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OZET

Sisplatinle olusturulan in vivo ve in vitro norotoksisitede klorojenik

asitin rolu

Amag: Calismada klorojenik asitin (CGA) primer sican dorsal kék gangliyon
(DRG) hiicre kiltirinde sisplatinin (CIS) sebep oldugu nérotoksisitede ve yetigkin
sicanlarda sisplatinle olusturulan periferik noropatide (PN) potansiyel
noroprotektif ve antihiperaljezik etkilerinin ve bu etkilerde nitrik oksitin (NO)

roliiniin arastirilmas1 amaclanmisgtir.

Kapsam: CIS bir¢ok timoriin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antikanser
ajandir. PN, CIS kullaniminda en o6nemli doz-kisitlayici yan etkidir. CGA
antioksidan, antiinflamatuvar, noéroprotektif etkileri goésterilmis, besinlerde
bulunan fenolik bir bilesiktir. Cesitli noéropatik agr1 c¢alismalarinda

antihiperaljezik etkileri de oldugu bulunmustur.

Yoéntem: 11k olarak, CIS (200 uM) in vitro norotoksisitesinde CGA’nin (250-1000
uM) etkileri 1 glinliik yavru sicanlardan elde edilen DRG hiicre kiilltiirinde MTT
testiyle degerlendirilmistir. In vivo deneylerde ise CIS 3 mg/kg dozunda 5 hafta
boyunca haftada 1, Sprague Dawley sicanlara (250-350 kg, n=8) ip uygulanarak
PN gelismesi saglanmigtir. Tek doz CGA (50, 100, 200 mg/kg) ip uygulanmasiyla
akut etkileri degerlendirilmis olup, CGA (100 mg/kg) CIS ile beraber uygulanarak
kronik etkileri de degerlendirilmistir. L-arginin (LARG) ve L-nitro-arginin-metil-
ester (LNAME) 10 mg/kg ip uygulanmistir. Noropati mekanik allodini, termal
hiperaljezi, kuyruk sikistirma, soguk plaka testleriyle degerlendirilmistir. Motor
koordinasyon testleri olarak rotarod ve ayak i1zi analizi, motor aktivite i¢in de
aktivitemetre uygulanmistir. DRG, siyatik sinir, karaciger ve bobreklerde
histolojik degerlendirme toluidin mavisi, hemotoksilen eozin ve Masson trikrom
boyamasiyla yapilmigtir. TNF-a, GSH, IL-19 ve NGF sicanlardan alinan serum
orneklerinde galigilmistir. Verilerin degerlendirmesinde iki yonlii varyans analizi

ve Kruskal Wallis uygulanmistir.

Bulgular: Yiiksek konsantrasyonlardaki (1000 uM) CGA’nin primer DRG hiicre
kiltirinde sisplatin norotoksisitesine karsi koruyucu potansiyeli oldugu

gorilmustir. CIS mekanik allodini ve soguk allodiniye neden olmustur. Termal



hiperaljezi ve kuyruk sikigtirma testinde anlamli bir degigsme saptanmamigtir
Ayni1 zamanda CIS’in motor koordinasyonu bozdugu ve motor aktiviteyi azalttigi
gorilmistir. CGA, CISin allodinik etkilerini anlamli olarak dizeltmistir.
Bozulan motor aktivite ve motor koordinasyonu da iyilestirmistir. LARG ve
LNAME CGA’nin iyilestirici etkilerini mekanik allodinide degistirmezken, soguk
allodini testinde, motor aktivite ve motor koordinasyon testlerindeki iyilestirici
etkilerini azalttiklar1 gortilmugstir. CIS'in neden oldugu periferik dokulardaki
yapisal toksisiteyi de CGA'nin azalttigr goézlenmistir. Ayrica CIS uygulamasi
sonucu artan TNF-a diizeylerini CGA’nin azalttigi bulunmustur. TNF-a

diizeylerinin diger bitiin gruplarda kontrole gore yliksek oldugu da gortilmustir.

Sonug: CGA, CIS'in neden oldugu PN ve noérotoksisitede antihiperaljezik ve
sitoprotektif etkiler géstermistir. Bu yararh etkileri, incelenen periferik dokularin
histolojisi ve onemli inflamatuvar belirte¢ olan TNF-a diizeylerini azalttig:
gosterilerek desteklenmistir. Sisplatine bagh gelisen PN’'nin mekanizma tabanh
tedavisinde kullanilabilecek aday bir ajan olabilir. NO’nun bu etkide modilator

roli olabilecegi diiglintilmiistir.

Anahtar kelimeler

Klorojenik asit, nitrik oksit, nérotoksisite, periferik néropati, sisplatin



SUMMARY

The role of chlorogenic acid in cisplatin induced peripheral neuropathy
in vivo and neurotoxicity in vitro

Aim: The aim of study was to investigate potential neuroprotective and
antihyperalgesic effects of chlorogenic acid (CGA) against cisplatin (CIS)
neurotoxicity in primary dorsal root ganglion (DRG) in vitro and CIS-induced
peripheral neuropathy (PN) in vivo and the role of NO in these effects.

Content: CIS is an anticancer agent widely used in the treatment of many tumors.
PN is the most important dose-limiting side effect of CIS. CGA is a phenolic
compound with antioxidant, antiinflammatory, neuroprotective effects and
abundant in foods. Anti-hyperalgesic effects of CGA were proposed in different
neuropathic pain studies.

Method: The effects of CGA (250-1000 uM) were evaluated by MTT test against
CIS (200 uM) neurotoxicity in primary DRG culture. CIS was administered to
Sprague Dawley rats (250-350 kg, n = 8) at a dose of 3 mg/kg once a week for 5
weeks to develop PN. The acute effects were evaluated by single dose CGA (50,
100, 200 mg/kg) against CIS neuropathy. CGA (100 mg/kg) was concurrently
administered with CIS to evaluate chronic effects. L-arginine (LARG) and L-nitro-
arginine-methyl-ester (LNAME) 10 mg/kg i.p. were administered to evaluate the
contribution of NO. Neuropathy was tested by mechanical allodynia, thermal
hyperalgesia, tail clip and cold plate tests. Rotarod/footprint analysis and
activitymeter were used to evaluate motor coordination and motor performance
respectively. Histological evaluations of DRG, sciatic nerves, liver, kidney were
performed by using toluidine blue, hemotoxylin eosin and Masson trichrome. TNF-
a, GSH, IL-19 and NGF were studied in serum samples from rats. Two-way
analysis of variance and Kruskal Wallis were used as statistical analysis.
Results: Higher concentrations of CGA (1000 uM) were found to be protective
against CIS-induced neurotoxicity. CIS caused mechanical allodynia and cold
allodynia. There was no significant change in thermal hyperalgesia and tail clip
tests. CIS also impaired motor coordination and reduced motor activity. CGA
significantly improved allodynic effects of CIS. Impaired motor activity and motor

coordination were ameliorated by CGA. Ameliorative effects of CGA were not

v



changed in mechanical allodynia, but reduced in cold allodynia, motor activity and
motor coordination tests by LARG and LNAME. CGA also attenuated CIS toxicity
in peripheral tissues. CGA decreased levels of TNF-a which was increased in CIS
group. TNF-a levels were higher in other groups with respect to control.

Conclusions: CGA was shown to have protective and antihyperalgesic effects in
CIS-induced neurotoxicity and PN. The histology of the peripheral tissues and
reduced levels of TNF-a were supported the beneficial effects of CGA. CGA may be
a candidate agent for mechanism-based treatment of CIS-induced PN. NO seems

to have a modulatory role in this effect.
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi
ACC: Asetil-KoA karboksilaz

ALT: Alanin aminotransferaz
AMPK: AMP ile aktive protein kinaz
ATP: adenozin trifosfat

AST: Aspartat aminotransferaz

Ca: Kalsiyum

CGA: Klorojenik asit

CIS: Sisplatin

COX: Siklooksijenaz

CPT: Karnitin palmitoil transferaz
CTR: Bakir tasiyici

DRG: Dorsal kok gangliyon

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO: Dimetil siilfoksit

EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit
eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz
ETC: elektronik tasiyic1 kanal

FAS: Yag asit sentaz

FFA: Serbest yag asidi

G-6-P: Glukoz-6-fosfataz

GIP: glukoz bagim instulinotropik peptid
GSH: Glutatyon

HBSS: Hank’s dengeli tuz ¢ozeltisi

HMGCR: 3-hidroksi-3-metilglutaril KoA rediiktaz
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZINI (devam ediyor)
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1 GIRIS ve AMAC

Kanser, diinya capinda 6lim nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Yeni kemoterapi tedavi stratejileri
olusturulmasina ragmen hastalik hala 6nemini korumaktadir (Bray et al., 2018).
2012 yilinda kiiresel kanser vakalarinin sayis1 14,1 milyon ve buna bagh 6lim
sayis1 8,2 milyon (Torre et al., 2015) iken Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) verilerine gore 2018 yilinda 18,1 yeni kanser vakasi ve ardindan 9.6 milyon
6lim bildirilmistir (Bray et al., 2018). Kanser vakalar1 ve 6limlerin yaklasik yarisi
Asya kitasinda meydana gelmistir. Arkasindan %23,4 kanser vakasi ve %20,3
olimle Avrupa ve %21 kanser vakasi ve %14,4 6limle Kuzey Amerika gelmektedir

(Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019).

