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ARASTIRMA

Doksorubisin ile indiiklenmis Karaciger Hasarinda
Hesperetin’in Terapotik Etkileri: DRP1 ve MFN2’nin Rolii

Amag: Kemoterapdtikler igerisinde yaygin bir kullanima sahip olan Doksorubisin (DOX)’in birgok
organ Uzerine olan toksik etkisinin ana nedeni reaktif oksijen tirleri (ROT) ve oksidatif strestir. Bu
nedenle calismamizda gigli bir antioksidan olan hesperetin (HST) kullaniminin DOX kaynakli
hepatotoksisite (izerindeki terapotik etkilerinde mitokondri ve oksidatif stres ile iligkili olduklari
bilinen Dynamin 1 Like (DRP1) ve Mitofusin 2 (MFN2)nin olasi rollerinin incelenmesi
amaclanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada kullanilan 28 adet Sprague-Dawley erkek siganlar Kontrol, DOX,
DOX+HST ve HST olmak Uzere 4 gruba ayrildi (n=7). DOX uygulamasi intraperitoneal olarak 15
mg/kg tek doz yapildi. HST uygulamasi, 28 gun boyunca gun asirt 50 mg/kg dozda oral gavaj
yoluyla gergeklestirildi. Deney sonunda dekapite edilen siganlarin serum O&rneklerinde total
antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS)leri belirlendi. Karaciger dokularinda
histopatolojik degerlendirmeler igin hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi yapildi. Ayrica DRP1 ve
MFN2 imminreaktiviteleri igin avidin-biodinperoksidaz yontemi uygulandi. DRP1 ve MFN2 mRNA
duzeylerinin tespiti igin kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu kullanildi.

Bulgular: Kontrol grubuna kiyasla DOX grubunda TAS'lerinin azaldigi, TOS’lerinin arttidi,
histopatolojik bulgularin arttigi, DRP1 ekspresyon dlzeylerinin arttidi ve MFN2 ekspresyon
dizeylerinin azaldidi belirlendi (P<0.05). Buna karsin, DOX grubuna kiyasla DOX+HST grubunda
ise TAS'lerinin arttigi, TOS’lerinin azaldigi, histopatolojik bulgularin azaldigi, DRP1 ekspresyon
diizeylerinin azaldigi ve MFN2 ekspresyon dulzeylerinin arttigi saptandi (P<0.05).

Sonug: Mevcut calismadan elde edilen sonuglar, HST'nin DOX ile indiklenen hepatotoksisite
Uzerindeki terapétik etkilerinde DRP1 ve MFN2'nin rol oynayabilecegini duglindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, hesperetin, karaciger, DRP1, MFN2

Therapeutic Effects of Hesperetin in Doxorubicin-Induced Liver Injury: The Role
of DRP1 and MFN2

Objective: The main reason of the Doxorubicin (DOX) toxicity, which is widely used among
chemotherapeutics, on many organs is the increased reactive oxygen species (ROS) and oxidative
stress. Therefore, our study aimed to evaluate the possible roles of Dynamin 1 Like (DRP1) and
Mitofusin 2 (MFN2), which are associated with mitochondria and oxidative stress, in the therapeutic
effects of hesperetin (HST), a powerful antioxidant, on DOX-induced hepatotoxicity.

Materials and Methods: 28 Sprague-Dawley male rats were divided into 4 groups: Control, DOX,
DOX+HST, and HST (n=7). DOX was administered intraperitoneally as a single dose of 15 mg/kg.
HST was performed by oral gavage at a dose of 50 mg/kg every other day for 28 days. Total
antioxidant level (TAS) and total oxidant level (TOS) were determined in serum samples of
decapitated rats. Hematoxylin-eosin staining was performed for histopathological evaluations in
liver tissues. The avidin-biotin-peroxidase method was used for DRP1 and MFN2
immunoreactivities. The gPCR was used to determine the DRP1 and MFN2 mRNA levels.

Results: Compared to the control group, it was determined that TAS level decreased, TOS level
increased, histopathological findings increased, DRP1 expression level increased and MFN2
expression level decreased in the DOX group (P<0.05). Besides, in the DOX+HST group, it was
found that TAS level increased, TOS level decresed, histopathological findings decreased, DRP1
expression level decreased and MFN2 expression level increased compared to the DOX group
(P<0.05).

Conclusion: These results suggest that DRP1 and MFN2 may play a role in the therapeutic effects
of HST on DOX-induced hepatotoxicity.

