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OZET

SISPLATIN ILE INDUKLENMIS IN VITRO PERIFERIK NOROPATI
MODELINDE KUERSETIN VE DUSUK SEVIYELI LAZER TEDAVISININ
ETKILERININ INCELENMESI

Unay S. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik
Anabilim Dah, Doktora Tezi, Aydin, 2022

Amag: Kemoterapi ile indiiklenmis periferik ndropati (KIPN), kemoterapétik ilaglarin yan
etkisiyle olusmaktadir. Sisplatin sonucu olusan noron kayiplarini minimalize etmek igin
farmakolojik ajanlar ve fotobiyostimiilatorler kemoterapi ile indiiklenen periferik ndropati
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak bu metotlarin etki mekanizmasi ve kullanim etkinlikleri
net degildir, arastirilmaktadir. Bu tez g¢alismasinda, kuersetin ve diisiik seviyeli lazer
tedavisinin sisplatin ile indiiklenmis in vitro periferik néropati modeli iizerindeki etkisinin

incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma igin PC12 hiicre hatti kullanilmustir. Sisplatin ile periferik
noropai modeli olusturulan hem farklilastirilmis hem de farklilagtirilmamis PC12
hiicrelerine, kuersetin ve diisiik seviyeli lazer tedavi uygulanmistir. Uygulama yapilan
hiicrelere hiicre canliligi, apoptoz, mitokondriyal membran potansiyeli, LDH, RT-PCR

analizleri yapilmistir.

Bulgular: Analiz sonuglarina gore sisplatinin  hem farklilagtirllmamis hem de
farklilastirilmis PC12 hiicrelerinde apoptoz, mitokondriyal membran potansiyelinde, LDH
oranlarinda artisa, hiicre canliliginda, GAP-43 ve Synapsin | gen ekspresyonlarinda
azalmaya sebep oldugu bulunmustur. Sisplatin ile indiiklenen periferik néropati modeli
olusturulan hem farklilagtirilmis hem de farklilastirilmamis PC12 hiicrelerine ayri ayri
uygulanan kuersetin ve DSLT gruplarda ise apoptoz, mitokondriyal membran
potensiyelinde, LDH oranlarinda azalma, hiicre canliiginda, GAP-43 ve Synapsin | gen

ekspresyonlarinda artisa neden oldugu belirlenmistir. Ancak kombine tedavi (kuersetin ve

Xii



DSLT) uygulanan gruplarda ise sisplatin uygulanan gruplar arasinda istatiksel olarak bir

fark goriillmemistir.

Sonug: Sisplatin ile indiiklenen periferik ndropatide kuersetin ve diisiik seviyeli lazer
tedavisinin uygun dozlar1 belirlenmistir. Ancak kombine tedavinin etkinligi goriilmemistir.

Gelecek calismalarda kombine tedavinin mekanizmasi arastirilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Diisiik Seviyeli Lazer Uygulamasi, Kemoterapi ile Indiiklenmis

Periferik Noropati, Kuersetin, Sisplatin.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF QUERCETIN AND LOW-LEVEL
LASER THERAPY IN CISPLATIN-INDUCED IN VITRO PERIPHERAL
NEUROPATHY MODEL

Unay S. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Biophysics
Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2022.

Objective: Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) is caused by the side
effects of chemotherapeutic drugs. Pharmacological agents and photobiostimulators are
used in the treatment of chemotherapy-induced peripheral neuropathy to minimize neuronal
loss resulting from cisplatin. However, the mechanism of action and efficacy of these
methods are not clear and are being investigated. We investigated the effects of quercetin
and low-level laser therapy in an undifferentiated and NGF-differentiated PC12 cell line

which for cisplatin-induced peripheral neuropathy was created.

Materials and methods: PC12 cells line was used. Cisplatin, quercetin, and low-level laser
therapy were treated with undifferentiated and differentiated PC12 cells. Cells were
performed on cell viability, the induction of apoptosis, the alterations in mitopotential,
LDH, and RT-PCR analysis.

Results: Our results indicated that cisplatin caused an increase in apoptosis, mitochondrial
membrane potential, LDH activity and, a decrease in cell viability, expressions of GAP-43,
and Synapsin | gene in both undifferentiated and differentiated PC12 cells. Apoptosis,
mitochondrial membrane potential, and LDH activity decreased when cisplatin with
quercetin and cisplatin with low-level laser therapy (LLLT) separately applied in both
undifferentiated and differentiated PC12 cells. However, cisplatin and a combination of
therapy (quercetin+LLLT) caused an increase in total apoptosis, total depolarization, and

LDH activity and, a decrease in cell viability, expressions of GAP-43, and Synapsin | gene.

Conclusion: In this study, that the appropriate doses of quercetin and low-level laser
therapy may be used for the treatment of cisplatin-induced peripheral neuropathy through

Xiv



quercetin and low-level laser therapy affected on cells. The results revealed the efficacy of
separate applications of quercetin and low-level laser therapy in vitro cisplatin-induced
peripheral neuropathy model. However, no treatment efficacy of the combined therapy was

observed. The mechanisms of the combined therapy shall be investigated in future studies.

Keywords: Chemotherapy-induced peripheral neuropathy, Cisplatin, Low-Level Laser
Therapy, Quercetin
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1. GIRIS

Kanser tedavisinde sisplatin, paklitaksel, dosetaksel, oksiplatin gibi kemoterapdtik
ajanlar kullanilmaktadir. Ancak bu ajanlar kanser tedavisinde basarilar1 etkide
bulunmalarina ragmen bazi yan etkiler ortaya ¢ikmakta ve bu yan etkiler kisilerin yagam
kaliteleri diisiirmektedir. Kemoterapotik ajanlar dorsal kok gangliyonlart etkileyerek
kemoterapi ile indiiklenmis periferik noropatiye (KIPN) neden olmaktadir. KiPN
semptomlar1 6zellikle alt ve {ist ekstremitelerde goriilmektedir. Noron hiicrelerin membran

yapisina hasar vererek yanma, hissizlik, uyusmalara neden olmaktadir.

Farmakolojik ajanlarm KIPN’i énleyici veya tedavi edici etkinlikleri arastirilmaktadar.
Bu amagla, néron koruyucu ve norotransmitter hedefli farmakolojik ajanlarin ve
antioksidanlarm kullanimi literatiirdeki ¢alismalarda Onerilmektedir. Ancak bu ajanlar
tamamen KIPN’i tedavi edemeyip sadece KIiPN’in semptomlarmi minimum diizeye

indirebilmektedir.

KIPN tedavisi i¢in en ¢ok tercih edilen ydntem fotobiyostimiilatdrler diger bir adiyla
diisiik seviyeli lazer tedavilerdir. Bu tedavi yonteminde kullanilan 600-800 nm dalga
boylarinda lazer tedavisi kemoterapotik ajanlar nedeniyle hasar gérmiis olan ndronlarin
biiyiimesini tetiklerken 800-920 nm dalga boylarinda uygulanan lazer tedavisi ise KIPN’in
neden oldugu agr1 tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak hem farmakolojik hem de
fotobiyostimiilatdrlerin KIPN tedavisindeki ¢alisma mekanizmalar hala daha net bir sekilde

aciklanamamaktadir.

Giliniimiizde kadar yapilan ¢alismalarda kemoterapi ile indiiklenen periferal néropatide
kuersetin ve diisiik seviyeli lazer tedavisi tek basina uygulanarak tedavinin etkinligi
incelenmistir. Hem kuersetinin hem de diisiik seviyeli lazerin kombine uygulanmasinin
farklilagmis ve farklilasmamis hiicrelerde meydana gelen degisiklikleri, norit biliylime
lizerine olan etkisini, hiicrede meydana gelen degisimleri belirten calismalar oldukga
sinirhdir. Tim bunlar birlikte degerlendirildiginde bu tez g¢alismasinda sisplatin ile
indiiklenen periferik néropati modeli olusturulan farkhilastirilmis ve farklilastirilmamis
PC12 hiicreleri lizerinde kuersetinin ve diigiik seviyeli lazer uygulamalarinin tek basina ve

birlikte kullanilarak anti-inflamatuar etkilerini belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, bir canli organizmanin i¢ ortam ile dis ortamin arasindaki iletisim ve
kontrol agidir. Bag dokulardan ve kan damarlarindan meydana gelmektedir. Yapisinda
noronlar adi verilen sinir hiicreleri ve glia (ndroglia) olmak iizere 2 6nemli hiicre tipi
bulunmaktadir. Bir ndronun gorevi, kendi elektriksel 6zelligini diger ndronlardan gelen
elektrokimyasal sinyallerle entegrasyonuna bagli olarak sinyallerin iiretilmesi olarak

tanimlanabilmektedir (Lang ve Rubinson, 2018).

Bir noron yapisinda tiim hiicre organellerini igeren hiicre govdesi ve diger hiicrelerden
gelen sinyali hiicre goévdesine iletmekte gorevli olan ipliksi yapida olan dendiritler
bulunmaktadir. Aksonun hiicre gdvdesine baglanan bdlgesi akson tepecigi olarak
adlandirtlir ve sinir sinyallerinin iletilmesinde, toplanmasinda rol oynamaktadir. Bir¢ok
akson yapismin etrafinda yalitkan 6zellik gosteren, sinir sinyallerinin hizli bir sekilde bir
sonraki hiicrenin dendirit yapisina iletilmesini saglayan miyelin kilif denilen bir tabaka ile
sartlmistir. Aksonlarin sinaptik uglar adi verilen 6zellesmis bolgeler bulunmaktadir. Bu
bolgelerden salinan norotransmitter maddeler presinaptik ndérondan postsinaptik noérona

iletilmektedir (Sekil 1) (Campbell ve Reece, 2006).

Noroglia veya glia, ndronlari hem fiziksel hem de metabolik olarak siirdiiren, ndéron
yapilarini izole eden ve sinir sisteminin i¢ ortamini korumaya yardimci olan destekleyici
hiicreler olarak karakterize edilmistir. Ayrica, glialarin sinir sisteminde aktivite akisinin
sekillenmesinde de Onemli rol oynadigi bilinmektedir (Lang ve Rubinson, 2018).
Astrositler, oligodendiritler ve schwann hiicreleri gibi glia c¢esitleri bulunmaktadir.
Astrositler, kan-beyin bariyerinin olusumunda rol alirken, oligodendiritler merkezi sinir
sistemindeki noronlarin, schwann hiicreleri ise periferik sinir sistemindeki ndronlarin

miyelin kiliflarinin yapiminda rol almaktadirlar (Campbell ve Reece, 2006).

Sinir sistemi merkezi ve periferik sinir sistemi olarak 2’ye ayrilmaktadir. Merkezi
sinir sistemi (MSS), beyin ve omurilik olmak {izere 2 6nemli yapidan meydana gelmektedir.

Periferik sinir sistemi (PSS), MSS ile viicudun tiim boliimleri arasinda bir ara yiiz saglayan



sinirler ve gangliyon denilen néron gruplardan olusmaktadir. MSS ve PSS arasindaki gegis,
omurilikten ¢iktilar1 yere yakin dorsal ve ventral koklerde ve beyinden ¢iktiklar1 yere yakin

kraniyal sinir liflerinde meydana gelmektedir (Lang ve Rubinson, 2018).
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Sekil 1. No6ron hiicresinin yapisi (diizenlenmis hali) (Lang ve Rubinson, 2018).

2.1.1. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi (PSS) hem merkezi sinir sistemine gelen duyusal bilgiyi hem de
merkezi sinir sisteminden ¢ikan motor komutlar1 i¢in ortam saglamaktadir. PSS’nin
yapisinda bulunan ndronlar ¢ogu farkli fonksiyonlarda rol oynamaktadir. Duyu (afferent) ve
motor (efferent) boliimii olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir. Duyu bolimi, dis ve duyu

reseptorleri tarafindan i¢ ve dis ortamlardaki girdileri alinarak MSS’ye bilgi tasiyan



noronlardan meydana gelmektedir (Campbell ve Reece, 2006). Her bir duyu néronu, belirli
bir enerji tiirlinli elektriksel sinyale cevirebildikleri i¢in aktardiklari enerji tiiriine gore
smiflandirilabilmektedirler (Lang ve Rubinson, 2018). Motor boliimii ise MSS’den efektor
hiicrelere sinyal ileten noronlardan olusmaktadir. Somatik sinir sistemi (SSS) ve otonom
sinir sistemi (OSS) efferent sinirler tarafindan meydana gelmektedir. Somatik sinir sistemi
iskelet kas hiicreleri ile baglanti yapabilen sinir liflerini icermektedir (Vander, 2010).
Otonom sinir sistemi viicutta istemli veya istemsiz eylemleri koordine etmektedir (Catala ve
Kubis, 2013). OSS, uyaniklik, enerji iiretimin tetiklenmesini tetikleyen sempatik sinir
sisteminden ve viicutta meydana gelen normal fizyolojik durumlarin devam etmesini

saglayan parasempatik sinir sisteminden olusmaktadir.

2.2. Periferik Noropati

Periferik noropati, merkezi sinir sistemi (beyin ve spinal kord) ile periferik sinir
sistemi arasindaki néronlarin zarar gérmesi sonucu olusmaktadir. Sinir hiicrelerin tipine ve
sinyal iletimine bagli olarak meydana gelebilmektedir. Semptomlar hasar gérmiis olan
motor, duyusal veya otonomik sinirlerin tiiriine gore degismektedir. Diyabetik ndropati,
ilaca bagli noropati, beslenmeye ve toksik maddelere bagl olarak olusabilmektedir (Barrel

ve Smith, 2018) (Tablo 1).

Tablo 1. Periferik noropatinin olusmasina neden olan toksinler (London ve Albers, 2007).

Norotoksin tipi Toksinler
Kemoterapik ilaglar Paklitaksel, Sisplatin, Bortezomib, Oksaliplatin
Antibiyotikler Klorokin, Dapson, 1zoniyezid, Metronidazol, Nitrofurantoin
Anti aritmik ilaglar Amiodoron, Perheksilin
Diger tedaviler Safran, Altin Bilesikleri, Fenitoin
Agir metaller Arsenik, Civa, Kursun
Organik ¢o6ziiciiler Heksan, Akrilamid

2.2.1. Periferik Noropati in vitro Modelleri

Kemoterapi ile indiiklenmis periferik noropati modelini in vitro g¢alismalar igin

genellikle DRG (dorsal kok gangliyon), PC12, (SH)-SY5Y (Schwann benzeri hiicre) olmak



tizere 3 farkli hiicre hatlar1 tercih edilmektedir. In vitro c¢alismalar sayesinde ¢alismanin

tekrar edilebilme olanag1 artmaktadir.

(SH)-SYS5Y, insan kokenli noroblastom hiicre hattidir. Retinoik asit, dibiitiril siklik
AMP ile farklilastirma yapilarak olgun insan ndron hiicrelerine doniistiiriilebilir. Asetilkolin
reseptorlerinin ekspresyonu sebebiyle dopaminerjik/kolinerjik model olarak daha c¢ok
kullanilmaktadir (Kovalevich ve Langford, 2013). Periferik néropati modelinin yani sira

Alzheimer, parkinson gibi ndrodejeneratif hastalik modellerinde de tercih edilmektedir.

Dorsal kok gangliyon, periferik sinir sisteminin yapisinda bulunan duyusal néronlarin
hiicre govdeleridir. DRG, periferik dokular1 ve merkezi sinir sisteminin spinal dorsal
boynuzunu innerve eden iki aksonlu pseudo-unipolar néron tipidir. Periferik noropati
modelinin yani sira aksonal dejenerasyonu modellerinde de tercih edilmektedir (Lin ve
digerleri, 2018). Dorsal kok gangliyonlar genellikle embriyonik veya erken postnatal sigan
yavrularindan cerrahi yoluyla elde edilir. Ancak hiicre izolasyonu protokoliindeki en ufak
bir sapma farkli hiicre tiplerine veya fonksiyonlara sebep olmaktadir (Ponce ve digerleri,
2018).

Sican feokromasitoma hiicre (PC12) 1976 yilinda Greene ve Tischler tarafindan
kullanilmaya baglanilmistir. PC12, norotoksik, sinir koruyucu, ndroinflamasyon, sinaps
gelisim siireci gibi caligmalari igeren sinir bilim arastirmalarinin yani sira kemoterapi ile
indiiklenmis periferik noropati, Alzheimer, Parkinson, Amyotrofik Lateral Skleroz, kanser
gibi hastaliklarin modellerinde de kullanilmaktadir (Wiatrak ve digerleri, 2020). Amerikan
Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’ye gore PC12 ve PC12 Adh olmak iizere 2 farkli tipi
bulunmaktadir. PC12 hiicreleri, kiiglik, diizensiz sekilli, yiizen hiicre kiimeleri olarak veya
birka¢ dagimik hafifce baglh hiicreler olarak biiylimektedir. Ayrica uygun materyallerle
kaplanmamis yiizeylerde topaklanma goriilebilmektedir. Ayni zamanda kotlii yapismaya
meyillidirler. Ote yandan, PC12 Adh tipli hiicreler plastik yiizeylere iyi bir sekilde yapisma
ozelligi gostermektedirler (Resim 1) (Wiatrak ve digerleri, 2020).



Resim 1. PC12 hiicre tipleri. A) geleneksel PC12 B) PC12 adh (diizenlenmis hali) (ATCC).

