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OZET

Bobrek iskemi-reperfiizyon modeli olusturulan ratlarda astaksantin maddesinin
otofaji iizerine etkisinin arastirilmasi

Amag: Calismanin amacit bobrek iskemi reperfiizyon hasar1 olan ratlarda
astaksantinin otofaji lizerine etkilerinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Calismada 40 adet Spraque-Dawley cinsi erkek sigan
kullanild1. Siganlar Grup 1 (Sham), Grup 2 (I/R), Grup 3 (Atx 5 mg/kg+i/R), Grup 4 (Atx
10 mg/kg+i/R), Grup 5 (Atx 25 mg/kg+I/R) olmak iizere 5 gruba ayrildi. 1 ve 2.
gruplardaki siganlara 7 giin boyunca gavajla astaksantin ¢oziiciisii (zeytinyagi) verildi. 3,
4 ve 5. gruplardaki sicanlara ise 7 giin boyunca gavajla zeytinyaginda ¢oziilmiis farkl
dozlarda astaksantin verildi. 7. giiniin sonunda tiim gruplardaki siganlara bilateral olarak
45 dk bobrek iskemi sonrasi 24 saat reperfiizyon yapildi. Serum 6rneklerinden BUN ve
Kreatinin seviyeleri 6lciildii. TAS-TOS diizeyleri ELISA yéntemi ile 6lgiildii. Bobrek
dokusundan SOD ve MDA diizeyleri olgiildii. Bobrek dokulari hematoksilen-eozin
boyama metodu ile boyandi. Bobrek dokularinda Beclin-1, LC3 ve p62 seviyeleri
immiinohistokimyasal yontemle belirlendi.

Bulgular: i/R grubunun BUN ve kreatinin seviyelerinin sham grubuna gére artis
gosterdigi, astaksantin uygulanan gruplarda ise anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi
(p<0.05). SOD ve TAS degerlerinin I/R grubunda azaldig1, astaksantin uygulamasiyla
arttig1 belirlendi (p<0.05). MDA ve TOS degerlerinin I/R grubunda artt1ig1 ve astaksantin
uygulamasiyla azaldigi belirlendi (p<0.05). I/R grubunda tiibiillerde nekrotik
degisiklikler ve dilatasyon gdzlendi. I/R grubunda izlenen histopatolojik bulgularin Atx
10 mg/kg+I/R ve Atx 25 mg/kg+i/R gruplarinda belirgin derecede azaldig tespit edildi
(p<0.05). Beclin-1 ve LC3 immiinreaktivitesi diger gruplar ile karsilastirildiginda en
yiiksek Atx 25 mg/kg+I/R grubunda tespit edildi (p<0.05). p62 immiinreaktivitesi ise en
diisiik Atx 25 mg/kg+I/R grubunda tespit edildi (p<0.05).

Sonug: Calismamizda astaksantinin otofajinin indiiksiyonu yoluyla dokulari hasara
kars1 korudugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Astaksantin, bobrek, iskemi/reperfiizyon, oksidatif stres,
otofaji
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Astaxanthin on Autophagy in Renal Ischemia-
Reperfusion Modeled Rats

Aim: The aim of this study is to investigate effect of astaxanthin on autophagy in
rats with renal ischemia reperfusion injury.

Material and Method: In this study 40 male Sprague-dawley rats were used. The
rats were divided into 5 groups; Groupl (Sham), Group2 (I/R), Group3 (Atx 5
mg/kg+l/R), Group4 (Atx 10 mg/kg+I/R) and Group 5 (Atx 25 mg/kg+1/R). The rats in
groups 1 and 2 were given astaxanthin solvent (olive oil) by gavage for 7 days. The rats
in groups 3, 4 and 5 were given different doses of astaxanthin dissolved in olive oil by
gavage during 7 days. At the end of 7th day, rats in all groups were performed bilateral
renal ischemia for 45 minutes then reperfusion for 24 hours. BUN and creatinine levels
from serum samples were measured. TAS-TOS levels were measured by ELISA method.
SOD and MDA levels from renal tissue were measured. Kidney tissues were stained with
Hematoxylin-eosin method. Beclin-1, LC3, p62 levels in renal tissues were detected by
immunohistochemistry method.

Results: The levels of BUN and creatinine in the I/R group were detected to
increase relative to the sham group, while in the astaxanthin groups it was lower.
(p<0.05). It was determined that the TAS and SOD values decreased in the I/R group and
increased with astaxanthin administration (p<0.05). It was determined that MDA and
TOS values increased in the I/R group and decreased with astaxanthin administration
(p<0.05). Necrotic changes and dilatation were observed in the tubules in area in the I/R
group. It was detected that the histopathological findings observed in the I/R group
decreased significantly in the Atx 10 mg/kg+I/R and Atx 25 mg/kg+1/R groups (p<0.05).
LC3 and Beclin-1 immunoreactivity were detected the highest in Atx 25 mg/kg+1/R group
when compared another groups (p<0.05). p62 immunoreactivity was detected the lowest
in the Atx 25 mg/kg+1/R group (p<0.05).

Conclusion: In our study, it was determined that astaxanthin protects the tissues
against damage via induction of autophagy

Keywords: Astaxanthin, renal, ischemia/reperfusion, oxidative stress, autophagy
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: Malondialdehit
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1. GIRIS

Iskemi; dokulara giden kan akiminin gesitli nedenlerle kesilmesi, reperfiizyon ise;
dokulara kan akimimin tekrardan saglanmasidir (1). Reperfiizyonda, iskemik periyotta
meydana gelen hasardan daha ciddi doku hasar1 meydana gelmektedir (2). Bobrek
iskemi-reperfiizyon (I/R) hasari; bobrek nakli, kardiyopulmoner bypass, diisiik kalp
debisi, kardiyojenik sok, nefrotoksik ila¢ kullanimi, ¢coklu organ disfonksiyonu, sok gibi
cesitli durumlardan kaynaklanan akut bobrek hasarinin 6nemli nedenidir (3).

Viicutta oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bir denge bulunur. Oksidan
diizeyindeki artis ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi1 durumunda oksidatif hasar
meydana gelir (4). Otofaji besin yoklugunda veya hiicresel stres durumunda hiicre ici
homoestazinin saglanmasinda 6nemli etkiye sahiptir (5). Otofajinin indiiksiyonu, hiicre

oliimiine katkida bulunabilir veya hiicreleri hasara kars1 koruyabilir (6).

Astaksantin yiiksek antioksidan 6zellige sahip bir antioksidandir. Astaksantinin
antioksidan 6zelliginin yan1 sira antiinflamatuar, antikanser, immun yanit1 giiclendirme,
norodejeneratif hastaliklara karsi etki gosterme gibi 6zellikleri oldugu bildirilmistir (7).
Son yillarda gergeklestirilen bazi ¢alismalar astaksantinin otofaji regiilasyonunda da

onemli rol oynadigini1 gostermektedir (8).

Literatiirde astaksantinin bébrek I/R hasari iizerine etkilerini inceleyen ¢ok az
sayida calisma yer almaktadir. Astaksantinin farkli dokularda otofaji iizerine etkilerini
inceleyen calismalar mevcut olmasina ragmen bobrek I/R hasari iizerine etkilerini

inceleyen herhangi bir caligmaya rastlayamadik.

Bu calismada bobrekte I/R hasarinda astaksantinin farkli dozlarmin oksidatif stres ve
otofaji iizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmustir. Bu ¢alisma ile bobrek I/R’un neden
oldugu yaygin klinik durumlarda ortaya c¢ikacak doku hasarini Onleyebilecek bir
antioksidan oldugunu diisiindiigiimiiz astaksantinin otofaji mekanizmasini nasil

etkileyecegi ve doku hasari lizerine etkilerinin neler olabilecegi aydinlatilmak istenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek anatomisi

Bobrek; karin arka duvarinda, columna vertabralis’in her iki yaninda,
retroperitoneal olarak yerlesmis fasulye seklinde bir ¢ift organdir. Sag bobrek T12-L3 ve
sol bobrek TI11-L2 vertebra seviyesinde yerlesmislerdir. Karacigerin biiyiik bir
boliimiiniin karin boslugunun sag-iist tarafinda yerlesiminden dolayr sag bdbregin
yerlesimi sol bobrege gore biraz daha asagidadir. Bobrekler etraflarindaki bir¢ok olusum
ile komguluk yaparlar. Sag bobrek on yiizde; glandula suprarenalis dextra, karaciger,
duodenum’un 2.pargasi, jejenum kivrimlari, colon ascendens, flexura coli dextra ile, sol
bobrek On yiizde; glandula suprarenalis sinistra, mide, pankreas, dalak, jejenum
kivrimlari, colon descendens ve flexura coli sinistra ile komsuluk yapar. Her iki bobrek
arka yiizde; m. psoas major, m. quadratus lumborum, m. transversus abdominis, glandula
suprarenalis, v. a. n. subcostalis, n. iliohypogastricus, n. ilioinguinalis ve a. v. lumbalis
ile komsuluk yapar. Sag bobregin i¢ kenar1 v. cava inferior ile sol bobregin i¢ kenart ise
aorta abdominalis ile komsudur (Sekil 2.1) (9).

i
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Sekil 2.1. Bobregin lokalizasyonu ve komsuluklari (10)



Bobreklerin uzunlugu yaklasik 11.5 cm, genisligi 5-7 cm ve 6n-arka kalinligi 2.5
cm civarindadir. Yetiskin erkeklerde 125-170 gram ve yetiskin kadinlarda 115-155 gram
agirhi@indadir (11). Bobreklerin extremitas superior ve extremitas inferior olmak iizere
iki ucu, facies anterior ve facies posterior olmak iizere iki ylizii, margo medialis ve margo
lateralis olmak tizere iki kenari vardir. Margo medialis {izerinde vertikal bir yarik seklinde
hilum renale bulunur. Hilum renale icerisinde dnden arkaya dogru; v.renalis, a.renalis ve
pelvis renalis bulunur (Sekil 2.2). Ayrica hilum renale’den lenf damarlar1 ve sinirlerde
gecer (9, 12). Bobregi igten disa dogru {i¢ kilif sarar. Bunlar capsula fibrosa, capsula
adiposa ve fascia renalis’tir. Capsula fibrosa bobregi distan saran ve hilum yakinlarinda
iki yapraga ayrilan bag dokusu yapisinda bir kiliftir. Capsula fibrosa saglam kollagen
liflerden olustugu i¢in genisleme yetenegi azdir. Capsula adiposa, capsula fibrosa’y1
distan saran bobregin yag tabakasidir. Bu yag tabakasi bobregin arkasinda fazla
bulunurken, bobregin 6n kisminda peritonla ortiilii yerlerde hi¢ bulunmaz. Fascia renalis
(Gerota fasciasi), bobregi en distan saran kiliftir. Bobreklerin etrafindaki bag dokusunun

kalinlagmasi ile olusan kiliftir (9, 12, 13).

