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ABSTRACT

Aim: The combination of chemotherapeutics and pomegranate
peel extract has been shown to have a stronger anti-cancer ef-
fect. However, there is no information about how pomegranate
peel extract will affect the neurotoxicity that may develop due to
cancer chemotherapy. In this study, we aimed to the effects of
strong antioxidant pomegranate peel extract on paclitaxel induced
primary neuron damage in newborn rats by biochemical and mo-
lecular analysis.

Material and Method: Paclitaxel toxicity was induced in the pri-
mary neuron cell culture derived from newborn rats. PPE 200, 300
and 400 mg/ml doses were applied 2 hours before the paclitaxel
for protective effect.

Results: In the MTT analysis, paclitaxel reduced cell viability by
caused neuronal damage at the end of 24 hours. PPE has demon-
strated significant protective effect on cell viability by preventing pa-
clitaxel toxicity at all doses. PPE was demonstrated its effects by re-
ducing oxidative stress, increasing antioxidant capacity, and also by
suppressing the TNF-o. expression which is pro-inflammatory cyto-
kine, and caspase 9 and 3 expression which are apoptotic proteins.

Conclusion: PPE prevents primary neuron damage caused
paclitaxel by its antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic
effect.
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OZET

Amagc: Potansiyel bir anti-karsinojen olan nar kabugunun kemo-
terapotikler ile tedavisinin tedaviyi destekledigi ve daha glicli anti
kanser etki olustugu gdsterilmistir. Ancak nar kabugunun kanser ke-
moterapisine bagli gelisebilecek nérotoksisiteye karsi nasil bir etki
gésterecegi konusunda bir bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda
gliclti antioksidan olan nar kabugunun siganlarda paklitaksel ile in-
dlklenen primer néron hasarindaki etkilerini biyokimyasal ve mole-
kliler analizler ile ortaya koymayr amacladik.
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Kars, Tiirkiye, 36100, Tel. 0534 210 50 42 Email. mubammedyayla@gmail.com
Gelis Tarihi: 02.08.2018 o Kabul Tarihi: 22.10.2018

Materyal ve Metot: Yeni dogan sican yavrularindan elde edilen pri-
mer néron hticre kiltlirinde paklitaksel toksisitesi indliklendi. PPE
200, 300 ve 400 mg/ml dozlarinda koruyucu etki icin paklitakselden
2 saat 6nce uygulandi.

Bulgular: Hiicre canliigi icin yapilan MTT analizinde paklitaksel 24
saat sonunda néron hasari olusturarak hiicre canliigini azaltmistir.
PPE ise tim dozlarda anlamli bir sekilde paklitaksel toksisitesini
Onleyerek hiicre canliigini korumustur. PPE bu etkilerini oksidatif
stresi azaltarak, antioksidan kapasiteyi artirarak ve ayni zamanda
pro-inflamatuar sitokin olan TNF-o eksresyonunu ve apoptotik
proteinler olan caspase 9 ve 3 ekspresyonunu baskilayarak ortaya
koymustur.

Sonug: PPE antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkisi
ile paklitaksele bagl gelisen primer néron hasarini énlemistir.

Anahtar kelimeler: apoptozis; nar; néron; oksidatif stres; paklitaksel

Giris

Mevcut antikanser ilaglar ayn1 zamanda sitotoksik et-
kileri ile bilinmektedirler. Pek ¢ok kanser tirtinde ke-
moterapi imkani saglayan bu ilaglarin ciddi yan etkileri
tedavi sonrasindaki yasami olumsuz etkilemektedir.
Caligmamizda kullandigimiz taksan sinifi bilesikler
son yillarda 6nemli kemoterapotikler arasina girmistir.
Paklitaksel ve yari sentetik tiirevi olan dosetaksel over,
meme, akciger ve pek¢ok kanser hasta grubunda tek
bagina veya diger kemoterapétiklerle kombine olarak
kullanilmaktadir'=. Nétropeni, periferik noropati gibi
ciddi yan etkilere yol acan paklitakselin yapilan ¢alis-
malar sonucunda noron hasarina da yol a¢tig1 goril-
miistiir*. Bu yiizden antikanser ilaglarin toksisitelerini
onlemek icin antioksidan ve sitoprotektif etkiye sahip
ajanlar kombine edilerek kullanilmaktadir”®. Ancak
halen kemoterapiye bagli gelisen organ hasarlarinin
oniine gegilememigtir. Bu yiizden antikanser ilaglarin
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toksik etkilerini onlemeye yonelik yeni stratejiler gelis-
tirilmekte ve giiclii antioksidan maddeler kegfedilerek
aktiviteleri denenmektedir.

