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OZET

DUSUK YOGUNLUKLU ULTRASESIN SiSPLATIN iLE iNDUKLENMIS
PERIFERIK NOROPATIDEKI TEDAVI ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Yildiz B. B. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofizik
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Sisplatin kullanarak olusturulan periferal noéropatide diisiik yogunluklu darbeli

ultrasesin (US) tedavi etkinliginin incelemesi amaglanmustir.

Gerec¢ ve Yontem: Sicanlar kontrol, sisplatin, melatonin, 1 MHz frekans 0.5 W/cm? ve 1.5
W/cm? US tedavi grubu olmak {izere 5 gruba ayrilmigtir. Haftada bir kez 3 mg/kg dozunda
sisplatinin 5 hafta intraperitonel (i.p.) enjeksiyonuyla kimyasal noropati olusturulmustur.
Melatonin tedavi grubuna 10 mg/kg melatonin i.p. enjeksiyonu, US tedavi gruplarina ise 1 MHz
frekansinda 0.5 W/cm? ve 1.5 W/cm? gii¢ yogunlugunda US 15 giin boyunca uygulanmistir.
Deneklere sisplatin uygulamasi sirasinda ve tedavi siiresince haftada bir kez tail flick ve hot
plate testleri uygulanmistir. Deney sonunda siyatik sinir elektrofizyolojik olgtimleri, MDA,
SOD ve inflamasyon isaretcileri seviyeleri, apopototik yolak ve mitofaji aktivasyonu varligi

incelenmis ve doku histolojisi analiz edilmistir.

Bulgular: Sisplatin uygulamasinin uzamis nosiseptif tepki siirelerine ve azalmig sinir ileti
hizina neden oldugu, US tedavilerin ise bu sonuglarda diizelme oldugunu gostermistir. Sisplatin
uygulamasiyla artan oksidatif stres ve inflamasyonun uygulanan tedavilerle azaldig: ve kontrol
seviyesine yaklastigi gozlenmistir. Sisplatin uygulanmasiyla siyatik sinirde apoptozun arttigi
ve mitofajinin azaldig1 gozlenirken, US tedavisiyle mitofaji yoluyla apoptozun baskilandigi
gozlenmistir. Sisplatin uygulamasinin siyatik sinirde dejenerasyona ve miyelin kaybina neden

oldugu, US uygulamasinin ise bu dejenerasyonu iyilestirdigi gorilmiistiir.

Sonug: Diisiik yogunluklu darbeli ultrasesin Sisplatin ile indiiklenen periferal ndropatideki sinir
disfonksiyonu tedavisinde etkili oldugu ve US tedavisinin kimyasal noropatiyi ortadan

kaldirmaya ydnelik alternatif bir tedavi yontemi olabilecegi gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Diisiik yogunluklu darbeli ultrases, melatonin, periferik ndropati, sisplatin,

siyatik sinir fonksiyonu.
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE THERAPEUTICAL EFFICIENCY OF LOW INTENSITY
ULTRASOUND ON CISPLATIN INDUCED PERIPHERAL NEUROPATHY

Yildiz B. B. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Biophysics
Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2021.

Objective: This study aims to investigate the treatment efficacy of low-intensity pulsed

ultrasound (US) in cisplatin-induced peripheral neuropathy.

Material and Methods: Rats were injected with 3 mg/kg/week of cisplatin (i.p.) for 5 weeks
for the induction of chemical neuropathy. Melatonin injection (10 mg/kg i.p.) and ultrasound
treatment (1 MHz, 0.5-1.5 W/cm?) was applied for 15 consecutive days after the formation of
chemical neuropathy. Nociceptive tests were applied at regular intervals during cisplatin
administration and treatment periods. At the end of the treatment, electrophysiological
measurements were performed and tissue and serum samples were used to investigate MDA
and SOD levels, presence of inflammation, activation of apoptotic and mitophagic pathways,

and histological alterations.

Results: Cisplatin administration was observed to cause prolonged nociceptive response times
and decreased nerve conduction velocity, while US treatments have shown improvement in
these results. Oxidative stress and inflammation levels were observed to be increased upon
cisplatin administration and the applied treatments led to a decrease in oxidative stress and
inflammation. Cisplatin administration resulted in the induction of apoptosis together with a
decrease in mitophagia in the sciatic nerve, while apoptosis and mitophagia were regulated by
US treatment. There was a loss of myelin content and degeneration in sciatic nerves of cisplatin

administered group, whereas US treatments ameriolated the degeneration and myelin loss.

Conclusion: Result of this study indicated that low-intensity pulsed ultrasound may be a

promising treatment alternative for cisplatin-induced peripheral neuropathy.

Keywords: cisplatin, low-intensity pulsed ultrasound, melatonin, peripheral neuropathy, sciatic

nerve function.
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1. GIRIS

Kanser, goriilme siklig1 bakimindan diinya genelinde giderek artan ciddi bir hastaliktir.
Bireyleri sosyal, ekonomik ve psikolojik olarak olumsuz yonde etkilemektedir. Kanseri tedavi
edebilmek icin uygulanan yontemler arasinda; cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi yer
almaktadir. Tedavi amaciyla hastaya verilen yiliksek doz kemoterapi, hastada baz1 6nemli yan
etkiler meydana getirmektedir. Bu yan etkilerden biri olan kimyasal noropati kanser

hastalarinin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Ovayolu ve digerleri, 2003).

Kemoterapi tedavisi sonucu meydana gelen kimyasal noropati aksonal hasara neden
olmaktadir. Kimyasal ndropati sonucunda hastalarda el ve ayak parmaklarinda uyusma, yanma,
agr1, karincalanma gibi his kayb1 meydana gelir. Soguk ve sicak duyusuna kars1 fazla duyarl
olma, cisimleri almada, kavramada zorlanma meydana gelmektedir. Kemoterapi baslar
baslamaz bu semptomlar goriilebilir ve kemoterapi devam ettikge semptomlar koétiilesebilir
(Bradley ve digerleri, 2004). Bu semptomlar ve olusan ndropati bazi hastalarda birkag giin veya
birkag hafta siirerken bazilarinda aylarca, yillarca siirebilmektedir. Ilgili sinirlerde hasar temel
olarak aksonal dejenerasyon, segmental demiyelinizasyon veya her ikisinin birlesimi seklinde
kendini gosterebilir. Bunun yaninda periferik ndropati nedenleri arasinda miyelin kilifinin
etkilenmesi sonucu asir1 miyelin kayb1 ve dolayisiyla akson kaybmin meydana gelmesi
sayilabilir (Dumitru ve digerleri, 2002). Kimyasal periferik ndropati, sinir sisteminin toksik
kimyasallara maruz kalmasi sonucu meydana gelen bir hastaliktir. Gilintimiizde kimyasal
noropatiye neden olan ajanlar ve olasi tedavi yontemleri incelenmektedir. Yapilan ¢calismalarda
kimyasal noropatinin etkilenen bdliimiine gore (ince ve kalin fibriller, otonom sinirler) etkileri
aragtirilmig olsa da ndropatinin neden oldugu komplikasyonlarda etkin bir tedavi yontemi kesin

olarak heniiz belirlenememistir (Jaggi ve digerleri, 2012).

Kemoterapiye bagli olarak olusan ndropati kanser tedavisi sirasinda oldukga sik goriilen
bir ndrolojik komplikasyondur. Goriilme siklig1 %40 civarlarindadir. Bu oran uygulanan ilacin
cinsine, oranina, dozuna ve uygulama siiresine bagl olarak degisebilmektedir (Argyriou ve

digerleri, 2012).

Kemoterapide uygulanan ajanlar mitokondrilere zarar verebilir. Bunun sonucunda reaktif
oksijen tiirleri artar ve dolayisiyla oksidatif stresin artmasina neden olur (Dasari ve digerleri,

2014). Oksidatif stresin artmasi norol fonksiyonlar1 bozar ve periferal sinir sistemindeki



ndronlarin, schwann ve glia hiicrelerinin apoptoz mekanizmasiyla 6liimiine eden olur. Periferik
noropati gelismesinde polyol yolagi, protein kinaz C ve ileri glikolizasyon iiriinleri (IGU)
yolagi rol oynamaktadir (Bayram ve digerleri, 2016). Sistemik kemoterapi uygulanan
hastalarda kan beyin bariyerinin koruyucu etkisi olmadig igin periferal néropati goriilme sikligi
artmaktadir. Kemoterapiye bagli periferal noropati genellikle aksonal hasar ile kendini gosterir.
Aksonal hasar ilaglarin uygulanmasindan bir siire sonra kendini belli eder. Periferik sinir
sisteminin etkilendigi kismina gore periferik noropati belirtileri degisiklik gosterebilir. Kalin
fibrillerin zarar gérmesi kas giicsiizliigiine, refleks kaybina, sinir ileti hizinin yavaglamasina,
propriosepsiyon kaybina neden olur. Ince fibrillerin zarar gdrmesi ise agr1 duyusu ve 1s1
duyusunun kaybina, yanici bir agri olugsmasina, hiperestezi kaybina neden olur. Kardiyak ritim
bozuklugu, gastroparezi ve ortostatik hipotansiyon gibi hastaliklarin olusmasi otonom sinirlerin

etkilenmesi sonucu ortaya ¢ikar. (Jaggi ve digerleri, 2012).

Periferik noropatide oldugu gibi kemoterapi ile indiiklenen noropatinin de sinir
hiicrelerinde artan reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stresin etkisiyle mitokondri
fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu pek cok calisma ile gosterilmistir. Yapilan
calismalarda otofajik yolaklarin inhibe olmasinin oksidan hasarina ugramis protein ve
organellerin birikmesine ve nérodejenerasyona neden oldugu (Giordano ve digerleri, 2013), bu
nedenle otofaji ya da mitofajiyi diizenleyen yOntemlerin sinir hasarini azaltarak periferik

noropati tedavisinde 6nemli bir yeri olacagi dnerilmistir (Areti ve digerleri, 2014).

Bu ¢alismada, kimyasal noropati tedavisinde potansiyel bir tedavi alternatif olarak diigiik
yogunluklu disiik frekansli darbeli ultrases tedavisi Onerilmektedir. Ultrasesin hiicre
proliferasyonu ve diferasyonunu uyarmak suretiyle doku tamir islemlerinde tedavi edici etkisi
oldugu bilinmektedir (Tsaklis, 2010). Diislik siddetli darbeli ultrases giiniimiizde klinikte
psodoartrozu tedavisi, kemik kiriklar1 ve yumusak doku iyilesmesinde rutin olarak kullanilan
bir uygulama halini almistir. Diislik siddetli darbeli ultrases uygulamasi ile ilgili yapilan
caligmalar genellikle sinir rejenerasyonu iizerine olan etkilerine yogunlasmistir. Fakat,
ultrasesin kemoterapi nedenli olusan kimyasal noropatide tedavi amagli kullanimina dair
caligmalar mevcut degildir. Wang ve digerleri (2019) ¢alismalarinda diisiik yogunluklu darbeli
ultrasesin mezankimal kok hiicrelerinde otofajiyi diizenleyerek kondrogenezi artirdigini
gostermislerdir. Yapilan bagka bir ¢calismada kurkumin varliginda diisiik yogunluklu darbeli
ultrases tedavisinden sonra tiimor hiicrelerinde mitofajinin basladigini gozlemlemislerdir
(Wang ve digerleri, 2012). Ratlarda olusturulan néropati sonucu uygulanan ultrases

tedavisinden sonra oksidatif stres seviyesinin azaldigi ve inflamasyonun diistiigiini



gozlemlemislerdir (Ling ve digerleri, 2017). Sonug olarak, diisiik yogunluklu darbeli ultrases

uygulamasi néropati tedavisinde umut verici bir tedavi alternatifi olabilir.

Bu calismanin amaci, sisplatin ile indiiklenen kimyasal noropatik sicanlarda diisiik
yogunluklu darbeli ultrasesin tedavi etkinligini arastirmaktir. Bunun yaninda diisiik yogunluklu
darbeli ultrasesin apoptoz ve mitofaji lizerine olan etkisi degerlendirilerek kimyasal aracili

ndropatide ne derece etkin bir tedaviye neden olacagi incelenmistir.

Calismadan elde edilen sonuglar, kemoterapi ile indiiklenen periferal noropati tedavisi
konusunda bilim diinyasma yeni bir yaklasim saglayabilecek, hastalar {izerinde olusan
psikolojik sorunlarin Onlenerek kemoterapi etkinligi {izerinde farkli bir bakis acist
olusturabilecektir. Calismanin hedeflerinde biri de ultrases tedavisi ile kimyasal noropatiye
alternatif bir tedavi yontemi sunmaktir. Bunun yaninda calisma sonucunda elde edilen
bulgularin kimyasal néropati tedavisinde uygulanabilecek doz, giic yogunlugu, uygulama siiresi
gibi tedavi modalitelerinin belirlenmesinde etkili bir alternatif olabilecegi diisiiniilmekte ve
ultrases tedavisinin sinir hiicreleri iizerine olan molekiiler mekanizmasiyla ilgili literatiire

katkida bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi

Canlilarin i¢ ve dis ¢evresini algilayabilmesini saglayan bu sayede bilgi elde eden ve elde
ettigi bilgiyi aktif olarak kullanabilen, viicut igerisinde bulunan hiicresel aglar1 sayesinde
gerekli olan sinyalleri ilgili organlara iletebilen ve bu organlarin aktivitelerini diizenleyen
sisteme sinir sistemi denir. Sinir sistemi merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak
tizere ikiye ayrilir. Beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir sistemi sinir sisteminin en biiytlik
kismini olusturur. Periferik sinir sistemi organizmanin en uzak noktasindaki yapilar ile merkezi
organlar arasindaki bolgeleri birbirine baglar. Beyin ve omurilik digsinda kalan sinirler ve

gangliyonlardan meydana gelir (Calis, 2011; Boron ve Boulpaep, 2016; Taner, 2017).

2.1.1. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi, merkezi sinir sistemi disinda kalan ve Schwann hiicreleri veya
ganglion hiicreleri ile iliskili olan motor, primer duyusal ve otonom ndronlarin boliimlerinden
olugsmaktadir. Bu sistem dorsal ve ventral spinal kokleri, spinal ve kranial sinirleri (birinci ve
ikinci kranial sinirler harig), diger duyusal gangliyonlari, duyusal ve motor terminallerini ile
otonom sinir sisteminin biiytlik bir kismini icermektedir (Schaumburg ve digerleri, 1983; Jorter,
2011). Motor ve duyu sinirlerinin hiicre gévdelerinin yerlesimi sirasiyla; medulla spinalis 6n
boynuzunda ve dorsal spinal arka kok gangliyonlari igerisinde yer almaktadir (Myers, 1998).
(Sekil 1). Eferent ndronlar (motor ve otonomik), dendritleri aracilifiyla norotransmiter
asetilkolin kullanarak diger néronlar ile merkezi sinir sisteminin noronlarindan sinyalleri alirlar.
Aferent (duyusal) ndronlar ise, dendritleri yoluyla sinyal iletimi i¢in Pacinian cisimcigi ve diger

0zel hiicre tiirlerinden sinyalleri alirlar (Menorca ve digerleri, 2013).
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Sekil 1. Periferik sinir duyu sistemi (Myers, 1998).

Periferik sinir sistemi, destek bag dokusu, néronlar, hiicresel yapilar ve hedef organlardan
meydana gelen bir sistemdir. Sinir hiicresi olan ndronlar birbirleriyle iliski kurabilmek igin
dendrit ad1 verilen sitoplazmik uzantilar1 kullanirlar. Her bir ndronda perifere tek bir akson
gonderir (Terzis ve Smith, 1990; Shier ve digerleri, 2006). Noronlar uyarilar: alarak ilgili
birimlere iletmek, hiicresel aktiviteleri baslatmak ve norotransmitterlerin salgilanmasindan
sorumludur. Her bir néron; hiicre govdesi (soma), dendrit, akson ve presinaptik terminal olmak
tizere dort kistmdan olusur. Hiicre govdesi, sinir liflerinin beslenmesini ve korunmasini
saglayan hiicrenin merkezi olan yapidir. Niikleus, niikleolus ve Nissl cisimciklerinden olusur.
Protein sentezinden sorumlu olan Nissl cisimcigi metabolik hizin arttig1 durumlarda (6rnegin
sinir rejenerasyonu gibi) sayica artig gosterir (Terzis ve Smith, 1990; Shier ve digerleri, 2006;
Kandel ve digerleri, 2013). Dendritler, hiicre govdesinde yerlesik olarak bulunan, g¢evreden,
duyu epitelinden veya noronlardan gelen uyarilari alan ve ileten sitoplazmik uzantilardir (Berne
ve Levy, 1999). Aksonlar, perifer ile sinir hiicreleri arasindaki iletisimi saglayan tek ve daha
uzun olan uzantilardir (Snell, 1990). Aksonlar elektrik sinyallerini 0,5 m/s ile 120 m/s hizlar1
araliginda iletebilme Ozelligine sahiptir, miyelinli veya miyelinsiz olabilirler. (Kandel ve

digerleri, 2013) (Sekil 2).
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Sekil 2. Sinir hiicresi yapisi (Kandel ve digerleri, 2013).

Periferik sinirler, endondriyum, perindriyum ve epindriyum olmak iizere birbirinden
bagimsiz ve farkli 6zellikte bulunan destek doku igerir (Terzis ve Smith, 1990) (Sekil 3).
Endonériyum, fibroblast, kollajen, retikulin lifler, makrofaj, mast hiicreleri gibi hiicreler ve
kapiller sistemden olusan bag dokudur, elastin icermez. Mukopolisakkaritten meydana gelen
ana madde icgerisinde bulunmaktadir. Miyelin kilifi da bu yap1 igerisinde yer almaktadir
(Jungueira ve Carneiro, 2003; Maggi ve digerleri, 2003; Ross ve Pawlina, 2006). Perinriyum,
her bir sinir fasiikiiliiniin ¢evresini ayr1 ayr1 saran yassi perindral hiicreler araciligiyla meydana
gelen ¢ok katmanli bir bag dokusudur. Koruyucu o6zelligi vardir ve kan-sinir bariyerini
olusturur. Perindrol hiicreler ile endondriyumdaki endotel hiicreler arasindaki baglanti
noktalarindan meydana gelen kan-sinir bariyeri sinir lifinin i¢ dengesinin korunmasini saglar
(Fawcett ve Keynes, 1990; Maggi ve digerleri, 2003). Fibr6z bag dokusundan olusan
epindriyum, periferik sinir liflerinin etrafini sarmaktadir. Kollejen liflerle (tip 1 ve tip 3)
desteklenmis, lipid igerigi yliksek, gevsek, farkli oranlarda yag dokusundan olugmaktadir.
Eklem bolgelerinde oldukg¢a kalindir. Ciinkii, ekstremitelerin hareketi sirasinda fasikiilleri
olusabilecek yaralanmalara karsi korumaktir (Tassler ve digerleri, 1994; Stevens ve Lowe,
1997; Maggi ve digerleri, 2003; Mumenthaler ve digerleri, 2005).
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Sekil 3. Sinir liflerinin yapis1 (Siemionow ve Brzezicki, 2009).

2.1.2. Sinirde Elektriksel ileti

Viicutta uyarilabilir hiicreler olan kas hiicreleri, ndronlar ve bazi bez hiicreleri gibi
dinlenim durumunda iken disaridan gelen herhangi bir sinyale kars1 yanit olusturabilirler. Biitiin
hiicreler dinlenim durumundayken hiicre zariyla ayrilmis bir potansiyel farka sahiptir. Bu
potansiyel farka dinlenim membran potansiyeli (istirahat membran potansiyeli) denir. Hiicre
zarmin i¢i hiicre digina gore daha negatif yiikliidiir. Dinlenim membran potansiyeli uyarilabilir
hiicrelerde -70 mV ile -90 mV arasindadir. Sinir ve kas gibi uyarilabilen hiicrelerde, hiicrelerin
uygun bir uyaran ile uyarilmasiyla dinlenim membran potansiyelinde ani olarak gegici bir
degisiklik meydana gelir. Bu degisimin belirli bir esik degeri agmasi sonucunda meydana gelen
potansiyel degisikligie Aksiyon Potansiyeli (AP) denir. Periferik sinir aksonunda dinlenim
membran potansiyeli -70 mV iken AP tepe degeri +30 mV seviyesindedir. Hiicre zarinin gift
tabaka lipid yapisina sahip olmasindan dolay1 hiicre i¢i ile hiicre disini elektriksel ve kimyasal
olarak aywrarak pozitif ve negatif iyonlarin gecisini saglamaktadir. Hiicre i¢i ile hiicre dist
arasindaki bu iyon gegisleri zar i¢erisinde gorevli iyon kanallar1 araciligiyla gerceklesir (Guyton

ve Hall, 2017; Junquiera ve Carneiro, 2003).

Sinir hiicresi zarlarinin gevresi pozitif ve negatif yiiklii iyonlar (Na*, K*, CI") ile ¢evrilidir.
Membran dinlenim durumunda iken hiicre i¢inde negatif yiiklii iyonlarin hiicre disinda ise
pozitif yiiklii iyonlarin sayisi ¢oktur. Hiicre ici hiicre disina gdre negatiftir, yani polarize
durumdadir. Bu yiik dagilimi zar dinlenim durumundayken iyon gecisine izin vermedigi igin
korunmaktadir. Iyonlar kendilerine 6zel kanallardan sizint1 seklinde gegerek pompalar ile geri

atilirlar. Boylece hiicre i¢i ile dis1 arasindaki konsantrasyon sabit kalmaktadir. Uygun bir uyaran

7



aracilifiyla dinlenim membran potansiyeli aksiyon potansiyelini tetiklemek i¢in pozif yonde
bir degisime ugrar. Aksiyon potansiyeliyle beraber membran potansiyelinin degeri +40 mV ile
+60 mV’a kadar ulasir. Baska bir ifadeyle negatif degerde olan dinlenim membran potansiyeli
pozitif degere dogru degismektedir. Bu duruma depolarizasyon denir. Uyar1 ile olusan
depolarizasyon durumunda Na* kanallar1 agilir ve hiicre igine Na* iyonu gegisi baslar. Bu
durumda hiicre membran potansiyeli daha pozitif degerler almaya baslar ve esik degere
gelindiginde voltaj-kapili Na* kanallar1 agilir, hiicre igerisine hizli bir Na* akim1 baslar. Na*
iyonu membran potansiyelini kendi denge potansiyel degeri olan +60 mV degerine kadar
pozitiflestirmeye ¢aligir. Ancak voltaj-kapili Na* iyon kanalinin aktivasyon kapilari kisa siirede
inaktivasyon durumuna geger ve voltaj bagimli K* kanallar1 ag¢ilir. Uyar1 tepe degerine
ulastiktan sonra tekrar negatif potansiyele geri donmesi durumuna repolarizasyon denir. Bu
durumda Na* kanallar1 inaktivedir ve hiicre i¢ine Na* girisi durur. Benzer sekilde K* kanallar

da K" iyonlarini hiicreden disartya atarak hiicre zarimi repolarize eder ve dinlenim seviyesine

gelmesini saglar.
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Sekil 4. Sinir lifinden kayitlanan AP ve evreleri (Guyton and Hall, 2017).

Membran potansiyelinin dinlenim membran potansiyelinden daha negatif potansiyel
degere diismesine hiperpolarizasyon denir. Hiperpolarizasyonun nedeni; K* voltaj kapilarinin
Na" kapilari gibi hemen inaktif duruma gegememesidir. Bu kapilar yaklagik 10-15 ms kadar

actk kalmaktadir. Aksiyon potansiyelinden sonra degisen hiicre i¢ci ve dis1 iyon



konsantrasyonlar1 Na*/K* ATPaz pompasi tarafindan tekrar diizeltilir ve dinlenm kosullarina
geri dondiiriiliir. Ik AP’nin olusumundan sonra higbir uyartya yanit verilemedigi déneme
refraktor donem denir. Birgok Na* kanal1 inaktif durumda oldugu i¢in a¢ilamazlar bu nedenle
uygulanan voltaj hangi siddette olursa olsun yeni bir AP olusmaz. Refraktdr donemden hemen
sonra eger ilk uyarandan daha siddetli bir ikinci uyaran AP olusturabilir. Bu evreye de rolatif
refraktér donem denir (Sekil 4). Dinlenim durumundaki iyon dengesine geri donebilmek i¢in
enerji harcanmasi ve aktif iyon pompalarinin ¢alismasi gereklidir. Bu islemlerin tiimii ¢ok kisa
bir siirede (saniyenin binde biri gibi) gergeklesir (Catteral, 1988; Snell, 1990; Hille, 1992;
Junquiera ve Carneiro, 2003; Mumenthaler ve digerleri, 2005; Kim ve digerleri, 2010; Pehlivan,
2015; Guyton ve Hall, 2017)

Bir uyar1 esik degerin asilmasina neden oluyorsa her zaman aksiyon potansiyelinin
olugmasina neden olur. Eger esik degeri asamayacak kadar zayif bir uyaran veriliyorsa bu
durumda aksiyon potansiyeli olusmaz. Bu olaya ‘ya hep ya hi¢ yasasi’ denir. Aksiyon
potansiyelinin iletim hizi baz1 6zelliklere gore degisiklik gosterir. Mebrandaki Na* kanallarinin
yogunlugunun fazla olmasi a¢ilan kanal sayis1 miktarini arttirir ve bdylece AP iletim hiz1 artar.
Miyelin kilifinin kalinli§inin fazla olmasi AP iletim hizin arttirir. Sicakligin artmasi ve akson
¢apinin biiylik olmasi iletim hizini arttiran etmenlerdir (Kandel, 2000; Pehlivan, 2015; Guyton
and Hall, 2017).

