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OZET

Boran, T. (2021). Tirozin Kinaz Iinhibitérii Regorafenib’in Kardiyotoksisitesinin
Molekiiler Tekniklerle In Vitro Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Regorafenib, kanser olusumundan sorumlu pek c¢ok kinazi inhibe eden tirozin kinaz
inhibitori bir ilactir. Kolorektal kanser, gastrointestinal stromal tiimor ve hepatoseliiler
karsinom tedavisinde kullanilmaktadir. Regorafenib’in hayati tehdit edici boyutlara
ulasabilen hipertansiyon ve iskemiye neden oldugu raporlanmistir ve bu etkilerin
molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

Calismamizda H9c2 kardiyomiyoblastik hiicre hatti kullanilarak Regorafenib ile
indliklenen kardiyotoksik etkilerin molekiiler ~mekanizmalarin  aydimnlatilmasi
amaglanmistir. Kardiyak hiicreler fonksiyonlarini gergeklestirebilmek icin yiiksek
miktarda ATP’ye ihtiyag duymaktadirlar. Bu nedenle, g¢alismada Regorafenib’in
kardiyomyoblast hiicrelerinde toksik etkileri 48 ve 72 saatlik 5, 10 ve 20 uM
Regorafenib maruziyeti sonrasinda, mitokondriyal ve hiicresel stres ile iligkili yolaklar
lizerine odaklanilarak arastirilmistir.

Hiicre i¢i ATP miktarinda her iki maruziyet siiresinde tiim deney gruplarinda azalma,
membran potansiyelinde ise 72 saatlik 20 pM maruziyet grubunda bozulma
saptanmigtir. Mitokondriyal dinamik genlerinin ekspresyonunda her iki maruziyet
siresinde yiiksek dozlarda artma goriilmiistiir. Mitokondriyal kompleks I ve V’in
ekspresyonu 72 saatlik maruziyeti takiben 20 pM dozda azalmistir. Mitokondriyal
proteinlerden sitokrom ¢, UCP2 ve LONPI1 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Stres proteinlerinden HSP70 protein ekspresyonunda 72 saatlik 10
ve 20 pM’da artma saptanirken, GRP94 seviyesi belirgin bir degisiklik gostermemistir.
72 saatlik maruziyeti takiben mtDNA igeriginde azalma tespit edilmistir. Ayrica her iki
maruziyet siiresinde 20 pM’da prokaspaz 3 seviyesi azalmistir.

Bu calisma, Regorafenib tarafindan indiiklenen kardiyotoksisitenin mitokondriyal hasar
ile iliskili olabilecegini gostermektedir. Ancak bu teorinin in vivo ve klinik ¢aligmalarla
desteklenmeye ihtiyaci vardir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser ilaglar, Tirozin kinaz inhibitérleri, Regorafenib,
mitokondriyal toksisite, kardiyotoksisite,

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2017-25176
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ABSTRACT

Boran, T. (2021). In Vitro Evaluation of Cardiotoxicity of Tyrosine Kinase Inhibitor
Regorafenib with Molecular Techniques. IIstanbul University, Institute of Health
Science, Department of Pharmaceutical Toxicology. Doctoral Thesis. Istanbul.

Regorafenib is a tyrosine kinase inhibitor drug that inhibits many kinases responsible
for cancer. It is used in the treatment of colorectal cancer, gastrointestinal stromal tumor
and hepatocellular carcinoma. Regorafenib has been reported to cause life-threatening
hypertension and ischemia, and its molecular mechanism is not fully known.

In the study, it was aimed to elucidate the molecular mechanisms of regorafenib-
induced cardiotoxicity using H9c2 cardiomyblastic cell line. Cardiac cells highly need
ATP for their functioning. Therefore, regorafenib-induced toxic effects on
cardiomyoblasts were investigated by focusing pathways that are related to
mitochondrial and cellular stress after 48- and 72-hours exposure of 5, 10 and 20 uM
regorafenib.

A decrease in intracellular ATP level in all groups in both exposure times and
disruption of membrane potential at 20 uM after 72-hours exposure were detected. An
increase in expressions of mitochondrial dynamic genes at high doses in both end-points
was seen. Mitochondrial complex I and V expressions reduced at 20 pM following 72-
hours exposure. No significant change was detected in the expressions of mitochondrial
proteins cytochrome ¢, UCP2 and LONP1 levels. While an increase in HSP70 protein
expression was detected at 10 and 20 uM after 72-hours exposure, GRP94 level did not
show significant change. A decrease in mtDNA content was detected following 72-
hours exposure. In addition, procaspase 3 protein level decreased at 20 pM in both
exposures.

This study shows that the regorafenib-induced cardiotoxicity can be linked with
mitochondrial damage. However, this theory needs to be supported by in vivo and
clinical studies.

Key Words: Anticancer drugs, Tyrosine kinase inhibitors, Regorafenib, Mitochondrial
toxicity, cardiotoxicity,

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TDK-2017-25176



1. GIRIS VE AMAC

Tirozin kinazlar hiicre fonksiyonunun siirdiiriilmesinde olduk¢a 6nemli rollere
sahip enzimlerdir. ATP’de bulunan terminal fosfati proteinlerin genellikle tirozin,
serin/treonin residiilerine aktarimasini saglamaktadir (Zhang ve ark. 2009). Tirozin
kinazlar reseptdr ve non-reseptor olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Madhusudan ve
Ganesan 2004). Bunlar sinyal iletim kaskadinin baslamasinda ve ilerlemesinde hayati
derecede Onemlidir. Mutasyon, kromozomlarin yapisal olarak yeniden diizenlenmesi,
otokrin uyarilar gibi durumlar tirozin kinaz enzimlerinin siirekli aktivasyonuna neden
olmaktadir. Tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu kanser gelisimine zemin

hazirlamaktadir (Kolibaba ve Druker, 1997; Du ve Lovly, 2018).

Kanserde her kanserin spesifik genetigine uygun olarak hedeflendirilmis
ilaglarin kullanimi artmaktadir. Yeni nesil antikanser ilaglar olarak da isimlendirilen
tirozin Kinaz inhibitérlerinin kanser tedavisinde kullanilmaya baslanmasi ile kanser
tedavisinde biiyiik basar1 saglanmistir (Paul ve Mukopadhyay 2004; Chen ve ark., 2008;
Chen ve Force 2010). Baslangicta bu ilaglarin yan etkilerinin konvansiyonel antikanser
tedavilerine oranla daha az oldugu disiiniilmiis, ancak giderek artan kullanimlarinda
cok sayida advers etkileri goriilmiistiir. Bu advers etkiler hayati tehdit edebilecek
boyutlara ulasabildigi gibi tedavinin sonlandirilmasimna veya yarida kesilmesine yol
acabilmektedir. Kardiyotoksisite advers etkilerin en onemlilerindendir. Ancak tirozin
Kinaz inhibitorlerinin neden oldugu kardiyotoksik etkilerin mekanizmasi ile iligkili
cesitli yolaklar One siirlilmesine ragmen molekiiler mekanizmasi net olarak

bilinmemektedir (Cheng ve Force, 2010; Mellor ve ark., 2011; Shah ve ark., 2013b).

Regorafenib, kolorektal kanser, gastrointestinal stromal timorler ve
hepatoseliiler kanserlerde kullanimi Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug
Administration-FDA) tarafindan onaylanan, kanser olusumunda 6nemli rollere sahip
VEGFR, PDGFR, FGFR gibi pek ¢ok kinazi inhibe eden tirozin kinaz inhibitorii bir
ilactir (Wilhelm ve ark., 2011). Ayrica konvansiyonel kemoterapide ilaglara karsi direng
olusumuna neden olan ilag tasiyici proteinleri inhibe ettigi bu nedenle de konvansiyonel
kemoterapi ile kombinasyon halinde kullanilabilecegi de giindeme gelmistir (Wang ve

ark., 2017; Chen ve ark., 2019). Regorafenib’in hayati tehdit edici boyutlara ulasabilen



hipertansiyon, kardiyak iskemi ve enfarktiise de neden oldugu raporlanmistir (FDA,
2012b; FDA, 2013; FDA, 2017a).

Regorafenib’in  kardiyotoksisitesinin molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir, eldeki veriler klinikte ilacin kullanilmasina bagli olusan advers
etkilerden elde edilen bilgilerle smrhdir. Ilacin kardiyotoksisitesinin molekiiler
mekanizmasinin belirlenmesi ile Regorafenib’in neden oldugu kardiyotoksisiteyi
Oonlemek amaciyla yeni yaklasimlarin denenerek ilacin kardiyotoksisite profilinin
azaltiip fayda gorildiigli halde tedavinin sonlandirilmasinin Oniine gecilebilecegi
diistiniilmektedir.  Regorafenib’in  kardiyotoksisitesinin ~ molekiiler  yolaklarmin
aydinlatilmasina yonelik in vitro bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle

calismamizin literatiire onemli bir katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

Mitokondriler  hiicrelerde  enerji  tretiminden sorumlu organellerdir.
Kardiyomiyositler  fonksiyonlarin1  gerceklestirebilmek icin  ATP’ye ihtiyag
duymaktadir. Bu nedenle mitokondrilerde meydana gelebilecek hasarlar hiicrede
Olimciil sonuglara yol acabilmektedir. Kalpte mitokondri hasari sonucu fonksiyonun
bozulmas1 bazi kardiyovaskiiler hastaliklarla da iligskilendirilmistir (Marin-Garcia ve
Goldenthal, 2002). Bu nedenle ¢alismamizda 6zellikle mitokondriyal yolaklar iizerinde

durulacak ayrica stres proteinleri ve apoptoz arastirilacaktir.

Tez c¢alismasinda amag; tirozin kinaz inhibitorii olan Regorafenib’in neden
oldugu kardiyotoksisitenin altinda yatan mekanizmalar1 kardiyomiyoblastik hiicre
modeli kullanarak aydinlatmaya calismaktir. Bu amacla; Regorafenib maruziyeti
sonrast H9c2 hiicrelerinde hiicre canliligindaki ve hiicre proliferasyonundaki etkiler;
mitokondriyal membran potansiyeli, mitokondri dinamiginde rol oynayan genlerin
ekspresyonlari, bazi mitokondriyal proteinlerin ekspresyonlari,  hiicre ici ATP
miktarinda meydana gelecek degisiklikler, stres proteinlerden 1s1 sok proteini (HSP) 70
ve glukoz ile regiile edilen protein 94 (GRP94) ekspresyonlari; apoptoz ile iliskili olarak

da prokaspaz 3 seviyesi incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protein Kinazlar

Protein kinazlar, hiicre fonsiyonu i¢in Onemli enzimlerdir. Bu enzimler
apoptozda, hiicre siklusu ilerlemesinde, sitoskeletonun yeniden diizenlenmesinde,
farklilasmada, gelismede, immiin cevap olusmasinda, sinir sistemi fonksiyonunda rol
alirlar ve transkripsiyonu diizenleyen sinyal transdiiksiyonuna katilirlar. Kinazlarin
disregiilasyonu kanser, diyabet, otoimmiin hastaliklar, kardiyovaskiiler, inflamatuar ve
sinir sitemi hastaliklarina neden olmaktadir. Protein kinazlarin pek cok hastaligin
etiyolojisinde yer almasi bu enzimleri 6nemli ila¢ hedefleri haline getirmektedir
(Roskoski 2016). Bu enzimler, Sekil 2-1°de gosterildigi gibi ATP’de bulunan terminal
fosfatin genellikle tirozin veya serin/treonin aminoasitinin hidroksil grubuna transferini

katalizlerler (Zhang vd., 2009).
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Sekil 2-1: Tirozin kinaz enzimlerinin fonksiyonu

Tirozin residiilerinin fosforilasyonu enzimatik aktiviteyi modiile eder, sinyal
iletiminde asagida yer alan sinyalizasyon proteinleri i¢cin baglanma bolgesi olusturur
(Hubbard ve Till, 2000). Protein fosforilasyonu, enzimatik aktivitenin artmasina veya
azalmasina, transkripsiyon, translasyon gibi diger biyolojik aktivitelerin degismesine
neden olabilmektedir. Bir proteinde bulunan bazi fosforilasyon bdlgeleri stimiilator

bazilar1 inhibitor 6zellik gosterebilir (Roskoski 2015).

Tirozin kinaz enzimleri, transmembran reseptor tirozin kinazlar ve sitoplazmik

non-reseptdr tirozin kinazlar olmak {izere 2 gruba ayrilmaktadir (Sekil 2-2) (Robinson



ve ark., 2000). Insulin reseptor ailesi disinda, tiim reseptdr tirozin kinazlar, ekstraseliiler
ligand baglanma bolgesi, ligand baglanma bolgesi ve sitoplazmik domaini birbirine
baglayan transmembran hidrofobik heliks ve sitoplazmik domainden olusmaktadir
(Sekil 2-3). Sitoplazmik domainde korunmus tirozin kinaz ¢ekirdegi ve diger

diizenleyici diziler bulunmaktadir (Schlessinger, 2000; Madhusudan ve Ganesan 2004).

[ PROTEIN TiROZIN KINAZLAR W

RESEPTOR TIROZIN KINAZLAR NON-RESEPTOR TiROZIN KiNAZLAR
EGFR ailesi FGFR ailesi  AX] ailesi ABL ailesi SRC-A ailesi ACK ailesi

EGFR (HER-1) FGFR 1 AXL ABL1 FGR ACK1
ERBB2 (HER-2)  FGFR2 MER ARG FYN TNK1
ERBB3 (HER-3)  fGFR3 TYRO3 FRK ailesi SRC FAK ailesi
ERBB4 (HER-4)  FGFR4 EPHR ailesi BRK YES 1 FAK
VEGFR ailesi NGFR ailesi  EpHA1-8 FRK SRC-B ailesi PYK2
VEGFR 1 TRKA EPHB1-6 SRMS BLK SYK ailesi
VEGFR 2 TRKB DDR ailesi JAK ailesi HCK SYK
VEGFR 3 TRKC DDR 1-2 JAKL LCK ZAP70
PDGFR ailesi TIE ailesi LTK ailesi JAK2 LYN FES ailesi
PDGFR-at TIE ALK JAK3 TEC ailesi FER
PDGFR-B TEK LTK JAKA BMX FES
CSF-1R RET ailesi ROR ailesi CSK ailesi BTK

KIT/SCFR RET ROR 1-2 CSK ITK

FLK2/FLT3 Insulin R ailesi HGFR ailesi MATK TEC
ROS ailesi IGF-1R MET TXK
IRR, INSR RON

Sekil 2-2: Protein tirozin kinazlarin siniflandirilmasi (Madhusudan ve Ganesan, 2004)

EGFR: Endotelyal biiyiime faktorii reseptorii, VEGFR: Vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii reseptorii, PDGFR: Trombosit kaynakli biliylime faktorii reseptorii,
FGFR: Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii, NGFR: Sinir biliylime faktorii reseptorti,
AXL: AXL reseptor tirozin kinaz, EPHR: Efrin reseptor tirozin kinaz, TIE:, RET:
Transfeksiyon sirasinda yeniden diizenleyici, DDR: Diskoidin etki alan1 igeren reseptor,
LTK: Lokosit reseptor tirozin kinaz, ROR:Yetim reseptor benzeri reseptor tirozin kinaz,
HGFR: Hepatosit biiylime faktorii reseptorii, ABL:, FRK: Fyn-iligkili kinaz, TEC:
Tirozin protein kinaz TEC, SRC: Proto-onkogen tirozin kinaz SRC, FES: Felin
sarkoma, FAK: fokal adezyon kinaz,; ACK: Asetat kinaz, SYK: Dalak tirozin kinazi
JAK: Janus kinaz,
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Sekil 2-3: Reseptor tirozin kinazlarin yapis1 (Hedger ve ark., 2015)

Reseptor  tirozin  kinazlar  ile ligand  etkilesimi  reseptorlerin
dimerizasyonuna/oligomerizasyonuna neden olmakta, bu da hiicre i¢indeki katalitik
domainlerin otofosforilasyonunu saglamaktadir. Otofosforillenmis tirozin residiileri
hiicresel yanitlarin modiile edilmesini saglayan sinyal iletim kaskadindaki cesitli
proteinlerin davetinde ve taninmasinda gorev almaktadir. Bu durum, proteinlerin aktif
konformasyonuna ve daha sonra da hiicre igindeki sinyal trandiiksiyon kaskadinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2-4) (Heldin, 1995; Madhusudan ve Ganesan,
2004; Paul ve Mukopadhyay 2004). Daha 6nceden normal sartlarda tiim reseptor tirozin
kinazlarin  hiicre membraninda monomer olarak bulundugu ve reseptor
dimerizasyonu/oligomerizasyonu i¢in reseptore ligand baglanmas1  gerektigi
diistiniilmiistiir, ancak gliniimiizde aktive edici ligand yoklugunda da reseptor tirozin
kinazlarin oligomer olusturduklar1 ve sinyalizasyon kaskadina etki ettigi bilinmektedir.
Ornegin epidermal biiyiime faktoriiniin (epidermal growth factor-EGF) oligomer
halindeki reseptdriine baglanarak sinyal kaskadini aktive ettigi gosterilmistir (Lemmon
ve Schlessinger, 2010). Sonug¢ olarak, gelen uyarinin tirozin residiilerinin ve
sinyalizasyon i¢in gerekli asagi akis proteinlerinin otofosforilasyonu ile sitoplazmaya

aktarimi saglanmis olur.
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Sekil 2-4: Reseptor tirozin kinazlari aktivasyonu (Cooper ve Hausmann, 2016)

Reseptore baglanacak liganda gore dimerizasyon/oligomerizasyon olusma
stratejesi degisiklik gostermektedir. Bir ligand iki reseptdre baglanabilir ve 1:2 ligand
reseptor kompleksi olusturabilir. Buna o6rnek olarak biiyiime hormonu ve biiyiime
hormon reseptorii etkilesimi verilebilir. Diger bir durum da; iki ligand es zamanli olarak
2 reseptore baglanabilir ve 2:2 ligand reseptor kompleksi olusturur. Vaskiiler-endotelyal
biiyiime faktoriiniin (VEGF) vaskiiler-endotelyal biiytime faktorii reseptoriine (VEGFR)
baglanmas1 Ornek olarak verilebilir. Ayrica bazi ligandlar kompleks olusumunu
saglayacak kadar stabil degildir ve stabilize edilmesi i¢in yardimci molekiillere ihtiyag
duyarlar. Fibroblast biiyiime faktorii (Fibroblast Growth Factor-FGF) Fibroblast
biiyiime faktorii reseptoriinii (Fibroblast Growth Factor Receptor-FGFR) aktive edemez

ve heparin siilfat ile stabilize edilir (Paul ve Mukhopadhyay, 2004).

Non-reseptor tirozin kinazlar ¢ogunlukla sitozolde veya hiicre membraninin
sitoplazmaya bakan kisminda bulunan proteinlerdir. Hiicre i¢inde cogunlukla intrinsik
tirozin kinaz aktivitesine sahip olmayan reseptorlerin alt iinitesi gibi davranarak reseptor
aracilt transmembran sinyalizasyonunda gdrev yapar, hiicre dig1 sinyallerinin hiicre

biiylimesi, aktivasyonu, farklilagmasi sinyalizasyon yolaklarindaki diger proteinlere



aktarimini saglarlar. Kinaz aktivitesine sahip bolge disinda fosfotirozin kalintisi igeren
0zglin kisimlara baglanabilen farkli bolgeler de igermektedir (Neet ve Hunter, 1996;
Kolibaba ve Druker, 1997; Madhusudan ve Ganesan, 2004; Gocek ve ark., 2014). Bu
baglanma bolgeleri, tirozin Kkinazlar tarafindan aktive edilen sinyalizasyon
yolaklarindaki protein-protein etkilesiminde rol oynayan bolgelerdir ve sinyalizasyonun
gerceklesmesinde biiylik 6neme sahiptir (Schlessinger, 1994). Non-reseptor tirozin
kinazlarin aktivasyonu, iliskili oldugu reseptore ligand baglanmasi ile olabilecegi gibi
hiicresel adhezyon, kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi gibi bazi hiicresel olaylarda da

olabilmektedir (Taniguchi, 1995).

Hem reseptor hem de non-reseptdr tirozin kinazlarin aktivasyonu,
otofosforilasyon, sitoplazmik substratlarin fosforilasyonu ve spesifik olarak fosforile
tirozin iceren bolgelere baglananan proteinlerin ¢agrilmasindan olusan bir fosforilasyon
kaskad1 baglatmaktadir. Bu durum diger proteinlerin aktivasyonu ile sonu¢lanmaktadir.
Ayn1 zamanda, regiile edici fonksiyonlar1 bulunan ikincil mesajc1 molekiillerin {iretimi
de saglanmaktadir. Olusan sinyaller nukleusa iletilebilir ve g¢esitli genlerin
ekspresyonunun indiiklenmesine sebep olabilir. Benzer sekilde tirozin kinazlarin
deaktivasyonu ile inhibe edici sinyaller de olusabilmektedir (Kolibaba ve Druker,

1997).

