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ÖZET 

 

 

SİSPLATİN İLE İNDÜKLENMİŞ İN VİTRO PERİFERİK NÖROPATİ 

MODELİNDE KUERSETİN VE DÜŞÜK SEVİYELİ LAZER TEDAVİSİNİN 

ETKİLERİNİN İNCELENMESİ 

 

Ünay S. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Biyofizik 

Anabilim Dalı, Doktora Tezi, Aydın, 2022 

 

Amaç: Kemoterapi ile indüklenmiş periferik nöropati (KİPN), kemoterapötik ilaçların yan 

etkisiyle oluşmaktadır. Sisplatin sonucu oluşan nöron kayıplarını minimalize etmek için 

farmakolojik ajanlar ve fotobiyostimülatörler kemoterapi ile indüklenen periferik nöropati 

tedavisinde kullanılmaktadır. Ancak bu metotların etki mekanizması ve kullanım etkinlikleri 

net değildir, araştırılmaktadır. Bu tez çalışmasında, kuersetin ve düşük seviyeli lazer 

tedavisinin sisplatin ile indüklenmiş in vitro periferik nöropati modeli üzerindeki etkisinin 

incelenmesi amaçlanmıştır.  

Gereç ve Yöntem: Çalışma için PC12 hücre hattı kullanılmıştır. Sisplatin ile periferik 

nöropai modeli oluşturulan hem farklılaştırılmış hem de farklılaştırılmamış PC12 

hücrelerine, kuersetin ve düşük seviyeli lazer tedavi uygulanmıştır. Uygulama yapılan 

hücrelere hücre canlılığı, apoptoz, mitokondriyal membran potansiyeli, LDH, RT-PCR 

analizleri yapılmıştır.  

Bulgular: Analiz sonuçlarına göre sisplatinin hem farklılaştırılmamış hem de 

farklılaştırılmış PC12 hücrelerinde apoptoz, mitokondriyal membran potansiyelinde, LDH 

oranlarında artışa, hücre canlılığında, GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarında 

azalmaya sebep olduğu bulunmuştur. Sisplatin ile indüklenen periferik nöropati modeli 

oluşturulan hem farklılaştırılmış hem de farklılaştırılmamış PC12 hücrelerine ayrı ayrı 

uygulanan kuersetin ve DSLT gruplarda ise apoptoz, mitokondriyal membran 

potensiyelinde, LDH oranlarında azalma, hücre canlılığında, GAP-43 ve Synapsin I gen 

ekspresyonlarında artışa neden olduğu belirlenmiştir. Ancak kombine tedavi (kuersetin ve 
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DSLT) uygulanan gruplarda ise sisplatin uygulanan gruplar arasında istatiksel olarak bir 

fark görülmemiştir.  

Sonuç: Sisplatin ile indüklenen periferik nöropatide kuersetin ve düşük seviyeli lazer 

tedavisinin uygun dozları belirlenmiştir. Ancak kombine tedavinin etkinliği görülmemiştir. 

Gelecek çalışmalarda kombine tedavinin mekanizması araştırılacaktır. 

Anahtar Kelimeler: Düşük Seviyeli Lazer Uygulaması, Kemoterapi ile İndüklenmiş 

Periferik Nöropati, 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 I 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 I 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 
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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. GİRİŞ 

 

 

Kanser tedavisinde sisplatin, paklitaksel, dosetaksel, oksiplatin gibi kemoterapötik 

ajanlar kullanılmaktadır. Ancak bu ajanlar kanser tedavisinde başarıları etkide 

bulunmalarına rağmen bazı yan etkiler ortaya çıkmakta ve bu yan etkiler kişilerin yaşam 

kaliteleri düşürmektedir. Kemoterapötik ajanlar dorsal kök gangliyonları etkileyerek 

kemoterapi ile indüklenmiş periferik nöropatiye (KİPN) neden olmaktadır. KİPN 

semptomları özellikle alt ve üst ekstremitelerde görülmektedir. Nöron hücrelerin membran 

yapısına hasar vererek yanma, hissizlik, uyuşmalara neden olmaktadır. 

Farmakolojik ajanların KİPN’i önleyici veya tedavi edici etkinlikleri araştırılmaktadır. 

Bu amaçla, nöron koruyucu ve nörotransmitter hedefli farmakolojik ajanların ve 

antioksidanların kullanımı literatürdeki çalışmalarda önerilmektedir. Ancak bu ajanlar 

tamamen KİPN’i tedavi edemeyip sadece KİPN’in semptomlarını minimum düzeye 

indirebilmektedir. 

KİPN tedavisi için en çok tercih edilen yöntem fotobiyostimülatörler diğer bir adıyla 

düşük seviyeli lazer tedavilerdir. Bu tedavi yönteminde kullanılan 600-800 nm dalga 

boylarında lazer tedavisi kemoterapötik ajanlar nedeniyle hasar görmüş olan nöronların 

büyümesini tetiklerken 800-920 nm dalga boylarında uygulanan lazer tedavisi ise KİPN’in 

neden olduğu ağrı tedavisinde kullanılmaktadır. Ancak hem farmakolojik hem de 

fotobiyostimülatörlerin KİPN tedavisindeki çalışma mekanizmaları hala daha net bir şekilde 

açıklanamamaktadır. 

Günümüzde kadar yapılan çalışmalarda kemoterapi ile indüklenen periferal nöropatide 

kuersetin ve düşük seviyeli lazer tedavisi tek başına uygulanarak tedavinin etkinliği 

incelenmiştir. Hem kuersetinin hem de düşük seviyeli lazerin kombine uygulanmasının 

farklılaşmış ve farklılaşmamış hücrelerde meydana gelen değişiklikleri, nörit büyüme 

üzerine olan etkisini, hücrede meydana gelen değişimleri belirten çalışmalar oldukça 

sınırlıdır. Tüm bunlar birlikte değerlendirildiğinde bu tez çalışmasında sisplatin ile 

indüklenen periferik nöropati modeli oluşturulan farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış 

PC12 hücreleri üzerinde kuersetinin ve düşük seviyeli lazer uygulamalarının tek başına ve 

birlikte kullanılarak anti-inflamatuar etkilerini belirlenmesi amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Sinir Sistemi 

 

Sinir sistemi, bir canlı organizmanın iç ortam ile dış ortamın arasındaki iletişim ve 

kontrol ağıdır. Bağ dokulardan ve kan damarlarından meydana gelmektedir. Yapısında 

nöronlar adı verilen sinir hücreleri ve glia (nöroglia) olmak üzere 2 önemli hücre tipi 

bulunmaktadır. Bir nöronun görevi, kendi elektriksel özelliğini diğer nöronlardan gelen 

elektrokimyasal sinyallerle entegrasyonuna bağlı olarak sinyallerin üretilmesi olarak 

tanımlanabilmektedir (Lang ve Rubinson, 2018). 

Bir nöron yapısında tüm hücre organellerini içeren hücre gövdesi ve diğer hücrelerden 

gelen sinyali hücre gövdesine iletmekte görevli olan ipliksi yapıda olan dendiritler 

bulunmaktadır. Aksonun hücre gövdesine bağlanan bölgesi akson tepeciği olarak 

adlandırılır ve sinir sinyallerinin iletilmesinde, toplanmasında rol oynamaktadır. Birçok 

akson yapısının etrafında yalıtkan özellik gösteren, sinir sinyallerinin hızlı bir şekilde bir 

sonraki hücrenin dendirit yapısına iletilmesini sağlayan miyelin kılıf denilen bir tabaka ile 

sarılmıştır. Aksonların sinaptik uçlar adı verilen özelleşmiş bölgeler bulunmaktadır. Bu 

bölgelerden salınan nörotransmitter maddeler presinaptik nörondan postsinaptik nörona 

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

Nöroglia veya glia, nöronları hem fiziksel hem de metabolik olarak sürdüren, nöron 

yapılarını izole eden ve sinir sisteminin iç ortamını korumaya yardımcı olan destekleyici 

hücreler olarak karakterize edilmiştir. Ayrıca, gliaların sinir sisteminde aktivite akışının 

şekillenmesinde de önemli rol oynadığı bilinmektedir (Lang ve Rubinson, 2018). 

Astrositler, oligodendiritler ve schwann hücreleri gibi glia çeşitleri bulunmaktadır. 

Astrositler, kan-beyin bariyerinin oluşumunda rol alırken, oligodendiritler merkezi sinir 

sistemindeki nöronların, schwann hücreleri ise periferik sinir sistemindeki nöronların 

miyelin kılıflarının yapımında rol almaktadırlar (Campbell ve Reece, 2006). 

Sinir sistemi merkezi ve periferik sinir sistemi olarak 2’ye ayrılmaktadır. Merkezi 

sinir sistemi (MSS), beyin ve omurilik olmak üzere 2 önemli yapıdan meydana gelmektedir. 

Periferik sinir sistemi (PSS), MSS ile vücudun tüm bölümleri arasında bir ara yüz sağlayan 
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sinirler ve gangliyon denilen nöron gruplardan oluşmaktadır. MSS ve PSS arasındaki geçiş, 

omurilikten çıktıları yere yakın dorsal ve ventral köklerde ve beyinden çıktıkları yere yakın 

kraniyal sinir liflerinde meydana gelmektedir (Lang ve Rubinson, 2018). 

 

 

Şekil 1. Nöron hücresinin yapısı (düzenlenmiş 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 çıkan motor komutları için ortam sağlamaktadır. PSS’nin 

yapısında bulunan nöronlar çoğu farklı fonksiyonlarda rol oynamaktadır. Duyu (afferent) ve 

motor (efferent) bölümü olmak üzere 2’ye ayrılmaktadır. Duyu bölümü, dış ve duyu 

reseptörleri tarafından iç ve dış ortamlardaki girdileri alınarak MSS’ye bilgi taşıyan 



 

4 

nöronlardan meydana gelmektedir (Campbell ve Reece, 2006). Her bir duyu nöronu, belirli 

bir enerji türünü elektriksel sinyale çevirebildikleri için aktardıkları enerji türüne göre 

sınıflandırılabilmektedirler (Lang ve Rubinson, 2018). Motor bölümü ise MSS’den efektör 

hücrelere sinyal ileten nöronlardan oluşmaktadır. Somatik sinir sistemi (SSS) ve otonom 

sinir sistemi (OSS) efferent sinirler tarafından meydana gelmektedir. Somatik sinir sistemi 

iskelet kas hücreleri ile bağlantı yapabilen sinir liflerini içermektedir (Vander, 2010). 

Otonom sinir sistemi vücutta istemli veya istemsiz eylemleri koordine etmektedir (Catala ve 

Kubis, 2013). OSS, uyanıklık, enerji üretimin tetiklenmesini tetikleyen sempatik sinir 

sisteminden ve vücutta meydana gelen normal fizyolojik durumların devam etmesini 

sağlayan parasempatik sinir sisteminden oluşmaktadır. 

 

2.2. Periferik Nöropati 

 

Periferik nöropati, merkezi sinir sistemi (beyin ve spinal kord) ile periferik sinir 

sistemi arasındaki nöronların zarar görmesi sonucu oluşmaktadır. Sinir hücrelerin tipine ve 

sinyal iletimine bağlı olarak meydana gelebilmektedir. Semptomlar hasar görmüş olan 

motor, duyusal veya otonomik sinirlerin türüne göre değişmektedir. Diyabetik nöropati, 

ilaca bağlı nöropati, beslenmeye ve toksik maddelere bağlı olarak oluşabilmektedir (Barrel 

ve Smith, 2018) (Tablo 1). 

 

Tablo 1. Periferik nöropatinin oluşmasına neden olan toksinler (London ve Albers, 2007). 

Nörotoksin tipi Toksinler 

Kemoterapik ilaçlar Paklitaksel, Sisplatin, Bortezomib, Oksaliplatin 

Antibiyotikler Klorokin, Dapson, Izoniyezid, Metronidazol, Nitrofurantoin 

Anti aritmik ilaçlar Amiodoron, Perheksilin 

Diğer tedaviler Safran, Altın Bileşikleri, Fenitoin 

Ağır metaller Arsenik, Civa, Kurşun 

Organik çözücüler Heksan, Akrilamid 

 

2.2.1. Periferik Nöropati in vitro Modelleri 

 

Kemoterapi ile indüklenmiş periferik nöropati modelini in vitro çalışmalar için 

genellikle DRG (dorsal kök gangliyon), PC12, (SH)-SY5Y (Schwann benzeri hücre) olmak 
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üzere 3 farklı hücre hatları tercih edilmektedir. In vitro çalışmalar sayesinde çalışmanın 

tekrar edilebilme olanağı artmaktadır. 

(SH)-SY5Y, insan kökenli nöroblastom hücre hattıdır. Retinoik asit, dibütiril siklik 

AMP ile farklılaştırma yapılarak olgun insan nöron hücrelerine dönüştürülebilir. Asetilkolin 

reseptörlerinin ekspresyonu sebebiyle dopaminerjik/kolinerjik model olarak daha çok 

kullanılmaktadır (Kovalevich ve Langford, 2013). Periferik nöropati modelinin yanı sıra 

Alzheimer, parkinson gibi nörodejeneratif hastalık modellerinde de tercih edilmektedir. 

Dorsal kök gangliyon, periferik sinir sisteminin yapısında bulunan duyusal nöronların 

hücre gövdeleridir. DRG, periferik dokuları ve merkezi sinir sisteminin spinal dorsal 

boynuzunu innerve eden iki aksonlu pseudo-unipolar nöron tipidir. Periferik nöropati 

modelinin yanı sıra aksonal dejenerasyonu modellerinde de tercih edilmektedir (Lin ve 

diğerleri, 2018). Dorsal kök gangliyonlar genellikle embriyonik veya erken postnatal sıçan 

yavrularından cerrahi yoluyla elde edilir. Ancak hücre izolasyonu protokolündeki en ufak 

bir sapma farklı hücre tiplerine veya fonksiyonlara sebep olmaktadır (Ponce ve diğerleri, 

2018). 

Sıçan feokromasitoma hücre (PC12) 1976 yılında Greene ve Tischler tarafından 

kullanılmaya başlanılmıştır. PC12, nörotoksik, sinir koruyucu, nöroinflamasyon, sinaps 

gelişim süreci gibi çalışmaları içeren sinir bilim araştırmalarının yanı sıra kemoterapi ile 

indüklenmiş periferik nöropati, Alzheimer, Parkinson, Amyotrofik Lateral Skleroz, kanser 

gibi hastalıkların modellerinde de kullanılmaktadır (Wiatrak ve diğerleri, 2020). Amerikan 

Tip Kültür Koleksiyonu (ATCC)’ye göre PC12 ve PC12 Adh olmak üzere 2 farklı tipi 

bulunmaktadır. PC12 hücreleri, küçük, düzensiz şekilli, yüzen hücre kümeleri olarak veya 

birkaç dağınık hafifçe bağlı hücreler olarak büyümektedir. Ayrıca uygun materyallerle 

kaplanmamış yüzeylerde topaklanma görülebilmektedir. Aynı zamanda kötü yapışmaya 

meyillidirler. Öte yandan, PC12 Adh tipli hücreler plastik yüzeylere iyi bir şekilde yapışma 

özelliği göstermektedirler (Resim 1) (Wiatrak ve diğerleri, 2020). 
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Resim 1. PC12 hücre tipleri. A) geleneksel PC12 B) PC12 adh (düzenlenmiş hali) (ATCC). 

 

PC12 hücrelere sinir büyüme faktörü (NGF) uygulandığında dopamin sentezlenmesini 

tetiklemektedir. Tetiklenen hücreler nöron fenotipine dönüşmektedir. Nöron formatına 

dönüşen hücrelerde büyüme faaliyeti durmakta ve elektriksel olarak uyarılabilir hale 

gelmektedir. Nöronal farklılaşma süreci NGF’in reseptör tirozin kinaz olan TrkA’ya 

bağlanmasıyla başlamaktadır. TrkA, NGF ile uyarılarak PLCy, Ras/MAPK ve PI3K/Akt 

olan 3 farklı hücre içi sinyal iletim yolağını aktif hale getirmektedir (Huang ve Reichardt, 

2003). PLCy, Ras/MAPK ve PI3K/Akt yolakları; nörona özgü proteinlerin belirlenmesi, 

çeşitli transkripsiyonların aktifleşmesi ve GAP-43 genini tetikleyerek dendirit uzantıların 

meydana gelmesini sağlanmaktadır (Negrini ve diğerleri, 2013) (Şekil 2). 

Fazla sayılarda pasajlama sonucu hücreler toksik bileşenlere karşı duyarlılık 

geliştirmektedir. NGF ile farklılaşmış PC12 hücreleri, sinaptik iletişimin bir belirteci olan 

Synapsin I proteinini ifade eder. Ayrıca, Synapsin I protein ekspresyonunun seviyesinin 

hücre farklılaşma seviyesine bağlı olduğu kanıtlanmıştır (Das ve diğerleri, 2004). Synapsin 

I, sinapslarda nörotransmiterlerin salınmasında rol oynamasının yanı sıra sinaptogenez ve 

nöronal plastisitede önemli bir etken olduğu gösterilmiştir (Mirza ve diğerleri, 2017). 
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Şekil 2. Sinir büyüme faktörünün hücre üzerindeki etkisi (düzenlenmiş hali) (Linares ve 

Paola, (2007)). 

