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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZINi

5-HT : 5-hidroksitriptamin

ATF3 : Siklik AMP'ye bagli transkripsiyon faktorii 3
B2 : Bradikinin reseptorii B2

CAP : Kapsaisin

Cav : Voltaj-bagimli kalsiyum kanali

cGMP : Siklik GMP

CGRP : Kalsitonin gen iliskili peptit.

COX : Siklooksigenazlar

cPLA2 : Sitozolik fosfolipaz A2

Cpz : Kapsazepin

CYP : Sitokrom P450

EETs : Epoksiyeikosatetraenoik asitler
ERK : Hiicre dis1 sinyal diizenlenmis kinaz

ERK1/2  :Mitojen ile aktiflestirilmis protein kinazlar;

ETAR : Endotelin reseptorii A tipi

FBS : Fetal Bovine Serum

GDNF : Glial hiicre kaynakl1 norotrofik faktor
HETEs : Hidroksieikosatetraenoik asitler

IL-1PB : Interlokin 1 Beta

IL-6 : Interldkin 6

1P3 : Inositol 1,4,5-trisfosfat

fesl : Intraepidermal sinir lifleri

iPLA2 : Ca™ ‘a duyarsiz fosfolipaz A2

KCNK : potasyum kanal alt ailesi K

KKPN : Kemoterapotik kaynakli periferal noropatik agri
LK : Lokotrien

LOX : Lipoksigenazlar
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1. GIRiS

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile karakterize bir hastalik sinifidir.
Birbirinden farkli ylizden fazla kanser tiirii vardir ve her biri baslangicta
etkilenen hiicre tipine gore smiflandirilirlar. Degisen hiicreler kontrolsiiz bir
sekilde boliindiiglinde, kanserler timor ad1 verilen doku kitlelerini olusturmak
tizere boliiniirler. Tiimorler sindirim, sinir ve dolasim sistemlerine doniisebilir;
bunlara miidahale edebilir ve viicut fonksiyonlarmi degistiren hormonlari
serbest birakabilirler. Bir noktada kalan ve sinirli biiylime gdsteren tliimorler
genellikle iyi huylu olarak kabul edilir.

Kemoterapi ise kontrolsiiz biiyiime karakteristigindeki bu kanser
hiicrelerini durdurmak i¢in kullanilan bir kanser tedavisidir. Kemoterapi,
kanser hiicrelerinin biiylimesini durdurarak veya yavaslatarak caligir. Fakat bu
ilaclarin sinir sistemi iizerinde Onemli diizeyde olumsuz etkileri vardir.
Birbirinden farkli bu etkiler norotoksik, noroinflamatuvar ve periferal
ndropatik agri olarak siralanmaktadir. Bu ndropatik agrinin 6nlenmesi veya
tedavisi icin potansiyel olarak hedef olabilecek patogenez bu ilaclarin ortak
noktasidir. Oksaliplatin bu kemoterapotik ajanlardan biridir. Oksaliplatin,
kolorektal kanser tedavisinin ayrilmaz bir bileseni, onaylanmis iiglincii nesil
platin bazli bir kemoterapi ajanidir ancak klinik kullanimi doz sinirlayici
periferik noropatik agr1 ve norotoksisite ile iliskilidir. Oksaliplatin kaynakl
periferal noropatik agri (OXPN), tedavi sirasinda hastalarin %80’ inde goriilen
ciddi bir yan etkidir. Bu yan etkiler hastalarin ekseriyetle yasadigi kas
kramplari, ¢ene spazmlari, parestezi olarak ortaya ¢ikmaktadir ve bunlarin
hepsi soguk maruziyeti ile daha da kétiilesip kroniklesebilmektedir. Iste bu
durum, sitostatiklerin tolere edilebilen dozunu smirlar ve kemoterapi
tedavisinin kesilmesine dahi neden olabilir. Ayrica bu semptomlar tedavinin
kesilmesinden sonra dahi ilerleyebilmektedir (1).

Bu tez c¢alismasinda OXPN tedavisinde halihazirda kullanilan
aneljeziklerin basarisiz olmasi terapotik veya Onleyici stratejiler olarak
tartigildi ve kemoterapétik ilaglardan oksaliplatin (OX) ile iligskili OXPN i¢in
bireysellestirilmis, mekanizmaya dayali tedavinin gerekliligi tizerinde duruldu.
OXPN’de ilag etkinligini diger ndropatik agr1 durumlarindan bagimsiz olarak

degerlendirmek gerekmektedir. Ciinkii bu kemoterapétik ajan, digerlerinden
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farkli olarak iyon kanallar1 {izerinde etkindir ve OXPN’nin hiicresel
mekanizmalari, diger platin bazli kemoterapdtikler tarafindan uyarilan
ndropatik agr1 mekanizmalarindan biraz farklidir. Oksaliplatin, ligand kapil1 ve
voltaj kapili iyon kanallarinin artmis aktivasyonu gibi daha ciddi néronal
etkilere sahiptir. Hiicrelerin i¢inde oksaliplatin, oksalat ve platine indirgenir.
Oksalat, hiicre i¢i kalsiyum iyonunu (Ca'™) selat haline getirir ve noronal
membran potansiyelinde ve voltaj kapili iyon kanallarinin aktivasyonlarinda
bozulmalara neden olur (2).

Kemoterapotik ajanlar, arka kok gangliyonundaki (AKG) ve arka boynuz
ndronlarmin plazma membraninda lokalize iyon kanallarini, sitozolik iyonik
cevreyl ve Ozellikle de hiicre i¢ci bu kalsiyum iyon konsantrasyonunu
degistirerek noropatik agriy1 tetikleyen sekonder degisiklikleri baglatir. (3).
Ca'?, birgok hiicresel fonksiyonun modiilasyonunda ¢ok onemli sekonder
haberci olarak rol oynar. Ca*? iyonunun sitozolde asir1 diizeydeki artisi
hiicredeki fizyolojik fonksiyonlara zarar verir. Bu durum hiicresel oksidatif
stres olusumu ve apoptozun 6nemli bir nedeni olarak karsimiza ¢ikar (4). Sinir
hiicrelerinde kalsiyum kanallarinin asir1 aktivasyonu neticesinde hiicre igi
kalsiyum iyon konsantrasyonunda [Ca*?]; 6nemli diizeydeki artigin néropatik
agrinin patofizyolojisindeki katkis1 bilinen bir konudur. Bu kalsiyuma gecirgen
katyon kanallarindan biri de gegici reseptdr potansiyeli (TRP) kanal ailesidir.
TRP alt familyasindan vanilloid 1 (TRPV1), ilk olarak duyusal néronlarda
ekspresyonlar: bildirilen bir alt {iyedir. Ayrica bu kanallar oksidatif stres,
sicaklik (43 °C) ve kirmizi ac1 biber (kapsaisin) gibi ¢esitli uyaranlara yanit
verirler.

Hiicreleri ¢cevreleyen redoks ortami, reaktif oksijen tiirlerinin hizli tiretimi
nedeniyle degisir. TRPV1 oksidasyon algisinda, sistein oksidasyonu temel
mekanizma olarak kabul edilmistir. TRPV 1'deki Sistein kalintilariin, hiicresel
kosullarda kolay erisilebilir ve modifiye edilebilen, agirlikli olarak serbest
tiyollere sahip oldugu bilinmektedir. TRPV1 aktivasyonunda bu tiyol (thiol)
gruplariin oksidasyonu 6nemli bir role sahiptir. Selenyum, sistein redox
sistemini destekleyerek kanalin yapisindaki tiyol gruplarinin oksidasyonunu

onleyerek Ca*? girisini ve dolayisiyla da ndropatik agriy1 baskilar (5).



Sik goriilen patojenik durumlardan biri de oksaliplatin kaynakli OXPN
sirasinda kuvvetli bir inflamatuvar bilesen icermesidir. Bu inflamatuvar
bilesen, tiimor nekroz faktorii (TNF-a)) ve Interlokinler (IL-18 ve IL-6) gibi
pro-aljezik mediyatorlerin iiretilmesine ve salinmasina yol agan spinal kord’un
dorsal boynuzundaki mikroglia, astrositler ve uydu hiicrelerinin
aktivasyonundan kaynaklanir. OXPN'de yer alan mekanizmalar arasinda
aksonal transportun bozulmasi, iyon kanal1 ve reseptor aktivitesinin degigsmesi,
ndronal hasar ve inflamasyon, oksidatif stres ve mitokondriyal hasar yer alir.
OXPN'nin mekanizmaya dayali tedavisi i¢in Oneriler incelenecek olursa,
gelistirilecek ilaglarin, oksaliplatin'in neden oldugu OXPN’ye karsi iyon
kanallar1 odakli néroprotektif, anti-inflamatuvar maddelerin kombinasyonunu
icermesi gerektigi anlagilmaktadir (6,7).

Yukarida bahsedildigi gibi TRPV1 katyon kanali aktivasyonunda tiyol
sistein gruplarmnin oksidasyonunun biiyiik 6nemi varken, Se’de tiyol redoks
sisteminin 6nemli bir {iyesi olarak TRPV 1 inhibisyonu etkisi yapabilir ve hiicre
i¢i Ca™ girigini diizenleyerek OX ‘un neden oldugu periferal noropatik agriyi,
inflamasyonu ve apoptozu dnleyebilir. Yaptigimiz literatiir taramasinda Se’nin
OX’un neden oldugu TRPVI1 kanal aktivasyonu iizerinde yapilmis bir
molekiiler diizeyde bir calilmanin olmadigimi gézlemledik.

Bu tez calismasinda son veriler 151¢1inda hayvan modeli ve hiicre kiiltiirii
(MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti1) ortamlarinda Se’nin TRPV1 katyon
kanallar1 araciligiyla OXPN ‘deki roliinii degerlendirdik. OXPN durumunda
TRPV1 katyon kanallarinin asir1 aktivasyonu ve neticede hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonu artis1 ve bu artis ile tetiklenen kaspazlar, ROS (reaktif oksijen
tiirleri), mitokondriyal membran depolarizasyon (JC-1) diizeylerinin degisimi
ve apoptotik yolaklarin aktivasyonu gibi konular1 ele aldik. Periferal duyusal
ndron hiicrelerinde (Arka kok gangliyonu AKG, Siyatik sinir SN) pro-aljezik
belirtegler olan sitokin diizeylerinin degisimini arastirdik. Agri testleriyle

(Von-Frey, Hot-Plate) Se‘nin, OX ‘un hayvanlar iizerinde etkilerini aragtirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1.Kemoterapi Kaynakh Periferik Noropatik Agn

Kemoterapi ile indiiklenen periferik noropatik agri (KKPN) sitostatik
farmakoterapinin ciddi bir yan etkisidir. KKPN, sitostatik ilaclarin dozaj ve
secimini sinirlayabilir, daha ileri tedavi dongiilerini erteleyebilir veya sitostatik
tedavinin kesilmesini saglayabilir. Semptomlar, tedavi sonrasi agridan,
parestezilere, duyusal ataksiye ve mekanik ve soguk allodiniye kadar degisir.
Viicudun ekstremiteleri agirlikli olarak etkilenir, ancak tekrarlayan tedavi
sirasinda agr1 ekstremiteler boyunca ilerleyebilir (8-10). KKPN’ye neden olan
kemoterapotikler arasinda yaygin olarak kullanilan taksanlar, platin tiirevleri
ve vinka alkaloidlerin yami1 siwra nadiren de olsa kullanilan iksabepilon,
bortezomib ve talidomid bulunur (11).

Oksaliplatin en sik kullanilan kemoterapétik ilag grubunun 6nde gelen
platin bazli bir iiyesidir ve biz burada OXPN’nin kemoterapétik ilaca 6zgii
patofizyolojik mekanizmalarini ve bu durumun dogru yonetilmesinin
yontemlerini  tartistik.  Oksaliplatin, paklitaksel ve vinkristin  gibi
kemoterapotik ajanlarin AKG noéronlar1 lizerinde norotoksik etkileri vardir
(Sekil 1) (12). Bu kemoterapétik ilaglar, voltaja bagimli sodyum kanallari NaV,
voltaja bagmml kalsiyum kanallar1 CaV, gecici reseptor potansiyel TRP iyon
kanallarinin aktivasyon mekanizmalarini, mitokondriyal elektron tagima
zincirini bozabilen; duyusal noronlardaki ATP iiretimini degistirebilen reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini arttirir (13). Ortak patojenik mekanizmalara
ragmen, oksaliplatin’e bagli noropati, paklitaksel veya vinkristin kaynakl
KKPN’den daha az siddetli bir inflamatuvar bilesen icerir. Bu inflamatuvar
bilesen, TNF-a ve IL-1B gibi pro-aljezik mediyatorlerin {iretilmesine ve
salinmasina yol agan spinal kord’un dorsal boynuzundaki mikroglia, astrositler
ve uydu hiicrelerinin aktivasyonlarindan kaynaklanir (7).

KKPN’nin baglica patofizyolojik mekanizmalarinin 1iyi bir sekilde
anlagilmasi, yalnizca semptomlar1 tedavi etmek yerine etkili, mekanizmaya
dayali tedaviler tasarlamakla miimkiindiir. Su anda, KKPN’yi Onlemeye
yonelik hicbir tedavi secenegi mevcut degildir ve tedavisi i¢in sadece birkag
farmakolojik strateji bulunmaktadir (14). Amitriptilin veya gabapentin gibi
ndropatik agrinin tedavisinde halen kullanilmakta olan ¢ogu analjezik ilag

klinik ¢alismalarda KKPN’yi hafifletememistir (2).
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Sekil.1 Kemoterapi ile indiiklenen periferik noropatik agr1 mekanizmalari (2).

2.2.KKPN'nin Etki Mekanizmalari

Periferik noropati, vinkristin, paklitaksel, oksaliplatin, sisplatin ve
bortezomib gibi ¢esitli anti-kanser ila¢ siniflarinin yaygin bir yan etkisidir (15).
Bu ajanlar, 6zellikle tedavi sirasinda nosiseptif duyu kayb1 yasayan hastalarda,
aksiyon potansiyeli genliginin azalmasina, periferal agrinin indiiklenmesine ve
ileti hizinin yavaslamasina sebep olarak duyusal sinirleri dogrudan ve dolayli
bir bi¢imde etkiler. Kemoterapi ile indiiklenen, asir1 derecede agrili olabilen
KKPN hastanin ac1 ¢gekmesine neden olur ve bu durum potansiyel olarak yararl
olan anti kanser ilaglariyla tedaviyi siirlar. KKPN insidansi, tek bir ajan’in
kullanimiyla %3-7 oranlarindayken kombinasyon rejimlerinin uygulanmasi bu
orani %38’lere kadar ¢ikarabilir (16). Klinik olarak kemoterapiye baglh
ndrotoksisite tipik olarak duyusal néropati olarak ortaya ¢ikar ve en sik goriilen
semptom uyusukluk, karincalanma ve yanma agrisidir. Kisilerde genellikle
karmcalanma ve allodini gelisir. Duyusal semptomlar genellikle ayaklarda
simetrik olarak baslar, fakat iki el ve ayakta es zamanl goriiniir (17). En ¢ok
vakalar kemoterapdtik ilag tedavisinin kesilmesinden aylarca sonra ¢oziiliir,
ancak duyusal anormallikler ve agri bazen kronik bir sorundur (18).
Noropatinin ortaya ¢ikisi ve siddeti, tek doz yogunlugu, birikimli doz, inflizyon
siiresi, bagska kemoterapotik ajanlar ile eszamanli tedavi, diyabet ve alkol
bagimlilig1 vs. bir arada var olan kosullar gibi bir¢ok faktore baghdir.

Platin tlirevi oksaliplatin, kolorektal karsinomlarin birinci basamak
tedavisinde olarak yaygin olarak kullanilmaktadir ve ayrica adjuvan tedavi

olarak ve ileri kolorektal karsinomda da kullanilir (19). Oksaliplatin iki tip
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ciddi noropatik semptomlara neden olabilir: Akut agri sendromunu (AAS)
andiran ve genellikle tedaviden sonraki birka¢ gilin iginde siibstitlisyona
ugramis erken bir akut agri1 sendromu ve tedavi sirasinda sonraki sathalarda
ortaya ¢ikan kronik bir distal sensoryal ndropati olarak siralayabiliriz (12).
Diger platin bilesiklerinin aksine, oksaliplatin, uygulamadan hemen sonra
ortaya c¢ikan akut agrili bir noropatiyi indiiklemektedir (20). Hastalar
ekstremite ve peri oral paralizilerden, 6zellikle de soguk asir1 hassasiyetinden
mudariptirler. Hastalarin yaklasik %90’inda, kramplar, parestezi ve disestezi
ile karakterize, soguk maruziyetiyle tetiklenen veya gii¢lenen akut, gecici bir

sendrom gelisir.

2.3. Noronal Etki ve Iyon Kanallan

OXPN'nin hiicresel mekanizmalari, paklitaksel ve vinkristin tarafindan
indiiklenen KKPN mekanizmalarindan farklidir. Oksaliplatin ligand ve voltaj
kapili iyon kanallarmin artmis aktivitesi gibi daha ciddi néronal etkilere
sahiptir. Hiicrelerin iginde oksaliplatin, oksalat ve platine indirgenir. Oksalat,

hiicre i¢i Ca™ '

yi kenetlemekte ve néronal membran potansiyelinde ve voltaj
kapil1 iyon kanallarinin aktivitesinde bozulmalara neden olmaktadir. Farelerde,
oksalat enjeksiyonu, oksaliplatin kaynakli OXPN’ye benzer sekilde soguk
allodiniye neden olur, oksaliplatin kaynaklit OXPN’de oksalat i¢in bir roli
destekleyen Ca*? ve Mg (Ca™2-Mg*?) kombinasyonunun infiizyonu yoluyla
bu agn hafifletilebilir (21,22). Oksaliplatin kaynakli OXPN’de ¢esitli TRP
kanallar1 rol oynamaktadir. TRPA1, mekanik ve soguk allodininin mediatorii
olarak tanimlanirken, TRPV1, TRPMS ve TRPV4, AKG noronlarinda duyarh
hale getirilir ve boylece bu hiicrelerin aktivasyon esigini azaltir (23). Ayrica
oksaliplatin soguk allodiniye sebep olur ve miyelinli A liflerinin aksiyon

potansiyelinde voltaja bagimli sodyum kanal Na" kanallar1 araciligiyla soguk

kaynakli patlamalar meydana gelmesine aracilik eder (24) (Sekil 2).
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Sekil 2. Primer duyusal noronlarda (AKG) kemoterapotik ajanlarin sebep
oldugu noropatik agr1 gelisiminde rol alan farkli hedefler arasindaki baglantili

yollarin sematik gosterimi (25).

2.4. Noronal lif kayb:

Plantar arka penge derisindeki duyu ndronlarmnin periferal terminal
bolgesinde, vinkristin ve Paklitaksel ile uyarilmis agrili noropatik agrilarda
intraepidermal sinir lif kaybi1 seklinde duyusal sinirlerin kismen dejenerasyonu
gosterilmistir (26). Sinir liflerindeki kismi kaybin asir1 uyarimlardan
kaynaklandigi, transekte aksonlarda ya da dejenerasyona ugramis sinir
terminallerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda kendiliginden desarj ve mekanik
sensitivite meydana gelmesiyle ortaya konulmustur (27). Noropati kosullarinda
epidermis’teki nosiseptorler (28) de dahil A ve C tipi sinir lifleri (soguga ve
sicaga duyarl) kaybi1 meydana gelir ve soguk allodiniye sebebiyet veren
soguga duyarli A lifleri kayb1 olusur (29). Dolayisiyla, soguga 6zgii sinir
liflerinde yasanan kayip hayvanlarda soguk allodininin gelismesinden bu

bdlgenin sorumlu olabilecegini akla getirmistir (30).

2.5. Mitokondriyal Degisiklikler
Noropatik agr1 da dahil olmak tlizere, merkezi ve periferik sinir sisteminde

meydana gelen cesitli norolojik bozukluklarin gelisiminde mitokondriyal
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disfonksiyon kritik bir role sahiptir (31). Hiicre i¢i Ca*? sinyal regiilasyonu
(32), reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi ve apoptotik sinyal yolaklar1 gibi
ndropatik agrimin gelismesinde kritik oneme sahip birbirleriyle baglantili
mitokondriyal yollar vardir (3). Kemoterapdtik ajan kaynakli periferal
ndropatik agri, aksonlardaki mitokondrilerde siskinlik ve bosluklarin olusum
insidansinda onemli diizeyde artis ile iliskilidir. Kemoterapoétikler, voltaja
bagimli anyon kanallarim1 igeren multi-molekiiler kompleks yapidaki
mitokondriyal permeabilite ge¢is porunu (mPTP) agar (33). Noronal olmayan
hiicrelerde de kemoterapotikler, mPTP'nin agilmasina ve mitokondride
siskinlige, bosluklarin olusumuna, mitokondrinin islevsel olarak bozulmasina

neden olur (34) (Sekil 3).
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Sekil 3. KKPN patogenezi ve iligkili morfolojik degisiklikler (35).

Kemoterapi ajanlarinin norotoksik etkileri, aksonal hasarin, mitokondriyal
hasara ve oksidatif strese neden olmak tlizere AKG noronlarinin hiicre
govdeleri ve aksonlar1 da dahil olmak iizere periferal sinir sisteminin
bilesenlerini olumsuz yonde etkileyen bu durum inflamasyon ile iliskilidir.
AKG noronlar1 ve cevresindeki uydu hiicreleri, ¢oklu iyon kanallarinin
ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler (36), norotransmitterler, bunlarin
reseptorleri ve degistirilmis gen ifadesi de dahil olmak {izere patolojik birtakim
degisiklikler gosterir. Mitokondriyal disfonksiyon KKPN’nin kemirgen

modellerinde agr1 davranislar ile dogrudan iliskili olan 6nemli patofizyolojik
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ozellikleri olarak goziikmektedir. Gergekten de dogrudan mitokondriyal DNA
hasar1, kemoterapi kaynaklt KKPN’ye katkida bulunur.

2.6. Kalsiyum Iyonu

Kalsiyum, kanser kemoterapi ila¢larinin neden oldugu agr1 da dahil olmak
lizere noropatik agrinin farkli bigimlerinin patogenezinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Sun ve arkadaglari, AKG Kkiiltliriinii kullanarak kalsiyumun
hiicre hasarma aracilik etmede 6nemli rol oynadigint gosterdi. Kalmodulin
(kalsiyum baglayict protein) ve kalpain (kalsiyuma bagimli proteaz),
kalsiyumun neden oldugu noronal hiicre hasarinin efektorleridir (37).

Paklitaksel'in, dorsal omurilikte alfa-2 delta-1 mRNA ekspresyon diizeyini
arttirdig1 iyi bilinmektedir (36). Buna gore, paklitaksele baglh gelisen allodini
durumunda gabapentinin dnleyici etkisi spinal dorsal boynuzda ve AKG’deki
alfa-2 delta-1 alt-biriminde gerceklesir (38). Hiicre dis1 ve hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerini diisiiren quin-2, EGTA gibi ilaglarla Vinkristin ve paklitaksel
kaynakli néropatik agrinin zayiflatildigini gostermislerdir (26).

Kemoterap6tik ajanlar, mitokondri membraninda rol oynayarak kalsiyum

hareketliligini etkiler (39). Kemoterapoétikler tarafindan uyarilmis ndropatik
agri, duyusal primer afferent aksonlarindaki bozulmus krista ve sismis, vakuole
olmus mitokondri sayisinda Onemli orandaki artis ile iligkilidir (33).
Mitokondri 6nemli diizeyde tamponlama kapasitesine sahiptir dolayisiyla
hiicre i¢i kalsiyum homeostazinda ciddi oranda katki saglamaktadir. Bozulmus
mitokondriyal kalsiyum alimi veya artmis mitokondriyal kalsiyum kagagi,
kalsiyum sinyallerinin ¢ogalmasindan ve dolayisiyla kemoterapotik ilaca baglh
gelisen agridaki kalsiyum bagimli siireglerden sorumlu olabilir. Bunlara
dayanarak, mitokondriyal yapida meydana gelen kemoterapotik ajanlara bagh
degisimler, kalsiyum aracili ger¢eklesen ndronal uyarilabilirlikteki artisa neden
oldugu soylenebilir. Dolayisiyla kalsiyum iyonunu ortamdan uzaklastiran
ilaglarin, bozulmus mitokondriyal kalsiyum regiilasyonunu ve nd&ropatik
agrinin olumsuz etkilerini tersine c¢evirmesi beklenmektedir. Yapilan
caligmalar vinkristin uygulanmasinin ardindan gelisen noropatik agrinin
sinirlerde kalsiyum diizeylerini yiikselttigini ve kalsiyum diizeylerini diisliren
ilaglarin da vinkristin kaynakli norotoksik etkileri ortadan kaldirdigimi
gostermistir (40).



2.7. Apoptoz

Apoptoz neredeyse bir ylizyill boyunca tanimlanmis olmasina ragmen,
1972°de Currie ve arkadaslari, akut doku hasarindan kaynaklanan nekrotik
hiicre dliimlerinden dogal olarak meydana gelen gelisimsel hiicre 6limiinii
ayirt etmek i¢in ilk olarak “apoptosis” terimini kullanmiglardir (41). Ayrica,
apoptozun hiicre proliferasyonu ve oliim arasindaki dengeye aracilik ederek
doku homeostazin1 siirdiirmekten sorumlu oldugunu belirtmiglerdir.
Apoptozun morfolojik 6zellikleri arasinda hiicre membrani kabarmasi, hiicre
bliziilmesi, kromatin kondensasyonu ve niikleozomal fragmantasyon
sayilabilir. Normal kosullar altinda, apoptoza ugrayan hiicreler, makrofajlar
veya hiicrelerin pargalanmis kalintilarini tiilketen komsu hiicreler tarafindan
kabul edilir. Apoptotik yolaklar, bircok klinik dncesi aragtirmalarin odak
noktasidir. Apoptoza yol agan iki farkli molekiiler sinyal yolak vardir: intrinsik
mitokondri aracili yolak ve ekstrinsik veya hiicre dis1 aktif yolak (42). Igsel
yolak genellikle, DNA hasar1 ve yiliksek seviyelerde reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretiminin yani1 sira viral enfeksiyon ve onkojenlerin aktivasyonu gibi
hiicre i¢1 stres sinyallerine tepki olarak aktive edilir. Digsal yolak ise hiicre dis1
bir ligandin plazma membrant {izerindeki bir reseptére baglanmasiyla
tetiklenir. Her 1iki yolak da hiicresel organellerin ve yapilarin hizla
parcalanmasina aracilik eden kaspazlar ad1 verilen proteolitik enzimleri aktive
eder. Kaspazlar, aspartik asit iceren motiflerin boéliinmesine katilan bir
niikleofilik sistein kalintis1 igeren bir protein ailesidir (43). Kaspazlar, boliinme
olaylarimi baglattiktan sonra aktif oligomerler olusturan aktif olmayan onciiler
olarak ifade edilir. iki grup kaspaz vardir. Bunlar, baslatic1 kaspazlar (kaspaz
8, kaspaz 9 ve kaspaz 10) ve efektor kaspazlardir (kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz
7). Kanitlar, baglatic1 kaspazlarin oto katalitik aktivasyon yetenegine sahip
oldugunu gosterirken, efektdr kaspazlarin baglatict kaspaz klevaji ile
aktivasyona ihtiya¢ duydugunu gostermektedir (44).

