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Ozet

Adriyamisin (ADR), kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
antikanser bir ilagtir. ADR kalp, karaciger, bobrek, testis gibi
bircok dokuda toksik etkiye sebep olur. Fakat en ¢ok kalp
dokusunda bu toksik etkisi ortaya g¢ikar. ADR’ nin Kkalp
yetmezligine yol agan mekanizma/mekanizmalar1 hala tam olarak
aydmlatilamamistir. Bundan dolayr kalp yetmezligine yonelik
etkin bir tedavi de hala gelistirilememistir. Gliniimiize kadar
yapilmis ¢alismalarda en yaygin goriis, bu toksik etkiye reaktif
oksijen tiirleri'nin (ROS) aracilik ettigidir. HMGB1 (High
Mobility Group Box 1), tiirler arasinda oldukga iyi korunmus bir
kromatin proteindir. HMGBI, ¢ekirdekte transkripsiyon faktorleri,
DNA’nin histon proteinleri ile iliskilidirr. HMGB1 DNA’y1
organize eder ve transkripsiyonu diizenler. Bu protein hiicrenin
sag kalim ve olim yolaklar ile iligkilidir. Yapilan ¢alismalarda,
HMGBI!’nin sadece stres durumlarinda degil, ayni zamanda
patolojik kosullarda da salgilandigi gosterilmisti. HMGBI1
apoptozisi uyarir. ADR, mitokondride fiiretilen enerji miktarinin
azalmasina neden olur. Normal kosullarda, hiicrede tiiketilen ATP
neticesinde AMP/ATP orani artmaktadir. Bu artiy AMP-aktive
edilmis kinaz (AMPK) araciligiyla hiicrede depolanan ATP’nin
kullanilmasini saglar. ADR’nin neden oldugu enerji stresinin
AMPK sistemini aktive etmesi beklenir. Fakat ilging bir sekilde
ADR’nin AMPK’1 baskiladig1 gosterilmistir. Mitokondriyal enerji
tretiminin azalmasina ek olarak AMPK sisteminin baskilanmasi
kalp kasi hiicrelerinde enerji ac¢iginin artmasina ve apoptozis
stirecinin hizlanmasma katki sagliyor olabilir. AMPK de hiicre
sag kalim ve 6liim sistemleri ile yakindan iligkili bir proteindir.
AMPK’nin, baskilandiginda apoptozisi ¢esitli yollardan (KAS,
pS3  vb) aktive ettigi bulunmustur. ROS’un  ADR’nin
kardiyotoksisitesine aracilik ettigi kanisindan dolay da tedavi igin
antioksidan maddeler kullanildi ve sadece kalp yetmezliginin
hafifletilebildigi bildirilmektedir. Dolayisiyla, ADR’nin kalp
yetmezligini baglatan sinyal molekiiliinii bulmaya odaklanmak bu
sorunun ¢ozimiinii saglayabilir.
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Abstract

ADR is an anticancer drug widely used for cancer treatment. It has
adverse effects on many tissues. But, the mostly adverse effect of it
is seen on heart tissue. The mechanism of its cardiotoxicity has not
been completely understood yet. Therefore, a treatment for its
cardiotoxicity has not been developed. Until now, the mainly accept
idea on ADR’s toxic effect has been thought to be related to ROS.
HMGBL1 is a chromatin protein highly conserved among the species.
It is associated with transcription factors at nucleus and histon
proteins of DNA. It is able to organize DNA and regulate the
transcription. It is related to cell’s survival and death pathways. It has
been reported that, not only can HMGB1 be released under stress
conditions, but also under pathological conditions in the cell.
HMGB1 can trigger the apoptosis. ADR causes a decrease in
mitochondrial energy production. Under normal physiological
conditions, AMP/ATP ratio increases due to utilization of ATP. This
rising facilitates AMP-activated protein kinase-mediated energy
consumption from ATP. ADR-induced energy stress is expected to
activate the AMPK system. Interestingly, it was shown to inhibit the
AMPK. In addition to decrease in mitochondrial energy production,
inhibition of the AMPK may increase energy gap and exacerbate
apoptosis process in cardiac cells. AMPK is a protein closely related
to both of survival and death pathways. Inhibition of AMPK has
been shown to activate apoptosis through different pathways such as
KAS, p53 etc. Apoptosis could be found to activate from various
pathways when AMPK is inhibited. Due to belief of ROS mediate to
cardiotoxic effects of ADR, antioxidants were used for treatment and
it was declared to restore heart failure. Therefore, focusing on the
signal molecule for triggering ADR-induced heart failure will might
help to solve the problem.
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Giris