 

2.3. Kemoterapi ile İndüklenen Periferik Nöropati 

 

Kemoterapi kanser hastaları için en yaygın tedavilerden biridir. Ancak kemoterapi 

sırasında kullanılan kemoteraptik ajanlar nöron hücreleri için oldukça toksik etkiye sahiptir 

(Streckmann ve diğerleri, 2018). Çünkü duyusal nöronlar, kan-beyin bariyeri tarafından 

korunmadıkları için nörotoksisiteye duyarlıdırlar (Seretny ve diğerleri, 2014). Bu özelliği 

sebebiyle kemoterapötik ajanların yan etkisi sonucu kişilerde kemoterapi ile indüklenen 

periferik nöropati (KİPN) görülmektedir (Dariusz Iżyck ve diğerleri, 2016). Genellikle 

motor ve otonomik değişiklikler görülmektedir (Tablo 2). 
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Tablo 2. KİPN seviyeleri (Dariusz Iżyck ve diğerleri, 2016). 

Seviye 0 1 2 3 4 5 

Motor 

nöropati 
Normal 

Asemptomatik, 

Muayene 

sırasında tanı 

Ilıman 

semptomlar, 

Günlük aktiviteleri 

etkilemez 

Hareket 

kısıtlılığı, 

destek alarak 

yürüyebilme 

Felç Ölüm 

Duyusal 

Nöropati 
Normal 

Asemptomatik, 

Tendon 

reflekslerinde 

kayıplar 

Ilıman 

semptomlar, 

Günlük aktiviteleri 

etkilemez 

Parestezi 
Yatağa 

bağımlı 
Ölüm 

 

Klinik açıdan KİPN hastalarında alt ve üst ekstremitelerinin distallerinde “eldiven 

veya çorap giyilmiş gibi” his yakınmalarından şikâyetçi olmaktadırlar. Diğer semptomlar 

arasında uyuşma, karıncalanma, dokunma duyusunda hissizlik, periferik ekstremitelerinde 

parestezi ve disestezi, hareket kısıtlığı, ağrı ve hastalığın ilerleyen dönemlerinde duyusal 

kayıp görülebilmektedir (Bernhardson ve diğerleri, 2007; Zajaczkowska ve diğerleri, 2019). 

Ek olarak, postüral kontrolde bozulma (Cammisuli ve diğerleri, 2016), düşme olasılığında 

artış ve düşük yaşam kalitesine yol açan motor fonksiyon bozuklukları görülmektedir. 

(Dhawan ve diğerleri, 2020; Gadgil ve diğerleri, 2019; Winters-Stone ve diğerleri, 2017). 

KİPN semptomları, onkolojide yeterince dikkate alınmamaktadır (Dhawan ve diğerleri, 

2020). Ayrıca hastaların yaklaşık %89’unda en az bir akut nöropati semptomları 

görülmektedir (Ibrahim ve Ehrlich, 2019; Pachman ve diğerleri, 2015). KİPN semptomları 

daha çok kemoterapi sırasında kullanılan kemoterapötik ajanların dozlarına bağlıdır. Bu 

sebeple semptomlar görülmeye başlandığında doz azaltımı veya tedavinin sonlandırılması 

olabilmektedir. Ancak kanser hastalarının sağkalımını olumsuz etkileyebilmektedir (Ibrahim 

ve Ehrlich, 2019; Dorsey ve diğerleri, 2019). 

KİPN semptomlarının bilinen etiyolojileri, dorsal kök gangliyonlarındaki nöronal 

hücre gövdelerinde hasar, aksonal toksisite, aksonal membran iyonu (Na+) kanal 

disfonksiyonu, mitokondriyal hasar (Dhawan ve diğerleri, 2020) ve merkezi duyarlılaşmadır 

(Staff ve diğerleri, 2017). KİPN’nin patofizyoloji mekanizması tamamen anlaşılamamasına 

rağmen kemoterapötik ajanların sitotoksik aktivitesinin schwann hücrelerini ve aksonları 

etkilediği gösterilmiştir (Dariusz Iżyck ve diğerleri, 2016). Kullanılan birçok kemoterapötik 

ajanlar kan-beyin bariyerini geçememesine rağmen kan-sinir bariyerlerinden geçerek dorsal 

kök gangliyonlarına (DRG) etki etmektedir. Bu nedenle, DRG etrafında bulunan ve besin 

sağlamada rol alan kılcal damarlara ulaşarak nörotoksiklerin perifere dağılmasına neden 

olmaktadır. PSS’de yer alan uzun sinir aksonları hücre fonksiyonunu etkileyen dış 
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uyaranlara karşı duyarlı durumunda olması nedeniyle toksik ilaçlara karşı daha savunmasız 

durumdadır (Wang ve diğerleri, 2012). Nörotoksikler, DRG hücrelerinde sinir lifleri 

boyunca yayılmaktadır. Akson yapısında, miyelin kılıfta, hücre gövdesinde hasar meydana 

gelmektedir. Hasarların etki mekanizması kullanılan ajanların türüne bağlıdır (Hausheer ve 

diğerleri, 2006). 

KİPN’in tanısı, hastaların nörotoksik şikâyetlerine göre toplam nöropati skoruna 

(TNS) ve Questionnaire-CIPN-yirmi maddelik skalasına (QLQ-CIPN 20) göre 

yapılmaktadır. QLQ-CIPN20, semptomları görülen kişinin duyusal ve motor semptomlarını 

ve fonksiyonlarını değerlendiren 20 maddelik bir ankettir (Hausheer ve diğerleri, 2006; 

Postma ve diğerleri, 2005). Anketlerin yanı sıra sinir iletim çalışmaları (NCS), 

Elektromiyografi (EMG) ile KİPN’in klinik değerlendirmesi için tercih edilebilmektedir 

(Hausheer ve diğerleri, 2006). Her zaman tercih edilmemesine rağmen küçük sinir lifi 

disfonksiyonundan kaynaklanan KİPN’lerde deri biyopsileri de yapılabilmektedir (Lauria ve 

diğerleri, 2007). 

 

2.4. Kemoterapi ile İndüklenen Periferik Nöropati’ye Neden Olan Farmakolojik 

Ajanlar 

 

Kemoterapi ilaçları nöron yapısına zarar verdiği için pato-mekanizma 

faktörlerindendir. Nöronlardaki mikrotübül yapılarında bozulma, oksidatif stres, 

mitokondriyal, miyelin kılıf ve DNA hasarına neden olmaktadır. Aynı zamanda 

immünolojik süreçler ve nöroinflamasyona neden olmaktadır (Areti ve diğerleri, 2014). 

KİPN’ye neden olan ilaçlar platin bazlı antineoplastikler, vinka alkaloidler, taksanlar, 

proteozam inhibitörleri ve immunomodülatör ilaçlar olmak üzere 5 ana grupta 

toplanabilmektedir (Starobova ve diğerleri, 2017). Her bir kemoterapi ilacının farklı bir etki 

mekanizması bulunmaktadır (Şekil 3). 
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Şekil 3. KİPN tedavisinde kullanılan farmakolojik ajanların etki mekanizması (düzenlenmiş 

hali) (Hu ve diğerleri, 2018). 

 

2.4.1. Vinka Alkaloidler 

 

Vinka alkaloidler arasında vinblastin, vinorelbin ve vinkristin gibi ilaçlar 

bulunmaktadır (Tablo 3). Bu ilaçlar çoğunlukla lenfoma, küçük boyutlu akciğer ve testiküler 

kanser olarak da bilinen testis kanserinin tedavisinde kullanılmaktadır. Vinblastin ve 

vinorelbin daha az nörotoksik özellikte iken vinkristin ise en şiddetli periferik nöropatiye 

neden olmaktadır (Moudi ve diğerleri, 2013). Vinka alkaloid sitotoksisite için temel etki 

mekanizması, tübüline bağlanarak mikrotübüler düzeneğini ve polimerizasyonu bozmaktır. 

Hücrenin bölünmesini durdurmak için hücre döngüsündeki M fazına etki eden ajanlardır 

(Miltenburg ve Boogerd, 2014). 

Vinka alkaloidler, tübülin üzerindeki etkileri nedeniyle nöronal hücre iskeletine de 

etki etmektedirler. İskelet üzerine olan etkileri sonucunda sağlam aksonal mikrotübül 
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kaybına, uzunluklarına ve düzenlerinde değişikliklere yol açmaktadır. Bu değişiklikler aynı 

zamanda aksonal dejenerasyonuna ve nöronal transportun bozulmasına da neden 

olmaktadır. Vinkristin nöronal kalsiyum sensörü (NCS1)’ne bağlanır. Bu olay kalpaini 

aktive ederek intraselüler proteinlerin azalmasına ve nöronal disfonksiyonuna sebep 

olmaktadır (Benbow ve diğerleri, 2012). Vinkristin, aynı zamanda NCS1’e bağlanmasıyla 

kalsiyum homeostazi de mitokondrial fonksiyonunun bozulması da görülmektedir. Bu 

sebeple; reaktif oksijen türlerinde artma ve nöronal uyarılma bozulma olmaktadır (Canta ve 

diğerleri, 2015). Vinkristin, erken dönemde motor fiberlerinden çok sensör fiberlerine etki 

etmektedir. Sonuç olarak, vinka alkaloidleri kraniyal sinirleri ve çoğunlukla okülomotor 

sinirleri hedef almaktadır (Nazir ve diğerleri, 2017). 

Vinkristine bağlı nöropati semptomları merkezi sinir sisteminin yanı sıra hem 

periferik sensör sinirler hem de motor sinirleri ve otonomik sinir sistemini içermektedir. 

Hastalar çoğunlukla, uyuşmadan, karıncalanmadan, üst ve alt uzuvlarda ağrıdan şikâyet 

etmektedirler. Otonomik nöropati de tipik olarak kabızlık, idrar tutamama ve ortostatik 

hipotansiyon görülmektedir (Starobova ve Vetter, 2017). 

 

2.4.2. Taksanlar 

 

Taksanlar genel olarak, meme, ovaryum, prostat, mide, baş ve boyun kanserleri gibi 

küçük çaplı olmayan kanserlerin tedavisinde kullanılmaktadır (Rowinsky ve Donehower, 

1995). Paklitaksel, dozetaksel içeren bu ilaçlar mikrotübül-stabilize eden ajanlardır (Tablo 

3). Dozetaksel paklitakselden daha fazla etkili ve suda çözünebilmektedir. 

Taksana bağlı kemoterapi ile indüklenmiş periferik nöropatide mekanizması net 

olarak belli değildir. Mikrotübül tutulumu, aksonal taşıma için yolun değiştirilmesine bağlı 

olarak nöropatiye yol açabilir (Gornstein ve Schwarz, 2017). Aksonal disfonksiyonunun 

gelişmesinde mitokondriyal hasarı rol oynamaktadır. Tedavi edilmeyen sinir lifleri ile 

karşılaştırıldığında mitokondri genellikle şişmiş ve genişlemiş boyutta görülmektedir 

(Matsumura ve diğerleri, 2014). Hücre içi kalsiyum hem mikrotübül düzeneği hem de 

mitokondriyal fonksiyon için önemli bir modülatör olarak rol oynamaktadır. Genel olarak, 

kalsiyum homeostazi eksikliğinin, KİPN gibi nöropatik ağrının indüksiyonunda önemli bir 

bileşen olduğu kabul edilmektedir (Boeckel ve Ehrlich, 2018). Vinka alkaloidler gibi 

taksanlar da nöronal kalsiyum sensör 1’e (NCS1) bağlanmaktadırlar. Taksanların NCS1 ile 
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etkileşimi, hücre içi kalsiyum sinyal yolaklarının mekanizmasını değiştirerek, kalsiyuma 

bağımlı bir enzim olan kalpain’in aktivasyonu ve mitokondriyal disfonksiyonu ile 

sonuçlanır (Boehmerle ve diğerleri, 2007). Aktive edilmiş kalpain daha sonra NCS1 de 

dahil olmak üzere birçok proteinin bozulmasını katalize ederek nöronal disfonksiyona yol 

açmaktadır (Benbow ve diğerleri, 2011). 

Paklitaksel ile bağlı periferik nöropatide uyuşma, karıncalanma ve çorap-eldiven hissi 

gibi simetrik distal değişimler görülmektedir. Ayrıca alt ekstremitelerde de genellikle derin 

tendon reflekslerinde azalmaya neden olmaktadır (Balayssac ve diğerleri, 2011). Taksana 

bağlı periferik nöropati alınan ilacın dozuna (Carrozzi ve diğerleri, 2015), hastanın yaşına 

(Ferguson ve diğerleri, 2007), aynı zamanda alınan nöropsikiyatrik ilaçlarla olan etkileşime 

(Park ve diğerleri, 2008) bağlıdır. 

 

2.4.3. Proteazom İnhibitörleri 

 

Proteazom inhibitörü düzenleyici olarak bortezomib, carfilzomib ve ixazomib onay 

almış olup klinik ortamda kullanılmaktadır (Tablo 3). Klinik ortamda kullanılan ilk 

proteazom inhibitörü bortezomibtir. Carfilzomib, multi miyelomun tedavisi için onaylanmış 

yeni bir proteazom inhibitörüdür. Anti-tümör etkilerini proteazom aktivitesini inhibe ederek 

gösterirler. Bu sebeple tümör hücrelerinde yanlış katlanmış protein birikimine, hücre 

döngüsünün durmasına ve apoptoz gibi olaylara neden olmaktadırlar (Broly ve diğerleri, 

2010). 

Hem mitokondride hem de endoplazmik retikulumda (ER) meydana gelen oksidatif 

hasar periferikdeki nöronal toksisitenin oluşmasında önemli rol oynamaktadır. Çünkü 

bortezomib mitokondriyal intrinsik apoptoz yolağını aktive etmektedir (Pei ve diğerleri, 

2004). Aynı zamanda mitokondride adenozin trifosfat (ATP)’a bağlı serin proteazeyi inhibe 

ederek multi miyelomada nöropatinin gelişmesine neden olmaktadır (Arastu-Kapur ve 

diğerleri, 2011). 

Bortezomib verilen hastalarda oluşan periferik nöropati doza bağlıdır ve dozda 

azaltılma yapıldığında semptomlar azalmaktadır. Bortezomib’in uygulama yöntemindeki 

(intravenöz veya subkutan) ve uygulanan doz aralığındaki (haftalık ya da 2 haftada 1 

uygulamalar) değişiklikler anti tümör etkinliğini korurken nöropati insidansında azalmaya 

sebep olmaktadır (Manasanch ve Orlowski, 2017). 
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2.4.4. İmmunomodülatörler 

 

İmmunomodülatör grubunda Talidomid, pomalidomid ve lenalidomid ilaçları 

bulunmaktadır (Tablo 3). Son 20 yılda Talidomid multi miyelom tedavisi için en etkili 

ajandır ve hastaların sağ kalım oranlarında önemli artışlara neden olmaktadır. Lenalidomid 

ve pomalidomid 2. jenerasyon immunomodülatörlerdir. Kronik miyeloid lösemi ve farklı 

seviyelerdeki tiroit kanseri tedavilerinde kullanılmaktadırlar (İbrahim ve Busaidy, 2017). Bu 

ajanların etki mekanizması hem immün sistemi hem de hücresel düzeydedir. Kemik iliğinde 

sitokin üretimini modüle ederek hücrenin büyümesine, hayatta kalma oranına ve göçün 

artmasına neden olmaktadırlar (Kotla ve diğerleri, 2009). Bu grup ilaçlar ayrıca temel 

fibroblast büyüme faktörünü (b-FGF) ve vasküler endotel büyüme faktörünü (VEGF) inhibe 

ederek anjiyogenezi bloke etmektedir (Bolomsky ve diğerleri, 2014). 

Talidomid bağlı periferik nöropatinin patolojisi hala net bir şekilde anlaşılamamıştır. 

Sinir iletim çalışmaları talidomide bağlı periferik nöropatinin duyusal ve motor sinirlerin 

dejenerasyonuna bağlı olabileceğini göstermiştir. Talidomid anti-anjiyojenik etkiye sahip 

olduğundan, sinir lifi hipoksisine ve iskeminin ardından duyusal nöronlarında geri dönüşü 

olmayan hasarında sorumlu olduğu ileri sürülmüştür (Jongen ve diğerleri, 2015). 

Talidomidin dihidroksi metabolitinin aktivasyonunun, reaktif oksijen türlerinin aşırı 

salınmasına ve dolayısıyla DNA hasarına neden olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte, bu 

metabolitlerin talidomid tedavisine bağlı periferik nöropatiden sorumlu olup olmadığı henüz 

belirlenmemiştir (Wani ve diğerleri, 2017). 