2.1.3. Kanser ve Periferik Noropati

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢cogalmas1 ve hiicre 6liimiine neden olan genlerde ortaya ¢ikan
degisiklik sonucu hiicrelerin anormal bir sekilde biiylimesidir. Kansere yakalanma siklig1 diinya
genelinde her gegen giin artmaktadir. Diinya kanser istatistiklerine gore kanser sonucu meydana
gelen oliimler iskemik kalp hastaligindan sonra ilk sirada yer almaktadir (The Top Ten Causes
of Death 2017. World Health Organization). Kanserin nedenleri arasinda sigara, alkol
kullanimi1, hava kirliligi, sagliksiz beslenme, kanserojen maddelere ve radyasyona maruz
kalma, kalitimsal 6zellikler gibi nedenler siralanabilir. Giiniimiizde kanser tedavisi i¢in ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda radyoterapi, cerrahi ve kemoterapi yer
almaktadir. Bu teknikler disinda hormon tedavileri, hedefe yonelik tedaviler ve biyolojik tedavi
yontemleri de kullanilmaktadir (Boyle ve digerleri, 2008; Howlader ve digerleri, 2010). Kanser

tedavisiyle ilgili olarak cesitli yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Meydana gelen yan etkilerin



bir kismu hastalarin giinliik fonksiyonlarinda, yasam kalitesinde ve tedaviye uyum gdstermede
bazi zorluklar gostermektedir. Tedavi sirasinda karsilasilan zorluklar karsisinda hastalarin bir

kismi tedaviyi yarida birakmaktadir ve dolayisiyla tedavinin etkinligi ortadan kalkmaktadir

(Ovayolu digerleri, 2003).

Noropati merkezi ve periferik sinir sisteminde goriilebilen sinir hasar1 olarak
tanimlanabilir. Periferik noropati tipik olarak bilateral ayak duyu kaybi, parestezi, ignelenme,
yanma ve karincalanma gibi etkilerle kendini gosterir (Singleton, 2007; Zhang, 2017). Periferik
noropatiler, akson veya miyelini olusturan hiicrelerin (Schwann hiicreleri) metabolik, toksik,
bulasici veya genetik sebeplerden dolay1 gorevlerini yerine getirememeleri sonucu meydana
gelen periferik sinir hastaliklaridir. Periferik noropatiler diinya genelinde bir¢ok insani
etkilemektedir ve en yaygin goriilen noérolojik hastaliklardan biridir. Bu hastaliktan sadece
Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 20 milyon insan etkilenmektedir (Gregg, 2004; Hoke,
2012). Hastalar genellikle etkilenen sinir lifinin tipine bagl olarak semptomlar yasarlar. Motor
sinir lifi tutulumu kasta giigsiizliige neden olur. Otonom sinir liflerinin tutulmasi, ortotastik
hipotansiyon, kardiyak disritmi, terleme anormallikleri, inkontinans, erektil disfonksiyon veya
kalic1 mide bulantisi, kusma, kabizlik veya ishal gibi gastrointestinal semptomlar olarak ortaya
cikabilen otonomik disfonksiyona yol agar. Diger duyu liflerinin tutulumu zayif dengeye,
uyusukluga, bazen agrili parestezilere neden olur (Mendell, 2001; Hoke, 2012).

Periferik noropati kendisini degisen yogunluktaki duyusal, motor ve/veya otonomik
fonksiyonlarda eksiklik olarak gosterir (Park ve digerleri, 2013; Kizilay ve digerleri, 2018).
Genellikle ilk 6nce duyusal semptomlar gelisir, ayaklari ve elleri etkiler ve ¢ogunlukla en biiyiik
eksiklikleri gosteren uzuvlarin en distal kisimlar ile tipik bir “eldiven ve ¢orap” ndropatisi
olarak ortaya ¢ikar (Rowinsky ve digerleri, 1993; Bernhardson ve digerleri, 2007). Semptomlar
uyusma, karincalanma, igne batmasi, dokunma hissinin degismesi, sicak veya soguk algisinin
neden oldugu disestezileri igerir (Iniguez ve digerleri, 1998; Bernhardson ve digerleri, 2007;
Fehrenbacher, 2015). Ayrica kendiliginden yanma, ates etme veya elektrik carpmasi benzeri
agrilarin yani sira mekanik, termal allodini veya hiperaljezi gibi ac1 veren duygular siklikla
hissedilmektedir (Bernhardson ve digerleri, 2007). Uyusma, titresim duyusu kaybi ve derin
tendon ayak bilegi refleksleri kemoterapi tedavisi alan hastalarda ndropatinin ilk belirtilerinden
bazilaridir, bunu parestezi ve pozisyonel duyu kayb1 izler (Postma ve digerleri, 1995; Forsyth
ve digerleri, 1997; Park ve digerleri, 2011).

Periferik noropati metabolizma hastaliklari, kalitsal hastaliklar, yetersiz beslenme gibi

farkli nedenlerle olusabilmekle birlikte, kimyasal madde maruziyeti nedeniyle de
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olusabilmektedir. Bu nedenle, kanser tedavilerinde kullanilan kemoterapétiklerinin yaygin yan

etkisi seklinde ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.3.1. Kemoterapiye Bagh Periferik Noropati

Kemoterapdtik ajanlar sinir sistemi yapilarina zarar vermektedir ve bireysel 6zellige bagli
olarak cesitli noropatilere neden olmaktadir. Kemoterapini sinir sistemi iizerindeki etkileri
kullanilan ilacin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ve tek veya kiimiilatif dozlarina bagl olarak
farkl ilag tiirleri arasinda degismektedir (Banach ve digerleri, 2016). Kanser hastalarindaki
periferik noropatiler genellikle kemoterapiye bagli periferik noropati (CIPN) adi verilen
norotoksik kemoterapétik ajanlara baglidir. Daha az siklikla paraneoplastik bagisiklik aracili
veya neoplastik noropatiler seklinde de ortaya ¢ikmaktadir (Pike ve digerleri, 2012; Hershman
ve digerleri, 2014). CIPN orani, kemoterapi alan hastalarin %80-90’1 kadar yiiksek olabilir.
Ancak, hasta lizerinde rahatsiz edici ilag etkisi kesildikten sonra toksik noropatinin etkisinin
azalir ve hastalarin biiylik bir kismi iyilesir. Bununla birlikte CIPN’li hastalarin yarisinda
noropatik agri, ataksi ve distal giigsiizliik gibi uzun siireli semptomlar goriiliir (Windebank ve
Grisold, 2008; Argyriou ve digerleri, 2011). Toksisite, yiiksek tek bir dozla veya kiimiilatif
Maruziyetten sonra ortaya cikabilir. Gozlenen semptomlar siddet ve siire bakimindan farklilik
gosterir. Akut, gegici termal duyumlardan kronik agr1 ve geri doniisiimsiiz sinir hasarinin eslik
ettigi periferik sinirlerde kalici degisikliklere kadar degisir (Seretny ve digerleri, 2014). Yapilan
son calismalar kemoterapiden sonraki ilk ayda 6lciildiigiinde CIPN yaygmligint yaklasik
%68.1, li¢c ayda %60 ve alt1 ay ve sonrasinda % 30 olarak belirlemistir (Seretny ve digerleri,

2014; Czkowska ve digerleri, 2019).

CIPN, motor ve otonomik degisikliklerin eslik edebilecegi agirlikli olarak duyusal bir
néropati cesididir (Seretny ve digerleri, 2014). infiizyon sirasinda veya hemen sonrasinda akut
noropatiye neden olan paklitaksel ve oksaliplatin disinda, CIPN semptomlar1 genellikle
kemoterapinin tamamlanmasindan haftalar veya aylar sonra ilacin kiimiilatif dozu ile orantili
olarak ortaya g¢ikar (Maestri ve digerleri, 2005; Argyriou ve digerleri, 2013; Czkowska ve
digerleri, 2019). Baz1 hastalar tedavi kesildikten sonra semptomlarin kotiilesmesi/siddetlenmesi
ayrica hafif noropatinin kotiilestigi veya yeni CIPN nin gelismesi gibi durumlar yasarlar. Bu
durum onkologlar i¢in oldukca zorlayict bir durumdur. Ciinkii, kemoterapi uygulamasi

sirasinda higbir belirti CIPN semptomlari hafifletmek i¢in uygulanan ila¢ dozunda bir
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azaltmay1 gerektirmez (Cavaletti ve digerleri, 2011). Kemoterapi tedavisi bittikten sonra agri
ve duyusal anormallikler aylarca hatta yillarca siirebilir. Bu nedenle hastalar kanseri yenebilir
fakat kanser tedavisinin neden oldugu noropatiyle uzun bir siire yasamak zorunda kalabilirler

(Flatters ve digerleri, 2017).

Kemoterapinin neden oldugu ndropatinin degisen derecelerde aksonopati ile indiiklendigi
diistintilmektedir (Cavaletti ve digerleri, 1992; Theiss ve Meller, 2000). Elleri ve ayaklari tutan
aksonlar gibi uzun lifli duyu noronlarinin 6zellikle ndrotoksik harekete duyarli oldugunu
diistindiirmektedir. Yiiksek dozlarda kemoterapétiklerin otonomik ve motor sinir sistemleri
tizerindeki etkileri gozlemlenebilir; ancak bunlar siklikla gozlenmez ve hastalar tarafindan en
sik bildirilen CIPN semptomlarina aracilik ettigi diisiiniilmez (Wiernik ve digerleri, 1987;
Lipton ve digerleri, 1989; Forsyth ve digerleri, 1997; Dougherty ve digerleri, 2004).

CIPN, bir¢ok klinisyen tarafindan bir hastanin gelecekteki yasami lizerindeki olumlu
etkisi nedeniyle kabul edilebilir olarak goriilen, hayat kurtarici veya en azindan yasam siiresini
uzatan tedavinin bir yan etkisi olarak algilanmaktadir. Bununla birlikte pek ¢ok hasta bu
durumu Oncelikle act ¢ekmeye neden olan ve dolayisiyla aradan gegen yillardaki yasam
kalitesini 6nemli Olcilide azaltan ¢ok da hos olmayan sikayetler acisindan degerlendirmektedir
(Jones ve digerleri, 2015). Kemoterapiye bagli biyokimyasal ve hiicresel degisikliklerin
potansiyel kronikligi géz Oniinde bulunduruldugunda, kemoterapiyi uygulayan onkologlar
sorunun biiyiikliigliniin ve ciddiyetinin farkinda olmali ve CIPN riskini arttiran faktorleri
bilmelidir. Kanserden kurtulanlarin dmiir boyu tibbi izleme ve ilaca bagl saglik sorunlar1 ve
komorbiditelerin tedavisini gerektirmektedir (Zhang ve digerleri, 2017). Ozellikle platin bazli
kanser ajanlar1 ve taksanlar s6z konusu oldugunda bu durum ¢ok énemlidir; bu ilaglarla CIPN,

kemoterapinin tamamlanmasindan birkag y1l sonra siirebilir (Kerckhove ve digerleri, 2017).

CIPN risk faktorii olarak gesitli drnekler verilebilir. Ornegin, hastanin yasmin biiyiik
olmasi, sigara igmesi noropati gelisimini arttirir. Azalmis kreatinin klerensi ile bobrek
fonksiyon bozuklugu, diger norotoksik kemoterapdtik ajanlara maruz kalma, paraneoplastik
antikorlar ve bagimsiz dogrudan kansere bagli ndropati, kemotarap6tik ajanlarin kiimiilatif
dozu da risk faktoriinii arttiran sebeplerdendir (Thompson ve digerleri, 1984; Postma ve
digerleri, 1995; Seretny ve digerleri, 2014; Flatters ve digerleri, 2017; Cioroiu ve Weimer;
2017).

Periferik sinir sistemi lizerinde ndrotoksik etkiler yapan kemoterapotikler en sik goriilen

kanser tiirlerine kars1 kullanilan ilaglardir. CIPN en ¢ok platin bilesikleri (sisplatin, karboplatin
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ve oksaliplatin), taksanlar (dosetaksel ve paklitaksel), vinka alkaloidleri (6zellikle vinkristin ve
vinblastin), epotilonlar  (ixabepilone), proteazom inhibitdrleri  (bortezomib) ve
immiinomodiilator ilaglar (talidomid) gibi kemoterapotik rejimde kullanilan ilaglardir (Roytta
ve Raine, 1986; Apfel ve digerleri, 1993; Starobova ve Vetter, 2017). Bu ilaglar arasindan en
norotoksik olanlari platin bazli ilaglar, taksanlar, ixabepilone, talidomid ve analoglaridir. Daha
az norotoksik olanlar ise bortezomib ve vinka alkaloidlerdir. Ancak bu ilaglarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Czkowska ve digerleri, 2019). Kemoterapotiklerin sinir sistemi yapilarina
zarar verdigi ve CIPN’ye neden oldugu pek ¢ok patomekanizma vardir. Bunlar, oksidatif stres
ve mitokondriyal hasar, mikrotiibiil bozulmasi, miyelin kilifi hasari, DNA hasar1, degismis iyon

kanal1 aktivitesi, immiinolojik siiregler ve noroinflamasyonu igerir (Areti ve digerleri, 2014).

Platin bazli kemoterapdtik ajanlar (oksaliplatin, sisplatin ve karboplatin), ¢esitli kati
timorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Oksaliplatin  sindirim sistemi
timorlerinin (ileri kolorektal, 6zofagus, mide, karaciger ve pankreas kanseri) tedavisi i¢in,
sisplatin ve karboplatin diger tiimorlerin (kii¢iik hiicreli akciger kanseri, testi, yumurtalik,
beyin, meme, rahim, mesane) tedavisinde kullanilmaktadir. Platin bazli kemoterapiyi takiben
akut ve kronik noérotoksisite, uzun siireli infiizyon siirelerine, doz azaltmalarina, tedavi
gecikmelerine ve hatta tedavinin kesilmesine neden olan dnemli bir sinirlamadir (Storey ve
digerleri, 2010). Periferik ndropatiye ek olarak sisplatin ayrica miyelotoksisite, ototoksisite ve
nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Sisplatin kaynakli periferik ndropati zamana ve doza baglh
olarak ortaya ¢ikar. Noropatinin baglangici degisken olabilmektedir, bazi hastalar ilk dozdan
sonra semptomlarin basladigini sdylerken, bazilar1 12 terapi dongiisiinden sonra basladigin
bildirirler (Vanderhoop ve digerleri, 1990). Sisplatin kaynakl periferik néropati 350 mg/m?’nin
{izerindeki kiimiilatif dozlardan sonra gelisir ve 500-600 mg/m?’lik kiimiilatif dozda hastalarin
%92’sinde goriliir (Krarup-Hansen ve digerleri, 2007). Epidemiyolojik veriler sisplatin i¢in
noropatik semptomlarin insidansinin %49 ile %100 arasinda degistigini gosterirken, tedaviden
12 ay sonra hastalarin %5-20’sinde kronik olarak hastaligi gosterdigi gézlenmistir (Mollman
ve digerleri, 1988; Park ve digerleri, 2013). Sisplatin kaynakli periferik néropatinin siddeti ve
kroniklik olasiligi daha yiiksek kiimiilatif dozlar ve sisplatine daha uzun silire maruz

kalinmasiyla artmaktadir (Gregg ve digerleri, 1992).
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2.1.3.1.1. Kemoterapiye Bagh Periferik Noropatinin Klinik Degerlendirilmesi

Hastalarda néropatinin siddetinin belirlemek ic¢in kullanilacak yontemler ve ndropatinin
yogunlugunun &lgiilmesi genellikle zordur. Diinya Saglik Orgiitii ve Ulusal Kanser Enstitiisii
(NCI) tarafindan hastalarin yasadigi semptomlarin yogunlugunu siniflandirmak igin ¢esitli
derecelendirme dlgekleri gelistirilmistir. 1. derece ndropati; derin tendon reflekslerinin kaybiyla
hafif veya asemptomatik noropatiyi veya giinlik yasami etkilemeyen parestezi varligini
gosterir. 2. derece noropati; giinliik yasamdaki karmasik aktivitelerinde baz1 kisitlamalar, 3.
derece; giinliik aktiviteleri sinirlayan ciddi néropati semptomlarini tanimlar ve 4. derece yagsami

tehdit eden noropatiyi gosterir (Postma ve Heimans, 2000; Carlson ve Ocean, 2011).

Kemoterapi bazen duyusal sinir liflerinin aksiyon potansiyeli genliginde ve/veya sinir
iletim hizinda azalmaya neden olur (New ve digerleri, 1996; Velasco ve digerleri, 2014). Duyu
norofizyolojik ¢alismalarinin 6nemli bir sinirlamasi, duyu sinirlerinin aksiyon potansiyel
genligi ve iletim hizinin ¢ogunlukla biiyiik ¢apli duyu néronlarinin iglevini yansitmasidir. CIPN
hastalarinda yanma agr1 hissine biiyiik 6lciide katkida bulunabilecek kiiciik ve orta ¢apli sinir
liflerinin disfonksiyonu kaydedilen uyarilmis potansiyeller tarafindan tespit edilemez (Devigili
ve digerleri, 2008). Kemoterapi alan ve titresim duyularinda uyusma ve kayip gosteren
hastalarda tutarl bir patolojik bulgu, el ve ayaklarda intraepidermal sinir lifi (IENF) kaybidir.
IENF, kii¢iik caplt duyu noronlarindan miyelinsiz aksonlardan olusur (Lauria ve digerleri,
2006). Bu nedenle, intraepidermal innervasyondaki degisimin derecesini gézlemlemek, CIPN
hastalarindaki kiictik lif ndropatisini spesifik olarak degerlendirmek i¢in immiinohistokimya ve
yeni fonksiyonel teknikler kullanilarak Olgiilmiistiir. Bu yeni teknikler arasinda, sinir
uyarilabilirlik esigi takibi ve akson refleks parlama alanlarmi belirlemek i¢in Doppler
flowmetresi bulunmaktadir (Park ve digerleri, 2012; Namer ve digerleri, 2013). Bu ug
noktalarin degerlendirilmesi, ilaglarin fonksiyonel noropatinin gelismesini 6nleme yetenegini
test etmek icin tercih edilir, ¢ilinkii degerlendirmeyi birincil hasar bolgesine, periferik sinir
sistemine odaklarlar. Bu tekniklerin bir sinirlamasi, innervasyonun yapisal kaybinin her zaman
hastalarda agrili néropati semptomlarinin varhig: ile iliskili olmamasidir (Kalliomaki ve
digerleri, 2011). Kemoterapdtikler IENF kaybinin tek nedeni degildir. Diyabetes mellitus
(Lauria ve digerleri, 1998), HIV enfeksiyonu (Polydefkis ve digerleri, 2002) ve diger sinir
hasarlari ile de goriiliir. Paradoksal olarak hem kalic1 agrili hemde agriya genetik duyarsizlik

olan hastalarda tam bir IENF kayb1 gozlenir. Bu durum da epidermal innervasyonun agri
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degerleriyle mutlaka iliskili olmadigini gosterir (Nolano ve digerleri, 2000; Lauria ve digerleri,
2006).

2.1.3.2. Noropati Olusum Nedenleri

2.1.3.2.1. Demiyelinizasyon

Kemoterapinin toksik etkileri baslica akson, miyelin kilifi, néronal hiicre govdesi ve
destekleyici glial yapilar dahil olmak tizere periferik sinir sisteminin yapisini ve islevini etkiler.
Pek cok toksik noropati aksonlar etkiler ve aksonopatiye neden olur. Olmekte olan bir patern
sergileyen distal, simetrik, duyusal baskin ndropatiye neden olur. Distal dallar, aksonal tasima
akisinin bozulmasina karsi en savunmasizdir ve ilk etkilenen kisimdir. En siddetli formunda
yaralanmanin distalindeki ¢evre sinir kilifinin wallerian (veya ikincil) dejenerasyonuna yol
acar. Noronal hiicre govdesi hasar1 noropatilere neden olur ve sinir hiicresi yetmezligi olarak

kendini gosterir (Stillman ve Cata, 2006).

Schwann hiicresinin miyelin kilifi zarar gordiigiinde aksonu yedekleyen ve diizensiz
impuls iletimi ile sonuglanan demiyelinizasyon meydana gelir. Hafif veya kendi kendine sinirh
bir formda, sadece segmental hasara yol agabilir. Hasarin siddeti arttiginda ikincil aksonal
dejenerasyon meydana gelebilir ve siire¢ bagisiklik aracili akut inflamatuar demiyelinizan

polindropatinin ciddi bir formu olarak meydana gelir (Stillman ve Cata, 2006).

Miyelin, aksonlar1 izole eden ve bdylece sinir uyarilarinin iletim hizimi artiran lipit ve
protein acisindan zengin bir zardir. Olgunlagsma sirasinda miyelin, periyodik bir altyap:
olusturan membranlarin yakin yerlesimi ile sikisir. (Gilardini ve digerleri, 2012). Genetik
kusurlar (Auer Grumbach, 2004; Carter ve digerleri, 2008), metabolik bozukluklar (Tracy ve
Dyck, 2008), enfeksiyonlar (ciizzam, HIV), inflamasyon (GBS-CIDP) veya toksik ajanlara
baglh miyelin kilifi yapisindaki degisiklikler (Windebank ve Grisold, 2008) periferik sinir

hasarina neden olabilir.
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2.1.3.2.2. Mitokondriyel Disfonksiyon

Mitokondri, kanser patogenezinde ve g¢esitli norodejeneratif hastaliklarda yer alan islev
bozukluklari ile hiicrelerde enerji tireten yapilardir (Florea ve Biisselberg, 2011). Mitokondriyal
yapidaki anormallikler ve periferik duyusal sinir liflerindeki fonksiyonel anahtar CIPN
mekanizmalari olarak varsayilir ve dogrudan agri1 davranisi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

(Flattersand ve Bennett, 2006;. Zheng ve digerleri, 2012).

Kemoterapotiklerin pek cogunun noronal islevi degistirdigi diisliniilen mekanizma,
ndronal mitokondriyel fonksiyonun bozulmasidir. Mitokondriyel lokalizasyon, degismis fisyon
ve flizyon hizlarindaki ve mitokondriyal membran gegirgenligindeki degisiklige neden olur.
Mitokondrideki bu degisiklikler kalsiyum kullanimi, sitokrom c’nin salinimi, mitokondriyal
DNA hasar1 gibi durumlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) tretimi ile iligkilidir. Mitokondrinin
lokalizasyonunun mikrotiibiiller ve aktin filamanlar dahil olmak iizere sitoskeletal bilesenler
yoluyla aksonal tagimaya bagli oldugu (Morris ve Hollenbeck, 1995) ve sisplatinin néronlarda
veya noronal hiicre hatlarinda organellerin aksonal hareketini bozdugu gosterilmistir (Russell
ve digerleri, 1995). Cok sayida farkli kemoterapdtik ajanin duyusal néronal aksonlar (Jin ve
digerleri 2008; Zheng ve digerleri, 2012), duyusal néronal soma (Podratz ve digerleri, 2011) ve
Schwann hiicreleri i¢cinde mitokondriyal sismeyi indiikledigi gosterilmistir. Mitokondriyal
sisme normal ndronlarda goriiliir, ancak artmis bir sisme insidans1 mitokondriyal fonksiyondaki
degisikliklerle iliskilidir ve mitokondriyal gecirgenlik gecisinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar
(Nowikovsky ve digerleri, 2009; Zheng ve digerleri, 2011). Coklu kemoterapdtiklerin
mitokondriyal ge¢irgenlik gegisini tesvik ettigi ve mitokondriyi depolarize ettigi (Evtodienko
ve digerleri, 1996; Kidd ve digerleri, 2002), teorik olarak mitokondrilerin néron i¢in ATP
soluma ve iiretme yeteneginde bir azalmaya neden oldugu gdsterilmistir (Zheng ve digerleri,
2011; Xiao ve digerleri, 2011; Zheng ve digerleri, 2012). Mitokondrinin depolarizasyonu
kemoterapotiklerin noronal duyarliligi degistirdigi baska bir mekanizma olan ROS iiretimini
arttirir. Kemoterapdtiklerin mitokondriyal lokalizasyonu ve enerji {iretimini degistirebilecegi
diger bir mekanizma, mitokondriyel fisyon ve fiizyon arasindaki dengenin bozulmasidir.
Mitokondrilerin birlestirilmesi olan fisyon, enerji iiretiminde bir azalmaya yol agar ve ROS

tiretimini arttirir. (Batandier ve digerleri, 2004; Knott ve digerleri, 2008; Fehrenbacher, 2015).

