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OZET

Arict, M. (2020). Gut Hastaliginda Kullanilan Lesinurad’in Kardiyotoksik Etki
Potansiyeli ve Mekanizmasinin Aydinlatilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii. Farmasétik Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Gut, artan serum {irik asit seviyesi ve buna bagli olarak monosodyum {irat
kristallerinin eklem i¢i ve ¢evre bag dokuda birikmesiyle ortaya ¢ikan metabolik bir
hastaliktir. Hastaligin prevelansi; komorbidite insidansinin artig gostermesi, yasam tarzi
faktorleri, cinsiyet, yas ve iirat diisliriicii tedavinin yetersiz kalmasi gibi etkenlere bagh
olarak artma egilimindedir. Tekrarlayan akut ataklarin ve hiperiiriseminin tedavi
edilmemesi sonucunda kronik gut tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Lesinurad 2015 yilinda
FDA tarafindan kabul edilen ve kronik gut tedavisinde ksantin oksidaz inhibitorleri ile
hedeflenen serum frik asit seviyesine ulasilamadigi zaman bir ksantin oksidaz
inhibitorii ile kombinasyon tedavi seklinde uygulanan bir irikoziriktir. FDA,
lesinuradin kullanimu ile ilgili kardiyovaskiiler advers etkilerin gozlemlendigini fakat
bunun altinda yatan sebepler hakkinda nedensel bir iligski kurulamadigini rapor etmistir.
Yapilan faz Il ¢alismalart kapsaminda kardiyak bulgularin ortaya ¢iktig1 tespit edilmis,
ancak, lesinuradin kardiyovaskiiler sistem {izerine toksik etkilerin mekanizmalari heniiz
tam olarak aydinlatilamamustir. Literatiirde lesinurad ile ilgili verilerin azlig1 sebebi ile
konu hakkindaki eksikligi gidermede yararli olacagina inanilarak planlanan tez
projesinde, iirikoziirik ilag grubuna ait olan lesinuradin in vitro kosullarda hiicre kiiltiirti
ortaminda kalp hiicre dizisi iizerine toksik etki potansiyeli ve toksisiteye sebep olan
mekanizmalar aragtirilmigtir. Elde edilen verilere gore, lesinuradin 0,845 M dozunda
kalp hiicresini Oliime gotiirdligli, hiicre olimiinde reaktif oksijen tiirevlerinin ve
apoptozun rol oynamadigi, kardiyak protein diizeylerini etkileyecek bir mekanizmanin
etkili olmadigi, glutatyon seviyelerinin doza bagl azaldig: tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglarin literatiire katki saglamasmin yaninda mekanik, morfolojik ve yapisal
arastirmalar {izerine yapilacak kardiyotoksisite ¢alismalar1 i¢in bir kaynak olusturmasi

beklenmektedir.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 33628

Anahtar Kelimeler: Lesinurad, Gut, Kardiyotoksisite, Oksidatif hasar, Apoptotik hasar
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ABSTRACT

Arici, M. (2020). Investigation of Cardiotoxic Effect Potential and Mechanism of
Lesinurad used in Gout Disease. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Toxicology. Doctoral Thesis. Istanbul.

Gout is a metabolic disease that is caused by an increased serum uric acid level
and accumulation of monosodium urate crystals in the intra-articular and surrounding
connective tissue. The prevalence of the disease tends to increase due to rise of
incidence of comorbidity, factors such as lifestyle factors, gender, age and inadequate
urate-lowering therapy. Chronic gout occurs as a result of not treating recurrent acute
attacks and hyperuricemia. Lesinurad is a uricosuric approved by FDA in 2015 and
administered in combination therapy with a xanthine oxidase inhibitor when the
targeted serum uric acid level with xanthine oxidase inhibitors cannot be reached in the
treatment of chronic gout. FDA reported that cardiovascular adverse effects related to
the use of lesinurad have been observed, but that a causal relationship cannot be
established about the underlying causes. It determined that cardiac findings emerged
within the scope of the phase 11l studies, however the toxic effects of lesinurad on the
heart and the mechanisms of cardiovascular adverse effects have not been fully
elucidated yet. Due to the inadequacy of data on lesinurad in the literature, the thesis
project, which was planned to be useful in eliminating the deficiency on the subject,
investigated the toxic effect potential of lesinurad, which belongs to the uricosuric drug
group, on the heart cell line in in vitro conditions and the mechanisms that cause
toxicity. According to the data obtained, it has been determined that lesinurad causes
death of heart cells at a dose of 0,845 M, reactive oxygen derivatives and apoptosis do
not play a role in the cell death, a mechanism that affect cardiac protein levels is not
effective, glutathione levels decrease depending on the dose. It is expected that the
obtained results will contribute to the literature as well as constitute a source for
cardiotoxicity studies to be conducted on mechanical, morphological and structural

investigations.

Key words: Lesinurad, Gout, Cardiotoxicity, Oxidative damage, Apoptotic damage

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 33628
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1. GIRIS VE AMAC

Gut hastaligi, hiperiirisemiye ikincil olarak monosodyum {irat kristallerinin
eklem i¢inde ve ¢evre bag dokuda birikmesi sonucu ortaya ¢ikan tekrarlayici akut artrit
ataklar ile karakterize, metabolik bir hastaliktir. Hiperiirisemi ve tekrarlayan akut artrit
tedavi edilmez ise iirat kristallerinin birikimine bagli olarak kronik tofiislii gut tablosu
ortaya c¢ikmaktadir. Diyet, yasam tarzi, tedavi hedefleri ve es zamanli seyreden
hastaliklarin yonetimi tekrarlayic1 ataklarda onerilen en temel terapotik Onlemdir.
Tekrarlayan gut ataklarinin 6nlenmesi ve kronik gut hastaliginin tedavisinin ilk secenegi
ksantin oksidaz inhibitorleridir. Ikinci tedavi secenegi olarak iirikoziirikler tercih
edilmektedir. Urikoziirikler, bir ksantin oksidaz inhibitérii ile kombinasyon tedavi

seklinde uygulanir.

Lesinurad, 2015 yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi (U.S. Food and Drug
Administration, FDA) tarafindan kabul edilen kronik gut hastalarinda hiperiirisemi
tedavisi i¢in kullanilan bir trikoziiriktir. Ksantin oksidaz inhibitorleri ile amaglanan
serum {irik asit degerlerine ulasilamadigi zaman bir ksandin oksidaz inhibitori ile
kombinasyon tedavi seklinde uygulanmaktadir. FDA, lesinuradin kullanimi ile ilgili
major kardiyovaskiiler advers etkilerin gozlemlendigi klinik verilerle belgelenmis,
fakat, altinda yatan sebepler hakkinda nedensel bir iliski kurulamadigini rapor etmistir.
Literatiirde  verilerin yetersiz olmast lesinurad ile ilgili yapilacak aragtirmalarin
konudaki eksikligi gidermede yararli olacagina inanilmaktadir. “Gut Hastaliginda
Kullanilan Lesinurad’in  Kardiyotoksik Etki Potansiyeli ve Mekanizmasinin
Aydinlatilmas1” baglikli tez ¢alismasinin tirikoziirik ila¢ grubuna ait lesinuradin in vitro
kosullarda kalp hiicre dizisi iizerine toksik etki potansiyelini ve toksisiteye sebep olan

mekanizmalar1 tanimlamada etkili olmas1 beklenmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Gut Hastalig Tle Tlgili Bilgiler

Gut hastaliginin tanimlanmasi ¢ok eski tarihe dayanmaktadir. ilk kez Misirlilar
tarafindan M.O. 2640 yilinda birinci metatarsofaringial eklem artriti anlamina gelen
podogra olarak isimlendirilmistir. M.O. 5. yiizyilda Hipokrat tarafindan “yiiriitiilemeyen
hastalik” olarak tanimlanan bu durumun, alkol tiiketimi ve asir1 beslenmeye bagli olarak
ortaya ¢iktigi kabul edilmis ve “kral hastaligi” olarak ifade edilmistir (Nuki ve Simkin,
2006). Gut hastaligi prevelansi kadin ve erkeklerde farklilik gostermekle beraber
yaklagik olarak 1-28/1000 oranindadir (Tetik ve ark. 2012).

Gut hastaligi, hiperiirisemiye ikincil olarak monosodyum iirat (MSU)
kristallerinin eklem i¢inde ve ¢evre bag dokuda birikmesi sonucu ortaya ¢ikan
tekrarlayict akut artrit ataklari ile karakterize metabolik bir hastaliktir (Richette ve
Bardin, 2010). Ortaya ¢ikan hiperiirisemi ve tekrarlayan akut artriti tedavi edilmez ise,
tirat kristallerinin birikimi sonucu kronik tofiislii gut tablosu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil
2-1). Bu durum o6ncelikle birinci metatarsofaringial eklemi etkilemektedir. Ayrica, tirat
kristalleri her iki dirsekte, el ve ayak bileklerinde, her iki dizde ve parmaklarin dorsal
yiizeylerinde de birikerek tofiise sebep olabilmektedir. Eklemler zaman igerisinde geri
doniigsiiz olarak hasar gorerek kronik agri ve engellilik diizeyinde eklem

deformasyonlar1 goriilebilmektedir (Ning ve Keenan, 2010; Hainer ve ark., 2014).

i
L

Sekil 2-1: Kronik tofiislii gut (Bayraktar 2010; Khanna ve ark. 2012)
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Urik asit, 168 Da molekiil kiitlesi ile heterosiklik yapida organik bir bilesiktir ve
insanlarda piirin metabolizmasinin son triiniidiir (Sekil 2-2). Piirin mekanizmasi DNA
ve RNA sentezi agisindan onemlidir. Urik asitin olusmasina kadar gecen katabolik
asamalarda, hipoksin ve ksantin olusur. Ksantin de ksantin oksidaz enzimi araciligi ile
iirik asite donisiir (Choi & Gout, 2008; Maiuolo ve ark. 2016). Urik asit, viicuttan tuz
formu olan iirat seklinde atilir. Urik asidin serum konsantrasyonu aralig1 kadinlarda 1,5
— 6 mg/dL; erkeklerde ise 2,5-7,0 mg/dL’dir. Urik asidin serum konsatrasyonu yaklasik
olarak 6,8 mg/dL’nin iizerinde oldugunda MSU kristalleri olusarak hiperiirisemi
gelismeye baslar (Maiuolo ve ark. 2016). Urik asit, hiicre dis1 sivinin daha yiiksek
sodyum seviyesine sahip olmasindan dolayr MSU kristalleri seklinde bulunur. Bu
sayede iirat iyonu normalde daha yiiksek ¢oziiniirliige sahipken, daha az ¢oziintirliige
sahip bir forma doniismiis olur. Normal sartlarda iirik asitin viicutta yapimi ve atilimi
denge halinde gergeklesir. Bobrekler iirik asitin yaklasik 2/3’sinin, ince bagirsak da
yaklagik 1/3’inin atilimin1 gergeklestirir. Hiperiirisemi tablosu da {irat iiretiminin
artmasi1 veya iirat atillmimnin azalmasi veya her iki mekanizma neticesinde ortaya
cikmaktadir (McLean ve Becker 2011, Kaynak: Inan 2017 p. 7; Burns ve Wortman
2014, Kaynak: Inan 2017 p. 7; Maiuolo ve ark. 2016).
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Sekil 2-2: Urik asit olusumu (Kaya 2013)

2.1.1. Gut Hastaligimn Klinik Ozellikleri

Gut artriti asemptomatik hiperiirisemi, akut gut artriti, interkritik gut artriti ve
kronik gut artriti olarak 4 evre seklinde seyreder. Ilk evre olan asemptomatik
hiperiirisemi, sik karsilagilan bir laboratuvar sonucu olmasinin yaninda 6énemli bir risk
faktoriidiir. Serum iirik asit konsantrasyonunun yiikselisi devam ettigi siirece
nefrolityazis ve akut gut artritin meydana gelme ihtimali artmaktadir (Wortman 2009;
Burns ve Wortman 2014, Kaynak: Inan 2017 p. 9).

Hastalikta en sik karsilasilan klinik evre, akut gut artritidir. Kizariklik, sislik, 1s1
artistyla beraber siddetli agri goriilmesi, akut gut artritinde tutulan eklemdeki

belirtilerdir. Ik ataklar yaklasik %92’sinde monoartikiiler baslar ve ayakbas parmag
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tutulumunda sonra ayak bilegi, diz eklemleri, topuz ve parmaklari da tutabilir. ilk
gelisen atakta goriilen agri, maksimum siddete 12-24 saat aralifinda ulasir ve

cogunlukla 3-10 giin arasinda kendiliginden iyilesir (Choi ve ark. 2015).

Interkritik gut evresi gut artrit ataklari arasinda kalan uzun bir dénemi
kapsamaktadir. Bazi hastalarin ikinci bir atagi gegirmedigi goriilse de, ¢ogu hastalarda
6- 48 ay arasinda yeni bir atak gegirdikleri goriilmektedir. Genel olarak ilk ataklar tek
bir eklemde tutulum gosterse de, ikinci ve diger tekrarlanan ataklarda birden fazla

eklemde tutulum goriilmektedir (Gutman 1959).

Hiperiirisemi ve tekrarlayan gut artrititi dogru bir sekilde tedavi edilmez ve
bunlarin altinda yatan sebeplere miidahale edilmez ise kronik toflis gelisebilir. Tofiisle
seyreden gut, hiperiirisemi ve kronik inflamasyon kaynakli eklemlerde iirik asit birikimi
ve c¢ogunlukla buralarda asindirici degisimler ile Kkarakterizedir. Kronik gut artiriti
goriilen hastalarin yaklasik 1/3’inin ayak bagparmaginda, kulak kepgeleri, dirsekler ve
asil tendonlarinda, parmak eklemi ve diz gevrelerinde, pre-patellar bursalarda tofiis
gelisimi goriiliir (Gutman 1958; Schumacher & Chen 2013, Kaynak: Inan 2017 p. 11;
Burns ve Wortman 2014, Kaynak: Inan 2017 p. 11).

2.1.2. Hiperiirisemi ve Gut Hastahigina Sebep Olan Risk Faktorleri

Yas ve cinsiyet: Gut hastaligi prevalansi yasa bagli olarak artma egilimi
gostermektedir. Ayrica, yasa bagli olarak ortaya c¢ikan metabolik sendrom,
hipertansiyon gibi hastaliklar ve bu hastaliklarin tedavileri (tiazin diiiretikleri vb.)
prevalansi daha da artirmaktadir (Tykarski 1991; Rathmann ve ark. 1998). Hiperiirisemi
ve gut hastaligi prevelansi her iki cinsiyette de artmasina ragmen, 65 yasindan daha
geng erkek hastalarda kadinlara kiyasla 4 kat daha yiiksektir (Wallace ve ark. 2004).
Bununla birlikte, menopozla beraber dstrojenin iirikoziirik etkisinin kaybr ile yaslilarda
gut hastalig1 esit bir cinsiyet dagilimina gelmektedir. Ostrojen tedavisinin azalmasi ile

kadin hastalarda gut hastaligi prevalansi artabilmektedir (Saag & Choi, 2006).

Diyet ve alkol tiiketimi: Kirmizi et ve deniz iriinleri gibi piirin yoniinden zengin
yiyeceklerin ve yiiksek fruktoz misir surubu ile tatlandirilmis igegeklerin tiiketilmesi ve
ayrica yiksek yagh diyetle beslenme gut hastaliginin 6nemli risk faktorleri arasindadir.
Piirin yoniinden zengin sebzelerin tiiketilmesi hiperiirisemi ve gut hastalig1 agisindan bir
risk olusturmamaktadir (Tetik ve ark. 2012; Hainer ve ark. 2014). Ozellikle bira gibi

plirin yoniinden zengin alkolik ige¢eklerin tiiketilmesi hiperiirisemi riskini artirmaktadir.
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Yapilan bir Ulusal Beslenme ve Saglik Arastirmasi (National Health and Nutrition
Examination Survey, NHANES)’nda bira, likdr ve viski alim ile, bireylerin serum iirik
asit seviyeleri arasindaki iliski degerlendirilmistir. Sonug olarak, bira ve likoriin serum
tirik asit seviyesini yiikselttigi, viskinin ise serum {iirik asit seviyesine boyle bir etkisinin

olmadigi bulunmustur (Choi & Curhan, 2004).