Key Words: Doxorubicin, hesperetin, liver, DRP1, MFN2

Girig

Doksorubisin (DOX) farkli kanser tirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
ilactir (1). Ancak pek cok organ Uzerindeki doz-bagimli toksisite riski ilacin klinik
kullanimini sinirlandirmaktadir (2). ilag detoksifikasyonundan esas sorumlu organ olan
karaciger, DOX kullanimina olduk¢a duyarlidir. DOX kaynakh toksisite olgularinin
yaklasik yarisinda hepatoksisite bildiriimektedir (3, 4). DOX kaynakli toksisitenin altinda
yatan baslica sebebin serbest radikal birikimi ve buna bagl ortaya gikan oksidatif stres
oldugu dustnlimektedir (5).
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Son yillarda kanser vakalarindaki énlemez artisa
bagh olarak DOX gibi glcli kemoterapétik ilaglarin
toksik etkilerini 6nleyebilecek bilesiklerin kesfedilmesine
yonelik calismalar artmistir (6). Yiksek oranda oksidatif
stres ile iliskilendirlen DOX kaynakl hepatoksisiteye
kars! anti-oksidanlarla miidahale, DOX'un neden oldugu
hasarin azaltilmasina yardimci olabilir (7). Flavonoidlerin
bir tiri olan hesperetin (HST) (5,7,3"-trihidroksi-4-
metoksil flavanon), gigli bir radikal temizleyicidir (8).
Cesitli kemoterapdétiklerin neden oldudu toksisitelere
kargi HST'nin dnleyici velveya iyilestirici etkileri
bildirilmigtir  (9). Ayrica, HST'nin sicanlarda DOX
kullanimi nedeniyle bozulan oksidatif ~ stres
parametrelerini  ve karaciger enzim  dizeylerini
iyilestirdigi ortaya konulmustur (10).

Mitokondriler enerji Uretimi igin kritik hlcresel
organeller olmanin yani sira hucresel sinyalizasyonda
6nemli roller oynarlar. Ayrica, hepatositlerde yiiksek
oranda bulunmalari, onlari ilaca bagl hepatotoksisite icin
6nemli hedefler haline getirir (11). DOX aracili artan
ROT seviyeleri, mitokondriyal dinamiklerde degisikliklere
yol acar (12). Dahasi, yapilan calismalar DOX'un
mitokondriyal fonksiyon icin hayati dneme sahip olan
mitokondriyal flizyon ve fisyon arasindaki dinamik
dengeyi bozdugunu gdstermektedir (13). Mitokondriler
icin bir igsel kalite kontrol sistemi olan bu flizyon-fisyon
dengesinin dizenlenmesinde Dynamin 1 Like (DRP1) ve
Mitofusin 2 (MFN2) gibi mitokondri ile iligkili genlerin rol
aldigi bilinmektedir. Bunun yani sira, ROT uretimindeki
artisin  mitokondriyal gen ifadelerine zarar vererek
mitokondriyal disfonksiyonu tetikledigi ve apoptoz
ve/veya nekroz gibi ciddi olumsuz sireglere neden
olabilecegi bildirilmistir (14).

DOX kaynakh hepatotoksisitede terapotik amagli
hesperetin kullaniminin DRP1 ve MFN2 gen ifadelerini
nasil etkiledigi bilinmemektedir. Calismamizda,
hesperetinin  sigan karacigerinde doksorubisin ile
induklenen toksik etkilere kargi iyilestirici etkilerinin
DRP1 ve MFNZ2 ile iligkisinin arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Aragtirma ve Yayin Etigi: Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onaylanmis
(31.01.2018-2018/02-23) olan bu g¢alismanin arastirma
biitgesi Mardin  Artuklu  Universitesi  tarafindan
kargilanmistir (Proje no: MAU.BAP.18.SY0.010).

Calismada 8-10 haftalik toplam 28 adet Sprague-
Dawley erkek sican kullanildi. Siganlar, Firat Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezinde suya ve standart
kemirgen yemine serbest erisim olacak sekilde 22-25
°C'de 12 saat/12 saat karanlik/isik rejimi altinda tutuldu.
Tdm siganlar asagidaki gibi rastgele 4 gruba ayrildi
(n=7): Grup 1: Kontrol; Grup 2: DOX; Grup 3:
DOX+HST; Grup 4: HST. DOX uygulamasi
intraperitoneal olarak 15 mg/kg tek doz yapildi. HST
uygulamasi, 28 giin boyunca giin asin 50 mg/kg'lik bir
dozda (serum fizyolojikte ¢6zdurilmusg) oral gavaj
yoluyla gerceklestirildi. Tum uygulamalar deneyin ilk
guninde baslatildi. DOX ve HST uygulamalarinin dozaji
ve suresi 6nceki arastirmalara dayanmaktadir (15, 16).