Noronal ve noronal olmayan hiicrelere girdikten sonra sisplatin mitokondriyel DNA’ya

(mDNA) baglanir ve mDNA eklentileri olusturur. Bu patolojik {iriinler onarilamaz. Ciinki,
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mitokondride DNA onarim sistemi yoktur. Platin-mDNA eklentileri, antomal proteinlerin
sentezine yol agabilen ve mitokondride solunum zincirinin bozulmasina neden olabilecek
mDNA'nin fizyolojik replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozar (Podratz ve digerleri, 2011;
Canta ve digerleri, 2015; Kober ve digerleri, 2018). Mitokondriyal fizyolojik fonksiyonun
bozulmasi, hiicresel metabolizmanin azalmasina, artan ROS iiretimine ve oksidatif strese yol
acar (Di ve digerleri, 2012). Yapilan calismalarda sisplatinin kiiltiirlenmis Schwann
hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyona neden olabilecegini gosterilmistir (Imai ve digerleri;

2017).

2.1.3.4. Oksidatif Strese Bagh Bozukluklar

Son zamanlarda, anti-kanser ilaglarinin neden oldugu yapisal ve fonksiyonel bozulmanin
mitokondriyal olarak artti1 g6zlenmistir. Bu anlamda tiretilen oksidatif stres demiyelinizasyon,
mitokondriyal disfonksiyon, mikrotubiiler hasar ve apoptoz nedeniyle noronlarda fiziksel
hasara neden olur (Xiao ve Bennett, 2012). Oksidatif stres, ROS {iretimi ile biyolojik bir
sistemin proksidanlarin etkisini kolayca karsilama yetenegi arasindaki dengesizligi yansitir.
Periferik néronlarda meydana gelen oksidatif hasar, miyelin kilifina, mitokondriyal proteinlere
ve diger antioksidan enzimlere zarar verebilir. Bu nedenle, malondialdehit (MDA), glutatyon
(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), sitrat sentaz ve ATP sentaz gibi mitokondriyal enzimlerin
aktivitelerinin belirlenmesi ve noropatinin tedaviye yaniti izlenmesinde yardimci olabilir (Areti
ve digerleri, 2014).

Bir hiicrede normal redoks durumunda herhangi bir degisiklik, hiicrelere zarar
verebilecek oksidatif strese neden olur. Sisplatin, hiicrelerdeki redoks dengesini konjugasyon
ve boylece antioksidan glutatyonun tilkkenmesi ayrica mitokondriyal solunumun bozulmasiyla
ROS iiretimine yol agarak degistirebilir (Kruidering ve digerleri, 1997; Davis ve digerleri, 2001;
Nishikawa ve digerleri, 2001; Townsend ve digerleri, 2009). Normal fizyolojik kosullar altinda,
hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini temizleme sistemi (eliminasyonlu glutatyon GSH,
stiperoksit dismutaz-SOD ve katalaz-CAT) eliminasyonlar ile dengeleyerek reaktif oksijen
tiirleri diizeylerini kontrol eder. Ancak, oksidatif stres kosullar1 altinda, asir1 reaktif oksijen
tiirleri hiicresel proteinlere, lipitlere ve DNA'ya zarar verebilir, bu da hiicrelerde kanserojeneze

katkida bulunan Oliimciil lezyonlara yol agabilir. Kanser hiicreleri, kismen onkojenik
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stimiilasyon, artmis metabolik aktivite ve mitokondriyal hasar nedeniyle normal hiicrelerden
daha fazla reaktif oksijen tiirii stresi gosterir. Oksidatif stres, sisplatin toksisitesinde yer alan en
onemli mekanizmalardan biridir. Mitokondri, sisplatin kaynakli oksidatif stres i¢in birincil
hedef olup, mitokondriyal protein siilthidril grubu kaybina, kalsiyum aliminin inhibisyonuna

ve mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasina neden olur (Saad ve digerleri, 2004).

Oksidatif strese maruz kalmak biyolojik fonksiyonlar1 bozabilir. Sisplatin DNA hasarinin
yani sira hiicre o6liimiinii tetikleyen reaktif oksijen tiirlerini de indiikler. Hiicre 6liimii, ¢ok
sayida sinyal yolunun hemen aktivasyonu iizerine meydana gelirken, kesin yollar kanser
hiicresine baghdir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, sisplatin konsantrasyonuna ve maruz
kalma siiresine baglidir (Brozovic ve digerleri, 2010). Hiicre i¢i redoks homeostazi, tiyol grubu
(SH) igeren molekiiller tarafindan korunur. Belirli kosullar altinda bir tiyol grubu, molekiiler
oksijenle etkilesime girebilen ve bdylece reaktif oksijen tiirleri iireten tiyil radikallerinin
olusumuna yol agabilir (Desoize, 2002). Asir1 miktarda ROS {iiretimi hem digsal hem de igsel
yollardan apoptozu indiikleyebilir (Ozben, 2007). Apoptozun digsal yolunda, reaktif oksijen
tiirleri Fas ligand tarafindan Fas ile aktivasyon igin fosforilasyon yoluyla bir yukari akis olay1
olarak iiretilir. (Gupta ve digerleri, 2012). I¢sel yolda ROS, Bcl-2 ve Bel-xL proteinlerini aktive
ederek ve ayn1 zamanda Bcl-2 ile iliskili X proteini, Bcl-2 homolog antagonisti proteinleri
inhibe ederek sitokrom c¢ salinimini kolaylastirma islevi goriir (Martindale ve Holbrook, 2002).
Daha da ytiksek bir reaktif oksijen tiirli seviyesi, kanser hiicrelerinde hem apoptoz hem de
nekroza neden olabilir (Hampton ve Orrenius, 1997). Reaktif oksijen tiirleri ayrica,
lipozomlarda bozulma i¢in sitoplazmik iceriklerin (bitkin organeller ve protein agregatlar)
sekestrasyonunu igeren kendi kendine katabolik bir siire¢ olan otofaji yoluyla hiicre liimiinii

indiikleyebilir (Shrivastava ve digerleri, 2011).

2.1.3.5. Noropatide inflamasyon

Norotoksik kimyasallarin maruz kalmasi nedeniyle periferik sinir hasar1 meydana
geldiginde, dolasimdaki bagisiklik hiicreleri ve sinir liflerinin yerlesik bagisiklik hiicreleri,
proinflamatuar sitokinleri yaralanma bolgesine birakmaya baslar (Watkins ve digerleri, 2007).
Kanla tasinan bagisiklik hiicreleri hasarli bolgeye sizdikg¢a, endonural sislik ve kan dolasimi

bariyerinin pargalanmasi gibi fonksiyonel degisiklikler meydana gelir (Okamoto ve digerleri,
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2001), sinir dokusunun inflamatuar aracilara dogrudan maruz kalmasina izin verir. Sitokinler
doku yaralanmasi veya iltihaplanmaya yanit olarak salinan immiinomodiilatorlerdir. Cevredeki
hiicresel ve kimyasal yaralanmaya tepkisini modiile eden proinflamatuar ve antiinflamatuar
Ozelliklere sahip olabilirler (Zhang ve An, 2007). Periferik sinir sisteminde proinflamatuar
sitokinler sadece inflamatuar aktivasyon yoluyla aksonal hasara katkida bulunmakla kalmaz,
ayn1 zamanda spontan nosiseptor duyarliligini ve aktivitesini de diizenler (Cunha ve digerleri,
2005; Scholz ve Woolf, 2007) ve boylece bagisiklik ile periferik sinir sistemlerini baglar
(Sommer ve digerleri, 2004). Yapilan ¢alismalarda proinflamatuar sitokinlerin agrili periferik
noropatinin gelisimi ve siirdiiriilmesinde kritik bir rolii oldugunu gostermektedir (Marchand ve
digerleri, 2005; Scholz ve Woolf, 2007; Uceyler ve digerleri, 2010). Schwann hiicre bozulmasi
ile iligkili sinir yaralanmasi, makrofajlarin yer degistirmesine ve daha sonra sitokinlerin
salinmasina neden olur (Tofaris ve digerleri, 2002). Sitokinler bagisiklik, iltihaplanma ve
hematopoise aracilik eden ve diizenleyen kiigiik, salgilanan proteinlerdir. Bu proinflamatuar
molekiiller hiperaljeziye ek olarak Wallerian dejenerasyonunu tesvik eder. Benzer sekilde,
kemoterapi ilaglarimin intravendz uygulanmasindan sonra, DRG ve periferik sinirlerdeki
noronlar ve ¢evresindeki uydu hiicreleri, allodini ve hiperaljezi ile birlikte dnemli patolojik
degisiklikler gosterir (Wang ve digerleri, 2012). Sinir hasarindan sonra interlokin (IL)-1 ve IL-
6 gibi yiiksek proinflamatuar sitokin seviyeleri bulunur ve bu molekiillerin salinimi

baskilanarak néropatik agr1 azaltilir (Guo ve digerleri, 2007; Zhang ve An, 2007).

IL-1B ve IL-6 gibi sitokinler proinflamatuar sitokinlerdir. Hizli bagisiklik yanitin ortaya
¢ikmasinda, inflamatuar degisikliklerin olusmasinda rol oynarlar. IL-1 sitokininin IL-1a ve IL-
1B olmak iizere iki alt tinitesi vardir. Bagisiklik sistemi hiicreleri olan endotel hiicreleri,
monositler, mikroglialar ve lenfositlerden salinirlar (Dinarello, 2005). IL-1f, yaralanmay1
takiben sinir sisteminde ve dejeneratif hastaliklarda ekspresyonu artan proinflamatuar bir
sitokindir (Allan ve digerleri, 2005; Perrin ve digerleri, 2005; Temporin ve digerleri, 2008). IL-
1B, inflamatuar molekiiller ve sitokinler gibi toksik aracilarin iretimini indiikleyerek
inflamasyona ve hiicre oliimiine neden olarak ndrodejenerasyona yol agar (Basu ve Krady,
2004). Bu nedenle siklikla olas1 bir terapotik hedef olarak kabul edilir. IL-1p sinyallemesinin
inhibisyonu, Ornegin IL-1 reseptdr antagonisti veya IL-1B’ya kars1 nétralize edici antikor,
norodejenerasyonu azaltir (Touzani ve digerleri, 1999). Diger taraftan, IL-1p’nin sinir sistemi
lizerine ¢esitli yararlh etkileri de vardir. Bunlar, Schwann hiicre proliferasyonunun tesvik
edilmesi (Conti ve digerleri, 2002), néron sagkaliminin dogrudan ve dolayl geligsimi (Diem ve

digerleri, 2003), oligodendrosit remiyelizasyonu (Mason ve digerleri, 2001) ve siyatik néronal
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olmayan hiicreler tarafindan sinir biiyiime faktoriiniin sentezi (Lindholm ve digerleri, 1987)

seklinde sOylenebilir.

Biiyiik bir proinflamatuar sitokin olan interlokin-6, bagisiklik hiicreleri, vaskiiler endotel
hiicreleri, adipositler ve iskelet kasi tarafindan iretilir. Yaralanma ve enfeksiyona karsi
inflamatuar yanitlarin baslatilmasinda ve modiile edilmesinde merkezi bir rol oynar (Maggio
ve digerleri, 2006). Hedef hiicreye bagli olarak biiylimeyi uyarir, inhibe eder ve farklilagmay1
saglar. Genis kapsamli biyolojik etkilere sahip inflamatuar bir sitokindir. ilk olarak B
lenfositlerini immiinoglobiilin liretmeye tesvik eden B uyarici faktor 2 olarak tanimlanmistir
(Hirano ve digerleri, 1986). IL-6, sinyal etkisi olmayan membrana bagl IL-6 reseptorii (mIL-
6R) ile etkilesime girerek biyolojik etkisini hedef hiicreler tizerinde kullanir (Scheller ve

digerleri, 2014; Tanaka ve Kishimoto, 2014).

2.2. Sisplatin

Sisplatin (MF-CIl2HeN2Pt, CP) cis-diamminedikloroplatin II, insan solid tiimorlerinin
tedavisinde biiyiik rol oynayan en giiclii DNA modifiye edici kemoterapétik ilaglardan biridir
(Townsend ve digerleri, 2009; Kang ve digerleri, 2016). Testis, yumurtalik, akciger kanseri,
bas ve boyun kanseri, mesane ve gastrik gibi cesitli kanserleri tedavi eden sisplatin Kuzey

Amerika ve Avrupa’da en yaygin kullanilan antikanser ilaglarindan biridir (Reed, 2006).

2.2.1. Sisplatinin Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

1845’te Michael Peyrone tarafindan sentezlenen ve karakterize edilen sisplatinin
kimyasal yapist ilk olarak 1893’te Alferd Werner tarafindan agiklanmistir (Lebwohl ve Canetta,
1998). 1965 yilinda Amerikal1 biyofizik¢i ve kimyager Barnett Rosenberg tarafindan sisplatinin
antineoplastik ve antibakteriyel etkisi ilk olarak Escherichia coli adi verilen bir bakterinin platin
elektrot aktivitesinden elde edilen iiriinlerin hiicre béliinmesinin inhibisyonu ile sonuglandigini
tesadiifen kesfedilmistir (Rosenberg, 1965; Dipiro ve digerleri, 2005; Goldman, 2007).
Sisplatinin kanser hastasi {izerinde uygulanmasi ilk kez 1971 yilinda baslamistir (Lebwohl ve

Canetta, 1998). 1978 yilinda Amerika Gida ve Ila¢ Kurumu (FDA) kanser kemoterapisinde
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klinik kullanim igin sisplatini onaylamistir (Chen ve digerleri, 2009; Florea ve Busselberg,
2011). Sisplatinin etkinligini arttirmak ve toksisitesini azaltmak i¢in, platin tiirevleri klinik
caligmalarda test edildi; ancak sadece birkag1 (karboplatin ve oksaliplatin) klinik uygulama i¢in
diinya ¢apinda onay aldi (Chen ve digerleri, 2009; Shahid ve digerleri, 2018).

Kimyasal adi sis-diaminodikloroplatinum (II) ve molekiiler formiilii cis-[Pt(NHz3)2Cl]
olan sisplatin platin i¢eren antineoplastik ilagtir. Molekiiler yapist sis pozisyonunda merkezde
platin atomu etrafinda iki tane klor ve amonyum atomlariyla ile ¢evrilmistir (Page ve digerleri,
1985; Lebwohl ve digerleri, 1998; Dkhil ve digerleri, 2013). Tesadiifen kesfinden bu yana
sisplatin; yemek borusu, mesane, meme, testis, penis, serviks, over, 6zofagus, endometriyum,
mezotelyum ve daha pek c¢ok kanser tiirlerini igeren ¢esitli kanserlerin tedavisinde
kullanilmaktadir (Prestayko ve digerleri, 1979; Lebwohl ve digerleri, 1998; Paolicchi ve
digerleri, 2002; Townsend ve digerleri, 2009; Isakoff ve digerleri, 2015). Testis kanserinde,
Ornegin vinblastin ve ifosfamid veya bleomisin ve etoposidin iki ilacin sinerjistik rejimini
kullanan sisplatin kombinasyon kemoterapisinin daha az toksisiteye ve daha ytiksek kiir oranina
sahip oldugu gosterilmistir (Loehrer digerleri., 1998; Einhorn, 2002). Sisplatinin antikanser
0zelligi heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir. Yapilan caligmalarda sisplatinin kanserli
hiicrelerdeki DNA’larindaki piirin bazlarina kovalent olarak baglandigi DNA zincirlerinin
kirilmasina neden oldugu bdylece hiicrelerin boliinmesine son vererek ortadan kaldirildigi rapor
edilmistir (Loehrer ve digerleri, 1998; Einhorn, 2002; Tsang ve digerleri, 2009; Dugbartey ve
digerleri, 2016). Viicuda intravendz olarak alinan sisplatinin yaklagik bir saat igerisinde
plazmada en yiiksek seviyeye gelir. Merkezi sinir sistemine gecisi kan beyin bariyerinin varligi
nedeniyle oldukga zayiftir. Minimum lethal dozu hakkinda net bir bilgi olmasa da sisplatinin
intravendz olarak 180-480 mg/m? alinmasi 6nemli seviyede toksisiteye neden olabilir (Tsang

ve digerleri, 2009).

B NH,

Sekil 5. Sisplatinin molekiiler yapis1 (Snchez-Gonzlez ve digerleri, 2011).
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2.2.2. Sisplatinin Etki Mekanizmasi

Kemoterapotik ilaglardan biri olan sisplatinin antikanser 6zelligi heniliz tam olarak
anlagilabilmis degildir. Bununla birlikte yapilan caligmalar sisplatinin DNA’ya baglandig,
hasarli DNA sekillerine ve sonrasinda DNA sentez ve replikasyonunun inhibisyonuna yol agan
ayni iplik¢ik i¢inde veya zit seritlerdeki ¢apraz baglarin olusuma neden oldugunu gdsterir .
Meydana gelen DNA hasar1 sonrasinda apoptoz baglar. Hizla boliinene kanser hiicrelerinin
replikasyonu sisplatin DNA kopleksi tarafindan inhibe edilir ve daha sonra bu hiicreler ¢apraz

baglar tarafindan yok edilir (Townsend ve digerleri, 2009; Dzagnidze ve digerleri, 2007).

DNA plastinasyonunun derecesi biiyiik olasilikla hiicrelerin ¢ekirdegine sisplatin alimi
ve sonrasinda birikme ile iliskilidir (Siddik, 2003; Wang ve Lippard, 2005). Platin-DNA
eklentileri; DNA hasari, hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve tutulmasi, DNA onarimi ve hiicre
oliimii gibi gesitli hiicresel yanitlar1 aktive eder (Saad ve digerleri, 2009). Sisplatin, kanserli
hiicrelerde tedavisi miimkiin olmayan ileri seviyede DNA hasarina sebep olmaktadir. Bunun
sonucunda mitokondride hasar, hiicre dongiisiinde duraklama, hiicre tasima sistemlerinde

bozulmaya ve hatta hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Wang and Lippard 2005; Kelland 2007).

Sekil 6. Sisplatinin DNA ile etkilesmesinde olugan ana eklentiler. (a) gruplar aras1 ¢apraz
bag, (b) 1,2-intrastrand ¢apraz-bag. (c) 1,3 intrastrand ¢apraz bag. (d), protein-DNA ¢apraz bag:
(Gonzalez ve digerleri, 2001).
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2.2.3. Sisplatin Toksisitesi

Sisplatinin sitotoksik etki mekanizmasi, niikleer DNA’ya baglanarak DNA replikasyon
mekanizmasina miidahale etmesi ile agiklanmaktadir. Sisplatin ¢esitli mekanizmalari
kullanarak mitokondriyal gecirgenligi arttirabilir ve boylelikle apoptozu indiikler. Bu apoptotik
etki sisplatin toksisitesinde de yer almaktadir (Florea ve Biisselberg, 2009). Sisplatinin neden
oldugu toksisiteye, mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) hiicre i¢i sinyal yolaklari
eslik eder. MAPK yolaklari, ¢esitli hiicre dis1 fiziksel ve kimyasal stresler ile aktive edilen serin
/ treonin kinazlarin bir dizi paralel kaskadlaridir. Bu yolaklar hiicrenin c¢ogalmasini,
farklilagsmasini ve hiicrenin canli kalmasini diizenler. Hiicre dis1 diizenlenmis kinaz (ERK), p38
ve Jun N-terminal kinaz/stresle aktive edilen protein kinaz (JNK/SAPK) enzimleri olmak {izere
ic temel MAPK sinyal yolu vardir. ERK yolu hiicre dis1 biiyiime faktorleri araciligiyla aktive
edilirken hem hiicre sagkalim1 hem de hiicre 6liimii ile iligkilidir. P38 ve JNK/SAPK yolaklar1
ise gesitli streslerle, oksidanlar, hiperozmolalite, UV 1sinlamas1 ve inflamatuar sitokinler ile
aktive edilir. Bu yolaklarda hiicre dliimiiyle baglantilidir (Arany ve digerleri, 2004; Yao ve
digerleri, 2007).

Sisplatin sitotoksisitesinde ise oksidatif stres kaynakli hasarin onemli etkileri oldugu
kanitlanmistir.  Ksantin-ksantin oksidaz, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz
(NADPH) ve mitokondriyonlar tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) oksidatif strese
neden olur. Sisplatinin etkisi ile tiretilen ROS, lipidler, proteinler ve DNA gibi 6nemli
molekiillere zarar vermesinin yani sira siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH) gibi antioksidan enzimleri inhibe ederek antioksidan savunma sistemlerine
zarar verir. Bu olay sonucunda meydana gelen serbest radikaller, proteinlerin denatiirasyonuna
ve lipitlerin peroksidasyonuna sebep olarak enzimlerin inaktif hale gelmesine ve mitokondriyel
disfonksiyona neden olur (Rabik ve Dolan, 2007). Hiicrede giderek artan serbest oksijen
radikalleri nedeniyle meydana gelen lipid peroksidasyon mitokondriyel membranlarin
permeabiletisini degistirerek sitokrom C’nin mitokondriyal membrandan ayrilmasini saglar ve
bdylece mitokondriyal hasar ortaya ¢ikar. Bu hasara yanit olarak sitokrom C sitozole salinarak
kaspaz-9 aktivasyonu ile kaspaz-3’ii aktive ederek apoptoza yani hiicre dliimiine neden olur

(Carvalho Rodrigues ve digerleri, 2013).
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2.2.4. Sisplatinin Klinikte Kullanimi ve Yan Etkileri

Sisplatin, akciger, agiz, bas, boyun testis, over, endometriyum kanserlerinde tek bagina
veya diger antineoplastik ajanlar (siklofosfamid, bleomisin, etoposid vb.) ile birlikte
kullanilmaktadir. Ayrica, bas-boyun kanserlerinde, servikal ve oOzefagus kanserlerinde
radyoterapi ile birlikte kullanilir (Bogin ve digerleri, 1994; Sheikh-Hamad ve digerleri, 2004;
Florea ve Biisselberg, 2009). Kat1 tiimorlerin tedavisinde sisplatin ile diger antineoplastik
ajanlarin kombine seklinde kullanilmasi daha etkili sonu¢ vermektedir. Sisplatinin terapotik
etkisi doz artisla iliskilidir. Doz miktar arttik¢a terapotik etki onemli derecede artmaktadir
(Hanigan ve digerleri, 2003; Florea ve Biisselberg, 2009). Sisplatin tek basina giinde 100 mg/m?
dozunda, baska ajanlarla birlikte kullaniminda ise genellikle 20 mg/m? dozunda uygulanir

(Kayaalp 1998).

Sisplatin, pek ¢ok kanser ¢esidinde kullanilabilen etkili bir kemoterapotik ajan olmasina
ragmen bulanti, kusma, azalmis kan hiicreleri liretimi gibi yan etkileri bulunmaktadir (Florea
ve Biisselberg, 2011). Bunun disinda norotoksisite, nefrotoksisite, hepatotoksisite, ototoksisite,
myelosupresyon, periferik noropati, gastrotoksisite ve alerjik reaksiyonlar gibi yan etkiler de
meydana gelmektedir (Klaassen 2001; Zicca ve digerleri, 2002; Hartmann ve Lipp, 2003;
Galluzzi ve digerleri, 2014).

2.3. Ultrases

Ultrases, 20 kHz’in tlizerindeki insan kulaginin isitemeyecegi bir frekansa sahip olan ses
dalgasidir. Ultrases, bir malzemenin pargaciklarinin veya molekiillerinin mekanik titresiminden
olusur. Her parcacik hareketsiz konumundan kiigiik mesafeler hareket etse de, titresim enerjisi
malzeme boyunca parcaciktan pargaciga giden bir dalga olarak yayilir. Ses dalgalari, her bir
pargacigin titresiminin yayilma yoniine paralel mi yoksa enine mi olduguna bagli olarak boyuna
veya enine olarak smiflandirilir. Tiim malzemeler boyuna ses dalgalarinin yayilmasini
destekleyebilse de, yalnizca katilar enine ses dalgalarini destekleyebilir. Akustik agidan
yumusak dokular s1v1 gibi davranir, bu nedenle kemik, enine ses dalgalarini destekleyebilen tek

dokudur (Ziskin, 1992).
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Ultrases dalgasinin parametreleri; frekans, basing, dalga boyu, hiz, gii¢ ve yogunluktur.
Frekans, her bir parcacigin her saniye maruz kaldigi tiim salinimlarin sayisidir. Tanisal
ultrasonografik (US) uygulamalarinda kullanilan frekanslar 1 ile 30 MHz ve daha yiiksek
frekans araligidir. Genel olarak frekans ne kadar yiiksek ise 151n sapmasi o kadar kii¢iik ve 1s1n
genisligi o kadar dardir. lyi yanal ¢oziiniirliik i¢in kiiciik 151n genislikleri gereklidir. Gii¢ ve
yogunluk, bir ultrases dalgasinin “giiciiniin” Ol¢iileridir. Gilig, birim zamanda bir yiizeyden
gecen toplam enerji miktaridir ve watt cinsinden ifade edilir. Yogunluk, birim zaman bagina
enerji konsantrasyonu, yani birim zamanda birim alan basina enerjidir ve santimetre kare basina
watt cinsinden ifade edilir. Ultrases 1sminin genisligine bagli olarak yogunluk degisir. Bu
nedenle, odaklanan ses 1sinlarinda yogunluk, 1s1n genisliginin en dar oldugu odak noktasinda
en biiyiiktiir. Darbeli ultrases 1s1nlarinda, en biiylik yogunluk degeri darbe sirasinda olusur ve
darbeler arasinda sifirdir. Bu nedenle, akustik yogunluklarin zamansal-ortalama veya zamansal-
tepe degerleri olup olmadiklarina ve uzamsal ortalama veya uzamsal-tepe degerleri olup
olmadiklarina gore belirtilmesi gerekir. Cesitli tibbi uygulamalar i¢in uzaysal-tepe, zamansal-

ortalama yogunluk degerleri Tablo 1°de verilmistir (Ziskin, 1993).

