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ATP DUYARLI K+ KANALLARININ DOKSORUBISIN iLE OLUSTURULAN
KARDiIYOTOKSITEDEKI ROLU

. Elvan KUNDUZ
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2012
Damsman: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
OZET

Doksorubisin, onkolojik tedavide kullanilan bir ila¢ olup doz-bagiml yan etkisi nedeni ile kullamm
siirlidir. Antrasiklinlerin olusturdugu kardiyak hiicre stresi mitokondriyal bir yolla apopitozu ve
nekrozisi aktive eder. Doksorubisinin indiikledigi oksidatif stres mitokondrial membran transportunu
indiikler, bunu da matriks sigsmesi, eslesmemis solunum zinciri ve matriksde kalsiyum artis1 takip
eder. Doksorubisin ile muamele edilmis mitokondriler, Siklosporin A (CsA) ile in-vitro sartlarda
inkiibe edildiginde, CsA matriksdeki siklofilin D’ye baglanarak mitokondrial membran transportunu
engeller, bu durum mitokondrilerde kalsiyum birikimini azaltir. Gibenklamid 6zellikle mitokondrial
hiicre i¢ci membranlarda bulunan bir Karp kanal blokorii olup dinlenim ve patolojik durumlarda
mitokondrial enerji iiretimini azaltr. Bir Na'/H" degis-tokusu yapan kanal proteinin inhibitérii olan
“Cariporid” in cesitli iskemi-reperfiizyon hayvan modellerinde kardiyoprotektif etkiye sahip oldugu
gosterilmigtir. Son c¢alismalar “cariporid”in mitokondrial membran transportu ve mitokondrial
kalsiyum yiiklenmesini azalttigit ama mekanizmasinin ac¢ik olmadigim ileri siirmektedir. Bu
caligmanin amaci, doksorubisinin neden oldugu myokardiyal ve mitokondrial fonksiyon
bozukluklarimi engellemede mitokondrial membran transportu, Na'/H" degis-tokusu ve Krp kanal
inhibisyonlarimin etkili olup olmadigimi kargilagtirmali olarak test etmektir. 40 rat her bir grupta 8
olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Intraperitoneal bolus olarak (10mg/kg viicut agirhigi) doksorubisin
verilerek akut kalp hasari olusturuldu. Diger ii¢ gruptan birisine CsA (1m g/kg viicut agirligi)
ikincisine, Cariporide(10mg/kg viicut agirhigi) ve {lgiinciisine Glibenclamide (10mg/kg viicut
agirhigl) verildi. Dig goriiniigleri, 6lim yiizdeleri, elektrokardiyografik degisiklikler (EKG, PR, QT,
R-R, ve QRS intervalleri ile Prseg), kan basinci, aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT) degerleri enjeksiyondan bir giin sonra degerlendirildi.

Akut model doksorubisin uygulama EKG parametrelerini, kanbasinci degerlerini etkilemedi fakat
AST ve ALT enzim aktivitelerinde artis oldu. Doksorubisin ile birlikte Siklosporin A, Cariporide
yada Glibenklamide vermek kalp fonksiyonlarim sadece doksorubisin verilenlere gore daha
kotiilestirdi. Bu kotiilesme 6zellikle biyokimyasal parametreler olan aspartat aminotransferaz, alanin
aminotransferazenzim aktivitelerinde daha belirgindi. Gruplar arasinda istatistiksel anlamda fark
bulunmadi. Bu bulgular, doksorubisinin CsA, Carp and Gli gibi kimyasallar ile birlikte koruyucu
amagcla verilmesinin doksorubisinin yaptiklarim diizeltmediginin delilidir. Doksorubisinin CsA, Carp
and Gli gibi kimyasallar ile birlikte verilmesi doksorubisinin insanlarda olusturdugu karditoksik
etkiden koruma icin uygun degildir.

Anahtar kelimeler : Kariporid, Glibenklamid, Siklosporin, Doksorubisin, Sican, Kalp
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THE ROLE OF ATP-SENSITIVE K+ CHANNELS IN DOKSORUBICIN INDUCED
CARDIOTOXICITY
Elvan KUNDUZ
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Master Thesis, July 2012
Supervisor: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
ABSTRACT

The use of doxorubicin (DOX), an antibiotic used in oncological treatments, is limited by a dose-
related cardiotoxicity. Cardiac cell stress by antracyclines activates apoptosis and necrosis via a
mitochondrial pathway. Doxorubicin induced oxidative stress may induce mitochondrial
permeability transition (mPT), resulting in matrix swelling, uncoupling of the respiratory chain and
in matrix increased calcium concentration. In- vitro pre-incubation of mitochondria with cyclosporin
A (CsA), which limits mitochondrial permeability transition by binding to matrix cyclophilin D,
reverses the diminished calcium loading capacity of mitochondrial isolated from doxorubicine-
treated rats. Glibenclamide, which blocks K(ATP) channels on the myocardial myocytes as well as
on the inner mitochondrial membrane, results in a decrease of myocardial oxygen consumption both
at rest and pathological conditions. The Na'/H" exchanger (NHE) inhibitor cariporide has a
cardioprotective effect in various animal models of myocardial ischemia-reperfusion. Recent studies
have suggested that cariporide interacts with mitochondrial Ca** overload and the mitochondrial
permeability transition (MPT); however, the precise mechanisms remain unclear. We aim to test
comparatively whether inhibitions of the mitochondrial permeability transition , the KATP channel
and the Na'/H" exchanger would prevent doxorubicin-induced myocardial and mitochondrial
dysfunction. Fourty rats were eight into 5 groups. Acute model of DOX exposition were performed
in rats with a single intraperitoneal bolus (10mg/kg body weight). Rats of the other three groups
were received either CsA (Im g/kg of body weight ), Cariporide(10mg/kg), or Glibenclamide
(10mg/kg) with doxorubicine. The general observations, mortality, electrocardiographic (ECG)
changes (PR, QT, R-R, and QRS intervals, Prseg), blood pressure, biochemical parameters such as
aspartate aminotransferase (AST) alanine aminotransferase (ALT) were monitored after one day.
The acut model, doxorubicin not changed EKG parameters, blood pressures but AST and ALT
enzme activities were increased by doxorubicin. Administration cyclosporine A, Cariporide and
Glibenclamide with doxorubicin more distrupted heard function especially biochemical parameters
such as aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase enzyme activities. We did not find any
significant differences between groups. These findings suggest that co-administration of CsA, Carp
and Gli with doxorubicin did not improved heart tolerance to doxorubicin manifested in vivo. Co-
administering of CsA, Carp or Gli may not be useful in protecting heart from doxorubicin-induced-
cardiotoxicity in humans.

Key words. Cariporide, Glibenclamide, Cyclosporine, Doxorubicine, Rat, Heart
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EKG: Elektrokardiyografi
GLI:Glibenklamid

H': Hidrojen

IP5:inositol ii¢ fosfat

[L-2:interlokin 2

K":Potasyum

Karp:Potasyuma duyarli ATP kanali
K..:Kalsiyuma duyarli potasyum kanali
LV:Sol ventrikiil

Mg :Magnezyum

MPTP:Mitokondriyal membran potansiyeli transport poru
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NBC: Sodyum-bikarbonat kotranspart sistemi
NFAT:Aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii

NHE1: Sodyum-hidrojen zit transport proteini



PKA:Protein kinaz A
PKC:Protein kinaz C
PIP,:Fosfotidil inozitol 4-5 bifosfat

ROS:Reaktif oksijen tiirleri
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1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde kisilerin Oliim oranini artirran 6nemli nedenlerden biriside kardiovaskiilar
hastaliklardir. Kardiovaskiiler hastalik olusumunda etkin neden ise kardiyak ve

endotelyal oksidatif hasarlardir.

Adriyamisin (ADR) yada doksorubisin (DOX) medikal onkolojide kullanilan kuvvetli
antikansorejen etkisi olan antrasiklin antibiyotigidir. Bas ve boyun tiimorleri, gogiis
kanseri, kan kanseri, idrar kesesi ve testikiiler kanser tedavisinde kullanilmaktadir. 450
— 500 mg/m’ gibi kiimiilatif dozlarda yan etkisi olarak, doz bagimli kardiyomiyopati

olusturmaktadir.

Kemoterapiye bagli kardiyotoksisite, kemoterapotik ajanlarin  kullanimlarinin
kisitlanmasina neden olan en Oonemli yan etkilerden olup ilk kez 1960°lh yillarda
adriyamisin tedavisi alan ¢ocuklarda kalp yetmezligi gelistiginin fark edilmesiyle dikkat
cekmistir. Adriyamisinin kardiyotoksik yan etkisi antitiimor ajan olarak kullanimini
engellememis, kardiyotoksik etkilerin azaltilma calismalar1 6n plana ¢ikmustir.
Adriyamisine bagli kardiyotoksisitenin engellenmesi diisiincesi deneysel caligmalar:
giindeme getirmis, deneysel calismalar sayesinde patofizyoloji, tan1 ve Onlenmesi ile
ilgili olumlu sonuglar elde edilmistir. Olusturdugu yan etkisi nedeni ile insanlarda
tedavi amach kullanimi sinirli kalmaktadir. Ama kalpte olusturdugu iskemi ve buna
bagh gelistirdigi kardiyomiyopati ©zelligi hayvan ile yapilan oksidatif stres

caligmalarinda metod olarak kullanilmaktadir.
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Normal fizyolojik sartlarda voltaj kapili potasyum kanallar1 ve ice rektifiye edici
potasyum kanallar1 kalp kasi dinlenim potansiyelini stabilize etmede ve major
repolarize edici akim saglamada ©Onemli rol oynarlar. Karp kanallar1 elektriksel

aktiviteyi degistirerek ya da durdurarak kalp yetmezligine sebep olabilir.

Yapilan son calismalar, genetigi degistirilmis fareler kullanilarak Karp kanallarinin
kalbin koruyucu mekanizmas: ile ilgili yeni goriisler ortaya koymustur. Karp kanal

aktivitesinin kalbi korumada etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Myositlerdeki Karp kanalart SUR2A ve Kir6.2 alt iinitelerine sahiptir. Aslinda
myositlerde hem SUR1 hem de SUR 2 bulunur. Fakat SUR?2 alt iiniteleri daha fazladir.
Kalp hem Kir6.2 SUR2A hem de Kir6.2 SUR2B rekombinasyonlarini i¢ermesine
ragmen SUR2A kanallar1 daha ¢ok bulunur. Ventrikiiler myosit Karp kanallar1 pinasidil

ve kromakalime duyarlidir. Fakat diazokside duyarl degildir.

Karp kanallar1 diazoksid, siilfaniliire gibi kuvvetli ve tolbutamid gibi zayif etkili agicilar
ile agilirlar. Karp kanal acicilar1 norepinefrin salinimini inhibe etmekte, Karp kanal

blokorleri ise norepinefrin salinimini arttirmaktadir.

Kir6.2 ve SUR2A fiziksel olarak etkilesim icinde fonksiyonel kanallar1 olusturmak icin
bir arada bulunurlar. Kir6.2 ya da SUR2 olmayan farelerde Karp kanal aktivitesinin
olmadig1 goriilmiistiir. Oyleyse Kir6.2 ve SUR2A ventrikiiler sarkolemmadaki bu

kanallarin esansiyel kompanentleridir.

SURI ve SUR2 alt iinitelerinin kanal kompleksleri benzer 6zellik gosterir. SURI
mRNA’s1 ve proteini pek ¢ok canli tiiriiniin kalbinde de belirlenmistir. Calismalar
SURTI’leri olmayan farelerin ventrikiiler myositlerinde Kartp kanal aktivitesinin
olmadigin1 gostermistir. Ayrica rat kalp hiicresinde hipoksinin SUR2A’y1 arttirdigini,
Infarkt kalp bolgelerinde SUR1 ekspresyonu ve diazokside duyarli akimlarin her
ikisinin de arttigin1 gostermistir. Miyokardiyal iskemide Kir6.1 mRNA ekspresyonu
fazla miktarda artar. Stres durumlarinda myosit hiicrelerinde Kir6.1 proteinlerinin

miktar artar. Kir6.1‘deki bu artis miyokardiyak iskemide ve hipokside de goriiliir.

