ATATURK UNIVERSITESI

BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOORDINASYON BIRIMI

PROJE BASLIGI
Ratlarda Akrilamid ile indiiklenen Nefrotoksisitede Selenyumun Etkileri:
Oksidatif Stres, inflamasyon, Apoptozis ve DNA Hasarinin Rolleri

Proje No: 2019-7021

Proje Tiirii
Temel Arastirma Projesi

SONUC RAPORU

Proje Yiiriitiiciisii:
Doc. Dr. Emin SENGUL
Veteriner Fakultesi/Fizyoloji AD

Arastirmaci
Dog. Dr. Serkan YILDIRIM
Dr. Ogr. Uyesi VOLKAN GELEN
Ars. Gor. Samet TEKIN
Doktora Ogr. Yusuf DAG

Ocak/2020
ERZURUM







ONSOz

Bu projede, bir Akrilamid (ACR) ile indiklenen bobrek toksisitesinde bir iz
element olan Selenyum (Se)’un etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Bu calismada deney hayvani olarak rat kullanildi ve ratlar Atatirk
Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi (ATADEM)'nden
temin edildi. Calisma Atatiirk Universitesi Rektérliigi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 25.10.2018 tarih ve 205 nolu karari ile onaylandi ve Atatiirk
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatérliigii tarafindan
2019/7021 proje kodlu Temel Arastirma Projesi kapsaminda desteklendi.
Calismada 50 adet Sprague Dawley rat kullanildi ve her grupta 10 rat olmak
uzere 5 deney grubu olusturuldu. Deneysel protokole gore ratlara Se ve ACR
uygulamalari yapildi ve ratlar deneyin 11. glinl anestezi altinda 6tenazi edildiler.
Ratlardan alinan kanlardan elde edilen serum o6rneklerinde Ure ve kreatin
parametreleri otoanalizorde analiz edildi. Bobrek dokularinda malondialdehit
(MDA), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx),
katalaz ( CAT), timor nekroz faktor alfa (TNF-a), nikleer faktor kappa b (NF-kB),
interl6kin-33 (IL-33), interl6kin-6 (IL-6), interlokin Tbeta (IL-1pB), siklooksijenaz 2
(COX-2), kidney injury molecul-1 (KIM-1), mitojen aktive protein kinaz-1
(MAPK1) ve kaspaz-3 analizleri ticari ELISA kitleri aracihgiyla gerceklestirildi.
Bobrek dokular histopatolojik yonden incelendi. Yine bébrek dokusunda DNA
hasari ve apoptozisi belirlemek icin 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OhDG) ve
Bax parametreleri immunhistokimyasal incelemeler ile degerlendirildi.

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore, ratlarda ACR'nin bdbrek
dokusunda, oksidatif stres, inflamasyon, apoptozis ve DNA hasarini indikledigi,

Se uygulamasinin ise ACR'nin bu etkilerini baskiladigi belirlendi.
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OZET
Ratlarda Akrilamid ile indiiklenen Nefrotoksisitede Selenyumun Etkileri:
Oksidatif Stres, inflamasyon, Apoptozis ve DNA Hasarinin Rolleri

Amacg: Bu calismada, ratlarda Akrilamid (ACR) ile indiklenen nefrotoksisitede
Selenyum (Se)'un etkilerinin arastirnimasi amaclandi.

Materyal ve metot: Arastirmamizda yaklasik 200-250 gr agirhiginda, 50 adet eriskin
Sprague Dawley irki erkek rat kullanildi ve ratlar rastgele 5 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna 10 glin boyunca intra gastrik (i.g.) serum fizyolojik (1 ml) verildi. ACR
grubuna 10 glin boyunca serum fizyolojikte ¢ozdurtlmis ACR (38.27 mg/kg) i.g.
uygulandi. Se0,5+ACR ve Sel1+ACR gruplarina sirasiyla 0,5 mg/kg ve 1 mg/kg
dozunda Se 10 glin boyunca i.g uygulandi ve Se enjeksiyonlarindan 1 saat sonra ACR
(38.27 mg/kg) i.g. uygulandi. Se1 grubuna ise 1 mg/kg dozunda Se 10 glin boyunca
i.g uygulandi. Deneysel calismanin 11. glini ratlardan anestezi altinda intra kardiyak
kan ornekleri alindi ve dekapite edildiler. Kanlardan elde edilen serum 6rneklerinde
ure ve kreatin parametreleri otoanalizérde analiz edildi. Deney gruplarindan elde
edilen bobrek dokularinda malondialdehit (MDA), superoksit dismutaz (SOD),
glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz ( CAT), timd&r nekroz faktor alfa
(TNF-o), nukleer faktor kappa b (NF-«B), interlokin-33 (IL-33), interlokin-6 (IL-6),
interlokin 1beta (IL-1pB), siklooksijenaz 2 (COX-2), kidney injur molecul-1 (KIM-1),
mitojen aktive protein kinaz-1 (MAPK1) ve kaspaz-3 analizleri ticari ELISA kitleri
aracihgiyla yapildi. Ayrica, bobrek dokulari histopatolojik ve immunhistokimyasal
incelemeler (8-OhDG ve Bax) ile degerlendirildi.

Bulgular: Serum Ure ve kreatin dizeyleri ACR grubunda kontrole goére anlamli
dizeyde artti. Se'nin 6zellikle yliksek dozunun, ACR'nin sebep oldugu bu artislari
onledigi goruldi. ACR'nin renal oksidatif stres, inflamasyon, apoptozis, DNA ve doku
hasarini indukledigi ve Se'nin ylksek dozunun ACR'nin sebep oldugu bu degisiklikleri
onledigi tespit edildi.

