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0z

Amag: Otofaji, hiicresel homeostazda rol oynayan fizyolojik bir siirectir. Bununla birlikte, otofajik anomaliler kanser, nérodejeneratif
hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok patolojik durumla iligkilidir. Rottlerin, otofajinin hastaliklarla iligkisini
degerlendirmek i¢in kullanilabilecek ve tedavi stratejilerinde uygulanabilecek 6nemli bir otofaji aktivatoriidiir. Ancak literatiirde

sicanlarda otofajinin aktive edilmesinde bu molekiiliin dozlari ile ilgili herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
Rottlerin’in si¢anlarda otofaji lizerindeki etkili doz diizeyinin arastirilmasidir.

Yontemler: Yirmi dort rat, her biri alti rat iceren dort gruba ayrildi. Grup I'e (kontrol grubu) Rottlerin’in ¢oziiciisii (DMSO) verildi.
Grup II, I1I ve IV’e, sirasiyla, 0,5, 2 ve 4 mg/kg Rottlerin intraperitoneal olarak uygulandi. Ratlarin kalp dokular: otofajik vakuol, LC3B
seviyeleri ve anti-LC3B boyanma paterni agisindan incelendi. Ayrica, kan 6rneklerinde LC3B seviyeleri dl¢iildt.

Bulgular: Kalp dokularinda otofajik vakuol, LC3B diizeyleri ve anti-LC3B boyanma paternleri agisindan gruplar arasinda anlaml bir
farklilik yoktu. Rottlerin dozu arttik¢a, serum LC3B seviyelerinde artis egilimi gézlendi; ancak, farkliliklar istatistiksel olarak anlaml
degildi.

Sonuglar: Sonug olarak, bu ¢alismanin bulgularina gore, ratlarda Rottlerin kullanilarak kalp dokusunda otofajiyi aktive etmek i¢in
mevcut dozlarin ve/veya uygulama siiresinin artirilmasi gerektigi goériilmektedir. Bununla birlikte, serum sonuglari, farkl dokularda
otofajik aktivitenin artmis olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: otofaji, Rottlerin, sigan, LC3B, kalp.
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Investigation of Effective Dose Level of Rottlerin on Autophagy in Rats

Abstract

Objective: Autophagy is a physiological process playing role in cellular homeostasis. However, autophagic anomalies are associated
with many pathological conditions such as cancer, neurodegenerative diseases, and cardiovascular diseases. Rottlerin is an important
autophagic activator, which may be used to evaluate the relationship of autophagy with diseases and may be applied in treatment
strategies. Nevertheless, there are no studies in the literature regarding the doses of this molecule in activating autophagy in rats. The
aim of this study is to investigate the effective dose level of Rottlerin on autophagy in rats.

Method: Twenty four rats were divided into 4 groups with 6 rats each. The solvent (DMSO) of the Rottlerin was given to Group I
(control group). Group I, 11, and IV were administered Rottlerin(0.5, 2, and 4 mg/kg) intraperitoneally, respectively. The heart tissues
of rats were examined in terms of autophagic vacuole, LC3B levels, and anti-LC3B staining pattern. In addition, LC3B levels were
measured in blood samples.

Results: There was no significant difference between the groups in terms of autophagic vacuole, LC3B levels, and anti-LC3B staining
pattern in heart tissues. As the dose of the Rottlerin increased, a tendency to increase in serum LC3B levels was observed. However,
the differences were not statistically significant.

Conclusion: In conclusion, according to our findings, it is seen that the dose and/or application time should be increased in order to
activate autophagy in heart tissue by using Rottlerin in rats. However, serum results indicate that autophagic activity may be increased
in different tissues.

Keywords: autophagy, Rottlerin, rat, LC3B, heart.

