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Oz

Sican bobrek dokusunda bakir (Cu*?) ile olusturulan oksidatif stres ve DNA hasarlarma karsi astaksantin'in
(AST) koruyucu ozelligi arastirildi. 28 adet yetiskin wistar albino cinsi sigan dort gruba ayrildi. Kontrol grubu:%
0.9 NaCl intraperitoneal (i.p.) , Bakir grubu 3 mg kg™(i.p.) Cu*?, Astaksantin grubu 100 mg kg* AST (oral),
Bakir+Astaksantin grubu: 3 mg kg(i.p.) +100 mg kg? AST (oral) uygulandi. 3. giiniin sonunda siganlarin
bobrek dokular1 alindi. Bobrek homojenatlarinda 6nemli antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GPx aktiviteleri
ve 8-hidroksi-2' -deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyi degerlendirildi. SOD aktivitesinin bakir uygulanan grupta
ve bakir+AST uygulanan grupta kontrole oranla azaldigi(p<0.05), gozlemlendi. GPx enzim aktivitesi ise
bakir(p<0.001) uygulanan ve bakir+AST(p<0.01) uygulanan gruplarda kontrole gore azaldig1 belirlendi. CAT
aktivitesi, kontrol grubuna kiyasla bakir uygulanan grupta diismenin(p<0.001) oldugu tesbit edildi. 8-OHdG
diizeyinde; kontrole oranla bakir+AST grubunda anlamli bir artis (p<0.001) belirlendi. Calisma sonucunda elde
edilen bulgularm bu alanda yapilacak olan farkli ¢alismalara kaynak olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Astaksantin, Bobrek, Bakir, DNA hasari.

Effect of astaxanthin against oxidative stress and DNA damage caused by
copper in rat kidney tissue

Abstract

The protective properties of astaxanthin (AST) against copper (Cu*?) oxidative stress and DNA damage in rat
kidney tissue were investigated. 28 adult wistar albino rats were divided into four groups. Control group: 0.9%
NaCl intraperitoneal (ip), Copper group: 3 mg kg* (ip) Cu + 2, Astaxanthin group: 100 mg kg AST (oral),
Copper + Astaxanthin group: 3 mg kg* (ip) + 100 mg kg* AST (oral) was administered. At the end of day 3,
kidney tissues of the rats were taken. SOD, CAT, GPx activities and 8-hydroxy-2 '-deoxyguanosine (8-OHdG)
levels which are important antioxidant enzymes in kidney homogenates were evaluated. SOD activity was
reduce observed in the copper treated group and copper + AST group compared to control (p<0.05).GPx enzyme
activity was found to be decreased according to the control in the group treated with copper (p<0.001) and
copper + AST (p <0.01). CAT activity was decreased in the copper treated group compared to the control group
(p <0.001).At 8-OHdG level; a significant increase in copper + AST group (p<0.001) was determined compared
to control. As a result of the study, it is thought that the findings can be a source for different studies to be done
in this field.
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1. Giris