PC12 hiicrelere sinir biiytime faktorii (NGF) uygulandiginda dopamin sentezlenmesini
tetiklemektedir. Tetiklenen hiicreler néron fenotipine doniismektedir. Noron formatina
donilisen hiicrelerde biiyiime faaliyeti durmakta ve elektriksel olarak uyarilabilir hale
gelmektedir. Noronal farklilasma siireci NGF’in reseptor tirozin kinaz olan TrkA’ya
baglanmasiyla baslamaktadir. TrkA, NGF ile uyarilarak PLCy, Ras/MAPK ve PI3K/Akt
olan 3 farkli hiicre ici sinyal iletim yolagini aktif hale getirmektedir (Huang ve Reichardt,
2003). PLCy, RasIMAPK ve PI3K/Akt yolaklari; ndrona 6zgii proteinlerin belirlenmesi,
cesitli transkripsiyonlarin aktiflesmesi ve GAP-43 genini tetikleyerek dendirit uzantilarin

meydana gelmesini saglanmaktadir (Negrini ve digerleri, 2013) (Sekil 2).

Fazla sayilarda pasajlama sonucu hiicreler toksik bilesenlere kars1 duyarlilik
gelistirmektedir. NGF ile farklilasmis PC12 hiicreleri, sinaptik iletisimin bir belirteci olan
Synapsin T proteinini ifade eder. Ayrica, Synapsin | protein ekspresyonunun seviyesinin
hiicre farklilagma seviyesine bagli oldugu kanitlanmistir (Das ve digerleri, 2004). Synapsin
I, sinapslarda norotransmiterlerin salinmasinda rol oynamasinin yani sira sinaptogenez ve

noronal plastisitede dnemli bir etken oldugu gosterilmistir (Mirza ve digerleri, 2017).
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Sekil 2. Sinir biiylime faktoriiniin hiicre tizerindeki etkisi (diizenlenmis hali) (Linares ve
Paola, (2007)).

2.3. Kemoterapi ile indiiklenen Periferik Noéropati

Kemoterapi kanser hastalari i¢in en yaygin tedavilerden biridir. Ancak kemoterapi
sirasinda kullanilan kemoteraptik ajanlar noron hiicreleri i¢in oldukga toksik etkiye sahiptir
(Streckmann ve digerleri, 2018). Ciinkii duyusal ndronlar, kan-beyin bariyeri tarafindan
korunmadiklart i¢in noérotoksisiteye duyarhidirlar (Seretny ve digerleri, 2014). Bu 6zelligi
sebebiyle kemoterapotik ajanlarin yan etkisi sonucu kisilerde kemoterapi ile indiiklenen
periferik noropati (KIPN) goriilmektedir (Dariusz Izyck ve digerleri, 2016). Genellikle
motor ve otonomik degisiklikler goriilmektedir (Tablo 2).



Tablo 2. KIPN seviyeleri (Dariusz Izyck ve digerleri, 2016).

Seviye 0 1 2 3 4 5
Asemptomatik, Hhman HarekeE
Motor Normal | Muavene semptomlar, kisitliligy, Fel Oliim
noropati Y Giinliik aktiviteleri | destek alarak ¢
sirasinda tani . I
etkilemez yiiriiyebilme
Asemptomatik, |Iliman
Duyusal Tendon semptomlar, . Yataga .
Noropati Normal reflekslerinde Giinliik aktiviteleri Parestezl bagimli Olim
kayiplar etkilemez

Klinik agidan KIPN hastalarinda alt ve iist ekstremitelerinin distallerinde “eldiven
veya ¢orap giyilmis gibi” his yakinmalarindan sikayet¢i olmaktadirlar. Diger semptomlar
arasinda uyusma, karincalanma, dokunma duyusunda hissizlik, periferik ekstremitelerinde
parestezi ve disestezi, hareket kisithigi, agr1 ve hastaligin ilerleyen donemlerinde duyusal
kayip gortilebilmektedir (Bernhardson ve digerleri, 2007; Zajaczkowska ve digerleri, 2019).
Ek olarak, postiiral kontrolde bozulma (Cammisuli ve digerleri, 2016), diisme olasiliginda
artis ve diisiik yasam kalitesine yol acan motor fonksiyon bozukluklari goriilmektedir.
(Dhawan ve digerleri, 2020; Gadgil ve digerleri, 2019; Winters-Stone ve digerleri, 2017).
KIPN semptomlari, onkolojide yeterince dikkate alinmamaktadir (Dhawan ve digerleri,
2020). Ayrica hastalarin yaklasitk %89’unda en az bir akut ndropati semptomlari
goriilmektedir (Ibrahim ve Ehrlich, 2019; Pachman ve digerleri, 2015). KIPN semptomlari
daha ¢ok kemoterapi sirasinda kullanilan kemoterapétik ajanlarin dozlarina baglidir. Bu
sebeple semptomlar goriilmeye baslandiginda doz azaltimi veya tedavinin sonlandirilmasi
olabilmektedir. Ancak kanser hastalarinin sagkalimini olumsuz etkileyebilmektedir (Ibrahim
ve Ehrlich, 2019; Dorsey ve digerleri, 2019).

KIPN semptomlarmin bilinen etiyolojileri, dorsal kok gangliyonlarindaki ndronal
hiicre govdelerinde hasar, aksonal toksisite, aksonal membran iyonu (Na+) kanal
disfonksiyonu, mitokondriyal hasar (Dhawan ve digerleri, 2020) ve merkezi duyarlilasmadir
(Staff ve digerleri, 2017). KIPN nin patofizyoloji mekanizmas: tamamen anlasilamamasina
ragmen kemoterapotik ajanlarin sitotoksik aktivitesinin schwann hiicrelerini ve aksonlari
etkiledigi gosterilmistir (Dariusz Izyck ve digerleri, 2016). Kullanilan bir¢ok kemoterapdtik
ajanlar kan-beyin bariyerini gegememesine ragmen kan-sinir bariyerlerinden gegerek dorsal
kok gangliyonlarina (DRG) etki etmektedir. Bu nedenle, DRG etrafinda bulunan ve besin
saglamada rol alan kilcal damarlara ulasarak ndrotoksiklerin perifere dagilmasina neden

olmaktadir. PSS’de yer alan uzun sinir aksonlar1 hiicre fonksiyonunu etkileyen dis



uyaranlara kars1 duyarli durumunda olmasi nedeniyle toksik ilaglara karsi1 daha savunmasiz
durumdadir (Wang ve digerleri, 2012). Norotoksikler, DRG hiicrelerinde sinir lifleri
boyunca yayilmaktadir. Akson yapisinda, miyelin kilifta, hiicre gévdesinde hasar meydana
gelmektedir. Hasarlarin etki mekanizmasi kullanilan ajanlarin tiiriine baglidir (Hausheer ve

digerleri, 2006).

KIPN’in tanisi, hastalarin nérotoksik sikdyetlerine gére toplam ndropati skoruna
(TNS) ve Questionnaire-CIPN-yirmi maddelik skalasina (QLQ-CIPN 20) gore
yapilmaktadir. QLQ-CIPN20, semptomlar1 goriilen kisinin duyusal ve motor semptomlarini
ve fonksiyonlarin1 degerlendiren 20 maddelik bir ankettir (Hausheer ve digerleri, 2006;
Postma ve digerleri, 2005). Anketlerin yani sira sinir iletim g¢alismalar1 (NCS),
Elektromiyografi (EMG) ile KIPN’in klinik degerlendirmesi igin tercih edilebilmektedir
(Hausheer ve digerleri, 2006). Her zaman tercih edilmemesine ragmen kiigiik sinir lifi
disfonksiyonundan kaynaklanan KIPN’lerde deri biyopsileri de yapilabilmektedir (Lauria ve
digerleri, 2007).

2.4. Kemoterapi ile Indiiklenen Periferik Noéropati’ye Neden Olan Farmakolojik

Ajanlar

Kemoterapi ilaglart noéron yapisina zarar verdigi igin pato-mekanizma
faktorlerindendir. Noronlardaki mikrotlibiil yapilarinda bozulma, oksidatif stres,
mitokondriyal, miyelin kilif ve DNA hasarina neden olmaktadir. Ayni zamanda
immiinolojik siiregler ve noroinflamasyona neden olmaktadir (Areti ve digerleri, 2014).
KIPN’ye neden olan ilaglar platin bazli antineoplastikler, vinka alkaloidler, taksanlar,
proteozam inhibitorleri ve immunomodiilator ilaglar olmak {izere 5 ana grupta
toplanabilmektedir (Starobova ve digerleri, 2017). Her bir kemoterapi ilacinin farkli bir etki

mekanizmasi1 bulunmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3. KIPN tedavisinde kullanilan farmakolojik ajanlarin etki mekanizmasi (diizenlenmis

hali) (Hu ve digerleri, 2018).

2.4.1. Vinka Alkaloidler

Vinka alkaloidler arasinda vinblastin, vinorelbin ve vinkristin gibi ilaclar
bulunmaktadir (Tablo 3). Bu ilaglar ¢ogunlukla lenfoma, kiigiik boyutlu akciger ve testikiiler
kanser olarak da bilinen testis kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir. Vinblastin ve
vinorelbin daha az ndrotoksik 6zellikte iken vinkristin ise en siddetli periferik néropatiye
neden olmaktadir (Moudi ve digerleri, 2013). Vinka alkaloid sitotoksisite i¢in temel etki
mekanizmasi, tiibiiline baglanarak mikrotiibiiler diizenegini ve polimerizasyonu bozmaktir.
Hiicrenin boliinmesini durdurmak i¢in hiicre dongiisiindeki M fazina etki eden ajanlardir

(Miltenburg ve Boogerd, 2014).

Vinka alkaloidler, tiibiilin tizerindeki etkileri nedeniyle ndronal hiicre iskeletine de

etki etmektedirler. Iskelet {izerine olan etkileri sonucunda saglam aksonal mikrotiibiil
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kaybina, uzunluklarina ve diizenlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Bu degisiklikler ayni
zamanda aksonal dejenerasyonuna ve ndronal transportun bozulmasina da neden
olmaktadir. Vinkristin noronal kalsiyum sensorii (NCS1)’ne baglanir. Bu olay kalpaini
aktive ederek intraseliiler proteinlerin azalmasina ve noronal disfonksiyonuna sebep
olmaktadir (Benbow ve digerleri, 2012). Vinkristin, ayn1 zamanda NCS1’¢ baglanmasiyla
kalsiyum homeostazi de mitokondrial fonksiyonunun bozulmasi da goriilmektedir. Bu
sebeple; reaktif oksijen tiirlerinde artma ve néronal uyarilma bozulma olmaktadir (Canta ve
digerleri, 2015). Vinkristin, erken dénemde motor fiberlerinden ¢ok sensor fiberlerine etki
etmektedir. Sonu¢ olarak, vinka alkaloidleri kraniyal sinirleri ve ¢ogunlukla okiilomotor

sinirleri hedef almaktadir (Nazir ve digerleri, 2017).

Vinkristine bagli noropati semptomlar1 merkezi sinir sisteminin yani sira hem
periferik sensor sinirler hem de motor sinirleri ve otonomik sinir sistemini igermektedir.
Hastalar ¢ogunlukla, uyusmadan, karincalanmadan, iist ve alt uzuvlarda agridan sikayet
etmektedirler. Otonomik ndropati de tipik olarak kabizlik, idrar tutamama ve ortostatik

hipotansiyon goriilmektedir (Starobova ve Vetter, 2017).

2.4.2. Taksanlar

Taksanlar genel olarak, meme, ovaryum, prostat, mide, bas ve boyun kanserleri gibi
kiigiik capli olmayan kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Rowinsky ve Donehower,
1995). Paklitaksel, dozetaksel i¢eren bu ilaglar mikrotiibiil-stabilize eden ajanlardir (Tablo
3). Dozetaksel paklitakselden daha fazla etkili ve suda ¢oziinebilmektedir.

Taksana bagli kemoterapi ile indiiklenmis periferik noropatide mekanizmasi net
olarak belli degildir. Mikrotiibiil tutulumu, aksonal tasima i¢in yolun degistirilmesine bagl
olarak noropatiye yol agabilir (Gornstein ve Schwarz, 2017). Aksonal disfonksiyonunun
gelismesinde mitokondriyal hasari rol oynamaktadir. Tedavi edilmeyen sinir lifleri ile
karsilagtirildiginda mitokondri genellikle sismis ve genislemis boyutta goriilmektedir
(Matsumura ve digerleri, 2014). Hiicre i¢i kalsiyum hem mikrotiibiil diizenegi hem de
mitokondriyal fonksiyon i¢in énemli bir modiilatér olarak rol oynamaktadir. Genel olarak,
kalsiyum homeostazi eksikliginin, KIPN gibi néropatik agrinin indiiksiyonunda énemli bir
bilesen oldugu kabul edilmektedir (Boeckel ve Ehrlich, 2018). Vinka alkaloidler gibi
taksanlar da noronal kalsiyum sensor 1’e (NCS1) baglanmaktadirlar. Taksanlarin NCS1 ile
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etkilesimi, hiicre i¢i kalsiyum sinyal yolaklarinin mekanizmasini degistirerek, kalsiyuma
bagimli bir enzim olan kalpain’in aktivasyonu ve mitokondriyal disfonksiyonu ile
sonuclanir (Boehmerle ve digerleri, 2007). Aktive edilmis kalpain daha sonra NCS1 de
dahil olmak {iizere bircok proteinin bozulmasini katalize ederek noronal disfonksiyona yol

agmaktadir (Benbow ve digerleri, 2011).

Paklitaksel ile bagl periferik noropatide uyusma, karincalanma ve gorap-eldiven hissi
gibi simetrik distal degisimler goriilmektedir. Ayrica alt ekstremitelerde de genellikle derin
tendon reflekslerinde azalmaya neden olmaktadir (Balayssac ve digerleri, 2011). Taksana
bagli periferik noropati alinan ilacin dozuna (Carrozzi ve digerleri, 2015), hastanin yasina
(Ferguson ve digerleri, 2007), ayn1 zamanda alinan néropsikiyatrik ilaglarla olan etkilesime
(Park ve digerleri, 2008) baglidir.

2.4.3. Proteazom inhibitorleri

Proteazom inhibitorii diizenleyici olarak bortezomib, carfilzomib ve ixazomib onay
almig olup klinik ortamda kullanilmaktadir (Tablo 3). Klinik ortamda kullanilan ilk
proteazom inhibitorii bortezomibtir. Carfilzomib, multi miyelomun tedavisi i¢in onaylanmis
yeni bir proteazom inhibitoriidiir. Anti-tiimor etkilerini proteazom aktivitesini inhibe ederek
gosterirler. Bu sebeple tiimor hiicrelerinde yanlis katlanmig protein birikimine, hiicre
dongiisiiniin durmasina ve apoptoz gibi olaylara neden olmaktadirlar (Broly ve digerleri,
2010).

Hem mitokondride hem de endoplazmik retikulumda (ER) meydana gelen oksidatif
hasar periferikdeki ndronal toksisitenin olusmasinda Onemli rol oynamaktadir. Ciinkii
bortezomib mitokondriyal intrinsik apoptoz yolagini aktive etmektedir (Pei ve digerleri,
2004). Ayn1 zamanda mitokondride adenozin trifosfat (ATP)’a bagl serin proteazeyi inhibe
ederek multi miyelomada néropatinin gelismesine neden olmaktadir (Arastu-Kapur ve
digerleri, 2011).

Bortezomib verilen hastalarda olusan periferik noropati doza baglidir ve dozda
azaltilma yapildiginda semptomlar azalmaktadir. Bortezomib’in uygulama yontemindeki
(intravendz veya subkutan) ve uygulanan doz araligindaki (haftalik ya da 2 haftada 1
uygulamalar) degisiklikler anti tiimdr etkinligini korurken ndropati insidansinda azalmaya

sebep olmaktadir (Manasanch ve Orlowski, 2017).
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2.4.4. immunomodiilatorler

Immunomodiilatér grubunda Talidomid, pomalidomid ve lenalidomid ilaglar:
bulunmaktadir (Tablo 3). Son 20 yilda Talidomid multi miyelom tedavisi i¢in en etkili
ajandir ve hastalarin sag kalim oranlarinda 6nemli artislara neden olmaktadir. Lenalidomid
ve pomalidomid 2. jenerasyon immunomodiilatorlerdir. Kronik miyeloid 16semi ve farkli
seviyelerdeki tiroit kanseri tedavilerinde kullanilmaktadirlar (ibrahim ve Busaidy, 2017). Bu
ajanlarin etki mekanizmasi hem immiin sistemi hem de hiicresel diizeydedir. Kemik iliginde
sitokin iiretimini modiile ederek hiicrenin biiylimesine, hayatta kalma oranma ve gdociin
artmasina neden olmaktadirlar (Kotla ve digerleri, 2009). Bu grup ilaglar ayrica temel
fibroblast biiylime faktoriinii (b-FGF) ve vaskiiler endotel biiylime faktoriinii (VEGF) inhibe
ederek anjiyogenezi bloke etmektedir (Bolomsky ve digerleri, 2014).