 

2.4.5. Platin Bazlı Antineoplastikler 

 

Antineoplastikler, DNA’ya bağlanmaktadır. Alkil özellikleri nedeniyle sarmal içi 

çapraz bağlar oluşturarak kemoterapötik etkiler göstermektedirler. Bu sayede hücreyi 

apoptoza uğratmaktadır (Scagliotti ve Vokes, 2018). Bu ilaç grubu kan-beyin bariyerini 

geçememektedir ancak dorsal kök gangliyonlarda (DRG) nörotoksisite meydana 

getirmektedirler (Jamieson ve diğerleri, 2003). Bu yapılar DRG’de nöronal membran 

uyarılabilirliğinin bozulmasına, aksonal transport disfonksiyonuna, nörotransmisyonun 

parçalanmasına, proinflamatuar kemokinezlerin salınımının arttırarak inflamatuarın 

artmasına ve voltaj kapılı iyon kapılarında değişikliğe neden olmaktadır (Staff ve diğerleri, 
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2017; Fukuda ve diğerleri, 2017). Antineoplastikler aynı zamanda spinal kord, deri ve nöron 

hücrelerine de etki etmektedir (Fumagalli ve diğerleri, 2021). Sinir hücrelerinde, 

proinflamatuar sitokinezlerin salınımında, transkripsiyonel faktörlerinden aktive edici 

transkripsiyon faktörü-3’de (ATF-3) artışa ve makrofajlarda infiltrasyona neden olmaktadır. 

Spinal kord da astrosit ve mikroglia aktivasyonunda ve proinflamatuar kemokinezlerin 

salınımında artışa, anti inflamatuar sitokinezlerde azalma, membran reseptörlerinde (TRPV1 

ve TLR) artışa, T hücrelerinde de infiltrasyonu görülmektedir. Deride mast hücrelerinde ve 

PGE2 de artış neden olmaktadır. Meydana gelen bu değişiklikler nedeniyle kalıcı distal 

sensör kayıpları görülmektedir. Antineoplastikler kolorektal, özefagus, mide, karaciğer, 

ovaryum ve pankreas gibi solid kanser türlerinin tedavilerinde kullanılmaktadır (Kanat ve 

diğerleri, 2017). Antineoplastikler ilaçlar arasında sisplatin, karboplatin ve oksiplatin gibi 

ilaçlar bulunmaktadır (Tablo 3). 

 

2.4.5.1. Sisplatin 

 

Sisplatin, 1844 yılında sentezlenmiştir (Conte ve diğerleri, 2020). Sisplatin veya cis-

diamminedikloroplatinum (II), iki değerlikli platin'in nötr, kare düzlemli bir koordinasyon 

kompleksidir (Todd ve Lippard, 2009) (Tablo 3). Anti tümör etkisini gösterebilmesi için cis 

konfigürasyon gerekmektedir (Zamble ve Lippard, 1995). 

Sisplatin suda hidrolize uğramaktadır. Klorür konsantrasyonu, sisplatinin hidrolizinin 

veya su oluşumunun belirlenmesinde önemli bir faktör oynamaktadır. Kan plazmasının 

yüksek klorür konsantrasyonu (∼103 mM) sisplatinin hidrolizini önlemektedir. Hücreye 

girdikten sonra, klorür konsantrasyonu 4 mM'ye düşmekte ve bu durum su tutma sürecini 

kolaylaştırmaktadır (Sedletska ve diğerleri, 2005). Sisplatin hücreye hem pasif difüzyon 

hem de aktif alım ile bakır membran taşıyıcı CTR1 yoluyla girmektedir (Holzer ve diğerleri, 

2006). 

Sisplatin hücreye girdikten sonra doğrudan DNA'ya bağlanır ve DNA'nın üçüncül 

yapısını değiştirerek ipler arası çapraz bağlar ve iplik içi eklentiler oluşturmaktadır 

(Cavaletti ve diğerleri, 2014). Sisplatinin DNA üzerine bağlanma sayısı arttıkça, hücrede 

görülen sitotoksik etkilerin de o kadar büyük olduğu gösterilmiştir. Sisplatin, mitokondriyal 

DNA (mtDNA) ve nükleer (n) DNA'ya bağlanır. MtDNA'da herhangi bir DNA onarım 

sistemi yoktur; bu nedenle, platin eklentileri mtDNA'dan çıkarılamaz. Bu, protein 
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sentezinde ve mitokondriyal solunum zinciri reaksiyonlarında karışıklıklara neden 

olmaktadır (Podratz ve diğerleri, 2011). Mitokondriyal disfonksiyon ve hücrenin enerji 

metabolizmasındaki bozulma, reaktif oksijen türlerinin (ROS) aşırı üretimine yol açar ve 

hücresel oksidatif strese neden olmaktadır. Dahası, sisplatin mitokondriyal sitokrom c 

salınımına ve mitokondriyal intrinsik yol aracılığıyla apoptozu teşvik eden kaspazlara neden 

olmaktadır (Canta ve diğerleri, 2015) (Şekil 4). 

 

 

Şekil 4. Sisplatin’in hücre içindeki etki mekanizması (düzenlenmiş hali) (Starobova ve 

Vetter, 2017). 

 

Sisplatin, en fazla en fazla ototoksisiteye, miyelotoksiteye, nefrotoksisiteye neden 

olmaktadır. Bu ilacın neden olduğu nörotoksisite doza bağlıdır. Semptomlar arasında ağrılı 

veya ağrısız periferik nöropati, mekanik ve soğuk allodini ve ataksi bulunmaktadır. Sisplatin 

kaynaklı kemoterapi tedavisi alan kişilerin %24 ile %92 arasında periferik nöropati 

semptomları görülmektedir. Ancak %20'si kemoterapiyi bırakmak zorunda kalmaktadır 

(Bhadri ve diğerleri, 2013). Sisplatin kaynaklı semptomlar aynı zamanda ilacın yapılma 

yöntemlerine de bağlıdır. İntra arteriyel infüzyonun, intravenöz infüzyonuna göre daha az 

yan etki göstermektedir (Alberts ve diğerleri, 2019). Sisplatin ayrıca merkezi sinir sistemini 

etkileyebilir ve doğrudan beyine enjekte edildiğinde büyük ölçüde sitotoksisite 

görülmektedir (Kanat ve diğerleri, 2017). Alt ve üst ekstremitelerin distal kısımlarında 
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aksonal dejenerasyona neden olmaktadır. Distal kısımların daha fazla dejenerasyon olması 

ve nörit büyümesinin inhibisyonu sonucu aksonopatinin başlangıcı görülmektedir (Klein ve 

diğerleri, 2007). Sisplatin, aksonal büyümeyle ilişkili bir protein olan GAP-43'ü, presinaptik 

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

nörofilament NF-200) azaltarak regüle etmektedir (Ferreira ve diğerleri, 2016). Aksonal 

taşımada rol oynayan mikrotübüllerin disfonksiyonu sisplatin ile indüklenen aksonal 

dejenerasyonda rol oynamaktadır (Prior ve diğerleri, 2017). 

 

Tablo 3. Kemoterapik ilaçların kimyasal yapıları. 

İlaç grupları Kimyasal Yapıları 

Platin Bazlı Olan 

Antineoplastikler 

 
 

 
Sisplatin Oksaliplatin Karboplatin 

Vinka Alkaloidler 

   

Vinorelbin Vinblastin Vinkristin 

Taksanlar 

 
 

Paklitaksel Dosetaksel 

Proteazom 

inhibitörleri 

 

  

Bortezomib Carfilzomib İxazomib 

İmmuno-

modülatörler 
 

  

Talidomid Lenalidomid Pomalidomid 
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2.5. Kemoterapi ile İndüklenen Periferik Nöropati Tedavisinde Kullanılan 

Farmakolojik Ajanlar 

 

Kemoterapi ilaçları her ne kadar kanserli hastaların yaşam sürelerini olumlu anlamda 

etki etse de bu ajanların yan etkilerinden dolayı oluşan periferik nöropatinin semptomlarını 

minimalize etmek için farmakolojik ajanlar kullanılmasına rağmen klinik açıdan tatmin 

edici sonuçlar bulunmamaktadır (Shahid ve diğerleri, 2017). Bu farmakolojik ajanlar sinir 

koruyucu tedavi, iyon kanalları hedefli tedavi, anti-inflamatuarlar, nörotransmitter esaslı 

tedavi ve antioksidanlar olmak üzere 5 farklı grupta toplanabilmektedir. 

 

2.5.1. Sinir Koruyucu Tedavi 

 

Kemoterapötik ajanlar, kan-beyin bariyerini geçememesine rağmen kan-sinir 

bariyerine nüfuz etmektedir. Bu sayede DRG ve sinir terminallerinde birikebilmektedirler 

(Cavaletti ve diğerleri, 2000). Yüksek konsantrasyonlarda bu ilaçlar, aktive edici 

transkripsiyon faktörü-3'ün (ATF-3) ekspresyonunun artmasına, ekstremitelerde intra 

epidermal sinir fiberlerin (IENF) yoğunluğunun azalmasına ve anormal sinir iletim hızlarına 

neden olur. Periferik sinir liflerinin, aksonların ve miyelin kılıflarının kombine hasarının 

KİPN ile yakından ilişkili olduğu düşünülmektedir (Koskinen ve diğerleri, 2011) (Şekil 5). 

Sinir koruyucu tedavi de eritropoietin, N-asetilsistein ve Glutatyon ajanları kullanılmaktadır. 

Eritropoietin (EPO), hematopoezin düzenlenmesinde rol oynayan böbrekte üretilen bir 

sitokin yapısıdır. Yapılan çalışmalarda EPO’nun nöroprotektif özellikte olduğu 

gösterilmiştir. Sinir rejenerasyonunu arttırmayı ve periferik sinir hasarından sonra 

fonksiyonel iyileşmeyi desteklemektedir (Yin ve diğerleri, 2010). Sisplatin ve dosetaksel ile 

indüklenen periferik nöropatiler de intra epidermal sinir fiberlerin (IENF) kaybının kısmen 

ama önemli ölçüde engellemektedir (Kassem ve diğerleri, 2010). Ancak, EPO’nun tümör 

hücrelerinin büyümesinde de rol oynadığından kullanımında dikkat edilmektedir (Pradeep 

ve diğerleri, 2015). 

Bir antioksidan olan N-asetilsistein, glutatyon peroksidazı aktive etmekte ve 

glutatyonun kan konsantrasyonunda artışa neden olmaktadır (Sharma ve diğerleri, 2014). 

Glutatyon, ağır metallere olan yüksek afinitesi sayesinde dorsal kök gangliyonlarında platin 



 

18 

eklentilerinin birikmesini önlemektedir. Glutatyon aracılı nöro-koruyucu, p53 sinyal 

yolunun aktivasyonunu inhibe ederek platin bazlı ajanlarla indüklenen apoptozun önlenmesi 

ile de bağlantılıdır (Park ve diğerleri, 2008). 

 

 

Şekil 5. Sinir koruyucu tedavinin etkileri (düzenlenmiş hali) (Waseem ve diğerleri, 2018). 

 

2.5.2. İyon Kanalları Hedefli Tedavi 

 

Kemoterapik ilaçlar nöronlardaki morfolojik bozulmalara ek olarak periferik 

nosiseptörlerde eşik değerlerinde azalmaya neden olmaktadır. Nöronal aktivitedeki bu 

elektrofizyolojik değişimler intraselüler ve extraselüler iyon konsantrasyonlarıyla 

ilişkilendirilmektedir. Ağrılı KİPN’in patolojisinde transiyent reseptör potansiyel (TRP) 

ailesi önemli rol oynamasının yanı sıra voltaj kapılı sodyum, potasyum ve kalsiyum iyon 

kanallarının aktivasyonu da etkisi bulunmaktadır (Kawakami ve diğerleri, 2012). İyon 

kanalları hedefli tedavi de lidokain, meksiletin, kalsiyum/magnezyum infüzyon, gabapentin, 

pregabalin, mentol gibi ilaçlar kullanılmaktadır. 

Lidokain ve meksiletin, sodyum iyon kanallarını bloke etmektedirler. Kalsiyum ve 

magnezyum (Ca / Mg) infüzyonu, KİPN’nin önlenmesi için kullanılan en umut verici 

ajanlardan biridir. Kalsiyum ve magnezyumun intravenöz olarak verilmesiyle hücre dışı 
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kalsiyum konsantrasyonunun artışına neden olmaktadır. Bu sayede, sodyum kanallarının 

hareketini kolaylaştırarak onları bloke etmektedir (Yamaoka ve diğerleri, 2006). 

Gabapentin ve pregabalin, presinaptik terminallerde voltaj kapılı kalsiyum 

kanallarının bloke edilmesi ve uyarıcı nörotransmiterlerin aşağıya doğru regülasyonu (down 

regülasyonu) yoluyla anti-nosiseptif etki gösteren antikonvülsanlardır (Piccolo ve diğerleri, 

2014). Paklitaksel ve oksaliplatinin neden olduğu periferik nöropati üzerinde hem 

gabapentin hem de pregabalinin güçlü bir analjezik etkisi bildirilmiştir. Bununla birlikte 

gabapentin, vinkristin bağlı allodini'ye etki etmemektedir (Peng ve diğerleri, 2012). Bu 

nedenle gabapentin ve pregabalinin KİPN'ye karşı olan etkisi hala araştırılmaktadır. 

Doğal bir soğutma bileşiği olan mentol, nöropatik (Wasner ve diğerleri, 2008) ve 

inflamatuar (Liu ve diğerleri, 2013) ağrının giderilmesi için uygulanmaktadır. Ağrılı 

alanlara lokal olarak uygulanan mentollü kremleri nöropatik ağrıyı önemli ölçüde 

azaltmakta ve çoğu durumda duyu kayıplarını hafifletmektedir (Mahn ve diğerleri, 2014). 

 

2.5.3. Nörotransmitter Esaslı Tedavi 

 

Monoamin nörotransmitter grubunda bulunan serotonin ve norepinefrinin opioid 

aracılı supraspinal analjezide önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Zemlan ve diğerleri, 

1983). Nosiseptik özellik bakımından norepinefrin daha güçlü analjezik etki etmektedir. 

(Bellingham ve diğerleri, 2010). 

Venlafaksin, düşük dozlarda serotonini, yüksek dozlarda ise norepinefrini inhibe 

etmektedir. Bu sebeple KİPN'ye karşı koruyucu bir strateji olarak kullanılmıştır (Piccolo ve 

diğerleri, 2014). Venlafaksin, oksaliplatinin neden olduğu semptomatik akut nörosensör 

toksisiteye karşı aktivite göstermesine rağmen, bulantı (% 43,1) ve güçsüzlük (% 39,2) gibi 

yan etkileri göz ardı edilmemektedir (Durand ve diğerleri, 2012). 

Venlafaksinin tersine, duloksetinin serotonin ve norepinefrinin inhibisyonu dengelidir 

ve klinikte KİPN'in yan etkilerini minimalize etmek için duloksetin uygulanmaktadır. 

Duloksetin, analjezi açısından platinle tedavi edilen hastalarda taksanla tedavi edilen 

hastalara göre daha büyük bir fayda gözlemlenmektedir (Bellingham ve diğerleri, 2010). Ek 

olarak, venlafaksin ile karşılaştırıldığında, duloksetin uygulaması daha az yan etki 
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etmektedir (Smith ve diğerleri, 2013). Tüm bu veriler duloksetinin venlafaksine göre KİPN 

tedavisini iyileştirebileceğini düşündürmektedir (Hershman ve diğerleri, 2014). 

Amitriptilin, desipramin ve nortriptilin, serotonin / norepinefrin yolu ile çalıştığı 

bilinen trisiklik antidepresanlardır (Zhao ve diğerleri, 2009). Ancak KİPN’in yan etkilerini 

azaltmada tatmin edici başarı sağlayamamaktadırlar (Gewandter ve diğerleri, 2014). 

Trisiklik antidepresanlar ayrıca antikolinerjik, antihistaminerjik ve antiadrenerjik ilerleme, 

ağız kuruluğu, uyuşukluk, kilo alımı ve ortostatizm gibi sistemik yan etkilere yol açmaktadır 

(Bet ve diğerleri, 2013). Bu veriler, KİPN'nin diğer nöropatik ağrı sendromlarından daha 

karmaşık olduğunu ve trisiklik antidepresanların tek başına KİPN tedavisi için yeterli 

olmadığını göstermektedir. 

 

2.5.4. Anti inflamatuar Tedavi 

 

Kemoterapik ilaçlar, inflamatuar kaskatların aktivasyonuna, sitokinezlerin, pro ve anti 

inflamatuarlar ile birlikte kemokinezlerin fazla miktarda salınmalarına neden olmaktadır. Bu 

inflamatuar mediatörler büyüme faktörleri, bradikinin, serotonin, norepinefrin, nitrik oksit 

ve interlökinler içermektedir. Bu faktörler arasında tümör nekroz faktör alfa (TNF-alfa), 

interlökin 1 beta (IL-1 beta), IL-6, IL-8 KİPN ile ilişkilidir (Diezi ve diğerleri, 2013). 

Kemoterapi ile ilişkili 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 akımlarına neden 

olmaktadır (Schäfers ve diğerleri, 2008). Sinir büyüme faktör tirozin kinaz reseptör A 

yolağının bloke edilmesi veya TNF-alfa antikoru ile tedavi edilmesinin yanı sıra IL-1Ra 

(interlökin-1 reseptör antagonisti) ve IL-10 anti inflamatuarın up-regüle edilmesi 

bortezomib ve paklitaksel ile indüklenmiş periferik nöropati ağrısını iyileştirebilmektedir. 