Antineoplastik antibiyotiklerden olan antrasiklinler,
kanser tedavisinde yaygin kullanilan ilaglar arasinda yer
almaktadir (1). ADR, epirubisin gibi antrasiklinler, 1960
yilindan itibaren cesitli hematolojik ve solid tiimérlerin
tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat kalp
yetmezligi ile sonuglanabilen istenmeyen kardiyotoksik
etkisi tiimorlii  hastalarin  tedavisindeki  kullanimini
sinirlamaktadir. Kardiyotoksisite, antrasiklin
uygulamasindan kisa bir siire sonra (akut toksisite) veya
yillar sonra da (kronik toksisite) ortaya c¢ikabilir (2).
Sorunun  bilyiikliigii, antrasiklin iceren kemoterapi
uygulamasi ile kanseri yenen kisilerin sayisindaki artisin
bir sonucu olarak artmaktadir (3).

Diger dokulara (karaciger, bobrek, testis) oranla kalp
dokusunun, ADR’nin neden oldugu toksisiteye daha
duyarli olmasini nedenleri;

1. Kalp kasi hiicreleri diger hiicre tiplerine gore daha az
antioksidan savunmaya sahiptir (4). Kalp dokusunun
katalaz enzimi olmadigi igin antioksidan aktivitesi
zayiftur (5). Katalaz, hidrojen peroksiti suya ve osijene
yikarak ortamdan uzaklastiran bir enzimdir. Ayrica
kalp kasi hiicelerinin yiiksek diizeyde hidrojen
perokside maruz kaldigi ve bundan dolay1 ADR’nin
segici olarak, hiicre i¢i en 6nemli antioksidan enzim
olan glutatyon peroksidazi azalttigi da gosterilmistir
(6).

Kalp dokusu enerjisinin biiyiik bir kismini yaglarin
beta oksidasyonu ile elde eder. Bundan dolayi kalp kast
hiicreleri, toplam kiitle agirliklarinin %50’sinden fazla
mitokondri igerir. Fazla mitokondri ihtiva etme daha
cok reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumuna ve
dokunun oksidatif strese maruz kalmasina neden
olmaktadir (7-8).

Son olarak ADR, mitokondrilerde Dbirikir ve
kardiyolipine baglanarak solunum zincirini inhibe eder.
Kardiyolipin doymamis yag asitlerince zengin
kardiyospesifik fosfolipit olup mitokondri i¢ zarinda
bulunur. ADR’nin kardiyolipine yiiksek affinitesi
vardir (9). Kardiyolipin stokrom-c gibi mitokondri
membraninda bulunan proteinlerle  baglantilidir.
ADR’nin kardiyoloipine baglanmast sitokrom-c’nin
mitokondri membranindan kalp hiicresinin sitozole
salinmasina neden olur. Sitokrom-c’nin salinmasi
apoptozisin uyarilmasi ile sonuglanir (10).

ADR’nin antitimor etkisi DNA interkalasyonu (baz
ciftleri arasina bir molekiiliin tersinir sekilde girmesidir) ve
topoizomeraz II inhibisyonu ile gerceklesir. ADR’nin
kardiyotoksik etkisine, bu etkilerden farkli mekanizmalarin
aracilik ettigine inanilmaktadir. ADR kardiyotoksisite
mekanizmalari, birgok arastirmada incelenmis ve cesitli
olas1 mekanizmalar 6ne siirlilmistiir. Bilim diinyasinda en
¢ok kabul goren goriis; ADR’nin kalp {izerindeki toksik
etkisine ROT olusumunun aracilik ettigidir. Onerilen diger

30

kardiyotoksik mekanizmalar ise; ADR’nin daha hidrofilik,
kardiyotoksik maddelere metabolize edilmesi ve bunlarin
kardiyomiyositlerde birikmesi sonucu bazi 6nemli kardiyak
proteinlerin  ekspresyonunun bozulmasi, hiicresel ve
mitokondrial Ca* homeostazisinin bozulmasi,
mitokondriyal DNA kiriklarinin uyarilmasi, mitokondriyal
enerji iretiminin bozulmasi, titin ve distrofin dahil kasilma
proteinlerinin ve hiicre iskeleti proteinlerinin yikimudir (11-
12). Bu yollardan her biri, kardiyak hiicre hasarma ve
sonucta nekroz ya da apoptozis yolu ile kalp kasi
hiicrelerinin 6liimlerine katkida bulunabilir (11).