Tablo 1. Tibbi uygulamalarda kullanilan ultrasonik yogunluklar

Uygulama Yogunluk (W/cm?)
Cerrahi >10

Terapotik 1-3

Tamsal Goriintiileme <0.1

Doppler <10
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2.3.1. Ultrases Dalgalarimin Biyofiziksel Etkileri

Ultrases dalgalarinin biyofiziksel etkileri termal ve termal olmayan (nontermal) olmak
tizere ikiye ayrilir (Baker ve digerleri, 2001; Koken, 2014; Aksel, 2019). Termal olmayan
etkiler kavitasyon ve diger mekanik etkiler olarak ikiye ayrilir. Ultrasonun faydali etkilerinin
termalden daha ziyade termal olmayan etkilesim mekanizmalarindan kaynaklanir (Haar, 1988).
Ultrasonik titresimlerin sonucu olarak dokularda kiigiik gaz kabarciklarinin olusmasi
kavitasyon olarak tanimlanir (Baker, 2001). Akustik kavitasyon, bir ses dalgas1 soliisyondaki
mevcut bosluklar iizerine siniizoidal olarak degisen bir basing uygular (Leong ve digerleri,
2011). Negatif basin¢ dongiisii sirasinda, sivi iginde “zayif noktalar” olarak bilinen bu tiir gaz
halindeki kirlilik iceren yerlerde sivi c¢ekilir. Bu seyrelme dongiisii sirasinda {iretilen
kabarciklarin sayisi, sivida bulunan bu tiir zayif noktalarin yogunlugu ile orantilidir (Brennen,
1995). Kavitasyon veya kabarcik olusumu i¢in bilinen iki mekanizma vardir. Birinci
mekanizma, sivi i¢inde dnceden var olan ¢ozliinmeye karsi stabilize edilen kabarciklar igerir,
¢linkii yiizey organik kirlilikten olusan bir deri gibi kirleticilerle kaplidir. Ikinci bir mekanizma,
cekirdeklenmenin gergeklestigi bu parcaciklarda gazin hapsoldugu sividaki kati parcaciklarin
varligina dayanir. Kabin duvarlarinda gazin hapsoldugu kiigiik yariklar da olabilir. Bir gaz
yariginin i¢indeki basing, disaridaki sivi basincindan daha diisiiktiir. Sonu¢ olarak, gaz
bulundugu ortamda yayilir ve bilylimeye neden olur. Sonrasinda bir radyasyon kuvvetinin etkisi

altinda yariktan ayrilirken bir kabarcik meydana gelir (Leong ve digerleri, 2011).

Is1, nekroz ve apoptoz, anormal hiicre gocii, degistirilmis gen ekspresyonu ve membran
disfonksiyonu gibi ¢ok c¢esitli doku hasar1 iiretir. Termal maruziyetin, néronal dokuda
miyelinasyonda ve hiicre hasarinda olumsuz degisiklikler iirettigi gosterilmistir (Miller ve
Ziskin 1989). Ultrases, 1sinin odak alanindaki sicakligi artirir ve bu nedenle dokuda termal
degisikliklere neden olma potansiyeline sahiptir. Ultrases frekansi, odaklanma, darbe siiresi,
maruz kalma siiresi ve absorpsiyon katsayisi, ultrasona maruz kalma sirasinda sicaklik artisinin
birincil belirleyicileridir (Tablo 2). Sicaklikta bdyle bir artis, ultrasonla indiiklenen 1s1 tiretimi
orani doku perfiizyonu yoluyla 1s1 dagilimini asarsa meydana gelir. Hicbir 1s1 kayb1 olmadig:
varsayasildiginda, maksimum sicaklik artisi dogrudan birim hacim bagina 1s1 tiretim hiz1 ve

maruz kalma siiresi ile ilgilidir (Shankar ve Pikel, 2011).

Ultrason 1s1n1n sa¢ilmast meydana gelmezse, sogurma katsayisi belirli bir doku tipindeki
zayiflama katsayisina esittir. Dogrusal olmayan yayilma meydana gelebildiginden, ultrason

1sin1 yolu boyunca akiskanla karsilasirsa, sicaklik artisi ihmal edilebilir, ancak dogrusal
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olmayan yayilmanin termal indekslere katkisi, diisiik ultrason yogunluklarinda genellikle ihmal
edilebilir. Su ve biyolojik dokularda dogrusal olmayan yayilma olduk¢a farklidir. Dogrusal
yayilma, kemik gibi yiiksek diizeyde emici dokularda baskindir. Ultrason odaklandiginda daha
yuksek bir yogunluga sahiptir; tersine, ultrason enerjisi daha genis bir alana (odaklanmamais)

dagitildiginda yogunluk azalir (Carstensen ve digerleri, 1999; Shankar ve Pikel, 2011).

Tablo 2. Ultrasonun neden oldugu doku sicaklik degisiklikleri

Ultrason Parametreleri Doku Karakteristikleri
Frekans Zayiflama
Odaklanma Sogurma katsayisi
Darbe tekrarlama frekansi Akustik empedans
Darbe siiresi Termal iletkenlik
Kendinden 1sitmah Doku perfiizyonu
donitstiriicii

2.3.2. Ultrasesin Etki Mekanizmasi

Ultrason enerjisi, biyolojik etkiler olusturmak icin giiclii bir yontemdir. Terapi i¢in,
ultrason sadece 1sitma yoluyla degil, ayn1 zamanda ultrasonik kavitasyon, mekanik stres veya
termal olmayan mekanizmalar yoluyla etkilidir (Nyborg ve digerleri, 2002). Biyolojik etkiler
ile ilgili olarak, artan frekans, dogrusal olmayan akustik bozulma veya darbe uzunlugu, 1sitmay1
artirabilir. Radyasyon kuvveti gibi bazi termal olmayan mekanizmalar1 gelistirebilir. Azalan
frekans, kavitasyon olasiligin1 artirir. Artan glic veya yogunluk, tiim biyolojik etki
mekanizmalariin olasiligin1 ve biyiikliglinii artirma egilimindedir. Terapotik ultrason
cihazlari, dokulara etkili ultrasonik enerji saglamak igin kisa darbeler veya siirekli dalgalar
kullanabilir. Baz1 cihazlar daha yiiksek genlikte ¢alisir ve bu nedenle sok dalgalar {iretme

egilimindedir (Fowlkes ve digerleri, 2008).

Ultrasesin, canli dokularda ki en 6nemli etkisi 1sinmadir. Isinma olay1, dokularda iki farkl

mekanizma ile ortaya c¢ikar. Birincisi, US enerjisi dokular tarafindan emilerek 1siya
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dontigmesidir. Ortamin akustik empedansi 1sinmanin derecesini belirler. Her ortamin akustik
empedansi faklidir; hava en kiigiik empadansa sahiptir ve sirasiyla yag, kas, kemik ve su olarak
siralanabilir. Ultrases dalgalar1 dokulardan gegerken absorbe edilir ve 1s1 enerjisine dontistir.
Endorfinleri aerttiran 1s1 agr1 iizerinde etkili olabilir (Fowlkes ve digerleri, 2008). Ikinci
mekanizma ise, birbirlerine komsu olan dokularin temas edilen yiizeylerinde sikisma ve
genlesme hareketi meydana getirerek mikromasaj etkisi yapmaktir. Boylece bolgesel kanlanma

artar (Vykhodtseva ve digerleri, 2001).

Ultrases ile ilgili toplam sicaklik artisinin %70 kadari, maruziyetin ilk dakikasinda
meydana gelir, ancak maruz kalma siiresi uzadikc¢a sicaklik yiikselmeye devam eder. Ultrason
yogunlugu ile sicaklik artis1 arasinda dogrusal bir iliski vardir (Carstensen ve digerleri, 1990;
Doody ve digerleri, 1999). Ultrason yogunlugu ve maruz kalma siiresi doku sicakliginda
dogrudan artisa neden olurken, daha genis bir 151n genisligi, enerjinin daha genis bir perfiizyon
bolgesine dagilmasina izin vererek sicaklik artisinin hizin1 ve derecesini azaltir (Shankar ve

digerleri, 2011).

Noronlar ultrasesin olumsuz etkilerine kars1 hassastir. Serebral doku nispeten diisiik bir
absorpsiyon katsayisina sahiptir, ancak ultrasona maruz kalma sirasinda kafatasi sicakligi artar
ve iletim mekanizmasi yoluyla komsu beynin sicakligini yiikseltir (Barnett, 2001). Bu durum
ozellikle Doppler ultrason modu kullanildiginda fetiiste onemlidir. Doppler modu, kemikte en
biiyiik sicaklik artiglarini iiretme potansiyeline sahip sabit bir moddur. Bu dolayli termal etkilere
ek olarak, ultrases de dogrudan sinirsel etkilere neden olur. Ornegin, yiiksek yogunluklu
odaklanmis ultrases daha once beyinde yikici lezyonlar tiretmek icin kullaniliyordu. Fry ve
digerleri (1958) odaklanmis ultrasesin norol iletimin tersine ¢evrilebilir baskilanmasina neden
olabildigini gdsterdi. Beynin yiiksek yogunluklu (150-1,500 W/cm?) ultrasese dogrudan maruz
kalmasi da norol apoptozun gosterdigi gibi termal ve kavitasyon etkileri lirettigi gosterildi

(Vykhodtseva ve digerleri, 2001).

Ultrasesin apoptozu indiikleme 6zelligi vardir. Hiicre 6liimiinii igeren apoptotik siireclerin
temel molekiiler bilesenlerinin ekspresyonunu ayarlamak icin ilgi c¢ekici bir antineoplastik
yaklasimdir. Apoptoz modiile edici tedaviler, klinik dncesi hayvan modellerinde etkili oldugu
goriildiikten sonra insan klinik denemelerine gegilmistir (Nicholson, 2000). Apoptozun en
onemli diizenleyici unsurlarindan biri tiimor baskilayic1 ve proapoptotik protein olan p53'tiir.
Kanserin gelismesini engelleyen genomun bu koruyucusu (Sherr ve digerleri, 2002), anormal
hiicrelerin biiyiimesi iizerinde engelleyici etkiler gosterir. Bunun aksine, antiapoptotik, bcl-2

benzeri proteinler, timdr olusumunu ve tiimor ilerlemesini destekleyebilir (Strasser ve
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digerleri, 1995). Simdiye kadar, apoptozu modiile etmek i¢in en umut verici yaklasimlar, lokal
veya sistemik olarak verilmesi gereken biyokimyasal bilesikleri kullanarak bu hiicre 6lim
yollarinin farkli bilesenlerini hedef almaktadir (Cory ve digerleri, 2002). Bu tiir biyolojik
stratejilerin yerel smirlamalarina ek olarak, apoptozun diger anahtar sistemleri olumsuz
etkilemeden bir organ veya hiicre tipinde segici olarak modiile edilip edilemeyecegi sorusu
heniiz net bir sekilde cevaplanmanmustir. Ornegin, baslica engeller, bu bilesiklerin verilmesini
veya rekombinant proteinler kullanildiginda ortaya ¢ikan bagisiklik tepkisini igerir. Diisiik
yogunluklu darbeli ultrases, kiiltiirlenmis kondrositlerde bir integrin yoluyla PI3K/Akt yolunu
aktive eder. Gonderilen sinyaller, hiicre zar1 iizerinde bir mekanoreseptor olarak gorev yapan
bir integrin araciligiyla hiicreye iletilir ve c¢esitli fokal adezyon adaptor proteinlerinin
baglanmasini destekler. Fokal adezyon kinaz1 (FAK) ve Paxillin daha sonra hiicrenin hayatta
kalmasi, ¢ogalmasi, hareketliligi, hiicre boyutunun kontrolii ve metabolizma dahil olmak {izere
cesitli hiicresel islevlerde yer aldig1 bilinen PI3K/Akt'ye sinyal iletimini baglatmak i¢in fosforile
edilir (Sekil 7). FAK aktivasyonu GSK3p fosforilasyonunu uyarir ve niikleer translokasyonunu
desteklemek ve hedef gen ekspresyonunu aktive etmek igin Wnt/B-katenin proteinini stabilize
eder (Peng ve digerleri, 2020).
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Sekil 7. Periferik sinir rejenerasyonu igin diisiik yogunluklu darbeli ultrases ile

diizenlenen hiicresel sinyal yollar1 (Peng ve digerleri, 2020).
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2.3.3. Ultrasesin Sinir Rejenerasyonu Uzerine Olan Etkisi

Periferik sinirler genellikle ezilme, kompresyon, gerilme veya boliinme ile hasar goriir ve
baz1 modern tekniklerin uygulanmasina ragmen denervasyon periyodu, hasarli sinir liflerinin
tipi ve ¢api, yas ve diger bireysel degiskenlerin etkisi nedeniyle nadiren tamamlanir Ogard ve
Stockert, 1994; Azze ve Mattar, 2000). Giiniimiizde elektrik, manyetik alan ve ultrason gibi
fiziksel ajanlarin cilt, kemik, kas ve tendonlar ve periferik sinirler gibi farkli dokularin iyilesme
stirecine 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir (Shen ve Zhu, 1995; Mendonca ve digerleri,
2003).

Terapotik ultrases ile ilgili olarak ilk arastirmalar, ulnar ve radyal ylizeysel duyu
sinirlerinin iletim hizinda indiiklenen degisikliklerde ele alinmis, iletim hizinin ultrases
uygulanmasinin yogunluguna ve siiresine bagli olarak artttigi veya azaldigi gosterilmistir
(Madsen ve Gerten, 1961; Zankel, 1966). Terapotik ultrases, sinir rejenerasyonunu destekleyen
umut verici bir tedavidir (Crisci ve Ferreira, 2002; Ni ve digerleri, 2017). Ultrasesi klinik bir
ortamda periferik sinir rejenerasyonunu belirlemede kullanmak igin US parametrelerini
optimize etmek ve etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmak gereklidir. US
yogunlugu en Onemli parametrelerden biridir. Ancak periferik sinir rejenerasyonunu
desteklemek i¢in gereken etkili US yogunlugunu belirlemeye yonelik ¢ok az rapor vardir (Hong

ve digerleri, 1988; Akhlaghi ve digerleri, 2012).

2.3.4. Diisiik Yogunluklu Darbeli Ultrases

Diisiik yogunluklu darbeli ultrases, darbeli dalgalar tiiriinde diisiik yogunlukta yanitlar
veren 0zel bir ultrason ¢esididir. Diisiik yogunluklarda bir mekanik enerji formu olan diigiik
yogunluklu darbeli ultrases, yiiksek frekansli akustik dalgalar olarak bir ortam yoluyla
hiicrelere ve dokulara iletilebilir. Genellikle elektrik giiciinii, piezoelektrik mekanizma yoluyla
mekanik enerjiye doniistliren bir doniistiiriicti tarafindan iretilir. Diisiik yogunluklu darbeli
ultrases periyodik mekanik ses dalgalari, ortam yoluyla iletilerek titresimlere ve ¢arpigmalara
neden olabilir (Khanna ve digerleri, 2009; Jiang ve digerleri, 2019). Hedefte minimum termal
ve bliyiik termal olmayan etkilerle sonuglanir (Baker ve digerleri, 2001). Genel olarak, termal

olmayan etkiler ¢ogunlukla kavitasyon, akustik akis ve mekanik stimiilasyon vb. tarafindan
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indiiklenen mikro kabarciklar icerir (Baker ve digerleri, 2001; Watson ve Young, 2008).
Terapotik uygulamalar i¢in invazif olmayan bir fiziksel uyaran oldugu gdosterilmistir. Diigiik
yogunluklu darbeli ultrases, akustik enerjinin hedef dokuya iletimini korurken, diisiik
yogunlugu ve darbeli ¢ikis 6zelligi nedeniyle minimum termal etkiye sahiptir (Miller ve
digerleri, 2012; Jiang ve digerleri, 2019). Ultrases, 20 kHz’den biiyiik, insan duyulabilirlik
smirmin  iizerindeki frekanslarda bir akustik enerji bi¢imi olarak bilindiginden, diisiik
yogunluklu darbeli ultrases genellikle 1-3 MHz frekanslarimi uygular. Disiik yogunluklu
darbeli ultrases tedavilerinin diger parametreleri arasinda 0.02-1 W/cm? uzaysal ortalama
zamansal ortalama (SATA) arasinda degisen ultrason yogunlugu ve giinde 5-20 dakikalik bir
tedavi siiresi bulunur (Awad ve digerleri, 2012; Fontes-Pereira ve digerleri, 2013; Savchenko
2017).

Diistik yogunluklu darbeli ultrasesin terap6tik uygulamalar: hem in vitro hem de in vivo
olarak calisilmistir ve umut verici sonuglar klinik ¢alismalarda daha ileri aragtirmalar i¢in bir
yol saglamistir. Elde edilen sonuglar diisiik yogunluklu darbeli ultrasesin olumlu etkilerini ve
kemik iyilegsmesinin desteklenmesi, yumusak doku rejenerasyonunun hizlanmasi, inflamatuar
yanitlarin inhibisyonu ve noromodiilasyon gibi alanlari igeren genis uygulamalar ig¢in

potansiyelini gostermistir (Jiang ve digerleri, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda sisplatin ve melatonin (Cayman, Michigan, USA) mevcut olan en
yiiksek saflikta temin edildi. Ayrica, deneysel kisim i¢in lipid peroksidasyon (MDA) kiti
(Cayman, Catalog #10009055), siiperoksit dismutaz (SOD) kiti (Cayman, Catalog #706002),
Rat IL-1p Elisa kit (Elabscience, E-EL-R0012), Rat IL-6 Elisa kit (Elabscience, E-EL-R0015),
BCA protein analiz kiti (ThermoFisher, Catalog #23227), Western ECL substrat (BIO-RAD,
Catalog #1705060), 10X RIPA liziz tamponu (Merck, Catalog #632424) ve proteaz inhibitor
kokteyli (Sigma-Aldrich, Catalog #P8340) kullanildi. Protein ekspresyon analizeri igin kaspaz-
3 (Santacruz, CPP324-1-18 sc-56052), Bcl-2 (Santacruz, C-2 sc-7382), parkin (Santacruz,
PRK®8 sc-32282), B-aktin (Santacruz, C4 sc-47778) birincil antikorlari ile gériintiilemeye uygun

anti-mouse seconder antikoru (Cell Signaling) kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Calisma Gruplari

Calismada gergeklestirilen tiim hayvan deneyleri, Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi alinarak (Ek 1: Etik kurul karar no:
64583101/2019/012) Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretim Merkezi'nde gerceklestirildi. Calismada, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Uretim Merkezi’nden temin edilen ve ortalama 300-400 gram agirliginda 50
adet erkek Wistar-albino tiirii sigan kullanildi. Siganlar 22 + 1°C gevre sicakligi, 12/12 saat

aydinlik/karanlik siklusunun saglandigi, bagil nem orani (40-50%) ve havalandirilmasi kontrol
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edilen semiklimatize laboratuvar kosullarinda bulunduruldu. Tiim hayvanlar, uygulamadan 8-

12 saat dncesine kadar yem yeme ve su icme serbestligine sahiptiler (Resim 1).

Resim 1. Arastirma kapsaminda kullanilan Wistar albino ratlar ve deneysel gruplar (n=10).

Sicanlar, bes ayr1 gruba ayrilarak ¢alisma gruplari olusturuldu. Calismada gerceklestirilen

uygulamalarin zamanlamasi Sekil 8’de gosterilmistir.

Grup 1: Kontrol grubu (C): Bu gruptaki denekler higbir isleme tabi tutulmadi, sadece

tedavi siirecinde fizyolojik salin verildi.
Grup 2: Kimyasal néropati grubu (CP): Bu gruptaki si¢anlara, 3 mg/kg sisplatin
enjeksiyonu haftada bir kez (0, 7, 14, 21 ve 28 giinlerde) 5 hafta boyunca uygulandi ve kimyasal

ndropati olusturuldu, tedavi siirecinde ise fizyolojik salin verildi.

Grup 3: 10 mg/kg melatonin grubu (CP+MEL, Pozitif kontrol): Bu gruptaki siganlara

kimyasal néropati olusumundan sonra 10 mg/kg melatonin (i.p.) verildi.

Grup 4: 1 MHz frekans ve 0.5 W/cm? ultrases tedavi grubu (CP+0.5 W/cm? US): Bu
gruptaki siganlara kimyasal noropati olusumundan sonra 0.5 W/cm? gii¢ yogunlugu ve 1 MHz

frekansta gilinde 3 dakika darbeli ultrases uygulandi.

Grup 5: 1 MHz frekans ve 1.5 W/cm? ultrases tedavi grubu (CP+1.5 W/cm? US): Bu
gruptaki siganlara kimyasal noropati olusumundan sonra 1.5 W/cm? gii¢ yogunlugu ve 1 MHz

frekansta gilinde 3 dakika darbeli ultrases uygulandi.
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Kimyasal néropatinin indiiksiyonu: 5 hafta boyunca Tedaviler: Giinliik melatonin
haftada bir kez 3 mg/kg cisplatin dozu (toplam 15 mg/kg enjeksiyonu ve ultrason
cisplatin enjeksiyonu). uygulamasi  gektrofizyolojik dlgiimler,
doku ve kan ornegi
toplama

Sekil 8. Deneysel prosediirlerin zamanlamasi

3.2.1.1. Kimyasal Noropati Modeli Olusturulmasi

Kimyasal ndropati modelini olusturmak icin kemoterapdtik bir ajan olan sisplatin
kullanildi. Siganlara intraperitonal (i.p) olarak serum fizyolojik i¢cinde (1:2) ¢dziinmiis 3 mg/kg
tek doz sisplatin uygulandi (Resim 2). Bu uygulama yedi giin arayla toplam bes haftada
tamamlandi ve siganlara toplamda 15 mg/kg sisplatin enjekte edildi. Sisplatin enjeksiyonuna
bagli olarak gelisen bobrek hasarina engel olmak i¢in enjeksiyondan 6nce 2 ml serum fizyolojik
enjekte edildi (Sahu ve digerleri, 2014). Kontrol ve ndropati gruplarina 3 mg/kg tek doz yedi
giin arayla bes haftada tamamlanacak sekilde toplam 15 mg/kg fizyolojik salin enjekte edildi.
Kimyasal ndropati olusumundan sonra tedavi gruplarina ultrases ve ajan uygulamasi, kontrol
ve noropati gruplarina ise salin uygulamasi 15 giin boyunca devam etti. Salin uygulamasinin

amaci, tedavi gruplarina yapilan ilag uygulamasina bagli stres siirecini esit kilmaktir.
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Resim 2. Deneklere kimyasal noéropati modeli olusturmak i¢in sisplatin uygulanmasi

3.2.2. Tedavi Uygulamasi

3.2.2.1. Melatonin Uygulamasi

Sisplatin enjeksiyonunun bes hafta uygulanmasiyla olusan kimyasal néropati sonucunda
sicanlara 15 giin boyunca 10 mg/kg/giin dozunda melatonin intraperitonal olarak enjekte edildi.
Bu doz literatiirde yer alan ¢alismalara bakilarak se¢ildi. Yapilan calismalarda paklitaksel ve
oksaliplatin ile indiiklenmis noropatide mitokondriyel disfonksiyonu Onleyerek
noroproteksiyon olusturmasi nedeniyle melatonin pozitif kontrol olarak secilmistir (Areti ve

digerleri, 2017; Galley ve digerleri, 2017).

3.2.2.2. Diisiik Frekansh Diisiik Yogunluklu Darbeli Ultrases Tedavisi

Sisplatin ile kimyasal noropati olusturulan siganlara diisiik frekansh, diisiik yogunluklu
darbeli ultrases uygulanmasi BTL5710 marka ultrases cihazi ile gerceklestirildi. Ultrases
uygulanmasinda cihazin probu siganlarin bacaklari lizerinde siyatik sinir lizerine denk gelecek
sekilde deri bolgesi iizerine 6zel jel uygulamasiyla birlikte yerlestirildi ve yaklasik 5 cm?’lik

bir alana ultrases dalgalari verildi. Uygulanmus olan ultrases 1 MHz frekansinda, 0,5 W/cm? ve
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1,5 W/cm? olmak iizere iki farkl1 gii¢ yogunlugunda ve darbeli olarak (%20 duty cycle) toplam
3 dakika siireyle uygulandi. Bu tedavi hem sag bacaga hem de sol bacaga ayr1 ayr1 uygulandi
bdylece her iki siyatik sinir de ultrasese maruz birakildi (Resim 3). Tiim tedaviye giinde iki kez
olmak iizere (sag ve sol bacaga) olmak {izere 15 giin boyunca devam edildi. Diisiik frekansli,
diisiik yogunluklu darbeli ultrases uygulamasiin detaylar literatiire bakilarak tespit edildi

(Raso ve digerleri, 2005).

Resim 3. Deneklere ultrases tedavisi uygulanmasi.