Doksorubisin ile indiiklenmis Karaciger Hasarinda ...

Temmuz 2021

Deneyin sonunda, tim siganlar ksilazin/ketamin
anestezisi altinda dekapite edildi. Ote yandan, her bir
hayvana ait karaciger doku o&rneklerinden bir kismi
histopatolojik degerlendirmeler i¢in %10 formalin iginde
fikse edilirken, bir diger kismi sivi nitrojen iginde
dondurularak molekdler analizler igin -80 °C'de saklandi.
Kan orneklerinden elde edilen serumlar biyokimyasal
analizler igin -20°C'de muhafaza edildi.

Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total
Oksidan Seviye (TOS) Olgiimleri: Sigan serum
orneklerinde total antioksidan seviye (TAS) ve total
oksidan seviye (TOS)lerinin belirlenmesi igcin enzime
bagli immunosorbent testi (ELISA) uygulandi. Sigcanlara
0zgi TAS (YLA1389RA, YL Biont, Cin) ve TOS
(YLA1372RA, YL Biont, China) ELISA kitleri kullanildi.
Analizler, kit icerisinde yer alan protokole uyularak
gerceklestirildi ve olgimler spektrofotometre cihazi
(Multiskan FC, Thermo Scientific) kullanilarak yapildi.

Histolojik Analizler: 72 saat sureyle %10 formalin
icinde fikse edilmis sican karaciger dokulari dehidre
edildi, seffaflastinildi ve parafine gémildi. Daha sonra
doku kesitleri rodajli ve polilizinli lamlara alindi ve rodajl
lamlara alinan kesitler hematoksilen ve eozin (H&E) ile
boyandi. Boyanmig karaciger kesitlerini incelemek igin
1Istk mikroskobu kullanildi. Farkli gruplarin karaciger
kesitlerinde histopatolojik farkliliklar degerlendirildi. Ote
yandan, DRP1 ve MFN2 immunoreaktivitelerini tespit
etmek igin immunohistokimyasal boyama ydntemi
kullanildi (17). Bu analiz icin DRP1 (Kat. No. ab184247,
abcam) ve MFN2 (Kat. No. YID-3452 YLBiont, Shangai,
China) primer antikorlari kullanildi.

Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (qRT-PZR): DRP1 ve MFN2 mRNA
dizeylerindeki degisiklikleri degerlendirmek i¢in éncelikle
Trizol reaktifi (MG-TRZ-01, Hibrigen, TURKIYE)
kullanilarak sigcan karaciger oOrneklerinden total RNA
izole edildi ve elde edilen RNA 6rnekleri
spektrofotometre ile miktar ve saflik agisindan analiz
edildi (BioSpec-nano, Shimadzu). Elde edilen RNA
ornekleri OneScript cDNA sentez kiti (abm, Kanada)
kullanilarak &nerilen protokole gére komplementer
DNA'ya (cDNA) donistirildi. Son olarak, Kantitatif
Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)
ABI 7500 Real-Time PCR cihazinda (Applied
Biosystems, Singapur) 2X Magic SYBR Mix
(Procomcure, Avusturya) kullanilarak gergeklestirildi.
DRP1 ve MFN2 mRNA ekspresyon seviyelerini analiz
etmek igin referans gen olarak Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH) kullanildi (Tablo 1). mRNA
ifadeleri arasindaki farkliliklarin hesaplanmasi 2-24Ct
yontemi ile gergeklestirildi. gqRT-PZR verilerinin analizi
icin “cevrimi¢ci Qiagen Gene Globe PCR veri analizi’
yéntemi kullanildi.

istatistiksel ~ Analizz Elde edilen veriler
ortalamazstandart sapma olarak sunuldu. Diger verilerin
analizinde ise IBM SPSS 22.0 paket programinda "One-
way ANOVA ve post hoc Tukey" testi kullanildi. P<0.05
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 1. Kantitatif gercek zamanl PZR analizinde kullanilan primer dizileri

