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Recent findings have indicated the potential protective impacts of astaxanthin on the central nervous system
(CNS). Nevertheless, the precise influence of astaxanthin on oxidative damage caused by hydrogen
peroxide (H202) in glial cells, as well as its interplay with apoptotic and inflammatory mechanisms, remain
unclear. As a result, the primary goal of this study was to explore how astaxanthin functions as a safeguard
against glial cell damage induced by oxidative stress triggered by H20., particularly focusing on its
involvement in inflammatory and apoptotic pathways. The study employed C6 glioma cells as the
experimental model. Cells in the H202 group were subjected to hydrogen peroxide (H202) treatment for 24
hours. In the astaxanthin group, cells were treated with varying concentrations of astaxanthin for 24 hours.
For the astaxanthin + H202 group, cells were first pre-treated with different concentrations of astaxanthin
for 1 hour and subsequently exposed to H202 for 24 hours. The XTT assay was utilized to evaluate cell
viability. To demonstrate the antioxidative effect, total oxidant status (TOS) and total antioxidant status
(TAS) measurements were conducted TNF-o. and IL-1p levels were assessed using the ELISA method to
measure anti-inflammatory effect. ELISA was also employed to measure the anti-apoptotic effect,
involving the measurement of caspase 3, BAX, and Bcl-2 levels. In the group treated with both astaxanthin
and H20, astaxanthin exhibited a notable increase in cell viability within C6 cells. Additionally, it
significantly elevated the levels of TAS while decreasing the levels of TOS, indicative of reduced oxidative
stress. Furthermore, astaxanthin demonstrated a significant reduction in inflammatory markers, including
TNF-a and IL-1f levels. Moreover, it led to a substantial decrease in apoptotic markers, specifically cleaved
caspase-3 and Bax, while simultaneously increasing the levels of the anti-apoptotic protein Bcl-2.
Astaxanthin demonstrates protective properties by engaging anti-inflammatory and anti-apoptotic
pathways, countering the oxidative stress induced by hydrogen peroxide in C6 glioma cells. However, a
more comprehensive investigation is required to address the potential underlying mechanisms.

Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 11(9): 1686-1692, 2023

Hidrojen Peroksit ile indiiklenen C6 Hiicrelerinde Oksidatif Stres Kaynakl
Apoptosis ve Inflamatuar Artisina Kars1 Astaksantinin Koruyucu Etkisi
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Son galigmalar, astaksantinin merkezi sinir sistemi {izerinde koruyucu etkilere sahip oldugunu gostermektedir.
Ancak, astaksantinin hidrojen peroksit (H20) ile indiiklenen oksidatif hasar {izerindeki etkileri ve apoptotik ile
enflamatuar sistemlerle etkilesimi hala belirsizdir. Bu nedenle, bu ¢alisma astaksantinin H20; ile indiiklenen
oksidatif stres sonrasi glial hiicre hasar tizerindeki koruyucu etkisini ve bunda enflamatuar ve apoptotik yollarla
etkilesimini aragtirmayir amaglamaktadir. Calismada C6 glioma hiicreleri kullanildi. H2O2 grubundaki hiicreler
H202ile 24 saat boyunca inkiibe edildi. Astaksantin grubundaki hiicreler farkli konsantrasyonlarda astaksantin ile
24 saat boyunca inkiibe edildi. Astaksantin + H202 grubundaki hiicreler ise ¢esitli konsantrasyonlarda astaksantin
ile 1 saat boyunca inkiibe edildikten sonra 24 saat boyunca H2O2’ye maruz birakildi. Hiicre canliligt XTT testi
kullanilarak degerlendirildi. Antioksidatif etkinin gosterilmesi i¢in total oksidatif stres (TOS) ve total antioksidatif
stres (TAS) dlgtimleri yapildi. Antiinflamatuar etkinin 6lgiimii igin ELISA yontemi ile TNF-o ve IL-1p 6lgiimleri
yapildi. Antiapoptotik etkinin 6lglimii i¢in ELISA yontemi ile kaspaz 3, BAX ve Bcl-2 dlglimleri yapildi. H202
grubuna kiyasla astaksantin + H20> grubunda, astaksantin C6 hiicrelerinde hiicre canliligim 6nemli 6lgiide artirdi.
Ayni zamanda, astaksantin antioksidatif stresin bir gostergesi olan TAS seviyelerini dnemli 6lgiide artirirken TOS
seviyelerini diisiirdii. Ayrica, astaksantin TNF-a ve IL-1p gibi enflamasyon faktorlerini dnemli dlglide azaltti.
Bunun yani sira, astaksantin apoptotik proteinleri olan bdliinmiis kaspaz-3 ve Bax seviyelerini dnemli dlgiide
azaltirken, anti-apoptotik Bcl-2 protein seviyelerini artirdi. Ozetlemek gerekirse, astaksantin, oksidatif stres,
apoptoz ve enflamasyon belirteclerini etkili bir sekilde inhibe ederek anlamli bir koruyucu etki saglamaktadir.
Bununla birlikte, olasi temel mekanizmalari ele almak igin daha kapsamli bir arastirma gerekmektedir.
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Giris