Punicaceae ailesinin énemli bir tiyesi olan nar (Punica
granatum); antik ¢agdan beri bilinen pek ¢ok 6zellik-
lere sahip bir meyvedir. Nar, tohum (agurhigin %3’t),
su (agirligin %30°w) ve kabuk olmak iizere 3 béliimden
olusan gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere
sahiptir. Giinimiizde yapilan ¢aligmalarda narin kim-
yasal bilegenlerinin ve terapotik etkilerinin tanimlan-
masinda kayda deger ilerlemeler saglanmigtir. Narin
ihtiva ettigi onemli biyoaktif maddeler kabuk, meyve
ve ¢ekirdeginde farkliliklar gostermekee ve bu durum
narin hipolipidemik, antioksidan, anti diyabetik, an-
ti-neoplastik etkilerden faydalanmamiz i¢in ¢esitlilik
sunmaktadir”!!. Nar kabugundaki yiiksek miktarda
(Punikalagin) PNG, narin anti-inflamatuar, antioksi-
dan, anti-apopitotik ve daha bir¢ok faydali biyolojik
etkiler ortaya ¢ikarmasini saglamakeadir'". Yine ka-
bugunda bulunan diger yag asitleride hem antioksi-
dan hemde anti-inflamatuar etkilere sahiptir'®. Ayni
zamanda yapilan son ¢aligmalar incelendiginde nar
kabugunun potansiyel bir anti-karsinojen olabilecegini
gortilmektedir®. Kemoterapétikler ile nar kabugu eks-
tresinin kombine tedavisinin tedaviyi destekledigi ve
daha gii¢lii anti kanser etki olustugu da 6nceki ¢aligma-
larda gosterilmistir'®. Ancak nar kabugunun kanser ke-
moterapisine bagli gelisebilecek norotoksisiteye kargt
nasil bir etki gosterecegi konusunda bir bilgi bulunma-
maktadir. Bu yiizden ¢alismamizda giiglii antioksidan
olan nar kabugunun sicanlarda paklitaksel ile indiikle-
nen primer noron hasarindaki etkilerini biyokimyasal
ve molekiiler analizler ile ortaya koymayr amagladik.

Materyal ve Metot
Ekstrenin hazirlanmasi

Punica granatum (Nar), tilkemizde hicaz nari olarak bi-
linen tiirtt Mersin ilinden 2016 yilinda temin edilmistir.

Bitkilerin ekstresi, Clevenger (Wisd-Wise Therm) ci-
hazinda, su buhar distilasyonu yontemiyle elde edil-
di. Bu amagla meyveler gélgede kurutulduktan sonra
kabuklar1 ayrildi. 160 gr bitki pargalayicida ince toz
haline getirildi. Ogiitiilen 6rnek cam balon igerisine
konularak tizerine 1600 ml distile su ilave edildikten
sonra Clevenger cihazina yerlestirilip cihaz caligtiril-
d1. Buharlagma bagladiktan sonra ti¢ saat siire boyunca
bekletildi. Bu siire boyunca Clevengerin toplama bo-
rusunda biriken hidrosol steril edilmis ayr1 bir siseye
alind1. Bu stirenin sonunda toplama borusunda biriken
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son hidrosolde alindiktan sonra, geriye kalan ekstre
kullanilincaya kadar koyu renkli siselerde, agz1 kapali
olarak, +4°C‘de buzdolabinda muhafaza edildi.

Ekstrede bulunan maddelerin HPLC-DAD ile analizi

Ekstrede gallik asit, ellajik asit ve punikalajin A ve B
maddeleri tespit edildi ve miktar tayinleri Agilent 1200
Serisi HPLC-DAD cihazinda yapild..

