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Effect of Taxifolin on DNA Mutation in Heart Myocardial Tissue
Induced by Paclitaxel-Associated Oxidative Stress in Rats
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ABSTRACT

Objective: Paclitaxel is a taxane-derived anticancer drug
widely used in the treatment of many cancers. Cardiac toxic-
ity is well known. It has been reported that paclitaxel reduc-
es the total antioxidant capacity, increases lipid peroxidation
and causes DNA damage in heart tissue. Our study suggests
that taxifolin, a powerful antioxidant, may be useful in pre-
venting paclitaxel-related heart damage. The effect of taxi-
folin on paclitaxel-induced oxidative heart damage were not
found in literature. Aim of the study is to biochemically inves-
tigate the effect of taxifolin on paclitaxel-induced oxidative
heart damage in rats.

Materials and Methods: The animals were divided into a
healthy group (HG) treated with distilled water, paclitaxel
treated control (PAC) and paclitaxel + taxifolin (PAT) groups.

Results: In the heart tissue of rats receiving paclitaxel, the
amount of GSH was lower than taxifolin and the healthy
groups. The amount of MDA, TPI, CK-MB and 80HdG was sig-
nificantly higher than taxifolin and the healthy group.

Conclusion: Paclitaxel caused oxidative stress and changed
the oxidant-antioxidant balance in favor of oxidants, while
Taxifolin changed the oxidant-antioxidant balance in favor of
antioxidants and significantly prevented the 80HdG increase.
This information suggests that taxifolin may be useful in pre-
venting paclitaxel-associated oxidative heart damage.

Keywords: DNA, mutation, myocardium, oxidative stress, pacl-
itaxel, taxifolin
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Amag: Paklitaksel birgcok kanserin tedavisinde yaygin bir sekilde
kullanilan ve kardiyak toksisitesi en iyi bilinen taxane tlrevi anti-
kanser bir ilagtir. Paklitakselin kalp dokusunda total antioksidan
kapasiteyi duslrdugu, lipid peroksidasyonunu artirdigl ve DNA
hasarina yol actigi bildirilmistir. Calismamiz gicli antioksidan
olan taxifolinin paklitaksel ilskili kalp hasarini 6nlemede yararli
olabilecegine isaret etmektedir. Literatlr taramalarinda taxi-
folinin paklitakselle indliklenen oksidatif kalp hasarina etkisini
arastiran galismalara rastlanmadi. Amacimiz taxifolinin sigcanlar-
da paklitakselle indiiklenen oksidatif kalp hasarina etkisini biyo-
kimyasal olarak arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Hayvanlar distile su uygulanan saglikli grup
(SG), paklitaksel uygulanan kontrol (PAC) grubu ve paklitaksel+
taxifolin (PAT) uygulanan grup olarak ayrildi.

Bulgular: Paklitaxel alan sicanlarin kalp dokusunda GSH miktari
disuk, MDA, TP | ve CK-MB ve 80HdG miktari ise taxifolin ve
saglkli gruba gore anlamli olarak ytksek bulunmustur.

Sonug: Paclitaxel oksidatif strese yol agmis ve oksidan antiok-
sidan dengeyi oksidanlarin lehine degistirirken, Taxifolin oksidan
antioksidan dengeyi antioksidanlarin lehine degistirmistir ve
80HJG artisini anlamli olarak 6nlemistir. Bu bilgiler, taxifolinin
paclitaxelle iliskili oksidatif kalp hasarini 6nlemede yararli olabi-
lecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA, mutasyon, myokard, oksidatif stres, pak-
litaksel, taxifolinin
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GiRiS