Iskemi ve hipoksik stres gibi kardiyak patolojilerde kalp
hiicrelerinin apopitozuna Bcl-2 protein ailesinin katildigi
bilinmesine ragmen, ADR kardiyotoksisindeki rolleri halen
aragtirilmaktadir (13). Apopitoz yolu ile kardiyomiyosit
kaybi, kalp yetmezligini baslatabilir veya siddetini
yiikseltebilir (14-15). ADR oksijen radikallerini olusturarak
kalp hiicresinde ve endotel hiicrelerinde apopitozu meydana
getirir.Bu apopitoz bir yandan kanser hiicrelerin yok
edilmesi agisindan faydali etkilere neden olur. Diger yandan
kardiyotoksisiteden sorumludur (14).

Bcl-2 protein ailesi fonksiyonlaria gére anti-apopitotik
ve  pro-apopitotik  proteinler olarak  simiflandirilir.
Proapopitotik protein ailesi Bax, Bad, Bid, Bak, Bcl-x, Bik
ve Bim’den olusur ve bu ailenin {iyeleri hiicre dliimlerini
uyarir. Anti-apopitotik protein ailesi ise, Bcl-2, Bcl-xL ve
Bcl-w’den olusur.Bu aile iiyelerinin fonksiyonlar ise, hiicre
Olimlerini inhibe etmektir (16). Bcl-2 proteinleri ya
mitokondrinin dig zarinda ya da sitoplazmada bulunur.
Sitoplazmada bulunan proteinler de mitokondri ile iligkilidir.
Bu protein ailesi, mitokorndriyal gecis porlarini (mPTP)

acarak veya apoptotik  proteinlerin  mitokondriden
sitoplazmaya geg¢mesini saglayarak mitokondri patolojisine
karigir (17).

p53 ve Bcl-2 protein ailesi ig¢sel yolda onemli rol
oynarken, kaspazlar (KAS) her iki apoptotik sinyal yolakta
rol alir (18). Tumoér baskilayict gen veya p53, biiyliyen
timorleri yok ederek ve bir ¢ok hiicre faliyetlerini
diizenleyerek hiicrede 6nemli koruyucu islevleri vardir. Ne
zaman ki p53 geni degisime ugrarsa, hiicreler kontrolsiiz
biiyiir ve kanserlesmeye dogru ilerler. Normal fizyolojik
kosullar altinda diigsiik miktardaki p53 ROT olusumunu
baskilarken, yiiksek miktardaki p53, hiicresel strese bagh
olarak ROT olugsumunu arttirir. ROT apoptozis baslaticisidir
ve p53’in muhtemelen apoptozisi ROT araciligiyla
baslattigi ve bu siiregte PUMA ve Bax proteinlerinin
ifadelerini arttirdigi diistiniilmektedir (19). Mitokondrideki
p53 protein seviyesinin miktar1 ADR uygulamasindan 3-24
saat sonra artar.Fakat apoptozise giden kalp hiicrelerinin
sayisinda ilk 24 saat igerisinde anlamli bir degisikli olmaz
(20). Baz1 galismalarda ise, ADR’nin Fas/Fas ligand yolag1
tizerinden apoptozisi baslattig1 belirtilirken, diger caligmalar
aksini  belirtmektedir. ADR’nin  Bcl-2” nin  mRNA
ekspresyonunu p53 yolagi iizerinden azalttig1 belirtilmistir.
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Teorik olarak, ADR Bcl-2/Bax oranini degistirir ve farkli
kaspazlar1 aktive eder. ADR, ROT iizerinden TLR-4
araciligiyla TNF-alfa seviyesini arttirir. ROT miktar
arttiginda, mitokondriden sitokrom-c’nin salinmasiyla
apoptozis kaskat1 baglatilir (21).

Insan endoteliyal hiicreleri ADR’e maruz kaldiginda
p53, KAS-3 ve KAS-9’un aktivasyonu araciligiyla
apopitoza neden olur (22). KAS-3’tin aktivasyonu,
insanlarda kalp yetmezliginde meydana gelen apopitozda
da gosterilmistir (23). Ayrica bu apoptozis’in p53 ile
iligkili olabilecegi de belirtilmektedir (20,24). Birgok
calismada kalpte hipoksi ve iskemi durumunda, Bax ve
mitokondiri araciligiyla apopitozun  baglatildig1
belirtilmektedir (18). Kalp yetmezligi bulunan hastalarda,
miyosit apopitozunun Bax’m aktivasyonu ile olabilecegi
gosterilmigtir. H202 gibi hiicre i¢i oksidanlarin olusumu;
Bax, Bad gibi proapoptotik proteinlerin translokasyonu ile
sitokrom-c  mitokondriden ayrilmaktadir (25). Bu
caligmalar Bax ve mitokondrinin kardiyak miyosit
apopitozunda dnemli rol oynadiklarini desteklemektedir.