Normal hiicresel metabolizma sirasinda olusturulan
hidrojen peroksit (H202) ve diger reaktif oksijen tiirleri
(ROS), hiicrelerin sinyal mekanizmasi igin hayati 6neme
sahiptir (Fernandez-Fernandez, Almeida ve Bolafios,
2012). Ancak asir1 H2O; sentezi genotoksik etkilere neden
olur ve hiicresel bilesenlere zarar verir (Gandhi ve
Abramov, 2012).

Beyin, hizli metabolizmas1 ve lipid bilesimi nedeniyle
oksidatif zarara en hassas dokudur (Yildizhan ve ark.,
2023). Oksidatif stres, Alzheimer hastaligi (AH) ve
Parkinson hastalig1 (PH) gibi noérodejeneratif durumlarin
baslica tetikleyicilerinden biridir.(Blesa ve ark., 2015).
Merkezi sinir sisteminde (MSS), glial hiicreler néronlari
desteklerken homeostazi muhafaza ederler (Garden ve
Campbell, 2016; Yildizhan ve Naziroglu, 2020). Ancak
glial hiicrelerden olan mikroglia hiicrelerinin asir1
uyarilmasi oksidatif stres ve ndroinflamasyona yol acarak
ndrodejenerasyonu tetikledigide Dbildiren ¢aligmalar
bulunmaktadir (Yildizhan ve Naziroglu, 2020). Bu nedenle
glial hiicreler, 6zellikle AH ve PH gibi ndrodejeneratif
hastaliklar i¢in hayati dneme sahiptir (Verkhratsky ve ark.,
2014; Yildizhan ve Naziroglu, 2019) Astrositler olarak
bilinen homeostazisi siirdiiren hiicreler, sinir hiicrelerini
besleyerek, kan-beyin bariyerini Kkoruyarak, sinaptik
aktiviteyi kontrol ederek ve hiicre metabolitlerini
sindirerek fizyolojik MSS islevini korumada énemli bir rol
oynarlar (Verkhratsky ve Nedergaard, 2018). Astrositler
sinir hiicreleri ve diger MSS hiicre tipleri tarafindan
iretilen  serbest radikallerin  parcalanmasint  ve
temizlenmesini tesvik ederek MSS’yi oksidatif stres
hasarina karsi korur (Cabezas ve ark., 2012). Ancak, bazi
patolojik durumlarda, astrositler zararli ROS’un ana
ireticilerinden biri olarak gorev yapabilir ve bu ekstra
serbest radikaller mikroglia aktivasyonunu dogrudan ya da
dolayli olarak artirabilir (Sofroniew ve Vinters, 2010;
Akyuva, Naziroglu ve Yildizhan, 2021). H20,, ROS gibi,
beyin hiicrelerinin diizenli metabolik siiregleri tarafindan
olusturulur ve 6nemli iletisim yollarinda yer alir. Ancak
H20; ayni zamanda toksikolojik etkilere sahiptir ve ciddi
hiicresel hasara, bunun baslica nedeni ise asir1 radikallerin
iiretimine neden olmasidir (Sahin ve Ergul, 2022). Astrosit
benzeri bir hiicre hatt1 olan C6, oksidatif stres parametreleri
de dahil olmak {izere astroasit fonksiyonunu arastirmada
yaygin olarak kullanilir (Dogan ve Yildizhan, 2021).
Ayrica, C6 hiicre hatt1 H2O gibi dis uyaricilara hizla tepki
verir, bu da oksidatif stres olusturabilir (Sahin ve Ergul,
2022).