AKG duyusal noronlart apoptoza neden olan platin bazli kemoterapi
ilaglarinin primer hedefleri olarak kabul edilir (45). Cekirdek¢ikte, Platin-DNA
adiiksiyon olusumuna bagli DNA hasarin1 yansitan morfolojik degisiklikler
meydana gelir (46). AKG, oksaliplatin gibi platin bazli eksojen toksik
maddeler gibi sistemik dolasima karisan bir¢ok bilesikler (47) icin daha

erisilebilir hale getiren fenestre edilmis kilcal damarlar tarafindan vaskiilarize
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edilir. Platin ile indiiklenen periferal noropatik agri, ndroprotektif tedavi
tasariminda anterograd aksonal dejenerasyona yol acan AKG duyu
ndronlarinda birincil hasar ile saptanan duyusal bir ndropatidir. Genellikle,
platin ile indiiklenen periferal noropati distal ekstremitelerde parestezi ile
karakterizedir ve bu durum propriyoseptif kayip ve duyusal ataksiye yol agar
(47). Noropatik agr1 semptomlart siklikla tedavi kesildikten sonra bile
bildirilmistir (48). Norotoksisiteyi azaltmak veya oOnlemek i¢in yapilan

miidahalelerin birgogunun basarisiz oldugu kanitlanmaistir (49).

2.8. Kaspazlar

Kaspazlarin OX ile indiiklenen periferal noéropati ile iliskisi, Ta ve
arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda bir kaspaz inhibitorii kullanilarak
gosterilmistir. Onlar yaptiklar1 bu ¢alismada sican AKG’lerinde Tiinel-pozitif
hiicrelerde bir artig gézlemlediler ve bu da kaspaz aracili apoptozu diisiindiirdii
(50). In-vitro sigan AKG duyu néronlarinda, OX ‘a uzun siire maruz kalmak,
apoptoz aracili hiicre 6liimiine aracilik eden P38 ve ERK1/2'nin MAP-kinaz
proteinlerinin erken aktivasyonunu indiikler. Tersine, koruyucu JNK/Sapk
baskilanir ve boylece OX ‘un norotoksik etkileri artar (51). NGF veya retinoik
asit ile AKG hiicrelerinin tedavisi ile elde edilen MAP-kinazlarin fizyolojik
fonksiyonunun geri kazanilmasi, in-vitro OX kaynakli ndrotoksisiteye kars1
noroprotektif etki gosterir. Dahasi, PKC'nin de katilimi, OX ve bir PKC
inhibitorii olan kalfostin C ile birlikte tedavi edilen hayvanlarda mekanik
hiperaljezinin zayifladigimi1 gozlemleyen Norcini tarafindan kanitlanmistir
(52). Aslinda OX, PKC'nin gama izoformlarinin aktive edilmesini saglamis
olup beynin bazi boélgelerinde gama/epsilon PKC izoformlarinin
fosforilasyonunda artisa neden olmustur. Benzer sonuglarin baska bir PKC

inhibitori hiperisin enjeksiyonuyla da elde edildigi bildirilmistir (52).

2.9.TRP Kanallar1 ve Agn

TRPV1 olarak bildigimiz kapsaisin reseptoriiniin molekiiler olarak
tanimlamasindan bu yana, gegici reseptdr potansiyeli (TRP) kanallar1 agr
baglaminda duyusal sinir fonksiyonlarmin anlasilmasinda 6nemli bir yere
sahiptir. TRP kanallarinin bir¢ogu, agriya ya da agriya benzer duyumlara neden

olan maddelere kars1 duyarhilik gostermektedirler; bu maddelere sinamaldehit,
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mentol, isilin ve kapsaisin’i 6rnek olarak verebiliriz. Birgok TRP kanali ayrica
sicaklik artis1 veya azaliglaria kars1 dnemli 6lglide hassasiyet gostermektedir.
Baz1 TRP kanallari, agriya neden olan inflamasyon gibi siire¢ler tarafindan
aktive edilebilen diger reseptorlerin aktivasyonu ile duyarhilasir. TRP
kanallariin, duyusal néronlarin aktivasyon mekanizmalari, nérotransmitter
salmimi ve spinal kord’ta harekete geg¢irilmesi ve inflamatuvar mediatorlerin
salinim1 kadar ¢esitli siireclerde yer aldig1 bildirilmektedir. Bu kadar gesitli ve
onemli fonksiyonlara haiz olan TRP kanallarin aktivasyonunun spesifik ve
se¢ici inhibisyonunun, agrinin hafifletilmesinde faydali olacagi 6nemle
vurgulanmaktadir.

Son on yilda, normal ve agrili durumlarda duyusal algilamadaki faktorleri
ve molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak {izere ¢ok fazla arastirma yapilmistir.
Klinik 6ncesi yapilan bu arastirmalar ile hayvan modellerinde patolojik agriya
kars1 duyusal duyarliligin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesinde rol oynayan birgok
faktor, yolak ve mekanizma ortaya c¢ikartilmistir. Agrinin meydana geldigi
alandaki Onemli kesifler, meydana gelen hasarin neden oldugu ndronal
fonksiyon bozuklugunun agiklanmasi, periferik néronun islevsellesmesinde
spinal kord’taki ndronal siire¢lerde meydana gelen degisikliklerin tespit
edilmesi, noropatik agrili hayvan modellerinin olusturulmasi, agr1 gelisiminde
immiin sistemin ve glial hiicrelerin roliiniin aragtirilmasi olarak siralanabilirler.
Bu kesifler, anormal derecede artmis ve spontan seyreden agrilarin
hafifletilmesi i¢in yeni terapdtik yaklagimlarin ortaya ¢ikabilecegi yoniindeki
beklentileri artirmistir. Bununla birlikte, bukadar avantajlara ragmen klinik
Oncesi arastirmalardaki agr1 tedavisine olusturulan yanit yavas ilerlemektedir.
Bu durum, kismen hayvan arastirma modellerinde molekiiler ve fizyolojik kilit
mekanizmalarin klinik roliiniin tam olarak anlasilamamasi nedeniyle ortaya
cikmaktadir. Bu, son yillarda agrinin klinik olarak tedavisine dahil olan
mekanik olarak yeni terapotik ajanlarin nispeten yetersiz olmasiyla kendini
belli eder.

Agr1 i¢in yeni ajanlar kullanimi artmis olsa da (6rnegin gabapentin)
tedavinin temel dayanagi opiyatlar ve steroid olmayan anti-inflamatuvar
birtakim ilaglardir. Ayrica gabapentin, noropatik rahatsizliklar i¢cin en ¢ok
Onerilen agr1 kesici ilaglardan biri olmasina ragmen iyilesmeye katkisi

bakimindan gelistirilmeye agiktir (53). Gabapentin’e kiyasla daha gii¢lii bir ilag
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olan pregabalin ise 10 y1l kadar 6nce piyasaya girmistir. Gabapentin’in tedavi
potansiyeli yiiksek olup mekanizmasinin iyi anlasilabilmesi i¢in daha fazla
klinik caligmalar yapilmas1 gerekmektedir. Son olarak, bir konopeptit N tipi
kalsiyum kanal blokdrii olan zikonotid ayn1 zamanda agrinin tedavisinde de
faydalidir, ancak yan etkiler ve uygulama yolu (intratekal), opiyata direngli,
siddetli kronik agri durumunda onun kullanimini sinirlar. Ozetle, agr1 igin
klinik tedavi, recete edilen ¢ok sayida hastada yeterli rahatlama saglamamakta
ve bu nedenle 6nemli dl¢iide iyilestirilmesi gerekmektedir. Bu bakimdan yeni
mekanizmalarin kesfedilmesini amaclayan farkli terapotik ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir.

Yeni analjezik arayislarinda Onemli bir gelisme olarak, TRPVI
kanallarinin  kiiciik molekiillii antagonistlerinin klinik test asamalarinda
ilerleme kaydedildigi ifade edilmistir. Kapsaisin reseptorii olan TRPV1, TRP
iyon kanallar1 ailesinin bir alt lyesidir (54). TRPV1’in yeni analjezik
tedavilerin gelisimi i¢in son derece umut verici bir hedef oldugu gosterilmistir.
Nitekim TRPV1’in duyusal noronlarda ifadelenmesinin kesfini takip eden
yillarda yine duyusal liflerde TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPA1 ve TRPMS de
dahil olmak tizere yeni TRP ailesinin alt {iyeleri tanimlanmistir (55). TRPV1
basta olmak tizere TRP kanal ailesinin diger iiyeleri, yeni jenerasyon analjezik
ajanlarin kesfi ile ilgili hedefler olarak umut vadetmektedirler.

Son 20 yilda belki de agrinin molekiiler yapisina dair en heyecan verici
bulgu, agriya neden oldugu bilinen kimyasallar i¢in fonksiyonel reseptorler
olarak iglev gdren proteinlerin tanimlanmasi olmustur. Aslinda, bu algojenik
molekiiller, bu reseptorlerin tanimlanmasi1 ve karakterize edilmesi icin
muazzam araglar olarak vazife gérmiistiir. Ilk tespit edilen algojenik madde ise
vanilloidler ailesinden bir reseptér olan TRPVI1’in agonisti (54) olan
kapsaisindir. TRPV1 ayn1 zamanda reziniferatoksin, vanilloid, zencefil ve
karanfil yaginin bir bileseni olan eugenol da dahil olmak iizere diger bir¢cok

algojenik maddeler veya irritantlar ile de aktive olan bir reseptordiir.

2.10. TRP Kanallarinin Nosiseptif Siire¢ Uzerindeki Etkileri
Ozellikle deride ve duyu noronlarinda eksprese olan bazi TRP kanallar,
sicaklik degisimlerine kars1 hassasiyet sergiler. Aslinda, TRPV2 ve TRPV3’iin

termal duyarhiliklari, molekiiler olarak ilk karakterize edildiginde
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aktivasyonlarinin belirleyici bir 6zelligiydi. Termal olarak hassas her TRP
kanali “termo TRP” in-vitro olarak essiz bir aktivasyon esigi sergiler; drnegin,
TRPV1, 43 °C, TRPAI, 17 °C ve TRPV4, 27 °C, TRPV3, 33 °C'de, TRPMS,
26 °C'de ve TRPV2> 50 °C sicakliklarda aktive edilir (56). Bu termo-TRP’ler,
duyusal sinir lifleri icinde essiz oOrtiisen dagilimlar sergilediginden, duyu
ndronlarmin sicaklik degisimlerine 6zgii hiicresel tepkilerine aracilik etmesi
makuldiir. Aslinda TRPV1, TRPV3 veya TRPAT1’1 ifadeleyen genetik yapinin
silinmesi sicaga (TRPV1, TRPV3) veya soguga (TRPA1) kars1 duyarlilik
kaybr ile sonuglanir. Ozellikle zararl sicakliklarda (17 °C’nin altinda veya 43
°C’nin iistiinde) soguk veya sicak deger araliklarini tespit etme yetenegi, agrili
sicaklik kosullarini algilama 6zelligi TRPA1, TRPV1 ve TRPV2 gibi kanallar1
icin dnemli bir rol olarak dogrulanmistir. Ilgingtir ki, TRPV3” fareler,
tekrarlanan 1s1l uyaranlara karsi artmig akim yanitlar1 sergilese bile,
inflamasyona yanit olarak termal hiperaljezi gelistirmemektedirler. Dolayistyla
termal duyarlilik, nosisepsiyonu siirdiirmek i¢in bash basma yeterli degildir
(53).

Bir dizi TRP kanalinin diacilgliserol (DAG) gibi fosfolipit sinyal
molekiilleri  tarafindan  aktive  edildigi  gosterilmistir.  Fosfolipid
metabolizmasiin harekete gegirilmesi, bradikinin ve prostaglandinler gibi
nosiseptif sinyalizasyona baghh G proteini ile birlesmis reseptorlerin aracilik
ettigi onemli bir olaydir. TRPA1, TRPV3 ve TRPV4'iin hepsi de aktivasyonu
artan fosfolipaz C (PLC) ile aktive edilir ve fosfatidilinositol bi-fosfat (PIP2)
tarafindan negatif olarak diizenlenen TRPV1 kanal aktivasyonu, artan PLC
aktivasyonu ile duyarhlasir (57). TRPV4 ve TRPMBS fosfolipaz A2 aktivasyon
tirtinleri ile indiiklenirken, PLC araciligryla TRPMS aktivasyonunu azaltir (58).
Bazi1 durumlarda, anandamid ve N-asil taurin ile TRPV1’in aktive edildigi ve
TRPMS’in ise lisofosfolipidler tarafindan aktivasyonunun saglandigi gibi lipid
metabolitleri de bu kanallarin dogrudan aktivatorleridir. Belki de TRP
kanallarinin 1s1 ve fosfolipid hassasiyetinin en ilging yonii, ¢oklu uyarilari
entegre etme yetenekleri ile ilgilidir. Tominaga ve arkadaslar1t TRPV1 i¢in
sicaklik ile aktivasyon esiginin diisiik pH'l1 soliisyonlarla (pH 6.4) daha soguk
degerlere kaydirilabilecegini gostererek entegrasyonun ilk kanitini saglamistir.
Bunu takiben protein kinaz C aracili TRPV1'in fosforilasyonunun artmasi ile

kanali 1s1ya duyarl hale getirebilecegi gosterilmistir (59).
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Son olarak, PKC aktivasyonundaki orta diizeydeki bir artis ile birlikte
diisiik pH (6.8), 37 °C’de bile TRPV1 akim yanitlarinin olusumuna neden
olabilir (60). Boylece, TRPV1'in inflamasyonlu agri siirecleri esnasinda
goriilebilecek fizyolojik kosullar altinda (doku asitlenmesi, inflamatuvar
mediatdrlerin salinmasi, artmig lokal kan akimi ve sicaklik) meydana gelen bir
tepkiyi aktive etme kabiliyetine haiz olmasi, inflamatuvar agri siireglerinde

dahli bulundugunun bir gostergesidir.

2.11. Periferal ve Spinal Siireclerde TRP Kanallarimin Rolii

Nosiseptif yolaklarin aktivasyonu, tekrarlayan uyaranlara bagli olarak
yanitta ilerleyici bir artis ile ortaya c¢ikar. Buna genellikle aktiviteye baglh
plastisite veya sensitizasyon denir (61). Genellikle agri ile ilgili iki tiir
hassasiyet vardir: bunlardan ilki nosiseptore ait sinir terminallerinin
otosensitizasyonu, bir digeri ise dorsal boynuz ndronlarmin duyarliligi ve
sinyalizasyon yolaklar1. Her iki tiir hassasiyette de TRP ailesinin 6nemli
katkilar1  sdzkonusudur.  Nosiseptdr  otosensitizasyonu  biitlinlestirici
ozelliklerinden dolayr TRPV1 ile 6nem kazandigi ¢ogu kez kanitlanmistir
(sekil 4). TRPV1 ayrica, nosiseptorlerin depolarizasyonunda 6nemli bir rol
oynar. TRPV1 kanallarinin aktivasyonu lokalize sodyum, kalsiyum iyon
akislar1 ile sonuglanir ve bu durum, yayilimsiz néronal potansiyellere neden
olur (62). Bu gibi potansiyeller yeterince giliclii oldugunda, noéronal
depolarizasyon olusur. Bu molekiiler entegrasyon, kanal duyarliligiyla
(fosforilasyon) birlestirildiginde hiperaljezide nosiseptif noéronal transmisyonu
sagladig1 goriilmektedir (sekil 4).

TRPAI1'in duyusal noéronlarda TRPVI1 ile birlikte eksprese oldugu
bilinmektedir. Merkezdeki hassasiyet artisi ele alindiginda hem termal hem de
mekanik hipersensitivite izerinde TRPA1 kanallar1 anahtar rol oynamaktadir.
Dorsal boynuz lamina 1 nosiseptiviteye duyarli noronlar ndérokinin-1
reseptorleri igerir ve ilgili alic1 alana uygulanan hardal yagi, bu ndronlarin
termal stimiilasyona verdigi tepkileri derinden duyarli hale getirdigi
gosterilmistir (63).

Nosiseptif siirecin diger bir yonii de spinal dorsal boynuza giden duyusal
ndron projeksiyonlarinda TRPV1, TRPMS8 ve TRPA1'in (AKG’lerdeki giiclii

ekspresyonu ileri siirlilmektedir) gii¢lii ekspresyonlar1 ile ilgilidir. Bu
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presinaptik lokalizasyon, TRP kanallarinin norotransmitterlerin sinaptik
saliimina katilma potansiyellerini ortaya koymaktadir. Gergekten de kapsaisin
dogrudan spinal korda uygulandiginda ndrotransmitterlerin salinmasini
tetikledigi iyi bilinmektedir. Ve mentol (TRPMS8 agonisti) bir AKG-dorsal
boynuzlu ko-kiiltiir sisteminde sinaptik iletimi artirdig1 belirtilmektedir. Bu

verilere ragmen, presinaptik fizyolojideki bu kanallarin islevi hakkinda ¢ok az

sey bilinmektedir.
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Sekil 4. Nosiseptor noronlarin periferik ve merkezi terminallerindeki TRP

kanallarinin rollerinin gdsterilmesi (64).

2.12. inflamasyonda TRP Kanallarinin Potansiyel Rolii ve Agr1

TRP kanallar1 ve agr1 iizerine yapilan arastirmalar biiyiik oranda nosiseptif
stireglerin nasil isledigine odaklanmigtir. Bununla birlikte, duyusal ndronlar,
ndrojenik inflamasyon ile iliskilendirilir; bu siiregte substance P (P maddesi)
ve CGRP gibi noropeptidlerin, periferik vazodilatasyon, vaskiiler sizint1 ve
immiin hiicreler tizerindeki etkileri sonucunda duyusal sinir liflerinin periferik
uclarindan salinimi saglanir. Bu yanitlarin, trigeminal gangliyonun periferik
sinir uglarindan salian CGRP'nin bir vazodilator, pro-aljezik etkisine aracilik
ettigi ve migren dahil bazi rahatsizliklara katki sagladigi diisiiniilmektedir.
Kapsaisin deneysel norojenik inflamasyonu tetiklemek i¢in yaygin olarak

kullanildigindan, TRPV1 bu siirecte dnemli bir rol tistlenmektedir (Sekil 5).
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Gergekten de kapsazepin bir enterit modelinde (ince bagirsakta meydana gelen
tahris olma durumu) inflamasyon gelisimini onemli Sl¢lide inhibe eder.
Duyusal lif aktivasyonunun inflamasyon tizerindeki etkisi, ¢ift yonliidiir.
Inflamasyon siiregleri, aktive edilmis makrofajlardan, mast hiicrelerinden ve
diger immiin hiicrelerden salinan ve nosiseptorlerde dogrudan ve dolayh
etkileri olan TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokin molekiiller iiretir (64) (Sekil
5).
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Sekil 5. Inflamasyondan kaynaklanan TRP kanallarindaki degisiklikler (64).

T lenfositleri ve mast hiicreleri de dahil olmak iizere bazi bagisiklik hiicre
tiplerinin 6nemli bir 6zelligi, reseptorii aktive edilmis kalsiyum hareketliliginin
varligidir. Bu, inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) ile aktive edien ve IP3 ile aktive
edilmeyen reseptorlerin yani sira SOC (Store operated channels) tarafindan
saglanan kalsiyum akimlar1 veya kalsiyum saliimiyla aktive olan kalsiyum
akimi (CRAC) aracili olabilir. Bu akimlarin, degraniilasyon, reaktif oksijen
iiretimi veya proliferasyon gibi hiicre aktivasyonunun fonksiyonel sonucunda

onemli roller tistlendigi diisiiniilmektedir.
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2.13. TRP Kanallar1 ve KKPN

Sisplatin ve oksaliplatin ile yapilan tedavinin, AKG néronlarinin primer
kiiltiirlerinde TRPV1, TRPA1 ve TRPM8 mRNA up-regiilasyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Dahasi, in-vivo olarak sisplatin ile tedavinin ardindan
TRPV1 ve TRPA1'in up-regiilasyonu ile birlikte oksaliplatin ile in-vivo tedavi
sonrasinda TRPAI1'in up-regiilasyonu bildirilmisti. TRPV1 ve TRPAI1
mRNA’larinin up-regiilasyonu, sisplatin ile tedavi edilen farelerde gozlenen
termal hiperaljezi ve mekanik allodini’nin molekiiler mekanizmalarina katkida
bulundugu anlasilmaktadir. Dahasi, sisplatin ile tedavi edilen TRPV1-null
farelerin, yine sisplatin ile muamele edilmis olan wild-type fareler ile
karsilagtirildiginda, mekanik allodini gelistigi ancak 1s1 ile uyarilan agrisal
tepkiler gostermedigi tespit edilmistir.

TRPV1 ve TRPA1'in sisplatin ile indiiklenen agrili néropati sonrasinda
termal hiperaljezi ve mekanik allodini gelisimine katkida bulunabilecegi ve
TRPV1'in in-vivo sisplatin kaynakli termal hiperaljezide kritik bir role sahip
oldugu diisiiniilmektedir (65). TRPV4, paklitaksel ile olugan agrili periferal
noropatide mekanik hiperaljezi olusumunun tetiklenmesi gibi énemli bir rol
tistlenmektedir (66). Oksaliplatin kaynakli soguk allodini, TRPMS ve
TRPA1'in artmis duyarlilig1 ve ekspresyon seviyelerine atfedilir (23). TRPMS
AKG'de ekspresedir ve zararsiz serin ve zararli soguk (<15 °C) sicakliklara
tepki verir. Anand ve arkadaslar1 oksaliplatin tedavisinin, kiiltiirlenmis AKG
ndronlarindaki isilin yanitim arttirdigini hem TRPMS8 hem de TRPAI
kanallarinin ~ oksaliplatin’den  etkilendigini  bulmustur. Kapsazepin’in
uygulanmasiyla TRPMS islevinin engellenmesinin oksaliplatin kaynakli soguk

allodini'yi inhibe ettigi gosterilmistir (67).

2.14. TRPV1 ve Sistein Oksidasyonu

TRPV1 calismamizin asil konusunu olusturmaktadir. TRPV1, agrili
kimyasal uyaranlarla, 43 °C’de zararl 1s1l uyaranlar ve inflamasyon ile aktive
olan bir kapsaisin reseptoriidiir. AKG noronlarmin alt popiilasyonlarinda
TRPAI1, TRPV1 ile birlikte bulunur ve tahris edici kimyasallar, reaktif oksijen
tiirleri de dahil olmak tizere gesitli bilesiklerin yol actig1 agr1 ve ndrojenik

inflamasyonda islevsel bir role sahiptir. TRPV 1, periferal zararl 1s1l uyaranlar
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icin bir iletici islevi gdren kapsaisin ve proton duyarli katyon segici kanaldir
(54).

Proteinler oksidatif modifikasyona duyarli olmakla beraber kimyasal ve
konformasyonel degisikliklere ugrarlar. 20 yaygin amino asit arasinda, Sistein
tortusu, siilfidril grubundan dolay: yiiksek reaktiviteye sahiptir (68). Sistein
tortular1 siklikla enzim katalitik bolgelerinde bulunurlar, burada yapisal
proteinleri sekillendirmede merkezi bir rol oynayan yapisal disiilfidler
olustururlar. Yiizeydeki sistein kalintilarinin pH degerlerinin fizyolojik pH’a
yakin olarak yaklasik 7,5 oldugu tahmin edilmektedir. Bu, tiyol ve tiyolat
formlarindaki sistein popiilasyonlarinin, ¢evreleyen ortamin aracilik ettigi pH
veya elektrostatik etkilesimlerdeki marjinal pertiirbasyonlarla kolayca
degistirilebilecegi anlamina gelir (69). Tiyolat, yliksek oranda niikleofiliktir ve
boylece, redoks ortamindaki degisiklikleri saptamak i¢in duyarlilik kazandiran,
elektrofilik ve oksitleyici ajanlara kars1 tiyolden daha duyarlidir.

Cesitli hiicre tiplerinde eksperese olan ¢ok sayida TRP kanallarinin redoks
durumlarinda meydana gelen degisikliklerin algilanmasi igin sistein
kalintilarii kullandigi bilinmektedir. Redoks duyarli TRP kanallarinin duyusal
ndronlardaki ilk kaniti, Szallasi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligma
ile ortaya c¢iktt. Bu c¢alismada, TRPV1'in giiclii bir agonisti olan
resiniferatoksinin dorsal boynuz ve AKG’ye baglanmasi, indirgeyici ve
oksidan ajanlarin varhi§inda degismistir (70). Yapilan baska bir calismada
oksidasyon ve rediiksiyonun, sigan TRPV1 kanallarmin heterolog bir HEK293
(embriyonik insan bobrek hiicre hatti) ekspresyon sisteminde sicakliga karsi
hassasiyeti arttirdigin1 ortaya koymustur. Hem hiicre dis1 hem de hiicre ici
sistein kalintilar1 kanallarin aktivasyonu i¢in oksidatif modifikasyona tabi
tutulur.