Sonu¢: Bu calismanin sonucunda, ratlarda ACR ile indiklenen nefrotoksisite
modelinde Se'nin oksidatif stres, inflamasyon, apoptozis ve DNA hasarini baskilayici
etkilerinin oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Nefrotoksisite, Rat, Selenyum.



ABSTRACT

The Effects of Selenium in Acrylamide-Induced Nephrotoxicity in Rats: Roles of

Oxidative Stress, Inflammation, Apoptosis and DNA Damage
Aim: In this study, it has been aimed that determination of effects of Selenium (Se) in
Acrylamide (ACR)-induced nephrotpxicity in rats.
Material and method: In our study, fifty male adult Sprague Dawley rats weighing
approximately 200-250 g were used and rats randomly divided into five groups. The
control group was given intra-gastric (i.g.) saline (1 ml) for 10 days. The ACR group
was given i.g. saline-dissolved ACR (38.27 mg/kg-1 ml) for 10 days. Se0,5+ACR ve
SeT1+ACR groups were administered Se, dissolved in saline, at doses of 0,5 and 1
mg/kg, respectively for 10 days and given i.g. ACR (38.27 mg/kg-1 ml) one hour after
Se injections. Se1 group was administered to Se (1mg/kg, i.g.) for 10 days. On the
11th day of the experimental study, intracardiac blood samples from the rats were
taken under anesthesia and decapitated. Urea and creatinine values in serum samples
obtained from blood samples were analyzed at autoanalyzer. Malondialdehyde
(MDA), superoxide dismutase (SOD), glutation (GSH), glutathione peroxidase (GPx),
catalase (CAT), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), nuclear factor kappa b (NF-kB),
interleukin-33 (IL-33), interleukin-6 (IL-6), interleukin-1beta (IL-1B), cyclooxygenase-2
(COX-2), kidney injury molecule-1 (KIM-1), mitogen-activated protein kinase-1 and
caspase-3 analysis in kidney tissues obtained from experimental groups were made
through commercial ELISA kits. In addition, renal tissues were evaluated by
histopathological and immunohistochemical examinations (8-OhDG and Bax).
Results: Serum urea and creatinine levels were significantly increased in the ACR
group compared to the control. It was observed that the especially high dose of Se
prevented these increases caused by ACR. It was found that ACR induced renal
oxidative stress, inflammation, apoptosis, DNA and tissue damage and high doses of
Se prevented these changes caused by ACR.
Conclusion: As a result of this study, in the model of nephrotoxicity induced by ACR
in rats was determined that Se had suppressing effects the oxidative stress,
inflammation, apoptosis and DNA damage.
Keywords: Acrylamide, Nephrotoxicity, Rat, Selenium.



1. GIRIS

Akrilamid (ACR) kimya muhendisliginde, su aritma sistemlerinde, insaat ve yol
yapim malzemelerinde yaygin olarak kullanilmakta olup, kullanim alanlari arasinda
kagit endustrisi, kozmetik imalat sektord, analitik kimya ve molekdler laboratuvarlar
da bulunmaktadir (1, 2). 2002 yilina kadar ACR maruziyetinin, ACR kullanimi olan
sanayi alanlarinda calisilmasi, sigara icilmesi ve kozmetik Grlnlerin kullaniimasi ile
oldugu bilinmekteydi. Ancak 2002 vyilinda yapilan calismalar neticesinde,
karbonhidratca zengin besinlerin (6zellikle patates cipsi) 200 ‘C'den yulksek isilara
maruz birakilmasi sonucunda, besinlerde ACR olusumunun gergeklestigi belirlenmistir
(3-6). insanlarda ACR maruziyetinin baslica, 180-200 °C Uzeri 1siya maruz birakilan
karbonhidratca zengin besinlerin tiketilmesi sonucu meydana geldigi belirlenmistir
(7). Yuksek sicakhkta (180-200 °C Uzeri) hazirlanan et, ekmek, patates kizartmasi ve
cipsi, tahil Grlinleri ve kavrulmus kahve gibi Urlnler de dahil olmak (zere ¢ok sayida
gidada ACR varligi tespit edilmis ve bu kimyasalin kanserojen etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (8-11). ACR insan ve hayvan saghgi icin bircok risk faktori tasimaktadir.
ACR plasental bariyeri gecebilmektedir ve direkt prenatal ve posnatal anomalilere
sebep olabilmektedir (12). Yliksek dozlarda ACR'nin, canlida genetik mutasyonlara
neden olabildigi (13) ve norotoksik etkilerinin varhgi (14) ifade edilmektedir. Yapilan
arastirmalar sonucunda, ratlarda ACR maruziyeti sonrasinda Ureme ve gelisim
bozukluklar sekillendigi, ratlarda genotoksisiteyi ve kanser olusumunu indikledigi
rapor edilmistir (15). ACR maruziyeti sonrasinda renal tubul hicrelerinde vakuolar
dejeneratif degisiklikler, inflamatuar hicre infiltrasyonu ve periglomeriler 6dem
sekillendigi de bildirilmistir (16, 17). Yapilan bir baska arastirmada, ACR uygulanan
ratlarda serum Ure, kreatin ve Urik asit dlzeylerinin, renal TNF-a, IL-6, ve IL-1p
seviyelerinin, lipid peroksidasyonunun, antioksidan biomarkirlarin
konsantrasyonlarinin/aktivitelerinin ve DNA hasari belirteci olan 8-OHdG diizeylerinin
arttigi rapor edilmistir (18). ACR'nin sebep oldugu nefrotoksisiteyi onlemek veya

tedavi etmek amaciyla, bazi antioksidan ve antiinflamatuvar bilesiklerin etkileri gtincel



olarak arastinimaktadir (18-21). Deney hayvanlarinda olusturulan nefrotoksisite
modellerinde protektif veya terapotik amacli kullanilan bilesikler arasinda Se de yer
almaktadir (22-25). Canlilar igin énemli bir iz element olan Se, cesitli selenoproteinler
araciligiyla antioksidan savunma sistemlerinde énemli rol oynar (26). Ayrica Se'nin agir
metaller ile indiklenen nefrotoksisitede detoksifiye etkisinin oldugu belirlenmistir
(16). Se'nin antiinflamatuar (27-29) ve apoptozisi baskilayici etkilere sahip oldugu
bircok arastirma ile (30-32) ortaya konulmustur.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan bu arastirmada, ratlarda ACR ile induklenen
nefrotoksisitede renal oksidatif stres, inflamasyon, apoptozis, DNA ve doku hasari
uzerine guclu antioksidan, antiinflamatuvar ve anti-apoptotik etkili bir iz element olan