Pro-inflamatuar sinyalleşmeyi bloke etmenin faydaları, KİPN’nin başlatılması ve 

şiddetlenmesindeki potansiyel rolünü daha da vurgulamaktadır. İlginç bir şekilde, bu 

patolojik ilerleme sadece sinir hücrelerini değil, aynı zamanda nöronal olmayan bağışıklık 

hücrelerini de içerir; genel kemoterapötik ajanların makrofaj infiltrasyonu, T lenfosit alımı 

(Huang ve diğerleri, 2014), schwann hücre aktivasyonu (Zheng ve diğerleri, 2012) ve bu 

hücreler ile DRG nöronları etrafındaki satellit hücre arasındaki iletişimde bir artışa neden 

olduğu bilinmektedir. 
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Metformin, adenosin monofosfat akvite edilmiş protein kinaz (AMPK) yolağını aktive 

eden bir anti diyabet ilacı olarak kullanılmaktadır. Günümüzde KİPN tedavisinde de 

kullanılmaktadır. Metforminin intraperitoneal uygulaması önemli ölçüde periferik intra 

epidermal sinir fiberlerin (IENF) bozulmasını engellemenin yanı sıra sisplatin ile 

indüklenmiş periferik nöropatinin meydana getirdiği uyuşma hissini de engellemektedir. 

Benzer etkiyi paklitaksel tarafından oluşan periferik nöropatide de göstermektedir (Mao-

Ying ve diğerleri, 2012). Ayrıca, metformin pro-inflamatuar sitokinezleri azaltarak ve 

AMPK'ya bağlı bir şekilde aktive edici transkripsiyon faktörü-3 (ATF-3) indüksiyonu 

yoluyla makrofaj yanıtını baskılayarak anti inflamatuar etki yaratmaktadır (Huang ve 

diğerleri, 2009). 

Minosiklin, yarı sentetik, ikinci nesil bir tetrasiklin türevidir. Minosiklin, monositlerin 

aktivasyonunu inhibe etmek, proinflamatuar sitokinezlerin salınımını azaltma gibi etkiler 

göstermektedir (Huang ve diğerleri, 2014). Ek olarak, araştırmacılar minosiklinin anti 

inflamatuar, anti apoptotik ve serbest radikalleri temizleme gibi özellikleri bulunduğunu 

belirtmişlerdir (Suk, 2004). 

 

2.5.5. Antioksidanlar 

 

Kemoterapinin anti-neoplastik etkilerinden birisi kanser hücrelerinde reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) üretimini arttırmaktır (Butturini ve diğerleri, 2013). Ancak kemoterapiye 

cevap olarak periferik ve somatik sinir sisteminde oksidatif stres türleri tespit edilmiştir. 

Artan nöronal oksidatif stresin endojen antioksidanları tükettiği, biyoenerjinin 

metabolizmayı etkilediği, iyon kanallarını aktive ettiği ve inflamatuar olayların oluşumunu 

hızlandırdığı bildirilmiştir (Sawicka ve diğerleri, 2013). Bu patolojik değişiklikler sinir 

hücresinde apoptoz ve mikro tübüllerin dağılması, demiyelizasyon gibi yapısal değişiklilere 

neden olmaktadır (Areti ve diğerleri, 2014). Bu sebeple oksidatif stres aracılı 

nörodejenerasyonun KİPN ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

Melotonin, hem anti-infalamuar hem de antioksidan görevi gören bir nörohormondur 

(Favero ve diğerleri, 2018). Bu sebeple, periferik sinirlerin fonksiyonlarını sınırlandırarak 

KİPN’ın semptomlarını azalttığına inanılmaktadır. Melatonin'in mekanizması alfa281 

protein alt birimi üzerinde voltaja bağlı kalsiyum kanallarını engellemektir. Aynı zamanda 
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kaspaz 3 ve 9’ün üretiminin artmasını sağladığı için anti-tümör, pro-apoptosis gibi etkiye de 

sebep olmaktadır (Soliman ve diğerleri, 2020). 

Amifostin, DNA hasarının onarılmasını hızlandıran ve Fas/FasL aracılı apoptozu 

baskılayan sitoprotektif bir antioksidandır (Majsterek ve diğerleri, 2005). Ototoksisite, 

nörotoksisite, nefrotoksisiteye karşı koruyucu bir etki sağlamaktadır (Gurney ve diğerleri, 

2014). Ayrıca, paklitakselin neden olduğu ciddi klinik nöropatide önemli bir azalma 

(Lorusso ve diğerleri, 2003) ve sisplatinde, altı kur tedaviden sonra nörotoksisite de azalma 

görülmüştür (Kemp ve diğerleri, 1996). Amifostin tedavisinde hipotansiyon, kusma, bulantı 

en sık görülen yan etkileridir. (Duval ve diğerleri, 2012). 

Mangafodipir, yan etkisi olmayan, manyetik rezonans yöntemiyle karaciğer 

görüntülenmesinde kullanılan kontrast bir ajandır. Mangafodipir, şelat bağından 

kaynaklanan süperoksit dismutaz mimetik aktivitesi nedeniyle artık bir antioksidan olarak 

kabul edilmektedir. Bu özellik, mangafodipire kemoterapiye karşı sitoprotektif bir etki 

sağlamaktadır (Yri ve diğerleri, 2009). Ancak, manganezin toksisitesi, mangafodipirin 

klinik kullanımını sınırlamaktadır. Bu nedenle, Ca+2 ile birlikte Mn+2 KİPN için yeni 

tedaviler geliştirmek için faydalı olabilir (Karlsson ve diğerleri, 2012). 

 

2.5.5.1. Kuersetin 

 

Kuersetin, 3-hidroksiflavon omurgasına sahip flavonollerin bir üyesidir (Zaplatic ve 

diğerleri. 2019). (Şekil 6). Antioksidan (Milanezi ve diğerleri, 2019; Inal ve diğerleri, 2002), 

anti-inflamatuar (Li ve diğerleri, 2018), anti-tümör (Vafadar ve diğerleri, 2020), anti-diyabet 

(Hu ve diğerleri 2020), nöroprotektif (Yang ve diğerleri 2020), nefroprotektif (Behling ve 

diğerleri 2006), otoprotektif (Wang ve diğerleri 2020), kardiyoprotektif (Zhang ve diğerleri, 

2018), kan basıncının düzenlenmesi (Huang ve diğerleri, 2020) ve anti bakteriyel aktivite 

(Wang ve diğerleri, 2019) gibi büyük farmakolojik etkilere sahiptir. 
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Şekil 6. Kuersetinin kimyasal yapısı (Costa ve diğerleri, 2016). 

 

Kuersetin, hücre içine direk nüfuz edememektedir. Hücre membranında bulunan FAS 

reseptörüne bağlanmaktadır. Reseptöre bağlı olan FADD (Fas-associated protein with death 

domain) pro-kaspaz-8’e bağlanır ve ER strese neden olarak GRP-78’i (Gastrin-releasing 

peptide-78) ve ATF-6alfa-Beta (aktive edici transkripsiyon faktörü-6 alfa/beta)’nin artışına 

neden olmaktadır. Pro-kaspaz-8 aynı zamanda kaspaz-8’i de aktive etmektedir. Kaspaz-8 

hem kaspaz-3’u hem de BİD’i aktive etmektedir. BİD, Bcl-2’yi inhibe ve Bax’in artışına 

neden olarak kaspaz-9’u aktive etmesiyle hücre apoptoza gitmektedir (Şekil 7) (Ma ve 

diğerleri, 2018). 

 

 

Şekil 7. Kuersetinin hücre üzerine etkisi (Ma ve diğerleri, 2018). 
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Kuersetinin için en önemli konulardan biri kan beyin bariyerini (BBB) geçip 

geçmediğidir. Hücre kültürü çalışmalarında BBB modellinde kuersetinin beyne girdiği 

gösterilmiştir (Schaffer ve Halliwell, 2012). In vivo çalışmalarında sıçanlarda ve 

domuzlarda kuersetin uygulama çalışmalarında beyin dokusunda düşük miktarda kuersetin 

bulduğunu belirtmişlerdir (Ishisaka ve diğerleri, 2011). Kuersetin’ in beyne penetrasyonunu 

arttırmada lipit nanopartikülleri önemli rol oynamaktadır (Dhawan ve diğerleri, 2011). 

Nöronal hücre hatlarında yapılan in vitro çalışmalar, düşük dozlarda kuersetinin 

oksidatif stresi indükleyerek hücre toksisitesin de antagonize özellikte olduğu gösterilmiştir 

(Dajas ve diğerleri, 2012). Magalingam ve diğerleri (2015), tarafından yapılan çalışma da 

kuersetin glikozitlerin PC12 hücrelerinde 6-hidroksidopamin tarafından indüklenen gen 

ekspresyonundaki değişiklikleri bloke edebildiğini gösterilmiştir. Antioksidan etkinin 

serbest metallerin bağlanması, serbest radikallerin temizlenmesi, enzim inhibisyonu ve 

koruyucu enzimlerin ekspresyonunun indüklenmesi gibi farklı kaynakları olduğu 

düşünülmektedir. Farklı kanser hücre hatlarında hücre apoptozunu aktive ettiği, akciğer 

kanserinde hücre proliferasyonunu güçlü bir şekilde inhibe ettiği ve servikal kanserlerde nF-

kB ekspresyonunun azaltılmasıyla apoptotik hücre popülasyonunu arttırdığı gösterilmiştir 

(Youn ve diğerleri, 2013). 

 

2.6. Düşük Seviyeli Lazer Tedavi 

 

Kemoterapi ile indüklenen periferik nöropatinin tedavisinde farmakolojik ajanların 

yanı sıra fotobiyostimülatörler de kullanılmaktadır. 50 yıldan fazladır lazer tedavi veya 

düşük seviyeli lazer terapi (DSLT) yaygın olarak kullanılmaktadır (Ginani ve diğerleri, 

2015). DSLT, dalga boyu 600-1100 nm ve çıkış gücü 1-500 mW olan kırmızı ışın veya 

yakın kızılötesi olan lazeri tanımlamaktadır. 0.04 ile 50 J/cm2 arası düşük enerji seviyesi 

olan bu ışıma sürekli veya darbelidir. DSLT’nin 5 temel parametresi vardır. Bunlar; dalga 

boyu, çıkış gücü, güç yoğunluğu, enerji yoğunluğu, toplam maruz süresidir (Mussttaf ve 

diğerleri, 2019) (Tablo 4). 

DSLT’nin hücrenin çoğalma, proliferasyon, göç olayları gibi fonksiyonel olaylarda 

olumlu olarak katkı sağlamaktadır (Huang ve diğerleri, 2009). 2 J/cm2 gibi düşük dozlarda, 

DSLT hücre proliferasyonunu uyarırken 16 J/cm2 gibi yüksek dozlarda ise baskılayıcı 

özellik göstermektedir. Işığa maruz kalma süresine bağlı biyolojik yanıtlar oluşmaktadır 
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(Bolten ve diğerleri, 1995). Düşük seviyede enerji yayılımı olduğu için ortama ısı, ses veya 

titreşim yaymamaktadır (Hrnjak ve diğerleri, 1995). 

 

Tablo 4. DSLT uygulamasının parametreleri (Mussttaf ve diğerleri, 2019). 

Parametreleri Ölçü birimi Açıklama 

Dalga boyu Nm 600-1100 

Elektromanyetik bir radyasyon, dalga benzeri 

bir özelliğe sahip olan ayrı paketler halinde 

hareket eder. 

Güç W 10-3 – 10-1 Birim zamanda tüketilen enerji miktarıdır. 

Güç Yoğunluğu W/cm2 10-1 – 100 Birim alana iletilen güç 

Enerji Yoğunluğu J/cm2 10-2 – 102 Lazer dozu 

Toplam maruz süresi Saniye 10-3000 Hedef sistemin enerjiye maruz kaldığı süre 

 

2.6.1. Düşük Seviyeli Lazer Tedavi ’nin Etki Mekanizması 

 

DSLT, hücrede fazla oranda ATP, RNA ve DNA sentezine neden olmaktadır. Bu 

sebeple hücresel solunumu ve mitokondriyal elektron taşıma sistemini iyileştirmektedir 

(Takac ve diğerleri, 1998) (Şekil 8). Düşük lazer dozlarında, DSLT'den sonra artan ATP ve 

protein sentezini takiben, büyüme faktörlerinde ve sitokinlerin ekspresyonlarında artışa ve 

sonuçta hücre proliferasyonuna yol açmaktadır (Hu ve diğerleri, 2007). Ancak yüksek lazer 

dozlarında Ca+2 salınımı artmaktadır. Artan Ca+2 ile kalsiyum-adenozin trifosfataz (ATPaz) 

kalsiyum pompalarında aktive artmasına neden olarak hücrenin ATP’sini tüketerek hücre 

metabolizmasını inhibe etmektedir (Schindl ve diğerleri, 2000). 
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Şekil 8. DSLT mekanizması (Düzenlenmiş hali) (Tripodi ve diğerleri, 2020). 

 

DSLT, yara iyileşmesini, kollajen sentezini, sinir rejenerasyonunu, anormal hormonal 

fonksiyonun normalleşmesini, ağrının azalmasını, endorfin salınımının uyarılmasını ve 

bağışıklık sisteminin modülasyonunu uyarmaktadır. DSLT'nin yara iyileşmesi üzerindeki 

etkileri sıklıkla artmış hücre proliferasyonuna bağlanmaktadır (Hawkins ve Abrakamse, 

2005). Ayrıca DSLT hücrede, redoks özelliklerindeki değişiklikler ve elektron transferinin 

hızlanması, sitokrom c oksidazın katalitik merkezinden nitrik oksit (NO) salınımı, 

süperoksit üretimi, fotodinamik etkilere de neden olmaktadır (Rosso ve diğerleri, 2018) 

(Şekil 9). 
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Şekil 9. DSLT’nin biyofiziksel etkisi (Düzenlenmiş hali) (Cotler ve diğerleri, 2015). 

 

2.6.2. Farklı Dalga Boylarındaki DSLT’nin Hücre Üzerine Etkisi 

 

Farklı dalga boylarındaki DSLT çalışmalarında nöronal hücreler üzerinde farklı etkiler 

olduğu gösterilmiştir. DSLT’de 600-780 nm arasındaki dalga boyları nöronal ve aksonal 

büyümede daha fazla etkili olduğu belirtilmiştir. Ross ve diğerleri (2018). Medalha ve 

diğerleri (2012), çalışmalarında 660 ve 808 nm, Barbosa ve diğerleri (2010), çalışmalarında 

660 ve 830 nm, Gigo ve diğerleri (2010) çalışmalarında 660 ve 780 nm dalga boylarını 

karşılaştırdıklarında 660 nm ’nin nörondaki fibere ve aksona büyüme konusunda daha fazla 

etkili olduklarını göstermişlerdir. Chow ve diğerleri (2007), Zheng ve diğerleri (2015) ve 

Holanda ve diğerleri (2018) yaptıkları çalışmalarda 830 nm lazer dalga boylarının 

nöronlardaki aksonal büyümeyi inhibe ettiğini ve mitokondriyal membran potansiyelini 

azalttığını ve bu sebeple ağrı modellerinde kullanılmasını önermişlerdir. Zupin ve diğerleri 

(2019) çalışmalarında için spesifik olarak 800 nm dalga boyunun mitokondriyal 

disfonksiyonunu arttığını göstermişlerdir. Buchaim ve diğerleri (2015), çalışmalarında 660 

nm dalga boyunda 30 mW enerji çıkışı ve 4 J/cm2 lazer kullanmışlardır. Çalışma 

sonuçlarında DSLT’nin vagus sinir rejenerasyonunu arttırdığını belirtmişlerdir. 

Takhtfooladi ve diğerleri (2015), siyatik sinir hasarının tedavisinde 685 nm dalga boyu, 15 

mW enerji çıkışı ve 3 J/cm2 lazer kullanmışlardır. DSLT’nin sinir fonksiyonlarını pozitif 

yönde hızlı bir iyileştirme etkisi olduğunu göstermişlerdir. Wang ve diğerleri (2014) 

çalışmalarında, siyatik sinir hasarının tedavisinde 808 nm dalga boyu, 170 mW çıkış gücü 
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ve 3-8-15 J/cm2 enerji yoğunluğu uygulamışlardır. 3 ve 8 J/cm2 enerji yoğunluğunun sinir 

hasarının morfolojik ve fonksiyonel olarak hızlı bir rejenerasyona ve GAP-43’un 

ekspresyonunda artışa neden olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca in vitro çalışmalarda 660 nm 

lazer dalga boyunun fibroplastların büyüme faktörünün üretiminin arttırdığını (Yu ve 

diğerleri, 1994) ve 632,8 nm dalga boylarının da kültürlenmiş fibroplastların 

miyofibroblastlara dönüştürdüğü bilinmektedir (Pourreau-Schneider ve diğerleri, 1990). Bu 

nedenle, hücrelerin maksimum proliferasyon hızına ulaşmak için doğru parametre 

kombinasyonunu (örneğin dalga boyu, güç yoğunluğu ve enerji yoğunluğu) bilmek 

önemlidir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Gereç 

 

Bu çalışmada kullanılan sarf, kimyasal malzemeler ve cihazlar aşağıda gösterilmiştir. 