Kemoterapi kullaniminin yayginlasmasi ile kanser tedavi-
sinde basari orani belirgin olarak yukselmektedir. Ancak,
kemoterapiye bagll erken ve ge¢c donemde kardiyak yan
etkilere maruz kalan kisi sayisi da artmaktadir. Paklitaksel,
kardiyak toksisitesi iyi bilinen taxane turevi antikanser
bir ilagtir (1, 2). Paklitaxelin kalp fonksiyon bozuklugu,
miyokardiyal iskemi ve infarktlise kadar gotlrebilen yan
etkileri bildirilmistir (3). Paklitakselin bu ciddi yan etkileri
ya duslk dozlarda kullaniimasina ya da tedaviden cikaril-
masina neden olmaktadir. Paklitakselin kalp dokusunda
lipid peroksidasyonunu artirdigy, total antioksidan kapasiteyi
dusirdugu bildirilmistir (4). Antioksidan savunma meka-
nizmalarinin yetersiz kalmasi ve serbest radikallerin asiri
Uretimi lipid peroksidasyonu ve DNA hasarina yol acar (5).
DNA hasari oksidatif stresi belirlemede onemli gosterge-
lerden biri olmustur (6). DNA oksidatif hasari onarilamazsa
DNA mutasyona ugratilir. 8-hidroksiguanin'in (8-OHGua),
DNA'nin mutajenik bir sekli oldugu kabul edilmistir (5, 7).
Bu bilgiler, paklitakselin kalp dokusunda oksidatif strese
yol actigini gostermektedir ve antioksidan uygulamanin
paklitaksel ilskili kalp hasarini onlemede yararli olabilecegini
isaret etmektedir. Calismamizda paklitaksel kardiyotoksi-
sitesine karsi etkisini deneyecegimiz gugcli bir antionksi-
dan olan Taxifolin (3,5,7,3,4-pentahydroxy flavanone veya
dihydroquercetin), turuncgiller ve soganda bol miktarda
bulunan bir flavonoiddir (8) . Literattr taramalarinda taxifo-
linin paklitakselle indiiklenen oksidatif kalp hasarina etkisini
arastiran galismalara rastlanmadi. Bu nedenle ¢alismamizin
amaci, taxifolinin siganlarda paklitakselle indlklenen oksi-
datif kalp hasarina etkisini biyokimyasal olarak arastirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Hayvanlar

Deneyde agirliklar 225-238 gram arasinda degisen toplam
18 adet albino wistar turd erkek sicanlar kullanildi. Siganlarin
tima, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezinden temin edildi. Calisma Atatlrk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi ile
yapilmistir (Toplanti sayisi:4, Karar No:82, 30.03.2018 ).

Hayvanlar Farmakoloji Anabilim Dali laboratuarinda grup-
lar halinde normal oda sicakhiginda (22 °C) uygun sartlar
altinda barindirildi ve beslendi.

Kimyasal maddeler

Deneyde kullanilan paklitaksel Actavis istanbu ilag San ve
Tic Ltd Sti (Turkiye), thiopental sodium was provided by
IE Ulagay-Turkey, taxifolin Evalar-Rusyadan temin edildi.

Deney gruplari

Deney hayvanlari, paklitaksel uygulanan kontrol (PAC),
paklitaksel+ taxifolin (PAT) ve distile su uygulanan saglikli
gruplara (SG) ayrildi.

Deney prosediirii

Siganlarin PAT grubuna taxifolin 50 mg/kg dozda gavaj ile
oral yoldan uygulandi. PAC ve SG gruplarina ise ¢ozicu
olarak distile su ayni hacimde (0.5 ml) ayni yoldan verildi.
Taxifolin ve distile su uygulandiktan bir saat sonra hay-
vanlarin PAT ve PAC grubuna paklitaksel 2 mg/kg doz iki
gun ara ile intraperitoneal (i.p) yoldan enjekte edildi. Bu
hayvanlara paklitaxel toplam dort doz uygulandi. Bu slre
sonunda hayvanlarin kalp dokular ¢ikartildi ve kalp doku-
larinda malondialdehid (MDA), total glutatyon ve DNA nin
mutajenik sekli olan 8-hidroksiguanin’in (8-OHGua) miktar
Olcimu yapildi. Ayrica, alinan kan 6rneklerinde kreatin kinaz
MB (CK-MB) ve troponin | (TP ) dizeyleri tayin edildi.

DNA Oksidasyon Analizi

Dokunun hazirlanmasi

50-200 mg doku buzda ya da +4 °C'de 1 mL homojeni-
zasyon tamponu ile (30 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA, 10
mM 2-merkapto etanol, %0.5 (v/v) Triton X-100) mekanik
homojenizator ile homojenize edildi. Elde edilen karisim
10 dakika 1000 g’ de santrifiij edilerek slipernatant kis-
mi atildi. Elde edilen pellet 1 mL extraksiyon tamponu ile (
0.1 M Tris pH 8, 0.1 M NaCl, 20 mM EDTA) tekrar slipanse
edildi ve 30 sn vortexlenerek homojen hale getirildi. Daha
sonra 1000'g de 2 dk santrifuj edildi. Elde edilen pellet
tekrar extraksiyon tamponu ile siispanse edildi. Stispan-
siyon vortexlenerek iyice karismasi saglandi. Karisima 400
yL fenol eklendi ve 1 dakika kuvvetlice vortexlendi. Faz-
larin ayrilmasi icin oda sicakliginda 10 dakika beklendi ve
Ust faz ayrlarak temiz bir tipe konuldu. Temiz tipe ali-
nan kisma 400 pL kloroform-izopropanol eklenerek (24:1)
10000 g' de 10 dakika santrifij edildi ve Ust faz yine temiz
bir tipe alindi. Son santrifijden elde edilen karisima 40 pL
3 M sodyum asetat pH=5 ve 800 pL buz soguklugunda
etanol eklenerek yavasca alt Ust edilerek karismasi sag-
landi. 10000'g de 15 dakika santrifiij edildi Ustte kalan
kisim tamamen uzaklastirildi ve altta kalan kisma 1 mL
%70’ lik etanol eklendi (9).