Extremitas superior_= Capsula fibrosa

Extremitas inferior

Sekil 2.2. Hilum renale ve i¢indeki yapilar (Netter) (10)

Bobrekten koronal bir kesit alinip incelendiginde iki cevherden olustugu gortiliir.
D1s kisimda bobregi kabuk gibi saran kisma cortex renalis, i¢ kisimdaki kisma medulla
renalis denilir. Cortex renalis idrar1 yapan olusumlar1 (Malpighi cisimcikleri) icerir ve
nefrogen dokudan gelismistir. Medulla renalis ise yap1 bakimmdan Henle kulpu ve
toplayici kanallardan olusur. Henle kulpu nefrogen, toplayici kanallar iireter tomurcugu

kaynaklidir. Daha da igte bobrek seklinde bir bosluk sinus renalis bulunur (12). Cortex
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renalis, bobregin dis kismini olusturur ve medulla renalis’e columna renalis (Bertin
kolonlar1) adli uzantilar gonderir. Cortex renalis’de glomerulus denilen kapiller yumaklar
yerlesmistir. Glomerulus, Bowman kapsiilii denilen yapiya gomiilii halde olup,
glomerulus ve Bowman kapsiiliine birlikte Malpighi cisimcigi denir. Medulla renalis,
bobregin i¢ kismimi olusturur ve Henle kulpu ve toplayici kanallar1 igeren 8-12 adet
pyramis renalis’den (malpighi piramitleri) olusur. Pyramis renalis’lerin tepe kisminda
papilla renalis, papilla renalis’ler lizerinde de toplayici kanallarin agilis delikleri olan
foramina papillaria bulunur. Her bir foramina papillaria calix renalis minor ile sarilidir.
2-3 calix renalis minor’un birlesmesiyle calix renalis major olusur (9). Calix renalis
major’lerin birlesmesi ile de pelvis renalis olusur. Medulla renalis’in cortex renalis’deki
uzantilaria Ferrein uzantilar1 (pars radiata=stria medullaris), cortex renalis’in medulla
renalis’e olan uzantilarina columna renalis (Bertin kolonlari) denir. Bir pyramis renalis
ve etrafini saran cortex renalis boliimii bir bobrek lobu (lobus renalis), iki Ferrein uzantisi
arasinda kalan cortex boliimii bir bobrek lobcugu (lobulus renalis) olarak adlandirilir

(Sekil 2.3) (9, 12).

Cortex renalis

Calix minores

Pyramis renalis

(Medulla renalis Siriiis sanalis

Papill lis— i i
apilla renalis Calix majores

Columna renalis — Pelvis renalis

Sekil 2.3. Bobregin koronal kesiti (Netter) (10)

2.1.1. Nefron

Bobregin fonksiyonel en kiigiik yapisal birimi nefrondur. Bir insan bobreginde
yaklagik 1 milyon nefron bulunur. Nefronlarin yenilenme 6zellikleri yoktur. Nefron,
baslica Malpighi cisimcigi ve tubuler sistemden meydana gelir. Malpighi cisimcigini
glomerul denilen kapiller yumagi ve onu c¢evreleyen Bowman kapsiilii olusturur.

Glomerul kapillerden siiziilen filtrat once Bowman kapsiiliine sonra tubulus proximalis’e



akar. Tubulus proximalis’in kivrimli pargasini diiz kismu izler ve bu par¢a Henle
kulpu’nun inen kalin kolu olarak adlandirilir. Henle kulpu medulla renalis’e indikten
sonra U seklinde bir doniigle cortex renalis’e ilerler. Henle kulpunun ¢ikan kalin kolu
tubulus distalis olarak devam eder. Tubulus distalis tubulus collecti araciligiyla toplayici
tubullere baglanir. Toplayici tubuller medulla renalis’de foramina papillare araciligiyla

papilla renalis’e agilmaktadir (13, 14).

Capsula fibrosa Corpusculum renale Tubulus proximalis

Tubulus distalis
Inen henle

—Cikan henle

~ Henle kulbu

Cortex renale —

A

Tubulus collecti

3

E Corpusculum renale, capsula glomerulare
B Afferent ve efferent arterioler
l Tubulus proximalis

Medulla renalis =

—— Ince tabaka

! Tubulus distalis
‘Macula densa

Tubulus eollectivus

Area cribriformis

Sekil 2.4. Nefron ve Tubulus collectivus (Netter) (10)

2.1.2. Bobregin Kanlanmasi

Bobreklerin kanlanmasi a. renalis’ler araciligi ile olur. A. renalis’ler Li-2 vertebra
hizasinda aorta abdominalis’den ayrilir. Bobrege hilum renale’den giren a.renalis kalp
debisinin yaklagik 5’te 1’ini tasir. A. renalis’ler hilum renalis’de bobregin segmentlerine
uygun olarak 5 dala ayrilir. A. segmentalis’ler sinus renalis’de dallara ayrilarak loblar
arasinda a. interlobaris olarak devam eder. A. interlobaris’ler pyramis’lerin taban
kisminda bir kavis ¢izerek a. arcuata adin1 alirlar. A. arcuata’nin cortex renalis’e uzanan
dallarina a. interlobularis adi verilir. A. interlobularis, arteriola glomerulus afferens
denilen ince dallarina ayrilir. Bowman kapsiiliiniin damar kutbundan giris yapan bu dallar

rete capillare glomerulare adi verilen damar agin1 olusturur. Bu damar agi yeniden



birleserek arteriola glomerularis efferens’i olusturur ve Bowman kapsiiliiniin damar
kutbundan ¢ikarak v. interlobularis’e agilir. V. interlobularis v. arcuata’ya, v. arcuata v.

interlobaris’e v. interlobaris v. segmentalis’e ve v. segmentalis de v.renalis’e agilir (12).

A. segmentalis anterior superior

A segmentalis superior.

A suprarenalis inferior

A. segmentalis posterior

A interlobularis

A segmetalis anterior inferior

Sekil 2.5. Bobregin Arterleri (Netter) (10)

2.1.3. Bobrek Fonksiyonlar:

Bobrekler hayati pek ¢cok fonksiyonun yiiriitiilmesinde rol alir. Metabolizma sonucu
tiretilen atik maddelerin ve yabanci maddelerin uzaklastirilmasi, su, elektrolit ve asit-baz
dengesinin diizenlenmesi, enzimlerin ve hormonlarin iiretimi ve salgilanmasi bobreklerin
gorevleri arasinda en 6nemlileridir. Bobrekler viicudun ihtiyaci ile iligkili olarak plazmay1
stizerek stiziintiideki maddeleri uzaklastirir ve bdylece ihtiya¢ duyulan maddeler kana
geri donerken, istenmeyen maddeler idrar yolu ile atilir. Bobrekler viicutta ihtiyag
duyulmayan atik maddeleri uzaklastirmanin birinci yoludur. Bu {irlinler arasinda; iire,
tirik asit, hemoglobin yikiminin son {irlinii ve ¢esitli hormonlarin metabolitleri bulunur.
Ayrica bobrekler; viicut sivist ozmolalitesinin ve elektrolit konsantrasyonlarinin

diizenlenmesinde, arteriyel basincin diizenlenmesinde ve glukoneogenez’de rol oynar
(14, 15).



2.1.4. Sican Bobrek Anatomisi

Sican bobregi karin arka duvarinda yerlesmis ve periton ile sarilt bir ¢ift organdir
(16). Sigan bobregi 2 (+0.5) cm uzunlugunda, 1-1.5 cm genisliginde, 1 cm kalinligindadir.
Agirligr 180-280 gram olan bir siganin bobrek agirligi 0.73-1.2 g’dir (17). Bobregi distan
saran daha acik renkli olan bdliimiine cortex renalis, icteki koyu renkli boliimiine medulla
renalis denir. Yetiskin bir siganda yaklasik 30000 nefron bulunur. insan bébregi ile
karsilastirildiginda daha az renal tubulii vardir. Sigan her bir bobreginde bir adet papilla
renalis bulunur. Uretere tek bir calix ile baglanir (18, 19). Sicanlarda sag a.renalis sol
a.renalis’e gore daha cranialde bulundugu i¢in a. mesenterica cranialis’e yakin olarak

aorta’dan origin alir. A. renalis’ler hilus i¢inde 2 dala ayrilmaktadir (20).

Sekil 2.6. Sican Bobrek Goritintiisii (a; bobrek, b; a. suprarenalis, c; a. renalis,

d; a. circumflexa ilium profunda) (21)

2.2. Bobrek Iskemi-Reperfiizyon Hasar
2.2.1. Iskemi

Iskemi, arteriyal veya vendz kan akimmin cesitli nedenlerle azalmasi veya
tamamen kesilmesine bagli doku ve organlarin oksijenden yoksun kalip beslenememesi
durumudur (1). iskemiye bagli doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasar1 meydana
gelir. iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmas ve hiicre iginde toksik metabolitlerin
toplanmas1 sonucu hiicre 6liimii ile sonu¢lanabilmektedir. Hiicrede iskemi doneminde bir
takim metabolik ve yapisal degisiklikler ortaya cikar. iskemide, dokuya gelen kan
akiminin kesilmesi ile oksidadif fosforilasyon azalir, adenozin trifosfat (ATP) ve
fosfokreatin sentezi azalir (1). ATP azlhig1 fosfofruktokinaz enzimini uyarir ve oksijen

yetersizliginde glikojenden ATP olusumu anaerobik glikoliz ile saglanir. Boylece hiicre
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enerji kaynaklar1 korunur. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu
olusan inorganik fosfat birikimine neden olur ve hiicre i¢i ph’1 diigiiriir (22). Hiicrede
ATP’nin azalmasi hiicre zarinda bulunan Sodyum-Potasyum-ATPaz (Na*-K*-ATPaz)
pompasinda islev yetersizligine neden olur. Bu da hiicre igerisinde iyon dengesizligine
yol agarak hiicre icerisine asir1 miktarda Na* ve su girmesine ve akut hiicre sismesine
sebep olur (23). Bu Na" seviyesindeki artis Na*/Ca*™" pompasinin Ca*y1 hiicre digina
gondermeyi birakip ters yonde c¢alismasina sebep olur. Hiicre iginde artan Ca*™
fosfolipazlari, ATPaz’lar1, proteazlari, endoniikleazlar1 aktive eder. Fosfolipaz A2’nin
aktivasyonu membran fosfolipid yapisin1 bozarak membrandaki hasar1 daha da ilerletir
(24).

Iskemide hiicre igerisinde meydana gelen iyon seviyelerinin degisimi
proinflamatuar sitokinler ve lokosit adezyon molekiillerinin liretiminde artis, bunun
sonucu antiinflamatuar sitokinler ve antioksidan enzimlerin tiretiminde azalma meydana
getirir. Tiim bu olaylar hiicreyi daha savunmasiz bir hale getirir (25). iskemi sirasinda
ATP sentezi durmasina ragmen, ATP kullanimi devam eder. ATP’den ADP (Adenozin
difosfsat), AMP (Adenozin monofosfat) ve adenozin olusur. Adenozin hiicre digina
difiize olduktan sonra inozin ve hipoksantine déniisiir. Iskemik olmayan hiicrede
hipoksantin ksantin dehidrojenaz araciligi ile ksantin ve irik asite doniigiir. Bu
reaksiyonda elektron alicis1 okside nikotinamid adenin diniikleotit (NAD")’dir. iskemik
hiicrede ise ATP yikimi dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitleri birikimine
ve ksantin dehidrojenaz’in (KDH) ksantin oksidaz’a (KO) donlismesine neden olur.
Dokunun tekrar oksijenlenmeye baslamasiyla hipoksantin’in ksantin’e ve ksantin’in {irik
asite doniistimii ksantin oksidaz araciligtyla olur. Bu reaksiyonda elektron alicisi olarak

molekiiler oksijen kullanilir ve bunun sonucu SOR olusur (26, 27).
2.2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemiye ugramis doku veya organlara tekrardan kan akiminin
saglanmas:t ile kan ve dolayisiyla oksijenin doku veya organlara ulasmasidir.
Reperfiizyon sonrasi aerobik ATP igin gerekli oksijen doku veya organa ulasir. Hiicre
icerisinde birikmis H* kan akisi sayesinde hiicreden uzaklastirilir ve hiicre i¢i pH normale
doner. Fakat iskemik dokunun yeniden kanlanmasi dokuda iskemik donemde meydana
gelen hasardan ¢ok daha ciddi hasarlara neden olur (2). Reperfiizyon doneminde meydana

gelen bu hasarda hiicre i¢ine oksijen girmesiyle olusan serbest oksijen radikal (SOR)
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tirevleri, polimorf niiveli I6kositler (PMNL), kompleman sistemi ve endotel hiicreleri rol
oynar. Membranda bulunan lipitler, proteinler, niikleik asit ve deoksiriboniikleik asit

molekiilleri reperflizyon hasarina karsi en hasas hiicresel yapilardir (28).
2.2.3. Iskemi-Reperfiizyon Hasar1