3.3. Nosiseptif Testler

Sisplatin uygulamasinin duysal sinirlerin fonksiyonlarindan nosiseptif agr1 algisindaki
degisimin gozlenebilmesi i¢in tim gruplardaki deneklere noropati olusturulmadan once,
sisplatin uygulamas1 sirasinda haftada bir kez ve noropati olusturulduktan sonra tedavi

stirecinde haftada bir kez tail flick ve hot plate testi uygulandi.

3.3.1. Tail Flick Testi

Tail-flick testi igin 8V/50W’lik radiant 1s1 kaynagi igeren yari otomatik (tail-flick cihazi-
May Tic. Ankara) kullanildi. Tail-flick testinden en az 5 dakika Oncesine kadar sicanlar

kafeslerinde dinlenme durumunda tutuldu. Isitict kaynagi tiim siganlarin kuyruklariin alt
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kisminin 1/3’iine gelecek sekilde tutuldu. Is1 etkisiyle si¢anlarin kuyruklarini ¢ekmeleri cihaz
tarafindan otomatik olarak algilandi ve 1s1 uyarisi kesildi. Bu sonug termal uyariya yanit olarak
degerlendirildi. Is1 etkisiyle kuyrukta meydana gelebilecek hasar1 engellemek amaciyla cut-off

zamani 10 saniye olarak tespit edildi (Resim 4).

Resim 4. Deneklere Tail-flick testi uygulanmasi.

3.3.2. Hot Plate Testi

Hot-plate testi i¢in, dnceden 1sitilmis (55+0.3 °C) daire seklinde metal diiz yiizeye sahip
hot-plate (May Tic., Ankara) cihazi kullanildi. Cihaz 1sitildiktan sonra siganlar metal plakanin
tizerine konuldu ve sonrasinda arka ayaklarini yalama, sigrama, idrar yapma gibi tepki verme
stireleri termal uyartya yanit olarak degerlendirildi. Sicanlarda 1sidan dolayr meydana

gelebilecek herhangi bir hasarin engellenebilmesi i¢in cut-off zamani 15 saniye olarak kabul
edildi (Resim 5).
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Resim 5. Deneklere Hot-plate testi uygulanmasi

3.4. Elektrofizyolojik Ol¢iimler

Sisplatin ile ndropati olusturulan siganlara verilen 15 giinliik tedavi sonunda denekler
sakrifiye edilmeden hemen once elektrofizyolojik Ol¢timler yapildi ve bu Olgiimler analiz
edilerek degerlendirildi. Denekler tedavi sonrasinda elektrofizyolojik 6l¢iimleri i¢in 50 mg/kg
ketamin (Alfamine %10, Alfasan, Hollanda) ve 10 mg/kg ksilezin (Alfazyne %2, Alfasan,
Hollanda) ile intraperitonal olarak anestezi edildi ve si¢anlarin siyatik sinirleri orta uyluk
diizeyinden yaklasik 3 cm’lik bir kesi ile ortaya ¢ikarildi (Resim 6). iletisi dlgiilecek siyatik
sinir iizerine Biopac MP100 sistemine baglanan aralarinda 1.1 cm sabit uzaklik bulunan in vivo
dastre elektrotlar ile 7 mV diizeyinde supraksimal siddette uyar verildi. Kayit igne elektrotlar
ile parmak arasindan alindu. Ik olarak 1. uyar1 elektrodundan 0,1 ms siire 1 Hz frekas ve 7 mV
siddetinde uyar1 verildi. Parmak arasindan kayit alind1 ve bir amplifikator araciligryla bilgisayar
ortamina aktarildi. Benzer sekilde 2. uyari elektrodu vasitasiyla sinire uyari verildi (0,1 ms siire,
1 Hz ve 7 mV) ve tekrar parmak arasindan birlesik aksiyon potansiyeli kaydedildi. Elde edilen
birlesik kas aksiyon potansiyellerini igceren kayitlar AcqKnowledge Software Windows/PC

(Biopac, ABD) veri analiz sistemi yazilimi ile incellendi.
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Resim 6. Sinir ileti hiz1 6l¢iimii yapilan denek

AcgKnowledge Software Windows/PC (Biopac, ABD) programi kullanilarak
kayitlardan, tiim gruplara ait distal latans, proksimal latans, bilesik kas aksiyon potansiyeli
amplitiitii, bilesik kas aksiyon potansiyeli siiresi (cevabin toplam siiresi, durasyon) ve
maksimum yanitin altinda kalan alan hesaplandi. Ayrica, latans bilgileri kullanilarak sinir iletim

hizlar1 hakkinda bilgi elde edildi. Motor sinir ileti hizlari;
iletim hizit = AMesafe/ALatans (m/s)
ALatans = Proksimal latans — distal latans (s)
AMesafe = Proksimal mesafe — distal mesafe (m): 1.1 cm
bagintilar1 kullanilarak hesaplandi (Baslo, 2009).

Elektrofizyolojik 6l¢iimler sonunda denekler anestezi altinda sakrifiye edildi.
Biyokimyasal Ol¢limler i¢in anestezi altinda bulunan deneklerden kalpten kan alindi. Kan
ornekleri hemen santrifiij edilerek serum ve plazma olarak ayrilarak -80°C’de kullanilacaklari
zamana kadar saklandi. Denekler sakrifiye edildikten sonra ¢ikarilan siyatik sinir dokularindan
bir kismi histolojik analizler i¢in %10’luk formaldehit igerisinde fikse edilerek parafine
gomiildii. Kalan1 ise diger biyokimyasal ve molekiiler analizler i¢in kullanilacaklar1 zamana

kadar -80°C’de saklandi.
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3.5. Western Blot Yontemi

3.5.1. Doku Lizatinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Doku lizatinin hazirlanmasi i¢in ¢alisma sonunda siganlardan ¢ikarilan siyatik sinirler

homojenize edildi. Homojenizasyon islemi i¢in Lizis tamponu hazirlandi.

Lizis Tamponu: 10 ml i¢in; EDTA 100 uL (0.5 M, pH=8), Tris 500 uL (1 M pH=8),
NaCl 1,5 ml (1 M), dH2O 7,550 ml, NP40 250 uL, Aprotinin 55 puL, PMSF 45 uL, Protein
inhibitor kokteyl (PIK) 10 pL

Doku homojenizasyonu sirasindaki biitlin islemler buz {izerinde yapildi. Hassas terazi
tizerinde ilk olarak bos ependorf tartildi ve doku pargasi tartildiktan sonra doku agirligi not
edildi. Doku tizerine 10 pL protein inhibitér kokteyli ve 0,02 gr i¢in 600 puL lizis tamponu
eklendi. Sonikatorde (Bandelin Ultrasonic HD2200) 3 siklus seklinde pargalandi (Resim 7). Bu
islem sonunda doku lizat1 1 saat buz igerisinde bekletildi ve 10 dk arayla vortekslendi. Santrifiij
+4°C de 6nceden sogutuldu ve doku lizat1 1500 g’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant pelete
degmeden dikkatli bir sekilde ¢ekilerek baska bir ependorfa alindi.

Resim 7. Sonikatorde doku lizatinin pargalanmasi.
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Doku lizat1 olusturulduktan sonra Bradford yontemiyle jelde yiiriitiillecek doku lizati
konsantrasyonlar1 belirlendi. Sonrasinda 6rnekler SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile

ornekler kuyucuklara yiiklenerek yiiriitiilme islemi gerceklestirildi.

3.5.2. SDS-PAGE Elektroforez

SDS-PAGE elektroforez sistemi i¢in hazirlanan stok soliisyonlar asagida verilmistir:

> %030 Akrilamid/Bis— 87,6 g akrilamid (29,2 g/100 ml)
— 2,4 g N,N-bis-metilen-akrilamid (0,8 g/100 ml)

> %10 SDS — 10 g SDS 90 ml distile su ile ¢oziiniir.
> 15M Tris-HCI —» 27,23 g Tris base (18,15 g/100 ml)
—> 80 ml distile su

Tampon ¢ozeltisi distile su (dH20) ile 150 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 8.8’¢ HCL

ile ayarlandi.
> 0,5 M Tris-HCI —— 69 Tris base
— 60 ml distile su
Tampon ¢ozelti dH20 ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 6.8’e HCl ile ayarland.
> 2X Numune Tamponu  — 3,55 ml dH20, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI (pH
6.8), 2,5 ml gliserol, 2 ml %10 SDS, 0,2 ml % 0,5 bromofenol mavisi toplam hacim 9,5 ml.
Kullanimdan hemen 6nce 50 pl B-merkaptethonol 950 pl numune tamponu i¢ine konuldu.
> 10X Running Buffer, pH 8.3 — 30,3 g Tris base
— 144 g glisin
— 10g SDS

Toplam hacim dH20 ile 1000 ml’ ye tamamlanarak ¢oziindii.

> %10 APS — 100 mg amonyum persiilfat 1 ml dH20 ile
¢Ozindii.
> 10X TBST Buffer — 24,23 g Tris (200 mM)

—» 87,66 g NaCl (1,5 M)

— 10 ml Tween-20
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Toplam hacim 1000 ml olacak sekilde dH20 ile ¢6ziindii

> PVDF Membran Transfer Buffer—— 5,82 g Tris
— 2,93 g Glisin
— 200 ml metanol
— 0,375 9 SDS
Toplam hacim 1000 ml olacak sekilde dH20 ile ¢oziindii. Kullanimdan hemen once

metonal eklendi.

Tablo 3. Alt ve iist jellerin hazirlanmasi i¢in gerekli olan malzemeler ve oranlari

Resolving gel (Alt jel) | Stacking gel (Ust jel)

%12 %4
dH20 (ml) 34 6,1
%30 Akrilamid/Bis (ml) 4,0 1,3
Jel Buffer (ml) 2,5 2,5
%10 SDS (ml) 0,1 0,1
TEMED (ul) 5 10
%10 APS (ul) 50 50

Tilim stok ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra %12°lik alt jel hazirlandi ve jelin tizeri %70’lik
etonolle kapatildi. Jel donduktan sonra alkol kurutma kagidi ile uzaklastirildi. Sonrasinda
%4’lik st jel eklenerek camlar arasina taraklar yerlestirilmis ve donma islemi

gerceklestirilmistir (Resim 8).
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Resim 8. Elektroforez diizeneginde cam levhalarin yerlestirilmesi

Ust jel donduktan sonra taraklar ¢ikarildi ve camlar tankin icerisine dikkatlice
yerlestirildi. Ornekler kuyucuklara yerlestrilmeden 6nce 2X sample buffer ile 95°C’de 5 dk
denatiire edildi (Resim 9).

Resim 9. Denatiirasyon islemi

Herhangi bir kuyucuga 2 pl marker konuldu. Diger kuyucuklara 25 pl 6rnek yiiklemesi
yapildi. Ornekler yiiklendikten sonra 10X Running buffer stok ¢dzeltisinden 1X’lik almarak
yeteri kadar c¢ozelti tank igerisine bosaltildi ve 100 V’da yaklasik 1 saat yiiriitme islemi
gergeklestirildi (Resim 10).
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Resim 10. SDS-PAGE jelinin elektroforezde yiiriitiilmesi

3.5.3. Jelin Membrana Transfer Edilmesi

Elektroforez islemi bittikten sonra jeller transfer i¢in dikkatli bir sekilde hazirlandi.
Membran %100 metanolde yaklasik 2 dk kadar bekletildi. Blotlama kagitlar1 transfer ¢ozeltisi
icerisinde 1slak hale getirildi. Blotlama cihazinin kapagi acilarak membran ve jel
yerlestirilmeden Once temizlendi (Resim 11). Cihazin igerisine sirastyla 2 kat 1slak blotlama
kagidi konuldu. Bunun iizerine sirasiyla membran, jel ve 2 kat 1slak blotlama kagid1 konularak
cthazin kenarlarinda 1slaklik kalmayacak sekilde temizligi yapildi ve kapagi kapatildi. Cihazin
elektrik akimi agilarak 1.0 A, 25 V ve 30 dk siireye ayarlandi ve transfer islemi gerceklestirildi.

Resim 11. Blotlama cihazi
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3.5.4. Membranin Antikor ile Muamele Edilmesi ve Goriintiileme

Membran 1 saat oda 1sisinda %3 BSA (750 mg BSA tartilarak 25 ml 1X TBS-T icerisinde
¢Oziindii) i¢erisinde orbital shaker tizerinde bekletildi. Sonrasinda membran %3 BSA igerisinde
1:1000 konsantrasyonunda hazirlanan primer antikorlar ile gece boyu +4°C’de orbital shaker
tizerinde inkiibe edildi. Membran 3 kez 1X TBS-T ile yikanarak (5 dk orbital shaker tizerinde
5x3=15 dakika) %3 BSA icerisinde 1:2000 konsantrasyonunda hazirlanan seconder antikor
(anti-mouse IgG, HRP) konularak 2 saat oda 1sisinda orbital shaker iizerinde inkiibe edildi. Bu
islem sonunda membran 3 kez 1X TBS-T ile yikand1 (5 dk orbital shaker iizerinde 5x3=15
dakika). Son olarak membran bir kez distile su ile yikand1 ve igerisinde su kalmayacak sekilde
bosaltildi. Membranlarin {izerine 300 pul ECL (Electrochemiluminescence) damlatildi. Tim
jeller UVP goriintiileme sistemi ile ham goriintiileri alinarak elde edildi. Image J yazilim (MD,

America 64 bit version) programi kullanilarak jel bantlar1 kontrol grubuna gére optimize edildi.

3.6. Biyokimyasal Analiz

3.6.1. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Ol¢iimii

MDA, lipid peroksidasyon iriinlerindendir ve ¢oklu doymamig yag asidi
peroksidasyonunun en ¢ok kullanilan iirlintidiir. Arasidonik asidin ve ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla ayrigmasi sonucu olusan son
triindiir. MDA 6l¢limiiniin temeli, tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyon vererek 532 nm dalga
boyunda dlgiilmesi ve renkli bir bilesik vermesine dayanir (Esterbauer ve digerleri, 1991).

MDA seviyesi Ol¢limii kit yardimiyla yapildi ve karigim kit igerisinde iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlandi. MDA diizeyinin 6l¢limii i¢in oncelikle siyatik sinir doku
ornekleri homojenize edildi. Homojenizasyon islemi i¢in; 25 mg doku agirligi icin 250 pl RIPA
Buffer kullanildi ve doku buffer igerisinde homojenize edildi. Santrifiij +4°C de &nceden
sogutuldu ve doku lizat1 1600 g’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem sonunda supernatant ayri1 bir
ependorfa konuldu. 100 pl doku homojenat1 iizerine 50 pl sodyum dodesil siilfat (SDS)
eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 375 pl
thiobarbitiirik asit (TBA) ve 375 ul asetik asit eklendi, 60 dakika boyunca kaynar su banyosunda

bekletildi. Bu siire sonunda 6rnekler 10 dakika buz {izerinde sogumaya birakildi. Sogutma
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islemi gerceklestirildikten sonra +4°C 1600 g’de 10 dk santrifiij edildi. Ornekler 96’lik
kuyucuklu kaplara konularak 532 nm’de MDA miktari tayini yapildi.

3.6.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve siiperoksit anyon radikallerine karst onemli bir
antioksidan savunma sistemi olan SOD, siiperoksit radikalini O2 molekiiliine yiikseltger. Diger
bir siiperoksit radikalini ise daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen perokside (H202)

indirgenmesini katalize ederek bu radikallerin etkisini azaltir (Zelko ve digerleri, 2002).

SOD

20;"+ 2H® ———— H:0: + O:

Siiperoksit radikaller 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazoliyum klorid ile
kirmizi renkli formazon boyasini olusturmaktadir. Ortamda bulunan SOD enzimi siiperoksit
radikalleri ortamdan uzaklastirdigi i¢in formozan olusumu inhibe olmaktadir (McCord ve
digerleri, 1969).

SOD seviyesi Ol¢timii kit yardimiyla yapildi ve karisim kit igerisinde iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlandi. SOD diizeyinin 6lgiimii i¢in oncelikle siyatik sinir doku
ornekleri homojenize edildi. Homojenizasyon islemi i¢in; 25 mg doku agirlig i¢in 250 ul RIPA
Buffer kullanildi ve doku buffer igerisinde ¢oziindii. Santrifiij +4°C de énceden sogutuldu ve
doku lizat1 1500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. SOD standart kuyucuklara 200 pl seyreltilmis
radikal dedektorii ve kuyucuk basina 10 pl standart eklendi. Ornek yiiklenecek kuyucuklara
200 pl seyreltilmis radikal dedektor ve 10 pl doku lizat1 konuldu. Son olarak 6rnek yiiklenen
tiim kuyucuklara 20 pl seyreltilmis ksantin oksidaz eklendi ve 450 nm’de SOD miktar1 tayin
edildi.

3.7. Noroinflamasyon Isaretcilerin Tayini

Sitokinler, hiicre isaretlenmesinde 6nemli gérev alan, bagisiklik ve inflamasyona aracilik
edip bunlar1 diizenleyen kiiciik proteinlerdir (Landskron ve digerleri, 2014). Kanser

patogenezinde ve inflamatuvar yanitta 6nemli rol oynayan sitokinlerden birisi interlokin-6 (IL-
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6)’dir. Immiin ve inflamatuvar olaylarin olusumunda &nemli rol {istlenen interldkin-1’e (IL-1)
yanit olarak meydana gelir (Kemik ve digerleri, 2010).

Noroinflamasyon isaretcilerin tayini Elabscience Rat IL-6 ELISA ve Elabscience Rat IL-
1B ELISA Kkitlerinin protokollerine gore gerceklestirildi. Calisma sonunda alman kan
orneklerinden elde edilen serumlardan analiz yapildi. IL-6 ve IL-1 analizi icin numuneler 2-
8°C’de 1000 g’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi ve supernatant toplandi. Her kuyucuga
100 pl standart veya numune eklendi ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda sivi
uzaklastirilarak 100 pl Biotinylated Detection Ab eklendi 37°C’de 60 dakika inkiibe islemi
gerceklestirildi. Aspirasyon yapilip 3 kez yikanarak 100 ul HRP konjugati eklendi ve 37°C°de
30 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda tekrar aspirasyon yapilip 5 kez yikandi 90 pl substrat
reaktifi eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. 50 ul durdurma soliisyonu eklenerek 450

nm’de okuma islemi gergeklestirildi.

3.8. Histolojik incelemeler

Uygulanan tedavilerin ardindan denekler sakrifiye edilmeden hemen 6ncesinde histolojik
analizler icin siyatik sinir dokular1 ¢ikarilmistir. Dokular formaldehitte saklanmistir. Dokularin
takibi i¢in formaldehitteki dokular akar su altinda bir gece boyunca bekletilmistir. Dokulardan
uzaklastirilan formalin sonrasinda dokularin igerisine niifuz eden suyu uzaklastirmak icin
yiikselen alkol konsantasyonlarinda (sirasiyla %70, %80, %96 ve %]100) 1’er saat
bekletilmistir. Sonrasinda dokulardan alkolii uzaklastirmak icin 6nceden 1sitilan 60°C’lik
etiivde ksilen igerisinde 1’er saat olmak iizere toplam 2 saat bekletilmistir. Ksilen igerisinden
alinan dokular 60°C’lik etiivde 1’er saat olmak iizere toplam 2 saat parafin icerisinde
bekletildikten sonra dokular parafin bloklara (Tekkim, Tiirkiye) gomiilmistiir. Her bir parafin
bloktan, Plasma LS35 Mikrotom bicag: ile rotary mikrotom (Leica RM 2265, Germany)
kullanilarak 5 um kalinhiginda kesitler alinmis, elde edilen kesitler Hematoksilen-Eozin, Luxol
fast blue ve Masson trichrome boyama kitleri (Atom Scientific) ile kit i¢erisindeki talimatlar
dogrultusunda boyanmistir. Elde edilen boyanmis kesitler, Olympus-DP73 mikroskobunda
40X’lik biiyiitmeler ile goriintiilenmistir. Kesit alma ve boyama islemini Balikesir Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD. Dr. Ogr. Uyesi Fatma Bahar SUNAY tarafindan
yapilmustir. Luxol fast blue ile boyanan goriintiiler, ImageJ programi yardimiyla analiz edilerek
akson ¢api, miyelinli akson say1s1 ve miyelin kilif kalinlig1 hesaplanmistir (Authier ve digerleri,

2003; Turedi ve digerleri, 2018). Bu hesaplamalar, Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip
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Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali doktora &grencisi ve YOK 100/2000 Nérofizyoloji programi
bursiyeri Hatice Fulya YILMAZ tarafindan yapilmistir.

3.9. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki tiim parametrelerin karsilastirilmas: SPSS Version 22 (IBM, ABD)
programi kullanilarak yapildi. Yapilan analizlerde dncelikle gruplar arasindaki normal dagilima
bakildi, normal dagilim gostermeyen gruplarin karsilastirilmasinda nonparametrik testler
kullanildi. Western blot ve ndroinflamasyon isaretgilerin analizinde normal dagilim
gostermeyen gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis nonparametrik testi uygulandi.
Diger tiim analizlerde verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi ve ikiden fazla grup
arasindaki farkliligi gostermek igin “tek yonlii varyans analizi” (one-way ANOVA), iki grup
arasindaki farklili§i gostermek i¢in T-test analizi uygulandi. Tek yonlii varyans analizi ile
birlikte gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in ard test olarak Tukey testi kullanildi ve
tiim gruplar birbiriyle karsilastirildi. Yapilan degerlendirmelerde p<0,05 sonucu istatistiksel
olarak anlamli olarak kabul edildi. Sayisal degerlerin tamamu aritmetik ortalama + standart hata
olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki istatstiksel anlamlilik kontrol grubuna gore * isareti ile,
sisplatin grubuna gére § isareti ile, melatonin grubuna gére T isareti ile ve 1 MHz 0.5 W/cm?

US grubuna gore § isareti ile ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Nosiseptif Test Sonuclarinin Incelenmesi

Bu ¢alismada kemoterapdtik bir ajan olan sisplatin haftada 1 kez (3 mg/kg/hafta) olmak
lizere 5 hafta boyunca siganlara enjekte edildi. Nosiseptif testler haftada bir kez olmak iizere
kimyasal noropati olusumu sirasinda 5 hafta boyunca ve tedavi baslangicinda, ortasinda ve
sonunda yapildi. Nosiseptif testlerin (hot plate ve tail flick) yapilmasindaki amag; kimyasal
noropati olusumu sirasinda duysal agr1 algisindaki degisimleri goézlemlemek, ve bu
degisimlerde noropati olusumu sirasinda ve sonrasinda tedavi siirecinde ne sekilde tepki
verildigini incelemek idi. Bu testlerde, siganlarin 1s1 ile verilen agrili uyarana karsi ne kadar
stirede tepki verdigi incelendi. Sekil 9 ve 10°da 1, 3 ve 5. haftadaki tail-flick ve hot-plate test
sonuglar1 gosterilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik SPSS Version 22 (IBM,
ABD) kullanilarak analiz edildi. Verilerin 6ncelikle normalizasyon testi yapildi, normal
dagilima uyduklar1 goriildiikten sonra T-test uygulandi. Yapilan incelemeler sonucunda p<0.05
sonucu istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Kontrol grubuna gore anlamlilik * isareti ile
('p<0.05, "p<0.01, ***p<0.001) gosterildi.

1.hafta Tail Flick 3.hafta Tail Flick 5. Hafta Tail Flick

* % ok * ok

latans (sn)
latans (sn)
latans (sn)

Y
& N &
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Sekil 9. 1, 3 ve 5. haftadaki Tail-flick test sonuglar1 (n=10, ~p<0.01, ***p<0.001)
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1. Hafta Hot Plate 3. Hafta Hot Plate 5. Hafta Hot Plate

* %

latans (sn)
latans (sn)
latans (sn)

Sekil 10. 1, 3 ve 5. haftadaki Hot-plate test sonuglar1 (n=10, ~"p<0.01, ***p<0.001).

Ik bes haftada (1, 3 ve 5. hafta) yapilan nosisieptif test sonuglari birbirini destekler
niteliktedir. Haftada 3 mg/kg i.p. olarak enjekte edilen sisplatin gruplarmin kontrol grubuna
gore termal uyarana karst daha ge¢ yanit verdigi goriildi. Bu durum bes hafta boyunca
uygulanan sisplatinin siganlarda kimyasal néropatiye neden oldugunu gostermektedir. Elde

edilen sonuglar istatistiksel olarak da anlamlilik gosterdi (Tablo 4).

Tablo 4. Kimyasal noropati olusumu sirasindaki nosiseptif test sonuglari.

Nosiseptif Testler Gruplar 1. hafta (sn) 3. hafta (sn) 5. hafta (sn)
C 433+0.18 3.57+0.16 4.19+0.11

Hot-Plate CP 526+0.09" 5.68+£0.10"  5.62+0.08"
C 499+0.11 4.57+0.17 475+0.13

Tail-flick CP 6.06 = 0.09™ 6.19+0.08""  6.26=0.07""

C: Kontrol, CP: Sisplatin (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Kimyasal noropati modeli olustuktan sonra 15 giin boyunca tedavi siireci basladi. Tedavi
gruplar1 melatonin (pozitif kontrol), 1 MHz 0.5 W/cm? US ve 1 MHz 1.5 W/cm? US
gruplarindan olusmaktadir. Melatonin grubuna 15 giin boyunca 10 mg/kg/giin i.p. olarak
enjekte edildi. Ultrases gruplarina farkli gii¢ yogunlugunda siganlarin hem sag hem de sol
bacagina siyatik sinir iizerine denk gelecek sekilde 3’er dakika ultrases uygulandi. 15 giinliik
tedavi baslangici, tedavi ortasi ve tedavi sonu nosiseptif test sonuglari sirasiyla Sekil 11, 12 ve

13’de gosterilmistir.
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Tedevi Baglang\¢ Tall Fiick Tedavi Baslangigc Hot Plate

latans (sn)
latans (sn)

Sekil 11. Tedavi baslangicinda nosiseptif test sonuglart.

