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Arastirma Makalesi Research Article

Ratlarda 3-Asetilpyridin ile Olusturulan Ataksi Modelinde
Aposinin'in iskemi Modifiye Albiimin (iMA) Diizeyleri
Uzerindeki Etkisi

The Effect of Apocynin on Ischemia Modified Albumin (IMA) Levels in
the Ataxia Model Induced with 3-Acetylpyridine in Rats

0z

Serebellar ataksi koordinasyon bozukluguna sebep olan norodejenereatif bir hastaliktir.
Bunun gibi norodejeneratif hastaliklarda apocynin (APO) gibi bilesiklerin tedavi edici roli
bulunmaktadir. Yapilan calismanin amaci, 3-asetilpyridin (3-AP) ile olusturulan serebellar
ataksi modelinde APO tedavisinin iskemi modifiye albiimin (IMA) seviyesi tizerindeki etkisini
incelemektir. Calismada, 200—-250 gr agirliginda Sprague-Dawley cinsi, 5-6 haftalik erkek
ratlar kullanildi. Ratlar, Kontrol grubu, 3-AP grubu, 3-AP + APO grubu ve APO grubu olmak
Uzere dort gruba ayrildi. 3-AP uygulamasi ile ratlarda serebellar ataksi modeli olusturuldu ve
tedaviicin APO uygulandi. Deney sonunda anestezi altinda dekapitasyon gerceklestirilerek
alinan beyin dokularinda IMA seviyeleri 6l¢iildi. Tim gruplara gére 3-AP uygulanan ratlarda
IMA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanirken, APO uygulanan ratlarda IMA
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli azalis tespit edildi (p<,001). Son yillarda biomarker
olarak IMA dizeylerinin kullanilabilirligi yoéniinde bircok calisma olsa da yapilan literatir
taramalarinda APO’nun 3-AP uygulamasi sonucu serebellar ataksi gibi nérodejeneratif
hastaliklarda terapétik bir bilesik olarak kullanilabilecegine yénelik beyin IMA diizeylerine
bakilan herhangi bir literature rastlanilmadigi icin yapilan calisma literattre 6nci ¢alisma
olarak sunulmustur. Elde edilen bulgular yapilacak ¢calismalar icin isik tutar niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Aposinin, Ataksi, Beyin, IMA.

ABSTRACT

Cerebellar ataxia is a neurodegenerative disease that causes coordination disorder. In
such neurodegenerative diseases, compounds such as apocynin (APO) have atherapeutic
role. The aim of this study is to examine the effect of APO treatment on ischemia modified
albumin (IMA) level in the cerebellar ataxia model induced by 3-acetylpyridine (3-AP). In
the study, 5—6-week-old male Sprague-Dawley rats weighing 200-250 grams were used.
Rats were divided into four groups: Control group (K), 3- 3-AP group, 3-AP + APO, and
APO group. A cerebellar ataxia model wasinduced in rats using 3-AP administration, and
APO was administered as a treatment. At the end of the experiment, brain tissues were
collected via decapitation under anesthesia, and IMA levels were measured. In rats
administered with 3-AP, there was a statistically significant increase in IMA levels
compared to all groups, whereas rats treated with APO showed a statistically significant
decrease in IMA levels (p< .001). Although there have been many studies in recent years
investigating the usability of IMA levels as biomarkers, a literature search did not reveal
any studies examining brain IMA levels to assess the therapeutic potential of APO in
neurodegenerative diseases such as cerebellar ataxia induced by 3-AP. Therefore, this
study is presented as a pioneering contribution to literature. The findings obtained shed
light on future research.

