MERYEM SEYDA KAYA

DiCLE UNIiVERSITESI SAG. BiL. ENST.

DOKTORA TEZi

DiYARBAKIR-2022




TURKIYE CUMHURIYETI
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Reseptor Etkilesimli Protein Kinaz-3 Inhibitorii Dabrafenib’in
Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Sonucu Olusan Nekroptoza Karsi
Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Meryem Seyda KAYA
DOKTORA TEZI

FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Meral ERDINC

DIYARBAKIR — 2022






TURKIYE CUMHURIYETI
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Reseptor Etkilesimli Protein Kinaz-3 Inhibitorii Dabrafenib’in
Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Sonucu Olusan Nekroptoza Karsi
Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Meryem Seyda KAYA
DOKTORA TEZI

FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Meral ERDINC

DIYARBAKIR — 2022



DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ONAY

Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Anabilim Dali
Doktora 6grencisi Meryem Seyda KAYA'nin hazirladig1 “Reseptor Etkilesimli
Protein Kinaz-3 Inhibitérii Dabrafenib’in Doksorubisin Kardiyotoksisitesi
Sonucu Olusan Nekroptoza Kars1 Koruyucu Etkilerinin Aragtirilmasi” baslikli tez
Dicle Universitesi Lisanstistii Egitim- Ogretim ve Siav Yonetmeliginin ilgili
maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel kalite yoniinden degerlendirilerek

Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Danisman ...,

Jiiri Uyeleri Imza

Jiri Bagkant ...

Uye e

Tarth: ..../.../2022

Bu tez Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun ..../.../....
tarith ve .... sayili karariyla onaylanmistir.

enid 0012022

Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii






BEYAN

Bu tez calismasinin kendi calismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitlin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin c¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal
edici bir davranisimin olmadigmi ve tezimi Dicle Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii tez yazim kilavuzu standartlarina uygun bir sekilde hazirladigimi beyan

ederim.

10/01/2022
Meryem Seyda KAYA

Imza



TESEKKUR

Yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca bilgisini, yardimlarin1 ve destegini
esirgemeyen ¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. Meral ERDINC’e, ¢alismama
sunduklar1 yardimlarindan dolayr Dog. Dr. ilker KELLE’ye, Dr. Ogr. Uyesi Zeynep
Erdogmus OZGEN’e, Dr. Seyma DOGAN’a, Dr. Fatma UNSAL OGUZ’a ve Ars.
Gor. Mahir BINICI’ye ¢ok tesekkiir ediyorum. Doktora egitimim boyunca yardimeim
ve destek¢im olan degerli arkadaglarim Dog. Dr. Fesih AKTAR’a ve Dog. Dr. Mehmet
BOGA’ya ayrica ¢ok tesekkiir ediyorum. Tez ¢alismalarim sirasinda kullandigim
“Dabrafenib” isimli ilacin temini konusunda yardimci olan Prof. Dr. Mehmet
KUCUKONER’e tesekkiir ediyorum. Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji
ABD, Tibbi Genetik ABD, Tibbi Biyokimya ABD ve DUSAM personellerine biitiin

yardimlari i¢in ¢ok tesekkiir ediyorum.
Hayatimin her alaninda sonsuz destek¢im olan annem Hatice KAYA’ya, babam
Muzaffer KAYA’ya ve kardesim Yunus Emre KAYA’ya ve civiltilariyla bana hep

nese veren kuglarim arif, ceku, alis ve mavise ¢ok tesekkiir ediyorum.

Bu tez Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanlig

tarafindan TIP.20.19 numarali proje ile desteklenmistir.

II



ICINDEKILER DiZiNi

BE Y AN . I
TESEKKUR . ..ot I
ICINDEKILER DIZINT. ..., 111
KISALTMALAR Ve SIMGELER.............ccooooiiiiiiiiiiii e \Y%
RESIMLER LISTESI.........cooiiiiiiiii e, VII
SEKILLER LISTESI. ...t e, VIII
TABLOLARLISTESI. .......ooviiiiiiiiii e IX
Lo OZET ..o, 1

L1 THIKGE OZCt. .. 1
S N o 1] 0 o N 3
2. GIRIS Ve AMAC ... ..o, 5
3. GENELBILGILER...............ccoiiiiiiiiiiiiiiiii 7
T B D 10) 021 101 153 o P S 7
.11, Genel OZellKICT. ... oo e 7
3.1.2. BiyoKimyasal YapIST......couuiinuiiitii i 7
3.1.3. Etki MeKanizmasi........ocouuiiuiiiitiitii i 8
3.1.4. MetaboliZmas. . ......oiniiii i e e 9
3015, Yan etKileri. u e 10
3.2. Doksorubisin Kardiyotoksisite Mekanizmalari.................c..coooiiiiiii. 10
3.2.1. OKSIdatif Stres. . .ouiiet i 11
3.2.1.1. Mitokondriyel ROS Uretimi..........ooueiiiiiiiiiiiiii e 11
3.2.1.2. Dox — Fe kompleksi ile ROS Uretimi...............ccoouuiiuiiiiiiiieiinainn., 12
3.2.1.3. NOS iizerinden ROS Uretimi ...........coooiuiiniieiiiiiiiieii e 12
3.2.1.4. NADPH Uzerinden ROS Uretimi..............ocovviuniiniiiiiiiiiieiiiiie e 13
3.2.1.5. Hiicre i¢i Kalsiyum Diizensizligi Uzerinden ROS Uretimi.................... 13
3.2.2. Hiicresel Oliim Yolaklarmin AKtivasyonU..................ccecuueevuneeineinn..., 14
B3.2.2. 0.1, APOPLOZ. ..ttt e e 14
3.2.2. 1.2, NEKIOPLOZ. .. nee i e 15
3.3, Dabrafenib. ... ..o s 17

3.4, NECTOSTAtIN- ..o e e e e 18
4. GEREC Ve YONTEM........ooimiii e 19
4.1. Kullanilan Cihazlar ... e 19
4.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ..o 19
4.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi.................ooooiiiiiiii i 21
4.4. Kullanilan Deney Hayvanlarinin Temini...............coooeiiiiiiiiiiinne .. 22
4.5. Deney Gruplarinin Dizayni............oooiiiiiiiiiiiii e 22
4.6. Farmakolojik Analizler.............ooiiiiiiii e 23
4.7. Biyokimyasal Analizler.............cooiii i 24
4.8. Histopatolojik AnalizIer.............oouiiiiiiiiii e, 24
4.9. Western Blotting ANaliZi...........oooviuiiiiiiiii e 24
4.9.1. Total protein ekstrakSiyonU..........oouiiiiiiiiiiiii e e, 24
4.9.2. Total protein kuantifikasyonu...............oooiiiiiiiii i, 25
4.9.3.SDS-PAGE jel elektroforezi...........oovviiiiiii i 25
4.9.4. Elektroblotlama iSIemi...........cooiiiiiiiiii i 26
4.9.5. Bloklama 1Slemi........ ... 27
4.9.6. Antikorlarin inkilibasyonu................oooiiiiii 27

III



4.9.7.Kemiliiminesans gorintlileme. ..............cccoooiiiiiiiiiiiii i 27

4.10. Istatistiksel ANAZIET. . ..........oiuiiii e 28
5. BULGULAR. ... e e 29
5.1. Farmakolojik Bulgular..............ooooiiiii e 29
5.2. Biyokimyasal Bulgular ......... ..o 30
5.3. Histopatolojik Bulgular.............coooiiiiiii e 31
5.4. Western Blotting Bulgulart...............c 39
6. TARTISM A ..o e 41

7. SONUC ve ONERILER.........oouiiiii e 46
8. KAYNAKLAR ... e 47
9. OZGECMIS ..o e 50
10. EKLER. ... e e 51

10.1. Etik Kurul Karari.........c.ooiiiiii e e e e 51
10.2. Tez Intihal RAPOTU. ... .ovuit it e, 52

v



KISALTMALAR ve SIMGELER

Dox: Doksorubisin

Nec-1: Necrostatin 1

Dab: Dabrafenib

LDH: Laktat dehidrojenez

CK: Kreatin Kinaz

H&E: Hemotoksilen&Eozin

CaMKII: Ca2+/kalmodulin bagl protein kinaz 11
CypD: Siklofilin D

ROS: serbest oksijen radikalleri

NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotid fosfat
NOX: NADPH oksidaz

ETC: Elektron Tasima Zinciri

NOS: Nitrik Oksid Sentaz

TBA: Tiyobarbiitirik asit

TCA: Trikloroasetik asit

APAF-1: Apoptoz proteaz aktiflestirici faktor 1
FADD: Fas ile iliskili 6liim alan1

FasR: Fas reseptorii

MAPK: Mitogen-activated protein kinaz
MLKL: Karisik soy kinaz bdlgesi benzeri protein
NF-kB: Nekroz faktor kappa B

TNF-a: Timor nekroz faktor-a

TNFR1: TNF-a reseprorii 1

TRAF2: TNF reseptor baglantili faktor 2
ERK1/2: Ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz 1/2
MKK1/2: Mitojenle aktive olan protein kinaz 1/2
CYLD: Silindromatoz

PYGL: Glikojen fosforilaz

GLUL: Glutamin sentetaz

GLUD1: Glutamat dehidrojenaz 1

I/R: Iskemi/reperfiizyon



mPTP: Mitokondriyal transfer poru
RIP1: Reseptor etkilesimli protein kinaz 1
RIP3: Reseptor etkilesimli protein kinaz 3
ALT: Alanin transaminaz

AST: Aspartat transaminaz

AnglI: Angiotensin II

i.p.: Intraperitoneal

i.v.: Intravendz

0.g.: Oral gavaj

KAH: Kalp atim hiz1

MDA: Malondialdehit

TBST: Tris-buffered saline with 0.1% Tween® 20

VI



RESIMLER LiSTESI

Resim 1: Langendorff Sistemi...........cooiiiiiiiiiii e 23
Resim 2: 1zole Perflize Kalp..........ooouiuniiniiii e 23
Resim 3: SDS-PAGE Jel Elektroforez Sistemi........cc.ooueviiiiiiiiiiiiiiiiien, 26
Resim 4: Elektroblotlama Sistemi.............oouiiiiiiiiiiit i, 27
Resim 5: H&E Boyama ile Kontrol grubu.............coooiiiiiiiiiiii 33
Resim 6: H&E Boyama ile DOX.......c.ccooiiiiiiiiiii e 34
Resim 7: H&E Boyama ile Dox + Dab grubu.................coo, 35
Resim 8: H&E Boyama ile Dox+Nec grubu..............oooiiiiiiiiiiiiiien 36
Resim 9: H&E Boyamaile Dab grubu............coooiiiiiiiiiie e, 37
Resim 10: H&E Boyama ile Nec grubu..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiea, 38

VII



SEKILLER LISTESI

Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:
Sekil 9:

Doksorubisinin kimyasal yap1si...........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 7
Doksorubisin ile indiiklenen hiicresel 6liim yolaklar1........................... 14
Dabrafenibin kimyasal Yapisi.......c.ooiviiiiiiiiiiiiiiiii e, 17
Necrostatin-1'in kimyasal yapisi.........c.ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieans 18
Biitiin gruplarda koroner perflizyon basing degisimleri.......................... 29
Biitiin gruplarda kalp hizi degisimleri...............ooooiiiiiiiiiii i 30
Biitlin gruplarda 6l¢iilen Malondialdehit (MDA) diizeyleri.................... 30
Gruplara gore doku protein ekspresyon diizeyleri....................coeeeenn.. 39
Biitiin gruplarda calisilan proteinlere ait western blotting bant goriintiileri...40

Vil



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1: Krebs Henseleit Cozeltisinin Igerigi............ooooviiiiiiiiiii i, 21
Tablo 2: Ayiric1 Jel IGerifi. ... ..oouiiii e 26
Tablo 3: Yogunlastirict Jel 1¢erifi......cccooovviiviiiiii i, 26

Tablo 4: Antikorlar ve Seyreltme Oranlari

IX






1. OZET

1.1. Tiirkce Ozet

Bashk: Reseptor Etkilesimli Protein Kinaz-3 Inhibitérii Dabrafenib’in
Doksorubisin Kardiyotoksisitesi Sonucu Olusan Nekroptoza Kars1 Koruyucu