Bes haftalik sisplatin enjeksiyonundan sonra tedavi baslangicinda uygulanan nosiseptif
test sonuglart birbirlerini desteklemektedir. Tek yonlii varyans analizi sonucunda, tedavi
baslangicinda tail-flick test sonucu istatistiksel olarak p=0,52 ve hot-plate testi p=0,64

bulunmus olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik goériilmedi.

Tedavi Ortasi Tail Flick Tedavi Ortasi Hot Plate

*

latans (sn)
latans (sn)

Sekil 12. Tedavi ortasinda nosiseptif test sonuclar1 (n=10, “p<0.05).

Tedavi ortasinda yapilan tail-flick ve hot-plate sonuglar1 birbirini desteklemektedir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplar istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi
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goriildii. Tedavi gruplart incelendiginde latans degerlerinin kimyasal noropati grubuyla

karsilastirildiginda daha hizli yanit verdigi ve kontrol grubuna yakin oldugu gézlemlendi.

Pt Tedavi Sonu Hot Plate

latans (sn)
latans (sn)

Sekil 13. Tedavi sonunda nosiseptif test sonuglart (n=10, Kontrol grubuna gére

istatistiksel anlamlilik * isareti ile, sisplatin grubuna gore istatistiksel anlamlilik § isareti ile

gosterildi) ("p<0.05, “p<0.01).

Kimyasal noropati modeli olustuktan sonra 15 giin boyunca uygulanan tedavilerin
nosiseptif test sonuclarina gore etkili oldugu gézlemlendi. Deneklere uygulanan tail flick ve hot
plate testleri incelendiginde tedavi gruplarinin sisplatin grubuna gore olduk¢a hizli yanit verdigi
goriildii. Kimyasal néropati grubu ile tedavi gruplart arasindaki anlamh farklilik istatistiksel

olarak da desteklenmistir (Tablo 5.). ("p<0.05, ““p<0.01, ***p<0.001).
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Tablo 5. Tedavi sonrasi nosiseptif test sonuglari.

Latans (sn)
Nosiseptif testler Tedavi | Tedavi ortast | Tedavi sonu
Grup oncesi

C 4.60+0.18 4.83+0.17 4.86+0.15

CP 5.97+0.18 5.86£0.21" 581+0.11"
Hot-plate CP+MEL 5.10+0.14 421+£0.117 | 4.01£0.09%%
CP+US(0.5 W/cm?) 5.33+0.21 3.97+0.16" | 3.64+0.10%*%
CP+US(1.5 W/cm?) 520+0.16 3.96+0.16" | 3.21 £0.17%*

C 4.87+0.12 445+0.25 490+0.12

CP 6.57+0.15 6.72+0.29° | 7.25+0.48"
Tail-flick CP+MEL 6.23+0.15 418+021" | 3.88+0.10"™¢
CP+US(0.5W/cm?) | 6.24+0.22 | 3.81+024" |3.72+0.19"™¢
CP+US(L.5W/cm?) | 5.88+021 | 3.69+0.17" |3.42+0.16™*

C: Kontrol, CP: Sisplatin, CP+MEL: Sisplatin+melotonin, CP+US (0.5W/cm?, 1.5 W/cm?):
Sisplatin+Ultrases (Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik *, sisplatin grubuna gore
anlamlilik § isareti ile gosterilmistir) (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.2. Elektrofizyolojik Ol¢iim Sonuclari

Tedavi siiresi sona erdiginde denekler sakrifiye edilmeden hemen 6nce elektrofizyolojik
Ol¢iimler yapildi. Kimyasal noropati ile verilen hasarin ne diizeyde oldugu ve buna karsilik
uygulanan tedavilerin ne kadar etkili oldugunu anlamak i¢in alinan kayitlar incelenerek sinir
ileti hiz1 6l¢timii, distal latans, amplitiit, alan ve kayit siiresi (durasyon) hesaplandi. Sekil 14’de
gosterilen sinir ileti hiz1 6lglim sonucu incelendiginde sisplatin uygulanan grubun oldukca
diistik iletim hizina sahip oldugu goriiliirken tedavi gruplarinin uygulanan tedaviler sonucunda
sinir iletim hizlarinda anlamli derecede artis oldugu goriildii. Ozellikle 5 haftalik sisplatin
enjeksiyonundan sonra uygulanan melatonin ve US (1.5 W/cm?) tedavi gruplarmin kimyasal

noropati grubuna gore anlamh Slgiide sinir ileti hizlarinda artis oldugu gézlemlendi.
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Sinir ileti Hizi

ileti hizi (m/s)

Sekil 14. Tiim gruplarin siyatik sinirlerine ait sinir iletim hizlar1 (n=10, Kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamlilik * isareti ile, sisplatin grubuna gore istatistiksel anlamlilik § isareti

ile gosterildi) (“p<0.01,***p<0.001).

Distal latans 6lgiim sonuglar1 incelendiginde kimyasal néropati grubunun distal latans
degerinin uzadig1 goriiliirken tedavi gruplarinda latans degerinde kisalma oldugu gézlemlendi.
Sisplatin ile olusturulan kimyasal néropati grubunda siganlarda aksonal kayip meydana geldigi
ve bu nedenle distal latansin uzadig1 disiiniilebilir. Tek yonlii varyans analizi sonucunda
anlamlilik P= 0,62 olarak bulunmus olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
goriilmemistir (Sekil 15). Hesaplanan proksimal/distal latans (P/D) oranlarinda sisplatin
grubunun kontrol ve tedavi gruplarina gore az miktarda yiiksek ciktig1 goriildii ancak gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanamadi (P=0,67).

Distal Latans

1.5+ Proksimal/Distal
0.004

0.003+

latans (sn)
o
[=]
S
1
Proksimal/Distal

0.001

0.000~

Sekil 15. Tiim gruplarin sag ve sol siyatik sinirlerine ait distal latanslar1 ve P/D orani (n=10).
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Sekil 16°da tiim gruplara ait amplitiit 6l¢lim sonuglar1 incelenmistir. Kimyasal ndropati
grubu incelendiginde diger gruplara gore aksonal kayiptan dolay1 oldukga diisiik bilesik kas
aksiyon potansiyeli amplitiit (genlik) degeri gézlendi. Tedavi gruplarinda ise kimyasal néropati
grubuna gore yiiksek amplitiit degeri gozlenirken 6zellikle 1.5 W/cm? US grubunda kontrol
grubuna yakin bir amplitiit degeri tespit edilmistir. Ultrases ile tedavi edilen denekler sisplatin
grubuna gore istatistiksel anlamlilik gdsterirken kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir

anlamlilik géstermemistir.

Amplitit (P-P) Distal

Sekil 16. Tiim gruplarin siyatik sinirlerine ait amplitiit degerleri (n=10, Kontrol grubuna

gore istatistiksel anlamlilik * isareti ile, sisplatin grubuna gore istatistiksel anlamlilik f isareti
ile gosterildi) ('p<0.05, “p<0.01).

Tiim gruplara ait bilesik kas aksiyon potansiyeli grafigi altinda kalan alan (area) degerleri
incelendiginde tedavi gruplarinin kimyasal noropati grubuna gore diisiik seviyede oldugu
gozlemlendi. Tek yonlii varyans analizi sonucunda P= 0,53 bulunmus olup gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik goriilmemistir. (Sekil 17).
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0.004+

mV.ms

Sekil 17. Tiim gruplarin siyatik sinirlerine ait BKAP alan/area degerleri (n=10).

Sekil 18’de tiim gruplara ait toplam bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) yanit siiresi
goriilmektedir. Kimyasal noropati grubunda BKAP kayit siiresi degerinin uzadigi
gbzlemlenirken tedavi gruplarinda bu degerin azaldig: goriildii. Ozellikle ultrases tedavi
gruplarinda sisplatin uygulanan gruba gore kayit siiresinin 6nemli derecede azaldigi

gozlemlendi.

BKAP siresi

zaman (sn)

Sekil 18. Tiim gruplarin siyatik sinirlerine ait BKAP durasyon degerleri (n=10, Kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamlilik * isareti ile ifade edilirken sisplatin grubuna gore

istatistiksel anlamlilik § isareti ile gosterildi ) ("p<0.05).
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Gergeklestirilen elektrofizyolojik Ol¢iim verileri kullanilarak hesaplanan deneklerin
siyatik sinirine ait sinir ileti hiz1, distal latans, tepeden tepeye amplitiit, alan (area) ve BKAP
kayit siiresi (durasyon) degerleri Biopac MP100 yazilim sistemi ile hesaplandi (Tablo 6). Elde
edilen veriler genel olarak incelendigi zaman kimyasal ndropati olusturulduktan sonra

uygulanan tedavilerin siyatik sinir tizerinde olumlu yonde etki ettigi gdzlemlendi.
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Tablo 6. Deneysel gruplara ait elektrofizyolojik 6l¢iim sonuglari.

C CP CP+MEL CP+US 0.5W/cm?  CP+US 1.5W/cm?
Sinir ileti hizi (m/s) 76.65+0.43 38.07+0.32™ 54.92+0.24"1 51.98+0.12"" 50.25+0.14""
Distal latans (ms) 0.0025+0.0010 0.0030+0.0011 0.0023+0.0020 0.0022+0.0013 0.0022+0.0010
Amplitiit (P-P) (mV) 10.18+0.23 3.91+0.39™ 5.46+0.21" 6.57+0.10% 7.19+0.33%
Area/Alan (mV.ms) 0.0027+0.0004 0.0020+0.0001 0.0017+0.0001 0.00016+0.0002 0.00017+0.0001
BKAP siiresi (ms) 1.02+0.22 1.86+0.24 0.87+0.05 0.70+0.06"* 0.66+0.09"*

C: Kontrol, CP: Sisplatin, CP+MEL: Sisplatin+melotonin, CP+US(0.5W/cm?, 1.5W/cm?):Sisplatin+Ultrases. (Kontol grubuna gére

istatistiksel anlamlilik * isareti ile, sisplatin grubuna gore istatistiksel anlamlilik ise } isareti ile ifade edildi) (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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4.3. Western Blot Analizi Sonuclari

Western blot analizi i¢in si¢anlardan alinan siyatik sinir doku 6rnekleri homojenize
edilmistir. Uygun oranlarda birincil ve ikincil antikorlar konularak goriintiileme islemi
gerceklestirilmistir. Bu analizde B-aktin gen ifadesi kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen
veriler ImageJ programi kullanilarak densitometre analizi (Ulusal Saglik Enstitiileri, Bethesda,
Md) ile degerlendirilmis ve ortaya ¢ikan bant yogunluklar1 f-aktin ile normalize edilerek %
degerler seklinde grafik olarak ifade edilmistir. Uygulanan tedavilerin apoptotik
mekanizmalarin1 incelemek i¢in Bcl-2 ve kaspaz 3 antikorlari, mitofaji mekanizmasini
incelemek i¢in Parkin antikoru kullanilmistir. Sekil 19 incelendiginde sisplatin ile ndropati
olusturulan grupta Bcl-2/ B-aktin protein ekspresyon seviyesinin diger gruplara gore diisiik
oldugu goriildii. Tedavi uygulanan gruplarda bu seviyenin yiikseldigi goriildii. Ultrases tedavisi
uygulanan gruplarin ekspresyon seviyesi melatonin grubuna gore yiiksek ¢ikmistir. Protein
ekspresyon sevilerindeki bu farkliliklar Bel-2’nin antiapoptatik grupta yer almasi ve apoptozu
baskilayan bir yolak olmas1 seklinde aciklanabilir. Bu nedenle noropati uygulanan grupta Bcl-
2/ B-aktin oranmin diisiikk ¢ikmasi1 apoptoz varliginmi isaret edebilir. Kontol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik * isareti ile, sisplatin grubuna gore istatistiksel anlamlilik ise § isareti ile

ifade edildi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Sekil 19. Siyatik sinir dokularinda uygulanan tedaviler sonras1 western blot yontemiyle
elde edilen Bcl-2/B-aktin oran1 ve membran goriintiisii (n=10, * kontrol grubuna,  sisplatin

grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir.) (*p<0.05, **p<0.01).
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Elde edilen veriler sonucunda ultrases tedavisi uygulanan gruplarda kaspaz-3 protein
ekspresyon seviyelerinde azalis gozlenirken sisplatin grubunda kontrol grubuna gére anlamli
bir artis gdzlendi (Sekil 20). Melatonin grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede artis
gozlenirken sisplatin grubuna gore azalis oldugu goriildii. Ultrases tedavisi uygulanan gruplarda
birbirleri arasinda anlamli farklilik goriilmemesine ragmen 1 MHz 0,5 W/cm? US grubunun

diger ultrases grubundan daha diisiik protein ekspresyonuna sahip oldugu gortldii.

kaspase-3/p-aktin
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Sekil 20. Siyatik sinir dokularinda uygulanan tedaviler sonras1 western blot yontemiyle
elde edilen Kaspaz-3/B-aktin orani ve membran goriintiisii (n=10, * kontrol grubuna, } sisplatin
grubuna, T melotonin grubuna gore anlamliligi gostermektedir.) (*p<0.05, **p<0.01,

***n<0,001).

Sekil 21°de mitofaji ile ilgili bilgi veren parkin antikorunun protein ekspresyon seviyesi
verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde tiim gruplarin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamlilik gosterdigi gozlenmistir. 1 MHz 1,5 W/cm? US tedavi grubunda parkin
proteinin etkinliginin diger tiim gruplara gore oldukg¢a yiiksek seviyede oldugu goriildii.
Disfonksiyonel mitokondrilerin ortadan kaldirilmasini saglayan mitofaji en etkin sekilde 1,5

W/cm? ultrases tedavi grubunda kendini gstermektedir.
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Sekil 21. Siyatik sinir dokularinda uygulanan tedaviler sonras: western blot yontemiyle
elde edilen Parkin/B-aktin oranit ve membran goriintiisii (n=10, * kontrol grubuna,  sisplatin
grubuna, T melotonin grubuna, § 0,5W/cm? US grubuna gére anlamliligi gostermektedir.)

(*p<0.05).

4.4. Biyokimyasal Analizlerin incelenmesi

Sisplatin ile indiiklenerek kimyasal noropati olusturulan siganlarin melatonin ve ultrases
tedavilerinin siyatik sinir tizerindeki etki mekanizmalarindan olabilecek oksidatif stres tizerine
olan etkinlikleri MDA ve SOD seviyelerinin gézlenmesiyle incelenmistir. Elde edilen veriler
incelendiginde kimyasal ndropati grubunun diger tim gruplardan yiiksek bir MDA seviyesi
gosterdigi bulunmustur (Sekil 22). Uygulanan tedaviler sonrasinda MDA seviyelerinde 6nemli
derecede azalma oldugu goriilmiistiir. MDA miktar1 artan peroksidasyonun son iirlinii olarak
sisplatin grubunda yiikselmekte ve bu durum kimyasal néropati sonucu artmis oksidatif stresi

gostermektedir. Tiim gruplar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik gdstermistir.
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Sekil 22. Tiim gruplarin siyatik sinir doku orneklerine ait MDA diizeyleri (n=10, *

kontrol grubuna gore, I sisplatin grubuna gore anlamliligi gostermektedir.) (¥p<0.05,

**p<0.01).

Uygulanan tedaviler sonrasinda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi dl¢lilmiistiir. Elde
edilen veriler 1s181inda sisplatin grubunun kontrol grubuna goére oldukga diisiik SOD seviyesi
gosterdigi gozlemlendi. Bunun yaninda tedavi gruplarinda sisplatin grubuna nazaran SOD
miktarlarinda anlaml bir artis meydana geldigi goriildii. Tedavi gruplar arasinda ise anlaml
bir farklilik goriilmemistir. Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik
stiperoksit radikallerin hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize
eden enzimdir. SOD canliy1 hidrojen peraoksit, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikallere kars1
koruyucu etki yapmaktadir. Buna gore kontrol grubuyla karsilastirildiginda tedavi gruplarinin

SOD seviyesinde istatistiksel olarak bir azalma meydana geldigi gézlenmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Tiim gruplarin siyatik sinir doku 6rneklerine ait SOD aktivitesi diizeyleri (n=10,
* kontrol grubuna gore, I sisplatin grubuna gore anlamliligi gdstermektedir.) (*p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001).

4.5. Noroinflamasyon Isaretcilerinin Incelenmesi

Uygulanan tedaviler sonrasinda siyatik sinir doku drneklerinden IL-1p ve IL-6 seviyeleri
incelenmistir (Sekil 24-25). Deneklerin serum 6rneklerine ait IL-1p seviyeleri incelendiginde
kimyasal néropati uygulanan grubun tedavi uygulanan gruplardan daha yiiksek seviyede oldugu
goriildii (Sekil 23). Sisplatin grubu kontrol grubuna gore yiiksek seviyede goriinse de
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir. Ultrases ile tedavi edilen gruplar
incelendiginde kontrol ve sisplatin grubundan olduk¢a diisiik seviyede oldugu goriildii. Bu
sonug istatistiksel olarak da desteklenmektedir. Ultrases tedavi gruplart IL-1B seviyeleri
birbirine ¢cok yakin degerde oldugu gériildii. 1 MHz 0,5 W/cm? US grubu diger ultrases tedavi
grubundan farkli olarak melatonin grubuna goére de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gostermistir (p<0.05).
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Sekil 24. Deney gruplarmin serum Orneklerine ait IL-1B konsantrasyonlar1 (n=10, *
kontrol grubuna, I sisplatin grubuna, ¥ melotonin grubuna gore anlamlilig1 géstermektedir.)

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Sekil 24’de deneklere ait serum Orneklerinden elde edilen IL-6 seviyelerinin gruplar
arasindaki degisimi goriilmektedir. Elde edilen verilere gore sisplatin grubunun diger gruplara
gore yiiksek seviyede IL-6 icerdigi goriildii. Tedavi gruplar incelendiginde sisplatin grubuna
gore diisiik diizeyde IL-6 seviyesi icerdigi gozlemlendi. Ultrases tedavi gruplari birbirleriyle
hemen hemen ayni diizeyde IL-6 seviyesine sahip oldugu goriildii. Grafikte gruplar arasinda

seviye farklilig1 goriilmesine ragmen istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik gértilmemistir.

IL-6

IL-6 (pg/ml)

Sekil 25. Deney gruplarinin serum 6rneklerine ait IL-6 konsantrasyonlar1 (n=10).
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4.6. Histolojik Analiz Sonuclar

Deneklerden siyatik sinir doku 6rnekleri alindi. Doku takibi islemlerinden sonra parafine
dik bir sekilde gomiilen dokular Sum boyutunda enine kesitler alinarak hematoksilen eozin,
luxol fast blue ve masson trikrom olmak ftizere {i¢ farkli boya ile boyanmistir ve
goriintiilenmistir. Luxol fast blue ile boyanmis olan goriintiiler Image J programina aktarilarak
kesitlerdeki akson ¢api, miyelin lif ¢cap1 ve miyelin kilif kalinlig1 hesaplanmistir. Sekil 26’da
tim boyamalarin goriintiileri X400 biiyiitmede verilmistir. Sekil 27°de boyama sonucu
hesaplanan veriler ve istatistiksel sonuclari verilmistir (Authier ve digerleri, 2003; Turedi ve

digerleri, 2018).

P+USO.SWm2) . -

CP+US(1.5W/em2)

Sekil 26. Gruplara ait hematoksilen eozin boyamasi, X400 biiyiitme (a, d, g, j, m), Masson’un
trikromu boyamasi X400 biiyiitme (b, e, h, k, n), LFB boyamasi, X400 biiyiitme (c, f, i, 1, 0). Kalin
ok; miyelinli sinir lifi. Epi; epindryum. Ok basi; akson dejenerasyonu. ince ok; mast hiicresi. Sari

ok; akson. Egik ok; Schwann hiicre ¢ekirdegi. Yildiz; sinir lifi dejenerasyonu.
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Sekil 27. Deney gruplarina ait akson c¢api, miyelin kilif kalinligi ve miyelin ¢api
hesaplamalar1 (n=10, * kontrol grubuna, i sisplatin grubuna, ¥ melotonin grubuna gore

anlamlilig1 gostermektedir.) (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Elde edilen sonuglar incelendiginde sisplatin grubunda miyelin kilif kalinlig1, miyelin ve
akson capi, kontrol grubuna gore diisiik seviyededir. Uygulanan tedaviler sonrasinda
hesaplanan parametrelerin arttig1 goriilmiistiir. Melatonin grubunda diger US tedavi gruplarinin
aksine miyelin lif capinda istatistiksel olarak bir anlamlilik goriilmemistir. Sisplatin
kullanilarak yapilan kemoterapik hasar sonucunda sinir iletim hizinda azalma goriilmektedir.
US tedavisi sonrasinda ise miyelinli aksonlarin artmasi bize sinir iletim hizinin arttiginm

gostermektedir.
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5. TARTISMA

Kemoterapiye bagli periferik noropati, kanser hastalarinin yasam kalitesini onemli
diizeyde etkileyen antikanser tedavisinin dolasim diizenleyici bir yan etkisidir (Peltier ve
Russell, 2002; Gilardini ve digerleri, 2012). Genellikle tedavinin azaltilmasi veya bazi
durumlarda kesilmesinin temel nedeni oldugundan hayat kurtarici ajanlarin islevlerini
smirlayabilir (Park ve digerleri, 2008; Jaggi ve Singh, 2012; Carozzi ve digerleri, 2015).
Periferik noropati semptomlar1 6ncelikle duyusaldir. Yanma agrisi, karincalanma, soguga veya
dokunmaya kars1 asir1 duyarlilik, titresim algisinin azalmasi ve igne batmasi gibi fonksiyon
kayiplart meydana gelmektedir (Park ve digerleri, 2011; Fehrenbacher, 2015).
Kemoterapdtiklerin neden oldugu noropatinin, degisen derecelerde aksonopati ile indiiklendigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle ‘gorap-eldiven’ dagiliminda semptomlar gelisir, bu da elleri ve
ayaklar1 inerve eden aksonlar gibi uzun lifli duyu ndéronlarinin ndrotoksik harekete 6zellikle
duyarli oldugunu gosterir (Cavaletti ve digerleri, 1992; Rowinsky ve digerleri, 1993; Theiss ve
Meller, 2000). Kemoterapi alan hastalarda doz yogunlugu, kiimiilatif doz, diger nérotoksik
ajanlarla es zamanlh tedavi, diyabetik ve/veya alkole bagl periferik néropati gibi 6nceden var
olan durumlar dahil olmak iizere ndropati gelisimine neden olabilecek pek ¢ok faktor vardir

(Postma ve digerleri, 1995; Lee ve Swain, 2006; Fehrenbacher, 2015).

Kemoterapdtik bir ajan olan sisplatin yumurtalik, testis, bas-boyun, akciger, mesane,
serviks, 6zofagus kanseri gibi solid tlimérlerin tedavisinde en sik kullanilan antineoplastik
ilaglardan biridir (Frezza ve digerleri, 2010; Abdelsameea ve Kabil, 2018; Conte ve digerleri,
2020). Sisplatin kanser tedavisi i¢in onemli bir ilag olarak goriilmesine ragmen kullanimi,
kanser hiicrelerindeki yararli etkilerine karsi direncin indiiklenmesi, bulanti, kusma,
norotoksisite, ototoksisite, periferik noropati ve bdbrek hasari gibi yan etkilerin ortaya
¢ikmasindan dolay1 kullanimi kisithidir (Barabas ve digerleri, 2008; Alam ve digerleri, 2017,
Shahid ve digerleri, 2019). Ilacin sitotoksik etkisi, mitozu engelleyen ve bdylece tiimor
bliylimesini baskilayan DNA capraz baglantisina baglanir. Bununla birlikte, sisplatin ayrica
duyusal noronlar gibi diger hiicre tilirlerine de zarar verir (Vencappa ve digerleri. 2015;
Abdelsameea ve Kabil, 2018). Sisplatin tarafindan indiiklenen periferik noropati, oksidatif
stres, inflamatuar sitokin salinimi ve mitokondriyel disfonksiyona neden olur (Englander 2013;
Mendonca ve digerleri, 2013). Ilag, sfingomiyelinaz enzimini indiikleyerek membran

fosfolipidlerini proapoptotik sinyallere daha duyarli hale getirir (Xiao ve digerleri, 2012).
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Sisplatin apoptoz indiiksiyonu ile mitokondriyel reaktif oksijen tiirii olusumunu arttirir. Uretilen
oksidatif stres demiyelinizasyon, mikrotiibiiler bozulma ve mitokondriyal disfonksiyon yoluyla
noronal hasar iiretir (Areti ve digerleri, 2014). Ayrica sisplatin, dorsal kok ganglion ndronlari
tizerinde giiclii bir trofik etkisi olan sinir biiylime faktoriiniin dolasimdaki seviyesini azaltir

(Cavaletti ve digerleri, 2002).