Ornek hazirlama

Sabit tartima getirilen ekstre, konsantrasyonu 1 mg/mL
olacak gekilde metanol ile ¢oziildii ve stok ¢ozelti elde
edildi. 10000 rpmde 5 dakika santriftijlendi. Elde edilen
stipernatant fosfat tamponu (pH=2,5, 0,025 M) ile sey-
reltilerek ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Caligma ¢ozelti-
leri enjeksiyon filtresinden gegirildikten sonra sisteme
enjekte edildi. Her enjeksiyon tiger kez tekrarlandi.

Etik kurul izinleri ve hayvanlarin temini

Bu c¢alismamizda Atatiick Universitesi Deneysel
Aragtirma ve Uygulama Merkezi (ATADEM) biin-
yesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin
edilen toplam 10 adet yeni dogan Spraque dawley
cinsi sicanlar kullanildi. (Bagli bulundugum iiniver-
sitede deney hayvanlari tiretimi olmadig i¢in ¢aligma
Atatiirk Universitesi Deneysel Aragtirma ve Uygulama
Merkezinden (ATADEM) temin edildi). Caligmanin
etik kurallara uygunlugu Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-HADYEK) tara-
findan onaylanmistir (HADYEK 2017-004).

Kiiltiir yapimi

Yeni dogan Sprague dawley sigan yavrulari hizli bir ge-
kilde dekapite edildikten sonra korteks néronlart ali-
narak 1:1 tripsin ilave edildi ve inkiibatorde 30 dakika
streyle bekletildikten sonra 3 defa santriftij yapilip ve
her defasinda siipernatan atild: ve yeni medyum ilave
edildi. Ayri bir tiipte norobasal medyum 1000:1 peni-
silin 50:1 B27 supplement ve 10:1 fetal bovine serum
ilave edilerek medyum hazirlandi. Hazirlanan medyu-
mun igine hiicreler eklendi. 96 kuyucuklu plate’in her
odacigina 150 pl medyum eklendi. Hiicrelerin odacik-
larin tabanina yapigmasi ve tabanini kaplamasi ve bi-
yiimesi i¢in 10 giin enkiibat6rde bekletildi”.

lla uygulamasi

Kurulan korteks primer kiiltiiriine distile su ile ¢oziilen

PPE 200, 300 ve 400 mg/ml dozlarinda uygulandiktan



2 saat sonra 107 ve 10* M dozlarinda paklitaksel ile
toksisite olugturuldu.

Gruplar:
1. Grup; Saglikli kontrol (herhangi bir ilag uygula-

mast yapilmadi)

Grup Paklitaksel 10~ M (Toksisite grubu yiiksek doz)
Grup Paklitaksel 10-* M (Toksisite grubu diisitk doz)
Grup PPE 200 mg/ml

Grup PPE 300 mg/ml

Grup PPE 400 mg/ml

. Grup PPE 200 mg/ml + Paklitaksel-” M

. Grup PPE 300 mg/ml + Paklitaksel-” M

. Grup PPE 400 mg/ml + Paklitaksel-” M

. Grup PPE 200 mg/ml + Paklitaksel-* M

. Grup PPE 300 mg/ml + Paklitaksel-* M

. Grup PPE 400 mg/ml + Paklitaksel-* M
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Canlilik testleri

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) proliferasyon kiti (CAYMAN-10009365)
ile 6lii/canlt hiicre sayisi ortaya kondu. Hiicrelere pak-
litaksel uygulandiktan 24 saat sonra kitte yer alan di-
rektiflere uygun bir gekilde ol¢iim yapildiktan sonra
her bir numunenin absorbansi 570 nm’de mikroplate
okuyucu kullanilarak 6l¢ildi.

Oksidan ve antioksidan kapasite olgimleri

Total antioksidan kapasite (TAK) analizi: Primer
noron kiletir hiicreleri tizerindeki TAK seviyeleri-
ni belirlemek amaciyla ticari TAK kiti kullanilmistir
(RELASSAY-Mega01). Kitin uygulamasinda amag,
kullanilan 6rneklerin bir serbest radikal olan 2,2’-azino-
bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) bile-
siginin olusumunu inhibe etmek suretiyle sahip olduk-
lart antioksidan dizeylerini belirlemektir. Hiicrelere
paklitaksel uygulandiktan 24 saat sonra medyumlar
toplanarak TAK 6l¢timii yapildi. Caligmadan en iyi be-

lirlenen sonuglar arasinda kargilagtirma yapildi.