Etkilerinin Arastirilmasi

Ogrenci: Meryem Seyda KAYA
Damisman: Prof. Dr. Meral ERDINC

Anabilim Dali: Farmakoloji

Amag: RIP3 enziminin selektif inhibitorii olan dabrafenibin (Dab) doksorubisin (Dox)
kardiyotoksisitesinde gelisen nekroptoza karsi koruyucu etkilerini arastirmak ve
nekroptoza kars1 koruyucu etkisi kanitlanmig RIP1 inhibitorii nekrostatin-1 (Nec-1) ile

karsilastirmak amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: 48 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat 6 gruba ayrildi: 7 giin
boyunca intraperitoneal (i.p.) ilag enjeksiyonlari yapildi. Kontrol grubu (her giin 1 ml
serum fizyolojik), Dox grubu (tek doz 10 mg/kg Dox), Dox+Dab grubu (tek doz 10
mg/kg Dox ve her giin 10 mg/kg Dab), Dox+Nec grubu (tek doz 10 mg/kg Dox ve her
giin 1,65 mg/kg Nec-1); Dab grubu (her giin 10 mg/kg Dab), Nec grubu (her giin 1,65
mg/kg Nec-1). 7 giiniin sonunda biitiin gruplarda, ratlarin kalpleri izole edildi ve
aorttan kaniile edilerek Langendorf sisteminde Krebs-Henseleit soliisyonu ile perfiize
edilerek koroner perflizyon basinglart MP30 software sistemi ile (Biopac systems)
kaydedildi. Ayrica kalplere takilan elektrotlar yardimi ile kalbin dakikadaki atim sayis1
olan kalp atim hizi (KAH) kaydedildi. Kalp dokusunda malondialdehit (MDA)
diizeyleri ve western blotting yontemi ile RIP1, RIP3, CaMKII, CypD proteinlerinin
ekspresyon seviyeleri oOlgiildii. Formaldehid ile fikse edilen kalp dokulari ise

histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: Dox grubunda artan perfiizyon basinci, kalp hizi, MDA diizeyleri ve

nekroptotik proteinlerin ekspresyon seviyeleri dabrafenib uygulanmast ile istatistiksel



olarak anlaml sekilde azalmistir (p<0.05). Ayrica belirtilen parametreler iizerinden
dabrafenib ve necrostatin-1'in koruyucu etkileri kiyaslandiginda, dabrafenibin

nekroptoza kars1 anlamli bir sekilde daha koruyucu oldugu bulunmustur (p<0.05).

Sonu¢: Dabrafenib’in, doksorubisin ile olusan kardiyotoksik hasarda gelisen
nekroptoza karst koruyucu etki gosterdigi ve daha once yapilan g¢alismalar ile
koruyucu etkisi kanitlanmig olan nekrostatin-1 ile mukayese edildiginde

koruyuculugunun daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Kardiyotoksisite, Dabrafenib, Nekroptoz,

Necrostatin-1



1.2. Abstract
Title: Investigation of the Protective Effects of Dabrafenib- Receptor Interacting
Protein Kinase 3 Inhibitor- Against Necroptosis Induced by Doxorubicin

Cardiotoxicity

Student: Meryem Seyda KAYA
Advisor: Prof. Dr. Meral ERDINC

Deparment: Pharmacology

Aim: It was aimed to examine the protective effects of dabrafenib- a selective RIP3
inhibitor- against doxorubicin induced cardiotoxicity and to compare it with
necrostatin-1, which is a RIP1 inhibitor and has a proven protective effect against

necroptosis.

Materials and Methods: 48 Sprague Dawley male rats were divided into 9 groups
and intraperitoneally injected for seven days: Control group (saline 1ml every day);
Dox group (a single dose of 10 mg/kg Dox); Dox+Dab group (single dose of 10 mg/kg
Dox and 10mg/kg Dab daily); Dox+Nec group (a single dose of 10 mg/kg Dox and
1.65 mg/kg Nec-1 daily); Dab group (10 mg/kg /day Dab); Nec group (1.65 mg/kg/day
Nec-1). After seven days in all groups, the hearts of the rats were isolated and
cannulated from the aorta and perfused with Krebs-Henseleit solution by using
Langendorff system. Coronary perfusion pressure was recorded by MP30 (Biopac
systems) and heart rates were measured by electrodes attached to the heart. In heart
tissues mondialdehyde (MDA) levels were determined and protein expression levels
of RIP1, RIP3, CaMKII, CypD were examined by western blotting. Besides that, heart
tissues were fixed by formaldehyde and histopathologically examined

Results: In the Dox group, increased perfusion pressure, heart rate, MDA levels and
expression levels of necroptotic proteins were significantly decreased by dabrafenib
administration (p<0.05). In addition, while the protective effects of dabrafenib was
compared with necrostatin-1 it was observed that dabrafenib was significantly more

effective against necroptosis (p<0.05).



Conclusion: It was found that dabrafenib had a protective effect against necroptosis
occurred in doxorubicin induced cardiotoxic injury, and it was more effective than

necrostatin-1.

Keywords: Doxorubisin, Cardiotoxicity, Dabrafenib, Necroptosis, Necrostatin-1



2. GIRIS ve AMAC

Doksorubisin (Dox), antrasiklin tiirevi bir antibiyotik olmakla beraber solid
tiimorler, 16semi, lenfoma basta olmak iizere bircok kanser ¢esidinin tedavisinde
1960'lardan beri kullanilmaktadir (1). Dox’un etki mekanizmasi, DNA interkalasyonu
ve DNA topoizomeraz 2 enziminin inhibisyonu seklindedir (2). Kemik iligi
supresyonu, mukozit, nefrotoksisite gibi yan etkileri bulunan bu ilacin en 6énemli doz
kisitlayict yan etkisi irreverzibl kardiyotoksisitedir (3). Bu yan etkisinin olugmasinda
bircok hiicresel sinyal yolagmin énemli rolii vardir, ancak artan oksidatif stres ve
serbest oksijen radikallerinin (ROS) seviyesi en énemli ve dncelikli sebeplerdendir.
Artan oksidatif stres mitokondriyel kalsiyum, ROS seviyesi apoptotik ve nekroptotik

hiicresel 6liim sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir (4,5).

Norodejenerason, kanser ve viral enfeksiyon gibi birgok hastaligin molekiiler
patogenezinde rol oynayan nekroptozun, kardiyotoksisite mekanizmasinda da 6nemli
bir etkisi oldugu gorilmiistiir. Nekroptotik sinyal yolaklarinin hiicresel oliim
reseptorleri ile aktive olmasinin ardindan Reseptor Etkilesimli Protein Kinaz 1 (RIP1)
veya Reseptor Etkilesimli Protein Kinaz 3 (RIP3) enzimlerinin kinaz aktivitesi
gerekmektedir (6). Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile nekroptozun iki ayri sinyal
yolagi ile indiiklenebildigi bulunmustur: RIP1-RIP3- Karisik soy kinaz bolgesi benzeri
protein (MLKL) ve RIP3- Ca2+/kalmodulin bagli protein kinaz II (CaMKII)-
mitokondriyel transfer poru (mPTP) yolaklar1 (7). Birinci yolaktaki RIP1 enzimi
devamindaki RIP3 enzimini fosforlayarak kinaz aktivitesini gosterir ve bu enzimin
inhibisyonu nekrostatin-1 (Nec-1) molekiilii ile saglanir (8). Bu molekiiliin koruyucu
etkisi birgok dokuda yapilan hem in vivo hem in vitro ¢alismalar ile kanitlanmistir (6,
7,8). Her iki yolakta da bulunan RIP3 enziminin ise 6zellikle inflamasyon ve ROS
tiretimi ile iligkili oldugu ve kardiyomiyositlerde daha fazla sentezlendigi bildirilmistir
(9, 10). Bu nedenle, kardiyotoksik hasar ile gelisen nekroptoza karsi direng
saglanabilmesi i¢cin RIP3 enzim inhibisyonu olduk¢a énemlidir. Yapilan ¢aligsmalarda,
bu enzimin selektif inhibisyonunun, dabrafenib (Dab) ile saglanabildigi kanitlanmistir
(11). Dabrafenib, hiicre proliferasyonunu aktive eden ekstraseliiler sinyalle
diizenlenen kinaz 1/2 (ERKI1/2) sinyal kaskadi aktivitdrlerinden BRAF enzim

inhibitorii olarak melonoma tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilmistir (12). Bu



enzimin off target etkilerinden biri olan RIP3 enzim inhibisyonu ile nekroptoza kars1

protektif olarak kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (11, 13).

Bu calismada, nekroptotik RIP3 enziminin dabrafenib ile inhibe edilmesi
durumunda doksorubisin kardiyotoksisitesine kars1t olas1 protektif etkisinin
arastirilmasi ve RIP1 inhibitorii nekrostatin-1'in daha 6nceki ¢alismalar ile kanitlanmis

koruyucu etkisi ile karsilagtirilmasi amaglanmistir.



3.GENEL BILGILER
3.1. Doksorubisin
3.1.1. Genel ozellikler

Doksorubisin (Dox), genis spektrumlu antibiyotikler olan antrasiklinler grubunun
klinikte en ¢ok kullanilan en etkili iiyelerinden birisidir. Giiniimiizde, tedavide
kullanilmakta olan antrasiklin tiirevi ila¢lar: doksorubisin, idarubisin, daunorubisin ve
epirubisindir (14). Dox ilk defa 1950'li yillarda, Farmitalia isimli bir Italyan ilag
sirketinin kanser tedavisi arama c¢aligmalar1 sirasinda kesfedilmistir. Streptomyces
Peucetius sugundan izole edilen kirmiz1 renkli bir antibiyotigin, deney hayvanlarindaki
kanser hiicrelerini 6ldiirmede basarili oldugu kanitlanmistir. 1974 yilindan beri Diinya
Saglik Orgiitii'niin temel ilaglar listesinde olan Dox, kemoterapinin en onemli
ilaglarindan biri haline gelmistir (15). Kirmiz1 renginden otiiri hastalar tarafindan
kirmiz1 seytan (red devil) olarak isimlendirilen bu ilag, basta hodgin lenfomalar olmak
lizere, ldsemi, multipl myeloma, meme kanseri, yumusak doku kanseri, akciger kanseri
gibi bir¢ok kanser tiirline kars1 tiim yas grubundan hastalarda birinci basamak tedavisi

olarak kullanilmaktadir (14, 15).
3.1.2.Biyokimyasal yapisi

Dox, Streptomyces peucetius bakterisinin dogal olarak iirettigi daunorubisinin
yapisinda bulunan tetrasiklik halka tizerindeki 4. ve 14. karbonlarin hidroksilasyonu
ile sentezlenir. Kimyasal yapisina bakildiginda, indirgeyici daunosamine seker grubu
ve tetrasiklik aglikan halka olmak {izere iki ana bileseni vardir. Ayrica, komsu halkalar

tizerinde elektron aligverisine izin veren kinon ve hidrokinon gruplar bulunmaktadir

(Sekil 1) (16).

NHz
Sekil 1: Doksorubisinin kimyasal yapisi (16)




Dox, planar yapidadir ve fizyolojik pH'da pozitif yiiklii olarak bulunmaktadir.
Bu ozelliklerinden dolayr DNA sarmallarinin, DNA ve RNA polimerazlarin arasina
girerek yapisal degisikliklere, sentez ve boliinme fonksiyonlarinin bozulmasina sebep

olur (17).
3.1.3.Etki mekanizmasi

Dox, tiim hiicreler {izerine yan etkileri seg¢ici olmayan bir bi¢cimde sitotoksik
etkilidir. Hiicre igine basit difiizyon ile girmekte ve niikleer lokalizasyon sinyalleri ile
ATP'ye bagh sekilde niikleusa ge¢ip DNA'ya etkilesime girer. Hiicre iizerindeki
etkisini bircok sekilde gosterir (18).

[k etki mekanizmasiin temelini, kanser hiicresinin DNA Topoizomeraz 2 enzimi
ile yaptig1 interkalasyon olusturur. Topoizomeraz enzim grubu, ¢ift sarmal yapisindaki
DNA'nin replikasyon ya da transkripsiyon gibi gorev aldig1 biitiin reaksiyonlarda ¢ift
zincir yapisinin kirilmasini katalizleyerek DNA'nin konformasyonunu ve topolojisini
diizenlerler (19). Memeli hiicrelerinde baskin tiir olan topoizomeraz 2 enzim ailesinin,
alfa ve beta olmak iizere iki izozimi bulunmaktadir. Ozellikle kanser hiicreleri gibi
proliferasyon hizi yiiksek hiicrelerde topoizomeraz 2 alfa izozimi bulunmaktadir.
Hiicre dongiisiiniin G1 ve G2 fazlarindaki DNA replikasyonunda, kromozomlarin
kondensasyonu ve dekondensasyonunda, kardes kromatidlerin ayrilmasinda rol alan
bu enzim tiiri, doksorubisine oldukc¢a duyarlidir. Doksorubisin, hiicre bdliinmesi
sirasinda  olusan DNA-DNA Topoizomeraz 2 kompleksi ile birleserek, DNA
zincirlerinin yeniden birlesmesini engeller ve bdylece DNA yapisinda geri
dontigiimstiz  kiriklara sebep olur.  Bu etki mekanizmast sayesinde, DNA
replikasyonunu, RNA transkripsiyonu, DNA tamir mekanizmasini engeller. Ozellikle
DNA tamir mekanizmasii baskilamas: hiicresel 6liim yolaklarinin aktivasyonuna
sebep olur. Ayrica son yapilan ¢aligmalar, doksorubisinin sadece niikleer DNA'nin
degil ayn1 zamanda mitokondriyel DNA'nin da yapisin1 bozdugunu kanitlamaktadir

(18, 19).