Besinci ve altinci transmembran bdlgeleri arasindaki alanda lokalize
olmus, sican TRPV 1'lerinde sistein mutasyonu, reaktif disiilfid, NO ve H20:
ile TRPV1 aktivasyonunun 6nemli Ol¢iide bastirilmasina neden olmustur.
Bununla birlikte, bu sonu¢, mutasyonlar ile kapsaisin aktivasyonunun
bastirilmasindan otiirti, spesifik olmayan yapisal protein bozulmasini ele alan
calismalar tarafindan sorgulanmistir. Tavuk TRPV1’lerinde, arastirmacilar
tlim protein sistein tortularin1 mutasyona ugratmis ve sonrasinda oksidasyonla

baglatilan aktivasyondan sorumlu tekil sistein tortulari degerlendirmek i¢in
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tek tek sistein kalintilarini tekrar proteine geri yerlestirmistir. TRPV1'in
oksidasyona duyarliligini diizeltebilen ¢ok sayida N- ve C-terminali tersine
¢cevirme mutasyonlar1 saptamislardir. Ek olarak, tavuklardaki TRPV1'in
aktivasyonunun disiilfid baginin olusumu yoluyla dimerizasyonun bir sonucu
oldugu 6ne stiriilmiistiir. Yukaridaki oksidasyon kaynakli TRPV1 aktivasyon
modellerinin hepsinin, protein yapisinin spesifik olmayan bir sekilde
parcalanmasma egilimli olan sistein bdlge yOnelimli mutageneze
dayanmaktadir. Bu durum, TRPV1 kanallarinin indirgeyici ajanlara olan
duyarhiligmin, bir disiilfid bagmin varligina atfedilmesinden dolay1r 6nemlidir

(71).

2.15. TRPV1 Kanal inhibisyonu

KKPN'ye TRP kanallarmin katkis1 géz oOniine alindiginda, TRP
kanallarinin antagonistleri periferden spinal korda ndropatik agrimin iletimini
onlemede yardime1 olabilir. Ikinci jenerasyon TRPV 1 antagonistleri klinik test
asamasindadir ve Oniimiizdeki birka¢ yil i¢inde kullanima girmis olabilir.
Endojen lipid mense’li TRPV1 inhibitorleri noroprotektin D1 ve resolvin E1'in
(Insan viicudu tarafindan omega-3 yag asitleri eikosapentaenoik asit ve
dokosaheksaenoik asitten iiretilen, hiicresel inflamasyonu azalttig1 diisiiniilen
cesitli bilesikler) farelerde sinir hasarini takiben mikroglia ve astrositlerin
aktivasyonunu ve ardindan sitokin salinimini azalttigi gosterilmistir (72,73),

(Sekil 6).
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TRP kanal modalasyonunda lipid metabolitlerinin rolu
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Sekil 6. TRP kanal modiilasyonunda rol oynayan lipid metabolitleri. (74)

Dahasi, noroprotektin D1, sinir hasarindan kaynaklanan mekanik
allodininin iyilesmesine yardimci olmustur (75). TRP kanallarinin ve glial
hiicre aktivasyonunun sinerjik inhibisyon mekanizmalari, direngli gliyoz
durumunun (gliyoz, beyinde astrosit iiretiminin artis gostermesi) ve artmis
TRPV1 aktivasyonunun da dahil oldugu KKPN’de, o6zellikle de paklitaksel
kaynakli KKPN tedavisinde umut verici olabilir. Ayn1 aileye ait ve ayni
zamanda gii¢lii anti-inflamatuvar 6zelliklere sahip bir lipid olan maresin-1'in
farelerde vinkristine bagli mekanik allodininin iyilesmesine katki sagladig:
ispat edilmistir (76). Bununla birlikte, TRP kanal antagonistlerinin kullanima,
KKPN mekanizmalarindaki kemoterapotik ilaca bagimli heterojenite ile

siirhdir.

2.16. KKPN i¢in Terapotik Se¢cenekler
KKPN'nin 6nlenmesi ideal terapi stratejisi ile miimkiindiir, ancak bugiine
kadar, cogu oOnleyici stratejiler KKPN'nin patofizyolojik mekanizmalarina

nedensel olarak deginmeden sadece deneysel olarak test edilmistir. Bazi
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ortiismelere ragmen (Sekil 7), paklitaksel, vinkristin ve oksaliplatin tarafindan
uyarilan KKPN mekanizmalari, kemoterapétik ilaca 6zgiidiir ve farkli 6nleyici
stratejiler gerektirir. Kemoterapi sirasinda, hastalar zaten her birinin kendi yan
etkileri olan farkli ilaglarin kombinasyonuna maruz birakiliyor. Ayrica,
ilaglarin kombine kullanimi1 artmigsa, ¢capraz reaktivite riski artar ve bu durum
sitostatik tedavinin etkinligini etkileyebilir. Bu nedenle KKPN yonetimi ideal

olarak monoterapotik bir yaklasim gerektirir.
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Sekil. 7 KKPN'de farkli ve ortiisen mekanizmalar (2).

2.17. Antioksidanlar ve Noroprotektif Maddeler

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve bunlarin oksidasyon f{iriinlerinin
KKPN'ye dahil edilmesi, bu kemoterapotik ilaglarmn da katkisiyla
antioksidanlarla erken miidahelenin ROS'un norotoksik ve zararl etkilerini
azaltacagr ve KKPN'yi hafifletecegi hipotezine yol agmaktadir. Bununla
birlikte, antioksidanlarin kullanimi karmagiktir; antioksidanlar hiicre ve
dokularda benzersiz etki alanlarina ve viicutta lipofilite ve ¢oziiniirliilk gibi
fiziksel parametrelerine bagl spesifik dagilim rotalarina sahiptir (77). Bir

serbest radikal siipiiriicii olan Fenil-N-tert-biitil-a-fenilnitron, kemirgenlerle
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yapilan bir caligmada paklitaksele bagli mekanik allodini’yi azalttig1
kesfedilmistir (78), ancak tiim antioksidanlarin periferik sinir sisteminde (PSS)
veya merkezi sinir sistemindeki (MSS) ROS iiretimini ya da salimimim etkili
bir sekilde 6nlemesi beklenmemektedir.

Mitokondri protektif fonksiyonlari ile endojen bir antioksidan olan asetil-
l-karnitin, bir klinik arastirmada taksan tarafindan indiiklenen KKPN'nin
iyilesmesinde faydasiz oldu ve hatta bir grup hastada taksan aracili KKPN'yi
siddetlendirdi (79). Benzer sekilde, 70 hastay1 igeren bir ¢alismada, lipofilik
antioksidan a-lipoik asit platin kaynaklit KKPN semptomlarii hafifletemedi
(80). Alfa-lipoik asit oksitlenmis glutatyon disiilfidi indirgeyerek serbest
glutatyonu geri kazandirdigindan, o-lipoik asit ve glutatyonun bir
kombinasyonu, indirgenmis glutatyonu takviye edebilir ve A vitamini ile E
vitamini hipotezinde oldugu gibi, kombinasyonunun kullanimi, tek basina o-
lipoik asit veya glutatyondan daha gii¢lii bir antioksidan etkiye sahip olabilir.
Kiiclik ¢apli bir ¢alismada, A vitaminin tiirevi retinoik asidin KKPN'in
iyilesmesine katki sagladigi bulunmustur (81). Bununla birlikte retinoik asidin
cis ve all-trans izomerleri, endojen TRPV1 aktivatorleri olarak tanimlanmaistir,
bu nedenle nosiseptorler de dahil olmak {iizere periferik duyu néronlarinin
eksitabilitesini ve duyarliligimi arttirir (82). Bu gbzlem temelinde, KKPN'yi
Onlemek i¢in retinoik asit Onerilemez. Son olarak, kiiciik randomize bir faz 11
calismasi, oksaliplatin kaynakli KKPN semptomlarinin bir vitamin B6 tlirevi
ile azaltildigin1 bildirmistir (83).

Dokosaheksaenoid asit ve eikosapentaenoik asitten tliireyen omega-3 yag
asitlerinin noroprotektif, anti-inflamatuvar ve anti-nosiseptif etkileri bir¢ok
agriya bagl baglamda gosterilmistir (84). Omega-3 lipid tedavisi, plasebo ile
karsilagtirildiginda, paklitaksel KKPN insidansinda belirgin bir azalma ile
iliskilendirildi. Bu ¢aligmanin sonuglar1 umut vericiyse de paklitaksel kaynakli
KKPN’nin 1iyilestirilmesinde = omega-3 yag asitlerinin  etkinligini
degerlendirmek i¢in daha biiyiik klinik arastirmalara ihtiya¢ vardir. KKPN’de
aminoasit glutamin’in potansiyel faydali rolii, gozden gecirilmis ve baska
yerde degerlendirilen kiiciik klinik ¢aligmalarla kiyaslanmistir (85). Az ¢aligma
ile siirli olmasi nedeniyle, KKPN’li hastalarda glutamin'in faydal etkileri
hakkinda yeterli kanit bulunamadigi sonucuna varilmistir (85). Oksaliplatin

uygulanmasindan sonra, oksalat ile duyusal noronlarda selatlanmis (sekil 8) iki
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degerlikli katyonlar1 doldurmak i¢in (Ca**-Mg*?) infiizyonlar1 dne siiriilmiistiir
(86). Gergekten de birkag kiiciik klinik ¢alisma, (Ca*™-Mg*?) inflizyonlarinin

umut verici etkilerini gostermistir (87).

Oksaliplatinin Yapisu:

Platin atomunda bulunan bir organoplatin kompleksi
1,2-diaminosikloheksan (DACH) ve aynilan grup olarak
bir oksalat ligand: kompleks haline getirilir.

DACH tagiyica ligand Platin | Oksalat hidrolize edilebilir ligand

- o

| Ca " |
Na kanallan boyunca ige dogru
Na akimlarin etkiler

Sekil. 8 OX’un neden oldugu norotoksisitenin patogenezi altinda yatan

mekanizma. Oksalat, bikarbonat iyonlar1 ile oksaliplatin’den intraselliiler

salinir (88).

Ozetle, kiigiik klinik caligmalarda antioksidanlarin ve ndroprotektif
ajanlarin KKPN'nin hafifletilmesinde veya 6nlenmesinde gelecek vaat eden 6n
etkileri bulunmustur. Bununla birlikte, kii¢lik gruplar, KKPN'ye koruyucu veya
iyilestirici herhangi bir terap6tik miidahale i¢in biiyiik klinik kanitlara dayali
herhangi bir kesin Oneri verilememektedir. KKPN'de antioksidanlarin ve
selenyum (Se) gibi noroprotektif elementlerin olas1 yararl etkilerini glivenilir
sekilde degerlendirmek icin genis randomize, ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Bier
eser element olan Se, diger antioksidanlara ve noroprotektif maddelere
alternatif olabilir. Se, nitrik oksit sentezini ve NADPH oksidaz aktivitesini
azaltir ve bdylece ROS iiretimini azaltir. Antioksidan tedavisinin timor
biliyiimesini ve ilerlemesini etkileyebilecegi unutulmamalidir. Bir fare
calismasi, N-asetilsistein ve E vitamininin DNA hasarin1 azaltarak ve timor
stipresor p53'lin aktivasyonunu 6nleyerek tiimor hiicresi ¢ogalmasini ve timor

bliylimesini belirgin bir sekilde artirdigi bildirmistir (89). Bu sonuglar,
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KKPN'yi 6nlemeye yonelik antioksidan tedavinin denemelerinde risk-fayda

analizinin kullanilmasinin gerekliligini vurgulamaktadir (90).

2.18. Selenyum

Se dnemli biyolojik rolleri olan temel bir eser elementtir. Biriken kanitlar,
Se bilesiklerinin antikanser 6zelliklere sahip oldugunu gosterir. Se, spesifik
olarak selenosistein formunda proteinlere dahil edilir ve metiyonin yerine
selenometiyonin olarak spesifik olmayan bir sekilde dahil edilir. Se'nin
yararlari, glutatyon peroksidazin (91), tioredoksin rediiktaz ve oksidatif strese
kars1 koruma saglayan diger enzimlerin olusumunda Se'nin temel roliiniin
kesfinden sonra ortaya ¢ikmistir. Bu kesif sonrasinda selenoproteinlerin ve
selenoenzimlerin tiim yiliksek omurgalilarin metabolizmasinda yer aldig1 ¢ok
sayida ¢alisma ile dogrulanmistir. insan sagligi icin dnemli olan bircok alanda
Se'nin roliinii gosteren birikmis kanitlar (92) Rayman tarafindan goézden
gecirilmistir. Epidemiyolojik calismalardan elde edilen laboratuvar analizleri
ve klinik calismalar1 ile kanser gelismesine karsi Se'nin koruyucu rolii
desteklenmistir (93). Se’nin biyolojik sistemlerde ¢oklu rollere sahip oldugu
aciktir. Bircogu antioksidan ve noroprotektif etkilere sahiptir. Son zamanlarda
Se’nin kemoprotektif etkileri hakkinda arastirmalar yapilmistir (92).

Besinsel L-selenometiyonin ve L-selenosistein’in her ikisi de hayvansal
protein bilesenlerindendir (94). Insan Se-eksikligi hastaliklari ilk olarak Cin'in
bazi bolgelerinde tanimlanmistir. Bunlar, kesan hastaligi, endemik
kardiyomiyopati, kashin-beck hastaligi ve deforme artrittir (92). Diger bir¢cok
calisma, Se eksikliginin bazi bagisiklik yeterliliginin yitirilmesi ile birlikte
oldugunu gostermektedir. Hem hiicre aracili immiinite hem de humoral
bagisiklik bozulur (95). Se eksikligi ayn1 zamanda bazi viral enfeksiyonlarin
(60rnegin  AIDS'e HIV ilerlemesi) olusumu, hastalik progresyonu ile
baglantilidir. Kadinlarda serum Se diizeyindeki azalma, diisiik yapma riskini
artirir (96) ve erkeklerde sperm motilitesinde ve fertilizasyon sansinda azalma
ile baglantilidir (97). Bazi nérotransmitterler Se eksikliginden etkilenmektedir.
Yaglilarda diisiik plazma Se konsantrasyonlari, yashlik, Alzheimer hastalig1 ve
depresyon ile anlamli bir sekilde iliskilidir (98). Se, tiroit hormon
metabolizmasinda, deiyodinaz enziminin bir parcasi olarak iglev goriir (99).

Bulgular, Se ile kardiyovaskiiler hastalik riski arasinda bir korelasyon oldugu
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konusunda fikirler mevcuttur (100). Romatoid artrit, pankreatit ve artmis
oksidatif stres veya inflamasyon ile iligkili astim gibi diger bozukluklarin
Se’nin diisiik seviyelerinden etkilenmesi beklenebilir (101). Genel oksidatif
stres cevabinin olusturulmasi tamamen Se ve enzim diizeylerinden etkilenir
(92).

Se, normal diyetlerde ¢ogunlukla organik formlarda bulunur. Organik Se,
esasen selenometiyonin, selenosistein ve Se-metil seliilozit formunda gidalarda
bulunurken, inorganik Se, selenit veya selenat olarak ¢ok daha az siklikta ve
cok diisiik miktarlarda ortaya ¢ikar. Organik formlarin birgogunda,
selenometiyonin, Se bakimindan zengin diyetlerin ¢ogunda baskin olan
formdur. Se'nin hem organik hem de inorganik formlar1 selenoprotein iiretmek
icin viicutta benzer etkinlikle birlikte kullanilmaktadir (102) ancak Se, icinde
bulundugu kimyasal forma bagli olarak metabolizmanin farkli noktalarina

miidahil olur. Se metabolizmasini gosteren bir metabolik sema Sekil 9’de

sunulmustur.
Indirgeyici Na,Se0,
metabolizma Selenat
s.o‘ Sel inl
Na, " Selenoproteinlere
: katilma

Selenit

Genel viicut proteinleri \ '

l ' 65-30-30 Na,Se Selenofosfat

SELENOMETIYONIN GS&'\ Selenit
l GSH/NADPH \ l /

SELENOCVSTEINE

Metiyoninaz
Ihdrown Selenit

\ ‘ I Se-METILSELENOSISTEIN

Metilasyon CH,SeH <=  METILSELENIK ASIT
yolakian METILSELENOL SELENOBETAIN
T METILSELENOSIYANAT

(CH,) ;8@ w==e Solunumdaki toksik Se tiirevi
DIMETILSELENIT

(c“:)s“. et |drara kangan toksik Se tiirevi
TRIMETILSELENONYUM

Sekil 9. Se’nin metabolik yolunun sematik olarak ifade edilmesi (103).

Se, selenit ve selenatin inorganik formlari, glutatyon (GSH)
azaltilmaktadir. Bir dizi ara metabolik asama, H2Se olusumuna yol acar veya
dogrudan metabolik havuza girer (104). SSe tiyoller ve NADPH-bagiml1
rediiktazlar (105) ile indirgeme yoluyla seleno-diglutatyon (GSSeSG) yoluyla
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H2Se ve elementel Se (Se°) iiretir. Bu indirgeme yolu siiperoksit (Oze-)
radikalinin tiretimine siki sikiya baglhidir. Gidalardaki Se-igeren amino asitlerde
bulunan organik Se, ayni anahtar ara maddeye metabolize edilir (106). Dahasi,
H2Se, Se ve bunun metilasyon yolunun indirgeyici metabolizmas1 arasindaki
ara bilesiktir. H2Se, ya glutatyon peroksidaz, tioredoksin rediiktaz,
iyodotironin deiyodinazlar gibi seleno-proteinlerin sentezine yonelik bir 6ncii
olarak islev goriir ya da Se’nin mono-, di- ve tri-metillenmis formlarini
tiretmek i¢in tiyol S-metiltransferazlarin enzimatik reaksiyonu ile adim adim
metilasyona (sirasiyla metilselol, dimetildiselenit ve trimetilselenonyum
iyonu) ugrar (93). Se’nin ana diyet formu olan selenometiyonin, bir¢ok farkli
metabolik reaksiyona maruz kalmaktadir.

Diyetten alinan veya selenometiyoninden tiiretilen bagka bir diyet organik
Se tiirii olan selenosistein de H2Se’ye doniistiiriiliir. Selenosistein de H2Se’den
selenofosfat sentetaz ile selenofosfattan sonra H2Se’den sentezlenir. Boylece
selenosistein tlim selenoenzimlerde aktif katalitik bolge olusturur ve
selenoprotein sentezi i¢cin gereklidir (107). Selenometiyoninden farkli olarak
Se-metilselenosistein, proteinlere dahil edilmez, ancak Beta-liyaz ile dogrudan
metil seliiloza dontistiiriilebilir (108). Se-metilselenosistein gibi, selenobetain,
metilseleninik asit ve metilselosiyanat gibi sentetik Se bilesikleri de kolayca Se
kimyasal reaksiyonunun hiicresel olaylarinda ana ara metabolit olduguna
inanilan metilselenol iiretir (109).

H2Se havuzuna veya metilselenol havuzuna giren Se bilesikleri tiyol S-
metiltransferazlar tarafindan metilasyona tabi tutulur ve sirayla nefes iginde
disar1 verilen veya idrarda viicuttan Se homeostazina katkida bulunan farklh
metil metabolik Se formlari tiretir. Diislik Se dozlarinda, Se’nin monometilath
formlari, ana form olarak idrarla atilirken, trimetillenmis formlar yiiksek
dozlarda baskindir. Trimetilselenonyum iyonunun seviyesi metabolik platoya
ulastiginda, dimetilselenit solunuma verilir (110). Genel olarak, metilasyon
yolunun, diyette veya takviyelerde tiim Se i¢in detoksifikasyon yolu oldugu

diistintilmektedir (104).
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2.19.  Selenyumun Antioksidan Aktiviteleri

Tiim canli aerobik organizmalar, ROS'un neden oldugu oksidatif hasara
kars1 koruma saglayan belirli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (111).
Bu antioksidan enzimlerin en bilinenleri siiperoksit dismutazdir (112). Se’nin,
serbest radikalleri temizleyebilen madde olarak veya selenoenzim ailesinin bir
bileseni olarak antioksidan savunmada Onemli rollere sahip oldugu
bulunmustur. Oksidatif stresi ortadan kaldirmada etkisinin oldugunu gdsteren
deneysel kanitlar, 1973 yilinda Se’nin ilk tanimlanmis selenoprotein olan
glutatyon peroksidaz (GPx) icerisine dahil edildigi anlasilmistir (91).

GPx ailesi enzim iiyeleri, hidrojen peroksit (H202) ve lipit peroksidlerinin
azaltilmasinda etkilidir. GPx’in oksidatif stresi azaltmadaki roliine
bakildiginda Se-bagimli GPx’in kanser dnleme i¢in makul bir mekanizma
sagladig1 One siiriilmistiir. Bununla birlikte, GPx aktivitesinin, normal
miktarlarda Se ile beslenen hayvanlarin dokularinda en iist diizeye ¢ikarildig:
ve diyet olarak yiikselmedigi bulunmustur. Kimyasal reaksiyona ulagmak i¢in
gerekli olan yiiksek seviyelerde 10 kat arttirilmistir. Boylece, Se takviyelerinin
kimyasal yoldan etkilerini, doymus GPx seviyelerine bagli olmayan bir sekilde
uyguladiklar1 goriilmiistiir (113). Se’nin, antioksidan savunma sistemiyle
iliskili 6nemli enzimatik fonksiyonlara sahip selenoproteinlerin bir bileseni
oldugu bulunmustur. Bunlardan biri olan tiyoredoksin rediiktaz’in Se
metabolizmasinda onemli bir enzim oldugu disiliniilmekte, Se bilesikleri
azaltilmakta ve hiicre i¢i redoks durumunun kontrol altina alindig:
goriilmektedir (114). Diger bir selenoprotein olan selenoprotein P, endotelyal
hiicreleri serbest radikallerin zarar gérmesine karsi korumaktadir (92). Bununla
birlikte, bazi selenoproteinlerin, 6zellikle de selenoprotein P'min optimal
ekspresyonunun, daha yiiksek miktarda diyetsel Se (115) gerektirdigini ve
onemli sayidaki bireyde selenoproteinlerin verimli sentezi i¢in daha yliksek bir
Se gereksinimine sahip olabilecegi agikca ortaya konmustur. (116).
Selenoprotein  ekspresyon seviyelerindeki bireyler arasi varyasyon,
selenoprotein genlerinde, bireylerin selenoproteinlere Se’yi dahil edebilme
verimliligini belirleyen tek niikleotid polimorfizmleri i¢cin hesaba katilabilir

(103).
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2.20. Selenyum ve Hiicresel Redoks

Se, hiicresel redoks regiilasyonunda énemli bir rol oynayan ve glutatyon
peroksidazin fonksiyonu i¢in gerekli olan bir eser elementtir. Bunun nedeni ise
selenoenzimin aktif bolgesinin, oksidatif hasara karsi hiicresel bilesenleri
korumasinda kritik role sahip olan yapisal bir bileseni olmasidir. Ayrica Se,
antioksidan etki, tiroit hormon metabolizmasinin diizenlenmesi, keratinlerin
biitlinliigiiniin siirdiiriilmesi ve antikor sentezinin uyarilmasi gibi fizyolojik
aktiviteler sergiler (117). Buna ek olarak, daha Onceki caligmalarda Se
noroprotektif bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (118). Bir¢ok ¢alisma insan
ve hayvan modelinde platin ajanlarla birlikte uygulanan antioksidan tedavilerin

etkinligini incelemistir (119).

2.21. Selenyumun KKPN Uzerine Etkisi

Se biyolojik etkilerinin ¢ogunu, 21. amino asit olarak kabul edilen
selenosistein olarak dahil edildigi birkac¢ selenoprotein vasitasiyla uygulayan
temel bir mikro besleyici maddedir. Insan selenoproteini, gesitli fizyolojik
siireglerde yer alan 25 gen tarafindan kodlanir. Glutatyon peroksidaz (GPx),
tiyoredoksin rediiktaz ve selenoprotein, antioksidan savunma, bagigiklik
fonksiyonu, embriyogenez ve fertiliteyle iliskili en 1yi bilinen
selenoproteinlerdir (120). Son 40 yildir, Se metabolizmasi, toksikolojisi ve
beslenmesi, ¢coklu biyolojik fonksiyonlar ve proteinlere dahil edilmesindeki
essiz mekanizmalar1 nedeniyle biiytik ilgi gdrmiistiir. Se’nin sinir sistemi i¢in
onemi ilk olarak, diislik seviyelerde glutatyon peroksidaz aktivitesine sahip
intrakutan nobetler gegiren ¢ocuklarda, Se kullanimiyla iyilesme gézlenmesi
ile anlagilmistir (121). Bununla birlikte, Se’nin merkezi sinir sisteminin (MSS)
isleyisindeki rolii, olduk¢a uzun bir siire i¢in belirsiz kalmistir. Se ile ilgili
yapilan biyokimyasal ve ndrotoksikolojik caligmalarla yeni yaklagimlar ortaya
konmustur (122). Insan saghginda Se’nin roliiyle ilgili birgok kapsamli ¢alisma
(123) yaymnlandi. Yine de sinir sistemindeki Se’nin fonksiyonlar1 géz oniine
alindiginda, iyon kanallar1 disreglilasyonu, mitokondriyal disfonksiyonu,
oksidatif stres, kaspaz faaliyetleri, apoptoz gibi molekiiler spesifik
mekanizmalar doguran ve bunlarla beraber neticede mikroglia aktivasyonu,
aksonal transport bozuklugu ve hipereksitabilite gibi inflamasyon ve néropatik

agr1 durumlarmin gelistigi kemoterapotik ajanlarin kullanimiyla tetiklenen
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ndropatik agr1 durumlarindaki rolleri netlik kazanamamigtir. Bu baglamda ele
aldigimiz bu tez ¢aligmasi1 kemoterapotik ajanlarin (OX) kullanimi nedeniyle
tetiklenen noropatik agri durumunda mekanizmasi bozulan iyon kanallarinin
(TRPV1) Se’nin etkisi ile diizelme durumunu arastiran tek arastirma
niteligindedir.

Se primer duyusal ndron hiicrelerinde kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajanlarin neden oldugu siirekli olarak yiiksek reaktif oksijen
tirleri (ROS) {iretimi ve artmig bazal ROS iiretimini Onlemek icin bir
antioksidan savunmasi ile ROS'a kars1 bu hiicre tiplerinin savunulmasini ve bu
agrimin bertaraf edilmesini saglar. Buna dayanarak, oksidatif stres yeni
antikanser ajanlarinin rasyonel tasarimi i¢in tiimore 6zgii bir hedef olarak kabul
edilmistir. Redoks modiile edici bilesikler arasinda Se bilesikleri, iimit verici
kemoterapotiklerin ~ yan  etkileri noropatik  agriya karsi  olumlu
potansiyellerinden dolayr gelistirilecek ilaglarda mutlaka g6z Oniinde
bulundurulmas1 gerekmektedir.