Sarf ve Kimyasal Malzemeler 

 PC12 cell line (CRL-1721) 

 RPMI-1640 (#R8758) 

 Fetal Sığır Serumu (#S181H) 

 Donor At Serum (#H1138) 

 L-glutamin 

 Penisilin/streptomisin 

 Tripsin 

 EDTA (#E5134) 

 Matrijel 

 Kuersetin (#337951) 

 Sisplatin (#13119) 

 MTT 

 Annexin V & Dead Cell Assay (#MCH100105) 

 Mitopotential Assay Kit (#MCH100110) 

 Laktat Dehidrogenaz Aktivite Kit (#MAK066) 

 Propidium İyodür 

 Hoesct 

 Tuzlu Fosfat Tampon (PBS, #H4641) 
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 Dimetil sülfoksit (DMSO, #ST00031) 

 Etanol 

 Sinir Büyüme Faktörü (#N2513) 

 RNA izolasyon kiti (#740984.50) 

 cDNA sentez kiti (#G236) 

 qPCR mastermix kiti (#G891) 

 GAP-43 ve Synapsin I Forward/Reverse primerleri 

Cihazlar 

 Muse Cell Analyzer 

 670 nm lazer kaynağı (#MRL-FN-671) 

 Hücre kültür kabini 

 C02 inkübatörü 

 Işık Mikroskobu 

 Flüoresans mikroskobu 

 Santrifüj 

 Sıcak Su banyosu 

 Derin dondurucu (-80°C) 

 Derin dondurucu (-20°C) 

 Plak Okuyucu 

 Hassas Terazi 

 Nanodrop 

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

 Distile su cihazı 

 Soğutmalı Santrifüj 

 Isı bloğu 
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 Otoklav 

 Vorteks 

 

3.1.1. Kimyasalların Hazırlanması 

 

Sisplatin ve Kuersetin ana stokları 10 mM konsantrasyon olacak şekilde DMSO’da 

çözdürülerek hazırlanmıştır. Hücrelere uygulanmadan önce DMSO’nun etkisini azaltmak 

için PBS ile 1:10 oranında dilüe edilmiştir. Hazırlanan tüm ana stok alikotlanarak -20°C’de 

saklanmıştır. 

Sinir büyüme faktörü (NGF), konsantrasyonu 25,000 ng/ml olacak şekilde boş RPMI-

1640 besi ortamı içinde çözünmüştür. Hazırlanan ana stok 250 μl ependorflara alikotlanarak 

-20°C’de saklanmıştır. 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Hücre Çoğaltılması ve Farklılaştırılması 

 

PC12 hücreleri Acıbadem Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalı 

tarafından temin edilmiştir. Hücreler RPMI 1640 besi ortamında çoğaltılmıştır. Besi ortamın 

toplam hacmine bağlı olarak %10 karşılık gelen donor at serumu (DHS), %5 karşılık gelen 

fetal bovine serum (FBS), %1 L-glutamine, %1 Penisilin-streptomisin eklenmiştir. Bu ortam 

+40C’de saklanmıştır. Dondurulmuş olarak bulunan hücre hatları, denemelerde kullanılmak 

üzere 37 °C’lik su banyosunda 1-2 dakikada yavaşça çalkalanarak hücrelerin çözünmesi 

sağlanmıştır. Tüp içeriği 15 ml’lik bir santrifüj tüpüne aktarılıp üzerine 3-4 ml ılık kültür 

ortamı ilave edilmiş ve 1200 rpm’de oda sıcaklığında 5 dakika santrifüj edilmiştir. 

Süpernatant uzaklaştırılıp pellet yeni kültür ortamında insülin iğnesiyle resüspanse edilip 

hücreler T-75 flasklara aktarılmıştır. Bu hücreler 37 °C’de %5 CO2 ve %96 nem içeren 

atmosferde çoğaltılmıştır. Kültür ortamı her 48 saatte değiştirilmiştir (Ferreira ve diğerleri, 

2016). Hücreler uygulama yapılıncaya kadar süspense halde çoğaltılmıştır. 
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PC12 hücrelerin farklılaşması için RPMI-1640 ortamın toplam hacmine bağlı olarak 

%1 karşılık gelen donor at serumu (DHS), %1 L-glutamine, %1 Penisilin-streptomisin ve 

100 ng/ml NGF eklenmiştir. Bu ortam +4°C’de saklanmıştır. Hücreler hazırlanan 

farklılaşma medyumu ile 72 saat 37 °C’de %5 CO2 ve %96 nem içeren atmosferde inkübe 

edilmiştir (Wiatrak ve diğerleri, 2020). 

 

3.2.2. Matrijel ile Plate Yüzeyi Kaplama 

 

Uygulama yapılmadan önce 24 kuyucuklu plateler 1:30, 1:50, 1:100, 1:200 

oranlarında matrijel ile yüzey kaplanmıştır. Kuyu başına 1x105 hücre olacak şekilde hücre 

ekimi yapıldı ve 24 saat 37 °C’de %5 CO2 ve %96 nem içeren atmosferde inkübe edilmiştir. 

İnkübenin akabinde hücreler HO/PI boyaları ile boyanarak hücre canlılığı ve hücrelerin 

tutunma durumları incelenmiştir. 

 

3.2.3. Kemoterapi ile İndüklenmiş Periferik Nöropati Modelinin Oluşturulması 

 

24 kuyucuklu plateler 1:50 oranında matrijel ile kaplandıktan sonra kuyucuk başına 

1x105 hücre olacak şekilde hücre ekimi yapılmıştır. Plateler 24 saat 37 °C’de %5 CO2 

inkübe edilmiştir. Farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelere önceden hazırlanan 

sisplatin ana stoktan 1:10 oranında PBS ile dilüe edilen solüsyondan 16 μM sisplatin 

uygulanmıştır. Uygulamadan sonra hücreler 24 saat 37 °C’de %5 CO2 inkübe edilmiştir 

(Ferreira ve diğerleri, 2016). 

 

3.2.4. Düşük Seviyeli Lazerin Sitotoksisitesi 

 

Deney grupları oluşturulmadan önce düşük seviyeli lazer tedavi doz tayini ön 

denemeler ile yapılmıştır. Düşük seviyeli lazer tedavi için ön denemelerde 24 kuyucuklu 

kültür platelerine kuyu başına 1x105 hücre olacak şekilde hücre ekimi yapılarak 24 saat 37 

°C’de %5 CO2 ve %96 nem içeren atmosferde inkübe edilmiştir. İnkübeden sonra 

farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelere 0.25, 0.5, 1, 1.5 Joule/cm2 lazer dozu 
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ve 670 nm dalga boyu uygulaması yapılmıştır. Lazer uygulaması karanlık bir ortamda, oda 

sıcaklığında yapılmış olup, lazer platelerin 5 cm altından uygulanmıştır (Aboud ve diğerleri, 

2013) (Şekil 10). Uygulamadan sonra 24 saat 37°C'de %5 CO2' de inkübe edilmiştir. 

İnkübeden sonra hücre canlılığı testi sonuçlarına göre lazer dozuna karar verilmiştir. Tüm 

deneyler 3 kere tekrar edilmiştir. 

Işık dozu aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır: 

𝑒𝑛𝑒𝑟𝑗𝑖 𝑦𝑜ğ𝑢𝑛𝑙𝑢ğ𝑢 (
𝐽𝑜𝑢𝑙𝑒

𝑐𝑚2
) =

(𝑙𝑎𝑧𝑒𝑟 𝑜𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡 (𝑤𝑎𝑡𝑡)𝑥 𝑧𝑎𝑚𝑎𝑛(𝑠𝑛))

(𝑙𝑎𝑧𝑒𝑟𝑖𝑛 𝑢𝑦𝑔𝑢𝑙𝑎𝑛𝑑𝚤ğ𝚤 𝑎𝑙𝑎𝑛 (𝑐𝑚2)
 

 

 

Şekil 10. DSLT uygulama şeması. 

 

3.2.5. Kuersetin’in Sitotoksisite Deneyi 

 

Kuersetin doz tayini için sisplatin uygulanan farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış 

PC12 hücrelere önceden hazırlanan kuersetin ana stoktan 1:10 oranında PBS ile dilüe 

edilmiş solüsyondan 3, 10, 30, 100, 500 μM konsantrasyonda kuersetin uygulanarak 24 saat 

37°C’de %5 CO2 ve %96 nem içeren atmosferde inkübe edilmiştir. İnkübenin akabinde 

hücre canlılığı testi sonucuna bağlı olarak kuersetin dozuna karar verilmiştir. Karar verilen 

dozlara göre deney grupları oluşturulmuştur (Tablo 5). Tüm deneyler 3 kere tekrar 

edilmiştir. 
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Tablo 5. Farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinin deney grupları. 

Gruplar Yapılacak Uygulamalar 

Grup 1. Kontrol Grubu 
Farklılaşmış ve farklılaşmamış PC12 hücrelere kemoterapi 

ile indüklenmiş periferik nöropati model oluşturulmamıştır. 

Grup 2.KİPN grubu 
Farklılaşmış ve farklılaşmamış PC12 hücrelere kemoterapi 

ile indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulmuştur. 

Grup 3.KİPN + DSLT 

Farklılaşmış ve farklılaşmamış PC12 hücrelere kemoterapi 

ile indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulmuş ve 

670 nm lazer uygulaması yapılmıştır. 

Grup 4. KİPN+ kuersetin 

Farklılaşmış ve farklılaşmamış PC12 hücrelere kemoterapi 

ile indüklenmiş periferik nöropati model grubuna kuersetin 

uygulaması yapılmıştır. 

Grup 5. KİPN + kuersetin + DSLT 

Farklılaşmış ve farklılaşmamış PC12 hücrelere kemoterapi 

ile indüklenmiş periferik nöropati model grubuna kuersetin 

ve 670 nm lazer uygulaması yapılmıştır. 

Grup 6. Kontrol + çözücüler Farklılaştırılmamış PC12 hücrelere çözücüler uygulanmıştır. 

 

3.2.6. Kuersetin ve Düşük Seviyeli Lazer Kombine Uygulaması 

 

Sisplatin uygulanan farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelere ön 

deneylerle belirlenen 3 µM kuersetin ile 0,25 J/cm2 lazer uygulaması yapılmıştır (Resim 2). 

Hücrelere kuersetin uygulamasından 0, 10, 20, 30, 40 dakika 37 °C’de %5 CO2 inkübe 

edildikten sonra 0,25J/cm2 lazer uygulaması yapılmıştır. Uygulama yapılan hücreler 24 saat 

37 °C’de %5 CO2 inkübe edilmiştir. Lazer uygulamaları karanlık ve oda sıcaklığı ortamında 

gerçekleştirilmiştir. Tüm deneyler 3 kere tekrar edilmiştir. 

 

  
A B 

Resim 2. DSLT’nin uygulanması (A) ve Lazer Cihazı (B). 
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3.2.7. Hücre Canlılığı Testi 

 

Deney grupların hücre canlılığı analizi 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil 

tetrazolyum bromid (MTT) tarafından belirlenmiştir. Uygulamalardan 24 saat sonra hücre 

canlılığı analiz edilmiştir. Çözeltiye (5 mg / ml) 20 μl MTT ilave edilip ve hücreler, 37°C'de 

%5 CO2' de 2 saat inkübe edilmiştir. İnkübenin akabinde süpernatant ortamdan uzaklaştırılıp 

300 μl DMSO, formazan kristallerinin ekstraksiyonu için kullanılmıştır. Mikro plate 

okuyucuda 570 nm’de absorbans analizi yapılmıştır (Mendonça ve diğerleri, 2013). Tüm 

deneyler 3 kere tekrar edilmiştir. Hücre canlılığı oranı, aşağıdaki formüle göre 

hesaplanmıştır: 

𝐻ü𝑐𝑟𝑒 𝑐𝑎𝑛𝑙𝚤𝑙𝚤ğ𝚤 𝑜𝑟𝑎𝑛𝚤(%) =
(𝑚𝑢𝑎𝑚𝑒𝑙𝑒 𝑒𝑑𝑖𝑙𝑚𝑖ş ℎü𝑐𝑟𝑒𝑙𝑒𝑟𝑖𝑛 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑙𝑒𝑟𝑖)

(𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑔𝑟𝑢𝑏𝑢 ℎü𝑐𝑟𝑒𝑙𝑒𝑟𝑖𝑛 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑙𝑒𝑟𝑖)
 𝑥100 

 

3.2.8. Apoptoz Testi 

 

Farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelere uygulanmış olan kuersetin ve 

düşük seviyeli lazer tedavisini gruplarında total apoptotik hücrelerinin kantitatif analizi için 

Annexin V& Dead hücre test kiti kullanılmıştır. Bütün gruplardaki hücreler 350 μl tripsin-

EDTA ile kaldırılmış ve son konsantrasyon 5x105 hücre/ml olacak şekilde %1 bovine serum 

albümin (BSA) ve %1 fetal bovine serum (FBS) içeren tuzlu fosfat tamponu içinde 

seyrekleştirilmiştir. Daha sonra 100 μl Annexin V ve 7-AAD karışımı ile 100 μl hücre 

süspansiyonu bir ependorf içerisinde karıştırılmış ve 30 dakika boyunca 37°C'de %5 CO2' 

de inkübe edilmiştir. Muse Cell Analyser’da analiz edilmiştir (Ru ve diğerleri, 2019). Tüm 

deneyler 3 kere tekrar edilmiştir. 

 

3.2.9. Canlılık Analizleri 

 

Deney grupların nöronal hücre ölümü ve canlılığı değerlendirmek için Axiocam 208 

kamera ekli ZEISS Axio Vert.A1 invert mikroskop ile görüntüler alınmıştır. Görüntüler 10X 

büyütme oranında alınmıştır. Kültür ortamına her bir kuyucuğa propidium iyodür (PI) (7.5 

µM) ve hoecst (1 µM) boyaları ilave edilmiştir (λex 496 nm; λem 516 nm). Elde edilen 
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görüntülerden ImageJ programıyla canlı ve ölü hücreler hesaplanmıştır. Tüm deneyler 3 

kere tekrar edilmiştir. Canlılık ve ölü hücre oranları Canlılık ve ölü hücrelerin yüzde 

hesaplaması için aşağıdaki formüllere göre hesaplanmıştır: 

%𝐶𝑎𝑛𝑙𝚤 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑜𝑟𝑎𝑛𝚤 =
𝑐𝑎𝑛𝑙𝚤 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤

𝑡𝑜𝑝𝑙𝑎𝑚 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤
𝑥100 

%Ö𝑙ü ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑜𝑟𝑎𝑛𝚤 = (ö𝑙ü ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤)/(𝑡𝑜𝑝𝑙𝑎𝑚 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤)𝑥100 

 

3.2.10. Mitokondri Membran Potansiyeli 

 

Uygulama yapılan hücrelerdeki mitokondriyal membran potansiyelindeki 

değişiklikleri göstermek için ve mitopotential assay kit kullanılmıştır. Protokol kitinde 

belirtilen şekilde negatif ve pozitif kontroller hazırlanmıştır. MitoPotential Dye 1: 1000'i 1X 

Assay Buffer ile seyrelterek MitoPotential çalışma solüsyonunu hazırlanmıştır. Hücreler 

350 μl Tripsin-Edta ile kaldırılmıştır. 100 μL hücreye 95 μL MitoPotential çalışma 

solüsyonu eklenerek 20 dakika 37°C'de %5 CO2' de inkübe edilmiştir. İnkübeden sonra 

hücrelere 5 μL 7-ADD eklenmiştir. Oda sıcaklığında 5 dakika boyunca inkübe edilmiştir. 

Muse Cell Analyzer’da analiz edilmiştir (Ru ve diğerleri, 2019). Tüm deneyler 3 kere tekrar 

edilmiştir. 

 

3.2.11. Laktat Dehidrogenaz Aktivite Analizi 

 

Farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelerine kuersetin ve lazer 

uygulamasından 24 saat sonra sitoplazmik zarın bütünlüğünü değerlendirmek için LDH 

aktivite analizi yapılmıştır. Deney gruplarının kültür medyumlarından çalışılmıştır. LDH 

kitinde belirtildiği protokol uygulanmıştır. NADH’ın standart eğrisi çizdirilerek deney 

gruplarının B miktarları hesaplanmıştır. Deney gruplarından kültür medyumları alınarak 

Substrate Mix ile karıştırılarak 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edilerek Mikro plate 

okuyucuda 450 nm’de absorbans analizi yapılmıştır (Ru ve diğerleri, 2019). Tüm deneyler 3 

kere tekrar edilmiştir. LDH aktivitesi, aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır: 
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LDH Aktivitesi =  B  Örnek dilüsyon faktürü (Reaksiyon zamanı) V 

B=T(final) ile T(initial) arasındaki NADH miktarı (nmol) 

V=kuyucuktaki toplam hacim (ml) 

 

3.2.12. Real Time PCR (RT-PCR) Analizi 

 

100 ng/ml NGF ile farklılaştırılmış PC12 hücrelerinden oluşan deney gruplarındaki 

gen GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarını incelemek için RT-PCR testi yapılmıştır. 