Total oksidan kapasite (TOD) Analizi: Primer no-
ron kiiltiir hiicreleri tizerindeki TOD diizeylerini
belirlemek amaciyla ticari TOD kiti kullanilmistir
(RELASSAY-Mega02). Hiicrelere paklitaksel uygu-
landiktan 24 saat sonra medyumlar toplanarak TOD
ol¢timii yapildi. Caligmadan en iyi belirlenen sonuglar
arasinda kargilagtirma yapildi.
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Molekiiler analizler: Caligmamizda Qiagenrat taq-
man problu caspase 3, caspase 9 ve TNFa mRNA
ckspresyon diizeyleri gruplar arasinda kargilagtirildi.
Caligmadan en iyi belirlenen sonuglar arasinda kargi-
lagtirma yapildi.

Hiicrelerden RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi:
Onceki yapmig oldugumuz galigmalardaki'” direkriflere
uygun bir sekilde hiicrelere paklitaksel uygulandiktan 6
saat sonra hiicreler kazinarak RNA izolasyonu (Qiagen
RNacasy mini kit-74104) ve cDNA sentezi (Qiagen
RT-HT First Strand cDNA sentezi kiti-330404)
gerceklestirilmigtir.

Real-Time PCR ile mRNA ekspresyonlarinin
kantitatif olarak belirlenmesi: Caspase 9, caspa-
se 3 ve TNF-o mRNA ckspresyonu, Taqg Man Gene
Expression Master Mix kiti kullanilarak kantifiye edil-
di. Amplifikasyon ve kantifikasyon iglemi StepOne
Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems)
cihazinda yapildi. 100ng cDNA i¢in TagMan® Gene
Expression Assays’ler pipetlendi ve 40 siklus ile ytiri-
tiildii. Cycle threshold (C)) degerleri cihazda otomatik

olarak 244%?ye ¢evrildi.

Istatistiksel analiz: Caligmamizin verileri IBM 21,00
SPSS paket programu ile istatistiksel olarak degerlen-
dirildi. Gruplar arasindaki anlamlilik icin One Way
Anova ¢oklu kargilagtirma testinden Tukey testine
gore yapildi. Sekillerde stitunlardaki harfler birbirin-
den farkli ise aralarinda anlamli bir fark vardir, harfler
birbiri ile ayni ise aralarindaki fark anlamsizdir. Analiz
i¢in ortalama ve standart sapma degerleri kullanildu.

p<0,05 anlamli kabul edildi.

Bulgular

HPLC sonuglar

Tablo I'de goruldugu gibi nar kabugu yiiksek mik-
tarda punikalagin A ve B ihtiva etmektedir. Ayni za-
manda nar kabugunda giiclii antioksidan biyoakeif
maddelerden gallik asit ve ellajik asit yeterli miktarda
bulunmaktadir.

Tablo 1. 1,00 gr ekstrede bulunan madde miktarlari

Madde Adi Miktari (mg/qg)
Gallik Asit 14,45+0,53
Punikalajin A 191,56+0,36
Punikalajin B 189,48+0,62
Ellajik Asit 68,02+0,42
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Sekil 1. Nar kabugu ekstresinin 200, 300 ve 400 mg/ml dozlarindaki néron
hiicre canliligi tizerine etkisinin MTT analizi ile gésterilmesi.

Sekil 2. Paklitakselin 107 ve 107° M dozlarindaki ndron hiicre canliligi iizerine
etkisinin MTT analizi ile gdsterilmesi (p<0,05 anlaml Kabul edilmistir. Stitun-
lardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak aralarinda anlamii bir
farkhilk var demektir).
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Sekil 3. Paklitakselin 10° M dozu ile indiiklenen ndrotoksisitede PPE’nin Ko-
ruyucu etkisinin MTT analizi ile gosterilmesi (p<0,05 anlamh Kabul edilmistir.
Stitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak aralarinda anlami
bir farklilik var demektir).