Formik asitle DNA hidroliz islemi

Son olarak elde edilen 1 mL'lik karisima 0.5 mL %60’k
formik asit eklendi. TUplerin agzi kapatilip 60 dakika 150
°C 'de bekletildi. TUplerin sogumasi beklendikten sonra,
soguyan tlplerdeki formik asitin uzaklasmasi igin oda si-
caklhiginda bekletildi ve yaklasik 1 mL'lik karigsim -20 °C de
calisma gliniine kadar saklandi (10).

MDA analizi

MDA o6lgimi MDA'nin sicak asidik ortamda tiyobarbitirik
asitle olusturdugu rengin 532 nm'de optik dansitesinin 6l-
¢llmesi prensibine dayanan Ohkawa ve arkadaslarinin me-
toduna gore yapildi. 25 ornek Uzerine, 25 sodyum dodesil
sulfat (80 g/L), 1 mL mix karisim (200 g/L asetik asit + 1.5
mL 8 g/L 2-tiyobarbiturik asit) eklenerek 95 °C'de 60 da-
kika isitildi. Sogutulduktan sonra 4000 devirde 10 dakika
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santrifij edildi. Ust tabakanin absorbansi 532 nm’de dlciil-
di. Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan kullanilarak
cgizilen kalibrasyon grafiginden numunedeki MDA miktari
hesaplandi (11).

tGSH Analizi
tGSH analizi Sedlak ve ark. gore yapildi (12).

8-Hidroksiguanin'in HPLC ile analizi

8-OHdG ve deoksiguanin (dG) seviyeleri daha once-
den tanimlanmis olan sistemlerle ¢esitli dalga boylarinda
HPLC-UV ve HPLC-ECD elektrokimyasal dedektorlerle
HPLC'de olcildi. HPLC analizinden once, hidrolize DNA
ornekleri HPLC eluenti ile yeniden ¢ozildi. Son hacim 1
mL oldu. 20 pL son hidrolizat HPLC-ECD enjekte edildi.
(HP, HP 1049A ECD dedektor, Agilent 1100 modular
sistemler HP 1049A ECD dedektor, Almanya) Ters faz
C18 (RP-C18) analitik kolon (250 mm x 4.6 mm x 4.0
um, Phenomenex, CA) kullanildi. Mobil faz, dakikada 1
mL akis hizina sahip olan asetonitril (97: 3, v/v) iceren
0.05 M potasyum fosfat [pH 5.5] tamponundan meydana
gelmekteydi. dG konsantrasyonun 245 nm' de absorbansi
Olculerek, 8-OHdG elektrokimyasal okumayla (600 mV)
gozlemlendi. dG ve 8-OHdG, Sigma marka dG ve 8-OHdG
standartlar kullanilarak miktarlari belirlendi. DNA hasari
gostergesi olarak 8-OHdG7 dG106 verildi (13, 14).

Troponin | (TP I) tayini

Hayvanlardan elde edilen plazmada Troponin | seviyeleri
VIDAS Troponin | Ultra kitinde, ELFA (Enzyme- Linked
Fluorescent Assay) teknigi kullanilarak olguldu. Kitteki
hazir olan test reaktifleri kullanilarak testin tim adimlari
VIDAS cihazinda otomatik olarak yapildi. Numune alkalin
fosfataz (konjugat) ile isaretlenmis anti-kardiyak troponin
| antikorlari iceren kuyuya transfer edildi. Numune konju-
gat karisimi, kati faz saglayicinin igine gekilip birakilarak,
antijenin kati faz baglayicinin i¢ duvarina bagh olan tropo-
nin | ve konjugata baglanmasi saglandi. Baglanmayan ice-
rik yikamayla uzaklastirildi. Konjugat enzim, substrat olan
4-metil umbeliferil fosfatin floresansi 450 nm'de olgllen
bir Grlin olan 4-metil umbeliferona hidrolizini katalize
eder. Floresansin yogunlugu numunede bulunan antijen
konsantrasyonu ile orantilidir.