Kemoterapi kontrolsiiz c¢ogalma o0zelligi gosteren kanser hiicrelerini
durdurmak i¢in kullanilan kanser tedavisidir. Agresif tedaviler sayesinde kanser
sag kalimlarinin artmasina ragmen, yeni antikanser ilacglar giinliik yasamda
karsilasilan ve yillarca siirebilen ciddi yan etkileri de beraberinde getirmektedir.
Periferik sinir sistemi (PSS) norotoksisitesi kanser kemoterapisinin hala etkili bir
tedavisi olmayan o6nemli bir yan etkisidir (Brown, Sedhom, & Gupta, 2019).
Kemoterapiye bagh gelisen periferik noropati ¢esitli timorlerin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan paklitaksel, vinkristin ve platinler gibi antikanser ajanlarin en
fazla doz-kisitlayici yan etkisidir. Periferik noropati genellikle agrili semptomlarla
karakterize olan noropatik agri sendromu olarak kendini gosterir. Ancak gogu
ciddi vakada duyu kayiplarina kadar ilerleyebilir. Buna ek olarak motor ve/veya
otonomik periferik noropatiler de meydana gelebilir (Brown et al., 2019).
Kemoterapiye baglh gelisen periferik néropati hastanin yasam kalitesini bozar ve
béylece doz kisitlamalarina hatta tedavinin sonlandirilmasina bile neden olabilir
(Miltenburg & Boogerd, 2014). Dolayisiyla hastalar antikanser ajanlarin

etkilerinden optimum diizeyde yararlanamayabilirler.

Sisplatin (cis-diaminodichloroplatinum, CIS) antineoplastik ajan olarak
kullanilan ilk platin bilesigidir. 1970’lerden itibaren bir¢ok solid timorin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak CIS sinir sistemine ciddi

oranda toksik bir ajandir. Dorsal kok gangliyonlarinda (DRG’lerde) biriktigi ve
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bunun sonucunda doz-bagimli PN’ye sebep oldugu bilinmektedir. CIS tedavisinde
meydana gelen PN, hastalarin hayat kalitelerini oldukc¢a etkileyen ciddi distal
parestezilere ve uyusmalara neden olur. PN tedavi sirasinda goriilebildigi gibi,
tedavi kesildikten haftalar sonra ortaya c¢ikan ve aylar siiren bir néropati olarak

da karsimiza ¢ikabilir. Bu olay “coasting fenomeni” olarak adlandirilir.

CIS’1n da dahil oldugu platin-tirevi kemoterapotik ajanlar DNA’ya capraz
baglanarak niikleer ve mitokondriyal DNA’'nin denatiirasyonuna neden olurlar.
DNA’da meydana gelen bu baglanma sonucunda mitokondri ve buna baghh ATPaz
aktivitesinde hasar olusur ve kanser hiicrelerinde apoptoz ve nekroz sonucu 6lim
meydana gelir. DNA’ya capraz baglanmaya ek olarak CIS hiicre i¢inde reaktif
oksijen bilesiklerinin (ROS) ve reaktif nitrojen bilesiklerinin (RNS) tiretiminde
artisa yol acar (Kelley et al.,, 2014; Marullo et al., 2013). ROS firetiminin
artmasinin altinda yatan sebep ise mitokondriyal DNA’ya da eklentiler
olusturmasi, mitokondriyal fonksiyonu ve respiratuvar zincir fonksiyonun
bozulmasina da neden olmasidir. Ardindan immiin sistem aktivasyonu meydana
gelir bunu takiben proinflamatuvar sitokinler saliverilir. Kalsiyum sinyalizasyon
yolaklarinin ve hiicre i¢i protein kinaz ailelerinin etkilenmesiyle tiimor

hiicrelerinde apoptoz indiiklenmis olur.

CIS’'1in neden oldugu periferik noéropatinin mekanizmasi1 hala net olarak
anlagilamamistir ancak antitiimoral mekanizmalarin noérotoksik etkilerinden de
sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir. Platin tlirevi ajanlarin néronal ve glial
hiicreleri de yapisal ve fonksiyonel olarak etkiledikleri bilinmektedir (McKeage,
Hsu, Screnci, Haddad, & Baguley, 2001). Ayrica artan ROS ve RNS ile meydana
gelen nitrooksidatif stresin nosiseptif duyu néronlarinin duyarliligini artirdig1 da
gosterilmistir (Ferrari, Chum, Bogen, Reichling, & Levine, 2011; Ridger et al.,
1997).

Periferik noropati (PN), sinir sisteminde bir hasar, hastalik ya da
disfonksiyon sonucu gorilen agri olarak tanimlanabilir. Hiperaljezi (agrili
uyarana karsi asiri hassasiyet), allodini (zararsiz bir uyaranmin agrili olarak
algilanmasi) ve spontan agri ile karakterize klinik bir durumdur. Kemoterapi

tedavisi alan kanser hastalarinda %80-%90’lara varan klinik insidans gosterir ve
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hastalarin hayat kalitesini olduk¢a etkiler. Buna ragmen kemoterapiye bagh
gorilen bu néropatik agrinin patofizyolojik mekanizmalar: konusunda bilgiler
oldukca kisithdir (Miltenburg & Boogerd, 2014). Ana etkenler olarak
mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif hasar tlzerinde durulmaktadir.
Mitokondrial fonksiyonu artiran ve antioksidan etki gdsteren ajanlarin CIS1in
sebep oldugu norotoksisiteyl engelledigi ya da koruyucu etki gosterdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Ghirardi et al., 2005; Melli et al., 2008). Ancak

klinikte mevcut analjezik ve adjuvan terapiler yetersiz kalmaktadir.

PSS’de hematoensefalik bir bariyerin olmamasi ve bu sistemin bir
komponenti olan dorsal kék gangliyon kapilerlerinin oldukc¢a gegirgen olmasi
sonucu duyu noronlar1 kemoterapi ajanlarinin norotoksik etkisine yliksek oranda
maruz kalmaktadir. Post-mortem calismalarda platin bilesiklerinin dorsal kok
gangliyonlarinda tutuldugu gosterilmistir (Gregg et al., 1992; McKeage et al.,
2001). CIS norotoksisitesinin c¢alisildigr deneysel modellerde de ana hasar dorsal
kok gangliyonlarinda bulunan néron gévdelerinde meydana gelmektedir. CIS’a
bagli meydana gelen norotoksisitenin mekanizmasinin aydinlatilmasi ve
potansiyel koruyucu ajanlarin bulunmasi amaciyla bircok ¢alisma yapilmistir.
Olusan yan etkiyi onlemek amaciyla CISin dozunun azaltilmasina yonelik
oncelikle kombinasyon tedavileri kullanilmigtir. Ancak olusan noérotoksik etkiler
engellenememigtir. Bunun yaninda bir¢ok kemoprotektif ajan ve gesitli nérotrofik
faktorler tedavi sirasinda kullanilmigtir. Bir¢ok antioksidan ajanin CIS’a baglh
hiicre hasar mekanizmalarinda rol oynayan serbest oksijen radikal olusumunu
engelleyerek sitoprotektif etki gosterdikleri bulunmustur (Pace et al., 2003; Pisano
et al., 2003; Planting et al., 1999). Ancak klinikte hala mevcut tedaviler yetersiz

kalmakta ve bu alanda ¢alismalar devam etmektedir.