GIRIS bir dizi intraselliler olusumun (otofagozom,
amfizom ve otolizozom) genel adi olarak
kullanilmaktadir?. LC3 (microtubule-associated

protein 1A/1B-light chain 3), normalde

Otofaji, defektif organellerin ya da istenmeyen
hiicresel proteinlerin lizozomal yikimini iceren

intaselliil bi lirectirl2, Gelismi
intaseruier i suregir e 1$m1$. sitozolik alanda lokalize iken (LC3-I), otofajik
okaryotlarda otofajinin ¢ farkl tipi vardir: B} . . :

. . .. siirecte fosfatidiletanolamin ile konjuge olarak
mikrootofaji, saperon aracili otofaji,

(LC3-1I) otofajik vakuol membranina dabhil
olmaktadir?. LC3 memelilerde birka¢ homologa
sahip olmakla birlikte, bunlarin arasinda otofaji
Olciimleri icin en yaygin olarak kullanilani
LC3B’dir8. LC3B baslica kalp, beyin, iskelet kasi
ve testiste eksprese edilir®10. Ayrica, LC3A’'nin
aksine, periferal kan lokositlerinde de bol
miktarda eksprese edildigi gosterilmistir?10.

makrootofaji3. Memeli hiicrelerinde bulunan en
yaygin otofaji tiiri olan makrootofajide,
sitoplazmik komponentlerin etrafi bir izolasyon
membranit ile sariir ve bdylece lizozomla
birlesecek sekilde bir otofagozom
olusturulur34. Mikrootofajide, kii¢ciik kargolar
direkt olarak lizozoma alinarak pargalanir3.
Saperon aracili otofaji ise, saperonlarla hedef

proteinlerin lizozomlara sunulmasidir3. Otofaji,
hiicresel homeostaziste gorevli fizyolojik bir
siire¢ olmakla birlikte, otofajik anomaliler;
kanser, norodejeneratif hastaliklar, kalp ve
damar hastaliklari, enfeksiyon hastaliklar,
kronik inflamatuvar hastaliklar, otoimmun
hastaliklar, obezite, insiilin direnci, tip 2 diyabet
ve nonalkolik yagh karaciger hastalig1 gibi
bircok patolojik durumla da iliskili olabilen
onemli bir hiicresel mekanizmadir#6. Otofajik
vakuoller, makrootofaji stirecinde ortaya ¢ikan

Gilintimiize kadar, ¢cok sayida otofaji aktivatori
ve inhibitori tespit edilmis olup; s6z konusu bu
ajanlar, hem otofaji ile hastaliklar arasindaki
iliskinin aydinlatilabilmesi amaciyla hem de
otofaji ile iliskili hastaliklarin tedavisine yonelik
yapilan bir¢ok arastirmada kullanilmistir>.
Rottlerin, Mallotus philippinensis muell
(Kamala) isimli kiiciik bir agac tiiriiniin olgun
meyvelerinden elde edilen dogal bir polifenolik
bilesik olup; PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagini
inhibe ederek otofajiyi aktive etmektedirll.
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Rottlerin, cesitli hiicre kiltirleri {izerinde
yapilan calismalarda bir otofaji aktivatori
olarak kullanilmistiri?-14, Chhiber ve ark.1516
tarafindan ratlarda yapilan c¢alismalarda,
oksalat ve kalsiyum oksalat aracili oksidatif
hasar lzerine Rottlerinin etkisi
degerlendirilmis, ancak bu arastirmalarda
Rottlerinin otofajik belirtecler iizerine etkisi
incelenmemistir. Tibbi arastirmalarda, hastalik
mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi ve yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi icin rat
modelleri  oldukca yaygin bir sekilde
kullanilmaktadiri?-19,  Rottlerin,  otofajinin
hastaliklar ile iliskisinin degerlendirilmesinde
kullanilabilecek ve tedavi stratejilerinde
uygulanabilecek o6nemli bir otofajik ajan
olmakla birlikte, bu molekiliin ratlarda hangi
dozlarda otofajiyi aktive ettigine dair
literatlirde herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu c¢alismanin amaci
Rottlerinin otofaji tlizerine etkili doz diizeyinin
ratlarda arastirilmasidir.

YONTEMLER
Etik Onay

Bu ¢alismaya, tiniversitemiz Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’'nun onayi ile baslanmistir
(2017-084).

Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Bu calismada, 250-300 gram agirliginda 24 adet
eriskin Sprague-Dawley tiri erkek rat
kullanildi. Ratlar 12 saat aydinhk 12 saat
karanlk siklusunun oldugu 22- 25 0C’lik bir
ortam sicakligina ve %55 * %5’lik nem oranina

sahip bir odada polipropilen kafeslerde
barindirildi. Deney hayvanlari randomize
olarak 4 gruba ayrildi:

Grup I (n=6): intraperitoneal (i.p.) olarak

%10’luk 0,5 mL DMSO verilen kontrol grubu.

Grup II (n=6): Dimetilsiilfoksitte (DMSO)
coziinmiis 0,5 mg/kg Rottlerin’in i.p. olarak
verildigi grup.
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Grup III (n=6): DMSO’da ¢6ziinmiis 2 mg/kg
Rottlerin’in i.p. olarak verildigi grup.

Grup IV (n=6): DMSO’da ¢oziinmiis 4 mg/kg
Rottlerin’in i.p. olarak verildigi grup.

Calismamizda kullanilan doz araligi
belirlenirken Chhiber ve ark.1>16 tarafindan
yapilan ¢alismalar temel alinmistir.

Rottlerin’in Hazirlanmasi

Rottlerin’in (Sigma-Aldriche, ABD) DMSO‘daki
(Sigma-Aldriche, = ABD) 30 mg/mL’lik
cozuntrligi dikkate alinarak; Rottlerin dozlari
%10’luk 0,5 mL DMSO c¢ozeltisinde (50 pL
DMSO + 450 uL serum fizyolojik) ¢oziildii.

Doku ve Kan Numunelerinin Elde Edilmesi

Calismada otofajik aktivitenin nispeten yiiksek
olmas1 ve calisma kolayligindan otiirti kalp
dokusu tercih edildi2®. Deney hayvanlar,
Rottlerin ve DMSO uygulamasinin ardindan 9
saat sonra inhalasyon yoluyla eter anestezisine
alinarak; kan ornekleri intrakardiyak olarak
elde edildi. Daha sonra servikal dislokasyon
yontemi ile otenazileri gerceklestirilen ratlarin
kalp dokulari ¢ikarildu.

Dokularin
Incelenmesi

Histopatolojik Acidan

Diseksiyon ile alinan kalp dokular1 %10'luk
tamponlu formaldehitte 48 saat bekletildikten
sonra kasetlenerek otomatize cihazda (Tissue-
Tek Vip6, Sakura Finetek, Japonya) doku
takibine alindi. Doku takip islemi sonrasinda
usuliine uygun olarak parafine gomiilen
dokulardan elde edilen bloklar mikrotom
(ACCU-Cut SRM200, Sakura Finetek, Japonya)
ile kesilerek 4 mikron kalinhiginda kesitler elde
edildi. Kesitler etiivde deparafinize edildikten
sonra otomatize cihazda (ST5010 XL
Autostainer, Leica  Microsystems, ABD)
Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyandu.
Boyama islemi sonrasinda manuel olarak
entellan ile kapatilan kesitler 151k mikroskobu
(BX46, Olympus, Japan) ile degerlendirildi.
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Degerlendirmede otofajik vakuollerin varlig 0
(yok) ve 1 (var) olarak skorlandi.

Immunohistokimyasal Boyama ve inceleme

Hazirlanan parafin bloklardan 3 mikron
kalinliginda kesitler pozitif sarjli polilizinli lam
tizerine alindi. Ardindan 80 0C’de 1 saat siireyle
etiivde bekletilen preparatlar, énce 5 dakika
stire ile diliisyonu azalan ksilen serisinden, daha
sonra distile sudan gegcirildi. 1:10 oraninda
sulandirilan sitrat tamponu ile antijen retrieval
islemi yapildi. Sonrasinda distile su ile yikanan
kesitler, %3'liik hidrojen peroksit iginde 10
dakika stireyle bekletilip distile su ile yikandu.
Bu islemden sonra, fosfat tamponlu (PBS)
solisyonda bekletilen primer antikor (anti-
LC3B antibody ab63817, Abcam) preparatlara
uygulandi ve tekrar PBS ile yikama islemi
yapildi. Daha sonra biotin ve streptavidin
uygulamalari gergeklestirildi (UltraVision Large
Volume Detection System anti-Polyvalent, HRP
Thermo Scientific, ABD). Ardindan kromojende
(UltraVision Quanto Detection System DAB,
Thermo Scientific, ABD), entellan kullanilarak
lamel ile kapatildi. Kesitler 151k mikroskobu
(BX46, Olympus, Japonya) ile degerlendirildi ve
boyanma o6zelligi 0 (boyanma yok) ve 1
(boyanma var) seklinde skorlandu.