Se bir dizi biyolojik fonksiyonlarda rol oynayan dnemli bir eser elementtir.
Se’nin sinyal iletimi ve sinir sisteminin fizyolojik fonksiyonlarinin devaminda
onemli katkilar sagladigi daha onceden yapilan calismalarla gosterilmistir
(124). Aynm1 zamanda GSH-Px enzimi i¢in bir kofaktor gérevi goriir ve ayrica
antioksidan savunmaya katilan selenoproteinlere dahil edilir (125).
Selenosistein veya selenometiyonin gibi Se’nin birtakim formlar1 olan memeli
proteinlerine dahil edilirler (122). Yiiksek konsantrasyonlarda biyolojik
sistemlere toksik etkisi olsa da diisiik dozlardaki Se epilepsi (126) ve agr1 gibi
cesitli noronal hastaliklarda noroprotektif maddeler olarak rol oynamaktadir.
Se’nin noroprotektif etkileri, apoptozu inhibe etme yetenegine ve iyon
kanallar1 yoluyla Ca'? girisini modiile etmesine baglanir. Arka kok
gangliyonlari, afferent spinal sinirlerde noronlarin hiicre gévdelerini igeren
arka kokiindeki nodiillerdir. Nosiseptif wuyarilar1 elektriksel iletilere
doniistiirerek beyne iletirler, ayrica merkezi sinir sistemindeki sinaptik iletimi
modiile ederler (118).

Duyusal noropatiler ve ndropatik agri, tiim diinyada milyonlarca insani
etkileyen yaygin kronik klinik durumlardir. Duyusal néronopatiler ya sinir
hasarlanmasindan ya da diyabet ve periferal duyusal sinirlere zarar veren,

kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtiklerden (KKPN) kaynaklanir. Bu
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hasarm bir sonucu olarak AKG ndronlart asir1 uyarimli hale gelir. Duyusal
noropatilerin AKG ndronlarinin primer dejenerasyonu ile karakterize oldugu
ileri siirtilmiistiir (118). Se’nin néroprotektif desteginin AKG, SN ndéronlarinda
sitozolik Ca*? diizeyleri, apoptoz ve oksidatif stres parametreleri iizerine
etkileri molekiiler analiz teknikleriyle ele alindiginda ancak anlasilabilir.
Nitekim yaptigimiz tez caligmasi bu parametreler esliginde Se’nin olumlu
etkisini ele almistir. Yaptigimiz bu tez ¢alismasinin sonuglar1 incelenecek
olursa, kemoterapotik ajanlardan biri olan OX uygulanan siganlarda gelisen
periferal noropatik agri modelinde Se’nin, TRPV1 aracili iyilesmeye katki
saglaylp saglamadigi, katki sagliyorsa da bunu hangi yolaklar aracili
gergeklestirdigi, noronal hiicrelerde (AKG, SN) apoptotik yolaklarin, kaspaz
kaskadlarinin, JC-1 degisimlerinin, ROS {iretim seviyelerinin, TRPV1 kanal

aktivasyon diizeyleri agisindan molekiiler tekniklerle ele alinmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Amplifikator: HEKA (Almanya)
Buz yapim cihazi: ITV IQ P5C (Amerika)
Casy TT hiicre sayim cihazi: Roche, (Almanya)
Calkalamali su banyosu: Biosan Orbital shaker PSU 101 (Tiirkiye)
Calkalamali su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Tiirkiye)
Coklu kuyucuk okuyucu: Plate reader Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya)
Distile su cihazi: Purelab option DU25 (Amerika)
Faraday kafes sistemi: SDU Metal atdlyesi (Tiirkiye)
Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvigre)
Hiicre kiiltiirii flasklari: (25 ve 75 cm?) (Cin)
Hiicre kiiltiirii inkiibator: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya)
Isil ayarli manyetik karistirict: Variomag Monoterm (Almanya)
Inverted mikroskop: Zeiss (Almanya)
Kalsiyum sinyali i¢in seffaf kiivet: Sarstedt Cuvvette (Almanya)
Laminer akim kabini: Cryste, Puricube (Giiney kore)
Laminer akim kabini: Jouan B4I (Fransa)
Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)
Mikromantiplator: Marzhauser Wetzlar (Almanya)
Ph metre: Hanna Instruments (Portekiz)
Pipet yapim cihazi (Puller): Sutter Instruments (Amerika)
Pipetler (borosilikat): Sutter Instruments (Amerika)
Pompa (peristaltik): Ismatec (isvigre)
Santrifiij i¢in falkon tiip: isolab 15 ml ve 50 ml (Almanya)
Sogutmali santrifiij cihazi: Kubota 2800 (Japonya)
Spektroflorometre cihazi: Varian, Cary Eclipse (Avusturalya)
Steril 96’lik ¢oklu kuyucuk: Greiner Bio-One (Almanya)
Sterio Mikroskop: Olympus Corporation TS5, SN (Japonya)
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Sarjli pipet igin plastik pipetler: LP Italiana 5, 10 ml (Italya)
Sarjli pipet: Hischmann (Almanya)

Sarjli pipet: Witeg (Almanya)

Titresim dnleyici masa: SDU Metal atdlyesi (Tiirkiye)
Von-Frey agr1 testi igneleri: (Japonya)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antibiyotik: Penicillin/Streptomycin, Biochrom (Almanya)
APOPercentage Release Solution: Biocolor (irlanda)

Apoptoz kit: APOPercentage, Biocolor (Irlanda)
Dimethyl sulphoxide (DMSO): Sigma (Amerika)
DTNB: Sigma (Almanya)
EGTA: Merck (Almanya)

Fetal sigir serumu (FBS): Biochrom (Almanya)
Fura-2 AM: Invitrogen (Amerika)

Kaspaz 3: Kaspaz 3 substrat AC-DEVD-AMC (lsvigre)
Kaspaz 9: Kaspaz 9 substrat AC-LEHD-AMC (Isvigre)
L-glutamic acid: Merck (Almanya)

Medium DMEM: Biochrom (Almanya)
Medium RPMI 1640: Biochrom (Almanya)

Mitokondriyal membran depolarizasyon kit: JC-1, Santa Cruz (Amerika)
Oxaliplatin: Celdach (Hindistan)

Phosphate Buffered Saline (10X, PBS): Biochrom (Almanya)

ROS kiti: Dihydrorhodamine 123 (DHR 123) (Amerika)

Selenyum (Sodyum Selenit): Approx Sigma 55261 (Almanya)
Triton X-100: Sigma (Almanya)

Trypsin-EDTA (9%0,25): Sigma Aldrich (ABD)



3.2. YONTEM

3.2.1. Oksaliplatin ve Selenyum

Oksaliplatin, Celdach 100 mg, (Co., 3050 Spruce Street, St. Louis, MO
63103) Hindistan’dan tedarik edilmistir. Hiicre kiiltiirii ortaminda (MCF-7
hiicre hatt1) Oksaliplatin 50 uM doz ile 24 saaat inkiibe edildi. Se ise 200 nM
dozda 2 saat siireyle inkiibe edildi (118). Oksaliplatin, %5 glikoz ¢ozeltisi
icinde ¢oziiliip farelere 4 mg/kg dozda enjekte edilmistir (128). Bu dozlar
insanlar i¢in (1,7 m boy, 65 kg) 135-175 mg/m? tavsiye edilen dozundan yola
cikarak sicanlara uygun olan doz hesaplanmistir. Oksaliplatin her haftanin
pazartesi ve sali glinleri (Glin 1, 2, 8, 9, 15, 16, 22 ve 23) haftada iki kez periton
ici (1.p.) uygulanmistir. Agr testleri 0, 7, 14, 21 ve 28. Giinlerde yapilmistir.
Se ise %S5 dekstroz sivisinda (sodyum selenit ve 1,5 mg/kg) ¢oziildiikten sonra

intraperitonal ve giin asir1 4 hafta siireyle (toplam 14 doz) verilmistir (5,127).

& CEON s

Oxaliplatin for

Injection USP
100mg

Resim 1. CELDACH 100 mg Oxaliplatin (Co., 3050 Spruce Street, St. Louis,
MO 63103) Hindistan’dan tedarik edilmistir Sodium Selenite, Sigma S5261

\\\\“IIIWI ’
m M.
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Resim 2. Von-Frey flamentleri (20PC Aesthe Modeli, No: 160615, Muromachi
Kikai Co., Ltd. Tokyo, Japonya) ve calismamiza dahil olan Wistar Albino sigan

tizerinde Von-Frey igneleriyle agr testi yaparken.

Resim 3. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 inverted mikroskop goriintiisii

(10X)

35



Resim 4. Hiicreler i¢in hazir aldigimiz mediumlarin (hiicre besiyeri) ve ¢esitli
ilave kullandigimiz besleyici soliisyonlarinin i¢cinde bulundugu +4 °C’lik

buzdolab1

Resim 5. Hiicreleri viicut ortam1 kosullarinda ¢ogalttigimiz (37 °C, %5 COz2)

s1v1 ceketli steril inkubator.
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Resim 6. Herbir hiicre tiirii i¢in spesifik belirli devir hiz1 ve siiresi dondiirerek
¢oktiirme islemini yaptigimiz santrifiij cihazi ve hiicrelerin morfolojik
sekillerini ve bilyiime durumlarmi degerlendirdigimiz Inverted mikroskop

cihazi.

Resim 7. Hiicreleri dondurdugumuz siv1 nitrojen tanki (—196 °C)
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Resim 8. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda kullandigimiz tiim besiyer ve besleyici
yardimc1 maddeleri ¢alismaya baglamadan dnce 1sittigimiz 37 °C ¢alkalamal

su banyosu

Resim 9. Hiicre Kiiltiiriindeki Laminer flow cihazi. Hiicrelerin flasklara ekimi,
pasajlanma islemleri, hiicre kaldima (tripsin yardimiyla) vs hiicresel tim

islemlerin yapildig1 steril ortam
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Resim 10. Primer duyusal néronlardan AKG ve SN ndronlarmi izole ettigimiz
steril kabin. Bu kabinde kullanilan biitiin ekipmanlar sterilizasyona tabi

tutulmustur.

Resim 11. Biyofizik Laboratuvarinda kullandigimiz Casy TT system hiicre

sayim cihazi (Almanya)

Resim 12. Hayvanlardan elde ettigimiz Primer duyusal noron hiicrelerinde ve
in-vitro hiicre hattinda kalsiyum sinyali analizleri i¢in kullandigimiz floresans

spektrofotometre cihazi (Cary Eclips, Varian Inc, Sydney, Avustralya).
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Resim 13. Hayvanlardan elde ettigimiz primer duyusal ndron hiicrelerinden tek
bir AKG hiicresinde patch-clamp kaydi alinirken, pipet tek bir hiicreye temas

ettigi esnada ¢ekilmis bir fotograf.

Resim 14. Patch-clamp (yama-mentese) seti, Faraday kafesi (Bu cihaz ile bir
pipet yardimiyla hiicrelere temas edilerek akim kayitlari1 alinmaktadir) ve puller
cihazi (pipet hazirlamak i¢in kullanilmaktadir). Hayvanlardan elde ettigimiz

AKG primer duyusal néron hiicrelerinde bu cihaz ile akim kayitlar1 aldik.
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3.2.2. Gruplarin Olusturulmasi

Caligma si¢an ve hiicre kiiltiirli olarak iki kistmdan meydana gelmistir
3.2.3. Sican calismasi

Bu caligmada 12 haftalik 180-200 g agirligindaki 40 adet disi Wistar
Albino sicanlar kullanilmistir. Saat 08:00 den aksam 20:00 e kadar
1siklandirilmis 6zel odalarda, oda kosullarindaki sicaklik (25 © C) ve nemde
(%65-70) kontrollii kosullar altinda kafes basina dort-bes sigan diisecek
seklinde ayarlanmis gruplar halinde organize edilmistir. Hayvanlarin
kafeslerinde yiyecek ve su bakimindan siirekli erigim olanagi saglanmistir.
Tiim hayvanlarin deney asamasinda bakim ve denetimi deney hayvanlari

laboratuvarinda saglanmistir.

Hayvanlar 4 gruba ayrldi;

Kontrol grubu (n=10): Herhangi bir ilag uygulanmamis saglikli siganlar
kullanilmistir. Bu sigcanlara plasebo intraperitonal bir kez 1 ml %5 glikoz ve 28
gilin silire ile giin asir1 intraperitonal uygulanmistir. Tiim sicanlar 28. giin

sonunda sakrifiye edilmistir.

Se grubu (n=10): Bu gruptaki sicanlara intraperitonal Se (1,5 mg/kg ve giin
asir1) (5) ve 28 giin siire ile giin asir1 intraperitonal uygulanmistir. Tiim siganlar

28. giin sonunda sakrifiye edilmistir.
OX grubu (n=10): Bu gruptaki si¢anlara intraperitonal OX (4 mg/kg ve
haftada iki kez) (128) ve 28 giin siire ile giin asir1 intraperitonal uygulanmistir.

Tiim siganlar 28. giin sonunda sakrifiye edilmistir.

OX+Se grubu (n=10): Bu gruptaki siganlara intraperitonal OX (4 mg/kg ve
haftada iki kez) ile Se (1,5 mg/kg ve giin asir1) ve 28 giin siire ile intraperitonal

uygulanmigstir. Tiim siganlar 28. giin sonunda sakrifiye edilmistir.
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Hiicre kiiltiirii caliymasi (4 grup seklinde planlandi);

Hiicre kiiltiirti ¢alismalar1t TRPV 1 kanallar1 yapisinda bulunan MCF-7 (ATCC,
HTB-22) meme kanser hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicreler su gruplardan

olusturuldu;

Kontrol grubu (n=6): Herhangi bir ila¢ uygulanmamis MCF-7 meme kanser
hiicreleri 24 saat sure ile hiicre kiiltiiri ortaminda tutuldu ve daha sonra ilave 2

saat serum fizyolojik ile inkiibe edildi.

Se grubu (n=6): Bu gruptaki hiicreler, 24 saat siire ile hiicre kiiltiirii ortaminda

bekletildikten sonra 2 saat 200 nM Se ile inkiibe edildi (118).

OX: Bu gruptaki hiicreler OX (50 uM) ve 24 saat siire ile hiicre kiiltiiri
ortaminda inkiibe edildi ve daha sonra ilave 2 saat serum fizyolojik ile inkiibe

edildi (129).

OX+Se grubu: Bu gruptaki hiicreler dnce OX (50 uM) ile 24 saat siire ile
hiicre kiltiirii ortaminda inkiibe edildi ve daha sonra ilave 2 saat 200 nM Se ile

inkiibe edild1.

3.2.4. Hiicrelerin Cogaltilmasi
3.2.4.1. Besiyerlerin Hazirlanmasi

MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti1 in-vitro pasajlama islemlerinde
RPMI-1640 (Biochrom, Almanya) besiyeri kullanilmistir. Taze a¢ilan RPMI-
1640 (500 ml) besiyer iizerine son konsantrasyonlar1 %10, %1 olacak sekilde
sirasiyla inaktive edilmis FBS (Biochrom, Almanya) ve penisilin streptomisin
(Biochrom, Almanya) ilave edildi. Hazirlamis oldugumuz bu besiyer, hiicre

kiiltiirii laboratuvarinda bulunan dolapta (+4°C) saklandi.

3.2.4.2. Laminer Kabinde Calisma Oncesi Hazirhk

MCF-7 hiicrelerinin ekim, pasajlama iglemleri steril Laminer Kabin
icerisinde gerceklestirilmistir. Hiicrelerin ekim islemi oncesi laminer kabin
calisma yiizeyi ve ¢calismada kullanmak iizere paketleri agilmadan kabin igine
aldigimiz biitlin malzemelerin paketleri %70’lik etil alkolden gegcirilmistir.
Sonrasinda ise laminer kabin (MSC 12, Jouan, ABD) ve kabin i¢inde bulunan

tiim gere¢ ve malzemeler, 15 dakika boyunca kabin i¢ine monte edilmis olan
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Ultraviyole (UV) 1s18a maruz birakilarak ¢alisma oncesi UV-sterilizasyonu
yapilmistir. Calisma Oncesi kullanacagimiz biitiin besiyer ve diger tiim
soliisyonlar 37 °C’de ¢alkalamali su banyosunda 15 dk 1s1tild1 ve hepsi %70’lik

etil alkolden gegirilerek laminer kabin igine alindi.

3.2.4.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi igin steril paketler halinde satin aldigimiz T25 ve
T75 flasklar (Cell Star, Greiner Bio-One GmbH, Almanya) paketi agilmadan
laminer kabin igine alindi. Kullanima hazir besiyerden (yukarida nasil
hazirlandig1 anlatilmistir) sarjli otomatik pipet yardimiyla T25 ve T75 flasklara
(strastyla 5 ve 10 ml) aktarildi. Ayrica Sml taze besiyerden 15 ml’lik bir steril
falkon tiipe aktarildi. MCF-7 hiicrelerini ihtiva eden cryo tiip (Greiner Bio-One
GmbH, Almanya) -196°C sicaklikta sivi nitrojen tankindan ¢ikarildi ve 6n
isitma islemi icin yaklagik 1 dk siireyle 37 °C’deki su banyosuna (Termal
Laboratuvar Aletleri, Tiirkiye) daldirilip 1sitildi. Isil muamele sonrasinda bu
tiip %70’lik etil alkol ile sterillenerek laminer kabine alinda.

Tiip i¢indeki donuk hiicre soliisyonu tam erimeden 15 ml’lik steril falkon
tiipteki 5 ml taze besiyer iizerine donuk vaziyetteki bu hiicre soliisyonu
aktarildi. 500 G de oda sicakliginda 5 dk siireyle santrifiij islemine tabi
tutularak (Kubota 2800, Japonya) hiicreler ¢alismaya hazir hale getirildi.
Hiicreler santrifiij neticesinde dipte ¢okeldi olusturdu. Ustteki siipernatant el
yordamiyla hassas bir sekilde atik kabina aktarilarak uzaklastirildi. Cokelti
halindeki hiicreler iizerine bir miktar (burada kiiciik bir hesaplama yapilarak
calisma plan1 dahilinde flask sayis1 ayarlanir ve ona gore bu hiicreler iizerine
ilave edilecek besiyer miktar1 belirlenir) taze medyum ilave edildi. Pipetaj
yapilarak hiicrelerin homojen dagilmasi saglandi. Pipetaj sonrasi hiicre
soliisyonunun tamami ayni pipet ile alinarak dnceden hazirladigimiz flasklara
aktarildi. Kapaklar1 kapatilan flasklar bilek hareketiyle ¢ok hassas bir sekilde
hareket ettirilerek hiicrelerin homojen bir sekilde flaskin i¢ yiizeyine dagilmas1
saglandi. Ekim islemi sonrasinda flasklar inkiibatore (37 °C, %5 CO2), (HF 90,
Heal Force, Smart Cell, Amerika) alinarak burada hiicrelerin kontrollii bir

sekilde ¢ogalmalar1 saglandi.
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3.2.4.4. Hiicrelerin Cahsilmasi

inverted mikroskop kullanarak flasklardaki hiicre yogunluklari, hiicre
besiyer renklerinin degisimi (eger renk pembeden sartya donmiisse besiyerlerin
degistirilmesine karar verildi) hiicrelerin konfluent (hiicrelerin flasklarin
yiizeylerini tamamen kaplamasi) olmasina kadar takip edildi. Konfluent olan
flasklar inverted mikroskop yardimiyla tespit edilerek calismaya dahil edildi.
Bunlarla birlikte hiicrelerde herhangi bir bakteriyel veya fungal kontaminasyon
olup olmadigi da siirekli mikroskop yardimiyla kontrol edilerek takip edildi.
MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti adherent karakterize hiicrelerdir,
dolayisiyla bulunduklar: flasklarin taban yiizeyine yapisarak ¢ogalma 6zelligi
gostermektedirler. Bu yapigkan hiicrelerin ¢alisma oOncesi kaldirilmasi
gerekmektedir. Kaldirma islemi Oncesinde flasklar icindeki besiyerlerin
tamami atik kabina bosaltild:.

Yikama iglemi i¢in her bir flaska 3 ml 1X Phosphate Buffered Saline (PBS,
Biochrom, Almanya) ilave edilerek sarjli otomotik pipet yardimiyla Pipetaj
yapilarak flask taban1 yikandi. Yikama islemi sonrasinda ise hiicrelerin tizerine
%0,25’lik Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, ABD) flask zeminini kaplayacak
miktarda (T25 i¢in,1-2 ml; T75 i¢in 3-4ml) ilave edilerek hiicrelerin zeminden
kaldirilmas1 saglandi. Hiicrelerin kalktigr mikroskop yardimiyla kontrol edildi.
Mikroskop ile hiicrelerin flask yiizeyden ayrildiklari anlagilinca flasklar
laminer kabine alind1 ve iizerlerine 5 ml taze medyum eklendi. 5-6 kez pipetaj
islemi uygulandi. Pipetaj sonrasinda hiicreler steril bir 15 ml’lik falkon tiipe
alindi. 5 dakika boyunca 500 G’de santriflij edildi. Siipernatant atik kabina
atildi. Boylece Tripsin-EDTA’nin hiicreler iizerindeki etkisi kaybolmus oldu.
Dipte biriken hiicre {izerine 5 ml taze besiyerden ilave edilerek pipetaj yapildi.
Gruplar olusturuldu ve hiicreler 4 farkli grup isminin yazildigi1 flasklara
homojen olarak paylastirildi. Son konsantrasyonlar1t OX (50 uM), Se (200nM)
olacak sekilde ayarland1 ve inkiibe edildi.
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3.2.5 Agn Testleri

Oksaliplatin kaynakli noropatik agr1 degerlendirilmesi kalibre edilmis
Von-Frey flamentleri (20PC Aesthe Modeli, No: 160615, Muromachi Kikai
Co., Ltd. Tokyo, Japonya) kullanilarak asili tel kafeste tutulan siganlarin arka
pengesinin plantar yiliziine gore Ol¢iilmiistiir (130). Bu agr testine 6zel
tasarlanmig farkli kalinliktaki ignelere verilen bir yanit, hayvanin arka
pengesini kaldirilmasi ile tespit edildi. Termal nosiseptif uyaranlara yonelik
penge geri cekme esik zamanini degerlendirmek i¢in Hot Plate (sicak plaka)
testi i¢in 1s1 kontrollii plaka (Varioma, ermo Fischer Inc., Langenselbold,
Almanya) kullanildi. Sicak plaka test cihazi, 55.0 + 0,6 °C’lik sabit bir sicakliga
sahip elektrikle 1sitilmis bir yiizeye sahipti. Her si¢an sicak plaka iizerine
yerlestirildi ve reaksiyon siiresi, sicanin arka pengesini yalamasi ya da ayagin
artarda ¢ekmesi ile tespit edildi (131). Tiim gruplardaki hayvanlar deneyin
baslangi¢ orta ve son kisimlarinda agri yanitlart Von-Frey filamanlar1
kullanilip OSlgiilerek hem de sicak plaka (Hot-plate) (55 °C) yontemi ile
ndropatik agri) olusumu kabul edilmistir (130). Bu testler 0, 7, 14, 21 ve 28.
giinlerde yapilmistir. Deney sonunda, tiim hayvanlardan arka kok gangliyon
(AKG), siyatik noron (SN) hipokampus drnekleri elde edilmistir. Elde edilen
taze arka kok gangliyon (AKGQG), Siyatik (SN) ve Hipokampal noronlari,

orneklerinde asagidaki analizler yapilmistir

3.2.6 AKG, SN ve Hipokampiis Hiicre izolasyon Asamalari

Kullanilan biitiin cerrahi malzemeler sterilasyona tabi tutularak iglemlere
baslanir. Yetigkin siganlar intraperitonal uygulanan 5-10 mg/kg dozunda
Xylazine, 40 — 80 mg/kg dozunda Ketamine verilerek hayvanlar dissosiyatif
anestezi teknigiyle genel anestezi altina alinmistir. Hayvanin ayaklarina pens
yardimiyla kistirma hareketi yapilip tepkileri dlgiilerek tepkisiz kaldigi ama
kalp atislarinin devam ettiginden emin olunur ve dekapitasyon yapilir.
Ivedilikle Kolona vertebralis bdlgesi cerrahi makaslar araciligiyla alimir ve
DMEM besiyeri icerisinde inverted mikroskop altinda kas dokularindan iyice
temizlenir. Kolona vertebralis bir bistiiri araciligiyla frontalden distale simetrik
bir sekilde iki es parcaya ayrilir. Karsimiza spinal kord ¢ikacaktir. Bir pens
yardimiyla spinal kord hizli bir sekilde kaldirilir. Inter-vertebral oyuklarda
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karsilikl1 dizilmis arka kdk gangliyon nodiilleri boynu egri pens vasitasiyla taze
medium i¢ine alinir. 2,5 mg/ml dozda kolejenaz tip-4 enzimi ile 1 saat
inkiibatérde enzimatik parcalanir (132). Mekanik ayristirma ise farkh
kalinliktaki pipet uglarindan defalarca gegirilerek yapilir.

Laboratuvarimizda onceki c¢alismalarda SN izolasyonlarinin detaylari
verildi (130). Burada 6zetle bahsedecek olursak, SN hayvanlarin sag ve sol
arka ekstremitelerinde calisildi. Izolasyon esnasinda iridektomi makasi
yardimiyla kesi atilarak ¢evre dokulardan ayrilmasi saglandi ve 40 dakika
boyunca 37 °C’de c¢alkalamali su banyosunda 0.5 mg/ml kollajenaz (tip IV,
Sigma) enzimini iceren DMEM soliisyonu ile inkiibe edilmistir. Enzimatik
sindirimi durdurmak i¢in 1,25 mg/ml tripsin inhibitorii (tip II-S1, Sigma) ilave
edildi. Ayrisma neticesinde SN siispansiyonlar1 500 g’de 5 dk stireyle santrifiij
edildi.