Bilindigi {lizere kanser olusumu, hiicre proliferasyonu ve hayatta kalimim
etkileyen genlerdeki hasarin birikiminden kaynaklanan ¢ok basamakli bir siirectir
(Bertram, 2000) ve tirozin kinazlar ile kanser arasinda iligski oldugu saptanmustir.
Tirozin kinazlar neoplastik olusumun baslamasinin ve bu neoplastik olusumun
ilerlemesinin pek ¢ok basamaginda etkili olabilmektedirler. Ayrica dogrudan neoplastik
bir olusum baslatmadan kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde proliferasyonu, timér
progresyonu ve metastazda da etkili olabilecegi bilinmektedir (Kolibaba ve Druker,
1997). Fizyolojik durumda tirozin kinazlarin fosforilasyonu, tirozin kinazlarin
antagonize edici etkileri ve tirozin fosfataz enzimleri ile kontrol altindadir (Hunter,
1995). Cesitli mekanizmalar, tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonuna neden olabilmekte
ve neoplastik olusuma katki yapabilmektedir (Paul ve Mukhopadhyay, 2004). Tirozin
kinazlar, kansere doniistimde rol oynayan onkojen proteinlerin ana kismimi temsil
etmektedirler. Onkojenik reseptdr tirozin kinazlarin ligand baglanmasindan bagimsiz

olarak siirekli aktivasyonu, mutasyon, genomik amplifikasyon, kromozomlardaki



yapisal yeniden diizenlenme ve/veya otokrin aktivasyon sonucu olusmaktadir.
Ekstraseliiler, transmembran ve sitoplazmik domainde meydana gelen gesitli mutasyon
veya delesyonlar, ATP baglanma bolgesinde ve katalitik kinaz bolgesinde meydana
gelen degisiklikler tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonuna neden olur. Ayrica genetik
amplifikasyon sonucu reseptor tirozin kinazlarin asirt eksprese edilmesi ve bazi kanser
tiirleri arasinda iliski oldugu saptanmistir. Buna 6rnek olarak; tiroid, glioblastoma ve
akciger kanserlerinde EGFR’nin asir1 eksprese edilmesi gosterilebilir. Kromozomlarin
yapisal yeniden diizenlenmesi, yeni tirozin kinaz fiizyon onko-proteinlerinin olusmasina
neden olmaktadir. Bu duruma en bilinen 6rnek kronik myeloid 16semi hastalarinda
karakteristik olarak bulunan BCR-ABL flizyon proteinidir. BCR-ABL fiizyon proteini 9
numarali kromozomda bulunan ABLI1 tirozin kinazini kodlayan gen ile 22 numaral
kromozomda bulunan BCR geninin birlesmesi sonucu olusur. Benzer sekilde non-
reseptor tirozin kinazlarda olusan mutasyonlar da bu tirozin kinazlarin siirekli
aktivasyonuna neden olabilmektedir (Kolibaba ve Druker, 1997; Du ve Lovly, 2018).
Otokrin ve parakrin uyarilar, 6zellikle reseptor tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonuna
neden olan diger bir mekanizmadir. Bu durum ligand varliginda resept6r tirozin kinazin
anormal/agir1  ekspresyonu veya reseptore ait ligandin asir1  ekspresyonundan
kaynaklanabilir (Paul ve Mukhopadhyay, 2004). Benzer sekilde serin/treonin kinazlarin
disregiilasyonunun bazi kanserlere neden olabilecegi ve bazi kanser tiirlerinde belli
serin/treonin kinazlarin ekspresyonun arttig1 saptanmistir. Béylece kanser tedavisinde

bu enzimlerin de hedef olabilecegi giindeme gelmistir (Capra vd., 2006).

2.2. Tirozin Kinaz Inhibitorleri

Kanser olusumu ile tirozin kinazlarin anormal aktivasyonu arasinda iligskinin
ortaya ¢itkmast kanserin spesifik genetigine uygun hedeflendirilmis tedavilerin
gelistirilmesinde ana basamak olmustur (Paul ve Mukopadhyay 2004). Giinlimiizde, her
kanserin spesifik genetigine uygun olarak hedeflendirilmis antikanser ilaglarin
kullanim1 artmaktadir. Bu hedefli yaklagim esas olarak kanserde asir1 eksprese edilen
ve/veya mutasyona ugrayan tirozin kinaz aktivitelerinin inhibisyonu ile saglanmaktadir.
Bu sekilde tedavi yaklasimi kronik myeloid 16semide, meme kanserinde, renal hiicre
karsinomunda, gastrointestinal stromal tiimorlerde ve kolon karsinomunda basariy1

artirmaktadir (Chen ve ark., 2008). Hedeflendirilmis tedavide agirlikli olarak tirozin



kinazlar1 hedef alan tedaviler gelistirilmekle beraber, serin/treonin kinazlar1 da hedef

alan tedaviler gelistirilmeye baslanmistir (Cheng ve Force 2010).

Konvansiyonel kemoterapide tiimor hiicrelerinin  yaninda hizli boliinme
Ozelligine sahip saglikli hiicreler de etkilenmekte ve bu durum ciddi yan etkilere sebep
olmaktadir. Tirozin kinaz inhibitdrleri tiimor biliyiime ve progresyonunda etkili olan
molekiilleri etkilemektedir, dolayisiyla tirozin kinaz inhibitorlerinin hedeflerinin daha
cok tliimor hiicrelerine spesifik oldugu bu nedenle de terapétik indekslerinin genis ve
yan etkilerinin daha az oldugu disiiniilmektedir. Ayrica sitotoksik kemoterapdtik
ajanlar veya radyoterapi ile kombinasyon halinde kullanildiginda antikanser
etkinliklerinin arttig1 gosterilmistir. Bu nedenle kanserde hedeflendirilmis tedavilerin

kullanilmasi olduk¢a umut vaad eden bir terapi yontemidir (Arora ve Scholar, 2005).

Klinikte tirozin kinaz inhibisyonunun nasil sonuglar doguracagini tahmin etmek
kolay degildir. Tumorlerde eksprese edilen tirozin kinaz genlerinde ikincil
mutasyonlarin olugmasinin tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavide ilaca karsi direng

gelisimine neden oldugu saptanmistir (Baselga, 2006).

Imatinib 2001 yilinda pHiladelfiya kromozom pozitif olan yetiskin kronik
myeloid losemi hastalarinda kullanimi onaylanmis ilk tirozin kinaz inhibitoriidiir.
kronik myeloid 16semi hastalarinin %95’inde pHiladelfiya kromozomu bulunmaktadir.
PHiladelfiya kromozomu 9. kromozomdan bir par¢anin kopup 22. kromozomdan kopan
parga ile karsilikli yer degistirmesi t(9;22) sonucu olusmaktadir. Ik kez 1960 yilinda
kronik myeloid l6semi hastalarinda tanimlanmistir. Translokasyon 9. kromozomda
bulunan ABL1 (proto-onkogen tirozin protein kinaz geni) ile 22. kromozomda bulunan
BCR (breakpoint cluster region) arasinda gergeklesir ve 22. kromozomda BCR-ABL1
flizyon geni olusumuna yol agar. BCR-ABLI fiizyon hibrid geni siirekli tirozin kinaz
aktivitesine sahip BCR-ABLI proteinini kodlar. Siirekli tirozin kinaz aktivasyonu hiicre
Oliimiinde, proliferasyonunda gorevli sinyalizasyon yolaklarinin bozulmasina neden
olur (Kang ve ark., 2016). Kronik myeloid 16seminin patogenezinde BCR-ABL1’in
stirekli tirozin kinaz aktivitesine neden oldugunun bilinmesi ile siirekli aktivasyon
goriilen bu kinaz aktivitesinin hedefli olarak durdurulmasinin tedavide kullanilabilecek
bir strateji oldugu diisiiniilmiistiir. Imatinib BCR-ABLI asir1 ekspresyonu goriilen
hiicrelerde biiyiimeyi selektif bir sekilde inhibe etmektedir. Imatinib kesfi ile kronik
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myeloid l6semi hastaliginin tedavisinde bliylik basar1 saglanmis ve kronik myeloid
16semi tedavisinde ilk segenek olarak kullanilmaya baslanmistir (Ohno, 2006).
Gastointestinal stromal tiimorler, KIT ve PDGFR-A’nin siirekli aktivasyonuna neden
olan mutasyonlar ile karakterizedir (Lopes ve Bacchi, 2010). Imatinib mesilat,
ABLI’nin yami sira; kok hiicre faktorii reseptorii (c-KIT) ve platelet tiirevli biliylime
faktorii reseptorlerini (PDGFR) de spesifik olarak inhibe etmektedir. Imatinib’in 2002
yilinda KIT mutasyonu olan gastointestinal stromal tiimérlerde kullanimi1 onaylanmastir.
Imatinib gastointestinal stromal tiimérlerde kullanimi1 onaylanan ilk hedefli antikanser
tedavidir ve Imatinib’in kesfi, hedefli antikanser ajanlarin gelistirilmesinde devrim
yaratmistir (Savage ve Antman, 2002; Lopes ve Bacchi, 2010). Imatinib’in giiniimiizde
hala yeni tan1 almis, yetiskin ve cocuklarda kronik fazdaki pHiladelfiya kromozomu
pozitif kronik myeloid 16semi hastalarinin tedavisinde, yetiskinlerde PDGFR ile
iligkilendirilmis diger miyeloproliferatif hastaliklarda, yetiskinlerde diger bazi 16semi
tiirlerinde kullanimi devam etmektedir. Bunlarin yani sira; c-KIT mutasyonu olan,
cerrahi olarak ¢ikarilmasi miimkiin olmayan ve metastatik gastrointestinal stromal
timorlerin tedavisinde ayrica c-KIT pozitif gastrointestinal stromal tiimér rezeksiyonu
yapilmis yetiskinlerde adjuvan tedavi olarak kullanilabilecek, Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) tarafindan onayli bir tedavi segenegidir
(FDA, 2012a).

2.3. Regorafenib

Regorafenib, cok sayida membran bagimli ve hiicre i¢i kinaz enzimlerini
etkileyerek antikanser aktivite gosteren tirozin kinaz inhibitorii bir ilagtir. Oral olarak 28
giinliik tedavi dongiislinlin ilk 21 gilinii siiresince giinde bir kez 160 mg
uygulanmaktadir. Regorafenib, ilk olarak 2012 yilinda FDA tarafindan daha dnceden
floropirimidin, oksaliplatin, irinotekan bazli kemoterapi, anti vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (vascular endothelial growth hormone-VEGF) tedavisi gormiis; KRAS
mutasyonu olmayan kisilerde “anti epidermal biiylime faktorii reseptorii (epidermal
growth factor-EGFR) tedavisi uygulanmis metastatik kolorektal kanser hastaliginin
tedavisinde onaylanmistir (FDA, 2012b). 2013 yilinda FDA tarafindan, daha 6nceden
Imatinib mesilat ve Sunitinib maleat tedavisi gérmiis, lokal olarak ilerlemis, cerrahi
olarak ¢ikartilamayan veya metastatik gastrointestinal stromal tiimorlerin tedavisinde

kullanimi onaylanmistir (FDA, 2013). 2017 yilinda ise daha 6nceden sorafenib tedavisi
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almis, hepatoselliiler karsinoma hastalarinda ikinci secenek tedavi olarak kullanimi
onay almistir, bu ilag 10 yildan beri karaciger kanseri tedavisinde FDA onay1 almis ilk
ilagtir (FDA,2017a; FDA, 2017b). Ayrica Regorafenib Tiirkiye’de de Stivarga® adiyla
2015 yilinda ruhsat almistir. Tirkiye’de ek izlemeye tabi ilaclar listesinde
bulunmaktadir, meydana gelen yan etkilerin raporlanmasi1 gerekmektedir (T.C. Saglik

Bakanligy, Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, 2015).

Regorefenib, Sekil 2-5’te gosterildigi gibi anjiojenik ve stromal vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii reseptori 1,2,3 (VEGFR1/2/3), platelet kaynakli biiyiime
faktorii beta reseptorii (PDGFR f), fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 1 (FGFR 1),
TIE reseptdr tirozin kinazlari, onkojenik Mast/kok hiicre biiylime faktorii reseptorii KIT,
proto-onkogen tirozin kinaz reseptorii RET’i ve intraseliiler sinyalizasyonda yer alan

proto-onkogen serin-treonin kinase RAF’1 inhibe etmektedir (Wilhelm ve ark., 2011).

[ Anjiojenik ve Stromal RTK ] [ Onkojenik RTK }

FGFR PDGFR-B VEGFR TIE-2 RET KIT

Regora}enib (R)

RAC1

Tiimér hiicre sag Tiimér hiicre Farklilasma Hiicre digi
kalimi proliferasyonu Apoptoz matriks olugumu

Sekil 2-5: Regorafenib’in etki mekanizmasi (Goel, 2018)

Regorafenib’in, ¢coklu ilag direncinde 6nemli role sahip meme kanseri rezistans
proteinin (BCRP) ve ABCBI1 ila¢ tasiyict proteinlerin aktivitesini ihibe ettigi
gosterilmistir. Bundan dolayr konvansiyonel kemoterapi ajanlar1 ile kombinasyon
halinde kullanilarak ilag direncinin iistesinden gelinebilenecegi diisliniilmektedir (Wang

ve ark., 2017; Chen ve ark., 2019).
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Regorafenib’in diger kanser tiirlerinde de monoterapi veya kombinasyon halinde
kullanilabilecegini gdsteren calismalar bulunmaktadir. /n vitro ortamda Regorafenib’in
multiple myleom kanser hiicre hatlarinda hiicre biiylimesini inhibe ettigi, apoptozu
indiikledigi, tiimor biliylimesini yavaslatigi, osteoklastojenezi inhibe ettigi; insan
multiple myelom fare xenograft modelinde timér olusumunu belirgin sekilde
geciktirdigi gosterilmistir (Breitkreutz ve ark., 2018). Ayrica mesane kanser hiicre
hattinda ve ayni hiicre hatt1 xenograft fare modelinde tiimor biiyliimesini inhibe ettigi,
mesane kanserinde tiimor progresyonu ile iligskili olan proteinlerin ekspresyonunda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Ek olarak mesane kanser hiicre hattinda
Regorafenib’in intrinsik ve ekstrinsik apoptozu indiikledigi de saptanmistir (Chiang ve
ark., 2019). Regorafenib’in, in vivo ve in vitro olarak agresif beyin tiimorlerinden
glioblastoma multiforme tiimorlerinde otofajiyi indiikleyip, otofagozom-lizozom
fiizyonunu inhibe ederek glioblastoma hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi (Jiang ve
ark., 2019), in vitro ortamda akciger skuamoz hiicre karsinomunda hiicre siklusunu
bozarak etkili olabilecegi gosterilmistir (Hu ve ark., 2018). Ayrica Regorafenib’in over
kanseri, tirod kanseri, melanoma ve sarkoma gibi solid kanser tiirlerinde de
kullanilabilecegine =~ dair  klinik  g¢alismalar ~ halen = devam  etmektedir
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=Regorafenib&cntry=&state=&city=
&dist=).

2.4. Tirozin Kinaz Inhibitorleri ve Kardiyotoksisite

Tirozin kinaz inhibitorleri, hastalarda genellikle iy1 tolere edilmektedir. Ancak
klinikte kalp, karaciger, bobrek, akciger, gastrointestinal sistem gibi organ ve
sistemlerde beklenmeyen ciddi advers etkiler ortaya ¢ikardigina dair bilgiler literatiirde
mevcuttur (Shah ve ark., 2013a; Shah ve ark., 2013c; Hartmann ve ark., 2009; Orphanos
ve ark., 2009). Tirozin kinaz inhibitorlerinin toksik etkilerini ‘hedef etkiler’ ve ‘hedef
dis1 etkiler’ olarak simiflandirmak miimkiindiir. Hedef etkiler, kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu ve hayatta kalmasini regiile eden tirozin kinaz sinyal yolaginin diger
doku ve organlarda da hayati dneme sahip olmasindan dolayr ortaya ¢ikar. Yani bu
istenmeyen etkilerin bir kismi tirozin kinazlarin bu bolgelerde de fonksiyonel etkilerinin
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Hedef dis1 etkiler ise tirozin kinaz inhibit6rii olan
ilacin istenmeyen tirozin kinazi inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir. Bu durum ilacin

yeterince secici olmamasindan kaynaklanabilecegi gibi bilingli olarak tiimdrogenez ve


https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=Regorafenib&cntry=&state=&city=&dist=
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=Regorafenib&cntry=&state=&city=&dist=
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tiimdr anjiyogenezini regiile eden kinazlar igeren genis bir hedef spektrumuna sahip
olmasindan da kaynaklanabilir. Piyasada bulunan tirozin kinaz inhibitorlerinin
sipesifikligi ve hedefledigi protein kinazlar farklilik gosterebilmekte ve buna bagh
olarak advers etkilerinde de farkliliklar goriilebilmektedir. ilagtan ilaca fark gdstermekle
birlikte cogu tirozin kinaz inhibitorii ile siklikla goriilen advers etkiler; deri toksisitesi,
anemi, ndtropeni, trombositopeni gibi hemotolojik etkiler, diyare, mide bulantisi,
kusma, 6dem, hipotiroidizmdir (Shah ve ark., 2013a; Chen ve ark., 2008; Hartmann ve
ark., 2009).

Tirozin Kinaz inhibitorlerinin gelistirilmesi ile kanser tedavisinde biiylik basari
saglanmasina ragmen ilaglarin giivenligi ile ilgili baz1 endiseler vardir ve bunlarin en
onemlilerinden  birisi  kardiyovaskiiler sistem iizerindeki toksik etkileridir.
Kardiyovaskiiler toksik etkiler tirozin kinaz inhibitérii kullanan hastalarda tedavi
dozunun yeninden ayarlanmasii gerektiren veya bu ilaglarin kullanimina son
verilmesine neden olabilen olduke¢a ciddi advers etkilerdir (Shah ve ark., 2013b). Ayrica
hangi hastalarin yiiksek risk grubunda bulundugunu belirleyen bir metod bulunmadig
icin hastalarin kardiyovaskiiler toksik etkiler agisindan yakindan takip edilmesi
gerekmektedir (Abdel-Rahman ve Fouad, 2014). Kardiyovaskiiler toksisite, kinaz
inhibitorii ilaglarin hem hedef toksisitesi hem de hedef dis1 toksisitesi nedeni ile
gelisebilmektedir (Cheng ve Force, 2010). Bugiine kadar pek c¢ok tirozin kinaz
inhibitorii ilacin kardiyovaskiiler toksisitesinin oldugu raporlanmistir (Shah ve ark.,
2013b; Shah ve Morganroth, 2015). Kardiyovaskiiler toksik etkiler; hipertansiyon,
pulmoner hipertansiyon, kanama, vendz trombozis, pulmoner emboli, arteriyal tromboz,
QT intervalinde degisiklikler, sol ventrikiil disfonksiyonu olarak siralanabilir. QT
intervalinde degisiklikler genellikle intervalin uzamasi seklindedir ve oliimlere neden
olmadig1 diisliniilmektedir. Sol ventrikiil disfonksiyonu ve tedavi edilemeyen
hipertansiyon yiiksek oranda oOliime neden olmaktadir. Sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonunun azalmasi ile goriilen kardiyomiyopti, kalp yetmezligine de neden
olabilmektedir. Bu ilaglarin kardiyotoksisitesinin molekiiler mekanizmalar1 hala net
olarak anlasilamamistir (Shah ve ark., 2013b; Mellor ve ark., 2011). Kardiyotoksik
advers etkiler ve bu advers etkilerin mekanizmalar1 ilaca bagli olarak degiskenlik
gosterebilmekte ve ilaca 6zgii olabilmektedir. Hedef dis1 kinazlarin etkilenmesi sonucu
kardiyomiyosit mitokondrilerinde olusan hasarin, kardiyotoksisitenin altinda yatan

mekanizmalarindan biri olabilecegi diisiiniilmektedir (Chaar ve ark., 2018).
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Tirozin kinaz inhibitorlerinin neden oldugu hipertansiyonun nedeni net olarak
bilinmemekle birlikte VEGFR inhibisyonundan kaynaklandigi ileri siiriilmektedir.
VEGF endotel hiicrelerine 0zgii bir biliylime faktoriidiir ve endotel hiicrelerinin
proliferasyonuna, migrasyonuna, hayatta kalmasina, farklilagmasina aracilik etmektedir.
Anjiogenez daha Once var olan damarlardan yeni kan damarlarinin iretilmesidir ve
VEGF’in anjiyogenezde Onemli oldugu bilinmektedir. Bu durum normal hiicrelerin
gelismesi icin gerekli iken bazi tiimor tiirlerinin metastazin1 ve proliferasyonunu
kolaylastirir. Bu nedenle VEGFR kanser tedavisinde hedeflenen 6nemli bir tirozin kinaz
reseptoriidiir.  Tirozin kinaz inhibitrlerinin  neden oldugu hipertansiyonun
patofizyolojisi ile ilgili cesitli hipotezler 6ne siiriilmektedir. Bu hipotezlerden ilki,
Tirozin kinaz inhibitérlerinin VEGF sinyalizasyonunu bozmasindan dolayt NO (nitrik
oksit) iiretimi ve homeostazini etkilemesi sonucu vazokonstriiksiyon, periferal vaskiiler
direncin artmasi ve hipertansiyonun ortaya ¢ikmasidir. Ikinci hipotez ise; VEGF
sinyalizasyon inhibisyonunun damarlardan hipertansiyona neden olan diger vazoaktif
maddelerin salinmasima neden olabilecegidir. Diger bir hipoteze gore de bu
sinyalizasyon yolagi inhibisyonu sonucu damar yogunlugunun azalmasi hipertansiyona
neden olmaktadir (de Jesus-Gonzalez ve ark., 2012; Brinda ve ark, 2016; Stuttfeld ve
Ballmer-Hofer, 2009; Erol, 2007). Bu hipotezler halen tartismalidir ve dogrulanmaya
thtiyaglart vardir. Ayrica her ilacin hipertansiyon olusturma mekanizmast da farklilik
gosterebilmektedir (de Jesus-Gonzales ve ark., 2012). Hipertansiyonun tedavi
edilmemesi Oliimciil sonuglar dogurabilmektedir (Shah vd., 2013b). Ayrica VEGFR
inhibitorlerinin konjestif kalp yetmezligini de arttirdigi diistiniilmektedir (Qi ve ark.,
2014). Bununla birlikte tirozin kinaz inhibitorleri ile indiiklenen hipertansiyonun ilacin
etkililigini gosteren bir belirteg olabilecegine yonelik goriisler de bulunmaktadir
(Budolfsen ve ark., 2019). Tablo 2-1’de FDA tarafindan kanser tedavisinde onaylanan
tirozin kinaz inhibitori ilaglar ve bu ilaglarin neden oldugu kardiyovaskiiler toksik

etkiler 6zetlenmistir.



Tablo 2-1: FDA tarafindan kanser tedavisinde kullanimi onaylanan tirozin kinaz
inhibitorii ilaclar ve kardiyovaskiiler yan etkileri (Lamore ve ark., 2019).