Klorojenik asit (5-caffeoylquinic acid, CGA) bitkilerde, meyvelerde ve
sebzelerde bulunan polifenolik bir bilesiktir (Clifford, 1999; Priftis et al., 2018).
Ozellikle yesil kahve ve kahve cekirdeklerinde yiiksek konsantrasyonda
bulundugu bilinmektedir (Farah, Monteiro, Donangelo, & Lafay, 2008). CGA’nin
antioksidan (Santana-Galvez, Cisneros-Zevallos, & Jacobo-Velazquez, 2017),

antiinflamatuvar (Liu et al., 2017), antigenotoksik (Abraham, Schupp, Schmid, &



Stopper, 2007), antikanser (R. Xu, Kang, Ren, Li, & Xu, 2013) ve hatta
noroprotektif (Heitman & Ingram, 2017) aktiviteye sahip oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. PC12 hiicre kiltiriinde alkole bagli hiicre hasarina
kars1 ve Alzheimer hastaliginda 6nemli role sahip beta-amyloid nérotoksisitesine
karsi da belirgin bir sekilde koruyucu oldugu bulunmustur (Fang et al., 2016),(M.
Wei et al., 2016). CGA igeren bitkilerle yapilan c¢alismalarda CGA’nin
antinosiseptif etkiden de sorumlu oldugu gésterilmistir (Gorzalczany, Marrassini,
Mino, Acevedo, & Ferraro, 2011; Yonathan, Asres, Assefa, & Bucar, 2006). Ancak
noroprotektif etki ve antinosiseptif etki hakkinda yapilan calismalar oldukca
kisithidir. CGA 1ile ilgili calismalarin yetersiz kalmasinin yani sira CIS gibi oldukca
sik kullanilan ve oOnemli terapotik degeri olan bir ajanin neden oldugu

norotoksisiteye karsi etkisi bilinmemektedir.

Calismamizda CGA’nin primer sican DRG hiicre kiilltirinde CIS'in sebep
oldugu norotoksisitede ve yetiskin sicanlarda CIS ile olusturulan PN’de potansiyel
noroprotektif ve antihiperaljezik etkilerinin hem akut hem de kronik
uygulanmasiyla detayli ve sistematik sekilde arastirilmasi amaglanmistir. CIS ve
CGA’nin etkilerinde NO sinyal yolaginin olasi katkilar1 nitrik oksit donéria L-
Arginin (LARG) ve nitrik oksit sentaz (NOS) inhibit6ri I-nitro-arginin-metil ester
(LAME) kullanilarak arastirilmig olup, néropatik agrida modilatér etkileri olan
norotrofinler ve inflamasyon belirtecleri degerlendirilmisgtir. Sonuglarimizin CIS’a
bagli gelisen PN'nin tedavisinde alternatif yardimeci1 ilaclar hakkindaki

arastirmalara katkida bulunacagim digtinmekteyiz.



2 GENEL BILGILER

2.1 Agr1 Iletimi ve Mekanizmalar:

2.1.1 Agr

Agri yillar boyunca bilim insanlar1 tarafindan farkhh tanimlamalar: yapilan
multifaktoriyel kompleks bir olgudur. Uluslararasi Agr1 Arastirmalari Dernegi
(International Association for the Study of Pain, IASP) tarafindan yapilmis olan
tanim en fazla kabul géren agri tanimi olmustur. IASP’ye gore agri, “gercek veya
potansiyel doku hasariyla iligkili, duyusal ve emosyonel hos olmayan oldukca
stibjektif bir deneyimdir” (Byers MR, 2001). Dolayisiyla agrinin bir duyu degil bir
algi oldugu sonucuna varilabilir. Agri, bizi tehlikeli ortamdan korunmamiza
yardimec1 olan 6nemli bir erken uyari isaretidir ve nahog bir his olsa da goz ardi
edilmemelidir. “Akut agr1” genellikle gecicidir ve noksiyoz (zararli) uyari ortadan
kalktiginda veya ana hasar/patoloji iyilestiginde sona erer. Genellikle analjezik
1laclara ve agrinin nedenine yonelik yapilan tedavilere yanit verir. Ancak “kronik
agr1’” semptomlari iyilesmesi i¢in gereken zamani asarak devam eder. Klinikte bir
dizi kronik agri1 durumu vardir ve bunlar genellikle hasar bélgesi ya da tipine gore
smiflandirilir. Yaralanma sonrasi periferde, omurilikte ve beyinde degisiklikler
meydana gelebilir ve bu, algilanan agrinin derecesini artirabilir dolayisiyla kronik

agr1 gelisiminde rol oynayabilir (Petersen-Felix & Curatolo, 2002).

Esas olarak, noksiyoz bir uyaran durumunda temel agr1 mekanizmasi dort
olaya dayanir: transdiiksiyon, transmisyon, modiilasyon ve persepsiyon. Ornegin,
transdiiksiyon, nosiseptif yol boyunca su siralamay izleyerek meydana gelir: (1)
uyari, dokuda kimyasal degisikliklere sebep olur; (2) dokuda ve sinaptik aralikta
meydana gelen kimyasal degisiklikler néronlarda elektriksel aktiviteye dontstr
ve (3) noronlardaki elektriksel aktivite ise sinapslarda kimyasal olaylara
dontustirialir. Transdiiksiyon tamamlandiktan sonra, transmisyon meydana gelir.
Sinaptik araliktaki nérotransmiterlerin bir hiicrenin post-sinaptik terminalinden
digerinin pre-sinaptik terminaline bilginin aktarilmasi sonucu elektriksel
aktivitenin noronal yollar boyunca iletilmesiyle gerceklesir. Bu arada, modiilasyon
olayi, birincil afferent néron, dorsal kék ve daha yiiksek beyin merkezleri gibi

nosiseptif yolaklarin biitiin diizeylerinde meydana gelir. Nosiseptif bilginin yiksek
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beyin korteksinde iglenip, agr1 hakkinda bilgiye ve agriya karsi tepkiye yol agmasi
da persepsiyon olarak tanmimlanir. Bitin bu olaylar agrimin baglamasi ve
algilamanin tamamlanmasiyla sonuclanir. Boylece uyar: tarafindan tetiklenen

agri hissi algilanmig olur (F. Xu, Wen, Lu, & Seffen, 2008; Yam et al., 2018).

Somatosensoriyel sistem deriden, i¢ organlardan ve kas-iskelet sisteminden
alinan duyusal bilginin farkindaliga dontstiriilmesini saglayan nosisepsiyon,
mekanosepsiyon, propriosepsiyon, termosepsiyon ve viserosepsiyon algi

sistemlerinden olusur (Cruccu et al., 2008).

Akson
terminali %

Presinaptik néron

Postsinaptix nron
4% Nérotransmiterier
e Sinaptik vezikiller

Sinaptik transmisyon

“mis

Sekil 2. 1 Agri iletim yolu ve sinaptik aralikta meydana gelen sinaptik iletimin

sematize edilmesi (Yam et al., 2018).



Noronlar

Noronlarin SSS ve PSS'de yukarida bahsedilen temel agri mekanizmasinda
meydana gelen tiim nosiseptif bilgileri birbirine baglayan, alan ve isleyen ana
komponenti olusturduklar: bilinmektedir. Viicudumuzda g tip néron bulunur:
duyu néronlar1 (afferent noéronlar), ara noéronlar (afferent ve efferent néronlar
arasindaki sinyalleri iletirler) ve motor néronlardir (efferent néronlar). Tium
noronlar elektriksel olarak uyarilabilir ve ayn1 boliimlerden olugur: soma, akson
(miyelinli veya miyelinsiz) ve dendritler. Noronlar viicudumuzda kimyasal ve
elektriksel sinyallerin iletildigi sinaps adi verilen 6zel baglantilar araciligiyla
birbirlerine baglanarak viicutta kompleks sinir aglar: olustururlar. Bir nérondan
gonderilen sinaptik sinyaller, baska bir néronun dendritleri ve somalari
tarafindan alimir (sinaptik transmisyon). Bu sinyaller inhibitér veya eksitator
karakterde olabilir. Sinyaller dendritler veya soma yoluyla alindiktan sonra,
noronda aksonlar tarafindan iletilir. Bu iletim noéronda aksiyon potansiyeli
olusturur ve bilginin baska néronlara iletilerek sinyalin kaynagindan cevabin

olusturulacagi omurilige ve beyne kadar ilerlemesi saglanmais olur.