Talidomid bagli periferik néropatinin patolojisi hala net bir sekilde anlasilamamustir.
Sinir iletim ¢alismalar1 talidomide bagli periferik noropatinin duyusal ve motor sinirlerin
dejenerasyonuna bagli olabilecegini gdstermistir. Talidomid anti-anjiyojenik etkiye sahip
oldugundan, sinir lifi hipoksisine ve iskeminin ardindan duyusal néronlarinda geri doniisii
olmayan hasarinda sorumlu oldugu ileri siiriilmiistir (Jongen ve digerleri, 2015).
Talidomidin dihidroksi metabolitinin aktivasyonunun, reaktif oksijen tiirlerinin asirt
salinmasina ve dolayistyla DNA hasarina neden oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, bu
metabolitlerin talidomid tedavisine bagl periferik ndropatiden sorumlu olup olmadig1 heniiz

belirlenmemistir (Wani ve digerleri, 2017).

2.4.5. Platin Bazh Antineoplastikler

Antineoplastikler, DNA’ya baglanmaktadir. Alkil 6zellikleri nedeniyle sarmal igi
capraz baglar olusturarak kemoterapotik etkiler gostermektedirler. Bu sayede hiicreyi
apoptoza ugratmaktadir (Scagliotti ve Vokes, 2018). Bu ilag grubu kan-beyin bariyerini
gecememektedir ancak dorsal kok gangliyonlarda (DRG) norotoksisite meydana
getirmektedirler (Jamieson ve digerleri, 2003). Bu yapilar DRG’de noéronal membran
uyarilabilirliginin bozulmasina, aksonal transport disfonksiyonuna, ndrotransmisyonun
parcalanmasina, proinflamatuar kemokinezlerin saliniminin arttirarak inflamatuarin

artmasina ve voltaj kapili iyon kapilarinda degisiklige neden olmaktadir (Staff ve digerleri,
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2017; Fukuda ve digerleri, 2017). Antineoplastikler ayn1 zamanda spinal kord, deri ve néron
hiicrelerine de etki etmektedir (Fumagalli ve digerleri, 2021). Sinir hiicrelerinde,
proinflamatuar sitokinezlerin salmiminda, transkripsiyonel faktorlerinden aktive edici
transkripsiyon faktorii-3’de (ATF-3) artisa ve makrofajlarda infiltrasyona neden olmaktadir.
Spinal kord da astrosit ve mikroglia aktivasyonunda ve proinflamatuar kemokinezlerin
saliniminda artiga, anti inflamatuar sitokinezlerde azalma, membran reseptorlerinde (TRPV1
ve TLR) artisa, T hiicrelerinde de infiltrasyonu goriilmektedir. Deride mast hiicrelerinde ve
PGE2 de artis neden olmaktadir. Meydana gelen bu degisiklikler nedeniyle kalic1 distal
sensOr kayiplar1 goriilmektedir. Antineoplastikler kolorektal, 6zefagus, mide, karaciger,
ovaryum ve pankreas gibi solid kanser tiirlerinin tedavilerinde kullanilmaktadir (Kanat ve
digerleri, 2017). Antineoplastikler ilaglar arasinda sisplatin, karboplatin ve oksiplatin gibi
ilaglar bulunmaktadir (Tablo 3).

2.4.5.1. Sisplatin

Sisplatin, 1844 yilinda sentezlenmistir (Conte ve digerleri, 2020). Sisplatin veya cis-
diamminedikloroplatinum (II), iki degerlikli platin'in nétr, kare diizlemli bir koordinasyon
kompleksidir (Todd ve Lippard, 2009) (Tablo 3). Anti tiimor etkisini gosterebilmesi i¢in cis
konfigiirasyon gerekmektedir (Zamble ve Lippard, 1995).

Sisplatin suda hidrolize ugramaktadir. Kloriir konsantrasyonu, sisplatinin hidrolizinin
veya su olusumunun belirlenmesinde 6nemli bir faktdr oynamaktadir. Kan plazmasinin
yiiksek kloriir konsantrasyonu (~103 mM) sisplatinin hidrolizini 6nlemektedir. Hiicreye
girdikten sonra, kloriir konsantrasyonu 4 mM'ye diismekte ve bu durum su tutma siirecini
kolaylastirmaktadir (Sedletska ve digerleri, 2005). Sisplatin hiicreye hem pasif difiizyon
hem de aktif alim ile bakir membran tasiyict CTR1 yoluyla girmektedir (Holzer ve digerleri,
2006).

Sisplatin hiicreye girdikten sonra dogrudan DNA'ya baglanir ve DNA'nin {igiinciil
yapisini degistirerek ipler arasi capraz baglar ve iplik i¢i eklentiler olusturmaktadir
(Cavaletti ve digerleri, 2014). Sisplatinin DNA {izerine baglanma sayisi arttik¢a, hiicrede
goriilen sitotoksik etkilerin de o kadar biiyiik oldugu gosterilmistir. Sisplatin, mitokondriyal
DNA (mtDNA) ve niikleer (n) DNA'ya baglanir. MtDNA'da herhangi bir DNA onarim

sistemi yoktur; bu nedenle, platin eklentileri mtDNA'dan ¢ikarilamaz. Bu, protein
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sentezinde ve mitokondriyal solunum zinciri reaksiyonlarinda Kkarisikliklara neden
olmaktadir (Podratz ve digerleri, 2011). Mitokondriyal disfonksiyon ve hiicrenin enerji
metabolizmasindaki bozulma, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimine yol acar ve
hiicresel oksidatif strese neden olmaktadir. Dahasi, sisplatin mitokondriyal sitokrom c
salinimina ve mitokondriyal intrinsik yol araciligiyla apoptozu tesvik eden kaspazlara neden

olmaktadir (Canta ve digerleri, 2015) (Sekil 4).

. . . Extraseliiler
Lmnkm‘.tqal DNA’ya Akson Morfolojisi Kalsiyum Eelasyonu
baglanma

Mitokondriyal Perifenik sensor Akson
disfonksiyonu fiberlerimin kaybi dejenerasyonu

1)ROS artist

2)Apoptotik yolaklarn aktivasyonu
3)Noronal hiicre membran
yapisinda bozulma

Sekil 4. Sisplatin’in hiicre i¢indeki etki mekanizmasi (diizenlenmis hali) (Starobova ve
Vetter, 2017).

Sisplatin, en fazla en fazla ototoksisiteye, miyelotoksiteye, nefrotoksisiteye neden
olmaktadir. Bu ilacin neden oldugu norotoksisite doza baglidir. Semptomlar arasinda agrili
veya agrisiz periferik noéropati, mekanik ve soguk allodini ve ataksi bulunmaktadir. Sisplatin
kaynakli kemoterapi tedavisi alan kisilerin %24 ile %92 arasinda periferik noropati
semptomlar1 goriilmektedir. Ancak %20'si kemoterapiyi birakmak zorunda kalmaktadir
(Bhadri ve digerleri, 2013). Sisplatin kaynakli semptomlar ayni zamanda ilacin yapilma
yontemlerine de baghdir. Intra arteriyel infiizyonun, intravendz infiizyonuna gore daha az
yan etki gostermektedir (Alberts ve digerleri, 2019). Sisplatin ayrica merkezi sinir sistemini
etkileyebilir ve dogrudan beyine enjekte edildiginde biyiik Olgiide sitotoksisite

goriilmektedir (Kanat ve digerleri, 2017). Alt ve iist ekstremitelerin distal kisimlarinda
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aksonal dejenerasyona neden olmaktadir. Distal kisimlarin daha fazla dejenerasyon olmasi

ve norit bllylimesinin inhibisyonu sonucu aksonopatinin baglangici goriilmektedir (Klein ve

digerleri, 2007). Sisplatin, aksonal biiylimeyle iligkili bir protein olan GAP-43'ii, presinaptik

membran proteinleri Synapsin I ve sinaptofizini (ana hiicre iskeleti proteini olan 200-kD

norofilament NF-200) azaltarak regiile etmektedir (Ferreira ve digerleri, 2016). Aksonal

tasimada rol oynayan mikrotiibiillerin disfonksiyonu sisplatin ile indiiklenen aksonal

dejenerasyonda rol oynamaktadir (Prior ve digerleri, 2017).

Tablo 3. Kemoterapik ilaglarin kimyasal yapilari.
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2.5. Kemoterapi ile Indiiklenen Periferik Noéropati Tedavisinde Kullanilan

Farmakolojik Ajanlar

Kemoterapi ilaglar1 her ne kadar kanserli hastalarin yasam siirelerini olumlu anlamda
etki etse de bu ajanlarin yan etkilerinden dolay1 olusan periferik néropatinin semptomlarini
minimalize etmek i¢in farmakolojik ajanlar kullanilmasina ragmen klinik acidan tatmin
edici sonuglar bulunmamaktadir (Shahid ve digerleri, 2017). Bu farmakolojik ajanlar sinir
koruyucu tedavi, iyon kanallari hedefli tedavi, anti-inflamatuarlar, nérotransmitter esasl

tedavi ve antioksidanlar olmak tizere 5 farkli grupta toplanabilmektedir.

2.5.1. Sinir Koruyucu Tedavi

Kemoterapdtik ajanlar, kan-beyin bariyerini ge¢ememesine ragmen kan-Sinir
bariyerine niifuz etmektedir. Bu sayede DRG ve sinir terminallerinde birikebilmektedirler
(Cavaletti ve digerleri, 2000). Yiiksek konsantrasyonlarda bu ilaglar, aktive edici
transkripsiyon faktorii-3'tin  (ATF-3) ekspresyonunun artmasina, ekstremitelerde intra
epidermal sinir fiberlerin (IENF) yogunlugunun azalmasina ve anormal sinir iletim hizlarina
neden olur. Periferik sinir liflerinin, aksonlarin ve miyelin kiliflarinin kombine hasarinin
KIPN ile yakindan iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Koskinen ve digerleri, 2011) (Sekil 5).

Sinir koruyucu tedavi de eritropoietin, N-asetilsistein ve Glutatyon ajanlar1 kullanilmaktadir.

Eritropoietin (EPO), hematopoezin diizenlenmesinde rol oynayan bobrekte iiretilen bir
sitokin yapisidir.  Yapilan c¢alismalarda EPO’nun noroprotektif 6zellikte oldugu
gosterilmigtir.  Sinir rejenerasyonunu arttirmayt ve periferik sinir hasarindan sonra
fonksiyonel iyilesmeyi desteklemektedir (Yin ve digerleri, 2010). Sisplatin ve dosetaksel ile
indiiklenen periferik noropatiler de intra epidermal sinir fiberlerin (IENF) kaybinin kismen
ama Onemli olglide engellemektedir (Kassem ve digerleri, 2010). Ancak, EPO’nun timor
hiicrelerinin biiyiimesinde de rol oynadigindan kullaniminda dikkat edilmektedir (Pradeep
ve digerleri, 2015).

Bir antioksidan olan N-asetilsistein, glutatyon peroksidazi aktive etmekte ve
glutatyonun kan konsantrasyonunda artiga neden olmaktadir (Sharma ve digerleri, 2014).

Glutatyon, agir metallere olan yiiksek afinitesi sayesinde dorsal kdk gangliyonlarinda platin
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eklentilerinin birikmesini Onlemektedir. Glutatyon aracili noro-koruyucu, p53 sinyal
yolunun aktivasyonunu inhibe ederek platin bazli ajanlarla indiiklenen apoptozun dnlenmesi

ile de baglantilidir (Park ve digerleri, 2008).

{ Sl koruyucu R

Ca+2 dengesi ” ROS/Redox Sistemi

Periferal
No6ropati

/

Oksidatif Blyo enerji

Stres : dlsfonkswonu

___________ Mitokondriyal

Hasar
h L -—---------..: :
b Bl Apoptoz :

Mitotoksisite

Sekil 5. Sinir koruyucu tedavinin etkileri (diizenlenmis hali) (Waseem ve digerleri, 2018).

2.5.2. Tyon Kanallar1 Hedefli Tedavi

Kemoterapik ilaglar noronlardaki morfolojik bozulmalara ek olarak periferik
nosiseptorlerde esik degerlerinde azalmaya neden olmaktadir. Noronal aktivitedeki bu
elektrofizyolojik degisimler intraseliller ve extraseliller iyon konsantrasyonlariyla
iliskilendirilmektedir. Agrili KIPN’in patolojisinde transiyent reseptdér potansiyel (TRP)
ailesi 6nemli rol oynamasinin yani sira voltaj kapili sodyum, potasyum ve kalsiyum iyon
kanallarmin aktivasyonu da etkisi bulunmaktadir (Kawakami ve digerleri, 2012). Iyon
kanallar1 hedefli tedavi de lidokain, meksiletin, kalsiyum/magnezyum infiizyon, gabapentin,

pregabalin, mentol gibi ilaglar kullanilmaktadir.

Lidokain ve meksiletin, sodyum iyon kanallarin1 bloke etmektedirler. Kalsiyum ve
magnezyum (Ca / Mg) infiizyonu, KIPN’nin dnlenmesi igin kullanilan en umut verici

ajanlardan biridir. Kalsiyum ve magnezyumun intravendz olarak verilmesiyle hiicre disi
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kalsiyum konsantrasyonunun artisina neden olmaktadir. Bu sayede, sodyum kanallarinin

hareketini kolaylastirarak onlar1 bloke etmektedir (Yamaoka ve digerleri, 2006).

Gabapentin ve pregabalin, presinaptik terminallerde voltaj kapili kalsiyum
kanallarinin bloke edilmesi ve uyarici nérotransmiterlerin asagiya dogru regiilasyonu (down
regiilasyonu) yoluyla anti-nosiseptif etki gosteren antikonviilsanlardir (Piccolo ve digerleri,
2014). Paklitaksel ve oksaliplatinin neden oldugu periferik noéropati ilizerinde hem
gabapentin hem de pregabalinin gii¢lii bir analjezik etkisi bildirilmistir. Bununla birlikte
gabapentin, vinkristin bagli allodini'ye etki etmemektedir (Peng ve digerleri, 2012). Bu

nedenle gabapentin ve pregabalinin KIPN'ye kars1 olan etkisi hala arastirilmaktadir.

Dogal bir sogutma bilesigi olan mentol, noropatik (Wasner ve digerleri, 2008) ve
inflamatuar (Liu ve digerleri, 2013) agrimin giderilmesi igin uygulanmaktadir. Agrili
alanlara lokal olarak uygulanan mentollii kremleri ndropatik agriyr onemli Olgilide

azaltmakta ve ¢cogu durumda duyu kayiplarini hafifletmektedir (Mahn ve digerleri, 2014).

2.5.3. Norotransmitter Esash Tedavi

Monoamin nérotransmitter grubunda bulunan serotonin ve norepinefrinin opioid
aracili supraspinal analjezide 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Zemlan ve digerleri,
1983). Nosiseptik ozellik bakimindan norepinefrin daha giiclii analjezik etki etmektedir.
(Bellingham ve digerleri, 2010).

Venlafaksin, diisiik dozlarda serotonini, yiiksek dozlarda ise norepinefrini inhibe
etmektedir. Bu sebeple KIPN'ye kars1 koruyucu bir strateji olarak kullanilmistir (Piccolo ve
digerleri, 2014). Venlafaksin, oksaliplatinin neden oldugu semptomatik akut nérosensor
toksisiteye karsi aktivite gostermesine ragmen, bulanti (% 43,1) ve giigsiizliik (% 39,2) gibi
yan etkileri goz ardi edilmemektedir (Durand ve digerleri, 2012).

Venlafaksinin tersine, duloksetinin serotonin ve norepinefrinin inhibisyonu dengelidir
ve klinikte KIPN'in yan etkilerini minimalize etmek igin duloksetin uygulanmaktadir.
Duloksetin, analjezi acisindan platinle tedavi edilen hastalarda taksanla tedavi edilen
hastalara gore daha biiyiik bir fayda gozlemlenmektedir (Bellingham ve digerleri, 2010). EK

olarak, venlafaksin ile karsilastirildiginda, duloksetin uygulamasi daha az yan etki
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etmektedir (Smith ve digerleri, 2013). Tiim bu veriler duloksetinin venlafaksine gére KiPN

tedavisini iyilestirebilecegini diistindiirmektedir (Hershman ve digerleri, 2014).

Amitriptilin, desipramin ve nortriptilin, serotonin / norepinefrin yolu ile c¢alistig
bilinen trisiklik antidepresanlardir (Zhao ve digerleri, 2009). Ancak KiPN’in yan etkilerini
azaltmada tatmin edici basar1 saglayamamaktadirlar (Gewandter ve digerleri, 2014).
Trisiklik antidepresanlar ayrica antikolinerjik, antihistaminerjik ve antiadrenerjik ilerleme,
ag1z kurulugu, uyusukluk, kilo alim1 ve ortostatizm gibi sistemik yan etkilere yol agmaktadir
(Bet ve digerleri, 2013). Bu veriler, KiPN'nin diger néropatik agri sendromlarindan daha
karmasik oldugunu ve trisiklik antidepresanlarin tek basma KIPN tedavisi i¢in yeterli

olmadigini géstermektedir.