Ila¢ ad

Imatinib
Erlotinib

Sorafenib

Dasatinib
Sunitinib
Lapatinib
Nilotinib
Pazopanib
Crizotinib
Vandetanib
Vemurafenib
Axitinib
Cabozantinib
Ponatinib
Regorafenib
Dabrafenib
Ibrutinib

Tramertinib

Ceritinib

FDA
tarafindan
onaylanma

tarihi

2001

2004

2005

2006

2006

2007
2007
2009

2011

2011

2011
2012

2012

2012

2012
2013
2013
2013

2014

Kardiyovaskiiler yan etkileri

15

Ciddi konjestif kalp yetmezligi, sol ventrikiil disfonksiyonu

Miyokardial enfarktiis/iskemi

Hipertansiyon, QT uzamasi

QT wuzamasi, konjestif kalp yetmezligi, sol ventrikiil

disfonksiyonu, miyokardial enfarktiis

Sol vetrikiil ejeksiyon fraksiyonunda ciddi azalma, QT

uzamasl, torsade de pointes, hipertansiyon

Sol ventrikiil ejeksiyounda azalma, QT uzamasi
QT uzamasi ve ani 6liimler
QT uzamasi, torsade de pointes, hipertansiyon

QT uzamasi, bradikardi

QT uzamasi, torsade de pointes ve ani oOliimler,

yetmezligi, hipertansiyon

QT uzamasi
Hipertansiyon, arterial ve vendz tromboz

Trombolitik olaylar, hipertansiyon ve hipertansif kriz

Arteriyal okliizyon, vendz tromboembolizm,

yetmezligi, hipertansiyon, kardiyak aritmi

Hipertansiyon, kardiyak iskemi ve enfarktiis
Vendztromboembolizm, kardiyomiyopati
Karidyak aritmi, hipertansiyon
Venoztromboembolizm, kardiyomiyopati

QT uzamasi, bradikardi

kalp

kalp
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Alectinib 2015 Bardikardi
Cobimetinib 2015 Kardiyomiyopati
Lenvatinib 2015 Hipertansiyon, kardiyak disfonksiyon, arteriyal
tromboembolik olaylar, QT uzamasi
Osimertinib 2015 Kardiyomiyopati, QT uzamasi
Acalabrutinib 2017 Atrial fibrilasyon, carpint1
Brigatinib 2017 Hipertansiyon, bradikardi
Binimetinib 2018 Kardiyomiyopati, vendz tromboembolizm
Encorafenib 2018 QT uzamasi,
Gilteritinib 2018 QT uzamasi
Lorlatinib 2018 Atrioventrikiiler blok
Entrictinib 2019 Konjestif kalp yetmezligi, QT uzamasi

2.5. Regorafenib ve Kardiyotoksisite

Regorafenib’in en sik goriilen kardiyotoksik etkisi hipertansiyondur. Yapilan
caligmalar, Regorafenib’in hayati tehdit edici boyutlara ulagan ve hatta liime neden
olabilecek hipertansiyon olusturdugunu gostermistir (FDA 2017a; FDA 2013; De Wit
ve ark., 2014; FDA 2012b). Bunun diginda klinik ¢alismalarda Regorafenib’in kardiyak
iskemi/infarktiise de neden oldugu raporlanmistir (FDA 2017a; FDA 2013; Eisen ve
ark., 2012; FDA 2012b). Ayrica Regorafenib’in bazi hastalarda kardiyovaskiiler
hastaliklarin belirtisi olabilecegi diisiiniilen dispneye neden olabilecegi belirtilmistir
(Groarke ve ark., 2014). Son zamanlarda Regorafenib kullanan hastalarda miyokardial
hasar (Hsiao ve ark., 2016) ve hipertansif kriz (Yilmaz ve ark., 2014) gelistigine dair

olgu raporlar1 bulunmaktadir.

Regorafenib’in yiiksek dereceli hipertansiyon ve kanamalara neden olma riski
yiiksektir. Bu nedenle Regorafenib’in kardiyovaskiiler advers etkiler olusturabilecegine
dair hastalarda ve klinisyenlerde farkindalik yaratilmasi gerektigi diistiniilmektedir
(Chen ve Wang, 2018). Regorafenib’in kardiyotoksisitesinin molekiiler mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir, eldeki veriler klinikte ilacin kullanilmasia bagli olusan

advers etkilerden elde edilen bilgilerle sinirhdir.
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2.6. Mitokondri ve Kalp

Mitokondriler okaryotik hiicrelerde bulunan enerji iiretim merkezleridir.
Mitokondrilerin endositoz ile a-proteobakterilerden koken aldigi disiiniilmektedir.
Bunun en belirgin kanitinin bakteriyel ve mitokondriyal solunum zinciri kompleks
homolojilerinin biribirine yakin olmasi olarak gdsterilmektedir (Kiihlbrandt, 2015).
Mitokondriler ¢ift katli zarla ¢evrilidir. Dis mitokondriyal membran voltaj bagimli
anyon kanallar1 (VDAC) olarak da bilinen porlar igermektedir. Bu porlar aminoasit,
iyon gibi kii¢iik hidrofilik molekiillerin gecisine izin verir. I¢ mitokondriyal membran
ise gecirgen degildir. Krista denilen ¢ok sayida katlanmalar yapmistir ve mitokondriyal
matriksi g¢evreler (Sekil 2-6). Mitokondriler, hiicrenin ihtiyact dogrultusunda

boliinebilir, birlesebilir ve hareket edebilirler (Ylikallio ve Suomalainen, 2012).

Membranlar arass bogluk

Sekil 2-6: Mitokondrilerin yapisi

Kardiyomiyositler kasilma ve gevseme fonksiyonunu gergeklestirebilmek igin
ATP’ye yiiksek derecede gereksinim duymaktadir. ATP’ye duyulan ihtiyacin
karsilanmasi igin kardiyomiyosit hiicreleri ¢ok miktarda mitokondri igermektedir.
Memelilerde toplam kardiyomiyosit hacminin  %22-37 kadarin1  mitokondriler
olusturmaktadir (Barth ve ark., 1992; Lehman ve ark., 2002). Mitokondri yapisinda ve
fonksiyonunda meydana gelen bozulmalarin cesitli kardiyovaskiiler hastaliklar ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Marin-Garcia ve Goldenthal, 2002). Mitokondriler
oldukca dinamik organellerdir, ihtiyag duyulan ATP miktarina baglh olarak sayilarini
artirabilmekte veya azalabilmektedir. Bu durum fisyon ve flizyon denilen prosesler ile
gerceklesmektedir (Li ve ark., 2012). Ayrica mitokondriyal flizyon ve fizyon,

mitokondriyal proteinlerin, lipitlerin ve genom degisimi yoluyla hasarli mitokondrilerin
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ortadan kaldirilmasi i¢in kalite kontrol mekanizmalarindan biridir (Chen ve ark., 2011;

Anand ve ark., 2013).

2.6.1. Mitokondriyal Fiizyon

Mitokondriyal fiizyon, mitokondrilerin igeriklerini karigtirip birlesmesidir. Bu
durum hasarli mitokondrilerin ortadan kaldirilmasinin yani sira mitokondriyal genomun
kalitmi ve siirdiriilebilirligi i¢in de Onem teskil etmektedir (Westermann, 2002).
Mitokondriyal flizyon, farkli fiizyon proteinlerin rol aldigi dis mitokondriyal membran
flizyonu ve i¢ mitokondriyal membran flizyonu olmak {izere iki basamakta
gerceklesmektedir. Dis zar fiizyonu, dis mitokondriyal membranda bulunan integral
proteinler mitofusin 1 (MFNI) ve mitofusin 2 (MFN2) tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu proteinlerin sitoplazmaya bakan taraflar1 homotipik (MFNI1-
MFN1/MFN2-MFN2) veya heterotipik (MFN1-MFN2) kompleksler olusturacak sekilde
fiziksel baglantilar olusturarak dis zar flizyonunu gergeklestirirler (Chen ve ark., 2003;
Koshiba ve ark., 2004). I¢ mitokondriyal membran fiizyonuna GTPaz aktivitesine sahip
optik atrofi 1 (OPAL) proteini aracilik etmektedir (Sekil 2-7a) (Cao ve ark., 2019).
Ayrica kardiyak mitokondrilerde spesifik olarak bulunan bir fosfolipid olan cardiolipin
ve OPA1 etkilesiminin i¢ zar flizyonu i¢in dnemli oldugu da belirtilmistir (Ban ve ark.,
2017). Dis zar fiizyonu igin i¢ zar boyunca bir proton gradienti gereklidir. i¢ zar
fiizyonu igin ise i¢ zar elektrik potansiyeli gerekmektedir (Meeusen ve ark., 2006).
Mitokondri membran potansiyelinin bozulmasinin i¢ zar fiizyonunu olumsuz etkiledigi

gosterilmistir (Legros ve ark., 2002; Ishihara ve ark., 2003).

2.6.2. Mitokondriyal Fisyon

Mitokondriyal fisyon hasarli mitokondrilerin mitofaji denilen prosesle ortadan
kaldirilmasina aracilik etmektedir (Kim ve ark., 2007). Bunun yani sira hiicre
bolinmesinde mitokondrilerin boéliinmesi i¢in de gerekli bir siirectir (Ong ve ark.,
2015). Mitokondri fisyonuna dynamin iligkili protein (DRP1) aracilik etmektedir.
DRP1 c¢ogunlukla sitozolde bulunmaktadir ve mitokondriyal fisyonu gerceklestirmek
tizere mitokondriyal dis zara gelir. Burada kendisi dogrudan membrana baglanamadigi
icin dis zarda bulunan fisyon proteini 1 (FIS1) adaptor proteinin yardimi ile DRP 1 ile
etkilesir ve mitokondriyal fisyon bolgelerinde halka kompleksi olusur. Bu halka yapist
GTP’nin hidrolizini takiben sikilasir ve boliinme gerceklesir (Sekil 2-7b). Giintimiizde,
FIS1 disinda baska proteinlerin de DRP1’in dig mitokondriyal zara cagrilmasinda ve
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boliinmeyi saglayan halka yapisinin olusmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir (Palmer

ve ark., 2011; Otera ve ark., 2013).

a) b)

(AN '

Se

p-DRP1
E ; DRP1

Lo e

mitokondriyal fiizyon mitokondriyal fisyon

Sekil 2-7: Mitokondri dinamikleri a) fiizyon ve b) fisyon (Chiong ve ark., 2014)

2.6.3. Mitokondriyal Oksidatif Fosforilasyon

Normal, saglikli bir kalpte enerji liretimi igin gerekli olan en etkin substrat yag
asitlerinin mitokondriyal B-oksidasyonudur. Bunun yani sira glukoz oksidasyonu,
glikoliz, laktat ve ketonlar da miyokardiyal ATP iiretimine katki saglamaktadir
(Taegtmeyer, 1994). Cesitli biyokimyasal yolaklardan elde edilen NADH ve FADH2
tarafindan saglanan elektronlar, mitokondriyal i¢ zara gomiilii olarak bulunan elektron
transport zinciri (ETZ) boyunca elektron donorden elektron akseptore dogru akar, diger
bir deyisle elektronlar daha az pozitif rediiksiyon potansiyeline sahip elektron
tasiyicisindan daha pozitif rediiksiyon potansiyeline sahip elektron tasiyicisina
tasinmaktadir. NADH kompleks I i¢in elektron saglarken, FADH2 kompleks II i¢in
elektron saglamaktadir. Elektron transport =zinciri 5 adet multimerik protein
kompleksinden olusmaktadir. Bu kompleksler; NADH dehidrojenaz-ubikinon
oksidoreduktaz (kompleks 1), siiksinat dehidrojenaz, ubikinon oksidorediiktaz
(kompleks 1), ubikinon-sitokrom c oksidorediiktaz (kompleks III), sitokrom ¢ oksidaz
(kompleks 1V), F1-FO ATP sentaz (kompleks V) olarak siralanmaktadir. Ayrica

elektron transport zincirinde, koenzim Q10 ve sitokrom ¢ olmak iizere kompleksler
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aras1 elektron tasinmasindan sorumlu 2 adet elektron tasiyicisi da bulunmaktadir

(Kiihlbrandt, 2015), (Sekil 2-8).

Mitokondride ATP sentezinin gerceklesebilmesi i¢in koordine olarak ¢alisan 2
siireg  gerekmektedir. Ilk olarak; elektronlarin kompleksler boyunca tasmmasi i¢
mitokondriyal zar boyunca bir proton gradientinin olugmasini saglamaktadir. Kompleks
I ve II’deki elektronlar KoenzimQio yardimiyla Kompleks III’e tasinir, Kompleks
II1I’teki elektronlar sitokrom c¢ yardimiyla Kompleks IV’ tasinmaktadir. Kompleks
IV’iin Oz baglama potansiyeli vardir ve Oz kompleksler boyunca aktarilan elektronlar
alarak H2O’ya indirgenir. Elektronlar kompleksler boyunca taginirken kompleks I, I1I ve
IV’den mitokondriyal matrikste bulunan protonlar membranlar arasi bosluga
pompalanir ve i¢ membran boyunca proton gradienti olusturulur. Matriks negatif,
membranlar arasi1 bosluk pozitif oldugu i¢in voltaj farki, proton konsantrasyonundaki
fark nedeniyle iki kisim arasinda pH gradienti meydana getirmektedir. Bu iki durum
mitokondri membran potansiyelinin olugmasini saglamaktadir. Proton hareket ettirici
kuvvet de denilen enerjinin olusmas1 biiyilk o6l¢iide proton gradientinden
saglanmaktadir. ATP sentezi icin memranlar arast boslukta bulunan protonlarin
matrikse tekrar donmeleri gerekmektedir ve protonlarin matrikse geri donmesi ve ATP
sentezi es zamanl olarak gergeklesmektedir (Sekil 2-8). ATP sentaz’in bir altbirimi
olan FO, protonlarin matrikse doniisii i¢in proton kanali olusturur. ATP sentazin diger
birimi F1 ise ADP ve Pi (inorganik fosfat) kullanarak ATP sentezini gergeklestirir
(Elston ve ark., 1998; Wang ve Oster, 1998; DiMauro ve Schon, 2003; Murphy ve ark.,
2016).

Sitoplazma

Membranlar
arasi bosluk

Mitokondriyal
matriks

FADH, FAD
NADH Asetil-CoA

Sekil 2-8: Mitokondriyal elektron transport zinciri (Mastroeni ve ark., 2017)

%
NAD* + H*
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Daha 6nce de bahsedildigi gibi, i¢ mitokondriyal membran boyunca olusturulan
proton gradienti ATP {iretimi i¢in hayati derecede dneme sahiptir. Proton gradientinin
bozulmasi1 ATP sentezinin de bozulmasina yol agmaktadir. Eslesme bozucu proteinler
(UCP), mitokondriyal matrikse protonlarin yeniden girisine izin verir, ancak bu durum
ATP iiretimi yerine sicaklik {iretimi ile sonuglanir ve sonug olarak ATP iiretimi i¢in
gerekli olan proton gradientinin diigmesine neden olur (Murray ve ark., 2004). En iyi
karakterize edilmis UCP’lerden birisi UCP1’dir, kahverengi yag hiicrelerinde
bulunmaktadir ve termojenezde onemli role sahiptir. UCP ailesine ait olan UCP2 and
UCP3 proteinleri pek ¢ok dokuda eksprese edilmektedir ve cesitli fizyolojik ve patolojik
durumlarda rol oynadiklar1 diigiiniilmektedir (Esteves ve Brand, 2005). Bu proteinlerin
termogenezde UCP1 kadar etkili olmadig1 diisliniilmektedir (Matthias ve ark., 2000).
Bunun yan1 sira UCP proteinlerinin, yag asidi oksidasyonunun diizenlemesinde, ROS
olusumunda, hiicre proliferasyonunda ve metabolik prosselerde rolii oldugu
gosterilmistir.  Kalp dokusunda UCP2 ve UCP3 eksprese edilmektedir.
Kardiyomiyositlerde UCP2’inin apoptozu ve oksidatif stresi azaltarak kalpte koruyucu

etkisinin bulundugu gosterilmistir (Teshima ve ark., 2003; Wang ve ark., 2018).

Lon proteaz 1 (LONP1) niikleer DNA tarafindan kodlanan, mitokondride
bulunan ATP bagimh bir proteazdir. Mitokondrideki hasarli veya yanlis katlanmig
proteinlerin  selektif olarak yikimim1  saglayarak mitokondri homeostazinin
slirdlirilmesini saglar. Ayrica mtDNA replikasyonunun regiilasyonunda, mitokondri
morfolojisinin  siirdiiriilmesinde ve mitokondri dinamiginde de etkili oldugu
disiiniilmektedir. (Pinti ve ark., 2016). LONP1, oksidatif stres, hipoksi ve
mitokondride katlanmamis protein yaniti gibi hiicrede stres olusumuna yol agan

durumlarda aktive olarak hiicrenin olusan stres ile basa ¢ikmasina yardimci olmaktadir

(Kao ve ark., 2015).

2.7. Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Mitokondriler daha diisiik organizmalarda bulunan DNA’larin analogu olan,
dairesel kendi DNA’sina sahiptirler ve maternal kalitim gostermektedirler. Insanlarda
16 569 baz ciftinden olusan mtDNA, 37 gen icermektedir ve bu genler ETZ
komplekslerinde bulunan 13 adet protein alt {initesini kodlamaktadir. Ayrica protein
sentezi i¢in gerekli olan 22 tRNA, 2 tane de rRNA’ya sahiptir (Ott ve ark., 2016; Brown
ve ark, 2017). Mitokondriler, ETZ’ye yakin bulunmalari, gelismis onarim
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mekanizmalarimin ve histonlarinin bulunmamasindan dolayr niikleer genoma gore
hasara daha aciktir, dolayisiyla mtDNA’da meydana gelebilecek bir mutasyon hizli
sekilde birikir ve patolojik sonucglara neden olabilir (Ebner ve ark., 2011).

mtDNA tarafindan kodlanan genlerin ekspresyonu mtDNA kopya sayisi ile
regiile edilmektedir. Ornegin, mitokondriyal hastaliklarda, mtDNA’da biiyiik bir
mutasyon ylikii olsa bile mtDNA replikasyonunun artirilmasi ile hastalarda hastalik
belirtisi ortaya ¢ikmayabilir. mtDNA’daki biiylik bir mutasyon yiikiine mtDNA kopya
sayis1 azalmasi eslik ederse hastalik fenotipte ortaya ¢ikmaktadir (Dominic ve ark.,
2014) (Sekil 2-9). mtDNA hasari, ETZ’nin protein subunitelerini kodlayan genlerin
ekspresyonun azalmasi veya artmasimma neden olabilir. Bu durum da oksidatif
fosforilasyonun bozulmasina yol acabilmektedir. Elektron tagima sisteminde
elektronlarin diizgiin bir sekilde tasinmamasi mitokondride ROS olusumunu artiririr ve
mtDNA hasarina yol acar (Tian ve ark., 2016). mtDNA kopya sayist mitokondriyal
biyogenezin ve mtDNA miktarinin bir gostergesidir. Diisiik mtDNA kopya sayisi
kardiyomyopati, kanser gibi pek ¢ok hastalikla iligkilendirilmistir (Yoon ve ark., 2016).

mtDNA mitDNA miDNA mtDNA
mutasyonu icerigi Imutasyonul icerigi

hasar devam ederse

Hastalik (- Hastalik (+

Sekil 2-9: mtDNA iceriginin mitokondriyal hastaliklarda 6nemi (Dominic ve ark., 2014)
mtDNA: mitokondriyal DNA

2.8. Apoptoz

Apoptoz, programli hiicre 6liimiiniin bir ¢esididir, hiicre proliferosyonun kontrol
edilmesinde ve homeostazinin saglanmasinda pek ¢ok organizma i¢in hayati 6nem tasir.
Ayrica bagta kanser ve norodejeneratif hastaliklar olmak iizere bir¢cok hastaligin
olusumunda rolii oldugu bilinmektedir (Saikumar ve ark., 1999). Apoptoz prenatal
donemde kalp gelisimi i¢in gerekli olmasina ragmen cesitli kardiyovaskiiler hastaliklar
ile de iliskilendirilmistir. Bilindigi gibi kalpte ana olarak kasilma fonksiyonuna sahip
hiicreler kardiyomiyosit hiicreleridir ve kalp agirhigmin yaklasik  %85’ini

olusturmaktadir. Apoptoz, kardiyomiyosit kaybina yol agarak hayati tehdit edebilecek
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diizeyde kardiyak disfonksiyona neden olabilmektedir (Xia ve ark., 2016). Normal
kosullarda saglikli bir kalpte apoptoz sik olarak goriilmez (Chiong ve ark. 2011).
Kalpte apoptozun indiiklenmesi, kardiyomiyosit hiicrelerinin 6liimiine dolayisiyla

kardiyak hasara yol agmaktadir (Moudgil ve Yeh, 2016).

Kanser tedavisinde kullanilan bir ¢ok ilacin gesitli mekanizmalar iizerinden
apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Ornegin tirozin kinaz inhibitdrlerinden Sunutinib’in
kalp hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek kardiyotoksisiteye yol agtigina iliskin bulgular
vardir. (Force ve Krause, 2007). Yine genis spektrumlu antikanser ajanlardan
Antrasiklerin de apoptoza sebep olarak kardiyomiyosit kaybi sonucu kardiyotoksik
etkilere neden oldugu belirtilmistir (Mondal ve ark., 2019).

Memelilerde, ekstrinsik ve intrinsik olmak {izere iki ana apoptoz yolagi
bulunmaktadir (Goldar ve ark., 2015). Ekstrinsik yolakta plazma membraninda bulunan
hiicre 6ltim reseptorleri ve kaspaz 8’in katalitik aktivasyonu onemli rol oynar. Ligandin
hiicre olim reseptorlerine baglanmasindan sonra sitoplazmada bulunan adaptor
proteinler ve prokaspaz 8 devreye girer ve 6liim indiikleyici sinyal kompleksi olusur,
prokaspaz 8 otokatalitik aktivasyonla aktif kaspaz 8’e doniisiir. Kaspaz 8’in aktive
olmasi kaspaz 3’lin aktivasyonuna yol acar ve hiicre 6liimii gergeklesir (Elmore, 2007).
Intrinsik yolakta ise mitokondri &nemli rol oynamaktadir. ROS, DNA hasari,
katlanmamis protein yanitt gibi durumlar gesitli pro-apoptotik proteinler araciligr ile
mitokondriyal = permeabilizasyonun  artmasina neden  olur.  Mitokondriyal
permeabilizasyonun artmasi, mitokondriyal gecirgenlik gecis kanalinin olusumu ve
sitokrom ¢ gibi proapoptotoik proteinlerin mitokondriden sitozole salimina neden olur.
Sitokrom ¢, sitozolde apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 ile birleserek apoptozom
kompleksini olusturur. Apoptozomda prokaspaz 9 aktive hale getirilir, aktive kaspaz 9
bagli apoptozom kaspaz 3’1 aktive hale getirir (Hotchkiss ve ark., 2009; Bernardi, 2013;
D’Arcy, 2019). Kaspaz 3’iin aktive hale gelmesi hiicrenin yasamasi i¢in gerekli olan

substratlarini parcalar ve hiicrenin apoptotik 6liimii gerceklesir (Xia ve ark., 2016).

