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Tugba SARIKAYA

Agr1 Ibrahim Cegen Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Fazile Nur EKINCI AKDEMIR

Bu tez calismasi, deneysel olarak olusturulan Cisplatin kaynakli akut beyin dokusu hasarinin
hafifletilmesinde ¢ok sayida biyolojik etkinlige sahip olan Ferulik asit’ in olas1 yararli etkilerini
ortaya koymak amaciyla planlandi.

Calismamizda otuz adet erkek rat kullanildi. Deneklerimiz her grupta 6 rat olacak sekilde
randomize olarak 5 gruba ayrilarak gruplar Kontrol, Cisplatin, Etanol, Ferulik asit ve Ferulik
asit+Cisplatin gruplar1 seklinde olusturuldu. Kontrol grubu ratlara herhangi bir ilag uygulamasi
yapilmadi. Cisplatin grubu ratlara intraperitoneal olarak tek doz 10 mg/kg cisplatin uygulanarak 24
saatlik model ile Cisplatin indiiksiyonu saglandi. Ferulik asit grubunda ise 5 giin boyunca 100
mg/kg Ferulik asit intraperitoneal olarak uygulandi. Ferulik asit+Cisplatingrubu ratlara Ferulik asit
ve Cisplatin ila¢ uygulamalari kombine olarak uygulandi. Deneyin son giiniinde tim denekler
yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edilerek hizlica beyin dokular1 alindi. Doku orneklerinde
sliperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ile glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) seviyeleri
degerlendirildi.

Elde ettigimiz biyokimyasal sonuglara gore, beyin dokusu érneklerinde MDA seviyeleri Cisplatin
grubunda artis gosterirken, bu seviyelerin Ferulik asit+Cisplatintedavi grubunda azaldigi tespit
edildi. Dahas1 SOD aktivitesinin, yalnizca Cisplatin uygulanarak beyin dokusu hasar1 olusturulan
grupta belirgin olarak azaldigi; buna karsin Ferulik asit+Cisplatinbirlikte uygulanan tedavi
grubunda ise arttig1 degerlendirildi. Ayrica, Kontrol grubu ve sadece Ferulik asit uygulanan grup
ile karsilastirildiginda Cisplatin uygulamasinin, sican beyin dokusunda GSH diizeyini disiirdiigii
gozlendi.

Biyokimyasal sonuglarimiz degerlendirildiginde, cisplatin kaynakli oksidatif beyin dokusu
hasarinda Ferulik asit’ in koruyucu bir ajan olabilecegini ifade edebiliriz.
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ABSTRACT

Master’s Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FERULIC ACID AGAINST
NEUROTOXICITY INDUCED BY CISPLATIN IN RATS

Tugba SARIKAYA

Agr1 Ibrahim Cegen University
Institute of Science and Technology
Department of Chemistry

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Fazile Nur EKINCI AKDEMIR

This thesis study was designed to demonstrate the possible beneficial effects of Ferulic acid, which
has a large number of biological activities in alleviating experimentally generated Cisplatin-derived
acute brain tissue damage.

Thirty male rats were used in our study.Experiments were randomly divided into 5 groups as 6 rats
in each group and groups formed as Control, Cisplatin, Ethanol, Ferulic acid and Ferulic
acid+Cisplatingroups.Any drug administration was made in the Control group. A single dose of 10
mg / kg cisplatinwas given as intraperitoneal and 24-hour cisplatin -induction was provided.In the
Ferulic acid group, 100 mg / kg Ferulic acidwas administered intraperitoneally for 5 days. Ferulic
acidand Cisplatin drug applications were doneas combination in Ferulic acid+Cisplatingroup. On
the last day of experiment, all experiments were sacrificed by high dose anesthesia and brain
tissues taken rapidly. Superoxide dismutase (SOD) activity and glutathione (GSH) and
malondialdehyde (MDA) levels were evaluated in all tissue samples.

According to our biochemical results, in brain tissue samples, MDA levels increased in the
Cisplatin group, but these levels decreased in the Ferulic acid+Cisplatintreatment
group.Furthermore, SOD activity was significantly reduced in the Cisplatingroup; whereas in the
Ferulic acid+Cisplatintreatment group it was evaluated to be increased.Also, when the Control and
Ferulic acid groups compared withCisplatin group, wewere observed that GSH levels reduced in rat
brain tissue.

When our biochemical results are evaluated, we can express that Ferulic acidmay be a protective
agent against oxidative brain tissue damage caused by cisplatin.

2018, 67 pages
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1. GIRIS

Sinir sisteminin normal aktivitesini degistiren, norotoksin adindaki dogal veya yapay
toksik maddelere maruz kalinmasi sonucu norotoksisite meydana gelir. Norotoksisite
sinir sisteminin diger kisimlarin1 ve beyinden gelen sinyallerin iletimini yapan
ndronlarin Olimiine veya bozulmasma neden olabilir. Norotoksisite bazi dogal
maddelerin, kozmetiklerin, kimyasal ¢6ziiciilerin, pestisitlerin, baz1 yiyeceklerin ve
agir metallerin etkisiyle ayrica organ nakli, belirli ilaglarin yanlis kullanima,
radyasyon terapisi ve kemoterapiye maruz kalinmasiyla ortaya c¢ikabilir. Bu
semptomlar ekstremitelerde zayiflik veya uyusma, hafiza kaybi, kompulsif bozukluk,
deliizyon, basagrisi, biligsel davranis problemleri ve seksiiel bozukluklar olabilir

(Argyriou et al., 2008).

Kemoterapi tedavisinde kullanilan antineoplastik ajanlarin doz kisitlayici énemli yan
etkilerinden biri norotoksisitedir. Klinikte yaygin olarak kullanilan sitotoksik
kemoterapotik amagli kullanilanilaglar, noronal hicre kaltirlerine uygulanarak
hiicreler tizerinde olasi norotoksik etkileri degerlendirilmektedir (Wick et al., 2004).
Cisplatin 6zellikle testis, over, serviks kanserleri, santral sinir sistemi timorleri,
noroblastom, osteosarkom, 6zofagus ve bas-boyun kanserleri olmak (zere solid
organ tumorlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Cisplatin’in nefrotoksik, ototoksik,
norotoksik ve kemik iligi baskilanmasi gibi yan etkileri kullanimim
siirlandirmaktadir (Saleh and El-Demerdash 2005). Cisplatin, timor hicrelerinde
dogrudan DNA hasar1 ve oksijen radikalleri olusturup hicrelerde apoptoz meydana
getirerek etkisini  gosterir  (Goncalves et al., 2013). Yapilan deneysel
calismalardacisplatinin tiimoérlerde en aktif platinyum bilesigi oldugu belirlenmis ve
1970’lerde klinik kemoterapétik olarak kullanilmaya baglanmistir (Tran et al., 2004).
Testis, over, serviks kanserleri, santral sinir sistemi timdrleri, ndroblastom,
osteosarkom, Ozofagus ve bas-boyun kanserlerinde olmak uzere solid organ
timorlerinin tedavisinde siklikla kullanilan cisplatin genis bir spektruma sahiptir
(Saleh and EI-Demerdash 2005). Cisplatin DNA’ ya tutunup DNA replikasyonu ve
mitozu engellemesiyle ¢cok hizli ¢ogalan hiicreler karsisinda oldukca yliksek toksisite
gosterir (Saris et al., 1996). Daha onceki bazi ¢aligmalar cisplatinin diisiik dozlarinin

hlcrelerde 6liime sebep olmak yerine hiicre dongiisiinii durduklarini géstermislerdir



(Sancho-Martinez et al., 2011). Cisplatin’ in hicrelerde hem apoptoza hem de
apoptotik olmayan nekrotik hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Sato et al,
2001; Price et al., 2004; Cepeda et al., 2007; Ramirez-Camacho et al., 2008). Hiicre
olumundn  tipi cisplatinkonsantrasyonuna  baglidir. Cisplatin  diistik
konsantrasyonlarda apoptozu tetikledigi ancak yiiksek konsantrasyonlarda nekroza

neden oldugu bilinmektedir (Sancho-Martinezet al., 2012).

Cisplatin toksisitesinin hiicresel mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bu
amagla toksisite mekanizmasim1 agiklamak amaciyla, cisplatinin etkisini
degerlendirebilmek igin ¢esitli hayvan modelleri tizerinde calisilmigtir. Cisplatin
toksisitesini agiklayacak birden fazla patofizyolojinin oldugu savunulmaktadir.
Hiicre icerisine diflizyon yoluyla giren cisplatin metabolitleri, kemoterapétik ve hatta
toksik etkisini, hicre icinde reaktif platin metabolitlerine hidrolize olarak gosterir.
Cisplatin, DNA ile etkileserek, sarmal i¢i ve sarmallar arasi ¢apraz baglar kurar. Bu
baglarin yapilmasi ise DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe eder.
Cisplatin’ in etki ettigi DNA, yeterince rejenere olamadigi igin, diizeltilemeyecek
DNA hasar1 meydana geldiyse, hiicre tarafindan tolere edilemez ve hiicrenin
apoptozisine sebep olur (Kanter et al., 2007). Bir¢cok ¢alismada, cisplatin
toksisitesinin patofizyolojisinde oksidatif stresin dnemli bir yeri oldugu gosterilmistir
(Kanter et al., 2007). Cisplatin’ in nefrotoksisite, ototoksisite ve ndrotoksisite gibi
birgok yan etkisi sebebiyle terapdtik kullanimi ve etkinligi oldukea kisithidir. Bu gibi
yan etkilerinin yani sira tiimdr hiicreleri ve normal hiicrelere karsi olan sitotoksik etki
mekanizmalarinin  anlasilabilmesi i¢in; cisplatin® in toksikolojik profilinin

tanimlanmas1 amaciyla yapilacak caligmalar oldukca yararli olacaktir.

Serbest oksijen radikalleri (SOR) nikleik asitler, serbest aminoasitler, proteinler,
lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil
olmak tizere, canli organizmalarin yapisinda bulunan neredeyse biitiin siniflara dahil
bilesiklerle reaksiyona girerek, reversibl veya irreversibl hasara neden olmaktadirlar
(Cross et al., 1987). Ayrica serbest radikallerin iltihap, iskemi ve reperflizyon, kanser
ve yaslanma gibi temel hastalik siireglerinde ¢ok biiylik 6neme sahip olduklari, bu
konularda yapilan g¢alismalarin artmasiyla daha iyi anlasilmaktadir (Cross et al.,
1987; Gursul et al., 2016; Ekinci Akdemir et al., 2016a; Ekinci Akdemir et al.,

2016b). Canli organizmalar, olduk¢a reaktif olan ve neredeyse tiim biyolojik



molekdillerle reaksiyona girerek zarar meydana getirme potansiyeline sahip olan bu
yapilari etkisiz hale getirmek {izere savunma mekanizmalarina ihtiya¢ duyarlar. Insan
organizmasini serbest radikal hasarindan koruyan enzimatik ve nonenzimatik
mekanizmalar mevcuttur. Canli hiicreleri serbest radikallerin hasarindan koruyan
baslica enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) dir. Non-enzimatik mekanizmalar arasinda ise, E ve C vitamini, glutatyon
(GSH), melatonin (MEL) ve iirik asit bulunmaktadir (Halliwell and Gutteridge,
1990). Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada bulunan koruyucu
mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus serbest
radikallerin zararli etkilerini Onler. Bu islevleri yapan maddelerin tiimiine birden

genel olarak antioksidanlar denir (Frei 1994; Akkus 1995).

Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) viicutta meydana getirdigi hasarlar1 ortadan
kaldirmak i¢in viicutta gorev alan savunma sistemi olan antioksidan savunma
sisteminde gorevli antioksidanlar, hem dogrudan hem de dolayli olarak ilaglarin,
karsinojenlerin ve birgok toksik radikal reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine karsi
hicreleri koruyan savunma sistemleridir (Mercan 2004; Halifeoglu vd 2005).
Antioksidan koruyucu sistem, hiicre i¢cinde ve hiicre zarna bagh kiiciik
molekdllerden, oksidasyon-rediiksiyon islemlerini yapan enzimlerden, hidrojen
peroksiti ve serbest radikalleri ortadan kaldiran veya zararsiz hale getiren gama-
glutamil siklusundan olusur (Cepeda et al., 2007). Oksijen radikallerini ortadan
kaldiran veya zararsiz hale getiren antioksidan enzimler ve yani sira kiiciik
molekdller (vitamin E, B-karoten, askorbat, ve GSH) hiicresel hasar1 azaltmada rol
oynarlar. Antioksidan sistem hiicreleri reaktif oksijen radikallerinden korudugu gibi,
ayn1 zamanda serbest radikallere bagli hasardan da korur. Olusan reaktif oksijen
radikalleri eger sinirlandirilmazsa protein, DNA ve doymamis yaglar gibi bir¢ok
hicresel elemanlarla tepkimeye girer ve bdylece apoptozisle sonuclanabilecek
kimyasal reaksiyonlara ve metabolik, yapisal degisikliklere neden olur (Cepeda et al.,
2007).

Ferulik asit fenolik bir bilesiktir ve bu bilesikler serbest radikalleri temizleme
yetenegine katkida bulunan 3 farkli yapisal motife sahiptir. Ferulik asit’ in benzen
halkas1 {izerindeki elektron veren gruplarinin var olmasi, serbest radikal zincir

sonlandirma reaksiyonlari i¢in ek bir 6zellik saglamaktadir. Ferulik asit’ in bir bagka



islevi ise, komsu karbon atomlar1 arasinda doymamis ¢ift bagh karboksilik asit
grubunun serbest radikaller i¢in ek atak bolgeleri saglamasi ve boylelikle onlar
membran ataklarindan korumasidir. Ayrica, bu karboksilik asit gruplart lipid
peroksidasyonuna karst bir miktar koruma saglayan cift katli lipid tabakasina
baglanarak Ferulik asit’ in bir dayanagi olarak da gorev yapar. Ozetle; elektron veren
yapilarin varligi Ferulik asit’ in antioksidan 6zelligini arttirmaktadir (Kanski et al.,
2002).

Bu c¢alisma, sicanlarda cisplatin uygulamasina bagli olarak olusan akut
norotoksisiteye karsi Ferulik asit’in olasi yararli etkilerinin belirlenmesi amaciyla

tasarlanmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Norotoksisite

Sinir sisteminin normal aktivitesinin dogal ya da yapay toksik maddelerin olumsuz
yonde etkilemesi sonucu degistirmesi norotoksisite olarak adlandirilir. Norotoksisite
santral sinir sistemi, periferal sinir sistemi, kranial sinirler ya da bu tglnun herhangi
birinin kombinasyonuna dogrudan ya da dolayli etkilenmesi sonucu ortaya ¢ikabilir
(Hacimiiftiioglu 2007). Bu degisiklikler bazen ndron oliimiine kadar gidebilir.
Norotoksik maddeler eksojen veya endojen kaynakli olabilir. Viicutta endojen
norotoksik ajanlarla olusan ndrotoksisiteye en Onemli Ornek olan glutamat ayni
zamanda bir nérotransmitterdir. Glutamat konsantrasyonu bir néronun cevresinde
kritik diizeye ulasirsa, noron apopitoz sonucu ortadan kalkabilir. Ayrica endojen
norotoksik ajanlar arasinda histamin, kinolik asit ve biliriibin de gosterilebilir.
Rradyoterapi, zararli gazlar, birgok farkli tiirevde ilaglar, gesitli agir metaller (civa,
kursun gibi),yiyecekler de yer alan bazi maddeler (midyede domoik asit bulunmasi
gibi)norotoksisiteye yol acan ekzojen kaynaklara drnek gosterilebilir(Hacimiiftiioglu
2007).

2.1.1. Norotoksisite cesitleri

NoOronopati: Néronlarda geriye doniisiimsiiz olarak sekillenen 6lim.

Aksonopati: Geri doniisiimlii akson dejenerasyonu. Hekzan, akrilamid gibi maddeler
bu tip nérotoksisiteye neden olurlar.

Myelinopati: Kursun ve hekzaklorofen gibi myelin kilif hasarina neden olan ajanlar
orneklendirilebilir.

Sinirsel  iletim  toksisitesi: =~ Organofosfat  zehirlenmesinde oldugu  gibi

ndrotransmisyon bloke olur(Hacimiiftiioglu 2007).

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller son ydriingelerindetek veya daha fazla paylasilmamis elektrona
sahip atom ya da molekillerdir. Bu paylasilmamis elektron(lar) serbest radikale

blyuk Olcude reaktif 6zellik kazandirir. Serbest radikaller kiiciik molekiillerdir,



diisikk aktivasyon enerjisine sahiptirler ve kisa omiirliidiirler. Boyutlarinin kiigiik

olmasi hiicre membranlarindan kolaylikla ge¢gmelerine imkan saglar (Jensen 2003).

Oksidatif stres, hiicresel diizeyde olusan serbest radikal miktar1 ve antioksidan enzim
sistemi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Bu dengenin
bozulmasicanli hiicredeireversible hasarlarin olugsmasina yol agmaktadir. Oksidatif
stresin insan saglig1 tizerindeki olumsuz etkileri 6nemli bir aragtirma konusu haline
gelmistir. Metabolik yollarla ya da dis kaynakli faktorlerin etkisi ile viicutta olusan
stiperoksit anyonu (O2*°), hidroksil radikali (¢ OH) ve hidrojen peroksit (H202) gibi
reaktif oksijen turleri ile enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidan bilesikler
arasindaki dengesizlik oksidatif strese neden olur. Oksijen aerobik yasam igin en
Oonemli elementtir. Bunun yaninda, bir takim toksik kimyasal reaksiyonda da yer
almaktadir. Canli sistemlerde olusan radikal tiirlerin en 6nemli sinifi oksijenden
tireyen radikallerdir ve ROS olarak adlandirilmaktadir. Stiperoksit (O2*°), hidroksil
(®#OH) ve hidrojen peroksit (H202) formundaki ROS normal metabolik reaksiyonlar,

eksojen faktorler ve ajanlarla da olusturulabilir.

Oksidatif fosforilasyon solunum dongiisiiniin  sonucu olarak salinan ROS
dogrudanhiicrenin genetik materyali ve hiicredeki ¢esitli makromolekiillere (protein,
lipid ve karbohidratlar) saldirarak hasara ev sonugta da hiicre yaslanmasi,
kardiyovaskiiler hastaliklar, mutajenik degisiklikler ilemalign hlcreproliferasyonu ve
blyilmesi gibi ¢cok fazla olumsuz etkilere neden olurlar. ROS ve serbest radikaller ile
reaksiyona girmeleri nedeniyle bu tiir istenmeyen degisiklikler ve saglik
problemlerine neden olacak risklerle savasmanin en etkili yolu antioksidanlardir.
Atmosferik oksijen ile bir organik bilesik arasinda gerceklesen kimyasal reaksiyon
genelde 'otooksidasyon’ olarak adlandirilir. Otooksidasyon lipid igeren besin
maddelerini etkiler. Lipid peroksidasyonu besin maddelerinin islenmesi, dagitimi ve
depolanmasi1 sirasinda organoleptik bozunmanin temel nedenidir. Bu yiizden
besinlerin bu tiir bozunmaya kars1 korunmasi besin endiistrisi i¢in ekonomik ve

besinsel agidan biiyiikk 6nem tagimaktadir (van den Berg et al., 1999).

Diyete (doymamis yag asitleri tiiketimi, sebze ve meyve bakimindan fakir beslenme
gidalarin uygun kosullarda hazirlanmamasi vb.) ve cevresel faktorlere (sigara, hava

kirliligi, radyasyon gibi) bagli olarak viicutta oksidatif stresi baglatan ve



siddetlendiren radikal ve radikal olmayan karakterdeki reaktif tiirler Cizelge 2.1°de

gosterilmistir:

Cizelge 2.1. Oksidatif strese neden olan reaktif turleri (Halliwell 2002).

Radikaller

Radikal olmayanlar

Reaktif oksijen tirleri (ROS)

Lipid peroksitler (LOOH)

Superoksit (02*)

Singlet oksijen (10,)

Hidroperoksil (HO2")

Ozon (0s)

Hidroksil (e OH)

Hipobromoz asit (HOBF)

Lipid alkoksil (LO")

Hidrojen peroksit (H202)

Lipid peroksil (LO")

Maillard reaksiyonu driinleri

Reaktif klordr tirleri (RCS)

Hipokloroz asit (HOCI)

Reaktif azot tlrleri (RNS)

Nitroz asit (HNO>)

Azot dioksit (NO2')

Diazot tetraoksit (N204)
Nitroksil anyonu (NO")

AlKil peroksinitritler (ROONQO) Nitril klorur
(NO2Cl)Diazot trioksit (N20s)

Nitrik oksit (NO")

Nitrozil katyonu (NO)
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Sekil 2.1. Cisplatin’ in kimyasal yapisi

Antineoplastik tedavi; malign tiimor hiicrelerinin biiyiime, ¢ogalma ve yayilmasimin
durdurulmasimi saglayarak timorlii hiicrelerin yok edilmesini saglayan bir tedavi
yontemi oldugu bilinmektedir. Fakat bunun yaninda normal hicre ile timor hicresi
arasindaki yapisal benzerlikler sebebiyle normal hiicrelere de zarar verebilmektedir
(Kayaalp 1998). Cisplatin kimyasal yapi itibariyle diger antineoplastik ilaglara
benzemeyen, organik platin tirevi bir olup; 6zellikle testis, yumurtalik kanserleri ile
mesane, prostat, serviks, 6zefagus, bas ve boyun, osteojenik sarkom, ndroblastoma
ve kiiclik hiicreli akciger tiimorleri gibi bir¢ok solid tlimoriin tedavisinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Kayaalp 1994).

