADR uyarili kardiyotoksisitede ER

lumeninde yanlis katlanan proteinler ve katlanma

yiksek oranda kalsiyum homeostazindaki

seviyesindeki artisa bagli olarak ERs’nin arttigi
gorulmustur (11). Saperon glikoz ayarli protein 78
(GRP78) ER’da Ca+2 homeostazi icin onemlidir. ERs
sirasinda katlanmamis protein cevabinin merkezi
aracis1 olan (GRP78), ADR kardiyotoksisitesinde gen
terapisi icin potansiyel bir adaydir (12).

ADR uyanli kardiyotoksisite mekanizmalarindan
bir digeri de asin inflamasyon olusumdur. inflamatuar



hiicrelerin aktivasyonu ve pro-inflamatuarlarin salinimi
ile birlikte kardiyak fonksiyon bozuklugu meydana gelir
(13). Proenflamatuar sitokinlerden olan tiimor nekroz
(TNF-a) ADR uyanli kardiyotoksisitede
Kardiyotoksisitede TNF-a
seviyesinin arttig1 gorilmastir (14).

(CLQ)
kullanilmaktadir. Son donemde ise yeni koronaviris
hastaligi 2019 (COVID-19)’ da kullanilmaktadir (15,
16). CLQ’nun oksidatif stres ve enflamasyonu azalttig

faktoru-a

onemli role sahiptir.

Klorokuin antimalarial bir ilac olarak

gosterilmistir (15, 17).

ADR uyanli kardiyotoksisitenin hala aydinlatilmis
olmamakla birlikte kullanmiminda da sinirlamalar
bulunmaktadir. Bu nedenle, bu calismanmin amaci,
CLQ’nun ADR kaynakli
koruyucu etkilerini ve

kardiyotoksisiteye kars
olast mekanizmalarin

arastirmaktir.
GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Deneysel Arastirma Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (DEKAM) uretilen 8 haftalik
150-200 g eriskin 32 Wistar albino tipi erkek sican
kullanildi. Kafeslerde tutulan sicanlar giiniin normal
duzeninde 21 °C’de ve 12 saat aydinlik / karanlik
ortamda tutuldu ve su ve besin ihtiyac1 karsiland.
Deney gruplan deneklerin tartilmasi ve agirliklarinin
birbirine yakin olacak sekilde bir araya getirilmesiyle
olusturulmustur.

Deneysel prosediir

Deneyin baslangicinda, ratlar rastgele asagidaki
gibi dort gruba aynldi; Kontrol grubu (n=8) tedavi
edilmeyen sicanlar, literaturle benzer sekilde 30
gln boyunca uc gunde bir olmak uzere 2 mg/kg
ADR intraperitoneal olarak (i.p.) ADR (n=8) grubuna
uygulandi (18), CLQ grubu (n = 8) grubu 30 glin boyunca
i.p. 50 mg/kg CLQ (19) ve ADR art1 CLQ grubu (n=8)
Uc gunde bir i.p. 2 mg/kg ADR ve 30 giin boyunca i.p.
50 mg/kg CLQ verildi. Deneyin sonunda hayvanlara
ketamin ve ksilazin kombinasyonu ile anestezi
uygulandi. Kalp dokulan deneklerden alindiktan sonra

histopatolojik ve imminohistokimyasal inceleme icin
formaldehite kondu.

Histopatolojik degerlendirme

Kalp dokusunun yapisinin histopatolojik
degerlendirmesi rutin histolojik metodlar kullanilarak
yapildi. Kalp dokulan, %10 formalin cozeltisi icinde
alkol ile dehidre

edildi, ksilen ile temizlendi ve parafin icine gomildi

24-48 saat sireyle sabitlendi,

ve 5 um kalinhiginda bolimler halinde kesildi.
Doku orneklerindeki histopatolojik degisikliklerin
(H&E)

boyamasi yapildi (20). Fotograflar 1s1k mikroskobuyla

degerlendirilmesi icin hematoksilen-eozin
(Olympus BX53; Olympus, Tokyo, Japan) cekildi ve
calisma grubu tarafindan analiz edildi.