Hiicre canliligi sonuglari

Calismamizda ilk olarak nar kabugunun uyguladigimiz
dozlardaki primer noronlarin canliligs tizerindeki etki-
sini gosterdik. Sekil 1'de goriildugi tizere 200, 300 ve
400 mg/ml dozlarinda PPE’nin hiicre canlilig: tizerine
herhangi bir toksik etkisi goriilmemistir. Hatta sayisal
olarak doza bagl bir sekilde hiicre proliferasyonunda
artig gozlenmistir. Calismamizda paklitakselle indiikle-
nen toksisite gruplarinda ise doza bagli bir sekilde hiic-
re canliligr anlamli olarak azalmistir (Sekil 2) (p<0,05).
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Sekil 4. Paklitakselin 10 M dozu ile indiiklenen nérotoksisitede PPE’nin ko-
ruyucu etkisinin MTT analizi ile gésterilmesi (p<0,05 anlamii Kabul edilmistir.
Stitunlardaki harfler birbirinden farkl ise istatistiksel olarak aralarinda anlamii
bir farklilik var demektir).

Sekil 3 incelendiginde paklitakselin 10®* M dozunda
PPE’nin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi gosterilmistir.
PPE artan dozlarda paklitaksele bagli gelisen toksisi-
teyi onlemistir (p<0,05). Yine Sekil 4’te paklitakselin
10" M olan daha toksik dozuna kargi PPE anlaml: bir
etki ortaya koyarak hiicre canliligini 6nemli 6l¢tide ko-
rumugtur (p<0,05). Bu durumda toksik etki bakimin-
dan paklitakselin 107 M dozu ve koruyucu etki olarak
da PPE’nin 400 mg/ml dozu biyokimyasal ve molekii-
ler caligmalarda denenmistir.
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Sekil 5. Paklitaksel ile indiiklenen ndrotoksisitede PPE uygulamasinin Total
oksidan diizey (TOD) lizerindeki etkilerinin gdsterilmesi (p<0,05 anlaml Kabul
edilmistir. Stitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak aralarinda
anlamii bir farklilik var demektir. PPE4:400 mg/ml, P7:107 M).
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Sekil 7. Paklitaksel ile indtiklenen ndrotoksisitede PPE uygulamasinin pro-inflamatu-
ar sitokin olan TNF-o. mRNA ekspresyonu tizerindeki etkilerinin gdsterilmesi (p<0,05
anlamii Kabul edilmistir. Siitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak
aralarinda anlamii bir farkliik var demektir. PPE4:400 mg/mi, P7:107 M).

Toplam oksidan dtizeyin (TOD) belirlenmesi
Sekil S’te gruplar arasindaki TOD diizeyleri kargilagtiril-

migtr. PPE noron kiltiiriiniin oksidan diizeyi tizerinde
tek bagina bir etki olusturmamigtir (p>0,05). Ancak pak-
litaksel uygulamasi oksidan diizeyi kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde artrmistir (p<0,05). Bu durum pakli-
takselin oksidatif stresi artirdigini ve noron hasarinda et-
kili bir mekanizma olabilecegini gostermektedir. PPE ise
paklitakselin artirmis oldugu oksidatif stresi saglikli gruba
yaklagtirmig ve koruyucu etki ortaya koymustur (p<0,05).

Sekil 6. Paklitaksel ile indiiklenen ndrotoksisitede PPE uygulamasinin Total
antioksidan kapasite (TAK) lizerindeki etkilerinin gdsterilmesi (p<0,05 anlamii
Kabul edilmistir. Stitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak
aralarinda anlamii bir farklilik var demektir. PPE4:400 mg/ml, P7:1077 M).

Toplam antioksidan kapasitenin (TAK) belirlenmesi
Sekil 6’ya gore PPE tek bagina toplam antioksidan ka-

pasiteyi kontrol grubuna gore anlamli bir gekilde ar-
armugtir (p<0,05). Paklitaksel uygulamas: ise kontrol
grubuna gore anlamli gekilde antioksidan kapasiteyi
azaltmistir (p<0,05). PPE, paklitaksele bagl gelisen
azalmig antioksidan kapasiteyi diizelterek hiicre toksi-
sitesini 6nemli 6l¢iide 6nlemistir (p<0,05).