I/R hasar1 oksijen yetersizligi ile baslayan, notrofil ve SOR’ler araciligiyla
inflamatuar yanitlarla devam eden patolojik bir durumdur (29, 30). Dokuya giden kan
akiminin kesilmesi bir takim kimyasal olaylarin baglamasina ve fonksiyon bozukluguna
neden olur. Normal sartlarda ATP aerobik metabolizma ile sentezlenir. Ancak oksijen
yetersizliginde anaerobik metabolizma devreye girer ve laktik asit birikimi artar. Hiicre
de meydana gelen bu asidoz sonucu normal enzim aktiviteleri degisir, yiiksek enerji
baglar1 pargalanir, hiicre canliligini siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli enerjiyi yitirir (29, 31).
Dokuya tekrar kan akimi saglanmasi ile enerji saglanir, hasar goren hiicre onarilir ve
toksik maddeler uzaklastirilir. iskemik hasarin geri donebilmesi icin reperfiizyon
gereklidir ancak daha ciddi hasarlara yol agar. I/R’un neden oldugu doku hasar biiyiik

ol¢iide reperflizyon doneminde olur (29, 32).

2.2.4. Iskemi-Reperfiizyon Hasar Mekanizmalari

I/R hasarmin nedenleri arasinda 6zellikle;

e Serbest oksijen radikalleri (SOR)
e Polimorf niiveli I6kositler (PMNL)
e Kompleman sistemi

e Endotel hiicreleri olmak iizere dort faktor yer almaktadir.

Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Serbest radikaller, yoriingesinde eslenmemis elektron bulunduran molekiil veya
atomlardir (33). Eslenmemis elektronlarindan otiirii stabil olmayan serbest radikallerin
reaktiviteleri yiiksektir ve kolayca reaksiyona girme egilimindedirler. Serbest radikaller

organizmalarda endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan tretilir (34).

Stiperoksit radikali, oksijen molekiilii bir elektron almasi ile olusur. Aslinda bu
form direkt zararli bir form degildir, siiperoksit radikalinin asil 6nemi H202 (Hidrojen

Peroksit) olusturmasi ve indirgeyici olmasidir.



Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina karsin SOR arasinda ¢ok 6nemlidir.
Serbest oksijen molekiillerinin tiretilmesinde araci gorev yapar ve ayrica hiicre i¢inde

sinyal molekiilii gorevi yapar (35-37).
02"+ O™+ 2H" -------- > H202 + O2
O2+e +2H" ---—---- > H202

Hidrojen peroksit, sliperoksit ile reaksiyona girip en reaktif SOR olan hidroksil
radikalini olusturur. Hidroksil radikali biiyiik hasarlara neden olur (33). Hidrojen
peroksit’in Fe™ ve Cu* veya diger gecis metalleri ile Fenton reaksiyonuna girmesiyle

hidroksil iyonu ve hidroksil radikali olusur (38).

H202 + Fe*? -------- > OH + OH +Fe*®  (Fenton reaksiyonu)

Stiperoksit radikali hidrojen peroksitle Haber-Weiss reaksiyonuna girmesiyle
hidroksil radikali olusur (39).

O2™ + H202 -------- > 02+ OH + OH:

Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

SOR hiicrenin yap1 ve fonksiyonlarinda hasar meydana getirir. Bu hasara duyarl

yapilar membran lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve DNA molekiilleridir.

SOR hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitlerle reaksiyona girerek
lipit peroksidasyonuna neden olur. Lipit-SOR reaksiyonlar1 sonucu toksik yan tiriinler
olusur. Lipit peroksidasyonun sebep oldugu hasar hiicre fonksiyonlar1 igin zararhdir (40).
Lipit peroksidasyonu biyolojik membran akiciliginda bozulma, membran potansiyelinde
azalma ve membranin iyonlara karsi gecirgenli§inde artma sonucu membranlarin
yirtilmasit ve organel igeriginin hiicre sitozoliine sizmasina neden olur. Bu olaylar

sonucunda hiicre hasart ve ilerleyen donemlerde hiicre olimii gergeklesir (41).
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Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu sonucu olusan stabil son iiriindiir. I/R’da
lipit peroksidasyon derecesini belirlemek i¢cin doku MDA diizeylerine bakilir (42).

Proteinlerin serbest radikallerin meydana getirdigi hasardan etkilenme dereceleri
aminoasit dizilimlerine baghdir. Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonun
kimyasal sonucu olarak proteinler serbest radikal hasarina maruz kalir. Serbest radikaller
proteinlerin fonksiyonlarim1 ve enzim aktivitelerini etkileyerek proteinlerin hasarina

neden olur. Bu hasarlar hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilir (42).

Niikleik asitler, serbest radikaller i¢in hedef konumundadir. Serbest radikallerin
niikleotitleri etkilemesi sonucu DNA zincirinde kirilmalar ve yapisindaki degisiklikler
sonucu mutasyonlar olusabilir (40). SOR, DNA’y1 etkileyerek oksidatif hasara neden
olur. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiriboz sekeri ile kolaylikla reaksiyona girerek
DNA’y1 hasara ugratabilir. Ek olarak inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu sonucu
solunumsal patlama ile hidrojen peroksit olusur. Olusan hidrojen peroksit hiicrede

membranli yapilar1 gegerek ¢ekirdekte bulunan DNA iizerinde yikici etkiye sahiptir (4).

Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

I/R ile 16kosit aktivasyonu meydana gelir ve endotel diizeyindeki patolojik
degisiklikler ile membran gecirgenligi artar (43). Ayrica PMNL I/R hasar
mekanizmasinda yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine sahip oldugu i¢in 6nemli rol
oynar. Reperfiizyonda doku hasarinin ilerlemesine yol agan en onemli etkenlerden
biriside iskemik dokuda serbest radikallerin ve diger bazi kimyasallarin etkisi ile go¢ eden
notrofillerdir. Notrofiller salgiladigi proteinler araciligiyla endotel hiicresinin
parcalanmasina ve hasarin ilerlemesine neden olur. Aktive olmus ndtrofillerin
kapillerlerde y1gilmasi ile kan akiminin geri donmesini engelleyen kapiller tikaclar olusur
bu durum reperfiizyon déneminin en onemli patolojilerinden birisidir. Lokositlerin

baslattig1 yanit dokuda gesitli mekanizmalar ile gergeklestirilir (44, 45).

e Fosfolipaz Az aktivasyonu,
e Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimlerin salinmasi,

e SOR iretimi

Endotel hasar ve doku zedelenmesinin gii¢lii aracilar1 olan bu iiriinler, baslangictaki

inflamatuar uyaranin etkisini giiclendirir (25, 45).
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Kompleman Sistem

I/R komplement aktivasyonun bir indiikleyicisidir. iskemiden sonra reperfiizyon
kompleman sistemin lokal aktivasyonu ile sonuglanmaktadir (46). Kompleman sistemin
etkinlesmesi sonrast C3a, C5a, C3b ve C5b-9 proinflamatuar bilesenleri olusur.
Kompleman bilesenlerinden anaflatoksinler (kompleman C3a ve C5a) ve membran atak
kompleksi (C5b-9) reperfiizyon hasar mekanizmasinda 6nemlidir. Anaflatoksinler,
sitokin sentezini uyarmakta ve bu da enflamatuar yaniti artirmaktadir. Kompleman
bilesenlerinden C5b-9 ve C3b vaskiiler tonusu diizenleyerek iskemik dokuya kan

akiminin saglanmasini ve boylece 16kosit-endotel adezyonunun artmasini saglar (47, 48).

Endotel Hiicresinin Rolii

Endotel hiicreleri I/R hasarmin olusmasinda biilyilk &neme sahiptir ve SOR
iiretimini artirir. I/R’da endotel hiicreleri, adhezyon molekiilleri araciligiyla 16kosit
birikmesini ve dolayisiyla SOR iiretimini artirir. Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi

endotel aktivasyonu ve fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (49, 50).

I/R’da endotel hiicreleri daha fazla SOR daha az nitrik oksit iiretir. Endotel
hiicrelerindeki bu dengesizlik inflamatuar mediatorlerin iiretim ve salimimin artirirken

adhezyon molekiillerinin biyosentezine sebep olur (51, 52).
2.2.5.Bobrek Iskemi-Reperfiizyon

Bobrek, I/R hasarma karst duyarli bir organdir. Bobrekte iskemi; diisiik kalp
debisi, renal vaskiiler tikaniklik veya obstriiksiyon, sepsis ve bobrek nakli gibi cesitli
durumlardan kaynaklanan akut bobrek hasarinin 6nemli nedenidir (3). Bobregin
korteksinden medullasina dogru gidildik¢e kanlanmasi azalir. En ¢ok kanlanan kisim
bobrek korteksi iken vasa recta tarafindan kanlanan bobrek medullasi daha az kanlanir.
Bu yiizden iskemi, iskemiye en duyarli bolge olan bdbrek medullasindan baslar. iskemi

hasar1 tiibiillerde fonksiyon eksikligine neden olur (53).

Meduller hipoksi, hiicresel enerji depolarinin tiikenmesine ve endotel
hucrelerinde ve vaskuler diiz kas hiicrelerinde aktin hiicre iskeletinin bozulmasina neden

olur. Ortaya ¢ikan tablo hiicresel deformiteler ve ¢evre doku hipoksisi seklindedir (54).
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2.3. Antioksidanlar

Viicutta serbest radikallerin meydana getirdigi oksidatif hasara karsi cesitli
savunma mekanizmalart bulunmaktadir. Bunlar; koruyucu mekanizmalar, onarim
mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan savunmalar olarak adlandirilir. SOR
veya serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 engelleyen maddelere antioksidan
denir. Saglikl viicutta oksidan diizeyi ile antioksidan sistem arasinda bir denge bulunur.
Oksidan diizeyinin yiikselmesi veya antioksidan sistemin yetersiz kalmasi durumunda
denge bozulur ve SOR hiicre igi protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asit ve enzimlerin

fonksiyonlarin1 bozarak zarar verir. (55, 56).
Antioksidanlar oksidanlara karsi etkilerini 4 farkli yolla gosterir;

1) Toplayici (Siipiiriicii) etki; antioksidanlar SOR’ni etkileyerek tutar veya etkisiz
hale getirirler. SOR’nin aksiyonlarinin bu sekilde engellenmesi toplayict etki olarak

adlandirilir. Antioksidan enzimler bu sekilde etki gosterir (33, 57).

2) Bastiric1 (Sondiirme) etki; antioksidanlar SOR ile aktivasyona girerek onlara bir
hidrojen iyonu verip aktivitelerini azaltir veya notr hale doniistiirerek inaktif hale getirir.

Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki gosterir (33).

3) Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi; antioksidanlar SOR ile aktivasyona girerek
reaksiyon zincirlerini kirar ve fonksiyonlarini engeller. Hemoglabin, agir minareller ve

seruloplazmin bu sekilde etki gosterir (33).

4) Onarict etki; SOR’nin ortaya ¢ikardigi zarara karsit onarici etki gosteren

antioksidanlardir (33).

Antioksidanlar viicutta sentezlenebilen endojen kaynakli antioksidanlar ve
digaridan alinmasi gereken eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere iki grupta

incelenir.

2.3.1. Endojen Antioksidanlar

Viicutta sentezlenebilen antioksidanlara endojen kaynakli antioksidanlar denilir.
Endojen antioksidanlar enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olarak iki gruba ayrilir. Oksidasyon hasarina karsi savunmada etkili enzimatik
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antioksidanlar arasinda; Stuiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
Glutatyon S-Transferazlar (GST), Katalaz (CAT), Mitokondriyal sitokrom oksidaz

sistemi ve Hidroperoksidaz yer alir (55).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit radikalini (O2) hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2)
dontistiiren enzimatik antioksidanlardan biridir. Siiperoksit radikalinin fonksiyonunu
engelleyerek hiicreleri bu radikalin neden oldugu oksidatif hasara karsi korur. Dokuda

oksijen basinci artinca SOD aktivitesi artar (58).

Glutatyon Peroksidaz

Serbest radikallerin  detoksifikasyonunda ©nemli rol oynayan ve lipid
peroksidasyonunu engelleyen 6nemli bir enzimdir. Hidrojen peroksitlerin indirgenmesini

katalize ederek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (58).

2.3.2. Eksojen Antioksidanlar

Viicutta sentezlenemeyen ve disaridan alinmasi gereken antioksidanlara eksojen
kaynakli antioksidanlar denilir. Eksojen antioksidanlar; vitaminler, ilaglar ve gida

antioksidanlari olarak siniflandirilabilir (55).

2.4. Karotenoidler

Karotenoidler bir tiir antioksidan grubudur. Fitoplanktonlar, algler, bitkiler ve
sinirli sayida mantar ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilen sar1, turuncu ve kirmizi
renkli pigmentlerden olusan antioksidan grubudur (59). Karotenoidler havug, domates,
portakal gibi sebze ve meyvelere rengini veren maddelerdir. Alglerin fotosentetik
pigmentleri arasinda yer almalarina karsin fotosentezde aktif rol oynamazlar (60).
Karotenoidler yapisinda 40 karbon atomu igeren ¢oklu doymamis hidrokarbonlardir.
Yapisinda oksijen atomu bulunan karotenoidler ksantofiller olarak adlandirilirken, sadece

hidrojen ve karbon atomundan olusan karotenoidler karotenler olarak adlandirilir (61).

2.4.1. Astaksantin

Astaksantin karotenoidlerin keton grubuna ait bir karotenoid tiiriidiir. Astaksantin

ilk defa 1938 yilinda bir 1stakoz ekstresinden elde edilen ve dnceleri “Haematochrom”
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olarak bilinen bir pigmentken, 1944 yilinda Tisher tarafindan Haematococcus’un temel
pigmenti oldugu bildirilmistir (62). Astaksantin lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres
hasarina karsi hiicre zarin1 ve dokuyu koruma 6zelligine sahiptir. Giiglii antioksidan
ozellik gosterir. Dogadaki en zararsiz ve en kuvvetli antioksidan olarak bilinen
astaksantinin antioksidan aktivesi karotenden, E vitamininden, Koenzim Q10’dan, C
vitamininden daha fazladir (7). Astaksantin kirmizi-turuncu renkli hem lipofilik hemde
hidrofilik 6zellik gosteren bir karotenoid tiiriidiir. Bilesigin ortasindaki konjuge cift bag

astaksantine kirmizi rengini vermektedir (63).

Astaksantin denizel ortamda, besin zincirinde birincil {iretim olarak mikroalgler ve
fitoplanktonlar tarafindan iiretilmektedir. Uretilen bu astaksantin daha sonra bdcekler,
zooplanktonlar veya kabuklular tarafindan tiiketilir ve son olarak diger canlilarin
viicutlarinda biriktirilir (64, 65). Astaksantin dogal kaynaklarin yani sira laboratuvar
ortaminda kimyasal olarak da sentezlenir. Kimyasal olarak sentezlenen sentetik formdaki
astaksantin, yapisal olarak ve biyoaktivite 6zelligi bakimindan dogal formdan farklidir.
Dogal formdaki astaksantin bu nedenle daha degerlidir (7, 66). Astaksantin mantarlar ve
algler tarafindan stresli ortamlarda iiretilip biriktirilmektedir. En yiiksek oranda
Haematococcus pluvialis denilen mikroalgden elde edilir. Haematococcus pluvialis, 151k,
yiiksek tuzluluk, besin eksikligi gibi kosullarda strese girerek astaksantin sentezini saglar
(67).

2.4.2. Astaksantin’in Antioksidan Etkisi ve Yararlar:

Astaksantin, serbest radikalleri etkileyerek etkisiz hale getirir ve serbest radikallerin
neden olabilecegi zincir reaksiyonlarina kars1 koruma veya olusmus zincir reaksiyonlarini
sonlandirma gorevi {Ustlenir. Astaksantinin antioksidan Ozelliginden dolay1r besin
takviyesi olarak kullanimi yaygindir. Astaksantinin canlilar iizerinde cesitli yararl
etkileri bulunmaktadir. Bagisiklik sistemini gii¢lendirir, anti-inflamatuar etkiye sahiptir
ve kan beyin bariyerinden gecebildigi icin nérodejeneratif hastaliklara kars1 koruyucu
etki gostermektedir (7). Son yillarda I/R hasarina kars1 koruyucu etkisine dikkat ceken
calismalar da bulunmaktadir (68).
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2.5. Otofayji

Otofaji kelime anlami olarak kendi kendini yeme anlamina gelen katabolik bir
olaydir. Hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin lizozomal aktivasyon ile
parcalanmasini saglayan bir mekanizmadir. Otofaji besin yoklugunda veya hiicresel stres
durumunda hiicre i¢i molekiillerin homeostazisinin korunmasinda dnemli etkiye sahiptir
(5). Otofaji hiicre iginde yikima ugrayacak organel ve proteinlerin otofagozom adi verilen
cift zarli bir vezikiil i¢ine alinarak lizozomlara yonlendirilmesi ve igerigin lizozom
aktivitesi ile yikimidir. Otofaji sayesinde hiicreler enerji i¢in hammadde olarak organel
ve proteinlerini kullanirlar bu da hiicrelerin ¢esitli stres durumlarinda canli kalmalarini

saglamaktadir (69).

Giliniimiizde otofajinin li¢ farkli mekanizmasi tanimlanmaktadir; makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracili otofaji. Her iic mekanizmada da hiicrelerin igerigi
lizozomlar tarafindan yikilir fakat ii¢liniin de biyolojik 6zellikleri birbirinden farklidir.
Makrootofaji; yikima ugrayacak hedef molekiilleri diger molekiillerden ayiran ¢ift katli
membran sistemi olan otofagozomu olusturur. Yikima ugrayacak protein, karbonhidrat,
lipid, mitokondri, RNA ve peroksiziom gibi yapilar otofagozom icine hapsedilerek
lizozomal enzimler tarafindan pargalanir. Mikrootofaji; kiiciik sitoplazmik igeriklerin
lizozomlar tarafindan pinositozla alinmasi ve sindirilmesidir. Saperon aracilt otofaji;
proteinler bir saperon ve reseptorii araciligiyla lizozoma tasinir ve pargalanir. Saperon

aracili otofajide vezikiil olusmaz (70, 71).

Otofaji mekanizmasinda rol alan proteinler Oshumi ve arkadaslarinin 1992 yilinda
mayalar iizerinde yaptiklar1 calismalarla “otofaji ile iliskili genler” ya da ATG
(Autophagy Related Genes) proteinleri olarak tanimlanmistir. Model organizma olarak
kullanilan  Saccharomyces cerevisiae mayasinda 30’un tiizerinde ATG geni
tanimlanmistir. ATG proteinlerinin ¢ogu otofajik siirecin farkli asamalarinda rol
almaktadir. Bu genler diger organizmalarda da bulunmustur (72, 73). Otofaji esnasinda
otofagozom veya otofajik vakuol olarak adlandirilan ¢ift veya daha fazla membran
yapilari olusur. Memelilerde otofagozomun dis membrani lizozom ile, maya ve bitkilerde

ise vakuolle kaynasir (74).
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2.5.1 Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofajinin molekiiler mekanizmasi bes temel asamadan olusur. Bunlar; indiiksiyon,
genisleme, tamamlama, yapisma ve degredasyondur. Fagozom olusumu ile otofaji baslar.
Fagozomun olusumu ile protein agregatlari, organeller ve ribozomlarin alinmasi sonucu
fagofor zar1 genisler ve otofagozom olgunlasir. Otofagozomda pargalanan organeller
metabolizma i¢in tekrardan kullanilmak {izere sitozole gonderilir. Otofaji sayesinde
hiicreler islevi olmayan organel ve proteinlerini enerji liretimi i¢in kullanip kendilerini
metabolik stresten koruyup hiicre canliliklarint devam ettirirler (75). Besin azalmasi,

hipoksi, patojen enfeksiyonu ya da SOR gibi hiicresel stres ile otofaji tetiklenebilir.

Otofajinin baslatilmasinda ULK1 protein kinaz kompleksi ve simf III
fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksi | (PI3KC3-C1) olmak {izere iki protein kompleksi rol
oynar (76). ULK (UNC-51) otofajinin baglamasindan sorumludur. ULK, mayalardaki
ATG1’in memelilerde karsiligidir ULK proteinlerinde ULKI1, ULK2 ve ULKS
makrootofajinin  diizenlenmesinde goérev alirlar (77). Memelilerde ATGI13’iin
homologunun ULK1 ve ULK2 ile etkilesime girdigi ve otofagozom olusumunda 6nemli
rol oynadigi belirtilmektedir (78). Fagofor olusumu Beclinl (ATG6), VPS15 ve ATG14’{
iceren VPS34 lipid kinaz kompleksi (sif III fosfatidilinositol 3-kinaz) aktivasyonunu
igerir (79). Otofajide rol oynayan protein ve protein gruplarmi kendisine baglayan
fosfatidilinositol-3-fosfat (PI3P), olusan bu kopmleksi PAS bolgesine yonlendirir.
Fagofor uzamasi ve otofagozom olusumu; ATG12-ATG5 ve ATG8- fosfatidiletanolamin
konjugasyon sistemleri olmak tizere iki ubikuitin benzeri sistem tarafindan kontrol edilir.
Bu iki ubikuitin benzeri konjugasyon sistemleri otofagozom membraninin uzamasi ve
kesecik haline gelmesini kontrol eder. Birinci sistem, ATG7 ve ATG10 yardimiyla
ATGI12’nin ATG5’e kovalent konjugasyonunu igerir. Daha sonra ATG12’ye baglanmig
ATGS, daha biiyiik bir kompleks olusturmak i¢in ATG16 ile birleserek ATG12-ATG5-
ATGI16 3’1l konjugasyon sistemini olusturmakta ve daha sonra bu kompleks otofagozom
yapisina baglanmaktadir. ikinci sistemde ise, LC3 (ATGS8) proteaz ATG4 tarafindan
boliiniir ve LC3-1 olusur. Daha sonra fosfatidilmetanoamin (PE) yag molekiiliine
baglanmasi ile LC3-I yapisindaki LC3’iin, LC3-II"ye doniisiimii saglanir. Otofagozom
tamamlandiktan sonra, genislemis fagofor ile iligskili ATG proteinleri yeni vezikiillerin
biyogenezi i¢in tekrar kullanilmak iizere sitoplazmada serbest birakilir. Otofagozom
yapisinin lizozom ile fiizyonu i¢in LC3-1I ve ATG12-ATG5-ATG16 kompleksleri

birbirine baglanir. Memelilerde fiizyon olaymin gergeklesmesi igin lizozomal membran
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proteini-2 (LAMP-2) ve kiigiik guanozin trifosfataz Rab7’ye gerek vardir. Otofagozomlar
lizozomla flizyon yoluyla olgunlasarak otolizozomu olustururlar. Lizozomal enzimler
tarafindan otolizozomlarda gerceklestirilen yikim sonucu olusan kiiciik molekiiller
protein sentezi ve aglik kosullarinda hiicresel fonksiyonlarin devamliligi igin sitosole geri

taginir (72, 73, 80-83).