Keywords: Antioxidant, Apocynin, Ataxia, Brain, IMA.
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Giris

Ataksi, merkezi sinir sistemiyle baglantili bir nérolojik belirti
olup, kas kontroliinin kaybi veya istemli hareketlerin
koordinasyon eksikligi ile karakterize edilir. Ozellikle
serebellar ataksi, beyincigin fonksiyonlarini olumsuz yonde
etkileyen bir ataksi tlridir ve etiyolojisinin karmasikligi
nedeniyle anlasilmasi gli¢ bir bozukluk olarak bilinir
(Lastres-Becker vd., 2008; Manto ve Marmolino, 2009;
Rosenthal, 2022). Ataksi, etiyolojinin baskin
lokalizasyonuna gore Ug¢ kategoride siniflandirlabilir
(Claassen, 2022). Kiicik veya buytk sinir liflerinin
noéropatisine bagh duyusal ataksi; (O’Malley, 2022) yarim
daire kanallar ve otolit organlardaki degisiklikler veya
disfonksiyonlara bagli vestibtiler ataksi; ve (van der Heijden
ve Sillitoe, 2021) beyincikteki degisiklikler veya islev
bozukluklarindan kaynaklanan serebellar ataksi. Buna ek
olarak, ataksiler genetik, mitokondriyal, otoimmdiin, toksik,
metabolik ve sporadik gibi farkli etiyolojik siniflamalara da
ayrilabilir (Jaques, 2022). Genetik manipilasyon veya belirli
kimyasallar  kullanilarak insan  serebellar  ataksi
noéropatolojisini  modellemek amaciyla ¢esitli hayvan
modelleri gelistirilmistir (Aghighi vd., 2022). Ornegin,
nikotinamid antimetaboliti olan noérotoksin 3-asetilpyridin
(3-AP), inferior olivary cekirdekte kalbindin ifade eden
néronlari hedef alir ve hasara ugratir. Bu, serebellar
noéronlarin fonksiyon bozukluguna ve dejenerasyonuna yol
acarak ataksi olusumuna neden olur (Wecker vd., 2017).

Albimin bircok fizyolojik siirecte rol oynayan onemli bir
proteindir ve plazmadaki toplam proteinlerin yaklasik
yarisini olusturmaktadir (Arroyo vd., 2014). Karacigerde
Uretilen alblmin, kanda steroid hormonlar, yag asitleri ve
toksik maddeler dahil olmak (izere c¢esitli bilesiklerin
tasinmasinda 6nemli bir rol oynar (Sbarouni vd., 2011;
Kennelly vd., 2023). Albimin molekild, igerisinde bulunan
bir amino ucu araciligiyla kobalt, nikel, bakir gibi metal
iyonlari ile etkilesime girer. Reaktif oksijen turleri (ROT),
oksidatif stres ve asidoz gibi durumlar albiiminin bu amino
ucu Uzerinde degisikliklere yol acgarak, albiminin metal
iyonlarini baglama yetenegini azaltir. Bu degisime ugramis
albiimin formu, iskemi modifiye albimin (iMA) olarak
adlandirilir (Sbarouni vd., 2011; Shevtsova vd., 2021).
IMA’nin  miyokart iskemisi, akut bobrek hasari, beyin
iskemisi, karaciger fibrozisi gibi cesitli hastaliklarin
tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi gosterilmistir
(Tahtaci vd., 2019; Demirci vd., 2021; Tarihi vd., 2022).
Ayrica, IMA'nin periferik vertigo, akut koroner sendrom ve
akut aort diseksiyonu gibi farkh klinik durumlarda da degerli
bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Abo
Saleh vd., 2023; Xiang vd., 2023; Karakili¢ vd., 2023). Bu
bulgular dogrultusunda, IMA diizeylerindeki artisin doku
hipoksisi ya da reperfizyon hasarini erken dénemde
yansitan hassas bir gosterge oldugu diistintilmektedir.
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Aposinin, ilk kez 1883 yilinda Schmiedeberg tarafindan
tanitilan dogal bir organik bilesiktir (Stefanska ve Pawliczak,
2008). Aposinin, hayvan g¢alismalarinda ¢ok iyi bir glivenlik
profiline sahip olup, uzun siireli tedavi kullanimi sirasinda
herhangi bir saglik sorunu belirtisi gostermedigi bircok
calisma tarafindan desteklenmistir(Yu vd., 2008; Simonyi,
2012).