2.3.1. Cisplatin’ in etki mekanizmasi

Cisplatin platin kombinasyon kompleksi grubu antikanser ilaglarin ilk tyesidir,
ancak ciddi toksik etkileri nedeniyle karboplatin gelistirilmistir. Her iki ilacin etkileri
birbirine benzemekle beraber etki gucleri, farmakokinetik 6zellikleri ve kullanim
dozlarin1 smirlayan istenmeyen etkileri birbirinden farklilik gostermektedir.
Cisplatin,cis-diamindikloroplatinyum  igeren  inorganik  agir metal olup,
antimikrobiyal, immunosupresifve radyasyona duyarlastirict etkilere sahip oldugu
bildirilmektedir. Cisplatin’ in etkinligi hiicre dongusiine 0zgu degildir. Genis
spektrumlu bir antineoplastik ilagtir (Loehrer and Einhorn 1984; Chelliah et al.,
2013). Cisplatin’ in antikanser islevi, ¢ekirdekte genetik materyalde sarmal igi capraz
baglar olusturup DNA sentezini inhibe eden bir komplekse doniismesinden (Sueishi
et al., 2002), yani DNA c¢ift-zincirinde ¢apraz baglanma yapmasindan kaynaklanir
(Kayaalp 1998). Bu sekilde cisplatin dogrudan tumor hicresinde DNA
senteziniengeller(Sadzuka et al., 1991). Plazmanin  yiiksek  klorlr
konsantrasyonlarinda cisplatin elektrik yiikii tasimaz. Hiicre icerisine girerek DNA’
nin N7 guanine baglanarak her DNA zincirinde veya ¢ift sarmali olusturan zincirlerin
arasinda capraz baglarin olugsmasini saglar. Sitotoksik etkiyi bu baglar olusturur ve
boylelikle DNA ¢ogalmasi ve RNA sentezini engeller. Cisplatin, gesitli streclerle ile
mitokondriyal gecirgenligi artirarak apoptozu uyarmaktadir. Ancak ayni apoptotik

etki cisplatin toksisitesinde de rol oynamaktadir (Antunes et al., 2001; Florea and



Busselberg 2009). Biitiin kemoterapdtikler gibi cisplatine karst da bir direng
olugsmaktadir. Cisplatin uygulamasi ile kanser hiicrelerinde anti-apoptotik genlerin
ekspresyon artisinin uyarilmasi sonucunda kemoresistans gelisimi goriilmektedir
(Stordal and Davey 2007). Bu direnci ortadan kaldirmak igin cisplatin’ in yiksek
dozlarda uygulanmasi gerekmektedir bununla birlikte yuksek dozlarda uygulanan
cisplatin nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi toksik etkiler ortaya c¢ikarmaktadir
(Apostolou et al., 2013). Diisiik dozlarda ise cisplatin’ in etki oran1 azalmaktadir. Bu
oran cisplatin’ in diger kemoterapdétiklerle kombine kullanilmasi ile arttirilabilir ve
boylece toksik etkisi azaltilabilir (Apostolou et al., 2013). Yapilan bir ¢alismada
gemcitabin ile cisplatin’ in kombine kullanimi yalniz gemcitabin kullanimina oranla
daha iyi etki ve daha hafif toksisite gosterdigi rapor edilmistir (Heinemann et al.,
2000). Ayrica bu kemoterapdtiklerden birkaginin kombine kullanimi son yillarda
bircok kanser tedavisinde basvurulan segeneklerden birisi olmaktadir. Bu sekilde
kombine kullanim sonucu; kanser tedavisinde daha etkin bir sonu¢ ve daha diisiik

toksisitenin olugsmasi saglanabilmektedir (Kozuch et al., 2001).

Cisplatin® in etki mekanizmasi bifonksiyonel alkilleyici ilaglarinkine benzer.
Alkilleyici ilaglar, antimetabolitler ve bazi bitkisel kaynakli antineoplastik ilaglarla
sinerjistik etkilesme gosterir (Kayaalp 1998). Cisplatin en yiiksek konsantrasyonlara
karaciger, bobrek, bagirsaklar, testis ve over hiicrelerinde ulasir. Ancak beyin
omurilik sivisina ¢ok diisiik konsantrasyonda gecebilmektedir (Howland and Mycek
2009). Sivi ortamda platin elektrotlarinin olusturdugu elektriksel alanin Escherichia
coli iiremesine olan etkinliginidegerlendirmekamaciyla gerceklestirilen deneysel
caligmalarda elektrottan siviya gecgen platin tirevlerinin anti-bakteriyel ve anti-
neoplastik etki olusturduklar1 belirlenmis ve bu c¢alisma ile beraber cisplatin
bulunmustur (Rutka 2004). Birgok kanser tiirtinde kullanilan bir kemoterapétik olan
cisplatin yillardir basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Stordal and Davey, 2007
Apostolou et al., 2013). Cisplatin ile yapilan calismalarda en ciddi yan etkisinin
bobrek iizerinde ayrica mesane, prostat, testis, serviks,over,akciger ve Ozofagus
kanserleri, bas ve boyun kanserleri, ndroblastoma ve osteosarkoma kadar ¢ok c¢esitli
solid tiimorlerin tedavisinde etkin bir sekilde kulanilmaktadir (Goldstein and Mayor
1983; Links and Lewis, 1999; Chelliah et al., 2013).



2.3.2. Cisplatin’ in farmakokinetigi

Dogrudan damar i¢i enjeksiyondan hemen sonra, cisplatin oldukca hizli bir sekilde
tim dokulara dagilim gosterirken bobrek karaciger ve prostat gibi yapilarda yuksek
konsantrasyonlarda bulunurken, mesane, testis, pankreas ve dalakta daha diisiik ve
kalp, akciger, barsak ve beyin/beyincikte en diisiik konsantrasyonlarda bulunur.
Gastro-intestinal ~ sistemden  emilemediginden, yalnizca intravendz  yolla
uygulanmaktadir(Links and Lewis 1999). Tedaviyi takiben yaklasik 4 ay sire ile
bobrek dokusunda platin tespit edilebilmektedir. Eliminasyon siiresialtmis saat kadar
olup, tedaviden iki saat sonra plazma cisplatin’ in % 90’ dan fazlasigeri doniisiimsiiz
olarak proteinlere baglanir. Enzimatik olmayan bir sekilde metabolitlerine donisiir.
Insanlarda bildirilen yarilanma Omiirleri; t1/2 (dagilim) 10-60 dakika ve t1/2
(terminal) yaklasik 2-5giindiir. Toplam platinin proteinlere asir1 bir sekilde
baglanmasi, uygulanan dozun toplam olarak %27-45’inin 84-120 saatten fazla bir
stirede, uzun stireli veya tam olmayan bir kiimiilatif iiriner atilim ile sonuglanir. Fekal
atilimi1 ¢ok azdir. Plazma yar1 dmrii, azalmis bobrek fonksiyonu ile artar ve teorik
olarak cisplatin plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir ve bu nedenle karinda

asit varhigin artabilir (Links and Lewis 1999; Chelliah et al., 2013).

2.3.3. Cisplatin’ in organlar iizerindeki etki mekanizmasi

Cisplatingenetik materyalin ¢ift zincirlerine zincir arasi ve zincir i¢i ¢apraz baglanir.
Bu sebepleislevsel etkinligi bifonksiyonel alkilleyici ilaglarla benzer 6zellik
gostermektedir. DNA’nin transkripsiyonve replikasyonunuolumsuz etkiler. Cisplatin’
in bu toksik etkilerinden, asil olarak metaboliti sorumludur. Ug¢ boyutlu molekiil
yapist toksik potansiyelini belirler. Cisplatin ve trans dikloridamin platinin, her
ikisinin de renal platin konsantrasyon miktarlar1 birbirine yakin olmasina ragmen
trans izomeri bobrekte toksik etkiye neden olmaz. Bobrek toksisitesigelismesinde bu
molekiillerin geometrik yapisi, platin atomunun varligindan daha kritik bir rol
oynamaktadir (Leonard et al., 1971). Dahas: cisplatin’ in biyo-transformasyonu da
nefrotoksisitesinde énemli fonksiyon goriir. In vitro kosullarda kompleksin klor
ligandlar1 sulu ortamda degisme egilimindedir. (Leonard et al., 1971; Links and
Lewis 1999).
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Tedavi esnasinda serbest oksijen radikalleri iireterek boObrek dokusu (zerinde
dogrudan toksisiteyeyol agmasi nedeniyle c¢ogunlukla doz kisitlamasina
gidilmektedir (Kuhlmann et al., 1998). ROS ve serbest radikaller, en yogun olarak
hiicre membranindaki lipid molekiillere saldirarak lipidlerin peroksidasyonuna neden
olur(Mansour et al., 2002). Bununla birlikte, hiicrede protein sentezinin miktarinda
azalmaya girerek, hiicrenin yapisal ve islevsel komponentleri ile reaksiyona girip
hlcrenin islevselligini engelledigi ve DNA’y1 bloke eden organik peroksitlerin
olusturdugu bildirilmektedir(Santon et al., 2004). Serbest radikaller mitokondrilerin
fonksiyonunda bozukluklara da sebep olmaktadirlar (Leibbrandt et al., 1995).
Yapilan calismalarda cisplatinin, lipit peroksidasyonuna, bazi enzim aktivitelerinde
degisikliklere ve kromozom anomalilerine neden oldugu belirtilmistir (Nefic 2001;
Mansour et al., 2002; Ozyurt et al., 2002). Cisplatin toksisitesinden sorumlu birden
fazla mekanizmanin oldugu diistiniilmektedir. Hiicre icerisine difiizyon yoluyla giren
cisplatin, antitimoéral ve hatta nefrotoksik etkisini, hiicre iginde reaktif platin
tirlerine hidrolize olarak gosterir (Klaassen 1996). Cisplatin DNA ile etkileserek,
zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturur. Bu baglarin ortaya ¢ikmasi ise
DNA transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe eder. Cisplatin’ in modifiye ettigi
DNA, yeterince yenilenemediginden, ortaya ¢ikan DNA hasar1 apoptozisi baglatir.
Bu hasar onarilamayacak boyutta ise, hiicre tarafindan tolere edilemez ve hiicre
6limune neden olur (Jordan and Carmo-Fonseca 2000). Cisplatin’ in neden oldugu
oksidatif hasar sonucu ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri de mitokondrial hasar

ve kaspaz 9 Uizerinden apoptozisi tetiklemektedir (van Geelen et al., 2003).

