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Amag: Calismada, adriamisin (ADR) uygulanan siganlarin bobrek dokularinda meydana gelen degisiklikler tizerine alfa lipoik asit (ALA)’nin korucu
etkisinin dinamin bagimli protein 1 (DRP1) ile iligkisinin incelenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Caligmada, 28 adet Sprague-Dawley cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlari 4 esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney
stiresi olan 28 giin boyunca higbir uygulama yapilmadi. ADR grubuna; 15 mg/kg ADR intraperitoneal (i.p) tek doz uygulandi. ADR+ALA grubuna 15
mg/kg i.p tek doz ADR verilmesinden sonra 50/mg/kg/giin dozunda ALA oral olarak giin asir1 verildi. ALA grubuna ise 50 mg/kg/giin dozunda ALA
oral olarak giin asirt uygulandi. Deney sonunda siganlar dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan bobrek dokulart hizla ¢ikarildi ve histolojik ve
kantitatif RT-PCR analizleri i¢in kullanildi.

Bulgular: ADR grubuna ait bobrek kesitlerinde inflamatuar hiicre artisi, bowman boslugunda artis, tiibiil liimeninde hiyalin birikimi gibi yapisal
degisikliklere rastlandi. ALA uygulamasi ile histopatolojik bulgularin biiyiik bir ¢ogunlugunda azalma gozlendi. ADR grubunda DRP1 immiinreakti-
vitesinin kontrol grubuna gore anlaml artis gosterdigi, ADR+ALA grubunda ise ADR grubuna gére anlamli derecede azalma oldugu belirlendi.
Kontrol grubuna kiyasla ADR grubunda DRP1, BAX ve CASP3 mRNA diizeylerinde istatistiki agidan anlaml bir artis tespit edildi. ADR+ALA
grubunda ise ADR grubuna kiyasla DRP1, BAX ve CASP3 mRNA diizeylerinde anlamli bir azalma tespit edildi.

Sonug¢: Bu galisma ADR’nin bobrek dokularinda yapisal hasarla birlikte apoptozis ve DRP1 ekspresyon artisina yol agtigi, ALA’nin apoptozis ve
DRPI aktivitelerini diizenleyerek ADR ’nin bu zararl etkilerine kars1 biiyiik oranda koruma sagladig: ortaya koyuldu.

Anahtar Sozciikler: Adriamisin, Bobrek, Apoptozis, Alfa Lipoik Asit, Dinamin Bagimli Protein 1.

ABSTRACT
The Relation of the Protective Effect of Alpha Lipoic Acid with DRP1 in the Kidney Tissue of Adriamycin Administered Rats

Objective: In this study, we aimed to investigate the association with DRP1 the protective effect of ALA on kidney tissue of the rats administered
with adriamycin.

Material and Method: Twenty eight Sprague-Dawley male rats were used in this study. Animals were divided to four groups. No administration was
made to the control group during 28 days. A single dose of 15 mg / kg ADR was given intraperitoneally to the ADR group. After 15 mg / kg ADR
was given to ADR + ALA group, 50 mg / kg ALA was given by oral gavage every other day. In the ALA group, 50 mg / kg ALA was administered
orally every other day. At the end of the experiment, the rats were decapitated. Following decapitation, histological and quantitative RT-PCR analyzes
were done.

Results: Histopathological findings such as inflammatory cell increase, enlargement bowman distance were observed in the ADR group. ALA treat-
ment was found to reduce the majority of histopathological findings.DRP1 immunoreactivity was significantly increased in the ADR group compared
to the control group, whereas in the ADR+ALA group, DRP1 immunoreactivity was significantly lower than ADR group. A statistically significant
increase was found in DRP1, BAX and CASP3 mRNA levels in the ADR group compared to the control group. A significant decrease was detected
in DRP1, BAX and CASP3 mRNA levels in ADR + ALA group compared to the ADR group.

Conclusion: This study revealed that ADR causes apoptosis and increases in DRP1 expression together with histopathological damages in kidney
tissues, whereas ALA provides major protection against these effects of ADR by regulating apoptosis and DRP1 activities.