Gen Adi Sembol Primer Dizisi (5’-3’)
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase* GAPDH F GACCCCTTCATTGACCTCAAC
R CGCTCCTGGAAGATGGTGATGGG
o DRP1 F TGGAAAGAGCTCAGTGCTGG
dynamin 1-like (DNM1L) R ACTCCATTTTCTTCTCCTGTTGT
. . F TCAAGCGCCAGTTTGTGGAG
Mitofusin 2 MFN2 R CACAGATGAGCAAATGTCCCAGA
*mRNA ifade dlzeylerinin tespiti i¢in referans gen olarak kullanildi.
F: Forward (lleri) primer . . . L. .
R: Reverse (Geri) primer Karacijer DRP1 ve MFN2 Immiinreaktiviteleri:
Polilizinli lamlara alinan karaciger kesitlerine yapilan
Bulgular immunohistokimyasal boyanmanin sonucunda
hepatositterde  hem DRP1 hem de MFN2
Serum TAS ve TOS Dizeylerii DOX imminreaktiviteleri tespit edildi. Karaciger dokusunda
uygulamasinin kontrole kiyasla serum TAS dizeylerini DRP1 immdinreaktivitesi; Kontrol grubuyla
istatistiksel olarak anlamli  diizeyde duslrduga kiyaslandiginda, DOX+HST ve HST gruplarinda
(P<0.001), buna karsin TOS dizeylerini arttirdidi benzerdi (sirasiyla P=0.334 ve P=0.947). Ancak DOX

(P<0.001) belirlendi. DOX uygulamasi sonrasi HST ile
tedavi yapilan grupta ise yalnizca DOX uygulanan grup
ile karsilastiriidiginda serum TOS duzeylerinin azaldidi
(P<0.001) (Sekil 1A), serum TAS dizeylerinin ise arttig
(P<0.001) (Sekil 1B) tespit edildi.

Histopatolojik Degisiklikler: Kontrol ve HST
gruplarindaki sicanlarin H&E ile boyanmis karaciger
kesitlerinde v.sentralis, portal alanlar, hepatositler,
sinuzoidler ve Kupffer hicreleri normal histolojik
go6rinimdeydi (Sekil 2 A,D). DOX grubuna ait karaciger
dokulari incelendiginde; sinuzoidlerde dilatasyon ve
konjesyon, hepatositlerde dejeneratif degisiklikler ve
ozellikle portal alanlarda daha yaygin olan inflamatuar
hicre infiltrasyonu goézlendi (Sekil 2B). DOX+HST
grubuna ait karaciger dokularinda ise sinusoidal
dilatasyonun devam ettigi ancak konjesyonun 6nemli
Olcide azaldigi, hepatositlerin normale yakin bir
gorinim sergiledigi, hicre infiltrasyonunun belirgin bir
sekilde azaldigi tespit edildi (Sekil 2C).
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grubunda Kontrol grubuna kiyasla DRP1
immdinreaktivitesinin istatistiksel olarak 6énemli diizeyde
artmis oldugu tespit edildi (P=0.006).

MFN2 immunreaktivitesi agisindan kontrol ve HST
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
g6zlenmezken (P=0.502); DOX grubunda azalmis MFN2
immunreaktivitesi  dikkat ¢cekmekteydi  (P=0.004).
DOX+HST grubunda ise DOX grubuna kiyasla artmis
(P=0.015), ancak kontrole kiyasla azalmis MFN2
immdinreaktivitesi izlendi (P=0.034) (Sekil 3, 4).

Karaciger DRP1 ve MFN2 mRNA Diizeyleri:
DRP1 ve MFN2 mRNA duzeylerindeki degisiklikleri
degerlendirmek igin yapilan gRT-PZR analizi sonucunda
kontrol ile karsilastirildiginda DOX uygulamasinin DRP1
mMRNA ekspresyon duzeylerini kontrole kiyasla arttirdigi
(P<0.001) ve MFN2 mRNA ekspresyon duzeylerini
azalttigr tespit edildi (P<0.001). Buna kargi DOX+HST

grubunda DOX grubuna kiyasla DRP1 mRNA
ekspresyon dulzeylerinin azaldigi (P<0.001), MFN2
mRNA ekspresyon duzeylerinin ise arttigi belirlendi

(P<0.001) (Sekil 5).
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Sekil 1. DOX ve/veya HST tedavisinin serum TOS ve TAS diizeylerine etkisi. A. Serum TOS seviyeleri, B. Serum TOS

seviyeleri. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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— di B Sy 4 . : i, 1 o 3
Sekil 2. Karaciger histopatolojisi (H&E). A. Kontrol (x20). B. DOX (x20). C. DOX+HST (x20). D. HST (x20).
Sinuzoidlerde dilatasyon ve konjesyon (siyah ok), hepatositlerde dejeneratif degisiklikler (ok basi) ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (yildiz) gibi histopatolojik degisiklikler isaretlenmistir.