Se'nin etkileri belirlendi.
2. MATERYAL VE METOT

2.1. Deney Hayvanlari ve Deneysel Protokol

Arastirmamizda, ratlarda ACR (38.27 mg/kg, oral, 10 doz) (33) ile indiklenen
bobrek toksisitesi modeli Gizerinde calisildi ve belirlenen gruplara iki farkli dozda Se
(0.5 ve 1 mg/kg, oral, 10 guin) (24) uygulandi.

Deney hayvanlari Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi'nden
temin edildi. Calismamiz Atatiirk Universitesi Rektérliigi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (HADYEK Karar No: 2018/205) ve Atatiirk Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatorliigii tarafindan Temel Arastirma
Projesi (Proje No: 2019/7021) kapsaminda desteklendi. Ratlar, calisma zamanina
kadar yaklasik olarak 25°C'lik oda sicakhginda, 12 saat aydinlik-karanlik déngiisii
ayarlanabilen ve havalandirmasi mevcut bir ortamda muhafaza edilerek ad-libitum
olarak beslendiler. Ortalama 200-250 g agirhginda 12 haftalik yetiskin Sprague
Dawley cinsi 50 adet erkek rat kullanildi. Deney gruplari asagidaki gibi olusturuldu;



Tablo 1. Deney gruplari ve gruplardaki deney hayvani sayilari.

Grup sayisi Grup isimleri Hayvan sayisi
Grup 1 Kontrol 10
Grup 2 ACR (38.27 mg/kg) 10
Grup 3 Se 0.5 (0.5 mg/kg)+ACR (38.27 mg/kqg) 10
Grup 4 Se 1 (1 mg/kg)+ACR (38.27 mg/kg) 10
Grup 5 Se 1 (1 mg/kg) 10

Tum hayvanlar standart bakim ve besleme sartlarina tabi tutuldular. Grup 1'e
10 glin boyunca oral 1 ml serum fizyolojik ve Grup 2'ye ise 10 glin boyunca gavaj ile
oral ACR (38.27 mg/kg) uygulandi. Grup 3 ve 4'e belirlenen dozlarda 10 giin boyunca
oral Se uygulandi ve her Se uygulamasindan 1 saat sonra oral ACR (38.27 mg/kg)
verildi. Grup 5’e ise 10 gin boyunca 1 mg/kg dozunda oral Se uygulamasi yapildi.
Deneysel uygulamalar sonunda ratlarin canh agirlik tartimlarindan sonra ketamin-
ksilazin anestezisi altinda intrakardiyak kan alindi ve dekapite dildiler. Ratlarin bébrek
dokulari alinarak tartildi ve her bir ratin bir bdbregi histopatolojik ve
immunhistokimyasal incelemeler icin serum fizyolojik ile yikamayi takiben hemen
formaldehit icine alindi. Diger bdbrek ise biyokimyasal analiz calismalarina kadar -
20°C'lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.2. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Ratlardan alinan kan ornekleri klot faktor bulunan jelli tlplere aktarilarak
+4°C'de sogutmali santrifijde 3500-4000 rpm devirde 10 dakika santriflj edildi. Elde
edilen serum O&rnekleri godelere alindi ve analizler yapilana dek -20°C'lik derin
dondurucuda muhafaza edildi.

2.3. Serum Ure ve Kreatinin Parametrelerinin Analizi

Onceden hazirlanip -20 °C'de muhafaza edilen serumlarda lre ve kreatinin
parametrelerinin Olciimleri Modular PP oto-analizorde (Randox IV Monaco Auto-
Chemistry Analyzer) yapildi.

2.4. Elisa Analizleri icin Bobrek Dokusu Orneklerinin Hazirlanmasi

Bbbrekler sivi azot kullanarak TissuelLyser Il (Qiagen)'de 5 mikron ¢apa kadar



ogutuldd. Gerekli miktarlar tartilarak fosfat tampon (Ph:7.4) ile 1/20 oraninda
sulandirildi ve TissuelLyser II'de homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasinda
homojenantlar elisa analizleri i¢cin +4 °C'de 3000 rpm’'de 20 dk. santrifij edildi ve
sipernatant kisim analizler icin kullanildi.

2.5. MDA, SOD, GSH, GPx, IL-33, CAT, TNF-a, NF-kB, IL-6, IL-1, COX-2,
Kaspaz-3, KIM-1 ve MAPK1 Parametrelerinin ELISA Kitleri ile Olgiim Prosediirii

Calismada, cift antikor sandivic rat uyumlu ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) kitleri (YLbiont, Shangai, China) kullanildi. Spesifik monoklonal
antibadi ile kapli pleyt kuyucuklarina standart ya da numune eklendi, daha sonra
Biotin ile isaretli ikinci antibadiler ilave edildi. Son olarak Streptavidin-HRP soliisyonu
eklenen pleyt inkiibasyona birakilarak kompleks olusumu saglandi. inkibasyon
sonunda kompleks olusumuna katilmayan enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasi igin
pleyt yikandi. Renk olusumu saglamak amaciyla kromojen A ve B eklenerek tekrar
inkiibasyona birakilan kitlerdeki reaksiyon sonucunda mavi renk olusumu goézlendi.
Reaksiyon sonlandirici solisyonun eklenmesiyle mavi renk sariya donistu ve bu sari
rengin siddeti Elisa okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okundu (34, 35).