Ozellesmis néronlarin iki ana simiflandirmas: vardir: duyu néronlar: ve
motor noronlar. Duyu néronlar: dermis ve epidermiste bulunur ve dokunma uyari
olusturur. Motor néronlar ise beyinden ve omurilikten gelen sinyalleri alir. Kas
kasilmalarina ya da glandular salgilara neden olan cevabin ortaya ¢ikmasindan
sorumludur. Sonug olarak sinir sisteminde bulunan, sinyalleri ileten néronlarin
varligi vicudumuzun cevreden kaynakli tehlikeli uyaranlara tepki vermesi

bakimindan son derece 6nemlidir (Yam et al., 2018).
Aksonlar

Aksonlar bir néronun temel komponentlerinden biridir ve sinir lifleri olarak
bilinir. Aksiyon potansiyellerinin dendritlerden aksonal sinir uglarina, dolayisiyla
bir nérondan diger bir nérona iletilmesinde gorev alirlar. Aksonlar miyelinli ya da
miyelinsiz olabilirler. Ranvier bogumu olarak bilinen miyelin kilif sinyallerin
iletim hizim1 artirir ve ayni zamanda izolasyon maddesi gibi davranarak
transmisyon boyunca elektriksel sinyallerin aksondan ayrilmamasini saglar.
Miyelinsiz sinir liflerinde sinyaller daha yavas ilerler. Primer aferent néronlarda,
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AS lifleri miyelinli, C lifleri ise miyelinsizdir. Eferent néronlarda ¢ogu
pregangliyonik noronlar miyelinlidir. Ranvier bogumlarinda K+ ve Na* kanallari
bulunur, aksiyon potansiyelinin néron boyunca iletilmesinde aksama olmamasim
saglar. Aferent (duyu) ve eferent (motor) sinir lifleri sinyal iletim hizi, akson capi

ve akson fonksiyonlarina gore gruplara ayrilir (Hall, 2016).

Tablo 2. 1 Periferik sinir liflerinin siniflandirmasi (De Hert, De Baerdemaeker,
& De Maeseneer, 2014)

Sinirlifitipi | Smif | Capi (um) ;Irt:l?;- hizs Fonksiyon
AQ la, Ib 12-20 80-120 Motor, propriyosepsiyon
AR Il 512 30-70 Propriyosepsiyon, dokunma
AS 1l 2-5 15-30 Agr1, soguk, dokunma

C (miyelinsiz) v 0.4-1.2 0.5-2 Agn, dokunma, sicak/soguk

Sinaptik iletim

Sinaptik iletim, noéronlar arasindaki sinyallerin iletiminde yer alan
kimyasal olaylardir. Presinaptik ve postsinaptik membranlar arasinda kimyasal
sinapsin meydana geldigi bogsluga sinaptik aralik adi verilir. Sinaptik
transmisyon, presinaptik akson terminalindeki aksiyon potansiyelinin iletilmesi
ile basglar. Presinaptik terminaldeki aksiyon potansiyeli ise membran
depolarizasyonuna yol acar. Bunun sonucunda Nay kanallar1 agilir. Na*'nin girisi
voltaj-duyarli sodyum kanallarinin daha da aktive olmasina neden olur ve bu da
Ca*?nin akson terminaline girmesine neden olur. Kalsiyum iyonlari, daha sonra
SNARE (solubl N-etilmaleimid duyarli faktor baglayici protein reseptori) ile
baglantili kalsiyum algilayici proteine baglanir. SNARE proteinlerinin roli,
sinaptik vezikiillerin presinaptik akson terminallerine ulagsmasini saglamaktir.

Boylece vezikiiller igindeki ndérotransmiterlerin ekzositoz araciligiyla sinaptik



araliga bosaltilmasina neden olur (J. Han, Pluhackova, & Bockmann, 2017).
Sinaptik araliga yayilan norotransmiterler postsinaptik néron membrani tizerinde
yer alan ligand kapili iyon kanallarina baglanir ve ikinci néronun aksonunda
lokalize bir aksiyon potansiyeline neden olur (Yam et al., 2018).
Agri iletimi

Temel olarak, agri iletimi, somatosensoriyel sistemin noéron devreleri
uzerinde etkili olan eksitatér ve inhibitér etkilerin dengesine baglidir. Agrinin
1letilmesinde rol oynayan bircok SSS diizeyi vardir: omurilik (supraspinal), beyin
sap1 (orta beyin, medulla oblongata ve pons) ve kortikal bolgeler (beyin korteksi).
Birincil afferent néronlar ve lokal ara néron aglarin olusturdugu omuriligin dorsal
kokl omurilige gelen gesitli sinyallerin entegrasyonunda énemli role sahiptir ve
ayni zamanda supraspinal merkezlerden inici sinyallerin olusturulmasindan da
sorumludur. Cikic1 sistemde primer aferent nosiseptorlerin gérevi noksiyoz uyaran
bilgisinin omuriligin dorsal kékiinde bulunan projeksiyon noéronlar: tarafindan
alinmasidir. Projeksiyon néronlari duyusal bilgiyi spinotalamik yoldan talamusa
letir boylece noksiyoz uyaran hakkinda bilginin olugsmasina neden olur (Kandel,
2013). Spinotalamik yol iki kisimdan olusur: lateral ve anteriyor. Lateral
spinotalamik yol, agri ve sicaklik duyusunun iletiminden sorumludur. Anteriyor
spinotalamik yol ise dokunma ve hafif basin¢ duyu bilgisini talamusa tasir. Diger
projeksiyon néronlar: ise, singulat ve insular korteks bdlgelerine parabrakiyal
niikleus ve amigdaladaki baglantilar yoluyla ulasarak agr1 deneyimlerine katkida
bulunur. Orta beyinde bulunan periakuaduktal gri madde (PAG) ve rostraventral
medulla (RVM) inici feedback sistemde yer alir ve omurilikten gelen bilginin
diizenlenmesinden sorumludur (Basbaum, Bautista, Scherrer, & Julius, 2009).
PAG1n temel iglevi, hipotalamus, amigdala ve frontal lobun yer aldigi yuksek
beyin merkezlerinden alinan bilgilerin ve ayni zamanda dorsal kokten aldigi
nosiseptif girdilerin entegrasyonunu saglamaktir. Dolayisiyla PAG madde,
omuriligin dorsal kékiinde nosiseptif bilginin diizenlenmesinden sorumlu énemli
bir merkezdir. Endojen opioid ve kanabinoid sistem ve 5-hidroksitriptamin (5-HT)
ve noradrenalin (NA) gibi diger nérotransmiterler PAG/RVM yolaginda yogun bir
sekilde eksprese edilir (Yam et al., 2018).



2.1.2 Agri tipleri
2.1.2.1 Nosisepsiyon

Nosiseptif agri, gercek doku hasarina veya potansiyel olarak dokuya zarar
veren uyarilara ikincil olan noral yolaklardaki aktiviteden kaynaklanir
(Nicholson, 2006). Nosisepsiyon, noksiyoz bir uyarana karsi refleks geri cekilmeye
neden olarak olusabilecek hasara karsi korunma saglar (Latremoliere & Woollf,
2009). Agr1 nosisepsiyon basligi altinda bir algilama olayidir (Yegil, 1993).
Latincede Noci zarar veya hasarlanma anlamina gelir. Travmatik veya noksiyoz
uyarana karsi verilen noéral bir cevaptir. Tim nosiseptér uyarilar agri
olustururken, her agr1 nosisepsiyon kaynakli olmayabilir (Dubin & Patapoutian,

2010).

Periferik nosiseptorler viicuttaki dokular ve organlarda sonlanan, zararh
uyaranlara cevap olusturmak amaciyla yerlesmis serbest sinir uclaridir. Diger
reseptorlerin aksine periferik nosiseptorler sicaklik, mekanik ve kimyasal uyari
gibi ¢ok c¢esitli uyaranlara cevap vermek Tlizere oOzellesmislerdir (Beck,
Handwerker, & Zimmermann, 1974; Bessou & Perl, 1969; Van Hees & Gybels,
1981).

Vicudun bircok noktasinda agri duyusunu algilayan nosiseptorler de
bulunur. Kutanoéz sinirlerdeki afferent liflerin yaklagik %901 nosiseptiftir. Bu
lifler AB, AS ve C lifleri olarak adlandirilir. C lifleri en bliyik grubu olusturur;
yaklasik % 90'1 kutanéz sinirlerde bulunur. AB lifleri, ayirt edici dokunma, titresim
ve propriyosepsiyon i¢in 6zellesmis mekanoreseptorleri olusturur. Ad ve C lifleri,
mekanik, kimyasal veya termal (genellikle >45°) noksiyoz uyaranlara yanit verir.
Serbest sinir sonlanmalarindan gelen afferent sinir lifleri miyelinli veya miyelinsiz
olabilmektedir. Duyusal noéronlarin akson caplari, agrinin iletim hizi ve ayrica
noronlarin miyelinli olup olmadiklar: ile dogrudan iligkilidir. Periferik sinirler
ayni zamanda sempatik sinir sistemine bilgi tasiyan eferent liflerden de
olusmaktadir. Nosiseptorlerden gelen sinyaller motor ve sempatik reflekslere
dontistirilmek tizere omurilige iletilir. Bu sinyaller ayrica, agri1 ile ilgili
sinyallerin, agrimin tanimlanmasindan ve lokalizasyonundan sorumlu beyin

korteksine iletilerek beyinde de iglenir. Nosiseptor noronlarin hiicre govdeleri
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dorsal kék gangliyonlarda bulunur. Periferik ve santral dallara ayrilir. Periferik
bir sinirin dagilimim her bir nosiseptif DRG hiicresinin periferik dal takip eder.