2.5.4. Anti inflamatuar Tedavi

Kemoterapik ilaglar, inflamatuar kaskatlarin aktivasyonuna, sitokinezlerin, pro ve anti
inflamatuarlar ile birlikte kemokinezlerin fazla miktarda salinmalarina neden olmaktadir. Bu
inflamatuar mediatdrler biiyiime faktorleri, bradikinin, serotonin, norepinefrin, nitrik oksit
ve interlokinler icermektedir. Bu faktorler arasinda tiimor nekroz faktor alfa (TNF-alfa),
interlokin 1 beta (IL-1 beta), 1L-6, IL-8 KIPN ile iliskilidir (Diezi ve digerleri, 2013).
Kemoterapi ile iliskili matriks metalloproteinazlar (MMP2, MMP3, MMP9 ve MMP24),
pro-inflamatuar sitokinezlerin aktivasyonunu tetiklemektedir. TNF-alfa ve IL-1beta direk
olarak A ve C fiberlerini etki etmekte ve bu sinirlerden spontane elektrik akimlarina neden
olmaktadir (Schifers ve digerleri, 2008). Sinir biiylime faktor tirozin kinaz reseptor A
yolaginin bloke edilmesi veya TNF-alfa antikoru ile tedavi edilmesinin yam sira IL-1Ra
(interlokin-1 reseptdr antagonisti) ve IL-10 anti inflamatuarin up-regiile edilmesi
bortezomib ve paklitaksel ile indiiklenmis periferik noropati agrisini iyilestirebilmektedir.
Pro-inflamatuar sinyallesmeyi bloke etmenin faydalari, KIPN’nin baslatilmas1 ve
siddetlenmesindeki potansiyel roliinii daha da vurgulamaktadir. ilging bir sekilde, bu
patolojik ilerleme sadece sinir hiicrelerini degil, ayn1 zamanda néronal olmayan bagisiklik
hiicrelerini de igerir; genel kemoterapotik ajanlarin makrofaj infiltrasyonu, T lenfosit alimi
(Huang ve digerleri, 2014), schwann hiicre aktivasyonu (Zheng ve digerleri, 2012) ve bu
hiicreler ile DRG noéronlart etrafindaki satellit hiicre arasindaki iletisimde bir artisa neden

oldugu bilinmektedir.
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Metformin, adenosin monofostat akvite edilmis protein kinaz (AMPK) yolagini aktive
eden bir anti diyabet ilac1 olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde KiPN tedavisinde de
kullanilmaktadir. Metforminin intraperitoneal uygulamasi onemli Olgiide periferik intra
epidermal sinir fiberlerin (IENF) bozulmasini engellemenin yani sira sisplatin ile
indiiklenmis periferik néropatinin meydana getirdigi uyusma hissini de engellemektedir.
Benzer etkiyi paklitaksel tarafindan olusan periferik noropatide de gostermektedir (Mao-
Ying ve digerleri, 2012). Ayrica, metformin pro-inflamatuar sitokinezleri azaltarak ve
AMPK'ya bagh bir sekilde aktive edici transkripsiyon faktorii-3 (ATF-3) indiiksiyonu
yoluyla makrofaj yanitim1 baskilayarak anti inflamatuar etki yaratmaktadir (Huang ve

digerleri, 2009).

Minosiklin, yar1 sentetik, ikinci nesil bir tetrasiklin tiirevidir. Minosiklin, monositlerin
aktivasyonunu inhibe etmek, proinflamatuar sitokinezlerin salinimini azaltma gibi etkiler
gostermektedir (Huang ve digerleri, 2014). Ek olarak, arastirmacilar minosiklinin anti
inflamatuar, anti apoptotik ve serbest radikalleri temizleme gibi 6zellikleri bulundugunu
belirtmislerdir (Suk, 2004).

2.5.5. Antioksidanlar

Kemoterapinin anti-neoplastik etkilerinden birisi kanser hiicrelerinde reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) tiretimini arttirmaktir (Butturini ve digerleri, 2013). Ancak kemoterapiye
cevap olarak periferik ve somatik sinir sisteminde oksidatif stres tiirleri tespit edilmistir.
Artan noronal oksidatif stresin endojen antioksidanlari tiikettigi, biyoenerjinin
metabolizmay1 etkiledigi, iyon kanallarini1 aktive ettigi ve inflamatuar olaylarin olusumunu
hizlandirdig1 bildirilmistir (Sawicka ve digerleri, 2013). Bu patolojik degisiklikler sinir
hiicresinde apoptoz ve mikro tiibiillerin dagilmasi, demiyelizasyon gibi yapisal degisiklilere
neden olmaktadir (Areti ve digerleri, 2014). Bu sebeple oksidatif stres aracili

nérodejenerasyonun KiPN ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Melotonin, hem anti-infalamuar hem de antioksidan gorevi goren bir nérohormondur
(Favero ve digerleri, 2018). Bu sebeple, periferik sinirlerin fonksiyonlarini sinirlandirarak
KIPN’in semptomlarimi azalttigina inanilmaktadir. Melatonin'in mekanizmas: alfa281

protein alt birimi lizerinde voltaja bagli kalsiyum kanallarin1 engellemektir. Ayni1 zamanda
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kaspaz 3 ve 9’iin iiretiminin artmasini sagladigi i¢in anti-tiimor, pro-apoptosis gibi etkiye de

sebep olmaktadir (Soliman ve digerleri, 2020).

Amifostin, DNA hasarinin onarilmasinit hizlandiran ve Fas/FasL aracili apoptozu
baskilayan sitoprotektif bir antioksidandir (Majsterek ve digerleri, 2005). Ototoksisite,
norotoksisite, nefrotoksisiteye karsi koruyucu bir etki saglamaktadir (Gurney ve digerleri,
2014). Ayrica, paklitakselin neden oldugu ciddi klinik ndropatide onemli bir azalma
(Lorusso ve digerleri, 2003) ve sisplatinde, alt1 kur tedaviden sonra norotoksisite de azalma
goriilmiistiir (Kemp ve digerleri, 1996). Amifostin tedavisinde hipotansiyon, kusma, bulanti

en sik goriilen yan etkileridir. (Duval ve digerleri, 2012).

Mangafodipir, yan etkisi olmayan, manyetik rezonans yontemiyle Kkaraciger
goriintiilenmesinde kullanilan kontrast bir ajandir. Mangafodipir, selat bagindan
kaynaklanan siiperoksit dismutaz mimetik aktivitesi nedeniyle artik bir antioksidan olarak
kabul edilmektedir. Bu 6zellik, mangafodipire kemoterapiye karsi sitoprotektif bir etki
saglamaktadir (Yri ve digerleri, 2009). Ancak, manganezin toksisitesi, mangafodipirin
klinik kullanimmi smirlamaktadir. Bu nedenle, Ca*? ile birlikte Mn*? KIPN igin yeni

tedaviler gelistirmek icin faydali olabilir (Karlsson ve digerleri, 2012).

2.5.5.1. Kuersetin

Kuersetin, 3-hidroksiflavon omurgasina sahip flavonollerin bir iiyesidir (Zaplatic ve
digerleri. 2019). (Sekil 6). Antioksidan (Milanezi ve digerleri, 2019; Inal ve digerleri, 2002),
anti-inflamatuar (Li ve digerleri, 2018), anti-tiimor (Vafadar ve digerleri, 2020), anti-diyabet
(Hu ve digerleri 2020), noroprotektif (Yang ve digerleri 2020), nefroprotektif (Behling ve
digerleri 2006), otoprotektif (Wang ve digerleri 2020), kardiyoprotektif (Zhang ve digerleri,
2018), kan basincinin diizenlenmesi (Huang ve digerleri, 2020) ve anti bakteriyel aktivite
(Wang ve digerleri, 2019) gibi biiyilik farmakolojik etkilere sahiptir.
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OH 0]
Sekil 6. Kuersetinin kimyasal yapis1 (Costa ve digerleri, 2016).

Kuersetin, hiicre i¢ine direk niifuz edememektedir. Hiicre membraninda bulunan FAS
reseptoriine baglanmaktadir. Reseptore bagli olan FADD (Fas-associated protein with death
domain) pro-kaspaz-8’e¢ baglanir ve ER strese neden olarak GRP-78’1 (Gastrin-releasing
peptide-78) ve ATF-6alfa-Beta (aktive edici transkripsiyon faktorii-6 alfa/beta)’nin artigina
neden olmaktadir. Pro-kaspaz-8 ayni zamanda kaspaz-8’i de aktive etmektedir. Kaspaz-8
hem kaspaz-3’u hem de BID’i aktive etmektedir. BID, Bcl-2’yi inhibe ve Bax’in artisina
neden olarak kaspaz-9’u aktive etmesiyle hiicre apoptoza gitmektedir (Sekil 7) (Ma ve
digerleri, 2018).

Fas &% HO

ER stress

Pro-caspase-8 —_— ER

/

I Active caspase-8 l /

] T~

Caspase-3

Caspase-9
l «

e

Apoptosis

Sekil 7. Kuersetinin hiicre tizerine etkisi (Ma ve digerleri, 2018).
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Kuersetinin i¢in en Onemli konulardan biri kan beyin bariyerini (BBB) gecip
geemedigidir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda BBB modellinde kuersetinin beyne girdigi
gosterilmistir (Schaffer ve Halliwell, 2012). In vivo c¢alismalarinda sicanlarda ve
domuzlarda kuersetin uygulama c¢alismalarinda beyin dokusunda diisiik miktarda kuersetin
buldugunu belirtmislerdir (Ishisaka ve digerleri, 2011). Kuersetin’ in beyne penetrasyonunu

arttirmada lipit nanopartikiilleri dnemli rol oynamaktadir (Dhawan ve digerleri, 2011).

Noronal hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢alismalar, diisiik dozlarda kuersetinin
oksidatif stresi indiikleyerek hiicre toksisitesin de antagonize 6zellikte oldugu gosterilmistir
(Dajas ve digerleri, 2012). Magalingam ve digerleri (2015), tarafindan yapilan ¢aligma da
kuersetin glikozitlerin PC12 hiicrelerinde 6-hidroksidopamin tarafindan indiiklenen gen
ekspresyonundaki degisiklikleri bloke edebildigini gdsterilmistir. Antioksidan etkinin
serbest metallerin baglanmasi, serbest radikallerin temizlenmesi, enzim inhibisyonu ve
koruyucu enzimlerin ekspresyonunun indiiklenmesi gibi farkli kaynaklar1 oldugu
diistiniilmektedir. Farkli kanser hiicre hatlarinda hiicre apoptozunu aktive ettigi, akciger
kanserinde hiicre proliferasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi ve servikal kanserlerde nF-
kB ekspresyonunun azaltilmasiyla apoptotik hiicre popiilasyonunu arttirdigr gosterilmistir

(Youn ve digerleri, 2013).

2.6. Diisiik Seviyeli Lazer Tedavi

Kemoterapi ile indiiklenen periferik noropatinin tedavisinde farmakolojik ajanlarin
yani sira fotobiyostimiilatorler de kullanilmaktadir. 50 yildan fazladir lazer tedavi veya
diisiik seviyeli lazer terapi (DSLT) yaygin olarak kullanilmaktadir (Ginani ve digerleri,
2015). DSLT, dalga boyu 600-1100 nm ve ¢ikis giicii 1-500 mW olan kirmizi 151 veya
yakin kizildtesi olan lazeri tanimlamaktadir. 0.04 ile 50 J/cm? arasi diisiik enerji seviyesi
olan bu 1s1ma siirekli veya darbelidir. DSLT nin 5 temel parametresi vardir. Bunlar; dalga
boyu, cikis giicii, glic yogunlugu, enerji yogunlugu, toplam maruz siiresidir (Mussttaf ve

digerleri, 2019) (Tablo 4).

DSLT’nin hiicrenin ¢ogalma, proliferasyon, gé¢ olaylar1 gibi fonksiyonel olaylarda
olumlu olarak Katk: saglamaktadir (Huang ve digerleri, 2009). 2 J/cm? gibi diisiik dozlarda,
DSLT hiicre proliferasyonunu uyarirken 16 J/cm? gibi yiiksek dozlarda ise baskilayici

ozellik gostermektedir. Isiga maruz kalma siiresine bagl biyolojik yanitlar olugmaktadir
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(Bolten ve digerleri, 1995). Diisiik seviyede enerji yayilimi oldugu i¢in ortama 1s1, ses veya

titresim yaymamaktadir (Hrnjak ve digerleri, 1995).

Tablo 4. DSLT uygulamasinin parametreleri (Mussttaf ve digerleri, 2019).

Parametreleri Olcii birimi Aciklama
Elektromanyetik bir radyasyon, dalga benzeri
Dalga boyu Nm 600-1100 | bir 6zellige sahip olan ayri paketler halinde
hareket eder.
Giig W 10— 10! | Birim zamanda tiiketilen enerji miktaridir.
Gii¢ Yogunlugu W/cm? 101-10° | Birim alana iletilen giig
Enerji Yogunlugu Jiem? 102-10% | Lazer dozu
Toplam maruz siiresi Saniye 10-3000 Hedef sistemin enerjiye maruz kaldigi siire

2.6.1. Diisiik Seviyeli Lazer Tedavi *nin Etki Mekanizmasi

DSLT, hiicrede fazla oranda ATP, RNA ve DNA sentezine neden olmaktadir. Bu

sebeple hiicresel solunumu ve mitokondriyal elektron tasima sistemini iyilestirmektedir

(Takac ve digerleri, 1998) (Sekil 8). Diisiik lazer dozlarinda, DSLT'den sonra artan ATP ve

protein sentezini takiben, biiylime faktorlerinde ve sitokinlerin ekspresyonlarinda artisa ve

sonucta hiicre proliferasyonuna yol agmaktadir (Hu ve digerleri, 2007). Ancak yliksek lazer

dozlarinda Ca*? salinimi artmaktadir. Artan Ca*? ile kalsiyum-adenozin trifosfataz (ATPaz)

kalsiyum pompalarinda aktive artmasina neden olarak hiicrenin ATP’sini tiiketerek hiicre

metabolizmasini inhibe etmektedir (Schindl ve digerleri, 2000).
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Sekil 8. DSLT mekanizmasi (Diizenlenmis hali) (Tripodi ve digerleri, 2020).

DSLT, yara iyilesmesini, kollajen sentezini, sinir rejenerasyonunu, anormal hormonal
fonksiyonun normallesmesini, agrinin azalmasini, endorfin saliniminin uyarilmasini ve
bagisiklik sisteminin modiilasyonunu uyarmaktadir. DSLT'nin yara iyilesmesi tizerindeki
etkileri siklikla artmis hiicre proliferasyonuna baglanmaktadir (Hawkins ve Abrakamse,
2005). Ayrica DSLT hiicrede, redoks ozelliklerindeki degisiklikler ve elektron transferinin
hizlanmasi, sitokrom c oksidazin katalitik merkezinden nitrik oksit (NO) salmimu,
sliperoksit tiretimi, fotodinamik etkilere de neden olmaktadir (Rosso ve digerleri, 2018)
(Sekil 9).
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Sekil 9. DSLT nin biyofiziksel etkisi (Diizenlenmis hali) (Cotler ve digerleri, 2015).

2.6.2. Farkli Dalga Boylarindaki DSLT’nin Hiicre Uzerine Etkisi

Farkli dalga boylarindaki DSLT ¢aligmalarinda néronal hiicreler iizerinde farkli etkiler
oldugu gosterilmistir. DSLT’de 600-780 nm arasindaki dalga boylar1 noronal ve aksonal
biiytimede daha fazla etkili oldugu belirtilmistir. Ross ve digerleri (2018). Medalha ve
digerleri (2012), calismalarinda 660 ve 808 nm, Barbosa ve digerleri (2010), calismalarinda
660 ve 830 nm, Gigo ve digerleri (2010) ¢alismalarinda 660 ve 780 nm dalga boylarini
karsilastirdiklarinda 660 nm ’nin nérondaki fibere ve aksona biiylime konusunda daha fazla
etkili olduklarini gostermislerdir. Chow ve digerleri (2007), Zheng ve digerleri (2015) ve
Holanda ve digerleri (2018) yaptiklart c¢alismalarda 830 nm lazer dalga boylariin
noronlardaki aksonal biiyiimeyi inhibe ettiini ve mitokondriyal membran potansiyelini
azalttigin1 ve bu sebeple agr1 modellerinde kullanilmasini 6nermislerdir. Zupin ve digerleri
(2019) calismalarinda i¢in spesifik olarak 800 nm dalga boyunun mitokondriyal
disfonksiyonunu arttigini géstermislerdir. Buchaim ve digerleri (2015), ¢alismalarinda 660
nm dalga boyunda 30 mW enerji cikist ve 4 J/cm? lazer kullanmislardir. Calisma
sonuglarinda DSLT’nin vagus sinir rejenerasyonunu arttirdigin1  belirtmislerdir.
Takhtfooladi ve digerleri (2015), siyatik sinir hasarinin tedavisinde 685 nm dalga boyu, 15
mW enerji ¢ikisi ve 3 J/cm? lazer kullanmislardir. DSLT nin sinir fonksiyonlarini pozitif
yonde hizli bir iyilestirme etkisi oldugunu gostermislerdir. Wang ve digerleri (2014)
caligsmalarinda, siyatik sinir hasarinin tedavisinde 808 nm dalga boyu, 170 mW c¢ikis giicii
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ve 3-8-15 J/cm? enerji yogunlugu uygulanmislardir. 3 ve 8 J/cm? enerji yogunlugunun sinir
hasarinin morfolojik ve fonksiyonel olarak hizli bir rejenerasyona ve GAP-43’un
ekspresyonunda artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica in vitro ¢aligmalarda 660 nm
lazer dalga boyunun fibroplastlarin biliylime faktoriiniin {iretiminin arttirdigint (Yu ve
digerleri, 1994) ve 632,8 nm dalga boylarinin da kiiltiirlenmis fibroplastlarin
miyofibroblastlara donistiirdiigii bilinmektedir (Pourreau-Schneider ve digerleri, 1990). Bu
nedenle, hiicrelerin maksimum proliferasyon hizina ulagmak icin dogru parametre
kombinasyonunu (6rnegin dalga boyu, giic yogunlugu ve enerji yogunlugu) bilmek

onemlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢

Bu ¢aligmada kullanilan sarf, kimyasal malzemeler ve cihazlar asagida gosterilmistir.
Sarf ve Kimyasal Malzemeler

e PC12 cell line (CRL-1721)

o RPMI-1640 (#R8758)

e Fetal Sigir Serumu (#S181H)

e Donor At Serum (#H1138)

e L-glutamin

e Penisilin/streptomisin

e Tripsin

e EDTA (#E5134)

e Matrijel

e Kuersetin (#337951)

e Sisplatin (#13119)

e MTT

e Annexin V & Dead Cell Assay (#MCH100105)

e Mitopotential Assay Kit (#MCH100110)

e Laktat Dehidrogenaz Aktivite Kit (#MAKO066)

e Propidium Iyodiir

e Hoesct

e Tuzlu Fosfat Tampon (PBS, #H4641)
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e Dimetil siilfoksit (DMSO, #ST00031)

e Etanol

e Sinir Biiylime Faktori (#N2513)

¢ RNA izolasyon Kiti (#740984.50)

e CDNA sentez kiti (#G236)

e qPCR mastermix kiti (#G891)

e GAP-43 ve Synapsin | Forward/Reverse primerleri
Cihazlar

e Muse Cell Analyzer

¢ 670 nm lazer kaynag1 (#MRL-FN-671)

e Hiicre kiiltiir kabini

e CO2 inkiibatorii

e [sik Mikroskobu

e Fliioresans mikroskobu

e Santrifiij

e Sicak Su banyosu

e Derin dondurucu (-80°C)

e Derin dondurucu (-20°C)

e Plak Okuyucu

e Hassas Terazi

e Nanodrop

e Real-Time PCR (Thermo Fischer Step One Plus)

e Distile su cihazi

¢ Sogutmal1 Santrifiij

e [s1 blogu
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e Otoklav

e \orteks

3.1.1. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Sisplatin ve Kuersetin ana stoklart 10 mM konsantrasyon olacak sekilde DMSO’da
cozdiiriilerek hazirlanmigtir. Hiicrelere uygulanmadan 6dnce DMSO’nun etkisini azaltmak
icin PBS ile 1:10 oraninda diliie edilmistir. Hazirlanan tiim ana stok alikotlanarak -20°C’de

saklanmustir.