Cesitli organlar iizerinde bu istenmeyen toksik etkilerinin yaninda risklerden biri de
ureme sisteminde ozellikle over veya testis hasarina bagli olarak steriliteye yol
acmasidir. Ozellikle testis hiicreleri mitotik, mayotik morfojenik ¢esitli siireclere
girdiklerinden kemoterapdtik ajanlar tarafindan hedef olarak secilir, bu yiizden de
kolayca hasarlanirlar. Kemoterap0tik ajanlar alkilleyiciler, antimetabolitler, mitotik
inhibitdrler, antibiyotikler, enzimler, hormonlar ve hormon antagonistleri gibi ¢esitli
kategorilere ayrildiklarindan, bunlarin genel etki mekanizmalarinin benzerliginden

s0z etmek dogru olmaz (Pogach et al., 1989; Kayaalp 1994).
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2.3.4. Cisplatin’in yan etkileri

Cisplatin’ in klinik kulanimint siiflandiran 6nemli yanetkileri mecvuttur. Cisplatinin
nefrotoksisite, ototoksisite, miyelotoksisite, gastrointestinal toksisite, periferal
noropati gibi yan etkileri mevcuttur. En Onemli doz simnirlayici yan etkileri
ototoksisite, norotoksisite ve nefrotoksisitedir (Rybak et al., 2007). Cisplatin, kati
tiimdrlerin pekgok cesidinde kullanilabilen,etkin bir kemoterapotik olmasina karsin,
nefrotoksisite (Borch and Pleasants 1979; Liu et al., 1998; Heinemann et al., 2000;
Sueishi et al., 2002; Sheikh-Hamad et al., 2004) hepatotoksisite (Bompart 1990;
Dubskaia, Vetoshkina and Gol'dberg 1994; Zicca et al., 2002), miyelosupresyon
(Klaassen 1996; Kayaalp 1998; Halliwell 2002; Mansour et al., 2002), norotoksisite
(Klaassen 1996; Kayaalp 1998; Zicca et al., 2002), gecici I6kopeni- trombositopeni
ve anemiye kadar cesitli doza bagimli belirgin yan etkileri klinik kullanimim
kisitlamaktadir (Liu et al., 1998; Zicca et al., 2002). Yapilan calismalarda yash
hastalarda, kadinlarda, hipoalbuminemisi ve daha 6nce altta yatan renal yetmezligi
olan hastalarda nefrotoksisite riski daha yiiksek bulunmustur (Anand and Bashey
1993). Aminoglikozit ilaglar cisplatin nefrotoksisitesini artirirlar (Edson and Terrell
1987). Ayrica cisplatin ototoksiktir, periferik ndropati yapabilir, ates ve hemoliz gibi
alerjik reaksiyonlara neden olabilir. Hipomagnezemi ve buna bagli hipokalsemi
yapabilir ve tetaniye yol acabilir. Hipomagnezemi ve hipokalsemi, intra ventz
magnezyum siilfat solusyonu uygulanarak diizeltilir. Kemik iligi {iizerindeki
baskilayict etkisi diger birgok anti neoplastik ilaca oranla diisiiktiir. Doza bagimh
bulanti ve kusma yapabilir. Antineoplastik ilaglar i¢inde en ¢ok bulant1 ve kusma
yapan ajanlardan biridir. Bu reaksiyon fenotiazin tiirevi antiemetiklerle kontrol altina
alimamayabilir. Yiksek emetojenik ilaglar uygulandiginda hastalara, ondansetron,
granisetron gibi serotonin reseptdr antagonistleri, deksametazon ve birlikte
benzodiazepin turevi bir hipnosedatif verilmesi Onerilir. Cisplatin, mutajenik
teratojenik ve karsinojenik bir ilagtir (Dentino et al., 1978; Offerman et al., 1984;
Anand and Bashey 1993). Cisplatin ile kanser kemoterapisinde klinik agidan 6nemli

olan nokta, yan etkilere karsi korunmanin saglanmasidir (Sueishi et al., 2002).
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2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
stipiirerek hiicrenin zarar goérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik
fonksiyon tasiyan molekiillerdir (Kahkonen et al., 1999). Antioksidanlar
organizmada olusan anabolik ve katabolik olaylar1 ve tiim metabolizmayi etkileyen
ve bir bolimi enzimlerin aktif gruplarinda yer alan, yoklugu ve yetersizligi
fizyolojik fonksiyonlarin durmasina veya onemli Ol¢iide azalmasina neden olan
maddelerdir. Antioksidan maddelere karsi ilgi artmis ve bilimsel arastirmalara konu

olmustur.

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara oranla daha diisiik derisimlerde,
substratin prooksidanlarla baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede engeller ya da
geciktirirler. Prooksidanlar (reaktif oksijen ve azot turleri, serbest radikaller) ise
lipidler, proteinler ve nukleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun
sonucunda ¢esitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara yol agan toksik maddelerdir.
Bu zararli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlar1 Onemli
kilmaktadir (Prior and Cao 1999). Antioksidanlar, prooksidanlari etkin bir sekilde
indirgeyerek diisiikk toksisiteli veya toksik olmayan {irlinlere doniistiiriirler.
Antioksidanlarin kimyasal yapilari, ¢ozlniirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal
kaynaklardan elde edilebilmeleri antioksidanlarin insan saglhigindaki yerini belirleyen
en onemli faktorlerdir (Kaur and Kapoor 2001). Antioksidan aktivitesi olan dogal
gidalarin tiiketilmesi hastaliklarla miicadelede en etkili yol olarak kabul edilir.
Hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in antioksidanlarin etki giiciinii 6lgmek ve gida

kalitesini degerlendirmek 6nemlidir (Ozyurek vd 2011).
Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlarin zararlarini onlerler:

1.Temizleme etkisi: Oksidan molekiilleri enzimler tarafindan zayif hale getirilip

oksijen ile reaksiyona girerek oksijen konsantrasyonunu azaltirlar.

2.Baskilama etkisi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan oksidanlara bir hidrojen
atomu verilerek hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 ile bag

olusturabilecek yapidaki iiriinleri temizleyip peroksidasyonun baglamasini nlerler.

3.0Onarma etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 onarirlar.
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4.Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarni engelleyebilirler.
Zincir kirier antioksidanlar arasinda fenoller, aromatik aminler ve en yaygin olan a-

tokoferoller yer almaktadir (Memisogullar1 2005).

Gidalardaki antioksidanlar, serbest radikal olusumunu engelleyici veya mevcut olan
serbest radikalleri etkisiz hale getirici 0Ozellige sahiptir. Antioksidanlar
yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincir reaksiyonlarini (6rnegin lipidlerin
oksidatif parcalanmasina yol acan radikalik zincir reaksiyonunu) kirmalar1 sirasinda
kendileri yukseltgenerek bozunurlar. Bu sebeple antioksidanlar yalniz smirli bir
zaman i¢in Yylkseltgenebilen maddeyi (Ornegin biyolojik makromolekiilleri)
koruyabilir ve belli bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi

yukseltgenmeye devam edebilirler (Shadidi 1996).

2.5. Ferulik Asit

OH

HO
OCH,

Sekil 2.3. Ferulik asit’in kimyasal yapisi

Fenolikler antibakteriyel, anti-enflamatuar, anti-alerjik, karaciger koruyucu, anti-
trombotik, anti-viral, anti-kanserojen ve damar genisletici etkileri dahil olmak {izere
genis bir biyolojik etki yelpazesine sahiptir (Middleton et al., 2000). Diyetetik bitki
fenolik bilesiklerinin serbest radikalleri yok etme, metal selasyonu, transkripsiyon
faktorleri ve gen ekspresyon aktivasyonu gibi g¢esitli biyolojik eylemleri
gerceklestirdigi agiklanmigtir. Bu bilesikler, 6zellikle ateroskleroz ve kanser gibi
cesitli insan hastaliklarinin 6nlenmesindeki varsayilan roliinden dolayr son 10 yil

icerisinde Ozel ilgi gormektedir (Nardini and Ghiselli 2004). Dogal antioksidanlarin

14



terapatik kullanimina olan ilgi artmaktadir. Ozellikle, fenolikler nérodejeneratif
hastaliklar, kanser, diabetler, kardiyovaskiiler fonksiyon bozukluklari, iltihaph
hastaliklar ve yaslanmada potansiyel terapatik ajanlar olarak kabul edilmektedirler
(Soobrattee et al., 2005). Fenolikler, bitkiler aleminde olduk¢a yaygindir ve bu
nedenle sebze, meyve ve igeceklerde Onemli miktarlarda rapor edilmis olup;
diyetlerin ayrilmaz bir pargasidir (Luximon-Ramma et al., 2005). Fenoliklerin
diyetlerle alimi1 cografi bolgeler arasinda O6nemli farkliliklar gosterse de giinlik
alimimin yaklasik 1-20 mg oldugu tahmin edilmektedir. Bu deger E vitamini alim

degerinden daha yiiksektir (Hollman and Katan 1998).

Ferulik asit (4-hydroxy-3-methoxy cinnamic acid) fenolik bir bilesiktir ve bu
bilesiklerin serbest radikalleri temizleme yetenegine katkida bulunan 3 farkli yapisal
motife sahiptir. Ferulik asit’ in benzen halkasi (3-methoxy ve daha 6nemlisi 4-
hydroxyl) iizerindeki elektron veren gruplarinin varligi, serbest radikal zincir
sonlandirma reaksiyonlari i¢in ek bir 6zellik saglamaktadir. Ferulik asit’ in bir bagka
islevi ise, komsu karbon atomlar1 arasinda doymamis ¢ift bagli karboksilik asit
grubunun serbest radikaller i¢in ek atak bolgeleri saglamasi ve boylelikle onlar
membran ataklarindan korumasidir. Ilaveten, bu karboksilik asit gruplar1 lipid
peroksidasyonuna karst bir miktar koruma saglayan cift katli lipid tabakasina
baglanarak Ferulik asit’ in bir dayanagi olarak da gorev yapar. Kisacasi elektron
veren yapilarin varhigi Ferulik asit’ in antioksidan 6zelligini arttirmaktadir (Kanski et
al., 2002). Ferulik asit, bitkilerin tohum ve yapraklarinda bulunan fenolik bir asittir.
Ozellikle pring, bugday, yulaf, portakal, ananas, enginar gibi bitkilerde oldukca fazla
bulunur. Ayrica kimyasal yapisi giliclii kurkumine benzer ve hidroksisinnamik asit
ailesine mensuptur (Ojha et al., 2015). Onceki ¢alismalarda, Ferulik asit” in DNA ya
zarar veren slperoksit, nitrikoksit ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri
etkisiz hale getiren bir antioksidan oldugu da gosterilmistir (Sung et al., 2014; Koh
2013; Mancuso and Santangelo 2014). Daha 6nceki ¢alismalarda Ferulik asit’ in;
domatesde (6mg/100gr), makarnada (12mg/100gr), beyaz bugday ekmeginde
(8.2mg/100gr), brokolide (4.1mg/100gr), greyfurt da (11mg/100gr), muzda ise
(5.4mg/100gr) oldugu da gosterilmistir (Mancuso & Santangelo, 2014).