Ultrases tipta tan1 ve tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Diisiik frekansli ultrases frekans
aralig1 20-100 kHz iken tanmisal ultrasesin frekans araligi 3-10 MHz seklindedir. Yumusak
dokular1 goriintiileyebilmesi ve iyonlastirici etkisi olmamasi nedeniyle tanisal amagh kullanim
icin oldukega elverisli bir yontemdir. Ultrases klinikte tek bagina kullanilabildigi gibi g¢esitli
kontrast maddelerle birlikte tanisal amagli olarak da kullanilabilmektedir (Miller, 2007).
Klinikte, cerrahide, dis hekimliginde, fizyoterapi uygulamalarinda, katarakt tedavisinde, timor
hiicrelerinin yok edilmesi seklinde kullanim alanlar1 mevcuttur. Ultrasesin hiicre proliferasyonu
ve diferasyonunu uyarmak amaciyla doku tamir islemlerinde tedavi edici etkisi vardir (Tsuang
ve digerleri, 2010). Diisiik siddetli darbeli ultrases, klinikte psddoartrozu tedavisi, kemik
kiriklar1 ve yumusak doku iyilesmesi gibi tedavilerde kullanilmaktadir. Diisiik siddetli darbeli
ultrases uygulamasi ile ilgili yapilan ¢alismalar genellikle sinir rejenerasyonu iizerine olan
etkilerine yogunlagmistir. Bu uygulamanin periferik sinir hasar hayvan modellerinde sinir
rejenerasyonunu hizlandirdigi, insan ve hayvan Schwann hiicrelerinin proferilasyonunu
arttirdig1 ve norol soya ait gesitli gen ve protein ekspresyonlarini arttirdig: rapor edilmektedir
(Tsuang ve digerleri, 2010; Oliveira ve digerleri, 2012; Wood ve Sehgal, 2015). Sinir
rejenerasyonu ve fonksiyon artimi amaciyla uygulanan tedavisiyle alinan yanitlarin ultrasesin
giic yogunluguna, frekansa, uygulama siiresine bagh olarak farklilik gosterdigi goriilmektedir
(Oliveira ve digerleri, 2012). Jiang ve digerleri, (2016) diisiik seviyeli darbeli ultrases ile yaptig
bir calismada 1 MHz frekans ve 250, 500 ve 750 mW/cm? olmak iizere ii¢ farkli gii¢
yogunlugunun noropatik agri tizerine etkisi arastirilmistir. Yapilan baska bir ¢aligmada periferal
noropatik sigan modelinde siyatik sinire hasar verilerek potansiyel bir tedavi olarak 1 MHz
frekansta, 0,4 W/cm? gii¢ yogunlugunda ultrases tedavisinin etkisi incelenmis ve ndropatik
agriy1 azaltmada etkili oldugu belirtilmistir (Micheli ve digerleri, 2017). Hsieh ve digerleri
(2017) bir akustik enerji sekli olan terapatik ultrases tedavisinin sinir fonksiyonunu arttirarak
rejenerasyonu destekledigi ve dolayisiyla noropatik agriyr azaltmasi yoniindeki etkilerini
incelemistir. Isil etki sayesinde akustik dalgalarin dokuya girerek molekiiler titresim tirettigi ve
buradaki 1s1 iiretimi sonucunda ndropatik agrinin azaldigini1 gozlemlemislerdir. Bertolini ve

digerleri (2017), farkli giic yogunlugunda ultrases kullanarak siyatik sinirdeki hasari tedavi
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etmeyi amaclamistir. Literatlirde ultrases uygulamasinin sinir rejenerasyonuna, ndropatik agri
ve sinir hasarina etkisini inceleyen caligsmalar bulunmasina kargin néropati tedavisine yonelik
kullanimi ile ilgili literatiirde bulunan tek calismada diisiik frekansh diisiik yogunluklu
ultrasesin hastalarda dirsek bolgesinde olusan ulnar néropati tedavisinde olumlu etkileri oldugu
bildirilmistir (Ozkan ve digerleri, 2015). Fakat literatiirde ultrasesin kemoterapi nedenli olusan
kimyasal néropatideki tedavi etkinligi heniiz incelenmemistir.

Bu calismada, sisplatin ile indiiklenen periferik noropatide diisiik frekansli diisiik
yogunluklu darbeli ultrases uygulamasinin noropatideki tedavi etkinligi arastirilmastir.
Kemoterapdtik bir ajan olan sisplatin uygulamasiyla meydana gelen kimyasal noropatiyi
Onlemeye veya tedavi etmeye yonelik non-invaziv yontemlerin uygulanmasinin hastanin daha
az komplikasyonla miicadele etmesine ve hasta lizerinde olusan psikolojik sorunlarin énlenerek
kemoterapi etkinligi iizerinde olumlu etki gostermesi amaglanmustir. Sisplatin ile olusturulan
periferik noropati modelinin tedavisinde ultrases kullanilmasi ilk kez bu calisma ile

arastirilmistir.

Sisplatin doz ve uygulama siireleri i¢in literatiirdeki veriler incelenmis, si¢anlarda
sisplatin uygulamalar1 degerlendirilmistir. Han ve digerleri (2014), sisplatin ile indiiklenmis
kimyasal ndropati modelinde iki ayr1 grup sicanlara 4 ve 5 hafta boyunca haftada bir kez olmak
tizere 3 mg/kg sisplatin enjeksiyonu uygulamislardir. Authier ve digerleri (2003), sicanlar ile
yapmis oldugu calismada bes hafta boyunca haftada bir kez olmak {izere tek doz 3 mg/kg
sisplatin enjeksiyonu uygulamislardir. Ahmad ve digerleri (2017), sisplatin ile indiikleyerek
meydana gelen kimyasal ndropati modelinde hafta da bir kez olmak {izere bes hafta boyunca
tek doz 3 mg/kg sisplatin enjeksiyonu yapmislardir. Yapilan baska bir ¢alismada ise 2 mg/kg
sisplatin enjeksiyonu haftada iki kez olmak iizere toplam bes hafta boyunca uygulanmistir
(Agthong ve digerleri, 2015). Bunlar disinda siganlarda sisplatin ile indiiklenen kimyasal
noropati modelinde farkli doz uygulamalari yapilan ¢aligmalarda mevcuttur (Seto ve digerleri,
2016; Leo ve digerleri, 2017; Jindatip ve digerleri, 2019). Sonug olarak bu ¢aligmada kullanilan
sisplatin dozu belirlenirken Han ve digerleri (2014), Ahmad ve digerleri (2017) ve Authier ve

digerleri (2003)’nin bes hafta boyunca siganlara uyguladiklart dozlar esas alinmistir.

Sisplatin kaynakli kimyasal néropati modelinin nosiseptif test sonuclarina gore kademeli
olarak gelistigi gozlenmistir. Sisplatin verilen gruplarin 6zellikle son haftada termal uyariya
oldukca ge¢ yanit vermesi sinir ileti hizinda bir diisiis yasandigini gostermektedir. Calismamiz
sonunda sinir ileti hizi, distal latans, amplitiit distal, alan/area ve BKAP siiresi incelenmistir.

Sinir ileti hiz1 6l¢lim sonuglarina gore kimyasal ndropati uygulanan grubun iletim hizinin diger
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gruplara gore oldukca diisiik oldugu gézlemlenmistir (35 m/s, p<0.001). Tedavi gruplarinin
sinir ileti hiz1 dl¢limleri sisplatin grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(55 m/s, p<0.01). Yapilan bir ¢alismada bes hafta sonunda siganlara uygulanan sinir ileti hizi
Olclim sonuglarinda sisplatin grubunun ileti hizinin kontrol grubuna gore oldukca diisiik
seviyede oldugunu incelemislerdir (Jindatip ve digerleri, 2019). Wongtawatchai ve digerleri
(2012), bes hafta boyunca sisplatin ile olusturduklar1 kimyasal néropati modelinde sinir ileti
hiz1 6l¢iimii yapmislardir. Olgiim sonuglarinda sisplatin grubunun kontrol grubuna gore diisiik
ileti hiz1 gosterdigi sonucuna ulagmiglardir. Diyabetik ndropati olusturulan sicanlarda néropati
modeli tamamlandiktan sonra ultrases tedavisi uygulamis ve sinir ileti hizin1 incelemislerdir.
Sinir ileti hiz1 6l¢iim sonuglar1 diyabetik néropatik si¢anlarda diisiik seviyede seyrederken (38
m/s), ultrases tedavi grubunda ileti hizinin arttigin1 (48 m/s) gozlemlemislerdir (Tan ve
digerleri, 2020). Ayn1 g¢alismada incelenen hot plate sonuglarina gore diyabetik ndropati
grubunun termal uyariya yanit verme siiresinin ultrases tedavi grubuna goére daha uzun
oldugunu incelemislerdir (Tan ve digerleri, 2020). Diyabetik noropati sigcan modelinde; hot
plate, tail flick testleri ile termal yanit siireleri incelenen galismada néropati grubunda agrili
uyartya ge¢ yanit verildigi rapor edilmistir. Ayni ¢alismada yapilan sinir iletim hizi 6l¢glim
sonuglarinda diyabetik néropati grubunun iletim hizinin diisiik oldugu goriilmiis olup nosiseptif
testleri destekler nitelikte oldugu bildirilmistir (Erten, 2018). Incelenen calismalar 1s131nda
bizim ¢aligmamizi karsilastirdigimizda nosiseptif testler ve sinir iletim hizi uyum igerisindedir.
Onceki caligmalarda sisplatin uygulamasi sonucu meydana gelen periferal ndropatide sinir
iletim hizinin kontrol ve tedavi gruplarina gore diisiik ¢gitkmasi demiyelinizasyonun gostergesi
olarak kabul edilmistir (Carozzi ve digerleri, 2010; Boehmerle ve digerleri, 2014).
Caligmamizda sisplatin grubunda goriilen sinir ileti hizindaki azalma motor sinir
fonksiyonunun azaldigim1 gostermektedir. Tail flick ve hot plate testlerin sonuglar1 sisplatin
grubundaki sicanlarda termal uyariya ge¢ yanit vermeleri nosiseptif agri algisinda azalma
oldugunu gostermektedir. Diisiik yogunluklu diisiik frekansli darbeli ultrases uygulayarak
tedavi ettigimiz gruplarda sinir ileti hizlarmin ytliksek olmasi motor sinir fonksiyonunun
iyilestiginin, termal uyariya daha erken yanit vermeleri nosiseptif agr1 algisinda artma oldugunu
ve demiyelinizasyonda azalma oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir (Boehmerle ve
digerleri, 2014; Huang ve digerleri, 2016). Calismamizda amplitiit 6l¢iimleri incelendiginde
sisplatin uygulanan grupta diisiik seviyede amplitiit gézlenirken tedavi gruplarinda amplitiit
degerlerinin artmis oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle 1 MHz 1.5 W/ecm? US tedavi grubunda
amplitlit degerinin diger tedavi gruplarina ve sisplatin grubuna goére daha yliksek seviyede

oldugu gozlemlenmistir. Birlesik kas aksiyon potansiyeli yanit siiresinin sisplatin grubunda
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olduk¢a yiiksek oldugu goriiliirken tedavi gruplarinda 6zellikle ultrases tedavi gruplarinda
anlamli diizeyde azalma goriilmiistiir (p<<0.05). Distal latans verileri incelendiginde sisplatin
grubunun latans siiresinin tedavi gruplarindan daha uzun oldugu goriilse de gruplar arasinda
anlaml bir farklilik gézlenmemistir (p=0.65). Alan/area verileri degerlendirildiginde sisplatin
grubunun kontrol gruna gore daha diisiik seviyede oldugu, tedavi gruplarinin ise sisplatin
grubuna gore diislik seviyede oldugu goriilmiis, ancak gruplar arasinda anlamli bir farklilik
ortaya c¢ikmamistir (p=0.58). Ratlarda siyatik sinir hasarinin etkilerinin incelendigi bir
calismada, hasarli gubun ampliitiid degeri, sinir iletim hiz1 ve akson sayis1 kontrol grubuna gére
oldukga diisiik seviyede oldugunu incelemislerdir (Kizilay ve digerleri, 2018). Pollari ve
digerleri (2018)’nin yapmis oldugu ¢alismada noropatik siganlarda amplitiit degerinin diisiik
seviyede oldugunu yani sinir hasari olusumu sonucunda noropatik gruplarda amplitiit
diismesinin meydana geldigini gézlemlemislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada periferik sinir
hasar1 olusturulan sicanlarda amplitiit ve distal latans degerleri incelenmistir (Biiyiikakilli ve
digerleri, 2011). Sinir hasar1 olusturulan grupta amplitiit degeri kontrol grubuna goére diisiik
seviyede oldugunu gézlemlemislerdir. Distal latans degerlerinde ise gruplar arasinda anlamli
bir degisiklik ¢ikmamistir. Sinir hasar1 modelinde aksonal disfonksiyon olusmasi nedeniyle
amplitiit diismesinin meydana geldigini bildirmislerdir (Biiyiikakilli ve digerleri, 2011).
Biiytikakilli ve digerleri (2007)’nin yapmis oldugu baska bir calismada periferal sinir hasarinda
distal latans ve alan/area seviyelerini incelemislerdir. Sinir hasar1 olusturduklari siganlarda ve
tedavi gruplart arasinda alan ve distal latanslarda anlamli farkliliklar gostermediklerini
bildirmistir. Bu anlamda yapilan ¢aligmanin sonuglar1 bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.
Elde ettigimiz sonuglar terapotik ultrases i1sinlamasinin periferik sinir rejenerasyonunu

hizlandirabilecegini gostermistir (Mourad ve digerleri, 2001).

Antineoplastik ajanlarin kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemek i¢in reaktif oksijen
tiirleri (ROS) iirettikleri bilinen bir gergektir (Conklin, 2004). Periferik sinir sisteminin belirli
yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri, onu kemoterapétiklerin ve bazi norotoksinlerin birikmesine
kars1 daha duyarli hale getirir. Etkili bir vaskiiler bariyerin olmamasi1 ve lenf drenajinin
olmamasi, periferik sinir sistemini toksik kimyasal saldirilara kars1 gii¢siiz hale getirir. Bunun
yaninda, yliksek fosfolipid igerigi, mitokondriden zengin aksoplazma ve ayrica zayif hiicresel
antioksidan savunmalarindan dolay1 oksidatif strese daha duyarli oldugu bilinmektedir. Son
zamanlarda kanser oOnleyici ilaglarin neden oldugu yapisal ve fonksiyonel bozuklugun
mitokondriyal serbest radikal tiretimini artirdig1 da gézlemlenmistir. Bu baglamda iiretilen

oksidatif stres, noronlarda demiyelinizasyon, mitokondriyal disfonksiyon, mikrotiibiiler hasar
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ve apoptoz ile fiziksel hasara neden olur (Low ve digerleri, 1997; Argyriou ve digerleri, 2012;
Xiao ve digerleri, 2012).

Calismamiz sonunda deneklerden aldigimiz doku ve kan 6rneklerinden biyokimyasal
analizler yapilmistir. Bu analizler sonucunda MDA seviyesi sisplatin ile indiiklenen kimyasal
noropati grubunda anlamli derecede yiiksek (p<0.01) seviyede iken tedavi gruplarinda bu
seviye sisplatin grubuna gére anlaml dl¢iide diisiiktiir (p<0.05). 6zellikle 1 MHz 1,5 W/cm?
US tedavi grubunda diger tedavi gruplarina gore MDA daha diisiik seviyededir. MDA miktar1
artan peroksidasyonun {iriinii olarak siyatik sinir dokusunda yiikselmekte ve bu durum artmis
oksidatif stresi isaret etmektedir. Gruplar aras1t SOD seviyesi incelendiginde tedavi gruplarinda
bu seviye yiiksek iken sisplatin grununda anlamli derecede diisiik seviyededir (p<0.001). SOD
seviyesinin tedavi gruplarinda artmasi ve sisplatin grubunda azalmasi azalmis oksidatif stresi
isaret etmektedir. Merkezi sinir sistemi yliksek oksijen tiiketimi, bol lipid igerigi ve diger
dokulara kiyasla antioksidan enzimlerin azlig1 nedeniyle 6zellikle serbest radikal hasarina kars1
hassastir  (Skaper ve digerleri, 1999). Oksijensiz radikallerin neden oldugu lipid
peroksidasyonunun noropatik hasar sonrasi noral doku dejenerasyonunda 6nemli bir faktor
oldugu o6ne siiriilmistiir (Hall ve Braughler, 1982). Melatonin, oksidatif strese karsi gii¢lii
antioksidan etkilere sahiptir (Ustundag ve digerleri, 2000; Reiter ve digerleri, 2008; Esposito
ve Cuzzocrea, 2010). Ayni zamanda 6nemli immiinomodiilator etkiler (Szczepanik, 2007)
uygulamakta ve anjiyogenez ve yara iyilesme siireglerini modiile etmektedir (Soybir ve
digerleri, 2003). Oksijensiz radikaller, sadece ndrol membranlarin fosfolipidlerine zarar vermez
ayni zamanda miyelin proteinlerini reaktif oksijen tiirlerinin saldirisina daha duyarli duruma
getirdigi 6ne siiriillmektedir (Konat ve Wiggins, 1985). Melatonin, reaktif oksijen tiirlerinin
temizlenmesinde oldukga etkilidir (Lee ve digerleri, 2002; Okatani ve digerleri, 2003). Hem in
vivo hem in vitro olarak serbest radikal aracili lipid peroksidasyonunu kolayca inhibe edebilme
ozelligine sahiptir (Okatani ve digerleri, 2003; Kaya ve digerleri, 2013). Oksidatif stres, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu, endojen antioksidan sistemin fazla reaktif oksijen tiirlerini
uzaklastirma yetenegini astig1 zaman ortaya ¢ikar ve sonrasinda hiicresel hasara neden olur.
Melatoninin, lipid peroksidasyonu iizerindeki inhibe edici etkileri nedeniyle hiicre ve organel
membranlarinin stabilizatorii veya koruyucu oldugu bildirilmistir (Reiter ve digerleri, 2001;
Kaya ve digerleri, 2013). Calismamizda pozitif kontrol grubu olarak inceledigimiz melatonin
grubunun elektrofizyolojik 6l¢lim sonuglarinda hizli sinir iyilesmesi gdzlemlenmis ve bu
sonuglar oksidatif stres varliginin azalmasiyla desteklenmistir. Zencirci ve digerleri (2010),

sicanlarda olusturduklar1 periferik sinir hasarinda melatoninin etkisini incelemislerdir.
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Calismada yapmis olduklar elektrofizyolojik 6l¢iim sonuglari, melatonin uygulanan siganlarda
sinir iletim hizinin arttigin1 gostermistir. Peng ve digerleri (2020), siganlarda olusturduklari
siyatik sinir hasarinda terapdtik ultrasonun etkilerini arastirmistir. Kontrol grubuna kiyasla,
sinir iletim hizinin diisiik yogunlukta (0.5 W/cm?) anlamli sekilde daha erken ve 1 W/cm?
ultrases tedavisinde ise daha iyi diizelme oldugunu gdstermislerdir. Incelenen bu ¢alismada
diisiik yogunluklu terapotik ultrasonun sinir yenilenmesini tesvik ettigi, ancak yliksek
yogunluklu ultrasonun sinir yenilenmesini geciktirdigi sonucuna varmislardir. Yapilan bagka
bir ¢caligmada sicanlarda olusturulan siyatik sinir hasar1 modelinde diisiik yogunluklu diisiik
frekansli darbeli ultrases kullanarak tedavi islemini gergeklestirmislerdir. Elde ettikleri
sonuglara gore 1 MHz 1.5 W/cm? ile tedavi edilen hayvanlarin, ultrason tedavisi olmayan gruba
gore daha hizli sinir yenilenmesi gosterdigi gdzlemlemislerdir. Ayrica, tedavi grubu ultrason
tedavisi olmayan gruba gore daha fazla nérol doku alani, daha biiyiik akson ¢ap1 ve daha kalin
miyelin kiliflar1 gostermistir. Elde ettikleri sonug ise gelismis sinir rejenerasyonu lizerine etkin
bir tedavi olabilecegi yoniindedir (Park ve digerleri, 2010). Calismamizda ultrases tedavi
gruplariin sinir ileti hizinin yiiksek ¢ikmasi, amplitiit artmasi, distal latansin uzamasi ve
azalmis oksidatif stres sinir rejenerasyonun hizlandiginin gostergesi olarak kabul edilebilir

(Mourad ve digerleri, 2001).

Uygun kitler kullamilarak olgiilen IL-1B ve IL-6 seviyeleri incelendiginde, IL-1f
seviyesinin sisplatin grubunda kontrol grubuna gore yiiksek seviyede oldugu, ultrases tedavi
gruplarinda ise bu seviyede anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir (p<0.01, p<0.001).
Ozellikle 1 MHz 0.5 W/cm? US tedavi grubunda diger tedavi gruplarina gére anlamli bir diisiis
gozlenmistir. Gruplar arasinda IL-6 seviyeleri incelendiginde, kimyasal noropati grubunda bu
seviyenin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu, tedavi gruplarinin ise sisplatin grubuna gore
daha diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir. Ancak, bu sonuglar istatistiksel olarak anlamlilik
saglamamistir (p=0.67). Proinflamatuvar sitokin ailesinden olan IL-1p ve IL-6, inflamatuvar
degisikliklerin olusumunda, hizli bagisiklik yanitinin meydana gelmesinde gorev alirlar. Elde
ettigimiz sonuglar da IL-1B seviyesinin sisplatin grubunda kontrol grubuna kiyasla yiiksek
¢ikmasi sinirde inflamasyon varligi oldugunu gostermektedir. Uygulamis oldugumuz ultrases
tedavisi ile bu seviyenin diigmesi inflamasyonun diistiigiinii yani sisplatin ile indiikledigimiz
kimyasal noropatinin iyilestigini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada ndropati olusturulan
siganlarda hasar sonrasi diisiik siddetli diisiik yogunluklu darbeli ultrason uygulandiktan sonra
IL-1pB seviyelerini degerlendirmislerdir. Elde ettikleri sonuca gore tedavi uygulanan gruplarda

bu seviyenin oldukga diisiik oldugunu, ndropati grubunda ise proinflamatuar seviyesinin yiiksek
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oldugunu bulmuslardir (Nakamura ve digerleri, 2011). Bagka bir caligmada ise, siganlarda
olusturulan kemoterapi sonrasinda IL-1f ve IL-6 seviyeleri incelenmistir. Kemoterapi
grubunda proinflamatuar sitokin diizeylerinin 6nemli dSlgiide arttigim1  (p<0.01)
gbzlemlemislerdir. Disiik siddetli darbeli ultrases tedavisinden sonra IL-1f ve IL-6 seviyelerini
tekrar incelemigler ve uygulanan tedavi sonrasinda bu seviyelerin anlamli derecede azaldigi
(p<0.01) sonucuna ulagmslardir (Ling ve digerleri, 2017). Sisplatin grubundaki inflamasyon
varlig1 ve oksidatif stres sinir ileti hizinin azalmasina neden oldugunu gostermistir (Tash ve
digerleri, 2018). Calismamizda elde ettigimiz veriler ile incelemis oldugumuz referans

caligmalar birbiriyle uyum igerisindedir.