Karp kanallar1 bir¢ok vazoaktif faktoriin hedefidir ve aktivasyon dereceleri bu aktivator
ve inhibitorlerin net etkileri ile diizenlenir. Karp kanallar1 kan akimmin metabolik
regiilasyonunda rol oynayabilirler. Hipoksi gibi kan ihtiyacinin arttigi durumlarda

komsu dokulardan vazodilatorlerin saliverilmesi ile ya da hipoksinin direkt etkisi ile



3

Karp kanallar1 aktive olurlar. Bazi durumlarda, oksijen seviyesi normal, ortamda
vazodilatorler yok iken koroner arterlerde oldugu gibi Karp kanallar: arter diiz kasinin
membran potansiyelini diizenlenmede katkida bulunur. Karp kanallar1 depolarizasyon

ve kasilmaya yol acan vazokonstriktorler tarafindan inhibe edilebilirler.

Sodyum- hidrojen zit transport proteini (NHE1) kalp iskemisinde, hiicre i¢i artan
hidrojen iyonunu azaltmak i¢in en iyi ¢alisan tampon sistemlerinden birisidir. Diger bir
tampon sistemi ise sodyum-bikarbonat kotransport (NBC) sistemidir. Kalp iskemisinde
kardiyak hiicre i¢inde artan hidrojen protonu, bu iki pompanin ¢alismasi ile azaltilmaya
caligilirken, ayn1 anda hiicre i¢i sodyum iyon artigina, buna bagh kalsiyum iyon artigina
neden olmakta, iskemik kalp hiicresinin daha fazla kasilmasi hasarin artmasina neden

olmaktadir.

Siklosporin, mitokondri membraninda yer alan membran potansiyeli transport poru
(MPTP)’nu inhibe ederek hiicre icine Ca++ girisini engeller. Siklosporin-A, MPTP’nu

inhibe ederek hiicre i¢i Ca++ diizeyini diisiiriir ve hiicre oliimiinii engeller.

Calismamizin amaci, doksorubisin ile olusturulan kalp hasarinda, farkl 6zellikleri olan,
patolojik durumlarda myosit sitoplazma ya da mitokondrisi igerisinde kalsiyum

iyonunun artisini engelleyen kimyasallarin tedavi edici etkilerini karsilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ATP DUYARLI POTASYUM KANALLARI

Kardiovaskiiler sistemde ¢ok cesitli iyon kanallar1 bulunmaktadir. ATP’ ye duyarh
potasyum kanallar1 (Katp) intraseliiller enerji metabolizmasi ile elektriksel uyari
arasinda baglant1 saglayan en 6nemli iyon kanallarindandir. Cesitli doku ve hiicrelerde

farkli tipte Katp kanallar1 vardir (1). Bilinen 4 farkli K" kanali bulunmaktadir:
e Yiiksek-kondiiktansh kalsiyuma duyarli K™ (Kc,) kanali,
e Voltaja duyarl K* (K,) kanali,
e Ice yonelik dogrultucu K* (Kir) kanal1 ve
e ATP’ye duyarh K* (Katp) kanali (2).

Kardiyak myositlerde Karp kanallar1 ilk olarak Akinor Noma tarafindan 1983 yilinda
kesfedilmistir. Karp kanallariin ¢esitli organ hiicreleri arasinda 6zellikle hiicresel enerji
metabolizmasi ve elektriksel uyarilabilirlik iliskisini saglamada onemli bir kanal olarak
belirtilmistir. Bu kanallarim ATP duyarhilig1 kobay ve tavsan kalbinden izole edilen
ventrikiiler ve atrial hiicrelere ‘patch klemp’ teknigi uygulanarak dogrulanmistir.
Intraseliiler ATP metabolik inhibisyon yaratilarak azaltildiginda hiicrelerdeki Kartp

kanallarinin  acildigi  gozlenmistir. Aym1  hiicrelere mikroenjeksiyon ile ATP
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verildiginde, aksiyon potansiyeli (AP) siiresi kisaltildiginda ya da Karp kanal blokeri
olan glibenklamid ile hiicreler muamele edildiginde ise Karp kanallarmin kismen eski
haline dondiigii gozlenmektedir (1). Eger kalp kasinda AP siiresi kisalirsa kalp kas
hiicresine girecek olan Ca" miktar1 az olacak, kas hiicresi erken gevseyecek, kullanilan

ATP azalacak, bu da kalp kas hiicresi ATP’sinin tiiketimini azaltacaktir.

Karp kanallarinin 1983 yilinda ilk kez kalpte bulunduklarinin belirlenmesinden sonra
benzer K* kanallarinin pankreatik beta hiicreleri, iskelet kasi, damar ve diger diiz kas
hiicreleri, néronal hiicreler, endotelyal hiicreler ve renal epitel hiicreler gibi farkli bir¢ok
dokuda bulunduklar1 gosterilmistir (3). Normal kalpte Karp kanallar1 yiiksek
konsantrasyondaki intraselliiler ATP nedeniyle kapahdir. Iskemi s6z konusu oldugunda
bu kanallar agilarak, iskemik kalp hiicrelerini korumak iizere islev goriirler. Kalpteki bu
protektif etkisine ilaveten pankreatik beta hiicrelerden insiilin salgilanmasinin
kontroliinde, beyin damarlarinin iskemiden korunmasinda, beyin sinapslarinda
transmitter saliniminin modiilasyonunda ve damar diiz kas tonusunun regiilasyonunda

onemli rol oynamaktadirlar (4).

Ozellikleri (5);

Cesitli damarlardaki Karp kanallarinin iletkenlikleri ¢cok fazla degiskenlik gosterir,
yine de kanallar iletkenliklerine gore iki gruba ayrilabilirler:

¢ Diisiik /orta iletkenlik gosteren kanallar ve

e Yiiksek iletkenlik gosteren kanallar.

Diger dokulardaki Karp kanallarinin iletkenlikleri genellikle bu iki grubun ortasina denk

diismektedir. Sican aortasinda da yiiksek kondiiktansli Katp kanallar1 bulunmaktadir.

Su an icin diiz kasta Karp kanallarinin hiicre kinetiklerine ait detayli bilgi olmamasina
ragmen iskelet kas1 ve kalpte yapilan ¢alismalarda bu kanallarin kinetik davraniglarinin

kompleks oldugu gozlemlenmistir.

Karp kanallar1 intraseliller ATP tarafindan inhibe edilmelerine bagh olarak ATP’ye
duyarli K" kanali olarak isimlendirilseler de sitoplazmadaki ATP diizeyleri genellikle
cok 1yi ayarlanir ve miktar1 milimolar diizeylerde sabit tutulur; ancak siddetli metabolik
bozukluklarda bu kanal aktivitesi azalabilir. Bu bilgiler Karp kanallarinin ATP’ye ilave
olarak bagka faktorler tarafindan birlikte regiilasyonu fikrini giindeme getirmistir. Katp

kanal aktivitesini degistiren intraseliiler metabolitler arasinda adenozin difosfat (ADP)
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ve diger niikleotid difosfatlar bulunmaktadir. ADP ve guanin niikleotidleri Karp kanali
izerinde yiiksek konsantrasyonlarda bloke edici, diisiik konsantrasyonlarda ise aktive
edici etkiye sahiptirler. Guanin niikleotidlerinin kanal iizerindeki aktivator etkisinin
SUR alt iinitesi iizerinden, blokor etkisinin ise Kir alt {initesi lizerinden gelistigi

diistiniilmektedir (6).

Karp kanalt intraseliiller ATP miktar1 diisiik iken agik, ATP miktar1 fazla iken kapalidir.
Karp kanalmin kapanmasi hiicreyi depolarize eder ya da pankreasin beta hiicrelerinde
oldugu gibi hiicre igerisine Ca" girigini arttirarak insiilin hormonunun ekzositozunu
arttirir. Pankreasin beta hiicrelerinde kandaki artan glikoz hiicrelere Glut2 ile girer ve
beta hiicrelerine giren glikoz burada ATP iiretiminde kullanilir. Artan ATP miktar
membranda bulunan Kapp kanallarii kapatir, hiicreyi depolarize eder. Depolarize olan
pankreatik beta hiicrelerine disaridan Ca* girisi artar ve igeriye giren Ca" da insiilinin
ekzositozunu kolaylastirir. Diyabet hastalarina siilfaniliire ilac1 verilerek insiilin
salgisinin arttirilmas1 bu sekildedir. Genelde hipoglisemik dedigimiz kandaki glikoz
seviyesinin azaldigi durumlarda ya da oksijenin hiicrelere az tasindigr durumlarda
hiicrelerdeki ATP miktar1 ¢ok diigmektedir. Buna bagli olarak Karp kanallar1 agilir,
pankreasda insulin salgis1 azalirken, diger hiicrelerde sikemi sonrasi hiicresel hasar

olusturur.

Damar diiz kaslarinda oksijen azlig1 oldugunda anaerobik solunum ve buna bagl laktik
asit birikimi olur. Yani ATP azhig ya da eksikligi Karp kanalim acar, diiz kas
hiperpolarize olur ve sonucta vazodilatasyon gelisir. Damardaki bu olay beyin ya da
kalp iskemisi gibi patolojik durumlarda dokuya gelen kan akimini vazodilatasyon ile

arttirip hasar1 azaltir.

Normal sartlarda kalp kas membraninda Karp kanallar1 koruyucu roldedir. Metabolik
stres periyotlar1 esnasinda Karp kanallar1 aktive olur. Iskemi, anoksi, metabolik
inhibisyon Karp kanallarini acar ve AP siiresini kisaltir. Dolayisiyla kalp kasinda Ca*

birikimi azalir ve kalp kas1 kontraksiyonu zayiflar.
2.1.1 Yapasi

Karp kanalar1 heteroktemerik komplekslerdir. ATP’yi baglayan ve poru olusturan bir
Kir alt iinitesi bulunur. Kir ; Kir 6.1 ve Kir 6.2 olarak iki farkli yapida bulunur. Bunlari

kodlayan iki gen vardir ki KCNJ8 (Kir6.1) ve KCNJ 11 (Kir6.2) ‘yi ifade eder (Sekil.1).
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SUR genlerine baktigimiz zaman ise ABCC8 (SURI1)’i, ABCC9 ise (SUR2) alt
tinitelerini kodlamaktadir. Dolayisiyla iki tane SUR2 alt {initesi bulunur ki bunlar genel
olarak diizenleyici alt {iinitelerdir. Biyokimya caligmalar1 SUR2A ve SUR2B alt

varyantlarmin oldugunu gdstermistir.

Fonksiyonel bir Karp kanali olusumu i¢in her iki alt tinitenin(SUR ve Kir) varligma da
ithtiya¢ duyulmaktadir. Diger ice yonelik dogrultucu kanallarin aksine Kir6.2 tek basma
kanal olusturmaz. Bunun nedeni tam olarak bilinmese de SUR {initesinin, Kir6.2’nin

hiicre ici transport ve dagilimi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir.

Dokulara gore Karp kanallarini olusturan alt {initeler farklilik gostermektedir. Diiz kasta

Karp kanallarii olusturan alt {initeler muhtemelen Kir6.2 ve SUR2B’dir (7).

Kalpte en fazla Kir 6.2 ve SUR 2A formu bulunmasina kars1 yapilan ¢alismalar Kir 6.1
‘in insan, tavuk, sican ve farede bulundugunu gostermektedir. Kir 6.1 atrium, ventrikiil
ve damar endotelinde bulundugu bildirilmekte o nedenle Karp kanallar1 kalp dokusunda
farkli fonksiyon ve farmakolojik 6zellikler icermektedir. SUR1 ADP’ye SUR2 ‘den
daha duyarhdir. Bu yiizden kanda glikoz azalmasi1 SUR1’i daha ¢ok etkiler. Pankreatik
beta hiicreleri ATP’ye duyarl iken ventrikiiller ise iskemik hipoksiye daha duyarhdir.
SURI, norotransmitter salinimini da regiile etmektedir. Iskemide SURI baglantili Katp
kanallari, norepinefrin, asetilkolin gibi kalpten lokal norotransmiter salinimini
etkilemektedir. Kir6.1 ve SUR2 olmayan farelerde hipertansiyon ve koroner vazospazm
belirlenmis sadece SUR1 olmayan farelerde ( Kir mevcut) koroner arter baglanmasi ile
olusturulan iskemi reperfiizyonda, daha az infarkt alan daha az fibrozis ve daha az diger
iskemi reperflizyon bulgular1 elde edilmis. SUR1’in bu etkisinin nasil gelistigi
bilinmemekle birlikte sadece Kir6.2 alt {initesinin genetik delesyonunun bu etkileri

gostermedigi goriilmiistiir (1).