Serum girat: Serum {irat seviyesi gut i¢in en onemli risk faktoriidiir. Baslangig
serum {lrat diizeyleri >9 mg/dL olanlarda, 6 yillik bir siire boyunca kiimiilatif gut
insidans1 %22 olarak bulunmustur. Serum {irat diizeyleri <7,0 mg/dL ve 7,0-8,9 mg/dL
olan hastalar arasinda yillik gut insidansi sirasiyla %0,5 ve 0,1'dir (Campion ve ark.
1987).

Obezite: Obezite 6nemli bir halk sagligi problemidir. Diger diinya iilkelerinde
oldugu gibi Tiirkiye’de de obezite prevelansi giin gectikce artmaktadir. Toplumumuzda
yetiskin bazinda obezite yaklasik olarak %30 oranindadir (https://hsgm.saglik.gov.tr,
2017). Viicut kitle indeksi (BMI), gut ile dnemli 6lgiide iliskilidir. BMI oran1 23-24,9
kg/m? olanlarda yasa gore nispi gut riski 1,40; 25-29,9 kg/m? olanlarda 2.35; 30-34,5

kg/m? olanlarda ise 3,26 seklindedir (Choi ve ark. 2005). Ayrica, obezite hem iiratin
bobreklerden atilimini azaltip hem de iirat olusumunu artirarak serum iirat seviyesini

yiikseltmektedir (Dessein ve ark. 2000).

Haclar: Cesitli tedavilerde kullanilan bazi ilaglar gut igin risk olusturmaktadir.
Tiyazid diiiretikler, aspirin ve organ transplantasyonunda kullanilan bazi ilaglar
hiperiirisemi ve gut ile iligkilidir. Kardiyovakiiler hastaliklar i¢in yiiksek risk tasiyan
bireyler ¢cogunlukla aspirin tiiketmektedirler. Diisiik doz aspirin (1-2 g/giin) trik asit
birikimine sebep olurken, yiiksek doz aspirin ise (>3 g/giin) irikozirik etki
gosternektedir (Gutman 1959; Bayraktar 2010). Transplantasyon hastalarinda kullanilan
siklosporin, tiibiiler iirik asit sekresyonunu azaltarak ve glomeriilar filtrasyon hizinm
inhibe ederek {iirik asit seviyesini artirmaktadir. Ayrica, immiinsupresif bir ajan olan
takrolimus da bobrekte glomertiiler filtrasyon hizini etki ederek iirik asit seviyesini

artirmaktadir (Hollander ve ark. 1995; Pilmore ve ark. 2001).

2.1.3. Gut Hastahginin Tedavisi
Gut hastaligi tedavisindeki temel amag; akut gut ataginin en hizli sekilde
atlatilmasi, atak ve atesin tekrarlanmasinin niine gecilmesi, agrinin azaltilmasi, MSU

kristallerinin eklem, bobrek, ¢evre ve diger dokularda birikiminin dnlenmesi, artmis
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serum irik asit seviyelerinin normal degerlere diisliriilmesidir (Demir 2011). Ayrica,
pilirinden zengin olmayan diyet, kilo kontroliiniin saglanmasi, alkol aliminin ve serum
lirat seviyesinin artigina sebep olan bazi ilaglarin kullannminin kisitlanmasi gibi
degistirilebilir risk faktorlerinin ortadan kaldirimasi serum {irik asit diizeyinde yaklasik

olarak 1 mg/dL diisiise sebep olabilir (Dessein ve ark. 2000; Fam 2002).

Asemptomatik hiperiirisemi saptanmasi durumunda hiperiirisemi ile ortaya ¢gikan
komplikasyon ve hastaligin altinda yatan sebepler, varsa patolojiler, arastirilir ve
genellikle serum {irik asit seviyesi kadinlar 10 mg/dL, erkeklerde 13 mg/dL’nin

tizerinde olmas1 durumda {irik asit diisiirticii tedavi onerilir (Dincer ve ark. 2002).

Akut gut ataklarinin 6nlenmesinde sistemik ve intra-artikiiler glukokortikoidler,
non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII), kolsisin, Interlokin-1 (IL-1) reseptor
blokeri gibi ajanlar kullanilmaktadir (Terkeltaub 2010; Sundy 2010; Neogi 2011).

Hipertirisemi, tekrarlayici gut ataklarinin ve kronik tofiis olusumunun 6nlenmesi
icin verilen ilaclar mekanizmalarina gore 3 kategoriye ayrilmistir: iirik asit yapimini
azaltan ilaglar (ksantin oksidaz inhibitorleri; XOI), tirik asit atilumini artiran ilaglar
(lirikoztirikler) ve enzimatik yolla iirik asit atilimimi saglayan {irikazlar. Terapotik
etkinin goriilebilmesi i¢in bu ilaglarin uzun siireli kullanilmasi 6nerilmektedir (Khanna

ve ark. 2012; Becker ve Perez-Ruiz 2020).

Diyet, yasam tarzi, tedavi hedefleri ve es zamanli seyreden hastaliklarin
yonetimi tekrarlayici ataklarda oOnerilen en temel terapotik onlemdir. Tekrarlayici gut
ataklar1 ve kronik tofiis olusumu tedavisinde Onerilen ilk segenek ksantin oksidaz
inhibitorlerinden olan allopurinol ya da febuksostattir. Urik asit seviyesinin
distiriilmesine yonelik bu tedavi, ksantin oksidaz enzimini inhibe ettigi i¢in ksantin ve
hipoksantin konsantrasyonlarini yiikseltir (Khanna ve ark. 2012; Hainer ve ark. 2014;
Inan 2017). Allopurinoliin baslangig dozu 100 mg/giin’ii gegmemeli ve hatta ciddi
kronik bobrek rahatsizligi olan hastalarda daha diisiik doz ile baglanmas1 onerilmektedir.
Tedaviden oOnce ciddi hipersensitive cilt reaksiyonlarmma karst genetik test
onerilmektedir. Ayrica, hastada ksantin oksidaz enzimi ile metabolize edilen ila¢ veya
ilaglarin kullanim1 s6z konusu ise gerekli onlemler alinmalidir (Hainer ve ark. 2014;
Inan 2017). Febuksostat, allopurinole alternatif olarak 2019 yilinda FDA’den onay alan
ve piirin olmayan bir ksantin oksidaz inhibitoriidiir. Gut alevlenmelerinin sikligini

azaltmada ve serum irik asit seviyelerini diisirmede allopurinoliin 300 mg/giin’lik
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dozu kadar etkili degildir (Hair ve ark. 2008; Hainer ve ark. 2014). Probenesid, iirik asit
attlmini artiran iirikoziirik kategorisine ait bir ilagtir. ilag etkilesimlerinden dolay:
tekrarlayan gut ataklarimi azaltmada ikinci tedavi se¢enegi olarak kullanilir. Mevcut
durumda kullanilan ilag, serum firik asit diizeyini hedef seviyelere diistiremediginde
probenesid, allopurinol ya da febuksostat ile kombinasyon tedavi seklinde uygulanir
(Khanna ve ark. 2012). Peglotikaz ise 2010 yilinda FDA tarafindan onaylanan iirik
asitin daha ¢0ziliniir bir formu olan allantoin yapiminda katalizoér olarak kullanilan bir

enzimdir. Tedavide kullanilan ti¢iincii se¢enektir (Hainer ve ark. 2014).

2.1.3.1. Lesinurad

Lesinurad (Ticari ismi: Zurampic, CAS No: 878672-00-5; molekiiler formiilii:
C17-H14-Br-N3-0,-S), 2015 yilinda FDA tarafindan kabul edilen, tablet seklinde oral
yolla alinan ve giintimiizde kronik gut hastalarinda hiperiirisemi tedavisi i¢in kullanilan
bir iirik asit transporter-1 (URAT-1) inhibitoriidiir. Ksantin oksidaz inhibitorleri ile
amaglanan serum irik asit degerlerine ulasilamadigi zaman bir ksandin oksidaz
inhibitori ile giinde 2 kez 200 mg kombinasyon tedavi seklinde uygulanir (FDA, 2016;
Livertox.nih.gov, 2019).
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Sekil 2-3: Lesinuradin molekiil yapis1 (Livertox.nih.gov, 2019)

Lesinurad, gut tedavisindeki en yeni lrikoziirik ilagtir. Fakat, 1960’larda bir
ksantin oksidaz inhibitorii olan allopurinoliin kullanilmasindan bu yana, irikoziirik
ilaglar yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bunun nedeni, ¢ok sayida ilag etkilesimi ve

yan etki ile iligkili olmasidir (Dean 2019).
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Diger iirikoziirik ilaglar gibi, lesinurad iirik asitin bobrekte reabsorbsiyonuna
aracilik eden URAT-1’1 ve diiiretik ilag kullanimina bagli hiperiirisemi ile iliskili
organik anyon tasiyict 4’i (OAT4) inhibe eder. Fakat probenesidin aksine, OAT1 ve
OAT?2’yi inhibe etmedigi i¢in lesinurad kullanimi ile daha az ilag etkilesimi ve yan etki
goriilebilmektedir (Soskind ve ark. 2017).

Yiiksek oranda albiimine baglanan lesinurad, %100 biyoyararlanima sahiptir ve
1-4 saat iginde Cmax (Maksimumum Kkonsantrasyon)a ulasir. Yarilanma omrii yaklasik
olarak 5 saattir ve toplam klirens 6 L/saat’dir. Ilag agirlikli olarak CYP2C9 ile
metabolize olmaktadir. CYP2C9 genetik polimofizme sahip oldugundan dolay1r bu
enzim igin yavas metabolizor olan hastalar daha yiiksek konsantrasyonda lesinurad

almak zorunda kalacaklardir (Fleischman ve ark. 2014).

Lesinurad tedavisi; kreatinin seviyesinde artig, reversibl nefrolityazis (bobrek
taglar1), tirolityazis (iiriner kanal veya mesane taslar1) ve giinliikk dozun 400 mg’in
tizerine ¢ikilmasi durumunda bobrek yetmezligi gibi advers etkilerle iliskilidir. Ayrica,
FDA, bu ilacin kullanimi ile ilgili olarak miyokard enfarktiisii gibi major
kardiyovaskiiler yan etkilerinin gézlemlendigini fakat altinda yatan sebepler hakkinda

nedensel bir iligski kurulamadigini rapor etmistir (FDA 2016; Pascart & Richette, 2017).

2.2. Ksenobiyotik Toksisitesinde Kullanilan Bashica In Vitro Yontemler

In vitro test sistemleri, toksik etki potansiyeli arastirilan kimyasal maddelerin
degerlendirilmesi agisindan gliniimiizde 6nemli bir yer tutmaktadir. Hiicresel ve
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilabilmesi, hiicre hasar1 tespiti i¢in imkan tanimasi,
tekrarlanabilirligin yiiksek olmasi, herhangi bir etik kurul onayi gerektirmemesi,
ekonomik agidan daha ucuz ve ulasilabilir olmasi; hayvan deneylerine alternatif olarak
ve gerekli hayvan deneyleri i¢cin doz ve diger temel bilgileri belirlemek amaciyla
kullanilan in vitro hiicre kiltiirii ¢alismalarina duyulan ilgiyi artirmaktadir (Zucco ve

ark. 1998; Tokur & Aksoy, 2017).

Hiicreler, dokudan uygun tekniklerle ayristirildiktan sonra uygun kosullarda
cogaltilirlar ve primer kiiltiir halini alirlar. Bu agamadan sonra hiicrelerin pasaj teknigi
uygulanarak taze ve uygun bir besiyeri ile kiiltiir kabinda alt kiiltiire alinmasi gerekir
(Freshney 1994). Hiicre kiiltiirleri, cogu zaman hiicreler analiz igin yeterli sayida hiicre

elde etmek {lizere giinler veya haftalar boyunca kiiltiirde biiyiitiilebilir. Uzun siireli
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kiiltiirde kontaminasyonu ve hiicre hatlarinin kaybin1 6nlemek icin hiicrelerin bakimi

aseptik teknige bagli kalmay1 gerektirmektedir (Phelan & May, 2015).

2.2.1. Sitotoksik Hasar Olusturma Potansiyelinin Tespiti

Cesitli methodlarin gelistirilmesi ve bu methodlarin in vivo toksisite ile olan
korelasyonu, toksikoloji laboratuvarlarinda yapilan hayvan deneylerine alternatif olarak
hiicre temelli deneylerin uygulanmasini artirmaktadir. Hiicre canliligin1 6l¢gmenin ya da
uygulanan herhangi bir maruziyetin sonunda in vitro sitotoksisite potansiyelini
belirlemenin ¢esitli yontemleri vardir. In vitro toksisite testlerinin temel amaci, ilag ve
diger bilesiklerin oncelikle genel sitotoksisite profillerini belirlemektir (Zucco ve ark.
1998; Riss & Moravec 2004).

Hiicre canlilig1 belirli bir popiilasyon i¢cinde yasayan hiicrelerin miktar1 olarak
tanimlanir ve hiicre proliferasyonunu belirlemek ilag veya diger ksenobiyotiklere karsi
hiicrenin yasam ya da Olimiiniin belirlenmesinde onemli bir gosterge kabul edilir.
Hiicre sitotoksisitesi ve proliferasyon deneyleri, temel olarak hiicrelerin ilaca ya da
herhangi bir kimyasal ajana karsi tepkisini saptamak i¢in uygulanmaktadir (Adan ve
ark. 2016).

Ksenobiyotikler hiicre canliligini ve metabolizmasini etkileyebilirler. Bu ajanlar
hiicre membran hasari, protein sentezi inhibisyonu, reseptorlere geri doniigsiiz olarak
baglanma, enzimatik reaksiyonlar gibi mekanizmalar aracilifiyla hiicreler iizerinde
toksisiteye sebep olabilir. Hiicre membran gegirgenligi, boya alimi, metabolik
aktiviteler, enzim salinimi, hiicre adheransi, ATP ve koenzim iiretimi, DNA sentezi gibi
cesitli hiicresel fonksiyonlarla ilgili olarak sitotoksiste ve proliferasyonu belirlemek igin
farkli metotlar uygulanmaktadir (Ishiyama ve ark. 1996; Adan ve ark. 2016; Aslantiirk
2018). Sitotoksisite saptamak i¢in kullanilan yontemler; boya alimi, Kolorimetrik,

florometrik ve luminometrik testler olarak siniflandirilir (Aslantiirk 2018).

Bir hiicre popiilasyonundaki canli hiicre oran1 bir ¢ok yontemle belirlenebilir. Bu
yontemlerden en kolay ve daha sik kullanilan1 boya alimi testleridir (Aslantiirk 2018).
Boya alimi testleri, canli hiicrelerin bozulmamis membranlari molekiillerin gecisinde
secici oldugundan dolay1r canli hiicreler tarafindan reddedilen fakat O©li hiicreler
tarafindan iceri alman farkli boyalarin kullanilmasi esasina dayanir. Tripan mavisi,
sadece hasarli membranlardan ve Olii hiicreler tarafindan absorbe edilen ve siklikla

kullanilan bir boyadir (Strober 1997). Belirli kosullar altinda canli hiicrelerin sayisini
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ve/veya hiicre proliferasyon oranlarini karsilastirmak amaciyla uygulanir. Tripan mavisi
siklikla laboratuvarlarda mikroskop altinda hiicre sayimi i¢in kullanilmaktadir. Boyanin
uygulanmasindan sonra 6lii hiicreler maviye donerken canli hiicrelerde herhangi bir

renk degisimi gozlenmez (Tennat 1964).

Kolorimetrik testler, hiicrelerin metabolik aktivitesinin degerlendirmek igin
biyokimyasal bir gostergenin Ol¢iilmesi esasina dayanir. Kolorimetrik testlerde
kullanilan spesifik reaktifler hiicrelerin canliligina yanit olarak renk degisimi gosterir ve
spektrofotometre ile hiicre canliliginin kolorimetrik 6l¢iimiine olanak saglar. Adherent
ya da siispanse hiicre hatlar1 i¢in uygun olan bu testler kolay bir sekilde uygulanabilir ve

ekonomiktir (Prabst ve ark. 2017).