immiinohistokimya

Kalp dokularinda GRP78 ve TNF-a antikorlarin
arastirmak icin immunohistokimya yontemi kullanilds.
Avidin biyotin peroksidaz yontemi, GRP78 (bs-1219R,
Bioss) ve TNF-a (bs-2081R, Bioss) ekspresyonundaki
farki belirlemek icin kullanildi. Parafin kesitlerin
ksilen ile parafini giderildi. Antijen geri kazanimi icin,
mikrodalgada 7 dakika siireyle 600 w’de 0.01 M% 10
sitrat tamponu uygulandi ve dahasonraodasicakliginda
10 dakika sogumaya birakildi. Fosfat tamponu (PBS)
ile yikanan kisimlar, endojen peroksidaz aktivitesini
onlemek icin 12 dakika boyunca %3 hidrojen peroksit
(H202) ile muamele edildi. 5 dakika boyunca tekrar
PBS ile 3 kez yikandi. Boyama Kkiti (TA-125-HDX,
Thermo Fisher Scientiec, Waltham, MA, ABD) sonraki
adimlar icin kullamldi. PBS icinde 3 kez tekrar
yikandiktan sonra, dokulara ultra v blok ¢ozeltisi ilave
edildi ve tankta 10 dakika tutuldu. Daha sonra GRP78
ve TNF-a antikorlari, dokulara ilave edildi ve gece
boyunca 4 °C’de inkiibe edildi. Yeniden yikandiktan
sonra, kitte bulunan ve iminobenzidin (DAB) (TA-
060-HDX, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
ABD)
gorunur hale getirmek icin peroksidaz substrati ile
1.5 dakika muamele edildi (6, 21, 22). Fotograflar
151k mikroskobuyla (Olympus BX53; Olympus, Tokyo,
Japan) cekildi ve calisma grubu tarafindan analiz

sergileyen peroksidaz, immiinoreaktivitesini
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edildi. Antikor ekspresyonlarini degerlendirmek
icin boyama yogunluguna gére 3 histolog tarafindan
her gruba 30 farkli alanda skor verildi. Bu skorlar
asagidaki sekilde o6zetlenmistir;

0: boyanma yok, 1: az boyanma var, 2: orta
siddette boyanma var, 3: yogun boyanma var.

istatistiksel Analiz

Verilerin  normal dagilimin1  belirlemek icin
Kolmogorov - Smirnov testi kullamldi. Gruplar
arasindaki farkliliklari belirlemek icin One-way varyans
analizi ve posthoc Tukey testi kullamldi. Sonuclar
ortalama +SEM olarak sunulmustur. Istatistiksel analiz
icin SPSS/PC programi (Surim 20.0; SPSS, Chicago,
IL) ve Graph pad Prism 8.0 yaziim1 kullanildi. P<0.05.

KLOROKUIN KARDIYOTOKSISITEYi iYILESTIRIR

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
BULGULAR

Histopatolojik bulgular

Hematoksilen ve eozin boyama goriintisu
Sekil 1’de gosterilmistir. Kontrol grubunda ve CLQ
grubunda normal saglikli kalp goriintiisii mevcuttur.
ADR uygulanan gruba bakildiginda, kalp hiicrelerinde
piknotik cekirdek, nekrotik hiicreler ve hemorajinin
oldugu alanlar goriilmektedir. ADR+CLQ grubuna
bakildiginda ise bu hasarli bolgelerin azaldigi ve
kontrole yakin bir kalp dokusu goriilmektedir.

immiinohistokimyasal sonuclar

Sekil 1. Gruplarin Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama goriintuisi.

A. Kontrol grubu, B. CLQ grubu, C. ADR grubu, D. ADR+CLQ grubunu gostermektedir.
Sar ok: nekrotik hiicre, kirrmzi ok:piknotik cekirdek ve siyah ok: hemoraji,

Gorlintli bliylitmesi x200.

Kisaltmalar: ADR: Adriamisin, CLQ: Klorokuin
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E. KAYMAK ve ark.

Kalp dokusunun immiinohisto kimyasal sonuglari ve
boyama goriintusu Tablo 1 ve Sekil 2’ de gosterilmistir.
GRP78 ve TNF-a imminreaktivitesi ADR grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Tablo 1. Gruplar arasinda GRP78 ve TNF-a immiinohistokimya sonuclari

Cilt 77 m Say1 48 2020

azalma gostermistir (p<0.0001).

bir sekilde artis gostermistir (p<0.0001). ADR+CLQ
grubunda GRP78 ve TNF-a immiunreaktivitesi ADR
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

Gruplar Kontrol cLQ ADR ADR+CLQ P
GRP78 imminreaktivitesi 0.33+0.5% 0.28+0.502 1.77+0.90° 0.77+0.70¢ 0.0001
TNF-a immiinreaktivitesi 0.20+0.402 0.24+0.432 2.28+0.66° 0.86+0.72¢ 0.0001

Veriler ortalamasstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 harfi iceren gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir.
p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Kisaltmalar: ADR: Adriamisin, CLQ: Klorokuin, GRP78: Glukoz diizenleyici protein 78, TNF-a: Tuimor nekrozis faktor-a

GRP78 immiinoreaktivitesi

ADR/

TNF-0: immiinoreaktivitesi

~

Sekil 2. Kalp dokusunda gruplardaki GRP78 ve TNF-a immiinohistokimya boyama gorintiileri.