Ferulik asit genis oranda terapdtik etkilerinden dolayr arastirma diinyasinda su

giinlerde biiyiik ilgi gdrmektedir. Ornegin alkil ferulat bir anti karsinojenik
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potansiyele sahiptir ve ¢ok etkili bir kanser onleyici ajandir. Bagka bir Ferulik asit
tiirevi olan ve etil ferulatin fenolik hidroksil grubuna bagli oldugu geranil grubu anti-
kolon karsinojenez ozelligi sergilemektedir (Imaida et al., 1990). Ferulik asit ve
gallik asit iceren yeni bir polifenolun orijinal fitokimyasallardan daha ylksek bir
anti-karsinojen etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ferulik asit ve miyo-inositolden
olusan bilesikler de bir antikanser ajan olma potansiyele sahiptir. Ferulik asit

antioksidan ve anti-enflamatuar aktivite gdstermektedir (Huang et al., 1988).

Ferulik asit, C vitamini gibi diger antioksidanlardan daha fazla siire kanda kalir. Bu
nedenle Ferulik asit’ in, serbest radikalleri tutmaya yardim etmeye yetecek kadar
uzun siire viicutta kalmasi beklenir. Normal sartlar altinda, perfiize Ferulik asit’ in %
56,1’ 1 heniiz tanimlamayan bir mekanizmayla enterositlere girer. Bu hiicrelerde,
Ferulik asit kolaylikla konjuge olur ve elde edilen metabolitler, Ferulik asit’ in
konjuge olmayan formlari bagirsak liimeninde tespit edildiginden dolay1 sadece
serozal bolgedeki bagirsak hiicrelerine dogru gider. Normal sartlar altinda
absorpsiyon icin uygun olan perfuze Ferulik asit’ in %56,1’i plazma mezenterik
veninde konjuge tlirev olarak geri kazanilir. Bu konjugatlarin bir kismi1 hepatositlere
girer ve safrada salgilanir (% 6). Perfiize dozlarin %49,9’u periferal dokulara
yayilarak biyolojik etkiler yapabilir (Adam et al., 2002). Ferulik asitin emilimi butln
mide ve barsak boyunca gerceklesir (Zhao and Moghadasian 2008). Metabolizmasi
karacigerde gergeklesirken atilimi ise bobreklerde gergeklestirilir (Zhao et al., 2004;
Barone et al., 2009).

2.5.1. Ferulik asit’ in antikanser etkileri

Serbest radikaller kanser etiyolojisinde onemli faktorler olarak kabul edilirler.
Antioksidan aktivitesine sahip diyet bilesenleri farkli kanserlerin potansiyel
inhibitorleri olarak kabul edilirler (Dedoussis et al., 2005). Fitokimyasallar ¢zellikle
onlarin ROS giderme ve oksidasyon bakimindan riskli hiicresel molekiilleri (DNA,
proteinler ve lipitler) koruma yeteneklerinden dolay1 anti-kanser aktiviteleri
gosterebilirler (Roy et al., 2003).

Fitokimyasallar apoptozun indiiksiyonu ve oksidatif strese yaniti, g¢ogalmayi

diizenleme gibi hiicre igi sinyal yollariyla da miidahale edebilirler (Loo 2003).
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Calismalar Ferulik asit’ in F344 farelerde azoksimetanla indiklenen kolon
karsinojenezisine karsi antikarsinojenik etkiler sergiledigini gdostermistir (Kawabata
et al., 2000).Ayn1 zamanda farclerde akciger kanseri olusumunu (Lesca 1983)
onledigi gibi 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-cilt timor (Asanoma et
al.,, 1994) olusumunu da durdurdugu bildirilmistir. Stich ve ark. Ferulik asit
uygulamig insanlarda iiriner N-nitrosoproline seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini
bildirmislerdir (Stich et al., 1983). Bazi bitki fenolleri polisiklik aromatik
hidrokarbon tarafindan olusturulan mutajenezis ve karsinojenezis icin giiclii
inhibitorler olarak bilinmektedirler (Newmark 1987). Onlar etkili elektrofilik tutucu
etkenler olarak hareket ederler ve ayni zamanda nitrozamin olusumunun blokerleri
olarak da bilinirler (Newmark 1984).

2.5.2. Ferulik asit’ in ndroprotektif etkileri

Artan deneysel kanitlar, Alzheimer hastalifi gibi yaslanmaya bagli patoloji ve
norotoksisite hastaliklart ve birgok norodejeneratif hastaliklarda oksidatif stresin
Oonemini belirtmektedir. Alzheimer hastalig1 yas ile ilgili bir demans bozuklugudur ve
diger bircok norojeneratif bozukluklar beyinde serbest radikallerin sebep oldugu
oksidatif stres sonucu meydana geldigi bildirilir. Serbest radikaller ROS ve beyinde
uretilen reaktif nitrojen turleri (RNS) protein, DNA ve RNA oksidasyonu, lipit
peroksidasyonu ve ndéranal disfonksiyon veya 6liime yol agabilir. Ferulik asit’ in,
ROS ve RNS’ nin giiglii bir temizleyicisi oldugu bildirilmektedir (Joshi et al., 2006).

Kanaski ve arkadaglari  (2002) sinaptosomal ~membran  proteinlerinin
konformasyonunda serbest radikallerin olusturdugu degisikliklere kars1 Ferulik asit’
in koruyucu oldugunu bildirmislerdir. Ferulik asit’ in oksidatif stresi azaltma ve
I6kotrin GUretimini inhibe etme kabiliyeti onun antioksidan ve anti-enflamatuar
ozelligi sergilemesini saglamaktadir (Imaida et al., 1990). Sultana ve arkadaglar
(2005), 10-50 pM dozdaki Ferulik asit’ in, hipokampal kultirlerdeki koruyucu
genleri indiikleyerek ve oksidatif stresi dogrudan modiile ederek amyloid beta-peptit
(1-42) toksisitesine karsi koruma sagladigini bildirmislerdir. Ferulik asit etil-esterleri,
hemeoksigenaz-1 ve 1s1 sok proteini gibi koruyucu enzimlerin regiilasyonuyla

noroprotektif etkiler de gostermektedir (Scapagnini et al., 2004).
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Sonug olarak, Ferulik asit anti-enflamatuar, antiaterojenik, antidiabetik, antiaging,
noroprotektif, radyoprotektif ve hepatoprotektif etkiler gostermektedir. Bu
aktivitelerin ¢ogu onun fenolik yapisindan kaynaklanan giiglii antioksidan
yetenegindendir. Ferulik asit, giiclii antioksidan yetenegi olan rezonans yoluyla
stabilize olmus bir fenoksi radikali kolaylikla olusturabilir. Bitkisel antioksidan
formdal, vitamin ve bitkisel saglik takviyelerinin tamaminda Ferulik asit oldukca iyi
calismaktadir.  BoOylece  vicudumuzun  immin  sistemi  Ferulik  asitten

faydalanabilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Kullamilan Ilaglar

Bu Calisma Atatiitk Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama
Merkezinde (ATADEM) etik kurulu 30.03.2017 tarih ve 44 sayili karar1 ve Atatiirk
Universitesi Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylandi. Cisplatin (CISPLATIN-KOCAK 50 mg/100 ml 1V inflzyon- Kogak
Farma Ilag ve Kimya Sanayi A.S. Tiirkiye), Ketamin (KETALAR 500 MG- Pfizer,
Istanbul, Tiirkiye), Ksilazin (Rompun % 2, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) Ferulik asit (%
98) ise Sigma-Aldrich, USA temin edildi.

3.2. Deneysel prosedur

Calismamizda Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezinde (ATADEM)’de iiretilen, 3 aylik, agirliklart 180+10 gr arasinda degisen
30 adet Wistar cinsi erkek sican kullanildi. Benzer biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere
sahip deneklerimizden, viicut agirliklar1 birbirine yakin olanlar, ayn1 grupta olacak
sekilde; her bir grup 6 sigan i¢eren, Kontrol, Etanol, Ferulik asit, Cisplatin ve Ferulik
asit+Cisplatin grubu olmak tizere toplam bes grup olusturuldu. Deney siiresi
boyunca, tim deneklerimiz optimum laboratuvar kosullari altinda, (22+1 °C
sicaklikta, standart 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde) giinliik su ile beraber % 21

oraninda protein igeren standart pelet yemlerle beslendi.
Tiim deney gruplart;

1.Kontrol grubu

2.Etanol grubu

3.Ferulik asit grubu

4.Cisplatin grubu

5.Ferulik asit+Cisplatin grubu olacak sekilde planlandi.
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Tiim deney siirecleri Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Biriminde
gerceklestirildi. Kontrol grubu ratlara herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmadi. Etanol
grubuna ise tam standardizasyonu saglamak amaciyla sadece % 10 luk etanol
soliisyonu verildi. Cisplatin grubuna tek doz intraperitoneal (i.p.) olarak 10 mg/kg
Cisplatin verilerek 24 saatlik akut Cisplatin toksisite modeli olusturuldu. Ferulik asit
grubunda 5 gun boyunca 100 mg/kg dozda intraperitoneal olarak %10 luk etanol
soliisyonunda ¢Ozdiirtilmiis Ferulik asit uygulandi Ferulik asit+Cisplatin grubuna
cisplatin enjeksiyonundan 6nce 5 giin boyunca i.p. olarak 100 mg/kg/giin ferulik asit
uygulandi ve Ferulik asit uygulamasinin 4. gininde tek doz Cisplatin i.p. yolla
uygulandi ve daha sonra Cisplatin uygulamasindan 24 saat sonra ketamin (Ketalar-
Eczacibagi/Tiirkiye), rompun (Bayer/Tiirkiye) karigimi verilerek ratlar sakrifiye
edildi.