2.9. Is1 Sok Proteini 70 (HSP70) ve Kardiyotoksisite

Ist sok proteini 70 (HSP70), yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasi ve
birlestirilmesi, yanlis katlanmis proteinlerin yeniden katlanmasi, diizenleyici protein
aktivitesinin ~ kontrolii  gibi  hiicrenin  fonksiyonlarin1  saglikli  bir  sekilde

gerceklestirebilmesi icin gerekli olan proseslerde gorevlidir (Leu ve ark., 2009). Bu
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gorevlere ek olarak, hiicre homeastazini, proliferasyonunu, farklilagmasini ve ¢limiinii
kontrol eden sinyal yolaklarinda goérevli proteinler ile de etkilesim halindedir. Bu
etkilesim hiicrede uygun olmayan bir olay oldugunda, bu sinyal yolaklarindaki
proteinleri inaktif halde tutarak hiicreler i¢in koruyucu olarak gorev yapar (Mayer ve

Bukau, 2005).

HSP70 seviyesi stres olmayan kosullarda normal hiicrelerde oldukc¢a diistiktiir.
Protein konformasyonu ve stabilitesinin bozulmasina neden olan durumlarda HSP70
seviyesinin hizla arttig1 goriilmektedir. Agir metaller, oksidatif stres, viral
enfeksiyonlar, sicaklik yiikselmesi gibi durumlar HSP70’in indiiklenmesine neden
olmaktadir. HSP70’in strese karst hatali katlanmig proteinlerin yeniden katlanmasina,
protein agregasyonun Onlenmesine yardimci olarak hiicrede oOliimciil sonuglara yol
acabilecek durumlarla basa ¢ikmak icin indiiklendigi diisliniilmektedir. Mitokondriyal
membran biitiinliigli ve kaspaz aktivasyonu gibi proseslerde etkili olan proteinlerin
dogrudan etkilesimde oldugu HSP70’in apoptozda onemli bir regiilator oldugu da
diisiiniilmektedir (Leu ve ark., 2009). Proteinlerin dogru katlanmasinda, yanlis katlanan
proteinlerin tekrar katlanmasinda gorevli HSP70’in normal kosullarda diisiik diizeyde
eksprese olurken stres aninda ekspresyonunun arttigi saptanmistir (Afolayan ve ark.,

2014).

Klinikte HSP70 seviyeleri ve bazi kardiyovaskiiler hastaliklar arasina iligki
bulunmustur. Sinirda hipertansiyonu bulununan hastalarda serum HSP70 seviyelerinin
artt1g1, ayrica serum HSP70 seviyesinin artmasi ile koroner arter hastaliklarinin diisiik
oranda goriilmesi arasinda bir iliski olabilecegi saptanmistir (Zhu ve ark., 2003; Pockley
ve Henderson, 2018). Ek olarak; dolasimda bulunan HSP70 seviyeleri ile hipertansiyon
tanis1 alan hastalarda ateroskleroz riskinin tahmin edilebilecegi ileri siiriilmustiir

(Pockley ve ark., 2003).

2.10. Glukoz ile Regiile Edilen Protein 94 (GRP94) ve Kardiyotoksisite

Glukoz ile Regiile Edilen Protein 94 (GRP94), sitozolik HSP90 ailesinin
homolog formudur, endoplazmik retikulumda bulunmaktadir (De Maio ve Vazquez,
2013). GRP94 molekiiler saperon gibi davranarak proteinlerin katlanmasinda, hatali
katlanan proteinlerin endoplasmik retikulum aracili yikimimin hedeflenmesinde ve
dolayisiyla homeostazin saglanmasinda gorev almaktadir (Zhu ve Lee, 2015).

Endoplazmik retikulumda hatali proteinlerin yeniden katlanmasina yardimci olmaktadir.
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Endoplazmik stres durumunda GRP94’iin ekspresyonunun artmasinin, endoplasmik
retikulum stresini ortadan kaldirarak kardiyomiyosit hiicreleri i¢in koruyucu etki yaptigi
gosterilmistir  (Vitadello ve ark., 2003; Minamino ve ark., 2010). Ayrica
iskemi/reperfiizyon hasarinin da etkilerini azaltabilecegi diisiiniilmiistiir (Martindale ve
ark., 2006). Diger yandan dogal kaynakli maddelerin GRP94 ekspresyonunu diisiirerek,
endoplasmik retikulum stresini ortadan kaldirdig1 ve kalpte koruyucu etki olusturdugu

soylenmektedir (Choy ve ark., 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi 1.U. Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Hiicre Kiiltir Laboratuvart ve Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarlari’'nda gergeklestirildi. Mitokondri membran potansiyeli tayini i¢in
Marmara Universitesi Genetik ve Metabolik Hastaliklar Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden hizmet alimi yapildi. Elektron mikroskobu c¢alismalar1 Eskisehir
Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nden hizmet alimi ile gergeklestirildi.

3.1. Gereg

3.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Akrilamid

Amfoterisin

Amonyum persiilfat

Asetik asit

Blotlama kagid1

Developer soliisyonu

Dimetil siilfoksit (DMSO)

DMEM:F12 besiyeri

Etanol

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)

Fetal bovin serum (FBS)

Fixer soliisyonu

Glisin

GRP94 primer antikoru

Hidroklorik asit (HCI)

HRP konjugati anti-mouse sekonder antikor
HRP konjugati anti-rabbit sekonder antikor
HRP konjuge B-aktin primer antikoru
HSP70 primer antikoru

Izopropil alkol

Affymetrix
Multicell-Wisent
Affymetrix

Merck

Biorad

Impact

BioShop

Gibco

Merck
Multicell-Wisent
Gibco

Konix

BioShop

Santa Cruz, sc-32249
Merck

Santa Cruz, sc-2005
Santa Cruz, sc-2004
Santa Cruz, sc-47778
Santa Cruz, sc-32239
Merck



JC-1 boya

LDH sitotoksisite kiti
LONP1 primer antikoru
Metanol

N,N" metilen bisakrilamid

Nitroseliiloz transfer membrani (0,22 pm)

Nupage LDS 6rnek yiikleme tamponu (4X)

Nupage rediikleme ajan1 (10X)

Oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) primer

antikor kokteyli
PBS (10x)

Penisilin/Streptomisin

Polivinilidin floriir (PVDF) membran (0,22

nM)
Ponceau S

Prokaspaz 3 primer antikoru

Primer ciftleri

Protein markeri

Regorafenib

RIPA lizis buffer sistem
Sitokrom ¢ primer antikoru
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)

Syber green
Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Tripan mavisi

Tripsin

Tris baz

Triton X-100

Tween 20

UCP2 primer antikoru

X-ray filmi

Thermo Scientific
Roche Life Sciences
Cell Signaling, 28020S
TekKim

Affymetrix
Chem-Cruz sc-3718
Invitrogen, NP000S
Invitrogen, NP0009

Abcam, ab110413

Multicell-Wisent
Gibco

Thermo Scientific, 88520
Chem-Cruz

Santa Cruz, sc-98785
Sentromer DNA
Teknolojileri

Thermo Scientific, 26619
Chem Cruz, sc-477163
Chem Cruz, sc-24948A
Santa Cruz, sc-13156
Chem-Cruz
Multicell-Wisent
Thermo Scientific
Affymetrix

Gibco

Multicell-Wisent
Multicell-Wisent

Merck

Chem-Cruz

Cell Signaling, 89326S
Fuji film
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Kitler
ATP kontent 6l¢iim kiti

BCA protein assay Kkiti

DNA izolasyon kiti

First Strand cDNA sentez Kiti
High Pure RNA izolasyon Kiti
Kemiliiminesans substrat kit

LDH sitotoksisite kiti

3.1.3. Calismada Kullanilan Aletler
8 kanall1 otomotik dispenser pipet (0,5-10
nL)
8 kanall1 otomotik dispenser pipet (30-300
1)
-80 °C Dondurucu

Akim sitometrisi

Ayarlanabilir Otomatik Pipetler (1-2,5 uL;
1-10 pL 10-100 pL; 20-200 pL; 100-1000
uL)

Blok 1sitict

CO2’1i inkiibator

Calkalayici

Dikey elektroforez sistemi ve 1slak
blotlama sistemi

Faz-kontrast invert mikroskop

BioShop

Invitrogen 1892095
Intron Biotechnology-
21410548

Intron Biotechnology
Roche, 04896866001
Roche, 11828665001
Thermo Scientific- 34577
Roche, 04 744 934 001

Ependorf

Ependorf

Daihan -Scientific Wisecry
Becton Dickinson,
FACSCalibur

Ependorf

Stuart

Thermo Scientific Heracell
Stuart-SSMI

Bio-Rad, Mini PROTEAN
1658030

Olympus CKX4

Gercek Zamanl Polimer Zincir Reaksiyonu

(PZR) dongii cihazi
Gli¢ Kaynag

Hassas terazi

Stepone plus

Bio-Rad, PowerPac
Precisa XB 220A

28
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Laminar kabin Tezsan
Mikroplaka okuyuculu multimod Perkin Elmer, EnSpire

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre Biotek Epoch

Mini orbital galkalayict Biosan

No Frost Buzdolabi Arcelik

No Frost Buzdolab1 Argelik

Otoklav Hirayama HV-50L

Otomotik pipetor Ependorf

pH metre Hanna HI 1131 B

Sogutmali mikro santrifiij Hettich Micro 200 R

Sogutmali santrifiij Hettich micro Universal 32R

Spin santrifiij Labnet C1301B

Termal dongii cihazi Axygen Therm-1000

Ultra saf su cihazi Milipore Gradient

Ultrasonikator Elma (Transsonic T460/H)

Vorteks NC 28405-1ka

X-ray fil gortintiilem kaseti Fuji film

No Frost Buzdolabi Argelik

-80 °C Dondurucu Daihan -Scientific Wisecry
3.2. Yontem

3.2.1. H9c2 Kardiyomiyoblastik Hiicre Hattinin Stoklanmasi ve Stoklanan
Hiicrelerin Acilmasi

H9c2 hiicreleri hiicre kiiltiirii kaplarinda biiyiitiildiikten sonra ara pasaj
numaralart ile stoklandi. Bunun i¢in hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilip 15 ml’lik
falkonda toplandi ve 1500 rpm’de santrifiij edildi. Ust faz atildi, hiicre pelleti iizerine
yaklasik 1X10%mL olacak sekilde %5 DMSO igeren besiyeri ilave edildi, pipetleme
yapilarak karistirildi ve kriyo viallere aktarildi, sivi azot tankina kaldirilarak saklandi.

Dondurulmus hiicreler agilmadan 6nce hiicre biiylitmede kullanilacak besiyeri
37 °C’de 1s1tild1. S1v1 azot tankindan alinan hiicreler ¢oziildiikten sonra kriyo viallerden
15 mL’lik falkona aktarildi ve hiicre siispansiyonu iizerine yavas yavas taze besiyeri
ilave edildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi, siipernatant atildi. Hiicre pelleti {izerine
taze besiyeri ilave edilip, pipetleme yapilarak hiicreler siispande edildi ve steril hiicre

kiiltiirti kaplarina ekildi.
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3.2.2. Regorafenib Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.2.1. 100 mM Regorafenib Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi
24 mg Regorafenib 497,079 uL DMSO’da ¢oziindiirildi, 100 pL’lik
porsiyonlanarak -20 °C’de saklandi.

3.2.2.2. 10 mM Regorafenib Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi
100 mM Regorafenib stok ¢ozeltisinden 10 pL alindi iizerine 90 uLL. DMSO ilave
edildi, -20 °C’de saklandi.

3.2.3. Hiicrelere Ila¢ Maruziyetlerinin Uygulanmasi

Uygun sayida ekilen hiicreler flaska/kuyucuklara tutunduktan sonra, tizerlerine
10 mM Regorafenib stok ¢ozeltisinden son konsantrasyon 5 uM, 10 uM ve 20 uM
olacak sekilde Regorafenib eklendi. Maruziyetler sirasinda kuyucuklardaki DMSO
konsantrasyonunun %1’i asmamasina dikkat edildi. Kontrol grubuna, maruziyet
gruplar1 ile aynt oranda DMSO igermesi i¢in %1 DMSO uygulandi. Maruziyet
stirelerinin sonunda hiicreler deneyin amacina uygun olarak toplandi ve deneyler

gerceklestirildi.

3.2.4. Tripan Mavisi Sitotoksisite Testi
Deneyin Esasi

Tripan mavisi, mavi renkte hidrofilik bir azo boyasidir. Membran biitlinligii
bozulmamis, canli hiicreler tripan mavisi boyasini hiicre i¢ine almazken, membran
biitiinliigli bozulmus, 6lii hiicrelerde bozulmus hiicre membranindan boyanin hiicre
igerisine girmesi esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde; canli hiicrelerin
sadece membranlart mavi renkli gozlenirken, Olii hiicreler tamamiyla mavi renge

boyanmig halde gozlenirler (Strober, 1997).

Deneyin Yapihisi

Hiicreler, 24 kuyucuklu plakaya 5x10% konsantrasyonda olacak sekilde ekildi ve
yapismasi i¢in inkiibasyona birakildi. Hiicrelere 500 pL besiyeri igerisinde
kuyucuklardaki son konsantrasyon 20 uM, 10 uM ve 5 uM olacak sekilde Regorafenib
maruziyeti yapildi. 48 saat ve 72 saat maruziyet siireleri sonunda besiyeri uzaklastirildi,
her kuyucuk 1X PBS ile yikandi, hiicreler tripsin ile kaldirilarak topland: ve 1500
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz atildi, hiicreler 1 mL 1X PBS’te siispande edildi.

Ardindan hiicre sayimi 151k mikroskobunda, Thoma lami1 (hemositometre) adi verilen 1
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mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiigiik kareden olusan &zel sayim lamlart
kullanilarak gergeklestirildi. 4x16 kiigiik kareye diisen Olii ve canli hiicreler sayildi.

Sayilan 4 alanin ortalamasi alind1 ve % canlilik hesaplandi.

3.2.5. Laktat Dehidrojenaz (LDH) Sitotoksisite Testi

LDH enzimi, fizyolojik kosullarda sitozelde bulunan bir enzimdir. Bu enzim
membran hasar1 olan hiicrelerden disari salinmaktadir (Wang ve ark., 2012). Hiicre
canlilig1 siipernatantta LDH aktivitesinin 6l¢iilmesi ile kolorimeterik olarak 2 basamakl
reaksiyon sonucunda degerlendirilmektedir. ilk basamakta laktat LDH enzimi ile
piruvate doniistiiriilir, bu esnada NAD* NADH/H"ya rediiklenir. Ikinci asamada
katalist (diaforaz) NADH/H"den H/H"y1 INT (2-[4-iodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-
feniltetrazolyum kloriir) tetrazolyum tuzuna (soluk sar1 renk) transfer eder ve formazan
tuzuna (kirmizi renk) rediikler (Sekil 3-1).

1. basamak

?OG Laktat dehidrojenaz (LDH) ?00-
HO —C —H L o c=0

| - |
CHa CHa
Piruvat
NAD*

NADH + H*

2. basamak
1 1
N—N N—N
c// cr ¢ c// | cr
\N =N, : : N =N
H O Katalist (diaforaz) \@
NO: NO:
Formazan tuzu Tetrazolyum tuzu
(kirmizi renk) (soluk sari renk)

Sekil 3-1: Laktat dehidrojenaz (LDH) enzim aktivitesinin dl¢ciilmesi
Kit Icerigi

Katalist: Diaforaz/NAD" karisimi (Liyofilize toz)

Boya soliisyonu: Iodotetrazolyum kloriir (INT) ve sodyum laktat
Durdurma soliisyonu: 1 N HC1

Lizis soliisyonu: Triton X-100

Deneyde Kullamilan Kimyasallar
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Katalistin hazirlanmasi: 1 mL bidistile suda ¢6ziildi, -20 °C’de saklandi.

Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi: 100 test icin 250 pL katalist soliisyonu 11,25 mL
boya soliisyonu ile karistirildi. Kullanilacak miktar yapilacak test sayisina gore ve

kullanmadan hemen 6nce hazirland.
Deneyin Yapilisi

Hiicreler, 96°lik mikroplakaya 7,5x10° konsantrasyonda olacak sekilde ekildi ve
yapismasi igin inkiibasyona birakildi. Ilag maruziyetleri Boliim 3.2.3’te anlatildig
sekilde gerceklestirildi. 48 ve 72 saat maruziyet yapildi Maruziyet siiresi sonunuda
pozitif kontrol olarak kullanilacak kuyucuklara 5 pL lizis tamponu ilave edildi,
karistirtldt ve 5 dk 37 °C’de inkiibe edildi. Yiizeyden kalkmis olan hiicrelerin
¢oktiiriilmesi amaciyla 96 kuyucuklu plaka 250 g’de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan 100
pL siipernatant temiz 96°lik plakaya alindi, siipernatant lizerine 100 pL taze hazirlanan
reaksiyon karigimi ilave edildi. 25 dk karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edildi,
ardindan tiim kuyucuklara durdurma soliisyonu ilave edildi ve absorbans 490 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile 6l¢iildii. Hiicre canlilig1 asagidaki

formiile gére hesaplandi.

% Canlilik: 100- [(O Démek'ODnegatif kontrol)/o Dpozitif kontrol-O Dnegatif kontrol)XlOO]

3.2.6. MTT Hiicre Proliferasyonu Testi
Deneyin Esas1

MTT testinin esasi1; canli ve mitokondriyal fonksiyonu bozulmamais hiicrelerin
MTT bilesigindeki tetrazolyum halkasin1 mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzimi
ile suda ¢oziinmeyen formazan kristallerine doniistiirtilmesi ve bu kristallerin uygun
coziicliler ile ¢oziilmesi sonucu olusan renk siddetinin spektrofotometrik olarak

Olciilmesi ile hiicre canliliginin belirlenmesidir (Mosmann, 1983).

Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Negatif Kontrol Cozeltisi: DMSO

Pozitif Kontol Cozeltisi: 100 pL Triton X-100 {izerine 900 uL. 1X PBS ekledi ve -20
°C’de saklandu.

S mg/mL MTT Cozeltisi: 50 mg MTT 10 mL 1X PBS ile ¢oziildii. Isiktan korunarak, +4
°C’de saklandu.



33

Deneyin Yapilisi

Hiicreler, 96’ ik mikroplakaya 7,5x10° konsantrasyonda olacak sekilde ekildi ve
yapismasi igin inkiibasyona birakildi. Ilag maruziyetleri Boliim 3.2.3’te anlatildig
sekilde gerceklestirildi. 48 ve 72 saat maruziyet siiresi sonrasinda besiyerleri
kuyucuklardan uzaklastirildi. Kuyucuklara 100 pL taze besiyeri dagitildi ve tizerine 20
puL MTT ¢ozeltisi eklendi. MTT ¢ozeltisinin homojen bir sekilde dagilmasi igin
mikroplaka 2 dk 150 rpm ile calkaland1 ve 3 saat siireyle %5 CO2 iceren 37 °C’deki
inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda MTT iceren besiyeri
kuyucuklardan uzaklastirildi. Kuyucuklara formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in 100
pL. DMSO eklendi, mikroplaka 150 rpm ile 10 dk ¢alkalandi. Olusan renk siddeti (OD)
590 nm dalga boyunda mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile dl¢iildii.
llaglarin hiicre proliferasyonuna etkisi kontrole kiyasla asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi.
% Hiicre proliferasyonu: (negatif kontrol ODsgo x 100)/6rnek ODsgo

3.2.7. Hiicre ici ATP Miktar
Deneyin Esas1
Lusiferinin ATP varliginda, Lusiferaz enzimi yardimiyla, Mg?* katalizorliigiinde

luminesans meydana gelmesi esasina dayanir (Sekil 3-2) (Fan ve Wood, 2007).

Mg 2+
Lusiferin + ATP + O, : » Oksilusiferin + PP + AMP+ CO2 + © 151K
Lusiferaz

Sekil 3-2: Luminesans olusumu

Lusiferaz ve bu enzimin substrati olan lusiferin, hiicrelerde bulunan ATP
araciligiyla liminesans olusumunu saglar (Fan ve Wood, 2007; Riss ve Moravec, 2006).
61 kDa agirligindaki lusiferaz enzimi, oncelikle lusiferin ile ATP’yi birbirine
baglayarak lusiferil-AMP ara {irlinlini meydana getirir. Bu iirlin ise magnezyum
iyonlar varliginda, oksijen ile reaksiyona girerek oksitlenir ve eksite enerji diizeyindeki
bir bilesik olan oksilusiferine doniisiir. Oksilusiferin, kararli enerji diizeyine donerken
fazla enerjisini foton olarak yayar ve sari-yesil renkte 151k olusturarak 560 nm dalga

boyunda maksimum absorbans verir.