TNF-o. mRNA ekspresyon diizeyleri

Paklitaksele bagli gelisen hasarin mekanizmasinda
inflamasyonun roliinii gosterebilmek i¢in TNF-« se-
viyeleri 6l¢iildii (Sekil 7). PPE uygulamasi tek bagina
kontrol grubuna gére herhangi bir etki ortaya koyma-
mustir (p>0,05). Ancak paklitaksel uygulamasi TNF-a
mRNA ckspresyonunu anlamli gekilde artirmigtir
(p<0,05). Bu durum paklitakselin oksidatif stres ile
birlikte inflamasyonuda arturdigini géstermekeedir.
PPE ise paklitaksele bagli gelisen inflamasyonu 6nemli
ol¢iide azaltarak anti-inflamatuar etki ortaya koymug
ve noéron hasarini énlemistir (p<0,05).

Apoptotik etkinin gésterilmesi
Caspase 9 mRNA ekspresyon diizeyleri: Paklitaksel

kanser hiicrelerinde azalmig olan apoptozisi artira-
rak kanser hiicreleri ile savagmaktadir. Ancak sag-
liklt hiicreler tizerinde de bu etkisi ile ciddi yan et-

kiler ortaya cikmaktadir. Caligmamizda paklitaksel

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157
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Sekil 8. Paklitaksel ile indiiklenen norotoksisitede PPE uygulamasinin apoptotik
protein olan caspase 9 mRNA ekspresyonu lizerindeki etkilerinin gosterilm-
esi (p<0,05 anlamh Kabul edilmistir. Siitunlardaki harfler birbirinden farkli ise
istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir farkliik var demektir. PPE4:400 mg/
ml, P7:10-” M).

uygulamasi caspase 9 ve caspase 3 mRNA ckspres-
yonlarint primer néron hiicrelerinde anlamli gekilde
artirmigtir (p<0,05). Bu durum oksidatif stress ve inf-
lamasyon ile birlikte hiicrelerin apoptoza ugradig: ve
bu sekilde ciddi toksik etki ortaya koyabilecegini gos-
termektedir (Sekil 8 ve 9). Tek bagina PPE uygulamas:
caspase 9 mRNA ekspresyonunu baskilarken caspase 3
mRNA eksprsyonu tizerinde herhangi bir etki ortaya
koymamisur. Ancak, PPE uygulamasindan sonra pak-
litaksel verildiginde PPE, paklitakselin yapmigs oldugu
apoptotik proteinlerin gen diizeyindeki ekspresyon ar-
tiglarini 6nlemis ve hiicre canliligini korumugtur.

Tartisma

Caligmamizda gii¢lii antioksidan ve antikanser etkinli-
gi olan nar kabugu ekstresinin sicanlarda paklitaksel ile
indiiklenen primer néron hasarindaki koruyucu rolle-
rini biyokimyasal ve molekiiler olarak gosterdik.

Son zamanlarda kanser kemoterapisindeki yayginlig:
artan paklitaksel ayn1 zamanda pek ¢ok kemoterapo-
tik ajan ile de birlikte kullanilabilmektedir. Ancak son
zamanlarda kanser hastalarinin tedavi sonrasinda ilaca
bagli gelisen toksisite riskinin artmasi kemoterapétik
ilaglara destekleyici alternatif yaklagimlarin artmasina
yol agmugtir. Paklitakselin pek cok yan etkisi olmasina
ragmen konumuzla ilgili olarak nérotoksisiteye yol ag-
masi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir.
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Sekil 9. Paklitaksel ile indtiklenen nérotoksisitede PPE uygulamasinin apoptotik
protein olan caspase 3 mRNA ekspresyonu (izerindeki etkilerinin gdsterilm-
esi (p<0,05 anlaml Kabul edilmistir. Siitunlardaki harfler birbirinden farkh ise
istatistiksel olarak aralarinda anlamii bir farkliik var demektir. PPE4:400 mg/
ml, P7:10-” M).

Caligmalar paklitakselin doza ve zaman bagli olarak
nérotoksisiteye yol acabilecegini gostermektedir®.
Pakitaksel maruziyeti sonrasin da aksonlar sigerek'
parcalanir ve noron Slimii gergeklesir®®. Ayni za-
manda paklitakselin akson uzunlugunu azaltug ve
dogrudan ¢evresel faktorleri uyararak aksonal deje-
nerasyona yol actif1 onceki caligmalarda gosterilmis-
tir®”. Ancak hasarin mekanizmasi hentiz tam olarak
aydinlaulamamigtir.