Astaksantin ¢esitli deniz organizmalarinda yaygin
olarak bulunan kirmizi bir karotenoid pigmentidir ve giiglii
bir biyolojik antioksidan olarak islev goriir (Lorenz ve
Cysewski, 2000). Astaksantin yiliksek biyoyararlanabilirlik
ve giivenilirlik sergiler. Astaksantinin toksisite veya zararli
etkilerine dair az veri rapor edilmistir. Klinik bir ¢alisma,
Helicobacter pylori tedavisi olarak 4 hafta boyunca yiiksek
dozda astaksantin (giinlik 40 mg) uygulandiginda
herhangi bir zararli etkinin goriilmedigi bildirilmistir
(Kupcinskas ve ark., 2008). Yapilan c¢aligmalar viicut
icinde astaksantin daha dayanikli bir bilesik haline
dontigerek, serbest radikal zincir reaksiyonlarmni
sonlandirdig1 ve giiclii bir antioksidan olarak islev gordiigii
kanitlanmuigtir (Gao ve ark., 2021). Astaksantin, oksidatif

stresle iligkili durumlar, kanser, inflamatuar hastaliklar ve
diyabet gibi ¢esitli rahatsizliklar1 engelleme ve tedavi etme
Ozeligine sahip oldugu calismalarda gosterilmistir (Gao ve
ark., 2021). Farkli bir c¢alismada ise astaksantin,
antioksidan, anti-inflamatuar, antitiimor ve
immiinomodiilatuar 6zellikleri iceren genis bir biyolojik
role sahip oldugu Onerilmistir (Pereira ve ark., 2021).
Astaksantin, subaraknoid kanama rat modelinde Nrf2
sinyal yolunu kullanarak beyin hasarim1 hafifletme
yetenegi gosterdigi (Liu ve ark., 2022), fakli bir calismada
ise astaksantinin travmatik beyin hasari fare modellerinde
biligsel islevi iyilestirdigi ve beyin &demini hafiflettigi
gosterilmistir (Ji ve ark., 2017). Literatiirde astaksantinin
hakkinda bazi galigsmalar olmasina ragmen, astaksantinin
C6 glial hiicrelerindeki oksidatif hasara yonelik kesin
koruma etkileri ve temel mekanizmalari heniiz net degildir.
Bu nedenle, calismamizda astaksantinin C6 glial
hiicrelerinde H20; ile indiiklenen oksidatif hasara karsi
koruyucu etkisinin ve bu etkinin, enflamatuar ve apoptotik
yolaklarla iliskili olup olmadig1 incelendi.

Materyal ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii

C6 Glioma (CRL107) hiicre hatlari, American Type
Culture Collection’dan temin edilmis ve %10 Fetal Bovine
Serum (FBS), %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, ABD) igeren DMEM
(Thermo Fisher Scientific, Altrincham, Ingiltere)
ortaminda kiiltiirlenmistir. Hiicreler, %5 CO2 nemli
ortamda 37°C’de korunmustur. Astaksantin ve H20O;
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, ABD), DMEM iginde
¢Oziinmiis ve tedavi Oncesinde stok ¢ozeltileri
hazirlanmastir.