Otofajinin baslamasi

ULK1kompleks Lizozom

Otofagozom ve ‘
Otofagozom lizozomun birlesmesi

<:~ h ‘
Organeller ve protein

Smmf IIT P13K
Hidrolitik
enzimler

]
= 5

Ubikutinlenmis
proteinler

organellerin yikilmasi

t Hidrolitik enzimler tarafindan

Uretim ve fagoforun
biiyiimesi

Otolizozomal icerik

Sekil 2.7. Otofajinin molekiiler mekanizmasi
2.5.2. Beclin-1

Maya otofaji geni olan Atg6’nin memeli homologu olarak tanimlanan Beclin-1, 60
kDa agirliginda bir proteindir (84). Bircok insan ve fare dokusunda eksprese edilen
Beclin-1, dncelikle endoplazmik retikulum, mitokondri ve periniikleer membrani igeren
sitoplazmik yapilar i¢inde lokalizedir (85). BECNI1 geni tarafindan kodlanan protein olan
Beclin 1, otofaji i¢in gereklidir. Hiicre stres periyodlarinda artan otofajide onemli rol
oynayan bu protein otofagozom olusumunun ilk asamalarinda, otofajik vezikiil
eniikleasyonunda rol oynayan bir kompleksin yapisinda katilir (84, 86). Otofagozomun
olusumu ve lizozomal enzimlerin siniflandirilmasi i¢in gerekli olan Beclin-1, erken

otofaji belirteci olarak kullanilmaktadir (87, 88).

2.5.3. LC3

[lk olarak memeli ATG8’in homologu olarak tammmlanan LC3, otofaji

mekanizmasinda rol oynayan bir bagka dnemli proteindir (88). Otofajideki fonksiyonu ilk
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olarak Kabeya ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Arastirmacilar translasyonunun
tamamlanmasindan sonra LC3’tin proteolitik reaksiyonlar sonucunda iki forma
doniistiigiinii gostermislerdir. Biri sitoplazmada LC3-I olarak bulunurken digeri LC3-II
olarak zara bagli otofagozomlarda fosfatidiletanolamine (PE) konjuge edilir (88). LC3-II
otofagozom olusumuna katilmaktadir. LC3-II’nin artan seviyesi ile otofagozom olusumu

iliskilidir. Bu nedenle LC3-II geg otofaji belirteci olarak kullanilmaktadir (87).

25.4. p62

Sektozom 1 (SQSTM1) veya p62 olarak bilinen p62/SQSTMI ,stres tarafindan
indiiklenen bir hiicre i¢i proteindir ve gesitli hiicresel islemlerde bir adaptdr molekiil
olarak islev goriir (89). p62'nin otofaji, apoptoz, inflamasyon, hiicre sagkalimi, hiicre
Olimii, sinyal transdiiksiyonu ve tiimdrigenez gibi bir¢ok siirecte cesitli fonksiyonlari
oldugu bilinmektedir. p62 bir otofaji reseptoriidiir ve otofaji igin segici bir substrattir (90).
Otofaji, hiicrenin zararli maddeleri sitoplazmadan temizledigi ve otofagozomlarin bu
hedef yiikii par¢alanma i¢in lizozomal sisteme gonderdigi ana yoldur. p62, otofagozom
olusumu i¢in dogrudan LC3 ile etkilesime girebilir (91, 92). p62 proteini, ubikitinlenmis
proteinlere baglanir. p62 ayrica otofagozomlara birlestirilmek {izere LC3'e baglanir ve
sonunda otolizozomlarda ubikitinlenmis bir protein olarak bozunur. Otofaji
belirteclerinden birisi olan p62°’nin azalmis seviyesi aktiflesmis bir otofaji yolag ile

iliskilidir (93, 94).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calismanin Sekli

Bu c¢alisma Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinan izin (Protokol no: 2019/A-48) ile gergeklestirildi. Calisma boyunca
deney hayvanlarmin bakimi ve hayvanlara uygulanacak olan tiim islemler Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde (INU-
DEHUM) yapildi. Hayvanlardan alinan kan ve doku &rneklerinde ELISA yontemiyle
bakilacak olan parametreler Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji AD
laboratuvarinda, immiiniihistokimyasal analizler Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji-Embriyoloji AD laboratuvarinda yapildi.

3.2. Deney Gruplarindaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi (6rneklem biiyiikligii), I. Tip hata
miktar1 (alfa) 0.05, testin giicii (1-beta) 0.8, ve etki biiylkligii 0.83 iken bu test
kullanilarak anlamli bir fark bulunabilmesi i¢in gerekli olan minimum o&rneklem
biiytlikliigii grup sayisi 5 oldugunda her bir grupta 8 olmak iizere toplam 40 hayvan olmasi

gerektigi gii¢ analizi ile hesaplandi (95).

3.3. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada Sprague-Dawley cinsi, ortalama 220-280 gr agirliginda 40 adet erkek
sigan kullanildi. Hayvanlarin tiimii tartildi ve gruplar arasinda agirliklar agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark olmayacak sekilde 5 gruba (n=8) ayrild1. Istatistiksel
degerlendirme Kruskal Wallis H testi ile yapildi (Tablo 3.1). Deneyler siiresince 21+1°C
sicaklik ve 12 saat 1s1ik/karanlik periyoduna sahip ortamda tutulan hayvanlar, normal

musluk suyu ve standart sigan yemi ile ad libitum olarak beslendi.
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Tablo 3.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Gruplar Ortalama En kiiciik En biiyiik P
agirhk agirhk (g) agirhk (g)  degeri
Sham 269.550 266.300 276.400
I/R 267.900 263.500 276.300
Atx 5 mg/kg+I/R 271.050 265.700 276.300 0.96
Atx 10 mg/kg+i/R 269.050 263.100 278.300
Atx 25 mg/kg+i/R 269.750 263.900 276.600

Deney gruplar1 ve gruplardaki hayvanlara uygulanan islemler asagida belirtildi.

Sham Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 7 giin boyunca gavaj ile astaksantin (Atx)
¢oziiciisi (zeytinyagi) verildi. 7. gliniin sonunda hayvanlarin karin yan duvarlarindan kesi
acild1. Sag ve sol bobrek ile bobreklere giden a. renalis’ler izole edildikten sonra kesi yeri
kapatildi.

I/R Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 7 giin boyunca gavaj ile astaksantin ¢oziiciisii
(zeytinyagi) verildi. 7.giinlin sonunda bu gruptaki sicanlarin bilateral bobrek
dokularindaki a. renalis’leri Klemplenerek 45 dk iskemi yapildi ve sonrasinda ise 24 saat
reperfiizyon saglandi. Reperfiizyon sonrasi siganlar sakrifiye edilerek kan 6rnekleri ve
doku 6rnekleri alindi.

Atx 5 mg/kg + I/R Grubu: Bu gruptaki siganlara 7 giin boyunca gavaj ile zeytinyaginda
¢ozililmiis astaksantin (Galenik, Cas no:742-61-7) (5 mg/kg) verildi. 7.giinlin sonunda bu
gruptaki si¢anlarin bilateral bobrek dokularindaki a. renalis’leri klemplenerek 45 dk
iskemi yapildi ve sonrasinda ise 24 saat reperflizyon saglandi. Reperfiizyon sonrasi
siganlar sakrifiye edilerek kan 6rnekleri ve doku 6rnekleri alindi.

Atx 10 mg/kg + I/R Grubu: Bu gruptaki sicanlara 7 giin boyunca gavaj ile zeytinyaginda
¢Ozlilmiis astaksantin (10 mg/kg) verildi. 7.giiniin sonunda bu gruptaki siganlarin bilateral
bobrek dokularindaki a. renalis’leri klemplenerek 45 dk iskemi yapildi ve sonrasinda ise
24 saat reperflizyon saglandi. Reperflizyon sonrasi siganlar sakrifiye edilerek kan
ornekleri ve doku ornekleri alindi.

Atx 25 mg/kg + I/R Grubu: Bu gruptaki siganlara 7 giin boyunca gavaj ile zeytinyaginda
¢oOziilmiis astaksantin (25 mg/kg) verildi. 7.gilinilin sonunda bu gruptaki siganlarin bilateral

bobrek dokularindaki a. renalis’leri klemplenerek 45 dk iskemi yapildi ve sonrasinda ise
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24 saat reperfiizyon saglandi. Reperfiizyon sonrasi si¢anlar sakrifiye edilerek kan
ornekleri ve doku ornekleri alindi.

Gavaj uygulamalarindan 6tiirii siganlarda hi¢bir komplikasyon gelismedi.

Sekil 3.1. Sican gavaj uygulamasi

3.4. Bilateral Bobrek I/R Modelinin Uygulanmasi ve Orneklerin Toplanmasi

7 giin boyunca sham ve I/R grubundaki hayvanlara giinliik miktar1 1 ml olacak
sekilde astaksantin ¢oziiciisii (zeytinyagi), deney gruplarindaki hayvanlara ise giinliik
miktar1 1 ml olacak sekilde 5 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg astaksantin (Galenik, Cas
no:742-61-7) verildi. 7. giiniin sonunda son doz verildikten sonra cerrahi uygulamalar
yapildi. Tiim siganlara intramiiskiiler olarak uygulanan 70 mg/kg ketamin (Richter
Pharma AG, Avustralya) ve 8 mg/kg ksilazin (Bioveta PLC, Cek Cumhuriyeti) ile
anestezi saglandi. Anestezi, denekler agriya yanitsiz olacak ve deney sirasinda spontan
solunumlarina devam edecek sekilde ayarlandi. Sicanlarin karin yan duvari bolgesi
tragland1 (Sekil 3.1-A) ve bu bolge antiseptik 6zellikteki %10°luk povidon-iyot soliisyonu
ile muamele edildi (Sekil 3.1-B). Siganlarin karin yan duvarindan bistiiri ile bir kesi
acilarak her iki bobrek ve bu bobreklere giden a. renalis’ler ortaya ¢ikarildi (Sekil 3.1-
C,D). A. renalis’lere birer klemp takild1 (Sekil 3.1-E) ve 45 dk boyunca bobreklere giden

kan akimi durdurularak iskemi saglandi (96). Iskemi sirasinda bobrek dokularinda
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meydana gelen renk degisimi gozlendi. Siganlara iskemi sirasinda meydana gelen sivi
kayb1 nedeniyle intraperitoneal olarak 0.5 ml serum fizyolojik verildi. 45 dk’lik iskeminin
ardindan a. renalis’lerdeki klempler ¢ikarildi ve bobreklere tekrar kan akimi saglandi.
Bobrek renginin agilmasi ve pulsasyonun goriilmesi ile arteriovendz akimin tekrar
basladig1 anlasildi. Ardindan 6nce periton dokusu daha sonra da deri prolen dikis (3/0
polypropylene, Prolene®; Ethicon, USA) ile dikildi ve insizyon bdlgesine povidon-iyot
soliisyonu siiriilerek hayvanlar kafeslere alindi. 24 saat boyunca reperfiizyon saglandiktan
sonra sicanlardan anestezi altinda sakrifiye edildi. Sonrasinda siganlardan alinan kan
orneklert 3000 g’de 10 dk santrifiij edilerek serum kismi ayrildi ve biyokimyasal
analizlerde (BUN ve kreatin degerlerinin 6l¢iilmesi) kullanilmak iizere analiz gliniinden
bir giin oncesine kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Siganlardan alinan sag
bobrek dokulart biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere kuru buz iizerinde
dondurulduktan sonra analiz giiniine kadar -80 °C’de saklanirken, sol bobrek dokulari ise

histolojik analizlerde kullanilmak tizere %10’luk formaldehit soliisyonu i¢ine alindu.
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Sekil 3.2. Bobrek iskemi modelinin uygulanmasi (A: Siganlarin karin yan bdlgesinin trag
edilmesi, B: Tras edilen bolgeye povidon iyot siiriilmesi, C: Kesinin agilmasi, D: Béregin

ve a.renalis’in izole edilmesi, E: A. renalis’e klemp takilmas1)

