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LPS’nin bobrek DNA’s1 iizerine akut toksik etkisi ve apilarnilin koruyucu rolii
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Ozet: Bir endotoksin olarak lipopolisakarit (LPS), gram negatif bakterilerin hiicre duvarmin bir par¢asini olusturur ve canli dokuya

girdikten sonra akut bir iltihabin baglatilmasindan sorumludur. Bu ¢alismada erkek siganlar kontrol ve uygulama gruplari olmak
iizere toplam sekiz gruba ayrilmistir. Uygulama gruplari: Apilarnil’in 0,2, 0,4 ve 0,8 g/kg viicut agirligi (va) artan doz gruplari,
LPS-uygulanan grup (30 mg/kg va intraperitonel yoldan LPS verildi), LPS+ Apilarnil’in 0,2, 0,4 ve 0,8 g/kg va artan doz gruplar1.
Apilarnil’in 0,2, 0,4 ve 0,8 g/kg artan dozlar1 siganlara 1 ml oral gavaj olarak verildi. Komet yontemi ile bobrek hiicrelerinin DNA
yapisindaki degisiklikler 6 saat sonunda kontrol grubuyla karsilagtirildi. LPS-uygulanan grupla LPS+Apilarnil uygulanan grup
karsilastirildiginda, DNA hasar1 6 saatin sonunda dnemli dl¢lide artmigtir. LPS+Apilarnil uygulanan grupta, uygulama siiresi
sonunda kuyruk yiizde DNA's1, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti énemli 6lgiide azalmistir. Sonug olarak, LPS'ye kars1 farkli
dozlarda Apilarnil’in kullanilan gruplar karsilagtirildiginda yiiksek dozda Apilarnil’in kullanilmasinin daha koruyucu oldugu tespit

edilmistir.
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Protective role of apilarnil and acute toxic effect of LPS on kidney DNA

Abstract: Lipopolysaccharide as an endotoxin forms part of the cell wall of gram-negative bacteria and is responsible for initiating
an acute inflammation after entering live tissue. In this study, male rats were divided into eight groups as control and treatment
groups. Treatment groups are Apilarnil 0,2, 0,4 and 0,8 g/kg body weight (bw) increasing dose groups, LPS-treated group (LPS,
30 mg/kg bw was given to the LPS group intraperitoneally), LPS+Apilarnil increased dose groups of 0,2, 0,4 and 0,8 g/kg bw.
Apilarnil increased doses of 0,2, 0,4 and 0,8 g/kg were used, and 1 ml oral gavage was administered to the rats. LPS was given to
the LPS group (30 mg/kg bw) intraperitoneally. Changes in DNA structure of kidney cells by comet assay were compared with
control group after 6 hours. When LPR-treated group and LPS+Apilarnil applied group were compared, DNA damage increased
significantly after 6 hours. In the LPS+Apilarnil treated group, the tail percentage DNA, tail length and tail moment were
significantly reduced at the end of the application period. In conclusion, the use of high doses of Apilarnil with different doses
against LPS.

Anahtar Kelimeler: LPS, Apilarnil, Toxicity, DNA, Kidney

1. Giris

Endotoksin, gram negatif bakterilerin hiicre duvarlarmimn bir
pargasidir ve canli dokuya girdikten sonra akut bir
enflamasyonun baslamasidan sorumludur (Lohuis ve ark.,
1988). Endotoksin molekiilii, lipopolisakkarit (LPS)
tabakasinda bulunmaktadir (Fisgin, 2004). Hiicre yikimimnin
hizli biiylimesi swasinda gelisen endotoksemi, bir dizi
olaylarin sirasini tetikleyen anahtar bir molekiildiir. Sepsis,