2.6. Histolopatolojik ve immunhistokimyasal incelemeler

Yapilan nekropsi sonucu histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan doku
ornekleri  %10’luk formalin sollisyonunda 48 saat tespit edildi. Rutin doku takip
islemleri sonucu parafin bloklara gomuldi. Her bloktan 5 ym kalinliginda kesitler
alindi. Histopatolojik inceleme icin hazirlanan preparatlar hematoksilen-eozin (HE) ile
boyanip 1sik mikroskobu ile incelendi (Leica DM 1000, Germany). Kesitler immun
pozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

Dehidrasyon, seffaflandirma ve parafinizasyon islemlerinin ardindan parafin
bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alinarak polilizinli lamlar Gzerine
yerlestirildi. Parafinin eritilerek uzaklastirilmasi amaciyla lamlar preparat tasima
aparatina alindi ve 56°C'de 1 saat etiivde bekletildi. Immunohistokimyasal boyama

Expose Kit (Abcam: ab80436, ingiltere) lretici firmanin énerdigi sekilde yapildi. Bu



amacla; Ksilolde (3 defa) 15 er dk. %100 etanol (2 defa) 5 er dk. %96 etanol (1-2
defa) 5 er dk. %90 etanol (1 defa) 5 dk. %80 etanol (1 defa) 5 dk. %70 etanol (1
defa) 5 dk. Phosphate buffer solution (PBS) ile yikama 5 dk. Endojen peroksidaz
aktivitesini bloke atmek amaciyla %3 lik hidrojen peroksit (300 ml distile su + 9ml
H202) solisyonunda 10 dk. bekletildi. Antijen retrival asamasi i¢in sodyum sitrat
solisyonu (pH = 6.0) ile mikrodalga firinda 15 dakika (600 watt) kaynamaya birakild.
Soliisyondan ¢ikarmadan oda isisinda sogumasi igin 15 dk. bekletildi ve stire sonunda
PBS ile yikandi. 23 Protein bloktan (Abcam: ab80436) her lam Uzerine dokuyu
kapatacak oranda damlatildi ve 30-60 dakika nemlendirilmis kap igerisinde bekletildi.
(Non spesifik antikor baglanmasini bloke etmek i¢in) 1/100 oraninda sulandirilan
primer antikordan (8 OHdG ve Bax) her bir lam Gzerine mikropipet kullanarak 100 pl
eklendi, 1 saat 37°C etlivde nemlendirilmis kap icerisinde inklibe edildi. Etlvden
cikarilan preparatlara PBS ile 3 defa 5 er dk. slreyle yikama islemi uygulandi.
Sekonder antikordan (komplement) her doku tzerine 1-2 damla eklendi ve 20 dk. oda
Isisinda nemlendirilmis kapta inktbe edildi. Bu siire sonunda PBS ile 3 defa 5 er dk.
sureyle yikandi. HRP konjugat her bir dokuya 1-2 damla eklendi ve 30 dk. oda
Isisinda nemlendirilmis kapta inkibe edildi. PBS ile 3 defa 5’ er dk. sireyle yikandi.
Kromojen olarak 3-3" Diaminobenzidine (DAB) kullanildi. Distile su ile yikandi.
Hematoksilen (Mayer's ) ile 15-20 saniye zit boyama uygulandi. Cesme suyu
hematoksilenin fazlasi uzaklasincaya kadar yikandi. Bu islemden sonra sirasiyla; 3" er
dk. %80 etanol, %96 etanol, %100 etanol ve ksilolde bekletilerek lamlar entallen
yardimiyla lamelle kapatildi. Kesitler immunpozitifliklerine gére negatif  (-), hafif (+),
orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

2.7. istatistiksel Analiz

Calismalar sonunda elde edilen kantitatif degerler SPSS 20.00 istatistik veri
programinda ikiden fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde kullanilan one-way
ANOVA sonrasi Tukey testi uygulanarak degerlendirildi. P<0.05 degeri anlamli olarak
kabul edildi.



3. BULGULAR

Ratlarda ACR ile indiklenen nefrotoksisite modelinde Se'nin etkilerini
arastirdigimiz bu c¢alismada, deney gruplarindaki ratlarin  canh  agirhklan
degerlendirildiginde baslangi¢ canli agirliklari arasinda farkhlik olmadigi, ¢alisma
sonlandinldiginda ACR ve Se0,5+ACR gruplarinin canli agirliklarinin kontrole gore
onemli dizeyde azaldigi belirlendi (Tablo 2., p<0.05, n=10). Bobrek agirliklarinin da
gruplar arasinda farklilik arz etmedigi tespit edildi.

Tablo 2. ACR ile induklenen nefrotoksisitede deney gruplarindaki ratlarin deney
baslangici ve bitisinde canli agirliklari ve bébrek agirliklari.

Deney Gruplari
Parametreler Kontrol ACR Se0,5+ACR Se1+ACR Sel
Baslangig C.A. 221,00+12,56* | 216,00+15,582 | 218,00+12,572 | 217,00+15,66% | 214,20+11,62°
Bitis C.A. 269,10+18,622 | 198,50+24,30° | 205,40+29,52° | 224,50+29,04%® | 238,60+30,09%
Bobrek Agirliklan 1,16+0,092 0,98+0,132 1,02+0,132 1,04+0,09°2 1,08+0,21°

Serum Uure ve kreatin dizeylerinin ACR ve Se0,5+ACR gruplarinda kontrole
gore anlamli dizeyde arttigi belirlendi. Se'nin yuiksek dozunun ise, tre ve kreatin
seviyelerindeki ACR kaynakl artisi Gnemli diizeyde baskiladigi tespit edildi (Tablo 3.,
p<0.05, n=10).