Bakir(Cu*?); bir ¢ok hiicresel enzimin fizyolojik fonksiyonunu yerine getirebilmesi icin gerekli eser
elementlerden biridir [1]. Bu nedenle viicutta demir ve ¢inkodan sonra en fazla bulunan eser elementtir
[2]. Bakir, mitokondri kaynakli enerji iiretiminde etkili olmanin yan1 sira, demir homeostazisi, serbest
radikallerin detoksifikasyonu, kollojen ve elastinin ¢apraz bag olusturmasi, ndrotransmitter sentezi
gibi hiicre fizyolojisi i¢in 6nemli olan birgok enzimin kimyasinda da rol alan katalitik bir kofaktordiir
[1]. Bakir insan metabolizmasinda biyokatalizor olarak bir¢ok gorevde rol alan &nemli temel
elementlerden biridir. Bakir, demir emilimi ve hemoglobin sentezi i¢in gereklidir [3]. Bakir
eksikligine bagli olarak insanda epilepsi, MS (Multipl Skleroz), deri ve saglarda depigmantasyon
goriilmektedir. Fazla aliman bakir viicut i¢in toksiktir. Fazla miktarda alinan bakir, viicuttaki bazi
enzimlerin ¢alismasini engeller. Ayni zamanda mukoza iltihaplanmasi, damar, karaciger ve bobrek
hastaliklari, depresyonla seyreden merkezi sinir sistemi irritasyonlar1 goriilebilir [4]. Bakir gibi gegis
metalleri reaktif oksijen tiirleri (ROS) tretimini 6nemli dlgiide arttirir. DNA, oksidatif hasar gormesi
muhtemel molekiillerden biridir. Urasil, timin glikoller, 8-oksoadenin, 8-oksoguanin ve 5-
formamidpridin, bir ROS radikal saldirisindan sonra DNA bozunmasinin triinleridir [5]. Viicutta en
¢ok bakir i¢eren dokular; karaciger, kalp, bobrek ve beyindir [2]. Karotenoidler, esas olarak bitkilerde
bulunan yagda ¢6ziinen dogal pigment sinifidir. Kimyasal yapilar1 ve biyolojik etkilesimleri sebebiyle
potansiyel antioksidan ozelliklere sahiptirler. Diyette bol miktarda bulunan karotenoidler; p-karoten,
likopen, lutein, B-kriptoksantin, zeaksantin ve astaksantindir (AST) [6]. Ksantofil karotenoid olan
AST, kimyasal olarak 3,3’-dihidroksi-B,B’-karoten-4,4’-dion olarak tamimlanir[7]. Ayn1 zamanda AST,
deneysel ¢aligsmalarinda ortaya ¢ikan gii¢lii antioksidan ve anti-apoptoz etkileri olan denizsel kaynakl,
bir ksantofilkarotenoiddir [8]. AST, mikroalg Haematococcus pluvialis'ten elde edilir [9]. AST,
antiinflamatuar, antikanser ve kardiyoprotektif aktiviteler gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik ve farmakolojik
aktivitelere sahiptir [10-11]. Yapilan bir ¢alismada astaksantinin gesitli bobrek hastaliklari tizerinde
Onleyici bir etkisi oldugunu kanitlamustir [8]. Son yillarda 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)
oksidasyonu ve DNA mutasyonlar1 ile ilgili yapilan ¢alismalar ¢ok ilgi gormiistiir. Bu sebeple
calismada; bakirin neden oldugu sigan bobrek dokusunda oksidatif stres ve DNA hasarma Kkarsi
astaksantinin etkisinin arastirilmas: amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

Calismanin deneysel prosediirleri Bingdl Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi
tarafindan(BUHADEK:4.10.2018-2018/08-08/02) onaylandi. Calismada 200-300 g agirliga sahip 28
adet yetiskin Wistar albino erkek si¢an kullanildi. Siganlar 2042 °C sicaklik ve onikiser (12h) saatlik
aydinlik-karanlik siklusu saglanan odada, kafeslerde muhafaza edilerek beslenmeleri saglandi. Ortama
uyumlari saglandiktan sonra Siganlar randomize olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu: % 0.9
NaCl intraperitoneal (i.p.) uygulandi. Bakir (Cu*?) grubu: Cu** 3 mg/kg(i.p) enjekte edildi [12].
Astaksantin (AST) grubu: 100 mg/kg AST (oral) uyguland1 [13]. Bakir (Cu*?)+Astaksantin (AST)
grubu Cu* 3 mg/kg (i.p) ile 100 mg/kg AST (oral) uyguland:. 3.giiniin sonunda siganlar (60 mg kg™
Ketaminehidroklorit+10 mg kg*dozunda Xylazinehidroklorit) ile anestezi altina almarak bobrek doku
ornekleri alind1. Alman doku érnekleri analizlerin yapilacag zamana kadar -80°C'de muhafaza edildi.