Biyokimyasal Ol¢iimler

Kalp dokusu 6rnekleri PBS (pH=7,4; M=50 mM)
ile yikandi ve daha sonra agirliklar tartildi. 100
mg kalp dokusu tizerine 1 mL PBS ilave edilerek
doku numuneleri homojenize edildi (WiseTis
Homogenizer, Daihan Scientific,  Kore).
Homojenizasyonun ardindan 3000 rpm'de 20
dakika siireyle santrifiijj edilen numunelerin
sipernatan kisimlarn  alikotlandi.  Analiz

zamanina kadar ornekler -20 oC'de muhafaza
edildi.

Oda sicakliginda 20 dakika siireyle pihtilagsmasi
icin bekletilen kan érnekleri, 3000 rpm'de 20

dakika siireyle santrifij edilerek serumlar

ayristirildi.

Elde edilen serum ve doku 6rneklerinde LC3B
diizeyleri "Rat (MAP1LC3B) ELISA kiti (SunRed,
Cin, Katalog No: SRB-T-80462)" kullanilarak
sandwich ELISA yontemi ile 6l¢iildii.

istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS 20 (IBM, ABD) istatistik
programi ile degerlendirildi. Gruplardaki
verilerin normal dagilip dagilmadigi
Kolmogorov-Smirnov testi ile analiz edildi.
Doku ve kan orneklerinde, ¢alisma gruplari
arasinda LC3B diuzeyleri agisindan bir farklilik
olup olmadigi One-Way ANOVA testi ile
degerlendirildi. Gruplar otofajik vakuol ve

immunohistokimyasal boyanma skoru
acisindan  Mann-Whitney U  testi ile
karsilastirildi.  p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Biyokimyasal Olglim sonucunda, kalp

dokularinda ve serum oOrneklerinde LC3B
seviyeleri acisindan anlamli bir farklhlik
bulunamadi (sirasiyla, p=0,176 ve p=0,231)
(Tablo 1). Bununla birlikte, istatistiksel agidan
anlaml olmamasina ragmen, serum
orneklerinde doza bagh olarak LC3B
seviyelerindeki artis trendi dikkat cekiciydi
(Sekil 1). Grup I ve Grup IllI'te herhangi bir
otofajik vakuol gozlenmedi (Resim 1). Grup Il ve
Grup IV’'te otofajik vakuol bulunan birer rat
saptandi (Resim 2). Gruplar arasinda otofajik
vakuol skorlar1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik yoktu (Tablo 2). Anti-LC3B
antikoru ile yapilan immunohistokimyasal
boyali Kkesitlerin degerlendirilmesinde, tim
ratlarda izlenen tablo benzer nitelikte olup
yaygin ve hafif karakterde sitoplazmik boyanma
paterni seklindedir (Resim 3). Bu nedenle anti-
LC3B antikoru ile izlenen bu bulgular
nonspesifik boyanma olarak kabul edilmistir.
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Tablo I: Deney gruplarinda LC3B diizeyleri (ng/mL).

Kalp Dokusu Serum
(mean+SD) (mean+SD)
Grup I (DMSO) 18,81+1,20 3,36+4,33
Grup II (0,5 mg/k
pII( s/ke 16,70+1,53 4,82+0,56
Rottlerin)
Grup IIT (2 mg/k
p Il (2 me/kg 18,13+1,68 7,22+0,38
Rottlerin)
Grup IV (4 mg/k;
pIV (4 me/ke 17,95+1,88 8,44+0,24
Rottlerin) Resim 1. Grup III’e ait morfolojik limitlerde kalp dokusu
(H&E, 200x).
p degeri 0,176 0,231

Tablo II: Gruplarin otofajik vakuol skoru agisindan
karsilastirilmasi.