RNA izolasyonu için Nucleospin RNA Plus kitinin protokolüne uygun şekilde 

gerçekleştirildi. Farklılaştırılan hücrelerden deney grupları oluşturuldu. Kuyucuklardaki 

medyumlar ortamdan uzaklaştırıldı. Her kuyucuğa 350 µl lysis buffer uygulanıp hücreler 

kaldırıldı. Hücreler gDNA removel columna alınarak 11000g’de 30 saniye santrifüj edilerek 

genomik DNA uzaklaştırıldı. Süpernatantlar RNA purification column’lara alınarak 100 µl 

binding solution eklendi ve 11000g’de 15 saniye santrifüj edilerek RNA’ların kolon 

membranına bağlanması gerçekleştirildi. Her kolon 3 kere kitte bulunan yıkama solüsyonu 

ile yıkandıktan sonra nanodrop cihazında protein miktarları kontrol edildi. RNA’dan 

cDNA’ya çevirmek için OneScript Plus cDNA Synthesis Kit kullanıldı. Protokolde 

belirtilen karışım hazırlanarak kolonlara eklendi. 55°C’de 15 dakika, 85°C’de 5 dakika 

inkübe edildi. İnkübenin akabinde BlasTaq 2X qPCR MasterMix kiti kullanılarak pcr 

analizi gerçekleştirildi (Seven ve diğerleri, 2020). Tüm deneyler 3 kere tekrar edilmiştir. 

Kullanılan primer dizileri Tablo 6’da verilmiştir. GAPDH housekeeping gen olarak 

kullanılmıştır. Gen ekspresyonları 2^-delta delta CT yöntemine ile hesaplandı (Bachman, 

2013). 

 

Tablo 6. Primer dizileri. 

GAP-43 primeri: F: 5′-GGAATAAGGATCCGAGGAGGAAAGGAG-3′ 

 R: 5′- CTTAAAGTTCAGGCATGTTCTTGGT-3′ 

Synapsin I primeri: F: 5'-CAGGGTCAAGGCCGCCAGTC-3' 

 R: 5'-CACATCCTGGCTGGGTTTCTG-3' 

GAPDH primeri: 

(Housekeeping gen) 

F: 5′-TCCCTCAAGATTGTCAGC-3′ 

R: 5'-TCTTCTGAGTGGCAGTGAT-3′ 
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3.2.13. İstatistiksel Analiz 

 

Gruplar arasında tüm parametrelerin karşılaştırılmasında, verilerin normal dağılıma 

uyduğu tespit edilğinde en az iki grup arasında herhangi bir farklılığın olup olmadığını test 

etmek için “tek yönlü varyans analizi” (one-way ANOVA) yöntemi uygulanmış olup, en az 

iki grup arasında anlamlı bir farklılığın tespit edildiği değerlerde post-hoc test olarak Tukey 

testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık *, #, ^, +: p ≤ 0,05, **, ##, ^^, ++: p ≤ 0,01, ***, 

###, ^^^, +++: p ≤0,001 şeklinde ifade edildi. Değerlendirmelerde farklılığı p<0,05 olan 

değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Sayısal değerlerin tümü aritmetik 

ortalama ± standart hata olarak ifade edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Hücre Çoğaltılması ve Farklılaştırılması 

 

PC12 hücreleri süspanse halde iken T-75 flaskta çoğaltılmıştır. Hücrelerin canlılık 

durumlarını takip etmek için haftada 1 kere ışık mikroskobunda ve HO/PI boya ile 

flüoresans mikroskobunda görüntüleri alınmıştır (Resim 3-4). PC12 hücreleri farklılaştırmak 

için 100 ng/ml NGF ile inkübe edilen hücrelerin ışık mikroskobunda görüntüleri alınmıştır. 

Alınan görüntülerde PC12 hücrelerinde farklılaşma olduğu görülmüştür (Resim 5). 

 

A) 

 
B) 

 

Resim 3. PC12 hücrelerin ışık mikroskobu görüntüleri (10X) A; Düşük Yoğunluk B; 

Yüksek Yoğunluk. 
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A B C 

Resim 4. PC12 hücrelerinin flüoresans mikroskobunda HO/PI görüntüleri (10X) A; PI 

görüntüleri B; Hoest görüntüleri C; HO/PI merge. 

 

A) 

 
B) 

 

Resim 5. Farklılaştırılmamış (A) ve farklılaştırılmış (B) PC12 hücrelerinin ışık mikroskop 

görüntüleri (10X). Kırmızı oklar NGF ile farklılaşmış hücreleri göstermektedir. 
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4.2. Matrijel Oranı 

 

PC12 hücreler süspanse özellikte olması nedeniyle plateler farklı oranlarda matrijel ile 

yüzeyleri kaplanmıştır. Yüzeyi kaplanan hücreler 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO2' de 

inkübe edilmiştir. İnkübeden sonra hücreler hoesct ile boyanıp flüoresans mikroskobunda 

canlılık görüntüleri alınarak plate yüzeyine tutunma oranları karşılaştırılmıştır. En iyi 

tutunma oranı 1:50 oranında olduğu tespit edilmiştir. 

 

4.3. Kuersetin ve Düşük Seviyeli Lazer Dozunun Belirlenmesi 

 

16 µM sisplatin uygulanan kemoterapi ile indüklenmiş periferik modeli oluşturulan 

farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinden ön deney ile kuersetin ve düşük 

seviyeli lazer dozları belirlenmiştir. Ön deneylerde kuersetin için 3, 10, 30, 100, 500 µM ve 

düşük seviyeli lazer dozu için 0.25, 0.5, 1 J/cm2 uygulanmıştır. Uygulama yapılan gruplara 

MTT testi ile hücre canlılığı analizi yapılmıştır. Farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 

hücrelerindeki lazer doz belirleme sonuçlarına göre 16 µM sisplatin ile model oluşturulan 

hücrelere 0,5 ve 1 J/cm2 lazer dozunun sadece model oluşturulan grup arasında istatistiksel 

olarak hiçbir fark olmadığı ancak 0,25J/cm2 lazer dozu ile arasında önemli bir fark olduğu 

saptanmıştır (p<0.01). Bu sebeple lazer dozu 0,25 J/cm2 seçilmiştir (Şekil 11-12). 

16 µM sisplatin uygulanan kemoterapi ile indüklenmiş periferik modeli oluşturulan 

farklılaştırılmamış PC12 hücrelerine uygulanan kuersetinin hücre canlılığı sonuçlarına göre 

3 µM kuersetin dozu ile sadece sisplatin ile model oluşturulan grup arasında önemli bir fark 

olduğu bulunmuştur (p<0.01). Ancak 10-30-100-500 µM kuersetin dozları sisplatin ile 

model oluşturulan grup arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır. Ayrıca 500 µM kuersetin 

uygulanan hücreler ışık mikroskobunda incelendiğinde reaktif oksijen radikalleri oluştuğu 

görülmüştür. Bu nedenle kuersetin dozu olarak 3 µM seçilmiştir (Şekil 13). 
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Şekil 11. Farklılaştırılmamış PC12 hücre hattında düşük seviyeli lazer doz ön denemeleri 

(##; kontrol ile diğer grupları arasında farklar (p<0,01), **; sisplatin ile diğer gruplar 

arasındaki farklar (p<0,01)). 

 

 

Şekil 12. 100ng/ml NGF ile farklılaştırılmış PC12 hücre hattında düşük seviyeli lazer doz 

ön denemeleri (##; kontrol ile diğer grupları arasında farklar (p<0,01), **; sisplatin ile 

diğer gruplar arasındaki farklar (p<0,01)). 
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Şekil 13. Farklılaştırılmamış kuersetin doz ön (##; kontrol ile diğer grupları arasında farklar 

(p<0,01), **; sisplatin ile diğer gruplar arasındaki farklar (p<0,01), ++; sisplatin+3 

µM kuersetin ile diğer kuersetin dozları arasındaki farklar (p<0,01)). 

 

4.4. Sisplatin ile İndüklenmiş Periferik Nöropati Modelinde Kuersetin ve Düşük 

Seviyeli Lazer Kombine Tedavinin Hücre Canlılığı Analizi 

 

16 µM sisplatin ile kemoterapi ile indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulan 

farklılaşmış ve farklılaşmamış PC12 hücrelerine ön deneylere belirlenen 3 µM kuersetin 

uygulaması yapılmıştır. Kuersetin uygulamasından sonra hücreler 0, 10, 20, 30, 40 dakika 

37°C'de %5 CO2' de inkübe edilmiştir. İnkübenin akabinde hücreler 0,25 J/cm2 lazere maruz 

bırakılmıştır. 24 saat boyunca 37 ° C'de %5 CO2' de inkübe edilmiştir. Lazer uygulaması 

karanlıkta ve plate’in 5 cm altından uygulanmıştır. 24 saatlik İnkübeden sonra hücre 

canlılığı yapılmıştır. MTT sonuçlarına göre kontrol grubuna uygulanan ve ön deneylerle 

belirlenen kuersetin, lazer dozlarının ve çalışmada kullanılan çözücülerin kontrol grubu ile 

arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (Şekil 14). 100ng/ml NGF ile farklılaştırılmış 

PC12 hücrelerdeki kontrol grup ile sisplatin grupları arasında önemli bir fark bulunmuştur 

(p<0.01). Ancak sisplatin grubu ile kombine tedavi grupları arasında bir fark 

bulunamamıştır. (Şekil 15). Ancak farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinde kontrol grubu 

sisplatin grubu ve kombine tedavi uygulanan grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir fark 

bulunurken sisplatin grubu ve kombine tedavi uygulanan grup arasında bir fark 

bulunamamıştır (Şekil 16). 
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Şekil 14. DSLT, kuersetin ve çözücülerin PC12 hücrelerine etkisi. 

 

 

Şekil 15. Farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinde uygulanan kombine tedavinin (3 µM que ve 

0,25 J/cm2 DSLT) hücre canlılığı üzerine etkisi. Kombine tedavi 1; 0. Dakika 

kuersetin inkübesi, kombine tedavi 2; 10. Dakika kuersetin inkübesi, kombine tedavi 

3; 20 dakika kuersetin inkübesi, kombine tedavi 4: 30 dakika kuersetin inkübesi, 

kombine tedavi 5: 40 dakika kuersetin inkübesi (##; kontrol ile diğer gruplar 

arasındaki farklar (p<0.01)). 
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Şekil 16. 100ng/ml NGF ile farklılaştırılan PC12 hücrelerine uygulanan kombine tedavinin 

(3 µM que ve 0,25 J/cm2 DSLT) hücre canlılığı üzerine etkisi Kombine tedavi 1; 0. 

Dakika kuersetin inkübesi, kombine tedavi 2; 10. Dakika kuersetin inkübesi, kombine 

tedavi 3; 20 dakika kuersetin inkübesi, kombine tedavi 4: 30 dakika kuersetin 

inkübesi, kombine tedavi 5: 40 dakika kuersetin inkübesi (##; kontrol ile diğer gruplar 

arasındaki fark (p<0.01)). 

 

4.5. Apoptoz Analizi 

 

16 µM sisplatin ile indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulan farklılaşmış ve 

farklılaşmamış PC12 hücrelerine 3 µM kuersetin ve 0,25 J/cm2 uygulaması yapılarak 24 

saat boyunca 37°C'de %5 CO2' de inkübe edilmiştir. İnkübenin akabinde Muse 

apoptosis&dead kitiyle analiz yapılmıştır. Analiz sonuçlarına göre hem farklılaştırılmamış 

hem de farklılaştırılmış PC12 hücrelerinde en fazla total apoptoz oranı sisplatin grubu ve 

kombine tedavi uygulanan grupta görülürken en düşük total apoptoz ise kontrol grupta 

görülmüştür (Şekil 17-18) (Tablo 7). Sisplatin+ que ve sisplatin+DSLT gruplarındaki total 

apoptoz oranı istatistiksel olarak bir fark bulunmamıştır. 
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A) 

 
Kontrol Grubu 

 

 
Sisplatin Grubu 

 

 
Sisplatin+que Grubu 

 

 
Sisplatin+ lazer Grubu 

 

 
Sisplatin+que+ lazer 

Grubu 

 

B) 

 

Şekil 17. 100ng/ml NGF ile farklılaştırılmış PC12 hücre hattının Annexin&dead analizi A) 

deney gruplarının apoptoz profilleri B) Deney gruplarının total apoptoz oranları (##; 

kontrol ile diğer gruplar arasındaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile diğer gruplar 

arasındaki fark önemli (p<0.01)). 
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A) 

 
Kontrol Grubu 

 

 

 
Sisplatin Grubu 

 

 
Sisplatin+que Grubu 

 
Sisplatin+lazer Grubu 

 
Sisplatin+que+lazer Grubu 

 

B) 

 

Şekil 18. Farklılaştırılmamış PC12 hücre grubunun Annexin&dead analizi. A) deney 

gruplarının apoptoz profilleri B) Deney gruplarının total apoptoz oranları (##; kontrol 

ile diğer gruplar arasındaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile diğer gruplar arasındaki 

farklar (p<0.01)). 

 

 



 

48 

Tablo 7. Deney grupların total apoptoz değerleri. 

PC12 Hücreleri 

Deney Grupları Farklılaştırılmamış Hücreler Farklılaştırılmış Hücreler 

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 µM sisplatin ile kemoterapi ile indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulan 

farklılaşmış ve farklılaşmamış PC12 hücrelerine 3 µM kuersetin ve 0,25 J/cm2 uygulaması 

yapılarak 24 saat boyunca 37°C %5 CO2'de inkübe edilmiştir. İnkübenin akabinde Muse 

Mitopotential kitiyle analiz yapılmıştır (Şekil 19-20) (Tablo 8). Farklılaştırılmamış ve 

farklılaştırılmış PC12 hücrelerinde en fazla total depolarize sisplatin grubu ve kombine 

tedavi grubunda, en düşük ise kontrol grubunda olduğu bulunmuştur. Farklılaştırılmamış 

PC12 hücrelerinde sisplatin+3 µM kuersetin grubu ile sisplatin+0,25J/cm2 grubu arasında ve 

sisplatin grubu ile kombine tedavi grubu arasında kayda değer bir fark bulunmamıştır. 

Ancak sisplatin grubu ile sisplatin+3 µM kuersetin ve sisplatin+0,25J/cm2 grupları arasında 

önemli bir fark saptanmıştır (Şekil 19) (Tablo 8). Farklılaştırılmış PC12 hücrelerinde ise 

total depolarize de tüm deney grupları arasında istatistiksel olarak fark olduğu görülmüştür 

(p<0.01) (Şekil 20) (Tablo 8). 
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A)   

 
Kontrol Grubu 

 
Sisplatin Grubu 

 
Sisplatin+ que grubu 

 
Sisplatin+DSLT grubu 

 
Sisplatin+que+DSLT 

grubu 

 

B) 

 

Şekil 19. Farklılaştırılmamış PC12 hücre grubunun Mitopotential analizi. A) Deney 

grupların cell healthy profilleri B) deney grupların total depolarize oranları (##; 

kontrol ile diğer gruplar arasındaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile diğer gruplar 

arasındaki farklar (p<0.01)). 
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A)   

 
Kontrol grubu 

 
Sisplatin Grubu 

 
Sisplatin+que Grubu 

 
Sisplatin+lazer Grubu 

 
Sisplatin+que+lazer Grubu 

 

 

B) 

 

Şekil 20. 100ng/ml NGF ile farklılaştırılmış PC12 hücre grubunun Mitopotential analizi. A) 

Deney grupların cell healthy profilleri B) deney grupların total depolarize oranları (##; 

kontrol ile diğer gruplar arasındaki fark (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi uygulamaları 

arasındaki fark(p<0.01), ++; sisplatin+DSLT ile diğer uygulamalar arasındaki fark 

(p<0.01), ^^; sisplatin+que ile diğer uygulamalar arasındaki fark (p<0.01)). 
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Tablo 8. Deney gruplarının total depolarize değerleri. 

PC12 Hücreleri 

Deney Grupları Farklılaştırılmamış Hücreler Farklılaştırılmış Hücreler 

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. Flüoresans Görüntüleri 

 

PC12 hücre hattındaki deney grupların nöronal hücre ölümü ve canlılığı 

değerlendirmek için HO/PI boyaması yapılarak Axiocam 208 kamera ekli ZEISS Axio 

Vert.A1 invert mikroskop ile görüntüler alınmıştır. Görüntüler 10X büyütme oranında 

alınmıştır (Resim 6). Analiz sonuçlarına göre %canlı hücre oranı en fazla kontrolde 

görülürken en düşük ise sisplatin ve kombine tedavi gruplarında görülmüştür (Tablo 9). 

Sisplatin+3 µM ve sisplatin+0,25J/cm2 grupları sisplatin grubundan daha fazla canlı hücre 

oranı olduğu saptanmıştır. İstatiksel olarak sisplatin ve kombine tedavi grupları arasında 

kayda değer bir fark bulunmamıştır. Ancak diğer grupları arasında anlamlı bir fark 

bulunmuştur (Şekil 21a). Yüzde ölü hücre oranında ise en düşük kontrol grubunda, en 

yüksek ise sisplatin ve kombine tedavi grubunda olduğu saptanmıştır (Şekil 21b). 

 

Kontrol Grubu Sisplatin Grubu Sisplatin+que Grubu 

Sisplatin+DSLT Grubu Sisplatin+que+DSLT Grubu 

Resim 6. Deney gruplarının HO/PI boyası ile flüoresans mikroskop görüntüleri (10X) Yeşil 

oklar ölü hücreleri göstermektedir. 
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Tablo 9. Deney Gruplarının HO/PI değerleri. 