Keywords: Adriamycin, Kidney, Apoptosis, Alfa Lipoic Acid, Dynamin-Related Protein 1.
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Adriamisin (ADR), solid tiimérler dahil olmak tizere yan etkileri ve ¢esitli organlardaki toksisitesi nedeniyle
gesitli hematolojik malignitelerin tedavisinde antineop- klinik kullanimi sinirhidir (2-4). ADR kaynakli bobrek
lastik ajan olarak uzun yillardir kullanilan bir antrasik- toksisitenin kesin mekanizmast bilinmemekle birlikte
lin grubu antibiyotiktir (1). Bobrekler tizerindeki ciddi ana patolojik mekanizmamn oksidatif stres ve reaktif
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oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu igerdigi goriilmek-
tedir (5). ROS, pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerini etkile-
yerek ya dogrudan ya da dolayli olarak mitokondriyal
hasara yol agar (6). ROS iiretiminin primer kaynagi
olan mitokondri metabolik ve hiicresel stres tepkilerine
hizla yanit veren, siirekli olarak antagonistik fisyon ve
fiizyon siireglerinden gecen son derece dinamik orga-
nellerdir (7, 8). Fiizyon, artan ATP iiretimi ile iliskiliy-
ken, fisyon bozulmus oksidatif fosforilasyon ve ROS
iretimi ile iligkilidir (9). Dengeli mitokondriyal dina-
mikler, fonksiyonel mitokondrinin korunmasi, enerji
iretimi ve apoptozun dnlenmesi i¢in kritik rol oynar-
ken, anormal mitokondriyal dinamikler tiimér, diabetes
mellitus ve pulmoner fibroz gibi c¢esitli hastaliklarin
patogenezi ile iliskilidir (10, 11). Dinamin bagiml
protein 1 (DRP1), fragmantasyonu saglamak i¢in mito-
kondriyal dig zara katilarak fisyonu gerceklestiren
sitoplazmik bir proteindir (11). Artan ROS ile iligkili
mitokondriyal fisyonun mitokondriyal hasara ve frag-
mentasyona yol agtigi bildirilmistir (12). Ek olarak, in-
vitro ve in-vivo mide kanseri modellerini kullanan
caligmalarda, ADR ile indiiklenen apoptozun mito-
kondriyal fisyon araciligiyla gergeklestigi gosterilmistir
(13, 14). Bununla birlikte, ADR kaynakli mitokondri-
yal fisyon aracili apoptozun kesin molekiiler mekaniz-
mas1 tam olarak anlagilmamustir.

Mitokondriyal disfonksiyonu ve oksidatif stresi azalt-
mak icin antioksidan ajanlar ve mitokondriyal hedefli
molekiiller ADR kaynakli hasarlarda terapotik bir stra-
teji olarak oOnerilmistir. Alfa-lipoik asit (1,2-ditiyolan-
3-pentanoik asit, ALA), mitokondride lipoik asit sentaz
tarafindan tiretilen mitokondriyal enzimler igin kofak-
tor olan giicli bir antioksidandir (15). ALA'nin ve
indirgenmis formu olan dihidrolipoik asidin terapotik
aktivitesi, metal selatlama kabiliyeti, ROS siipiiriicii
etkisi, oksidatif hasar1 onarma yetenegi ve C vitamini,
E vitamini ve glutatyon gibi endojen antioksidanlarin
rejenerasyonunu igeren antioksidan ozelliklerine da-
yanmaktadir (16).

ADR'ye bagli olarak ortaya ¢ikan serbest radikal aracilt
toksisiteye karst ALA'min sitoprotektif etkisi ortaya
koyulmustur (17). Fakat ALA’nin ADR kaynakli nef-
rotoksititeye karsi koruyucu etkisinin boébrek dokusun-
daki DRP1 ile iligkisi bilinmemektedir.

Bu ¢alismanin amaci, histolojik ve molekiiler analizleri
kullanarak ALA’nin ADR ile indiiklenen bobrek hasari
iizerindeki muhtemel koruyucu etkisini degerlendir-
mektir. Ayrica, DRP1'in terapdtik bir hedef olarak
onemini ele almak ve bdylece ¢esitli hastaliklarin pato-
genezindeki roliinii anlamak igin arastirma yaparak,
DRP1 gibi hayati aracilarin ve bunlarin cevresindeki
mekanizmalarin ortaya ¢ikmasina katki saglamaktir.

GEREC VE YONTEM
Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu’nun 2018/02 sayili 23 no’lu karar1 geregince
etik yonden uygun bulunarak yapilmistir.

Erdem Giizel ve ark.