Kreatin kinaz MB (CK-MB) tayini

Hayvanlardan elde edilen plazmada kreatin kinaz MB
tayini Roche/Hitachi cobas c¢ 701 sisteminde olgulda.
Hazir olan test reaktifleri kullanilarak testin tim adimlar,
prosedure uygun olarak immunolojik UV testi ile gercek-
lestirildi. CK-MB izoenzimi, CK-M ve CK-B olmak uzere
iki alt birimden olusur ve bunlarin her ikisinde de aktif bir
yer vardir. CK-M'ye spesifik antikorlarin yardimiyla numu-
ne icindeki CK-M alt birimlerinin katalitik aktivitesi CK-B
alt birimleri etkilenmeden %99,6'ya inhibe edilir. CK-MB
aktivitesinin yarisina karsilik gelen CK-B aktivitesinin
kalani total CK yontemiyle tayin edilir.

8-
: *
)
§ 6- e
Q
o
3 4' N
£ ok
= pre e
< 2" e
Q
=
0-—= 1 T
) O A

Sekil 1. PAC grubunun kalp dokusunda MDA miktari SG gru-
buna gore anlamli yukselmistir. PAT grubunda ise PAC grubuna
gore anlamli bir azalma gorilmustir. PAT ve SG grubunda MDA
miktar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(*p<0.0001 SG grubuna gore; ** p>0.05 SG grubuna gore).
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Sekil 2. PAC grubunun kalp dokusunda tGSH miktar SG grubuna
gore gok daha diustik bulunmustur. PAT grubunda ise PAC gru-
buna gore anlamli bir artis gortlmustur. PAT ve SG grubunun kalp
dokusunda tGSH miktarlar arasindaki fark anlamsiz bulunmustur
(*p<0.0001 SG grubuna gore; ** p>0.05 SG grubuna gore).

istatistiksel Analiz
Deneylerden elde edilen sonuglar “ortalama deger + stan-
dart sapma” (x + SD) olarak ifade edildi. Gruplar arasin-
daki farklar ANOVA kullanilarak karsilastirildi. Tukey testi
ile performans analizi yapildi. p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

MDA analiz sonuglar
Sekil 1'den anlasilacag gibi, paklitaxel hayvan kalp doku-
sunda MDA miktarini saglikli ve taxifolin grubuna gore
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Sekil 3. PAC grubunun kalp dokusunda 80HdG miktarn SG
grubuna gore anlamli olarak ylksek bulunmustur. PAT gru-
bunda ise PAC grubuna gore anlamli bir azalma gorilmustur.
Ancak, PAT ve SG grubunun kalp dokusunda 80HdAG miktari
hemen hemen ayni bulunmustur (*p<0.0001 SG grubuna gore;
**p>0.05 SG grubuna gore).
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Sekil 4. PAC grubunda TP | diizeyleri SG grubunkine gore an-
lamli artis gostermistir. PAT grubunda ise PAC grubuna gore an-
lamli bir azalma gortlmustur. TP | degerleri PAT ve SG grubunda
birbirlerine yakin bulunmus ve aralarindaki fark anlamsiz olarak
degerlendirilmistir. (*p<0.0001 SG grubuna gore; ** p>0.05 SG
grubuna gore).

anlamli (p<0.0001) ylkseltmistir. Taxifolin ve saghkl gru-
bunda MDA miktar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz (p>0.05) bulunmustur.

tGSH analiz sonuglan

Paklitaxel uygulanan hayvanlarin kalp dokusunda tGSH
miktari saglikli ve taxifolin grubuna gore ¢ok daha dusuk
bulunmustur.Taxifolin ve sagliklh grubunun kalp dokusun-
da tGSH miktarlar arasindaki fark anlamsiz (p>0.05) iken,
paklitaxelle karsilastinldiginda tGSH miktar farki anlamli
(p<0.0001) hesaplanmistir (Sekil 2).

Sekil 5. PAC grubunda CK-MB diizeyleri SG grubunkine gore
anlamli artis gostermistir. PAT grubunda ise PAC grubuna gore
anlamli bir azalma gorulmustir. CK-MB degerleri taxifolin ve
saglikh grubunda birbirlerine yakin bulunmus ve aralarindaki
fark anlamsiz olarak degerlendirilmistir. (*p<0.0001 SG grubuna
gore; ** p>0.05 SG grubuna gore).

8-OHGua analiz sonugclari

Paklitaxel grubunun kalp dokusunda 8-OHGua miktari
saglikl ve taxifolin grubuna gore anlamli (p<0.0001) yUk-
sek bulunmustur. Ancak, taxifolin ve saglikli grubunun
kalp dokusunda 8-OHGua miktari hemen hemen ayni
olmustur. Bu iki grup arasindaki 8-OHGua miktar farki
anlamsiz olarak hesaplanmistir (Sekil 3).