Kit Icerigi
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Komponent A: 10 mM D-lusiferin (Kitte hazir olarak bulunan, D-lusiferin igeren
siseye 1 mL 1X Reaksiyon tamponu eklendi, 1siktan korunarak -20 °C’de saklandi.)
Komponent B: Ates bocegi rekombinant lusiferaz (25 mM Tris asetat’taki 5 mg/ml
¢ozeltisi (PH:7,8), 0.2 M amonyum siilfat, %15 (h/h) gliserol ve %30 (h/h) etilen glikol)
Komponent C: 0,1 M Ditiyothreitol (DTT) (Kit i¢eriginde hazir olarak bulunan, 25 mg
DTT igeren siseye 1,62 mL distile su eklenerek ¢oziildi, 160 uL’lik porsiyonlara ayrildi
ve -20 °C’de saklandi.)
Komponent D: 5 mM Adenozin 5’-trifosfat (ATP) (-20 °C’de saklandi.)
Komponent E: 20X Reaksiyon Tamponu (10 mL 500 mM Tricine tamponu, 100 mM
MgSO4, 2 mM EDTA ve 2 mM sodyum azid (-20 °C’de saklandi.)
Kullanilan Kimyasallar
Lizis Tamponu: 200 mM Tris (PH:7,5), 2 M NaCl, 20 mM EDTA, %0,2 Triton-X-100,
%1 DTT
Kimyasal maddeler tartilip, 7 mL suda ¢oziildii, ¢ozelti 10 mL’ye tamamlandi. Cozelti
2’ser mL’lik porsiyonlanarak -20 °C’de saklandi.
Standard Reaksiyon Cozeltisi: 8,9 mL H>0, 0,5 mL 20X Reaksiyon Tamponu, 0,1 mL
0,1 M DTT, 0,5 mL 10 mM D-lusiferin, 2,5 pL lusiferaz
Diisiik Konsantrasyon ATP Standard Cozeltileri: 5 mM ATP standard ¢6zeltisinden
1 uM - 0,0315 uM ATP konsantrasyon araligi su ile kademeli diliisyon yapilarak
hazirlandi.
Pozitif Kontrol: 200 uM H20> ¢ozeltisi
Deneyin Yapihisi

Hiicreler, 24 kuyucuklu plakaya 5x10* konsantrasyonda olacak sekilde ekildi ve
yapismas1l i¢in inkiibasyona birakildi. Hiicrelere 800 pL besiyeri igerisinde
kuyucuklardaki son konsantrasyon 20 uM, 10 uM ve 5 uM olacak sekilde Regorafenib
maruziyeti yapildi. 48 saat ve 72 saat maruziyet siireleri sonunda besiyeri uzaklagtirildi,
her kuyucuk 1X PBS ile yikandi. Ardindan 30 pL/kuyucuk lizis tamponu eklendi ve 5
dk boyunca ¢alkalanarak oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu siire sonunda ornekler icin
her kuyucuktan 8 pl, standardlar i¢in her konsantrasyondan 8 pl alinip floresan 6lgiime
uygun platelere konuldu ve {lizerine taze hazirlanmis 92 pl standard reaksiyon ¢ozeltisi
eklenip karistirildi. Ardindan 560 nm emisyonda 6l¢iildii. ATP standartlarindan standart
egri c¢izildi, standart egri denkleminden her bir ornekteki ATP miktar1 hesaplandi.
Kontroliin ATP igerigi %100 kabul edilip, diger 6rneklerdeki %ATP igerigi hesaplandi.
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3.2.8. Mitokondri Membran Potansiyeli
Deneyde Kullanilan Kimyasallar
0,2 mM JC-1 (tetraetilbenzimidazolkarbosiyanid iyodiir) stok boya ¢ozeltisi
Deneyin Esas1

JC-1 mitokondri depolarizasyonunun belirlenmesinde kullanilan, mitokondride
biriken katyonik bir boyadir. Normal fizyolojik sartlarda, JC-1 boyas1 mitokondrilerde
mitokondri membran potansiyeli bagimli birikerek, agregatlar olusturur ve kirmizi
floresan 6zellik gosterir. Mitokondri membran potansiyelinin bozulmasi durumunda JC-
1 boyasi mitokondride birikip agregat olusturamaz, monomer halde kalir ve yesil

floresan 6zellik gosterir (Cossarizza ve Salvioli, 2000)

Deneyin Yapilhisi

Hiicreler 25 cm?’lik flasklara her flaskta 2,5x10° konsantrasyonda olacak sekilde
ekildi. Hiicrelere 5 mL besiyeri igerisinde flask igerisindeki son konsantrasyon 20 uM,
10 uM ve 5 uM olacak sekilde Regorafenib maruziyeti yapildi. 48 saat ve 72 saat
maruziyet siireleri sonunda, hiicreler tripsin ile kaldirilarak toplandi ve 5 dk 1500
rpm’de santrifiij edildi. Ardindan hiicre pelleti iizerine 1X PBS eklendi ve hiicreler
stispande edilip FACS tiiplerine alindi ve 5 dk 1500 rpm’de santrifiij edildi. Ardindan
hiicrelere son hacimde 2uM konsantrasyonda boya olacak sekilde JC-1 stok ¢ozeltisi
eklendi. 37 °C’de CO2’li ortamda 15 dk karanlikta bekletildikten sonra tekrar 500 ul 1X
PBS ile sulandirilarak akis sitometrisinde FL1 (yesil floresan-eksitasyon 488 nm,
emisyon 530 nm) ve FL2 (kirmizi floresan-eksitasyon 488 nm, emisyon 585 nm)
panelinde 0l¢iildii. Elde edilen sonuglar FlowJo v10 programu ile analiz edildi. Sonuglar,
analiz sonucu elde edilen dot-plot grafiginde kirmizi ve yesil floresans yiizdesi olarak

gosterildi.

3.2.9. RNA Diizeyinde Gen Ifadesi Analizi

3.2.9.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu ticari olarak satigta bulunan High Pure RNA Isolation Kit
kullanilarak {iretici firmanin belirledigi protokole uygun olarak gerceklestirildi.
Kit Icerigi
Lizis-Baglama Tamponu: 4,5 M Guanidin-HCI, 50 mM Tris-HCI, %30 Triton X-100
(agirlik/hacim), (PH: 6,6)
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DNaz I (Rekombinant, Liyofilize): 10 KU liyofilize DNaz |

550 pL eliisyon tamponunda ¢oziildii, porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.
DNaz Inkiibasyon Tamponu: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (PH:7,0)
Yikama Tamponu I: 5 M Guanidin-HCI, 20 mM Tris-HCI, (pH 6,6)
Yikama Tamponu 11: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, (pH 7,5)

Eliisyon Tamponu: PZR kalite su

Filtreli ve Toplama tiipii

DNaz I harig tiim kit i¢erigi oda 1sisinda saklandi.

Deneyin Yapilhisi

1x108 hiicre 75 ecm2’lik hiicre kiiltiirii flasklarma ekildi, yapismasi igin inkiibe
edildi ve 3.2.3.’te belirtildigi sekilde 48 ve 72 saat siireyle hiicrelere ilag maruziyeti
yapildi. Maruziyet siirelerinin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirildi ve 15 mL’lik falkon
tiiplerine aktarilip 1500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan hiicre pelleti iizerine 200
uL iginde 1X10° hiicre olacak sekilde soguk 1X PBS eklendi, pipetleme yapilarak
hiicreler siispande hale getirildi.

200 pL hiicre siispansiyonu lizerine 400 pL lizis tamponu eklendi, karistirildi.
Karigim, kit icerisinde bulunan toplama tiipii ve filtreli tiip birlestirildikten sonra filtreli
tiipe aktarildi ve 8000 g’de 15 saniye (sn) santrifiij edildi, toplama tlipiindeki eliiat
atildi. Steril bir ependorfta 90 pul. DNaz I inkiibasyon tamponu ve 10 pL. DNaz
karistirtlip filtreli tlipteki kartuslarin ylizeyine denk gelecek sekilde konuldu, oda
1s1sinda 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra filtreli tiipe 500 uL yikama tamponu
I eklendi ve 8000 g’de 15 sn santrifiij edilip toplama tiipiindeki eliiat atildi. Ardindan
kartusun tizerine 500 pL yikama tamponu II eklendi, 8000 g’de 15 sn santrifiij edildi ve
toplama tiipiindeki sivi atildi. Daha sonra filtreli tiipteki kartusa 200 pL yikama
tamponu II eklenip 13000 g’de 2 dk santriifiij edildi. Toplama tiipii icerinde toplanan
stvi atilip filtreli tiip steril 1,5 mL’lik temiz ependorf ile birlestirildi. Filtreli tiipteki
kartusun tizerine 50 pL eliisyon tamponu eklendi ve 8000 g’de 1 dk santriifiij edildi.
Santrifiij sonrast elde edilen eliiat deneylerde miktar1 Olciildiikten sonra cDNA

sentezinde kullanildi, kalan kisim -80 °C’de saklandi.

3.2.9.2. Hiicre Lizatlarindan Elde Edilen RNA’larin Miktarlarimin ve Safliklarimin
Olciilmesi

RNA saflik ve miktarlarini belirlemek igin izole edilen RNA’lar Take-3 plate
kullanilarak mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de 6lgiildii. 260
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nm’de elde edilen dlgiimler RNA miktarinin belirlenmesinde kullanildi. izole edilen
RNA’larin saflig1 ise Azeo/Azg0 oranina gore degerlendirildi, bu deger 1,8-2 arasinda
olan RNA’lar saf olarak degerlendirildi. Ardindan cDNA sentezine baslandi.

3.2.9.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, ticari olarak satista bulunan Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit ile totalde 1000 ng olacak sekilde, iiretici firmanin protokoliine uygun
olarak gerceklestirildi.
Kit icerigi
Transkriptor Revers Transkriptaz: 200 mM potasyum fosfat, 2 mM ditiyotreitol, %0,2
Triton X-100, %50 gliserol (pH 7,2)
Transkriptor Revers Transkriptaz Reaksiyon Tamponu (5X): 250 mM Tris-HCI, 150
mM KCI, 40 mM MgCI2 (pH 8,5)
RNaz Inhibitorii: 20 mM Hepes-KOH, 50 mM KCI, 8 mM ditiyotreitol, %50 gliserol
(PH 7,6)
Deoksiniikleotid Karisimi: 10 mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Anchored-oligo (dT)18 Primer
Random Hekzamer Primer
Kontrol RNA
Kontrol Primer, Insan Porfobilinojen Deaminaz (PBGD) Karisimi: PBGD igin 5 pM
ileri (F) ve geri (R) primer
PZR Kalite Su
Deneyin Yapihisi

Miktar1 belirlenen RNA ornekleri su ile seyreltilerek 1000 ng’a esitlendi. Buz
tizerinde steril, nikkleaz icermeyen PZR tiipiine 1000 ng total RNA 0&rnegi, 1 pL
Ancored oligo, 2 pl. Random hekzamer primer eklendi, son hacim PZR kalite su
kullanilarak 13 pL’ye tamamlandi, dikkatlice karistirildi ve spin yapildi. Ornekler
termal dongili cihazinda primer karigmini denatiire etmek i¢cin 65 °C’de 10 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi ornekler buza alinip {izerine 4 uL transkripdr revers
transkriptaz reaksiyon tamponu 0,5 pL. RNaz inhibitorii, 2 plL deoksiniikleotid karisimi,
0,5 pL transkripor revers transkriptaz eklendi, dikkatlice karistirildi, spin yapildi ve
cDNA sentezi igin termal dongii cihazinda 55 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Siire sonunda

revers transkriptaz enziminin inaktive edilmesi i¢in ornekler 85 °C’ de 5 dk inkiibe
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edildi, ardindan ornekler buz iizerine alinip reaksiyon durduruldu. Sentezlenen

cDNA’lar -20 °C’ de saklandi.

3.2.9.4. Gen Ekspresyonunun Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile Belirlenmesi

48 saat ve 72 saat siire ile 5 uM, 10 uM, 20 uM Regorafenib’e maruz kalan
kardiyomyoblastik hiicrelerdeki belirlenen genlerin ekspresyonunun belirlenmesi igin
primer sentezi yapildi, ardindan ticari olarak satista bulunan 2X PowerUp Syber Green
Master Mix (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak, iiretici firmanin kullanma talimati

dogrultusunda ¢alisildi.
Kantitatif Ger¢cek Zamanlh PZR Calismalarinda Kullanilacak Primerlerin Secilmesi

Calisilacak gene 6zgii primerler, Rattus norvegicus data bankasi kullanilarak

NCBI-Primer Blast veya Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) programlari ile

gerceklestirildi. Primerlerin in siliko ortamda ilgilenilen mRNA’ya spesifik olarak
cogalip ¢ogalmadigi Santa Cruz Kaliforniya Universitesi’nin (UCSC) in siliko PZR
araylzii  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) kullanilarak kontrol edildi. Hedef
mRNA’ya 06zgli ¢ogalan primelerin sa¢ tokasi ya da dimer yapip yapmadigi
Northwestern Universitesi’nin online OligoCalc

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) ve Sequence Manipulation

Suite (SMS) (https://www.genscript.com/sms2/pcr_primer_stats.html) programi ile

belirlendi. Ger¢ek zamanli PZR c¢alismalart i¢in sa¢ tokasi ya da dimer yapmayan

primer ciftleri secildi.

3.2.9.5. Gercek Zamanh PZR
Kantitatif Ger¢ek Zamanli PZR deneyi ticari olarak satista 2X PowerUp Syber
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak tiretici firmanin kullanma

talimatina uygun olarak gergeklestirildi.

Deneyin Esas1

Gergek zamanli PZR yontemi, floresan isaretli prob veya boyalar kullanilarak,
PCR iiriiniiniin ¢ogalimini es zamanl goriiniir hale getiren bir yontemdir (Bustin, 2000).
Kit icerigi
2X PowerUp Syber Green Master Mix


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
https://www.genscript.com/sms2/pcr_primer_stats.html
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Gene Ozgii F ve R primerler: Gen ekspresyonu calismalarinda calismalarinda

kullanilan primer ¢iftleri Tablo 3-1’de verilmistir.

RNaz I¢ermeyen Su

Tablo 3-1: Gen Ekspresyonu ¢ahismalarinda kullamlan primer ciftleri

Gen Ad1 5°- 3’primer dizisi Erime Derecesi (°C)
F:AGAATTTCCTTGGGCTCCAT 59,9
MENL R:AGAAAGGAGGTGGACGGTTT 60,0
F:GTGACTGGACTCCCCAGAAA 60,1
MFN2 R:ATCACAATGCCAGACACCAA 60,0
F:GTAGGTGATCAGCCCAAGGA 60,1
PRPL R:CATCTGGATCTACCTCTCTGGAA 59,7
F:AAATGATGCTACGCAGGCTT 59,9
RISt R:CCTGGACCATGACCAAGTTT 59,8
F:GCATCTGGTTTCCCGAAGTA 60,1
OPAL R:GAGCCTTGCAGCTAACCTTG 60,2
F:CCTGACTATCTGAAAGCCATTTGG 63,2
Sob2 R: CACAGTGCTGCAATGCTCTACAC 63,2
] F:ATGGTGGGTATGGGTCAGAA 60,0
p-aktin R:CTTTTCACGGTTGGCCTTAG 59,7

Deneyin Yapihisi

Her bir 6rnek icin 5 pL 2X PowerUp Syber Green Master Mix, 500 nM forward

ve reverse primer ve su olacak sekilde ornek sayisina uygun olarak hazirlandi,

calisilacak cihaza uygun olarak satin alinan 96 kuyucuklu mikroplakaya 8 pL/kuyucuk
olacak sekilde dagitildi. Ardindan her bir kuyucukta 10 ng cDNA olacak sekilde

hazirlanan orneklerden 2 pl/kuyucuk ilave edildi, karistirildi ve spin yapildi. Ardindan

cDNA’lar Tablo 3.2’de belirtilen programa uygun olarak, 40 dongii Stepone Plus Cihazi

kullanilarak ¢ogaltildi.

Tablo 3-2: Ger¢ek zamanh PZR i¢in uygulanan protokol

Basamak Sicaklik  Siire

UDG (urasil DNA glikozilaz)

aktivasyonu

50°C 2 dk

Dongt
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Dual-Lock DNA polimeraz 95°C 2 dk —
Denatiirasyon 95°C 15sn 40

Primerlerin  baglanmasi ve zincirin
60 °C 1dk 40
uzamasi

Gen ifadesindeki degisimler cihaz tarafindan belirlenen Ct (cycle treshold)
degeri kullanilarak hesaplandi. Her bir 6rnek i¢in, hedef genin Ct degeri referans gen
olarak kullanilan B-aktin’nin Ct degerine normalize edilerek ACT degerleri hesaplandi.
Hedef genlerin maruziyet grubu ACT degerleri ayn1 genlerin deney kontrol grubunun
ACT degerinden ¢ikarilarak AACT degeri ve 2 44¢T degerleri hesapland: (Livak ve
Schmittgen, 2001). Maruziyet gruplarinin gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore

normalize edilerek relatif gen ekspresyon seviyeleri hesaplandi.

3.2.10. Protein Ekspresyon Analizi

3.2.10.1. Protein izolasyonu

Hiicreden proteinlerin izolasyonu RIPA lizis tampon kiti kullanilarak iiretici
firmanin vermis oldugu kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.
Kit icerigi
Viyal 1: 1x lizis tamponu (1x TBS, %1 Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS, 0.004% sodium azide)
Viyal 2: 200 mM Fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), DMSO’da ¢6ziindiiriilmiis
Viyal 3: Proteaz inhibitor kokteyli, DMSO’da ¢6ziindiiriilmiis
Viyal 4: 100 mM Sodyum ortovanadat, suda ¢oziindiirilmiis
Her 1 ml 1x lizis tamponu i¢in 10 pL PMSF, 15 uL proteaz inhibitor kokteyli ve 10 uL
sodyum orthovandanat eklenip karistirildi.
Deneyin Yapihisi

Hiicreler 75 ¢cm2’lik hiicre kiiltiirii flasklarina 1x10° konsantrasyonda olacak
sekilde ekildi. Hiicreler yiizeye tutunduktan sonra hiicrelere flasklardaki son
konsantrasyon 5, 10 ve 20 uM olacak sekilde ilag maruziyeti uygulandi. 48 ve 72 saatlik
maruziyet siirelerinin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilip toplandi, 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilip, hiicre pelleti ilizerine yikama yapmak
amaciyla 1X PBS ilave edilip pipetleme yapilarak hiicreler siispande edildi ve hiicre

stispansiyonu 1,5 mL’lik ependorfa alindi ardindan 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
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Ust faz uzaklastirilip hazirlanan RIPA lizis tamponu eklendi ve pipetleme yapilarak
karistirildi ardindan 15 dk buz istiinde bekletildi. 15 dk sonra -80 °C’de 3 kez
dondurulup ¢oziildii ve DNA ve RNA’nin uzaklastirilmasi i¢in 3 kere 30 sn ultrasonik
banyoda tutuldu ve 14000 g’de 15 dk santrifiil edildi. Ust faz temiz ependorflara
porsiyonland1 ve -80 °C’de saklandi.

3.2.10.2. Hiicre Lizatlarindan izole Edilen Proteinlerin Miktarimin Olciilmesi

Hiicre lizatlarindan izole edilen proteinlerin miktarlarinin 6lgiilmesi igcin BCA
Protein Tayin Kit’i liretici firmanin protokoli dogrultusunda kullanildi.
Deneyin Esas1

Yontem, Cu?* iyonlarinin alkali ortamda proteinler tarafindan Cul"’e
indirgenmesi ve Cul* iyonlarinin bisinkoninik asit (BCA) ile olusturdugu kompleksin
renk siddetinin 562 nm’de spektrofotometrik olarak tayini esasina dayanmaktadir.
Olusan renk protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Smith ve ark., 1985).
Kit icerigi
BCA Reaktif A
BCA Reaktif B
2 mg/mL Bovin Serum Albumin

Standartlarin hazirlanmasi igin kit i¢erisinde bulunan 2 mg/mL Bovin Serum
Albumin bidistile su ile seyreltilerek iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
hazirlanarak kullanildi. Reaktif A ve Reaktif B 50:1 oraninda iyice karistiralarak
calisma ¢ozeltisi hazirlandi. Standartlar ve orneklerden 10 pL alinarak 96 kuyucuklu
mikroplakaya konuldu, standart ve 6rneklerin bulundugu kuyucuklara 200 pL calisma
cozeltisi ilave edilip pipetleme yapilarak karistirildi, mikroplaka 37 °C’de 30 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra olusan renk 562 nm’de mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre ile Glgiildii ardindan standart egri denkleminden izole edilen protein

miktarlar1 hesaplandi.
3.2.10.3. Belirlenen Proteinleri Western Blot Yontemi ile Analizi
Deneyin Esasi

Elektroforez ile jelde ayrimi yapilan proteinlerin ¢esitli yontemler ile membrana

transferi ve 1ilgili proteine Ozgli isaretlenmis antikorlar kullanilarak protein
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ekspresyonunun yar1 kantitatif olarak belirlenmesi esasina dayanir (Mahmoud ve Yang,
2012).

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi i¢cin Kullanilan
Kimyasallar

Akrilamid Jeller I¢in Kullanilan Kimyasallar

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 18,2 g Triz baz 90 mL bi-distile su ile ¢oziildii. Cozeltinin
pH’1 %37’lik HCl ile 8,8’e ayarlandi. bi-distile su ile 100 mL’ye tamamlandi ve +4
°C’de saklandu.

1 M Tris-HCI (pH 6,8): 12,1 g Triz baz 90 mL bi-distile su ile ¢oziildi. Cozeltinin pH’1
%37’lik HCl ile 6,8’e ayarlandi. bi-distile su ile 100 mL’ye tamamland1 ve +4 °C’de
saklandi.

%10 SDS: 1 g SDS bi-distile su ile ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.

%10 APS: 0,11 g APS 1 mL bi-distile su ile her deney oncesi taze olarak ¢oziildi.
%30’luk Akrilamid-Bis akrilamid ¢6zeltisi

TEMED

Deneylerde Kullanilan Jellerin Hazirlanmast

Yiiriitme Jeli (%12)

Bi-distile su ----- 3,3mL

1,5M Tris-HCI (PH: 8,8) ----- 2,5mL

Akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi (%30) ----- 4 mL

%10 SDS ----- 100 uL

%10 APS ----- 100 puL

TEMED ----- 8 uL

Aywrma Jeli (%5)

Bi-distile su ----- 2,7mL

1 M Tris-HCI (PH: 6,8) ----- 500 pL

Akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi (%30) ----- 670 uL

%10 SDS ----- 40 uL

%10 APS ----- 40 uL

Ik olarak 1,5 mm’lik SDS-PAGE jel camlarinin alt kismina yaklasik 6 cm yiikseklige
kadar yiiriitme jeli dokiildii. Jel polimerize olduktan sonra ayirma jeli dokiildi ve 10/15

kuyucuklu taraklar takildi.
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Yiiriitme Tamponu:
6,06 g (50 mM) Tris baz, 28,52 g glisin (380 mM) ve 5 g SDS (% 0,5) 900 mL bi-distile
suda ¢o6ziildii. Cozeltinin pH’1 8,5-8,7ye %37°lik HCl ile ayarlandi ve 1 L’ye bi-distile

ile tamamlandi.