Hiicre Canlilik Testi

Hiicre canliligi, XTT testi kullanilarak degerlendirildi
(Roche Diagnostic, MA, USA). C6 Glioma hiicreleri, 100
ul DMEM iginde kuyucuk bagma 1 x 10* hiicre
yogunlugunda 96 kuyucuklu plakalara ekildi ve
astaksantin uygulanmadan 6nce gece boyunca biiyiitiildii.
Ertesi giin, ndrokoruyucu etkisini degerlendirmek i¢in dort
hiicre grubu hazirlandi. Kontrol grubu herhangi bir ilag
uygulanmadi. H>O; grubundaki hiicreler 0,5 mM H20: ile
24 saat boyunca tedavi edildi (Taskiran ve Ergiil, 2021).
Astaksantin grubuna ¢esitli konsantrasyonlarda (10, 20, 40,
80, 160 uM) (Karimian ve ark., 2022) astaksantin
uygulanirken astaksantintH20, grubundaki hiicrelere 1
saat siireyle farkli konsantrasyonlarda astaksantin
uygulanip ardindan 0.5 mM H>O0zye maruz birakilarak 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, medyumlar
alind1 ve kuyucuklar fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ile iki
kez yikandi. Son adimda, tiim kuyucuklara fenol kirmizisi
olmayan 100 pL DMEM ve 50 uL 50 pL XTT karisimu
eklendi, ardindan plakalar 37°C’de 4 saat boyunca tutuldu.
Plakalar ¢alkaland1 ve absorbanslar, 450 nm’de bir ELISA
mikroplaka okuyucusu (Thermo Fisher Scientifc,
Altrincham, UK) kullanilarak kaydedildi. Tiim deneyler {i¢
kez gerceklestirildi ve hiicre canlilig1, islenmemis hiicreler
olarak kontrole kiyasla canli hiicre miktar1 ylizdesi olarak
6lciildii (Sahin ve Ergul, 2022; Ataseven ve ark., 2023).
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Hiicre Homojenatlarimin Hazirlanmast

Her gruptaki hiicreler steril tiiplere alindi ve ardindan
2000 rpm’de yaklagik 10 dakika santrifij edildi.
Sitipernatanlarin ¢ikarilmasindan sonra hiicre peletleri,
yaklasik 1 milyon/ml hiicre yogunlugu olacak sekilde PBS
(pH 7,4) icerisinde siispanse edildi. I¢ bilesenleri disari
cikarmak icin tekrarlanan don ¢6z islemi uygulanmistir.
4°C’ sicaklikta 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi.
Daha sonra biyokimyasal analiz i¢in siipernatanlar elde
edildi. Orneklerdeki toplam protein seviyelerinin
belirlenmesi i¢in Bradford protein analiz kiti (Merck
Millipore, Darmstadt, Almanya) kullanildi.

TAS ve TOS olgiimii

Hiicre siipernatanlarindaki TAS konsantrasyonlari,
daha once Erel tarafindan gelistirilen otomatik bir analiz
yontemi (Rel Assay Kit Diagnostics, Antep, Turkey) ile
belirlendi. Bu yontem, serbest radikallerin reaksiyon
hizini, Fenton reaksiyonuyla hidroksil radikallerinin
iiretimi ile baglayan serbest radikal reaksiyonlarinda olugan
renkli dianisidil radikallerin absorbansini dlgerek izlemeye
dayanur. Doku orneklerindeki antioksidanlar,
konsantrasyonlarina orantili olarak renk olusumunu
baskilarlar. Sonuglar, doku protein basma mikromol
Trolox esdegerinde ifade edildi (umol Trolox Eq/mg
protein) (Erel, 2004). Hiicre siipernatanlarindaki TOS
konsantrasyonlari, daha 6nce Erel tarafindan gelistirilen
otomatik bir analiz yontemi (Rel Assay Kit Diagnostics,
Antep, Turkey) ile belirlendi. Yeterli miktarda oksidan
mevcut oldugunda ferroz iyonu ferrik iyonuna oksitlenir.
Bu yontem dokudaki ferrik iyonlarinin xylenol orange
kullanimiyla olgiilerek TOS seviyelerinin belirlenmesine
olanak saglar. Kalibrasyon i¢in H>O> kullanildi. Analiz
sonuglari, doku protein bagina mikromol H>O; esdegerinde
ifade edildi (umol H,O, Eq/mg protein) (Erel, 2005).

TNF-a, IL-1B, Béliinmiis kaspasz 3, Bax ve Bcl-2
Seviyelerinin Olgiimii

Her gruptaki hiicre siipernatantlarinda, TNF-a, IL-1f,
kesilmis kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 seviyeleri ELISA ticari

kitleri (YL Biont, Sanghay, Cin) kullanilarak o6l¢iildi.
Islem protokolleri iireticinin talimatlarina gére yapildi.