Belirli bir hiicre popiilasyonunda canliligi saptamak amaciyla 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-karboksimethoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis(2-metoksi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) ve 4-(3-(4-iyodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolyo)-1,3-benzen disulfonat (WST-1) tetrazolyum bilesikleri
kullanilir (Riss ve ark. 2016) Kolorimetrik testler arasinda hiicre canliligi ya da
sitotoksisiteyi degerlendirmek igin kullanilan en yaygin tetrazolyum bilesigi MTT dir.
Bu test esas olarak siiksinat dehidrojenaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktivitesini
Olcerek hiicrelerin mitokondriyal fonksiyonunun belirlenmesi araciligiyla hiicre
canliligint saptama esasina dayanir. Bu testte MTT, nikotinamid adenin diniikleotid
(NADH) araciligr ile mor renk alarak formazana indirgenir ve spektrofotometrede 590

nm dalga boyunda 6l¢iiliir (Mosmann 1983; Stone ve ark. 2009).

MTT testi farkli durum ve konsantrasyonlar altinda farkli ajanlarin sitotoksik
etkilerini tespit amaciyla ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, MTT testiyle
kullanilan kontrol grubun canliligi ve ksenobiyotik uygulanan grup ile karsilastirmali
olarak uygulanan ksenobiyotiklerin 1Cso (%50 maksimum inhibisyon konsantrasyonu)

degerini hesaplamak miimkiindiir (Berridge ve ark. 2005).

Laktat dehidrojenaz (LDH) sitotoksisite testi de kolorimetrik yontemlerden
biridir. LDH apoptotik veya nekrotik hiicrelerin membran hasarlarindan dolay1
extraseliiler hiicre ortamina Sizan ve hemen hemen her hiicrede bulunan sitoplazmik bir
enzimdir. LDH aktivitesi farkli ajanlarin ya da ¢evresel faktorlerin sitotoksik etkilerini

belirlemek amaciyla 6lgiilebilir. LDH testi iki basamakli bir prosediirden olugsmaktadir.
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[k basamakta, LDH, NAD+’1m NADH’a rediiksiyonu ile laktatin piriivata doniisiimiinii
katalizler. Ikinci basamakta ise, olusan NADH’m kullanimi ile bir tetrazolyum tuzu
kirmiz1 bir formazana {irtiniine doniistiiriiliir ve tetrazolyum tuzu spekrofotometrede
490-520 nm dalga boyunda olgiiliir (Wolterbeek ve van deer Meer 2005; Sumantran
2011; Adan ve ark. 2016).

2.2.2. Apoptotik ve Nekrotik Hasar Olusturma Potansiyelinin Tespiti

Apoptozis Yunanca’da sonbaharda yaprak dokiimii anlamia gelen ve birgok
genle iliskili aktif bir sistem olup, nekrozdan farkli bir 6liim ¢esidi olarak ilk kez 1972
yilinda ifade edilmistir (Kerr ve ark. 1972; Ozvaran 2004). Apoptoz, organizmada
islevini yitirerek kendisi icin tehlikeli olabilecek veya hasar gormiis hiicrelerin
programli 6liimiinii tanimlayan fizyolojik bir siiregtir. Viicudumuzdaki her hiicre belli
bir siire yasar, cogalir, farklilasir ve 6liir. Organizmadaki bu siire¢ bir denge halindedir.
Bu dengenin bozulmasi bir¢ok hastaliginin patofizyolojisinde 6nemli bir yer tutmaktadir
(Aksit ve Bildik, 2008). Apoptoz genler tarafindan kontrolii ve enerji kullanilmasin
gerektiren, enflamasyon ile sonuglanmayan bir siiregtir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
Apoptozda temel morfolojik degisim, nukleusun yogunlasmasi ve ardindan kiiciik
parcalara ayrilmasidir. Nukleusu parcalara ayrilan hiicrede apoptotik cisimcikler olusur,
hiicre organelleri kaybolur, sitoplama biiziiliir ve hiicreler birka¢ dakika (dKk.) igerisinde
hacimlerinin 1/3’iinii kaybeder. Olusan apoptotik hiicreler fagosite edilir (Mis ve

Yeltekin, 2014).

Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar apoptozun temel iki yolagidir. Hiicre ylizey 6liim
reseptOrlerinin aktivasyonu, biiylime ve lireme faktorlerinin eksikligi ve iskemi, ilaglar,
toksinler, UV gibi dis etkenler ekstrinsik yolak mekanizmasini olustururken; hiicre i¢i
Ca'? seviyesi artis1, endoplazmik retikulum stresi, DNA hasari ve mitokondriyal
transmembran potansiyelin degismesi gibi durumlar ise apoptozun intrinsik yolagini
olusturmaktadir. Ayrica her iki yolakta da kaspazlar aktif olarak gorev almaktadirlar

(Coskun ve Ozgiir, 2011; Mis ve Yeltekin, 2014).

Apoptoz mekanizmasinin otoimmiin hastaliklar, hematolojik bozukluklar,
metabolik bozuklar, bakteriyal ve viral enfeskiyonlar, bazi kalp hastaliklar1 ve kanserde
onemli bir faktor oldugu diisiiniilmektedir (Aksit ve Bildik, 2008).

Apoptozun belirlenmesinde; 151k mikroskobu, floresan mikroskobu, elektron

mikroskobu ve faz-kontrast mikroskonu kullanilanilarak morfolojik goriintiilleme
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yontemleri; anneksin V yontemi, TUNEL yontemi, M30 yontemi ve Kaspaz-3 yontemi
gibi immunohistokimyasal yontemler; agaroz jel elektroforezi, western blotting ve
flowsitometri gibi biyokimyasal yontemler, ELISA, fluorimetrik yontem ve DNA
mikroarrays gibi immiinolojik ve molekiiler biyoloji yontemleri kullanilmaktadir

(Galluzzi ve ark. 2009).

Nekroz, meydana gelen fizyolojik ve morfolojik degisiklikler agisindan
apoptozdan farkl bir 6liim seklidir. Nekroz, genler tarafindan kontrol edilmeyen, tek bir
hiicreyi degil bir hiicre grubunu etkileyen ve enflamasyonla sonuglanan bir siiregtir.
Hipoksi, agir metaller, insektisitler, 1s1, yanma gibi fiziksel uyaranlar ve toksik maddeler
nekrozun sebepleri arasindadir (Coskun ve Ozgiir, 2011; Golstein ve Kroemer, 2007;
Nicotera ve Melino, 2004). Nekrozda, hiicre biitiinliigii bozulur, organaller zarar goriir
ve hiicre patlar. Hiicre 6liimiiniin ardindan hiicre icerigi interseliiler bosluga salinir ve
bu durum enflamasyona neden olur. Bu durumun en belirgin 6zelligi notrofil ve
makrofajlarin nekroza ugrayan hiicre ve dokuya go¢ ederek dokuyu fagosite etmesidir

(Golstein ve Kroemer 2007).

Apotozdan farkli olarak nekrozun saptanmasinda kullanilan yontemler kisithidir.
Nekroz, hiicre organellerinin siserek patlamasi ve hiicre membraninin bozulmasi ile
karakterize bir 6lim seklidir. Sitoplazmik bir enzim olan ve tiim hiicrelerde bulunan
laktat dehidrojenaz (LDH), hiicrelerin zarar gérmesi halinde yapisi bozulmus hiicre
membranindan hiicreler arasi bosluga salinir. Bu esasa gore LDH aktitivitesi Ol¢giilerek
nekroza bagl hiicre hasari tespiti yapilabilir (Chan ve ark. 2013; Tokur ve Aksoy,
2017). Diger bir yontemde ise hiicrelerin Annexin V ve gegirgen olmayan membran
boyasi ile boyanarak floresan mikroskobu, lazer goriintiileme sitometri veya flow

sitometri ile tespit edilebilmesidir (Chan ve ark. 2011).

2.2.3. Oksidatif Hasar Olusturma Potansiyelinin Tespiti

Oksijenin biyolojik sistemlerle etkilesimi cesitlilik gdstermektedir ve normal
sartlarda bu durum kontrol altindadir (Birben ve ark. 2012). Serbest radikaller, bir
orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren, bagimsiz bir ¢ogalma
kapasitesine sahip oldukga reaktif olan kimyasal tiirlerdir. Bu kimyasal tiirler herhangi
bir biyokimyasal siirecin, aerobik yasam ve metabolizmanin 6nemli bir pargasini

olusturmaktadir (Sharma ve ark. 2018).
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Serbest radikaller viicudumuzda devamli olarak olusmaktadir. Ayrica, ¢evresel
kirleticiler, otomobil egzos dumani, pestisitler, sigara dumani, iyonize ve ultraviyole
radyasyon, hava Kkirleticileri, ilaglar (aminotriazol, doksorubisin, asetamonifen,
hiperbarik oksijen, trisiklik antidepresanlar, siklosporin) ve metaller (civa, bakir, demir,
kadmiyum, nikel) sebebiyle de serbest radikal olusmaktadir (Mercan 2004; Ochieng ve
ark. 2015).

Oksijenden olusan serbest radikaller, biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest
radikaller olarak kabul edilir ve reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olarak isimlendirilirler
(Mercan 2004; Sharma ve ark. 2018). Fizyolojik 6nemi en fazla olan reaktif oksijen
tiirevleri; stiperoksid ('O-O"), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksidtir (HO-OH).
(Birben ve ark. 2012).

Bir¢ok hiicre bileseni serbest radikallere karsi olduk¢a duyarlidir. Serbest
radikaller hiicre zar1 lipidlerini peroksidize ederek hiicre membrani biitiinliigiinde ve
membran proteinlerinin mikrogevresinde degismelere sebep olurlar (Sim ve ark. 1996).
Ayrica, tek ya da cift sarmalda kirilmalar veya ¢apraz baglanma gibi DNA hasari
gozlenebilir. Serbest radikaller biyolojik sistemlerin ana bilesenlerine zarar vererek

onlarin dengesini bozar ve hiicre 6liimiine sebep olurlar (Yan ve ark. 2015).

Viicutta serbest radikallerin etkilerini dengelemeye ¢alisan savunma
mekanizmalart  bulunmaktadir. Bu savunma mekanizmalarin1  antioksidanlar
olusturmaktadir (Karabulut ve Giilay 2016). Antioksidanlar, serbest radikallerin
olusmasinin ve zararli etkilerinin sinirlandirilmasi, zararli biyokimyasal reaksiyonlarin
durdurulmasi, meydana gelen serbest radikallerin viicuttan uzaklastirilmasi ve hasarli
molekiillerin ortadan kaldirilmasi gibi mekanizmalarin tizerinde etkilidir (Konukoglu
1997). Baslica primer enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidazdir (GSH-Px) (Birben ve ark. 2012). Glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (GGPD) ise
ikincil enzimatik antioksidanlar arasinda yer alir (Sharma ve ark. 2018). Enzimatik
olmayan antioksidanlar C Vitamini ve E vitamini, - karoten, iirik asit, N-asetilsistein,
albumin, glutatyon (GSH) ve bir tiol gurubu igeren siilfidrildir (Konukoglu 1997,
Birben ve ark. 2012; Sharma ve ark. 2018).

GSH, tiim hiicre kompartmanlarinda yiiksek miktarda bulunan 6nemli bir

antioksidandir. Rediikte glutatyon/Okside glutatyon (GSH/GSSG) orani oksidatif stresin
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onemli bir belirleyici faktoriidiir. GSH antioksidan etkilerini bir ¢ok yolla
gostermektedir (Masella ve ark. 2005). Hidrojen peroksidi (H202) ve lipid peroksitlerin
GSH-Px aracilig1 ile detoksifikasyonunu saglar. Glutatyon elektronunu H>O>’e vererek
onu suya ve oksijene indirger. GSSG da, elektron donérii olarak nikotinamid adenin
diniikleotid fosfadi (NADPH) kullanan GSH rediiktaz aracilig1 ile glutatyona indirgenir.
Ayrica, GSH-Px hiicre mambranini lipid peroksidasyonundan korumada 6nemli bir yer
tutmaktadir. Indirgenmis glutatyon membran lipidlerine proton vererek onu oksidan

etkilerinden korur (Curello ve ark. 1985).

Ayrica, glutatyon GSH-Px ve transferaz gibi detoksifikasyon enzimleri igin
kofaktor olarak gorev almaktadir. C ve E vitaminini aktif formlarina geri dondiirmede
onemli bir role sahiptir. Glutatyon, proapoptotik ve antiapoptotik sinyal yolaklariyla

etkilesime girerek hiicreleri apoptoza kars1 korur (Masella ve ark. 2005).

Antioksidanlarin tiikenmesi ya da serbest radikallerin birikmesi nedeniyle
antioksidanlar ve serbest radikaller arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres
olarak tanimlanan bir dizi biyokimyasal olay meydana gelir. Serbest radikaller son
derece toksiktir ve fazla birikmeleri s6z konusu oldugu zaman hiicrelerin proteinler,
lipidler, mitokondriyal ve niiklear DNA molekiili gibi makromolekiillerine zarar
verebilirler (Birben ve ark. 2012, Jacob ve ark. 2013). Bu stres absorpsiyon, proteinlerin
inhibisyonu ve sekresyonu, enzim sentezi gibi membran fonksiyon kaybi sonucunu
dogurabilir ve dolayli yoldan mutasyona ve karsinojeneze sebep olabilir (Abdel-
Rahman ve ark. 2016).

Oksidatif stres; atherosikleroz, Alzehimer, karaciger hastaliklari, romatoid artrit,
diabet mellitus, miyokardial enfarktiis, iskemi- reperfiizyon hasari, hematolojik
bozukluklar, Parkinson hastaligi, pulmoéner bozukluklar, radyasyon hasari, bobrek
hasari, gastrointestinal rahatsizliklar, hipertansiyon, beslenme yetersizlikleri, pankreatit

gibi ¢esitli hastaliklarin nedenleri arasinda gosterilmektedir (Sharma ve ark. 2018).

Son yillarda yapilan klinik ve deneysel calismalar, reaktif oksijen tiirevlerinin
asir1 Uretilmesinin kalp yetmezligi ile iliskili oldugunu ispatlamistir. ROS’larin asirt
tiretiminin yol agtig1 hiicresel fonksiyon bozuklugu, protein ve lipid peroksidasyonu,
DNA hasari, geri doniissiiz hiicre hasar1 ve hiicre 6liimii kardiyovaskiiler hastaliklarin

patofizyolojisinin temelini olusturmaktadir (Tsutsui ve ark. 2011).
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Serbest radikallerin belirlenmesinde kullanilan birgok in vitro yontem
bulunmaktadir. 2',7’-diklorodihidroflorosein diasetat (H:DCF-DA) floresan probu
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve peroksinitrit gibi bircok ROS ile reaksiyon
verebildiginden dolayr ROS olusumunu tespit etmek amaciyla yaygin olarak kullanilir.
Hiicre icine pasif diflizyon ile niifuz eden HDCF-DA’nin, hiicre ig¢i esterazlar
tarafindan kirildiktan sonra hiicre i¢i seviyesi korunur. ROS ile oksidasyon sonrasi
floresan oOzellikte olmayan H>DCF-DA, vyiiksek floresan 06zellik gosteren 2',7'-
diklorofloroseine (DCF) déniisiir. Olii ya da canli hiicreler ROS olustururlar. Canli
hiicreler iginde ROS tespiti yapmak istenirse, hiicrelerin propidyum iyodiir (PI) ile
boyanmast ve sadece PI negatif olan canli hiicreler i¢inde ROS olusumunu
degerlendirmek gerekmektedir. PI 488 nm’de uyarilir ve maksimim 617 nm dalga
boyunda yayilir. Bir prob floresan emisyonu flowsitometri, standart bir flometre ya da

floresan mikroskobu ile degerlendirilebilir (Ameziane-El-Hassani & Dupuy, 2013).

2.2.4. Kardiyak Troponin I ve Troponin T Diizey Tespiti

Troponin kompleks proteinleri diisiik kiitleli molekiiller olup iskelet ve kalp
kasinda ekspresyonu olan aktin ve miyozinin kalsiyum aracili etkilesiminin
diizenlenmesinde yer alir. Kardiyak troponin kompleksi 3 tek zincirli polipeptidden
olusmaktadir (Greaser & Gergely, 1971).