3.5. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in -80 °C’de saklanan doku 6rnekleri analizden bir giin
once ¢ikarildi ve +4 °C’ye alinarak bir gece boyunca buzlarinin ¢dziilmesi beklendi.
Analiz giinlinde dokular tartildi ve cam tiiplere alindi. Her bir doku i¢in yas doku
agirhginm 10 katr kadar soguk Tris-HCI tamponu (pH=7.4) tiiplere eklendi. Ornekler
16000 devir/dakika’da 3 dk siiresince homojenize edildi. Homojenat vortekslendi ve
ependorf tiiplere alindi. Elde edilen homojenatlardan protein tayini ve MDA 6l¢timleri

yapilirken bir boliimii de 1 saat boyunca +4 °C sogutmali santrifiij kullanilarak 2200 g’de
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santrifiij edildi. Santrifiij sonunda ayrilan siipernatantlardan SOD, TAS ve TOS 6l¢timleri
yapildi.

3.5.1. Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktarinin tayini Lowry metoduna gore yapildi (97). Bu
metodun prensibi, alkali bir ¢6zeltide bakir protein kompleksi olusturarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikte etmesi sonucu mavi renk
olusturmasina dayanmaktadir. Olusan rengin koyulugu protein konsantrasyonu ile dogru

orantili olup degerler mg/ml olarak verildi.

3.5.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD enzim aktivitesinin tayini Sun ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanan metoda
gore yapildi (98). Bu yonteme gore, ksantin/ksantin oksidaz ile olusturulan siiperoksit
radikalleri nitroblutetrazolium’u (NBT) indirgeyerek renk degisimi meydana
getirmektedir. Reaksiyon sonucu olusan bu renk degisimi 560 nm’de spektrofotometrede

okutuldu ve elde edilen sonuglar U/mg protein olarak verildi.

3.5.3. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

MDA 6l¢liimii en ¢ok kullanilan lipit peroksidasyon tayin yontemi olan Esterbauer
ve Cheeseman’nin yontemine gore yapildi (99). Tiyobarbitiirik asit ile MDA’ nin 90-95
°C’de reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli kromojen meydana gelmektedir.
Ornekler 15 dk kaynatildiktan sonra hizli bir sekilde sogutuldu ve absorbans degerleri

532 nm’de spektrofotometrede okundu. Sonuglar umol/g doku olarak verildi.

3.5.4. Bobrek Dokularinda TAS ve TOS Olciimii

Deney gruplarinin bobrek dokularinda toplam antioksan kapasite (TAS) ve toplam
oksidan kapasite (TOS) olglimii ticari olarak satin alinan elisa kitlerinin (SunRed
Biotechnology, China) protokoliine uygun olarak ve Biotek HT Snynergy Gen 5 yaziliml

immino plate reader kullanilarak yapildi.

3.5.5. BUN ve Kreatin Degerlerinin Ol¢iilmesi

Deney gruplarinin kan orneklerinden elde edilen serumlarda BUN ve kreatin

degerleri ticari olarak satin alinan elisa kitlerinin (SunRed Biotechnology, China)
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protokoliine uygun olarak ve Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimli immino plate reader

kullanilarak olg¢iildii.
3.6. Histolojik Analizler

Histokimyasal Analizler: Deney sonunda g¢ikarilan bobrekler, %10’luk
formaldehit igerisine alinarak tespit edildi. Doku takibi islemlerinden sonra hazirlanan
parafin bloklardan 4-5 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler genel morfolojik yapinin
belirlenmesi i¢in hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu ile boyandi.

Bobrek kesitleri; kortikal ve medullar alanda tiibiiler dejenerasyon (tiibiiler nekroz
ve dilatasyon) yoniinden degerlendirildi. Rastgele secilen 10 alan incelendi ve alanlar
histolojik degisikliklerin derecesine gore; 0: degisiklik yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli
degisiklik olarak skorlandi.

Analizler, Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz
Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd.,Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

Immiinohistokimyasal Analizler: Immmiinohistokimyasal analizler igin
deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden gegirilen kesitler diidiiklii tencereye
almarak 0.01 M sitrat (pH 6.0) icinde 15-20 dk kaynatildi. Endojen peroksidaz enzim
aktivitesini bloke etmek igin kesitlere 12 dk boyunca %3’liik hidrojen peroksit uygulandi.
PBS ile yikanan kesitlere 5 dk siiresince protein blok (ultra V blok) uygulamasi yapildi.
Daha sonra kesitler 37°C’de 60 dk primer antikor (GNRH ve Kispeptin)) ile inkiibe edildi.
PBS ile yikanan dokulara 37°C’de 10 dk boyunca biotinli sekonder antikor uygulandi. Bu
islem sonrasinda kesitler 37°C’de 10 dk streptavadin peroksidaz ile inkiibe edildi.
Ardindan kromojen uygulamasi yapilan kesitler hematoksilen ile boyanarak su bazli
kapatici ile kapatildi.

Bobrek kesitlerine uygulanan Beclin-1, LC3p ve p62 uygulamalari ile tiibiil epitel
hiicrelerinde immiinreaktiviteye bagli olarak kahverengi boyanma gozlendi. Boyanma,
immiinreaktivitenin yaygimligt (0: 0-%25, 1:%26-50, 2:%51-75, 3:%76-100) ve siddeti
(0:yok, +1:hafif, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak semikantitatif olarak skorlandi.
Toplam boyanma skoru; yayginlik X siddet hesaplanarak elde edildi (100).

Analizlerde, Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz
Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd.,Cambridge, UK) kullanildi.
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3.7. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler IBM SPSS Statistics 25.0 programu kullanilarak yapildi.
Istatistik analizlerde Kruskal Wallis testi kullanildi. Coklu karsilastirmalarda Kruskal
Wallis testi igin Conover testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Veriler medyan (min-maks) ile verildi.

Histolojik degerlendirmeler icin istatistiksel analizler, Indnii Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dal1 tarafindan gelistirilen istatistiksel
yazilim programi ile yapildi. Calismada yer alan tiim gruplardaki 6l¢iilebilir degiskenlerin
normallik testlerine gore normal dagilim gostermedigi saptandi. Buna bagli olarak,
istatistiksel degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans
analizi, tiim degiskenler ydniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanild:. ikili
gruplar arasi karsilastirmalar, Mann-Whitney-U testi ile Bonferroni diizeltmesi yapilarak
elde edildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler dagilima bagli olarak

medyan (minimum-maksimum) (Med (Min-Mak)) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Astaksantin’in BUN ve Kreatin Diizeyi Uzerine Etkisi

Gruplarin serum drneklerinde BUN diizeyi karsilastirildiginda I/R grubunda BUN
miktarinin sham grubuna goére anlamli derece yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).
Astaksantin verilen gruplarda da BUN miktarinm I/R grubuna gore azalmis oldugu
(p<0.05) fakat bu farkin verilen doz miktarina bagli olmadig1 goriildii. Ayrica astaksantin
verilen gruplardaki BUN miktarinin sham grubundaki siganlarin BUN diizeyleri ile bir

farklilik gostermedikleri goriildii (Sekil 4.1) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Siganlarin bobrek dokularinda oksidatif stres parametre bulgulart ve kan

orneklerinde BUN ve Kreatin degerleri

Parametreler Gruplar
Sham IR Atx 5 Atx 10 Atx 25
mg/kg+i/R mg/kg+i/R mg/kg+i/R

SOD 14.49 (9.57- 7.75 (5.12- 13.99 (12.14- 11.87 (7.67- 13.75 (9.41-

(U/mg) 20.65) 9.92)2 16.73)° 24.69)° 18.61)°

MDA 1.70 (1.47- 5.66 (3.10- 2.45 (1.40- 2.35 (1.33- 2.01 (1.14-

(umol/g doku) 3.130) 12.14)° 4.21)¢ 3.32)¢ 2.81)¢

TAS 11.12 (8.72- 8.40 (5.73- 12.60 (8.15- 13.37 (8.50- 12.45 (9.81-

(umol Trolox 13.35) 11.23)2 15.81)¢ 17.97)¢ 15.06)°
Equivalent /L)
TOS 2.21 (1.96- 4.54 (3.08- 2.75 (2.03- 3.00 (1.76- 2.91 (2.02-
(umol H202 3.27) 5.57)° 3.62)¢ 3.83)¢ 3.98)¢
equivalent/L)

BUN 5.04 (4.10- 5.59 (5.05- 4.61 (3.75- 4.59 (3.84- 4.77 (4.31-
(mg/dL) 5.45) 6.99)° 5.88)¢ 5.21)¢ 5.74)¢
Kreatin 69.51 (54.16-  78.28 (71.93- 67.69 (36.86-  72.20 (28.15-  54.04 (41.13-
(mg/dL) 81.18) 91.77)° 93.15)¢ 97.96)¢ 73.88)¢

Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi, ¢oklu karsilagtirmalarda ise Kruskal Wallis testi i¢in

Conover testi kulanildi. Degerler medyan (min.-maks) olarak verildi

& Sham grubu ile karsilastirildiginda anlamli azals (p<0.05)
b Sham grubu ile karsilastirildiginda anlamh artis (p<0.05)

° I/R grubu ile karsilastirldiginda anlamli artis (p<0.05)

d1/R grubu ile karsilastirildiginda anlamli azahs (p<0.05)



BUN Seviyesi (mg/dL)
T

h
a,c
a,c
a
a,c

| L 1 | |
Sham I'R Atx Smgkg Atx 10 mgkg Atx 25 mgkg

Sekil 4.1. Gruplarin serum 6rneklerinden 6lgiilen BUN seviyesi
(Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi, coklu karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis testi i¢in

Conover testi kulanildi. Degerler medyan (min.-maks) olarak verildi.)

Gruplarin serum Orneklerinde kreatin diizeyi karsilagtirildiginda 25 mg/kg

astaksantin verilen grupta kreatin miktarinn I/R grubuna gére anlamli derece azalmis

oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 4.2) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.2. Gruplarin serum orneklerinden 6l¢iilen kreatin seviyesi
(Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi, coklu karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis testi i¢in

Conover testi kulanildi. Degerler medyan (min.-maks) olarak verildi.)