Renal MDA duzeylerinin ACR ve Se0,5+ACR gruplarinda kontrole gére anlamli
dizeyde arttigi, SOD, GSH, GPx ve CAT aktivitelerinin ise 6nemli duzeyde azaldigi
gorilda. Se'nin ozellikle yiksek dozunun, MDA diizeyindeki artisi ve SOD, GSH, GPx
ve CAT aktivitelerindeki azalmalar baskiladigi belirlendi (Tablo 3., p<0.05, n=10).



Tablo 3. ACR ile indiklenen nefrotoksisitede bobrek fonksiyon testleri ve bazi

oksidatif stres parametreleri tizerine Se'nin etkileri.

Deney Gruplari

Parametreler Kontrol ACR Se0,5+ACR Se1+ACR Sel

Ure (mg/dL) 34,81+1,75° | 50,90+2,12° | 46,66+3,44° | 40,95+4,98% | 37,43+1,76°
Kreatin (mg/dL) 0,67+0,02° 0,82+ 0,04° 0,76+0,03° 0,70+0,02° 0,66+0,02°
MDA (nmol/mL) | 11,86+1,06° | 23,00+4,42" 17,04+3,96¢ 13,83+£1,94% | 12,47+1,46%
SOD (ng/mL) 13,06+2,81° 7,56+1,61° 8,39+0,94° 10,60+1,70%® | 12,05+2,48°
GSH (ng/mL) 7,17+1,22° 3,35+0,77° 4,12+0,54° 5,91+0,85? 6,10+1,02°
GPx (ng/mL) 20,60+2,51° 10,90+2,05° 13,77+2,07° 18,05+1,41° 20,24+2,60°
CAT (ng/ml) 9,56+2,05° 4,30+0,89° 5,88+0,50¢ 6,51+0,84¢ 9,36+1,44°

Renal TNF-a, IL-6, IL-1PB ve IL-33 seviyelerin ACR grubunda kontrol, Se1+ACR
ve Sel gruplarina kiyasla 6nemli dizeyde arttigi ve Se'nin 1 mg/kg’'lik dozunun bu

parametrelerdeki artisi baskiladigi belirlendi (Sekil 1., p<0.05, n=10).

A TNF- o B

IL-1Beta

ng/L

C IL-6 D IL-33

ng/L

" (I

0
\Y@

Sekil 1. ACR ile indiklenen nefrotoksisitede renal TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) ve IL-
33 (D) seviyeleri lizerine Se'nin etkileri (3 p<0.01; ¢ % p<0.05; n=10; istatistiksel
farklilik arz eden gruplar farkli harflerle ifade edilmistir).
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ACR grubunun bdbrek dokularinda NF-kB, MAPK1, COX-2 ve KIM-1 duzeylerinin
kontrol, Se1+ACR ve Sel gruplarina gore istatistiksel olarak énemli diizeyde arttigi
(Sekil 2., p<0.05, n=10). ve Se'nin yuksek dozunun bu degerlerdeki artisi dnemli
dizeyde baskiladigi (Sekil 2., p<0.05, n=10), Se'nin dusik dozunun ise sadece KIM-1
degerindeki artisi onledigi (Sekil 2D., p<0.05, n=10) belirlendi .

A NFKB B MAPK1

ng/mL

D KIM-1
204

ng/mL

Sekil 2. ACR ile indiiklenen nefrotoksisitede renal NF-«kB (A), MAPK1 (B), COX-2 (C) ve
KIM-1 (D) seviyeleri (izerine Se'nin etkileri (*">: p<0.01; <5 p<0.05; n=10; istatistiksel
farklilik arz eden gruplar farkli harflerle ifade edilmistir).

Renal Kaspaz-3 aktivitesinin ACR ve Se0,5+ACR gruplarinda kontrole gore
anlamli sekilde yuksek oldugu (Sekil 3., p<0.05, n=10) ve Se'nin disik dozunun
ACR'nin indukledigi Kaspaz-3 aktivitesindeki artigi baskiladigi ancak istatistiksel 6nem
arz etmedigi belirlendi (Sekil 3., p>0.05, n=10). Se'nin yuksek dozunun ise Kaspaz-3
aktivitesindeki artisi dnemli dizeyde baskiladigi (Sekil 3., p<0.05, n=10) ve bu grubun

Kaspaz-3 aktivitesinin kontrolle benzerlik arz ettigi tespit edild.i.
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Sekil 3. ACR ile indiiklenen nefrotoksisitede renal kaspaz-3 aktivitesi tzerine Se'nin
etkileri (*®: p<0.01; n=10; istatistiksel farklik arz eden gruplar farkl harflerle ifade
edilmistir).