Troponin C (TnC), 18 kDa molekiil kiitlesine sahip kalsiyum iyonlarma (Ca*?)
baglanan bir molekiildiir (Marston & Zamora, 2020). Troponin I (Tnl) kardiyak, yavas
iskelet ve hizli iskelet kaslari olarak {i¢ farkli izoform seklinde ekspre edilir.
Embriyonik gelisim boyunca yavas iskelet Tnl kalp dokusunda ekspre edilir fakat
dogumdan sonra kardiyak Tnl olarak ekspre edilmeye baslar. Yetiskin Tnl yaklasik
olarak 24 kDa’dur. Aktine baglanir ve aktin filamentleri lizerinde tropomiyozin
pozisyonunun kontrolii ile aktin-miyosin baglantisini inhibe eder (Kobayashi & Solaro,
2005; Marston & Zamora, 2020).

Troponin T, ii¢ protein arasinda en biiyiik alt birimi olusturur ve yapisal bir role
sahiptir. Tropomiyozinin yani sira diger troponin kompenentlerine de baglanir. Ayrica,
kasilmay1 kolaylastir. Yaklasik olarak 36 kDa molekiil kiitlesine sahiptir Kobayashi &
Solaro, 2005; Marston & Zamora, 2020).

Kardiyak TnT (cTnT) ve kardiyak Tnl (cTnl) sirasiyla TNNI3 (19913.4
lokasyonunda) ve TNNT2 (1932 lokasyonunda) olmak iizere iki spesifik gen tarafindan
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kodlanirken, TnC kardiyak ve iskelet kasi iginde tek bir gen (TNNC1) tarafindan
kodlanmaktadir (Perry 1998).

Miyosit i¢inde cTnT cogunlukla TnC ve cTnl’a baglanir (licli kompleks,
kardiyak TnT-1-C) ve total hiicre i¢i havuzun sadece yaklasik %6-8’inde serbest
sitoplazmik formda bulunur. cTnl ¢ogunlukla TnC’ye bagl olarak bulunur ve tglii
kompleks i¢inde minimal seviyededir. CTnT nin hiicre i¢i konsantrasyonu ve serbest
sitoplazmik havuzu cTnl’dan yiiksektir (Wu & Feng 1998). Akut miyokard enfarktiisii
(AMI) gibi geri doniissiiz ve ilerlemis hasardan sonra hastalarin kaninda hiicre igi
troponinlerin farkli formlarinin hepsi salinmasma ve tespit edilebilmesine ragmen,
plazma membraninin gecirgenligini bozan geri doniislii miyokardial hasarlarda serbest

sitoplazmik havuzdan salinan kardiyak troponinleri tespit edilebilir (Lippi ve ark. 2009).

cTnl ve cTnT’ nin kinetik egrileri olduk¢a benzerdir. Orta dereceden daha genis
AMI hastalarinda kinetik egrileri iyi bir sekilde tanimlanir. Her iki troponin de
semptomlarin ortaya ¢ikisinda 3-6 saat arasinda kanda izlenebilir ve reperfiizyonu
olmayan hastalar hari¢ 12-24 saatte maksimum seviyede gozlenirler. Ayrica, her iki
troponin AMI olusumundan yaklasik 72-96 saat kanda tespit edilebilir. Troponin
degerleri yaklasik olarak 7-14 giin boyunca yiiksek seviyelerini korurlar (Falk 1985;
Katus ve ark. 1991; Remppis ve ark. 1995; Mair 1997). Miyofibral havuzdan devamli
bir salinim miyokardiyal bir hasardan sonra troponinlerin uzun siireli tespitini destekler

(Katus ve ark. 1991).

Troponin seviyeleri genel olarak western blot teknigi ile belirlenmektedir.
Western blot teknigi, ilgili proteinlerin spesifik antikorlar tarafindan isaretlenerek

belirlenmesi yontemidir (Towbin ve ark. 1979).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Arastirma ve Hiicre Kiiltiirli Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi.

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar
Avyarlanabilir otomatik pipetler

Eppendorf

(0,1-2,5 uL; 0,5-10 uL; 2-20 uL; 20-200 pL; 100-1000 pL)

Avyarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet

(0,5-10 uL)

Avyarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet

(30-300 pL)

Buzdolabi (+4°C)

Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Mili-Q su cihazi

Blok 1sitic1 (5 mL tiipler igin)

Blok 1s1tic1 (0,5 pL mikrotiipler i¢in)
Blok 1sitic1 (96 kuyucuklu mikroplaka)
Hassas Terazi

CO2’li inkiibator

Laminar akimli kabin (Biyogiivenlik Seviyesi 2)
Faz-kontrast invert mikroskop

Digital kamera (TEM Jeol-1011 ile bagli)
Etiv

Otoklov

Calkalamali blok 1s1tic1 (2 mL tiip)

Eppendorf

Eppendorf

Argelik (2041 D)

Bosch

Daihan-Scientific Wisecry
Millipore Gradient

Stuart (SBH130D)

Techne Dri-Block (DB-2D)
EuroClone Dry Bath (EMK20)
Sartorius, Mettler (H20)
Thermo-Scientific (Heracell 150i)
Tezsan

Olympus (CKX4)
Olympus-Veleta TEM Camera
Niive (ES 500)

Hirayama (HV-50L)

Biosan (TS-100C)

Calkalamali blok 1sitic1 (96 kuyucuklu mikroplaka) EuroClone T-Sahker (EMS100)



Flow sitometri

Dikey elektroforez jel tanki

Elektroforez gili¢ kaynagi

Jel goriintiileme cihazi

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Orbital calkalayici

Sogutmali mikrosantrifiij

Sogutmali santrifiij

Ultrasonik banyo

Vorteks

pH metre

Spin santrifiij

3.2. Kullamilan Sarf Malzemeler
Falkon tiip (15 mL)

Falkon tiip (50 mL)

Hiicre kiiltiir flaski (25 cm?; 75 cm?)
Kriyo viyal (1,8 mL)

Mikroplaka (6 ve 96 kuyulu)
Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL; 2 mL)
Mikrotiiplere uygun portiip

Falkon tiiplere uygun portiip

Steril enjektdr ucu filtre (0,22 pm)
Pastor pipeti (3 mL)

Pipet ucu
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Acea-Novocyte (1000)

Bio-Rad Mini Protean® Tetra Cell
(1658040EDU)

Bio-Rad PowerPac™ Basic Power

Supply (1645050)

Vilber Lour6at Fusion Fx
Biotek Epoch

Stuart (SSMI)

Hettich (Micro 200R)
Hettich (Universal 32R)
Elma (Transsonic T460/H)
Ika (NC 28405)

Hanna (HI 1131 B)

Labnet (C1301B)

Nest

Nest

Nest

Axygen

Nest

Eppendorf
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Millex-GS
Interlab

Nest
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(0,5-10 pL; 2-20 uL; 20-200 pL; 100-1000 pL)

Nitril eldiven Broche
Latex eldiven Broche
Otoklav band1 Sussex
Otoklavlanabilir schott sise Isolab

(250 mL; 500 mL; 1 L)

Polivinilidin floriir (PVDF) transfer membrani Bio-Rad

0,2 um

Kaln filtre kagidi (110 mm) Schleicher&Schvell

Dikey elektroforez jel kaseti, biiyiik Bio-Rad Mini Protean® (1653311)
Dikey elektroforez jel kaseti, kii¢iik Bio-Rad Mini Protean® (1653308)

3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

-Aktin antikoru Santa Cruz (sc-47778)
-Merkaptoetanol Sigma-Aldrich (60-24-2)
2',7'-Dihidrodiklorofluoressein diasetat Thermo Scientific (D399)
(H2DCF-DA)

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  Biomatik (A3338)
bromiir (MTT)

Absolu alkol Sigma-Aldrich (32221)
Akrilamid-bis (29:1; %30) Amresco (1610156)
Amonyum persiilfat (>%98) (APS) Sigma-Aldrich A3678
Antibiyotik ¢ozeltisi Multicell (450 201EL)
Anti-mouse 1gG, HRP-bagl antikor Abcam (ab6728)
Anti-rabbit 19G, HRP-bagl antikor Abcam (ab6721)

Apoptoz hasar tespit kiti (Annexin V FTIC/PI) Biolegend (640914)

Ayirma jeli (Resolving) tamponu, 1,5 M Tris HClI  Bio-Rad (161-0798)
tamponu, pH 8,8



Bovine serum albumin (BSA)
Bromfenol mavisi sodyum tuzu
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’nun modifiye edilmis besiyeri/F12
(DMEM/F12)

ELISA Kit

Etil alkol

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)
Fosfataz inhibitor kokteyli

Fotal sigir serum (FBS) (aktive)
Glisin

Hiicre baglayici1 tampon

Laemmli Yiikleme Tamponu
Lesinurad

Metanol

On ayirma jeli (Stacking) tamponu,

0,5 M Tris tamponu, pH 6,8

Ornek indirgeyici ajan

PBS (Ca*?, Mg*? igermeyen, pH 7,4; 10X)
Protein standardi (10-250 kDa)

Penisilin (100 U) / streptomisin (100 pg/mL)

¢oOzeltisi
Proteaz inhibitor kokteyli

Radyoimmiinopresipitasyon (RIPA) tampon Kiti

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum hidroksit (NaOH)
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Sigma-Aldrich (A1933)
Sigma-Aldrich (115-39-9)
Biomatik (A2424)

Multicell (319005 CL)

Elabscience E-EL-0026
Merck (K38999227)
Multicell (625 060 CG)
Abcam (ab201113)
Capricon (FBS-12A)
Sigma-Aldrich (56-40-6)
Biolegend (420201)
Sigma-Aldrich (S3401)
Sigma-Aldrich (SML1607)
Merck (106007)

Sigma-Aldrich (67-56-1)

Sigma-Aldrich(S3401-10VL)
Multicell (311415CL)
Thermo Scientific™ (26619)

Wisent-Multicell (450201EL)

Abcam (ab201111)

Santa Cruz Biotechnology (SC-
24948)

Sigma-Aldrich (151-21-3)

Merck (106469)



Sodyum kloriir (NaCl)
Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Tripan mavisi

Tripsin (1:250)

Tris Hidroklortiir (Tris HCL) (pH: 6,8)
Trizma-Baze

Troponin I-C antikoru

Troponin T-C antikoru

Tween 20
Western blot jel goriintiileme ¢ozeltisi

Yagsiz stt tozu

3.4. Kullanilan Yoéntemler

3.4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
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J. T. Baker (0278)
Sigma-Aldrich (110-18-9)
Fluka (93595)

Multicell (625-035-TG)
Bio-Rad (161-0799)
Sigma-Aldrich (77-86-1)

ST Johns Laboratories (STJ96114-
100)

ST Johns Laboratories (STJ96727-
100)

Applichem (A49640)
Thermo Fisher Scientific (34075)

Sigma-Aldrich (70166)

3.4.1.1. Cahisma Ortaminin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler musluk altinda 8-10 kez ¢cesme suyuyla doldurulup bosaltildi
ve ardindan %2’lik ¢amasir suyu (sodyum hipoklorit) i¢eren distile su dolu kovada 1
gece bekletildi. Ertesi giin tekrar musluk altinda 8-10 kez ¢esme suyuyla doldurup
bosaltildi ve bdylece ¢amasir suyu cam malzemelerden tamamen uzaklastirildi. Bu
islemin ardindan cam malzemeler distile su igeren kova igerisinde 1 gece bekletildi.
65°C’lik etiivde kurutulduktan sonra, 165°C’de 2 saat siire ile kuru-sicak hava
sterilizasyonu gergeklestirildi. Istya dayanikli pipet uglari, mikrotiipler, schott siselerin
kapaklar1 gibi plastik malzemeler ve hazirlanan ¢ozeltiler 121°C’de 1,5 atm basing
altinda 15 dk. otoklavda steril edildi. Besiyeri ve serum gibi 1s1iya dayaniksiz ¢ozeltilerin

sterilizasyonu ise 0,22 pm’lik steril filtrelerden gegirilerek saglandi.

Hiicre kiiltiiri laboratuvari ¢alisma alanlar1 ve laminar kabinin i¢i %70’lik alkol
ile diizenli olarak temizlendi. Calisma Oncesi ve sonrasinda 15-20 dk ile hiicre kiiltiirii

laboratuvari ve laminar kabinin UV lambalar1 agilarak ortamin sterilizasyonu saglandi.
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3.4.1.2. Hiicre Dizisinin Temini

Calismada, Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Cell Culture,
ATCC) bankasindan satin alinan si¢an kardiyomiyoblast hiicre dizisi (H9¢2) (ATCC®
CRL1446™) kullanildi. ATCC verilerine gore lretilen hiicre dizileri, kriyo viyaller

icerisinde -196°C’de s1v1 azot tanki igerisinde saklandi.

Embriyonik sican kalp dokusundan elde edilen H9c2 hiicreleri; morfolojik,
biyokimyasal ve elektrofizyolojik ozellikleri bakimindan kardiak myositlere benzer
ozellikler gostermesi sebebiyle in vitro ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan hiicre hatti

oldugundan dolay1 tarafimizca tercih edilmistir (Daubney ve ark. 2015).

3.4.1.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

Fetal sigir serumu (FBS): FBS, oncelikle 30 dk. 56°C’de ve 10 dk. 37°C’de
inkiibe edilerek inactive hale getirildi. Belli hacimli falkonlara bélinerek -20°C’de
saklandi. Kullanmadan once 37°C’de c¢oziindiiriildii ve 0,22 pm steril filtreden

gecirilerek steril edildi.

PBS cézeltisi (1X): Ana stok PBS (10X)’den 5 mL almarak, steril su ile 50

mL’ye tamamlandi.

Antibiyotik ¢ozeltisi [penisilin (100U) / streptomisin (100 ug/mL) %10]: 1 mL
ana stok penisilin (100U) / streptomisin (100 pg/mL) ¢6zletisinden alinip, PBS (1X) ile

10 mL’ye tamamlandi.

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi (%0,2 / %0,04): 0,04 g EDTA ve 0,2 g tripsin tartild1 ve
100 mL PBS (1X) i¢inde ¢oziindii.

H9c¢2 hiicre kiiltiir besiyeri: 5 mL stok FBS ve 0,5 pL antibiyotik ¢ozeltisi
alinarak tizeri DMEM/F12 besiyeri ile 50 mL tamamlandi.

Hiicre stok besiyeri (DMSO’lu): 2,5 mL DMSO alinarak {izerine, H9¢2 hiicre

kiltlir i¢in hazirlanmis besiyerinden 47,5 mL eklenerek 50 mL’ye tamamland.

3.4.1.4. Hiicre Dizisinin Acilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

Kryo viyal icersinde muhafaza edilen donmus hiicreler (yaklasik 10 hiicre/mL)
stvi azot tankindan ¢ikarilarak 37°C’lik su banyosunda 1-2 dk. bekletildi ve
¢oziinmeleri saglandi. Kontaminasyon olugmamasi igin viyal kapaginin su ile temas

etmemesine dikkat edildi. Kryo viyal %70’lik alkol ile silinerek daha dnceden uygun
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sartlarda sterilizasyonu saglanan laminar kabin igerisinde alindi. Hiicreler pastor pipeti
yardimiyla 15 mL’lik falkona alind1 ve %10 FBS igerigine sahip besiyerinden 5 mL
eklenerek pipetajlama ile siispande edildi. Hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de
(dakikadaki devir sayisi) 3 dk. santrifiij edilerek silipernatan atildi. Hiicre dizisi
stoklarinda bulunan DMSO’nun uzaklastirilmasi pellet iizerine 5 mL besiyeri eklenerek
bu islem ikinci kez tekrar edildi. Elde edilen hiicre pelletine 1 mL %10 FBS iceren
besiyeri eklenerek yavasca pipetajlama yapildi ve hiicre siispansiyonu 25 cm?’lik ya da
75 cm?lik flasklarda 5-10 mL serumlu besiyeri igerisine ekilerek 37°C’de, %5
karbondioksit (CO2) ve %95 bagil nem igeren inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda yapismayan hiicreler siipernatantin atilmasi ile ortamdan
uzaklastirildi ve ortama yeni serumlu besiyeri ilave edildi. Faz-kontrast invert
mikroskop ile hiicrelerin yogunlugu diizenli olarak kontrol edilerek hiicre yogunlugunun
yaklasik %70 konfluent (sikisik) duruma geldigi tespit edilince hiicreler pasajlandi ya da
testlerde kullanildi (ATCC® CRL-1446™, H9c2).