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma Mer-
kezi (FUDAM)’nden temin edilen 200-250 gr agirli-
ginda 8-10 haftalik 28 adet Sprague-Dawley cinsi er-
kek siganlar kullanildi. Deney hayvanlart sigan pelet
yemi ve musluk suyu ile beslendikleri 12 saat (07:00-
19:00) aydinlik 12 saat (19:00-07:00) karanlikta, 21+1
°C ortam sicakliginda tutuldu. Siganlar; kontrol, ADR,
ADR+ ALA ve ALA olmak iizere rastgele secilerek 4
gruba ayrildi (n =7). Kontrol grubuna deney siiresi olan
yirmi sekiz giin boyunca herhangi bir uygulama yapil-
madi. ADR ve ADR+ALA grubuna deneyin birinci
giinil 15 mg/kg dozunda adriamisin intraperitonal (i.p.)
olarak tek doz uygulandi. ADR+ALA ve ALA grupla-
rina ise serum fizyolojikte ¢ozdiiriilmiis 50 mg/kg do-
zunda alfa lipoik asit (cat: 29,862 Lot: 002241-
20,161,019, DL-a-Lipoic acid, Chem-Impex Int’l Inc,
USA) deney siiresi olan yirmi sekiz giin boyunca giin
asir1 oral gavaj yoluyla verildi (18, 19). Deney siiresi
sonunda tiim gruplardaki siganlar ketamin (75mg/kg) +
xylazine (10mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda
dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan siganlarin
bobrek dokulart hizla ¢ikarilip bir kismi histopatolojik
degerlendirmeler igin %10’luk formaldehit soliisyonu-
na alinirken, diger bir kismi ise molekiiler analizler igin
-80° C’de muhafaza edildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirmeler icin 24 saat siire ile
%10’luk formaldehit icerisinde fikse edilen bobrek
dokular1 ¢esme suyu altinda yikandi. Yikanan dokular
rutin histolojik takip serilerinden gegcirilerek parafin
bloklara gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan preparatlar
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak 151k mikros-
kobu altinda (Novel N-800M x20) incelendi ve fotog-
raflandi. Degisiklikler histopatolojik durumlarina gore
yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak deger-
lendirilerek histoskor tablosu yapildi. Tiim histolojik
degerlendirmeler, iki arastirmaci tarafindan korleme
yontemiyle yapildi.

Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Bobrek dokusunda DRP1 immiinreaktivitesinin belir-
lenmesi igin, parafin bloklardan polilizinli lamlara 5
pm kalinliginda kesitler alindi. Deparafinizasyon ve
seffaflagtirma isleminden sonra dokular azalan dereceli
alkol serilerinden gegirilerek sitrat tampon soliisyonun-
da pH: 6’da mikrodalga firmmda (750W) 12 dakika
kaynatildi. Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek
icin hidrojen peroksit bloker (TA-125-HP Lot No:
HP18180, Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scienti-
fic) uygulandi. Zemin boyasin engellemek i¢in 5 daki-
ka Ultra V Block (TA-125-UB, Ultra V Block, Thermo
Scientific) isleminden sonra primer antikor (YID5389
lot No: YL190228093, Polyclonal Anti-DRP1 Anti-
body) damlatilan dokular bir saat oda 1sisinda karanlik
ve nemli ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
dokular sekonder antikor (TP-060-BN, Biotinylated
Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 1gG), Ther-
mo Scientific) ile muamele edildi. Hazirlanan preparat-
lar 151k mikroskobu altinda (Novel N-800M) incelene-
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rek degerlendirildi. Immiinohistokimyasal boyanmanin
degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin yayginligi
(0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-100)
ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3:
siddetli) esas alinarak histoskor tablosu olugturuldu.
Kantitatif RT-PCR Yontemi

Caligmada DRP1, BCL-2 iliskili protein X (BAX) ve
Kaspase 3 (CASP3) genlerinin mRNA diizeylerindeki
ifade farkliliklarinin tespiti igin qRT-PCR yo6ntemi
kullanildt.

Total RNA izolasyonu

-80 °C’de muhafaza edilen sigan bobrek dokusuna ait
orneklerden total RNA izolasyonu i¢in Trizol (MG-
TRZ-01, Hibrigen, Tiirkiye) kullamildi. Uretici firma
tarafindan Onerilen protokole uyularak RNA izolasyo-
nu yapildi. RNA miktarlari, nanodrop cihazinda (BioS-
pec-nano, Shimadzu) 6l¢iildii. Her gruba ait RNA 6r-
nekleri, esit diizeyde total RNA icerecek sekilde, ken-
dilerine ait havuzlarda toplandi.