Yapilan ¢aligmalarda toksisitenin 6nemli gostergelerin-
den birisi hiicre canliligs testidir. 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) hiicre
canlilig1 i¢in yaygin olarak kullanilan 6nemli yontem-
lerden birisidir. Canli hiicrelerde mitokondride yer
alan stiksinat-dehidrogenaz enzimi tetrazolyum halka-
sin1 pargalayarak ¢oziinmeyen formazan tuzlart olug-
turur. Hicreler ¢ogaldik¢a formazon tuzu olusumuna
bagli olarak absorbans degeri de artar* .

Onceki yapilan ¢aligmalarda paklitakselin sitotoksik
etkisine bagli olarak primer noron canliligini azaltug:
gosterilmigtir”?. Caligmamizda da paklitaksel uygula-
mast doza bagli olarak primer néron hiicrelerinin canli-
ligin1 6nemli 6l¢tide azalemigtir. PPE nin ise tek bagina
verildigi zaman tiim dozlarda herhangi bir toksik etki
olugturmadig: gorilmugtir. Hatta sayisal olarak hiicre
proliferayonunu artirmigtir. PPE, paklitaksele bagli ge-
lisen primer noéron hasarini 6nemli ol¢iide 6nleyerek



hiicre canliligini korumugtur. Daha 6nceki yapilan ¢a-
lismalarda nar kabugu ekstresi kullaniminin pek ¢ok
farkli modelde olusturulan toksisiteyi 6nledigi goste-
rilmigtir**?. PPE genel olarak bu etkilerini antioksidan
ve antiinflamatuar etkinligi ile ortaya koymugtur.

Bizde caligmamizda paklitakselin primer néron tze-
rindeki toksik etkisinin ve PPE’nin ise gostermis oldu-
gu bu protektif etkinin hangi mekanizmalar tizerinden
oldugunu anlamak i¢in biyokimyasal ve molekiiler ana-

lizler ile bulgularimizi destekledik.

Paklitakselin nérotoksisiteye yol agan en 6nemli etkile-
rinden birisi oksidatif stresin artmasi ve antioksidan sis-
temin ise azalmasidir’*¢-%". Oksidatif strese bagli olarak
artmig serbest radikaller membran hasarina yol acarak
hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir. Viicudumuzda
ise serbest radikallerin bu zararl etkilerinden korun-
mak i¢in anti-oksidan savunma sistemleri bulunmakta-
dir. Eger antioksidan savunma sistemi azalirsa oksidatif
stresin verecedi hasar daha da siddetlenir. Bu yiizden
antioksidan etkinlige sahip olan maddelerin oksidatif
strese bagli gelisebilecek hasari 6nledigi distintilmek-
tedir®®?. Yapilan caligmalarda oksidatif stres ve anti-
oksidan sistemin gostergesi olarak pek ¢ok yontem
kullanilmaktadir. Bunlardan o6zellikle dogrudan top-
lam oksidan ve antioksidan diizeyi belirlememize yar-
dimci olan TAK ve TOD o6l¢timleri literatiirde yaygin
olarak kullanilmaktadir®*-32. Paklitakselle indiiklenen
nérotoksisitede TOD seviyesinin artugi, TAK sevi-
yesinin ise azaldig1 onceki ¢aligmalarda gosterilmistir”.
Caligmamizda tek bagina PPE uygulamasi toplam oksi-
dan diizeyi etkilemezken, toplam antioksidan kapasite-
yi kontrol grubuna gére arturmugtir. Ancak paklitaksel
uygulamasi oksidan diizeyi artrirken, antioksidan di-
zeyi de anlamli gekilde azaltmigtir. PPE 400+ paklitak-
sel grubunda ise PPE, paklitakselin etkisini 6nleyerek
oksidatif stresin azalmasini saglamig ve néron hasarini
korumugtur.