Calismalar Katp kanalindaki por olusturucu iinitenin Kir6.2 oldugunu gostermektedir.
Sulfoniliire reseptorii farmakolojik ajanlar icin hedeftir (12,13). SUR1 ve SUR2
reseptorleri siifoniliirelere  degisik affinite gosterirler. Kartp kanallar1 sadece
sarkolemmada degil mitokondri membraninda da bulunmakta ama molekiiler yapisi

heniiz tam olarak aciklanamamuistir.



2.1.1.a Kir6 Alt Unitelerinin Yapis

Kir’lerin 2 alt {initesi de (Kir6.1 ve Kir6.2) ice dogru rektifiye edici kanal
proteinlerinden olusur. Kir’ler membranda 2 tane helikal domainlere sahiptir (TM1 ve
TM?2). Sitoplazmik kisminda NH; ucu ve karboksil (COOH) ucu bulunur. Membran

boyunca boydan boya uzanan heliksler Kir6.1 ve Kir6.2 nin porlarmi olustururlar.

Katp kanallarinimn S5, S6 membran segmentlerine benzer bir sekilde Kir6.1 ve Kir6.2 de
(transmembran heliksleri) poru olustururlar. Kir6.1 ve Kir6.2’ nin her ikisi de genel
olarak cok benzer bir por yapisina sahip olmakla beraber bu iki alt {inite kanal

iletkenligi acisindan birbirinden farklilik gosterir.

Kir6 alt {initesine ATP baglanmasi (intraseliiler kismina) Kartp kanallarinin
inhibisyonuna neden olur. Karp kanallar1 (6zellikle Kir6.2 ve SUR1 ya da SUR2A
ihtiva edenler) genelde ATP varliginda kapahidirlar.

Baslangicta Kir6.1’ lerin ATP’ye duyarh olmadigi belirtilse de aslinda Kir6.2’lerle
kiyaslandiginda bunlarinda ATP inhibisyonlarina sahip oldugu gosterilmistir. Hem
Kir6.2’ler hem de Kir6.1’ler ATP varhginda inhibe olurlar. Ayn1 zamanda Mg" ve ADP

yoklugu da Katp kanallarinin aktivasyonunu inhibe eder ( 14) .
2.1.1.b SUR Alt Unitelerinin Yapisi

SUR alt iinitelerinin NBF1 ve NBF2 dedigimiz kisimlar1 bulunmaktadir. SUR
proteinleri ABC genleri tarafindan kodlanirlar. Bu nedenle ABC proteinleri olarak da
adlandirilabilirler. ABC proteinlerinin sitoplazmik kisminda NBF domainleri vardir. Bu
domainler de Mg" ve adenozin niikleotidleri icin baglanma alanlarna sahiptir ve bu

bolgelere baglandig1 zaman Karp kanallarimin fonksiyonlarini uyarirlar.

ABC siiper ailesi TMDI1 ve TMD?2 olarak 2 adet transmembran domaine sahiptir.
Domainlerin her biri 6 tane transmembrandan olusur ve bunlar transmembran transport
gorevi yapan tipik tasiyicilardir. Fakat SURI ve SUR2 dedigimiz yapilar ¢ok
farklidirlar. Transport fonksiyonu yapmazlar. Bu alt iiniteler daha cok; Karp
fonksiyonlarmni uyaricidir ve NH, terminallarine sahiptir. NH, terminali de TMDO’ a
baghdir. Bu ayn1 zamanda TMDI1’ e bir stoplazmik baglanti ile baglidir. NH, ucu
transmembran domaine sahip ve 6zellikle TMD1 ve TMDO’a baghdir bunlar NH, ve

Kir 6.2’nin arasinda baglant1 saglarlar.
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ABC siiper ailesi transmembran proteinleri 6 transmembran helikalden olusmustur ve
bunlar transmembran transporter fonksiyonu yaparlar. SUR ‘lar Karp kanallarinin
aktivitelerini diizenlerler. SUR ‘un aktive olmasi Kir6’ y1 aktive eder ki bu da TMD1 ile
baglantihidir. SUR TMDI ile, TMD1 TMDO ile TMDO ise Kir6 alt iinitesi ile

baglantilidir ve aktivasyon bu sekilde saglanir.

Asil porun oldugu ve potasyumun gectigi yer Kir 6 alt tiniteleridir. Kir’in aktivasyonunu
diizenleyen ise SUR alt iiniteleridir. SUR’unda transmembran kisimlar1 birbiri ile

baglayicilarla baghdir. Bu baglayicilarin birine LO birine L1 gibi isimler verilmistir.

SUR’un en son LO baglayici bolgesi TMDO domaininde olup 6zellikle Kir 6.2°’nin NH;
ucu ile de baglantidadir. Boylelikle SUR tarafindan Kir 6.2 dedigimiz kisimlarin
regiilasyonu saglanmis olur. Yapilan ¢alismalar regiilasyonda SUR un 6nemli oldugunu

gostermistir.

Mg" yoklugu ve niikleotidler Katp kanal aktivitesinde inhibisyona sahip olurlar ki bunu
genelde SUR2 alt iiniteleriyle etkileserek yaparlar. SUR alt iinitelerini olusturan
proteinler ABC protein genleridir. SUR diye bahsettigimiz bu NBF1 ve NBF2 denilen

proteinler birer sitoplazmik niikleotid baglanma katlanmalaridir.

NBF1 ve NBF2 (Walker A ve Walker B) niikleotid baglayict motiflerden olusmuslardir
(Sekil 1). Intraseliiler kistmdaki NBF1 ve NBF2 aym zamanda Mg" ve Adenozin

niikleotidleri de baglar. Karp kanallarinin uyarilmasinda gorevlidir.

Karp kanalinin spesifik 6zelligi vardir ki bu sadece ATP varliginda ag¢ilmasidir. Spesifik
ozellik, niikleotidlerin regiilasyonu ile saptanir. Niikleotid regiilasyonu, diger regiilator
ligandlarla ( 6rnegin Kir 6 alt {initesi ya da SUR alt {initesi ya da her ikisinde de) direkt
olarak etkilesime girerek Karp kanallarinin aktivitesini modiile edebilirler. Ornegin
membran fosfolipidleri, fosfoinozitidler kismen fosfotidil inozitol 4-5 bifosfat, Kir6 alt

tinitelerine kuvvetli bir sekilde baglanarak, ATP kanal aktivitesini uyarabilirler.

Yapilan caligmalarda goriilmektedir ki fosfotidil inozitol 4-5 bifosfatin ( PIP,) ‘patch’
dedigimiz yontemle membrandan hiicrenin i¢ine verilmesi ile Karp kanal aktvitesini
artirdig1 gozlenmistir. Eger kanal ¢alismaz hale getirilirse yani bloklanirsa yine ‘patch

teknigi’ ile PIP, verildiginde ise tekrar calisir hale gelmesini saglar.
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Yukaridaki caligmaya zit olarak ‘patch teknigi’ ile fosfolipaz-c enjekte edilirse PIP; ‘yi
hidrolize ettigi icin kanal aktivitesi azalir. Fosfolipaz-c; fosfotidil inozitol 4-5 bifosfati
parcalayan ve miktarimi azaltan bir enzimdir. PIP,‘yi azaltan herhangi bir sey kanal
aktivitesini de azaltmaktadir. Fosfolipaz-c ‘nin reseptor aracili aktivasyonu yine Katp
nin kanal aktivitesini modiile eder. Yalmz bir PIP, aktivasyonu ile ATP’ye duyarh K*
kanallar1 arasinda negatif bir eslesme vardir. PIP, arttiginda kanalin a¢ilmasi artarken
Katp kanalmin ATP duyarliligr azalir. Fizyolojik olarak bu demektir ki ATP duyarlilig:
parametre degildir. Yani kanalin aktivitesini sadece ATP diizenler demek degildir.
Membran kombinasyonundaki degisiklikler de dinamik olarak Karp kanallar1 tizerinde
degisiklik olusturabilir anlamina gelmektedir. Bu durum su sekilde aciklanabilir: Kir6.2
iizerindeki ATP baglanma alani ile bunlarin aktivasyonlar1 ¢akisiyor olabilir yani PIP,
baglandigr zaman ATP baglanamiyor olabilir. Bu yiizden ikisi arasinda bir yarisma

oldugu diistiniilmektedir.

Mp15a

12pi2.4

NBF2

NBF1

Sekil 1: ATP duyarli potasyum kanallarinda Kir2’lerin ve Sur’larin yapisi. ABC siiper ailesi
transmembran proteinleri 6 transmembran helikalden olugmustur ve bunlar transmembran transporter
fonksiyonu yaparlar. SUR TMDI1 ile, TMD1 TMDO ile TMDO ise Kir6 alt iinitesi ile baglantilidir ve
aktivasyon bu sekilde saglanir.
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PIP; ile bu kanallarin aktivasyonunda fosfolipidin bas ve kuyrugunun her ikisinin de
olmast gerekir. PIP, hidrolize olursa IP; ve DAG olusur ki bunlar kanalin
aktivasyonunda etkili olmazlar. Basm negatif yiiklii olmas1 asil kritik noktadir ¢ilinkii

fosfotidilserin (bu negatif yiikii saglar) asil Karp kanalini aktive eden kisimdir.

Uzun zincirli a¢il CoA molekiilleri yag asitlerinin beta oksidasyonunda, Karp kanal
aktivitesini modiile etmede ve PIP, aktivasyonunda gorevlidirler. Mesela PIP,
aktivasyonuna aracilik eden Kir6.2 iizerindeki rezidiieler uzun zincirli ag¢il CoA’nin
ilave etkisi icin major alandir. Ozellikle ventrikiiler myositlerde acil CoA’nin ATP
sentezlerine etkisi pankreatik beta hiicrelerine kiyasla ¢ok daha biiyiiktiir. Asetil
CoA’nin aktivasyon derecesi kardiyak ventrikiiler kanallardaki zincir uzunlugu ile artar.

Halbuki pankreatik beta hiicrelerinde durum boyle degildir.

Karp kanallarini aktivitesi i¢in 6zellikle patolojik sartlarda lipid modiilasyonu ve PIP;
onemlidir. Patolojik sartlarda bu lipidlerdeki degisiklikler 6nemli regiilator olabilir.
Kardiyak ventrikiillerdeki Karp kanal predominant1t SUR2A baglantili iken pankreatik
Karp kanal predominantlar1 ise SURI1 ile baglantilidir. Farkli etki olusturmalarinin

nedeni farkli SUR baglantilarinin olmasidir.

Hiice ici asidifikasyon (ki bu aneorobik metobolizmanin neden oldugu durumdur) Karp

kanal aktivitesini arttiran diger bir durumdur.

SUR2 alt iinitelerinde recombinant fotogenezis calismalari; pH’ a duyarli olan
kisimlarin 6zellikle Kir6.2 alt {initesindeki 2 aminoasit oldugunu gostermistir ( Thr-71
ve His-175 ). Ancak pH’1in ATP bagimli kapilar1 nasil diizenledigi heniiz tam olarak

aciklanamamustir.

Diiz kaslarda ayn1 zamanda PKA da 6nemli bir regiilatordiir. Diiz kas ve pankreatik
hiicrelerde PKA’ lar kanal fosforilasyonunda 6nemli rol oynarlar fakat iskelet kasinda
bu durum tam olarak ag¢ik degildir. Kir6 alt iiniteleri PKA fosforilasyon alanina sahiptir.
Bu alanlar kanalin fosforilasyonunu artirarak onlar1 acarlar. Mesela insandaki SURI,
PKA tarafindan fosforile edilir. SUR2 fosforile edildigi zaman ise Karp kanal sayisi
arttirllarak ya da azaltilarak kanal aktivitesi diizenlenir. Yalniz ratlardaki SUR1’ ler ile
PKA etkilesiminin nasil oldugu belli degildir. Iskelet kasinda PKA’ nm Kir6.2 ve
SURZ2A lizerine etkisi ¢alisilmig bir konu degildir. Bu yiizden iskelet kasinda SUR2A

‘y1 PKA’ nin fosforile edip etmedigi heniiz bilinmemektedir.
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PKC ventrikiiler Kartp kanallari iizerine etkilidir. PKC’ ler ventrikiiler Katp kanallarinda
karmasik bir etkiye sahiptir. Kir6.2 alt iinitelerinde T180 rezidiiesi hayli fazladir. Diisiik
ATP konsantrasyonlarinda PKC’ ler Kir6.2 alt tnitelerindeki T180 rezidiielerinin

fosforilasyonunu inhibe ederler. Bu sekilde Karp kanal inhibisyonu olusturulur.
Ventrikiiler ATP’nin iki tiir etkisi vardir:

1)Diisiik molar ATP konsantrasyonlarinda Karp kanal aktivitesini inhibe edici
2)Yiiksek molar ATP konsantrasyonlarin da ise Karp kanalini aktive edici etkisi vardir.