3.2.2. Doku orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Siganlar sakrifiye edildikten sonra doku biyokimyasi i¢in beyin dokusu ornekleri
alindi. Alinan bu doku 6rnekleri MDA, SOD ve GSH tayini i¢in ¢alisilacaklar1 giine
kadar -80 °C de derin dondurucuda muhafaza edildi. MDA ve antioksidan enzim
Olctimlerinin yapilacagl giin dokular sivi azotta muamele edilerek 6giitiiliip vidal
ependorf tiiplere 100 mg tartilarak konuldu. Daha sonra PBS tampon eklenerek 5000
devirde 15 dk santrifij edilerek homojenize edildi. Bu dokulardan homojenatlar
hazirlanip, bu homojenatlardan elde edilen siipernatanlar doku biyokimyasal

analizlerin yapilmasi i¢in ayrildi.
3.3. Yontem

3.3.1. Dokularimin biyokimyasal analizi

Ayrilan siipernatantlar SOD enzim aktivitesi, GSH ve MDA miktarlar1 6l¢timii i¢in
kullanild1. Her bir parametre i¢in homojenize edilmis dokularin siipernatantlarin da
protein seviyesi Olculdi. SOD enzim aktivitesi Sun ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanan yontemin Elisa’ ya modifiye edilerek 96’ lik well plate’ te her bir sigan
dokusu i¢in, lipit peroksidasyon {liriinii MDA seviyeleri Ohkawa ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontemin yine Elisa’ ya modifiye edilerek 96’ lik well plate’ te her bir

sigan dokusu i¢in ve GSH seviyesi ise Sedlak ve arkadaslarinin gelistirmis oldugu
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yontemin Elisa’ ya modifiye edilerek 96’ lik well plate’ te her bir sigan dokusu i¢in

ikiser tekrarlamali olarak ol¢iildii.

3.3.2. Doku numunelerinin hazirlanmasi

Her bir sigandan alman doku teker teker sivi azot ile bilyeli 6gltiiciiye konularak
(Qiagen Tissuelyser Il) toz haline getirildi. Dokular toz haline geldikten sonra her
biri yaklasik 100 mg tartilarak vidali ependorf tiiplere aktarildi ve igerisine 1 ml
fosfat tamponu (PBS) eklendi ve iyice karistirildi. Elde edilen karisim yine Qiagen
Tissue Lyser II homojenizatoriiniin 48” 1i adaptorii ile homojenize edildi (30 hz 3
dk). Daha sonra literatiirlere uygun olarak her 6l¢iim icin sogutmali santrifiijde
belirtilen hizlarda +4 °C’ de santrifiij edildi. Olgiimler de siipernatant kismi
kullanildi.

3.3.3. Protein tayini

Deney Prensibi: Lowry metoduna gore ticari protein standartlar1 kullanilarak protein
konsantrasyonlar1 tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-
USA).

3.3.4. Suiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini

Deney Prensibi:Yontem olarakSun ve arkadaslarinin gelistirmis oldugu metot esas
alinarak gergeklestirilmistir (Sun et al., 1988).Bu metodun prensibi slperoksit
ureticisi olan ksantin-ksantin oksidaz sistemi nitroblue tetrazolium’ u (NBT)
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Yontemin esasi, ksantinin oksidasyonu ile
ksantin oksidaz sirasinda agia ¢ikan Oz’ nin NBT’ yi rediikleyerek, farmazon

meydana getirme esasina dayanmaktadir.

3.3.5. Total Glutatyon (GSH) SeviyesiOlguimii

Deney Prensibi:Yontem olarakSedlak ve arkadaslarmin gelistirdigi metot esas
alinarak gerceklestirildi (Sedlak and Lindsay 1968). Ol¢iim ortaminda bulunan
DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) disulfit bir kromojendir ve sulfhidril
gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. Olusan sar1 renk 412 nm

spektrofotometrik olarak 6lgulebilir.
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3.3.6. Lipit peroksidasyon Seviyesi Ol¢iimi

Deney Prensibi:Yontem olarakOhkawa ve arkadaslarinin gelistirdigi metot esas
alinarak Ol¢iim gergeklestirildi (Ohkawa 1979).Lipit peroksidasyonun gostergesini
MDA' nmn miktar1 belli etmektedir. Tiyobarbitlrik asit reaktif tdrlerinin
konsantrasyonuna gore, lipit peroksidasyon miktari 6lgiiliir. MDA, tiyobarbdtirik asit

ile 90-95 °C’ de tepkime vererek pembe renkli kromojen olusturur.

3.4. istatistiksel Analiz

Yapilan bu calisma sonucunda istatistiksel analizler ve karsilastirmalar SPSS
istatistik programi kullanilarak hazirlandi. Deneylerden elde edilen sonuglar
ortalamazstandart sapma (SS) olarak verildi ve 0.05' in altindaki P degerleri,
istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. One-Way ANOVA testinde Post Hoc
Coklu karsilastirmali testlerden Duncan ile gruplar arasi farkin anlamlilik diizeyi

ortaya konuldu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez ¢alismamizda elde edilmis kontrol, etanol, Cisplatin, Ferulik asit ve Ferulik
asit+Cisplatin gruplarina ait MDA, GSH diizeyi ve SOD aktivite sonuglar1 tablo ve
grafikler halinde sunulmustur. Bulgularimiz Ort£SS olarak sunulup tim istatistiksel

iligkileri p<0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 3.1. Tum gruplara ait Glutatyon nmol/mg protein (GSH), Superoksit
dismutaz U/mg protein (SOD) ve Malondialdehit nmol/mg protein (MDA) sonuglari
ortalamaz standart sapma olarak tabloda sunulmustur.

GRUPLAR GSH SOD MDA
Kontrol 097 £+ 008 c 354 = 0,34 c 1,73 £ 021 a
Etanol 095 £ 0,09 c 340 = 045 bec 1,72 + 024 a
Ferulik Asit 091 £+ 012 ¢ 342 + 058 bc 1,70 + 022 a
Cisplatin 033 = 005 a 212 + 0,71 a 306 =+ 056 ¢
Ferulik Asit+Cisplatin 0,72 + 0,08 b 306 + 047 b 204 + 020 b

MDA
(nmol/mg protein)
3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00
Kontrol Etanol Ferulik Asit Cisplatin Ferulik

Asit+Cisplatin

Sekil 3.1. Tiim Gruplara ait MDA (nmol/mg protein) degerleri sunulmustur.

Ayni siitunda ayni harf veya harflerle gosterilendegerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine
gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmay1p farkli harf veya harfler ile gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farki temsil etmektedir (p<0,05).

MDA sonuglarimizi degerlendirdigimizde Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
yalmzca Cisplatin uygulanan grupta lipit peroksidasyon belirteci MDA diizeyinin
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yiikseldigi ancak Ferulik Asit+Cisplatin grubunda MDA duzeyininazalarak kontrole
yaklagtig1 gorilmiistiir.

GSH
(nmol/mg protein)
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

Kontrol Etanol Ferulik Asit Cisplatin Ferulik
Asit+Cisplatin

Sekil 3.2. Tiim Gruplara ait GSH (nmol/mg protein) degerleri sunulmustur.

Ayni siitunda ayni harf veya harflerle gosterilendegerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine
gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmay1p farkli harf veya harfler ile gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farki temsil etmektedir (p<0,05).

Tim gruplara iliskin GSH diizeyi bulgularimiz ile ortaya konulmustur. Cisplatin
grubu ratlarin nonenzimatik antioksidan olan GSH diizeyinin Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda diigiirdiigii ancak Ferulik asit tedavisine bagli olarak Ferulik
asit+Cisplatin grubunda GSH diizeyinin yiikseldigi gézlenmistir. Kontrol grubu ile
Cisplatin grubu arasinda ve Cisplatin grubu ile Ferulik asit+Cisplatingruplar

arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak anlamli idi.
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SOD
(U/mg protein)

4.00

3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

Kontrol Etanol Ferulik Asit Cisplatin Ferulik
Asit+Cisplatin

Sekil 3.3. Tim gruplara ait SOD (U/mg protein) sonuglar1 grafik halinde

sunulmustur.

Ayni siitunda ayni harf veya harflerle gosterilendegerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine
gore istatistiksel olarak dnemli bir fark olmayip farkli harf veya harfler ile gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farki temsil etmektedir (p<0,05).

Cisplatin grubunda antioksidan ve oksidan dengenin bozulmasi nedeniyle olusan
oksidatif stres nedeniyle asir1 miktarlarda olusan serbest radikal siipiiriilmesinde
onemli fonksiyon géren SOD enzim aktivitesinin,Cisplatin hasar grubunda Kontrol,
Etanol ve Ferulik Asit uygulanan gruplar ile Kkarsilastirildiginda azaldig
gozlemlenmistir. Bunun yaninda Ferulik Asit tedavisinin Ferulik Asit+Cisplatin

grubunda SOD enzim aktivitesinde artisaneden oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

5.1. Tartisma

Calismamizda amacimiz, yaygin olarak kullanilan bir ilag olan ve platin
kombinasyon kompleksi grubu antikanser ilaglarin ilk {iyesi olan ve etki
mekanizmalart alkilleyici ajanlara benzeyen cisplatin tarafindan olusturulan oksidatif
strese bagli gelisen beyin dokusu hasarini dnlemede, giiclii bir antioksidan 6zellige
sahip Ferulik asit’ in; ratlarda cisplatin’ in yol actig1 toksisite tizerinde koruyucu

etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Cisplatin bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu, solid testis, over, mesane,
prostat, serviks tiimdrleri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomlart gibi pek
cok malign hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilan etkili bir antineoplastik
ajandir. Bunun yanisira nefrotoksisite, myelotoksisite, gastrointestinal toksisite,
ototoksisite ve periferal noropati gibi ciddi yan etkileri cisplatinin klinik kullanimini
kisitlamaktadir. Ozellikle nefrotoksisite ve norotoksisite doz sinirlayici en énemli
yan etkilerdir. Kemoterapide tek basina veya diger ilaglarla kombine olarak giivenle
kullanim1 saglamak amaciyla cesitli arastirmalar yapilmistir. Nefrotoksik
etkilerinden hidrasyon ile basa ¢ikilirken, ototoksik etkilerinden korunmak amaciyla
yapilan bir tedavi heniiz bulunmamaktadir (Fetoni et al., 2004; van den Berg et al.,
2006; Daldal et al., 2007; Rahman et al., 2008). Periferik norotoksisite cisplatin’ in
olusturdugu, doza bagli en dnemli yan etkileri arasindadir. Onerilen patofizyolojik
mekanizmalardan bazilar1 cisplatin’ in apoptoz mekanizmasiyla benzesen bir yolla
periferik sinirleri ve zararl hiicreleri 6ldiirdiigiidiir. Periferik norotoksisite, cisplatin
kullanan hastalarin yaklasik %50’sinde ortaya ¢ikmaktadir (Amptoulach and
Tsavaris 2011).