Yeni arastirmalar, APO'nun farmakokinetik ve
farmakodinamik &zelliklerini tanimlamis ve bu bilesigin
biylk oranlarda ROT Uretimini inhibe ettigini gostermistir.
Ayrica, kan-beyin bariyerini kolaylikla asabilen APO'nun,
beyindeki oksidatif stresin azaltilmasinda metabolik
bozukluklar ve yaslanma ile iliskili potansiyel faydalar
oldugu belirtilmistir (Liu vd., 2020). APO'nun daha 6nce
sitotoksisite, oksidatif stres ve nérodejenerasyonu basarili
bir sekilde o©nlemede kullanildigi bilgisi, 3-AP ile
olusturdugumuz rat ataksi modelinde antioksidan olarak
APO secimimizde dnemli bir rol oynamustir.

Bu calisma, 3-AP ve aposininin (APO) IMA diizeyi Uzerine
olan etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir.

Yoéntemler
Deney Hayvanlan

Arastirmada agirliklari 200-250 gr arasinda degisen 28 adet
erkek Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar standart
laboratuvar kosullarinda (24 £ 2 °C, %55 + 5 nem, 12 saat
aydinhk/karanlk déngist) barindinldi.  Ratlar, calisma
sliresince standart yem ve su ile ad libitum olarak beslendi.
Calisma  baslatiimadan  6nce, ratlarin adaptasyon
saglamalari igin bir hafta bekletildi. Bu ¢alismamizin etik
kurul onayr 23.07.2024 tarihli 168 sayil karar ile Atatlirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi
tarafindan onaylanmistir.

Deneysel Tasarim

Ratlar her bir grupta 7 adet rat bulunacak sekilde 4 gruba
ayrild.

Grup | (Kontrol): Ratlara 7 glin boyunca intraperitoneal (ip)
olarak 0,5 mL fizyolojik tuzlu su (%0,09 NaCl) uygulandi.

Grup Il (3-AP): Ratlara, ¢calismanin ilk giininde tek doz 3-AP
75 mg/kg (Cat: A21207 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
0,5 mL ip olarak uygulandi (Ghorbani, 2024).

Grup Il (APO): Ratlara 7 guin boyunca APO 0,5 mL 20 mg/kg

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ip olarak uygulandi
(Yicel, 2019).
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Grup IV (3-AP+APO): Ratlara 3-AP 75 mg/kg ip uygulama
yapilmadan 30 dk 6nce ve 7 giin boyunca 0,5 mL 20 mg/kg
APO ip olarak uygulandi.

Deney siresince yapilan uygulamalar Sekil 1’de sunuldu.

Grup IIl, IV Grup I, IV
APO 3AP
Sakrifikasyon
30 dk sonra \ s
_— .
f I 2%
"y . g
| — >
0 7.Gin 8.Gin Biyokimyasal Analiz
L "/ |

Kontrol grubu FTS (%0,09 NACI)
7 giin boyunca dizenli APO uygulamasi

Sekil 1. Deney siirecinde yapilan uygulamalar.
Figure 1. Applications made during the trial process.
Numunelerin Alinmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra, ratlar Xylazine (8 mg/kg)
ve Ketamin (60 mg/kg) anestezisi altinda dekapite edildi ve
beyin dokusu alindi. Biyokimyasal analiz yapilana kadar -
80°C'de saklandi.