Caligmamizda ikincil olarak hasarin 6nemli bir gos-
tergesi olan inflamasyonun varligi gosterilmigtir.
Bilindigi tizere ilaca bagli gelisen toksisitelerde ok-
sidatif strese inflamasyonda eglik etmekte ve hasarin
siddeti artmaktadir. Membrana yerlesmis bir sitokin
olan TNF-a viicudumuzda hem proinflamatuar etki-
leri ile hem de ekstrinsik apoptotik etkisi ile bilinmek-
tedir®. Artmig olan TNF-o makrofajlar ve monositler
ile birlikte inflamatuar siireci baglatarak geligen hasarin
siddetlenmesine yol agmaktadir. Ayni zamanda hiic-
re yiizeyindeki TNF-o. reseptor 1 (TNFR1) veya 2
(TNFR2)’ye baglanarak apoptozisin baglamasina yol
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agmaktadir’*®. Yapilan nérotoksisite caligmalarinda
paklitakselin proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a
tiretimini artirdigini gostermekeedir®***. Bu durum
paklitakselin hem inflamasyona yol a¢tigi hem de n6-
ron hiicrelerinin apoptozisine yol agabilecegini gos-
termektedir. Caligmamizda da paklitaksel uygulamast
kontrol grubuna gore anlamli gekilde TNF-o ekspres-
yonunu indiiklerken PPE uygulamasi bu etkiyi 6nemli
ol¢tide diizeltmigtir. PPE’nin artmis olan TNF-a eks-
presyonunu 6nlemesi antioksidan etkisinin yaninda
onemli anti-inflamatuar etkilere sahip oldugunu gos-
termektedir. Nitekim yapilan caligmalarda da PPE’nin
antiinflamatuar etkinligi desteklenmektedir®®®. Bu
yiizden PPE’nin pek ¢ok faydali etkiler ortaya koydugu

dugsiintilmekeedir.

Calismamizda son olarak paklitakselin indiikledigi
norotoksisitede apoptozis mekanizmasinin roliinii or-
taya koyduk. Paklitaksel bilindigi tizere mikrotiibiille-
ri stabilize ederek hiicrenin bolinmesini durdurur ve
en sonunda hiicre apoptozise ugrar*’. Paklitakselin bu
etkisi kanser hiicrelerinde secici olamadis i¢in saglikls
hiicrelerimizi de etkilemektedir. Paklitaksel apoptozi-
sin hem intrinsik hemde ekstrinsik yolaklarini aktive
ederek apopitozisi inditklemektedir. Ekstrinsik yolag:
da ozellikle TNF-'y1 indiikleyerek gostermekeedir.
Hicrelerde apoptozisin pek ¢ok farkli belirtegleri bu-
lunmakrtadir. Bunlardan hem intrinsik hemde ekstrin-
sik mekanizmanin sorumlusu caspase proteinleridir®.
Paklitakselin yapilan caligmalarda néronlarda caspase
proteinlerini indiikleyerek noron hasarina yol agabile-
cegi gosterilmigtir®>*. Literatiire paralel bir gekilde ¢a-
lisgmamizda da paklitakselin kontrol grubuna gore hem
caspase 3 hem de caspase 9 ekspresyonunu arturdigi ve
bu yiizden hiicre 6limiine yol agtigr da gosterilmistir.
PPE’nin tek bagina uygulamas: ilging bir gekilde cas-
pase 9 ekspresyonunu baskilamistir. Ancak caspase 3
tizerinde bir etkisi olmamugtir. Paklitaksele bagli artmug
olan caspase 9 ve 3 ckspresyonunu ise PPE uygulama-
st anlamli gekilde baskilayarak hiicre canliligini koru-
mugtur. Bu durum PPE’nin saglikli hiicreler tizerinde
onemli anti-apopitotik etkilerinin olabileceginin gos-
termektedir. Liu ve ark.” yaptgi ¢alismada PPE, ami-
kasin ile indiiklenen ototoksisitede caspase proteinle-
rini anlamli gekilde baskilayarak anti-apopitotik etki
gostermis ve organ hasarini 6nlemistir.

Tum bu bilgilerden yola ¢ikarak paklitakselin pek
cok farkli mekanizma ile nérotoksisiteye yol actg
gorilmektedir. PPE ise gostermis oldugu giiclii anti-
oksidan, anti-inflamatuar ve anti-apopitotik etkisi ile
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paklitakselin neden oldugu norotoksisiteyi onlemistir.
Bu ¢aligmamiz nar kabugunun saglik alanindaki fizyo-
lojik 6nemini arturmig olup ileri klinik ¢aligmalar ile
desteklenmesi sonucuna varilmigtir.
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