Farklılaştırılmamış Hücreler PC12 Hücreleri 

Deney Grupları %Ölü Hücre % Canlı Hücre 

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 91,234±0,915 8,766±0,915 

 

A) 

 
B) 

 

Şekil 21. HO/PI boyası ile flüoresans mikroskobunda görüntüleri alınmış deney grupların 

%canlı ve ölü hücre oranları A) %canlı hücre oranı B) %ölü hücre oranı (##; kontrol 

ile diğer gruplar arasındaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi uygulamaları 

arasındaki farklar (p<0.01)). 
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4.8. Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi Analizi 

 

Farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelerine 16 µM sisplatin ile 

indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulduktan 24 saat sonra 3 µM kuersetin ve 0,25 

J/cm2 uygulaması yapılarak 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO2' de inkübe edilmiştir. 

İnkübeden sonra gerçekleştirilen analiz sonucunda elde edilen NADH standart eğrisi 

yardımıyla örnekler içerisindeki NADH miktarına bağlı olarak örneklerdeki laktat 

dehidrogenaz aktivitesi belirlenmiş ve hesaplamalar gerçekleştirilmiştir (Şekil 22) (Resim 

7). Hem farklılaştırılmış hem de farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinde en fazla LDH 

aktivitesi sisplatin ve kombine tedavi gruplarında görülmüştür (Tablo 10). En düşük LDH 

aktivitesi kontrol grupta olduğu saptanmıştır. İstatiksel olarak sisplatin ve kombine tedavi 

grupları arasında kayda değer bir fark görülmemesine rağmen bu gruplar sisplatin+que ve 

sisplatin+DSLT grupları arasında önemli bir fark olduğu görülmüştür (Şekil 23-24). 

 

 

Şekil 22. NADH standart eğrisi. 
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Resim 7. NADH kolorimetrik ölçüm 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 gruplarının LDH aktivite değerleri. 

PC12 Hücreleri 

Deney Grupları Farklılaştırılmamış Hücreler Farklılaştırılmış Hücreler 

Kontrol 23,721±1,394 43,157±2,051 

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 

 

 

 

Şekil 23. Farklılaştırılmamış PC12 hücrelerin LDH analiz sonuçları (#; kontrol ile diğer 

gruplar arasındaki farklar (p<0.05), *; sisplatin ile tedavi uygulamaları arasındaki 

farklar (p<0.05)). 
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Şekil 24. Farklılaştırılmış PC12 hücrelerin LDH analiz sonuçları (##; kontrol ile diğer 

gruplar arasındaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi uygulamaları arasındaki 

farklar (p<0.01), 

 

4.9. RT-PCR 

 

PC12 hücrelerin NGF ile farklılaşmayı gözlemlemenin yanı sıra farklılaşmış ve 

sisplatin ile indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulan PC12 hücrelerine tedavi 

amaçlı uygulanan kuersetin, düşük seviyeli lazer tedavisinin GAP-43 ve Synapsin I genleri 

üzerine etkisini belirlemek için RT-PCR analizi yapılmıştır (Tablo 11). Elde edilen sonuçlar 

2^-deltadeltaCT yöntemi ile hesaplandı. Analiz sonucunda NGF ile farklılaştırılan 

hücrelerinin farklılaştırılmayan hücrelere kıyasla GAP-43 ve Synapsin I gen 

ekspresyonlarının daha fazla olduğu görülmüştür. İstatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmuştur (p<0.01) (Şekil 25). NGF ile farklılaştırılan PC12 hücre deney gruplarının RT-

PCR analizi sonuçları 16 µM sisplatinin hem GAP-43 hem de Synapsin I genlerinin 

ekspresyonlarını önemli ölçüde azalttığını göstermektedir (Şekil 26-27) (p<0.01). Ayrıca 

sisplatin+que ve sisplatin+DSLT deney grupları sisplatin grubu ile karşılaştırıldığında GAP-

43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarının daha yüksek ifade edildiği saptanmıştır. (p<0.01). 
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Şekil 25. PC12 hücrelerinde GAP-43 ve Synapsin I genlerinin ekspresyonu (**: p<0.01). 

 

 

Şekil 26. Farklılaştırılmış PC12 hücre deney gruplarının GAP-43 gen ekspresyonu (##; 

kontrol ile diğer gruplar arasındaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi 

uygulamaları arasındaki farklar (p<0.01), ++; sisplatin+DSLT ile diğer uygulamalar 

arasındaki farklar (p<0.01), ^^; sisplatin+que ile diğer uygulamalar arasındaki farklar 

(p<0.01)). 
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Şekil 27. Farklılaştırılmış PC12 hücre deney gruplarının Synapsin I gen ekspresyonu (##; 

kontrol ile diğer gruplar arasındaki farklar (p<0.01), **; sisplatin ile tedavi 

uygulamaları arasındaki farklar (p<0.01), ++; sisplatin+DSLT ile diğer uygulamalar 

arasındaki farklar (p<0.01), ^^; sisplatin+que ile diğer uygulamalar arasındaki farklar 

(p<0.01)). 

 

Tablo 11. Deney grupların GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonları 

GAP-43 

Deney Grupları Farklılaştırılmış Hücreler Farklılaştırılmamış Hücreler 

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 I 

Deney Grupları Farklılaştırılmamış Hücreler Farklılaştırılmamış Hücreler 

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. TARTIŞMA 

 

 

Sisplatin ile indüklenen periferik nöropati modelinde kuersetinin ve düşük seviyeli 

lazer kombine tedavisinin farklılaştırılmamış ve NGF ile farklılaştırılmış PC12 hücrelerde 

meydana gelen hasarın ne ölçüde olduğunu belirten çalışmalar oldukça sınırlıdır. Sisplatin 

ile indüklenen periferik nöropatinin tedavisi ilgili yapılan çalışmalarda kuersetin ve düşük 

seviyeli lazer tedavisi tek başına uygulanarak tedavinin etkinliği incelenmiştir. 

Bu tez çalışmasında, farklılaşmamış ve NGF ile farklılaştırılmış PC12 hücrelerinde 

sisplatin ile indüklenmiş periferik nöropati modeli oluşturulmuştur. Model oluşturulan 

gruplarda kuersetinin ve düşük seviyeli lazer tedavisinin etkileri araştırılmıştır. 

Sıçan böbrek üstü kökenli PC12 hücre hattına sinir büyüme faktörü uygulandığında 

hücreler farklılaşmaktadır. Wiatrak ve diğerleri (2020) yaptıkları çalışmada PC12 hücre 

hattına 50 ng/ml ve 100 ng/ml sinir büyüme faktörü uygulamış ve 3 ile 7 gün arasında 

olmak üzere farklı zamanlarda inkübe etmişlerdir. Nörit büyüme analizleri sonucunda en iyi 

nörit büyümenin 100 ng/ml NGF uygulanmış hücrelerde olduğunu saptamışlardır. Ayrıca 

100 ng/ml NGF uygulamanın 3. gününden itibaren farklılaşmanın başladığını ve 7. günde 

tamamlandığını bulmuşlardır. Bu tez çalışmasında 50 ng/ml ve 100 ng/ml NGF uygulanmış 

hücreler 3 ile 7 gün arasında inkübe edilmiştir. Canlılık analizlerine göre 100 ng/ml NGF 

uygulamanın 3. gününde farklılaşmanın başladığı ve canlılık/ölüm oranının diğer günlerle 

karşılaştırıldığında daha düşük olduğu görüldü. 50 ng/ml NGF uygulanmış hücrelerde 

farklılaşmanın daha zaman aldığı ve nörit uzantılarının daha kısa olduğu belirlenmiştir. 

Ayrıca, sinir büyüme faktörü (NGF) PC12 hücrelerinde nöronal büyümeyi ve gelişmesini 

kontrol eden GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarında artışa sebep olmaktadır 

(Dasgupta ve diğerleri, 2012; Zhong ve diğerleri, 2019). GAP-43 ve Synapsin I genlerinde 

ekspresyon artışı PC12 hücrelerinde nöronal yapının başarılı bir şekilde oluştuğunun 

göstergesidir (Das ve diğerleri, 2004). 

Çalışma sonucumuzda 100 ng/ml NGF uygulanan hücreler ışık mikroskobu altında 

incelenediğinde nörit uzantıların 3.günde oluştuğu görüldü. Farklılaştırılan hücreler ile NGF 

uygulanmayan hücrelere kıyasla daha fazla GAP-43 ve Synapsin 1 genlerinde 

ekspresyonlarında artışa sebep olduğu bulunmuştur. Bu sonuçlar literatür çalışmalarıyla 

paralellik göstermektedir. 
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Sisplatin gibi platin bazlı kemoterapötik ajanların kullanımı kanser tedavisinde 

yaygındır. Ancak bu kemoterapötik ajanların periferik sistemde kişinin yaşam kalitesini 

düşürücü yan etkiler görülmektedir. Kemoterapi ile indüklenen periferik nöropati (KİPN), 

tipik olarak distal ekstremitelerde ortaya çıkan ve en uzun aksonlara sahip nöronların artan 

hassasiyetini gösteren parestezi, uyuşma, yanma ağrısı, sıcaklık duyusu kaybı ve tendon 

reflekslerinin kaybı gibi simetrik semptomlarla ilişkilidir. Belirtiler önce parmaklarda 

“çorap ve eldiven” dağılımı ile başlayarak ilerleyen safhalarda kollara ve bacaklara 

dağılımını takip eder (Acklin ve Xia, 2021). Sisplatin tedavisi alan hastaların yaklaşık 

olarak %84’un de bu belirtiler görülmektedir. Ancak KİPN’in patofizyolojisi sisplatin 

dozuna ve uygulama süresine bağlıdır (Ezzi ve diğerleri, 2019). Sisplatin, mono eklenti 

olarak DNA yapısına çapraz bağlanarak DNA replikasyonunu inhibe ederek sitokin 

salınımlarının artmasına ve apoptoz yolaklarının aktive olmasına neden olmaktadır. Bu 

sebeple hücrede mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres artışı görülmektedir. 

Sisplatin, nöronal kökenli hücrelerde ototoksisiteye, miyelotoksiteye, nefrotoksisiteye sebep 

olmaktadır (Cavaletti ve diğerleri, 2014; Carozzi ve diğerleri, 2015). 

In vivo çalışmalar hücre düzeyinde platin bazlı anti kanser ilaçlarının birikimini ve 

dağılımını analiz etmek için uygun değildir. Bu sebeple in vitro (DRG nöronları, PC12 ve 

(SH)-SY5Y hücre hatları) çalışmalar KİPN’in moleküler analizi için uygun olduğunu 

gösteren çalışmalar mevcuttur (Chua ve Kroetz, 2017; Leisengang ve diğerleri, 2018). 

Ayrıca PC12 hücre hattı sinir büyüme faktörü (NGF) uygulandığında hücrelerde 

farklılaşmaya sebep olarak nöron yapısına dönmektedir. Bu sebeple KİPN çalışmalarında 

PC12 hücre hattı hem primer olarak hem de NGF uygulanarak nöron hücre olarak da tercih 

edilmektedir. Bu hücrelerde sisplatin ile indüklenmiş periferik nöropati modelinin 

oluşturulmasının belirtisi hücre canlılığının ortalama olarak %40-60 arasında olmasıdır. 

Ferreira ve diğerleri (2016) yaptıkları çalışmada PC12 hücre hatlarına 1, 5, 10, 20, 50 ve 

100 µM sisplatin dozlarını uygulamışlardır. Sitotoksisite sonuçlarına göre 10 µM sisplatin 

dozundan itibaren önemli ölçüde hücre canlılığında düşme olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca 

1 ve 5 µM sisplatin dozlarında mitokondriyal disfonksiyona sebep olmadığını 

belirtmişlerdir. Benzer şekilde Klein ve diğerleri (2007), PC12 hücrelerinde, nörit 

oluşumunu istatistiksel olarak farklı sisplatin konsantrasyonlarının nörit büyümesini 

azaltmada en büyük etkinin 10 µM konsantrasyonda elde ettiğini göstermişlerdir. Bu 

sebeple NGF uygulanmış ve uygulanmamış PC12 hücre hattında KİPN modelinin 

oluşturulması için 16-32 µM sisplatinin 24 saat 37 °C, %5 CO2 ortamında inkübe edilme 
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protokolü genel olarak tutarlı sonuçlar elde edildiği bildirilmiştir (Li ve diğerleri, 2015; Li 

ve diğerleri, 2019; Mendonca ve diğerleri, 2009). 

Bu tez çalışmasında farklılaştırılmamış ve NGF ile farklılaştırılmış PC12 hücrelerinde 

KİPN modelini oluşturmak için 16 µM sisplatin dozu kullanılmış ve 24 saat 37 °C, %5 CO2 

ortamında inkübe edilmiştir. Hücre canlılığı test sonuçlarına göre hücre canlılığı %60 

oranında düşme olduğu gösterilmiştir. Bu düşüş ile KİPN modelinin başarılı bir şekilde 

oluşturulmuştur. Bu sonuçlar literatür çalışma sonuçlarına göre paralellik göstermektedir. 

Araştırmalar, doğrudan DNA’ya eklenti yapılar oluşturan sisplatinin hücrelerde 

mitokondriyal disfonksiyona ve aksonal hasara yol açan mekanizmaları göstermişlerdir 

(Jaggi ve Singh, 2012). Zhang ve diğerleri (2019) farklılaştırılmamış PC12 hücrelerine 10 

µM sisplatin uyguladıktan 24 saat sonra flow sitometrede mitokondriyal membran 

potansiyeli ve apoptoz analizlerini yapmışlardır. Çalışma sonuçlarına göre mitokondriyal 

membran potansiyelinde kontrol grubunda %0,77 iken 10 µM sisplatin uygulanan grupta 

%19,36 olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca apoptoz analizde total apoptozun kontrol 

grubunda %2,83, 10 µM sisplatin grubunda ise %20,25 olduğunu belirtmişlerdir. Rodriguez 

ve diğerleri (2021), 100 ng/ml NGF ile PC12 hücre hattını farklılaştırmışlardır. 

Farklılaştırdıkları hücrelere 0.001 µM-100 µM sisplatin dozlarını uygulamışlardır. 

Uyguladıkları gruplarda flow sitometre ile apoptoz analizini gerçekleştirmişlerdir. Kontrol 

grubunda %20, 16 µM sisplatin uygulanan grupta %42 total apoptoz oranı olduğunu 

göstermişlerdir. 

Bu tez çalışmasında farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücrelerine 

uygulanan 16 µM sisplatin grubu ile kontrol grubu karşılaştırıldığında total apoptoz ve total 

depolarize oranları arasında önemli bir fark bulunmaktadır. Farklılaştırılmamış PC12 

hücrelerinde kontrol grubunda %5, 16 µM sisplatin uygulanan grupta %70 ve 100 ng/ml 

NGF ile farklılaştırılan PC12 hücrelerinde kontrol grubunda %6,03, 16 µM sisplatin 

uygulanan grupta ise %44,63 total depolarize oranları bulunmuştur. Total apoptoz analiz 

sonuçlarına göre farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinde kontrol grubu %3, 16 µM sisplatin 

uygulanan grupta %46, 100 ng/ml NGF ile farklılaştırılan PC12 hücrelerinde kontrol 

grubunda %2, 16 µM sisplatin uygulanan grupta %26 total apoptoz oranları saptanmıştır. 

Çalışma sonuçları sisplatinin hem primer hem de nöron hücreler üzerinde programlanmış 

hücre ölümü olan apoptoza ve mitokondri membran potansiyelinin artışına neden olduğunu 

göstermektedir. 
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Sisplatin kaynaklı periferik nöropatide mitokondriyal ve genomik DNA'nın hasarına 

neden olmaktadır. Ancak kesin mekanizma net olarak belli değildir (Carozzi ve diğerleri, 

2010). In vivo çalışmalarında sisplatin uygulanan gruplarda siyatik sinirin histolojik 

analizlerle aksonal dejenerasyonu gözlemleyen çalışmalar mevcuttur (Boehmerle ve 

diğerleri.,2014). Sisplatin tarafından indüklenen aksonal dejenerasyon, nörit büyümesinin 

inhibisyonu ile in vitro olarak gösterilmiştir (Klein ve diğerleri, 2007). PC12 hücrelerinde, 

mitokondriyal hasara veya apoptoza neden olamayan çok düşük bir sisplatin konsantrasyonu 

tarafından indüklenir, ancak NGF tarafından indüklenen aksonal plastisiteyi kontrol eden 

GAP-43 ve Synapsin I gibi aksonal proteinleri aşağı regüle etmektedir (Ferreira ve diğerleri, 

2016). Ayrıca in vitro olarak sisplatin ile indüklenen periferik nöropatide NGF'nin, DNA 

eklenti oluşumunu azaltmada ve nöronal apoptozu inhibe ettiği de gösterilmiştir (Aloe ve 

diğerleri, 2000). 

Bu tez çalışmasında, 100 ng/ml NGF ile farklılaştırılan PC12 hücrelere 16 µM 

sisplatin uygulanarak periferik nöropati modeli oluşturulmuştur. Model oluşturulan 

hücrelerde GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarında önemli ölçüde azalma olduğu 

görülmüştür. Bu sonuçlar 16 µM sisplatinin nöronal büyümeyi ve gelişmeyi inhibe ettiğini 

göstermektedir. 