4.2. Astaksantin’in bobrek dokusunda SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gruplarin bobrek dokularinda SOD enzim aktivitesi karsilastirildiginda, I/R
yapilan grupta enzim aktivitesinin sham grubuna gore belirgin diizeyde azaldig1 belirlendi
(p<0.05). Bunun yaninda farkli dozlarda astaksantin verilen gruplarda ise I/R grubuna
gore SOD enzim aktivitesinin doz miktarindan bagimsiz olarak anlamli diizeyde yiiksek
oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 4.3) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.3. Gruplarin bobrek dokularinda SOD enzim aktivitesi
(Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi, coklu karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis testi i¢in

Conover testi kulanildi. Degerler medyan (min.-maks) olarak verildi.)

4.3.Astaksantin’in bobrek dokusunda MDA Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar arasinda MDA seviyesi karsilastirildiginda I/R grubunda MDA diizeyinin
sham grubuna gore belirgin derece yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). Astaksantin verilen
gruplarda da MDA diizeyinin I/R grubuna gére anlamh diizeyde diisiik oldugu (p<0.05)
ve bu farkin verilen doz miktarina bagli olmadig1 goriildii. Ayrica astaksantin verilen
gruplardaki MDA diizeyinin sham grubundaki sicanlarin MDA diizeyleri ile bir farklilik
gostermedikleri goriildii (Sekil 4.4) (Tablo 4.1).
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MDA Seviyesi (unol’'g doku )

Sekil 4.4. Gruplarin bobrek dokularinda MDA seviyesinin olgiilmesi
(Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi, coklu karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis testi i¢in

Conover testi kulanildi. Degerler medyan (min.-maks) olarak verildi.)

4.4. Astaksantin’in TAS ve TOS Miktar1 Uzerine EtKisi

Gruplar arasinda bdbrek dokusundaki TAS miktar1 karsilastirildiginda I/R
grubunda TAS miktarinin sham grubunda gore belirgin derece azalmis oldugu saptandi
(p<0.05). Astaksantin verilen gruplarda da TAS miktarmin I/R grubuna gore anlamli
diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) ve bu farkin verilen doz miktarina bagli olmadigi
goriildii. Ayrica 5 mg/kg ve 10 mg/kg astaksantin verilen gruplardaki TAS miktarinin
sham grubundaki siganlarin TAS diizeyleri ile bir farklilik géstermedikleri goriiliirken 25
mg/kg astaksantin verilen grupta TAS miktarinin sham grubuna gore yiikselmis oldugu

goriildii (Sekil 4.5) (Tablo 4.1).

32



17,50

15,00 T

12,50 E
b

10,00 4

7,50

TAS Miktan (umol Trolox Equivalent /L)

5,00

i T T T
Sham I'rR Atx Smgkg Atx 10 mgke Atx 25 mgkg

Sekil 4.5. Gruplarin bobrek dokularindaki TAS miktari
(Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi, coklu karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis testi i¢in

Conover testi kulanildi. Degerler medyan (min.-maks) olarak verildi.)

Gruplar arasinda bdbrek dokusundaki TOS miktar1 karsilastirildiginda I/R
grubunda TOS miktarinin sham grubuna gére anlamli derece yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.05). Astaksantin verilen gruplarda da TOS miktarinin I/R grubuna gére azalmus
oldugu (p<0.05) ve bu farkin verilen doz miktarina bagli olmadig:1 goriildii. Ayrica
astaksantin verilen gruplardaki TOS miktarinin sham grubundaki si¢anlarin TOS
diizeyleri ile bir farklilik gostermedikleri goriildii (Sekil 4.6) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.6. Gruplarin bobrek dokularindaki TOS miktari
(Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi, ¢oklu karsilagtirmalarda ise Kruskal Wallis testi igin

Conover testi kulanildi. Degerler medyan (min.-maks) olarak verildi.)

4.5. Histolojik Bulgular
4.5.1. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda bobrek dokusu, yer yer izlenen hafif diizeydeki tiibiiler
dilatasyon disinda, normal histolojik gériiniimdeydi (Sekil 4.7A). Diger yandan, I/R
grubunda hem kortikal hem de medullar alandaki tiibiillerde nekrotik degisiklikler ve
dilatasyon gozlendi. Bu gruptaki bir diger belirgin bulgu, interstisyel dokuda lokal ve
difiiz olarak izlenen inflamatuar hiicre infiltrasyonuydu (Sekil 4.7B). Bu degisiklikler
yoniinden, I/R ve kontrol gruplari arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (p<0.0001).

Atx 5mg/kg+i/R grubunda izlenen histopatolojik degisikliklerin I/R grubuna
benzer sekilde devam ettigi gozlendi (Sekil 4.7C). Diger yandan, Atx 10mg/kg+i/R ve
Atx 25mg/kg+I/R gruplarinda, I/R grubunda izlenen histopatolojik degisikliklerin
belirgin sekilde azaldig: tespit edildi (p<0.0001) (Sekil 4.7D). Atx 10mg/kg+i/R ve Atx
25mg/kg+i/R gruplar1 ise tiim parametreler yoniinden benzer bulundu. Gruplarin

histopatolojik degerlendirme sonuglart Tablo 4.2°de verildi.
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Sekil 4.7. Histopatolojik bulgular
(Sham grubunda (A), bébrek kortikal dokusunun normal histolojik goriiniimde oldugu izlenmekte. I/R
grubunda (B), nekrotik (ok baslari) ve dilate olmus (oklar) tiibiiller ile intertisyel alanda inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (yildiz) dikkati cekmekte. Atx 5mg/g+I/R grubunda (C), I/R grubuna benzer sekilde
nekrotik tiibiiller (ok baslari), dilate tiibiiller (oklar) ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu (y1ldiz) izlenmekte.
Atx 10mg/kg+i/R (D) ve Atx 25mg/kg+i/R (E) gruplarinda, tiibiiler dilatasyon (oklar) disinda
histopatolojik degisikliklerde belirgin bir hafifleme dikkati ¢cekmekte.)

Tablo 4.2. Histopatolojik degerlendirme sonuglari

Gruplar Tiibiiler dejenerasyon Infiltrasyon
Sham 0.0 (0.0-1.0) 0.0 (0.0-0.0)
IR 2.0 (0.0-3.0)* 0.0 (0.0-3.0)*
Atx 5mg/kg+I/R 1.0 (0.0-3.0) 0.0 (0.0-3.0)*
Atx 10mg/kg+i/R 1.0 (0.0-3.0)° 0.0 (0.0-2.0)°
Atx 25mg/kg+i/R 1.0 (0.0-3.0)° 0.0 (0.0-2.0)>¢

2 Sham grubu ile karsilastirildiginda anlamli artig (p<0.0001).
®/R grubu ile karsilastirildiginda anlaml azalis (p<0.0001).
¢ Atx 5mg/kg+i/R grubu ile karsilastirldiginda anlamli azalis (p=0.0180).

4.5.2. Beclin-1 immiinreaktivitesi

Beclin-1 immiinreaktivitesi tiibiil epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda belirgin
olarak gozlendi (Sekil 4.8). Gruplar arasinda en yiiksek immiinreaktivite Atx 25
mg/kg+I/R grubunda izlendi. istatistiksel olarak sham, I/R, Atx 5mg/kg+i/R ve Atx
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10mg/kg+I/R gruplarinda Beclin-1 immiinreaktivitesinin benzer diizeyde oldugu; Atx
25mg/kg+i/R grubunda, diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli derecede artmis
Beclin-1 immiinreaktivitesi tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.3).

0%

Sekil 4.8. Beclin-1 Im

miunreaktivitesi

(A; sham grubu, B; I/R grubu, C; Atx 5mg/kg+i/R grubu, D; Atx 10mg/kg+i/R grubu, E; Atx
25mg/kg+i/R grubu. Tiibiil epitel hiicrelerinde kavrengimsi olarak izlenen Beclin-1 immiinreaktivitesi.
Atx 25mg/kg+i/R grubunda immiinreaktivite siddetinin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu
izlenmekte. Beclin-1immiinreaktivitesi, x40.)

4.5.3. LC3 immiinreaktivitesi

LC3 immiinreaktivitesi tiibiil epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda gozlendi (Sekil
4.9). Beclin-1 immiinreaktivitesine benzer sekilde, gruplar arasinda en yiiksek LC3
immiinreaktivitesi Atx 25mg/kg+I/R grubunda izlendi. istatistiksel olarak sham, I/R, Atx
5mg/kg+i/R ve Atx 10mg/kg+i/R gruplarinda Beclin-1 immiinreaktivitesinin benzer
diizeyde oldugu izlendi. Atx 25mg/kg+i/R grubunda, I/R, Atx 5mg/kg+I/R ve Atx
10mg/kg+i/R gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede artmis LC3
immiinreaktivitesi tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.9. LC3 Immiinreaktivitesi

(A; sham grubu, B; i/R grubu, C; Atx 5mg/kg+i/R grubu, D; Atx 10mg/kg+i/R grubu, E; Atx
25mg/kg+i/R grubu. Tiibiil epitel hiicrelerinde kavrengimsi olarak izlenen LC3 immiinreaktivitesi. Atx
25mg/kg+i/R grubunda immiinreaktivite siddetinin diger gruplara gére daha yiiksek oldugu izlenmekte.

LC3 immiinreaktivitesi, x40.)

4.5.4. p62 immiinreaktivitesi

p62 immiinreaktivitesi tiibiil epitel hiicrelerinin sitoplazma ve niikleuslarinda
gozlendi (Sekil 4.10). Gruplar arasinda en diisiik immiinreaktivite Atx 25 mg/kg+I/R
grubunda izlendi. Bununla beraber, istatistiksel olarak p62 immiinreaktivitesinin tiim

gruplarda benzer diizeyde oldugu tespit edildi (Tablo 4.3).
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Sekil 4.10. p62 Immiinreaktivitesi

(A; sham grubu, B; i/R grubu, C; Atx 5mg/kg+i/R grubu, D; Atx 10mg/kg+i/R grubu, E; Atx
25mg/kg+i/R grubu. Tiibiil epitel hiicrelerinde kahverengimsi olarak izlenen p62 immiinreaktivitesi. Atx
25mg/kg+i/R grubunda immiinreaktivite siddetinin diger gruplara gore daha hafif oldugu izlenmekte. p62

immiinreaktivitesi, x40.)

Tablo 4.3. immiinohistokimyasal degerlendirme sonuglari

Gruplar Beclin-1 LC3 p62
Sham 8.0 (4.0-12.0) 8.0 (4.0-12.0) 4.0 (0.0-12.0)
IR 8.0 (4.0-12.0) 8.0 (4.0-12.0) 4.0 (0.0-12.0)
Atx 5mg/kg+i/R 8.0 (4.0-12.0) 8.0 (4.0-12.0) 4.0 (0.0-12.0)
Atx 10mg/kg+i/R 8.0 (4.0-12.0) 8.0 (4.0-12.0) 4.0 (0.0-12.0)
Atx 25mg/kg+i/R  12.0 (4.0-12.0)% 8.5 (4.0-12.0)° 4.0 (0.0-9.0)

@ Sham, I/R, Atx 5mg/kg+i/R, Atx 10mg/kg+i/R ve Atx 25mg/kg+i/R gruplar ile karsilastirildiginda

anlamli artis (p<0.05).