Sinir biiyiime faktori (NGF), konsantrasyonu 25,000 ng/ml olacak sekilde bos RPMI-
1640 besi ortami i¢inde ¢oziinmiistiir. Hazirlanan ana stok 250 pl ependorflara alikotlanarak

-20°C’de saklanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Cogaltilmasi ve Farkhlastiriimasi

PC12 hiicreleri Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali
tarafindan temin edilmistir. Hiicreler RPMI 1640 besi ortaminda ¢ogaltilmistir. Besi ortamin
toplam hacmine bagh olarak %10 karsilik gelen donor at serumu (DHS), %5 karsilik gelen
fetal bovine serum (FBS), %1 L-glutamine, %1 Penisilin-streptomisin eklenmistir. Bu ortam
+49C°de saklanmistir. Dondurulmus olarak bulunan hiicre hatlari, denemelerde kullanilmak
tizere 37 °C’lik su banyosunda 1-2 dakikada yavasga calkalanarak hiicrelerin ¢oziinmesi
saglanmistir. Tiip icerigi 15 ml’lik bir santrifiij tiipiine aktarilip {lizerine 3-4 ml 1lik kiiltiir
ortami ilave edilmis ve 1200 rpm’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant uzaklastirilip pellet yeni kiiltiir ortaminda insiilin ignesiyle resiispanse edilip
hiicreler T-75 flasklara aktarilmistir. Bu hiicreler 37 °C’de %5 CO2 ve %96 nem igeren
atmosferde ¢ogaltilmistir. Kiiltiir ortami her 48 saatte degistirilmistir (Ferreira ve digerleri,

2016). Hiicreler uygulama yapilincaya kadar siispense halde ¢ogaltilmistir.

31



PC12 hiicrelerin farklilasmasi icin RPMI-1640 ortamin toplam hacmine bagli olarak
%1 karsilik gelen donor at serumu (DHS), %1 L-glutamine, %1 Penisilin-streptomisin ve
100 ng/ml NGF eklenmistir. Bu ortam +4°C’de saklanmistir. Hiicreler hazirlanan
farklilasma medyumu ile 72 saat 37 °C’de %5 COz2 ve %96 nem igeren atmosferde inkiibe
edilmistir (Wiatrak ve digerleri, 2020).

3.2.2. Matrijel ile Plate Yiizeyi Kaplama

Uygulama yapilmadan once 24 kuyucuklu plateler 1:30, 1:50, 1:100, 1:200
oranlarinda matrijel ile yiizey kaplanmistir. Kuyu basma 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre
ekimi yapildi ve 24 saat 37 °C’de %5 CO2 ve %96 nem igeren atmosferde inkiibe edilmistir.
Inkiibenin akabinde hiicreler HO/PI boyalar1 ile boyanarak hiicre canliigi ve hiicrelerin

tutunma durumlari incelenmistir.

3.2.3. Kemoterapi ile indiiklenmis Periferik Noropati Modelinin Olusturulmasi

24 kuyucuklu plateler 1:50 oraninda matrijel ile kaplandiktan sonra kuyucuk basina
1x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Plateler 24 saat 37 °C’de %5 CO2
inkiibe edilmistir. Farklilastirilmis ve farklilastirilmamig PC12 hiicrelere 6nceden hazirlanan
sisplatin ana stoktan 1:10 oraninda PBS ile diliie edilen soliisyondan 16 puM sisplatin
uygulanmistir. Uygulamadan sonra hiicreler 24 saat 37 °C’de %5 CO:2 inkiibe edilmistir
(Ferreira ve digerleri, 2016).

3.2.4. Diisiik Seviyeli Lazerin Sitotoksisitesi

Deney gruplari olusturulmadan oOnce diisiik seviyeli lazer tedavi doz tayini 6n
denemeler ile yapilmistir. Diigiik seviyeli lazer tedavi i¢in 6n denemelerde 24 kuyucuklu
kiiltiir platelerine kuyu basma 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak 24 saat 37
°C’de %5 CO2 ve %96 nem iceren atmosferde inkiibe edilmistir. Inkiibeden sonra

farklilastirilmis ve farklilastirilmanmis PC12 hiicrelere 0.25, 0.5, 1, 1.5 Joule/cm? lazer dozu
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ve 670 nm dalga boyu uygulamasi yapilmistir. Lazer uygulamasi karanlik bir ortamda, oda
sicakliginda yapilmis olup, lazer platelerin 5 cm altindan uygulanmistir (Aboud ve digerleri,
2013) (Sekil 10). Uygulamadan sonra 24 saat 37°C'de %5 CO2' de inkiibe edilmistir.
Inkiibeden sonra hiicre canlilig1 testi sonuglarna gore lazer dozuna karar verilmistir. Tiim

deneyler 3 kere tekrar edilmistir.

Isik dozu asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

] oule) _ (lazer output (watt)x zaman(sn))

i vosunlub ( _
enerjt yogunugu cm2 (lazerin uygulandigr alan (cm?2)

w/wo PC12
hicreleri

} S5cm

! 670 nm dusuk
—— seviyeli lazer

Sekil 10. DSLT uygulama semasi.
3.2.5. Kuersetin’in Sitotoksisite Deneyi

Kuersetin doz tayini i¢in sisplatin uygulanan farklilastirilmis ve farklilagtirilmamais
PC12 hiicrelere onceden hazirlanan kuersetin ana stoktan 1:10 oraninda PBS ile diliie
edilmis soliisyondan 3, 10, 30, 100, 500 uM konsantrasyonda kuersetin uygulanarak 24 saat
37°C’de %5 CO2 ve %96 nem iceren atmosferde inkiibe edilmistir. Inkiibenin akabinde
hiicre canlilig1 testi sonucuna bagh olarak kuersetin dozuna karar verilmistir. Karar verilen
dozlara gore deney gruplari olusturulmustur (Tablo 5). Tim deneyler 3 kere tekrar

edilmistir.
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Tablo 5. Farklilastirilmis ve farklilastiriimamis PC12 hiicrelerinin deney gruplari.

Gruplar

Yapilacak Uygulamalar

Grup 1. Kontrol Grubu

Grup 2.KIiPN grubu

Grup 3.KiPN + DSLT

Grup 4. KIPN+ kuersetin

Grup 5. KiPN + kuersetin + DSLT

Grup 6. Kontrol + ¢oziiciiler

Farklilagmis ve farklilagmamis PC12 hiicrelere kemoterapi
ile indiiklenmis periferik néropati model olusturulmamustir.
Farklilagsmis ve farklilasmamis PC12 hiicrelere kemoterapi
ile indiiklenmis periferik ndropati modeli olusturulmustur.
Farklilagmis ve farklilasmamis PC12 hiicrelere kemoterapi
ile indiiklenmis periferik néropati modeli olusturulmus ve
670 nm lazer uygulamasi yapilmistir.

Farklilagsmis ve farklilasmamis PC12 hiicrelere kemoterapi
ile indiiklenmis periferik néropati model grubuna kuersetin
uygulamasi yapilmistir.

Farklilagmis ve farklilasmamis PC12 hiicrelere kemoterapi
ile indiiklenmis periferik néropati model grubuna kuersetin
ve 670 nm lazer uygulamasi yapilmistir.
Farklilagtirilmamig PC12 hiicrelere ¢oziiciiler uygulanmistir.

3.2.6. Kuersetin ve Diisiik Seviyeli Lazer Kombine Uygulamasi

Sisplatin uygulanan farklilagtirllmig ve farklilagtirilmamig PC12 hiicrelere 6n

deneylerle belirlenen 3 pM kuersetin ile 0,25 J/cm? lazer uygulamasi yapilmistir (Resim 2).

Hiicrelere kuersetin uygulamasindan 0, 10, 20, 30, 40 dakika 37 °C’de %5 COz2 inkiibe

edildikten sonra 0,25J/cm? lazer uygulamas yapilmustir. Uygulama yapilan hiicreler 24 saat

37 °C’de %5 COz2 inkiibe edilmistir. Lazer uygulamalari karanlik ve oda sicakligi ortaminda

gergeklestirilmistir. Tiim deneyler 3 kere tekrar edilmistir.

A
Resim 2. DSLT’ nin uygulanmasi (A) ve Lazer Cihaz1 (B).

PSU-H-FDA
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3.2.7. Hiicre Canhihig: Testi

Deney gruplarin hiicre canliligi analizi 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) tarafindan belirlenmistir. Uygulamalardan 24 saat sonra hiicre
canlilig1 analiz edilmistir. Cozeltiye (5 mg / ml) 20 ul MTT ilave edilip ve hiicreler, 37°C'de
%5 CO2' de 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibenin akabinde siipernatant ortamdan uzaklastirilip
300 pul DMSO, formazan kristallerinin ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir. Mikro plate
okuyucuda 570 nm’de absorbans analizi yapilmistir (Mendonga ve digerleri, 2013). Tim
deneyler 3 kere tekrar edilmistir. Hiicre canliligi orani, asagidaki formiile gore

hesaplanmaistir:

) 5 (muamele edilmis hiicrelerin degerlerti)
Hucre canliligt orani(%) = - - — — x100
(kontrolgrubu hiicrelerin degerleri)

3.2.8. Apoptoz Testi

Farklilastirilmis ve farklilagtirllmamis PC12 hiicrelere uygulanmis olan kuersetin ve
diisiik seviyeli lazer tedavisini gruplarinda total apoptotik hiicrelerinin kantitatif analizi igin
Annexin V& Dead hiicre test kiti kullanilmistir. Biitiin gruplardaki hiicreler 350 ul tripsin-
EDTA ile kaldirilmis ve son konsantrasyon 5x10° hiicre/ml olacak sekilde %1 bovine serum
albimin (BSA) ve %1 fetal bovine serum (FBS) iceren tuzlu fosfat tamponu iginde
seyreklestirilmistir. Daha sonra 100 pl Annexin V ve 7-AAD karigimi ile 100 pl hiicre
stispansiyonu bir ependorf igerisinde karistiritlmis ve 30 dakika boyunca 37°C'de %5 CO2'
de inkiibe edilmistir. Muse Cell Analyser’da analiz edilmistir (Ru ve digerleri, 2019). Tiim

deneyler 3 kere tekrar edilmistir.

3.2.9. Canlilik Analizleri

Deney gruplarin ndronal hiicre 6liimii ve canlilig1 degerlendirmek i¢in Axiocam 208
kamera ekli ZEISS Axio Vert.Al invert mikroskop ile goriintiiler alinmistir. Goriintiiler 10X
bliyiitme oraninda alinmistir. Kiiltiir ortamina her bir kuyucuga propidium iyodiir (PI) (7.5

uM) ve hoecst (1 uM) boyalari ilave edilmistir (Aex 496 nm; Aem 516 nm). Elde edilen
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goriintiilerden ImageJ programiyla canli ve 6li hiicreler hesaplanmistir. Tiim deneyler 3
kere tekrar edilmigtir. Canlilik ve 6lii hiicre oranlar1 Canlilik ve 6lii hiicrelerin yiizde

hesaplamasi i¢in agagidaki formiillere gére hesaplanmaistir:

} canli hiicre sayist
%Canli hiicre orant = toplam hiicre sayzsleoo

%OLii hiicre orant = (6lii hiicre sayist)/(toplam hiicre sayisi)x100

3.2.10. Mitokondri Membran Potansiyeli

Uygulama yapilan hiicrelerdeki  mitokondriyal membran potansiyelindeki
degisiklikleri gostermek i¢in ve mitopotential assay kit kullanilmistir. Protokol kitinde
belirtilen sekilde negatif ve pozitif kontroller hazirlanmistir. MitoPotential Dye 1: 1000'1 1X
Assay Buffer ile seyrelterek MitoPotential caligma soliisyonunu hazirlanmigtir. Hiicreler
350 upl Tripsin-Edta ile kaldirilmistir. 100 pL hiicreye 95 plL MitoPotential calisma
soliisyonu eklenerek 20 dakika 37°C'de %5 CO2' de inkiibe edilmistir. inkiibeden sonra
hiicrelere 5 pL 7-ADD eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Muse Cell Analyzer’da analiz edilmistir (Ru ve digerleri, 2019). Tiim deneyler 3 kere tekrar

edilmistir.

3.2.11. Laktat Dehidrogenaz Aktivite Analizi

Farklilastirllmis  ve farklilastirilmamis PC12  hiicrelerine kuersetin  ve lazer
uygulamasindan 24 saat sonra sitoplazmik zarmn biitiinligiinii degerlendirmek i¢in LDH
aktivite analizi yapilmistir. Deney gruplarmin kiiltiir medyumlarindan ¢alisilmistir. LDH
kitinde belirtildigi protokol uygulanmistir. NADH’1in standart egrisi ¢izdirilerek deney
gruplarinin B miktarlar1 hesaplanmistir. Deney gruplarindan kiiltiir medyumlar1 alinarak
Substrate Mix ile karistirilarak 30 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilerek Mikro plate
okuyucuda 450 nm’de absorbans analizi yapilmistir (Ru ve digerleri, 2019). Tiim deneyler 3

kere tekrar edilmistir. LDH aktivitesi, asagidaki formiile gére hesaplanmaistir:
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LDH Aktivitesi = B x Ornek diliisyon faktiirii (Reaksiyon zamani)x V
B=T(final) ile T(initial) arasindaki NADH miktar1 (nmol)

V=kuyucuktaki toplam hacim (ml)

3.2.12. Real Time PCR (RT-PCR) Analizi

100 ng/ml NGF ile farklilagtirilmig PC12 hiicrelerinden olusan deney gruplarindaki
gen GAP-43 ve Synapsin | gen ekspresyonlarini incelemek i¢cin RT-PCR testi yapilmustir.
RNA izolasyonu i¢in Nucleospin RNA Plus kitinin protokoliine uygun sekilde
gerceklestirildi. Farklilagtirilan hiicrelerden deney gruplart olusturuldu. Kuyucuklardaki
medyumlar ortamdan uzaklastirildi. Her kuyucuga 350 ul lysis buffer uygulanip hiicreler
kaldirildi. Hiicreler gDNA removel columna alinarak 11000g’de 30 saniye santrifiij edilerek
genomik DNA uzaklastirildi. Siipernatantlar RNA purification column’lara alinarak 100 pl
binding solution eklendi ve 11000g’de 15 saniye santrifiij edilerek RNA’larin kolon
membranina baglanmasi gergeklestirildi. Her kolon 3 kere kitte bulunan yikama soliisyonu
ile yikandiktan sonra nanodrop cihazinda protein miktarlar1 kontrol edildi. RNA’dan
cDNA’ya ¢evirmek igin OneScript Plus ¢cDNA Synthesis Kit kullanildi. Protokolde
belirtilen karigim hazirlanarak kolonlara eklendi. 55°C’de 15 dakika, 85°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. Inkiibenin akabinde BlasTaq 2X qPCR MasterMix kiti kullanilarak pcr
analizi gergeklestirildi (Seven ve digerleri, 2020). Tiim deneyler 3 kere tekrar edilmistir.
Kullanilan primer dizileri Tablo 6’da verilmistir. GAPDH housekeeping gen olarak
kullanilmistir. Gen ekspresyonlar1 2”-delta delta CT yontemine ile hesaplandi (Bachman,
2013).