Istatistiksel analiz

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.
Veri analizleri SPSS Istatistik Programi v.22 kullanilarak
gerceklestirildi. Veriler tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirildi. Deneysel gruplar arasindaki
farklar1 belirlemek i¢in posthoc Tukey testi kullanildi ve
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

H:O02 Kaynakli Oksidatif Stres Sonrast C6 hiicre
canliligi iizerine astaksantinin etkisi

Bu ¢aligmada, astaksantinin C6 hiicrelerinde H»O; ile
indiiklenen oksidatif hasara karsi koruyucu etkilerini
degerlendirmek icin XTT hiicre canlilik testi yapild.
Astaksantinin artan dozlarmin (10-160 M) hem kontrol
grubu hem de H,0; ile tedavi edilen grubundaki hiicre
canliligina etkisi test edildi. C6 hiicrelerinin 24 saat
boyunca H,0 ile inkiibasyonu, kontrol hiicrelerine kiyasla
hiicre canliligini 6nemli dlglide azaltt1 (P<0,001; Sekil 1).

Ancak, 20, 40, 80 ve 160 uM astaksantin, H>O; ile
tedavi edilen C6 hiicrelerinde hiicre canliligimi artirdi
(P<0,001; Sekil 1). Ayrica, astaksantinin tek bagina
herhangi bir konsantrasyonda kontrol grubuna gore, hiicre
canlilgini etkilemedigi goriildii (P>0,05; Sekil 1).

Astaksantinin HzO: ile indiiklenen oksidatif hasar
sonrast TAS ve TOS seviyeleri iizerine etkisi

Hiicreler, 40 uM astaksantin ile 1 saat boyunca inkiibe
edildikten sonra 0,5 mM H20; ile veya H,O; olmadan 24
saat boyunca inkiibe edildi. Kontrol grubuna kiyasla, C6
hiicrelerinin 24 saat boyunca H,O; ile inkiibasyonu TAS
seviyelerini 6nemli dl¢iide azaltt1 (P<0,001; Sekil 2A). Ote
yandan, 40 uM astaksantin, H>O; ile tedavi edilen hiicrelere
kiyasla C6 hiicrelerinde TAS seviyelerini anlamli bir sekilde
yikseldi (P<0,001; Sekil 2A). C6 hiicrelerinin 24 saat
boyunca H;O; ile inkiibasyonu, TOS seviyelerini kontrol
grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide yiikseltti (P<0,001; Sekil 2B).
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Sekil 1: H.0; ile C6 hiicre hattinda indiiklenen sitotoksisite tizerine astaksantinin etkisi.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. *P<0,01, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; #P<0,01, H202 grubu karsilastirildiginda.
Figure 1. Effect of astaxanthin on cytotoxicity induced by H2O; in C6 cell line. Data are expressed as mean +
SEM. *P<0.01, compared to the control group; #P<0.01, compared to H>O- group.
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Sekil 2: Astaksantinin H,0 ile indiiklenen oksidatif hasar Sekil 3: Astaksantinin H2O; ile indiiklenen oksidatif hasar

sonrasi TAS ve TOS seviyeleri lizerine etkisi. Veriler ortalama

+ SEM olarak ifade edilmistir. *P<0,05, kontrol grubu ile
karsilastinldiginda; #P<0,05, H,O, grubu karsilastirildiginda.

sonras1t TNF-a ve IL-1f seviyeleri iizerine etkisi. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. *P<0,05, kontrol grubu ile
karsilastinldiginda; #P<0,05, H,0, grubu karsilastirildiginda.

Figure 2. Effect of astaxanthin on TAS and TOS levels after Figure 3. Effect of astaxanthin on TNF-a and IL-1f levels

H202-induced oxidative damage. Data are expressed as
mean = SEM. *P<0.05, compared to the control group;
#P<0.05, compared to H,O, group.

Ote yandan, 40 uM astaksantin, H,O; ile tedavi edilen
hiicrelere kiyasla TOS seviyelerini anlamli bir sekilde diisiirdii
(P<0,001; Sekil 2B). Bununla birlikte, 40 uM astaksantin tek
bagina, C6 hiicrelerinde TAS ve TOS seviyelerinde kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir degisiklige neden olmadi (P>0,05;
Sekil 2A ve B).