Yiiksek konsantrasyonlardaki aktive edici etkisini ozellikle Kir6.2 alt {initelerindeki
T180 rezidiielerini fosforile ederek yaparlar. Kronik PKC aktivasyonunun dinamik
bgimli bir mekanizma ile membran yiizeyindeki Kir6.2’nin geri alimina
duyarhidir.Ozellikle KIR6.1 ve SUR2B’ vyi iceren kanallar akut PKC muamelesi ile
inhibe edilmislerdir. Kir6.1 reziidieleri PKC ile fosforile olurken, Kir6.2 ve SUR2B

kanal aktivitelerinin PKC’ den etkilenmedigi bildirilmistir.

Ekstraseluler
—

L [N

intraseluler ™ \J A - S

Sekil 2: KATP kanalinda bulunan SUR ve Kir alt niteleri igin Onerilen membran topolojisi. (A) Gri
(SUR) ve siyah (Kir) silkindirler transmmbran domainleri,beyaz silisndirler Walker B (WA ve
WB)motiflerini simgelemektedir(L:Link (baglanma) bolgesi). (B)SUR ve Kir alt iinitelerinin 4:4
stokiometrisi(3)

2.1.2.Fizyolojik Fonksiyonlari

Normal fizyolojik sartlarda voltaj kapili potasyum kanallar1 ve ice rektifiye edici

potasyum kanallar1 kalp kasi dinlenim potansiyelini stabilize etmede ve major
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repolarize edici akim saglamada ©Onemli rol oynarlar. Karp kanallar1 elektriksel

aktiviteyi degistirerek ya da durdurarak kalp yetmezligine sebep olabilir.

Yapilan son calismalar, genetigi degistirilmis fareler kullanilarak Karp kanallarinin
kalbin koruyucu mekanizmas: ile ilgili yeni goriisler ortaya koymustur. Karp kanal

aktivitesinin kalbi korumada etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Mpyositlerdeki Karp kanalar1 SUR2A ve Kir6.2 alt iinitelerine sahiptir. Aslinda
myositlerde hem SUR1 hem de SUR 2 bulunur. Fakat SUR?2 alt iiniteleri daha fazladir.
Kalp hem Kir6.2 SUR2A hem de Kir6.2 SUR2B rekombinasyonlarini i¢ermesine
ragmen SUR2A iceren kanallar daha ¢ok bulunur. Ventrikiiler myosit Karp kanallar

pinasidil ve kromakalime duyarhdir. Fakat diazokside duyarl degildir.

Karp kanallar1 diazoksid, siilfaniliire gibi kuvvetli ve tolbutamid gibi zayif etkili agicilar
ile agilirlar. Karp kanal acicilart norepinefrin salinimini inhibe etmekte, Karp kanal

blokorleri ise norepinefrin salinimini arttirmaktadir (1).

Kir6.2 ve SUR2A fiziksel olarak etkilesim icinde fonksiyonel kanallar1 olusturmak icin
bir arada bulunurlar. Kir6.2 ya da SUR2 olmayan farelerde Karp kanal aktivitesinin
olmadig1 goriilmiistiir. Oyleyse Kir6.2 ve SUR2A ventrikiiler sarkolemmadaki bu

kanallarin esansiyel kompanentleridir.

SURI ve SUR2 alt iinitelerinin kanal kompleksleri benzer 6zellik gosterir. SURI
mRNA’s1 ve proteini pek ¢ok canli tiiriiniin kalbinde de belirlenmistir. Calismalar
SURTI’leri olmayan farelerin ventrikiiler myositlerinde Kartp kanal aktivitesinin
olmadigin1 gostermistir. Ayrica rat kalp hiicresinde hipoksinin; SUR2A’y1 arttirdigini,
Infarkt kalp bolgelerinde SUR1 ekspresyonu ve diazokside duyarli akimlarin her
ikisinin de arttigin1 gostermistir. Miyokardiyal iskemide Kir6.1 mRNA ekspresyonu
fazla miktarda artar. Stres durumlarinda myosit hiicrelerinde Kir6.1 proteinlerinin

miktar1 artar. Kir6.1‘deki bu artis miyokardiyak iskemide ve hipokside de goriiliir.

Karp kanallar1 birgok vazoaktif faktoriin hedefidir ve aktivasyon dereceleri bu aktivator
ve inhibitorlerin net etkileri ile diizenlenir. Karp kanallar1 kan akimmin metabolik
regiilasyonunda rol oynayabilirler. Hipoksi gibi kan ihtiyacinin arttig1 durumlarda
komsu dokulardan vazodilatorlerin saliverilmesi ile ya da hipoksinin direkt etkisi ile
Karp kanallar1 aktive olurlar. Bazi durumlarda, oksijen seviyesi normal, ortamda

vazodilatorler yok iken koroner arterlerde oldugu gibi Karp kanallar: arter diiz kasinin



14

membran potansiyelini diizenlenmede katkida bulunur. Karp kanallar1 depolarizasyon

ve kasilmaya yol acan vazokonstriktorler tarafindan inhibe edilebilirler (5).
2.1.2.1 ATP’ye Duyarh K* Kanallarim Regiile Eden Hiicresel Mekanizmalar

Hiicrenin metabolik faaliyetleri sonucunda, ATP’nin azalmasi, ADP ve diger niikleotid
difosfatlarin konsantrasyonunun artmasi gibi intraseliiler metabolit miktarinda meydana
gelen degisiklikler Karp kanal aktivitesini arttirmaktadir. Hiicre metabolizmasinin
metabolik zehirlerle inhibisyonu, substrat azalmasi veya hipoksi Karp kanal akimlarmi

arttirir.

Norepinefrin, histamin, serotonin, noropeptidler, endotelin, vazopressin ve anjiotensin

gibi PKC’yi aktive eden vazokonstriktorler, Karp kanal akimlarini inhibe ederler (5).

Membran fosfolipidleri olan PIP,, uzun zincirli ag¢il CoA’lar, protein kinazlar
(PKA,PKC), pH, Intraseliiler niikleotidler; Karp kanallarmin metabolik duyarlilik

gosterdigi komponentlerdir.

Cesitli caligmalar gostermistir ki; metabolik inhibisyonda yani ATP yoklugunda
kanallar acilir ya da sitozol i¢ine ATP enjeksiyonu kanali kapatir. Sonu¢ olarak
ATP’deki diisme kanali agmak i¢in bir kontriiktor gibi diizenleyici gorev yapar. Ancak
ATP hi¢bir zaman diismez ciinkii ATP yasayan bir hiicrede milimolar seviyede de olsa

muhakkak vardir.

Fizyolojik olarak Mg"a baglh niikleotid difosfatin aktive edici etkisi dnemlidir. Ciinkii
ATP’deki diisme ve bununla beraber ADP’deki artisin her ikisi de birlikte major
regiilator parametrelerdir. Sadece ATP’ nin diismesi degil ADP ‘nin artmasi ya da Mg™’

un niikleotid difosfata baglanmasi da Karp kanal regiilasyonunda rol oynar.
2.1.3. Farmakolojisi

SUR izoformlar1 siilfaniliire, glibenklamid tarafindan inhibe edilirler. Bu durum,
stilfaniliirenin niikleotid konsantrasyonlar1 iizerine olan inhibisyon etkisi ile gerceklesir.
Metabolik denge tizerine SUR1’ ler SUR2’ lere gore siilfaniliirelere daha duyarhdirlar.
SUR1’ in TMD?2 yapisinda tolbutamid i¢in de baglanma alani vardir.

Diazoksid, hem SURI in hemde SUR2’ nin efektif bir aktivatoriidiir. Pek ¢ok Karp

kanal acicist vardrr (Pinasidil, kromakalim ve digerleri). Ornegin pinasidil de
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kromakalim de SUR2A ve SUR2B’nin efektif aktivatorleridir ama SUR1’in aktivatorii
degildir.

Karp kanallar1 terapotik bir hedeftirler ve hem aktivatér hem de inhibitorleri klinikte
kullanilmaktadir. Pankreas beta hiicrelerindeki Kartp kanallarinin = siilfoniliireler
tarafindan inhibisyonu insiilin salgisinin artisi ile sonuclanir. Bu etkileri siilfoniliirelerin
insiiline bagli olmayan diyabetteki kullanimlarinm altinda yatan mekanizmadir (5).
Siilfaniliire alan diyabet hastalarinda kalbin somatik uyariya cevabinda aritmi gibi
istenmeyen cevaplar gelisebilmektedir (1). Sentetik Karp kanal acicilari membran
hiperpolarizasyonu olusturarak diiz kas1 gevsetirler. Bu ilaglarin astim, hipertansiyon,
angina ve mesanenin motilite bozukluklarinda ©nemli degere sahip olabilecekleri
diistiniilmektedir. Kalpteki Karp kanallarinin aktivasyonu iskemik on kosullamada rol
oynar (5). Kardiyak doku kisa iskemik periyodlara maruz kaldiginda olusacak iskemik
hasara kars1 daha direngli olmaktadir. Bu etkiyi taklit eden kalp Karp kanal
aktivatorlerinin gelistirilmesi terapotik kullanima olanak saglayabilecektir (8). Cesitli
Karp kanal aktivator ve blokorlerinin terapotik indikasyonlar1 Tablo 2.1°de
verilmektedir (9). Sonug¢ olarak siilfaniliire kardiyoprotektif olabilir, Karp kanallar1 ;

proeksitator, giiclii proaritmik olabilir.(1)

2.1.3.1 Kanal Inhibitorleri (5)

2.1.3.1.a Siilfoniliireler (5)

Siilfoniliireler klinikte insiiline bagimli olmayan diabetin tedavisinde kullanilirlar. Bu

bilesikler artmis ekstraseliiller glukozun pankreas beta hiicresindeki etkisini taklit

ederler.

Membran depolarizasyonuna neden olup aksiyon potansiyelini tetiklerler ve hiicreye
Ca™ girisi sonucunda insiilin sekresyonuna neden olurlar. Beta hiicrelerindeki Karp
kanallar1 ile SUR arasinda bir baglanti oldugu bilinmektedir ve siilfoniliirelerin

hipoglisemik etkilerinin altinda yatan neden bu kanalm inhibisyonudur.
SUR ile Karp kanallan arasindaki iliski
Siilfoniliire grubu ilaglar ile Katp kanallar1 arasindaki iliskiyi gosteren ilk gdzlem

tolbutamidin pankreas beta hiicrelerindeki Karp kanallarini inhibe etmesidir (10).
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Tolbutamid iiretilen birinci jenerasyon siilfoniliire bilesikler arasindadir ve glibenklamid

gibi ikinci jenerasyon siilfoniliireler ile karsilastirildiginda daha az etkili bir

hipoglisemik ajandir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Cesitli K,rp Kanallarinin aktivator ve blokorlerinin kullanildiklari indikasyonlar

Terapotik indikasyon(lar)