Doksorubisinin kanser hiicreleri tizerindeki diger etki mekanizmalari ise asagidaki

gibi 6zetlenebilir:



e Doksorubisin metabolitleri oksijen ile reaksiyona girerek, DNA'ya
saldiran siiperoksit anyon radikallerini iiretebilir (20).

e Serbest oksijen radikallerinin (ROS) iiretilmesine sebep olan Nikotinamid
Adenin Diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz (NOX) enzimini aktive eder.
Ayrica Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NADH) ile indirgenerek
metobilize oldugu semikinon da ROS olusumunda 6nemli rol oynar (21).

e Lipid peroksidasyon seviyesini arttirarak hiicre i¢i malondialdehit (MDA)
seviyesinin yiikselmesine neden olur (22, 23).

e NOX enzim aktivasyonunu saglayarak, mitokondriyel ROS ve nitrik oksit
(NO) tiretimini saglar (20, 23).

e Hiicresel solunum reaksiyonlarinin, fonksiyonel biitlinliigiine zarar
verecek reaksiyonlarin baslangi¢c molekiillerinden biri olan, mitokondriyel
membrandan gegebilen ve mitokondride birikebilen aglikona metabolize
olur. Bdylece, mitokondriyel membrana serbest elektronlar ve ROS ile
zarar vererek, mitokondriyel transfer porunun (mPTP) uyarilmasina, yani
apoptotik ve nekroptotik sinyal yolaklarinin indiiklenmesine neden olur (4,
6, 20).

e Hiicre i¢i Fe*? iyonlarinin salinmasini arttirarak demir metabolizmasinin
bozulmasina sebep olur. Ayrica Fe*? ile kompleks olusturarak, H>O,'den
-OH radikallerinin iiretimini arttirir (20).

e Hiicredeki membranlarin zarar gormesi ile, hiicre i¢ci Ca™ ve diger
iyonlarin dengeleri bozulmasina sebep olur (20).

Dox, yukarida bahsedilen mekanizmalar ile oksidatif hasarin artmasina,
hiicresel yaglanma ve 6liim yolaklarinin aktivasyonuna neden olarak sitotoksik etkisini

gosterir (6, 7).
3.1.4. Metabolizmasi

Kapsiillenmemis Dox, asidik ortamda stabil olmamasi, gastrointestinal
sistemden emiliminin az olmasi ve uygulandig: dokularda hiicresel 6liim yolaklarinin
aktivasyonuna yol a¢masi nedenleriyle sadece intravendz (i.v.) yolla uygulanir.
Viicuda alindiktan sonra karacigerde hizli bir sekilde daha az aktif metabolitleri olan

doksorubisinol ve daunorubisinole déniisiir. 1.v uygulama sonrasi, karaciger, dalak ve



kalp gibi dokularda plazma konstrasyonundan ¢ok daha fazla birikebilir (5-10 kat).
Ayrica Dox’un, kan beyin bariyerini asamamasindan dolay1 beyin omurilik sivisina
gecisi oldukca azdir (18). Hem Dox’un hem de metabolitlerinin itrah edilebilmesi i¢in
karacigerde glukuronidasyon, siilfatlama, demetilasyon gibi bir dizi metobolik
reaksiyona dahil olmalidir. Verilen dozun yarisindan fazlasi, 7 giin i¢inde viicuttan
safrayla ya da bobrekler yoluyla atilir. Bu sebeple, baslangi¢c dozunun oldukea kiiglik
bir oran1 hedef bolgeye ulasir ve etkisini gosterir (21, 22).

3.1.5.Yan etkiler

Kemoterapide yaygin klinik kullanima sahip en etkili antrasiklin ajanlardan biri
olmasina ragmen, Dox’un olduk¢a genis bir yan etki profili vardir. Tedavide
kullanilan diger sitotoksik ilaglar gibi alopesi, kemik iligi baskilanmasi, mukozit, ates,
dokiintii, tirtiker, bulanti-kusma, ishal, anoreksi gibi akut toksisitelere sahiptir (23).
Bunlarla beraber, Dox’un klinik kullanimda doz kisitlamasina sebep olan en 6nemli
komplikasyonu kardiyotoksisitedir ve bu yan etkiyi minumumda tutmak igin,
kiimiilatif Dox dozunun 550 mg/m2'yi gegmemesi gerekmektedir (24). Ciinkii bu
dozun iizerine ¢ikilmasi durumunda, %50 oraninda kardiyomiyopati gelisme ihtimali
bulunmaktadir ve bu da hasta icin kanserden daha biiyiik bir tehdit demektir. Bu yan
etkilerin giddeti ilacin kullanim dozuna, sikli§ina ve hastanin kullandig1 diger ilaglara
gore degisebilir. Bununla birlikte, diisiik dozlarda bile kardiyotoksik yan etkilerin
goriilme riski bulunmaktadir. Bu kardiyotoksik yan etkiler i¢inde aritmi, perikardit,
miyokardit, kardiyomiyositelerin yapisin1 degistirip fonksiyonlarmi bozulmasi,
kardiyak hipertrofi, kardiyomiyopati, miyokard enfarktiisii ve konjestif kalp yetmeligi
sayilabilir. Bu kardiyotoksik yan etkilerin ortaya ¢ikma siiresi ise tam olarak
bilinmemektedir. Kemoterapiden sirasinda ya da kisa bir siire sonra goriilebilecegi
gibi, tedavi tamamlandiktan aylar veya yillar sonra bile ortaya cikabilir. Bu da
kardiyak hasarin molekiiler mekanizmasinin tam olarak anlagilmasim ve

kardiyoprotektif ¢oziimler iiretmeyi zorlastirmaktadir (25, 26).
3.2. Doksorubisin Kardiyotoksisite Mekanizmalari

Dox tedavisine bagli olarak gelisen kardiyotoksik hasar mekanizmasinin
molekiiler yolaklar1 heniiz tam olarak aydinlatilmamistir ancak bu konuda birgok teori

One siirlilmiistiir: makromolekiil sentezinde inhibisyon, mitokondriyal disfonksiyon,
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vazoaktif amin salinimi, serbest radikal iiretiminin ve lipid peroksidasyonunun
artmasi, antioksidan enzimlerin seviyesinin azalmasi, ROS miktarinin artmasi,
lizozomal degisiklikler, makrofajlardan sitokin salinmasinin artmasi, hiicre elektrolit
dengesinin bozulmasi, hiperkalsemi, apoptoz ve nekroptoz gibi programlanmis hiicre

6liim yolaklarinin indiiklenmesi (26).
3.2.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri, serbest radikal ve lipid peroksidasyon
seviyelerinin artmasi ile antioksidan enzim miktarlarinin azalmasindan kaynaklanir.
Bir ya da daha ¢ok eslesmemis tek elektrona sahip atom ve molekiillere serbest radikal
denir ve oldukga reaktiftirler (27). Biyolojik sistemler icin en tehlikeli olani ise
oksijenden iiretilen ve ROS olarak tanimlanan tiirlerdir. Saglikli dokularda, artan
oksidatif stresten kaynakli ROS'lar hizla antioksidan enzimler tarafindan dokudan
uzaklagtirilirlarak ROS seviyesinin diisiik ve dengede kalmasi saglanir. Kardiyak
dokular ise glutatyon, katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz gibi antioksidan
enzimlerin zaten diisiik seviyelerde bulunmasindan ve en cok oksijen tiiketen
dokulardan biri olmasindan dolayr oksidatif strese karst daha hassastir. Dox
kullanimindan 6tiirli zaten hassas olan mekanizma daha da zayiflayarak kardiyotoksik

yan etkilerin gelismesine sebep olur (27, 28).

Dox ile indiiklenen oksidatif stresin molekiiler patogenezi ile ilgili uzun
yillardir yapilan ¢aligsmalarda birgok farkli mekanizmanin ve enzimin etkisinin oldugu

One stirilmiistiir (26).
3.2.1.1. Mitokondriyel ROS iiretimi

Insan viicudundaki en ¢ok galisan organlardan biri kalptir ve yetiskin bir
bireyde giinliik neredeyse yiiz bin atim yaparak yaklasik on ton kani viicuda pompalar.
Bu sebeple mitokondri sayis1 diger dokulara oranla daha fazladir ve bu da kardiyak
dokuyu mitokondriyel hasarlara karsi daha hassas hale getirir. Bu nedenle Dox ile
indiiklenen kardiyotoksik hasar en ¢ok mitokondrileri etkilemektedir. Mitokondriyel
DNA tarafindan sentezlenen ve antijenik tek fosfolipid olan kardiyolipin, mitokondri
membraninda %20 oraninda bulunarak bircok hayati reaksiyonda oldukc¢a 6nemli

roller iistlenir. Bunlardan en 6nemlisi oksidatif fosforilasyon sirasinda elektron tagima
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zincirinin (ETC) fonksiyonlariin diizglin devam etmesini saglamaktir. Doksorubisin
katyonik yapisindan dolayr mitokondri membranindan kolaylikla geger ve i¢
membranda bulunan kardiyolipin protein ile irreverzibl kompleks olusturur. Meydana
gelen kompleks, ETC fonksiyonunun bozulmasina ve siiperoksit radikalleri
olugmasina neden olur. Ayrica Dox, kalp mitokondrisinde bulunan uzun zincirli yag
asitlerinin oksidasyonunu azaltir ve glikozun metabolizmasini arttirarak anaerobik
solunumun artmasina sebep olur. Bu da kalp yetmezligine ve kalp kasilmasinda

abnormalitelere sebep olabilir (29).
3.2.1.2. Dox-Fe kompleksi ile ROS iiretimi

Dox pozitif yiiklii bir molekiil olmasindan dolayr demire karsi afinitesi
yiiksektir ve birleserek Dox-Fe kompleksini olusturur. Bu kompleks serbest oksijen ile
etkilesime girer ve ROS iiretimini arttirir (30). Normal sartlarda, Dox ile selat
olusturacak kadar serbest demir yoktur ancak Dox ayni zamanda hiicre i¢i demirin
taginmasinda goérevli olan transferrin proteini iizerine de etki eder. Dox metaboliti olan
doksorubisinol, sitoplazmik akonitaz enziminin (demir diizenleyici protein 1) katalitik
bolgesindeki Fe-S kiimesinden demiri uzaklastirir ve bu enzimin islevini bozar. Sonug

olarak serbest demir seviyesinde ve dolayisiyla ROS miktarinda artis goriiliir (24).
3.2.1.3. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) iizerinden ROS iiretimi

Insan viicudunda ii¢ tip NOS vardir: eNOS (endotelyal), iNOS (uyarilabilir) ve
nNOS (n6ronal). Doksorubisin, eNOS rediiktaz enzime baglanarak Dox semikinon
radikal formasyonunu indiikler ki bu radikal de serbest oksijenin siiperoksit radikaline
indirgenmesini saglar (31). Kardiyotoksik etkiler gdsteren bu reaktif doniisiim
enzimatik tek elektron indirgeme tipi reaksiyon ile gerceklesir. Dox, NADPH-
sitokrom P450 rediiktaz ve mitokondriyal NADH dehidrojenaz gibi flavoenzimlerin
varliginda tek elektronlu indirgeme reaksiyonunu tamamlar. ilag eNOS rediiktaz
enzimine baglandiginda siiperoksit serbest radikalleri ve nitrik oksit seviyelerinde bir
dengesizlik olur. NO seviyesi diiser ve siiperoksit seviyeleri artar, bu da
kardiyotoksisiteye yol agar. Ayrica, eNOS disinda Dox wuygulamasi, iNOS
transkripsiyonunu ve protein ekspresyonunu arttirir ve kalp dokusunda artmis
mitokondriyal siiperoksit seviyesi ile nitrotirozin olusumunu indiikler. Dox

uygulamasindan sonra kalp kasi hiicrelerinin apoptozisine, kalp kontraktilitesinin
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azalmasina ve katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin azalmasina neden olur (31,