bakterilerin pargalanmasiyla salinir ve endotoksemiye
neden olur (Tizard, 1992).
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Deneysel ¢alismalar, hayvanlarda sepsis/endotoksemiyi
indiiklemek i¢in LPS uygulamalarmin yapilabilecegini
gostermistir. LPS, birgok arastirmaci tarafindan tavsan,
sican, fare, kopek, ke¢i, at, bufalo veya sigir gibi
hayvanlarda deneysel endotoksemi iiretmek icin
kullanilmistir (Elmas ve ark., 2006; Turgut ve ark., 2006;
Yazar ve ark., 2004; Bieniek ve ark., 1998; Jacopsen ve ark.,
2005). LPS kullanilarak metabolik, immiinolojik,
fizyolojik, toksikolojik ve farmakolojik ¢aligmalar septik
sok ile gergeklestirilmektedir (Hardaway, 2000).
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Septisemi sirasinda, sitokinler, kemokinler, trombosit
aktivasyon faktorii, interferon-gama, prostaglandinler,
lokotrienler ve proteazlar gibi bir dizi uyarici faktorlerle
makrofajlar, nétrofiller, endotel ve epitel hiicreleri gibi
farkli hiicreler aktive edilebilir. Bu olaylar, ortaya g¢ikan
reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile birlikte immiin hiicre
aktivasyonunu da beraberinde getirir (Xu ve ark., 2014).
Hiicreler fizyolojik kosullar altinda antioksidan savunma
sistemi sayesinde hafif oksidatif stresi tolere edebilir. Diger
bir deyisle, tiim biyolojik hiicreler tolere edilebilir seviyede
oksidatif stres altinda normal kosullara sahiptir. Bununla
birlikte, savunma sistemlerinin  yeterli olmadigi
durumlarda, ROT ile antioksidanlar arasindaki denge
tehlikeye girer ve boylece hiicrelerde makromolekiiller
zarar gorir (Lee ve ark., 2018; Nur ve ark. 2016a; Nur ve
ark. 2018b;). Serbest radikaller oksidatif strese neden olur
ve oksidatif stres ile endotoksik sok yiiksek mortalite
gosterir (Lee ve ark., 2018).

Son yillarda alternatif tedavi segeneklerinin, tibbi tedaviye
ilave olarak ozellikle beseri hekimlik alaninda, giderek
artan bir sekilde 6nem kazanmustir. Apilarnil’in (erkek larva
oziitll) Gliney Afrika’da (Burkina Faso) gastrointestinal
hastaliklar, solunum yolu hastaliklari, vertigo, oftalmik
hastaliklar, dis agrisi, kas yorgunlugu, yara, yanik ve sirt
agrilar1 ve cilt temizleyici bir ajan olarak kullaniminin
yaninda 6zellikle erkek kisirhiginda basariyla kullanildig:
bildirilmektedir (Altan ve ark., 2013). Yapilan ¢aligmada,
erkek ve disi bireylere (28-55 giinliik) prepubertal periyot
boyunca diisiik ve yiiksek dozda (2,5 mg/kg, 7,5 mg/ kg)
apilarnil verilmis gelisme performansi, testikiiler agirhk,
sekonder esey karakterleri, kan lipidleri ve testosteron
seviyesi analiz edilmistir (Altan ve ark., 2013). Apilarnil,
bireylerde gelisme performansi {izerine pozitif bir etki
gostermemigstir. Biyokimyasal ac¢idan, kan glikozu ve
kolesterolii diistirmiistiir. Testikiiler agirlik, testosteron
seviyesindeki artig, erken agamalarda eseysel olgunlagsmay1
stimiile ettigi sonucuna varilmustir. Ikincil eseysel
karakterlerdeki stimulasyon disilerde goézlenmemistir.
Benzer sekilde Yiicel ve ark. (2011)’nin 21 giinliik erkek
bireylerde yaptigr arastrmada da erkek ar1 larvasinin
androjenik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu caligmalara
benzer olarak farelerde tetramethrine ile indiiklenen
toksisiteye karst bir ar1 irlinii olan propolisin aktif
komponentlerinden biri olan caffeic acid phenethyl esterin
karacigerdeki koruyucu rolii gosterilmistir (Nur ve ark.,
2016). Ancak 6nemli bir ar1 tiriinii olan Apilarnil ile ilgili
yapilan bilimsel ¢aligmalar smirli olup halen baslangic
asamasindadir.