Bilesikler

K atp kanal aktivatérleri

Hipertansivon, iskemik kalp

hastali1g1, kalp hastalig

Pinasidil. Diazoksit,

Nikorandil

Astim

Aprikalim, Bimakalim,
Kromakalim, Celikalim.
Emakalim, NIP 121,

RO 316930, RW1J] 29009,
SDZ PCO 400, Rimakalim,
Simakalim, YM-099,
YM-934

Myokard iskemisi

BMS 180448, U 89232

Alopesi

P1075. minoksidil

Uriner inkontinens

ZM244085, ZD6169,
WAYI1516l6, ZD0947

Erektil disfonksiyon

PNUS8S3757

Kartr kanal blokorleri

Ventrikiiler aritmi. kalp

hastalig1, kardiyak arrest

HMR 1098, HMR1883

Tip II diabet

Tolbutamid. Klorpropamid,

Glibenklamid, Glipizid,

Nategliniid, Repagliniid

Kas hiicrelerindeki siilfoniliire reseptorleri ve K,rp kanallar

Siilfoniliireler, beta hiicrelerindekinden daha yliksek konsantrasyonlarda kalp, iskelet ve
diiz kastaki Karp kanallarini da inhibe ederler. Siilfoniliirelerin kalp ve damardaki Katp
kanallarin1 inhibe etmesi klinik ag¢idan onemlidir, ¢iinkii baz1 calismalarda diabetik

hastalarin  siilfoniliirelerle  tedavileri artmis  kardiyovaskiiler — mortalite ile

iliskilendirilmistir.
Glibenklamid diiz kasta, K kanal acicilari, vazodilatorler, hipoksi, niikleotid difosfatlar
ve ATP azalmasma bagh Karp akimlarini inhibe eder. Kanalin siilfoniliirelere karsi
duyarliligmi  niikleotid  difosfatlarin kromakalimin  ise

arttirdigi, azalttig1

diistiniilmektedir. Niikleotid difosfatlar gibi cesitli hiicresel kofaktorler siilfoniliirelerin
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baglanma ve elektrofizyolojik etkilerini modifiye edebilir. ADP’nin tolbutamidin
inhibisyon etkisini potansiyalize edici yondeki etkisi magnezyuma bagimhdir.
Magnezyum iyonuna ila¢ ile reseptor arasindaki iliskiden cok, SUR ile Karp kanali
arasindaki iliski icin ihtiya¢ duyulmakta oldugu sOylenilebilir. Kalp hiicrelerindeki
metabolik inhibisyon siiresince Karp kanallari, siilfoniliirelere karsi duyarliliklarini
yitirirler. Bu nedenle, hipoksi ve kardiyak iskemi gibi Karp kanallarmin aktivasyonu
sonucu ortaya ¢ikan durumlarda siilfoniliireler hiicresel K* efluksunu parsiyel olarak
inhibe ederler. Glibenklamidin metabolik inhibisyon esnasinda kalpteki Karp kanallarini

inhibe edememesinin nedeni intraseliiler ADP miktarindaki artistir.
2.1.3.1.b.Diger inhibitorler (5)

Ekstraseliiler baryum damar dis1 diiz kaslardaki Kartp kanallarini bloke eder.
Tetraetilamonyumklorid (TEA) iyonlar1 diiz kas ve iskelet kasinda Karp kanallarinin
zayif bir inhibitoriidiir. 5-hidroksidekanoat diiz kasta denenmemis olmasina ragmen
Karp kanallarinin selektif bir inhibitorii olabilir. Fentolamin gibi imidazolaminler beta
hiicreleri ve diiz kasta Karp kanal akimlarini inhibe ederler. Rubidiyum, 4-aminopiridin,

penisiklidin ve kinin de inhibitorler arasindadir.
2.1.3.2.Kanal Aktivatorleri (15,5)

Sentetik K" kanal acicilar1 vaskiiler K' kanallarim1 aktive ederek membran
hiperpolarizasyonuna neden olurlar. Meydana gelen membran hiperpolarizasyonu
voltaja duyarli Ca** kanallarinin kapanmasma ve dolayisiyla gevsemeye neden olur.
Cesitli degisik yapisal smifa dahil bir dizi sentetik K™ kanal acicis1 gelistirilmistir.
Kromakalim, kromakalimin aktif enantiyomeri (esdeger ozellikli) levkromakalim,
nikorandil, pinasidil, minoksidil ve diazoksid bu kanal agicilarina dahil ajanlardir. Kanal
acicilart oldukca farkli yapiya sahip olmalarina ragmen, ortak bir etki bolgesine sahip
olduklari diisiindiiren benzer farmakolojiye sahiptirler ve Karp kanalin1 aktive ederek
etkilerini gosterirler. Karp kanallar1 endotel hiicrelerinde de bulunmaktadir. Endotel
kaynakli Karp kanal akimlarmin aktive olmasi endotel kaynakli gevsetici faktorlerin

salinmasina ve buna baglh gevsemesine neden olur.
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2.1.4. Damar Dis1 Diiz Kaslardaki K,rp Kanallan (5)
Karp kanallar1 solunum yolu, mide, 6zefagus, barsak, mesane, safra kesesi, lireter ve

uterusu da iceren bircok damar dis1 diiz kasta bulunur. Karp kanallar1 damar dis1 diiz
kasta da kasilmaya yol acan transmitterler tarafindan inhibe edilip gevsemeye yol acan
transmitterler ile aktive olur. Kanal acicilari damar disi diiz kasta da gevsemeye,
membran hiperpolarizasyonuna ve K*, rubidiyum efluksuna neden olur. Buna ek olarak,
dokular K"”un yiiksek konsantrasyonlarna maruz kaldiklarinda membran

hiperpolarizasyonu kaybolur ve gevseme yanitinda azalma gozlenir.
2.1.5. Patolojik Durumlarda Karp Kanallarimin Rolii (5, 9)
Potasyum kanallar1 ¢esitli patofizyolojik durumlar i¢in molekiiler hedeftirler. Sinirsel

[leti, damar ve damar dis1 kaslarin kasilmasi, hormon sekresyonu, immun fonksiyonlar
ve hiicre ¢ogalmasini da iceren cesitli fizyolojik siire¢lerde Karp kanallarinin 6nemli
rolleri bulunmaktadir. Bu siireclerin patolojik bozukluklar1 ile Karp kanallarinin yapisal
ve kalitsal bozukluklar1 arasinda iliski bulunmaktadir. Karp kanallar1 kalpte, aksiyon
potansiyelinin repolarizasyon fazinda ve dolayisiyla kalbin uyarilmasinda kritik rol
oynadiklarindan, ¢esitli EKG bozukluklari ile karakterize kalp hastaliklara neden olur.
Karp kanallar1 notrotransmisyonda rol aldiklarindan bu kanallarin fonksiyonlarindaki
degisiklikler, membran uyarilabilirligi ve sinirsel islevlerin yerine getirilmesinde biiyiik
degisikliklere yol acar. Farkli Karp kanal alt tiplerinin bozukluklari, episodik ataksi,
benign familiyal neonatal konviilsiyonlar, norodejenerasyon ve sizofreni gibi sinirsel
bozukluklarla sonuglanir. Alzheimer hastaliginda kalsiyuma duyarli Karp kanallarinin
bozuk oldugu gozlenmistir (16). Isitme ve vestibiiler hastahklar, Bartter sendromu gibi
renal ve ailesel hiperinsiilinemik hipoglisemi gibi metabolik bozukluklar bu kanallarin
fonksiyon bozuklugunun neden oldugu diger hastaliklar arasinda yer alir. Damar diiz
kas hiicresindeki artmus K' akimmnin hipertansiyon ile baglantis1 vardir. Hem
intraseliiler sinyallerle hem de mekanik uyarilarla agilabilen K¢, kanallarinin
hipertansiyonda rollerinin oldugu diisiiniilmektedir. Kasilma esnasinda bu kanallarin

acilmasi negatif feedback kontrol mekanizmasi saglar (11).
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2.2. KEMOTERAPIK BIiR AJAN OLAN DOKSORUBISIN VE
DOKSORUBISINE BAGLI GELiSEN KARDiYOTOKSISIiTE

Antitiimor antibiyotiklerden olan Doksorubisin (DOX) ve diger antrasiklinler 1960’
larda Streptomyces peucetius var. caesieus kiiltiirlerinden izole edilmis olan bir gurup

glikozidik antibiyotiklerdir (17).

Ancak, antrasiklin antibiyotiklerin ~ kullannminin ~ artmasiyla  doksorubisin
kemoterapisinin birka¢ siddetli komplikasyonu olarak bilinen akut ve kiimilatif doz
bagimli kardiyotoksisite fark edilmistir (18). Kemoterapatiklerin en Onemli yan
etkilerinden biri olan kardiyotoksisite ilk kez doksorubisin tedavisi alan cocuklarda kalp
yetmezligi gelistiginin fark edilmesiyle dikkati ¢ekmis, kullanimlar1 arttikca diger
antrasiklinlerin ve 5-fluorourasilin de kardiyotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir

(19).

Kardiyotoksisite genellikle terapatik molekiillerin kalp fonksiyonu {izerine olan
olumsuz etkilerini genis bir yelpazede tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Kanser
tedavisi i¢in kullanilan c¢esitli kemoterapatikler kardiyovaskiiler komplikasyon riskiyle
iligkilidir. ~ Kardiyak fonksiyon defektleri semptomatik veya asemptomatik
olabilmektedir(20). Bu sorunun klasik ©rnegi doksorubisin gibi antrasiklinlerin,

hematolojik maligniteler ve solid tiimorlerlerin tedavisinde kullanimidir.(21,22)

Antikanser ilaclara bagli potansiyel kardiyovaskiiler toksisite, QT siiresinin uzamasi,
aritmiler, myokard iskemisi, hipertansiyon, tromboembolitik komplikasyonlar
(antionjiojerik ajanlar) (22) ve myokardiyal fonksiyon bozuklugunu igine alir (23).
Ikinci olarak bu degisiklikler geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir, tedavi
esnasinda yada sonrasinda gelisebilir. Ornegin doksorubisin gibi antrasiklinlerin klinik
kullanimi, genellikle doza bagimli ve kiimiilatif olarak kardiyomyopati ve konjestif kalp
yetmezliginin gelisiminden dolay1 sinirlandirilmistir (24). Akut kardiyotoksisite
goriilmekle birlikte en sikintih formu ge¢ meydana gelen ve kalbin yapisal
bozukluklariyla karakterize olandir (25). Sol ventrikiil duvar kalinligina,myokard

kiitlesi yani sira, sol ventrikiil uyum azalmasina neden olur.(22,26,27)
2.2.1. Tanim, Klinik Kullanim ve Yapisi

Doksorubisin, Streptomyces peucetius kiiltiirlerinden elde edilen, antibiyotik

niteliginde, antrasiklin grubu bir kemoterapétik ajandir (28). Doksorubisin, genis
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spekturumlu bir ajan olmasindan dolayi, gastrointestinal tiimor, sarkomlar, lenfomalar,
gogiis ve yumurtalik kanseri gibi kati tiimorler ve 10semi gibi kan kanserleride halen ilk
olarak kullanilan bir ilactir (29). Antrasiklinlerin kimyasal yapilar1 karmasiktir, bir

aglikon ve bir amino seker gurubundan olugsmus quinon formdaki doksorubisin asagida

gosterilmistir (17).
O  OH 2 O
“‘ B
o) o) OH O o CH
HyC” 3

OH
NH,

Sekil 3: Doksorubisin’in etki mekanizmasi

2.2.2. Antitiimor etki (dna’ya baglanma)

Antrasiklin bilesikleri DNA ile etkileserek RNA sentezi dahil olmak iizere DNA’nin
bircok fonksiyonunu bozar. Tek ve cift zincir kirilmalar1 olusur. Bundan dolay1
antrasiklinler mutajenik ve teratojenik etki gosterirler (30). Doksorubisin, kanser
kemoterapisinde kullanilan ilk antrasiklin antibiyotiktir. Doksorubisinin sitotoksik ve
sitostatik etki mekanizmalar1 arasinda topoizomeraz II inhibisyonu, doksorubisin-demir
kompleksinin DNA ‘ya baglanmasi ve DNA baz ciftlerinin ilacla etkilesmesi gibi
radikale bagli olmayan mekanizmalar ve serbest radikal iiretimi ile DNA hasar1 yer

almaktadir (31, 32).

Antrasiklinlerin  apoptotik  hiicre  Oliimiinii  indiikledikleri  gosterilmistir  (32).
Doksorubisin, DNA ¢ift zincirini, bu zincir iginde komsu guanozin-sitozin bazgiftleri
arasina enine yerleserek etkiler (33). Bu tiir yerlesim antineoplastik ilaglarin (alkilleyici
olanlar haric) DNA molekiiliinii etkilemesinin, ¢apraz-baglanmay1 andiran, fakat farkl
olan bir seklidir. Bu nitelikteki molekiiller, DNA ¢ift zinciri i¢indeki birbirine bitisik iki

baz ciftinin arasma girerek onlara reversibl sekilde baglanirlar. Ancak reversibl
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baglanma, zamanla irreversibl baglanmaya doniisebilir. Aynm1 DNA cift-zincirinde
bircok noktada olan bu yerlesim ve baglanma komsu baz ciftlerinin birbirinden
uzaklagsmasimna, zincirin uzamasina ve sarmalligin azalmasina yol acgar. Sonucta
DNA’nm replikasyonu (DNA sentezi) ve transkripsiyonu (mRNA sentezi) inhibe edilir
(33).