Komplementer DNA Sentezi

Caligmaya konu olan genlerin mRNA diizeylerindeki
ifade farkliliklarinin tespitinde kullanilan komplemen-
ter DNA (cDNA)’lar i¢in her bir grubu temsil eden
havuz yapilmig RNA o6rneklerinden 10 pl kullanildi.
cDNA sentezi, OneScript Plus cDNA sentez kiti (abm,
Kanada) kullanilarak {iretici firmanin dnerdigi protoko-
le uygun sekilde gerceklestirildi. Elde edilen cDNA
ornekleri -20 °C’de saklandi.

Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reak-
siyonu ile Komplementer DNA Amplifikasyonu

Elde edilen cDNA’lar, dizi spesifik primerler varligin-
da qRT-PCR araciligiyla amplifiye edildi. Sigan bobrek
orneklerindeki mRNA ifade diizeyleri incelenirken
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
(GAPDH) referans gen olarak kullanildi (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan gRT-PCR primerleri.

Primer Ad1 Primer Dizisi (5°-3°)

GAPDH FORWARD AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
REVERSE TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
DRP1 FORWARD TGGAAAGAGCTCAGTGCTGG
REVERSE ACTCCATTTTCTTCTCCTGTTGT
BAX FORWARD GGCTGGACACTGGACTTC
REVERSE CAGATGGTGAGTGAGGCA
CASP3 FORWARD TGCTTACTCTACCGCACCC

REVERSE CAACTACCTGATATCAAAGCTGAG

gRT-PCR analizi, 96 kuyucuklu platelerde, toplamda
10 pl hacimde (1 pl cDNA ve 9 ul karisim) ii¢ tekrarli
olarak gergeklestirildi. Bu analiz, 2X Magic SYBR
Mix (Procomcure, Avusturya) kullanilarak Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR sisteminde {iretici
firmanin belirttigi protokole uygun sekilde gerceklesti-
rildi. Analizler sonucunda mRNA ifadeleri arasindaki
farkliliklarin hesaplanmasinda 24T metodu kullanil-
di.

istatistiksel Analiz

Calismada orneklem biiyiikliigli hesaplanirken GPower
3.1 (http:/www.gpower.hhu.de/) programi kullanildi.
Yapilan gii¢ analizine gore, ¢alismada kullanilan de-
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giskenler i¢in %95 gii¢ ve 0.05 anlamlilik belirleye-
bilmek i¢in her grup igin en az 7 adet sican ¢aligmaya
alind1. Tiim istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical
Package for Social Sciences) paket programinda yapil-
di. Elde edilen degerler ortalama =+ standart sapma (SD)
olarak ifade edildi. Tiim analizlerde p <0.05 istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim goste-
ren ¢oklu gruplarin aralarindaki farkliliklar: test etmek
icin Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA), ikili karsi-
lastirmalar igin ise Post-hoc Tukey testi kullanildi.

BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Isik mikroskobik incelemede hem kontrol hem de ALA
gruplarmin bobrek kesitleri i¢in anormal bir histopato-
lojik bulguya rastlanilmadi. Glomeriiller, bowman
mesafesi ve tiibiiler yapilar normal histolojik yap1 gos-
terdi (Sekil 1A ve B).

Sekil 14. ADR ve/veya ALA uygulamalarimin si¢an bébrek dokusu
tizerindeki etkilerinin fotomikrograflari: A; Kontrol grubuna ait
bobrek dokusu kesitlerinde glomeriil ve tibiiler yapilar normal
olarak ayirt edildi.

Sekil 1B. ALA grubuna ait bobrek dokusu kesitlerinde glomeriiller ve
tiibiiller normal bir histolojik yapi gésterdi.
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Sadece ADR verilen gruba ait preparatlarda yapilan
incelemeler sonucunda renal glomeriil ve tiibillerde
dejeneratif degisiklikler goriildii. Kesitlerde atrofik
glomeriiller, renal tiibiil epitellerinde deskuamasyon ve
dejenerasyon, Bowman boslugunda genisleme, vaskii-
ler konjesyon, proksimal tiibiil epitellerine ait firgamsi
kenarlarinda bozulma ve ayrilmalar, tiibiillerde hiyalin
birikimi, tiibiiler vakuolizasyon, peritiibiiller 6dem ve
intertisyel infiltrasyon bulgulan izlendi (Sekil 1D, E,

\ 4 ». .
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Sekil 1D. ADR grubuna ait bobrek dokusu kesitlerinde peritiibiiler
odem (yildiz), vaskiiler konjesyon (ok basi) ve tiibiiler vakuolizasyon
(ince ok) gozlendi.