HMGB-1 tiirler arasinda oldukga iyi korunmus, bir tiir
alarm sinyali olarak gdrev yapan 215 aminoasitlik niikleer
bir proteindir (26). Niikleer roliine ek olarak HMGB-1 aym
zamanda, doku yenilenmesi, enfeksiyon, hiicre
farklilagmasi, tiimor gelisimi gibi siireglerde hiicre dist
sinyal molekiilii olarak fonksiyon da yapar. Bu protein
pasif olarak nekrotik hiicrelerden de salgilanmaktadir. Son

yillarda yapilan c¢aligmalarda, HMGBI1’in patolojik
kosullar altinda da salgilandign  gosterilmistir  (27).
HMGB1’in, ileri glikalizasyon son {riin reseptorii

(RAGE), TLR2, TLR-4 gibi en az 5 fakli hiicre
reseptorlerine  baglandigr  gosterilmisti.  HMGB1’ in
oksidatif streste de salindigi ve reseptor etkilesmesinden
sonra, MAPK’lar1 (ERK, P38, JNK, SAPKs), NF-KB’i,
kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinazi (CaMKKB)
aktiflestirdigi bildirilmistir (27,28).HMGB1!’in
lipopolisakkarit (LPS) kaynakli miyokardiyal yetmezlik ve
iskemi-reperflizyon hasar1 gibi infilamasyon kaynakl
apoptozisinde, TNF-alfa’nin aracilik ettigi gosterilmistir
27).

Literatiirde ADR’ nin neden oldugu kalp yetmezliginde
HMGBU!’in rol oynadigimi gosteren sadece bir g¢aligma
mevcuttur. Bu c¢alismada izole edilen fare kalp
hiicrelerinde veya farelerde HMGB1’in ifadesinin arttig1 ve
bu artiga bagl olarak kalp kasi apoptozunun artif1 ifade
edilmektedir. TLR-4 geni yok edilmis farelerde ise
ADR’nin neden oldugu apoptozun azaldigi ve bu olaym N-
terminal kinaz (JNK)’in fosforilasyonunun artisi ile iligkili
oldugu gosterilmistir (27). Mevcut olan diger 12 ¢alisma
ise genellikle kanser hastaligina yonelik olup, bilinen
TLR4 ya da RAGE reseptorii iizerinden MAPK’lar
aktiflestirerek KAS-3 ve  KAS-9’un  aktiflestigi
bidirilmektedir (29-31).

ADR kaynakli kardiyotoksitenin enerji, oksidatif ve

31

genotoksik streslerle iligkili oldugu iyi bilinmektedir. In vivo
ve in vitro ¢aligmalarda, ADR kalp hiicrelerinde, mitokondri
fonksiyonunu bozarak, enerji maddelerinin kullanimini
degistirir. Ayn1 zamanda, yiiksek enerjili fosfat depolarini
bosaltarak ve hiicrenin enerji durumunu diizenleyeci
sistemlerini bozarak biiyiik bir enerji agligina neden olur. Bu
kosullar altinda, enerji aghginda 5’-AMP-aktive edici
protein kinaz (AMPK)’1n aktive edilmesi beklenir. Ilging bir
sekilde, yapilan birkag calismada ADR’ye maruz kalan kalp
hiicrelerinde, AMPK’in aktive olmas1 yerine, baskilandig:
bulunmustur. Artmig enerji stresinin ADR’nin neden oldugu
kalp hasarin1 ve hem fizyolojik hem de patolojik uyarilara
verilen  kardiyak  yanitin hassasligini arttirdigi
disiiniilmektedir. AMPK’nin  ADR  tarafindan nasil
baskilandi1 heniiz tam olarak aydmnlatilamamistir. ADR’
nin neden oldugu DNA hasari, DNA’ya bagli protein kinaz’1
ve sonug olarak AMPK’i baskilayan Akt ve ERK yolagini
aktive eder. Ayrica AMPK’nin ayni zamanda hiicresel
redoks diizenleyicisi oldugunu gosteren bir ¢ok ¢alisma
yaymlanmistir. AMPK’nin aktivasyonu reaktif oksijen
tirlinlerini azaltir. ADR’nin AMPK’1 bir sekilde baskilamas1
hem hiicresel enerji hem de oksijen stresinin artmasina ve bu
iki stres birlikte kalp hasarina neden olabilir (32).
AMPK’nin  baskilanmasinin ~ veya  fosforlanmasinin
onlenmesinin ADR kaynakli kalp yetmezliginde apoptozisin
artigina neden oldugu bildirilmistir (33).