3.4.1.5. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasajlama yani hiicre kiiltiiriiniin devamliligin saglanmasi isleminde;
oncelikle hiicre kiltiir flaskindaki siipernatant ortamdan uzaklastirildi. Hiicresel ve
serum artiklariin uzaklastirilmasi i¢in hiicrelerin yiizeyi 2-4 mL PBS (1X) ile yikand.
Hiicrelerin tutunduklar1 ylizeyden ayrilabilmeleri i¢in; hiicreler kiiltiir ortamina 1-3 mL
tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatérde 5-10 dk
bekletildi. Tutunduklar yiizeyden ayrilan hiicrelerin tizerine 3-6 mL serumlu besiyeri
eklendi ve hiicre siispansiyonu 15 mL’lik steril falkon tiipe alinarak 1200 rpm’de 3 dk.
stire ile santriflij edildi. Siipernatan atildiktan sonra pellet {lizerine bir miktar daha
serumlu besiyeri eklendikten sonra hiicreler siispande edildi ve santrifiijleme islemi
tekrarland1. Hiicreler thoma lami (hemositometre) ile sayilarak yaklasik 10° hiicre/mL
olacak sekilde yeni kiiltiir ortamina aktarilip serumlu besiyeri eklenerek 37°C’de, %5
CO2’li inkiibatorde kiiltiire edildi. Hiicre dizisinin devamliliginin saglanmasi icin

pasajlama islemi ortalama haftada 2-3 kez yapildi.

3.4.1.6. Hiicrelerin Sayim
Hiicrelerin sayimmi tripan mavisi testi ile yapildi. Test, canli hiicrelerin tripan
mavisi boyasini i¢ine almamasi, 6lii hiicrelerin bozulmus membranlarindan boyay1

hiicre icine alabilmeleri esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde; canli
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hiicrelerin sadece membranlari mavi renkli gézlenirken, 6lii hiicrelerin tamamiyla mavi
renge boyanmis halde gozlenirler. Hiicre sayimi, Thoma lami (hemositometre) adi
verilen 1 mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiiciik kareden olusan 6zel sayim
lamlar1 (Thoma lami1) kullanilarak 1s1k mikroskobu altinda gergeklestirildi. 4x16 kiigiik
kareye diisen tiim hiicreler sayildi. Hiicre siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre

sayisint hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanild: (Denklem 3-1):

Denklem 3-1: Toplam hiicre sayisi/mL = (Hiicre sayisi/4) x 10* x Seyreltme faktorii

3.4.1.7. Hiicre Stoklanmasi

Hiicre kiiltiirlinde ortaya c¢ikabilecek risk ihtimallerine karsi hiicreler belli
araliklar ile dondurularak saklandi. %70 konfluent durumu tespit edilen hiicreler,
boliim 3.4.1.5.°de belirtildigi gibi pasajlanma islemine tabi tutulduktan sonra siispande
halde bulunmalarindan dolayr 1200 rpm’de 3 dk. santrifiijlemeye tabi tutuldular.
Stipernatan uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti tizerine 1 mL hiicre stok besiyerinden
eklendi ve pastor pipeti ile pipetajlama yapilarak yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde
hazirlanan hiicreler soguga dayanikli kryo viyal igerisine alindi. Swrasiyla 30 dk -
20°C’de, 16-24 saat -80°C’de bekletildikten sonra sivi azot tankina kaldirilarak

saklandi.

3.4.1.8. Maruziyet Ortam

Lesinurad (C17H1BrNsO2S; Molekiil agirligi: 404,28; CAS No: 878672-00-5)
stok ¢ozeltisi DMSO’Iu ortamda 2 M konsantrasyonunda hazirlandi. Toksisite testi igin
maruziyet siiresi 24 saat ve maruziyet konsanstrasyonlar1 0,25-4 M olarak belirlendi.
Maruziyetlerde her kuyucukta 10* hiicre/100 uL olacak sekilde 96 kuyulu mikroplakalar
kullanildi.

3.4.2. Sitotoksisite Testi

3.4.2.1. MTT Testi

MTT, kolorimetrik testler arasinda hiicre canlilig1 degerlendirmek i¢in kullanilan
en yaygin tetrazolyum bilesigidir. Bu test ile MTT, siiksinat enzimin katalizorliigiinde
formazana doniigiir. Mitokondriyal yapist bozulmamis ve canli hiicreler mor renge
boyanir. Olii hiicreler veya mitokondriyal fonksiyonlar1 hasar gdrmiis hiicrelerde ise

renk degisimi gézlenmez. Hiicre canliligini belirlemek amaciyla meydana gelen rengin
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siddeti spektorofotometrede 590 nm dalga boyunda 6liigiiliir (Mosmann 1983; Stone ve
ark. 2009).

Kullanilan Cozeltiler:

MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL): 250 mg MTT tartilarak 50 mL PBS (1X) igerisinde

¢Ozdiirtildii, ¢cozelti +4°C’de ve karanlikta saklandi.
Testin Yapihisi:

1. 96 Kuyulu mikroplakalara yaklasik 10® - 10* hiicre/100 pL/kuyu olacak
sekilde dagitilan hiicreler 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonras1 ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 100 pL
PBS (1X) ile yikand1. Taze besiyeri ilavesinden sonra 24 saatlik maruziyet i¢in ortama

lesinurad ¢ozeltisi eklendi.

3. MTT ile sitotoksisite testinde lesinurad i¢in 0,25-4 M maruziyet
konsantrasyonlari tercih edildi. 24 saatlik maruziyet sonrasi her bir kuyuya 25 uL MTT
¢oOzeltisi eklendi ve 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 2 saat bekletildi.

4. 2 saatin sonunda siipernatantin uzaklastirildi ve her kuyuya 100 uL DMSO

eklendi.
5. Mikroplakalar orbital ¢alkalayicida 150 rpm’de 5 dk siire ile ¢alkaland.

6. Cozeltinin 590 nm’de absorbanst -690 nm referansa karsi- mikroplaka

okuyuculu spektrofotometre yardimiyla 6l¢iildii.

7. Deneyler, her konsantrasyon icin en az 3 tekrar ve ayn1 kosullarda farkli 2
giinde ¢aligmak iizere toplam en az 6 tekrar olacak sekilde yapildi. Negatif kontrol

olarak lesinurada maruz birakilmamis hiicreler benzer sekilde analize hazirlandi.
Degerlendirme:

Negatif kontrol hiicrelerindeki enzim aktivitesine bagli olarak go6zlenen
absorbans degeri (optik dansite, OD) %100 canliliga esdeger olarak kabul edildi. Enzim
aktivitesindeki inhibisyon derecesinin tespitine bagl olarak lesinurada maruz kalan
hiicrelerdeki 6liim orani negatif kontroliin ylizdesi seklinde asagidaki formiile gore

hesaplandi (Denklem 3-2).

Denklem 3-2: % inhibisyon konsantrasyonu (IC) = 100 — (ort. ODadde X 100 / 0rt.opnegatif kontrol)
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Calismada sitotoksik etki potansiyelleri %50 inhibisyon konsantrasyonu (ICso)
iizerinden degerlendirildi. Oliim-konsantrasyon 6lcii egrisinin elde edilmesinin ardindan

ICs0 degeri egri lizerinden hesaplandi.

3.4.3. Apoptoz Testi (Anneksin V-FITC/PI Apoptoz Testi)

Normal sartlarda negatif yiikli fosfatidilserin hiicre membranimin i¢ kisminda
lokalize olmus durumdadir. Fakat hiicre apoptoza girdiginde fosfatidilserin birimleri
hiicre membraninin dis yiizeyine dogru yer degistirirler (Giiles ve Eren 2008). Anneksin
V, hiicre membraninin dis ylizeyine ¢ikan fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir ve
bundan dolay1 fluoresein isotiyosiyanat (FITC) gibi floresan 6zellikte bir madde ile
isaretlendiginde apoptotik hiicre yogunlugu flow sitometri ile Olgiilebilir. Nekroza
ugramis hiicrelerin membranlarinda da Anneksin V baglanmast meydana gelebildigi
icin ikinci bir boya olarak propidyum iyodiir (Pl) eklenir. Hiicreler Anneksin V-FITC
(yesil floresans) ve non-vital bir boya olan PI (kirmizi floresans) ile es zamanli
boyandigi zaman canh hiicre (FITCPI"), erken apoptotik hiicre (FITC'PI"), geg
apoptotik hiicre (FITC*PI*) ve nekrotik hiicrelerin (FITC PI") birbirinden ayirt edilmesi
miimkiindiir (Overbeeke ve ark. 1998; Giiles ve Eren 2008).

Kit icerigi:
Anneksin V-FITC 0,5mL
Pl 1mL

Baglayici tampon (10X) 30 mL

Testin Yapihisi:

1. Yaklasik 2.5x10%/100 pL/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu mikroplakalara
dagitilan hiicreler 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 1 mL
PBS (1X) ile yikandi. Her kuyuya taze besiyeri eklenerek ‘Unstained’, ‘PI’ ve
‘Anneksin’ boyalari i¢in hazirlanmis kontrol hiicre kuyular1 hari¢ son konsantrasyonlar

0,0625, 0,125, 0,25 ve 0,5 M olacak sekilde lesinurad eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.

3. 24 saatlik maruziyetin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve her kuyu 1 mL
PBS (1X) ile 2 defa yikandi. Bu yikamalarin ardindan her kuyuya 0,5 mL %1°lik tripsin

eklenerek hiicreler tripsinize edildi ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiije alindi.
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4. Elde edilen hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk. siire ile santrifiij
edildikten sonra sonra hiicre pelleti 1 defa 1 mL PBS (1X) ile yikandi.

5. Elde edilen hiicre pelleti 2 defa 200 puL soguk hiicre baglayici tampon (Cell
Staining Buffer) ile yikanarak 1200 rpm’de 3 dk. silire ile santrifiij edildi. Her

yikamadan sonra siipernatant atildi.

6. Yikamalarin ardindan elde edilen pellet tizerine 100 pL Anneksin V Binding

Buffer eklendikten sonra hiicreler siispande edildi.

7. ‘Unstained’ kontrol hiicreleri hari¢ her maruizyet hiicrelerine 5 uL FITC
Anneksin V ve 10 pL PI boyalarn eklendi. Anneksin V boyasi i¢in hazirladigimiz

hiicrelere sadece Anneksin V, digerine de sadece PI boyasi eklendi.

8. Boya eklenen hiicreler yavasca yaklasik 5 sn vortekslendikten sonra 15 dk.

stire ile karanlik ortam ve oda sicakliginda bekletildi.
9. 15 dk. sonrasinda her hiicreye 200 pL Anneksin V Binding Buffer eklendi.

10. Hiicrelerin floresans yogunlugu flow sitometride (ACEA NovoCyte)
Annexin V-FITC i¢in Ex/Em: 494518 nm, PI i¢in Ex/Em: 535617 nm dalga boyunda
Olciildii. Deneyler, her konsantrasyon icin en az 3 tekrar ve ayni kosullarda farkli 2

giinde caligmak tizere toplam en az 6 tekrar olacak sekilde yapildi.
Degerlendirme:

Flow sitometri, akan bir sistem icinde floresan yogunluguna bagli olarak
stispansiyon seklindeki hiicrelerin biiyiikliigiine ve graniilaritesine gore incelenmesidir
(Kanev & Muranli 2016). Bilgisayar Programi (NovoExpress Software) ile
gerceklestirilen veri analizi sonucu hiicreler FSC/SSC grafiginde belirli bir alana diiser.
Bu grafik sayesinde siispansiyon halindeki hiicrelerde yer alan farkli popiilasyonlar ayirt
edilebilir. Flow sitometride veri analizi degerlendirilirken dikkat edilmesi gereken en
temel prensiplerinden biri popiilasyonlar i¢inde yer alan 6l hiicre ve debri gibi
istenmeyen partikiilleri elimine etmektir. Bu amaglar dogrultusunda FSC/SSC grafigi
tizerinde inceleme yapilacak hiicreler bir ¢ergeve ile belirlenir ve bu islem kapilama
veya kap1 alma (gating) olarak tanimlanir (Mutlu & Giiltekin 2016). Kapilama yapilan

hiicre popiilasyon alan1 ‘“Main’ olarak gosterilir (Sekil 3-1).
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SSC-H (105)

74

FSC-H (10°%)

Sekil 3-1: FSC/SSC grafiginde hiicre kapilanmasinin gosterimi

Flowsitometride veri analizine kapilanmis hiicre alani lizerinde devam edilir.
Elde edilen veriler dl¢giilen parametrenin sayisina gore histogram, nokta alan (dot plot),
yogunluk alan, kontur alan ve 3 boyutlu izometrik grafikler olmak tizere farkli grafik
cesitleriyle gosterilebilir (Murat & Giltekin 2016). Tek bir parametreye ait hiicre
yogunlugunu gosteren, en basit ve siklikla kullanilan veri sunum grafigi histogram
(Luggi ve ark. 2010). Arastirilan parametrenin floresans yogunlugu X ekseni ile, belli
sinyal yogunlugundaki hiicre sayist da Y ekseni ise gosterilir. Tek parametreli
histogram grafiklerde, elde edilen veriler bir popiilasyondaki hiicrelerin yiizdesini ya da
ortalama floresans yogunlugunu verir (Mutlu & Giiltekin 2016). M2 Kkapisi,
popiilasyonda degerlendirilmek istenen tek bir parametrenin hiicre popiilasyon
yiizdesini ifade eder. Ornegin, H2DCFDA ile isaretlenmis hiicre popiilasyonu
arastirilirken HoDCFDA ile isaretlenmis hiicreler M2 kapist seklinde gosterilir.

Ayni anda iki parametrenin goriintiilenmesi istendiginde birden fazla secenek
mevcuttur. Bu amagla en sik kullanilan grafik nokta alan (dot plot) grafigidir (Sekil 3-
2). Nokta alan grafiginde goriintiilenen her bir nokta bir hiicreyi gostermektedir. (Luggi
ve ark. 2010). Nokta alan grafiginde iki farkli floresan antikoru tasiyan hiicreler de
belirlenebilir. Hiicreler her iki floresan antikoru tasiyorlarsa grafigin sag iist kadraninda,
tek bir floresan antikoru tasiyan hiicreler grafigin sag alt ve sol {ist kadraninda, her iki
floresan antikoru da tagimayan hiicreler grafigin sol alt kadraninda yer alirlar (Taneli

2007).
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Sekil 3-2: Nokta alan grafigi (Giiltekin ve Mutlu, 2016)

Apoptoz tayininde grafigin 4 boélgesine diisen hiicrelerin her biri farkli 6zellikteki
hiicreleri gosterir (Sekil 3-3). Anneksin V-FITC ve PI ile hiicrelerin ayn1 anda boyanmasi
6li ve canli hiicrelerin ayrimina imkan saglar. Tez c¢alismasinda Annexin V-FITC igin
Ex/Em: 494/518 nm, PI i¢in Ex/Em: 535617 nm kullanildi. Analiz sonucunda canli hiicreler
FITCPI" (1.numarali bolge), erken apoptotik hiicreler FITC-PI" (2.numarali bolge), gec
apoptotik hiicreler FITC-PI* (3.numaral1 bolge), nekrotik hiicreler ise FITC PI* (4.numarali
bolge) ekspresyonu ile tayin edildi. Her analiz ortaminda (tiip) ‘Main’ kapisi (hiicre analiz
ortaminda H9c¢2 hiicre popiilasyonunun bulundugu kisim) 10000 hiicre olacak sekilde
degerlendirildi. Diger bir ifade ile, her ornekte ‘Main’ kapisi igerisinde 10000 hiicre
okutuldu (Sekil 3-3).
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FITC-H

Sekil 3-3: Flowsitometride apoptoz tayini icin elde edilen grafigin sematik gosterimi

3.4.4. Diklorofluoressein (DCF) Testi

Dihidrodikloroflorosin diasetat (H.DCF-DA) hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
oksidatif hasar1 degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Lipofilik ve floresans
ozelligi olmayan H;DCF-DA, plasma membranindan gectikten sonra hiicre
esterazlariyla reaksiyona girer ve hidrofilik alkol yapisinda olan H2DCF molekiiliinii
meydana getirir. HoDCF, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) varliginda oksidasyon

sonucu ile floresan 6zellige sahip DCF molekiiliine doniisiir (Karlsson ve ark. 2010).