2.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Enzim Aktivite Ol¢ciimii

0.5 gr tartilarak alinan bobrek doku orneklerinin iizerine 5 mL pH degeri 7.4 olan tampondan
eklendikten sonra bir homojenizatér yardimi ile pargalandi. Ardindan ultrasonik homojenizator
kullanilarak daha ileri bir pargalanmaya tabi tutulan doku numuneleri sogutmali santrifiij kullanilarak
30 dk boyunca santrifiijlendi. Elde edilen siipernatantlar ependorf tiiplerine aktarilarak enzim aktivite
Olglimleri igin hazir hale getirildi. Calismada enzim aktivite Olglimleri spektrofotometrik olarak
gergeklestirildi. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite 6lgimii 560 nm dalga boyunda [14],
Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivite 6l¢limii 340 nm dalga boyunda [15], son olarak Katalaz
(CAT) enzimi aktivite dlgiimii 240 nm dalga boyunda [16] belirlenen absorbans degisimlerine
dayanilarak tesbit edildi. Protein miktarinin belirlenmesinde ise Bradford [17] metodu kullanildi.
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2.2. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) Diizeyinin Ol¢iimii

Bobrek doku orneklerinde 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyleri ticari ELISA Kiti
(SunRed DZE-201110032) kullanilarak belirlendi [18].

2.3.istatistiksel Degerlendirme

Calismada istatistiksel analizler, SPSS yazilimi, Windows 20.0 stirtimii kullanilarak hesaplandi.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemede
ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanild.

3. Bulgular ve Tartisma

DNA hasari, kodlama ozelliklerini degistiren c¢ogaltma veya transkripsiyon gibi metabolizmay1
engelleyen, DNA'nin yapisindaki herhangi bir modifikasyondur [19]. Oksidatif stres, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) konsantrasyonlar1 ile antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizligi
belirtmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir terimdir [20]. ROS, biyolojik sistemlerde ¢ok yiiksek bir
reaktivite ve dolayisiyla yiiksek toksisite ile karakterize edilir. Ozellikle coklu doymamus yag asitleri,
fonksiyonel ve yapisal proteinleri ve lipitleri oksitleyebilirler [21]. Hiicre i¢i ROS tarafindan tiretilen
oksidatif hasar, DNA baz modifikasyonlarina, tek ve cift sarmal kirilmalarma ve ¢ogu toksik veya
mutajenik olan apurinik/apirimidinik lezyonlarin olusmasma neden olur. Bu nedenle, ROS sadece
hastalik durumlarinin etiyolojisine dahil edilmekle kalmaz, ayrica ortaya ¢ikan DNA hasari da zararh
biyolojik sonuglara dogrudan katkida bulunabilir [22]. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iirettigi en yaygin lezyon 8-hidroksideoksi guanozindir (8-OHdG). Bu lezyon G:C'den T'ye:
mutasyonlara neden olur ve yiiksek oranda mutajenik olarak kabul edilir [23]. Antioksidan, enzimler
siklikla oksidatif stresin belirtecleri olarak kullamilir ve bu biyobelirtegler arasinda, siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyonperoksidaz (GPx) ve katalaz (CAT), normal hiicre fonksiyonu igin
homeostazin korunmasinda onemlidir [24]. SOD, peroksit anyon radikallerini temizleyen ve serbest
radikallere bagli olarak lipit peroksidasyonunu engelleyen Onemli bir enzimdir [25]. Bu nedenle
SOD'un etkisi, hiicrelerin ve dokularin biyolojik biitinliigiini, siiperoksit serbest radikalinin zararl
etkilerine karsi korumaktir [26]. SOD hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan serbest radikal
temizleyici enzimdir [27]. Calismamizda SOD enzim aktivitesinin (Sekil T) kontrol grubuna oranla
bakir uygulanan grupta ve bakir+AST uygulanan grupta énemli diizeyde azaldigi (p<0.05), bakir
uygulamasi yapilan grubuna oranla AST uygulamasi yapilan grupta ise enzim aktivite diizeyinde
artisin (p<0.01) oldugu belirlendi. AST grubu ile kiyaslandiginda Cu+AST uygulamasi yapilan grupta
SOD enzim aktivitesindeki azaligin anlamli oldugu tespit edildi (p<0.001).
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Siganlarda civa kloriiriin neden oldugu oksidatif stres ve bobrek fonksiyon bozuklugu iizerine
astaksantinin etkisiyle ilgili yapilan bir ¢alismada biyokimyasal parametrelerden SOD aktivitesi
degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda civakloriir uygulanan grupta enzim
aktivitesinde diismenin oldugunu tespit etmislerdir [28]. Bu kapsamda yapilan bagka bir ¢aligmada,
akut bobrek yaralanmasina iizerine astaksantinin etkisi degerlendirilmis ve bobrek yaralanmasi {izerine
astaksantinin iyilestirici etkisi oldugunu belirtmislerdir [29]. Glutatyonperoksidaz (GPx) hiicrelerde
olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu sitozolik bir enzimdir [30]. Calismamizda
GPx, enzim aktivite diizeyleri incelendiginde ise; (Sekil 2) kontrol grubuna oranla bakir (p<0.001) ve
bakir+AST(p<0.01) uygulanan gruplarda diisme tesbit edildi. AST uygulamasi yapilan grup bakir
uygulanan grup ile kiyaslandiginda bakir grubunda GPx enzim aktivitesinin azaldigi belirlendi
(p<0.05).
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Sekil 2. Bobrek dokusu Glutatyon peroksidaz aktivitesi
*** <0.001, ** p<0.01, “p<0.05