Grup I Grup II Grup III Grup IV

Grup I - 0,273* 1,000 0,317
Grup II - - 0,371 0,389
Grup III - - - 0,361

*Mann-Whitney U testine gore p degerleri.

100 Resim 2. Grup IV’e ait kesitte otofajik vakuoller (siyah
__ oklar) (H&E, 400x).
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Grupl Grupll Grup Il Grup IV

Sekil 1. Deney gruplarinda LC3B diizeyleri (ng/mL). Grup

I: DMSO; Grup II: 0,5 mg/kg Rottlerin; Grup III: 2 mg/kg

Rottlerin; Grup IV; 4 mg/kg Rottlerin. Resim 3. Grup IV'e ait kesitte anti-LC3B ile
immunohistokimyasal boyanma (200x).
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TARTISMA

Protein kinaz C (PKC) inhibitérii olarak bilinen
ve dogal bir polifenolik bilesik olan Rottlerin,
antioksidan, apoptotik, antiinflamatuvar,
antiproliferatif, antianjiyogenik, antiamiloid,
antikanserojen, antiallerjik, antimikrobiyal,
antifungal ve antiparazitik 6zelliklerinden
dolay1 ¢ok sayida bilimsel arastirmaya konu
olmustur2122, Rottlerinin 6nemli bir diger etkisi
de, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagin1 inhibe
ederek otofajiyi aktive etmesidirll. Rottlerinin
otofaji lizerindeki etkisi, bircok hiicre kiiltiiri
calismasinda degerlendirilmistir2-14, Bununla
birlikte, yaptigimiz  arastirmada  deney
hayvanlarina dogrudan Rottlerin uygulanarak
otofajik etkilerin incelendigi bir c¢alismaya
rastlamadik. Bizim ¢alismamiz, ratlarda farkl
dozlarda Rottlerin’in otofaji lizerine etkisinin
degerlendirildigi ilk calismadir.

Bu calismada, her ne kadar farkhlik istatistiksel
acidan anlamlhi olmasa da, Rottlerin dozu
arttik¢a serum orneklerinde LC3B seviyelerinin
de artma egiliminde oldugu goriildi. Cheng ve
ark.23 sepsisin indiikledigi miyokart infarktiisii
olan hastalarda baskilanmis otofajik aktivitenin
bir sonucu olarak serum LC3B diizeylerinin
azaldigin1 bulmuslardir. Bu sonug, serum LC3B
diizeylerinin  lokal otofajik degisiklikleri
yansitabilecegini gostermektedir. Li ve ark.24 da
akut iskemik stroklu hastalarda serum LC3B
dlizeylerinin arttigini ve infarkt hacmi ile korele
oldugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte
s6z konusu ¢alismada serum LC3B diizeyleri ile
norolojik defisitin siddeti arasinda bir iliski
belirlenememis ve bu durum, viicuttaki diger
organlarin da, serumdaki otofajik belirtecler
uzerindeki etkisine baglanmistir. Dolayisiyla,
bizim c¢alismamizda tespit ettigimiz, Rottlerin
dozuna bagh serum LC3B seviyelerindeki artma
egilimi, organizmada lokal bir otofajik aktivite
artisina isaret etmektedir. Bu calismada, kalp
dokusunda otofajik vakuol, LC3B seviyeleri ve
anti-LC3B ile boyanma paternleri agisindan
gruplar arasinda anlamh  bir farkhlk

gozlenmemesi; s6z konusu muhtemel otofajik
aktivite artisinin kalp dist1 bir dokudan
kaynaklanabilecegini diistindliirmektedir.

Sonug¢ olarak, elde ettigimiz bulgulara gore,
ratlarda Rottlerin kullanarak kalp dokusunda

otofajiyi aktive etmek icin doz ve/veya
uygulama siiresinin  artirilmas1  gerektigi
gorilmektedir. Bununla birlikte  serum

sonuglari, farkli dokularda otofajik aktivitenin
artmis olabilecegine isaret etmektedir.

Etik Kurul Karar1: Bu ¢alismaya, tiniversitemiz
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun onay1
ile baslanmistir (2017-084).
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bulunmamaktadir.
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