Nosiseptorlerin terminal uclari hedef organi inerve eder. Santral dal omurilige

baglanir ve duyusal bilgiyl SSS’ye iletir (Bingham, Ajit, Blake, & Samad, 2009).
2.1.2.2 Noropatik agri

Noropatik agri, IASP tarafindan “sinir sistemindeki primer bir lezyon ya da
disfonksiyon sonucu ortaya c¢ikan agri” olarak tamimlanmigtir (Finnerup et al.,
2016). Ancak bu tanmim 2008 yilinda bir calisma grubu tarafindan yeniden
diizenlenmis ve noropatik agrinin yeni tanimi “somatosensoriyel sistemi etkileyen
bir lezyon ya da hastaligin direkt sonucu olarak ortaya cikan agri” seklinde
degistirilmistir (Treede et al., 2008). Bu tanim 2011 yilinda IASP tarafindan

onaylanmistir (Jensen et al., 2011).

Noropatik agriy1 saghikhh primer aferentlerin tepkisiyle olusan ve gelen
tehlikeyi bildirerek organizmay1 koruyan nosiseptif agridan ayiran en belirgin
ozelligi stirekli bir nosiseptif uyaran olmamasidir (Nicholson, 2000). Sorun normal
bir fonksiyonun bozulmasindan kaynaklanir: diyabet, immiin yetersizlikler,
kemoterapi, inflammatuvar strecler, malign, travmatik ya da iskemik durumlar
gibi periferik ve santral nedenlerden kaynaklanabilir (Yucel & Cimen, 2005).
Noropatik agr1 uyarandan bagimsiz ortaya cikabildigi gibi duyarlihgin artmasi
sonucu ya da duyu noéronlarindan degisiklikler sonucu meydana gelebilir

(Campbell & Meyer, 2006).

Noropatik agri, insanlarda spontan agri, allodini (agrili olmayan uyarana
kars1 verilen cevap) ve kausalji (spontan agrinin yakici nitelik kazanmas) ile
karakterizedir. Spontan agri, siklikla disestezi ve parestezi ile iligkili “igne
batmas1 seklinde”, yanici, keskin ve paroksismal agri1 (elektrik carpmasi gibi) ile
karakterizedir (Attal & Bouhassira, 2004). Bu agr1 algis1 sadece hastanin duyu
sistemini degil ayn1 zamanda sagligini, ruh halini, odaklanmasini ve diisinme

yetenegini de etkiler.

Noropatik agri fizyopatolojik mekanizmalar1 periferik ve santral olarak
ikiye ayrilabilir. Periferik mekanizmalar arasinda ektopik desarj, primer aferent

nosiseptorlerde sensitizasyon, sinir lifleri arasi anormal iletisim, artmg
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katekolamin duyarliligi yer alir. Mekanizmaalar primer aferent noéronlardaki
farkliliklara bagli olarak gorilir. Santral mekanizmalar ise sensoriyel yolaklarin
Iritasyonunu, sempatik sinir sistemi iritasyonunu, hipotalamik degisiklikleri,
1inhibitor inici mekanizmalarin kaybini, alternatif ¢cikici yolaklarin aktivasyonunu

kapsar (Woolf & Mannion, 1999; Zimmermann, 2001).
2.1.2.3 Noropatik agri semptomlart ve klinik 6zellikleri

Dolayisiyla néropatik agr1 hem negatif (duyu kaybi, uyusma) hem de pozitif
semptomlarla (paresteziler, spontan agri, agriya karsi asiri duyarlilik) ifade

edilebilir (Zilliox, 2017).

Baslica noropatik agri semptomlari ve ilgili tanimlar: (Yucel & Cimen, 2005)

Allodini: Allodini, hafif bir dokunma gibi normalde agriy:1 tetiklemeyen bir
uyarmin agri yanitina neden olmasidir (Colloca et al., 2017). Mekanik alg1 ve

nosisepsiyonda rol oynayan hiicreler ayn1 zamanda allodiniden de sorumludur.

Hiperaljezi: Hiperaljezi, termal veya mekanik uyarinin neden oldugu agriya
(primer hiperaljezi) karsi duyarlilik ya da agr1 esiginin diismesi olarak
adlandirilabilir. Bu durum hasar bolgesinde daha fazla agrinin algilanmasina yol
acar (R. Lu et al., 2015). Sitokinler ve kemokinler, travma yerinde ve etrafinda
hasarlanan bélgeden daha genis bir alanda bulunan kimyasal reseptorlere dagilir.

Prostaglandinler, nosiseptorlerin duyarlilasmasini saglar.

Hem hiperaljezi hem de allodini, omuriligin dorsal kékiindeki COX sinyal
yolaginin aktivasyonu sonucu dokudan prostaglandin E2min (PGEZ2)

saliverilmesiyle meydana gelir (Boyce-Rustay, Honore, & Jarvis, 2010).

Hiperpati: Tekrarlanan uyaranlara karsi agri esiginin diismesl sonucu

verilen cevabin artmasi

Parestezi: Ektopik desarj sonucu meydana gelen, agrili bir uyari olmasa da

karincalanma benzeri nahos his

Dizestezi: Santral sensitizasyon sonucu meydana gelen, igne batmasi ya da

yanma gibi algilanan his
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Hipostezi veya Hiperestezi: Zararsiz bir uyarana karsi viicudun artan ya da

azalan gekilde duyarlilik géstermesi
Periferik sensitizasyon

Nosiseptorler mekanik ve termal aktivasyon esikleri distiigiinde ve
membran eksitabiliteleri arttiginda dolayisiyla asir1 uyarilabilir hale geldiginde
meydana gelir. Asir1 aktif nosiseptorler omuriligin dorsal kokiinde sinaptik
plastisiteyi ya da santral sensitizasyonu tetikler. Primer aferentlerin
sensitizasyonu doku hasari, inflamasyonu ya da direkt aktivasyonu sonrasinda
meydana gelebilir. Bu olay, noéronlardan, kan damarlarindan ve immin
hiicrelerden bradikinin, prostaglandin, 5-hidroksitriptamin (5HT), nitrik oksit
(NO), asetilkolin, adenosin-5'trifosfat (ATP) gibi kimyasallarin ve inflamatuvar
mediyatorlerin saliverilmesi ile sonuclanir (Kress & Reeh, 1996). Bu maddeler
primer aferent noéronlar1 ya direkt (Kress & Reeh, 1996) ya da inflamatuvar
hiicreler (makrofajlar, mast hicreleri, fibroblastlar) aracili IL-18, TNFa gibi
sitokinlerin saliverilmesine neden olup indirekt etkileyerek agri1 ve duyarliliga
neden olurlar (Bianchi, Dib, & Panerai, 1998). IL-18 c¢ok cesitli yollarla primer
aferent duyarlilagsmasina neden olur. Bu mekanizmalar arasinda prostaglandin
E2nin (PGE2) saliverilmesi (Dayer, de Rochemonteix, Burrus, Demczuk, &
Dinarello, 1986), sinir biiyime faktorinin (NGF) indiikklenmesi (Yoshida & Gage,
1992) ve néronlardaki P maddesinin upregiilasyonu yer alir (Jonakait, Schotland,
& Hart, 1990). Inflamatuvar cevabin bir kism1 hasarlanmis hiicrelerin hiicre ici
iceriklerinin saliverilmesiyle de aktif hale gelebilir ve primer aferentleri uyaran
histamin, 5-hidroksitriptamin (Leon et al., 1994) ve sitokinler gibi c¢esitli

inflamatuvar mediyatorler saliverilir.