Beyin Dokusundan Homojenat Elde Edilmesi

-80°C'de saklanan beyin dokulari sivi nitrojen kullanilarak
toz haline getirildi ve 0,5 g tartildi. Tartilan beyin dokulari,
1:10 (agirhk/hacim) homojenat elde etmek igin 0,1 mL
fosfat tamponu (pH 7,4) ile QIAGEN TissuelLyser LT (Qiagen,
Hilden, Almanya) cihazi kullanilarak homojenize edildi ve
4°C'de 20 dakika boyunca 11.000 rpm'de santrifij edildi.
Elde edilen sitpernatant kullanilarak oksidatif stres
parametresi olan IMA diizeyine Bar-Or ve arkadaslarinin
gelistirdigi yonteme gore bakilarak Biotek ELISA Reader
(Bio-Tek pQuant MQX200 Elisa reader/USA) ile
absorbanslan 6lciilerek IMA birimi ABSU olarak belirtildi
(Bar—Or vd., 2000).

istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tim veriler SPSS 20.0 paket
program kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
Verilerin normal dagilim gosterdigi belirlendikten sonra
gruplar arasi farkliliklarin tespiti icin tek yonli ANOVA ve
Tukey testi kullanildi. Tim degerler ortalama + standart
hata olarak ifade edildi ve p<,05 anlamh kabul edildi.
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Bulgular
Biyokimyasal Bulgular

3-Asetilpyridin’in beyin dokusunda olusturdugu oksidatif
hasara karsi APO uygulamasinin potansiyel etkileri oksidan
belirtec olan iIMA analizi ile degerlendirilerek bulgular Tablo
1 ve Sekil 2’de sunulmustur.

iMA (A ABSU)
0,12

0,1

0,08

0,06 ,/
0,04 /
7
0,02 AT
A
0 WA
KONTROL APOCYNIN 3-AP+APOCYNIN

Sekil 2. Beyin dokusu IMA (iskemi Modifiye Albumin)
dizeyinin gruplara gore dagihmi. 3-AP: 3-Asetilpyridin.

Figure 2. Distribution of IMA (Ischemia Modified Albumin)
levels in brain tissue according to groups. 3-AP: 3-
Acetylpyridine.

Albiminin metal iyonlarini baglama yetenegini gdsteren
IMA seviyesi beyin dokusunda degerlendirildiginde 3-AP
uygulanan gruptaki IMA dizeyi diger gruplara gore
istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p< ,001). IMA diizeyi en
disik APO grubuna saptandi. 3-AP ile birlikte APO
uygulanan gruptaki iIMA diizeyi kontrol ve 3-AP grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gosterdi (p<,001).

Tablo 1. Tim gruplarin beyin dokusunda &l¢iilen IMA
dizeyi.

Table 1. IMA levels measured in the brain tissue of all
groups.

GRUPLAR iMA (A ABSU)
KONTROL 0,08+ 0,00°
3-AP 0,11+ 0,00°
APO 0,02+ 0,00°
3-AP+APO 0,03+ 0,00°

P *ok ok

Beyin Dokusu; IMA (iskemi Modifiye Albumin) Diizeyi. 3-AP: 3-
asetilpyridin, APO: Aposinin. *** p< ,001. a, b, c: Ayni situnda
farkli harf ile gésterilen ortalamalar arasi fark 6nemlidir.

Journal of Laboratory Animal Science and Practices



Tartigma

Ataksi, serebellum ve diger sinir vyollan gibi beyin
bolgelerindeki dejeneratif hasarlardan kaynaklanan bir
durumdur. Beyin korteksinin tek ¢ikis noktasi olan purkinje
hicrelerinin islevsiz olmasi ataksik hareketlerle sonuglanir
(Ashizawa ve Xia, 2016). insanlarda spinoserebellar ataksi,
serebellar ataksi ve olivary serebellar ataksi olmak Uzere
cesitli ataksi modelleri vardir (Gonzalez-Tapia vd., 2024).