KONTROL DOX DOX+HST HST

DRP1

MFN2

Sekil 3. Karaciger dokusunda DRP1 ve MFN2 immunreaktivitesi. DRP1 ve MFN2’e ait immunohistokimyasal boyamalar.
Kirmizi/kahverengi sitoplazmik boyanma immdinpozitif hiicreleri géstermektedir. Preparatlara Harris hematoksilen ile zit
boyama yapilmistir (x20).
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Sekil 4. Karaciger dokusunda DRP1 ve MFN2 imminreaktivitesine ait histoskor. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Sekil 5. Karaciger dokusunda DRP1 ve MFN2 mRNA duzeylerindeki degisiklikler. A. DRP1 mRNA seviyeleri, B. MFN2

mRNA seviyeleri. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

Tartisma

Karaciger ilag toksisitesine karsi oldukga duyarl bir
organ olup, DOX kaynakli hepatotoksisite hakkinda
literatirde ¢ok sayida rapor mevcuttur (7, 18).
Hepatositlerin hicre zarlari, DOX kaynakl serbest
radikal hasarina karsi savunmasizdir. DOX kaynakh
oksidatif stres DNA, RNA ve protein sentezini bozar. Bu
durum, hepatik enzim duzeylerini etkiler ve hepatositlerin
nekrozuna veya apoptozuna yol agar (19).

Ayrica DOX aracii artan ROT seviyeleri,
mitokondriyal disfonksiyona neden olur. Son yillarda,
DOX kaynakli hepatotoksisitede onemli rol
oynayabilecek alternatif mekanizmalar tespit etmek igin
yapilan arastirmalar daha cok mitokondriyal flizyon ve
fisyon proteinlerine odaklanmistir. Bunun yani sira
antioksidan takviyelerinin, klinik galismalarda, DOX

84

kaynakli toksisiteye karsi koruma gosterdigi bildirilmistir
(20).

Antrasiklinlerin, hlicre hasarina yol agacak sekilde
hicrelerin makromolekiilleri ile etkilesime giren reaktif
oksijen tlrleri olusturmak icin molekiler oksijen ile
reaksiyona giren semikinon radikal ara UrinQ
olusturdugu bilinmektedir (21). DOX uygulanan
sicanlarin karacigerinde meydana gelen histopatolojik
degisiklikler; doksorubisinden olusan reaktif ara Griiniin
(doksorubisin semikinon) neden oldugu artan oksidatif
strese bagl olabilir. DOX ile birlikte HST uygulanmasinin
bu histopatolojik  degisiklikleri azaltmasininin  ve
karacigerdeki hasari buylk oranda iyilestirmesinin,
HST'nin  antioksidan  &zellijinden  kaynaklandigini
disinmekteyiz.

Calismada DOX tedavisinin  serum TAS
dizeylerinde belirgin bir azalmaya, TOS dlzeylerinde
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ise artisa neden oldugu belirlendi. DOX ile birlikte HST
uygulanmis siganlar ise TAS dizeylerinde artig, TOS
dizeylerinde ise azalma gosterdi. Bu durum DOX ile
karaciger dokusunda oksidatif hasarin olustugunu
gOstermekte  ve  karacierde  meydana  gelen
histopatolojik degisiklikleri de desteklemektedir.

Mitokondrinin iglev bozuklugunun ATP dretiminde
azalmaya, hucresel iglevlerde ve yapida degisikliklere
yol actigr gosterilmistir (22). DOX'un genel toksisitesi,
ROT'un asiri Uretimi ve oksidatif stresle siki bir sekilde
iliskili olan mitokondrinin islevselligindeki bozukluklarla
(23) iligkili gorinmektedir (24). Bu nedenle, mitokondriyal
disfonksiyonun ortadan kaldiriimasi, DOX uygulanan
sican modellerinde karaciger hasarini iyilestirme
potansiyeline sahiptir. Bhargava ve ark. (22) DRP1
inhibisyonunun mitokondriyal fisyonu bloke ederek
iskemik bdbrek hasarini iyilestirebilecegini belirtmiglerdir.
Baska bir c¢alismada DRP1 aracili mitokondriyal
fisyonun, DOX kardiyotoksisitesinin baslatiimasinda rol
oynadigi gosterilmistir (25). Ayrica Dai ve ark. (26),
DRP1 asiri ekspresyonunun ROT olugsumunu arttirdigini
bildirmiglerdir. Calismada da yukaridaki verilerle uyumlu
sekilde DOX uygulamasiyla asiri artan, HST tedavisi ile
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