32).
3.2.1.4. NADPH iizerinden ROS iiretimi

Hiicrelerde  bircok  oksidorediiksiyon  reaksiyonunda, dehidrojenaz
enzimlerinin koenzimi olarak gérev yapan NADPH enzimleri enerji metabolizmasinda
olduk¢a Onemli gorevler iistlenir. NOX enzim ailesi tarafindan okside edilirken
oksijenden stiperoksit radikalinin olusumu gozlenir. NOX enzimlerinin kardiyak ROS
tiretiminde oldukca 6nemli oldugu bildirilmistir. Yedi adet NOX izozimi vardir ve
NOX2 izoziminin, Dox kaynakli kardiyotoksisitede ¢ok Onemli bir rol oynadig
kanitlanmistir. Bu enzim ailesi, NOS yolag: ile benzer sekilde NADPH'dan bir
elektronun Dox'a transfer olmasiyla Dox semikinon radikalinin olugmasina sebep

olarak ROS seviyesinin artigina sebep olur (33).
3.2.1.5. Hiicre ici kalsiyum diizensizligi iizerinden ROS iiretimi

Dox, kalsiyum seviyelerinde diizensizlige neden olarak hiicre i¢i kalsiyumda
artisa, ROS olusumuna ve kardiyomiyositlerde apoptoza neden olur. Ayrica, Dox'un
toksik metabolitlerinden biri olan doksorubisinol, kalp kontraktilitesinin
diizenlenmesinde gorevli olan sodyum-kalsiyum iyon kanalini inhibe eder. Bu
metabolit kalp kasi hiicrelerinde tutuldugu i¢in de eliminasyonu Dox'a kiyasla daha
zordur (34). Ayrica, Dox'un neden oldugu kardiyomiyopati, kalsiyum depolama
genini, Sarco/endoplazmik retikulum ATPazh (SERCA2a) ve SERCA2a inhibitori
olan fosfolamban peptidini etkiler. Boylece hem sistolik hem de kalbin diyastolik
fonksiyonlarini bozar (35). Bunun disinda, hiicre i¢i kalsiyumun artmasiyla, kalsiyum
bagimli proteazlar olan kalpainleri aktive olur. Oksidatif stres sirasinda sarkoplazmik
retikulumun kalp kaslarinda sizint1 meydana gelir ve kalpainleri aktive eden kalsiyum
tyonlarinin s1izmasina neden olur. Kalpainler, apoptotik faktorlerden biri olan kaspaz-
12 {iizerinden kardiyomiyositlerin apoptozunu indiikler. Dox'un neden oldugu
kardiyomiyopati, kalpainlerin uyarilmasi nedeniyle olusan kalp kasi proteinlerinin
yikimiyla da iligkilidir. Bu protein negatif diizenleyici bir kardiyak gendir ve sarkomer

diizenlemesinin kararsizligina neden olur (36).
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3.2.2.Hiicresel Oliim Yolaklarinin Aktivasyonu

Dox, oksidatif stres ve ROS seviyelerini arttirarak ayni anda birbirinden farkl
hem programlanmis hem de programlanmamis hiicresel Oliim yolaklarim
indiikleyebilir (Sekil 2). Dox ile indiiklenen kardiyotoksisitede apoptozun rolii
kanitlanmistir ama siirekli yeni molekiiller ve mekanizmalar kesfedilmektedir. Son
yillarda yapilan caligmalar ile, bir diger programlanmis hiicre oliim yolagi olan
nekroptoz ve bu yolagin Dox ile indiiklenen kardiyotoksisite mekanizmasinda 6nemli
gorevleri oldugu goriilmiis ve kardiyak hiicre oliimlerinde hem apoptoz hem de

nekroptoz mekanizmalarinin olduk¢a 6nemli rolleri oldugu ispatlanmistir (7, 9).
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Sekil 2: Doksorubisin ile indiiklenen hiicresel 6liim yolaklari

3.2.2.1. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liim yolaklarinin en iyi bilineni olan apoptoz, kaspaz
enzimleri ile yonetilmektedir. Apoptozu baslatan iki aktivasyon yolagi vardir: intrinsik
yolak ve ekstrinsik yolak. Her iki yolakta da ¢esitli kaspaz enzimleri gérev almakla
birlikte hiicrenin apoptoza girmesi i¢in kaspaz 3 enziminin aktivasyonu gereklidir (37).
Dox ile indiiklenen kardiyotoksisitede en ¢ok calisilan ve en iyi karakterize edilmis
hiicre 6liim yolag1 apoptozdur. Ozetle, Dox tedavisi asir1 oksidatif strese (lipid
peroksidatlar, doksorubisinin azaltilmis semikinon pargasi, yiiklii doksorubisin demir
kompleksi, solunum zinciri yetmezligi, peroksinitritler ve digerleri) ve apoptoz dahil

hiicre 6liim yollarini tetikleyen mitokondriyal hasara neden olur (38, 39).
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Dox ile artan oksidatif stres, apoptozun intrinsik yolagini aktive eder ve
mitokondriyal kalsiyumun asir1 yiiklenmesi ile mPTP'yi indiikler, mitokondriyal
membran potansiyel kaybi, mitokondriyal sisme ve sonunda endoniikleaz G, sitokrom
¢, apoptoz indiikleyici faktoriin (Apaf-1) sitozole salinmasina yol acan mitokondriyel
dis membran yirtilmasi ile sonuglanir (40). Sitokrom c sitozole gectikten sonra adaptor
protein Apaf-1, deoksi ATP ve kaspaz 9 ile kompleks yaparak apoptozomu olusturur.
Apoptozom olusumu, kaspaz 9'un béliinmesine ve aktivasyonuna yol agar, bu da
kaspaz 3" pargalayip aktive ederek apoptotik hiicre dliimiiyle sonuglanir (41). Dox,
Bcl2 gen ailesi ile aktive edilen Bax/Bak enzimlerinin aktivasyonunu ve bu enzimlerin
sitozolden mitokondrinin dis membranina gecerek mitokondriyal dis membran
gecirgenligini indiiklenmesini, 6nemli proapoptozis faktorii sitokrom c¢ dahil olmak
lizere birgok apoptotik proteinin sitoplazmaya difiizyonununu saglayarak apoptozun

intrinsik yolagini aktive eder (42).

Dox, kardiyomiyositlerde ekstrinsik apoptoz yolagini da aktive eder. Fas ve Tiimor
nekroz faktor-o (TNF-a) gibi 6liim ligandlari, reseptorlerine baglanir ve sitozolik
proteinlerin Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD) ve TNF-a reseptori ile iliskili 6lim
alanina (TRADD) baglanmasini tetikler. FADD ve TRADD kaspaz 8'i aktive ederek,
apoptoz ile sonuclanan kaspaz 3 aktivasyonuna sebep olabilir. Dox,, Fas/FasL ve
p53'nin upregiilasyonuna neden olan aktive olmus t hiicrelerinin niikleer faktorii 4
(NFAT4) ve Nekroz faktor kappa B (NF-KB)'yi aktive ederek ve Fas-aracili hiicre

Oliimiinii indiikleyerek apoptozun ekstrinsik yolagini aktive edebilir (38, 43).

Apoptoza giren hiicrelerde; mitokondriyal zar permeabilizasyonu, kromatin
kalinlagmasi, DNA parcalanmast ve c¢ekirdeklerde kiigiilme meydana gelir.
Pargalanmis ¢ekirdek artiklari igeren apoptotik cisimcikler, ¢cevre doku ve hiicrelere

zarar vermeden fagositoza ugrar (38).
3.2.2.2. Nekroptoz

Hiicre i¢i ya da disindaki homeostatik dengenin ve mikro ortamin bozulmasi ile
baslayan, FAS veya TNF-a reseprorii 1 (TNFRI1) gibi reseptorlerin aktivasyonu ile
indiiklenen programlanmis hiicre 6liimii cesididir (44). Onceleri sadece bakteriyel ve
viral enfeksiyonlara karsi olustugu diisiiniilen nekroptozun iskemi-reperfiizyon

hasarlari, Alzheimer, Parkinson, ateroskleroz, miyokardiyal enfarktiis, pankreatit ve
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enflamatuar gastrointestinal sistem hastaliklarinin molekiiler patogenizinde 6nemli
rolii belirlenmistir. Bu tiir programlanmis hiicre 6liimiiniin 6zellikle ROS ve oksidatif
stres seviyesinin arttigi, mitokondriyel disfonksiyonlarin bulundugu, non apoptotik
proteazlarin indiiklendigi ve hiicre i¢i Ca** dengesinin bulundugu hiicrelerde aktive

oldugu goriilmiistiir (45).

Nekroptoz mekanizmasmin indiiklenmesinin sebepleri arasinda TNFa, TNF
reseptor baglantili faktor 2 (TRAF2), tiimdr baskilayict silindromatoz (CYLD) ya da
Fas ligandlari, patojen kaynakli DNA/RNA, interferonlar, genotoksik stres
gosterilmistir (46). Indiiklenen nekroptoz reseptorleri, RIP1 enzimini fosforlar ve
RIP1 enzimi de RIP3 ve MLKL enzimlerini fosforlayarak nekrozomu olusturur.
MLKL enzimi, plazma zarmi yirtarak ve organellerin ve inflamator faktorlerin
salinmasina izin vererek immiin yanit olusmasini ve hiicre 6liimiinii indiikler. Bu
yolaga ek olarak, fosforile ve upregiile edilen RIP3 enziminin CaMKII enzimi ile
birleserek ve onu indiikleyerek CypD proteini iizerinden mPTP’nin agilmasini

saglamasiyla da nekroptozu indiiklenebildigi goriilmiistiir (7, 9).

Birinci yolakta bulunan ve hiicresel Oliim reseptorlerinin aktivasyonu ile
fosforlanan RIP1 enzimi, 671 amino asitten olusmaktadir. Beyin, kalp, karaciger,
bobrek ve bagka bircok dokuda fazlaca sentezlenen ve cogunlukla hiicrelerin
sitoplazmasinda lokalize olan bir enzimdir (47, 48). Fosforile olan RIP1 enzimi, RIP3
enzimi ve MLKL molekiiliine baglanarak nekrozom olarak adlandirilan bir kompleks
olusturur. Eger hiicrede kaspaz 8 enzimi inhibe olursa, bu nekrozom kompleksi aktive
olur ve nekroptozu baglatir (49). Nekroptozun bu yolaginda kilit rolii olan RIP1
enziminin inhibisyonu Nec-1 molekiilii ile saglanir (50). Bu inhibisyon ile kardiyak
hiicre Oliimiine karst direng gelistirilebildigi deneysel iskemi modellerinde
gosterilmistir (51). Nec-1'in bu koruyucu etkisi sadece kalpte degil bir¢cok dokuda

yapilan hem in vivo hem in vitro ¢alismalar ile kanitlanmistir (6, 7, 52).

Her iki nekroptoz yolaginda da bulunan RIP3 enzimi 518 amino asitten
olugmaktadir ve glikojen fosforilaz (PYGL), glutamin sentetaz (GLUL), glutamat
dehidrojenaz 1 (GLUD1) gibi birgok metobolik enzim ile etkilesimde bulunmaktadir
ve boylelikle oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli olan substratlar1 upregiile etmektedir.

Bu nedenle RIP3 enzimi i¢in major ROS kaynaklarindan biri oldugu séylenebilir (50).
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Ayrica RIP3 enziminin spesifik olarak kardiyomiyositlerde sentezlendigi ve
mitokondride lokalize oldugu; inflamasyon, ROS {iretimi ve miyokard enfarktiisiinden
sonraki remodellemede gorev aldigi bildirilmistir (10). Bu yolaktaki diger bir 6nemli
enzim olan CaMKII enzimi serin treonin protein kinaz ailesinin bir {iyesidir. Bu
multifonksiyonel enzimin, I/R hasari, miyokardiyal enfarktiis, kalp yetmezligi gibi
bir¢ok kardiyopatolojik sorunda rolii oldugu tespit edilmistir (49). RIP3 enziminin
CaMKII enzimini hem fosforlayarak direkt olarak hem de artan ROS miktar ile
oksidasyonunu saglayarak indirekt olarak aktive edebildigi tespit edilmistir.
Indiiklenen CaMKII enziminin aktive ettigi sinyal yolaklar1 ile CypD proteinin
ekspresyonunu arttirdigit ve bdylece mPTP’nin agilmasini saglayarak hiicrede

nekroptozu baslattig1 ispatlanmistir (6, 7, 9).
3.3. Dabrafenib

Dabrafenib, anti-tiimor aktiviteye sahip bir ATP-rekabet¢ci BRAF enzim
inhibitdriidiir ve GlaxoSmithKline tarafindan "Tafinlar" ve "Rafinlar" ticari isimleri
altinda satilmaktadir. ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), 29 Mayis 2013'te Dabrafenib'i
BRAF V600E mutasyon pozitif ilerlemis melanomlu hastalar icin tek ajan tedavisi
olarak onayladi. Ayrica Dabrafenib, Agustos 2013'te Avrupa Birligi'nde kullanim i¢in
de onaylandi (53).

Ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2) kaskadi, kanser gibi hizl
cogalan hiicrelerde, hiicre bdliinmesini indiikler. ERK1/2 kaskadinin aktivasyonu igin
ARAF, BRAF, RAF1 gibi Raf kinazlar tarafindan aktive edilen mitojenle aktive olan
protein kinaz 1/2 (MKKI1/2) tarafindan fosforlanmas: gerekmektedir. ERKI1/2
aktivasyonu i¢in gerekli sinyal yolaklarindaki mutasyonlar kansere neden olur.
Ozellikle BRAF enzimini aktive edici mutasyonlar ¢ok yaygindir ve tiim kanserlerin
yaklasik %30'u ile melanomalarin yaklasik %60" ile iliskilidir. Bu nedenle, kanser

tedavisi i¢in dabrafenib gibi etkili BRAF inhibitorleri gelistirilmistir (54) (Sekil 2).
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Sekil 3: Dabrafenib’in kimyasal yapis1 (54)

Preklinik veriler, Dabrafenib'in BRAFV600E kinaz enzimi mutasyona ugramis
melanom hiicrelerinde MAPK sinyal yolagim1 inhibe ederek ksenograft fare
modellerinde proliferasyonun ve regresyonun azalmasini sagladigini gostermistir. B-
Raf V60OE mutantini se¢ici olarak inhibe eden tersinir B-Raf inhibitorii dabrafenib,
yakin zamanda klinik deneylerle arastirllmistir (55). Giinde iki kez 150 mg olarak
verilen bir faz I/II ¢aligmasinda, Dabrafenib'in melanoma, beyin metastazlar1 ve diger
solid tiimorlerin tedavisinde de BRAF'in aktif bir inhibitorii oldugu sonucuna
varilmigtir ve bu denemelerde kontrol edilebilir bir giivenlik profiline sahip oldugu
goriilmiistiir. Faz calismalar sirasinda, en sik goriilen yan etkiler arasinda, kutanoz
(hiperkeratoz, papillom ve Palmar-plantar eritrodisestezi), ates, yorgunluk, bas agrisi

ve artralji bulunmaktadir (54, 55).

Bunlara ek olarak, Dabrafenib’in antikanser etkisini Rafl gibi proapoptotik
kinazlar1 inhibe ederek baska bir yolak iizerinden ve off target etkisini de proapoptotoz
ve nekroptoz yolaklarindaki RIP3 enzimini inhibe ederek gosterebilecegi bildirilmistir
(53). Daha once ifade edildigi gibi RIP3 enzimi kardiyotoksik hasara bagl gelisen
nekroptoz i¢in olduk¢a 6nemlidir ve bu enzimin inhibisyonu ile her iki nekroptotik
sinyal yolag1 da durdurularak kardiyak hasara karsi diren¢ gelisimi saglanabilir.
Dabrafenib’in, RIP3 enzimini selektif olarak inhibe ettigi, asetaminofen kullanimi
sonucu olusan karaciger harabiyetine, iskemik beyin hasarina ve hipertansiyon ile
gelisen kardiyak hasara karsi protektif etkisinin oldugunu yapilan caligmalar ile

gosterilmistir (11, 13).
3.4. Nekrostatin-1
Aleksey Degretev ve Junying Yuan tarafindan 2005 yilinda sentezlenen bu

Nec-1 bilesiginin kimyasal yapisi 5-(IH-indol-3-ilmetil)-2-tiohidantoin molekiiliidiir
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(Sekil 3). Yapilan bu ilk ¢alismada, insan ve fare hiicrelerinde nekrotik hiicre dliimiinii
bloke eden bir bilesik olarak tanimlanan bu molekiiliin iskemik beyin hasarina karsi
koruyucu etkinliginin oldugu saptamislardir (8). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
ise, TNF-a ile uyarilan nekroptozda RIP1 enzimini inhibe ederek nekroptozu
engelledigi bildirilmistir (56). Ancak bugiine kadar klinik dncesi agsamada kullanilan
bu ilag daha ileri arastirmalara ihtiya¢ duydugundan klinik ¢alismalarda heniiz

kullanilamamaktadir (57).
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Sekil 4: Necrostatin-1’in kimyasal yapist (8)
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Kullanilan Cihazlar

Biopac MP30 amplifikator

Su sirkiilator cihazi (MAY WBC30-440C)

Force Displacement Transducer Cihazi (MAY FDT-10A)
Langendorff sistemi (MAY 0702)

Hassas terazi (Sartorius BP 121 S)

pH metre (Mettler Toledo S220-K)

Isiticili manyetik karistirict (VELP ARE Aluminum)

MagNA Lyser Homojenizator (Roche)

NanoDrop™ 2000/2000¢ Spektrofotometre (Thermo ND-2000/2000c)
Dikey Elektroforez Sistemi (Thermo OWL-P8DS-1)

Gii¢ Kaynagi (Thermo OWL-EC300XL2)

Hizli Elektroblotlama Sistemi (Thermo G2 Fast Blotter) (Thermo FP-
94060103)

Yatay calkalayici (Stuart SSM4)

iBright Western Blotting Gortintiileme Sistemleri (Thermo Fisher (CL
1000)

Standart Otomatik Pipet Seti (Eppendorf Research® plus)

Otomatik Doku Takibi Cihazi ile (Thermo, Excelsior AS)

Mikrotom Cihazi (Leica, RM2245)

Otomatik Boyama Cihazi (Shardon, Varistain Gemini)

Isik Mikroskobu (Nikon, Eclipse 50i)

4.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ketamin HCL (Ketalar 50 mg/ml,10ml flakon, Pfizer)
Ksilazin (Rompun %?2, Bayer)

Doksorubisin Hydrochloride (Dox) (Sigma Aldrich)
Dabrafenib (Dab) (GlaxoSmithKline)

Nekrostatin-1 (Nec-1) (MedChemExpress)
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Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich)

Sodyum Kloriir (NaCl) (Sigma Aldrich)

Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) (Sigma Aldrich)

Potasyum Kloriir (KCI) (Sigma Aldrich)

Kalsiyum Kloriir (CaCl,) (Sigma Aldrich)

Magnezyum Kloriir (MgCl) (Sigma Aldrich)

Disodyum Fosfat (Na,HPOj4) (Sigma Aldrich)

Glikoz (Sigma Aldrich)

Tiyobarbiitirik Asit (TBA) (Sigma Aldrich)

Trikoloroasetik asit (TCA) (Sigma Aldrich)

T-PER™ Total Protein Ekstraksiyon Reaktifi (Thermo Pierce)
Halt™ Proteaz ve Fosfotaz Inhibitor Kokteyli (100X) (Thermo Pierce)
Total Protein Kuantifikasyon Kiti (Thermo Pierce)

Sample Laemmli Buffer (Sigma Aldrich)
Acrylamide/Bis-acrylamide (30%/0.8% w/v) (Sigma Aldrich)
Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma Aldrich)

Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma Aldrich)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma Aldrich)

Tris Hidrokloriir (Tris HCI) (Sigma Aldrich)

Tris Baz (Sigma Aldrich)

Glisin (Sigma Aldrich)

Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (10 — 250 kDa) (Thermo
Pierce)

1 Step Transfer Buffer (1 L) (Thermo Pierce)

Poliviniliden floriir transfer membrani (GVS)

Filtre Kagid1 (Thermo Pierce)

Tris-buffered saline with 0.1% Tween® 20 (TBST) Tablet (Sigma Aldrich)
ECL Kit (Thermo Pierce)

MagNA Lyser Green Beads Tiipleri
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4.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

0 P b=

1. Krebs Henseleit Soliisyonu: Asagidaki tabloda belirtilen kimyasallardan
ilk 5’1 ayr1 bir beherde 700 ml distile su ile ¢ozdiiriildii. Daha sonra son ikisi
ayr1 bir beherde 200 ml distile su ile ¢ozdiirtildii. En sonunda, iki ¢ozelti

yavas yavas karistirildi ve ¢dzelti hacmi 1 L’ye tamamlandi.

Tablo 1: Krebs Henseleit Cézeltisinin Icerigi

NaCl 6,9 gr/L
NAHCO3 2,1 g/L
KCl 0,35 g/L
Na2HPO4 0,12g/L.
Glukoz 2 g/L
CaCl2 0,28 g/L
MgCI2 0,11 g/LL

%S5 TCA Cozeltisi: 5 gr TCA 100 ml distile suda ¢oziildii.

%10 TCA Cozeltisi: 10 gr TCA 100 ml distile suda ¢oziildii.

%0,67 TBA Cozeltisi: 0,67 gr TCA 100 ml distile suda ¢oziildii.

%?2 Agaroz Cozeltisi: 2 gr agaroz 100 ml distile su ile karistirildi ve
mikrodalga firinda yiiksek ayarda 2 dk 1sitilarak ¢ozdiiriildii ve hi¢ beklemeden
kullanildi.

0,5 M Tris HCI1 Cozeltisi (pH=6,8): 3,94 gr Tris HCI distile su ile 50 ml
¢ozdiiriildii ve 1,5 M Tris Baz ¢ozeltisi ile ph 6,8’e ayarland1

1,5 M Tris Baz Cozeltisi (pH=8,8): 11,82 gr Tris Baz distile su ile 50 ml
¢ozdiiriildii ve 0,5 M Tris HCI ¢ozeltisi ile ph 8,8’e ayarland

%10 SDS Cozeltisi: 10 gr SDS 100 ml distile su’da ¢oziildii

%10 APS cozeltisi: 0,1 g APS 1 ml distile su igerisinde ¢6ziildii. Bu ¢ozelti
her western blotting deneyine baslamadan 6nce taze olarak hazirlandi.
Yiiriitme tamponu (Running Buffer) (10x): 30 gr Tris baz ile 144 gr glisin
tartilip 800 ml distile su ile balonjoje igerisinde karistirildi. Daha sonra 1siticilt
magnetik karistirici tizerinde tamamen ¢6zdiiriildii. En son 10 gr SDS eklenip,

¢ozelti hacmi 1 L’ye tamamlandi.
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10. TBST Cozeltisi: Hazir olarak satin alinan TBST tableti 500 ml distile su
¢ozildi

11. Bloklama Cozeltisi: 5 gr yagsiz siit tozu 100 ml TBST c¢ozeltisi ile ¢oziildii.

4.4. Kullanilan Deney Hayvanlarinin Temini

Bu ¢alisma igin gerekli etik kurul izni, Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 31/01/2019 tarih ve 2019/04 nolu karar1 ile alimmustir. Dicle
Universitesi Sabahattin Payzin Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezinden
(DUSAM) 10-12 haftalik 250-300 gr agirliginda 48 adet Sprague Dawley cinsi erkek
ratlar temin edildi. Hayvanlarin barinmasi i¢in standart kosullar (oda sicakligi 24-26
°C, %55-60 nem orani, 12 saat gece 12 saat giindiiz 151k dongiisii olan odada) saglandi.
Adlibitum standart pelet yem ve igcme suyu da beslenmeleri i¢in kullanildi. Calisma

stiresince ‘Hayvan Haklarinin Korunmasi’ hususundaki esaslara 6zenle uyuldu.

4.5. Deney Gruplarinin Dizaym

Sprague Dawley cinsi erkek rat kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalar 6 grupta
(n=8) gerg¢eklestirildi.

1. Kontrol Grubu: 1 ml serum fizyolojik soliisyonu i.p. olarak her giin
uygulandi ve ve 7. giiniin sonunda sakrifiye edildi.

2. Doksorubisin Grubu: 1. giin serum fizyolojik ile ¢ozdiiriilen Dox
soliisyonu 10 mg/kg tek doz i.p. olarak uygulandi ve ve 7. giiniin sonunda
sakrifiye edildi.

3. Doksorubisin+Dabrafenib Grubu: 1. giin serum fizyolojik ile ¢ozdiiriilen
Dox soliisyonu 10 mg/kg,tek doz i.p. olarak uygulandi, ilave olarak her giin
%80 DMSO ile ¢ozdiiriilen Dabrafenib 10 mg/kg dozunda i.p olarak
uygulandi ve 7. giinlin sonunda sakrifiye edildi.

4. Doksorubisin+Necrostatin Grubu: 1. gin serum fizyolojik ile
¢ozdiiriilen Dox soliisyonu 10 mg/kg tek doz i.p. olarak uygulandi, ilave
olarak her giin %2 DMSO ile ¢ozdiiriilen Nec-1 1,65 mg/kg dozunda i.p.

olarak uygulandi ve 7. giinlin sonunda sakrifiye edildi.
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5. Dabrafenib Grubu: %80 DMSO ile ¢ozdiiriilen Dabrafenib 10 mg/kg
dozunda i.p. olarak her giin uyguland1 ve ve 7. giiniin sonunda sakrifiye
edildi.