2 ¥ : e LN :! > i
Sekil 1E. ADR grubuna ait bobrek dokusu kesitlerinde renal tiibiil
epitellerinde deskuamasyon ve dejenerasyon (ince ok) ve atrofik
glomeriil yapilart (kalin ok) izlendi

Erdem Giizel ve ark.

derecede intertisyel infiltrasyon (kalin ok), ve vaskiiler konjesyon (ok
bast) ve yer yer renal tiibiil epitellerinde deskuamasyon (ince ok)
izlendi. Siganlarm ALA ile tedavisi ADR kaynakli histopatolojik
degisiklikleri agik¢a hafifletti.  Hematoksilen & FEozin, x20. ADR:
Adriamisin; ALA: Alfa lipoik asit.

ADR+ALA grubuna ait bobreklerin histolojik incelen-
mesinde tek basina ADR uygulanan grubta gdzlenen
histopatolojik degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli
(p <0.05) bir sekilde azalma gosterdigi, sadece bazi
alanlarda orta derecede infiltrasyon, vaskiiler konjes-
yon ve yer yer renal tiibiil epitellerinde deskuamasyon
bulgular1 izlendi (sirasiyla; p =0.008, p =0.038,
p =0.008) (Sekil 1C).

Sekil 1C. ADR grubuna ait bobrek dokusu kesitlerinde tiibiillerde
hiyalin birikimi (vildiz), yogun intertisyel infiltrasyon (kalin ok),
proksimal tiibiil epitellerine ait fircamsi kenarlarinda bozulma ve
ayrilmalar (ince yildiz) ve Bowman boslugunda genisleme (iki basli
ok) gozlendi.

Histolojik degerlendirmelere ait histoskor sonuglari
tablo 2’de gosterilmektedir.
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Tablo 2. Bobrek dokusundaki histolojik degerlendirmelere ait histoskor tablosu.

Erdem Giizel ve ark.

Kontrol ADR ADR+ALA ALA
Atrofik glomeriiller 0.00+0.00 2.85+0.37° 0.85:£0.69% 0.000.00°
Tiibiil epitelinde deskuamasyon ve dejenerasyon 0.14+0.37 2.28+0.75° 1.14+0.69%° 0.28+0.48°
Bowman boslugunda genisleme 0.00+0.00 2.14+0.37¢ 0.57+0.53%P 0.14+0.37°
Vaskiiler konjesyon 0.00+0.00 2.00+0.57° 1.28+0.48%P 0.000.00°
Hiyalin birikimi 0.000.00 2.42+40.78? 0.71£0.48%P 0.00+0.00°
Tiibiiler vakuolizasyon 0.00+0.00 2.00+0.81° 0.42+0.78° 0.00+0.00°
Peritiibiiler 6dem 0.00+0.00 2.00+0.57° 0.57+0.53° 0.000.00°
intertisyel infiltrasyon 0.00+0.00 2.28+0.75° 1.14+0.37%P 0.00+£00°

Degerler ortalama= standart sapma olarak verilmistir. ® Kontrol grubuna gore karsilastirldiginda, ® ADR grubuna gore karsilastirldiginda, * Istatis-

tiksel anlamlilik (p <0.05).

Immiinohistokimyasal Bulgular

DRP1 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohisto-
kimyasal boyamanin 1g1k mikroskobu altinda incelen-
mesi sonucu; bobrek tiibiillerinde ve glomeriil yapila-
rinda pozitiflik goézlendi (Sekil 2). Kontrol ve ALA
grubuna ait DRP1 immiinreaktivitelerinin benzer oldu-
gu gozlendi (p =0.991) (Sekil 2A, D).

i ¥y i 5 o . LA 5 &
Sekil 24, D. ADR ve / veya ALA uygulamalarimin sican bobrek
dokusu iizerindeki Drpl immiinreaktivitesine etkileri: Oklar gruplar-
daki DRPI immiinreaktivitesini gostermekte. Swrasiyla kontrol ve
ALA gruplarina ait bobrek tibiillerinde ve glomeriil yapilarindaki
DRP1 immiinreaktivitesinin benzer oldugu (p >0.05) izlendi.

ADR grubunda, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
anlaml bir artis vard1 (p <0.05) (Sekil 2B).
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Sekil 2B. ADR grubuna ait DRPI immiinreaktivitesinin kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda béobrek tiibiillerinde ve glomeriil yapila-

rinda istatistiksel olarak anlamli oranda (p <0.05) artis oldugu
gozlendi.

ADR+ALA grubunda ise, ADR grubu ile kiyaslandi-
ginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi
(p =0.008) (Sekil 2C) (sirastyla; 0.48+0.18, 0.55+ 0.19,
2.18+0.48, 1.31£0.72).
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Sekil 2C. ADR+ALA grubuna ait bébrek tiibiillerinde ve glomeriil
yapilarinda ADR grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml oranda
(p <0.05) azalan DRP1 immiinreaktivitesi tespit edildi.