Astaksantinin H202 ile indiiklenen oksidatif hasar
sonrast TNF-a ve IL-1p seviyeleri iizerine etkisi

ELISA 6l¢iimleri, C6 hiicrelerinde H,03 ile indiiklenen
oksidatif hasar sonrasi astaksantinin enflamatuar
belirtegler seviyeleri iizerine etkilerini degerlendirmek igin
gerceklestirildi. Hiicreler, 40 uM astaksantin ile 1 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra 0,5 mM HO; ile veya
H>O, olmadan 24 saat boyunca inkiibe edildi. C6
hiicrelerinin 24 saat boyunca H>O; ile inkiibasyonu, TNF-
a ve IL-1P seviyelerini kontrol grubuna kiyasla 6nemli
olgiide yiikseltti (P<0,001; Sekil 3A ve B). Ote yandan, 40
uM astaksantin, H2O ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla
NF-o ve IL-1fB seviyelerini anlamli bir sekilde diisiirdii
(P<0,001; Sekil 3A ve B). Bununla birlikte, 40 pM
astaksantin tek basina, C6 hiicrelerinde NF-o ve IL-1B
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
degisiklige neden olmadi (P>0,05; Sekil 3A ve B).

after H,O2-induced oxidative damage. Data are expressed
as mean = SEM. *P<0.05, compared to the control
group; #P<0.05, compared to H>0- group.

Astaksantinin H20:z ile indiiklenen oksidatif hasar
sonrast Boliinmiis kaspasz 3, Bax ve Bcl-2 seviyeleri
iizerine etkisi

ELISA olg¢timleri, C6 hiicrelerinde H203 ile indiiklenen
oksidatif hasar sonrasi astaksantinin apoptoz belirtecleri
seviyeleri  lizerine etkilerini  degerlendirmek igin
gercgeklestirildi. Hiicreler, 40 uM astaksantin ile 1 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra 0,5 mM H,O; ile veya
H,0, olmadan 24 saat boyunca inkiibe edildi. C6
hiicrelerinin 24 saat boyunca H»0. ile inkiibasyonu,
bolinmiis kaspasz 3 ve Bax seviyelerini kontrol grubuna
kiyasla 6nemli dl¢iide yiikseltti (P<0,001; Sekil 4A ve B).
Ote yandan, 40 uM astaksantin, H,O ile tedavi edilen
hiicrelere kiyasla boliinmiis kaspasz 3 ve Bax seviyelerini
anlamh bir sekilde disiirdi (P<0,001; Sekil 4A ve B).
Buna ek olarak, C6 hiicrelerinin 24 saat boyunca H>O; ile
inkiibasyonu kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 seviyelerini
onemli 6l¢iide azaltt: (P<0,001; Sekil 4C). Ote yandan, 40
uM astaksantin, H>Ozile tedavi edilen hiicrelere kiyasla C6
hiicrelerinde Bcl-2 seviyelerini anlamli diizeyde yiikseltti
(P<0,001; Sekil 4C). Bununla birlikte, 40 uM astaksantin
tek basma, C6 hiicrelerinde kaspasz 3, Bax ve Bcl-2
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
degisiklige neden olmadi, (P>0,05; Sekil 4A, B ve C).
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Bu caligma kapsaminda, H,O. ile indiikklenen C6
hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli apoptosis ve
inflamatuar artisina karsi astaksantinin koruyucu etkisi ilk
kez arastirildi. Oksidatif stres, organizmada oksidan
maddeler ile antioksidan savunma sistemleri arasinda bir
dengesizligi ifade eder. Bu dengesizlik, reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 iiretimine yol agar, bu da dokularin hasar
gérmesine ve organizmanin normal fizyolojik islevinin
bozulmasma neden olur (Singh ve ark., 2019) Ayrica,
kanitlanmig bulgular, oksidatif stresin, merkezi sinir
sistemindeki norodejeneratif hastaliklarin baglangic1 ve
ilerlemesi ile karmagik bir sekilde baglantili oldugunu
gostermektedir (Yildizhan ve Oztiirk, 2022). Demir ve
arkadaglari, astaksantin ratlara uygulamasinin, testis
torsiyon/detorsiyon (T/D) grubuna kiyasla belirgin sekilde
TAS ve CAT seviyelerinde yiikselme ile birlikte MDA,
TOS ve OSI seviyelerinde 6nemli 6l¢iide azalmaya neden
oldugunu gostermistir (Demir ve ark., 2021). Ayrica,
Aslankoc’un arastirmasi, astaksantinin - metotreksat
grubuna kiyasla ratlarin serebral korteks, hipokampus ve
kan dolagiminda yiikselmis TAS seviyelerine yol agtigini
tespit etmistir (Aslankoc ve ark., 2021). Bizim
calismamizda da bu c¢aligmalarla uyumlu olarak,
astaksantin, C6 hiicrelerinde H,O; ile indiiklenen oksidatif
hasar sonrasinda antioksidan etki gostererek TAS
seviyelerini belirgin sekilde artirdi ve oksidatif stres
belirleyicisi olan TOS seviyelerini azaltti. Antioksidan
sistemini giliclendirmek ve oksidatif stresi hafifletmek,
astaksantinin C6 hiicrelerinde koruma sagladigi olas1 bir
mekanizmayi1 olusturabilir. Bu bilgilerle uyumlu olarak,
mevcut ¢aligma astaksantin tedavisi sonrasinda C6
hiicrelerinde H»0, ile indiikklenen oksidatif hasarin
ardindan hiicre 6liimiinde belirgin bir azalma sergiledi.