Tablo 6. Primer dizileri.

GAP-43 primeri: F: 5-GGAATAAGGATCCGAGGAGGAAAGGAG-3'
R: 5- CTTAAAGTTCAGGCATGTTCTTGGT-3'
Synapsin | primeri: F: 5-CAGGGTCAAGGCCGCCAGTC-3'
R: 5-CACATCCTGGCTGGGTTTCTG-3'
GAPDH primeri: F: 5-TCCCTCAAGATTGTCAGC-3'
(Housekeeping gen) R: 5-TCTTCTGAGTGGCAGTGAT-3'
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3.2.13. istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda tiim parametrelerin karsilastirilmasinda, verilerin normal dagilima
uydugu tespit edilginde en az iki grup arasinda herhangi bir farkliligin olup olmadigini test
etmek i¢in “tek yonlii varyans analizi” (one-way ANOVA) yontemi uygulanmis olup, en az
iki grup arasinda anlamli bir farkliligin tespit edildigi degerlerde post-hoc test olarak Tukey
testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik *, #, 7, +: p < 0,05, **, ##, ™M ++: p < 0,01, ***,
###, M, +++: p <0,001 seklinde ifade edildi. Degerlendirmelerde farkliligi p<0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Sayisal degerlerin tiimii aritmetik

ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Cogaltilmasi ve Farkhilastirilmasi

PC12 hiicreleri siispanse halde iken T-75 flaskta ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin canlilik
durumlarim1 takip etmek i¢in haftada 1 kere 1sik mikroskobunda ve HO/PI boya ile
fliioresans mikroskobunda goriintiileri alinmistir (Resim 3-4). PC12 hiicreleri farklilastirmak
icin 100 ng/ml NGF ile inkiibe edilen hiicrelerin 151k mikroskobunda goriintiileri alinmustir.

Alinan goriintiilerde PC12 hiicrelerinde farklilasma oldugu goriilmiistiir (Resim 5).

A)
V."-I." AAAAA I
B) ‘
A |
4 & G i (s
Resim 3. PCI12 hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri (10X) A; Diisik Yogunluk B;
Yiiksek Yogunluk.
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A B C
Resim 4. PC12 hiicrelerinin fliioresans mikroskobunda HO/PI goriintiileri (10X) A; PI

goriintiileri B; Hoest goriintiileri C; HO/PI merge.
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Resim 5. Farklilastirilmamis (A) ve farklilagtirilmis (B) PC12 hiicrelerinin 151k mikroskop

goriintiileri (10X). Kirmizi oklar NGF ile farklilagmis hiicreleri gostermektedir.
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4.2. Matrijel Oram

PC12 hiicreler siispanse 6zellikte olmasi nedeniyle plateler farkli oranlarda matrijel ile
ylizeyleri kaplanmustir. Yiizeyi kaplanan hiicreler 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO2' de
inkiibe edilmistir. Inkiibeden sonra hiicreler hoesct ile boyanip fliioresans mikroskobunda
canlilik goriintiileri alinarak plate ylizeyine tutunma oranlari karsilastirilmistir. En iyi

tutunma orani 1:50 oraninda oldugu tespit edilmistir.

4.3. Kuersetin ve Diisiik Seviyeli Lazer Dozunun Belirlenmesi

16 uM sisplatin uygulanan kemoterapi ile indiiklenmis periferik modeli olusturulan
farklilagtirilmis ve farklilastiritlmamis PC12 hiicrelerinden 6n deney ile kuersetin ve diistik
seviyeli lazer dozlar1 belirlenmistir. On deneylerde kuersetin igin 3, 10, 30, 100, 500 pM ve
diisiik seviyeli lazer dozu i¢in 0.25, 0.5, 1 J/cm? uygulanmistir. Uygulama yapilan gruplara
MTT testi ile hiicre canlilig1 analizi yapilmistir. Farklilastirilmis ve farklilastirilmamis PC12
hiicrelerindeki lazer doz belirleme sonuglarina gére 16 uM sisplatin ile model olusturulan
hiicrelere 0,5 ve 1 J/cm? lazer dozunun sadece model olusturulan grup arasinda istatistiksel
olarak hicbir fark olmadig1 ancak 0,25J/cm? lazer dozu ile arasinda énemli bir fark oldugu

saptanmustir (p<0.01). Bu sebeple lazer dozu 0,25 J/cm? segilmistir (Sekil 11-12).

16 uM sisplatin uygulanan kemoterapi ile indiiklenmis periferik modeli olusturulan
farklilagtirilmamis PC12 hiicrelerine uygulanan kuersetinin hiicre canliligi sonuglarina gore
3 uM kuersetin dozu ile sadece sisplatin ile model olusturulan grup arasinda 6nemli bir fark
oldugu bulunmustur (p<0.01). Ancak 10-30-100-500 pM kuersetin dozlar1 sisplatin ile
model olusturulan grup arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Ayrica 500 pM kuersetin
uygulanan hiicreler 151k mikroskobunda incelendiginde reaktif oksijen radikalleri olustugu

goriilmiistiir. Bu nedenle kuersetin dozu olarak 3 uM se¢ilmistir (Sekil 13).
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Deney Gruplan

Sekil 11. Farklilastirilmamis PC12 hiicre hattinda diisiik seviyeli lazer doz 6n denemeleri
(##; kontrol ile diger gruplar1 arasinda farklar (p<0,01), **; sisplatin ile diger gruplar
arasindaki farklar (p<0,01)).

W/NGF PC12 hiicreleri
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% Hucre Canlih@

Deney Gruplan

Sekil 12. 100ng/ml NGF ile farklilagtirilmig PC12 hiicre hattinda diisiik seviyeli lazer doz
on denemeleri (##; kontrol ile diger gruplari arasinda farklar (p<0,01), **; sisplatin ile

diger gruplar arasindaki farklar (p<0,01)).
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Sekil 13. Farklilagtirilmamis kuersetin doz 6n (##; kontrol ile diger gruplar: arasinda farklar
(p<0,01), **; sisplatin ile diger gruplar arasindaki farklar (p<0,01), ++; sisplatin+3
uM kuersetin ile diger kuersetin dozlari arasindaki farklar (p<0,01)).

4.4. Sisplatin ile Indiiklenmis Periferik Noropati Modelinde Kuersetin ve Diisiik

Seviyeli Lazer Kombine Tedavinin Hiicre Canlihg1 Analizi

16 uM sisplatin ile kemoterapi ile indiiklenmis periferik néropati modeli olusturulan
farklilasmis ve farklilasmamis PC12 hiicrelerine 6n deneylere belirlenen 3 uM kuersetin
uygulamasi yapilmigtir. Kuersetin uygulamasindan sonra hiicreler 0, 10, 20, 30, 40 dakika
37°C'de %5 COz2' de inkiibe edilmistir. Inkiibenin akabinde hiicreler 0,25 J/cm? lazere maruz
birakilmistir. 24 saat boyunca 37 ° C'de %5 CO2' de inkiibe edilmistir. Lazer uygulamasi
karanlikta ve plate’in 5 cm altindan uygulanmustir. 24 saatlik Inkiibeden sonra hiicre
canliligr yapilmistir. MTT sonuglarina gore kontrol grubuna uygulanan ve 6n deneylerle
belirlenen kuersetin, lazer dozlarinin ve ¢alismada kullanilan ¢oziiciilerin kontrol grubu ile
arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (Sekil 14). 100ng/ml NGF ile farklilagtirilmig
PC12 hiicrelerdeki kontrol grup ile sisplatin gruplar arasinda énemli bir fark bulunmustur
(p<0.01). Ancak sisplatin grubu ile kombine tedavi gruplart arasinda bir fark
bulunamamistir. (Sekil 15). Ancak farklilagtirllmamis PC12 hiicrelerinde kontrol grubu
sisplatin grubu ve kombine tedavi uygulanan grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunurken sisplatin grubu ve kombine tedavi uygulanan grup arasinda bir fark

bulunamamuistir (Sekil 16).
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Sekil 14. DSLT, kuersetin ve ¢oziiciilerin PC12 hiicrelerine etkisi.

Wo/NGF PC12 hiicreleri

-
N
o

g

80

60
40

1
r# br3s wE wE ¥
0

Kontrol sisplatin kombine kombine kombine kombine kombine
tedavi 1 tedavi 2 tedavi 3 tedavi 4 tedavi 5

% Hucre Canhhg

Deney Gruplan

Sekil 15. Farklilastiriilmamis PC12 hiicrelerinde uygulanan kombine tedavinin (3 uM que ve
0,25 J/cm? DSLT) hiicre canliligi iizerine etkisi. Kombine tedavi 1; 0. Dakika
kuersetin inkiibesi, kombine tedavi 2; 10. Dakika kuersetin inkiibesi, kombine tedavi
3; 20 dakika kuersetin inkiibesi, kombine tedavi 4: 30 dakika kuersetin inkiibesi,
kombine tedavi 5: 40 dakika kuersetin inkiibesi (##; kontrol ile diger gruplar
arasindaki farklar (p<0.01)).
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Sekil 16. 100ng/ml NGF ile farklilagtirtlan PC12 hiicrelerine uygulanan kombine tedavinin
(3 uM que ve 0,25 J/cm? DSLT) hiicre canlilig1 iizerine etkisi Kombine tedavi 1; 0.
Dakika kuersetin inkiibesi, kombine tedavi 2; 10. Dakika kuersetin inkiibesi, kombine
tedavi 3; 20 dakika kuersetin inkiibesi, kombine tedavi 4: 30 dakika kuersetin
inkiibesi, kombine tedavi 5: 40 dakika kuersetin inkiibesi (##; kontrol ile diger gruplar
arasindaki fark (p<0.01)).

4.5. Apoptoz Analizi

16 uM sisplatin ile indiiklenmis periferik néropati modeli olusturulan farklilasmis ve
farklilasmamis PC12 hiicrelerine 3 uM kuersetin ve 0,25 J/cm? uygulamas: yapilarak 24
saat boyunca 37°C'de %5 CO2' de inkiibe edilmistir. Inkiibenin akabinde Muse
apoptosis&dead Kitiyle analiz yapilmistir. Analiz sonuglarina gére hem farklilagtirllmamis
hem de farklilagtirilmig PC12 hiicrelerinde en fazla total apoptoz orani sisplatin grubu ve
kombine tedavi uygulanan grupta goriiliirken en diisiik total apoptoz ise kontrol grupta
goriilmiistiir (Sekil 17-18) (Tablo 7). Sisplatin+ que ve sisplatin+DSLT gruplarindaki total

apoptoz orani istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir.
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Sekil 17. 100ng/ml NGF ile farklilastirtlmis PC12 hiicre hattinin Annexin&dead analizi A)

deney gruplarinin apoptoz profilleri B) Deney gruplarinin total apoptoz oranlar1 (##;

kontrol ile diger gruplar arasindaki farklar (p<0.01), **

arasindaki fark 6nemli (p<0.01)).

sisplatin ile diger gruplar
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Sekil 18. Farklilagtirnlmamis PC12 hiicre grubunun Annexin&dead analizi. A) deney
gruplariin apoptoz profilleri B) Deney gruplarinin total apoptoz oranlar1 (##; kontrol
ile diger gruplar arasindaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile diger gruplar arasindaki
farklar (p<0.01)).
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Tablo 7. Deney gruplarin total apoptoz degerleri.

PC12 Hiicreleri

Deney Gruplari Farkhlastirilmamis Hiicreler Farkhlastirilmis Hiicreler
Kontrol 0,595+0,213 0,765+0,178
Sisplatin 46,504£8,246 24,210+2,189
Sisplatin + que 20,750+7,475 10,725+0,917
Sisplatin + DSLT 25,175+0,125 17,325+3,115
Sisplatin + que + DSLT 48,764+2,128 29,875+2,149

4.6. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Analizi

16 uM sisplatin ile kemoterapi ile indiiklenmis periferik néropati modeli olusturulan
farklilasmis ve farklilasmamis PC12 hiicrelerine 3 pM kuersetin ve 0,25 J/cm? uygulamasi
yapilarak 24 saat boyunca 37°C %5 CO2'de inkiibe edilmistir. Inkiibenin akabinde Muse
Mitopotential Kitiyle analiz yapilmustir (Sekil 19-20) (Tablo 8). Farklilagtirllmamis ve
farklilastirilmis PC12 hiicrelerinde en fazla total depolarize sisplatin grubu ve kombine
tedavi grubunda, en diisiik ise kontrol grubunda oldugu bulunmustur. Farklilagtirilmamis
PC12 hiicrelerinde sisplatin+3 uM kuersetin grubu ile sisplatin+0,25J/cm? grubu arasinda ve
sisplatin grubu ile kombine tedavi grubu arasinda kayda deger bir fark bulunmamustir.
Ancak sisplatin grubu ile sisplatin+3 uM kuersetin ve sisplatin+0,25J/cm? gruplar1 arasinda
onemli bir fark saptanmistir (Sekil 19) (Tablo 8). Farklilagtirilmig PC12 hiicrelerinde ise
total depolarize de tiim deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark oldugu goriilmiistiir

(p<0.01) (Sekil 20) (Tablo 8).
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Sekil 19. Farklilagtirilmamigs PC12 hiicre grubunun Mitopotential analizi. A) Deney
gruplarin cell healthy profilleri B) deney gruplarin total depolarize oranlari (##;
kontrol ile diger gruplar arasindaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile diger gruplar
arasindaki farklar (p<0.01)).
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Sekil 20. 100ng/ml NGF ile farklilastirilmig PC12 hiicre grubunun Mitopotential analizi. A)
Deney gruplarin cell healthy profilleri B) deney gruplarin total depolarize oranlar1 (##;
kontrol ile diger gruplar arasindaki fark (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi uygulamalari
arasindaki fark(p<0.01), ++; sisplatintDSLT ile diger uygulamalar arasindaki fark
(p<0.01), ™; sisplatint+que ile diger uygulamalar arasindaki fark (p<0.01)).
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Tablo 8. Deney gruplarinin total depolarize degerleri.

PC12 Hiicreleri
Deney Gruplari Farkhlastirilmamis Hiicreler Farkhlastirilmis Hiicreler
Kontrol 3,208+0,292 6,033+1,227
Sisplatin 68,788+1,271 44,312+0,751
Sisplatin + que 60,121+0,054 26,750+1,161
Sisplatin + DSLT 54,833+1,550 35,125+1,410
Sisplatin + que + DSLT 74,850+3,525 51,017+1,224

4.7. Fliioresans Goriintiileri

PC12 hiicre hattindaki deney gruplarin ndéronal hiicre Olimii ve canlilig
degerlendirmek icin HO/PI boyamasi yapilarak Axiocam 208 kamera ekli ZEISS Axio
Vert.Al invert mikroskop ile goriintiiler alinmistir. Gortintiiler 10X biiylitme oraninda
alinmigtir (Resim 6). Analiz sonuglarina gore %canli hiicre oran1 en fazla kontrolde
goriiliirken en distik ise sisplatin ve kombine tedavi gruplarinda goriilmiistiir (Tablo 9).
Sisplatin+3 uM ve sisplatin+0,25J/cm? gruplar1 sisplatin grubundan daha fazla canl hiicre
oran1 oldugu saptanmustir. Istatiksel olarak sisplatin ve kombine tedavi gruplar1 arasinda
kayda deger bir fark bulunmamustir. Ancak diger gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (Sekil 21a). Yiizde 6lii hiicre oraninda ise en diisiik kontrol grubunda, en

yiiksek ise sisplatin ve kombine tedavi grubunda oldugu saptanmistir (Sekil 21b).

Kontrol Grubu

Sisplatin Grubu Sisplatin+que Grubu

Sisplatin+DSLT Grubu  Sisplatin+que+DSLT Grubu
Resim 6. Deney gruplarinin HO/PI boyast ile fliioresans mikroskop gérintiileri (10X) Yesil

oklar 6lii hiicreleri gostermektedir.
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Tablo 9. Deney Gruplarimin HO/PI degerleri.

Farkhlastirnlmamis Hiicreler PC12 Hiicreleri

Deney Gruplar: %Olii Hiicre % Canl Hiicre
Kontrol 16,089+5,196 83,818+5,111
Sisplatin 90,617+1,531 9,383+1,531
Sisplatin + que 52,166+1,665 47,834+1,665
Sisplatin + DSLT 51,429+1,064 48,571+1,064
Sisplatin + que + DSLT 91,2344+0,915 8,766+0,915

A)

B)

Wo/NGF PC12 hiicreler
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Sekil 21. HO/PI boyasi ile fliloresans mikroskobunda goriintiileri alinmis deney gruplarin

%canli ve oli hiicre oranlart A) %canli hiicre oran1 B) %0lii hiicre orani1 (##; kontrol

ile diger gruplar arasindaki farklar (p<0.01), **
arasindaki farklar (p<0.01)).