DRP1 immiinoreaktivite histoskor sonuglari tablo 3’de
gosterilmektedir.
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Tablo 3. Gruplardaki bébrek dokusuna ait DRP1 immiinreaktivitesi
histoskor sonuglari.

Gruplar Histoskor ( yayginlik x siddet)
Kontrol 0.48+0.18
ADR 2.18+0.48°
ADR+ALA 1.31£0.72%P
ALA 0.55+0.19°

Degerler ortalamax standart sapma olarak verilmistir. ® Kontrol
grubuna gore karsilastinldiginda, ® ADR grubuna gére karsilastiril-
diginda, * Istatistiksel anlamlilik (p <0.05).

Kantitatif RT-PCR Bulgulan

Kontrol grubuna kiyasla, yalnizca ADR grubunda;
DRP1, BAX ve CASP3 mRNA diizeylerinde istatistiki
acidan anlamli bir artig tespit edildi (sirasiyla;
p =0.013, p =0.015 ve p =0.018). ADR+ALA grubunda
ADR grubuna kiyasla DRP1, BAX ve CASP3 mRNA
diizeylerinde (sirasiyla; p =0.024, p =0.038 ve p
=0.031) anlamli bir azalma tespit edildi. ALA grubun-
da da ADR grubuna kiyasla DRP1, BAX ve CASP3
mRNA diizeylerinde (sirasiyla; p =0.010, p =0.010 ve p
=0.011) anlamli bir azalma belirlendi. ADR+ALA
grubuna kiyasla ALA grubunda mRNA diizeylerinin
hicbirinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim go6z-
lenmedi (sirasiyla; p =0.109, p =0.083 ve p =0.121)
(Sekil 3).
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Sekil 3. ADR velveya ALA uygulamalarimin sigan bobrek dokusu
tizerindeki ilgili genlerin mRNA ifadeleri iizerine etkileri.

TARTISMA

Bu calismada, ilk hedefimiz doku hasarinda ADR ile
iliskili DRP1 aktivitesi arasindaki baglantiy1 ve azalmis
DRP1 ekspresyonlar1 ile ALA'min koruyucu etkileri
arasindaki iligkiyi gostermekti. Ayrica, bdbrekte
ADR’nin neden oldugu doku hasar ile birlikte bu hasa-
ra karst ALA’nin iyilestirici etkisi histopatolojik deger-
lendirmelerle ve molekiiler analizlerle ortaya koyuldu.

Kinin igeren antrasiklin grubu bir antibiyotik olan
ADR, 1969'dan beri kanser tedavisinde kullanilmakta-
dir. Yiiksek antitiimor etkinligine ragmen, ADR'nin
kemoterapide kullanimi kardiyak, renal, pulmoner,
testikiiler ve hematolojik toksisiteleri nedeniyle biiyiik
6l¢iide smirlandirilmgtir (1, 2, 19, 20) ADR ile indiik-
lenen nefrotoksisitenin kesin mekanizmast bilinme-
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mekle birlikte, toksisitenin serbest radikal olusumu,
biyolojik makromolekiillerin demire bagli oksidatif
hasar1i, membran lipit peroksidasyonu (LPO) ve asir1
miktarlarda iretilen ROS aracilifiyla olabilecegine
inanilmaktadir (21). Ayla ve arkadaslarinin (3) yaptik-
lar1 ¢alismada sican bobreklerinde 20 mg / kg tek doz
ADR enjeksiyonu ile meydana gelen degisikliklerin
artmig bowman boslugu ve glomeriiler kapillerlerde
genisleme, tiibiillerde dejenerasyon ve vakuolizasyon
ile birlikte mikrovillus kaybini i¢eren bulgular oldugu
belirtilmigtir. Diger c¢aligmalarda da yine ADR’nin
bobrekte glomeriiler kapiller permeabilitesinde artisa,
tiibiiler atrofiye, intertisyel lenfositik infiltrasyona,
glomeriillerde mezengial genislemeye ve liimende
hiyalin birikimine yol agtig1 ifade edilmistir (19, 22,
23). Biz de yaptigimiz ¢alismada 15 mg/kg i.p ADR
uygulamasinin bobrek dokusunda tiibiil epitellerinde
dejenerasyon, intertisyel infiltrasyon, genis intertiibiiler
kanama alanlari, glomeriiler atrofi, tiibiilerde dejene-
rasyon ve vakuolizasyon, bowman boslugunda genis-
leme gibi histopatolojik bulgulara neden oldugunu
saptadik. Calismamizin sonuglari, ADR grubunda
onemli renal hasarlar oldugunu ortaya koydu.