Platin bazlı anti kanser ilaçları dolaylı yoldan membran hasarına sebep olmaktadır. Bu 

ilaçlar hücrede Na+/K+ değiştiricinin aktivitesi azaltarak mitokondriyal DNA eklentileri, 

elektron taşıma zincirinin proteinlerine zarar vermektedir ve böylece oksidatif stresi ve 

H2O2 salınımını artırırlar (Areti ve diğerleri, 2014). H2O2, ROS oluşumuna neden olur ve 

nöronu demiyelinize eder; ROS, p53 ve Bax salınımına neden olarak nöronal apoptoza yol 

açar (Salvemini ve diğerleri 2011). Ferreira ve diğerleri (2016) 100 ng/ml NGF ile 

farklılaştırılmış PC12 hücrelerini farklı sisplatin konsantrasyonları uygulayarak periferik 

nöropati modelini oluşturmuşlardır. Sitoplazmik zarın bütünlüğünün kaybını gösteren laktat 

dehidrogenaz enziminin salınmasını araştırmışlardır. Araştırma sonucunda sisplatin 

uygulanmış gruplar ile kontrol grubu karşılaştırıldığında LDH aktivitesinde artma olduğunu 

saptamışlardır. 

Bu tez çalışmasının LDH analiz sonuçlarına göre en fazla LDH miktarı sisplatin 

uygulanan grupta olduğu ve sisplatinin hem farklılaşmamış hem de NGF ile farklılaştırılmış 

PC12 hücrelerinde sitoplazmik zarın bütünlüğünün kaybına neden olduğu görülmüştür. 

Literatür çalışmasına paralellik göstermektedir. 
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Sisplatin, hücresel hasarda rol oynayan süper oksit anyonları, hidrojen peroksit ve 

hidroksil radikalleri üretir, bu da antioksidan tedavinin sisplatin toksisitesine karşı yararlı 

olabileceğini düşündürmektedir (Masuda ve diğerleri, 1994; Santos ve diğerleri, 2007). 

Kuersetin, potansiyel bir nöroprotektif bileşik olarak kabul edilir. Son zamanlarda yapılan 

çalışmalar, in vitro ve in vivo olarak nörodejenerasyon üzerinde bazı yararlı etkileri 

olduğunu ortaya koymuştur (Chen ve diğerleri, 2015). Kuersetin, oksidatif stres faktörlerine 

karşı in vitro koruyucu bir etki gösterir (Heo ve Lee, 2004), hücre sağkalımını artırır (Sasaki 

ve diğerleri, 2003) ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) (Smith ve Luo, 2003), DNA hasarını 

(Silva ve diğerleri, 2008) ve nöroinflamasyonu (Kraus ve diğerleri, 2007) azaltmaktadır. Ek 

olarak, çeşitli in vivo modellerinde, kuersetin motor fonksiyonunu iyileştirir (Schültke ve 

diğerleri, 2003), iltihabı azaltır (Kumar ve diğerleri, 2008), oksidatif stresi azaltır (Lu ve 

diğerleri, 2006) ve nöronal hücre ölümünü baskılar (Pu ve diğerleri, 2007). Bununla birlikte, 

akson yeniden büyümesi üzerindeki etkileri büyük ölçüde bilinmemektedir. 

Kuersetin ’in sisplatin ile indüklenen periferik nöropati’yi önleyici ve nöron koruyucu 

olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır. Ancak kuersetin’in sisplatin ile indüklenen 

periferik nöropati tedavisinde kullanıldığını dair çalışmalar kısıtlıdır. Azevedo ve diğerleri 

(2013), Schwingel ve diğerleri (2014) yaptıkları in vivo çalışmalarda oksiplatin ile 

indüklenmiş periferik nöropati de kuersetin, von frey testi, histopatolojik analiz, 

immünohistokimya analizleri ile yağların yükseltgenmesi sonucu bozulması olan lipid 

peroksidasyonunu ve tirozin nitrosilasyonunu önlendiğini göstermişlerdir. Benzer şekilde 

mast hücrelerinde oluşturulan paklitaksel ile indüklenmiş periferik nöropati modelinde 

nörolojik ağrıyı iyileştirilerek nöron koruyucu olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır 

(Gao ve diğerleri, 2016). 

Nöron hücrelerinde kuersetin doza ve inkübasyon süresine bağlı olarak GAP-43 gen 

ekspresyonunda artışa neden olmaktadır. Bu ekspresyon artışıyla nörit uzantıları 

tetiklenmektedir (Chen ve diğerleri, 2015). Kuersetin nörit uzantılarını tetiklemenin yanı 

sıra nöron koruyucu olarak PC12 hücreleri gibi nöron hücrelere uygulandığında hücre 

canlılığınında artışa ve LDH miktarında azalmaya neden olmaktadır (Bao ve diğerleri, 

2017). 

Bu tez çalışmasındasının ön deneyinde 16 µM sisplatin ile KİPN modeli oluşturulan 

gruplara tedavi amaçlı 3- 10- 30- 100-500 µM kuersetin uygulanmıştır. Canlılık analizlerine 

göre 3 µM kuersetin dozunun KİPN tedavisinde uygun olduğuna karar verilmiştir. Ayrıca 

500 µM yüksek kuersetin dozlarında hücreler arasında ROS yapılarının oluştuğu 
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görülmüştür. KİPN modeli oluşturulmuş ve 3 µM kuersetin uygulanan gruplar sadece 

sisplatin ile model oluşturulan gruplar ile karşılaştırıldığında hücre canlılığında artış, 

apoptoz, mitokondriyal membran potansiyeli, laktat dehidrogenaz aktivite analizlerinde 

azalmalar görülmüştür. Kuersetin’in sitoplazmik zar bütünlüğünü iyileştirdiği, 

mitokondriyal disfonksiyonunu ve programlanmış hücre ölümü olan apoptozu engellediği 

bulunmuştur. 100 ng/ml NGF ile farklılaştırılan PC12 hücrelerinde sisplatin ile periferik 

nöropati modeli oluşturulan hücre gruplarına tedavi olarak uygulanan kuersetin’in nöronal 

büyümeyi kontrol eden GAP-43 ve Synapsin I genleri ekspresyonlarında artışa sebep olduğu 

görülmüştür. Kuersetinin nöronal büyümeyi olumlu olarak etkilediği için KİPN tedavisinde 

etkin olduğu saptanmıştır. 

Fotobiyomodülatör olarak bilinen düşük seviyeli lazer tedavi yara iyileşmesinde, 

inflamatuar da azalmada ve ağrı tedavisinde kullanılmasının yanı sıra kemoterapi ile 

indüklenmiş periferik nöropati semptomlarını minimalize etmekte de kullanılmaktadır. 

Düşük seviyeli lazer tedavinin temel mekanizması hala daha net bir şekilde açıklığa 

kavuşturulamamıştır (Robijns ve diğerleri, 2017). Rosso ve diğerleri (2018), DSLT de 600-

780 nm arasındaki dalga boyları nöronal ve aksonal büyümede daha fazla etkili olduğunu 

belirtmişlerdir. Medalha ve diğerleri (2012), çalışmalarında 660 ve 808 nm, Barbosa ve 

diğerleri (2010), çalışmalarında 660 ve 830 nm, Gigo ve diğerleri (2010) çalışmalarında 660 

ve 780 nm dalga boylarını karşılaştırdıklarında 660 nm ’nin nörondaki fibere ve aksona 

büyüme konusunda daha fazla etkili olduklarını belirtmişlerdir. Buchaim ve diğerleri (2015) 

660 nm dalga boyu, 30 mW enerji çıkışı ve 4 J/cm2 düşük seviyeli lazerin vagus sinir 

rejenerasyonunu arttırdığını belirtmişlerdir. Takhtfooladi ve diğerleri (2015) çalışmalarında 

685 nm dalga boyu, 15 mW enerji çıkışı ve 3 J/cm2 düşük seviyeli lazerin siyatik sinir 

hasarının tedavisinde etkili olduğunu göstermişlerdir. Ancak siyatik sinir hasarında 808 nm 

dalga boyu, 3-8 J/cm2 enerji dozu düşük seviyeli lazer tedavisinin morfolojik ve fonksiyonel 

olarak iyileşme görülürken aynı zamanda GAP-43 gen ekspresyonlarında da artışa sebep 

olduğunu gösteren çalışmalar da bulunmaktadır. (Wang ve diğerleri, 2014). GAP-43, 

nöronal büyüme sırasında yüksek seviyelerde eksprese edilir ve rejenerasyon sürecindeki 

periferik sinirlerde bulunur (Xu ve diğerleri (2008). Meiri ve diğerleri (1986), in vivo 

çalışmalarında 3 hafta boyunca DSLT uygulanan periferik sinirlerin rejenerasyon sürecinde 

GAP-43 gen ekspresyonlarında artış olduğunu bulmuşlardır. Ayrıca in vitro çalışmalarda 

660 nm düşük sevyeli lazer dalga boyunun fibroplastlarda büyüme faktörlerinin üretimini 

arttırdığını (Yu ve diğerleri, 1994) ve 632,8 nm dalga boylarının da kültürlenmiş 
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fibroplastların miyofibroblastlara dönüştürdüğü bilinmektedir (Pourreau-Schneider ve 

diğerleri, 1990). Hsieh ve diğerleri (2016), oksiplatin ile indüklenmiş periferik nöropati olan 

hasta gruplara ve in vivo olarak enerji yoğunluğu 7,5 J/cm2 780 nm düşük seviyeli lazer 

tedavisi uygulamıştır. Analiz sonuçlarına göre gruplardaki nörotoksik semptomlarda önemli 

ölçüde iyileşme olduğunu belirtmiştir. Sadece oksiplatin uygulanan grup ile oksiplatin ve 

DSLT uygulanan gruplar karşılaştırıldığında davranışsal testler ve duyu testlerinde önemli 

fark olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca düşük seviyeli lazer tedavisinin DRG hücrelerinde 

TRPM8 proteinin aşırı ekspresyonunu baskıladığını belirtmişlerdir. 

Bu tez çalışmasının ön deneyinde 16 µM sisplatin ile KİPN modeli oluşturulan 

farklılaştırılmamış ve farklılaştırılmış PC12 hücre gruplarına 670 nm ve enerji yoğunluğu 

olarak 0,25-0,5-1 J/cm2 düşük seviyeli lazer uygulanmıştır. 0,5-1 J/cm2 enerji 

yoğunluklarının KİPN’in tedavisinde yeterli olmadığı saptanmıştır. Bu sebeple çalışmada 

0,25 J/cm2 enerji yoğunluğu seçilmiştir. Farklılaştırılmamış ve farklılaştırılmış PC12 hücre 

gruplarında KİPN modeli oluşturulmuş ve 0,25 J/cm2 enerji yoğunluğu uygulanmış olan 

grup ile sadece sisplatin uygulanan grup karşılaştırıldığında hücre canlılığında artış 

görülmüştür. Ayrıca apoptoz da mitokondriyal membran potansiyelinde ve sitoplazmik zar 

bütünlüğünü gösteren LDH aktivite miktarında azalma saptanmıştır. Farklılaştırılmamış ve 

farklılaştırılmış PC12 hücrelerinde model oluşturulan gruplara uygulanan DSLT’nin nöronal 

büyümeyi ve gelişmesini kontrol eden GAP-43 ve Synapsin I genlerinin ekspresyonlarında 

artışa sebep olduğu görülmüştür. Bu da KİPN modelinde DSLT’nin nöronal büyümeyi 

tetikleyerek etkin tedavi olarak kullanılabileceğini göstermektedir. 

Kuersetin ve düşük seviyeli lazer kombine tedavi çalışmaları diyabetik periferal 

nöropati üzerine yoğunlaşılmıştır (Ahmed ve diğerleri, 2018; Aboud ve diğerleri, 2015). 

Ancak, kemoterapi ile indüklenmiş periferik nöropatide kuersetin ve düşük seviyeli lazer 

tedavisinin kombine tedavisi ile ilgili çalışmalar oldukça kısıtlıdır. Ahmed ve diğerleri 

(2018) yaptıkları in vivo diyabetik nöropati çalışmasında tedavi olarak hem kuersetin hem 

de 632,8 nm dalga boyu ve 6,36 J/cm2 enerji dozu düşük seviyeli lazer kullanmışlardır. 

Çalışma sonuçlarına göre kuersetinin ve düşük seviyeli lazer kombine tedavisinin diyabetik 

nöropati modelinde etkili olduğunu göstermişlerdir. Benzer şekilde Aboud ve diğerleri 

(2015), 25 mg/kg kuersetin ve dalga boyu 632.8 nm olan düşük seviyeli lazer kombine 

tedavisinin in vivo diyabetik nöropati modelininde kollajen üretimini hızlandırarak yara 

iyileşmesini sürecini kolaylaştırdığını belirtmişlerdir. 
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Bu tez çalışmasında sisplatin ile indüklenen periferik nöropati modeli oluşturulan hem 

farklılaştırılmış hem de farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinde 3 µM kuersetin ve dalga boyu 

670 nm, enerji yoğunluğu 0,25 J/cm2 olan düşük seviyeli lazer kombine tedavinin etkinliği 

görülmemiştir. KİPN modeli oluşturulan gruplara uygulanan kombine tedavi (que ve DSLT) 

ile sisplatin grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır. Kombine 

tedavinin hücre canlılığını, GAP-43 ve Synapsin I gen ekspresyonlarını inhibe ettiğini 

görülmüştür. Ayrıca apoptoz, mitokondriyal membran potensiyelini ve LDH aktivitesinde 

artışa sebep olduğu bulunmuştur. Tüm bu sonuçlar kombine tedavinin hücrelerde membran 

zar bütünlüğünü ve mitokondriyal disfonksiyonu üzerinde hiç etki etmediği göstermektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

Kemoterapi de sıklıkla kullanılan sisplatinin yan etkisi olarak kemoterapi ile 

indüklenmiş periferik nöropati (KİPN) görülmektedir. Hastalarda alt ve üst ekstremitelerde 

yanma, ağrı, karıncalanma, hissizlik görülmektedir. KİPN hem önlemede hem de 

tedavisinde farmakolojik ajanların yanı sıra fotobiyostimülatörler kullanılmaktadır. 

Sinir büyüme faktörünün (NGF) PC12 hücrelerinde GAP-43 ve Synapsin 1 genlerinin 

ekspresyonlarında artışa sebep olduğu saptanmıştır. 

Bu çalışma ile sisplatinin hem NGF ile farklılaştırılmış hem de farklılaştırılmamış 

PC12 hücre hattında hücre canlılığını %60 oranında azalttığı görülmüştür. Ayrıca yüksek 

oranlarda uygulanan sisplatinin PC12 hücrelerinde apoptoza, mitokondriyal disfonksiyona, 

sitoplazmik zar bütünlüğünün bozulmasına neden olduğu saptanmıştır. 

Sisplatin ile indüklenen periferik nöropati modeli oluşturulan hem farklılaştırılmış 

hem de farklılaştırılmamış PC12 hücrelerinde tedavisinde 3 µM kuersetin dozunun, 0,25 

J/cm2 düşük seviyeli lazerin hücre canlılığını arttırdığı bulunmuştur. Ek olarak, hücrelerde 

apoptozun, mitokondriyal disfonksiyonunun ve laktat dehidrogenaz aktivitesinde azalmaya 

neden olduğu belirlenmiştir. Model oluşturulan farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 

hücrelerinde kuersetin’in ve DSLT’nin nöronal büyümeden sorumlu olan GAP-43 ve 

Synapsin I gen ekspresyonlarında artışa sebep olduğu bulunmuştur. 

Farklılaştırılmış ve farklılaştırılmamış PC12 hücre hatlarında oluşturulan KİPN 

modeline uygulanan kuersetin ve düşük seviyeli lazer kombine tedavinin KİPN tedavisinde 

etkili olmadığı saptanmıştır. 

Çalışmanın sınırlılıklarından biri sisplatin ile indüklenmiş periferik nöropati de in 

vitro çalışma olmasıdır. Bir diğer sınırlılık ise sisplatin ile indüklenmiş periferik in vitro 

modelinde kuersetinin ve düşük seviyeli lazerin hücrelerdeki oksitatif stres üzerine etkisini 

çalışılmamış olmasıdır. Ayrıca çalışma da sisplatin ile indüklenmiş periferik nöropati 

modeli oluşturulan gruplara uygulanan kombine tedavinin (que+DSLT) hangi sinyal 

yolakları inhibe ettiği ve neden antagonist etki göstererek etkin bir tedavi olmadığının 

açıklanamamış olması bir başka sınırlılıktır. 
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Bu çalışmada sisplatin ile indüklenmiş periferik nöropatinin ve tedavi için uygulanan 

kuersetin, düşük seviyeli lazer tedavisi ve kombine tedavinin PC12 hücreleri üzerine olan 

etkileri araştırılmıştır. Elde edilen veriler kullanılarak periferik nöropati tedavisinin 

geliştirilmesi gelecek çalışmaların konusu olabilecektir. Ayrıca gelecek araştırmalarda in 

vitro ortamda gerçekleşen bu çalışmanın deney hayvanları ve/veya insanlarda 

uygulanmasıyla klinikte hastalar üzerine etkisi incelenebilecektir. 
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