Sepsisin yiiksek mortalitesi, her y1l vaka sayisindaki artig ve
preklinik/klinik arastirma sonuglarma gére modern tibbin
dikkatini gekti. Apilarnil, son yillarda iizerinde arastirmalar
yapilan yeni bir ar1 tiriinii olmakla birlikte bu 6nemli dogal
bilesigin etkileri ile ilgili yapilan ¢alismalar yetersizdir. Bu
calismanin amaci, LPS'nin sican bobrek hiicreleri
iizerindeki  akut  toksisitesini = DNA  yapisinda
degerlendirmek ve Apilarnil dozunun LPS'nin neden
oldugu Dbobrek hasar1 iizerine koruyucu etkisini
aragtirmaktir.
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2. Materyal ve Metod
2.1. Kimyasallar

Lipopolisakkarit (Escherichia coli LPS, serotip 0127: B8)
Sigma Aldrich'ten alindi, Apilarnil Erciyes Universitesi
Ziraat Fakiiltesinde iiretilmistir. Bu ¢alisma igin kullanilan
dozlar daha oOnceki c¢aligmalara gore belirlenmistir
(Doganyigit ve ark, 2013; Altan ve ark., 2013).

2.2.Hayvan Gruplandirma ve Uygulama

Bu calisma icin etik kurul onay1 Erciyes Universitesi Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi
(DEKAM)’nde almmistir. Arastirmada erkek Sprague-
Dawley si¢anlar1 kullanildi (yaklasik 300-320 gr agirlik).
Sicanlar, uygulamadan 10 giin once karantina altina
almmisti. Sicanlar 6zel kafeslerde, standart laboratuvar
diyetlerinde tutuldu ve su ile beslendi. Kontrol ve uygulama
grubu olarak 8 grup olusturuldu: Kontrol grubu herhangi bir
kimyasal madde verilmedi. Sicanlar oda sicakliginda 22430
°C'de, 12 saat 151k, 12 saat karanlik fotoperyodu altinda
tutuldu. Deney grubuna tek doz LPS intraperitonel (ip) 30
mg/kg viicut agirligi verildi. Artan apilarnil dozlar1 oral
olarak 0,2 g/kg, 0,4 g/kg ve 0,8 g/ kg olarak verildi. Alt1
saatlik uygulamadan sonra siganlar sakrifiye edildi ve
deneysel ¢aligmalar i¢in siganlarm bobrekleri alindi.

2.3.Komet Testi ile DNA Yapisinin Degerlendirilmesi

Dokular nester ile 1 gr ince dilimlerle ayrildi. 5 ml soguk
fosfat tamponu behere aktarildi ve 500 rpm'de 1 dakika
karistirildi. Slaytlar, ince bir agaroz jeli (%0,5) ile kaplandi
ve hiicrelerin daha iyi tutulmasi i¢in gece boyunca
donduruldu (+4 °C). Siipernatan, hiicre siispansiyonu olarak
kullanildi. Hiicre siispansiyonu, 100 ml diigiik erime noktali
agaroz (FTT'de %0,8) ile karigtirildi. Bu karigimm 100 ul'si,
slaytlara kaplandi, boylece kaplanmis slaytlar {izerine hava
kabarcig1 olmadan yayilim saglandi. Hiicre siispansiyonu,
donmas: i¢in 20 dakika boyunca buzdolabinda saklandi.
Lamel daha sonra slaytlardan dikkatlice kaldirildi
Kaplanmis slaytlar, 2-9 dakika boyunca lizis tamponuna
yerlestirildi (0.045M TBE, pH: 8.4, %2,5 SDS). Buradan
cikan slaytlar 2 dakikalik bir elektroforez c¢ozeltisine
yerlestirildi. Elektroforezden sonra slaytlar 60 pl (20 pg/ml)
etidyum bromiir ¢ozeltisi ile boyandi (Pandir, 2019).