Kontrol grubundaki ratlarin bdbrek dokularinin normal histolojik yapida
oldugu (Sekil 4A), ACR grubundaki ratlarda ise, tubulus epitellerinde siddetli dizeyde
dejenerasyon ve nekroz, interstisyel ve glomeruler damarlarda siddetli dizeyde
hiperemi oldugu belirlendi (Sekil 4B). Se0,5+ACR grubundaki ratlarin bobrek
dokularinda tubulus epitellerinde siddetli dizeyde dejenerasyon, orta dizeyde
nekroz, interstisyel ve glomeruler damarlarda siddetili diizeyde hiperemi (Sekil 4C),
Se1+ACR grubundaki ratlarin bodbrek dokularinda ise tubulus epitellerinde hafif
dizeyde dejenerasyon, interstisyel ve glomeruler damarlarda hafif dizeyde
hipereminin varhgi (Sekil 4D) gézlemlendi. Sadece Se'nin yiksek dozunun uygulandigi
Sel grubunun boébrek dokularinin normal histolojik gériinimde oldugu belirlendi

(Sekil 4E). Histopatolojik bulgular Tablo 4'de 6zetlendi.
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Sekil 4. ACR ile indiklenen nefrotoksisitede bobrek histopatolojisi tzerine Se
uygulamasinin etkileri, H&E, Bar: 50 um (A (Kontrol) ve E (Se1): Bobrek dokusu,
normal histolojik gérinimi; B (ACR): Bobrek tubulus epitellerinde siddetli diizeyde
dejenerasyon (okbaslar) ve nekroz (oklar), interstisyel ve glomeruler damarlarda
siddetli diizeyde hiperemi; C (Se0,5+ACR): Tubulus epitellerinde siddetli dizeyde
dejenerasyon (okbaslari), orta dizeyde nekroz (oklar), interstisyel ve glomeruler
damarlarda siddetli diizeyde hiperemi (yildizlar); D (Se1+ACR): Tubulus epitellerinde
hafif dizeyde dejenerasyon (okbaslari), interstisyel ve glomeruler damarlarda hafif
dizeyde hiperemi).

Kontrol grubundaki ratlarin bdbrek dokulari immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, negatif 80OHdG ve Bax ekspresyonu belirlendi (Sekil 5A ve 6A). ACR
grubunun bobrek dokularinda ise tubulus epitel hiicrelerinde siddetli dizeyde
stoplazmik 80HdG ve Bax ekspresyonunun varligi goézlemlendi (Sekil 5B ve 6B).

Se0,5+ACR grubunda renal tubulus epitellerinde orta siddette stoplazmik 80OHdG ve
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Bax ekspresyonu (Sekil 5C ve 6C) ve Se1+ACR grubunda da tubulus epitellerinde hafif
dizeyde stoplazmik 80OHAG ve Bax ekspresyonlari belirlendi (Sekil 5D ve 6D). Se'
grubundaki ratlarda ise renal 80HdG ve Bax ekspresyonu belirlenmedi (Sekil 5E ve

6E). immunhistokimyasal bulgular Tablo 4'de ézetlendi.

Sekil 5. ACR ile indiklenen nefrotoksisitede bobrek 8 OHdG ekspresyonu
Uzerine Se uygulamasinin etkileri, IHC-P, Bar: 50 um (A (Kontrol) ve E (Se1): Bobrek
dokusu, negatif 8 OHdG ekspresyonu; B (ACR): Bobrek tubulus epitellerinde siddetli
dizeyde stoplazmik 80HdG ekspresyonu (okbaslar); € (Se0,5+ACR): Tubulus
epitellerinde orta siddette stoplazmik 80HdG ekspresyonu (okbaslari); D (Se1+ACR):
Tubulus epitellerinde hafif dizeyde stoplazmik 80OHdG ekspresyonu (okbaslari)).
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Sekil 6. ACR ile indlklenen nefrotoksisitede bobrek Bax ekspresyonu Uzerine
Se uygulamasinin etkileri, IHC-P, Bar: 50 um (A (Kontrol) ve E (Se1): Bobrek dokusu,
negatif Bax ekspresyonu; B (ACR): Bobrek tubulus epitellerinde siddetli dizeyde
stoplazmik Bax ekspresyonu (okbaslari); C (Se0,5+ACR): Tubulus epitellerinde orta
siddette stoplazmik Bax ekspresyonu (okbaslari); D (Se1+ACR): Tubulus epitellerinde
hafif diizeyde stoplazmik Bax ekspresyonu (okbaslari)).
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Tablo 4. Deney gruplarindaki ratlarin bobrek dokularinda histopatolojik ve
immunohistokimyasal bulgularin skorlanmasi.

Kontrol ACR Se0,5+ACR | Sel1+ACR Sel
Tubulus - +++ +++ + -
epitellerinde
dejenerasyon
Tubulus - +++ ++ - .
epitellerinde
nekroz
Damarlarda - +++ +++ ++ -
hiperemi
8 OHdG eksp - +++ ++ + -
Bax eksp - +++ ++ + -

-: Negatif, +: Hafif, ++: Orta, +++: Siddetli

4. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda, ratlarda ACR ile induklenen nefrotoksisitede oksidatif stres,
inflamasyon, apoptozis ve DNA hasari Gzerine bir iz element olan Se'nin olasi etkileri
arastirildi.

Klinikte bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde, serum Ure ve kreatinin
dizeylerinin 6lgimu rutin olarak yapilmaktadir. Yapilan bircok arastirma sonucunda,
kan Ure ve kreatinin seviyelerinde meydana gelen artislar renal disfonksiyonun bir
belirteci olarak ifade edilmektedir (36,37). Atessahin ve ark. (38) cisplatin uygulamasi
yapilan ratlarda glomerular filtrasyon oraninda azalma meydana geldigini ve buna
bagli olarak serum Ure ve kreatinin dizeylerinde artis oldugunu ifade etmislerdir.
Farkli bir arastirmada da, organofosfatl bir insektisit olan thimet uygulanan ratlarda
bobrek tibdllerinde hasar olustugu, bobrek fonksiyon bozuklugu gelistigi ve serum
kreatinin dizeylerinde artis meydana geldigi rapor edilmistir (39). Gelen ve ark. (40)
ratlarda 5-FU ile indukledikleri nefrotoksisite modelinde serum kreatinin ve BUN
dizeylerinin dnemli diizeyde arttigini ve protektif amach Naringin uygulamasinin bu

parametrelerdeki artiglar inhibe ettigini ifade etmislerdir. Calismamizda ACR
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grubunda serum Ure ve kreatinin dizeylerinin kontrole gére anlamli duzeyde arttigi
gozlemlendi. Se'nin 6zellikle ylksek dozunun, ACR nefrotoksisitesine karsi protektif
etki sagladigi ve buna bagli olarak Ure ve kreatinin dizeylerinin toksikasyon
grubundan anlamli dizeyde dusik oldugu ve kontrolle farkhhk arz etmedigi
belirlendi.