Boylece santral aferent sinir uglarindan biyik oranda glutamat ve P
maddesi saliverilmesine neden olan direkt ve indirekt mekanizmalar
hipereksitabilite, aktivasyon i¢in gereken esigin azalmasi, diisiik esikli uyarandan
gelen inputlar ve spontan ateslemede artislar ile sonuglanir (Woolf, 1983, 1991; X.
J. Xu, Dalsgaard, & Wiesenfeld-Hallin, 1992). Ek olarak daha énceden pasif olan
sessiz nosiseptorler de aktif hale gelir (Coggeshall, Hong, Langford, Schaible, &
Schmidt, 1983; Schaible & Schmidt, 1988).
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Santral sensitizasyon

Santral sensitizasyon, doku hasari1 ya da periferik inflamasyon sonucunda
strekli nosiseptor aferent girdisiyle uyarilir. Sensoriyel iletimin post-sinaptik
potensiyalizasyonu ve/veya biitlin nérotransmitterlerin saliverilmesine neden olan
NMDA reseptorlerinin (Mayer, Mao, Holt, & Price, 1999), dinorfin (Vanderah,
Ossipov, Lai, Malan, & Porreca, 2001), AMPA/kainat reseptorlerinin (Kest,
McLemore, Kao, & Inturrisi, 1997), CGRPnin (Powell et al., 2000),
siklooksijenazin (Powell et al., 1999) modilasyonu gibi bir¢cok mekanizma sonucu

ortaya cikabilir.

Sonug olarak digsiik yogunluga sahip normal sartlar altinda zararsiz bir
uyarinin agri algisimi baslattiglr hipersensitivite durumu ortaya c¢ikar. Bu
mekanizma, iyilesme gergeklesirken hasarlanan viicut parcalarin1 daha fazla
yaralanmadan koruma amacina sahiptir (Woolf, 1991). Kalic1 nosiseptif girdiler
ardindan c¢esitli fizyolojik degisiklikler meydana gelir. Bunlar dorsal kokteki
noronlarin aktivasyon egiginde azalma; dorsal kokteki noronlarin gevreye karsi
duyarlilhiginda artis ve dorsal kokteki noronlarin c¢evresel alici alaninin

geniglemesi olarak soylenebilir (Woolf, 1991).

Kronik agr1 durumlarinda primer aferentlerde ya da dorsal kokte plastik
degigiklikler meydana gelmesi santral sensitizasyonda artisa neden olur. Bu
durum dorsal kokteki néronlarda uyarilabilirligi artirarak disiik-yogunluklu
stimiillasyonlarina yol acar (Neumann, Doubell, Leslie, & Woolf, 1996). Blyiik,
miyelinli afferent lifler de normal olarak sonlandiklari dorsal kokiin derin
diizeylerinden koken alarak C liflerinin sonlandigi lamina II'de sonlanarak
davranisi degistirir (Baba, Doubell, & Woolf, 1999; Koerber, Mirnics, Brown, &
Mendell, 1994; Woolf, 1991).

Yukarida belirtilen biitin fizyolojik degisiklikler sonucunda normal sartlar
altinda zararlh olmayan bir uyaran hipersensitiviteye neden olarak agri algisini

baslatabilir.
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2.1.2.4 Noropatik agrt nedenleri

Sinir hasar1 tipine gore noropatik agri sendromlar: farklilik gosterir.
Néropatik agr1 etiyolojileri oldukca farkli tipte olabilir. Infeksiyonlar, travma,
metabolik bozukluklar, kemoterapi, cerrahi islem, radyasyon, nérotoksinler, sinir
sikigsmasi, inflamasyon da noropatik agr1 semptomlarina neden olabilir. Agsagidaki
tabloda sadece periferik ve santral noropatik agr1 sendromlar:1 gosterilmektedir

(Dworkin, 2002).

Tablo 2. 2 Noropatik agr1 sendromlar:

Periferik noropatik agri Santral noropatik agri
sendromlari sendromlari
Kemoterapiye bagli néropati Santral poststrok agri
Kompleks rejyonel agri sendromu Multipl skleroz agrisi
HIV duyusal néropatisi Parkinson hastaliginda goriilen agri
Tumor infiltrasyonuna sekonder Omurilik zedelenmelerine bagh
gelisen noropati gelisen agr1

Agrili diyabetik noropati
Postherpetik noralji
Postmastektomi agrisi

Trigeminal noralji

2.2 Kemoterapiye Bagl Gelisen Periferik Noropati

Noropatik agri, sinir sisteminde (periferik ya da santral) somatosensoriyel
sistemi etkileyen bir hasar, hastalik ya da disfonksiyon sonucu goériilen kronik agri
olarak tanimlanabilir (Baron, Binder, & Wasner, 2010). Periferik noéropati
mekanik travma, metabolik hastaliklar, norotoksik ajanlar ve infeksiyonlarin
neden oldugu PSS hasarindan kaynaklamr (Costigan, Scholz, & Woolf, 2009).

Genellikle distal ekstremitelerde uyusma ve/veya termal ya da mekanik uyariya
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kars1 asir1 hassasiyet ile agiga ¢ikar. Birgok antineoplastik ajanin da neden oldugu
yaygin bir yan etkidir. CIS ve oksaliplatinin dahil oldugu platin-tiirevi ajanlar,
taksan (paklitaksel ve dosetaksel), vinka alkoloidleri (6zellikle vinkristin ve
vinblastin), epotilonlar ve eribulin gibi mikrotibilleri hedefleyen ajanlar,
proteazom inhibitorleri (bortezomib) ve imminmodilator ilaglari (talidomid)
kullanan hastalarda PN gorildigi yapilan calismalarda belirtilmistir (Seretny et
al., 2014).

CIS tedavisinde duyusal noropatinin gelistigi ve 6zellikle biiylik dorsal kok
gangliyonlarinda bulunan hiicre govdelerinde biuyik ve uzun miyelinli sinir
liflerinin kaybiyla karakterize duyusal néropati gelistigi yapilan calismalarda
gosterilmistir (Krarup-Hansen, Helweg-Larsen, Schmalbruch, Rorth, & Krarup,
2007; Podratz et al., 2011).

2.2.1 Sisplatin

Sisplatin (cis-dichlorodiammineplatinum II) ilk olarak 1844 yilinda Peyrone
tarafindan sentez edilmis olup “Peyrone tuzu” olarak bilinmekteydi. Kimyasal
yapis1 ise 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan aydinlatilmistir. 1960’1arin
basinda Rosenberg’in laboratuvarinda kullandig: platin elektrotlarla uyguladig:
elektrik akiminin E.coli bakterilerini éldirdiigini, elektrik akimini kapattiktan
sonra 1se yasayan bakterilerin boyunun uzadigini yani bolinemediklerini
farketmistir (Rosenberg, Van Camp, Grimley, & Thomson, 1967). Bunun da
elektrolit olarak kullandigi amonyum Kkloriir soliisyonunun platin elektrodlarla
reaksiyona girmesi sonucu acgiga c¢ikan diklorodiaminplatin bilesiginden
kaynaklandigini bulmustur. Daha sonrasinda farelerdeki timoér hicreler:
tuzerinde CIS etkilerini arastirdiginda bazi kanser tiirlerine kars1 oldukca etkili
oldugunu kesfetmistir (Dasari & Tchounwou, 2014). CIS testis, ileri over ve
mesane kanserlerinde kullanilmak tizere FDA tarafindan 1978 yilinda onaylanmisg
i1lk platin bilesigidir (Kelland, 2007). 1960larda sitotoksik ozellikleri
kegfedilmesiyle beraber CIS 1970’lerden itibaren kii¢iik hiicreli akciger, over,
testis, bas-boyun ve endometriyum gibi birgok solid tiimériin tedavisinde en gok

kullanilan ve en etkili tedavi ajanlarindan biridir (Dasari & Tchounwou, 2014).
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2.2.2 Kimyasal yapist

CIS'in kimyasal yapis1 diger butin tipik organik antikanser ajanlarin
kimyasal yapisindan farklidir. CIS kare planar geometriye sahip bir metal (platin)
koordinasyon bilesigidir (Sekil 2.2). Cift yuklid platin iyonunun 4 ligandla
birlesmesinden olusur: solda platin iyonuyla giiclii etkilesim olusturan amin
ligandlari, sagda ise platin iyonunun DNA bazlariyla bag kurmasinmi saglayacak
klorir ligandlar: yer alir (Sekil 2.2) (Goodsell, 2006). Oda sicakliginda beyaz ya da
koyu sari-turuncu kristal toz formundadir. Normal sicaklik ve basin¢ta stabildir
ancak zaman ic¢inde trans izomerine donusebilir. Molekil agirligr 301.1 gm/mol,
ozgil agirhigr 3.74 g/em3 ve erime noktas1 270°C’dir (Dasari & Tchounwou, 2014).

Yarilanma omri 35,5°C’de 1.05 saattir.