Birgok calisma, 3-AP kullanilarak inferior olivary ¢ekirdekte
olusturulan farmakolojik lezyonlarin, serebellar ataksilerin
karakteristik motor bozukluklarini givenilir bir sekilde taklit
ettigini belirtmektedir (Cao vd., 2020; Ghorbani vd., 2022;
Ranjbar vd., 2022). Bu kimyasalin inferior olivary
cekirdekteki  kalbindin  eksprese eden noronlarda
lezyonlara sebep olarak serebellar ataksiye benzer
anomaliler gdésterdigi  belirtilmistir.  inferior  olivary
cekirdek, glutamaterjik uyarici  sinyalleri,  purkinje
hiicrelerine gondererek motor fonksiyon ve néromuskiiler
koordinasyonun kontroliinde &nemli bir rol oynayarak
motor kontrol anormalliklerine ve serebellar atrofiye yol
acar (Akhlaghpasand vd., 2020). Saeidikhoo ve ark.’nin
yaptigl calismaya gore 3-AP grubunda kontrol grubuna
kiyasla toplam Purkinje hiicre sayisinda belirgin bir disls
oldugu belirtilmistir (Saeidikhoo vd., 2020).

Mevcut calismamizda, 200-250 g agirliginda, 5-6 haftalik
Sprague-Dawley cinsi erkek ratlar kullanilarak 3-AP ile
indlklenen serebellar ataksi modeli olusturulmustur. Ratlar
dort gruba ayrnlmistir: Kontrol grubu, 3-AP grubu, 3-
AP+APO grubu ve yalnizca APO uygulanan grup. 3-AP
uygulamasi ile ataksi modeli olusturulduktan sonra,
belirlenen gruplara gore antioksidan APO tedavisi
uygulanmistir. Calismanin sonunda ratlar dekapite edilerek
beyin dokulari alinmis ve oksidatif stres belirteci olan iIMA
seviyeleri 6lcilerek degerlendirilmistir.

Albimin oksidatif stres, ROT Uretimi ve asidoz gelisimi ile
iliskili iskemik durumlar altinda bazi degisikliklere ugrar ve
kobalta olan afinitesi azalir. Bu albiimin cesidine IMA adi
verilir (Shevtsova vd., 2021). Yapilan son c¢alismalarda
serebellar ataksinin patogenezinde ROT (retimi ile
antioksidan  savunma sistemi arasindaki dengenin
bozuldugu belirtilmistir (Lew vd., 2022). Reaktif oksijen
tirleri Uretimi ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin bozulmasi oksidatif strese neden olur (Torres-
Ramos vd., 2018). Ajayi vd. (2012) calismasinda APO’nun
ROT miktarindaki artisi engelledigi ifade edilirken,
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Mazzonetto vd. (2019) ise beyin dokusunda NADPH oksidaz
tarafindan Uretilen ROT miktarini APO’nun inhibe ettigini
belirtmistir. Mevcut c¢alismada, Ajayi vd. (2012) ve
Mazzonetto vd. (2019)'nun bulgularina uyumlu olarak,
oksidatif stres belirteci olan beyin dokusunda iMA seviyesi
3-AP grubunda kontrol grubuna gore artarken, APO
grubunda ise azalma gostermistir ve 3-AP ile birlikte 20
mg/kg APO uygulanan grupta IMA seviyelerinde iyilesme
gOzlenmistir; bu durum, APO’nun glgli antioksidan
etkisiyle NADPH oksidaz kaynakh ROT d{retimini inhibe
ederek oksidatif stresi azaltmasindan kaynaklanmaktadir.

Sonug

Bu calismanin sonucu, 3-AP kaynakl olusan oksidatif stresin
beyin dokusunda hasara yol acarak ataksiye sebep
oldugunu ve APO tedavisi ile beyin hasar Uzerinde
koruyucu etki sagladigini gostermistir. Bu nedenle ROT
seviyesini artiran 3-AP kaynakli hasari 6nlemek igin
APO’nun 20 mg/kg dozunda kullaniminin IMA seviyesini
azaltarak antioksidan seviyesini iyilestirmede etkili oldugu
gorulmdistir.  Sonug¢ olarak bu bulgular APO’nun 3-AP
kaynakli beyin hasarina karsi koruyucu etkisinin ardindaki
mekanizmaya dair yeni bakis acilari saglayabilir. Mevcut
literatlrde bu konuya dair ¢alismalar bulunmakla birlikte,
iIMA parametresine odaklanan bu arastirma, alanda bir ilk
olma o6zelligi tasimaktadir.
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