Hipokampiis izolasyonunda ise hayvanlar yukarida anlatildigi gibi
anestezi altina alindiktan hemen sonra dekapite edildi. Mikro cerrahi makas ve
pens yardimiyla serebral korteks ivedilikle ¢ikarildi. Serebral korteks bisturi
yardimiyla, beyin sap1 ve serebellumdan ayrildi. Sag ve sol hemisferler korpus
kallozum hizasindan iki es parcaya boliindii. Bu asamalar neticesinde her bir
hemisferde karsimizda hilal seklinde ve diger yapilardan daha koyu renkli
hipokampus belirdi. Hipokampus 6rnekleri mikro cerrahi makas yardimiyla
disseke edildi ve parcalara ayrildi. Hayvanlarin dekapitasyonunu miiteakiben
uygulanan islemlerin tamami Hank'mn tamponlu tuz ¢ozeltisi (HBSS) i¢inde
gerceklestirildi (133). Mekanik parcalanma silirecini takiben enzimatik
parg¢alanma asamasina gecildi (37 °C’lik ¢alkalamali su banyosunda 30 dakika
boyunca tripsin ile inkiibe edildi ve her 10 dakikada bir alt-iist edildi). Hiicreler
enzimatik parcalanma siireci sonrasinda santrifiij edildi (5 dakika 500 g'de) ve

supernatant atild1 ve 2 kez HBSS ile yikama islemi yapildi.

3.2.7. Hiicre ici Kalsiyum Ca*? Sinyali Analizleri

Oksaliplatin kaynakli periferal noéropatik agrinin neden oldugu TRPV1
katyon kanallarinin agir1 aktivasyonu ile hiicre i¢i kalsiyum iyon diizeyinin
degerlendirilmesi ve Se’nin bu kanal aracili tedavi edici roliinii kalsiyum
sinyali cihazi ile arastirdik. Arka kok gangliyon (AKG) ve Siyatik (SN) primer

duyusal noron hiicreleri izole edildikten sonra hiicre kiiltiirtine alindiktan sonra
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Ca*? sinyali c¢alismalarinda  kullanildi. Hiicre i¢i  kalsiyum
konsantrasyonlarinin [Ca*?];i tayini i¢in oda sicakhiginda 45 dakika siireyle

4uM fura-2 AM ile yiiklendi (132).

Boyanma isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler 37 °C'de prob
de-esterifikasyona tabi tutuldu (134) ve sonrasinda manyetik olarak
karistirilan, seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde floresans
spektrofotometre (Cary Eclipsys, Varian Inc, Sydney, Avustralya) haznesine
yerlestirildi. Hiicre i¢i serbest Ca*? iyon konsantrasyon diizeyi [Ca*™];
degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm eksitasyon, 505 nm emisyon
dalga boylarinda yaklasik 450-500 saniye siireyle kayit alindi (135) ve
Grynkiewicz ve arkadaglarinin metoduna gore heseplandi (136). Dort gruba ait
TRPV1 kanal aktivasyonu aracilifiyla Ca* akis1 kapsaisin (CAP, 0,1mM)
stimiilasyonu ile gerceklestirildi. CAP, kayit baslandiktan 100 sn sonra kiivete
ilave edildi ve 400-450 sn siireyle kanalin aktivasyon durumu incelendi.
TritonX ‘in 450. sn’de kiivete ilavesiyle hiicre ici kalsiyum depolar1 da dahil
olmak {iizere biitiin hiicrelerin membranlar1 par¢alandi ve maksimum deger
belirlendi. EGTA (500. sn) ile aciga ¢ikan kalsiyum selatlanarak minumum
deger bulundu. Bu degerler Grynkiewicz ve arkadaslarmin (136) gelistirdigi
formiilde yerine yazilarak hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri gruplar arasinda

degerlendirildi.

3.2.8. Elektrofizyoloji

Oksaliplatin’i diger kemoterapi ilaglarindan ayiran en belirgin ayirtedici
ozelligi iyon kanallar1 lizerindeki etkisidir. Burada kullanilan patch-clamp
(yama-mentese) teknigi, tek bir hiicreye mikropipet yardimiyla dokunarak
voltaj1 sabitleyip akim degisiklerini 6lgme teknigidir. Bu tez calismasinda
AKG hiicrelerinde TRPV1 kanallarinin varligi ve uygulanan kemoterapotik
ila¢ oksaliplatinin ve Se’nin bu kanal {izerine etkisi Patch-clamp uygulamalar1
ile arastirilmistir. Patch-clamp uygulamalar: ile ilgili bilgi Naziroglu ve
Wehage’nin makalelerinde sunulmustur (163,164). Hiicrelerdeki TRPV1
kanallar1 iizerindeki kapsaisin ve Cpz dozu 100 nm ile 0.1 mM arasinda

degismektedir.
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Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada (137), AKG néronlarinda TRPV1'e
kars1 kapsaisin ve Cpz'nin farkli dozlar test edildi ve bu ¢aligmada agonist ile
antagonist dozlar1 (kapsaisin ve Cpz) sirastyla 10 pM ve 0.1 mM olarak
bulundu. Bu nedenle, mevcut tez ¢alismasinda bu dozlar kullanilmistir. Bu
amagla, AKG hiicrelerine (10 uM) kapsaisin hiicre dig1 (¢ember igerisine)
uygulanmistir. Bu hiicreler fosfat tamponu (PBS) icerisinde sulandirilarak
patch clamp c¢emberine yerlestirilmistir. Bu hiicrelere cam pipetler ve
mikromaniipulator yardimi ile girilerek HEKA-paket programlarinda
hiicredeki voltaj degisiklikleri kayit edilmistir (hiicre temasi, cell-attach ve tiim
hiicre, whole-cell). Daha sonra, hiicre dis1 kapsaisin verilerek TRPV 1 kanallar1
aktive edilmistir. Daha sonra hiicre i¢i ve hiicre dist kapsazepin (Cpz) (100
uM), gibi TRPV1 spesifik kanal inhibitorlerin etkisi kapsaisin ile kalsiyum
stimulasyonu yapilmadan once elde edilen AKG hiicrelerinin 15 dakika bu
maddelerle inkubasyonu ile bu kimyasallarin bu AKG noéronlarindaki rolii

arastirimigtir (138).

3.2.9. Hiicre Canlihig1 (MTT) Analizi

Asir1 diizeyde olusan oksidatif stresin (hidrojen peroksit) hiicreye zararh
oldugu bilinmektedir. Se’nin koruyucu etkilerini degerlendirmek ve
oksaliplatin kaynakli periferal noropatik agr1 durumunda oksidatif stres
miktarini belirleyebilmek icin AKG ve SN primer duyusal noron hiicrelerinde
ve in-vitro MCF-7 insan meme kanser hiicre hattinda canli hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesi esasina gore ¢alisan MTT deneyini uyguladik. Bu
deneyde sar1 renkte olan 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide maddesi canli hiicreler tarafindan mitokondriyal solunum yolu ile mor
renkli formozan kristaline doniistiiriilmektedir. Eger hiicreler canli degilse bu
reaksiyon gerceklesmez. Renk olusumu da spektroflorometrik yontemle
niceliksel kolorimetrik temelde degerlendirildi (139). MTT boyas1 (0,5 mg/ml
dozda) ile hiicre soliisyonu 37 °C'de 90 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Ardindan, siipernatant uzaklastirildi ve formazan kristallerini ¢ozmek igin
DMSO eklendi. Islemler iki kere yapildi. Bir ¢oklu kuyucuk okuyucu (plate
reader) (Infinite pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Avusturya) (134)
kullanilarak her bir kuyucuk i¢in ayn1 absorbans degerleri (490 ve 650 nm)
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kullanilarak hiicre canlilig1 analizi tamamlanmigtir. Veriler, kontrole kiyasla

hesaplanarak degerlendirildi.

3.2.10. Hiicre ici ROS Uretimi Tayini

Hiicre i¢i ROS iiretimi ¢oklu kuyucuk okuyucu (Pleate reader, infinite
pro200 marka, Avusturya) ile yapilmistir. DHR 123, hiicre zarina kolayca
niifuz edebilen floresans olmayan, yliksiiz bir boyadir. Hiicrenin igerisine
girdikten sonra DHR 123, oksidasyon {lizerine floresans ozellikli bir boya
haline gelir ve rodamin 123 (Rh 123) iiretir; floresans miktar1 ROS iiretimi ile
orantilidir. Bu oksidasyon sirasinda yaglarin oksidasyonu ile olusmus hiicre
icerisindeki serbest oksijen radikallerinin miktar1 6l¢iilebilmektedir. Ne kadar
cok floresans yayilirsa o kadar serbest oksijen radikalinin varligim
gostermektedir. Rh123'lin floresans yogunlugu, ¢oklu kuyucuk okuyucu
(Infinite Pro200) icinde Ol¢iilmiistiir. Eksitasyon 488 nm'de ve emisyon 543
nm'de (134) olarak belirlendi. Veriler, kontrole kiyasla hesaplanarak

degerlendirildi.

3.2.11. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Tayini

Hiicreler, daha once yaptigimiz ¢aligmalarda tarif edildigi gibi (1,2) 37
°C'de 15 dakika siireyle 1uM JC-1 ile inkiibe edildi. Katyonik bir boya olan
JC-1, mitokondride potansiyele bagmmli birikimi gosterir. Kirmizi-yesil
floresans yogunlugu oraninda bir azalma ile mitokondri depolarizasyonunu
gosterir. Yesil JC-1 sinyali, 485 nm eksitasyon dalga boyunda ve 535 nm
emisyon dalga boyunda, JC-1 kirmiz1 sinyali 540 nm eksitasyon dalga boyunda
ve 590 nm emisyon dalga boyunda oOl¢iildii. Floresans degisiklikleri ¢oklu
kuyucuk okuyucu (Infinite pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Avusturya)
kullanilarak analiz edildi. Veriler, kontrole kiyasla hesaplanarak

degerlendirildi (139).

3.2.12. Apoptoz ve Kaspaz Testleri

Apoptoz testi, APOPercentage apoptozis kiti Biocolor Ltd. (Kuzey
Irlanda) ile baska calismalarda da (Yazic1 T ve ark., 2017) anlatilan talimatlara
uygun olarak gerceklestirildi. Bir apoptotik hiicre membrani asimetrisini

kaybettiginde, APOPercentage boyasi1 aktif olarak apoptotik hiicreleri kirmizi
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renkte boyayarak hiicre icine tasinir, bdylece apoptozun spektrofotometre
cihazi ile saptanmasina izin verir. Kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin
belirlenmesi daha oOnce bildirilen bir yontem (118,134) temel alinarak
yapilmistir. Kaspaz 3 substratt (AC-DEVD-AMC) ve kaspaz 9 substrat1 (AC-
LEHD-AMC) boliinmeleri 360 nm eksitasyon ve 460 nm'de emisyon dalga
boyu ile ¢oklu kuyucuk okuyucu (plate reader, Infinite pro200) ile 6l¢iilmiistiir.
Veriler, floresan birim/mg protein olarak kontrole kiyasla hesaplanarak

degerlendirildi.

3.2.13. (TNF-a, IL-1p ve IL-6) Diizeylerinin Degerlendirilmesi

AKG, SN ve hipokampus noronal hiicrelerdeki IL-6 ve TNF-o (DRG Inc.,
Marburg, Almanya) ve IL-1 (Wuhan Fine Biological Technological Co., Ltd,
Wuhan, Cin) diizeyleri, bir imalatginin enzim baglantili imiinosorbent tahlili
kullanilarak 6lgiildii (140). Numunelerdeki sitokinlerin absorbansi 450 nm'de
Infinite Pro200 mikroplaka okuyucu (Tecan Inc, Groedig, Avusturya) ile
okundu, oysa melatoninin absorbansi 405 nm'de plaka okuyucusunda okundu.
Sitokin diizeyleri bu farkli primer hiicre tipleri i¢in pg/ml, % ve alan olarak

grafiklendi.

3.2.14. Istatistiksel Analiz

Veriler, SPSS istatistik programi (siiriim 17.0, yazilim, SPSS, Chicago, IL)
kullanilarak analiz edildi. Tiim sonuglar, ortalama + standart sapma (SD) olarak
ifade edilmistir. Varyans analizi (ANOVA) ve eslenmemis Mann-Whitney U-
testi yapildi ve p degerlerinin 0.05’den kiiciik ve esit oldugu kabul edildi. Hot
Plate ve Von Frey’in pence ¢cekme esik zamani ve kuvveti, Dixon parametrik
olmayan bir test kullanilarak analiz edildi. Anlamli degerler, en diisiik

onemlilik farki testi ile degerlendirildi.
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4.BULGULAR

4.1. Kalsiyum (Ca*?) Sinyali Sonuclar1
4.1.1. Sicanlarda OXPN durumunda Ca*? Sinyali ve Se'nin Etkileri

Intraperitonal olarak oksaliplatin (OX) uygulanan sicanlardan izole edilen
ve periferal agri iletiminden primer sorumlu arka kok gangliyon (AKG) ve
siyatik duyu noronlarinda (SN) hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu [Ca*?];
tizerine TRPV1 aktivasyonunun modiilasyonu yoluyla Se'nin etkileri incelendi.
Se'nin periferal duyusal noronlardaki TRPV1 kanallart iizerindeki etkisini
acikliga kavusturmak icin, Se ile in-vivo muamele edilen siganlarin ndronlari,
daha sonra kapsazepin (Cpz, 100 uM) ile bloke edildi. Kapsaisin (CAP, 10 uM)
ile uyarilan AKG ve SN néronal hiicrelerinde kalsiyum’un hiicre igine (sitozolik)
akis miktarinda (influx) 6nemli diizeyde artis meydana geldi. OX-kaynakl
noropatik agrili sicanlarin AKG ve SN néronal hiicrelerindeki bu [Ca™]; artisy,
kalsiyuma geg¢irgen TRPV 1 katyon kanallarinin CAP ile aktivasyonuna atfedildi
(Grafik 1-6). Bu periferdeki duyusal néron hiicrelerinin (AKG ve SN) OX
gruplarinda kontrole kiyasla yiiksek kalsiyum konsantrasyonu [Ca*?]i olmasina
ragmen, TRPV 1 antagonistinin (Cpz) gii¢lii bir sekilde [Ca*?]; konsantrasyonunu
diistirdiigii (Grafik 2,5) gozlenmistir (OX+Cpz, OX grubuna kiyasla p< 0.001).

Buna ek olarak, Se ile tedavi edilen gruptaki néronal hiicrelerin [Ca™?];
diizeylerinin kontrole kiyasla ciddi anlamda (p< 0.001) diisiik oldugunu bulduk
(Grafik 2, 5, 14). Bu periferal duyusal noron hiicrelerindeki [Ca™?]i diizeyi,
OX+Se gruplarinda OX grubuna gore anlamli olarak daha diisiiktii (p< 0.001)
(Grafik 2, 5, 14). Bu nedenle Se, duyusal noronal hiicrelerdeki TRPV1 katyon
kanallarinin  aktivasyon mekanizmasmi etkileyip OX-kaynakli periferal
noropatik agr1 durumlarinda 6nemli rol iistlenen hiicre i¢i [Ca*?]; diizeylerindeki
onemli artiglar1 engelleyerek yeni tedavi yaklasimlar1 sunabilecegini akla

getirmektedir.

4.1.2. AKG Kalsiyum Sinyali Sonuclar

Kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele edilen sicanlarin arka kok
gangliyonlarinda kalsiyum [Ca*™?]i iyon konsantrasyonuna TRPV1 katyon
kanallar1 araciligiyla Se etkisi (n= 6 ve ortalama + SD). Bu siganlardan OX
grubundakilere OX (4 mg/kg ve haftada iki kez), Se grubundakilere (1,5 mg/kg

ve giin asir1 Se) dozlarda 28 giin siire ile intraperitonal olarak uygulanmistir.
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Sakrifiye sonrasi (28. giin sakrifiye edildiler), bu kontrol, Se, OX ve OX+Se ile
muamele edilmis hayvanlardan AKG noronlari izole edilerek, Fura-2 ile 45 dk.
stireyle yiikleme oncesi in-vitro Cpz (100 uM) ile muamele edildi. Kalsiyum
sinyali analizi esnasinda 450 sn siireyle CAP (10 uM) ile TRPV1 kanallar1

uyarildi.
a
@ (1)-Kontrol @ (2)Cpz
700 ®(3)-Se (4)-Se+Cpz
| ®(5)-0X © (6)-0X+Cpz
@ (7)-0OX+Se ® (8)-OX+Se+Cpz

0 50 100 150 200 2% 300 350 400 450 500
Zaman (sn)

Grafik 1. AKG hiicrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan
kalsiyum konsantrasyonundaki [Ca*]i zamana gore degisimi tiim gruplar igin

ifade edilmektedir
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AKG-[Ca*2]; (nM)
ac
80000 ! B Kontrol
I Cpz
I Se
I Se+Cpz
B ox
60000 B OX+Cpz
B OX+Se
[ OX+Se+Cpz

Kontrol Cpz Se Se+Cpz ox OX+Cpz OX+Se OX+Se+Cpz

Grafik 2. AKG hiicrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan
toplam kalsiyum miktar1 [Ca*?]i nM olarak ifade edilmektedir (*p <0.001 kontrol
grubuna kiyasla; °p < 0.05, Cpz, Se gruplarina kiyasla; °p< 0.001, Se, Cpz,
Se+Cpz gruplarma kiyasla; %p <0.001 OX grubuna kiyasla idi. (n= 6 ve ortalama
+ SD).

% A[Ca*?);

Grafik 3. AKG hiicrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan

toplam kalsiyum miktar1 % olarak ifade edilmektedir.
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4.1.3. SN Kalsiyum Sinyali Sonuclar:

In-vivo olarak kontrol, Se, OX ve OX+Se gruplar1 olusturulan siganlardan
izole edilen siyatik noronlarmn (SN) intraselliller kalsiyum [Ca™];i iyon
konsantrasyonuna TRPV1 katyon kanallar1 araciligiyla Se etkisi (n=6 ve
ortalama + SD) incelendi. OX grubundaki hayvanlara OX (4 mg/kg ve haftada
iki kez), Se grubundaki hayvanlara ise Se (1,5 mg/kg ve giin asir1) belirtilen
dozlarda 28 giin siire ile intraperitonal olarak uygulanmistir. Sakrifiye sonrasi
(28. giin sakrifiye edildiler), kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele edilmis bu
hayvanlardan SN ndoronlar izole edilerek, Fura-2 ile 45 dk. stireyle yiikleme
Oncesi in vitro kapsaisin, Cpz (100 uM) ile muamele edildi. Kalsiyum sinyali
analizi esnasinda 100. sn hiicre soliisyonu kiivetine ilave edilen ve 450 sn siireyle

etkisi gozlemlenen kapsaisin (CAP, 0.01 mM) ile TRPV1 kanallar1 uyarildi.

a
@ (1)-Kontrol ®(2)-Cpz
400 1 o (3)-Se (4)-Se+Cpz
® (5)-0X ® (6)-OX+Cpz
350 @ (7)-OX+Se @ (8)-OX+Se+Cpz

Sy

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Zaman (sn)

Grafik 4. SN hiicrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan

kalsiyum miktarinin [Ca*?]; zamana gore degisimi ifade edilmektedir.
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Grafik 5. SN hiicrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan
toplam kalsiyum miktar1 [Ca*?]; nM olarak ifade edilmektedir (*p <0.001 kontrol
grubuna kiyasla; ®p < 0.05 Se grubuna kiyasla; °p< 0.001 Se, Cpz, Se+Cpz
gruplarma kiyasla; %p < 0.05 Cpz, Se+Cpz gruplarma kiyasla ve °p < 0.001 OX

grubuna kiyasla idi. (n= 6 ve ortalama = SD).
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Grafik 6. SN hiicrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan

toplam kalsiyum miktar1 % olarak ifade edilmektedir.

4.2. AKG’de Patch-clamp Sonuclar

OX uygulanan si¢anlarin AKG néronlarinda Se’nin TRPV1 aracili iyon
akist lizerine etkilerinin Patch-clamp (Yama Mentese) yOntemiyle
degerlendirilmesi. TRPV 1 patch-clamp analizlerinde sigan AKG'lerinde CAP ile
indiiklenen akimlar, sirasiyla, Cpz ve NMDG" (Na"’nin degistirilmesi) ile
tersinir bloke edildi. Agonistlerin (CAP) yoklugunda herhangi bir akim
gozlenmedi (Grafik 7). Grafik 8 ve 10°daki kayitlarda goriilecegi gibi agonist
tarafindan agilan kanallar Cpz ile bloke edildi. AKG primer duyusal ndéron
hiicrelerindeki akim yogunluklari OX+CAP gruplarinda kontrol ve
kontrol+CAP gruplarina kiyasla belirgin sekilde daha yiiksekti (p < 0.001).
Bununla birlikte, akim yogunluklar1 ele alindiginda kontrol+CAP+Cpz,
OX+CAP+Cpz gruplarinda OX grubuna gore anlamli derecede diistiktii (p <
0.001) (Grafik 14). Noronlardaki akim yogunluklar1 Se tedavileri ile azald1 ve
Se + CAP, OX+Se+CAP gruplarinda bu degerler diistiktii (p < 0.001) (Grafik
14).

OX grubundaki AKG’lerde alinan patch-clamp kayitlari, CAP’in TRPV1
kanallar1 araciligiyla sitozolde asir1 Ca*? birikmesine neden oldugunu agikga
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, OX ile indiiklenen TRPV1 akimlari, bir
antioksidan eser element olan Se ile oksidatif stres modiilasyonu yoluyla tedavi
edilerek azaltildi. Dolayisiyla burada kontrol gruplarindaki ve OX kaynakli
periferal noropatik agrili sigan AKG’lerinde TRPV1 kanal aktivasyonlari
birbirleriyle kiyaslandiginda onemli diizeyde fark vardi. TRPV1 kanal
aktivasyon diizeylerini temsil eden bu degerler arasindaki fark Se
uygulanmasiyla neredeyse ortadan kaldirildi. AKG'deki TRPV1 akimlar1 patch-
clamp ¢emberinde ekstraselliiler kapsaisin (CAP, 10 uM) ile uyarildi, hiicre dis1
kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile bloke edildi. Tiim hiicre (T.H.) whole cell kaydi

anlamina gelmektedir.
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Zaman (sn)

Grafik 7. Bu kontrol kaydi AKG duyusal néron hiicrelerinden alinan orijinal
kayittir. Burada tiim hiicre (W.C., Whole cell) konfigiirasyonunda herhangi bir

agonist kullanilmadan kayit alimmastir

T.H. — e NMDG'
b o— — CPZ
1 = ——— CAP
00s /T
0,24 2
" 0,4 -
<
5 -
0,6 4
0,8- hovt, ;

L] 1 b 1 L b 1 1 L o ) L] b
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Zaman (sn)
Grafik 8. Kontrol+CAP grubu: OX uygulanmayan sigan grubundan izole edilen
hiicrelerden alinan bu kayitta agonist olarak kapsaisin (CAP), antagonist olarak
ise kapsazepin (Cpz) kullanilmigtir. TRPV1 akimlar1 patch-clamp ¢emberinde

ekstraselliiler kapsaisin (CAP, 10 uM) ile uyarildi, hiicre dis1 kapsazepin (Cpz,
0.1 mM) ile bloke edildi.
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Grafik 9. Kontrol+CAP grubu i¢in I-V grafigi.
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Grafik 10. OX+CAP grubu (haftada 2 kez olmak iizere 4 hafta siireyle
intraperitonal OX enjekte edilen gruptaki sicanlardan elde edilen AKG
hiicreleri). Burada uyarici olarak CAP, kapatici olarak Cpz kullanilmigtir.
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Grafik 12. OX+ CAP+Se grubu: Intraperitonal olarak OX (haftada iki kez
toplamda 4 hafta siireyle 4mg/kg) ve Se (giin asir1, 4 hafta siireyle 1,5 mg/kg)

uygulanan siganlardan elde edilen AKG’lerden alinan tiim hiicre kayitlaridir.

T.H.

0,04 | CAP

1 (NA) o

0,2 T v T v T v T v T v T v 1
0 200 400 600 800 1000 1200
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Grafik 13. Se grubu: Se, intraperitonal olarak (haftada 2 kez 4 hafta siireyle 1,5
mg/kg dozlarda) siganlara uygulandi. Bu sicanlardan izole edilen AKG’lerden
alinan kayitlardir. Agonist olarak (CAP, 10 uM) kullanilmistir.
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Grafik 14. AKG’den alinan TRPV1 kanal akim yogunluklarmin siitun grafigi
olarak gosterimi. Parantez igindeki sayilar, n sayidaki gruplar1 belirtmektedir.
(®p<0.001 Kontrol ve Se’ye kiyasla; °p<0.001 CAP’a kiyasla; °p<0.001
CAP+Cpz’ye kiyasla; 4p<0.001 OX+CAP’a kiyasla)

4.3. OX Uygulanan Sicanlarin AKG ve SN Noronlarinda Se’nin TRPV1
Aracih Apoptoz Testleri Uzerine Etkileri

Bu boliimde kontrol ve OX gruplarmin AKG ve SN primer duyusal néron
hiicrelerinde Se'nin apoptoz, hiicre canliligi (MTT), kaspaz 3, kaspaz 9 aktivitesi,
hiicre i¢i ROS iiretimi ve JC-1 diizeyi tlizerindeki etkisi arastirilmigtir. Apoptoz
analizleri, ¢oklu kuyucuk okuyucuda APOPercentage apoptozis kiti Biocolor
Ltd. (Kuzey Irlanda) ile gergeklestirildi. Diger analizlerde ayn1 sekilde ilgili
boyama prosediirleri (mitokondriyal membran depolarizasyon i¢in JC-1, ROS
icin DHR-123, MTT i¢in 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide boyalar1 kullanildi) sonrasinda ivedilikle ¢oklu kuyucuk okuyucuda
okundu. AKG ve SN noronal hiicrelerde TRPV1 katyon kanallariin CAP ile
stimiilasyonunu miiteakip, apoptoz diizeyleri (Grafik 15 ve 21), ROS ve JC-1 ve
seviyeleri (Grafik 16,17; Grafik 22,23), kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri (Grafik
18,19; Grafik 24,25) kontrole kiyasla belirgin sekilde artis gosterirken MTT
diizeylerinde (Grafik 20,26) belirgin bir azalma meydana geldi (p<0.05). OX
grubunda kontrole kiyasla apoptoz diizeyleri, kaspaz aktiviteleri ve JC-1 ve ROS
seviyeleri kontrole kiyasla belirgin sekilde artis gosterirken MTT diizeylerinde

ayni sekilde belirgin bir azalma meydana geldi (p < 0,001). OX+Se grubunda
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OX grubuna kiyasla apoptoz testi degerlerinde 6nemli diizeyde bir azalma, MTT
seviyesinde bir artig gozlenmistir (p<0,05). Se grubundaki apoptoz degerleri OX
ve OX+Se gruplarina kiyasla 6nemli diizeyde azalma sergilemislerdir. Cpz (tim
gruplarda) ile hiicrelerin 6n-muamelesi ve hemen ardindan CAP ile hiicrelerin
TRPV1 aracili uyarimi ile (burada Cpz+CAP gruplarindan bahsedilmektedir),
CAP ile indiiklenen oksidatif sitotoksisiteyi belirgin bir sekilde azaltmistir, bu
durum hiicrenin hayatin1 idame ettirmesine 6nemli diizeyde (p<0,05)katki

saglamistir.