Cisplatin® in norotoksisitesinin hiicresel mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
beraber 0Ozellikle oksidatif stresin Oonemli rolii oldugunu gdsteren calismalar
bulunmaktadir(Kanter et al., 2007). Cisplatin kullanim1 ile ROS’ un arttig1 ve bu
durumun DNA hasar1 ve membranlarda lipid peroksidasyonuna yol agtig
bildirilmigtir. Membran biitiinliiglinlin bozulmasi, artan osmotik basin¢ nedeniyle
hiicrenin patlamas1 ve hiicre igeriginin, hiicreler aras1 bosluga salinmasi ile

enflamasyonla karakterize nekrotik hiicre oliimiiniin meydana geldigi bildirilmistir
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(Leibbrandt et al., 1995; Mishima et al., 2006). Cisplatin’ e bagli meydana gelen bu
hiicresel hasar1 azaltma veya Onlemek amaciyla antioksidan 6zellikte olan birgok
madde ile ¢alismalar yapilmistir (Fujieda et al., 2006; Mishima et al., 2006). Bircok
calismada, cisplatin toksisitesinin patofizyolojisinde oksidatif stresin dnemli bir yeri
oldugu gosterilmistir (Kanter et al., 2007). Hayvanlarda cisplatin ototoksik dozda
verildiginde, antioksidan enzimlerde (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediktaz) ve glutatyonda azalma, lipid peroksidasyonunun

gostergesi olan MDA diizeylerinde artis izlenmistir (Rybak et al., 2000).

1979' larda onaylanmasindan bu yana cisplatin klinikte en yaygmn kullanilan
kemoterapotiklerden biri haline gelmis olup ve hiicre direnci ve toksisiteye neden
olsada en gozde kemoterapotikler arasinda yer almaya devam etmektedir. Cisplatin’
in yan etkileri arasinda Oncelikle nefrotoksisite, gastrointestinal toksisite,
norotoksisite ve ototoksisite bulunur. Kardiyotoksisite genellikle cisplatin’ in bir yan
etkisi olarak tanimlanmamaktadir. Bununla birlikte, son on yilda, cisplatin infiizyonu
sirasinda veya kisa bir siire sonra; angina, kardiyak iskemi ve kronik kalp yetmezligi
gibi genis bir kardiyotoksik olay serisini bildiren klinik olgularin miktarinda bir artis
meydana gelmistir (Oun and Rowan 2017). Cisplatin’ in antineoplastik bir ila¢ olarak
kullanim yayginlagsmasi ile bu ilacin kullanim ile ortaya c¢ikan ototoksisitenin
engellenmesi icin birgok antioksidan ilag ile deneysel ¢alismalar yapilmigtir. Huang
ve arkadaglarmin (2007) deneysel ¢alismasinda bir antosiyanin olan ginko biloba
ekstresi maddesinin cisplatin ototoksisitesi ilizerine olan etkilerini igitme ve
histopatolojik inceleme yoluyla degerlendirmislerdir. Yapilan calismada gingo biloba
+ cisplatin kullanilan grupta sadece cisplatin kullanilan gruba kiyasla hem isitme
esiklerinde daha az diisiis, hem de daha diisliik oranda dis tiiylii hiicre harabiyeti
saptanmig ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Huang et al., 2007).
Ayrica, Wang ve arkadaslart (2003) ratlarda cisplatin uygulanimi esnasinda
otoprotektif etkisi uzun zamandir bilinmekte olan sodyum thiosiilfat1 klinik olarak
yiiksek terapotik dozda intrakoklear perfiizyon seklinde uygulamiglar. Bu strateji
olduk¢a basarilt olmus ve isitme kaybina dair herhangi bir belirti izlenmemistir.
Histolojik analizlerde Corti organindaki dis tiiylii hiicrelerde neredeyse tam bir
korunma izlenirken yalniz cisplatin ile tedavi edilen grupta isitmede ve dis tiiyli

hiicrelerde belirgin kayip izlenmistir (Wang et al., 2003).
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Erken ve arkadaslari selenyumun cisplatin kaynakli nd&rotoksisiteyi Onleyip
Onlemedigini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda; cisplatin, sicanlarda periferal ndrotoksik
bir etkiye sahip olsa da, bu etki kismen selenyum tedavisi ile 6nlenmistir. Bu nedenle
selenyum ve cisplatin’ in birlikte uygulanmasinin periferik norotoksisitenin siddetini
azaltmak i¢in yararli bir yaklasim olabilecegi bildirilmektedir (Erken et al.,
2014).Shabani ve arkadaslar1 (2012)calismasinda, cevizin siganlarda noronlar
cisplatin kaynakli norotoksisiteye karsi koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Diyetli
ceviz (%6), erkek sicanlarda kronik cisplatin tedavisi sonrasit (5 ardisik hafta
boyunca 5 mg / kg / hafta) hipokampus ve serebellum ile ilgili davranislarin degisimi
yoluyla noroprotektif etkileri acisindan degerlendirilmistir. Ceviz tliketimi cisplatin
ile tedavi edilen siganlarda hafiza ve motor becerileri gelistirirken ceviz yalniz salin
ile karsilastirildiginda bu yeteneklerde Onemli bir degisiklik gostermemistir.
Cisplatin, nosisepsiyon yanitinin gecikmesini arttirdi ve ceviz, cisplatin’ in bu
etkisini tersine ¢evirdi. Cisplatin gibi antikanser ilaglar1 takiben diyetteki cevizlerin,
motor ve biligsel islevdeki cisplatin kaynakli bozulmalara kars1 koruyucu bir etkisi

olabilecegi sonucuna ulasmiglardir(Shabani et al., 2012).

Cisplatin, etkili bir kemoterapotik olup ¢esitli kat1 tiimdrlerin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sadece kanser hiicrelerine yonelik kotii hedeflemeye bagh
olarak cisplatin’ in diger organlara biyolojik olarak dagilimi, cisplatin kaynakl
toksisitenin belkemigini olusturur. Hayvanlarin her iki dozda cisplatin’ e maruz
birakilmas: oksidatif strese yol acan ROS ve NO diiretimiyle sonuglandigini ifade
edilmistir. MAP Kinaz yolu, o6zellikle JNK aktivasyonu, cisplatin tarafindan
tetiklenmistir. Sonunda, inflamatuar yanitin ve oksidatif stresin siirekliligi ekstrinsik

yol ile apoptosise yol agtigin1 agiklamislardir (Banerjee et al., 2018).

Ayrica cisplatin, kan hiicrelerini birkag farkli yoldan etkileyebilir. Kan hiicrelerinin
kemik iligi Uretimini baskilayabilir. Kirmizi veya beyaz hiicrelerin kan sayimi
tedaviden yaklagik 10 giin sonra azalmaya baslayabilir. Ayrica kirmiz1 hiicrelerin
hasar gormesi nedeniyle hemolitik anemi olusturabilir. Bir diger ciddi yan etki,
hastalarin% 30'dan azinda goriilen periferal noropatidir. Eller, ayaklar, kollar ve
bacaklarda azalmis sansasyon, uyusma ve karincalanma ile ortaya c¢ikar.
Norotoksisite (sinir hasari1) de gorilebilir. Bu gibi durumlarda hastalar ndbetler veya

refleks kaybi, bulanik gorme veya renk gorme kaybi, ajitasyon veya karigiklik
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yasayabilir. Istah kayb1 ve yiyeceklerin tadina bakma yeteneginde degisiklikler,
herhangi bir sebep olmaksizin agizda metalik bir tat ile karakterize edilebilir.
Karaciger fonksiyonlar1 etkilenebilir ve kandaki karaciger enzimlerinde artis olabilir.
Tedavi kesildikten sonra bu degisiklikler normale doner. Dogurganlik da cisplatin
nedeniyle olumsuz etkilenebilir. Cogu hastada tiim yan etkiler goriilmez. Bazi yan
etkiler sadece belirli bir zamanda ortaya ¢ikar ve sinirlt siirelerde olabilir (Sun et al.,

2005; Roila et al., 2010;Chang et al., 2015).

Cisplatin tahris edici bir maddedir, bu nedenle viicuda giren damarin iltihabina neden
olabilir. Bu sebeple nefrotoksisite (bobrek hasari) biiyiik bir endise kaynagidir.
Bobrek fonksiyonundaki degisiklikler doz sinirlayict yan etkilerdir. Bobrek hasarini
onlemeye yardimci olmak icin yeterli hidrasyon ve diiirez kullanilir. Ayrica cisplatin
viicuttaki {irik asit diizeylerini artirabilir. Ayrica sik goriilen bir yan etkisi de mide
bulantis1 ve kusmadir. Kusma belirtileri steroidler ile birlikte antiemetik ilaglar
vasitasiyla kontrol edilebilir. Ayrica magnezyum, potasyum ve kalsiyum
dizeylerindeki degisiklikler de dahil olmak iizere elektrolit bozukluklari meydana
gelebilir (Roila et al., 2010). Cisplatin, 6zellikle lipit peroksidasyonu ve serbest
radikal tretimi tetikleyerek ve renal tlibliler yapiyr degistirerek uzun vadeli
tedavilerde oksidatif stres ile bobrek fonksiyonuna ve bobrek fonksiyonlarina zarar
vermeye baglar (Hassan et al., 2010; An et al., 2011). Bir hayvan modelli ¢alismada
nefrotoksisite olusumunun cisplatin tedavisi sirasinda ilk yan etki oldugu ve bu
nedenle cisplatin ile kemoterapi sirasinda Ozellikle bobreklere dikkat edilmesi
gerektigi tespit edilmistir (Nematbakhsh et al., 2012). Cisplatin kaynakli
nefrotoksisite sonucunda glomeriiler ve tiibiiler degisiklikler bir¢ok c¢alismada
kaydedilmistir (McDuffie et al., 2013;Bulacio and Torres 2013;Sahu et al., 2013).
Cisplatin nefrotoksisitesinin mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamasina ragmen,
cisplatin® in neden oldugu O>* ve eOH radikali gibi serbest oksijen radikalleri
olusumu, nefrotoksisitesini agiklayan mekanizmalardan biri olarak ileri siirtilmiistiir.
Bu goriisten hareketle, antioksidanlarin cisplatin nefrotoksisitesine  karsi
koruyuculugu aragtirllmig ve gercekten bazi antioksidanlarin, bobrek dokusunu
cisplatine bagli nefrotoksisiteden korudugu gosterilmistir (Mansour et al., 2002;
Kadikoylu et al., 2004; Sheikh-Hamad et al., 2004; Atessahin et al., 2006). Pek ¢ok
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Cisplatin kaynakli nefrotoksisite aragtirmasinda gosterildigi gibi, cisplatin si¢anlarda

agirlik kaybina da neden olabilirmektedir(Ademiluyi et al., 2013).