2,
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Sekil 2. 2 CIS1n kimyasal yapisi

2.2.3 Antikanser etki mekanizmasi

CIS esas olarak pasif diftizyonla hiicre i¢ine tasinir. CIS’in hiicre igine
tasiyan baska mekanizmalar da vardir. Bunlar CTR1 ve CTR2 bakir tasiyici
proteinlerdir (Eljack et al., 2014). Organik katyon tasiyicilar1 (OCT1 ve OCT2) ve
organik anyon tasiyicilari da CIS'in hiicre icine girmesini saglayan diger
kanallardir (Sekil 2.3). Insan hiicrelerine girdikten sonra CTR1’in hizla
parcalanmasina neden oldugu dolayisiyla hiicre icine giren CIS miktarinda
azalmaya sebep olmasi CIS direncinde primer roli oynamaktadir (Holzer,

Manorek, & Howell, 2006).
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Sekil 2. 3 Platin ajanlarin hiicre igine giris yollar1 (azalan hiicre igi klorir
konsantrasyonuna baglh pasif difiizyon ve bakir tasiyicilar CTR1 ve CTR2nin ve
organik katyon tasiyicilarin Ctrl ve Ctr2’nin dahil oldugu tasiyic1 aracili hiicre
i¢ine giris yollari, hiicre disina ¢ikmasinda ise etkili olan P-tipi ATPazlar ATP7A
ve ATP7B tasiyicilar: (Riddell, 2018).

CIS hiicre i¢ine girdiginde hizla aktive olur. Sitoplazmada kloriir atomlari
su molekilleriyle yer degistirir. Bu hidrolize irtin herhangi bir niikleik asitteki
nitrojen donoér atomlarla ve proteinlerdeki sulfhidril gruplar1 gibi herhangi bir
niklofil molekiille reaksiyona girebilecek gii¢lii bir elektrofil molekildir. CIS
kanser hiicrelerinde piirin rezidiilerinin reaktif N7 merkezine baglamir, DNA
sarmalinda eklentiler olusturur, DNA hasarina neden olarak hiicre béliinmesini
durdurur ve apoptotik hiicre 6liimiine yol acar (Dasari & Tchounwou, 2014).
Cunkiit DNA'nin ¢ift sarmal yapisinda degisikliklere neden olarak DNA’nin

replikasyon, hiicre dongiisii ve tamir mekanizmalarini inhibe eder.

Platin tiirevi ajanlar niikkleer DNA’da oldugu gibi mitokondriyal DNA’da da
eklentiler olusturur. Mitokondriyal DNAnin replikasyon ve transkripsiyon
mekanizmalarinda bozulmalara aym1 zamanda da mirokondri iginde morfolojik
degisikliklere neden olur. Mitokondride meydana gelen morfolojik anormallikler
mitokondriyal disfonksiyona yol acar (Jiang, Guo, Vasko, & Kelley, 2008).
Mitokondriyal diizeyde tamir mekanizmasinin calismamasi sebebiyle DNA
lezyonlarinda birikim meydana gelir. Sonug¢ olarak primer aferent duyu
noronlarinda dejenerasyonla beraber enerji eksikligi meydana gelir bunun da

sonucunda kronik PN indiiklenmis olur (Bennett, Doyle, & Salvemini, 2014; Xiao
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& Bennett, 2012). PSS’de mitokondrilerin %951 aksonlarda lokalizedir.
Dolayisiyla mitokondriyal disfonksiyon meydana geldiginde enerji gereken
aksonal tasimada aksakliklar ortaya cikar (Carozzi, Canta, & Chiorazzi, 2015).
Mitokondriyal fonksiyondaki bu degisikliklerin “coasting fenomeni” i¢in altyapiyi
olusturdugu distnilmektedir (Windebank & Grisold, 2008). Platin ilaclara bagh
gelisen mitotoksisite genellikle néronal hasardan sorumlu reaktif oksijen
bilesiklerinde (ROS) artisa neden olur (Areti, Yerra, Naidu, & Kumar, 2014).
Oksidatif stres kogullarinda ROS artigi da hiicresel protein, lipid, DNA’ya bagh
hiicre hasari ve mitokondriyal disfonksiyona neden olan bir diger faktordir
(Dasari & Tchounwou, 2014; Masuda, Tanaka, & Takahama, 1994). CIS tedavisi
sonrasi ROS’un agir1 tretilmesi ektrinsik ve intrinsik hiicre 6liim yolaklarini
aktive ettigi ve dolayisiyla otofaji yoluyla hiicre o6liimiine yol ac¢tigr birgok
calismada gosterilmistir (Dasari & Tchounwou, 2014; Ozben, 2007; Shrivastava,
Kuzontkoski, Groopman, & Prasad, 2011).

Oksidatif dengenin bozulmasinin agrinin baslamasiyla baglantili oldugu
bilinmektedir. Diugiik kloriir konsantrasyonuna sahip bir ortamda CIS
molekiilindeki kloriir iyonlarinin su ile yer degistirmesi sonucu ac¢iga ¢ikan bu
kompleks yapinin ROS diizeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir (M. Hara
et al., 2001; Iseri, Ercan, Gedik, Yuksel, & Alican, 2007). CIS’1n in vitro ve in vivo
uygulanmasiyla ROS diizeylerinde artisa neden oldugu ve bunun sonucunda lipid
peroksidasyonda artis, katalaz aktivitelerinde ve glutatyon peroksidazda azalma,
kaspaz 3/7nin asir1 aktivasyonu, apoptoz ve DNA fragmentasyonu goruldigi
bilinmektedir (Carozzi, Marmiroli, & Cavaletti, 2010; Pan et al., 2009). Melli ve
arkadaslar1 yaptiklar:1 in vitro ¢calismada CIS toksisitesine maruz kalan DRG
noronlarinda mitokondriyal fonksiyonda azalma, membran potansiyelinin kaybi

ve mitokondrilerde yapisal degisiklikler gozlemlemislerdir (Melli et al., 2008).

CIS dusik kloriir iyon konsantrasyonlarinda yiikli reaktif bilesiklere
hidrolize olur. Bu hidrolize formlar normal CIS’a gére 1000 kat daha reaktiftir ve
mitokondriyal respirasyonunu inhibe eder. Bunun sonucunda mitokondriden
kalsiyum efluksu meydana gelir ve hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinde ani bir artig

olur. Boylece normal kalsiyum homeostazi ve normal hiicre fonksiyonlar:
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bozulmaya baglar. Mitokondriyal glutatyon mitokondriyal gegirgenligin ve enzim
aktivitelerinin diizenlenmesinde 6nemli bir diger molekiildir. DNA hasari1 CIS'in
timor hicreler: 6lime gotiren primer mekanizmadir ancak ayni zamanda
boliinen diger saglikli hiicrelere kars1 da toksik olmasi1 CIS kullaniminda 6nemli

bir tehdit olusturmaktadir.

2.2.4 Genel toksik etkileri

Platin bilegikleri metal iyonlar: igceren bilesiklerdir ve proteinler, niikleik
asitler ve diger hiicresel molekiiller i¢cin baglanma noktalar1 olustururlar. Bu
ozellikleri etkilerinin énemli bir kismindan sorumlu oldugu gibi ayn1 zamanda

toksisiteleri acisindan da 6nem tasir.

CIS tedavisi birgok toksik yan etkileri de beraberinde getirir: Nefrotoksisite
(de Jongh et al.,, 2003), hepatotoksisite ve kardiyotoksisite (Al-Majed, 2007),
ototoksisite, gastrotoksisite, miyeloslipresyon, alerjik reaksiyonlar ve baz
uremeyle ilgili toksik etkileri gésterilmistir (Hartmann et al., 2000; Hartmann &

Lipp, 2003).

CIS’a bagl toksisitenin, o6zellikle nefrotoksisitenin, azalan hicre igi
glutatyon konsantrasyonuyla iligkili oldugu bunun sonucunda da agiga ¢gitkan ROS
ve dolayisiyla oksidatif stresin membran biitiinliigiinde ciddi hasarlar olusturdugu
gosterilmistir (Aggarwal, 1998). CIS'in neden oldugu kalsiyum homeostazindaki
bozulma, lipid peroksidasyon ve enzim inhibisyonu gibi primer olaylari baslatir.
Bu olaylar mitokondriyal hasar, mitokondri fonksiyonunun inhibisyonu ve enerji
diizeylerinin ve kofaktorlerin de azalmasiyla hiicrelerdeki hasara katkida

bulunur. Boylece apoptoz ve doku nekrozlar1 agiga ¢ikar.