SDS-PAGE Protein Markeri

Western Blot Deneyi Icin Kullanilan Kimyasallar

Transfer Tamponu: 3,03 g Tris baz (25mM), 14,26 g (190 mM), glisin 800 mL bi
distile suda ¢oziildii. Uzerine 200 mL metanol eklenip +4 °C’de saklandi.

Nitroseliiloz Membran: Kullanmadan 6nce transfer tamponunda 5 dk inkiibe edildi.
PVDF Membran: Kullanmadan 6nce metanol iginde 10 dk bekletilerek membranin
aktiflesmesi saglandu.

TBS (Tris Tamponu): 12,1 g Tris baz (100 mM), 8,76 g NaCl (150 mM), 900 mL bi-
distile su ile ¢oziildii. Cozeltinin pH’1 7,5’e %37’lik HCI ile ayarland1 ve 1 L’ye bi-
distile su ile tamamlandi.

TBST (%0,1 Tween-20 iceren TBS): 1 L TBS’in lizerine 1 mL Tween-20 eklenerek
kullanildi.

%5 Yagsiz Siit Tozu Cozeltisi: 5 g Yagsiz siit tozu 100 mL TBST ile ¢oziildii.

Primer Antikorlar: LONP1, HSP70, UCP2, OXPHOS, sitokrom c ve kaspaz 3 primer
antikorlarindan ayri ayr1 5’er pL alinip 5 mL %S5 yagsiz siit tozu ¢ozeltisi ile karistirildi
(1:12000).

Sekonder Antikorlar: Anti-rabbit ve Anti-mouse HRP konjuge sekonder
antikorlarindan ayr1 ayr1 0,5 pL alinip 5 mL %5 yagsiz siit tozu ¢ozeltisi ile karistirildi
(1:20000).

Ponceau S Boyasi: 0,1 g Ponceau S 500 pL asetik asit iginde ¢oziildii ve 50 mL’ye bi-

distile su ile tamamlandi.
Deneyin Yapihsi

Orneklerin hazirlanmasi igin ticari olarak satista bulunan 4X 6rnek tamponu
(invitrogen) ve 10X rediikleme ajan1 (invitrogen) 1X olacak sekilde seyreltilerek
kullanildi. Protein miktarlar1 belirli olan 6rneklerden 40 pg protein, 1X 6rnek tamponu,
1X rediikleme ajani ve son hacim 35 pL olacak sekilde bidistile su karistirildi.
OXPHOS primer antikor kokteyli ile analiz edilecek ornekler 50 °C’de 5 dk, diger

antikorlar ile analiz edilecek Ornekler 95 °C’de 5 dk denatiire edildi. Ornekler
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soguduktan sonra jele yiiklendi ayrica proteinlerin takip edilmesi amaciyla jeldeki 1
kuyucuga 5 pL protein belirteci yiiklendi. Jeller yiiriitme tamponu iginde sabit voltta
sirastyla 120 voltta 10 dk, 100 voltta 6rnekler asagi inene kadar sogukta yiiriitildii.

Boylece proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrimi saglandi.

Jellerdeki proteinlerin membrana aktarilmasi i¢in 1slak transfer sistemi
kullanildi. Nitroselilloz/PVDF membrana aktarim +4 °C’de 75 sabit voltta 3 saat
siiresince gergeklestirildi. Proteinlerin nitroseliiloz membrana diizglin bir sekilde
aktarilip aktarilmadigini kontrol etmek i¢in membran Ponceau S boya ¢ozeltisine
konuldu, ardindan membranin boyadan temizlenmesi i¢in membran TBST ile 2 kez 5 dk
calkalanarak yikandi. Membranin bloklama islemi oda sicakliginda 1 saat %5 yagsiz siit
tozu cozeltisi ¢alkalanarak gergeklestirildi. Bloklamanin ardindan membran 3 kez 5 dk
TBST ile yikandi. Yikama isleminin ardindan membran ilgilenen proteinlere 6zgii
primer antikorlar ile 1 gece +4 °C’de ¢alkalanarak inkiibe edildi. Ertesi giin membran 3
kez 5 dk TBST ile calkalanarak yikandi. Yikamadan sonra membran primer antikorun
tiretildigi canliya 6zgii olan, HRP konjuge sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 2
saat boyunca calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 membranlar 3 kez 5 dk
TBST ile yikandi. Protein bantlarini goriintiilemek icin kemiliiminesans goriintiilleme
kiti kullanildi. Soliisyonlar 1:1 oraninda karistirildi, membran hazirlanan karisimla 2 dk
inkiibe edildi. Daha sonra membranlar, X-ray filmleri ile birlikte goriintiileme yapmak
icin kasete yerlestirildi ve belli siire beklendi, ardindan X-ray filmeleri protein
bantlarinin goriiniir hale gelmesi i¢in developer ve fiksatif ¢ozeltisi ile banyo edildi.
Protein bantlarinin yogunluklar1 Image J programi kullanilarak analiz edildi, yiikleme
kontrolii olarak B-aktin kullanildi. Her bir protein bandimnin kalinligi, kendi p-aktin

bandinin kalinligina oranlands, elde edilen sonuglar kontrol grubuna normalize edildi.

3.2.11. Mitokondriyal DNA Iceriginin Tayini

3.2.11.1. DNA izolasyonu

Hiicre lizatlarindan DNA izolasyonu ticari olarak satista bulunan G-spin Total
DNA Extraction Kit kullanilarak iiretici firmanin sagladigi kullanma talimatina uygun
olarak gerceklestirildi.
Kit I¢erigi:
CL Tamponu
BL Tamponu
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WA Tamponu
WB Tamponu: Kullanmadan 6nce 40 mL absolii etanol ilave edildi.
CE Tamponu
Doéndiirme Kolonu
Toplama Tiipti
Tiim malzemeler oda 1sinda saklandi.
Liyofilize RNaz A: 300 uL bidistile suda ¢oziildii, porsiyonlanarak -20 °C’de sakland:.
Liyofilize Proteinaz K: 1,1 mL bidistile suda ¢oziildii, porsiyonlanarak -20 °C’de
saklandi.
Deneyin Yapihisi:

1x10° hiicre 75 cm?2’lik hiicre kiiltiirii flasklarma ekildi, yapismasi igin inkiibe
edildi ve 3.2.3’te belirtildigi sekilde 48 ve 72 saat siireyle hiicrelere ilag maruziyeti
yapildi. Maruziyet siirelerinin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilip toplandi ve 1300
rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan hiicre pelleti iizerine 1X PBS ilave edildi, 1300
rpm’ de 1 dk santrifiij edilip slipernatantin biiyiik bir kismi1 uzaklastirildi. Hiicre pelleti
ve dipte kalan siipernatant iyice karistirild1 ve vortekslendi ardindan iizerine 200 uL. CL
tamponu, 20 pL proteineaz K ve 5 pnLRNase eklendi ve iyice karigtirilip vortekslendi.
Hiicrelerin parg¢alanmasi igin hiicre lizat1 15 dk 56 °C’de inkiibe edildi. Bu siire sonunda
karigimin tizerine 200 uL BL tamponu eklendi ve iyice karigtirildi, karigim 70 °C’de 5
dk inkiibe edildi. Bu asamadan sonra DNA’nin kirilmamasi i¢in vorteksleme islemi
yapilmadi. Ardindan 200 pL absolii etanol ilave edilip pipetaj yapilarak iyice karistirildi
ve kapaktaki damlaciklarin asagi inmesi i¢in kisa siire santrifiij yapildi. Spin Column ve
toplama tiipli birlestirildi Hazirlanan karisim kolona dikkatli sekilde konuldu ve 13000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi, filtrat atildi. Kolona 700 pL. WA tamponu eklenip 1300
rpm rpm’de 1 dk santrifiij edildi, filtrat atildi. Ardindan kolona 700 pL WB tamponu
eklendi, 1300 rpm rpm’de 1 dk santrifiij edildi, filtrat atildi. Membranin kurumasi
amaciyla 1 dk daha santrifiij edildikten sonra toplama kabi ve filtrat atildi. Kolon steril
1,5 mL’lik yeni ependorf ile birlestirildi ve membrana baglanan DNA’nin eliie
edilebilmesi i¢in direkt membrana denk gelecek sekilde CE tamponu ilave edilip oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edildi, 1300 rpm rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve filtrat -20
°C’de saklandh.
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3.2.11.2. Hiicre Lizatlarindan izole Edilen DNA’larin Saflik ve Miktar Tayini

Izole edilen DNA’larmn saflik ve miktar tayini Take-3 plate kullanilarak
mikroplaka okuyuculu spektrofotometre kullanilarak 260 ve 280 nm’de 6l¢iildi. 260
nm’de elde edilen Slciimler DNA miktarmin belirlenmesinde kullanildi. izole edilen
DNA’larin safligr ise A2eo/A2g0 oranina gore degerlendirildi, bu deger 1,8-2 arasinda

olan DNA’lar saf olarak degerlendirildi.

3.2.11.3. Ger¢ek Zamanh PZR Yéntemiyle Mitokondriyal DNA iceriginin Tayini

mtDNA icerigi mtDNA’ya (NADH dehidrojenaz) ve niikleer DNA’ya (Beta
aktin) 6zgii primer ¢iftleri kullanilarak Bolim 3.2.9.4°te belirtildigi gibi gercek zamanh
PZR yontemi ile gerceklestirildi. Kullanilan primerler Bliim 3.11°de anlatildigi gibi
sentezlendi. mtDNA’ya ve niikleer DNA’ya 06zgii primer ¢iftleri Tablo 3-3’te
gosterilmistir. mtDNA igerigi asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplandi (Quiros
ve ark., 2017).

ACT=Ct (niikleer DNA geni) — Ct (mtDNA geni)

Mitokondriyal DNA igerigi= 2 x 2°¢T

Tablo 3-3: Mitokondriyal DNA igeriginin saptanmasinda kullamlan primer dizileri

Erime
Gen Ad1 5°- 3’primer dizisi ]
Derecesi (°C)
NADH dehidrojenaz  F:CCTGACTATCTGAAAGCCATTTGG 63,2
(complex I) R: CACAGTGCTGCAATGCTCTACAC 63,2
i F:ATGGTGGGTATGGGTCAGAA 60,0
-aktin
; R:CTTTTCACGGTTGGCCTTAG 59,7

3.2.12. Mitokondrilerin Elektron Mikroskobunda Gériintiilenmesi

72 saat 5 ve 10 puM konsantrasyonda Regorafenib’e maruz birakilan ve kontrol
grubundaki hiicreler tripsin ile kaldirildi, 1200 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Ardindan
pellet tizerine PBS (1X) ilave edilerek 2 kez hiicreler yikandi. Ardindan pellet {izerine
0.1M PBS igerisinde % 2.5 glutaraldehit (2ml) ilave edildi ve hiicreler 1 gece boyunca
+4°C’de fiksasyona birakildi. Fiksasyon sonrasi hiicreler 2 kez PBS tamponu ile
yikandi. Pellet iizerine ikinci fiksasyon islemi i¢in 2 mL %1’lik ozmiyum tetraoksit
ilave edildi ve +4°C’de 1 saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasi hiicrelere PBS ile 2 kez

yikama yapildi. Ardindan %5’lik eriyik agar hiicrelere eklendi, karistirildi. Homojen
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hale getirilmis olan karisimdan lam iizerine kiiciik damlalar halinde damlatilildi ve
donmas1 beklendi. Lam iizerindeki agar hiicre karisimi donduktan sonra bisturi ucu
yardimi ile ufak parcalara ayrildi ve kahverengi siselere alindi. Sise icerisindeki
hiicrelere uranil asetat ilave edildi ve 15 dk. +4°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1
agar icindeki hiicreler sirasiyla; +4°C’de %30 etil alkol 10 dk, +4°C’de %50 etil alkol
10 dk, +4°C’de %70 etil alkol 10 dk, +4°C’de %90 etil alkol 10 dk ve +4°C’de %90
etil alkol 10 dk olacak sekilde alkol serilerinden ge¢irildi. Ardindan +4°C’de saf
propilen oksit i¢erisinde bekletildi. Bu siirenin sonunda saf propilen oksit uzaklastirildi,
tizerine 1:1 oraninda propilen oksit-Epon karigimi ilave edildi, 10 dk +4°C’de inkiibe
edildi. Ardindan saf epon karisimi ilave edilip 48 saat siireyle +4°C’de bekletildi. Daha

sonra 60 °C’de 48 saat siireyle polimerizasyona birakildi.

Orneklerden bakir gridler iizerine ultramikrotom (Leica Ultracut R) ile 60
nm’lik kesitler alindi. Bu kesitler asetat-kursun sitrat ile boyanarak mitokondriyal
degisikler gozlemlenmek iizere gecirimli elektron mikroskobunda (Hitachi HT7800)

goriintlilendi.

3.2.13. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tiim veriler aritmetik ortalama =+ standart sapma (£ SD)
olarak gosterildi. Verilerin istatistiksel analizi SPSS 21.0 programi kullanilarak yapildi.
Gruplar kendi kontrol gruplart ile karsilastirildi. Gruplar aras1 farkliliklarin
karsilastirilmasi i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ardindan post hoc Tukey HSD
testi uygulandi, #p< 0,001 ve *p< 0,05 olan sonuclar anlaml1 olarak kabul edildi. 48 saat
ve 72 saatlik maruziyet gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar SPSS 21.0 programi
kullanilarak eslestirilmis gruplar T testi ile belirlendi. **p< 0,05 olan sonuglar anlaml
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Test Sonuclar:

4.1.1. Tripan Mauvisi Sitotoksisite Testi
Sekil 4-1’de goriildiigii gibi, membran biitiinliiglinii degerlendiren tripan mavisi
testi sonucuna gére hem 48 hem de 72 saatlik Regorafenib maruziyeti calisilan

dozlarda hiicre canliliginda anlamli bir degisime neden olmadi. (p>0,05).

120

100

Canhihk (26)
3

20

Kontrol 5uMm 10 pm 20 uMm
Konsantrasyon

Wm48saat W72 szt

Sekil 4-1: 48 ve 72 saat, 0-20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda hiicre canlihiginda
meydana gelen degisimler

Tim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

4.1.2. LDH Sitotoksisite Testi
LDH sitotoksisite testi sonucunda da tripan mavisi testine benzer sekilde 48 ve

72 saat Regorafenib maruziyetinin hiicre canlilifinda belirgin bir degisime neden

olmadigi (p>0,05) goriildi (Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: 48 ve 72 saat, 0-20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda hiicre canlihiginda
meydana gelen degisimler

Tim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

4.2. MTT Hiicre Proliferasyonu Testi

48 saat ve 72 saat 5, 10 ve 20 pM Regorafenib maruziyeti sonucu hiicre
proliferasyonunda meydana gelen degismeler Sekil 4-3’te gosterildi. 48 saat 5 ve 10 uM
Regorafenib hiicre proliferasyonunda belirgin bir degisiklik meydana getirmezken, 48
saat 20 uM Regorafenib hiicre proliferasyonunda %15 azalmaya neden oldu (p=0,04).
72 saatlik maruziyet sonucunda hiicre proliferasyonunda doza bagl bir azalma goriildi

<0,06). En yiiksek dozda ise hiicre proliferasyonu yaklasik %32 inhibe oldu.
(p yi P yonu'y

[
N
o

3
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20

Hiicre proliferasyonu (%)

Kontrol 5 uM 10 umMm 20 uM

Konsantrasyon

W48 saat W72 saat

Sekil 4-3: 48 ve 72 saat 0-20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda hiicre
g
proliferasyonunda meydana gelen degisimler
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Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 ve “p<0,05
kontrol grubuna karsi anlamli farklik goriilen gruplari géstermektedir (ANOVA, Post-
Hoc Tukey testi). **p<0,05 48 saat ve 72 saat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar gostermektedir (Eslestirilmis gruplar T testi).

4.3. Hiicre ici ATP Miktan

3.2.7 ye gore hazirlanan ATP standart-kalibrasyon egri denkleminden 6rneklerin
ATP igerigi hesaplandi. Elde edilen standart kalibrasyon egrisi Sekil 4-4’te gosterildi.
Kontrol grubunun ATP icerigi 100 kabul edilerek orneklerin % ATP igerigi hesaplandi
ve sonuglar %ATP + standard sapma seklinde belirtildi.

140000

120000 y = 112238x + 2094,2
R2 =0,9982

100000

80000

60000

Luminesans

40000
20000

0
0 0,2 0.4 0.6 0,8 1 1,2

ATP Konsantrasyonu (pM)

Sekil 4-4: Standart ATP 6lcii egrisi

Bu test sonucuna gore; hem 48 hem 72 saat maruziyette tiim doz gruplarinda
hiicre i¢i ATP miktarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azalma goriildii. 48
ve 72 saatlik maruziyet sonucunda ATP miktarindaki azalmanin en fazla en yiiksek doz
olan 20 uM’da gerceklestigi gozlemlendi (Sekil 4-5). 72 saat maruziyet siiresi sonunda
20 uM ilag maruziyetinin ATP miktarin1 neredeyse pozitif kontrol seviyesine kadar

diistirdiigii saptandi (p=0,002).
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Sekil 4-5: 48 ve 72 saat 0-20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda hiicre i¢ci ATP
miktarinda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 ve *p<0,001
kontrol grubuna karsi anlaml farklik goriilen gruplari gostermektedir (ANOVA, Post-
Hoc Tukey testi). **p<0,05 48 saat ve 72 saat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar1 gostermektedir (Eslestirilmis gruplar T testi).

4.4. Mitokondri Membran Potansiyeli

Mitokondri membran potansiyeli tayini JC-1 boyasi kullanilarak flowsitometrik
olarak tayin edildi. Mitokondri membran potansiyeli normal olan hiicreler kirmizi
floresan gosterirken, membran potansiyeli bozulmus hiicreler yesil floresan gosterdi.
Sonuglar kirmizi ve yesil floresan gosteren hiicrelerin yiizdesi (%) olarak verildi. Sekil
4-6’da gosterildigi gibi 72 saatlik en yiiksek doz grubunda mitokondri membran
potansiyelinin kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde bozuldugu gézlendi. (p<0,05).
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Sekil 4-6: 48 ve 72 saat, 0-20 uM Regorafenib maruziyeti sonucunda mitokondri
membrane potansiyelinde meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

4.5. Gen Ekspresyonu Sonuclari

Mitokondri dinamiginde rol oynayan genlerin ekspresyonu gergek zamanli PZR
yontemi ile belirlendi. Sekil 4-7’de gosterildigi gibi 48 saatlik maruziyet sonucunda 20
uM Regorafenib maruziyetinin hem fiizyon hem de fisyon genlerinin ekspresyonunu
artirdigr saptandi (p<0,05). 72 saatlik, 10 ve 20 uM maruziyet sonucunda, FIS1, DRP1,
MFEN1 ve MFN2 genlerinde anlamli artis saptandi (p<0,05). Yine Sekil 4-7°de
gosterildigi gibi 10 uM Regorafenib’in 72 saatlik maruziyeti sonucunda OPA1 gen
ekspresyonunun anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi (p=0,026). OPAL geninin 72 saat
5 uM doz grubunda, ayni1 dozda 48 saatlik maruziyet grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml sekilde daha fazla artig gdsterdigi saptandi. 72 saat 20 uM maruziyet grubunda
DRP1 ve OPAL genlerinin ekspresyonunda 48 saatlik maruziyet grubuna goére belirgin
sekilde diisiis gozlendi (p<0,05).
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Sekil 4-7: 48 ve 72 saat, 0-20 uM Regorafenib maruziyeti sonucunda mitokondri
dinamiginde rol alan genlerde meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 ve *p<0,001
kontrol grubuna kars1 anlaml farklik gériilen gruplar1 géstermektedir {ANOVA, Post-
Hoc Tukey testi): **p<0,05 48 saat ve 72 saat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar1 gostermektedir (Eslestirilmis gruplar T testi). MFN1: Mitofusin 1,
MFN2: Mitofusin 2, OPA1: Optik atrofi 1, FIS1: Fisyon protein 1, DRP1: Dynamin
iligkili protein 1.

Sekil 4-8’de gosterildigi gibi, 48 saat, 20 uM Regorafenib maruziyeti sonucunda
SOD2 ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla yaklasik 9 kat artis saptandi (p=0,0001).
72 saatlik maruziyet sonucunda ise 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda, doza bagl
olarak SOD2 gen ekspresyonun arttig1 tespit edildi. 72 saatlik 20 uM doz grubunda,
kontrol grubuna kiyasla SOD2 gen ekspresyonunun 3 kat arttig1 goriildi (p<0,001).
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Sekil 4-8: 48 ve 72 saat, 0-20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda SOD2 gen
ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,001 kontrol
grubuna karsi anlamli farklik goriilen gruplart gostermektedir (ANOVA, Post-Hoc
Tukey testi). **p<0,05 48 saat ve 72 saat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklart gostermektedir (Eslestirilmis gruplar T testi). SOD2: siiperoksit dismutaz
2.
4.6. Protein Ekspresyon Sonuglar:
Protein ekspresyonunun western blot yontemi ile tayini ic¢in ilk olarak kit
icerisinde hazir olarak bulunan standart BSA ¢ozeltisi kullanilarak kalibrasyon egrisi
hazirlandi (Sekil 4-9). Elde edilen egri denkleminden 6rnek gruplarinin igerdigi protein

konsantrasyonlar1 hesaplanda.
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Sekil 4-9: Protein standart dl¢ii egrisi



55

Sekil 4-10°da gosterildigi gibi, 48 saatlik Regorafenib maruziyeti sonucunda, 20
uM doz grubunda mitokondriyal kompleks V, IV, III ve I protein ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli olmayan azalma saptandi (p>0,05). Kompleks 1l

ekspresyonunda ise belirgin bir degisiklik gézlenmedi.
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Sekil 4-10: 48 saat, 0-20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda mitokondriyal
komplekslerin protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.
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72 saatlik maruziyet sonucunda 20 uM Regorafenib dozunun Kompleks | ve
Kompleks V ekspresyonununda anlamli sekilde azalmaya neden oldugu tespit edildi
(p<0,006). Aym1 dozda Kompleks II, III ve IV eckspresyonunda da azalma tespit

edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamlilik bulunamadi (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: 72 saat, 0-20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda mitokondriyal
komplekslerin protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna
karst anlamli farklik goriilen gruplar1 géstermektedir. (ANOVA, Post-Hoc Tukey

testi).
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Mitokondriyal bir protein olan UCP2 protein ekspresyonunun 48 saatlik
maruziyet sonucunda doza bagli olarak arttigi (p>0,05) belirlendi. 72 saatlik 10 ve 20
uM Regorafenib maruziyeti sonucunda UCP2’nin arttig1 (p>0,05) ancak bu artigin 48
saate gore daha az oldugu gozlemlendi (p>0,05) (Sekil 4-12).

a) 48 saat

2

15
1
0.5 I
0
5 uM

10pM  20uM

Kontrol — 5uM  10pM 20 pM

UCp2 32 kDa

UCP2/B-aktin

Kontrol

Konsantrasyon

1l

Kontrol 5um 10 ph 20 um

Konsantrasyon

b) 72 saat

Eontrol 5udM 10uM 20 M

UCP2

Laa
(2]
4]

ucp2/p-aktin

p-aktin

L

Sekil 4-12: 0-20 pM Regorafenib a) 48 saatlik ve b)72 saatlik maruziyeti sonrasinda UCP2
protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. UCP2: Eslesme bozucu
protein 2.