AMPK’nin aktivasyonu, yag asidi oksidasyonu, glukoz
alinim ve gilikoliz gibi birka¢ anabolik islemleri baskilar.
AMPK kaskad1 kalori kisitlamasi, egzersiz, diisiik
karbohidrat diyet ve iskemik hasar gibi durumlarda aktive
olur. Hiicre ici AMP/ATP seviyesi yiikseldiginde, AMPK
yolagt ATP olusumunu arttirarak tekrardan hiicre
homeostazisinin restore edilmesini saglar. AMPK iki
kompleks tarafindan aktive edilir. Karaciger kinaz Bl
(LKB1) normal dinlenim kosullarinda, CaMKKB egzersiz
ve stres kosullarinda AMPK’ nin aktivasyonundan
sorumludur. CaMKKB, AMPK’ i hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonundaki degisikliklere yanit olarak aktive eder.
AMPK okaryotik uzatici faktor (eEF-2), memeli rapamisin
hedefi (mTOR) ve ULKI1 tarafindan inaktive edilir. AMPK
katalitik bir alt birim (alfa) ve iki diizenleyici alt birim (beta
ve gama) den olusur. AMPK’ in ayni1 zamanda yeni damar
olusumunda katkis1 vardir. Bu etkiyi eNOS’u fosforlayarak
gerceklestirir. Hiicre sagkaliminda 6nemli rol oynayan Akt
yolagi, AMPK tarafindan aktive edilir (34). AMPK,
proapoptotik (p53 proteini, BAX, p38 MAPK) ya da anti
apoptotik yolaklar ile iliskilidir (35).

Yapilan bir c¢alismada, ADR’nin 2 ve 20uM
kosantrasyonlarinda total AMPK protein seviyesinin
azaldigt bulunmustur. ADR perfiizyonu ile yapilan bu
caliygmada, AMPK inaktif oldugu da gosterilmistir. Bu
inaktivasyon beklenenden farkli bir sonu¢ olmustur. Ciinkii
genel anlamda stres, bozulmus hiicresel enerji durumundan
dolay: hizlica AMPK’i aktive ettigi bilinmektedir.
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AMPK’nin bu inaktivasyonu hem kalp hem de tiimorlerde
ilacin toksisitesinde 6nemli bir mekanizma olabilir. Fakat
AMPK’nin inhibisyon mekanizmasinin tam olarak nasil
gergeklestigi  bilinmemektedir. Dolayis1 ile akut ADR
kardiyotoksisitesi AMPK inhibisyonu ile iliskili olabilir
(36).

Fakat ADR’nin AMPK’ 1 aktive ettigini gOsteren
caligmalar da mevcuttur. ADR’ nin AMPK’ nin
aktivasyonunu embryonik ventrikiiler miyokardiyal H9c2
hiicre serisinde baslattig1 gosterilmistir. ROT’a bagli LKB1
aktive edildiginde AMPK’i aktive eder ve bu aktivasyon
H9¢2 hiicrelerde apoptosisi baglatir. AMPK’in apoptotik
yolagmi JNK, P53 ve mTORCI ile baglatir (21). Yapilan
bir ¢aligmada, hiicrelerin ROT’a maruz kalmast AMPK’i
hiicresel ATP ve AMP degisiminden bagimsiz olarak
aktive edebilecegi gosterilmisti. AMPK TLR-4 reseptorii
tizerinden NF-KB iiretimi azaltir (37).

HMGB-1’in hasarli ya da Olmekte olan hiicreler
tarafindan salgilandigr gosterilmistir. HMGB-1, TLK-4
aktive olmus hiicrelerde AMPK’in baskilanmasi olayma
katkida bulabilir. HMGB-1’in asir1 eksprese edildigi
durumda AMPK’i baskiladig1 veya HMGB-1’in azaltildigt
(knockdown) durumda ise AMPK’in aktive oldugu
bildirilmistir (37). LPS ile sepsis olusturuldugunda,
AMPK’in HMGB1’in salinmmint inhibe ettigi belirtilmistir
(26). Bu etkilesimlerin ADR kardiyotoksisitesinde ilgili
caligmalarmn sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirmalar
Kurumu (TUBITAK) tarafindan 1145118 nolu proje olarak
desteklenmistir.
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