Sicanlarda astaksantinin (AST), akut bobrek hasar1 (CI-AKI) iizerindeki koruyucu etkisini ve
SIRT1-p53 yolu ile astaksantin arasindaki iligkiyi aragtirmak i¢in yapilan ¢aligmada biyokimyasal
parametrelerden GSH-Px degerlendirilmis AST uygulmasmin enzim aktivitesi {izerine olumlu
etkisinin oldugu tespit edilmistir [31]. Sicanlarda civa kloriiriin neden oldugu oksidatif stres ve bobrek
fonksiyon bozuklugu {izerine astaksantinin etkisiyle ilgili yapilan c¢alismada biyokimyasal
parametrelerden GSH-Px degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda civakloriir
uygulanan grupta diismenin oldugunu tespit etmislerdir [28]. Katalaz (CAT) serbest radikal birikimini
ve lipit peroksidasyonunu onleyen onemli enzimler arasindadir [25]. Calismada 6nemli antioksidan
enzimler igerisinde yer alan CAT enzim aktivite diizeyi incelendi (Sekil 3). Bakir uygulanan grupta
CAT enzim aktivitesinin kontrole kiyasla azaldigi tesbit edildi (p<0.001). Yine kontrole oranla
bakir+AST uygulanan gruptaki azalmanin anlamli oldugu goriildii (p<0.01). Bakir grubuna oranla
AST grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu (p<0.001), AST grubuna oranla Cu+AST
grubunda azalmanin oldugu tesbit edildi (p<0.01) Yapilan bir ¢aligmada arsenik ile olusturulan bobrek
hasarina karst astaksantinin koruyucu etkisi oldugu ve yine bu c¢aligmada biyokimyasal
parametrelerden CAT degerlendirildiginde kontrol grubuna oranla arsenik uygulanan grupta enzim
aktivitesinde anlamli azalma oldugu gozlenmistir [32].
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8-Hidroksiguanin (8-OH-Gua), Escherichia coli ve memeli hiicrelerinde esas olarak GC —
TA transversiyonlarini indiikleyen baslica oksidatif DNA hasar1 formudur [33-35]. Calismada, bakira
maruz kalan siganlarin bobreginde, kontrole oranla 8-OHdG diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis (p<0.001) belirlendi. Ayn1 zamada kontrole oranla bakir+AST grubunda anlamli bir artma
goriildi (p<0.001) (Sekil 4). Bu kapsamda bobrek 8-OHAG diizeyinde hasarma neden olan arsenik
tizerine astaksantinin koruyucu etkisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada kontrol grubuna oranla arsenik
uygulanan grupta artmanin oldugu gézlenmistir [32].
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Sekil 4. Bobrek doku 8-OHdG diizeyi
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4. Sonug ve Oneriler

Calismada elde edilen sonuglara dayanilarak; oksidatif stres basta olmak {izere, antioksidan
metabolizmada 6nemli yeri olan bakir uygulamasi ile azalan enzim aktivitelerinin, astaksantin
uygulamasindan olumlu yonde etkilendigi sdylenebilir. Antioksidan enzim aktivitelerindeki bu olumlu
etki, DNA hasarimin inhibisyonu ile desteklenmistir. Caligma sonucunda elde edilen bulgularm bu
alanda yapilacak olan farkli caligmalara kaynak olabilecegi diisliniilmektedir.
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