Sekil 4: Doksorubisin- DNA Kompleksi

2.2.3. Yan Etkileri

Teratojenik, mutajenik ve karsinojeniktir (33) Doksorubisin verilen hastalarin ¢ogunda
en sik goriilen yan etkiler kemik iligi aktivitesinde azalma, agiz mukoza iltihabi,
sindirim bozuklugu, ve sa¢ dokiilmesidir. Agir Ilokosit ve trombosit kaybi

olabileceginden dozu smirlandirilmistirdir (34)

Kardiyak yan etki olarak ise; Doksorubisinin neden oldugu ii¢ ¢esit kardiyotoksisite
belirlenmistir (35). Birincisi, tedavinin hemen sonrasinda goriilen akut ya da subakut
hasar. Ikinci olarak, kardiyomiyopatiyle sonuclanan Doksorubisinin neden oldugu
kronik kardiyotoksisitedir. Son olarak, doksorubisin tedavisinin tamamlanmasindan
yillar sonra olusan doksorubisin kardiyotoksisitesinin neden oldugu ventrikiiler

bozukluklar ve aritmidir (36,37).

Doksorubisin vezikan bir ilactir. Ekstravazasyonu doku nekrozuna neden olur(33).

Doksorubisin idrar1 gecici olarak kirmiziya boyar; bunun klinik bir dnemi yoktur.
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2.2.4. Antrasiklin Kardiyotoksisitesine Genel Bakis

Antrasilkinlerin indiikledigi kardiyotoksisite akut, kronik, ilerleyici ve ge¢ baslayan
kronik ilerleyici olarak smiflandirilmistir(38). Akut kardiyotoksisite devamli ya da kisa
sireli ila¢ infiizyonu sonrasi olusur ve nonspesifik EKG degisiklikleri ve aritmileri
icerir ki bazi hastalarda perikardit, miyokardit gibi kalp hastaliklar1 esliginde
olabilir(25). Bu komplikasyonlar tipik olarak geri doniisiimliidiir, doza bagiml degildir
ve daha fazla antrasiklin kullanimin1 6nlemez. Akut kardiyak 6liim ve ani oliimlerde
rapor edilmis tek sebeptir (25,39). Klinik miyokardit ile benzerdir. Odem ve sol
ventrikiil (LV) duvarinda kalinlagsmayla birlikte % 60 mortaliteye sahiptir. Akut
kardiyotoksisite, hastalarin % 1 inde olusurken, subakut formu hastalarin % 1.4-2 sinde
olusur(9). Klinikte en belirgin etkisi; kronik kardiyaktoksisiste, konjestif kalp
yetmezligi ve LV disfonksiyonuna sebep olur(40,41). Ge¢ baslangic kronik ilerleyici
toksisite genellikle ilk bir yildan sonra terapi tamamlama ve niikslerden sonra
goriiliir(41). Geg baslangi¢c kronik ilerleyici toksisiste kanser tedavisinin ilk dozundan
10-20 yila kadar belli olmamaktadir. Antrasiklinle ilgili tedavi edilmeyen kalp
hastaliklarinda LV disfonksiyonunun ilk 2 yillik mortalitesi % 50° dir(41,42). Geg

kardiyaktoksisitede en 6nemli risk faktorii kiimiilatif tedavidir(42).

Antrasiklinin her bir dozunun kalpte yapisal degisikliklere sebep olduguna inamilir ki
eninde sonunda kardiyak Oliimlere sebep olur. Bu defektler mekanizma tarafindan, belli
esik degerlere kadar kompanse edilir ama ventrikiiler remodeling siklikla coklu

formlarda kardiyak yaralanmalari tetikler(43) .
2.2.5. Patofizyolojisi

Kardiyotoksisitenin literatiirde dikkat c¢ekici bircok yonii olmasma ragmen
antrasiklinlerin kalp iizerindeki zararl etkileri i¢in One siiriilen teoriler yeterli degildir.
Antrasiklinin indiikledigi myokardiyal hasarlarin olugsmasinda birinci siray1 serbest
oksijen radikallerinin iiretimi almistir (44). Bir ¢ok ¢alisma oksitadif stres modeli ROS
olusumunda, o6zellikle intraselliller demir seviyesindeki artisin, antrasiklin tedavisinin
yanitin1  destekledigini gosteriyor. son calismalar antrasiklin kardiyotoksisitesinin

ozelliklerinin aciklanmasinda ROS modelinin yetersiz kaldigin1 gostermektedir(44,45).

Serbest ROS mekanizmasmin kardiyomiyosit apopitosizi veya nekrozu gibi, normal
sarkomer yapisimm1 ve yeterli kontraksiyonu iiretmek i¢in kalp hiicresinin yetenegini

bozan, bu durumlarin degisik enerjetiklerden kaynaklandigina dair giiglii kanitlar
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vardir(44). Son calismalarda vurgulanan komponsatuar sagkalim mekanizmalari
tizerindeki antrasiklinin yan etkileri, neuregulin/heregulin-Erb/HER?2 ve hiicre salvage

kinaz yolu kalp hasarmin gelismesinde hafifletici etkiye sahiptir.(46,47)
2.3. SIKLOSIPORIN A

CsA, Tolypocladium inflatum Gams. adli mantardan elde edilen 11 aminoasitli
(undekapeptit), siklik bir polipeptitdir (40). Bu mantarin 24 C sicaklikta maya-malt
agarda iretilmesi ve bir dizi Kkiiltiir isleminden sonra CsA elde edilir. CsA suda
¢ozlinmez, fakat bir ¢ok organik ¢oziiciide ve lipitlerde oldukga fazla ¢6ziinme ozelligi

vardir (45). A¢ik kimyasal formiilii asagidaki gibidir (46) (Sekil 3).

Sekil 5. :Siklosporin A’nin kimyasal yapisi

Tolypocladium inflatum Gams adli fungustan elde edilen, 11 amino asitli, siklik bir
polipeptiddir. Kimyasal formiilii C62-H111-N11-012"dwr. CsA, mide-barsak kanalindan
kismen absorbe edilir. Bu nedenle agizdan almabilir. Fakat biyoyararlanimi az ve fazla
degiskendir (43). CsA biiyiik oranda ince bagirsaktan emilir, emilim oranm1 %4-26
arasinda degisir. Kana gecen CsA, %70 oraninda hiicrelere (bunun %80’ini eritrositler
olusturur), %30 oraninda plazma proteinlerine baglanir (45). ). Plazma proteinleri

icinde, albiimin’e diisiik oranda baglanirken Ozellikle YDL (yiiksek dansiteli
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lipoprotein) ve DDL (diisiik dansiteli lipoprotein)’den olusan lipoproteinlere yiiksek
oranlarda baglanir (45). CsA halen kullanilan bagisiklik sistemini baskilayici ilaglarin
etkinligi (efikasitesi) en yiiksek olamidir. Antijenin tanmnmasimi izleyen otoimmiin

cevabin erken basamaklarini 6nleyerek bagisiklik sistemini baskilar (43).

Immiinosiipresif ve ikincil néronal hasar1 6nleyici etkisini CD4 tipi T lenfositlerinde, T
lenfositi resptOriiniin  antijenle uyarilmast ile baglatilan sinyalleme kaskadi
basamaklarindan birini olusturan ve Ca**’a bagimli bir enzim olan kalsindrini selektif
bir sekilde inhibe ederek gosterir. Bunun i¢in siklosporin’in 6nce, sitoplazmik bir
reseptor olan siklofiline baglanmas1 gerekir. Siklofilinler, “peptidil prolil sis-
transizomeraz” (rotamaz) etkinligi gosteren ve hiicre ¢ogalmasina katkida bulunan,
prolinliproteinlerin uygun bir ii¢iinciil yap1 kazanmalarin1 saglayan enzimlerdir (48).
Siklofilin ile birlesip siklosporin-siklofilin kompleksi olusturan siklosporin A,
kalsinorin yada protein fosfataz 2B denilen fosfatazi inhibe eder. Kalsindrin bir
defosfataz enzimi olup NFAT (aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii) adli ve inaktif
durumda sitoplazmada bulunan faktorden fosfat gruplarimi koparir ve etki yeri olan
hiicre cekirdegine girmesini saglar. NFAT, cekirdekte interlokin-2 geninin koriikleyici
bolgesindeki baglanma yerine baglanarak gen transkripsiyonunu ve boylece IL-2
iretimini artirir. Bu olay zincirinde siklosporin, mitokondri membraninda yer alan
mPTP’nu inhibe ederek hiicre icine Ca*’ girisini engeller. Boylece Ca*> bagimli
kalsin6rin inhibisyonu, IL-2 iiretimini engelleyerek antijenik uyarmin IL-2 aracihig ile
T lenfositlerinde etkinlik artmasi ve prolifereolmasim onler. Intraseliiler Ca* diizeyinin
artmas1 hiicre hasarina neden olmaktadir (49,50). Siklosporin-A, MPTP’nu inhibe
ederek hiicre ici Ca** diizeyini diisiiriir ve hiicre oliimiinii engeller (48). Eldeki tim
veriler, siklosporin’in spesifik olarak ve reversible bir bi¢imde lenfositler iizerinde etkin
oldugunu gostermektedir. Sitostatik ajanlarin aksine hemopoezisi deprese etmemekte ve

fagositik hiicrelerin iglevleri iizerinde de etkisi bulunmamaktadir (51).
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Sekil 6: Siklosporin-A Immiinosiipresif ve ikincil noronal hasari énleyici etkisini Ca**’a bagimli bir

enzim olan kalsinérini selektif bir sekilde inhibe ederek gosterir. Bunun icin siklosporin’in once,
sitoplazmik bir reseptor olan siklofiline baglanmasi gerekir.

Siklosporin ortalama yarilanma Oomrii 6.4- 8.7 saat olup, metabolizma araciligiyla
elimine edilmektedir. Metabolitlerin eliminasyonu %90 oraninda safrada olur. Verilen
dozun %6’ s1 idrarla atilir. Idrar ekskresyonu diisiik oldugu icin, bobrek bozukluklari
siklosporin eliminasyonunu degistirmez. Cocuklarda atilma oranlar1 %40 daha fazla

oldugu icin, kisa araliklarda daha yiiksek dozlara ihtiya¢c duyulmaktadir. Yash
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hastalarda, karaciger bozuklugu olan lipoprotein, kolesterol ve trigliserid serum

seviyeleri diisiik olan hastalarda atilma oranlar1 diistiktiir (27,36,52,53,54).



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dah ve Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
Proje, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu ve Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Bagkanliginin 11/04 nolu karar1

ile onaylanmistir.
3.1. DENEY HAYVANLARI

Calisma; etik kurul onay alarak Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinden (DEKAM) saglanan ve viicut agirhigi 370 £50 g olan 40 adet Spraque
Dawley cinsi erkek sicanlar ile gerceklestirildi. Sicanlar deney siiresince sicakligi 24 +
1°C arasinda olan ortamda barindirildi. Gece giindiiz dongiisii otomatik aygit ile 12 saat
gece (6.00 — 20.00), 12 saat giindiiz (20.00 — 6.00) olacak sekilde ayarlandi. Calisma
siiresince hayvanlara pelet seklinde standart sican yemi ve ¢cesme suyu verildi. Deney

oncesi ve deney bitiminde si¢anlarin agirliklar tartildi.
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3.2. DENEY GRUPLARI

1. Kontrol grubu (KONT, n=8): Bir giin 6nce tek doz serum fizyolojik (SF)

soliisyonunun [0,1 m I/kg/hayvan basina intraperitional (i.p.) ] verildigi grup.

2. Doxorubisin grubu (DOX, n=8) : Bir giin once tek doz doksorubisin [10
mg/kg/hayvan basma 1ml (1.p.)] verilen grup.

3. Doxorubisin+Glibenklamid grubu (DOX+GLI, n=8): Bir giin once tek doz
glibenklamid[10mg/kg/hayvan  bagina  1ml (p.o)] ve  doksorubicin
(10mg/kg/hayvan basina 1ml i.p) verilen grup.