Oksidatif stres, bircok organ ve bircok biyolojik hedef Uzerinde toksisitenin belirgin
bir isaretidir, lipidlerin biyomolekiillerin en ilgili siifi oldugu sdylenmektedir. Lipid
peroksidasyonu oksidatif stresin énemli bir sonucudur (Manda and Bhatia 2003).
Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitleriyle
etkilesmesi sonucu baslar. MDA lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve lipid
peroksidasyonunun en sik kullanilan belirleyicilerinden biri kabul edilir. Oksidatif
strese maruz kalan dokularda MDA seviyesinde artis gozlemlenir (Kovacic and
Jacintho 2001). Dolayisiyla, lipid oksidasyonunun en ¢ok ¢alisilan tiriinii olan MDA,
sadece lipit peroksidasyonu igin bir belirte¢ olmasinin yaninda, ayni zamanda
organizmada oksidatif stres seviyesini Olcmek icin biyo-belirte¢ olarak
tamimlanmistir  (Del Rio et al., 2005).Daha oOnceki ¢alismalarda cisplatin
uygulamasindan sonra MDA seviyelerinde artis oldugu tespit edilmistir (An et al.,
2011; Al-Kahtani et al., 2014; Motamedi et al., 2014; Amirshahrokhi and Khalili
2015). Bizim c¢alismamizda ise cisplatin ile bir antioksidan olan Ferulik asit
calismamizda birlikte kullanildi. Ratlara 5 giin boyunca Ferulik asit 100 mg/kg dozda
I.p yoluyla verilerek daha sonra i.p. 10 mg/kg tek doz Cisplatin uygulandi ve beyin
dokusunda lipit peroksidasyon gdstergesi MDA degerlerinin kontrol grubuna gore
anlamli sekilde arttigi dahasi antioksidan etkili Ferulik asit’ in Ferulik Asit
+Cisplatin grubunda MDA diizeyini diigiirdiigi goriilmistiir. Buna ek olarak Ferulik
Asit +Cisplatingrubunda SOD aktivitesi antioksidan enzim duzeylerinin ve GSH

seviyesinin arttig1 gézlendi.

Ilerleyen bilim ve teknoloji ile birlikte kansere karsi savasta bilim insanlar klasik
tedavi yontemlerinin yani sira tamamlayici tedavi yontemleride gelistirmektedirler.
Sentetik antioksidanlarin da toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan
caligmalarla birlikte dogal antioksidan kaynagi olan meyve, sebze, baharat ve bitkisel
caylara ilgi artmistir. Fenolik bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal etkileri
oldugu bilinmekle birlikte bu bilesiklerin antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antipatojenik ve antiviral etkiye sahip oldugunu kanitlayan bir¢ok ¢alisma vardir
(MacDougall 2002). Fenolik bilesikler ayn1 zamanda zararli oksidatif siireglerin

inhibitorleri ve potansiyel antioksidanlari olarak tanimlanmaktadirlar. Calismamizda
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kullanilan fenolik bir bilesik olan Ferulik asit piring, yulaf, kahve, turuncgiller, elma
ve yabanmersini basta olmak iizere sebze ve meyvelerde bol miktarda bulunmaktadir
(D'Archivio et al., 2007). Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarla Ferulik asit’ in
serbest radikalleri uzaklastirmasi, sitoprotektif enzimleri uyarmasi ve sitotoksik
sistemleri inhibe etmesi nedeniyle kanser terapisinde rol oynadigi gosterilmistir
(Hemaiswarya and Doble 2013). Calismamizda kullandigimiz Ferulik asit’ in DNA’
ya zarar veren superoksit, nitrikoksit ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri
etkisiz hale getiren bir antioksidan oldugu yapilan ¢alismalarda gésterilmistir (Seven
and Candan 1995; Teng et al.,, 2016).Fenolik bilesik olarakFerulik asit bircok
calismada antioksidan etkinligi ortaya konuldugu gibigesitli hastalik tiirlerinde rol
oynayan oksidatif strese kars1 olumlu etkileri bulundugu bildirilmistir(Kanski et al.,
2002;Barone et al., 2009). Ferulik asit, inflamasyon yolaklari ile etkileserek ve
serbest radikalleri atarak lipid peroksidasyonunu inhibe etme ve azaltma 6zelliklerini
gostermistir (Trombino et al., 2013; Alam et al., 2013). Ueki ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada Ferulik asit’ in siganlarda yaralanma gelisimini inhibe ederek ve bobrek
fonksiyonlarmi  iyilestirerek ~ yarali  bobreklerde  renoprotektif  etkileri
sergilediginigostermislerdir (Ueki et al., 2013). Ferulik asit” in kanser Gzerine
etkisinin arastirilmasi ile ilgili literatiirde sinirh sayida ¢alismalar olmakla birlikte bu
alanda bazi ¢alismalar yapilmistir. Kanski ve arkadaslar1 Ferulik asit” in antioksidan
potansiyeli sayesinde ROS araciligi ile olusan noronal hasar1 azalttiginm
gostermiglerdir (Kanski et al., 2002). Peng ve arkadaglart yaptiklar1 bir aragtirmada,
T24 mesane kanseri hicrelerinde 2 mM dozda Ferulik asit’ in sitotoksik etkisi 3
boyutlu kiiltiirlerin 2 boyutlu kiiltiirlerden farkli biyolojik davranis sergiledigi
gosterilmistir. Sonugta 3 boyutlu kiiltiirde apoptotik oran %64 iken 2 boyutlu
kiiltiirde %76 olarak bulunmustur (Peng et al., 2013). Yapilan bir ¢alisma sonucunda
Ferulik asit” in US7MG insan glioblastoma kanseri hiicre hatlarinda apoptotik yolagi
aktive ederek sitotoksik etkiye neden oldugu ve Ferulik asit yiikli nano yapili
tastyicilarin bu etkiyi onemli derecede arttirdigi rapor edilmistir (Carbone et al.,
2014). Janicke ve arkadasglari tarafindan 2011° de yapilan ¢aligma sonucunda Ferulik
asit” in (150 puM 24 saat) Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etki
sergiledigi goriilmiis ve hiicre dongiisliniin S fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu

gosterilmistir (Janicke et al., 2011). Ferulik asit’ in T47D meme kanseri hicrelerinde
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ve ECV304 endotelyal hiicrelerde biiylimeyi inhibe ettigi gesitli c¢alismalarda
gosterilmistir (Kampa et al., 2004; Hou et al., 2004). Hemaiswarya ve Doble
tarafindan yapilan bir ¢alismada Ferulik asit’ in insan serviks kanseri hiicrelerinde
IC50 dozu 320 puM bulunmustur (Hemaiswarya and Doble 2013). Wang ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise ECV304 endotelyal hiicrelerde
Ferulik asit’ in doz bagiml olarak (0.1 pg/ml-10 pg/ml) hucre proliferasyonunu
arttirdig1 gosterilmistir. Ferulik asit’ in bu etkisi CCND1 ve VEGF’ nin mRNA
seviyesinde artig1 ile iliskilendirilmistir (Wang et al., 2011).Bir baska calismada
iseFerulik asit ve curcumin gibi antioksidanlar bobrek hasarmin onlenmesinde ve
bobrek dokusunun yapisinda koruyucu etki sagladigi sonuglarina ulasmigtir (Bami et
al., 2017).

Ferulik asit, serbest radikalleri temizleyen ve oksidatif stresi azaltan rezonans dengeli
fenoksil radikal olusturur. Diyabetik siganlarda pankreas dokusunda antioksidan
enzimler, siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerini arttirarak glikoz ve lipid
profilini gelistirir. Ferulik asit” in metformin ile birlestirilmesi, hem in vitro glukoz
alim aktivitesini hem de in vivo hipoglisemik etkinligi iyilestirir. Diyabetik
sicanlarda 10 mg/kg dozda Ferulik asit ile kombine edilerek metformin dozunu dort
kat (50 ila 12.5 mg / kg viicut agirligl) azaltmak miimkiindiir. Ferulik asit, glikoz
alimmi PI3-K yolu ile gelistirirken metformin, glikoz alimimi iyilestirmek icin
AMPK yolunu aktive eder. Ferulik asit ile metforminin sinerjik etkilesimi, glikoz
alimma katilan paralel yolaklar iizerindeki etkisinden kaynaklanmaktadir.
Etkilesiminin sinerjik dogasindan otiirli, normoglisemi saglamak ic¢in gereken
metforminin (Ferulik asit ile birlestirilerek) dozunun azaltilmasi mimkiindiir.
Metformin dozu azaldigindan, metformin tedavisinin dozla iliskili yan etkileri

azaltilabilir (Nankaret al., 2017).

Yapmis oldugumuz bu calismada, genis kullanima sahip bir antineoplastik ila¢ olan
cisplatin ile birlikte norotoksik hasar1 dnleyici etkisi olan Ferulik asit kullanildiginda
cisplatinin norotoksik etkisine bagli olarak olusan biyokimyasal degisikliklerin

siddetinin 6nemli derecede azaldig1 gdzlemlendi.
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5.2. Sonug ve Oneriler

Calismamizda cisplatin ile indiiklenen oksidatif stres sonucunda olusan lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA’nin anlamli olarak arttigini
gozlemledik. ferulik asit’ in beyin dokusunda Cisplatinin indiikledigi oksidatif
stres sonucunda lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyesini
anlamli olarak diisiirdiiglinii gézlemledik.

GSH seviyesi ve SOD enzim aktivitesinin, beyin dokusunda cisplatin ile
indiiklenen oksidatif stres sonucunda azaldigini; bir antioksidan olan yalniz
Ferulik asit verilmesiyle Cisplatin grubuna gore anlamli olarak arttigin
gozlemledik.

Antioksidanlardan SOD, GSH ve lipid peroksidasyon gostergesi MDA
seviyelerinin yalniz Ferulik asit verilmesi ile Kontrol grubuna gére anlamli
bir fark gozlemledik.

Antioksidanlardan SOD aktivitesinin, Ferulik Asit+Cisplatin grubunda
kontrol ve Cisplatin gruplarina gére anlaml farkliliklar gézlemledik.
Antioksidanlardan SOD aktivitesinin ve GSH seviyesinin, Ferulik
Asit+Cisplatingrubunda cisplatin  grubuna goére anlamli olarak arttigini
g6zlemledik.

Lipid peroksidasyonunun oOnemli belirteclerinden olan MDA seviyesinin
Ferulik Asit+Cisplatingrubunda Cisplatin grubuna gore anlamli olarak
azaldigin1 gozlemledik.

Biyokimyasal degerlendirmemiz neticesinde; Cisplatin  norotoksisite

olusturma mekanizmalarindan biri olan oksidatif strese karsi Ferulik asit’ in

koruyucu bir etki olusturdugu gozlemledik. Ccisplatin kaynakli meydana gelen

norotoksik etkilerin azalmasinda Ferulik asit> in destek bir tedavi olarak

kullanilabilecegi diisiincesindeyiz. Ancak Cisplatin ile ilgili farkli doz ve siirelerle

gelistirilen norotoksisite modellerinin olusturuldugu ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugu

belirtilmelidir.
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