Hicrelerde yasamsal faaliyetlerin seyri icerisinde oksidanlar denilen kimyasal
bilesikler surekli agiga ¢ikmaktadir ve oksidanlarin Uretimi antioksidan sistemler
tarafindan kontrol edilmektedir. Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmasi ise oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksidatif stres bircok hastaligin ve
toksisitenin patogenezinde cok onemli roller oynamaktadir (41). Ratlarda deneysel
olarak ACR ile indlklenen nefrotoksisite modeli calismalarinda, ACR uygulanan
ratlarda renal MDA dlzeylerinde artis ve GSH, GSH-Px, SOD ve CAT aktivitelerinde
onemli diizeyde azalma oldugu belirlenmistir (42, 43). Literattrle uyumlu bir sekilde
bizim calismamizda da, ACR uygulamasinin renal MDA duzeylerinde artisa, GSH, GPx,
SOD ve CAT aktivitelerinde ise dnemli dizeyde azalmaya sebep oldugu belirlendi.
Soudani N. ve ark. (44) deney hayvanlarinda krom ile indlkledikleri renal toksisitede
Se (0,5 mg/kg) uygulamasinin, renal MDA duizeylerindeki artisi ve SOD, GPx ve CAT
aktivitelerindeki azalmayi 6nleyerek kromun sebep oldugu oksidatif stresi baskiladigi
belirlemislerdir. Bir diger arastirmada, ratlarda kadminyum (Cd) uygulamasina bagli
nefrotoksisitede Se (0,1 mg/kg, 30 glin) uygulamasinin, renal MDA dizeylerindeki
artisi ve SOD, GSH, GPx ve CAT aktivitelerindki azalmalari dnemli diizeyde 6nleyerek
antioksidan etki olusturdugu tespit edilmistir (45). Arastirmamizda literatiirle benzer
sekilde, Se uygulamasinin ACR’nin indukledigi renal oksidatif stresi baskilayarak

antioksidan etkinlik gosterdigi belirlendi.

Proinflamatuvar stokinler olan TNF-a, IL-1B ve IL-6 inflamatuvar slregte,
endotelial hucrelerde adhezyon molekillerinin  ekspresyonunu indukleyerek,
inflamatuvar hicreleri uyararak ve dolasimdaki |6kositlerin endole yapismasina sebep

olarak inflamasyonun akut cevabinin olusmasina sebep olurlar (46). Proinflamatuar bir
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sitokin olan IL-33 (47), nekrotik hiicrelerden salinir ve immun hcreler UGzerindeki
STR2R reseptorlerine baglanarak sitokinlerin sekresyonunu artirarak inflamasyonu
uyaririr (48). Yapilan bir arastirmada, farelerde ACR ile indiklenen noérotoksisitede
TNF-a ve IL-1B dizeylerinde kontrole gore 6nemli diizeyde artis meydana geldigi ve
ACR'nin inflamasyonu indikledigi belirlenmistir (49). ACR toksisitesinde ROS
seviyelerinin artmasi proinflamatuvar sitokin dulzeylerinin artisini  uyarmaktadir.
Calismamizda ACR'nin oksidatif stresi uyardigi ve renal ROS Uretimini de indukledigi
gorilda. Ghorbel ve ark. (50) ACR uygulanan ratlarda karaciger TNF-o, IL-1B ve IL-6
dizeylerinde kontrole goére anlamli dizeyde artis oldugunu rapor etmislerdir.
Kandemir ve ark. (34) bobrekte parasetamol toksisitesinde IL-33 dlzeylerinin kontrole
gore toksikasyon grubunda arttigini belirlemislerdir. Bizim calismamizda da ACR
uygulanan ratlarda toksisite grubunda TNF-o, IL-1B, IL-6 ve IL-33 duzeylerinin
istatistiksel acidan anlamli dizeyde kontrolden yiksek oldugu ve bu sonuglarin
literatlirle uyumlu oldugu belirlendi. Yapilan bir calismada deneysel akut bobrek
hasari olusturulmus ratlarda Se uygulamasinin antiinflamatuvar etki sagladig
belirlenmistir  (45). Sonuglarimizin literattrle uyumlu oldugu, ACR'nin renal

inflamasyonu uyardigi ve Se uygulamasinin antiinflamatuvar etki sagladigi gorulda.

NF-kB immun ve proinflamatuvar cevaplarda cok ©6nemli role sahip bir
transkripsiyon faktortdir. NF-kB inflamatuvar cevabi artirir, IL-6, TNF-a ve IL-1f gibi
proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini uyarir (51). ROS lar tarafindan uyarilan protein
kinazlar tarafindan forforile edilen IkBa'ya sitoplazmada baglanir. IkBa'dan NF-kB
salinmasi, NF-kB'yi cekirdege yonlendirir ve NF-kB inflamatuvar sitokinlerin promoter
bolgesine  baglanir ve proinflamatuvar genlerin  ekspresyonunu artirarak
proinflamatuvar sitokin sentezini uyarmaktadir (52). Farkli ajanlar ile indikelenen
nefrotoksisite modellerinde NF-kB aktivitesinde artis meydana gelmektedir. Sahu ve
ark. (53) cisplatin ile olusturduklari nefrotoksisite modelinde toksikasyon grubunda
NF-kB aktivasyonunun kontrole gore o6nemli dizeyde arttigini belirlemislerdir.
Kalayarasan ve ark (54) gentamisin ile olusturduklari nefrotoksisite modelinde ise
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gentamisin uygulanan ratlarda NF-«kB diizeyinde kontrole gore anlamli artis oldugunu
belirlemislerdir. Bizim c¢alismamizda da ACR uygulanan ratlarin renal NF-«kB
aktivasyonunun kontrole goére dnemli diizeyde yuksek oldugu tespit edildi. Ayrica
literattirle (55) uyumlu bir sekilde, Se uygulamasinin (6zellikle yuksek dozu) NF-kB
aktivasyonunu baskiladigini belirledik.