Astrositler, merkezi sinir sisteminin iltihabi yanitinda
ve dogustan bagisiklikta 6nemli bir rol oynarlar. Farkli
MSS  bozukluklarinda, pro-inflamatuar astrositlerin
aktivasyonu, stirekli olarak 6nemli miktarda inflamasyon
mediatorlerinin salinimina ve ndronal hasara neden olur
(Chen ve ark., 2020). Oksidatif stres, hem astrosit iligkili
enflamasyonun hem de astroglial aktivasyonunun
yonlendirilmesinde 6nemli bir rol oynar. Serbest
radikaller, astroglial hiicreler i¢inde gesitli enflamatuar
sinyal yolaklarim tetikleme kapasitesine sahiptir, bu da
enflamatuar faktorlerin salinimini destekler (Rizor ve ark.,
2019). Bu nedenle, glial aktivasyon, sinir sistemi i¢inde
norodejenerasyonla yakindan iligkili olan bir enflamasyona
yol acar (Chen ve ark., 2020).

TNF-o ve IL-1B, immiin hiicreler tarafindan salinan
proinflamatuar sitokinleri temsil eder. Caligmalar, bunlarin
MSS bozukluklarindaki katilimini gostermis ve beyinde
artan ndroinflamasyona katkida bulundugunu belirtmistir
(Wang ve ark., 2019) . Deneysel kuru g6z modelinde in
vitro ve in vivo hiperozmolaritede astaksantinin
inflamasyon {izerine etkisini incelemek i¢in Li ve
arkadaglar ile bir aragtirma gerceklestirildi. Buna gore
astaksantin uygulamasinin, kuru gbéz kontrol grubuna
kiyasla TNF-a ve IL-1p protein seviyelerinde 6nemli bir
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Li ve ark., 2020).
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Sekil 4: Astaksantinin w202 ile indiiklenen oksidatif hasar
sonras1 Boliinmiis kaspasz 3, Bax ve Bcl-2 seviyeleri

tizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
*P<0,05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; #P<0,05, H,O, grubu
karsilastirldiginda.

Figure 4: Effect of astaxanthin on Cleaved caspase 3, Bax
and Bcl-2 levels after H,0»-induced oxidative damage.
Data are expressed as mean = SEM. *P<0.05, compared
to the control group; *P<0.05, compared to H,O2 group.