4. Doxorubisin+Siklosiporin grubu(DOX+CsA, n=8): Bir giin 6nce tek doz
siklosiporin  [Img/kg/hayvan basina 0,Iml (i.p)] ve doksorubicin
[10mg/kg/hayvan basia 1ml( i.p)] verilen grup.

5. Doxorubisin+Cariporide grubu(DOX+CARP, n=8) : Bir giin 6nce tek doz
cariporid [10mg/kg/ hayvan basma 0,1 ml (iv)] ve doksorubicin
[10mg/kg/hayvan basia 1ml (i.p)] verilen grup.

3.3. DEGERLENDIRMEYE ALINAN PARAMETRELER
3.3.1 Arteryal Kan Basma Olciimii

Arteryal kan basinci direkt yontemle femoral arterden kaydedildi. Kayit 6ncesi, 8 giin
intraperitional ila¢ enjeksiyonu yapilan sicanlara anestezi uygulandi. Ketamin (39,35
mg/kg) ve xylazine (4.96 mg/kg karigimi i.p). Anestezi altindaki sicanin sol kasik
bolgesindeki femoral artere paralel olacak sekilde deride bir kesi yapildi. Deri alti
dokusu ve fasyalar kiint disseksiyon ile ayrilarak Arteria femoralise ulasild1 ve siyatik
sinir korunarak damar izole edildi. Kayitlarin alinabilmesi i¢in femoral artere 100 U/mL
oraninda heparin iceren serum fizyolojik ile dolu PE-50 tubing yerlestirildi. Basin¢
cevirici-yiikseltici sistemi ve yiikselticiye bagli MP-30 sistemi (Biopac Systems, Inc.,
CA) ile 15 dk boyunca kan basing degerleri kaydedildi. Hayvanlar uyanmadan onceki
bes dakika boyunca alinan kayitlar bilgisayarda isaretlendi. Sonrasinda hayvanlardan
biyokimyasal dl¢timler i¢in 1,5 ml kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rnegi 4000 rpm’de 5
dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen plazmalar ependorf tiiplerne alinarak -

20°C’de saklandi.
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Resim 3.1. Kan basinci ve EKG kayit alma islemleri.

3.3.2. EKG Kaydi

EKG elektrotlarinin pozitif ucu sol kola negatif ucu sag kola ve toprak elektrodu sag
ayaga baglandi. EKG’den PR’nin , QT nin, QRS’in siireleri R dalgasinin amplitiidii ,
R_R intervali, P-Rsegmenti degerlendirildi. R-R intervali R dalgasinin baslangicindan
QRS kompleksinin baslangicina kadar gecen siiredir. QRS kompleksi Q dalgasiin
baslangicindan S dalgasinin sonuna kadar gegen siiredir. Ventrikiillerin depolarizasyon
stirecini kapsar. QT intervali Q dalgasinin basindan T dalgasmin sonuna kadar gecen
siiredir. Ventrikiillerin depolarizasyon ve repolarizasyon siireclerini kapsar R dalgasi

QRS kompleksindeki ilk pozitif defleksiyondur.
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Resim 3.2. Sicanlarin EKG ve Kan basici kaydi. QRS, PR, QT, Prseg, ve R-R parametrelerinin EKG
dalgast lizerinde gosterilmesi.

3.3.3. Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

Aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotrasferaz (ALT) Aktivite
Tayinleri: Doxurabisinin olusturdugu kalp hasarmi belirlemede; AST ve ALT gibi
enzim aktivite tayinleri, klinik biyokimya laboratuvarinda, rutinde kullanilan alet ve
kitler ile yapildi (Beckman Coulter LX-2000, Beckman kids). AST ve ALT nin 6l¢iim

degerlerinin birimi U/I’dir.
3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel hesaplamalar, Excell ve SPSS 16.0 programlar1 kullanilarak yapildi. Tkiden
cok grup arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde; normal dagilima uygunluk
saptanan kosullarda, tek yonli ANOVA uygulandi ve ardindan post hoc test olarak,
Tukey testi kullanildi. Bagimli gruplarin ortalamalarim karsilastirmak icin 6nce Kruskal
Wallis ANOVA ardindan ikili karsilastirma i¢cin bagimli gruplarda t-testi kullanildi.
Degerler ort.+SD olarak gosterildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. BIYOKIMYASAL PARAMETRELERIN DEGERLENDIRILMESI

Bes grubun hayvanlarinin plazma Orneklerinde AST ve ALT enzim aktiviteleri
degerlendirilmistir. Dox alan, Dox ile birlikte glibenklamid,siklosporin A ve cariporide
alan gruplarin AST enzim aktiviteleri kontrol grubunun degerleri ile karsilastirildiginda
AST aktivitesinde istatistiksel anlamda onemli bir artis bulunmustur (p<0,01 ve
p<0,001). Dox+CsA ve Dox+Carp gruplarinin AST degeri ile sadece Dox verilen
grubunki arasinda da istatistiksel anlamda bir artig vardir (p<0,01 ve p<0,001).

ALT enzim aktivitesi sadece Dox+Carp alan gruplarda kontrolden farkli bulunmustur
(p<0,001). Dox+Carp , Dox+CsA ve Dox+Gli gruplarinda ALT enzim aktiviteleri
sadece Dox alan gruptan istatiskiksel anlamda yiiksek bulunmustur (p<0,001 ve
p<0.05) (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Sicanlarin plazma AST ve ALT enzim aktiviteleri (n=8)

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L)
Kontrol 78 £ 17 6105
Dox 146+50° 60205
Dox+Gli 103420 70+16°
Dox+CsA 2874341 70+05°
Dox+Carp 172411 93+12"¢

AST : Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz.
a: p<0,01 KONT grubuna gore, b: p<0,001 KONT grubuna gore.

c: p<0,01 DOX grubuna gore, d: p<0,001 DOX grubuna gore. e: p<0,05 DOX grubuna gore. Degerler
ortalama +SD olarak verildi.

4.2. EKG VERILERINiIiN DEGERLENDIRMESI

Kontrol grubu ile diger gruplarin ve Dox alan grupla diger gruplarin PR siiresi, QT
intervali, PRsegmenti, RR aralig1 ve QRS kompleksi istatistiksel olarak degerlendirildi.
Buna gore; PR aralii, kontrole gore diger gruplarla karsilastirildiginda, Dox+Carp,
Dox+CsA gruplarindaki PR arali§in istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu
bulunmustur (p<0,001 ve p<0,05 ). Aym parametreyi Dox verilen gruba gore diger
gruplarla karsilagtirdigimizda Dox+Carp verilen grup istatistiksel anlamda farkli
bulunmustur. (p<0,05) (Tablo 4.2).

Kontroliin QT intervalini diger gruplarinki ile karsilastirdigimizda, yada Dox alan
grupla diger gruplarin QT intervalini istatistiksel olarak karsilastirdigimizda anlaml bir

farklilik bulunmamustir.

Kontroliin PR segmentini diger gruplarinki ile karsilastirdigimizda, istatistiksel anlamda
onemli bir degisim bulunmaz iken, sadece Dox verilen grup ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak da anlamli degisim goriilmiistiir (p<0,05)

Kontroliin R-R intervalini diger gruplarimnki ile karsilastirdigimizda, Dox+CsA ve Dox
verilen gruplardan istatistiksel anlamda farkli oldugu bulunmustur (p<0,05). Dox
verilen grubun RR intervali diger gruplarin RR intervalleri ile karsilastirdigimizda ise;
Dox+Gli verilen grubun degeri istatistiksel yonden anlamli olark artis gostermistir

(p<0,01).
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Kontroliin R amplitidiinii diger gruplarinki ile karsilastirdigimizda, yada Dox alan
grupla diger gruplarin R amplitidiinii istatistiksel olarak karsilastirdigimizda anlaml bir

farklilik sadece Dox+Gli verilen grupta goriilmiistiir (p<0,05).

Kontroliin QRS intervalini diger gruplarinki ile karsilastirdigimizda, yada Dox alan
grupla diger gruplarin QRS intervalini istatistiksel olarak karsilastirdigimizda anlaml

bir farklilik bulunmamustir.

Tablo 4.2.S1canlarin EKG parametre degerleri (n=8)

Gruplar | PR (ms) QT (ms) Prseg (ms) |R_R (sn) Rampl QRS (ms)

Kontrol 0,027+0,001 | 0.046+0.003 | 0.005+0.002 | 0,188+0,014 |0,350+0,044 |0.031+0.001

Dox 0,027 £0,001 |0,045+0,001 | 0,008+0,001 | 0,166+0,007° | 0,305+0,044 | 0,030+0,001

Dox+Gli | 0,026+0,002 | 0,045+0,001 | 0,01240,003" | 0,181+0,016° | 0,419+0,044“ | 0,030+0,001

Dox+CsA | 0,028+0,001° |0,046+0,002 | 0,008+0,001 |0,173+0,01° |0,265+0,044 |0,030+0,001

Dox+Carp | 0,029+0,001™ | 0,045+0,001 | 0,007+0,001 |0,176+0,011 |0,280+0,044 |0,030+0,001

PR: P R aralig arasindaki sire. QT: Q T arasindaki siire. Prseg: PR segment siiresi
R-R: Iki R dalgasi arasindaki mesafe. Ramp: R dalgasinin amplitiidii QRS: QRS kompleksi

b: p<0,001 KONT grubuna gore, c: p<0,05 KONT grubuna gore.
d: p<0,05 DOX grubuna gore, Degerler ortalama +SD olarak verildi.

4.3. KAN BASINCININ VERILERININ DEGERLENDiIiRMESI

Gruplarda degerlendirilen diger bir fizyolojik parametre de arterial kan basinglaridir.
Gruplarin kan basiclari sistolik, diyastolik ve ortalama kan basinci olarak degerlendirildi
Sistolik, ,diyastolik ve ortalama kan basinglar1 agisindan kontrol grubuyla diger gruplar
ve sadece Dox alan grupla diger gruplar arasinda istatistiksel karsilastirmalar

yapilmuistir.

Sistolik kan basinci agismmdan  kontrol grubuyla diger gruplart karsilastirdigimizda
Dox+Carp ve Dox grubunun degerleri istatistiksel olarak kontrol grubundan yiiksek

bulunmustur (p<0,001).
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Ayn1 parametre acisindan Dox verilen grupla diger gruplari karsilastirdigimizda
Dox+CsA ve Dox+Gli gruplarinin sistolik basi¢larmin  sadece Dox verilen
grubunkinden istatistiksel anlamda Onemli derecede diisiik oldugu belirlenmistir

(p<0,001).

Diastolik kan basinc1 ise; Kontrol grubu diger dort grupla karsilastirildiginda
Dox+CsA, Dox, Dox+Gli gruplar1 arasinda istatistiksek anlamda farklilik bulunmustur

(p<0,001 ve p<0,02).

Diyastolik kan basinci acgisindan Dox alan grupla diger gruplar1 karsilastirdigimizda
Dox+CsA ve Dox+Gli verilen gruplarin degerleri istatistiksel olarak daha diisiik

degerde bulunmustur. (p<0,001 ve p<0,03).