MAPK yolagi hiicre proliferesyonu, farklilasmasi, apoptozis ve inflamasyon gibi
farkli hiicresel aktiviteleri diizenlemektedir (56). Apoptozis ve hiicre 6limu JNK ve p38
yolaklarinin aktivasyonu ile iligkilidir ve bu iki yolak bircok hiicresel stres ile aktive olur
(57-59). Calismamizda elde ettigimiz bulgularda ACR'nin renal oksidatif stresi
indukledigi, artan oksidatif stresin ise renal MAPK1 seviyesinde artisa neden oldugu
gorildu. Se uygulamasinin hem oksidatif stresi hem de MAPK1 ekspresyonunu
onledigi belirlendi.

Yapilan galismalar ile ACR karsinojenitesinde COX-2'nin potansiyel etkili oldugu
belirlenmistir.  NF-kB'nin  COX-2 eksoresyonunun diizenlenmesinde anahtar
transkripsiyon faktérdir. ACR uygulamasinin NF-kB ekspresyonunu artirdigi ve buna
bagli olarak da COX-2 ekspresyonunda artis meydana geldigini hem literatir (60)
hem de bizim sonucglarimiz gostermektedir. ACR uygulanan ratlarda serabral korteks
(61), karaciger ve bobrek dokularinda (62) COX-2 seviyelerinde kontrole gore dnemli
dizeyde artis sebep oldugu tespit edilmis olup, calismamizda elde ettigimiz
sonuglarin literatur ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Ayrica calismamizda Se'nin, ACR
toksikasyonuna bagh COX-2 dizeylerindeki artisi baskilamasi literattrle (63, 64)
benzer etkiyi olusturdugu oldugu gorildu.

Bobreklerde KIM-1 diizeyi akut bobrek hasari durumlarinda ciddi duizeyde artar
(65). Bazi kimyasal bilesiklerle olusturulan bobrek toksisitesi modellerinde KIM-1
seviyelerinin kontrole gruplarina goére ciddi dizeyde arttigi belirlenmistir (66,67).
Bizim calismamizda da ACR'nin bdbrek hasarina sebep oldugu ve KIM-1 dizeylerinin

toksikasyon grubunda 6nemli diizeyde arttigi belirlendi. Ayrica Se'nin antioksidan ve
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antiinflamatuvar etki saglayarak KIM-1 seviyelerindeki artisi Gnemli diizeyde 6nledigi
gorildii.

Kaspaz 3, apoptozisin erken evrelerinde aktive olan anahtar bir proteazdir (68).
ACR uygulanan ratlarin siatik sinirleri ve medulla spinalislerinde Kaspaz 3 ekspresyonu
ciddi dizeyde artmaktadir (69). Bir baska arastirmada ACR ile induklenen
hepatotoksisitede karaciger Kaspaz 3 ekpresyonunun anlamli seviyede arttig
belirlenmistir (70). Calismamizda elde ettigimiz sonuclara gére ACR'nin renal Kaspaz-3
ekspresyonunu ciddi dizeyde artirarak apoptozisi uyardigi, SE'nin 6zellikle yiksek
dozunun bu artisi baskiladigi tespit edildi.

Yapilan arastirmalarda ACR uygulamasinin Bowman kapstlinde genislemeye,
tubuler dilatasyona, |6kosit infiltrasyonuna ve tlbiller arasinda ve glomerulus
fragmentleri disinda vaskuler konjesyona sebep oldugu belirlenmistir (43, 71). Bizim
sonuclarimiza gore ACR'nin bobrekte tubulus epitellerinde siddetli dlzeyde
dejenerasyon ve nekroza, interstisyel ve glomeruler damarlarda siddetli dizeyde
hiperemiye sebep oldugu ve Se'nin yuksek dozunun bu patolojileri 6nemli dizeyde
Onledigi, yalniz Se uygulamasinin ise bébrek dokusunda herhangi bir patolojiye sebep
olmadigi tespit edildi. Yapilan arastirmalarda ACR uygulamasinin renal 8 OHdG (72)
ve Bax (69) ekspresyonlari onemli dizeyde artirdigi belirlenmistir. Sonuglarimizin
literatlirle uyumlu oldugu ve ACR'nin renal 80HdG ve Bax ekspresyonunu 6nemli
dizeyde artirdigi ve ACR ile birlikte Se'nin yiksek dozun uygulandigi grupta 80OHdG
ve Bax ekspresyonunun hafif diizeyde oldugu tespit edildi.

Sonu¢ olarak bu arastirmada, ratlarda ACR uygulamasinin oksidatif stres,
inflamasyon, apoptozis ve DNA hasarini uyararak nefrotoksisiteye sebep oldugu,
Se'nin ozellikle ylUksek dozunun antioksidan, antiinflamatuvar, antiapoptotik ve
genoprotektif etki saglayarak nefrotoksisiteyi baskiladigi belirlendi. Elde edilen

bulgulardan arastirma makalesi hazirlanarak literattire kazandirilmasi planlanmaktadir.
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