Mitokondriyal bir proteaz enzimi olan LONP1 eskpresyonunun, her iki
maruziyet siiresinde 5 ve 10 uM konsantrasyonda arttig1 tespit edildi, ancak bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0,05). 20 uM konsantrasyonda 48 saat
maruziyet siiresinde LONP1 kontrole gore minimal ve anlamli olmayan artig gosterdi
(p>0,05). 72 saat, 20 uM Regorafenib maruziyetinin LONP1 ekspresyon seviyesinde
anlamli olmayan (p>0,05) azalmaya neden oldugu saptandi (Sekil 4-13).
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Sekil 4-13: 0-20 nM Regorafenib a) 48 saatlik ve b)72 saatlik maruziyeti sonrasinda
LONP1 protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. LONP1: Lon proteaz 1.

HSP70 protein ekspresyonunda 48 saatlik maruziyet sonucu istatistiksel olarak
anlamli olmayan artis goriildi. 72 saatlik maruziyet sonucu, HSP70 ekspresyonunda
doza bagh olarak artis tespit edildi. Bu artis 10 ve 20 uM dozlarinda (>0,45 kat)
istatistiksel olarak anlamli (p<0,02) bulundu (Sekil 4-14). Aymi dozlarda HSP70
ekspresyonunun 72 saatlik maruziyet gruplarinda 48 saatlik maruziyet gruplarina goére

anlamli sekilde artig gosterdigi saptandi (p<0.05).
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Sekil 4-14: 0-20 uM Regorafenib a) 48 saatlik ve b)72 saatlik maruziyeti sonrasinda
HSP70 protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna
karst anlamli farklik goriilen gruplart gostermektedir (ANOVA, Post-Hoc Tukey
testi). **p<0,05 48 saat ve 72 saat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklart gostermektedir (Eslestirilmis gruplar T testi). HSP70: Is1 sok proteini 70.

Endoplasmik retikulumda bulunan ve saperon olarak gorev yapan GRP94

ekspresyonunda, 48 saat Regorafenib maruziyeti sonunda kontrol grubuna kiyasla az

miktarda artis saptandi (p>0,05). 72 saatlik 5 uM maruziyet grubunda kontrole kiyasla

istatistiksel olarak anlamli olmayan minimal bir artis tespit edilirken; 10 ve 20 uM

dozlarda kontrole gore belirgin bir degisiklik gézlemlenmedi (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15: Sekil 4-15: 0-20 pM Regorafenib a) 48 saatlik ve b)72 saatlik maruziyeti
sonrasinda GRP94 protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. GRP94: glukoz ile
regiile edilen protein 94.

Mitokondriyal apoptotik yolagin baslatilmast i¢in gerekli olan sitokrom c
ekspresyonunda 48 saatlik ve 72 saatlik maruziyet sonucunda anlamli bir farklilik

gozlemlenmedi (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: 0-20 pM Regorafenib a) 48 saatlik ve b)72 saatlik maruziyeti sonrasinda
Sitokrom c protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir

Prokaspaz 3 ekspresyonunun, 20 uM dozda 48 saat maruziyet sonrasinda 0,52
kat (p=0,041), ayn1 konsantrasyonda 72 saatlik maruziyet sonucunda 0,76 kat (p=0,005)
azaldig tespit edildi (Sekil 4-17). 10 uM konsantrasyonda 48 saatlik maruziyet grubuna
kiyasla 72 saatte istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma saptandi (p<0,05).
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Sekil 4-17: 0-20 nM Regorafenib a) 48 saatlik ve b)72 saatlik maruziyeti sonrasinda
prokaspaz 3 protein ekspresyonunda meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna
karst anlamli farklik goriilen gruplart gostermektedir (ANOVA, Post-Hoc Tukey
testi). **p<0,05 48 saat ve 72 saat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar gostermektedir (Eslestirilmis gruplar T testi).

4.7. mtDNA Tcerigi

Sekil 4-18’de gorildigi gibi mtDNA igeriginde, 48 saatlik maruziyet

sonucunda anlamli bir degisim saptanmadi (p>0,05). 72 saatlik maruziyet sonucunda,

tiim maruziyet gruplarinda mtDNA igeriginin anlaml olarak azaldig: goriildii. 72 saatlik

maruziyette, 10 ve 20 uM dozlarinda mtDNA igeriginin kontrol grubuna gore esit
oranda (yaklasik 0,4 kat) anlamli sekilde (p<0,0002) azaldig: tespit edildi.
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Sekil 4-18: 48 ve 72 saat, 0-20 pnM Regorafenib maruziyeti sonucunda mtDNA iceriginde
meydana gelen degisimler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 ve *p<0,001
kontrol grubuna kars1 anlamli farklik goriilen gruplart géstermektedir (ANOVA, Post-
Hoc Tukey testi). **p<0,05 48 saat ve 72 saat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklart gostermektedir (Eslestirilmis gruplar T testi).  mtDNA:
mitokondriyal DNA.

4.8. Elektron Mikroskobu Sonuclar:
72 saatlik maruziyet sonucu 10 ve 20 uM maruziyet sonucunda Sekil 4-19’da

de gosterildigi gibi mitokondride krista hasari, ¢ift katli membran yapisinda bozulma ve

matriks kavitasyonlarinin olustugu saptandi.
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Sekil 4-19: 72 saat, Kontrol, 10 ve 20 pM Regorafenib maruziyeti sonucunda
mitokondrilerde meydana gelen degisimler

Oklar (=») mitokondriyal matriks kavitasyonlarini y1ldiz (*) isaretleri elektronca yogun
mitokondrileri gostermektedir.
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5. TARTISMA

Tirozin kinaz inhibitorleri, tiimor proliferasyonunda etkili olan yolaklar1 spesifik
olarak hedefleyen molekiillerdir. Bundan dolayr yan etkilerinin konvansiyonel
tedavilere kiyasla daha az olmasi beklenir. Ancak klinikte kullanimlarinin artmasi ile
ortaya cikan advers etkileri endise yaratmaktadir. Bu advers etkilerden biri de
kardiyotoksisitedir. Kardiyovaskiiler hastaligi olan kisilerde bu durum daha da biiyiik
bir risk olusturmaktadir. Kardiyotoksik etkiler ilacin hedefledigi sinyalizasyon
yolaklarina bagli olabilecegi gibi hedef dis1 etkilerinden de kaynaklanabilmektedir (Lee
ve Kim, 2018).

Regorafenib, kolorektal kanser, gastrointestinal stromal tiimorler ve
hepatoseliiler karsinom tedavisinde kullanilan, VEGFR, PDGFR gibi kanser olusumuna
katki yapan pek ¢ok sinyalizasyon yolagini bloke eden tirozin kinaz inhibitdrii bir
ilagtir. Baska solid tiimdrlerde de kullanilabilecegine dair klinik ¢aligmalart devam
etmektedir. Regorafenib ile en fazla goriilen kardiyotoksik etki hipertansiyondur ve
Regorafenib’in neden oldugu hipertansiyon insidansinin %30-59 arasinda oldugu
raporlanmistir (Agarwal ve ark., 2018). Ayrica Regorafenb’in kardiyak iskemi ve

enfarktiise de neden oldugu bildirilmistir.

Bu calismada amag; kolorektal kanser, gastrointestinal stromal tiimor ve
hepatoseliiler karsinoma tedavisinde umut vadeden bir ilag olan Regorafenib’in doz
kisitlayict veya tedavinin sonlanmasimna neden olabilen kardiyotoksik etkilerinin
molekiiler mekanizmasinin mitokondriyal ve diger hiicresel stres yolaklari ilizerinden in
vitro ortamda arastirilmasidir. Bu amagla, H9¢2 sigan kardiyomiyoblastik hiicre modeli
kullanilmistir. [n vitro kardiyotoksisite calismalarinda siklikla kullanilan H9c2 hiicre
modeli, primer kardiyomiyosit hiicrelerine alternatif olarak kullanilmaktadir. Yetiskin
kardiyomiyositlerde bulunan hormonal ve elektriksel sinyal yolaklarinin bu hiicrelerde
de bulundugu gosterilmistir (Hescheler ve ark., 1991). Ayrica H9¢2 hiicre modelinin
hiicresel enerji mekanizmas1 bakimindan da baska immortalize hiicre hattina kiyasla
primer kardiyomiyositlere daha fazla benzedigi saptanmistir (Kuznetsov ve ark., 2015).
Bu nedenlerden dolayr H9c2 hiicre modelinin ¢alismamiz i¢in oldukca uygun olduguna

karar verilmistir.



68

Regorafenib (160 mg), klinikte 28 giinlilk dongiiniin ilk 21 giinii boyunca
kullanilmaktadir ve siirekli kullanim gerektirmektedir (FDA, 2017a). Bu nedenle uzun
donemli etkilerini aragtirabilmek i¢in maruziyet siiresi olarak gorece daha uzun siireler
olan 48 ve 72 saat secilmistir. Bir c¢alismada, tek doz 160 mg Regorafenib
uygulanmasini takiben maksimum plazma konsantrasyonu (Cmax) yaklasitk 5 pM
olarak saptanmistir. Kararli durum konsantrasyonu ise yaklasik olarak 10 puM olarak
belirlenmistir (Shirley ve Keating, 2015) Baska bir calismada ise Cmax degeri 8.08 uM
olarak belirtilmistir (Zhang ve ark., 2017). Bu sonuglardan hareketle ¢alismamizda 5
uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlart ile ¢alisilmast uygun goriilmiistiir.

Elde ettigimiz tripan mavisi ve LDH sitotoksisite sonuglarina baktigimizda
dozlar arasinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik saptanmamistir. MTT
testinde hiicre proliferasyonunda 48 saatlik maruziyet siiresinde yalnizca 20 uM dozda
azalma goriiliirken; 72 saatlik maruziyet sonucunda tiim maruziyet gruplarinda hiicre
proliferasyonun doza bagimli sekilde inhibe oldugu saptanmistir. Bu ii¢ calisma
sonucunda Regorafenib’in kardiyomiyoblastik hiicreleri {izerinde sitotoksik etki
gostermekten ziyade antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde, timaor
hiicrelerinde de Regorafenib’in tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederek
antikanser etki gosterdigi bildirilmistir (Kim ver ark., 2019; Marks ve ark., 2016). Buna
karsin, HepG2 hiicrelerinde 20 uM dozda 24 saat maruziyet sonucunda sitotoksik etki
gosterdigi belirtilmistir (Paech ve ark., 2018). Weng ve ark. (2015) tarafindan yapilan
bagka bir caligmada da 24 saat Regorafenib maruziyetinin 5 uM ve daha yiiksek
dozlarda primer sican hepatositlerde sitotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir
(Weng ve ark.,, 2015). Bu durum, kardiyomiyoblastik hiicrelerinin kinaz
ekspresyonlarinin farkliligindan, oksidatif fosforilasyon ve ATP’ye duyulan ihtiyacin
farkli olmasindan kaynaklanabilir (French ve ark., 2010).

Bilindigi iizere mitokondriler hiicrelerin ATP {iretim merkezleridir. ATP {iretimi
icin; karbonhidrat, protein, lipidlerin oksidasyonu sonucu elde edilen NADH, FADH2
gibi indirgenmis kofaktorler mitokondri ETZ’ye elektron tasimaktadir. Bu elektronlar
kompleks I ve IV arasinda tasinir ve kompleks IV molekiiler oksijeni suya indirger.
ETZ boyunca elektronlarin hareketi protonlarin matriksten membranlar aras1 bosluga

proton pompalanmasin1 kontrol eder. Bu sekilde bir proton gradienti (proton motive
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force- mitokondri membran potansiyeli) olusur. Kompleks V olusan bu proton gradienti

sayesinde ATP sentezini gerceklestirir (Busiello vd., 2015; Ramsden vd., 2012).

Kardiyomiyositler kasilma ve gevseme fonksiyonlarini gergeklestirebilmek i¢in
ATP’ye yiikksek derece ihtiyag duymaktadirlar. Calismamizda 48 ve 72 saatlik
maruziyetler sonucunda, tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla hiicre i¢i ATP
miktarinda belirgin azalma saptanmistir. Mitokondri membran potansiyeli, proteinlerin
mitokondriye transportundan ATP sentezine kadar mitokondrinin saglikli bir sekilde
calismasi i¢in son derece 6nemlidir. (Zorova ve ark., 2018). Calismamizda 72 saatlik
maruziyet sonucunda, 20 pM dozda mitokondri membran potansiyelinin belirgin sekilde

bozuldugu saptanmastir.

Hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 olan HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik 10 ve 20
uM  dozlarda Regorafenib maruziyetinde hiicre i¢i ATP miktar1 anlamli sekilde
azalmistir. Ayni hiicre hattinda 5 uM maruziyette mitokondri membran potansiyeli bir
degisiklik gostermezken, 10 ve 20 uM dozda kontrol grubuna goére diismiistiir (Paech ve
ark., 2018). HepaRG hiicre hattinda 5, 10 ve 20 uM dozlarinda, 24 saatlik maruziyet
sonucunda hiicre i¢i ATP miktarinin anlamh sekilde azaldig1 saptanmistir (Mingard ve

ark., 2018).

Mesane kanseri hiicresi TSGH 8301 hiicre hattinda 30 pM dozda 24 ve 48
saatlik Regorafenib maruziyeti sonucunda mitokondri membran potansiyelinde
bozulma, kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonunda artma saptanmistir (Hsu ve ark., 2017).
Yine ayni hiicre hatti kullanilarak yapilan bagka bir calismada 15 pM 48 saatlik
Regorafenib’in ayni etkilere neden oldugu gosterilmistir (Chiang ve ark., 2019).
Oldukga metastatik 6zellik gosteren, insan akciger kanseri hiicre hattinda (CL1-5-F4) da
Regorafenib 10 ve 20 pM dozda doza bagli olarak kaspaz 3 aktivasyonuna, mitokondri
membran potansiyelinin bozulmasina neden olmus, erken ve ge¢ apoptozu artirmistir
(Weng ve ark., 2019). Osteosarkom hiicre hattinda ise 48 saat 5 ve 10 uM Regorafenib

maruziyetinin ayni1 etkilere sebep oldugu gdsterilmistir (Pan ve ark., 2019).

ETZ’de bulunan komplekslerin eksikligi de hiicrelerde ATP {iiretiminin
bozulmasina neden olabilir. Calismamizda her iki maruziyet siiresi sonucunda, 6zellikle
20 uM dozda ETZ’de bulunan komplekslerin ekspresyonunda azalma goriilmiistiir.
Komplekslerin ekspresyonunun azalmasi kompleks aktivitelerinde de azalmaya neden

olarak membran potansiyelinde bozulmaya, dolayisiyla ATP iiretiminin bozulmasina ve
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ATP igeriginin azalmasina yol agabilir (Tu ve ark., 2012; Leipnitz ve ark., 2018). Bu
durum ozellikle 72 saatlik 20 pM maruziyet grubunda belirgin sekilde goriilmektedir.
Bu konsantrasyonda, kompleks V ve kompleks I ekspresyonu anlamli sekilde azalmais,
membran potansiyeli belirgin sekilde bozulmus ve hiicre i¢i ATP miktarinda onemli

Olciide diisme tespit edilmistir.

Kompleks I'in 7 alt iinitesi mtDNA tarafindan kodlanmaktadir. Bu nedenle
mitokondride ve mtDNA’da meydana gelen hasarin kompleks I aktivitesini daha fazla
etkileyecegi diistiniilmektedir (Lenaz ve ark., 1997). Calismamizda 72 saat maruziyet
sonucunda 10 ve 20 uM konsantrasyonda mtDNA igeriginde belirgin azalma
saptanmistir. Bu duruma paralel sekilde 10 uM ve 20 uM dozda kompleks V ve |
ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. Bu azalma, 10 pM icin istatistiksel olarak
anlamsiz iken 20 pM icin anlamli bulunmustur. mtDNA hasari, mtDNA kopya
sayisinin azalmasina ve sonucgta mitokondriyal disfonksiyona neden olmaktadir.
Dolayisiyla mtDNA kopya sayisinin mitokondriyal fonksiyonun degerlendirilmesinde
belirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Kardiyovaskiiler hastalik riskine
sahip hastalarda diisik mtDNA kopya sayist saptanmistir (Yue ve ark., 2018). Bu
nedenle mtDNA igerigindeki azalma Regorafenib’in mitokondriyal hasara yol agtiginin
bir diger gostergesi olabilir. Ayrica mtDNA miktarinin azalmasi disfonksiyonel
mitokondrilerin artmasina neden olur ve bu durumun cesitli hastaliklara zemin

hazirladig1 bilinmektedir (Tocchi ve ark., 2015).

Kompleks I’in diger mitokondriyal komplekslere kiyasla kardiyovaskiiler
hastaliklarda daha fazla etkisinin oldugu distliniilmektedir (Forte ve ark., 2019).
Kardiyak hipertropi ve kalp yetmezligi durumlarinda saglikli kontrollere kiyasla
kompleks 1 ekspresyonunda azalma saptanmistir (Wiist ve ark., 2016). Ayrica
kardiyomiyopatide de kompleks I fonksiyonunun bozuldugu belirtilmistir (Karamanlidis
ve ark., 2013).

Regorafenib’in fareden izole edilen karaciger mitokondrilerine 15 dakikalik
maruziyeti sonucunda kompleks II aktivitesinde doza bagli bir azalma, 10 pM dozda
kompleks III aktivitesinde azalma, 5, 10 ve 20 puM dozlarda ise kompleks V
aktivitesinde diisme saptanmistir.  Kompleks | ve IV aktivitesinde degisiklik
saptanmamustir (Paech ve ark., 2018). Sicanlardan izole edilen mitokondriler ile yapilan

caligmada 15 dakikalik 80,8 uM Regorafenib maruziyeti sonucunda yalnizca kompleks
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IT aktivitesinin diistigl tespit edilmistir. 8,08 uM, 20,2 uM, 40,4 uM ve 80,8 uM

konsantrasyonlarda sitokrom ¢ salinim1 artmistir (Zhang ve ark., 2017).

Mitokondriyal dinamigin korunmasi igin mitokondriyal fisyon ve fiizyon
olaylarinin bir denge icerisinde olmasi gerekmektedir. Bilindigi lizere mitokondriler
yeniden iiretilmez, var olan mitokondrilerin boliinmesi, protein ve lipidlerin sentezi ve
taginmast sonucu olusurlar (Hom ve Sheu, 2009). Mitokondriyal dis zar fiizyonunda rol
alan proteinler MFN1, MFN2’dir. i¢ zar fiizyonunda OPA1 gorevlidir. Mitokondriyal
fisyonda ise DRP1 ve FIS1 proteinleri rol oynamaktadir (Bonora ve ark., 2019).
Memelilerde OPA1’in mitokondriyal krista yapisinin siirdiiriilmesinde énemli roliiniin
oldugu gosterilmistir (Frezza ve ark., 2006). Ayrica mitokondriyal komplekslerin etkin
sekilde calismasi i¢in de OPA1’in gerekli oldugu saptanmistir. Bundan dolay1 OPA1
mitokondriyal solunumun diizenlenmesinde Onemli bir regiilatér olarak gorev
yapmaktadir (Cogliati ve ark., 2013; Ong ve ark., 2015). OPA1’in ekspresyonunun
artmasimin canli i¢in koruyucu olabilecegi diistiniilmektedir. (Civiletto ve ark., 2015).
Calismamizda, 72 saatlik 10 ve 20 uM dozlarda Regorafenib maruziyeti sonucunda
kardiyomyoblast hiicrelerinin elektron mikroskop goriintiilerinde mitokondrilerin krista
yapilarinin bozulmus oldugu goriinmektedir. Bu durum, ayni dozlarda olusan strese
kars1 koruyucu olarak OPA1 ekspresyonunun artmasina neden olabilir. Caligmamizda 5
uM dozda OPAI1 ekspresyonunun 72 saatlik maruziyette 48 saatlik maruziyete kiyasla
daha fazla artmasi, ATP iretimini destekleyerek ilacin olusturdugu strese yonelik
koruyucu bir etki olabilir. Bu durumun tersine 20 pM konsantrasyonda 72 saat
maruziyette OPA1 seviyesinin ayni dozda 48 saatlik maruziyet grubuna kiyasla
azalmasi, bu dozda mitokondriyal fonksiyonlari olumsuz olarak etkileyebilir. Hem
sicanlarda hem de insanlarda, kalp yetmezliginde, OPA1 ekspresyonunun azaldigi
raporlanmistir (Chen ve ark., 2009). HepG2 hiicrelerinde OPA1 protein ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla 24 saat 5 ve 10 uM Regorafenib maruziyeti
sonucunda artma; 20 uM’da ise azalma goriilmiis ancak istatistiksel bir anlamlilik

saptanamamistir (Paech ve ark., 2018).