ADR, serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar
arasinda bir dengesizlige yol agarak endojen antioksi-
danlarin tiilkenmesine ve doku hasarlarinin meydana
gelmesine neden olur (24). Bu amagla antioksidanlarin
koruyucu ajanlar olarak kullanilmasi, ADR kaynakli
nefrotoksisite igin potansiyel bir ¢dziim olabilir. Enerji
iretiminde gorev alan, piriivat dehidrojenaz ve a-
ketoglutarat dehidrojenaz kompleksleri gibi ¢esitli
mitokondriyal enzimler i¢in kofaktér olan ALA gii¢lii
bir antioksidandir (15). ALA, serbest radikal hasarini
baglatan molekiilleri temizleme kabiliyetleri ve LPO’yu
Onlemesi nedenleriyle olduk¢a fazla arastirilmig ve
yiiksek singlet oksijen sondiirme sabiti olmasi nedeniy-
le de evrensel antioksidan olarak kabul edilmistir (25).
Malarkodi ve arkadaglarinin (26) yaptiklar1 ¢alismada
7.5 mg / kg tek doz ADR uygulamas: ile LPO goster-
gesi olan malondialdehit seviyelerinin arttigi, katalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz antioksi-
dan enzim aktivitelerinin ise azaldigi, ALA ile yapilan
6n tedavinin ise lipit peroksitlerdeki artist 6nleyerek ve
antioksidan enzim seviyelerini arttirarak ADR’nin
neden oldugu nefrotoksisitede etkili bir sekilde iyiles-
me sagladigi gosterilmistir. Yapilan bagka bir ¢alisma-
da ALA ile 7 ve 14 giinliik 6n tedavinin ADR kaynakli
bobrek dokusunda gozlenen histopatolojik bulgulari
hafiflettigi bildirilmistir (19). Caligmamizda ise ADR
uygulandiktan sonra tedavi amaciyla kullanilan
ALA’nin diger arastirma sonuglarina benzer sekilde
ADR ile artan histopatolojik bulgularda azalmaya yol
acarak koruma sagladigini tespit ettik.

Mitokondri, dokudaki ADR'min neden oldugu hiicre
hasarindaki hedeflerden biri olarak tanimlanmistir (1,
2, 7). Mitokondrinin birgok iglevi, fiizyon ve fisyon
arasinda hassas bir denge olan morfolojileriyle yakin-
dan baglantilidir (9). Hem mitokondriyal flizyon hem
de fisyon, mitokondriyal fonksiyonun siirdiiriilmesine
ve optimizasyonuna katkida bulunur (27). DRP1, mito-
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kondriyal fisyonun onemli bir diizenleyicisidir (13).
Kiiltiirlenmis kas hiicrelerinde, mitokondriyal fisyon
inhibisyonun palmitatla indiiklenen mitokondriyal
disfonksiyona karsi koruma sagladigi bildirilmistir
(28). Bununla birlikte mitokondriyal fisyonun podosit
hasarina yol agan dnemli bir faktor oldugu gosterilmis-
tir (29). Yapilan bir ¢aligmada, mitokondriyal fisyon
proteini DRP1 inhibisyonunun aldosteron kaynakli
mitokondriyal disfonksiyonu ve podosit hasarini baski-
ladigint bulmusgtur (30). Bunun yani sira, ADR’nin
¢esitli kanser hiicrelerinde mitokondriyal fisyonu artti-
rarak mitokondriyal parcalanmaya yol a¢tigi, bunun
altinda yatan mekanizmanin ise yiiksek miktarda iireti-
len ROS, serbest radikaller ve peroksinitrit gibi diger
toksik maddelerin oldugu bildirilmistir (13, 14, 31).
Mitokondriyal fisyonun apoptotik siire¢lerde de rol
oynadig1 bilinmektedir (32). DRP1'in hiicre stresorleri-
ne maruz kalmasi ilizerine mitokondriyal membran
fragmantasyonunu baslatmak i¢in sitozolden mitokond-
riye yer degistirdigi, DRP1'in mitokondride birikerek
sitokrom c'nin sitozole salinmasini daha da tesvik ettigi
ve sonugta apoptoza yol agtigi gosterilmistir (13, 33).
Disfonksiyonel mitokondri, fragmantasyon ve memb-
ran depolarizasyonu sergiler, biiyiik miktarlarda ROS
tiretir ve sonunda mitokondriyal hiicre 6lim yolunu
aktive eden ADR gibi stresdrlere yanit olarak apoptotik
proteinleri (6rnegin kaspaz-3) serbest birakir (34).
Mitokondriyal disfonksiyonun ve apoptozun mitokond-
riyal fisyonu baskilayarak bloke edilmesi bobrek hasar-
lar1 i¢in potansiyel tedavinin anahtar1 olabilir. Bu ne-
denle biz de ¢alisgmamizda ALA ‘nin mitokondriyal
fisyon iizerindeki etkisini test ettik. ALA ‘nin ADR ile
artan DRP1 ekspresyonlarimi azaltarak mitokondriyal
fisyon inhibisyonu yoluyla mitokondriyal dinamikleri
diizenlemede iyilestirici rol oynayabilecegi kanisinda-
y1z. Ayrica ADR grubunda bdbrek dokularinda apop-
tozda rol oynayan proapoptotik belirteclerden olan
CASP3 ve BAX mRNA ekspresyonundaki artig, apop-
totik hiicrelerdeki artisi destekleyen bir bulguydu. Bu-
nunla birlikte, ADR grubunda artan DRP1 ekspresyon-