6. Necrostatin Grubu: %2 DMSO ile ¢ozdiiriilen Nec-1, 65 mg/kg dozunda
i.p. olarak her giin uygulandi ve 7. giiniin sonunda sakrifiye edildi.

4.6. Farmakolojik Analizler

Ilag enjeksiyonlarindan yedi giin sonra ratlara anestezi amaciyla 100 mg/kg
ketamin ve 15 mg/kg ksilazin i.m. yolla verildi ve cerrahi islemler sirasinda
olusabilecek herhangi bir koagulasyonu dnlemek amaci ile 500 IU/kg heparin (s.c.)
uygulandi. Daha sonra, sag sternotomi ile toraks acilip, herhangi bir mekanik hasar
olusturmadan assendan aort ve diger damarlar kesilerek kalp izole edildi. Izole edilen
kalp aorttan kaniile edilerek, Langendorff sistemine takildi (Resim 1, Resim 2) ve
peristaltik pompa yardimi ile sabit 37°C sicaklikta olan ve %5 CO2 ve %95 O karisimi
ile havalandirilan Krebs soliisyonu ile 11 ml/dakika akis hizinda perfiize edildi.
Koroner perflizyon basinci, inflizyon kaniiliine bagli olan basing transdiiseri ile dl¢iildii
ve MP30 software sistemi ile (Biopac systems) kaydedildi. Perflizyon basinglarindaki
degisiklikler gruplar arasinda karsilastirildi. Bunlarin yani sira kalplere takilan
elektrotlar yardimi ile kalbin dakikadaki atim sayisi olan kalp atim hizi (KAH)
kaydedildi.

Resim 1: Langendorff Sistemi Resim 2: [zole Perfiize Kalp
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4.7. Biyokimyasal Analizler

Tiim gruplarda izole edilen kalp &rneklerinde, doku malondialdehit (MDA)
diizeyi oOlgiildii. Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA tayini, tiyobarbiitirik
asit (TBA) yontemi ile yapild1 Sonuglar dokular i¢in nmol/gr olarak tanimlandi. MDA
Olctimii i¢in -80°C’de saklanan kalp doku ornekleri, soguk TCA (1 gr doku basina 1
ml %10 TCA ve 8 ml %5 TCA) eklenerek homojenize edildi. 13000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatanta esit hacimde %67 TBA ilave
edilerek 100°C’ye kadar 10 dakika 1sitildi. Absorbsiyon spektrumu 480-600 nm
araliginda kaydedildi. MDA 6l¢iimiiniin standardi olan 1,1,3,3-tetractoksipropan ile
ayni kosullarda ¢alisildi. Sonu¢ MDA konsantrasyonlar1 532 nm dalga boyunda Jordan
ve Scenkman tarafindan bildirilen molarite katsayis1 (1,56x10°) kullanilarak

hesaplandi. (58)
4.8. Histopatolojik Analizler

Doku spesimenleri 48 saat boyunca %10’luk formalinde fikse edildi. Otomatik
doku takibi cihazi ile (Thermo, Excelsior AS) standart histolojik doku takibi siireci
sonrasinda dokular dokiim cihazinda (Thermo, Histostar) parafine gomiilerek
bloklama islemi yapildi. Bloklardan mikrotom cihaz1 (Leica, RM2245) ile 4-5
mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Kesitler deparafinizasyon islemini takiben
otomatik boyama cihazinda (Shardon, Varistain Gemini) Hematoksilen-Eozin (H&E)
ile standart metodlara gore boyandi. Histopatolojik degerlendirme i¢in preparatlar 151k

mikroskobu ile (Nikon, Eclipse 501) incelendi.
4.9. Western Blotting Analizi
4.9.1. Total Protein Ekstraksiyonu

Kardiyak doku ornekleri, hayvandan alindiktan sonra distile su ile yikandi,
parafilme sarildi, isaretlendi ve total protein ekstraksiyonuna kadar -80°C’de muhafaza
edildi. Dokularin homojenizasyonu i¢in, oncelikle 1: 100 oraninda HALT ve T-PER
coOzeltilerinden alarak karistirildi. Buz {izerinde, -80°C’de saklanan kardiyak
dokulardan 100-125 mg alind1 ve MagNA lyzer i¢in iiretilmis boncuklu tiiplere

konuldu. Dokularin tizerine hazirlanan T-PER ve HALT karisimindan 1,5 ml eklendi.
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Daha sonra tlipler MagNA Lyzer cihazina yerlestirildi ve 7000 devirde 70 saniye
dondiirtildi. Cikarilan numuneler derhal buz iizerine yerlestirildi ve olusan kopiiklerin
gitmesi amaciyla 15 dk beklendi. Elde edilen supernant ¢ézeltileri yeni ependrofflara

aktarildi ve daha sonrasinda ise aliquatlanarak -80°C’de saklandi.
4.9.2. Total Protein Kuantifikasyonu

Bu prosediir icin Thermo Pierce 660 nm Assay kiti kullanildi. Yapilan tiim
islemler kit prosediiriine bagli olarak gerceklestirildi. Kit i¢eriginde bulunan 7 adet
farkli konsantrasyona sahip BSA ¢o6zeltileri (125 ug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750
pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml, 2000 pg/ml) standart olarak kullanildi. Hem
numunelerden hem de standartlardan 10 pl alinarak yeni ependroflara konuldu. Daha
sonra lizerlerine 150 pl reaktif eklendikten sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi ve NanoDrop™ 2000/2000c Spektrofotometre cihazi ile standartlarin ve
numunelerin  absorbsiyonlar1 6lgiildii. Konsantrasyonlar1 bilinen standartlarin

yardimiyla numunelerdeki total protein miktar1 hesaplandi.

4.9.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Bu prosediir i¢in Thermo marka Owl Duo P8DS-1 cihazi kullanildi. Hazirlanan
%?2’lik agaroz jel, herhangi bir s1zintiy1 6nlemek i¢in kasetlerin tabanina yiiklendi ve
polimerize olmasi icin 15 dk beklendi. Bu sirada %10’luk ayirict jel ¢ozeltisi igin
tablodaki kimyasallar sirastyla eklenerek karistirildi (Tablo 2). Agaroz jel polimerize
olduktan sonra, her kasete 4,13 ml ayirici jel karisimi konuldu ve iizerine jellerin hava
ile temasi1 kesmek i¢in distile su eklendi. Jellerin iyice polimerize olmasi i¢in 30
dakika bekletildi. Bu sirada %5’luk yogunlastirici jel ¢ozeltisi icin tablodaki
kimyasallar sirasiyla eklenerek karistirildi. Polimerizasyondan sonra jelin {izerine
verilen su kurutma kagidi ile uzaklastirildi. Her kasete 2,03 ml yogunlastiric1 jel,
ayirici jelin lizerine pipetle eklendi. Bu islemden hemen sonra, 0,8 mm aralikli on disli
tarak yogunlastirict jel ile arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek jelin
iizerine yerlestirildi. Bu jelin polimerizasyonu i¢in de 30 dakika beklendi. Bu sirada
yaklagik 40-50 pg arasinda total protein iceren numuneler oda sicakliginda
cozdiiriildii. Her birine 1:1 oraninda sample laemlii buffer eklendi. Kaynayan suda 5

dakika bekletildikten sonra 16000 rpm 5 dakika santrifiij edildi ve jele yiikklemeye hazir
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hale getirildi. Tankin i¢ cemberine uygun miktarda yiiriitme tamponu eklendi. Taraklar
dikkatlice jellerden ¢ikarild1 ve boylece jeller numune yiiklenmesine hazir hale geldi.
Iki kasete de ilk kuyucuga 5 pl protein ladder ve geri kalan kuyucuklara da 20 ul
hazirlanan numunelerden yiiklendi. Tankin dis ¢cemberine de yiiriitme tamponu
eklendi. Elektroforez cihazinin kapagi anot ve katot uglarinin dogrulugu kontrol
edilerek kapatildi (Resim 3). Birinci jel i¢in 90 dk sabit 90volt ve ikinci jel i¢in 40 dk

sabit 110volt uygulanarak proteinlerin ayrismasi islemi gerceklestirildi.

Tablo 2: Ayirici Jel Igerigi Tablo 3: Yogunlastirici Jel Igerigi
Ultrapiir su 3,8 ml Ultrapiir su 2,975 ml
Akrilamid:Bisakrilamid | 3,4 ml Akrilamid:Bisakrilamid 0,67 ml
1,5 M Tris HCI pH=8,8 2,6 ml 0,5 M Tris HCI pH=6,8 1,25 ml
%10 SDS 0,1 ml %10 SDS 0,05 ml
%10 APS 0,1 ml %10 APS 0,05 ml
TEMED 0,01 ml TEMED 0,005 ml

[

R '

Resim 3: SDS-PAGE Jel Elektroforez Sistemi

4.9.4. Elektroblotlama islemi

Bu islem icin Thermo G2 Fastblotter elektroblotlama sistemi kullanild1 ve her
asama bu cihazin manueline gére gergeklestirildi. Oncelikle 7x8,5 cm boyutlarindaki
2 adet PVDF membrani metanol ile 1slatildi. Daha sonra PVDF membranlar ve 8 adet

filtre kagidinin tizerine Thermo 1. Step Transfer buffer eklendi ve 5 dakika inkiibe
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edildi. Bu sirada ¢aligmasi biten elektroforez isleminden elde edilen kasetler sistemden
dikkatlice ¢ikartildi. Kaset camlar1 dikkatlice ayrildi ve jel membran transfere uygun
hale getirildi. Fast blotter sisteminin kasetine, her jel i¢in sirasiyla 2 adet filtre kagidi,
PVDF membran, jel ve en son 2 filtre kagidi iist iiste yerlestirildi (Resim 4). Bu
islemlerde hava kabarcig1 kalmamasi i¢in roller kullanildi. En sonunda kaset dikkatlice
kapatilarak cihaza yerlestirildi ve 7 dakikada proteinlerin jelden membrana transferi
saglandi. Siirenin sonunda akim kesilerek membran ¢ikarildi ve PVDF membranlar

dikkatlice cam kaplara alindi.

Katot (-)

2 tane filtre kagich
lel

PVDF Membran

2 tane filtre kagich

Anot (+)

Resim 4: Elektroblotlama Sistemi

4.9.5. Bloklama islemi

Oncelikle membranlar TBST buffer ile oda sicakliginda 5 dakika boyunca
calkalayici lizerinde yikandi. Daha sonra 20 ml bloklama ¢6zeltisi ile 1 saat boyunca
calkalayicinin iizerinde oda sicakliginda inkiibe edildi. Bloklama asamasindan sonra

TBST tamponu ile 3 kez beser dakika boyunca c¢alkalayici lizerinde yikandi.
4.9.6. Antikorlarin Inkiibasyonu

Literatiir taramasi ve iiretici firmanin Onerileri ile uyumlu sekilde seyreltilen
birincil antikorlar, her membran i¢in tablo 4’te belirtilen oranlarda 10 ml bloklama
cozeltisi ile seyreltildi ve membranlarin iizerine eklendi. +4° C’de 20 saat boyunca
calkalayici iizerinde birincil antikorlarin inkiibasyonu gerceklestirildi.