®[/R, Atx 5mg/kg+I/R, Atx 10mg/kg+i/R ve Atx 25mg/kg+I/R gruplari ile karsilagtirildiginda anlaml artis

(p<0.05).
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5. TARTISMA

Bu calismada, bobrek I/R hasar modeli olusturulan ratlarda antioksidan dzellige
sahip astaksantinin diislik, orta ve yiiksek doz uygulamalarinin bobrek dokusunda
meydana gelen oksidatif hasar ve otofaji {izerine etkileri incelendi. Astaksantinin
uygulanan doz miktarindan bagimsiz olarak bobrek dokusundaki oksidatif hasar {izerine
koruyucu etkisi oldugu tespit edildi. Bu ¢alisma ile 25 mg/kg astaksantin uygulamasinin
bobrek I/R hasar modelinde otofajiyi indiikledigi belirlendi. Astaksantin uygulamasi
otofaji mekanizmasi sayesinde bobrek dokularinda meydana gelen I/R hasarma karsi

koruyucu etki gosterdi.

BUN ve kreatinin bobrek fonksiyonunlarinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan
parametrelerdendir (101). Artan BUN ve kreatinin diizeyleri bobrek fonksiyonlariin
azaldigin1 gosterir. Bundan dolay1 ¢alismamizda bobrek fonksiyonlarii degerlendirmek
icin BUN ve kreatinin diizeyleri 6lgiildii. BUN ve kreatinin diizeylerinin sham grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda yiiksek oldugu ve bu yiiksekligin I/R grubundaki
sicanlarin bobrek fonksiyonlarindaki azalma sonucu oldugu tespit edildi. Astaksantin
uygulanan sicanlarda BUN ve kreatinin diizeyleri I/R grubuna gére anlamli diizeyde
diisiik oldugu tespit edildi. Bu azalma astaksantinin bobrek fonksiyonlari korumada
etkili oldugunu gosterdi. Yapilan gesitli ¢calismalarda uygulanan astaksantinin artmis
BUN ve kreatinin diizeylerini anlamli derecede azalttig1 belirtilmektedir (102, 103). Li
ve arkadaslar1 (104) meydana gelen bobrek hasarinda, astaksantinin artmis BUN diizeyini
azalttigin1 ama kreatinin seviyelerinde anlamli bir degisiklik yapmadigini bildirmislerdir.
Chen ve arkadasglart (105) ise diyabetik nefropati’li sicanlarda yaptigi g¢alismada

astaksantinin sadece kreatinin diizeyini azalttigini ifade etmislerdir.

Saglikli bir viicutta oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bir denge vardir.
Oksidan diizeyinin ylikselmesi veya antioksidan sistemin yetersiz kalmasi sonucu bu
denge bozulur ve oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres ise lipidleri, proteinleri ve
DNA yapisint etkileyerek hiicresel hasara neden olur. Literatiirde diyabet (106),
ateroskleroz (107), hipertansiyon (108), bagisiklik sistemi hastaliklari (109) ve I/R (102)
sonucu meydana gelen oksidatif stres hasariin etkilerini inceleyen ¢aligmalar mevcuttur.
Calismamizda antioksidan 6zellige sahip astaksantinin oksidatif stres hasari {izerine

etkileri degerlendirildi. Oksidatif stres parametreleri olarak TAS, TOS, SOD ve MDA
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seviyeleri Olgiildii. Total antioksidan diizeyini gosteren TAS degeri ve SOD enzim
aktivitesinin sham grubu ile karsilastirildiginda I/R grubunda azaldig1 ve astaksantin
uygulanan gruplarda ise I/R grubuna gore yiiksek oldugu tespit edildi. Total oksidan
diizeyini gosteren TOS ve lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA diizeylerinin sham
grubu ile karsilastirildiginda I/R grubunda yiiksek oldugu ve astaksantin uygulanan
gruplarda ise I/R grubuna gore diisiik oldugu tespit edildi. I/R grubunda meydana gelen
bu degisiklikler bu grupta oksidatif hasar olustugunu gostermistir. Astaksantin uygulanan
tiim gruplarda TAS-SOD diizeylerinin yiiksek ve TOS-MDA diizeylerinin diigiik olmasi
ise astaksantin uygulamasinin oksidatif hasara karsi koruyucu etkisi oldugunu gosterdi.
Literatiirde bobrek I/R hasarina kars1 astaksantin uygulamasi ile yapilan ¢alismalar az
olmakla beraber astaksantinin bobrek dokularinda meydana gelen oksidatif hasara karsi
koruyucu etkiler gosterdigi ve bobrek hasarini azaltabilecegi belirtilmistir (102, 110-112).
Calismamiza benzer sekilde Qiu ve arkadaslari (113) I/R’’ye bagl oksidatif hasarin
arttigin1 ve uygulanan astaksantinin ise olusan hasar1 azalttigini ifade etmislerdir. Ayrica
yaptiklar1 ¢aligmada astaksantinin I/R’nin neden oldugu akut yaralanmayi1 onlemede
giivenli bir yol olabilecegini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda, Qiu ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismadan farkli olarak 3 ayr1 dozda astaksantin uygulanmaistir ve otofaji
iizerinden de degerlendirme yapilmistir. Onceki ¢alismalar ile uyumlu olan sonuglarmmiz
astaksantin uygulamasinin bobrek dokularinda oksidatif hasara karsi koruyucu etki

gosterdigini desteklemektedir.

Otofaji ¢ogu hiicrede bazal seviyede meydana gelir ve hiicre i¢i homeostazin
korunmasi i¢in uzun Omiirlii organel ve proteinlerin doniisiimiine yardimci olur (74).
Hiicresel stres durumlarinda otofaji’nin indiiksiyonu, hiicre 6liimiine katkida bulunabilir
ya da hiicrenin hayatta kalmasinda rol oynayan etkili bir mekanizma gorevi goriir (6).
Otofajinin inhibisyonun bobrek hasarini arttirdigi ve iskemik bobrek hasarinda otofajinin
koruyucu etkisi oldugu disiiniilmektedir (6). Kalict otofaji aktivasyonunun ise hiicre
6lim yolaklarini tetikleyebilecegi ve bobrek hasarini arttirabilecegi lizerine duran farkl
bir goriis de vardir (114). Otofaji mekanizmasi heniiz net olarak anlasilabilmis degildir.
Ancak astaksantinin otofajiyi yukar1 veya asagi yonlii regiilasyonu sonucu dokular
hasara kars1 korudugu yaygin bir goriistiir. Yapilan deneysel bir ¢calismada akut pankreatit
olusturulmus si¢anlarda astaksantin uygulamasinin otofajiyi inhibe ederek pankreasta
meydana gelen doku hasarin1 onledigi gosterilmistir (115). Karaciger fibrozisi {izerine

yapilan bir ¢aligmada ise, uygulanan astaksantinin otofaji yolagini inhibe ederek
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karaciger fibrozisi iizerine koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (116). Bu iKi
caligmada astaksantinin otofaji inhibisyonu yoluyla dokular1 hasara karsi korudugu
bildirilmistir. Yaptigimiz literatiir taramasinda astaksantin uygulamasinin otofaji
indiiksiyonu araciligiyla dokular1 hasara karsi korudugunu gosteren bir calisma tespit
edebildik (117). Lee ve arkadaslar1 mide epitel hiicrelerinde Helicobacter pylori’nin
sebep oldugu hasara kars1 astaksantin uygulamasinin otofaji yolaginmi indiikleyerek bu
mekanizma sayesinde dokular: hasara kars1 korudugu bildirilmistir (117). Calismamizda
Atx 25 mg/kg+i/R grubunda Beclin-1 ve LC3 seviyelerini artarken p62 seviyesinin
azalmasi sonucu otofajinin indiiklendigi belirlendi. Ayrica Atx 25 mg/kg+i/R grubunda,
I/R grubunda gériilen kortikal ve medullar alandaki tiibiillerde nekrotik degisiklikler ve
intertisyel dokuda goriilen inflamatuar hiicre infiltrasyonun azalmasi astaksantin
uygulamasinin otofajinin indiiksiyonu yoluyla dokular1 hasara kars1 korudugunu gosterdi.
Atx 10 mg/kg+I/R grubunda da Atx 25 mg/kg+I/R grubu ile benzer histopatolojik
degisiklikler gozlendi fakat bu grupta istatistiksel olarak anlamli otofaji indiiksiyonu s6z
konusu degildi. Bu durum Atx 10 mg/kg+i/R grubunda otofajinin meydana geldigini
fakat bunun istatistiksel olarak anlama yansimadigin diisindiirdii. Otofaji indiiksiyonu
ile besin yoklugunda veya hiicresel stres durumunda hasarli organeller, protein yiginlari
ve hiicre i¢i patojenler yok edilerek hiicre canliliginin devami saglanir ve hiicre
fonksiyonlar1 korunur.

Ozetle astaksantin uygulamasimin ¢alismamizda uygulanmis doz miktarlarindan
bagimsiz olarak I/R sonucu azalan bébrek fonksiyonlar1 ve artan oksidatif hasara kars1
hiireleri korumada etkili bir yontem oldugu tespit edildi. Ayrica doz miktarina baglh
olarak astaksantin uygulamasinin otofajinin indiiksiyonu yoluyla bobrek dokularini

hasara kars1 korudugu tespit edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Astaksantinin otofaji iizerine etkileri hala tartismali bir konu olsa da, I/R sonras1 otofaji
aktivasyonu bébrek dokularini korumada énemlidir. Calismamizda, bobrek I/R hasarina karsi
astaksantin uygulamasinin otofajinin indiiksiyonu yoluyla bobrek dokularini hasara karsi
korudugu tespit edildi. Ayrica astaksantinin bobrek I/R sonras1 meydana gelen oksidatif hasara
kars1 koruyucu etki gosterdigi de tespit edildi.

Yapilan literatiir taramasinda bobrek I/R hasarinda astaksantinin otofaji iizerine roliinii
inceleyen c¢alisma bulunamadigi i¢in ¢calismamizin diger ¢alismalar i¢in bir yol gdsterici olacagi
ve yapilacak yeni c¢alismalarin bobrek I/R hasarinda astaksantinin otofajideki roliiniin

aydinlatilmasi i¢in faydali olacag kanaatindeyiz.
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20.10.1994 tarihinde Osmaniye’de dogdum. Ilk, orta ve lise 6grenimi Osmaniye’de
tamamladim. 2013-2015 tarihleri arasinda Kirikkale Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi
Fizyoterapi ve Rehabilitasyon Béliimii'nde lisans egitimimi tamamladim. 2018 yilinda Inénii
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Anatomi Anabilim Dali’nda basladigim yiiksek lisans

egitimime devam etmekteyim.
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EK-2. Etik Kurul Kararn

INONT ONEVERSITESE
TIP FAKULTESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi :23.10.2019

Toplant Yeri : Tap. Fak. Toplanti Salonu
Arastirma Protokol no.su 1 2019/A-48

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiiril : Rar

Deneyde Kullamlacak Hayvamn Soyu : Wistar Albino / Sprague-Dawley
Deneyde Kullanilacak Hayvamin Cinsiyeti :HKe [Oo Farketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvamin Sayisi 40

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yagi ve Agirligi : 4-6 ay /220-280 gr

inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dal'n da Dog. Dr. Evren
KOSE’nin sorumlu aragtirmac oldugiu; “Bébrek iskemi-Reperfiizyon Modeli olusturulan

Ratlarda Astaksantin Maddesinin Otofaji Uzerine Etkisinin Arastinlmas™

2019/A-48 Protokol no.lu ¢cahigmamn dosyas: incelendi.

isimli

Adi gegen aragtirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, indni Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Ydnergesi'nde belirtilen hususlar yerine
getirilmesi gartiyla caligmann yapilmasimn uygun olduguna; ey birligi ile karar verilds.
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