Uygulanan tedavilerin mitofajik ve apoptotik yolaklarda ne sekilde bir etki olusturdugunu
gozlemleyebilmek i¢in western blot analizi ile mitofajik yolak aktivasyonu ve apoptotik yolak
aktivasyonu hakkinda bilgi veren protein ekspresyon seviyelerindeki degisimler arastirilmistir.
Apoptoz veya proglamlanmis hiicre 6liimii, hiicrenin yasama siiresini diizenleyen ve gesitli
uyaranlara yanit olarak hasarli veya istenmeyen hiicrelerin kontrollii olarak ortadan
kaldirilmasina yardimci olan ve enerji gerektiren fizyolojik mekanizmadir (Kroemer ve Reed,
2000; Danial ve Korsmeyer 2004). Mitokondri aracili yolun merkezinde, dis mitokondriyal
zarin gecgirgenligi ve sonrasinda ¢esitli proapoptotik ve antiapoptotik faktorlerin sitoplazmaya
salinmasi vardir (Kroemer ve digerleri, 2007). Bcl-2 proapoptotik ve antiapoptotik protein
ailesinin liyeleri, apoptoza kars1 mitokondriyal duyarlilig1 siki bir sekilde diizenler. Tanimlanan
ilk ve en Onemli apoptotik diizenleyici, t(14,18) translokasyonu nedeniyle folikiiler
lenfomalarda anormal sekilde eksprese edilen antiapoptotik protein Bcl-2 dir (Bakhshi ve
digerleri, 1985). Bcl-2 protein ailesi, hem ¢6ziiniir proteinler olarak hem de hiicre iskeletine
bagl olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur (Germain ve Shore, 2003).
Bununla birlikte, Bcl-2 aile iiyelerinin ¢ogu, dis mitokondriyal membrana yerlestirilir. Bcl-2
proteinlerinin birincil islevi, mitokondriye c¢esitli stres sinyallerinin neden oldugu apoptozu
tetikleyen 6nemli bir olay olan zar gegirgenligine karsi korumaktir. Normalde sitoplazmada
bulunan Bax ve dis mitokondriyal membran ile iliskili Bak’in konformasyonundaki
degisiklikler, membranda mitokondriyal gegirgenlik gecis gdzeneklerinin olusumuna yol agar.
Bu gozenekler, kaspaz aktive edici proteinlerin ve sitokrom c gibi diger hiicre Sliimii
aracilarinin salinmasina izin verir. Bcl-2, Bax ve/veya Bak iceren proteinler arasindaki
etkilesimi Onleyerek mitokondri aracili apoptotik yolagin indiiksiyonunu inhibe eder (Yi ve

digerleri, 2003; Adams ve Cory, 2007; Danial, 2007; Levine ve digerleri, 2008).
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Caligmamizda gruplar arast apoptoz ile ilgili bilgi veren bcl-2/B aktin, kaspaz-3/f aktin
ve mitofaji ile ilgili bilgi veren parkin/p aktin oranlari incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore
sisplatin grubunda antiapoptotik bir protein olan bcl-2/B aktin orani kontrol grubuna goére
anlamli olarak diisiik ¢ikmistir (p<0.05). Tedavi gruplarinda ise bcl-2 seviyesinde artma
meydana geldigi goriilmistiir. Proapoptotik protein seviyesindeki artis, apoptotik bir
aktivasyon olabilecegine isaret eder, ancak genel olarak apoptotik aktivasyon sirasinda
antiapoptotik protein miktariin da azaldig1 goézlemlenmistir (Faubel ve digerleri, 2004).
Sisplatinin apoptotik etkisi, artan kaspaz-3 ekspresyonunu gostermektedir. Tedavi gruplarinda
kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin azalmasi ise uygulanan tedavi ile apoptotik etkinin azaldigini
gostermektedir. Ozellikle 0.5 W/cm? US tedavi grubunun apoptozu baskiladig1 goriilmiistiir.
Sonug olarak uygulamis oldugumuz ultrases tedavisi ile siyatik sinir dokusunda iyilesme
gozlenmistir. Uygulanan tedaviler ile apoptozun baskilanmasi ¢aligmamizda yapmis
oldugumuz tedavilerin etkinligini géstermektedir. Zhu ve digerleri (2018), bcl-2’nin diyabetik
farelerin siyatik sinirlerinde normal farelere gore azaldigini kaspaz-3 seviyesinin ise arttigini
gozlemlemislerdir. Yapilan baska bir calismada, sicanlarda sisplatin ile kimyasal ndropati
modeli olusturulmus ve siyatik sinir dokusunda bcl-2 ekspresyon seviyesi incelenmistir.
Sisplatine bagli azalmis bcl-2 ekspresyonu, uyguladiklar: tedaviler sonrasinda dnemli 6l¢iide
iyilestigini gbzlemislerdir. Ayn1 ¢alismada apoptoz yolunun aktivasyonu kaspaz-3 aktivitesi ile
belirlenmistir. Sisplatin uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla apoptozu 6nemli 6lciide
etkinlestirdigi, tedavi gruplarinda ise sisplatin grubuyla karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide
azalttigin1 gozlemlemislerdir (Sharma ve digerleri, 2017). Sisplatinin, sitozolik Bax’in
mitokondriyal membrana translokasyonuna aracilik ettigi ve sitokrom c’nin sitoplazmaya
salinmasina yol ag¢tig1 ve bu durum da kaspazlari, 6zellikle apoptoz uygulayici kaspaz-3’iin
aktive edildigi bildirilmistir (Park ve digerleri, 2002; Zhang ve digerleri, 2012). Gill ve digerleri
(1998), western blot analizi kullanarak sisplatin ile inkiibe edilmis DRG Kkiiltiirlerinde tedavi
edilmemis gruba kiyasla kaspaz-3 seviyelerinde onemli bir artis oldugunu gozlemlemistir.
Kanser hiicresi ile yapilan in vitro bir ¢alismada sonodinamik, fotodinamik ve sonofotodinamik
tedavisi ile apoptoz tetiklenmesi sonucu gruplar arasindaki bcl-2 seviyesininin arttigi, kaspaz-
3 seviyesinin azaldigi gozlemlenmistir (Aksel ve digerleri, 2020).Bu ¢alismada bulunan
sonuglar literatiirde verilen bu bulgularla uyumlu olarak sisplatinin apoptozu tetikledigini,
uygulanan ultrases tedavilerinin ise siyatik sinir dokularindaki apoptoz aktivasyonunda bir

azalmaya neden oldugunu gostermistir.
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Mitofaji, hasarli mitokondrinin otofaji yoluyla segici olarak uzaklastirilmasidir. Hiicresel
homeostaz igin saglikli mitokondrilerin korunmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar (Kanki ve
digerleri, 2009; Itakura ve digerleri, 2012). Mitofajiye 6zgii en iyi sinyal kaskadi olan
PINK1/Parkin yolagi, otofaji mekanizmasinin gorevlendirilmesini baslatabilir ve hasarl
mitokondrinin otofagozomlara yutulmasini kolaylastirabilir (Nguyen ve digeleri, 2016; Pickles
ve digerleri, 2018). Mitofaji bozuklugu yaslanma, nérodejeneratif hastaliklar, inflamasyon ve
kanser gibi patalojik durumlarla iliskilidir (Palikaras ve digerleri, 2017). Sisplatin sitokrom ¢
salinimi ve kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptotik mitokondriyel yol {lizerine -etkilidir.
Literatiirde bulunan ve farelerde sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisitenin gelisiminde
mitofajinin aktivasyonu incelenmis olan bir ¢aligmada (Wang ve digerleri, 2018), sisplatin
uygulamasini takiben farelerde siddetli bobrek hasar1 gézlenmis ve bobrek dokusunda parkin
seviyesinin arttigi goriilmistir. Bu durum mitofajinin parkin yolagmin aktivasyonu
olabilecegini diisiindiirmiistiir (Wang ve digerleri, 2018). Yapilan bagka bir g¢alismada
sicanlarda diyabetik noropati modelinde mitokondriyel disfonksiyonu incelemek i¢in parkin
seviyesi bakilmistir (Yamashita ve digerleri, 2019). Diyabetik grupta parkinin ekspresyon
seviyesi diisiik iken tedavi grubunda parkin seviyesinin arttigini goézlemlemislerdir.
Streptozotosin (STZ) uygulamasindan sonra azalan parkin seviyesini zararli mekanik, termal
ve soguk uyaranlara karsi agir1 duyarhlikla iliskilendirmislerdir (Yamashita ve digerleri, 2019).
Mitokondriyal disfonksiyonlarin hiicresel oksidatif stresi uyardigi yaygin olarak bilinmektedir;
bu nedenle sisplatin maruziyeti, platin birikiminin ana bolgesi olan dorsal kok gangliyon (DRG)
noronlar1 dahil olmak iizere hiicrelerde oksidatif hasara neden olan ROS olusturabilir (Pan ve
digerleri, 2009; Marullo ve digerleri, 2013; Carozzi ve digerleri, 2015). Jiang ve digerleri
(2008), farkl sisplatin konsantrasyonlar1 kullanarak inkiibe edilmis DRG duyu ndronlarinda
ROS birikiminin 6l¢iilmesi yoluyla, sisplatin tarafindan iiretilen DRG’de mitokondriyal ROS
olusum mekanizmasini arastirmistir. Elde ettikleri veriler sonucunda doza bagli bir sekilde ROS
tiretiminde artis oldugunu gozlemislerdir. Sisplatin kaynakli periferik noéropati nedenli verimsiz
mitofajiye bagli olarak islevsiz mitokondri birikimi serbest radikal sizintisin1 tamamen artirarak
biyomolekiillere ve mitokondrilere oksidatif hasarin kisir dongiisii ilerleme sirasinda daha fazla
reaktif oksijen tiirlerinin birikmesine yol agar (Giordano ve digerleri, 2013; Areti ve digerleri,
2014). Calismamizda gruplar arasindaki parkin seviyeleri incelendiginde 1 MHz 1.5 W/cm? US
tedavi grubunda en yiiksek seviye oldugu gézlemlendi (p<0.05). Bu sonug, ultrases tedavisinin,
ozellikle de 1.5 W/cm? giic yogunlugunda US tedavisinin, hasarli mitokondrilerin ortadan

kaldirilmasinda rol alan mitofajik yolaklar1 aktive etmekte etkin bir yontem olabilecegini isaret
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etmektedir. ileride yapilacak calismalarla bu bulgu daha derinlemesine incelenmeli ve

ultrasesin mitokondriyel disfonksiyon iizerine olan etkileri de incelenmelidir.

Sinir rejenerasyonunun iyilesmesine neden olmanin yani sira, diisiik siddetli (1 MHz, 1
W/cm?) ultrases uygulamasmin tip 1 diyabetik hastalarda goriilen carpal tunnel sendromunun
tedavisinde olumlu etkiler yarattig1 bildirilmistir (Lei ve digerleri, 2015). Bagka bir ¢alismada
da bilekte goriilen ulnar noropati hastalarinda 1 MHz 1.5 W/cm? diisiik frekansli devamli
ultrases uygulamasinin olumlu etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Ozkan ve digerleri, 2015).
Ayrica, diisiik yogunluklu ultrases tedavisinin sinir dokusunu uyardigi ve noropatik agrinin
tedavisi i¢in kullanilabilecegi Onerilmistir (Tarun ve digerleri, 2018). Bunlarin yaninda
ultrasesin, sinirde meydana gelen anormalliklerin, demiyelinizan hasar ve immun aracili
noropatilerin tedavisi i¢in de kullanilabilecek bir yontem oldugu onerilmektedir (Briani ve
digerleri, 2013). Ultrasesin etki molekiiler mekanizmasi ile ilgili son yillarda yapilan
calismalarda ultrasesin kanser hiicrelerinde apoptoz yolaklarinin aktivasyonuna neden
olduguna yonelik bulgular bulunmaktadir (Wang ve digerleri, 2012). Bunun yani sira, ultrasesin
mezenkimal kok hiicrelerinde otofajiyi diizenleyerek farklilasmayi artirdignr goézlenmistir

(Wang ve digerleri, 2019).

Ozdemir ve digerleri (2019), sisplatin uygulayarak olusturduklari sinir hasarinda
histolojik incelemeler sonrasi, sisplatin grubunun dokusunun genel yapisinin bozuldugunu,
artan sitoplazmik vakuolizasyon ve dejeneratif hiicre ayrilmasi oldugunu rapor etmislerdir.
Yiice ve digerleri (2015), ezilme tipi sinir hasarina maruz kalan siganlarin sinir dokularini
elektron mikroskobu kullanarak incelemisler ve 1. haftanin sonunda miyelin diizensizligi,
miyelinli liflerin kayb1 ve miyelin oval ve hiicre iskeletinin yoklugunu rapor etmislerdir. 4.
haftanin sonunda, birka¢ ince, miyelinli sinir lifi olusumu rapor edilmis ve miyelinsiz
aksonlarin varligi da gozlenmistir. Ek olarak, dokularm 1s1k mikroskobik morfometrik
incelemesini takiben miyelin kilif kalinliginda, sinir lifi ¢apinda ve akson ¢apinda azalmalar
bildirilmistir. Caligmamizda yapilan histolojik analiz sonucunda sisplatin grubunda miyelin
kilif kalinlig1, miyelin ve akson ¢api, kontrol grubuna gore diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.
Uygulanan tedaviler sonrasinda hesaplanan parametrelerin arttigi goriilmustiir. Elde etmis
oldugumuz sonuglar bu anlamda daha oOnceki caligmalar ile uyum igerisindedir. Sisplatin
uygulanan grubun miyelin kilif kalinliginin, akson ve miyelin ¢apinin azalmasi nosiseptif test
sonuglarinda meydana gelen uzamis siire ile iliskilendirilebilir. Ayn1 zamanda oksidatif stres
varlig1 miyelinli aksonlarin azalmasina neden olabilmektedir (Pan ve digerleri, 2009). Ultrases

tedavisi sonucu, miyelin kilif kalinlig1, miyelin ve akson ¢apinin artmast sinir iletim hizinin
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artmasini dolayisiyla aksonal iyilesmeyi, azalan oksidatif stres ve azalan mitokondriyel

disfonksiyon ile iligskilendirilebilir.

Calismamizda 1 MHz 0.5 W/cm? ve 1.5 W/cm? US olmak iizere iki farkli giic
yogunlugunda ultrases tedavisi uyguladik. Elde ettigimiz sonuglara gore 1 MHz 1.5 W/cm?
ultrases tedavi grubundaki siganlar diisiik yogunluktaki ultrases grubundaki si¢anlara gére daha
olumlu sonuglar vermistir. Literatiirde de benzer sonuglar mevcuttur. Sicanlarda diisiik
yogunluklu darbeli ultrases uygulayarak kaburga kiriginin degerlendirildigi bir calismada, 100
mW/cm? ve 200 mW/cm? gii¢ yogunlugunda uygulanan ultrasesin etkileri arastirilmistir. Elde
edilen veriler sonucunda yiiksek giic yogunlugunda uygulanan ultrasesin daha etkili sonug
verdigini incelemislerdir (Calik ve digerleri, 2020). Bertolini ve digerleri (2017), sicanlarda
siyatik sinire hasar vererek 1 MHz 0.4 W/cm? US ve 2 W/cm? US olmak {izere iki farkli giig
yogunlugunda ultrases tedavisi uygulamislardir. Her iki ultrases tedavi grubunda sinir lif ¢api,
akson sayist ve miyelin kilif kalinligmin artigini gdzlemlemislerdir. Onemli bir fark
olmamakila birlikte 2 W/cm? US tedavi grubunda daha iyi iyilesme oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda 1 MHz 1.5 W/cm? US tedavi grubunun iyilesmeye yonelik daha iyi sonug

vermesi Onceki ¢aligmalar ile uyum igerisindedir.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda sisplatin ile indiiklenen kimyasal néropati
olusturulmus siganlarda oksidatif stres ve inflamasyon varligi, aksonal kayipla birlikte amplitiid
uzamasi, termal uyarana ge¢ yanit, motor sinir fonksiyonunda bozukluk, sinir iletim hizinda
diisiis, miyelin kilif kalinliginin ¢apimnin azalmasi ve hasarli mitokondrilerin yok edilmesine
yonelik yolak aktivasyonunda azalma tespit edilmistir. Calismada, diyatik sinirde meydana
gelen hasar iyilestirebilmek igin alternatif bir tedavi yaklasimi olarak ultrases tedavisi
Onerilmistir ve etkinligi incelenmistir. Uygulamis oldugumuz ultrases tedavilerinin, dzellikle 1
MHz 1.5 W/cm? US tedavisinin, sisplatinle indiiklenen periferik ndropati etkisi ile ortaya ¢ikan
degisimleri iyilestirmede pozitif kontrol olarak kullandigimiz melatonin verilen gruba nazaran
daha etkili oldugu gozlenmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler 1s18inda, kemoterapi
tedavisi goren hastalarda kullanilan kemoterapik ajan sonucu meydana gelen sinir hasarlarinin
tedavisi icin 1 MHz 1.5 W/cm? US uygulanmasinin hastalarin refaha ulagsmasma katkida
bulunacagi sdylenebilir. Fakat, bu c¢alismada elde edilen sonuglarin isaret ettigi sinir
dejenerasyonunda azalma, sinir fonksiyonunda artis, mitofajik yolak aktivasyonu, apoptotik
yolak baskilanmasi gibi ultrases tedavisinin neden oldugu degisimler, ileriki ¢alismalarla daha
detayli olarak incelenmeli ve ultrasesin etki mekanizmalar1 daha detayli olarak giin 15181na

¢ikarilmalidir. Bu ¢alismada elde edilen veriler, ultrases tedavisinin kimyasal indiiklenmis
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ndropatide non-invaziv, daha az komplikasyona sahip ve kemoterapinin istenmeyen sonuglari
tizerinde olumlu etki yapabilecek alternatif bir tedavi yontemi oldugunu gostermektedir.
Ultrases tedavisinin yani sira diisiik seviye lazer tedavisi de kullanilarak her iki tedavi

yonteminin etkinlikleri ileriki ¢calismalarla karsilastirilabilir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, kimyasal noéropati tedavisinde uygulanabilecek
ultrases dozu, gii¢ yogunlugu, uygulama siiresi gibi tedavi modalitelerinin belirlenmesinde yol
gosterici bir nitelige sahiptir. Ayrica, sonuglar ultrases tedavisinin sinir hiicreleri lizerine olan
molekiiler mekanizmasinin agiklanmasina yonelik olarak da literatiire katkida bulunacaktir. Bu
belirtilen hususlar ¢alismanin olumlu ve giiglii sonuglaridir. Arastirmanin sonuglarinda
goriildiigii lizere ultrases tedavisi, kimyasal ndropati tanisi sonrast hastalarin sikayetlerini
ortadan kaldirmaya yonelik bir tedavi olabilecektir ve sinir hasari, his kaybi1 sonucu uzuv
ampiitasyonlarin Oniine gegebilmek adina potansiyel noroprotektif etki ortaya koyabilecek
niteliktedir. Bu agilardan bakildiginda, ¢alisma sonuglari kanser ile miicadelede atilan 6nemli
adimlara bir yenisinin eklenmesine destek olmakta ve kemoterapiden maksimum diizeyde
verim alinmasinin 6niinii agmaktadir. Bu ¢alismadaki limitasyon, apoptoz ve mitofaji ile ilgili
sadece birer protein ekspresyon seviyesine bakilmasidir. Apoptoz ve mitofaji ile ilgili kesin

sonuclar elde edebilmek i¢in daha detayli incelemeler yapilmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, kemoterapétik bir ajan olan sisplatinin periferal néropatide meydana
getirdigi sinir hasarinda diisiik frekansh diisiik yogunluklu darbeli ultrasesin tedavi edici
etkinligi nosiseptif, elektrofiziksel, molekiiler, biyokimyasal ve histolojik ydntemler ile
karsilastirmali olarak arastirilmistir ve asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1) Gergeklestirilen nosiseptif incelemeler sonucunda sisplatin uygulanan grubun termal
uyarana oldukca gec yanit verdigi tedavi gruplarinin ise anlamli sekilde hizli yanit verdigi
gOriilmiistiir.

2) Tedavi sonunda alinan elektrofizyolojik Ol¢iim sonuglarindan sinir iletim hizinin
kimyasal noropati grubunda diisiik oldugu gozlemlenirken tedavi gruplarinda iletim hizinin
artt11 gozlemlenmistir. Ozellikle melatonin grubunda kontrol grubuna yakin bir sinir ileti hizi
elde edilmistir. Amplitiid (P-P) distal sonuglarma gére 1.5 W/ecm? US tedavi grubunda en uzun
amplitlit goriilmistiir. Sisplatin grubunda amplitiit diismesi meydana gelmistir. Bu sonug,
aksonal kayipla, sinir hasari ile birlikte amplitiid diismesini gostermektedir. Tedavi gruplarinda
amplitiid seviyesinin yilikselmesi uygulamis oldugumuz tedavinin sinir hasarini iyilestirmeye
yonelik etkili bir tedavi yontemi oldugunu gostermistir.

3) Serum ve siyatik sinir dokularinda oksidatif stres belirteci MDA ve antioksidan
savunma sisteminin belirteci SOD diizeyleri, néroinflamasyon biyomarkerlar: ise IL-1p ve IL-
6 seviyeleri ile 6l¢iilmiistiir. Sisplatin grubunda MDA diizeyi oldukca yiiksek seviyede iken
SOD diizeyi bu grupta diisiik seviyededir. Tedavi gruplarinda ise MDA seviyeleri diisiik iken
SOD seviyeleri yiiksektir. Bu durum sisplatin grubunda oksidatif stres varligini gosterirken ayni
zamanda tedavi gruplarinda oksidatif stresin azaldigin1 gostermistir. Ozellikle 1.5 W/cm? US
tedavi grubunda oksidatif stres varligimin diger tedavi gruplarindan daha az oldugu
bulunmustur. Biyokimyasal sonuglar1 destekler nitelikte néroinflamasyon isaretgileri sisplatin
grubunda yliksek olmasi inflamasyon varligmi gostermektedir. Tedavi gruplarinda ise
inflamasyonun azaldig1 gérilmiistiir.

4) Kimyasal noropati grubunda apoptoz varligi kaspaz-3 ve bcl-2 seviyeleri ile
belirlenmistir. Sisplatin grubunda kaspaz-3 seviyesinin yiiksek olmast ve bcl-2 seviyesinin
diisiik olmas1 apoptoz varligini isaret etmektedir. Tedavi gruplarinda ise antiapototik bcl-2
seviyesinin yiiksek olmasi ve proapoptotik kaspaz-3 protein seviyesinde azalma gbézlenmesinin

ultrases tedavisinin apoptozu baskilamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ozellikle 1
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MHz 1.5 W/cm? US grubunda bcl-2 protein ekspresyon seviyesinin diger tedavi gruplarina gore
yiiksek oldugu ve kaspaz 3 protein ekspresyon seviyesinin ise diger gruplara nazaran diisitk
oldugu bulunmustur. Bu sonuca gére apoptozu en iyi baskilayan tedavinin 1 MHz 1.5 W/cm?
US oldugu sdylenebilir. Bu durum uygulanan ultrasesin, sisplatin ile indiiklenen noéropati
nedenli gozlenen degisimleri apoptozu baskilayarak tedavi ettigi yoniinde yorumlanabilir.
Mitofaji ile ilgili bilgi veren parkin seviyesi incelendiginde ise 1 MHz 1.5 W/cm? US tedavi
grubundaki parkin protein ekspresyon seviyesinin diger gruplara nazaran kontrol seviyesine en
yakin olan sonucu verdigi gozlenmistir. Bu bulgu, hasarli olan mitokondrilerin yok edildigi
mitofaji yolagimin en etkin olarak 1 MHz 1.5 W/cm? US tedavisi ile aktive edilebilecegine isaret
etmektedir.

5) Histolojik analizler sonucunda, sisplatin grubunda akson ¢api, miyelin ¢ap1 ve
kalinhig, azalma goriilmiistiir. Olgiilen parametrelerin kontrol grubuna gére azalmasi bize
sisplatin verilen grupta bir dejenerasyon oldugunu gostermektedir. Bu durum ayni zamada sinir
iletim hizinda gozlenen azalmay1 ve nosiseptif agr1 algisindaki azalmayr meydana getirmis
olabilir. Ultrases tedavisinin, 6zellikle 1 MHz 1.5 W/cm? US tedavisinin, miyelin ¢ap1, akson
cap1 ve miyelin kalinlig1 oldukga yiiksek bir artisa neden olarak dejenerasyonu iyilestirdigi
goriilmiistiir. Sinir dejenerasyonunda gozlenen bu iyilesme, ultrases tedavisinde gozlenen
azalan inflamasyon ve oksidatif stres diizeyi ile artan sinir iletim hiz1 bulgulari ile uyumludur.

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen veriler neticesinde; kanser tedavisi sirasinda
siklikla kullanilan sisplatinin, nosiseptif agri algisinda ve sinir ileti hizinda olusturdugu
azalmalar goz Oniine alindiginda periferik ndropatiye neden oldugu sdylenebilir. Sisplatin
kaynakli olusan kimyasal noropati sonras1 uygulanan 10 mg/kg/giin melatonin, 1 MHz 0.5
W/cm? US ve 1 MHz 1.5 W/cm? US tedavileri ile sinir iletim hizlarinm arttigi, amplitiid
diizeylerinin uzadig1, termal uyarana karsi daha hizli tepki verildiginin goriilmesi siyatik sinire
verilen hasarin iyilestiginin gostergesidir. Molekiiler analiz sonuglarina goére tedavi gruplarinin
apoptozu baskiladigi, biyokimyasal analiz sonuglarina gore de tedavilerin oksidatif stresi
azalttig1 ve anti-inflamatuvar etki olusturdugu goriilmistiir.

Elde ettigimiz bu bulgular ve literatiirde bu konuyla ilgili yapilmis olan ¢aligmalar
15181nda, ultrases tedavisinin sisplatin ile indiiklenen kimyasal ndropati hasarinin tedavisinde
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak diisiik yogunluklu diisiik frekansli darbeli ultrases
tedavisinin klinikte kullanimina ge¢ilmesinden once in vitro ve in vivo ortamda farkli
yogunlukta ultrases uygulanmasinin etkileri incelenmeli, ultrases tedavisinin molekiiler etkileri
daha detayli olarak irdelenmelidir. Ileriki ¢alismalarde elde edilen bu sonuglar, ultrases tedavisi

disinda baska bir tedavi yontemi (lazer, elektrik stimiilasyon, IR, TENS vb.) kullanarak olusan
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etki ile kiyaslanabilir ve farkli tedavilerin etkinligi karsilastirilabilir. Elektrofizyolojik sinyaller
daha ileri nonlineer analizler veya wavelet analizi gibi farkli metotlar kullanilarak incelenebilir.
Bunun yaninda baska yolaklarin tedavide ne oOl¢lide etkin oldugunun arastirilmasi icin
molekiiler etki mekanizmalarinin ortaya konuldugu ileri c¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Mitokondriyel disfonksiyon 6l¢iimiinii desteklemek i¢in mitokondriyel biyogenez, ATP ve

ROS seviyelerine bakilabilir.
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