Ertesi giin membranlar TBST ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 3 kez beser dakika
calkalayici lizerinde yikandiktan sonra, 1:10000 oraninda 10 ml bloklama ¢dzeltisi ile
seyreltilen sekonder antikor ¢ozeltisi ile oda sicakliginda calkalayici ilizerinde 1 saat
inkiibe edildi. Son olarak, tekrar TBST buffer ile oda sicakliginda 3 kez beser dakika

calkalayici lizerinde yikandi.
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Tablo 4: Antikorlar ve Seyreltme Oranlari

Antikor Seyreltme oram
Actb (abcam #ab8227) 1:1000
RIP1(abcam #ab106393) 1:1000
RIP3(abcam #ab62344) 1:1000

CaMKII (invitrogen #PAS5-22168) 1: 3000

CypD (invitrogen #PA3-022) 1:1000
Sekonder Antikor (abcam #6721) 1:10000

4.9.7. Kemiliiminesans goriintiileme

Bu yontemin temel prensibi, kullanilan goriintileme kitinde bulunan
luminoliin, sekonder antikorlarin ucuna yerlestirilmis olan Horse Radish Peroxidase
enzimi ile kimyasal tepkimeye girmesi ve olusan 3-aminoftalatin isimasimnin 428
nanometre dalga boyunda CCD kamera ile 6l¢iilmesi esasina dayanir. Bu nedenle, bu
calismada Thermo ECL kit kullanildi ve yapilan tiim iglemler kit prosediiriine bagl
olarak gerceklestirildi. Her membran i¢in toplamda 7,5 ml ECL soliisyonu hazirlandi,
membranlarin iizerine eklendi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Thermo Fisher
iBright Western blotting goriintiileme sistemi kullanilarak bant goriintiileri elde edildi.
Elde edilen goriintiilerdeki protein bant yogunluklari IMAGE-J (National Institute of
Health, Bethesda, ABD) Analysis Software programinda analiz edildi. Veriler B-Aktin

housekeeping proteinine kars1 normalize edildi.
4.10. Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
Istatistiksel analizler SPSS programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi farki
degerlendirmek amaci ile Kruskal Wallis testi uygulandi. Iki grup arasindaki fark ise
Mann-Whitney U testi kullanilarak hesaplandi. Tlim istatistiksel analizlerde anlamlilik

diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Farmakolojik Bulgular

Langendorff sistemi ile perfiize edilen kalplerde elde edilen koroner perfiizyon
basing degerleri ve kalp atim hizinin gruplara gore degisimi sirasiyla Sekil 4 ve Sekil
5’te gosterilmistir. Dox grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis oldugu (p<0,05), Dox+Dab ve Dox+Nec gruplarinda ise Dox grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildi (p<0,05). Dox grubunda artan
perfiizyon basinci ve kalp atim hizinin Dab ve Nec uygulamasi ile nasil degistiklerine
bakildiginda, Dox+Dab grubunda koroner perflizyon basinci ve kalp atim hizinin
Dox+Nec grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha c¢ok azaldigi
goriilmustiir (p<0,05). Tek basina Dab ya da Nec verilen gruplarda ise kontrol grubuna
gore her iki parametrede de anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0,05).

Koroner Perfiizyon Basinci (mm/Hg)

140
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60
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2

kontrol Dox+Dab Dox+Nec

o

o

o

Sekil 5: Biitiin gruplarda koroner perfiizyon basing degisimleri (mm/Hg) (n=8) (k-a p<0,05, a-b
p<0,05, a-c p<0,05, b-c p<0,05, k-d p>0,05, k-e p>0,05)
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Kalp Hizi (atim/dk)
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Sekil 6: Biitiin gruplarda kalp hizi degisimleri (atim/dk) (n=8) (k-a p<0,05, a-b p<0,05, a-c p<0,05, b-
¢ p<0,03, k-d p>0,03, k-e p>0,05)

5.2. Biyokimyasal Bulgular

Lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA sonuglarina bakildiginda ise; doku
MDA diizeylerinin Dox grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
sekilde arttig1 (p<0,05), Dox+Dab ve Dox+Nec gruplarinda ise Dox grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldigi goriildii (p<0,05). Dox grubuna gore Dab
ve Nec uygulamasi ile azalan bu MDA diizeyleri kiyaslandiginda, Dox+Nec grubunda
Dox+Dab grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha c¢ok azaldig:
goriilmiistiir (p<0,05). Tek basina Dab ya da Nec verilen gruplarda ise kontrol grubuna
gore anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 6).

MDA (nmol/gram doku)
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Sekil 7: Biitiin gruplarda 6lgiilen doku MalondialdehittMDA) diizeyleri (nmol/gram doku) (n=8)
(k-a p<0,05, a-b p<0,03, a-c p<0,05, b-c p<0,05, k-d p>0,05, k-e p>0,05)
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5.3. Histopatolojik Bulgular

Tiim gruplara ait preparatlar intraselliiler vakuolizasyon, niikleer dejenerasyon,
sitoskeletal kardiyomyosit dejenerasyonu, interselliler Odem, noétrofilik ve
lenfoplazmositik infiltrasyon, makrofaj infiltrasyonu, nekroz, apoptozis, fibrozis

acisindan degerlendirildi.

Dox grubunda kontrol grubuna gore sitoplazmada belirgin voliim artig1 ve dagilma
egilimi, sitoskeletal organizasyonda ve striasyonda kayip, net se¢ilemeyen sitoplazmik
siirlar ile karakterli belirgin dejenerasyon gosteren kardiyomyositler ile belirgin
derecede kardiyomyosit dejenerasyonu gozlendi. Heterojen dagilim gosteren vezikiiler
kromatin paterni, irregiiler niikleer membran ve belirgin irilesme ile karakterli belirgin

dejenerasyon gosteren niikleuslar izlendi (Resim 6).

Dox+Dab grubunda ise Dox grubuna gore kardiyomyosit dejenerasyonunun
kismen geriledigi dikkati ¢cekmis olup, ¢ogunlukla korunmus, kismen secilemeyen
sitoplazmik sinirlar, sitoplazmada hafif voliim artisi, sitoskeletal organizasyonda ve
striasyonda kayi1p ile karakterli orta derecede dejenerasyon gosteren kardiyomyositler
ve hafif irilesme gOsteren, asikar niikleer membran diizensizligi gozlenmeyen,
vezikiiler kromatin paterni karakterli orta derecede fokal niikleer dejenerasyon izlendi.

(Resim 7).

Dox+Nec grubunda biiyiik oranda korunmus sitoplazmik sinirlar, sitoskeletal
organizasyonda ve striasyonda hafif fokal kayip ile karakterli, sitoplazmada voliim
artis1 icermeyen, minimal dejenerasyon gosteren kardiyomyositler ve niikleer
membran diizensizligi gozlenmeyen, vezikiiler kromatin paterni karakterli hafif
niikleer dejenerasyon izlenmis olup, histomorfolojinin normale yakin goriiniimde

oldugu dikkati ¢ekti (Resim 8).

Dab ve Nec gruplarinin kontrol grubu ile benzer olagan histomorfoloji sergiledigi

ve normal kapiller goriiniim izlendi (Resim 9, 10).
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Resim 5: H&E Boyama ile Kontrol Grubu [(a):40X10 ve (b):100x10]: Oval, 6kromatik ve
santral yerlesimli nukleus ve striasyon gosteren miyokardiyal kas lifleri.
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Resim 6: H&E Boyama ile Dox Grubu [(a):40X10 ve (b):100x10]: Sitoplazmada belirgin
volim artis1 ve dagilma egilimi, sitoskeletal organizasyonda ve striasyonda kayip, net
secilemeyen sitoplazmik smirlar ile karakterli belirgin dejenerasyon gdsteren
kardiyomyositler (siyah ok). Heterojen dagilim gosteren vezikiiler kromatin paterni, irregiiler
niikleer membran ve belirgin irilesme ile karakterli belirgin dejenerasyon gosteren niikleuslar
(beyaz ok).
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Resim 7: H&E Boyama ile Dox+Dab Grubu [(a):40X10 ve (b):100x10]: Cogunlukla
korunmus, kismen segilemeyen sitoplazmik sinirlar, sitoplazmada hafif voliim artisi,
sitoskeletal organizasyonda ve striasyonda kayip ile karakterli orta derecede dejenerasyon
gosteren kardiyomyositler (siyah ok). Hafif irilesme gosteren, agikar niikleer membran
diizensizligi gdzlenmeyen, vezikiiler kromatin paterni karakterli orta derecede dejenerasyon
gosteren niikleuslar (beyaz ok).
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Resim 8: H&E Boyama ile Dox+Nec Grubu [(a):40X10 ve (b):100x10]: Biiyiikk oranda
korunmus sitoplazmik sinirlar, sitoskeletal organizasyonda ve striasyonda hafif fokal kayip ile
karakterli, sitoplazmada volim artis1 igermeyen, minimal dejenerasyon gosteren
kardiyomyositler (siyah ok). Niikleer membran diizensizligi gézlenmeyen, vezikiiler kromatin
paterni karakterli hafif dejenerasyon gosteren niikleuslar (beyaz ok).
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Resim 9: H&E Boyama ile Dab Grubu [(a):40X10 ve (b):100x10]: Kontrol grubu ile benzer
olagan histomorfoloji.
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Resim 10: H&E Boyama ile Nec Grubu [(a):40X10 ve (b):100x10]: Santral yerlesimli oval
Okromatik nukleus ve normal histolojik yapi.
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5.4. Western Blot Bulgular:

Dox grubunda kontrol grubuna goére RIP1, RIP3, CaMKII ve CypD
proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi
gorilmistir (p<0,05). Dox+Dab ve Dox+Nec gruplarinda ise bu proteinlerin
ekspresyonunun, Dox grubuna gore anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir (p<0,05)
(Sekil 7, 8).

Dox+Dab ve Dox+Nec gruplar1 karsilastirildiginda ise Dabrafenib
uygulanmasinin incelenen RIP3, CaMKII ve CypD ekspresyon diizeylerini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha fazla azalttig1 goriilmiistiir (p<0,05). Buna karsilik
Necrostatin-1'in RIP1 inhibitorii olmasindan dolay1 Necrostatin-1 uygulamasinin RIP1
ekspresyon diizeylerini, Dox+Nec grubunda beklenildigi tizere anlamli bir sekilde
daha fazla azalttig1 goriilmustiir (p<0,05). Tek basina Dab ya da Nec verilen gruplarda
ise kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 7, 8).

Doku Protein Ekspresyon Diizeyleri
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5 Hrip3
4

m CaMKIl
3
CypD

) yp
: -

0

kontrol Dox+Dab Dox+Nec

Sekil 8: Gruplara gore doku protein ekspresyon diizeyleri (n=8) (k-a p<0,05, a-b p<0,05, a-c p<0,05,
b-c p<0,05, k-d p>0,05, k-e p>0,05)
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Sekil 9: Biitiin gruplarda ¢alisilan proteinlere ait western blot bant goriintiileri
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6. TARTISMA

Antrasiklin tiirevi genis spektrumlu bir antibiyotik olan doksorubisin, klinikte
yaygin bir sekilde farkli kanser tiirlerine karst kemoterapdtik ajan olarak
kullanilmaktadir (59). Alopesi, ates, mukozit, bulant1 kusma gibi bir¢cok yan etkisi
bulunan bu ilacin doz kisitlayici en 6nemli yan etkisi kardiyotoksisitedir. Dox kullanan
hastalarin  9%30-40’inda ¢ok fazla miktarda kardiyomiyosit hiicresi kaybu,
kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi seklinde bu toksisite tespit edilmistir (60).

Dox’un kardiyotoksik etkileri ve buna kars1 degisik ajanlarin koruyucu
etkilerinin aragtirildig: cesitli calismalar yapilmistir. Bu konu ile ilgili literatiirde pek
¢ok calisma bulunmaktadir. Ornegin 2021 yilinda Nicol ve arkadaslar tarafindan
yapilan ¢alismada, Dox ile olusturulan kardiyotoksisiteye karst 100 mg/kg dozunda
metoprololiin koruyucu etkileri arasitirilirken (61); 2014 yilindaki bagka bir ¢aligmada
Diazoxid’in kardiyoprotektif etkileri arastirilmistir (62). 2020 yilinda Yu ve
arkadaslar1 tarafindan yayinlanan olduk¢a dnemli bir ¢alismada ise Dexrazoxane'in
kardiyoprotektif etkileri hem apoptoz hem de nekroptoz agisindan ele alinmig ve bu

calismaya benzer sekilde nekroptozu inhibe etmek i¢in Nec-1 kullanilmistir (63).