4.3.1. OX Uygulanan Sicanlarin AKG ve SN Noronlarinda Se’nin Kaspaz
Aktivasyonlari, Hiicre i¢ci ROS Uretimi ve JC-1 Diizeyi ve Hiicre Canhlig
Uzerine Etkisi

Kaspaz aktivite analizleri, ¢oklu kuyucuk okuyucuda kaspaz 3 ve kaspaz 9
substratlar1 ile gergeklestirildi. AKG ve SN ‘lerde Kaspaz 3 ve kaspaz 9
aktiviteleri, TRPV1 spesifik agicis1 CAP aracili aktivasyonu ile (Grafik 18, 19)
belirgin olarak artmistir (p < 0.05). Bununla birlikte, Cpz (p < 0,05) muamelesi
ile TRPV1 kanallarinin inhibisyonu yoluyla ndronlardaki kaspaz aktivitelerinde
belirgin olarak azalma saglanmistir. Buna ek olarak, AKG ve SN néronlarinda
Se ile TRPVI1 kanallarinin inhibisyonunu takiben apoptoz, JC-1 ve ROS
diizeyleri ve kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri belirgin sekilde azaldi (p <0.001).
Bununla birlikte Se grubundaki hiicre canliligi diizeyleri, (Cpz muamelesi
olsun/olmasin) ile OX gruplarina kiyasla belirgin sekilde artis gosterdi (p<
0.001). Bu sonuglar incelenecek olursa olusan noéropatik agrinin TRPV1
aktivasyonuna atfedilebilecegi anlasilmaktadir. OX kaynakli bu noropatik
agridan Se aracili TRPV1 inhibisyonuyla basa ¢ikilabilecegi goriilmektedir.
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4.3.1.1. AKG (Arka kok gangliyon) Apoptoz, ROS, JC-1, Kaspaz 3, Kaspaz
9, MTT (Hiicre Canlhihgi) Analiz Sonuclar

OX ile uyarilan sicanlarin AKG'lerinde TRPVI (a, b, ¢, d, e ve f) kanal
aktivasyonlar1 yoluyla Se’nin apoptoz, hiicre canliligi (MTT), JC-1, hiicre igi
ROS iiretimi, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri lizerine etkileri (ortalama + SD ve
n = 6) incelendi. Degerler kontrole kiyasla kat artis1 olarak ifade edilmistir. Bu
AKG noronlar1 kontrol, OX ve Se ile muamele edilen hayvanlardan izole
edilmistir. Noronlardaki TRPV1 kapilari, kapsaisin (10 uM) ile uyarilip Cpz (0,1

mM) tarafindan inhibe edilmistir.

OX+Se+CAP

OX+Se+CAP+Cpz

KONTROL

Grafik 15. Sican AKG primer duyusal noron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan noéropatik agr1 durumu iizerine Se ‘nin TRPV1 aracih
koruyucu etkisinin apoptoz testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol
grubundan CAP’a kiyasla, ?p < 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kiyasla,
bp < 0,05), (kontrol ve Se gruplarma kiyasla °p < 0,001; OX grubundaki OX ve
OX+CAP’a kiyasla 9 < 0,05), (OX grubuna kiyasla °p < 0,05; OX+Se
grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a kiyasla p < 0,05) (n= 6 ve ortalama +
SD).

62



RER

ROS (%)

s 8

(=]

OX+CAP+Cpz

KONTROL
Grafik 16. Sican AKG primer duyusal néron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan noéropatik agr1 durumu iizerine Se ‘nin TRPV1 aracih
koruyucu etkisinin ROS (reaktif oksijen tiirleri) testi acisindan
degerlendirilmesi (kontrol grubundan CAP’a kiyasla, *p < 0,05), (Se grubundan
Se ve Se+CAP’a kiyasla, °p <0,05), (kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p <0,001;
OX grubundaki OX ve OX+CAP’a kiyasla 4p < 0,05), (OX grubuna kiyasla °p <
0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a kiyasla fp < 0,05) (n=6 ve
ortalama + SD).
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Grafik 17. Sican AKG primer duyusal néron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan néropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin JC-1 testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol grubundan CAP’a
kiyasla, p < 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kiyasla, °p < 0,05), (kontrol
ve Se gruplarina kiyasla p < 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a kiyasla
dp < 0,05), (OX grubuna kiyasla ¢p < 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve
OX+Se+CAP’a kiyasla p < 0,05) (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 18. Sican AKG primer duyusal néron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan noropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin kaspaz 3 testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol grubundan
CAP’a kiyasla, 3 < 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kiyasla, °p < 0,05),
(kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p < 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a
kiyasla 9p < 0,05), (OX grubuna kiyasla ¢p < 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se
ve OX+Se+CAP’a kiyasla fp < 0,05) (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 19. Sican AKG primer duyusal noron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan noropatik agri durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin kaspaz 9 testi agisindan degerlendirilmesi (kontrol grubundan
CAP’a kyasla, p < 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kiyasla, *p < 0,05),
(kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p < 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a
kiyasla % < 0,05), (OX grubuna kiyasla ¢p < 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se
ve OX+Se+CAP’a kiyasla p < 0,05) (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 20. Sican AKG primer duyusal noron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan néropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin hiicre canhihg (MTT) testi acisindan degerlendirilmesi (Kontrol
grubundan Kontrol ve CAP’a kiyasla, ?p < 0,05), (Kontrol grubuna kiyasla, °p<
0,05; Se grubundan Se ve Se+CAP’a kiyasla, p < 0,05), (kontrol ve Se
gruplarina kiyasla Yp < 0,001; OX grubundaki OX-+CAP’a kiyasla °p < 0,05),
(OX grubuna kiyasla p < 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a
kiyasla &p <0,05) (n= 6 ve ortalama + SD).

4.3.1.2. SN’de Apoptoz, ROS, JC-1, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve MTT (Hiicre
Canhihig1) Analiz Sonuglar:

OX ile uyarilan si¢anlarin SN’lerinde TRPV1 (a-f) kanal aktivasyonlar1
yoluyla Se’nin apoptoz, hiicre canliligit (MTT), JC-1, hiicre i¢i ROS iiretimi,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri iizerine etkileri (ortalama + SD ve n=6). Degerler
kontrole kiyasla kat artis1 olarak ifade edilmistir. Bu SN néronlar1 kontrol, OX
ve Se ile muamele edilen hayvanlardan izole edilmistir. Noronlardaki TRPV1
kapilari, kapsaisin (10 puM) ile uyarilip Cpz (0,1 mM) tarafindan inhibe
edilmistir.

a
250 -
200 -
£
3 150 -
& e d
50 -
o-
= a ~ o a ~ x a r a
E 3 ¢|° 3 ¢|% 3 &% 3 &
c + & + a > -
G & @ x o & -
ax S v 3 o § % o
$ 5 s 3§
=
o
KONTROL Se (e) 4 OX+Se

66



Grafik 21. Sican SN primer duyusal néron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan néropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin apoptoz testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol ve Se gruplarina
kiyasla 2p < 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a kiyasla *p < 0,05), (OX
grubuna kiyasla °p < 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve OX+Set+CAP’a
kiyasla dp < 0,05). (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 22. Sican SN primer duyusal néron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan noropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin ROS (reaktif oksijen tiirleri) testi acisindan degerlendirilmesi
(kontrol grubundan CAP’a kiyasla, p < 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a
kiyasla, ®p < 0,05), (kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p < 0,001; OX grubundaki
OX ve OX+CAP’a kiyasla % < 0,05), (OX grubuna kiyasla °p < 0,05; OX+Se
grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a kiyasla p < 0,05). (n= 6 ve ortalama +
SD).
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Grafik 23. Sican SN primer duyusal noron hiicrelerinde OX etkisiyle

olusturulan noropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu

etkisinin JC-1 testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol grubundan CAP’a

kiyasla, *p < 0,05), (Se grubundan Se+CAP’a kiyasla ®p < 0,05) (kontrol ve Se
gruplarma kiyasla °p < 0,001; OX+CAP’a kiyasla % < 0,05), (OX grubuna

kiyasla °p < 0,05). (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 24. Sican SN primer duyusal néron hiicrelerinde OX etkisiyle

olusturulan noropatik agri durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
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etkisinin kaspaz 3 testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol grubundan
CAP’a kyasla, p < 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kiyasla, ®p < 0,05),
(kontrol ve Se gruplarina kiyasla p < 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a
kiyasla 9 < 0,05), (OX grubuna kiyasla °p < 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se
ve OX+Se+CAP’a kiyasla p < 0,05). (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 25. Sican SN primer duyusal noron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan noropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin kaspaz 9 testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol ve Se gruplarina
kiyasla ®p < 0,001; OX grubundaki OX+CAP’a kiyasla °p < 0,05), (OX grubuna
kiyasla °p < 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se+CAP’a kiyasla 4 < 0,05). (n=6

ve ortalama + SD).
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Grafik 26. Sican SN primer duyusal noron hiicrelerinde OX etkisiyle
olusturulan noropatik agr1 durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu
etkisinin hiicre canhihigi (MTT) testi acisindan degerlendirilmesi (kontrol ve
CAP’a kiyasla, p < 0,05), (kontrol grubuna kiyasla ®p < 0,05), (Kontrol ve Se
gruplarma kiyasla %p <0,01; OX+CAP’a kiyasla °p < 0,05), (OX grubuna kiyasla
fp <0,01; OX+Se+CAP’a kiyasla &p < 0,05). (n= 6 ve ortalama + SD).

4.4. OX Kaynakh Periferal Noropatik Agrili Sicanlarda Se’nin Agn
Testleri Uzerine Etkileri.

OX, Se uygulanan siganlarda nosiseptorler iizerindeki bu ilaclarin etkisini
belirleyebilmek i¢in tedavi dncesi ve sonras1 Von-Frey ve Hot-Plate agr1 testleri
yapildi. Intraperitonal 4mg/kg doz ile haftada 2 kez olmak iizere 4 hafta siireyle
OX enjekte edilen sicanlarda yapilan Von-frey (farkli kalinliktaki igne uclar1) ve
Hot-plate (sicak plaka) agri testleri incelendiginde 7. giinden itibaren, bilateral
olarak penge ¢ekme esik kuvvetinde (Grafik 27) ve penge ¢ekme esik zamaninda
(Grafik 28) 6nemli 6lciide bir azalma meydana geldigi ve bu azalmanin miiteakip
haftalarda kademeli olarak devam ettigi gdzlenmektedir. Ote yandan, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, OX gurubunda 2., 3. ve 4. haftalarda mekanik agir1
duyarlilikta artis gézlendi (p < 0,001). Bununla birlikte, sadece Se uygulanan
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grup sonuglart kontrole benzer seyretti. OX ile birlikte sicanlara Se
uygulandiginda (OX+Se), sadece OX grubuna kiyasla istatistiksel agidan
anlamli dlgtide (Grafik a, b; °p< 0,05) antihiperaljezik etki gézlemlendi. Bununla
birlikte, Se ile tedavi sonrasinda mekanik uyarilara karsi hassasiyet esik

degerinde belirgin bir artig saptanmistir (p < 0,05) (n= 10 ve ortalama + SD).
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Grafik 27. Bu grafik OX ile muamele edilen sicanlarda Von-frey testi'nin
pence geri cekme kuvveti iizerindeki Se tedavisinin etkisini kontrol ile
kiyaslamah olarak ifade etmektedir. (n=10 ve ortalama + SD). (Von-frey testi:
kontrol gruplarina kiyasla *p < 0.05, 0. giine ve kontrol gruplarina kiyasla ®p <
0.001, OX grubuna kiyasla °p <0.05). (n= 10 ve ortalama £ SD).
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Grafik 28. Bu grafik OX ile muamele edilen sicanlarda Hot-plate testinin
pence geri cekme esik zamanm iizerindeki Se tedavisinin etkisini kontrol ile
kiyaslamah olarak ifade etmektedir. (n= 10 ve ortalama = SD). Hot-plate testi:
0. giin gruplarina kiyasla ?p < 0.05, 0. giine kiyasla ®p < 0.001, OX grubuna
kiyasla p < 0.05).

4.5. OX Uygulanan Sicanlarin AKG Ve SN Noronlarinda Se’nin Sitokinler
Uzerine Etkileri

Burada proinflamatuvar belirteglerden TNF-o, IL-1B ve IL-6 gibi
sitokinlerin AKG ve SN duyusal ndron hiicrelerinde OX kaynakli periferal
noropatik agri durumundaki ortamda saliniminin artist degerlendirilmistir.
Ayrica bu sitokin seviyelerinin artiginin periferdeki duyusal noéronlarda
gerceklestigini  ispatlamak i¢in merkezi sinir sisteminden hipokampus
hiicrelerinde de biitiin gruplarin sitokin artis durumlar1 degerlendirilmistir.
Kullanilan sitokinleri iki sinifta kategorize etmek miimkiindiir: proinflamatuvar
sitokinler ve anti-inflamatuvar sitokinler. Proinflamatuvar sitokinler, cesitli
fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyebilen ve travma, agr1 ve enfeksiyon siirecinde
onemli bir rol oynayan kiiciik molekiillii peptidlerdir. Proinflamatuvar bu
sitokinler TNF-a, IL-1 B ve IL-6 gibi belirtecleri igerir. Her gecen giin artan

sayida kanit, bunlar gibi proinflamatuvar sitokinlerin omurilikte, AKG’de ve
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siyatik periferal duyusal noronlarda hiperaljezik, noropatik ve yaralanma gibi
cesitli hastalik kosullarinda agri1 asir1 duyarliligina katkida bulunmaktadirlar
(141).

Son yillarda, kemoterapdtiklerin tetikledigi noropatik agri mekanizmalari
lizerine yapilan caligmalarin derinlesmesi ve ndroinflamasyon calisma alaninin
giderek genislemesi ile kemoterapdtik kaynakli noropatik agrida sitokin
seviyelerinin diizenlenmesindeki etki mekanizmalarinin analjezik ilaglarin
gelistirilmesi i¢in yeni hedefler saglayacaklar1 bilinmektedir. Tez ¢aligmasinin
bu boliimiinde, periferal sinir sisteminde meydana gelen OX kaynakli néropatik
agr1 lizerine odaklanarak proinflamatuvar sitokinler TNF-a, IL-1B, IL-6 i¢in
inflamatuvar mekanizmalara genel bir bakis sunmak amacglanmigtir. AKG, SN
ve hipokampus noéronal primer hiicrelerin ortalama TNF-a, IL-1B ve IL-6

seviyeleri Grafik 29-37 ‘de gosterilmistir.

4.5.1. TNF-a Diizeylerinin Degerlendirilmesi

AKG ve hipokampus hiicrelerinde TNF-a diizeylerinde sadece Se enjekte
edilen sican grubunda kontrole kiyasla (kontrol grubuna kiyasla, ?p < 0,05)
anlamli bir azalma s6z konusudur (Grafik 29). AKG’lerdeki TNF-a diizeyleri
OX grubunda kontrol ve Se gruplarina kiyasla anlamli bir artis (kontrol grubuna
kiyasla, ®p < 0,05; Se grubuna kiyasla p < 0,001) sergilemistir. SN’nin OX
grubundaki TNF-a diizeyleri kontrole ve Se gruplarina kiyasla anlamli bir artis
(kontrol ve Se grubuna kiyasla, 9p < 0,05) sergilemistir. Merkezi sinir sisteminin
onemli bir pargasi olan (hatta burada OX kaynakli periferal noropatik agri
durumunda meydana gelen sitokin diizeylerindeki artiglarin daha ziyade
periferal sinir sisteminde gerceklestigini gdstermek i¢in hipokampusu kullandik)
hipokampus noronlarinin OX grubunda kontrol ve Se gruplarina kiyasla TNF-a
diizeylerinde 6nemli diizeyde artis (kontrol ve Se gruplarina kiyasla, °p <0,001)
s0z konusudur. AKG, SN ve hipokampus néronlarinin OX+Se gruplarindaki
TNF-a diizeyleri OX grubuna kiyasla Se’nin etkisiyle 6nemli diizeyde azalma
(OX+Se gruplarina kiyasla, p < 0,001) gdstermistir (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 29. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus néronal hiicrelerinde Se’nin TNF-a diizeyleri
iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi. (n= 6 ve ortalama + SD). Kontrol
grubuna kiyasla ?p < 0,05; kontrole kiyasla ®p < 0,05; Se’ye kiyasla °p < 0,001;
kontrol ve Se gruplarma kiyasla 9% < 0,05; kontrol ve Se’ye kiyasla °p < 0,001
OX grubuna kiyasla fp < 0,001) (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 30. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus noéronal hiicrelerinde Se’nin TNF-a diizeyleri

iizerindeki etkisinin % olarak degerlendirilmesi.
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Grafik 31. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus noéronal hiicrelerinde Se’nin TNF-a diizeyleri

iizerindeki etkisinin alan olarak degerlendirilmesi.

4.5.2. IL-1P Diizeylerinin Degerlendirilmesi

IL-1B diizeylerine bakildiginda SN ve hipokampus hiicrelerinin sadece Se
enjekte edilen sican grubunda kontrole kiyasla (kontrol grubuna kiyasla, ?p <
0,05) anlamli bir azalma s6z konusudur (Sekil 32). AKG’lerdeki IL-1p diizeyleri
OX grubunda kontrol ve Se gruplarina kiyasla anlamli bir artig (kontrol ve Se
gruplarina kiyasla, ’p < 0,001) sergilemistir. SN’nin OX grubundaki IL-1B
diizeyleri kontrole ve Se gruplarina kiyasla anlamli bir artig (kontrol grubuna
kiyasla °p < 0,05; Se grubuna kiyasla, % < 0,001) sergilemistir. Hipokampus
ndronlarmin OX grubunda kontrol ve Se gruplarina kiyasla IL-1p diizeylerinde
onemli diizeyde artis (kontrol grubuna kiyasla °p < 0,05; Se grubuna kiyasla, %
< 0,001) s6z konusudur. AKG’nin OX+Se grubu OX grubuna kiyasla Se’nin
etkisiyle IL-1P diizeyleri acisindan onemli diizeyde bir azalma (OX grubuna
kiyasla ¢p < 0,001) sergilemistir. SN ve hipokampus ndronlarmin OX+Se
gruplarindaki IL-1B diizeyleri OX grubuna kiyasla 6nemli diizeyde azalma

OX+Se gruplarma kiyasla, fp < 0,05) gostermistir (n= 6 ve ortalama + SD).
grup Yy p g
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Grafik 32. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus noronal hiicrelerinde Se’nin IL-1p diizeyleri iizerindeki
etkisinin degerlendirilmesi. Kontrol grubuna kiyasla ?p < 0,05; kontrol ve Se
gruplarma kiyasla °p < 0,001; kontrole kiyasla °p < 0,05; Se’ye kiyasla 9p <
0,001; OX’a kiyasla °p < 0,001; OX’a kiyasla fp < 0,05 (n= 6 ve ortalama + SD).

77



IL-1Beta (%)

%100
%75
%50
%25

%0

Kontrol OX+Se

B AKG W Siyatik Sinir ! Hipokamplis

Grafik 33. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus noronal hiicrelerinde Se’nin IL-1p diizeyleri iizerindeki

etkisinin % olarak degerlendirilmesi.
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Grafik 34. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus noronal hiicrelerinde Se’nin IL-1p diizeyleri iizerindeki

etkisinin alan olarak degerlendirilmesi.

4.5.3. IL-6 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

IL-6 diizeylerine bakildiginda AKG, SN ve hipokampus hiicrelerinin OX enjekte
edilen sigan grubunda kontrol ve Se gruplarina kiyasla (kontrol ve Se gruplarina
kiyasla, *p < 0,001) anlaml bir artis s6z konusudur (Sekil 35). AKG’nin ve
SN’nin OX+Se grubu OX grubuna kiyasla Se’nin etkisiyle IL-6 diizeyleri
agisindan Onemli diizeyde bir azalma (OX grubuna kiyasla ®p<0,001)
sergilemistir. Hipokampus néronlarinin OX+Se gruplarindaki IL-6 diizeyleri
kontrol ve Se gruplarina kiyasla (kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p<0,001)
onemli diizeyde artig; OX grubuna kiyasla 6nemli diizeyde azalma (OX grubuna

kiyasla, 4p < 0,05) gostermistir (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 35. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus noronal hiicrelerinde Se’nin I1L-6 diizeyleri iizerindeki
etkisinin degerlendirilmesi. (n= 6 ve ortalama + SD). Kontrol ve Se gruplarina
kiyasla *p <0,05; OX grubuna kiyasla ®p <0,05; Se’ye kiyasla °p <0,001; kontrol
ve Se gruplarma kiyasla 4p < 0,05; kontrol ve Se’ye kiyasla °p < 0,001 OX
grubuna kiyasla %p < 0,05) (n= 6 ve ortalama = SD).
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Grafik 36. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,

SN ve Hipokampus noronal hiicrelerinde Se’nin IL-6 diizeyleri iizerindeki

etkisinin % olarak degerlendirilmesi.
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Grafik 37. Kontrol, OX ile muamele edilen sicanlardan elde edilen AKG,
SN ve Hipokampus noronal hiicrelerinde Se’nin I1L-6 diizeyleri iizerindeki

etkisinin alan olarak degerlendirilmesi.
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4.6. Hiicre Kiiltiirii (In-Vitro) Cahsma Sonuclar

4.6.1. MCF-7 Kalsiyum Sinyali Sonug¢lari

Kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri
hiicre hattinda kalsiyum [Ca*?]; iyon konsantrasyonuna TRPV 1 katyon kanallar1
araciliiyla Se etkisi (n= 6 ve ortalama + SD). Bu siganlardan OX grubundakilere
OX (50uM, 24 saat), Se grubundakilere (200 nM, 2 saat Se) in-vitro
uygulanmustir. Inkiibasyon sonrasi bu kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele
edilmis hiicreler Fura-2 ile 45 dk. siireyle ylikleme 6ncesi kapsazepin (Cpz, 0,1
mM) ile muamele edildi. Kalsiyum sinyali analizi esnasinda 400 sn siireyle CAP

(10 uM) ile TRPV1 kanallar1 uyarildi.

81



@ (1)-Kontrol ®(2)-Cpz
®(3)-Se © (4)-Se+Cpz
300 - o (5)-0X ® (6)-OX+Cpz
@ (7)-OX+Se ©(8)-0OX+Se+Cpz
250 -
7
200 - g3
- 5
~
‘@ 150 A 1
5] a
<
100 - g
‘ 2
50 A
o L) L) L) L) L) Ll L) L]
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Zaman (sn)

Grafik 38. Bu egri grafiginde MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin CAP (10
uM) ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan kalsiyum konsantrasyonundaki

[Ca*?]i zamana gore meydana gelen degisim tiim gruplar i¢in ifade edilmektedir
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Grafik 39. Bu grafikte MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin CAP (10 pM)

ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan toplam kalsiyum miktari [Ca*?]i nM
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olarak ifade edilmektedir (*p< 0.001 kontrol grubuna kiyasla; *p< 0,001 kontrol,
Cpz ve Se gruplarina kiyasla; °p< 0,001 Cpz, Se ve Se+Cpz gruplarina kiyasla;
4p<0,001 OX grubuna kiyasla; °p< 0,001 OX+Cpz ve OX+Se gruplarina kiyasla
idi (n= 6 ve ortalama + SD).

% A[Ca*2); ® Kontrol
® Cpz

Se
® Se+«Cpz
® ox
@® OX+Cpz

© OX+Se
@ OX+Se+Cpz

Grafik 40. MCF-7 hiicrelerinin CAP (10 uM) ile aktive edilmesiyle birlikte

sitozole akan toplam kalsiyum miktar1 % olarak ifade edilmektedir.