Kullanilan Cozeltiler:

HoDCF-DA stok ¢ozeltisi: 20 mM olacak sekilde DMSO’da ¢oziindiiriilerek
hazirlandi1 ve -20 °C’de karanlikta saklandi.

BSA ¢ozeltisi (%1 °lik): 30 mg BSA tartilarak 3 mL PBS (1X) igersinde

¢Oziindiiriilerek hazirlandi1 ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.
Testin Yapihsi:

1. Yaklasik 2.5x10%/100 plL/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu mikroplakalara
dagitilan hiicreler 37°C’de %5 COz’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 1 mL
PBS (1X) ile yikandi. Her kuyuya taze besiyeri eklenerek ‘Unstained’ kontrol hiicre
kuyusu hari¢ son konsantrasyonlar 0,0625, 0,125, 0,25 ve 0,5 M olacak sekilde

lesinurad eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.
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3. 24 saatlik maruziyetin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve her kuyu 1 mL
PBS (1X) ile 2 defa yikandi. Bu yikamalarin ardindan her kuyuya 0,5 mL %1 ’lik tripsin

eklenerek hiicreler tripsinize edildi ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiije alindi.

4. Elde edilen hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk. siire ile santrifiij edildikten
sonra sonra hiicre pelleti 3 defa 1 mL PBS (1X) ile yikandi. Son yikamadan sonra hiicre

pelleti 1 mL PBS (1X) ile siispande edildi.

5. ‘Unstained’ kontrol hiicre siispansiyonu hari¢ her maruziyet hiicrelerine 1 uL.

H2.DCF-DA (20 mM) eklenerek 37°C’de %5 CO'li inkiibatdrde 30 dk. inkiibe edildi.

6. Ardindan boyanin uzaklastirilmasi i¢in hiicreler 1200 rpm’de 3 dk. siire ile

santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

7. Pellet tizerine 200 pL PBS (1X) ilave edilerek hiicreler siispande edildi ve
1200 rpm’de 3 dk. siire ile santrifiij edildi.

8. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra her tiipe hazirlanan %1°lik BSA

cozeltisinden 150 pL eklenerek hiicreler siispande edildi.

9. Fluoresans yogunlugu flow sitometride (ACEA NovoCyte, FITC filtre,
eksitasyon/emisyon: 485/535 nm) olgiildii. Deneyler, her konsantrasyon i¢in en az 3
tekrar ve ayni kosullarda farkli 2 giinde ¢alismak iizere toplam en az 6 tekrar olacak

sekilde yapildi.
Degerlendirme:

Bilgisayar programi (NovoExpress Software) ile FSC/SSC grafiginde belli
alanlara diisen hiicrelerin yerlerini belirlemek i¢in kapilama yapildi. Her analiz
ortaminda (tlip) 10000 hiicre degerlendirildi ve sonuclar, reaktif oksijen radikallerinin

varligi, total hiicre miktarinin yiizdesi (%M2) olarak ifade edildi.

3.4.5. Glutatyon Tayin Testi

Rediikte glutatyon (GSH) hiicre i¢i ortamin en onemli antioksidan molekiilii
olup antioksidan savunma sisteminde gorev almasinin yanisira bir¢ok fizyolojik
fonksiyonu da bulunmaktadir. GSH, Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi
katalizorliigiinde reaktif oksijen tiirevleri ile reaksiyona girerek okside glutatyon
(GSSG) formuna doniisiir. Serbest radikallerin detoksifikasyonlarinin siirdiiriilebilmesi

icin NADPH varliginda GSSG’nin tekrar GSH formuna dondiiriilmesi gerekir (Aktas ve
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ark. 2005). Rediikte glutatyonun olgiilmesi oksidatif stres ve antioksidan savunma
sisteminin durumu hakkinda bilgi vermesi agisindan 6nemlidir. Tez ¢aligmasinda GSH
enzim bagli immun test (ELISA) kit ile galisilmis olup, spektrofotmetrede 450 nm’de

Olctilerek degerlendirilmistir.
Kit icerigi:
Referans Standard 2 viyal

Konsantre Biyotinlesmis Belirleme Ab (100X) 120 puL

Konsantre HRP Konjugat (100X) 120 uL
Refersans Standard & Ornek Seyreltici 20 mL
Biyotinlesmis Belirleyici Ab Seyreltici 14 mL
HRP Konjugat Seyreltici 14 mL
Konsantre Yikama Tamponu (25X) 30 mL
Substrat Reaktifi 10 mL
Durdurma Soliisyonu 10 mL
Mikro ELISA Plaka 8 x 12 serit
Plaka kapatici 5 adet

Testin Yapihisi:

1. Yaklasik 10° olacak sekilde 25 cm?’lik flasklara dagitilan hiicreler 37 °C’de
%5 COz2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 2 mL
PBS (1X) ile yikandi. Her flaska taze besiyeri eklenerek son konsantrasyonlar 0,0625,
0,125, 0,25 ve 0,5 M olacak sekilde lesinurad eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.

3. 24 saatlik maruziyetin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve her kuyu 2 mL
PBS (1X) ile 1 defa yikandi. Bu yikamalarin ardindan her kuyuya 1 mL %1°lik tripsin
eklenerek hiicreler tripsinize edildi ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere alind1.

4. FElde edilen hiicre siispansiyonu 1000 x g 5 dk. siire ile santrifiij edildikten
sonra hiicre pelleti 3 defa 200 uL soguk PBS (1X) ile yikandi. Son yikamadan sonra
hiicre pelleti 200 pL PBS (1X) ile siispande edildi.
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5. 200 pL PBS (1X) iginde toplanan hiicreler 4 kez -80°C’de dondurup
¢Ozildii.

6. Ardindan tipler 1500 x g +4°C’de 10 dk. siire ile santrifiij edildi ve
slipernatant temiz mikrosantrifiij tiiplerine alinarak pellet atildi.

7. 96 kuyulu mikroplakanin ilk 2 sirasina diliisyon esasina gore hazirlanan
50°’ser uL ‘Standard Calisma Soliisyonu’ ve diger kuyulara da 50’ser pL numune
eklendi.

8. Ardindan c¢alisilan her kuyuya 50 pL ‘Biyotinlesmis Belirleyici Ab
Seyreltici’ ile elde edilen %]1’lik ‘Biyotinlesmis Belirleme Ab Calisma Soliisyonu’
koplik olusmamasina ve kuyularin dibine konuldugundan emin olunarak dikkatli bir
sekilde eklendi ve mikroplakanin {izeri ‘plaka kapatici’ ile kaplanarak 37°C’de 45 dk.
stire ile inkiibe edildi.

9. 45 dk.’nin ardindan her kuyudaki soliisyonlar dikkatli bir sekilde dokiildii ve
kuyular 1:24 oraninda konsantre yikama tamponu ve deiyonize su ile hazirlanmis
yikama tamponundan her defasinda 350 pL eklenerek 3 kez yikandi.

10. Her kuyuya 100 uL HRP Konjugat Seyreltici ile hazirlanan %1’lik HRP
Konjugat Calisma Soliisyonu eklenerek mikroplakanin iizeri plaka kapatici ile kaplandi
ve 37°C’de 30 dk. siire ile inkiibe edildi.

11. Kuyudaki soliisyonlar dikkatli bir sekilde dokiildii ve kuyular 350 pL
yikama tamponu ile 5 kez yikandu.

12. Her kuyuya 90 pL substrat reaktifi eklendi ve mikroplakanin {izeri yeni bir
plaka kapatici ile kaplandi. Giinesten korumak i¢in mikoplaka aliiminyum folyo ile
sarildiktan sonra 37°C’de 15 dk. siire ile inkiibe edildi.

13. Ardindan her kuyuya 50 pL Durdurucu Soliisyon eklendi ve mikroplaka
spectrofotometride 450 nm’de 6l¢iildii. Deneyler, her konsantrasyon i¢in en az 3 tekrar
ve ayni kosullarda farkli 2 giinde calismak iizere toplam en az 6 tekrar olacak sekilde

yapildi.

Degerlendirme:
Mikroplakanin spektrofotometrede 450 nm’de ¢ift okunmasinin ardindan her

standart ve numune igin absorbans degerlerin (OD) ortalamasi alinarak X ekseninde
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standart konsantrasyon ve y ekseninde numunelerin OD degerleri alinarak bir egri
olusturuldu ve miktar1 pg/mL cinsinden degerlendirdi.
3.4.6. Western Blot Yontemi ile Protein Tayini

3.4.6.1. Protein izolasyonu
Hiicrelerin protein izolasyonu RIPA lizis tampon kiti kullanilarak

gerceklestirildi.
Kit icerigi:
1X Lizis Tamponu 50 mL; pH 7,4 £ 0,1

Fenilmetilsiilfonil florit (PMSF) 500 pL; DMSO i¢inde ¢oziinmiis

Proteaz inhibitor kokteyli 500 pL; DMSO iginde ¢oziinmiis
Sodyum ortovanat 500 uL; DMSO i¢inde ¢oziinmiis
Testin Yapihsi:

1. Yaklasik 1x10° olacak sekilde 25 cm?’lik flasklara dagitilan hiicreler 37°C’de
%5 CO?’1i inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 2 mL
PBS (1X) ile yikandi. Her flaska taze besiyeri eklenerek son konsantrasyonlar 0,0625,
0,125, 0,25 ve 0,5 M olacak sekilde lesinurad eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.

3. 24 saatlik maruziyetin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve her kuyu 2 mL
PBS (1X) ile 1 defa yikandi. Bu yikamalarin ardindan her kuyuya 1 mL %1°lik tripsin

eklenerek hiicreler tripsinize edildi ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere alind1.

4. Elde edilen hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 5 dk siire ile santrifiij edildi.
Ardindan 3 kez daha 200 pL soguk PBS (1X) ile 1500 rpm’de 5 dk. siire ile santrifiij

yapild1 ve siipernatant uzaklastirildi.

5. 10 uL PMSF, 10 pL sodyum ortovanat, 15 pL proteaz inhibitor kokteyli ve
965 uL RIPA lizis tamponu bu sekilde oranlanarak bir karigim elde edildi. Pelletler
tizerine elde edilen bu karisimdan 125 pL eklenerek iyice pipetajlandi ve 15 dk. stire ile

buz uzerinde bekletildi.

6. Buz ilizerinde beklemis hiicreler -80°C’de 4 kez dondurup ¢oziildii.
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7. En son gerceklestirilen ¢oziilme asamasinin ardindan eppendorf tiipler,
icerisine buz konulmus ultrasonik banyoda 4 kez 30 sn. siire ile berraklagsana kadar

tutuldu.

8. 14000 x g’de 15 dk. siire ile santrifiijlenen hiicrelerin siipernatanti temiz

eppendorf tiiplere alinarak -80°C’de saklandi.

3.4.6.2. Bradford Yontemi ile Protein Miktar Ol¢iimii

Bradford yonteminin esasi Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteine
baglanmasi ve renk degistirmesine dayanir. Asidik kosullarda kirmizi renkli olan
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi test edilmek istenen proteine baglandiginda
mavi renge donisiir. Meydana gelen renk 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans
verir (Kruger 2009).

Bradford Boyasi Kit Icerigi:
Protein tayini boya reaktifi konsantresi 450 mL

Sigir serum proteini (BSA, standart) ¢ozeltisi; kit protokiilii esasina gore 1,41
mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 20 mL deiyonize suda ¢oziildii. BSA ana stok
¢oOzeltisi -20 °C’de saklandi.

Testin Yapilisi:

Bradford yontemi ile protein miktar Ol¢iimii yapilirken her bir 6rnek 1/100

oraninda sulandirilarak 6l¢iildii ve hesaplama yapilirken bulunan deger 100 ile ¢arpildi.

1. BSA ana stok ¢ozeltisinden konsantrasyonlart 400, 200, 100, 50, 25, 12,5,
6,25 pg/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler protein tayininde

standart egri ¢izimi igin kullanildi. Standartlar 3’er tekrarli ¢alisildi.
2. 1:4 hacim oraninda konsantre boya reaktifi distile su ile seyreltildi.

3. 10’ar pL standart ¢ozelti ve protein 6rneklerinden 96 kuyulu mikroplakaya
uygun konfiglirasyonda konuldu ve her kuyucuga 200 pL seyreltilmis boya reaktifi

ilave edildi.

4.5 dk.’lik inkiibasyonu takiben 595 nm’de mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede absorbans degerleri dlciildii. Olgiilen her bir érnek igin protein

miktari, hazirlanan 6l¢ii egrisine gore ng/ uL cinsinden hesaplanda.
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3.4.6.3. Western Blot Yontemi ile Protein Tayini
Izole edilen proteinlerde kardiyak Troponin | ve Troponin T proteinlerinin

tayinleri western blot yontemi ile gerceklestirildi.

Western blot yontemi; jelde ayirimi saglanmig proteinlerin  membrana
emdirilerek ilgili proteinin isaretlenmis antikor yardimiyla membran iizerine kantitatif

ya da yar1 kantitatif olarak belirlenmesi esasina dayanir.
Kullanilan Cozeltiler:

Yiiriitme Tamponu (5X): 15 g Tris (son konsantrasyon 0,025 M olacak sekilde),
72 g glisin (son konsantrasyon 0,192 M olacak sekilde) tartildi ve 800 mL deiyonize su
icerisinde ¢Oziindiiriildii. Bu islemin ardindan 5 g SDS eklendi ve pH 8,3 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra hazirlanan ¢dzeltiye son hacmi 1000 mL olacak sekilde deiyonize

su eklendi.

Yiiriitme Tamponu (1X): Yiriitme tamponu (5X)’dan 1:5 oraninda deiyonize su

ile seyreltilerek hazirlandu.

Transfer Tamponu (10X): 60 g tris, 144 g glisin tartildi ve 800 mL deiyonize su
icerisinde ¢oziindiiriildii. Coziindiiriilme isleminden ardindan pH 8,3 olacak sekilde
ayarland1 ve hazirlanan ¢ozeltiye son hacmi 1000 mL olacak sekilde deiyonize su
eklendi. Hazirlanan transfer tamponu (10X)’ndan 100 mL alinarak deiyonize su ile son
hacmi 1000 mL’ye tamamlandi. Bu sekilde elde edilen 1X transfer tamponundan 800
mL alinarak iizerine 200 mL HPLC kalitede metanol eklenerek deney asamasinda
kullanildi.

Tris-bufferd saline (TBS) Tamponu (10X): 24 g tris baz, 88 g sodyum kloriir
tartildi ve 900 mL deiyonize su igerisinde ¢oziindiiriildii. 6M HCI ile pH 7,6 olacak
sekilde ayarland1 ve hazirlanan ¢o6zeltiye son hacim 1000 mL olacak sekilde deiyonoize

su eklendi.

TBS (1X): TBS (10X)’den 100 mL alinarak deiyonize su ile 1000 mL’ye

tamamlandi.

%0, 1’lik TBS-T Tamponu: TBS (10X) tamponundan 100 mL alip 900 mL ile
deiyonize su ile hazirlanan TBS (1X) tamponu igerisine 1 mL Tween-20 eklendi.
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%35 'lik Yagsiz Siit Tozu Cozeltisi: 5 g yagsiz siit tozu tartildi ve 100 mL %0,1°lik

TBS-T tamponu icerisinde ¢oziindiiriildii.

Birincil Antikor Cozeltileri: Troponin I-C birincil antikor (St John’s Laboratory,
STJ96727-100) 1:500 oraninda %5’lik yagsiz siit tozu kullanilarak hazirlanan 5 mL
%0,1’lik TBS-T tamponu igerisinde seyreltildi. Troponin T-C birincil antikor da (St
John’s Laboratory, STJ96114-100) ayni sekilde 1:500 oraninda %5°lik yagsiz siit tozu
kullanilarak hazirlanan 5 mL %0,1°lik TBS-T tamponu igerisinde seyreltildi.