TP | ve CK-MB analiz sonuglari

Paklitaxel uygulanan hayvan grubunda TP | ve CK-MB
dizeyleri taxifolin ve saglikli grubunkine gore anlamli
(p<0.0001) artis gostermistir. TP | ve CK-MB degerleri
taxifolin ve saghkli grubunda birbirlerine yakin bulunmus
ve aralarindaki fark anlamsiz (p>0.05) olarak degerlendi-
rilmistir (Sekil 4, Sekil 5).

TARTISMA

Bu calismada, taxifolinin sicanlarin kalp dokusunda pak-
litakselle indiklenen oksidatif stres ve oksidatif stresin
olusturdugu DNA mutasyonuna etkisi arastirildi. Deney
sonuglarimiz, paklitaxelin sicanlarin kalp dokusunda MDA
miktarini taxifolin ve saglikli gruba gore anlamli artirdigini
gostermistir. Taksifolin uygulanan grupta ise MDA miktari
disuk bulunmustur. MDA miktarinin yikselmesi paklitaxel
grubunda lipid peroksidasyonunun induklendigini isaret
etmektedir. Bilindigi gibi, MDA lipid proksidasyonunun son
Urdnldur ve oksidatif durumun gostergesi olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (15). Lipid peroksidasyonu sonucu
ortaya ¢ikan MDA toksiktir ve daha ileri yikimlara sebep
olmaktadir (16). Literattrlerde lipid peroksidasyon olayinin,
antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kalmasi
ve serbest radikallerin asiri Uretimi sonucu meydana geldigi
ifade edilmektedir (5) . Paklitaxelin kalp dokusunda MDA
miktarini artirdigl bildirilmistir (17). Ayrica, taxifolinin ser-
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best radikal artisini ve MDA'y1 inhibe ettigi ve antioksidan-
larin harcanmasini onledigi gosterilmistir (18). Antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersiz kalmasi ve serbest
radikallerin asirn Uretimi, sadece lipid peroksidasyonuna
degil, DNA hasarina da yol agmaktadir (5). Serbest oksijen
radikalleri; sUperoksit anyonu (O,"), hidroksil radikalleri
(OH), hidrojen peroksit (H,0,) hipoklorik asit (HOCI), ve
nitrik oksitten olusan peroksinitrittir (19) . Oksidatif stres,
DNA'da tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar ve baz modi-
fikasyonlari ile DNA hasari meydana getirmektedir (20)
. *OH radikali purin ve pirimidin bazlarinda belirgin hasar
olusturmaktadir. BOHdG DNA'nin mutajenik ozellik goste-
ren hasar Uriinidir. Bu Urlin oksidatif stres markeri olarak
degerlendirilmektedir (21).

Taxifolin grubunda tGSH miktarinin paclitaxel grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulunmasi, taxifolin grubunda
antioksidan savunma mekanizmalarinin korundugunu ve
serbest radikal Uretiminin baskilandigini distndirmek-
tedir. Calismalarda paclitaxel almis olan hayvanlarin kalp
dokusunda GSH uretimini baskiladigl bildirilmistir (17) .
tGSH canli doku hicrelerinde biyolojik membranlar lipid
peroksidasyonuna karsi koruyan bir endojen antioksidan
molekuldur (8).

Calismamizda ayrica taxifolin, kan TP | ve CK-MB duizey-
lerinin paclitaxel ile artmasini anlamli olarak onlemis-
tir. Yapilan arastirmalarda, kardiyak TP I'nin oksidatif
stresin siddetiyle korelasyon gosterdigi ifade edilmistir
(22). Paclitaxelle MDA miktarinin arttig), total antioksidan
kapasitenin azaldigi ve kalp dokusunda CK-MB'nin yuk-
seldigi deneysel olarak gosterilmistir (4).

Sonug olarak, Paclitaxel kalp dokusunda oksidatif strese
yol agmis ve oksidan antioksidan dengeyi oksidanlarin lehi-
ne degistirmistir. Paclitaxel ile indiklenen oksidatif kalp
hasari 8OHJG artisina neden olmustur. Taxifolin, oksidan
antioksidan dengeyi antioksidanlarin lehine degistirmistir
ve boylece 80OHAG artisini anlamli olarak onlemistir. Bu
bilgiler, taxifolinin paclitaxelle iliskili oksidatif kalp hasarini
onlemede yararli olabilecegini gostermektedir.
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