2.4 Veri Analizi

Bu ¢alismada kullanilan istatistiksel veriler, Windows SPSS
11.0 bilgisayar programinda tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey testi ile degerlendirildi. P<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3. Bulgular
3.1. DNA yapisindaki degisiklikler

DNA hasari, kuyruk yiizde DNA’s1, kuyruk uzunlugu ve
kuyruk moment ile belirlendi. Komet testinde, kontrol
grubu ile artan  apilarnil uygulama  gruplari
kargilagtirildiginda DNA hasar1 olmadigi tespit edildi
(Tablo 1) (Sekil 1).

LPS uygulamasinin sonucu olarak, birincil DNA hasar1
olustugu Komet testi ile tespit edilmistir. DNA hasari,
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kontrole kiyasla tiim uygulamalarda istatistiksel olarak
anlamlidir. LPS uygulamasi, bobrek hiicrelerinde kuyruk
DNA yiizdesini ve kuyruk uzunlugunu o6nemli Olgiide
arttirdr. Ozellikle 30 mg/kg'lik dozda kontrole kiyasla 2
katlik bir artis gozlenmistir (Tablo 1).

Artan apilarnil uygulamasmin bobrek dokusunda DNA
hasarim azaltmigtir. Bobrek dokusunda LPS + 0,2 g/kg
apilarnil-, LPS + 0,4 g/kg apilarnil-, LPS + 0,8 g/kg
apilarnil-uygulanan gruplarda, DNA hasarmi gosteren
kuyruk ylizde DNA’s1, kuyruk uzunlugu ve kuyruk moment
degerleri 6 saat sonunda istatistiksel olarak Snemli bir
azalmaya neden olmustur (Sekil 1).

-

Sekil 1. LPS ve artan dozlarda apilarnil uygulanan siganlarin
bobrek hiicrelerinde DNA hasari. (A) Kontrol ve artan dozlarda
apilarnil uygulanan grup, (B) LPS uygulanan grup, (C) LPS+0,2
o/kg apilarnil uygulanan grup, (D) LPS+ 0,4 g/kg apilarnil
uygulanan grup, (E) LPS+ 0,8 g/kg apilarnil uygulanan grup.

Tablo 1. Komet analizi ile kuyruk yiizde DNA’si, kuyruk
uzunlugu ve kuyruk momenti ortalama degerleri

Kuyruk % Kuyruk Kuyruk
DNA+£SD uzunlugu+SD anitSD
ortalamast ortalamast ortalamasi
Kontrol 55.75+2.652 35.2548.22%  19.65+0.212
0,2g/kg 55.24+3.45%  33.20+2.65%  18.33+0.09%
apilarnil
0,4g/kg 57.23+6.24%  30.1243.028  17.23+0.182
apilarnil
0,8a0/kg 56.11+£2.022 31.2243.42%  17.51 £0.062
apilarnil
LPS 102.1+11.23>  65.05+11.35°  66.46+1.27°
LPS+0,2g/kg  85.12+£3.22¢  49.1245.22°¢ 41.81+0.16°
apilarnil
LPS+0,4g/kg  86.2422.01¢  49.1343.20° 42.35+0.7°
apilarnil
LPS+0,8g/kg  69.22+325¢  39.11+3.42¢  27.07+0.11¢
apilarnil

a b ¢ d p<).05 istatistiksel olarak gruplarm kendi icinde
anlamli farklilik gosterdigini belirtmektedir.
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4. Tartisma