3

sisplatin ile tedavi uygulamalari
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4.8. Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi Analizi

Farklilastirilmis ve farklilastirilmamis PC12  hiicrelerine 16 pM sisplatin ile
indiiklenmis periferik néropati modeli olusturulduktan 24 saat sonra 3 uM kuersetin ve 0,25
Jiem? uygulamas: yapilarak 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO2' de inkiibe edilmistir.
Inkiibeden sonra gergeklestirilen analiz sonucunda elde edilen NADH standart egrisi
yardimiyla Ornekler icerisindeki NADH miktarina bagli olarak orneklerdeki laktat
dehidrogenaz aktivitesi belirlenmis ve hesaplamalar gergeklestirilmistir (Sekil 22) (Resim
7). Hem farklilastirilmis hem de farklilagtirilmamis PCI12 hiicrelerinde en fazla LDH
aktivitesi sisplatin ve kombine tedavi gruplarinda goériilmiistiir (Tablo 10). En diisik LDH
aktivitesi kontrol grupta oldugu saptanmustir. Istatiksel olarak sisplatin ve kombine tedavi
gruplar1 arasinda kayda deger bir fark goriilmemesine ragmen bu gruplar sisplatin+que ve

sisplatin+DSLT gruplar1 arasinda dnemli bir fark oldugu gorilmiistiir (Sekil 23-24).

NADH Standart Egrisi
y =0,066x + 0,0959

1 R?=0,9952

OD (450 nm)

0 2 4 6 8 10 12 14
NADH (nmol)

Sekil 22. NADH standart egrisi.
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Resim 7. NADH kolorimetrik 6l¢tim plate A; 0 (Blank) nmol, B; 2.5 nmol, C; 5.0 nmol,
D;7.5 nmol, E; 10.0 nmol, F; 12.5 nmol, G; pozitif kontrol.

Tablo 10. Deney gruplarimin LDH aktivite degerleri.

PC12 Hiicreleri
Deney Gruplari Farkhlastirlmamis Hiicreler Farkhlastirilmis Hiicreler
Kontrol 23,721£1,394 43,15742,051
Sisplatin 62,821+£8,245 87,838+8,116
Sisplatin + que 38,410+£7,611 70,704+7,100
Sisplatin + DSLT 42,463+10,106 64,976+6,426
Sis+que +DSLT 60,476+13,928 90,784+10,583

Wo/NGF PC12 hiicreleri

70 # #
T
60
50 #*
fi #*
§ 40
z
™
x 30
=]
-
20
10
0
Kontrol Sisplatin SisplatinsDSLT Sisplatinique Sisplatinique DSLT
Deney Gruplan

Sekil 23. Farklilastirilmamis PC12 hiicrelerin LDH analiz sonuglar1 (#; kontrol ile diger
gruplar arasindaki farklar (p<0.05), *; sisplatin ile tedavi uygulamalari arasindaki
farklar (p<0.05)).
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Sekil 24. Farklilastirtlmis PC12 hiicrelerin LDH analiz sonuglar1 (##; kontrol ile diger
gruplar arasindaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi uygulamalar1 arasindaki
farklar (p<0.01),

4.9. RT-PCR

PC12 hiicrelerin NGF ile farklilasmay1 gozlemlemenin yani sira farklilagmis ve
sisplatin ile indiiklenmis periferik ndropati modeli olusturulan PC12 hiicrelerine tedavi
amacli uygulanan kuersetin, diisiik seviyeli lazer tedavisinin GAP-43 ve Synapsin | genleri
tizerine etkisini belirlemek i¢in RT-PCR analizi yapilmistir (Tablo 11). Elde edilen sonuglar
27-deltadeltaCT yontemi ile hesaplandi. Analiz sonucunda NGF ile farklilagtirilan
hiicrelerinin  farklilastirilmayan hiicrelere kiyasla GAP-43 ve Synapsin | gen
ekspresyonlarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.01) (Sekil 25). NGF ile farklilastirilan PC12 hiicre deney gruplarinin RT-
PCR analizi sonuglar1 16 puM sisplatinin hem GAP-43 hem de Synapsin | genlerinin
ekspresyonlarint onemli Olgiide azalttigimi gostermektedir (Sekil 26-27) (p<0.01). Ayrica
sisplatin+que ve sisplatintDSLT deney gruplar sisplatin grubu ile karsilagtirildiginda GAP-
43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarinin daha yiiksek ifade edildigi saptanmustir. (p<0.01).
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Sekil 25. PC12 hiicrelerinde GAP-43 ve Synapsin | genlerinin ekspresyonu (**: p<0.01).
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Sekil 26. Farklilagtirilmig PC12 hiicre deney gruplarinin GAP-43 gen ekspresyonu (##;
kontrol ile diger gruplar arasindaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi
uygulamalar arasindaki farklar (p<0.01), ++; sisplatin+DSLT ile diger uygulamalar

arasindaki farklar (p<0.01), *; sisplatin+que ile diger uygulamalar arasindaki farklar

(p<0.01)).
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Sekil 27. Farklilastirilmis PC12 hiicre deney gruplarinin Synapsin | gen ekspresyonu (##;
kontrol ile diger gruplar arasindaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi
uygulamalar arasindaki farklar (p<0.01), ++; sisplatin+DSLT ile diger uygulamalar
arasindaki farklar (p<0.01), **; sisplatin+que ile diger uygulamalar arasindaki farklar

(p<0.01)).

Tablo 11. Deney gruplarin GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonlari

GAP-43
Deney Gruplan Farklilastirilmis Hiicreler Farkhlastirimamis Hiicreler
Kontrol 1,913+0,173 0,500-+0,000
Sisplatin 0,853+0,019
Sisplatin + que 2,040+0,040
Sisplatin + DSLT 1,593+0,253
Sisplatin + que + DSLT 0,200+0,012
Synapsin |
Deney Gruplan Farkhlastirlmamis Hiicreler Farkhlastirlmamis Hiicreler
Kontrol 1,533+0,393 0,567+0,033
Sisplatin 0,533+0,088
Sisplatin + que 1,700+0,000
Sisplatin + DSLT 1,467+0,067
Sisplatin + que + DSLT 0,367+0,088
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5. TARTISMA

Sisplatin ile indiiklenen periferik noropati modelinde kuersetinin ve diisiik seviyeli
lazer kombine tedavisinin farklilagtirilmamis ve NGF ile farklilagtirilmis PC12 hiicrelerde
meydana gelen hasarin ne 6l¢iide oldugunu belirten ¢alismalar oldukga sinirlidir. Sisplatin
ile indiiklenen periferik ndropatinin tedavisi ilgili yapilan ¢aligmalarda kuersetin ve diisiik

seviyeli lazer tedavisi tek basina uygulanarak tedavinin etkinligi incelenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, farklilasmamis ve NGF ile farklilastirilmis PC12 hiicrelerinde
sisplatin ile indiiklenmis periferik noropati modeli olusturulmustur. Model olusturulan

gruplarda kuersetinin ve diisiik seviyeli lazer tedavisinin etkileri arastirilmistir.

Sigcan bobrek {istii kokenli PC12 hiicre hattina sinir biiytime faktorii uygulandiginda
hiicreler farklilagmaktadir. Wiatrak ve digerleri (2020) yaptiklar1 ¢alismada PC12 hiicre
hattina 50 ng/ml ve 100 ng/ml sinir bliylime faktorii uygulamis ve 3 ile 7 giin arasinda
olmak iizere farkli zamanlarda inkiibe etmislerdir. Norit biiyltime analizleri sonucunda en 1yi
norit biiyiimenin 100 ng/ml NGF uygulanmis hiicrelerde oldugunu saptamislardir. Ayrica
100 ng/ml NGF uygulamanin 3. giinlinden itibaren farklilagmanin basladigin1 ve 7. giinde
tamamlandigini bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda 50 ng/ml ve 100 ng/ml NGF uygulanmis
hiicreler 3 ile 7 giin arasinda inkiibe edilmistir. Canlilik analizlerine gére 100 ng/ml NGF
uygulamanin 3. giiniinde farklilagmanin basladigi ve canlilik/6liim oraninin diger giinlerle
karsilagtirildiginda daha diisiik oldugu goriildii. 50 ng/ml NGF uygulanmig hiicrelerde
farklilagmanin daha zaman aldig1 ve norit uzantilarinin daha kisa oldugu belirlenmistir.
Ayrica, sinir bliylime faktorii (NGF) PCI12 hiicrelerinde noronal biiylimeyi ve geligsmesini
kontrol eden GAP-43 ve Synapsin | gen ekspresyonlarinda artisa sebep olmaktadir
(Dasgupta ve digerleri, 2012; Zhong ve digerleri, 2019). GAP-43 ve Synapsin | genlerinde
ekspresyon artist PC12 hiicrelerinde ndronal yapinin bagsarili bir sekilde olustugunun

gostergesidir (Das ve digerleri, 2004).

Calisma sonucumuzda 100 ng/ml NGF uygulanan hiicreler 151k mikroskobu altinda
incelenediginde norit uzantilarin 3.glinde olustugu goriildi. Farklilastirilan hiicreler ile NGF
uygulanmayan hiicrelere kiyasla daha fazla GAP-43 ve Synapsin 1 genlerinde
ekspresyonlarinda artisa sebep oldugu bulunmustur. Bu sonuglar literatiir ¢alismalariyla

paralellik gostermektedir.
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Sisplatin gibi platin bazli kemoterapotik ajanlarin kullanimi kanser tedavisinde
yaygindir. Ancak bu kemoterapotik ajanlarin periferik sistemde kisinin yasam kalitesini
diisiiriicii yan etkiler goriilmektedir. Kemoterapi ile indiiklenen periferik néropati (KIPN),
tipik olarak distal ekstremitelerde ortaya ¢ikan ve en uzun aksonlara sahip ndéronlarin artan
hassasiyetini gosteren parestezi, uyusma, yanma agrisi, sicaklik duyusu kaybi ve tendon
reflekslerinin kaybr gibi simetrik semptomlarla iliskilidir. Belirtiler once parmaklarda
“corap ve eldiven” dagilimi ile baglayarak ilerleyen sathalarda kollara ve bacaklara
dagilimmi takip eder (Acklin ve Xia, 2021). Sisplatin tedavisi alan hastalarin yaklasik
olarak %84’un de bu belirtiler goriilmektedir. Ancak KiPN’in patofizyolojisi sisplatin
dozuna ve uygulama siiresine baghdir (Ezzi ve digerleri, 2019). Sisplatin, mono eklenti
olarak DNA yapisina g¢apraz baglanarak DNA replikasyonunu inhibe ederek sitokin
salimimlarinin artmasina ve apoptoz yolaklarmin aktive olmasina neden olmaktadir. Bu
sebeple hiicrede mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres artist goriilmektedir.
Sisplatin, néronal kokenli hiicrelerde ototoksisiteye, miyelotoksiteye, nefrotoksisiteye sebep

olmaktadir (Cavaletti ve digerleri, 2014; Carozzi ve digerleri, 2015).

In vivo caligmalar hiicre diizeyinde platin bazli anti kanser ilaglarimin birikimini ve
dagilimini analiz etmek i¢in uygun degildir. Bu sebeple in vitro (DRG néronlari, PC12 ve
(SH)-SYSY hiicre hatlar1) ¢alismalar KIPN’in molekiiler analizi i¢in uygun oldugunu
gosteren c¢alismalar mevcuttur (Chua ve Kroetz, 2017; Leisengang ve digerleri, 2018).
Ayrica PC12 hiicre hattt sinir biliylime faktori (NGF) uygulandiginda hiicrelerde
farklilasmaya sebep olarak ndron yapisina donmektedir. Bu sebeple KIPN caligmalarinda
PC12 hiicre hatt1 hem primer olarak hem de NGF uygulanarak noron hiicre olarak da tercih
edilmektedir. Bu hiicrelerde sisplatin ile indiikklenmis periferik noéropati modelinin
olusturulmasinin belirtisi hiicre canliliginin ortalama olarak %40-60 arasinda olmasidir.
Ferreira ve digerleri (2016) yaptiklar1 ¢calismada PCI12 hiicre hatlarna 1, 5, 10, 20, 50 ve
100 puM sisplatin dozlarint uygulamiglardir. Sitotoksisite sonuglarina gére 10 uM sisplatin
dozundan itibaren 6nemli dl¢iide hiicre canliliginda diisme oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
1 ve 5 uM sisplatin dozlarinda mitokondriyal disfonksiyona sebep olmadigin
belirtmislerdir. Benzer sekilde Klein ve digerleri (2007), PCI12 hiicrelerinde, norit
olusumunu istatistiksel olarak farkli sisplatin konsantrasyonlarinin norit biiylimesini
azaltmada en biiylik etkinin 10 uM konsantrasyonda elde ettigini gostermislerdir. Bu
sebeple NGF uygulanmis ve uygulanmamis PC12 hiicre hattinda KIPN modelinin
olusturulmasi i¢in 16-32 uM sisplatinin 24 saat 37 °C, %5 CO2 ortaminda inkiibe edilme
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protokolii genel olarak tutarli sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2015; Li
ve digerleri, 2019; Mendonca ve digerleri, 2009).

Bu tez ¢alismasinda farklilagtirilmamis ve NGF ile farklilagtirilmig PC12 hiicrelerinde
KIPN modelini olusturmak igin 16 uM sisplatin dozu kullanilmis ve 24 saat 37 °C, %5 CO2
ortaminda inkiibe edilmistir. Hiicre canliligi test sonucglarina gore hiicre canliligi %60
oraninda diisme oldugu gosterilmistir. Bu diisiis ile KIPN modelinin basarili bir sekilde

olusturulmustur. Bu sonuglar literatiir caligma sonuglarina gore paralellik gostermektedir.

Arastirmalar, dogrudan DNA’ya eklenti yapilar olusturan sisplatinin hiicrelerde
mitokondriyal disfonksiyona ve aksonal hasara yol agan mekanizmalar1 gostermislerdir
(Jaggi ve Singh, 2012). Zhang ve digerleri (2019) farklilastiritlmamig PC12 hiicrelerine 10
uM sisplatin uyguladiktan 24 saat sonra flow sitometrede mitokondriyal membran
potansiyeli ve apoptoz analizlerini yapmislardir. Calisma sonuglarina gore mitokondriyal
membran potansiyelinde kontrol grubunda %0,77 iken 10 uM sisplatin uygulanan grupta
%19,36 oldugunu gostermislerdir. Ayrica apoptoz analizde total apoptozun kontrol
grubunda %2,83, 10 uM sisplatin grubunda ise %20,25 oldugunu belirtmislerdir. Rodriguez
ve digerleri (2021), 100 ng/ml NGF ile PCI12 hiicre hattim1 farklilastirmiglardir.
Farklilagtirdiklar1 hiicrelere 0.001 pM-100 pM sisplatin  dozlarmi uygulamislardir.
Uyguladiklar1 gruplarda flow sitometre ile apoptoz analizini ger¢eklestirmislerdir. Kontrol
grubunda %20, 16 uM sisplatin uygulanan grupta %42 total apoptoz orant oldugunu

gostermislerdir.

Bu tez calismasinda farklhilastirilmis ve farklilastirilmamis PCI12  hiicrelerine
uygulanan 16 uM sisplatin grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda total apoptoz ve total
depolarize oranlar1 arasinda Onemli bir fark bulunmaktadir. Farklilagtirllmamis PC12
hiicrelerinde kontrol grubunda %5, 16 uM sisplatin uygulanan grupta %70 ve 100 ng/ml
NGF ile farklilastirilan PC12 hiicrelerinde kontrol grubunda %6,03, 16 uM sisplatin
uygulanan grupta ise %44,63 total depolarize oranlari bulunmustur. Total apoptoz analiz
sonuglarina gore farklilasgtirllmamig PC12 hiicrelerinde kontrol grubu %3, 16 pM sisplatin
uygulanan grupta %46, 100 ng/ml NGF ile farklilagtirllan PC12 hiicrelerinde kontrol
grubunda %2, 16 uM sisplatin uygulanan grupta %26 total apoptoz oranlar1 saptanmustir.
Calisma sonugclar1 sisplatinin hem primer hem de ndron hiicreler {izerinde programlanmis
hiicre 6liimii olan apoptoza ve mitokondri membran potansiyelinin artigina neden oldugunu

gostermektedir.
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Sisplatin kaynakli periferik néropatide mitokondriyal ve genomik DNA'nin hasarina
neden olmaktadir. Ancak kesin mekanizma net olarak belli degildir (Carozzi ve digerleri,
2010). In vivo calismalarinda sisplatin uygulanan gruplarda siyatik sinirin histolojik
analizlerle aksonal dejenerasyonu gozlemleyen calismalar mevcuttur (Boehmerle ve
digerleri.,2014). Sisplatin tarafindan indiiklenen aksonal dejenerasyon, norit biiyiimesinin
inhibisyonu ile in vitro olarak gosterilmistir (Klein ve digerleri, 2007). PC12 hiicrelerinde,
mitokondriyal hasara veya apoptoza neden olamayan ¢ok diisiik bir sisplatin konsantrasyonu
tarafindan indiiklenir, ancak NGF tarafindan indiiklenen aksonal plastisiteyi kontrol eden
GAP-43 ve Synapsin | gibi aksonal proteinleri asag1 regiile etmektedir (Ferreira ve digerleri,
2016). Ayrica in vitro olarak sisplatin ile indiiklenen periferik noropatide NGF'nin, DNA
eklenti olusumunu azaltmada ve ndronal apoptozu inhibe ettigi de gosterilmistir (Aloe ve

digerleri, 2000).