4.6.2. OX Uygulanan insan Meme Kanseri MCF-7 Hiicre Hattinda Se’nin
TRPV1 Aracih Etkisinin Apoptoz, ROS, JC-1, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve MTT
Sonuclar1  Uzerindeki  Etkisinin Kontrol Kiyaslamah  Olarak
Degerlendirilmesi

Bu boliimde OX ile inkiibe edilen MCF-7 kanser hiicrelerinde kaspaz
degerleri ile gosterilen programlanmig hiicre 6liimii orani lizerine Se ve OX’un
etkilerini in-vitro olarak arastirdik. Dort gruba ait kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri
ile birlikte apoptoz sonuglar1 sirasiyla Sekil 41-46’da gosterilmektedir. OX, OX
+ CAP, OX + CAP+ Cpz gruplarina ait degerler kontrol grubuna gore 6nemli
diizeyde (p <0,05) yiiksekti. OX + Se, OX + Se + CAP ve OX + Se + CAP+ Cpz
gruplarma ait degerler ise OX grubuna gore belirgin sekilde (p <0,05) azaldi.
Ayrica Se gruplarinda apoptoz, ROS, JC-1, kaspaz 3, kaspaz 9 degerlerinde
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kontrol, OX ve OX+Se gruplarina kiyasla anlamli bir azalma (p <0,05)
gbzlenmistir. Burada Se, hayvan modelimizdeki apoptoz sonuglarini dogrular
nitelikte TRPV1 aracili OX kaynakli apoptoz yolaklarini bloke etmistir. Kontrol,
Se, OX ve SetOX gruplarindaki ortalama MTT degerleri Sekil 48’de
gosterilmektedir. MTT degerleri OX grubunda kontrol grubuna gore anlaml
derecede diisiik (p <0.05) bulundu (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 41. MCF-7 hiicrelerinde OX etkisiyle olusturulan oksidatif stres
durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu etkisinin apoptoz testi
acisindan degerlendirilmesi (kontrol grubuna kiyasla, *p < 0,05; Se+CAP’a
kiyasla, °p < 0,05), (Kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p < 0,01; OX+CAP’a
kiyasla %p < 0,01), (OX grubuna kiyasla °p < 0,05) (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 42. MCF-7 hiicrelerinde OX etkisiyle olusturulan oksidatif stres
durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracih koruyucu etkisinin ROS a¢isindan
degerlendirilmesi (Kontrol grubuna kiyasla, 2p < 0,05; Se+CAP’a kiyasla, ’p <
0,05), (Kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p <0,01; OX+CAP’a kiyasla 9 <0,01),
(OX grubuna kiyasla ¢p < 0,05; OX+Se+CAP grubuna kiyasla p < 0,05) (n=6

ve ortalama = SD).
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Grafik 43. MCF-7 hiicrelerinde OX etkisiyle olusturulan oksidatif stres
durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu etkisinin JC-1 acisindan
degerlendirilmesi (Kontrol grubuna kiyasla, ?p < 0,05), (Kontrol ve Se
gruplarma kiyasla *p <0,05; OX+CAP’a kiyasla °p < 0,05), (OX grubuna kiyasla
dp <0,05; OX+Se+CAP’a kiyasla °p < 0,05) (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 44. MCF-7 hiicrelerinde OX etkisiyle olusturulan oksidatif stres
durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracii koruyucu etkisinin kaspaz 3
acisindan degerlendirilmesi (kontrol grubuna kiyasla, *p < 0,05; Se+CAP’a
kiyasla, ®p < 0,05), (Kontrol ve Se gruplarma kiyasla °p < 0,05; OX+CAP’a
kiyasla % < 0,05), (OX grubuna kiyasla °p < 0,05; OX+Se+CAP’a kiyasla p <
0,05) (n= 6 ve ortalama + SD).
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Grafik 45. MCF-7 hiicrelerinde OX etkisiyle olusturulan oksidatif stres

durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracih koruyucu etkisinin kaspaz 9

acisindan degerlendirilmesi (kontrol grubuna kiyasla, ?p < 0,05; Se+CAP’a

kiyasla, ®p < 0,05), (Kontrol ve Se gruplarina kiyasla °p < 0,01; OX+CAP ‘a
kiyasla Yp < 0,05), (OX grubuna kiyasla °p < 0,05) (n= 6 ve ortalama = SD).
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Grafik 46. MCF-7 hiicrelerinde OX etkisiyle olusturulan oksidatif stres
durumu iizerine Se’nin TRPV1 aracili koruyucu etkisinin hiicre canhhg:
acisindan degerlendirilmesi (CAP’a kiyasla, ?p < 0,05), (kontrol grubuna
kiyasla °p < 0,05; Se+CAP’a kiyasla °p < 0,05), (Kontrol ve Se gruplarma
kiyasla, 4p <0,01; OX+CAP’a kiyasla °p < 0,01), (OX grubuna kiyasla fp < 0,05)

(n= 6 ve ortalama = SD).
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5. TARTISMA

Oksaliplatin yaygin klinik kullanimdadir ve bu ilag ile tedavi noropatik
agr1 ile smirhdir. Kemoterapotiklerin  hiicresel etki mekanizmalarindaki
benzerlikler ve farkliliklar daha once c¢esitli timor hiicre tiplerinde yapilan
calismalar ile ortaya konmustur (55,142). Duyusal noropatik agri, oksaliplatin
de dahil birgok kemoterapoétiklerin doz sinirlayici yan etkisidir. OX un ndropatik
agridaki roliinii iyon kanallar1 agisindan karakterize etmek ve karsilastirmak igin
in vitro sican AKG ve SN modeli kullandik. Bu primer kiiltiir modelinin,
hastalarda noropati olusturan molekiiler ve hiicresel olaylarin incelenmesinde
yararli olduguna dair 6nemli deliller vardir (143-145).

OXPN'nin o6nlenmesi umut verici bir fikirdir, bununla birlikte bu
yaklasimin etkinligi i¢in gerekli klinik bulgular azdir. Gelecekte, Onleyici
stratejiler, klinik ortamda semptom temelli degil, mekanizmaya dayali bir
yaklagimla degerlendirilmelidir. Klinik bulgulara dayanarak ¢ok az sayida ilag
oksaliplatin kaynakli OXPN'nin tedavisi i¢in su anda kullanilmaktadir.
Kullanilan bu ilaglar merkezi sinir sistemindeki ndrotransmitter seviyelerini
dengeler ve oksaliplatin kaynakli OXPN'nin patogenezinde rol oynayan noronal
hipereksitabilite’yi azaltabilir. Kullanilan bu ilaglardan biri olan Duloksetinin
basarisi, baglangicta KKPN'yi tetikleyen kemoterapotik ilaca gore hastalarin
smiflandirilmasinin  ilag etkinligini daha da rafine degerlendirilmesini
saglamasidir (146). Bununla birlikte, bu gibi ilaclar mikrogliyoz ve inflamatuvar
yanitlar1 engelleyemez ve bu nedenle oksaliplatin kullanimiyla iligkili OXPN
tedavisinde daha az etkili olur. TRP kanallarini bloke etme ve sitokin salinimini
azaltma (147) gibi ¢ift etkiye sahip olan ilaglarin kullanimi, oksaliplatin ile
indliklenen OXPN'nin monoterapisi i¢in en umut verici ajanlar olacaktir.
Dolayisiyla gelistirilecek olan ilaglarin etkin ve kalic1 ¢éziimler sunabilmesi, bu
kemoterapotik ajanlardan kaynaklanan agriy1 6nemli 6l¢iide hafifletebilmesi i¢in
Ozellikle iyon kanallarindan TRP katyon kanallarinin molekiiler mekanizmalar1
g6z Oniinde bulundurularak planlanmasi gerekmektedir. Bununla birlikte,
kemoterapi alan hastalar zaten zayiflamis bir bagisiklik sistemine sahip olduklari
icin giiclii bir bagigiklik-baskilayici program 6nlenmelidir.

KKPN'li hastalar genellikle kemoterapi sirasinda farkli ilaglarin
kombinasyonunu almiglardir ve bu nedenle cesitli yan etkilerine maruz

kalmaktadirlar. Ayrica, farkli kemoterapotiklerin kombinasyonel kullaniminin
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artmasi, ¢apraz reaksiyona neden olabilir ve ilaclarin sitostatik antineoplastik
etkinligini etkileyebilir. Bu nedenle KKPN tedavisinde ama¢ monoterapi
olmalidir.

Noropatik agr1 ile ilgili yukarida agiklanan mekanizmalar bagimsiz
degildir ve bu yollarin tiimii birbiriyle iliskili olabilir. Antikanser ajanlarinin,
AKG ve dorsal boynuz duyusal noronlarmin sodyum kanali fonksiyonel
karakteristiklerindeki degisiklikleri tetikleyerek hiicre i¢i sodyum iyon
diizeylerini arttrmak i¢in agilma sikligini, siiresini arttirdigi ve bunun da
kalsiyum kanallarinin daha fazla agilmasina neden olabilecegi varsayilabilir.
Kalsiyum kanallarinin alfa 2-delta alt biriminin artmig ekspresyonu ayrica hiicre
dis1 kalsiyumun giriginin artmasindan sorumlu olabilir (12,13,24). Dahasi,
artmis presinaptik glutamat salimina yanit olarak belirgin NMDA reseptor
aktivasyonu vasitasiyla hiicre dis1 kalsiyumun fazlaca sitozole girisi de katkida
bulunabilir. Sitozolik kalsiyumun artmasi, 6zellikle mitokondriler gibi hiicre i¢i
depolarindan daha fazla kalsiyum salmak i¢in bir tetikleyici olarak islev goriir.
Kalsiyum artig1, noronal hiicre govdeleri ve aksonal terminallerin sitotoksisite
liretmesine sebep olan nitrik oksit ve serbest oksijen radikallerinin {iretiminin
yanisira duyusal noronlarda direk olarak asir1 duyarlilik degisiklikleri iireten
TRPV1 'in fosforilasyonu ve aktivasyonuna yol agan protein kinaz C’nin
aktivasyonu da dahil olmak tiizere diger sekonder degisikliklerin sayisim
tetikleyebilir (59,60).

Kemoterapotik ajanlarin kullanimiyla beraber Ao ve C liflerinde (soguk ve
sicak spesifik) bir kayip ve bunun sonucunda sinir liflerinin dejenerasyona
ugramasiyla spontan desarj meydana gelir. Bu spontan desarj neticesinde
nosiseptorlerin asir1 duyarhiligindan dolayr mekano-duyarlilik gelisir. Dorsal
boynuz ve AKG'nin glial hiicrelerinden ve makrofajlarindan salinan TNF-a, IL-
1 ve IL-6 gibi inflamatuvar sitokinler, néropatik agrinin gelisimine katkida
bulunan PKC ve MAP kinazin aktivasyonu da dahil olmak {izere degisiklikleri
ortaya ¢ikarmak i¢in duyusal néron lokalize sitokin reseptorleri lizerine etki
ederek bu kaskada katilirlar (51,52). Dahasi, bu inflamatuvar mediyatorler,
ndronal eksitabiliteyi arttirmak icin ¢esitli iyon kanallarinin (TRP kanallar)
ekspresyon seviyelerini de artirabilir ve ayrica nosiseptorlerin zararli olan ve
zararsiz olan uyaricilara karsi tepkilerini artirmak i¢in dogrudan etki yapabilir ve

noropatik agrinin patogenezine énemli katkida bulunurlar.
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Bu caligmada OX’un periferik ndropatik agriya yol actigr ve Se’nin OX
kaynakli bu agriy1 kismen onledigi goriilmiistiir. OX un norotoksik bir etkiye
sahip oldugu iyi bilinmesine ragmen (148,149) Se’nin OX ile indiiklenen
noropatik agr1 lizerindeki noroprotektif etkisi ilk olarak bu ¢alismada
gosterilmistir. Bu sonugla uyumlu olarak, 6nceki caligmalar Se’nin periferal ve
merkezi sinir sistemini OX disinda ndrotoksisiteye karst korudugunu
gostermistir (150,151). OX kaynakli noropatik agriy1 agiklamak icin birkag olasi
patofizyolojik mekanizma Onerilmistir. Bunlardan bazilar1 sinir dokusunda
reaktif oksijen radikalleri ve antioksidan enzim aktivitesinin azalmasidir. OX’un
periferik sinirlerde ve viicuttaki bagka dokularda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretilmesine neden oldugu gosterilmisticr (152) ve plazma antioksidan
seviyelerinde azalma, ROS birikmesi, lipid peroksidasyon ve enzim
inaktivasyonu gibi oksidan-antioksidan dengesizligine neden olmustur (153-
155). Ayrica, onceki ¢aligmalarla tutarli olarak, glutatyon peroksidaz diizeyinin
sicanlarda OX ile indiiklenen nérotoksisiteyi onledigi gosterilmistir (156,157).

Diger yandan Se hiicreleri serbest radikallerin zararl etkilerinden korur ve
glutatyon peroksidazin (GSH-Px) aktif bdlgesini etkiler. GSH-Px bir
selenoenzimdir ve peroksitleri suya indirgeyerek ortadan kaldirabilir. Benzer
sekilde Naziroglu ve ark. Se’nin siganlarda bobrek, karaciger ve lens dokularina
sisplatin kaynakli oksidatif hasar1 onledigini ifade etmistir (158). Ayrica Se,
sikloksigenaz ve lipoksigenaz kaskadi igeren anti-inflamatuvar ozelliklere
sahiptir ve sitokin ve kemokin ekspresyonunu etkiler (119). Se, norolojik
bozukluklarda oksidatif hasar1 azaltmak i¢in néroprotektif bir ajan olarak yaygin
bir sekilde kullanilmasina ragmen OX kaynakli periferik noropatik agri
tizerindeki potansiyel 6nleyici etkileri daha dnce arastirilmamistir. Bu ¢aligmada
sicanlarda yapilan agri testleri, elektrofizyolojik iyon kanallar1 aracili molekiiler
incelemeler sonucunda Se’nin OX kaynakli noropatik agriy1r 6nemli diizeyde
azalttig1 onledigi goriildii. Se’nin TRPV1 kanallar1 aracili bu noéroprotektif
etkileri, antioksidan 6zellikleri ile iliskili gibi goériinmektedir.

Bu tez c¢alismasinda spesifik olarak, periferik sinir sisteminin AKG, SN
gibi primer duyu néronlarinda OX kaynakli néropatik agrida (OXPN) Se’nin
TRPV1 aracili tedavi edici rolii incelendi. Oksaliplatin ile olusturulan
kemoterapotik ajan kaynakli bu agri modeli ayrica MCF-7 insan meme kanseri

hiicre hattinda in-vitro olarak ¢aligildi. Sonugclar birbirini dogrular nitelikteydi.
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Onceki calismalar, sicanlarda kemoterapi rejiminin baslatilmasindan sonra
mekanik hiperaljezi ve hipersensitivite dahil olmak iizere tek bir OX
enjeksiyonunun sicanlarda noropatik agri1 lrettigini gostermistir (159,160).
Fakat Se’nin bu agri tiirli tizerine TRPV1 katyon kanallar1 aracili etkisi heniiz
calisilmamistir. Burada Se’nin OX enjekte edilen sicanlarda yapilan Von-Frey
ve Hot-Plate agri testlerinde penge geri gekme kuvveti ve penge geri ¢ekme esik
zamaninda anlamli degisikliklere sebep oldugunu goézlemledik. Agri testi
sonuglar1 incelenecek olursa OX uygulandiktan 1 hafta sonrasindan itibaren,
bilateral olarak penge c¢ekme esiginde (Grafik 27) ve pence c¢ekme esik
zamaninda (Grafik 28) onemli Olglide bir azalma meydana geldigi ve bu
azalmanin miiteakip haftalarda kademeli olarak devam ettigi gozlenmektedir.
Ote yandan, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, OX gurubunda 2, 3 ve 4.
haftalarda mekanik asir1 duyarlilikta artis gézlendi. Bununla birlikte, sadece Se
uygulanan grup sonuglar1 kontrole benzer seyretti. OX ile birlikte siganlara Se
uygulandiginda, sadece OX grubuna kiyasla istatistiksel acidan anlaml dlgiide
antihiperaljezik etki gézlemlendi. Bununla birlikte, Se ile tedavi sonrasinda
mekanik uyarilara karsi hassasiyet esik degerinde belirgin bir artis saptanmaistir.

OX kanser tedavisinde son derece etkili olmasina ragmen, AKG
noronlarindaki norotoksisitenin stk rastlanan yan etkileri vardir. Bu
norotoksisitenin anahtar mekanizmalar1 hala tartismalidir. Bununla birlikte,
kalsiyum homeostazindaki bozulmanin OX kaynakli norotoksisiteye aracilik
ettigi One siiriilmistiir (23,161-164). Kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine girdigi
spesifik iyon kanallarindan birisi de TRP katyon kanallaridir ve ilk olarak
Drosophila'da tanimlanmiglardir. Bunlar arasinda trp gen mutasyonlar: tasiyan
fotoreseptorler siirekli 1s18a bir gegici voltaj yanit1 sergilerler (166). Bu TRP
katyon kanallar1t OX gibi kemoterapotik ajanlarin ortak bir yan etkisi olan
periferal noropatik agrinin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bununla
birlikte, TRP’lerin bu duruma kesin katkis1 tam olarak bilinmemektedir
(165,166). TRP ailesinin bir alt ailesi olan TRPV1 katyon kanallarinin, 6zellikle
oksidatif stres ve inflamasyondan kaynaklanan hiicre éliimlerindeki olas1 rolii
nedeniyle ilgi duyduk (167). TRPV1 kanallar1 Ca*?’ye geg¢irgen oldugundan ve
daha oOnce diger oksidatif strese bagli norodejeneratif hastaliklarda rol
oynadigidan (166,167), bu kanallarin aktivasyonu OXPN patogenezine katkida

bulunabilecek potansiyel olarak 6nemli bir mekanizmadir.
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TRPV1 kanallarinin bu agridaki roliinii aydinlatmak iizere bu kanallardan
patch-clamp kayitlar1 aldik. AKG hiicrelerinden alinan patch-clamp akim
kayitlarinda ve kalsiyum sinyali (AKG, SN ve MCF-7 hiicrelerinde)
sonuglarinda OX ile artan TRPV1 aktivasyonunu Se’nin baskiladigini belirledik.
TRPV1 patch-clamp analizlerinde sigan AKG’lerinde CAP ile indiiklenen
akimlar, sirasiyla, Cpz ve NMDG" (Na"’nin degistirilmesi) ile tersinir bloke
edildi. Agonistlerin (CAP) yoklugunda herhangi bir akim gézlenmedi (Grafik
7). Grafik 8 ve 10°daki kayitlarda goriilecegi gibi agonist tarafindan agilan
kanallar Cpz ile bloke edildi. AKG primer duyusal néron hiicrelerindeki akim
yogunluklart OX+CAP gruplarinda kontrol ve kontrol+CAP gruplarina kiyasla
belirgin sekilde daha yiliksekti. Bununla birlikte akim yogunluklar: ele
alindiginda kontrol+CAP+Cpz, OX+CAP+Cpz gruplarinda OX grubuna gore
anlamli derecede diisiiktii (Grafik 14). Noronlardaki akim yogunluklar1 Se
tedavileri ile azaldi1 ve Se+CAP, OX+Se+CAP gruplarinda diisiiktii (Grafik 14).
Bu sonuglar, CAP’m TRPV1 kanallar1 araciligiyla sitozole asir1 Ca*
yiiklemesine neden oldugunu acikca belirtmistir. Bununla birlikte, OX ile
indliklenen TRPVI1 akimlari, oksidatif stres modiilasyonu yoluyla bir
antioksidan eser element olan Se ile tedavi edilerek azaltildi.

Yapilan literatiir taramalarinda Fura-2 kalsiyum sinyali ¢aligma sonuglari
OX’un hiicre ici sinyalizasyon acgisindan bizlere 6nemli ¢iktilar sundugunu
ortaya koymaktadir (168-170). Bu bulgular ilgi gekicidir ¢linkii Ca*?, hiicre
sagkalimi, ndronal uyarilabilirlik, nérotransmiter salinimi, sinaptik plastisite
metabolizma, hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii dahil olmak iizere birgok
hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir¢cok sinyal iletim
yolaklarindan sorumlu kritik bir hiicre i¢i sekonder habercidir (171-173).
Ca™’nin OXPN indiiksiyonuna dahil oldugu iyi bilinmektedir. OXPN’de Ca*?
sinyallerinin uzamsal ve zamansal diizenini modiile ederek, cesitli hiicresel
sinyalleri manipiile etmek ve tamamen farkli hiicresel siiregleri diizenlemek
miimkiin olabilir. Bu siirecler, ¢alismanin odak noktasi haline gelen biiyiik bir
kalsiyum sinyalizasyon araciyla iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, periferal
noronlarda bu Ca™ sinyali araci hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Ayrica
bilesenlerinin periferal noropatide nasil degistirilebilecegi bilinmemektedir.

Akut OX uygulanmasi, Ca*™? aracili kalpain aktivasyonuna yol agan hiicre i¢i
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Ca*? salimmlarim aktive eder (165). Bu bakimdan TRPV1 aracili kalsiyum
sinyali bu tez calismasinda odak noktast olmustur. Burada kalsiyum
sinyalizasyonu iizerinde durularak patch-clamp ¢aligmalarinda alman tek bir
hiicrede alinan kayitlara burada ¢oklu hiicre popiilasyonlarindan alinan TRPV1
katyon kanal aktivasyonu kayitlariyla katki saglanmistir.

Bu baglamda kalsiyum sinyali sonuglar1 degerlendirilecek olursa,
intraperitonal olarak OX uygulanan siganlardan izole edilen ve periferal agr
iletiminden primer sorumlu AKG ve SN’de hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu
[Ca™]; iizerine TRPV1 aktivasyonunun modiilasyonu yoluyla Se’nin etkileri
incelendi. Se’nin periferal duyusal noronlardaki TRPV1 kanallar: iizerindeki
etkisini agiklia kavusturmak i¢in, Se ile in-vivo muamele edilen siganlarin
ndronlari, daha sonra kapsazepin ile bloke edildi. CAP ile uyarilan AKG ve SN
noronal hiicrelerinde kalsiyum’un hiicre i¢ine (sitozolik) akis miktarinda 6nemli
diizeyde artis meydana geldi. OX-kaynakli noropatik agrili sicanlarin AKG ve
SN néronal hiicrelerindeki bu [Ca™?]; artis1, kalsiyuma gegirgen TRPV1 katyon
kanallarimin CAP ile aktivasyonuna atfedildi (Grafik 1-6 Grafik 10). Periferdeki
bu duyusal noron hiicrelerin OX gruplarinda kontrol grubuna kiyasla yiiksek
diizeyde hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu [Ca*?]i olmasina ragmen, TRPV 1
antagonistinin (Cpz) giiclii bir sekilde bu [Ca™]; konsantrasyonunu baskiladig1
(Grafik 2,5) goriilmektedir.

Buna ek olarak, Se ile tedavi edilen gruptaki noronal hiicrelerin [Ca™*?];
diizeylerinin kontrole kiyasla ciddi anlamda diisiik oldugunu bulduk (Grafik 2,
5, 14). Bu periferal duyusal néron hiicrelerindeki [Ca™?]i diizeyi, OX+Se
gruplarinda OX grubuna goére anlamli olarak daha diisiiktii (Grafik 2, 5, 14). Bu
sonuglar ele alindiginda Se’nin OX-kaynakli periferal noropatik agri
durumlarinda hiicre i¢i [Ca™]; diizeylerindeki onemli artiglar1 engelleyerek
periferal duyusal noéronlardaki TRPV1 katyon kanallarinin aktivasyon
mekanizmalarmi etkileyip ndroprotektif roller listlenmesi gibi pozitif etkileri
nedeniyle, yeni tedavi yaklasimlarinda ¢ok 6nemli katkilar saglayabilecegini
akla getirmektedir. In-vivo periferal ndronlarm yanisira in-vitro hiicre kiiltiirii
kalsiyum sinyali sonug¢larma bakacak olursak, kontrol, Se, OX ve OX+Se ile
muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda kalsiyum [Ca*?];
iyon konsantrasyonuna TRPV1 katyon kanallar1 araciligiyla Se’nin etkisine

bakildi. Bu siganlardan OX grubundakilere oksaliplatin (50uM 24 saat OX), Se
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grubundakilere (200 nM 2 saat Se) in-vitro uygulanmigtir. OX grubunda hiicre
ici kalsiyum diizeyinde kontrole kiyasla 6nemli diizeyde bir artis gozlendi. Se
uygulanmasiyla da kalsiyum diizeyi 6nemli 6l¢iide azaldi. Bu sonuglar hayvan
calisma sonuglarin1 dogrular nitelikteydi.

Ayrica apoptoz sonuglarinda da Se’nin kullanildig: gruplarda diger gruplara
kiyasla azalma goriildii. AKG ve SN noronal hiicrelerde TRPV1 katyon
kanallarinin CAP ile stimiilasyonunu miiteakip, apoptoz diizeyleri (Grafik 15 ve
21), ROS ve JC-1 ve seviyeleri (Grafik 16,17; Grafik 22,23), kaspaz 3 ve kaspaz
9 aktiviteleri (Grafik 18,19; Grafik 24,25) kontrole kiyasla belirgin sekilde artig
gosterirken MTT diizeylerinde (Grafik 20,26) belirgin bir azalma meydana geldi
(p<0.05). OX grubunda kontrole kiyasla apoptoz diizeyleri, kaspaz aktiviteleri
ve JC-1 ve ROS seviyeleri kontrole kiyasla belirgin sekilde artis gosterirken
MTT diizeylerinde ayni sekilde belirgin bir azalma meydana geldi. OX+Se
grubunda OX grubuna kiyasla apoptoz testi degerlerinde 6nemli diizeyde bir
azalma, MTT seviyesinde bir artis gozlenmistir. Se grubundaki apoptoz
degerleri OX ve OX+Se gruplarina kiyasla Onemli diizeyde azalma
sergilemislerdir. Cpz (tiim gruplarda) ile hiicrelerin 6n-muamelesi ve hemen
ardindan CAP ile hiicrelerin TRPV1 aracili uyarimi (Cpz+CAP gruplarindan
bahsedilmektedir) ile, CAP ile indiiklenen oksidatif sitotoksisiteyi belirgin bir
sekilde azaltmistir, bu durum hiicrenin hayatin1 idame ettirmesine Onemli
diizeyde katki saglamistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda apoptoz, ROS, JC-1, kaspaz 3 ve
kaspaz 9 sonuglarina bakacak olursak, OX ile inkiibe edilen MCF-7 kanser
hiicrelerinde kaspaz degerleri ile gosterilen programlanmis hiicre 6liimii orani
tizerine Se ve OX'un etkilerini in-vitro olarak arastirdik. Dort gruba ait kaspaz 3
ve kaspaz 9 degerleri ile birlikte apoptoz sonuglar1 sirasiyla Grafik 43-47'de
gosterilmektedir. OX, OX + CAP, OX + CAP+ Cpz gruplarina ait degerler
kontrol grubuna gore dnemli diizeyde. OX + Se, OX + Se + CAP ve OX + Se +
CAP+ Cpz gruplarina ait degerler ise OX grubuna gore belirgin sekilde azald1.
Ayrica Se gruplarinda apoptoz, ROS, JC-1, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerlerinde
kontrol, OX ve OX+Se gruplarina kiyasla anlamli bir azalma goézlenmistir.
Burada Se, hayvan modelimizdeki apoptoz sonuglarini dogrular nitelikte TRPV1
aracili OX kaynakli apoptoz yolaklarini bloke etmistir. Fakat bu sonuclar
literatiirdeki birtakim sonuglarla zithik arzediyor olabilir (139) ancak buradaki
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apoptoz sonuglar1 Se’nin diisiik doz ve zamandaki (200 nM, 2 saat) sonuglariydi.
Ciinkii neticede kanser hiicre hatt1 olan MCF-7’de Se’nin apoptoz, ROS, kaspaz,
JC-1 diizeylerini artirmasi, hiicre canliligin1 azaltmasi beklenirken biz burada
tam tersini bulduk. Ileride farkl1 dozlarda uygulayacagimiz Se ile bu zithig telafi
etmeyi umuyoruz. Ayrica Se ile alakali literatiirdeki yayinlar incelenecek olursa
hem faydali hem de toksik zararli etkilerinin oldugu anlagilmaktadir. Bu da
bizim ¢ikarimimizi dogrulamaktadir.