Yang’in ¢aligmasi, akut serebral enfarktiis grubuna
kiyasla astaksantin uygulanmasi ile nérolojik fonksiyonda
onemli Olgiide diizelmeye yol acgtigini, ayni anda beyin
O0demi indeksi, serebral enfarkt alani, serebral patolojik
hasar ve beyin hiicresi apoptozu gibi parametreleri
azalttigini gosterdi. Ayrica, astaksantin, TNF-a, IL-1p, IL-
6 ve Bax seviyelerinin azaltilmasi yoluyla BCL-2 protein
ifadesini artmaya yol agt1 (Yang ve ark., 2021).

Bu arastirma kapsaminda, astaksantin uygulamasi, C6
hiicrelerinde H»O, ile indiiklenen oksidatif hasar
sonrasinda IL-1f ve TNF-o seviyelerinde belirgin bir
diisiise neden oldu ve daha dnceki arastirma bulgulariyla
uyumluydu. Astaksantinin enflamatuar yolak
modiilasyonundaki etkisinin, H2O; ile indiiklenen oksidatif
hasar sonrasinda C6 hiicrelerinde ek bir potansiyel
koruyucu mekanizma olarak hizmet edebilecegi makul bir
olasiliktir. Birgok arastirma, astaksantinin MSS dahil
cesitli dokularda anti-apoptotik 6zelliklerine isaret
etmektedir (Li ve ark., 2021; Taheri ve ark., 2022).
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Astaksantinin travmatik beyin hasar1 sonrasinda
belirgin nérokoruyucu etkiler sergiledigi, oksidatif stresin
azaltilmas1 ve noronal apoptozun hafifletilmesi yoluyla
ortaya ¢ikmustir (Zhang ve ark., 2021). Bax ve kaspaz-3 gibi
pro-apoptotik proteinlerin apoptozu aktive ettigi, buna
karsihk anti-apoptotik protein  Bcl-2’nin  apoptozu
engelledigi belirtilmektedir (Ergul ve Bakar-Ates, 2020). Bu
calisma kapsaminda, astaksantin uygulanmasi C6
hiicrelerinde apoptozu hafifletme potansiyelini
degerlendirmek i¢in ELISA testleri yapildi. H,O; grubuna
kiyasla, astaksantin C6 hiicrelerinde bdliinmiis kaspaz-3 ve
Bax seviyelerini etkili bir sekilde azaltarak ve ayn1 anda Bcl-
2 seviyelerini yiikselterek dikkate deger bir apoptoz
inhibisyonu sergiledi. Bulgularimiz, astaksantinin C6
glioma hiicre hattinda H20O tarafindan indiiklenen oksidatif
hasar sonrasinda glial hiicrelerin canliligina koruyucu bir
etki gosterdigini onermektedir. Norodejeneratif hastaliklar
baglaminda glial hiicrelerin Onemini g6z Oniinde
bulundurarak, astaksantin bu tiir hastaliklarin tedavisi igin
potansiyel olarak destekleyici bir terapdtik ajan olarak
hizmet edebilir. Yine de, bu hipotezi dogrulamak i¢in daha
kapsamli aragtirmalar gerekmektedir.

Sonug¢

Bu c¢alismanin bulgular1, astaksantinin H20; ile
indiiklenen oksidatif hasar sonrasinda glial hiicre 6liimiinii
etkili bir sekilde azalttigin1 gdstermektedir. Astaksantinin
TOS’un etkili bir sekilde baskilanmasim1i ve TAS
seviyelerinin dikkate deger yilikselmesini gdstermektedir.
Ayrica, astaksantin uygulanmasina bagl olarak, IL-1p ve
TNF-a gibi enflamatuar yolak proteinlerinin seviyelerinde
belirgin bir azalma gdzlenmistir. Bunun yani sira,
astaksantin uygulanmasi, H>O> ile indiiklenen oksidatif
hasar sonrasinda boliinmiis kaspaz-3 ve Bcl-2 ifadelerinde
belirgin bir artisa ve aynt anda Bax protein seviyelerinin
azalmasina yol agmistir. Ozetlemek gerekirse, astaksantin,
oksidatif stres, apoptoz ve enflamasyon belirteclerini etkili
bir sekilde inhibe ederek anlamli bir koruyucu etki
saglamaktadir. Bununla birlikte, olasi temel mekanizmalari
ele almak i¢in daha kapsamli bir arastirma gerekmektedir.
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