Siyah oklar ile boyali alanlar gosterilmektedir.

Gorunti buyttmesi X200.

Kisaltmalar: ADR: Adriamisin, CLQ: Klorokuin, GRP78: Glukoz diizenleyici protein 78, TNF-a: Tumor nekrozis faktor-a

>
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TARTISMA

Biz bu calismada ADR uyarili kardiyotoksisite
tzerine CLQ’nun etkisini hayvan model iizerinde
degerlendirdik. Bir antrasiklin kemoterapotik olan
ADR’nin kardiyotoksisiteye yol acmakta ve olumcul
kalp hasar olusturmaktadir. ADR uygulanmasi reaktif
oksijen turlerinin olusmasiyla hasar baslatmaktadir
ve bunu da antrasiklin demir serbest radikal olusumu
ile yapmaktadir (23, 24). ADR ile yapilan calismalarda
kalp dokusunda en onemli patojenik olaylardan birisi
nekrozis, piknotik cekirdek, hemoraji ve vakuolizasyon
gibi hasarlar goriilmesidir (23, 25). Bizim calismamizda
da nekrozis, piknotik cekirdek ve hemoraji gibi
hasarlar ADR uygulanan grupta gozlenmektedir. Bu
hasarlar ADR’nin kardiyotoksisitesini yansitmaktadir.
CLQ ile tedavi edilen grupta bu kardiyotoksisitenin
verdigi hasar onemli dlclide azaldigim gérmekteyiz.

ER, protein katlanmasinda kilit rol oynayan bir
organeldir. Cesitli yikici uyaranlar ve hipoglisemi,
enflamasyon, oksidatif stres ve hipoksi gibi patolojik
durumlar ER fonksiyonunu bozabilir.  Yapilan
calismalarda ADR uyanli kardiyotoksisitede ERs’nin
arttig1 ve bu siirecte rol oynayan GRP78 ifadesininde
belirgin diizeyde yiikseldigi gorilmistir (11, 12, 26-
28). CLQ ile tedavi edilen grupta GRP78 ifadesinde
onemli Olclide azalma oldugu ve ERs’nin distiigu
gorulmektedir. Bu da gosteriyorki ADR tarafindan
olusturulan ERs’nin
azaltilmasinda ve kalp hasarinin azaltilmasinda

potansiyel olarak CLQ’ nun onemini gostermektedir.

kardiyotoksisiteye  kars

Turk Hij Den Biyol Derg

ADR, ERs yolunun bir kismini spesifik olarak aktive
eder, boylece enflamasyona yol acar (26, 27). ADR’ye
maruz kalan dokuda daha sonra proenflamatuar

sitokinlerden TNF-a artis gostermektedir (28-
30). Yapilan calismalar CLQ’nun proenflamatuar
sitokinlerden  TNF-a seviyesini  dusurerek

enflamasyonu azalttigin gostermistir (31-33). Bizim
sonuclarimizda benzer bir sekilde ADR ile birlikte
inflamatuar cevabi1 artirirken kalp fonksiyonunun
bozulmasina yol acmaktadir. Calismamizda ADR
grubunda artmis olan proenflamatuar sitokin TNF-a
seviyesinin CLQ ile tedavi edildikten sonra onemli
olclide azaldig CLQ’nun

calismalarda yuksek dozlarda uzun sure kullaniminda

gorulmastur. yapilan
kardiyotoksisiteye yol actigi belirtilmistir (34). Fakat
baz1 calismalarda bu ilac1 kullanan ve kullanmayan
kisilerde farkliik olmadigi da goriilmistiir (35). Yiiksek
doz kullaniminda kardiyotoksisiteye yol acmasina
ragmen calismamizda kullanilan doz ile ADR uyarili
kardiyak enflamasyonun ve ERs’nin azalmasinda rol
oynadigi gosterilmistir.

ADR
tarafindan olusturulan kardiyotoksisitede CLQ’nun,

Bu sonuglarla bizim calismamizda,
enflamasyonu ve ERs’yi azaltarak kalbin hasarina karsi
korumada onemli rol oynayacagi yapilan yontem ve
analizlerle gosterilmistir. Bu bulgular, CLQ’ nun ADR
kaynakli kardiyotoksisitenin tedavisi icin potansiyel
bir  terapotik olabilecegini  disuindiirmektedir.
Yapilacak calismalar ile CLQ’ nun antiinflamatuvar ve

ERs Uzerine etkileri aydinlatilacaktir.
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