Dox uygulanmasi ile gelisen kardiyotoksik yan etkilerin olugmasindaki en
onemli ve etkili nedenler: artan oksidatif stres ve ROS seviyeleridir. Bunlar, hiicredeki
bircok mekanizmay etkileyerek apoptoz ve nekroptoz gibi hiicresel 6liim yolaklarinin
aktivasyonuna sebep olur (7). Zhang ve arkadaslarmin 2016 yilinda yayimnladig
caligmada, iskemi/reperfiizyon (I/R) ya da Dox ile olugan kardiyak hasarda, apoptoz
inhibitorii zZVAD-fmk ile kardiyak hiicre 6liimlerinin sadece %30'u 6nlenirken, RIP3
knockout farelerde ise hiicre oliimlerinin %50 oraninda azaldigir gozlenmistir ve bu
nedenle hem apoptozun hem de nekroptozun kardiyak hasarda olduk¢a 6nemli bir rolii
oldugu bildirilmistir (9). Programlanmis nekroz olarak da ifade edilebilen nekroptozun
sinyal yolaklari, kaspazlardan bagimsiz olarak TNFR veya Fas ligand aktivasyonu ile
indiiklenir, RIP1 ve RIP3 enzimlerinin fosforilasyonu ile ilerler. Yapilan ¢alismalarda
kardiyovaskiiler hastaliklarda rolii oldugu goriilen nekroptozun RIP1-RIP3-MLKL ve
RIP3-CaMKII-mPTP yolaklar1 olmak iizere iki ayr1 sinyal yolag: iizerinden olustugu
bildirilmistir (5,6,7). Birinci yolakta RIP1 enziminin fosforilasyonunun ¢ok énemli

oldugu ve RIP1’in kinaz aktivitesinin inhibe edilmesiyle olusacak olan RIP1-RIP3-
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MLKL kompleksinin yani bir diger ismiyle nekrozom olusumunun engellenebildigi
yapilan caligmalar ile gosterilmistir. Aktive olan RIP1 enzimi, RIP3’li ve o da
MLKL’yi fosforlayarak nekrozom kompleksini olusturur. Bu kompleksin
olusumundan sonra hiicredeki iyon ve elektrolit dengesinin bozularak nekrotik
membran par¢alanmasina sebep oldugu bildirilmistir (7). Ikinci yolagm ise dzellikle
ROS ve oksidatif stres ile indiiklenen nekroptozda aktive oldugu gosterilmistir. MLKL
enziminin fosforilasyonunun gerceklesmedigi, CaMKII enziminin RIP3 ile hem
dogrudan fosforilasyonu hem de dolayli olarak oksidasyonu ileaktive olmasinin
ardindan mPTP’nin kilit enzimlerinden CypD’nin ekspresyon seviyesini arttirarak
mitokondriyel membran gecirgenliginin arttirilarak nekrozu baglattigi gosterilmistir

6, 9).

Olusan nekroptotik hasarin, nekroptoz mekanizmasindaki enzimlerin inhibisyonu
ile azaldigimi gosteren ve ozellikle RIP1 enzim inhibisyonu ile ilgili yapilan pek ¢ok
¢alisma bulunmaktadir. RIP1 enzim inhibit6rii olan Necrostatin-1 molekiiliiniin etkileri
kalp, beyin ve omurilik, akciger, karaciger ve bobrek gibi bircok dokuda hem in vivo hem

in vitro olarak incelenmis ve koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. (10, 57, 64, 65).

Nekroptozun ikinci yolaginin aydinlatilmasi ile RIP3 enziminin her iki yolakta
da bulundugu ve bu nedenle RIP3 enziminin inhibisyonunun, olduk¢a énemli oldugu
gorilmiistiir. Luedde ve grubunun 2014 yilinda yaptig1 ¢alismada RIP3 enziminin
spesifik olarak kardiyomiyositlerde sentezlendigi ve mitokondride lokalize oldugu;
inflamasyon, ROS {iretimi ve miyokard enfarktiisiinden sonraki remodellemede gorev
aldig1 bildirilmistir (10). Yapilan bir diger ¢alismada ise, RIP3 knockout farelerin I/R
sonucunda olusan miyokard enfarktiisii hasarina karst normal farelere oranla daha
direngli oldugu serum LDH konsantrasyonlarmin o6l¢iilmesi ve Evans boyama
yontemleriyle gosterilmistir (9). Ayni calismada, I/R hasar1 gibi Dox’un olusturdugu
kardiyotoksisiteye kars1 da RIP3 knockout farelerin daha direngli oldugu bulunmustur.
Ayrica, RIP3 knockout farelerdeki hem I/R hasarima hem de Dox’un olusturdugu
kardiyotoksik hasara bagli olusan ROS iiretiminin normal farelere oranla artmadigi
gbzlenmis ve ROS artisinin RIP3 enziminin indiiklenmesi ile iligkili oldugu sonucuna

vartlmistir (9,10).
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Yapilan bu c¢alismada literatiir ile uyumlu sekilde, Dox grubunda olusan
nekroptoz ile RIP1, RIP3, CaMKII ve CypD proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttigi goriilmistir (9, 63). Ayrica
calismamizda yine literatiir ile uyumlu sekilde, Dox uygulamasi ile kardiyak
fonksiyonlarda bozulma; kontrol grubuna gore anlamli sekilde artan koroner
perflizyon basinct ve kalp atim hizi ile goriilmiistiir (66). Literatiirde hem Dox
uygulanmasi hem de I/R hasar ile lipid peroksidayonunun son iiriinii olan MDA
diizeylerinin artis1 ile kardiyotoksisitesinin olustugu gézlenmistir (67). Yapilan bu
calismada da benzer sekilde MDA seviyelerinin, Dox grubunda kontrol grubuna gore

anlamli bir gekilde arttig1 goriildii.

Daha o6nce yapilan calismalarda doksorubisine bagli olarak miyokardiumda
olusan hiicresel lezyonlar, fibrozis, yaygin hemorajiler seklindeki dejeneratif
degisiklikler gozlenmistir (62, 63, 67). Calismamizda yaptigimiz histopatolojik
incelemede Dox grubunda literatiir ile uyumlu sekilde belirgin derecede kardiyomyosit

dejenerasyonu ve fokal niikleer dejenerasyon gibi morfolojik bozukluklar gozlendi.

Dabrafenibin RIP3 inhibisyonu {izerinden nekroptoza karsi koruyucu etkili
oldugu karaciger, beyin ve bobrek dokularinda in vivo olarak inceleyen sadece birkag
calisma bulunmaktadir (11, 13, 67, 68, 69). Ornegin Li ve arkadaslarinin yaptig
calismada, RIP3 enziminin melonoma tedavisinde kullanilmakta olan B-Raf inhibitorii
dabrafenib ile selektif olarak inhibe edilebildigi gosterilmistir. Bu ¢alismada,
karacigerde asetaminofen (300 mg/kg i.p.) ile olusan toksisiteye bagli gelisen doku
hasarma kars1 dabrafenibin (100 mg/kg ve 300 mg/kg, oral gavaj (o0.g.)) koruyucu
etkisi incelenmis, elde edilen bulgular ile dabrafenibin protektif etkisinin varligi, hem
Alanin transaminaz (ALT) ve Aspartat transaminaz (AST) seviyelerindeki azalma ile
biyokimyasal olarak hem de H&E boyama ile histopatolojik olarak tespit edilmistir
(11). 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada ise, dabrafenibin iskemik beyin hasarina karsi
koruyucu etkisi incelenmis ve fototromboz kaynakli fokal iskemik hasardan bir saat
sonra 10 mg/kg dozunda intraperitonal olarak uygulan dabrafenibin farelerde infarkt
lezyon alanim istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttifi gozlenmistir (13).
Dabrafenib’in kardiyak dokuda ise sadece hipertansiyon ile olusturulan hasara kars etkisi

incelenmistir (69). Aslinda bu c¢aligmada dabrafenibin koruyucu etkisinden ¢ok,
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kemoterapide kullanilan diger ERK1/2 inhibitorlerinin baz1 hastalarda kardiyotoksik yan
etkiler olusturmasindan dolayr dabrafenibin kardiyak hasar olusturup olusturmadigi
incelenmistir. Bu calismanin hipotezine gére ERK1/2 sinyal kaskadimin saglikli kalpte
gerekli olmadig1 ama kardiyak remodellemesinde rolii oldugu varsayilmistir. Bu nedenle
de stres olusturmak i¢in hipertansif fare modeli kullanilmis, 0,8 mg/kg/giin Angiotensin
II (Angll) kullanilarak olusturulan hipertansif farelerde, 3 mg/kg/giin Dabrafenib
uygulandiginda ERK1/2 sinyal yolaginin inhibe oldugu ve kardiyak hipertrofinin hem
akut (7 giin) hem de kronik (28 giin) uygulamada engellendigi goriilmiistiir. Bu verilere
bagli olarak dabrafenibin kardiyak dokuda giivenilir bir ajan oldugu sonucuna vartlmstir

(69).

2020 yilinda kardiyomiyositlerde Dox ile indiiklenen nekroptoz mekanizmasi ile
ilgili yapilan bir ¢alismada, farelere giin asir1 10 mg/kg Dox uygulanmis ve koruyucu
ajan olarak Dox uygulanmasindan 3 saat 6nce 200 mg/kg/giin dexrazoxane verilmistir.
Dox uygulanmasimin kardiyak fonksiyonlar1 diisiirdiigii ve RIP1, RIP3 ve MLKL
proteinlerinin ekspresyon seviyelerini arttirdigi gézlenmistir (63). 2020 yilinda yapilan
bir baska caligmada ise renal I/R hasar1 ile RIP1, RIP3 ve MLKL proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinin arttig1 goriilmiis ve dabrafenib uygulanmasi ile anlamli bir

sekilde azaldig1 bildirilmistir (70).

Yaptigimiz bu ¢alismada da literatiir ile uyumlu sekilde, Dox grubunda olusan
nekroptoz ile artan RIP1, RIP3, CaMKII ve CypD proteinlerinin ekspresyon
seviyelerinin Dabrafenib ve Nec-1 uygulamasi ile anlamli bir sekilde azaldig
goriilmiistiir. Dabrafenib ve Nec-1 gruplar1 karsilastirildiginda ise, Dab uygulanmasi ile
RIP3, CaMKII ve CypD ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
daha fazla azaldig1 buna karsilik Nec-1 uygulanmasi ile RIP1 ekspresyon seviyesinin
daha fazla azaldig1 gozlenmistir. Literatlir ile uyumlu olarak Nec-1’in RIP1 enzim
inhibitorii olmasi nedeniyle Nec-1 ile RIP1 ekspresyon seviyesindeki azalma

dabrafenibe gore daha fazla olmustur.

Meijes ve arkadaglarmin Angll ile olusturulan hipertansif kardiyak hasara kars1
dabrafenibin kardiyak fonksiyonlar iyilestirdigi gosterilen ¢aligmasia (69) benzer
sekilde yaptigimiz ¢alismada Dox uygulamasi ile artan koroner perflizyon basinci ve

kalp atim hiz1 Dab+Dox grubunda Dox grubuna gére anlamli bir sekilde azalmis olup,
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kardiyak fonksiyonlarda iyilesme goriilmiistiir. Ayrica Dox+Dab ve Dox+Nec gruplari
karsilagtiriliginda her iki nekroptoz yolaginda da etkili olan RIP3 enzim inhibisyonunu
saglayan Dabrafenib uygulamasinin kardiyak fonksiyonlari Nec-1’e gore istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde daha ¢ok diizelttigi goriilmistiir.

Calismamizda lipid peroksidasyonun son iirlinii olan MDA seviyelerinin, Dox
grubunda anlaml1 bir sekilde arttig1, Dox+Dab ve Dox+Nec gruplarinda ise anlamli bir
sekilde azaldig1 goriilmiistiir. Dox+Dab ve Dox+Nec gruplar1 karsilastirildiginda ise,
Nec-1 uygulanmasinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde MDA seviyesini daha
cok azalttig1 goriilmistiir. Nec-1 ile RIP1 ve nekroptoz inhibisyonunun, yapilan birgok
calismada MDA seviyesini diisiirdiigli bildirilmistir (11, 71). Yapilan bir ¢aligmada
I/R hasart ile olusan yiiksek MDA seviyelerinin RIP3 delesyonu ile normal seviyelere
disiiriildiigli  gosterilmistir (72). Buna goére RIP3 inhibitorii olan dabrafenib
uygulamasinin MDA diizeyini diisiirmesinin literatiir ile uyumlu oldugu, ancak Nec-1
uygulamasinin lipid peroksidasyonu azaltici etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir

(71,72).

Calismamizda yaptigimiz histopatolojik incelemede, literatiirde oldugu gibi
dabrafenib uygulanmasinin Nec-1 grubu ile benzer sekilde dokuda olusan
dejenerasyonu gerilettigi gorilmistiir (11, 13, 69). Bu da hem dabrafenibin hem
nekrostatin-1’in doksorubisinin olusturdugu miyokardial hasar {iizerinde Onemli

derecede benzer koruyucu etkileri oldugunu gostermektedir.
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7. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu caligma ile, Dabrafenibin doksorubisin ile olusan kardiyotoksik
hasarda rol oynayan nekroptoza karsi koruyucu oldugu ve bu etkisinin necrostatin-1’e
oranla daha fazla oldugu goriilmistir. Halen klinikte BRAF enzim inhibitorii
etkisinden dolayr melonoma tedavisi i¢in kullanilan Dabrafenib ile yapilacak ileri
caligmalarin, nekroptoza karsi1 protektif etkisinin daha genis boyutlarda incelenerek
birgok kanser tedavisinde kullanilan doksorubisinin kardiotoksik yan etkilerinin
azaltilmasina ve farkli nedenlerle olugsan nekroptozun Onlenmesine yonelik yeni
terapotik yaklasimlar ve tedavide yeni ilag kombinasyonlariin kullanilmasina olanak

saglayacaktir.
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