Ortalama kan basinglar1 acisindan kontrol grubu, diger dort grupla karsilastirildiginda
Dox+CsA, Dox, Dox+Gli ve Dox+Carip gruplar1 arasinda ki fark istatistiksek olarak
anlamli bulunmustur (p<0,001, p<0,02, p<0,05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3.S1canlarin kan basinci degerleri (n=8)

Gruplar SKB (mmHg) DKB (mmHg) OKB(mmHg)
Kontrol 12948 8948 112+ 13
Dox 130+4* 99 +6" 112 46
Dox+Gli 11443¢ 8742 10041
Dox+CsA 115+1¢ 83+8™¢ 98 94
Dox+Carp 13446 10445 11846

OKB: Ortalama kan basinci, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan basinci
a: p<0,001 KONT grubuna gore, b: p<0,02 KONT grubuna gore, c: p<0,005 KONT grubuna gére,
d: p<0,001 DOX grubuna gére, e: p<0,003 DOX grubuna gore. Degerler ortalama +SD olarak verildi



5. TARTISMA VE SONUC

Doksorubisin, Streptomyces peucetius kiiltiirlerinden elde edilen, antibiyotik
niteliginde, antrasiklin grubu bir kemoterapotik ajandir (3). Doksorubisin, genis
spekturumlu bir ajan olmasindan dolayi, gastrointestinal tiimor, sarkomlar, lenfomalar,
gogiis ve yumurtalik kanseri gibi kat1 tiimorler ve 16semi gibi kan kanserlerinde halen
ilk olarak kullanilan bir ilactir (5). Doksorubisin verilen hastalarin cogunda en sik
goriilen yan etkiler kardiyotoksisite, kemik iligi aktivitesinde azalma, agiz mukoza
iltihabi, sindirim bozuklugu ve sac¢ dokiilmesidir. Agir 1okosit ve trombosit kaybi

olabileceginden dozu sinirlandirimistir (34)

Antikanser ilaclara bagli potansiyel kardiyovaskiiler toksisite, QT siiresinin uzamasi,
aritmiler, myokard iskemisi, hipertansiyon, tromboembolitik komplikasyonlar
(antionjiojerik ajanlar) (22) ve myokardiyal fonksiyon bozuklugunu igine alir (23).
Ikinci olarak bu degisiklikler geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir, tedavi
esnasinda yada sonrasinda gelisebilir. Ornegin doksorubisin gibi antrasiklinlerin klinik
kullanimi, genellikle doza bagimli ve kiimiilatif olarak kardiyomyopati ve konjestif kalp
yetmezliginin gelisiminden dolayr smirlandirilmistir (24). Akut kardiyotoksisite
goriilmekle birlikte en sikmtili formu ge¢ meydana gelen ve kalbin yapisal
bozukluklariyla karakterize olandir (25). Sol ventrikiil duvar kalinligina, myokard

kiitlesi yani sira, sol ventrikiiliin uyumunda azalmaya neden olur.(22, 26, 27)
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Kardiovaskiiler sistemde cok cesitli iyon kanallar1 bulunmaktadir. ATP’ ye duyarh
potasyum kanallar1 (Katp) intraseliller enerji metabolizmasi ile elektriksel uyar1
arasinda baglant1 saglayan en Onemli iyon kanallarindandir. Karp kanalari
heteroktemerik komplekslerdir. ATP’yi baglayan ve poru olusturan bir Kir alt iinitesi
bulunur. Kir; Kir 6.1 ve Kir 6.2 olarak iki farkli yapida bulunur. Bu kanallarda SUR
ismi verilen ayr1 alt tiniteler bulunmaktadir. Myositlerdeki Karp kanalart SUR2A ve
Kir6.2 alt tinitelerine sahiptir. Aslinda myositlerde hem SUR1 hem de SUR 2 bulunur.
Fakat SUR?2 alt {initeleri daha fazladir. Kalp hem Kir6.2 SUR2A hem de Kir6.2 SUR2B
rekombinasyonlarmi icermesine ragmen SUR2A iceren kanallar daha ¢ok bulunur.
Ventrikiiler myosit Karp kanallar1 pinasidil ve kromakalime duyarhdir. Fakat diazokside
duyarli degildir. Bu nedenle, hipoksi ve kardiyak iskemi gibi Karp kanallarinin
aktivasyonu sonucu ortaya cikan durumlarda siilfoniliireler hiicresel K™ efluksunu
parsiyel olarak inhibe ederler. Glibenklamidin metabolik inhibisyon esnasinda kalpteki

Karp kanallarii inhibe edememesinin nedeni intraseliiler ADP miktarindaki artistir.

Karp kanallar1 intraseliller ATP tarafindan inhibe edilmelerine bagh olarak ATP’ye
duyarli K* kanali olarak isimlendirilseler de sitoplazmadaki ATP diizeyleri genellikle
cok iyi ayarlanir ve miktar1 milimolar diizeylerde sabit tutulur; ancak siddetli metabolik
bozukluklarda bu kanal aktivitesi azalabilir. Bu bilgiler Karp kanallarinin ATP’ye ilave
olarak baska faktorler tarafindan birlikte regiilasyonu fikrini giindeme getirmistir. Karp
kanal aktivitesini degistiren intraseliiler metabolitler arasinda adenozin difosfat (ADP)
ve diger niikleotid difosfatlar bulunmaktadir. ADP ve guanin niikleotidleri Karp kanali
izerinde yiiksek konsantrasyonlarda bloke edici, diisiik konsantrasyonlarda ise aktive

edici etkiye sahiptirler.

Normal kalpte Katp kanallar1 yiiksek konsantrasyondaki intraselliiler ATP nedeniyle
kapalidir. Iskemi s6z konusu oldugunda bu kanallar acilarak, iskemik kalp hiicrelerini
korumak {iizere islev goriirler. Kalpteki bu protektif etkisine ilaveten pankreatik beta
hiicrelerden insiilin salgilanmasinin  kontroliinde, beyin damarlarmin iskemiden
korunmasinda, beyin sinapslarinda transmitter salmiminin modiilasyonunda ve damar

diiz kas tonusunun regiilasyonunda énemli rol oynamaktadirlar (4).

Siilfoniliireler , beta hiicrelerindekinden daha yiiksek konsantrasyonlarda kalp, iskelet
ve diiz kastaki Karp kanallarmi da inhibe ederler. Siilfoniliirelerin kalp ve damardaki

Karp kanallarini inhibe etmesi klinik agidan 6nemlidir, ¢iinkii baz1 calismalarda diabetik
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hastalarin  siilfoniliirelerle  tedavileri artmus  kardiyovaskiiler — mortalite ile
iligkilendirilmistir. Hipoksi ve kardiyak iskemi gibi Karp kanallarinin aktivasyonu
sonucu ortaya ¢ikan durumlarda siilfoniliireler, hiicresel K™ efluksunu parsiyel olarak
inhibe ederler. Glibenklamidin metabolik inhibisyon esnasinda kalpteki Karp kanallarini

inhibe edememesinin nedeni intraseliiler ADP miktarindaki artistir.

Karp kanallar1 bircok vazoaktif faktoriin hedefidir ve aktivasyon dereceleri bu aktivator
ve inhibitorlerin net etkileri ile diizenlenir. Katp kanallar1 kan akiminin metabolik
regiilasyonunda rol oynayabilirler. Hipoksi gibi kan ihtiyacinin arttigi durumlarda
komsu dokulardan vazodilatorlerin saliverilmesi ile ya da hipoksinin direkt etkisi ile
Karp kanallar1 aktive olurlar. Bazi durumlarda, oksijen seviyesi normal, ortamda
vazodilatorler yok iken koroner arterlerde oldugu gibi Karp kanallar1 arter diiz kasinin
membran potansiyelini diizenlenmede katkida bulunur. Karp kanallar1 depolarizasyon

ve kasilmaya yol acan vazokonstriktorler tarafindan inhibe edilebilirler.

Sodyum- hidrojen zit transport proteini (NHE1) kalp iskemisinde, hiicre i¢i artan
hidrojen iyonunu azaltmak icin en iyi ¢alisan tampon sistemlerinden birisidir. Diger bir
tampon sistemi ise sodyum-bikarbonat kotransport (NBC) sistemidir. Kalp iskemisinde
kardiyak hiicre i¢inde artan hidrojen protonu, bu iki pompanin ¢aligsmasi ile azaltilmaya
caligilirken, ayn1 anda hiicre i¢i sodyum iyon artigina, buna bagl kalsiyum iyon artigina
neden olmakta, iskemik kalp hiicresinin daha fazla kasilmasi hasarin artmasina neden

olmaktadir.

Siklosporin, mitokondri membraninda yer alan membran potansiyeli transport poru
(MPTP)’nu inhibe ederek hiicre icine Ca™ girisini engeller. siklosporin-A, MPTP’nu

inhibe ederek hiicre i¢i Ca™ diizeyini diisiiriir ve hiicre dliimiinii engeller.

Calismamizda 5 grup olusturulmus, her birine rastgele 8 hayvan ayrilmistir. Hayvanlara
kontrol grubu hari¢ doksorubisin verilmis, doksorubisin verilen bir grup haric
digerlerine doksorubisin ile ayni zamanda farkli ilaglar ilaveten verilmistir.

glibenklamid verilerek Katp kanallarinin inaktif hale getirilmesi planlanmustir.

Diger gruba doksorubisin ile birlikte siklosporin A verilmistir. Bilindigi gibi siklosporin
hem kalsindrini inhibe ederek immunosupresif etki olustururken ayn1 zamanda patolojik
durumlarda acilabilen mitokondri membranindaki porlar1 kapatabilmekte boylece

mitokondriyal hasar1 engellemektedir.
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Diger bir gruba ise doksorubisin ile birlikte cariporide verilmistir. Cariporide Na*-H"
degis-tokusunu yapan transport sistemi inhibe edicidir. Diisiindiik ki doksorubisin akut
olarak radikalleri artiracak pH’y1 degistirecek, hiicre i¢i Na® artis1 ve buna bagh Ca™
artisina neden olacaktir. Artan Ca™ iyonu da her zaman 6zellikle mitokondrilerde hem

yapisal hem de fonksiyonel bozukluk olusturan dnemli sebeplerden birisidir.

Calismamizin amaci, hayvanlara doksorubisin vermek suretiyle radikal olusumunu
artirmak bu radikallerin ortamdan kaldirilmasinda siklosporin A, glibenklamid yada
cariporide’in etkili olup olmadigini belirlemek, gruplar1 karsilastirarak en etkili olani

bulmakti.

Hipotezimizi test etmek i¢in maddelerin verilmesinden 24 saat sonrasinda, Ozellikle
karaciger dokusunun ama kalp kasi hasarinin da belirteci olan AST ve ALT enzim
aktiviteleri Biyokimya laboraturlarinda yaptirilmistir. Fizyoloji laboratuarinda ise EKG
paremetreleri ile birlikte kan basin¢lar1 direkt kayitlanmistir. Dox verilen gruplarin AST
enzim aktiviteleri kontrole gore yiiksek bulunmustur ve bu yiikselme istatistiksel
anlamda da 6nemlidir. Dox ile birlikte verilen kimyasallarin hicbirisinin AST enzim
aktivitesini kontrole yaklastirmadig1 gibi sadece doksorubisin verilen grubunkinden de
daha yiiksek oldugu tesbit edilmistir. Benzer durum ALT enzim aktivitelerinde de
goriilmektedir. Bu sonuglar doksorubisinin verildikten 24 saat sonrasinda bile hasar
olusturmaya basladigini, ancak verilen glibenklamid, siklosporin A yada cariporitin bu

hasar1 engellemede yetersiz oldugunu gostermektedir.

EKG verilerine baktigimizda doksorubisinin verilmesinden sonraki 24 saatte,
doksorubisinin yaptig1 patolojilerin heniiz EKG parametrelerine yansimadigini
sOyleyebiliriz. Dolayis1 ile sadece doksorubisin verilenlerde bile hemen hemen tiim
degerler kontrole benzemektedir. Doksorubisin ile cariporide birlikte verilen grubun PR
degeri, hem kontrolden hem de sadece doksorubisin verilen gruplar ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme gostermistir. Bu tiir ylikselmeler glibenklamid
verilenlerde PR segmenti, R amplitiidiinde ve QRS kompleksinde de goriilmiistiir. Bu
iki kimyasal madde muhtemelen hiicre i¢i-dis1 iyon dengesinde degisiklik yaratmis

olabilir.

Kan basinci degerlendirmeleri incelendiginde doksorubisinin verilmesi sonrasi 24.
saatte kan basinclariin fazla degismedigi, fakat doksorubisin ile birlikte glibenklamid,

siklosporinA  verilmesinin kan basincinda azalma olusturdugunu soyleyebiliriz.
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cariporide ise hem sistolik hemde diyastolik basin¢larda artisa neden olmustur. Bu etki
muhtemelen glibenklamidin, siklosporin A’nin yada cariporitin damar iizerindeki

etkilerine bagl gelistigini gostermektedir.

Sonug olarak bu calisma ile doksorubisinin 24 saat icerisinde bile dokularda hasar
olusturdugu, verilen glibenklamid, siklosporin A yada cariporidin bu hasar1 diizeltmede
yetersiz oldugu, en azindan ilk 24 saat icerisinde diizeltmede yetersiz oldugu
diisiincesindeyiz. Ileriki c¢alismalar mitokondri etkilenimini gosterecek —sekilde
planlanirsa, verilen bu maddelerin bu hasar1 6nleme yada tetikleme konusunda daha

kesin sonuglar ortaya konulabilecektir.
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