Noronal AKG, SN hiicrelerinde ve ndronal olmayan MCF-7 hiicre hattinda
apoptoz, kaspaz-3, kaspaz-9, sitozolik ROS ve [Ca']i degerlerinin OX
indiiksiyonu ile arttigin1 bulduk. Bu nedenle, sicanlara OX indiiksiyonlari, artan
oksidatif stres, hiicre i¢i Ca™ akis1 ve apoptoz ile karakterize edilir. Bu durum
ayrica in-vitro modelde uyumlu sonuglarla desteklenmistir. Bununla birlikte,
selenyum ile tedavi, OXPN sican modelinde AKG, SN ve Hipokampal néronlar
tizerinde yararl etkiler gdsterdigi bu calismamizda elde ettigimiz sonuclarla
aciga cikartilmistir. Bildigimiz kadariyla, bu calisma, Se uygulamalarmni,
ozellikle OX ile indiiklenen siganlarda oksidatif stres, Ca*™ sinyali ve apoptoz
redoks sistemi iizerindeki etkileriyle referans gosteren ilk ¢alismadir. Oksidatif
stres, lipit, protein ve DNA hasarlarina neden olur. Oksidatif hasar, OX kaynakl
hiicre lizisi ve oksidatif stres (immiin yanitin bir parcasi olarak) sonrasinda
olusabilen ROS araciligiyla gerceklesir (174,175).

AKG ve hipokampus hiicrelerinde TNF-a diizeylerinde sadece Se enjekte
edilen sican grubunda kontrole kiyasla anlamli bir azalma s6z konusudur (Grafik
31-33). AKG’deki TNF-a diizeyleri OX grubunda kontrol ve Se gruplarina
kiyasla anlaml bir artis sergilemistir. SN’nin OX grubundaki TNF-a diizeyleri
kontrole ve Se gruplarma kiyasla anlamli bir sergilemistir. Merkezi sinir
sisteminin 6nemli bir pargas1 olan (hatta burada OX kaynakli periferal ndropatik
agr1 durumunda meydana gelen sitokin diizeylerindeki artiglarin daha ziyade
periferal sinir sisteminde gerceklestigini gdstermek i¢in hipokampusu kullandik)
hipokampus ndronlarinin OX grubunda kontrol ve Se gruplarma kiyasla TNF-a
diizeylerinde onemli diizeyde artis s6z konusudur. AKG, SN ve hipokampus
ndronlarmin OX+Se gruplarindaki TNF-a diizeyleri OX grubuna kiyasla Se ‘nin
etkisiyle onemli diizeyde azalma gostermistir. Sonugta, bu sicanlardan izole

edilen AKG ve SN periferik duyusal ve merkezi sinir sisteminden hipokampal
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noron hiicrelerinde OX kaynakli agriya neden olan pro-aljezik sitokinleri
baskiladigini gozlemledik.

IL-1B ve IL-6 diizeylerine bakildiginda AKG, SN ve hipokampus
hiicrelerinin sadece Se enjekte edilen sican grubunda kontrole kiyasla anlamli
bir azalma s6z konusudur (Grafik 32 ve 35). AKG’deki IL-6 ve IL-1p diizeyleri
OX grubunda kontrol ve Se gruplarina kiyasla anlamli bir artig sergilemistir.
SN’nin OX grubundaki IL-1B diizeyleri kontrole ve Se gruplarina kiyasla
anlamli bir artig sergilemistir. Hipokampus noéronlarinin OX grubunda kontrol
ve Se gruplarina kiyasla IL-6 ve IL-1p diizeylerinde 6nemli diizeyde artis s6z
konusudur. AKG’nin OX+Se grubu OX grubuna kiyasla Se’nin etkisiyle IL-1
diizeyleri agisindan 6nemli diizeyde bir azalma sergilemistir. SN ve hipokampus
ndronlarinin OX+Se gruplarindaki IL-6 ve IL-1p diizeyleri OX grubuna kiyasla
onemli diizeyde azalma gostermistir.

Makrofaj aktivasyonuna bagli gelisen noroinflamasyon kaynakli oksidatif
stres, OXPN sonras1 noronal dejenerasyon iiriinlerinde 6énemli rol oynar (176).
Selenyum, bu etkileri antioksidan rol oynayarak ve antioksidan redoks sistem
yollarin1 modiile ederek azaltabilir. Elde ettigimiz sonuclar, OXPN sonrasi
periferdeki oksidatif stres artis1 raporlarinin sonuglariyla dogrulanmistir (177-
180). OXPN’deki yiiksek [Ca™]i seviyeleri mitokondriyal permeabilite gecis
porunun siirekli a¢ilmasmi indiikleyebilir ve bir dizi reaksiyonu tetikleyebilir.
Bunlar arasinda kalsiyum salinimi, oksidatif fosforilasyonun kesilmesi, matris
sismesi ve nihayetinde sitokrom c ve diger apoptojenik proteinlerin salinmasiyla
dis zarin kopmas1 sayilabilir (173). Bu nedenle mitokondriyal kalsiyum
homeostazinin  disregiilasyonu, mitokondriyal disfonksiyonu ve sonraki
apoptozu tetiklemede ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte
selenyum, protein tiyol gruplarmin modifikasyonu ile gecisli mitokondriyal
gecirgenligi indiikler, bu da sitokrom c serbestlesmesi ve mitokondriyal
membran depolarizasyonunun kaybi ile sonuglanir (181,182). Mevcut AKG, SN
ve MCF-7 hiicrelerindeki ROS ve [Ca*?]i degerleri, selenyumun, ndronal ve
noronal olmayan hiicrelerde TRPV1 kanal aktivitesinin modiilasyonu yoluyla
[Ca™]i konsantrasyonunu azaltmasina ragmen, OX maruziyeti ile arttirilmistir.
Bu hiicrelerde TRPV 1'in selenyum ile tedavisi ile modiilasyonu, mitokondriyal
ROS iiretimi, apoptoz ve hiicre zar1 Ca™ aksinin azalmasinin nedeni olabilir.

Reaktif oksijen tiirleri, mitokondriyal membran potansiyelinin ¢okiisiinii
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indiikler ve bu nedenle apoptoz dahil olmak iizere bir dizi mitokondriye bagh
stiregleri tetikler (118,173). Apoptoz, esasen kaspaz olarak bilinen sistein
proteazlar1 tarafindan yiirlitiilen programlanmis hiicre 6liim yolaklaridir.
Kaspazlarin apoptotik kaskadi, kaspaz-3, -8 ve -9'u iceren apikal (baslatici)
kaspazlarin aktivasyonu ile baslatilir (182). Zararh uyaranlara ve ilgili hiicresel
stres durumlarma yanit olarak, baslatict kaspazlari, apoptotik hiicre 6limiinii
diizenleyen yiiriitiicii kaspazlarini dogrudan veya dolayl olarak aktive eder
(183,184). Kompleks I’in inhibisyonu, ATP sentezinde ve oksidatif radikallerin
birikiminde bir azalmaya neden olarak, zararli oksidatif strese ve hiicre 6liimiine
neden olur (172). Son zamanlardaki ¢aliymalar da ROS'a yanit olarak néronlarda
ve hiicre hatlarinda apoptozun indiiksiyonunu gostermistir (118,185,186).
Mitokondriyal oksidatif strese bagli hiicre oliimiiniin mekanizmasi, OX ile
indiiklenen si¢anlarin AKG’lerinde ¢aligilmistir (187).

Bununla birlikte, mitokondriyal oksidatif stres indiikleyici ajanlarin post-
mitotik noronlardan nasil ve ne sekilde etkilendiginin belirlenmesi
gerekmektedir. Ancak, selenyumun néronal hiicrelerde antioksidan, anti-
apoptotik ve anti-inflamatuvar 6zellikleri vardir (4,183,186,188). Benzer sekilde
noronlarda oksidatif hasara bagl selenyumun (189) koruyucu rolleri, ROS
tretimi, MAPK/ERK aracili apoptoz sinyali, bax ve kaspaz-3 ve -9 degerleri i¢in
apoptotik hiicre oliimiinii bloke ederek gerceklestirdigi rapor edilmistir. Bu
calismada, selektif tedavi ile azalmis olmasina ragmen, OX indiiksiyonu ile
AKG ve SN apoptoz, kaspaz-3 ve -9 degerleri artmigtir. Burada, selenyumun,
OXPN’ye maruz kalan sicanlarin AKG, SN ndronlarmin yanisira in-vitro olarak
MCF-7 hiicre hattinda da apoptotik hiicre 6liimiinii inhibe etmek i¢in antioksidan
ve anti-inflamatuvar 6zellikler ile hareket ettigini gosterdik. Apoptotik siireg,
kaspaz-3, -8 ve -9 gibi tiim kaspaz aktivitelerini igerir ancak selenyum gibi
antioksidanlar kaspaz-3 ve -9 aktiviteleri lizerinde koruyucu etkilere neden
olurken kaspaz-8 iizerinde etkisi goriilmemistir. (183,184). Apoptoz seviyeleri
OX grubunda kontrol ve Se gruplarina gore daha yiiksekti, kaspaz-3 ve -9
degerleri Se tedavileriyle kontrol seviyelerine geri getirildi. Sistein, bu
proteinlerin aktivitesini modiile edebilen serbest radikaller tarafindan
modifikasyona yatkin olan tiyol grubunun reaktivitesinden dolay1 oksidatif bir
hedeftir, bu nedenle oksidasyona dayali regiilasyon i¢in kaspaz-3 ve -9 hedefleri

olusturur (190,191). Ek olarak Se’nin, néronlarda tiyol gruplarinda modiilatér
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rollere sahip olmasima (192) istinaden tiyol grubu regiilator 6zelliklerine bagl
olarak, Se ile tedavi sonrasinda kaspaz aktiviteleri ve apoptoz degerleri kontrol
degerlerine geri getirilmistir. Ek olarak, OX-kaynakli apoptozun mekanizmasini
anlamak icin yapilan onceki ¢aligmalar, ayn1 zamanda, sitokrom ¢ salinimini
takiben kaspaz-3 ve -9’un aktivasyonlar1 olan apoptozun intrinsik yolaginin da
rol oynadigm gostermistir (193-195). Onceki gozlemlerle uyumlu olarak,
sonuglarmmiz ayrica, OX uygulanan siganlardan alinan AKG ve SN noronlarinin
intrinsik apoptotik yolagin aktive edildigini ortaya koymustur.

Bu tez ¢aligmasinin sonuglar1 baglaminda, Se ile kombine kemoterapinin
antikanser ilaclarin doz smirlayici yan etkilerinden en dnemlisi olan ndropatik
agriyt hafifletebilecegini agikca gostermektedir. Bildigimiz kadariyla,
kemoterapoétiklerden oksaliplatin kaynakli ndropatik agrinin TRPV1 kanallari
aracilifiyla sitokin diizeyleri, kaspaz 3, kaspaz 9, apoptoz ve oksidatif stres
analizleri ve Ca™ sinyalizasyonu lizerine Se ‘nin etkisini molekiiler temelde
inceleyen baska bir ¢alisma yoktur. Bu sonuglar, oksaliplatin ve Se
kombinasyonunun, sadece oksaliplatin kullanimina kiyasla ve apoptotik
aktiviteyi azalttigi ve TRPV1 kanal aktivitelerinin modiilasyonu yoluyla Ca*?
birikimini azalttigin1 agikca gostermektedir. Bu nedenle, Se’nin oksaliplatin ile
kombine kullanildiginda noéropatik agr1 gelisen periferik duyusal néron
hiicrelerinin ~ agr1  tedavisinde  degerlendirilmesi  gerektigini  bizlere
gostermektedir. Ayrica in-vitro MCF-7 meme kanseri hiicre hattindan elde
ettigimiz sonuglara da bakacak olursak, diger sonuglar1 destekler nitelikte,
TRPV1 katyon kanallarinin asir1 aktivasyonu yoluyla artan hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyon degisimi ve hiicre apoptozunda kalsiyum sinyalinin roliinii agiga
cikarmig olup, potansiyel tedavi olarak TRPV1 kanal inhibitorlerinin
kullanilabilecegini bize gostermistir. Mitokondriyal depolarizasyon ve ROS
aktivitesi, hiicre i¢i [Ca*]’a baghdir ve OXPN kaynakli hiicre dis1 ortamdan
Ca'? ‘un TRPV1 kanallar1 yoluyla asir1 diizeyde girisi sonucu tetiklenir (196).

Kapsaisin ve TRPV1 kanallarinin aktivasyonu yoluyla kolorektal kanser
hiicrelerinde apoptoz ve oksidatif stres bildirilmistir, bununla birlikte bir TRPV 1
antagonisti olan Cpz, apoptotik ve oksidatif stres etkilerini engellemistir (197).
Iki iyi bilinen apoptotik yol vardir: hiicre yiizeyi 6liim reseptdr bagiml ekstrinsik
yol ve mitokondriye bagimli intrinsik yol. Bu yollara ek olarak, apoptoz,

endoplazmik retikulum oksidatif stresi (ER stresi) ile indiiklenir. Bu ise esasen
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hiicre igi serbest Ca*? konsantrasyonundaki artiga neden olur (130). Se hiicre i¢i
kalsiyum artiginin asil kaynagi olan TRPV1 katyon kanallar1 i¢in bir modiilator
rolii sergilemistir. Bu hiicrelerde OX ile indiiklenen apoptoz, kaspaz 3 ve kaspaz
9 diizeylerindeki artig, Se tarafindan baskilanmis oldu. Hiicrelerin Se ile
muamele edilmesi neticesinde, OX ile indiiklenen oksidatif toksisitenin azaldig:
ve hiicre canliliginin arttig1 gézlenmistir.

Redoks ajanlar TRP kanallarim1 dogrudan oksidatif amino asit
modifikasyonu yoluyla ya da dolayl olarak ikincil haberciler araciligiyla aktive
eder. Bu ¢alismada TRPV1 kanallar1 kapsaisin tarafindan aktive edildiginde bu
modiilasyonu OX ile olusturulan noéropatik agr1 durumunu ve Se ‘nin TRPV1
aracili etkilerini arastirmak amaciyla inceledik. OX kaynakli ndropatik agri
durumundaki tiyol-aktivasyonunun hiicre ici etki alani, hiicre i¢i yerlesimli
sisteinlere etki ederek oldugunu gosteren onceki ¢alismalar ile tutarlidir (198).
TRPV1 kanalinin oksidatif duyarlilagsmasi i¢in N-terminus (199) ve C-terminus
onemlidir. TRPV1 kanallari, sistein modifikasyonu yoluyla oksidatif strese
sebep olan maddeler tarafindan dogrudan aktive edilir. Fizyolojik olarak redoks
duyarli-TRP kanallarinin asir1 aktivasyonu neticesinde artan hiicre igi Ca™
konsantrasyonu ile kaspaz kaskadlarinin tetiklenmesi, apoptotik yolaklarin
aktivasyonu, pro-inflamatuvar sitokin salinimlarindaki agir1 miktardaki artis ve
neticede inflamasyon ve agr1 yanitlaria aracilik eden 6nemli bir rol tistlendigi
ortaya c¢ikmaktadir. Bu durum kemoterapotiklerin kullanimiyla ortaya g¢ikan
ndropatik agr1 durumunda da 6nemli ¢iktilar saglamaktadir. Patofizyolojik
olarak redoks duyarli TRPV1 kanallar1 kemoterapi kaynakli OXPN ve
hiperaljezi ile iliskilidir. Bu bulgularin, daha 6nce tedavi edilemeyen OX
kaynakli periferal noropatik agr1 igin etiyolojilerin aydinlatilmasina yol

acacagini tahmin ediyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Kemoterapotik ajanlarla tedaviyi sonrasi periferal néronlarda hiicre ici
anormal Ca*? iyon diizeyi, kanal ekspresyon seviyelerinde artis ve 1s1ya karsi
asir1 duyarlilik gelistigi rapor edilmistir. Meydana gelen bu hiicresel olaylarin
kemoterapi sonrasit gelisen periferal noropatik agrida rol oynadigi ifade
edilmektedir. Ca*? iyonuna gegirgen kanallardan biri de TRP katyon kanallar1
ailesinin alt iiyesi olan TRPV1 olup, bu kanal 43°C sicaklik ve kirmizi aci
biberde bulunan kapsaisin molekiilii gibi uyaranlarla aktive edilir. TRPV 1, platin
bazli tedavi sonras1 gelisen 1s1l hiperaljeziden ve duyusal noéronlardaki mekanik
allodinden sorumludur. Bu tez ¢aligmasinda kanserli hastalarda (6zellikle de
kolon kanserinde) yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ajanlardan biri olan
OX’a maruz birakilan saglikli siganlarin AKG, SN periferal noéronlarinda
TRPV1 kanallar1 aracili periferal néropatik agr1 gelisimi degerlendirilmis olup
Se’nin iyilesmedeki rolii ele alinmistir. Bu durum zaten kemoterapotiklerin 6nde
gelen doz smirlayict bir yan etkisidir.

Calisgmamizi anlamli kilan dikkat cekici 6zellik ise bu agri durumunun
Se’nin TRPV1 katyon kanallar1 aracilifiyla etkisini molekiiler tekniklerle
arastiran tek ¢alisma olmasidir. Clinkii OXPN’de Se’nin TRPV1 aracili etkisi
heniiz ¢alisilmamistir. OX’a maruz birakilan hayvanlarda penge ¢gekme kuvveti
ve penge ¢ekme esik zamaninda 6nemli diizeyde bir azalma tespit ettik. OX alan
gruptaki hayvanlara 55 °C’de sicak plaka (Hot-plate) agr1 testi yaptigimizda
OX’un etkisiyle hayvanlari agr1 esik degerleri diistiigiinden dolay1 kontrol ve
Se gruplarina kiyasla ¢ok erken siirelerde ayaklarini1 kaginmaya basladilar. Ayni
sonuglar1 farkli kalinliklardaki Von-Frey agr1 testleriyle de gozlemledik. Se ile
muamele durumunda bu degerler yiiksekti. Bu siganlardan elde edilen AKG, SN
ve Hipokampus noronal hiicrelerinde ayn1 zamanda gruplar arasi pro-aljezik
sitokin diizeylerini kargilastirdik ve neticede TNF-a, IL-1B, IL-6 diizeylerinde
OX gruplarinda meydana gelen 6nemli diizeydeki artigin Se+OX gruplarinda
azaldigin1 gozlemledik. Bu da selenyumun OX kaynakli agr1 diizeyini
azaltmadaki rollinii ortaya koymus oldu. Bununla birlikte genel olarak sitokin
seviyeleri hiicre gruplar1 arasinda kiyaslandiginda periferal noéronlardaki OX
kaynakli meydana gelen sitokin salinnminda, merkezi sinir sistemine

(hipokampus) kiyasla onemli diizeyde bir artis gozlendi. Bu durum bizim
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hayvanlara intraperitonal uyguladigimiz kemoterapétik ajanin (OX), periferal
noronlar1 etkiledigi bilgisini dogrulamis oldu.

Patch-clamp (yama mentese) analizleri sonucu AKG hiicrelerinde OX
kaynaklt TRPV1 asir1 aktivasyonunun Se’nin etkisiyle azaldigini belirledik.
Kalsiyum sinyali sonuglar1 da benzer sekildeydi. Apoptoz, ROS, kaspaz 3,
kaspaz 9 ve JC-1 sonuglar1 da diger tiim sonuglar1 destekler nitelikte OX ile artan
apoptoz Se etkisiyle azaldi. Hiicre kiiltiirii sonuglar1 da deney hayvanlari ¢alisma
sonuglarint destekler nitelikteydi. Tiim bu c¢alisma sonuglariyla birlikte
OXPN'nin mekanizmaya dayali tedavisi i¢in Oneriler incelenecek olursa,
gelistirilecek ilaglarin, oksaliplatin'in neden oldugu OXPN’ye karsi iyon
kanallar1 odakli néroprotektif, anti-inflamatuvar maddelerin kombinasyonunu
icermesi gerektigi anlagilmaktadir. Gelistirilecek olan bu ilag kesinlikle Se ihtiva
etmeli ve ilk defa duyusal noronlarda kesfedilmis olan TRPV1 kanallarim
modiile edecek sekilde dizayn etmelidir. Ozetle, verilerimiz ilk kez, OXPN
mekanizmalarmin, AKG ve SN'de mitokondriyal ROS, apoptoz ve agri
indiikleyerek TRPV1 kanallar1 yoluyla aracilik edilebilecegini 6ne siirdii.
Bununla birlikte, OXPN’nin agri1, oksidan ve apoptotik etkileri, Se tedavisi ile
ndronlarda TRPV1'in bloke edilmesiyle tersine ¢evrildi. Bu nedenle, Se’nin
kullannmi OX kaynakli agri, mitokondriyal oksidatif stres ve apoptozis
tedavisinde etkili bir yeni yaklagim olabilir. Ek olarak, TRPV1 kanallar1 OX
kaynakli apoptoz ve periferal agrinin tedavisinde 6nemli farmakolojik hedefler

olabilir.
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OZET

OKSALIPLATININ NEDEN OLDUGU NOROPATIK AGRI VE
TRPV1 KANAL AKTIVASYONU UZERINDE SELENYUMUN
KORUYUCU ETKISININ SICAN VE HUCRE KULTURU
ORTAMINDA MOLEKULER TEKNIiKLERLE ARASTIRILMASI

Noropatik agr1 i¢cin onaylanan birgok ilag, oksaliplatin (OX) kaynakli
noropatik agr1 tedavisinde yeterince etki gostermemektedir. OX ile iliskili
norotoksisiteye, hiicre i¢i kalsiyum diizeyi artisi, apoptoz ve oksidatif stresin
aracilik ettigi bildirilmesine ragmen, bu degerler lizerinde selenyumun (Se)
koruyucu etkisi heniiz yeterince bilinmemektedir. Bu nedenle, bu tez
caligmasinda, Se uygulamasinin, OX kaynakli ndropatik agrili siganlarin
periferal noronlarinda (AKG, SN) ve hiicre kiiltiirli ortaminda (MCF-7) oksidatif
stres, apoptoz, ROS, mitokondriyal zar depolarizasyonu (JC-1), TRPV1 kanal
aktivasyonu tizerindeki etkileri arastirildi.

Bu ¢alismada 40 yetiskin wistar albino sigan Kontrol, Se, OX, OX+Se olarak
4 gruba ayrildi. Siganlara OX (haftada iki kez 4 mg/kg) ve Se (giin asi1 1,5
mg/kg) intraperitonal olarak 4 hafta siireyle uygulandi. Hiicre kiiltiiri
caligmasinda da ayni gruplarda, MCF-7 meme kanseri hiicreleri OX (24 saat
siireyle 50 uM) ve Se (2 saat siireyle 200 nm) ile inkiibe edildi.

Hem in-vivo hem de in-vitro sitozolik serbest kalsiyum, apoptoz, JC-1,
oxidative stress seviyeleri ve kaspaz-3 ve -9 aktiviteleri OX grubunda kontrole
gore daha yiiksekti. Sicanlarda agr1 (Von-Frey ve Hot-plate) testlerinde OX
grubunda pence ¢cekme esik kuvveti ve esik zamaninda, TNF-alfa, IL-1 beta ve
IL-6 diizeylerinde kontrole kiyasla yiikselme gozlendi. Bu yiikselen degerlerin
Se uygulamalari ile azaldig1 gozlemlendi.

Sonug olarak, Se’nin, in-vivo ve in-vitro bu agr1 modellerinde TRPV1 kanal
aktivasyonu yoluyla oksidatif stres, apoptoz ve kalsiyum girisi iizerinde
koruyucu etkileri oldugunu gozlemledik. Bu sonuglar, OX’un neden oldugu
noropatik agriyr dnlemek icin potansiyel ilag gelistirme kaynagi olabilir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz; Oksaliplatin; Periferik Agri; Selenyum; Oksidatif
stres; Interlokin; TRPV1.

103



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF SELENIUM
ON OXALIPLATIN INDUCED NEUROPATHIC PAIN AND TRPV1
CHANNEL ACTIVATION BY MOLECULAR TECHNIQUES
IN RAT AND CELL CULTURE MEDIUM.

Many drugs already approved in the treatment of neuropathic pain have
failed in the oxaliplatin (OX)-induced peripheral neuropathic pain. Dorsal root
ganglion (DRG) and sciatic nerve (SN) have main role for induction of the pain.
Increase of intracellular calcium, apoptosis, intracellular reactive oxygen species
(ROS) production, mitochondrial membrane depolarization (JC1) and cytokine
levels were reported in the DRG and SN of OX-treated human and animals,
although protective effects of selenium (Se) on the levels have not been clarified
yet. We aimed to investigate protective effects of TRPV1 channel activation,
JC1, ROS, apoptosis, cytokine production and pain intensity levels in DRG and
SN of OX-treated rat and MCF-7 breast cancer cells

In this study, 40 adult Wistar albino rats were divided into 4 groups as
Control, Se, OX, OX + Se. OX (4 mg/kg twice a week) and Se (1.5 mg/ kg every
other day) were administered intraperitoneally to rats for 4 weeks. In the cell
culture study, MCF-7 cells were incubated with OX (50 uM for 24 h) and Se
(200 nM for 2 h) in the same groups. Both in vivo and in vitro cytosolic free
calcium, apoptosis, ROS, JCI and cytokine (TNF- alpha, IL-1 beta and IL-6)
levels, and caspase-3 and -9 activities were higher in the OX group than in the
control. However, the levels were decreased in the rats by the Se treatment. In
the pain tests (Von-Frey and Hot-plate), mechanic and heat peripheral pain
sensitivity values were increased by OX treatment, although the values were
decreased by the Se treatment.

In conclusion, we observed that Se induced neuroprotective effects against
oxidative stress, apoptosis, inflammation, calcium entry through TRPV1
activation and pain sensitivity in the OX-treated rats and MCF-7 cells. Se may
potential drug for treatment of OX-induced neuropathic pain.

Keywords; Apoptosis; Oxaliplatin; Peripheral Pain; Selenium; Oxidative stress;
Interleukin; TRPV1.
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Arastirillmasi” baglikli caligma;

Deney Tiirii

Cinsiyeti Sayisi

Yas:

Hayvanminin

Sigan (Wistar Albino)

Disi 40

12 Haftahk / 180-200gr

Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan oy birligi ile

UYGUN gortulmustir.
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UYE
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UYE
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Vet. Hekim Yasar GUNAYDIN
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UYE
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