Tkincil Antikor Cozeltisi: Ikincil antikor olarak kullanilan IgG anti-rabbit
antikoru (Abcam, ab6721) ve IgG anti-mouse antikoru (Abcam, ab6728) 1:10000
oraninda %5’lik yagsiz siit tozu kullanilarak hazirlanan 5 mL %0,1’lik TBS-T tamponu

igerisinde seyreltildi.
Testin Yapihsi:

1. Orneklerin Bradford yontemi ile protein miktar tayini yapildiktan sonra tiim
orneklerin protein miktart 40 pug olacak sekilde hesaplandi ve uygun hacimlerde
aliarak PCR tiiplerine aktarildi.

2. Jele ylikleme yapilana kadar tiim islemler buz lizerinde gerceklestirildi.

3. PCR tiiplerine alinan protein 6rneklerine 10 pL Laemeli tamponu (ylikleme
tamponu) eklendi ve tiiplerdeki son hacim 20 pL olacak sekilde deiyonize su ilave
edildi.

4. Protein 6rneklerine vorteks ve ardindan spin islemi uygulandi.

5. Ornekler blok 1siticida 95°C°de 5 dk. denatiire edildikten sonra tekrardan
buz tlizerine alind1 ve spin islemi uyguland.

6. Proteinlerin yiiriitiillmesi i¢cin SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) poliakrilamit
ayirma ve SDS yiikleme jelleri TEMED ve APS en son eklenecek sekilde hazirlandi ve
10x10 cm’lik jel kaliplarina (Bio-Rad, Mini-PROTEAN®Tetra Cell) dokiildii.

7. Jellerin hazirlanmasi asamasinda TEMED ve APS hari¢ diger jel bilesenleri
2 tane ayr1 15 ml’lik falkon tiiplere eklendi ve karismasi saglandi. TEMED ve APS
akrimalid ve bis-akrilamid arasinda polimerizasyonu baglattigi i¢in ayirma jeli
soliisyonu igerisine en son eklendi ve jel kalibinin %4’liik kismina hizli bir sekilde pastor
pipet yardimiyla dokiildii. Bu islemin ardindan olusan hava kabarciklarinin
engellenmesi i¢in bir miktar deiyonize su ilave edildi. 25 dk. jelin kurumasi beklendi ve

kurutma kagidi ile iist kisma ilave edilen su geri alindi. Daha sonra yliriitme jeli de
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TEMED ve APS en son eklenecek sekilde hazirlanarak jel kalibiin {ist boliimiiniin
kalan %4liik kismina dokiildii.

8. Yiiriitme jelinin dokiilmesinin ardindan taraklar yerlestirilerek protein
igerikli karigimin eklenecegi kuyucuklarin olusmasi saglandi.

9. Yiriitme jeli donduktan sonra taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikartildi ve
soguk 1X yiiriitme tamponu dikey elektroforez tanki igerisine eklendi. Proteinlerin zarar
gdrmemesi i¢in tankin igerisine ayrica buz kiitlesi de yerlestirildi.

10. Jelde yer alan ilk kuyucuga 7 pL ladder (Thermo Scientific™ Pageregular
Plus Prestained Protein Ladder, Katalog no: 26619) diger kuyucuklara ayn1 miktarlarda
protein icerigine sahip drneklerden 20 pL karigim SDS poliakrilamid jele yiiklendi.

11. Jele yiiklenen protein igerikli karisimlar 300 mA sabit tutularak 30 dk. 70 V;
45 dk. 100 V; 45 dk. 125 V olacak sekilde yiiriitiildii.

12. Poliviniliden difloriir (PVDF) membran jelin boyutuna uygun olacak sekilde
kesildi ve 10 dk. boyunca %100 metanol ile ¢alkalayicida muamele edildi.

13. Yiiriimesi tamamlanan jel dikkatli bir sekilde kaliptan ¢ikarildi ve membran
ile 15 dk. boyunca soguk 1X transfer tamponu ile muamele edildi.

14. Membran ve jel sandvig¢ teknigiyle western blot transfer aparatina
yerlestirildi. Bu islem i¢in 2 adet siinger ve 2 adet kalin transfer kagidi 1X transfer
tamponu ile tamaminin 1slatilmasi saglandi. Sirastyla siinger altta kalacak sekilde
lizerine transfer tamponu ile 1slanmig kalin transfer kagidi yerlestirilir. Siinger ve
transfer kagidinin iizerine jel ve jelin iizerine de 0,45 pm PVDF membran diizgiin bir
sekilde koyulur. Uzerinde hava kabarcigi kalmamasi igin silindirik bir malzeme ile
tizerinden gegilir. Daha sonra sirasiyla diger kalin transfer kagidi ve siinger koyulur. Bu
islemlerin ardindan sikistirma aparatina jel tarafi siyah tarafa, membran tarafi kirmizi
tarafa gelecek sekilde yerlestirilir.

15. Tankin i¢ine 1X transfer tamponu ve buz kiitlesi yerlestirilerek 70 V ve 350
mA’de 120 dk. transfer islemi gerceklestirildi.

16. Transfer isleminin ardindan membran kiiclik kap icerisinde 5 ml %5’lik
yagsiz siit tozu ¢ozeltisi (%0,1°’lik TBST iginde) ile 1,5 saat oda sicakliginda
calkalayicida bloklandi.

17. Bloklama isleminin ardindan 5 mL %S5’lik yagsiz siit tozu dokiildii ve
membran 2 kez 5’ser dk. 2 kez 10’ar dk. %0,1’lik TBST ile ¢alkalayicida yikandi. Her

yikama sirasinda bir 6ncesi TBST tamponu dokiildii.
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18. Membran, bloklama tamponu ile (TBST) ilgilenilen proteinlere 6zgii birincil
antikor uygun oranda seyreltilerek olusturulan 5 mL ¢ozelti ile 12 saat +4°C’de gece
boyunca ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

19. Membran, ertesi sabah 1 saat de oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibasyona
birakildi. Bu islemin ardindan birincil antikor ¢ozeltisi atilmadi ve tekrar kullanim igin
ayr1 bir 15 mL’lik falkon tiipe alinarak -20°C’de sakland.

20. Membran art arda 2 kez 5’ser dk. 2 kez 10’ar dk. %0,1’lik TBST ile
calkalayicida yikandi. Her yikama sirasinda bir 6ncesi TBST tamponu dokiildii.

21. Membran, bloklama tamponu ile (TBST) ilgilenilen proteinlere 6zgii ikincil
antikor uygun oranda seyreltilerek olusturulan 5 mL ¢ozelti ile oda sicakliginda 1 saat
calkalayicida inkiibasyona birakildi.

22. Inkiibasyon sonrasinda membran art arda 2 kez 5’ser dk. 2 kez 10’ar
dk.%0,1’lik TBST ile galkalayicida yikandi. Her yikama sirasinda bir 6ncesi TBST
tamponu dokiildii.

23. Membran, goriintileme reaktiflerinin  (SuperSignal West Femto
Luminol/Enhancer Solution ve SuperSignal West Femto Stable Peroxide Solution) 1:1
oraninda karistiritlmasiyla elde edilen galigma soliisyonu ile 2 dk. boyunca muamele
edildi ve ardindan membran iki asetat arasinda konularak goriintiileme cihazinda
goriintlilendi.

24. Deneyler, her konsantrasyon icin en az 3 tekrar ve ayn1 kosullarda farkli 2
giinde ¢alismak iizere toplam en az 6 tekrar olacak sekilde yapildi.

Degerlendirme:

Elde edilen bantlar, her bir protein i¢in ‘stripping islemi’ yapildiktan sonra
referans olarak kullanilan -aktin proteinine gore kiyaslama yapilarak degerlendirildi.

Stripping Islemi

Membranin kendisine baglanmis olan birincil ve ikincil antikorlardan temizlenip

membrana tekrardan antikor baglanmasi iglemidir.
Testin Yapihsi:

1. Membran 2 kez 5’ser dk. 2 kez 10’ar dk. %0,1’lik TBST ile ¢alkalayicida

yikandi. Her yikama sirasinda bir 6nceki TBST tamponu dokiildii.
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2. Membran iizerine ticari olarak temin edilen stripping c¢ozeltisinden
(Restore™ Plus Western Blot Stripping Buffer) 20 mL eklenerek 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

3. Inkiibasyonun ardindan membran 2 kez 5’ser dk. 2 kez 10’ar dk. %0,1’lik
TBST ile calkalayicida yikandi. Her yikama sirasinda bir onceki TBST tamponu
dokiildii.

4. Membran kiiciik kap icerisinde 5 mL %S5’lik yagsiz siit tozu c¢ozeltisi
(%0,1’lik TBST i¢inde) ile 1,5 saat oda sicakliginda galkalayicida muamele edilerek
bloklama islemi gergeklestirildi.

5. Membran kurumamas: igin bir miktar TBST tampon ¢ozeltisi i¢erisinde gece
boyunca +4°C’de bekletildi.

3.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Elde edilen verileri istatistiksel yonden degerlendirmek amaciyla GraphPad
Prism 6 programu ile tek yonlii varyans (ANOVA) analizi (Post Hoc-Tukey) uygulandi.
p<0,003 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasinda iirikoziirik ila¢ grubuna ait lesinuradin si¢an kardiyomiyoblast
HO9c2 hiicre dizisi lizerinde kardiyotoksik etki potansiyelinin degerlendirilebilmesi igin
sitotoksisite (MTT testi), apoptoz (Anneksin V-FITC/PI apoptoz testi ile), ROS
diizeyleri (H.DCFDA), GSH diizeyi (ELISA kit ile), kardiyak troponin | ve kardiyak

troponin T diizeyini tespit testleri gergeklestirildi.

Lesinuradin H9¢2 hiicre dizisi tlizerine sitotoksik etki potansiyeli 0,25-4 M
konsantrasyon araliginda 24 saat siireli maruziyeti takiben MTT testi ile degerlendirildi.
ICs0 degeri 0,845 M olarak tespit edildi (Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: H9¢2 hiicre dizisine 0,25-4 M konsantrasyon araliginda lesinurad maruziyetinin
MTT sonucu

Lesinuradin H9¢2 hiicre dizisi iizerine IC20 degeri 0,276 M olarak belirlenmis
olup apoptotik etki potansiyeli 0,0625-0,5 M konsantrasyon araliginda 24 saat siireli
maruziyeti takiben Anneksin V-FITC/PI yontemi ile degerlendirildi (Tablo 4-1; Sekil 4-

2). En yiiksek maruziyette gézlemlenen 6liimlerde toplam hiicreye oranla erken ve geg
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apoptoz goriilme ylizdeleri sirasiyla maksimum %7,93 ve 5,79 olarak rapor edildi.

Calisilan maruziyet konsantrasyonlarinda nekrozun tetiklendigi tespit edildi (Sekil 4-2).

Tablo 4-1: Lesinuradin H9¢2 hiicre dizisi iizerine 0,0625-0,5 M konsantrasyon arahginda
Anneksin V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkileri

Hiicre Oliim Oram (%)
Konsantrasyon (M)
Erken Apoptoz Geg Apoptoz

Kontrol 1,71 5,88
0,0625 1,78 5,73

0,125 1,93 5,19

0,25 2,5 6,2

0,5 7,93 5,79

Lesinuradin H9¢2 hiicrelerine 24 saat siireli maruziyeti takiben erken apoptoz ile
iligkisinin degerlendirmesinde 0,0625-0,5 M konsantrasyon araliginda kontrole kiyasla
sirastyla 1,04; 1,13; 1,46 ve 4,65 kat artis tespit edildi. Elde edilen verilere gore
lesinuradin 0,5 M konsantrasyondaki maruziyeti ile erken apoptozun indiiksiyonu
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski bulundu (p<0,003) (Sekil 4-2). Ayni
sekilde lesinuradin H9¢2 hiicrelerine 24 saat siireli maruziyeti takiben geg¢ apoptoz ile
iligkisinin degerlendirmesinde kontrole kiyasla 0,0625 ve 0,125 M konsantrasyonlarinda
sirastyla 1,02 ve 1,13 kat azalma; 0,25 M konsantrasyonunda 1,05 kat artma ve 0,5 M
konsantrasyonda 0,98 kat azalma tespit edildi. Elde edilen verilere gbre ge¢ apoptoz
degerlendirmesinde kontrol ve maruzuiyet konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p<0,003) (Sekil 4-2). Lesinuradin H9c2 hiicrelerine 24 saat siireli
maruziyeti takiben nekroz ile iliskisinin degerlendirmesinde kontrole kiyasla 0,0625-0,5
M konsantrasyon araliginda sirasiyla 1,23; 1,37; 1,96 ve 1,35 kat artma tespit edildi.
Elde edilen verilere gore 0,125-0,5 M konsantrasyon maruziyetinin nekroz iizerine

etkisi anlaml1 bulundu (p<0,003) (Sekil 4-2).
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Anneksin V-FITC/PI Analizi
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Sekil 4-2: H9¢2 hiicre dizisine 0,0625-0,5 M konsantrasyon arahginda lesinurad
maruziyetinin erken apoptoz, gec apoptoz ve nekroz iizerine etkisi

Benzer sekilde, lesinuradin H9c¢2 hiicre dizisi iizerine 0,0625-0,5 M
konsantrasyon araliginda 24 saat siireli maruziyeti takiben durumundaki FSC ve SSC
dedektorleri yardimi ile hiicre biiytikliginde (FSC) 0,0625-0,25 M konsantrasyon
araliginda kontrole kiyasla sirasiyla 1,04; 0,05; 1,08 kat azalma ve 0,5 M
konsantrasyonda 1,21 kat artma; graniilaritede (SSC) sirasiyla 1,14; 1,22; 1,38 ve 1,32
kat artma tespit edildi (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: FSC ve SSC dedektorleri yardimiyla H9¢2 hiicre siispansiyonundaki hiicre
biiyiikliigii ve graniilaritesinin tespiti

Lesinuradin H9¢2 hiicre dizisi iizerine 0,0625-0,5 M konsantrasyon araliginda
24 saat stireli maruziyeti takiben ROS olusturma potansiyeli flowsitometrik yontem ile
degerlendirildi. ROS diizeylerinde 0,0625-0,5 M maruziyet konsantrasyonlarinda
kontrole kiyasla sirasiyla 1,02; 1,06; 1,07 ve 1,01 kat azalma tespit edildi. ROS
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diizeylerinde saptanan azalmalar istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p<0,003) (Sekil
4-4).
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Sekil 4-4: Lesinuradin H9¢2 hiicre dizisi iizerine oksidatif hasar olusturma potansiyelinin
flowsitometrik yontem ile degerlendirilmesi

Lesinuradin H9¢2 hiicre dizisi iizerine 0,0625-0,5 M konsantrasyon araliginda
24 saat siireli maruziyeti takiben GSH miktar1 ELISA yontemi ile degerlendirildi. Elde
edilen sonuglara gore lesinurad maruziyeti sonrasinda GSH diizeylerinde doza bagh
anlamli azalma tespit edildi (Sekil 4-7) (p<0,003). GSH diizeylerinin 0,0625-0,5 M
konstantrayon araliginda kontrole kiyasla sirasiyla %94,05; 99,87; 99,83 ve 99,96
azaldig1 saptandi (p<0,003).
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Sekil 4-5: H9c¢2 hiicre dizisine 0,0625-0,5 M konsantrasyon araliginda lesinurad
maruziyetinin glutatyon miktari iizerine etkisi

Lesinuradin H9¢2 hiicre dizisi tizerine 0,0625-0,5 M konsantrasyon araliginda 24 saat
stireli maruziyeti takiben kardiyak troponin | ve kardiyak troponin T diizeyleri Western

Blot yontemi ile degerlendirildi (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: H9¢2 hiicre dizisinde 0,0625-0,5 M konsantrasyon arahginda lesinurad
maruziyetinin relative Troponin I ve T diizeyleri (kontroliin %’si) iizerine etkisi

Konsantrasyon (M) Troponin | Troponin T
Kontrol 1+0,22 1+0,074
0,0625 1,3+0,35 1,2£0,11
0,125 0,98+0,21 1,35+0,17
0,25 1,086+0,23 1,540,17

0,5 0,73+0,12 0,87+0,14
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Troponin | ve troponin T diizeylerinin 0,5 M maruziyet konsantrasyonlarinda
kontrole kiyasla sirasiyla 1,39 kat ve 1,14 kat azaldigi tespit edildi. Troponin T
diizeylerinin 0,0625-0,25 M maruziyet konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla sirasiyla
1,2; 1,3 ve 1,5 kat artma saptandi. Troponin I diizeylerinde 0,0625 M maruziyet
konsantrasyonunda kontrole kiyasla 1,3 kat artma; 0,125 M konsantrasyonunda 1,02 kat
azalma ve 0,25 M maruziyet konsantrasyonunda ise kontrole kiyasla 1,03 kat artma
tespit edildi. Troponin I ve troponin T diizeylerinin kontrole kiyasla artmasi ve azalmasi

istatistiksel a¢idan anlamli bulunmadi (p<0,003) (Sekil 4-6) (Tablo 4-2).
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Sekil 4-6: Troponin I-C ve Troponin T-C diizeylerinin Western Blot teknigi ile goriintiisii
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5. TARTISMA

Gut hastaligi, sik goriilen romatizmal hastaliklardan biridir. Hastaligin
prevelansi; komorbidite insidansinin artmasi, yasam tarzi faktorleri, yas, cinsiyet ve iirat
diisiiriicti tedavinin yetersiz kalmasi gibi etkenlere bagli olarak artmaktadir (Claus ve
Saseen, 2018). Gut hastalig1 serum iirik asit seviyesinin artmasina bagli olarak MSU
kristallerinin eklem iginde ve g¢evre bag dokuda birikmesi sonucu ortaya ¢ikan akut
artrit ataklar ile karakterizedir. Hiperiirisemi ve tekrarlayan akut artrit ataklari tedavi
edilmedigi zaman MSU kristallerinin birikmesine bagli olarak kronik tofiislii gut
tablosu ortaya ¢cikmaktadir (Ning ve Keenan, 2010; Richette ve Bardin, 2010; Hainer ve
ark., 2014).