Di1s mitokondriyal zar flizyonunda gorev alan MFN1 ve MFN2’nin kalpte
bulunmamasmin orta derecede OXPHOS disfonksiyonuna neden oldugu tespit
edilmistir (Mourier ve ark.,, 2015). MFN2’nin mitokondriyal fonksiyonlarin

stirdiiriilmesinde ve koenzim Q homeostazisinin saglanmasi i¢in gerekli oldugu
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gosterilmistir (Mourier ve ark., 2015). Calismamizda MFN1 ve MFN2 genlerinin
ekspresyonunun ozellikle 20 uM konsantrasyonda her iki maruziyet siiresi sonunda
anlaml sekilde arttifi gézlemlenmistir. Bu durum kardiyomiyoblast hiicrelerini olusan
strese kars1t korumaya yonelik olabilir. Ayrica MFN1 ve MFN2’nin mitokondriyal
flizyonun yani sira kalpte bagka fonksiyonlarinin da bulunabilecegi 6ne siiriillmektedir
(Sebastian ve ark., 2017). Ayrica in vitro ve in vivo kardiyak hipertropi modellerinde

MFN2 mRNA ekspresyonunun azaldigi saptanmistir (Fang ve ark., 2007)

I¢ zar flizyonunun gergeklesebilmesi i¢in mitokondri membran potansiyelinin
bozulmamis olmasi gerekmektedir (Meeusen ve ark., 2006). Fiizyon mtDNA’nin
biitiinligli ve hasarli mitokondrilerin ortadan kaldirilmasi i¢in énemlidir (Westermann,
2002). Membran potansiyelinin bozulmasi i¢ zar fliizyonunu da olumsuz etkileyecegi
i¢in, bu durum hasarli mitokondrilerin birikmesine neden olabilir ve hiicrenin 6liime
gitmesine yol acabilir. Ayrica flizyonun diizgiin sekilde gerceklesmemesi mtDNA
iceriginin de azalmasina neden olabilir. Calismamizda 72 saatlik 20 uM maruziyet
sonucunda mitokondri membran potansiyelinde belirgin sekilde bir bozulma tespit
edilmistir. Bu durum flizyon olayin1 da olumsuz etkileyebilir. Dolayisiyla fiizyonda
gorevli olan MFNI1, MFN2 ve OPAl genlerinin ekspresyonunda goriilen artis,

hiicrelerin stresin iistesinden gelmek i¢in verdigi tepkinin bir sonucu olabilir.

DRP1!’in artmasinin membran potansiyelinin bozulmasina ve apoptoza yol agtig1
gosterilmistir (Ong ve ark., 2015). Dolayisiyla DRP1 gen ekspresyonunun her iki
maruziyet siiresinde yiiksek dozlarda artmasi ile membran potansiyelinde bozulma ve
hiicrelerin apoptoza gitmesi arasinda bir iliski olabilir. Bununla beraber, DRP1
ekspresyonunun azalmasi, mitofajinin inhibe olmasina ve mitokondri disfonksiyonuna
neden olmaktadir. Bu durumun kalpte sol ventrikiil disfonksiyonuna zemin hazirladigi
ve iskemi-reperfiizyon hasarina yatkinligi artirdigi gosterilmistir (Ikeda ve ark., 2015).
DRP1 baskilanmasinin, yetigkin kardiyomiyositlerde mitokondriyal solunumu inhibe
ettigi ve bunun mitokondriyal fisyondan bagimsiz olarak gerceklestigi belirtilmistir
(Zhang ve ark., 2016). Dolayisiyla, DRP1 ekspresyonundaki artis, yiiksek dozlarin
hiicrelerde yarattig1 strese kars1 koruyucu bir yanit olarak diistiniilebilir . Calismamizda
en yiiksek doz olan 20 uM konsantrasyonda DRP1 ekspresyon seviyelerinin 48 saatte

72 saatlik maruziyete kiyasla daha fazla indiiklendigi goriilmektedir. Bu durum 72 saat
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20 uM dozda Regorafenib’in kardiyomiyoblast hiicrelerinde olusturdugu hasarin bir

gostergesi de olabilir.

Bilindigi tizere oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi i¢in i¢ mitokondriyal zar
boyunca olusan elektrokimyasal proton gradientinin biiyilk 6nemi vardir. Elektron
tasiyici sistem boyunca elektron tasinmasi esnasinda kompleks I, III ve IV tarafindan
membranlar arasi bosluga proton salinir, kompleks V’ten matrikse proton girmesi ve
ADP’den ATP diretimi es zamanli olarak gerceklesir. Ancak bu protonlar ig
mitokondriyal zarda bulunan eslesme bozucu proteinler araciligi ile ATP iiretimi
olmadan da mitokondriyal matrikse gegebilirler. Bu durum mitokondri membran
potansiyelinin bozulmasina neden olmaktadir (Cadenas, 2018). Ayrica UCP2’nin
mitokondri membran potansiyelini  disiirerek ROS iiretimini azalttigi kabul
edilmektedir. ROS {iretimi ve mitokondri membran potansiyelini arasinda giiclii bir
iliski oldugu dogrulanmistir. UCP2 geni susturulan farelerde ROS iiretiminin arttig1
gosterilmistir. mitokondri membran potansiyelininin azalmasi ile ETZ’deki elektron
transferi hizlanabilir ve dogrudan Og2’ye iletilen elektronlar azalabilir bu sayede
mitokondride ROS olusumu da azaltilmis olur (Cadenas, 2018; Zhao ve ark., 2019).
Calisgmamizda her iki maruziyet siiresinde de UCP2 protein ekspresyonunda anlamli
olmayan artis saptanmistir. Bu durum membran potansiyelinin bozulmasina katki
yapabilecegi gibi, hiicrelerde olusan oksidatif stresin azalmasina da yardimei olabilir.
Dolayisiyla UCP2 ekspresyonunun artmast ROS iiretiminin azalmasma yonelik bir
cevap olarak dusiiniilebilir. Ayrica antioksidan bir enzim olan SOD2 gen
eksresyonlarina bakildiginda, 48 saatlik maruziyet sonucunda 20 uM’da ekspresyonun
en fazla oldugu, ayn1 dozda UCP2’deki artisin da fazla oldugu goriilmektedir. 72 saatlik
maruziyette, SOD2 ekspresyonunda yine artis goriilmiis, ancak bu artisin 48 saatlik
maruziyete kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir. Bu farklihk 72 saat 20 uM
maruziyet grubunda UCP2 ekspresyonunun, 48 saate kiyasla daha az olmasi ile iligkili

olabilir.

HepG?2 hiicrelerinde, mitokondriyal siiperoksid birikim miktarinda 24 saat 10 ve
20 uM Regorafenib maruziyeti sonucunda anlamli bir artis saptanmasina ragmen, SOD2
protein ekspresyonunda anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Bu durumun, maruziyet

sliresinin kisa olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Paech ve ark., 2018).
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Lon proteaz 1 (LONP1) mitokondriyal matrikste bulunan ATP-bagimli bir
proteazdir. Mitokondriyal proteinlerin kalite kontroliinlin yapilmasimi ve katlanmamus,
denatiire ve okside olmus proteinlerin mitokondriden uzaklastirilmasini saglar ve
mitokondri homeostazisinin saglanmasinda olduk¢a onemli bir role sahiptir (Tatsuta,
2009). DNA’ya baglanma, saperon aktivitesi, ETZ’de bulunan proteinlerin katlanmasi
gibi mitokondride LONP1’nin pek ¢ok gorevinin oldugu bilinmektedir (Ngo ve Davies,
2007). LONP1’nin mtDNA’ya baglanmasmin replikasyonda da onemli olabilecegi
boylece mitokondriyal genomun siirdiiriilmesinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Liu ve
ark., 2004). Insan fibroblastlarinda LONPI’nin ekspresyonunun  azalmasimin
mitokodriyal solunumun bozulmasina, mitokondriyal kiitlenin azalmasina ve apoptoza
neden oldugu gosterilmistir (Bota ve ark., 2005). LONP’nin stres kosullarinda protektif
etkiye sahip bir enzim oldugu bilinmektedir. LONP indiiksiyonunun oksidatif hasara
kars1 koruyucu oldugu, mitokondriyal fonksiyonu korudugu ve hiicre proliferasyon
kaybin1 azalttigr saptanmistir. LONP1 aktivitesindeki azalmanin protein hasarimni
artirdig1 ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu goriilen yaslanma ve yaslanmaya bagl
hastaliklarin olugmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Ngo ve Davies, 2009).
Calismamizda her iki maruziyet siiresinde 5 ve 10 puM dozlarda LONP1 protein
ekspresyonunun arttigi saptanmistir. 72 saatlik 20 uM deney grubunda ise ekspresyonun
kontrol ve diger deney gruplarina kiyasla azalmasinin bu dozda stresin yiiksek
olmasindan ve artik stres ile bas edilememesinden kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilebilir.

HSP70’in, stres ile indiiklenen kardiyak hiicre hasarina kars1 korumada 6nemli
rolii oldugu disiiniilmektedir. HSP70 kalpte eksprese edilen, hipoksi, oksidatif stres,
UV radyasyon gibi hiicrede stres olusturan durumlara karsi koruyucu olarak goérev
yapan saperon proteindir. HSP70’in ¢evresel degisikliklere ve patojenik durumlara
toleransi artirarak hiicrenin hayatta kalmasini sagladig1 disiiniilmektedir (Chen ve ark.,
2015). HSP70’in tiimor hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi, ancak herhangi
bir stres altinda olmayan normal hiicrelerde oldukca diisiik ekpresyon gosterdigi
saptanmistir. Ayrica kanser hiicre hattinda HSP70 inhibisyonunun mitokondriyal
proteinlerin kalite kontrol mekanizmasint bozdugunui ve mitokondriyal fonksiyonlarin
olumsuz etkilenmesine neden oldugu gosterilmistir (Radons, 2016; Julia ve ark., 2017).
Ayrica 1s1 ile hasar olusturulan kardiyak dokuda yogun stres durumunda HSP70

seviyelerinin azaldigi ve HSP70 seviyesinin diigmesinin hasarli dokuda 1siya karsi
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koruyucu etkinin azalmasina yol actig1 gosterilmistir (Chen ve ark., 2015). Dolayistyla
72 saatlik maruziyette 10 ve 20 uM gruplarinda goriilen artis hiicresel strese karsi
koruyucu bir cevap olarak diisiiniilebilir. Ek olarak ayni dozlarda 48 saatlik maruziyete
kiyasla 72 saatte HSP70 ekspresyonunun artmasi maruziyet siiresi uzadikca hiicresel

stresin arttiginin bir gostergesi olabilir.

Diger taraftan HSP70 gen ekspresyonundaki artisin ROS’un temizlenmesinde
gorevli olan siiperoksid dismutaz, katalaz, gibi enzimlerin aktivitelerini  de
arttirabilecegi diisliniilmektedir (Snoeckx ve ark., 2001). Ancak ¢alismamizda 48 saatte
20 uM’da SOD2 gen ekspresyonun asirt derecede artmasina ragmen HSP70 protein
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla minimal bir artis saptanmistir. Bu durum
maruziyet siiresi ile iligkilendirilebilir. Ciinkii 72 saatlik maruziyet grubunda HSP70’in
belirgin derecede artt1g1 10 ve 20 uM deney gruplarinda, SOD2 gen ekspresyonunda da

belirgin bir artig s6z konusudur.

HSP70’in mitokondriyal dis zar permeabilizasyonunu engelleyerek, sitokrom c
salimimini, dolayistyla intrinsik yolak olarak da bilinen mitokondriyal apoptozu
engelledigini gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir (Stankiewicz ve ark., 2005; Yang ve
ark., 2012). Calismamizda 72 saatlik 20 pM  maruziyette sitokrom c protein
ekspresyonunun azalmasi HSP70 ekspresyonunun artmasi ile iligkilendirilebilir, ancak
10 uM’da HSP70 ekspresyonunun artmasina karsin sitokrom c seviyesinde de anlamli
olmayan bir artig tespit edilmistir. Bu durum, 20 uM’daki HSP70 ekspresyonunun 10

puM’dan daha fazla olmasindan kaynaklanabilir.

Endoplasmik retikulumda stres yaratacak durumlarda, hiicreler bu strese adapte
olabilmak i¢in endoplasmik retikulumda katlanmamis protein yaniti olustururlar.
GRP94 de katlanmamis protein yanit1 boyunca aktive olan bir stres proteinidir (Argon
ve Simen 1999; Sozen ve ark.,, 2015). GRP94 ekspresyonunun artmasinin
kardiyomiyosit hiicrelerinde koruyucu etki olusturdugu saptanmistir (Minamino ve ark.,
2010). Calismamizda GRP94 ekspresyonunda 48 saatte deney gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir artis saptanmis ve 20 uM dozdaki bu artigin diger
konsantrasyonlardan daha az oldugu goriilmiistiir. 72 saatte ise bu artisin yok oldugu
gorilmektedir. Bu durumun, 72 saattlik maruziyet gruplarinda ve 48 saatlik 20 uM
Regorafenib maruziyetinde hiicrelerdeki stresin artmasindan ve artik stres ile basa

¢ikilamadig1 i¢in hiicrelerin apoptoza gitmesinden kaynaklandig: diisiiniilebilir.
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Hiicrelerde apoptoz, ekstrinsik ve intrisinik yolak olmak iizere 2 ana yolak
iizerinden gerceklesmektedir. intrinsik yolakta mitokondriler 6nemli rol oynamaktadir,
bu nedenle mitokondriyal yolak olarak da isimlendirilmektedir. intrinsik yolakta,
mitokondrilerden sitozole sitokrom ¢ salinimi sonrasinda, sitozolde sitokrom ¢ APAF-
1’e baglanir ve apoptozom olusur. Apoptozomda kaspaz 9 aktive edilir ve aktif kaspaz 9
kaspaz 3’u aktiflestirir (Jin ve El-Deiry, 2005). Sitokrom c¢ mitokondriyal yolak
tizerinden apoptozu indiiklemenin yan1 sira oksidatif fosforilasyonda da rol
oynamaktadir. Sitokrom ¢ kompleks III’ten kompleks IV’e elektron tasmimini
saglamaktadir. Ayrica kardiyovaskiiler hastaliklarda da énemli oldugu soylenmektedir.
Kardiyomiyopatinin kalp kasi hiicrelerinin apoptozu ile basladigi ve normal kalbe
kiyasla daha fazla kaspaz 3 ve sitokrom c eksprese ettigi belirtilmistir (Das, 2019).
Calismamizda sitokrom c¢ ekspresyonlarinda anlamli bir artis saptanamamistir. Buna
karsin apoptozda efektor kaspaz olarak bilenen kaspaz 3’iin 6ncii formu olan prokaspaz
3’ln azalmasi apoptoz ile iliskilendirilebilir. Calismamizda her iki maruziyet siiresinde
20 uM konsantrasyonda prokaspaz 3 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla anlamli
sekilde azaldigi saptanmistir. Bununa beraber 72 saatlik maruziyette 5 ve 10 uM
dozlarda da prokaspaz 3’te azalma saptanmig, ancak istatistiksel olarak anlamlilik

bulunamamastir.

Mitokondri membran potansiyelinin, mitokondrinin dis zar permeabilizasyonu
veya sitokrom c¢ salinimi igi gerekli olmadigi goriilmektedir. Mitokondri membran
potansiyeli, sitokrom c¢’nin sitozole salinmasindan sonra diizelebilir ve mitokondri ATP
tiretimini siirdiirebilir (Ow ve ark., 2008). Bu durum, apoptoz goriilen hiicrelerde neden
membran potansiyelinde asir1 bir bozulma gériilmedigini de agiklayabilir (Grimm ve
Brdiczka, 2007). Dolayisiyla, 72 saatlik, 20 uM maruziyet grubunda membran
potansiyelinde anlamli derecede bozulma goriilmesine ragmen, sitokrom ¢
ekspresyonlarinda anlamli bir artis saptanmamis olabilir. Ayrica fizyolojik sartlarda i¢
ve dis membranda bulunan tasiyicilar birbiri ile etkilesime girmez, ancak mitokondri
permeabilitesini etkileyen bir durum oldugu zaman birbiri ile etkilesime gecerek
mitokondriyal gegirgenlik porunun olusmasina ve sitokrom c salimmna neden olur
(Jeong ve Seol, 2008). Calismamizda Regorafenib 48 saatlik maruziyet sonucunda tiim
maruziyet dozlarinda sitokrom c ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan
artisa sebep olmustur. 72 saatlik maruziyet sonucunda 5 ve 10 uM dozlarinda anlamli

olmayan artma; 20 uM konsantrasyonda ise anlamli olmayan azalma goriilmiistiir. Bu
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dozda mitokondri membran potansiyelinde bozulma en fazla olmasina ragmen sitokrom
¢ protein seviyesinde azalma goriilmesi gegis poru olusturan proteinlerdeki bozukluktan

kaynaklanabilir.

Calismamizda sitokrom c seviyelerinde anlamli bir artis gériilmemesine ragmen
hem 48 saatlik hem de 72 saatlik maruziyetler sonucunda en yiiksek konsantrasyonda
prokaspaz 3 seviyelerinde anlamli derecede azalma gozlemlenmistir. Prokaspaz 3
seviyesinin azalmasi apoptotoz ile iliskilendirilmektedir (Faraone ve ark., 2009). Kalpte
sitokrom bagimli kaspaz aktivasyonu cesitli mekanizmalar tarafindan siki sekilde
kontrol altindadir. Kardiyomiyositlerde diisiik seviyede Apaf-1 eksprese edildigi ve
sitokrom bagimli kaspaz aktivasyonunu X’e bagli inhibitdr apoptoz proteini (XIAP) ile
sik1 sekilde kontrol altinda oldugu sdylenmistir. Bundan dolay1 sitokrom ¢ seviyesinin
artmasi kalpte apoptoz ile sonuglanmayabilir (Chiong ve ark., 2011). Calismamizda da
sitokrom ¢ protein ekspresyonunda belirgin degisiklik saptanmamistir. Bu nedenle en
yiiksek dozda goriilen apoptozun mitokondriyal yolaktan ziyade ekstrinsik yolak
tizerinden gerceklesmis olabililecegi diigiiniilebilir. Ayrica sitokrom ¢ ekspresyonundaki
azalma kas gii¢siizliigii ile iliskilendirilmistir (Barreto et al 2016). Calismamizda 72
saatlik maruziyet siiresini takiben sitokrom c ekspresyonunun azalmasi kardiyak kas
glicsiizliigiine isaret edebilir. Benzer sekilde Huot ve ark. 2019 tarafindan hayvanlar
lizerine yapilan c¢alismada sitokrom C seviyesinin, Regorafenib’e maruz birakilan
hayvanlarin kalp kasinda azaldigi gosterilmistir. Ayrica Regorafenib’in ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda apoptoz indiiksiyonuna sebep oldugu da gosterilmistir (Wu ve ark.,

2019; Chiang ve ark., 2019; Pan ve ark., 2019)

Sonug olarak, Regorafenib calisma kosullarinda kardiyomiyoblastik hiicre
hattinda antiproliferatif etki gostermis, hiicre i¢i ATP miktarinda ve mitokondri
membran potansiyelinde azalmaya neden olmustur. Mitokondri dinamiginde rol
oynayan genlerde genellikle en yiiksek dozda artis tespit edilmistir. Oksidatif
fosforilasyonda gorevli kompleks I ve V protein ekspresyonlarinda dzellikle 72 saatte
en yiiksek konsantrasyonda belirgin azalma saptanmistir. Mitokondriyal proteinlerden
UCP2 ve LONP1 ekspresyonlarinda maruziyet siiresi ve dozuna bagli olarak anlaml
olmayan degisimler tespit edilmistir. Ayrica mtDNA iceriginde 72 saatlik maruziyet
sonucunda belirgin azalma goriilmiistiir. Tim bu degisiklikler, = Regorafenib’in

kardiyomiyoblast hiicrelerinde mitokondri hasarina yol actigimi diistindiirmektedir.
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HSP70 ekspresyonunda 72 saatte en yiiksek iki dozda saptanan anlamli artig ise, uzun
slire maruziyette hiicrelerde yiiksek derecede stres olustugunun bir gostergesi olarak
kabul edilebilir. Prokaspaz 3 seviyelerinin her iki maruziyet siiresinde 6zellikle en
yiiksek konsantrasyonda belirgin sekilde azalmasi ise, kardiyomiyoblast hiicrelerin
apoptoza gittigini diisiindiirmektedir. Calismamizda H9¢2 hiicrelerinde 48 ve 72 saatlik
5 uM, 10 uM ve 20 puM Regorafenib maruziyeti sonucunda meydana gelen tiim
degisiklikler Sekil 5-1’de 6zetlenmistir.
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Maruziyet siiresi 48 saat 72 saat

Maruzivet konsantrasyonu 5 pM 10 pM | 20 pM ST 10 pM | 20 pM

Tripan mavisi sitotolisisite
testi

LDH sitotoksisite testi - - - - - -

?::1;'[ hiicre prolifereasyon l l ll ll
Hiicre ici ATP miktar: ll ll ll ll ll ll

Mitokondri membran l
potansiyeli

Gen ekspresyonunda mevdana gelen degisiklikler

FIs1 - pmn
DRPI - -t
MEN1 - - ] -
MEN2 - - | - | |
OPAl - - I . | _

S0D2 - - II - I' II

Protein elkspresyonunda mevdana gelen degisikler

Mitekendriyal kompleksler

KompleksI - - - - - l

KompleksIT - - - - - -

KompleksIIT - - - - - -

KompleksIT - - - - - -

Kompleks V' - - - - - l

UcP2 - - - - - -

LONFI - - - - - -

Sirokrom ¢ - - - - - -

HSP70 - - - - l I

GRP94 - - - - - -

Prokaspaz 3 - - l - - l

miDNA icerigi l ll ll

Sekil 5-1: H9c2 hiicrelerinde 48 ve 72 saatlik maruziyet sonucu meydana gelen
degisiklikler

1.0 p<00s; 1. 1] <0001
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