KAYNAKLAR

1. Gharanei M, Hussain A, Janneh O, Maddock HL.
Doxorubicin induced myocardial injury is exacer-
bated following ischaemic stress via opening of
the mitochondrial permeability transition pore.
Toxicol Appl Pharmacol 2013; 149-56.

2. Yeh YC, Liu TJ, Wang LC et al. A standardized
extract of Ginkgo biloba suppresses doxorubicin-
induced oxidative stress and p53-mediated mitoc-
hondrial apoptosis in rat testes. Br J Pharmacol
2009; 156: 48-61.

3. Ayla S, Seckin I, Tanriverdi G et al. Doxorubicin
induced nephrotoxicity: protective effect of nico-
tinamide. Int J Cell Biol 2011; 1-9.

196

Erdem Giizel ve ark.

lar1 ile CASP3 ve BAX mRNA diizeylerindeki artisin
paralellik gdstermesi DRP1’in yukarida bahsedilen
apoptozu indiikleyen ajan oldugu bilgilerini dogrular
nitelikte olmustur. Su ve arkadaslar1 (35) ADR uygu-
lamasiyla bobrek dokusundaki hiicre hasarlarini, bozu-
lan bobrek fonksiyonunu ve histolojisini CASP3 artisi-
na ve CASP3’ii aktive eden ve programlanmis hiicre
Olimiinii baslatan oksidatif stresin indiiksiyonuna at-
fetmislerdir. Caligmamizdaki bulgular ADR kaynakli
bobrek dokularinda gozlenen histopatolojik bulgular ile
artan CASP3 ve BAX ekspresyon diizeyleri arasindaki
baglanti agisindan daha Onceki aragtirmalarin verileri
ile uyumludur. Ayrica, ALA tedavisiyle apoptotik
CASP3 ve BAX mRNA seviyelerindeki azalma goz-
lendi. ALA uygulamasiyla histopatolojik bulgularda
gozlenen iyilesmenin azalan CASP3, BAX ve DRP1
ekspresyon seviyelerinden kaynaklanabilecegi kanisin-
dayiz.

Sonug olarak, molekiiler ve histopatolojik bulgulari-
miza goére ADR, DRP1, CASP3 ve BAX ekspresyonla-
rim arttirarak bobrek dokusunda ciddi doku harabiyeti-
ne neden olmus ve ALA, mitokondriyal fisyon inhibis-
yonunda rol oynayarak ve anti-apoptotik o6zellikleri
sayesinde giiclii bir serbest radikal siipiiriicii olarak
ADR kaynakli bobrek dokusu hasarini azaltmistir.
ALA’nin renal koruyucu etkisini, ADR grubundaki
histopatolojik bulgularin, DRP1 aktivitesinin ve apop-
totik belirteclerin restorasyonunu saglayarak gercekles-
tirdigi, bu sonuglarimiza dayanarak da ALA uygulama-
smin terapotik etkinligi arttirmak ve klinik kemoterapi-
de ADR'nin toksik yan etkilerini azaltmak i¢in etkili bir
rejim olabilecegi kanisindayiz. Bununla birlikte, sonug-
larimizi dogrulamak i¢in daha fazla deneysel ve klinik
calismalara ihtiyag vardir.
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