Akut gut ataklariin en hizli sekilde ortadan kaldirilmasi, atak, agri ve atesin
tekrarlanmasinin dniine gecilmesi, MSU kristallerinin dokularda birikiminin énlenmesi
ve hiperiiriseminin kontrol altina alinmas1 hastaligin tedavisindeki temel amagtir (Demir
2011). Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol ve febuksostat), tekrarlayan gut
ataklarmnin dnlenmesinde kullanilan ilk tedavi secenegidir. Ikinci tedavi segenegi olarak
iirikoziirikler kullanilmaktadir. Urikoziirikler, bir ksantin oksidaz inhibitorii ile

kombinasyon tedavi seklinde uygulanir (Claus ve Saseen, 2018).

Lesinurad, 2015 yilinda FDA tarafindan kabul edilen kronik gut hastalarinda
hiperiirisemi tedavisi i¢in kullanilan bir tirikoziiriktir. Lesinurad ile tedavi sonrasinda
kardiyotoksik advers etkilerle karsilasildigina dair Klinik g¢alismalar bulunmaktadir
(Bardin ve ark. 2017; Dalbeth ve ark. 2017; Saag ve ark. 2017). Fakat lesinuradin kalp
tizerine olan toksik etkileri ve gozlemlenen kardiyovaskiiler advers etkilerin

mekanizmalari tam olarak aydinlatilmamistir.

Faz III ¢aligmas1 kapsaminda ABD (Care in Inadequate Responders, CLEAR-1)
ve Avrupa, Kuzey Amerika, Giiney Afrika, Avustralya ve Yeni Zelanda (CLEAR-2)
gruplarinin ~ katilimiyla  lesinuradin  plasebo, allopiirinol ve febuksostat ile
kombinasyonlarinin giivenlik verileri degerlendirilmis ve CLEAR-1 ve CLEAR-2’de
sirastyla ortalama %@4,25 ve 3,45 oraninda kardiyovaskiiler iligkili advers etki rapor
edilmistir (Bardin ve ark. 2017; Saag ve ark. 2017). Bir diger Faz III ¢aligmasinda,
lesinuradin febuksostat ile kombinasyonuna ait giivenlik verilerine gore, lesinuradin

calisilan farkli iki dozunda (200 mg lesinurad + febuksostat; 400 mg + febuksostat)
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kardiyovaskiiler iliskili advers etki goriilme oranlart %5,7 ve 3,7 olarak tespit edilmistir
(Dalbeth ve ark. 2017).

FDA lesinuradin kullanimi ile ilgili major kardiyovaskiiler advers etkilerin
gozlemlendigini fakat altinda yatan sebepler hakkinda nedensel bir iligki kurulmadigini
rapor etmistir (FDA, 2016). Yapilan literatiir incelemesi sonucunda lesinurad ile ilgili
verilerin azlig1 sebebi ile lesinurad ile ilgili yapilacak aragtirmalarin konudaki eksikligi
gidermede yararli olacagina inanilmaktadir. Bu amagla; tirikoziirik ilag grubuna ait olan
lesinuradin in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii ortaminda kalp hiicre dizisi iizerine toksik
etki potansiyeli ve toksisiteye sebep olan mekanizmalar aragtirilmistir. Yapilan tez
calismasinda 24 saat siire ile lesinurada maruz birakilan H9c2 kardiyomiyoblast
hiicrelerinde sitotoksik etki potansiyeli olarak I1Cso degeri 0,845 M ve 1C2 degeri 0,276
M olarak tespit edildi.

Hiicre 6liimil, bilindigi tizere, genel olarak biyokimyasal ve morfolojik kriterlere
gore smiflandirilir. Karisik ve farkli 6zelliklere ragmen hiicre 6liimii apoptoz, nekroz ve
otofaji olmak ftizere ti¢ farkli yolak tiirli iizerinden tanimlanabilir (Franco ve Cidlowski,
2012). Biyolojik siiregte yer alan homeostatik bir mekanizma olan apoptoz sadece
dokulardaki hiicrelerin doniisimiinde degil ayn1 zamanda normal gelisim ve yaslanma
sirasinda da kritik bir rol oynamaktadir. Apoptozun deregiilasyonu ya sebep olarak ya
da kanser, otoimmiin ve ndrodejeneratif bozukluklar gibi patolojilerin bir sonucu olarak
olusabilir (Fadeel ve Orrenius, 2005). Kardiyomiyositlerde goriilen apoptoz miyokardial
enfarktiis, konjestif kalp yetmezligi, transplant reddi gibi ¢esitli kliniko-patolojik
durumlarda olugmaktadir (Giil ve ark. 2002; Perik ve ark. 2005). Kardiyovaskiiler
temelli hastaneye yatislarin 6nemli bir sebebi olan konjestif kalp yetmezliginde, apoptoz
onemli bir rol oynayabilir. Kalp yetmezligi primer kardiyopati, miyokardial enfarktiis,
hipertansiyon ve kalp kapak hastaligi gibi bozukluklar sonucunda ortaya g¢ikabilen
heterojen bir sendromdur (Fool ve ark. 2005). Nekroz da iskemide/reperfiizyonda
miyosit kaybina katki saglayan bir faktor olabilir (Giil ve ark. 2002). Olivetti ve ark.
(1997) yaptiklar1 iskemik ya da idipatik kardiyopatili hastalardan eksplante edilmis kalp
arastirmasinda, konjestif kalp yetmezligine eslik eden durumun apoptoz ve nekroz ile
iliskili olabilecegini rapor etmektedir. Mishra ve ark. (2014) in vivo ve H9c2
hiicrelerinde in vitro yaptigi arastirmada tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan

rosiglitazonun doza bagli olarak apoptoz araciligi ile kardiyotoksisiteye sebep
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oldugunu, apoptozun arttig1 ve erken apoptozdan nekroza dogru bir gecis oldugunu
bildirmistir. Tez calismamizdan elde edilen verilere gore, lesinuradin 0,5 M
konsatrasyondaki maruziyetinde kontrole kiyasla erken apoptozu 4,65 kat fazla farkla
indiikledigi tespit edildi. Fakat, 0,0625-0,25 M konsantrasyon araligindaki
maruziyetlerin kontrol ile kiyaslamasinda anlamli bir fark bulunmadi (p<0,003). Ayrica,
gec apoptoz degerlendirmesinde lesinuradin 00,0625 ve 0,125 M maruziyet
konsatrasyonlarinda kontrole kiyasla 1,02 ve 1,13 kat azalma; 0,25 M konsantrasyonda
1,05 kat artma ve 0,5 M konsantrasyonda 0,98 kat azalma gostermesi istatistiksel agidan
anlamli bulunmamugtir (p<0,003). Lesinuradin 0,5 M konsantrasyon maruziyetinde
kontrole goére erken apoptozu indiiklemesine, ayni konsantrasyonda ge¢ apoptoz
acisindan anlamli fark bulunmadigindan dolay1 lesinuradin 0,0625-5 M konsantrasyon

arasinda apoptozu indiiklemedigi sonucuna varilmistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve oksidatif hasar arasindaki iliski, ¢cok sayida in
vivo ve klinik arastirmalar ile tespit edilmistir. Oksidatif hasar miyokardial hipertropi,
kontraktil islev bozuklugu, kardiyak fibroz gelisimi ve endotel disfonksiyonu gibi
bozukluklara sebep olmaktadir (Lisciani ve ark. 1978; Dhalla ve ark. 1996; Ghyasi ve
ark. 2012; Menazza ve ark. 2012). Kokain, amfetamin gibi suistimal edilen maddeler,
doksorubisin ve siklofosfamid gibi ilag kaynakli kardiyotoksisitede oksidatif hasar

onemli rol oynar (Costa ve ark. 2013).

GSH seliiler redoks potansiyelinin ve hiicre 6liimii yolaklarinin aktivitesinin
onemli bir gostergesidir. GSH tiikenmesi genellikle reaktif oksijen ve nitrojen
tirevlerinin meydana getirdigi oksidatif hasarin bir belirteci olarak kabul edilir (Franco
ve Cidlowski 2012). Arbo ve ark. (2014) kardiyotoksisite arastirmasinda piperazin
tirevi 1-(3,4-metilendioksibenzil) piperazinin GSH seviyelerinde anlamli diizeyde
azalma tespit etmis, fakat, bu azalmada reaktif oksijen tiirevlerinin etken olmadigini
rapor etmislerdir. Ayni1 zamanda ¢alismada GSH azalmasinin glutatyon reduktaz (GR)
enzim aktivitesi ile ilgili oldugu hipotezini kurarak ilgili enzim aktivitisini
degerlendirmis fakat anlamli bir degisiklik gézlemlememislerdir. Erken apoptotik ve

sekonder nekroza giden hiicreler hiicre 6limiinde anlamli bulunmustur.

Tez galismamizda, lesinuradin 0,0625-0,5 M konsantrasyon araliginda GSH
seviyelerinde kontrole kiyasla doza bagli sirasiyla %94,05; 99,87; 99,83 ve 99,96

oraninda anlamli azalma tespit edilmekle birlikte reaktif oksijen tiirevlerinde aymni
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konsantrasyon araliginda kontrole kiyasla sirastyla 1,02; 1,06; 1,07 ve 1,06 kat azalma
anlamli bulunmamistir. Fakat, GSH seviyelerinin hemen hemen tamamina yakininin
tikenmesi ROS’nin olusmamasi i¢in antioksidan mekanizmanin gostergesi olabilir.
Ayrica, GSH seviyelerindeki azalmanin sebebi sitozolde meydana gelen ve [-
glutamilsistein ligaz ve GSH sentaz enzimlerinin katalizledigi GSH biyosentezinin
inhibisyonu olabilir (Gao ve ark. 2010; Mari ve ark. 2013). GSH tiikenmesinin bir baska
sebebi de; aktif tiyol gruplarinin kimyasal modifikasyonuna duyarli oldugu bilinen GR

aktivitesinin degisebilir olmasidir (Remido ve ark. 2000).

cTnT ve cTnl Klinik ve pre-klinik ¢alismalarda potansiyel ilaca bagh
miyokardiyal hasar1 izlemek i¢in kullanilan hassasiyeti ve ozgilligli yiiksek olan
onemli belirteglerdir. Klinik ¢alismalarda ¢TnT ve c¢Tnl serum konsantrasyonlarinin
anormal diizeyde yiiksek olmasi ile akut mikokard enfarktiisii goriilme riskinin 4-5 kat
artirdigi rapor edilmistir. Bundan dolay1 kardiyak troponinlerin advers etkiler igin
yiiksek risk altindaki hastalarin siniflandirilmasi ve akut koroner sendromu (ACS)
hastalarmin se¢imi i¢in oldukga yararli oldugu ileri siiriilmiistiir (Panteghini ve ark.
1999; Adamcova ve ark. 2005). Troponinlerin biyolojik yar1 omrii nispeten kisa
olmasina ragmen (cTnT: 120 dk., ¢Tnl: 90 dk.), tan1 siiresi troponinlerin intraseliiler
bolmede bulunmalar1 sebebiyle birkac saat ile 10-14 giin arasinda degisebilmektedir
(Adamcova ve ark. 2005). Lesinuradin 0,0625-0,5 M konsantrasyonlarina 24 saat maruz
birakilmis H9¢2 hiicre dizisinde troponin I ve troponin T diizeyleri Western Blot
yontemi ile degerlendirildi. Troponin I ve troponin T diizeylerinde 0,5 M maruziyet
konsantrasyonun kontrole kiyasla sirasiyla 1,39 ve 1,14 kat azalma saptandi. Ayrica,
troponin T diizeylerinde 0,0625-0,25 M konsantrasyon araliginda kontrole kiyasla 1,2-
1,5 kat artis tespit edildi. Troponin I diizeylerinde ise 0,0625 M ve 0,25 M
konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,3 ve 1,08 kat artis gozlenirken; 0,125 M maruziyet
konsantrasyonunda kontrole kiyasla 1,02 kat azalma tespit edildi. Elde edilen bu veriler
degerlendirildiginde kontrol ve maruziyet konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir degisim tespit edilmedi (p<0,003). Boylece, kalp hiicrelerinin 6lim
sebebinin troponin | ve troponin T diizeylerini etkileyen bir mekanizma {izerinden

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Herman ve ark. (1998) doksorubisine bagli miyokardiyal hasar1 degerlendirmek

amaciyla yaptiklari calismada serum ¢TnT seviyelerinin yiiksek ve immunhistokimyasal
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inceleme sonucunda da miyositlerde minimal diizeyde degisiklik tespit etmislerdir. Bir
baska ¢alismada, Sumi ve ark. (2013) H9c2 miyoblast hiicre dizisi lizerinde arsenigin
kardiyak farklilasmasina etkisinin arastirilmasinda c¢TnT protein ekspresyonunun

azaldigini rapor etmislerdir.

Kardiyovaskiiler yan etkiler akut ya da kronik ila¢ tedavisinden sonra ortaya
cikarak miyokardin mekanik islevini etkileyebilir. Ayrica, morfolojik hasar ve/veya
hiicresel ya da kalbin doku bilesenlerinin kayb1 gibi yapisal ve damar sistemi ile ilgili

fonksiyon degisikliklerine sebep olabilir (Cross ve ark. 2015).

Sonug olarak; tekrarlayan gut ataklarinin onlenmesinde kullanilan lesinuradin
kalp hiicreleri {izerine hiicre 6liimiinde apoptoz indiiksiyonu etkili degildir. Her ne kadar
ROS diizeyine etkili olsa da GSH diizeylerinde azalma oksijen radikalleri disinda
serbest radikal olusumuna sebep olabilir. Kalp kasina 6zgii ve sitozolik havuzda
bulunan, aktin ve miyozin proteinlerinin uyarilmasini saglayarak kalbin kasilmasini
saglayan troponin | ve T diizeylerinde degisim tespit edilmemistir. Lesinurad ksantin
oksidaz inhibitdrleri (allopurinol veya febuksostat) ile kombinasyon tedavi seklinde
uygulandigi igin lesinuradin kardiyotoksik etkisinde kombinasyon ilag seklinin ve
kardiyovaskiiler sistemde miyokardin mekanik islevinin etkilenmesi, morfolojik hasar
ve damar sistemi ile ilgili fonksiyon degisikligi gibi sebeplerin etkili olabilecegi

hususunda ileri aragtirmalar yapilmalidir.
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