Bu tez caligmasinda, 100 ng/ml NGF ile farklilastirilan PC12 hiicrelere 16 uM
sisplatin uygulanarak periferik noéropati modeli olusturulmustur. Model olusturulan
hiicrelerde GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarinda onemli 6lgiide azalma oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar 16 uM sisplatinin ndronal biiylimeyi ve gelismeyi inhibe ettigini

gostermektedir.

Platin bazli anti kanser ilaglar1 dolayli yoldan membran hasarina sebep olmaktadir. Bu
ilaclar hiicrede Na+/K+ degistiricinin aktivitesi azaltarak mitokondriyal DNA eklentileri,
elektron tasima zincirinin proteinlerine zarar vermektedir ve boylece oksidatif stresi ve
H202 salinimini artirirlar (Areti ve digerleri, 2014). H202, ROS olusumuna neden olur ve
noronu demiyelinize eder; ROS, p53 ve Bax salinimina neden olarak néronal apoptoza yol
acar (Salvemini ve digerleri 2011). Ferreira ve digerleri (2016) 100 ng/ml NGF ile
farklilastirilmis PC12 hiicrelerini farkli sisplatin konsantrasyonlar1 uygulayarak periferik
noropati modelini olusturmuslardir. Sitoplazmik zarin biitiinliigliniin kaybini1 gosteren laktat
dehidrogenaz enziminin salinmasini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda sisplatin
uygulanmis gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda LDH aktivitesinde artma oldugunu

saptamiglardir.

Bu tez calismasmmin LDH analiz sonuglarina gore en fazla LDH miktar1 sisplatin
uygulanan grupta oldugu ve sisplatinin hem farklilasmamis hem de NGF ile farklilastirilmis
PC12 hiicrelerinde sitoplazmik zarm biitiinliigiiniin kaybina neden oldugu goriilmiistiir.

Literatiir calismasina paralellik gostermektedir.
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Sisplatin, hiicresel hasarda rol oynayan siiper oksit anyonlari, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri {iretir, bu da antioksidan tedavinin sisplatin toksisitesine kars1 yararl
olabilecegini diisiindiirmektedir (Masuda ve digerleri, 1994; Santos ve digerleri, 2007).
Kuersetin, potansiyel bir noroprotektif bilesik olarak kabul edilir. Son zamanlarda yapilan
calismalar, in vitro ve in vivo olarak norodejenerasyon lizerinde bazi yararli etkileri
oldugunu ortaya koymustur (Chen ve digerleri, 2015). Kuersetin, oksidatif stres faktorlerine
kars1 in vitro koruyucu bir etki gosterir (Heo ve Lee, 2004), hiicre sagkalimini artirir (Sasaki
ve digerleri, 2003) ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) (Smith ve Luo, 2003), DNA hasarin1
(Silva ve digerleri, 2008) ve noroinflamasyonu (Kraus ve digerleri, 2007) azaltmaktadir. Ek
olarak, ¢esitli in vivo modellerinde, kuersetin motor fonksiyonunu iyilestirir (Schiiltke ve
digerleri, 2003), iltihab1 azaltir (Kumar ve digerleri, 2008), oksidatif stresi azaltir (Lu ve
digerleri, 2006) ve noronal hiicre 6liimiinii baskilar (Pu ve digerleri, 2007). Bununla birlikte,

akson yeniden biiyiimesi tizerindeki etkileri biiyiik 6l¢tide bilinmemektedir.

Kuersetin ’in sisplatin ile indiiklenen periferik néropati’yi dnleyici ve néron koruyucu
oldugunu gdosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak kuersetin’in sisplatin ile indiiklenen
periferik noropati tedavisinde kullanildigini dair ¢alismalar kisithidir. Azevedo ve digerleri
(2013), Schwingel ve digerleri (2014) yaptiklart in vivo c¢alismalarda oksiplatin ile
indiiklenmis periferik noropati de kuersetin, von frey testi, histopatolojik analiz,
immiinohistokimya analizleri ile yaglarin yiikseltgenmesi sonucu bozulmasi olan lipid
peroksidasyonunu ve tirozin nitrosilasyonunu onlendigini gostermislerdir. Benzer sekilde
mast hiicrelerinde olusturulan paklitaksel ile indiiklenmis periferik noéropati modelinde
norolojik agriy1 iyilestirilerek néron koruyucu oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir

(Gao ve digerleri, 2016).

Noron hiicrelerinde kuersetin doza ve inkiibasyon siiresine bagli olarak GAP-43 gen
ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Bu ekspresyon artisiyla norit uzantilar
tetiklenmektedir (Chen ve digerleri, 2015). Kuersetin norit uzantilarini tetiklemenin yani
sira noron koruyucu olarak PCI12 hiicreleri gibi néron hiicrelere uygulandiginda hiicre
canliligininda artisa ve LDH miktarinda azalmaya neden olmaktadir (Bao ve digerleri,

2017).

Bu tez calismasindasinin 6n deneyinde 16 pM sisplatin ile KIPN modeli olusturulan
gruplara tedavi amagli 3- 10- 30- 100-500 uM kuersetin uygulanmistir. Canlilik analizlerine
gore 3 uM kuersetin dozunun KiPN tedavisinde uygun olduguna karar verilmistir. Ayrica

500 uM yiiksek kuersetin dozlarinda hiicreler arasinda ROS yapilarinin olustugu
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goriilmiistiir. KIPN modeli olusturulmus ve 3 uM kuersetin uygulanan gruplar sadece
sisplatin ile model olusturulan gruplar ile karsilastirildiginda hiicre canliliginda artis,
apoptoz, mitokondriyal membran potansiyeli, laktat dehidrogenaz aktivite analizlerinde
azalmalar  gorlilmiistir. Kuersetin’in  sitoplazmik zar Dbitiinligini  iyilestirdigi,
mitokondriyal disfonksiyonunu ve programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozu engelledigi
bulunmustur. 100 ng/ml NGF ile farklilagtirilan PC12 hiicrelerinde sisplatin ile periferik
ndropati modeli olusturulan hiicre gruplara tedavi olarak uygulanan kuersetin’in néronal
biiyiimeyi kontrol eden GAP-43 ve Synapsin | genleri ekspresyonlarinda artisa sebep oldugu
goriilmiistiir. Kuersetinin néronal bilyiimeyi olumlu olarak etkiledigi i¢in KIPN tedavisinde

etkin oldugu saptanmustir.

Fotobiyomodiilatér olarak bilinen diisiik seviyeli lazer tedavi yara iyilesmesinde,
inflamatuar da azalmada ve agri tedavisinde kullanilmasinin yani sira kemoterapi ile
indiiklenmis periferik noropati semptomlarini minimalize etmekte de kullanilmaktadir.
Diisiik seviyeli lazer tedavinin temel mekanizmasi hala daha net bir sekilde acikliga
kavusturulamamustir (Robijns ve digerleri, 2017). Rosso ve digerleri (2018), DSLT de 600-
780 nm arasindaki dalga boylar1 ndronal ve aksonal biiylimede daha fazla etkili oldugunu
belirtmislerdir. Medalha ve digerleri (2012), ¢alismalarinda 660 ve 808 nm, Barbosa ve
digerleri (2010), calismalarinda 660 ve 830 nm, Gigo ve digerleri (2010) ¢alismalarinda 660
ve 780 nm dalga boylarini karsilastirdiklarinda 660 nm ’nin nérondaki fibere ve aksona
biiyiime konusunda daha fazla etkili olduklarini belirtmislerdir. Buchaim ve digerleri (2015)
660 nm dalga boyu, 30 mW enerji ¢ikis1 ve 4 Jicm? diisiik seviyeli lazerin vagus sinir
rejenerasyonunu arttirdigini belirtmislerdir. Takhtfooladi ve digerleri (2015) ¢aligmalarinda
685 nm dalga boyu, 15 mW enerji cikis1 ve 3 J/cm? diisiik seviyeli lazerin siyatik sinir
hasarinin tedavisinde etkili oldugunu gostermislerdir. Ancak siyatik sinir hasarinda 808 nm
dalga boyu, 3-8 J/cm? enerji dozu diisiik seviyeli lazer tedavisinin morfolojik ve fonksiyonel
olarak iyilesme goriiliirken ayn1 zamanda GAP-43 gen ekspresyonlarinda da artigsa sebep
oldugunu gosteren calismalar da bulunmaktadir. (Wang ve digerleri, 2014). GAP-43,
noronal biiyiime sirasinda yiiksek seviyelerde eksprese edilir ve rejenerasyon siirecindeki
periferik sinirlerde bulunur (Xu ve digerleri (2008). Meiri ve digerleri (1986), in vivo
caligsmalarinda 3 hafta boyunca DSLT uygulanan periferik sinirlerin rejenerasyon siirecinde
GAP-43 gen ckspresyonlarinda artis oldugunu bulmuslardir. Ayrica in vitro ¢alismalarda
660 nm diisiik sevyeli lazer dalga boyunun fibroplastlarda biiylime faktorlerinin {iretimini

arttirdigimi (Yu ve digerleri, 1994) ve 632,8 nm dalga boylarmin da kiiltiirlenmis
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fibroplastlarin miyofibroblastlara doniistiirdiigii  bilinmektedir (Pourreau-Schneider ve
digerleri, 1990). Hsieh ve digerleri (2016), oksiplatin ile indiiklenmis periferik noropati olan
hasta gruplara ve in vivo olarak enerji yogunlugu 7,5 J/cm? 780 nm diisiik seviyeli lazer
tedavisi uygulamistir. Analiz sonuclarina gore gruplardaki norotoksik semptomlarda 6nemli
Ol¢iide iyilesme oldugunu belirtmistir. Sadece oksiplatin uygulanan grup ile oksiplatin ve
DSLT uygulanan gruplar karsilagtirildiginda davranigsal testler ve duyu testlerinde 6nemli
fark oldugunu gostermislerdir. Ayrica diisiik seviyeli lazer tedavisinin DRG hiicrelerinde

TRPMBS proteinin asir1 ekspresyonunu baskiladigini belirtmiglerdir.

Bu tez calismasmin 6n deneyinde 16 pM sisplatin ile KIPN modeli olusturulan
farklilastirllmamis ve farklilastirilmigs PC12 hiicre gruplarina 670 nm ve enerji yogunlugu
olarak 0,25-0,5-1 J/icm? diisiik seviyeli lazer uygulanmustir. 0,5-1 J/cm? enerji
yogunluklarinin KIPN’in tedavisinde yeterli olmadigi saptanmistir. Bu sebeple calismada
0,25 J/cm? enerji yogunlugu segilmistir. Farklilastirilmamus ve farklilastirilmis PC12 hiicre
gruplarinda KIPN modeli olusturulmus ve 0,25 J/cm? enerji yogunlugu uygulanmis olan
grup ile sadece sisplatin uygulanan grup karsilastirildiginda hiicre canliliginda artis
goriilmiistiir. Ayrica apoptoz da mitokondriyal membran potansiyelinde ve sitoplazmik zar
biitiinltiglinli gosteren LDH aktivite miktarinda azalma saptanmustir. Farklilagtirilmamis ve
farklilastirilmis PC12 hiicrelerinde model olusturulan gruplara uygulanan DSLT nin néronal
biiyiimeyi ve gelismesini kontrol eden GAP-43 ve Synapsin I genlerinin ekspresyonlarinda
artisa sebep oldugu gériilmiistiir. Bu da KIPN modelinde DSLT’nin néronal biiyiimeyi
tetikleyerek etkin tedavi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Kuersetin ve diisiik seviyeli lazer kombine tedavi c¢alismalar1 diyabetik periferal
ndropati tizerine yogunlasilmistir (Ahmed ve digerleri, 2018; Aboud ve digerleri, 2015).
Ancak, kemoterapi ile indiikklenmis periferik noéropatide kuersetin ve diisiik seviyeli lazer
tedavisinin kombine tedavisi ile ilgili ¢alismalar oldukca kisithdir. Ahmed ve digerleri
(2018) yaptiklar1 in vivo diyabetik noropati ¢alismasinda tedavi olarak hem kuersetin hem
de 632,8 nm dalga boyu ve 6,36 J/cm? enerji dozu diisiik seviyeli lazer kullanmislardir.
Calisma sonugclarina gore kuersetinin ve diisiik seviyeli lazer kombine tedavisinin diyabetik
noropati modelinde etkili oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde Aboud ve digerleri
(2015), 25 mg/kg kuersetin ve dalga boyu 632.8 nm olan diisiikk seviyeli lazer kombine
tedavisinin in vivo diyabetik ndropati modelininde kollajen iiretimini hizlandirarak yara

iyilesmesini siirecini kolaylastirdigini belirtmiglerdir.
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Bu tez calismasinda sisplatin ile indiiklenen periferik néropati modeli olusturulan hem
farklilagtirilmis hem de farklilastirilmamis PC12 hiicrelerinde 3 uM kuersetin ve dalga boyu
670 nm, enerji yogunlugu 0,25 J/cm? olan diisiik seviyeli lazer kombine tedavinin etkinligi
goriilmemistir. KIPN modeli olusturulan gruplara uygulanan kombine tedavi (que ve DSLT)
ile sisplatin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Kombine
tedavinin hiicre canliligini, GAP-43 ve Synapsin 1 gen ekspresyonlarii inhibe ettigini
goriilmiistiir. Ayrica apoptoz, mitokondriyal membran potensiyelini ve LDH aktivitesinde
artisa sebep oldugu bulunmustur. Tiim bu sonuglar kombine tedavinin hiicrelerde membran

zar biitiinliiglinii ve mitokondriyal disfonksiyonu {izerinde hi¢ etki etmedigi gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kemoterapi de siklikla kullanilan sisplatinin yan etkisi olarak kemoterapi ile
indiiklenmis periferik noropati (KIPN) gériilmektedir. Hastalarda alt ve iist ekstremitelerde
yanma, agri, karincalanma, hissizlik goriilmektedir. KIPN hem o6nlemede hem de

tedavisinde farmakolojik ajanlarin yani sira fotobiyostimiilatorler kullanilmaktadir.

Sinir biiytime faktoriiniin (NGF) PC12 hiicrelerinde GAP-43 ve Synapsin 1 genlerinin

ekspresyonlarinda artisa sebep oldugu saptanmustir.

Bu calisma ile sisplatinin hem NGF ile farklilastirilmis hem de farklilastiriimamis
PC12 hiicre hattinda hiicre canliligin1 %60 oraninda azalttigi goriilmiistiir. Ayrica yiiksek
oranlarda uygulanan sisplatinin PC12 hiicrelerinde apoptoza, mitokondriyal disfonksiyona,

sitoplazmik zar biitiinliigliniin bozulmasina neden oldugu saptanmistir.

Sisplatin ile indiiklenen periferik noropati modeli olusturulan hem farklilastirilmig
hem de farklilastirilmamis PC12 hiicrelerinde tedavisinde 3 uM kuersetin dozunun, 0,25
Jlem? diisiik seviyeli lazerin hiicre canliligini arttirdigi bulunmustur. Ek olarak, hiicrelerde
apoptozun, mitokondriyal disfonksiyonunun ve laktat dehidrogenaz aktivitesinde azalmaya
neden oldugu belirlenmistir. Model olusturulan farklilagtirilmig ve farklilastirilmamis PC12
hiicrelerinde kuersetin’in ve DSLT’nin noronal biiyiimeden sorumlu olan GAP-43 ve

Synapsin I gen ekspresyonlarinda artisa sebep oldugu bulunmustur.

Farklilastirilmis ve farklilastirilmamis PC12 hiicre hatlarinda olusturulan KIPN
modeline uygulanan kuersetin ve diisiik seviyeli lazer kombine tedavinin KiPN tedavisinde

etkili olmadig1 saptanmustir.

Calismanin smirhiliklarindan biri sisplatin ile indiiklenmis periferik ndropati de in
vitro ¢alisma olmasidir. Bir diger sinirlilik ise sisplatin ile indiiklenmis periferik in vitro
modelinde kuersetinin ve diisiik seviyeli lazerin hiicrelerdeki oksitatif stres tizerine etkisini
calisilmamis olmasidir. Ayrica ¢alisma da sisplatin ile indiiklenmis periferik noropati
modeli olusturulan gruplara uygulanan kombine tedavinin (que+DSLT) hangi sinyal
yolaklar1 inhibe ettigi ve neden antagonist etki gostererek etkin bir tedavi olmadiginin

aciklanamamis olmasi bir baska sinirhiliktir.
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Bu ¢alismada sisplatin ile indiiklenmis periferik néropatinin ve tedavi i¢in uygulanan
kuersetin, diisiik seviyeli lazer tedavisi ve kombine tedavinin PC12 hiicreleri {izerine olan
etkileri arastirilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak periferik noropati tedavisinin
gelistirilmesi gelecek calismalarin konusu olabilecektir. Ayrica gelecek arastirmalarda in
vitro ortamda ger¢eklesen bu c¢alismanin deney hayvanlar1 ve/veya insanlarda

uygulanmasiyla klinikte hastalar iizerine etkisi incelenebilecektir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Sisplatin ile Indiiklenmis in vitro Periferik Noropati Modelinde Kuersetin ve Diisiik
Seviyeli Lazer Tedavisinin Etkilerinin Incelenmesi” baslikli doktora tezimdeki biitiin
bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina
uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin
kaynagma eksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her

tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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