Gram (-) bakteri hiicre duvarmin bir bileseni olan LPS,
laboratuvar hayvanlarinda deneysel endotoksemi iiretmek
icin yaygmn olarak kullamilir. LPS, Escherichia coli,
Salmonella  typhimurium,  Klebsiella ~ pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa gibi bircok gram-negatif
bakteriden elde edilmesine ragmen, en ¢ok E. coli'nin O26:
B6, 055: B5, O111: B4 farkli serotiplerinden LPS elde
edilmektedir. LPS ile septik sok yapilarak metabolik,
immiinolojik, fizyolojik, toksikolojik ve farmakolojik
caligmalar yiiriitiilmektedir. Yapilan caligmalar
incelendiginde, uygulanan dozun 1 ila 100 mg/ kg arasinda
genis bir doz araligina sahip oldugu gozlenebilir (Kalaz ve
ark., 2016; Blaszcyk ve ark., 2015). Bu ¢alismada, E.
coli'nin O55:B5 serotipi LPS i¢in kullanildi ve 30 mg/kg
viicut agirligi LPS ve artan dozlarda apilarnil antioksidan
olarak kullanilarak, sigan bobreklerinde alt1 saat sonunda
DNA yapis1 degerlendirildi.

Genel olarak, serbest radikaller, elektron kaybeden bir
oksijen atomu igeren molekiillerdir. Bu durum molekiillerin
dengesiz ve reaktif hale gelmesine neden olur. Yani, bu
molekiiller etraflarindaki diger molekiillerin elektronlarma
yiiksek bir afinite gosterirler. Ornegin, bu molekiiller DNA
ile etkilesime girerek fonksiyon bozukluguna, mutasyona
ve kansere yol agar (Yerer ve Aydogan, 2000). Serbest
oksijen gruplari, niikleik asitlerde yapisal degisikliklere ve
kromozomlarda mutasyonlara neden olur. (Kaneko, 1980;
Comporti, 1993). ROS kaynakli DNA hasari, tek veya ¢ift
sarmalli DNA hasarma, piirin, pirimidin veya deoksiriboz
modifikasyonlarma ve DNA’nin ¢apraz baglanmasina
neden olur (Valko ve ark., 2006). Ayrica, DNA hasari,
transkripsiyonun durdurulmasina veya indiiklenmesine,
sinyal iletim yolaklarmin indiiksiyonuna, replikasyon
kusurlarma ve karsinojenez ile baglantii genomik
dengesizlige neden olabilir (Dizdoroglu ve ark., 2002;
Marnett, 2000). Bu ¢alismada, LPS grubu ve kontrol grubu
6 saatin sonunda karsilastirildiginda, LPS ile muamele
edilen gruptaki siganlarm bdobrek dokularinda kuyruk DNA
yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinde 6nemli
bir artis oldugu tespit edilmistir. Artan dozlarda
LPS+Apilarnil uygulanan gruptaki koruyuculuk LPS
uygulanan gruba gore bobrek dokusunda daha fazla oldugu
goriilmiistiir.

5. Sonug

Yiiksek sepsis mortalitesi, her yil vaka sayisindaki artis ve
preklinik/klinik  arastirmalarm  basarisizlik  sonuglari
modern tibbi sorgulamaya devam etmektedir. Sepsiste
antimikrobiyal ve destekleyici tedavilere ek olarak
kanitlanmis ¢ok az ajan vardir. Mevcut sinirlarin iizerindeki
mortalite oranlarmi azaltmak i¢in sistemik bir enflamatuar
yanit sendromu olan sepsis ile ilgili arastirmalara acil
ihtiya¢ vardir. Sepsis fizyopatolojisi olduk¢a karmasik
oldugu i¢in, molekiiler biyolojideki olaganiistii gelismeler
de sepsis alanina yansimistir ve bu karmasik islemdeki
birgok nokta daha anlasilir hale gelmistir. Bu ¢aligmada,
artan apilarnil dozlari, sicanlarda LPS kaynaklh
nefrotoksisite ile 6nemli 6l¢iide azaltilmistir, fakat tamamen
korunmamistir. Buna ragmen, antioksidanlarin veya
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bunlarm septik enfeksiyonlara yonelik kombinasyonlarinin
ve bunlarin zararlarmm onleyici etkisini bulmak i¢in daha
fazla calisma yapilmali ve boylece dliimler azaltilmalidir.
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