Nefrotoksisite bobreklerde ciddi hasar olusturur ancak intravenéz oOn-
hidrasyonla ve hastalarda ditiretiklerin kullanilmasiyla bu toksik etki minimize
edilebilir (Rabik & Dolan, 2007). Antiemetik ilaglar da bulant1 ve kusmada
etkilidir. Ototoksisite ise siki takip gerektirir (McWhinney, Goldberg, & McLeod,
2009). Tiyol grubu iceren antioksidanlarla yapilan on-tedavi ototoksisite igin

onemli bir tedavi segenegi olarak one stirilmektedir (McWhinney et al., 2009).
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Periferik norotoksisite ise CIS tedavisinde en yaygin goériilen, dozunu
sinirlayan ve hala etkin tedavisi bulunamamis bir yan etki olarak onemini

korumaktadir.

2.2.5 Sisplatine Bagli Gelisen Periferik Noropati

Sisplatin kan-beyin bariyerini hemen hemen hig¢ gecemese de PSS’ye yliksek
oranda afinite gosterir (Quasthoff & Hartung, 2002). PSSnin yapisal ve
fonksiyonel bazi 6zellikleri de, CIS'in da dahil oldugu kemoterapi ilaglarinin ve
bazi nérotoksinlerin birikmesi agisindan risk olusturmaktadir. Literatiirde PSS’de
etkin bir vaskiiler bariyerin olmamasi ve endonoéronal alandaki lenfatiklerin
toksinleri uzaklastirmada yetersiz kalmasi gibi nedenlerle, PSSnin toksik
kimyasallara kars1 daha fazla risk altinda oldugu belirtilmektedir (Areti et al.,
2014; Avan et al., 2015). Lenfatik sistemin olmamasi ve serebrospinal sivinin
periferik sinirlerin etrafinda olmasi zararli maddelerin sinir dokusu etrafinda

birikimine neden olur ve bu da noropatik hasarin daha da artmasina neden olur

(Sekil 2.4) (Areti et al., 2014).
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Sekil 2. 4 PSS'nin kemoterapotik ajanlara ve oksidatif strese kars1 duyarh
olmasinin sebepleri (Areti et al., 2014).
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CIS efikasitesine ragmen hastalarin yagsam kalitesini etkileyen, kullanilan
dozu sinirlandiran ve etkili tedavi rejiminin degistirilmesine neden olan en énemli
yan etkisi, 6zellikle duyu néronlarinda aksonal PN’ye neden olmasidir (Starobova
& Vetter, 2017). Bu yan etki zaman ve doza bagl sekilde ortaya cikar. PN
kemoterapi tedavisi goren hastalarin hayat kalitelerini oldukg¢a etkilemektedir.
Baglhica semptomlar olarak duyu kayiplari, agrili paresteziler, giigstlizlik,
tremorlar, “corap eldiven tarzi” uyusmalar, 1siya duyarlilik ve hiperaljezi gorilir
(Amptoulach & Tsavaris, 2011). Semptomlar 1lk doz sonrasi ya da tedavi sonunda
baslayabilecegi gibi tedavi kesildikten haftalar hatta aylar sonra baglayabilir. Bu
durum c¢ogunlukla platin bilesikleriyle gorilen “coasting fenomeni” olarak
adlandirilir (Starobova & Vetter, 2017). Yiksek kiimiilatif dozlar ve uzun sireli

CIS tedavisi kronik ve geri-doniissiiz PN’ye neden olabilir (Gregg et al., 1992).

CIS1in neden oldugu PN’nin ilk ortaya c¢ikis1 her hastada faklidir, baz
hastalar ilk dozdan sonra semptomlar: gordiigiini belirtirken bazilar: 12 siklus
tedaviyil aldiktan sonra yasadiklarinmi belirtmiglerdir (Cersosimo, 1989; van der
Hoop, van der Burg, ten Bokkel Huinink, van Houwelingen, & Neijt, 1990). PN
sisplatin tedavisi goren hastalarda 350 mg/m? tlizerindeki dozlarda gelismeye
baglar ve 500-600 mg/m2 kimiilatif dozlara gikildiginda ise CIS’a baglhh PN
hastalarin %92’sinde ortaya cikar (Krarup-Hansen et al., 2007). CIS’a bagh
noropatik semptomlarin klinik insidansi %49 ile %100 arasinda degisirken, 12
aylik tedavi altindaki hastalarin %5-%20’sinde kronik sisplatine bagli PN gelistigi
gosterilmistir (Mollman, Glover, Hogan, & Furman, 1988; S. B. Park et al., 2013).
Kemoterapi tedavisinde total kimitlatif sisplatin dozu 225-500 mg/m?2 alan
hastalarin yaklasik %60’ 1nda periferik sinir hasari (Argyriou, Bruna, Marmiroli,
& Cavaletti, 2012) ve %10’'unda ise norotoksisite gorilmektedir (Sutton et al.,
2000). CIS’a bagli PN siddeti ve kronik seyri yiiksek kiimulatif dozlar ve sisplatine
uzun sire maruziyetle artis gostermektedir (Gregg et al., 1992). Sisplatin 500-600
mg/m2 kumilatif dozlarina wulasildiginda hastalarda goériillen norotoksik
semptomlar karincalanma, uyusma, mekanik ve termal hiperaljezidir (Starobova
& Vetter, 2017). Deney hayvanlarinda ise sisplatinin mekanik ve soguk allodiniye

neden oldugu da gosterilmistir (Deng et al., 2012).
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CIS’a baglhh meydana gelen PN en ¢ok alt ve list ekstremiteleri etkiler, karma
tipte (mixed-type) vibrasyon duyusu kaybi, paresteziler, glicstizliik ve tremorlarin
goriuldiigii hem duyusal hem de motor etkilere neden olur (Amptoulach & Tsavaris,
2011; LoMonaco et al., 1992). Azalan vibrasyon duyarliligi ve parestezileri olan
hastalarda yapilan motor sinir iletim hizi Ol¢gimleri sural sinir cevabinin
olmadigin1 gostermektedir (Thompson, Davis, Kornfeld, Hilgers, & Standefer,
1984). Bununla beraber yiliksek CIS dozlarinda duyusal sinir aksiyon
potansiyellerinde azalma ve bliyik miyelinli liflerin kaybini ortaya koymaktadir
(Krarup-Hansen et al., 2007). Oncelikle duyusal lifler etkilenirken, ilk olarak duyu
noronunun tamaminin mi yoksa duyu aksonunun distal kisminin mi patolojik
stirece dahil oldugu kesin degildir. Hastalarin ¢ogunda CIS tedavisine bagh
meydana gelen “eldiven-corap tarzi” dagilim gosteren duyusal semptomlar ilk 6nce
alt ekstremitelerin distal kisimlarina daha sonra list ekstremitelere lokalize olur.
Dolayisiyla bu PN'nin uzunluga bagli uctan geriye dogru (dying-back) gelisen
noropati sendromuyla tutarlihk goésterdigi ve duyu noéronlarinin distal
dejenerasyonu sonucu meydana geldigi iddia edilmigtir (Gastaut & Pellissier,
1985; Hansen, Helweg-Larsen, & Trojaborg, 1989). Bu durum oénemlidir ¢inki
distal aksonal dejenerasyon tedavinin kesilmesiyle geri-dondirilebilir sekilde
1yilesirken, duyu noéronunun hiicre govdesinde meydana gelen bir dejenerasyon
geri-donugsiiz aksonal kayiplara neden olacagi 6ne suriilmistir (Hansen et al.,

1989).

Sican embriyosundan elde edilen DRG kiiltiirlerinde de CIS norotoksisitesi
uzerine calismalar yapilmigstir (Windebank, Smith, & Russell, 1994). CIS insanda
toksik oldugu bilinen konsantrasyonlara benzer miktarda uygulandiginda doz-
bagimli olarak aksonal bliytimeyi inhibe ettigi bilinmektedir. CIS biiyiik ve kii¢ciik
noronlarin spinal kék gangliyon hiicrelerinin ¢ekirdekgiklerinde anormalliklere
neden olur (Tomiwa, Nolan, & Cavanagh, 1986). CIS’a bagh gelisen PN gangliyon
hiicre govdelerinde niikleer ve niikleolar degisikliklerden kaynaklandig hipotezi
sicanlarda dogrulanmistir (Cavaletti et al., 1992). Kronik sisplatin uygulamasi
spinal gangliyonlar ve periferik sinirlerde hiicre boyutunda azalmaya neden olur.
Ayn1 zamanda siyatik ve peroneal sinirlerde aksonopati &zellikleri gosteren

degigiklikler gorilebilir (Cavaletti et al., 1992). Bu degisiklikler sicanlarda
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gosterildigi gibi farelerde de dogrulanmastir (Carozzi, Canta, et al., 2010). Sisplatin
spesifik olarak DRG’lerde biiyiik ve orta boyuttaki néronlarin sayisinda belirgin
derecede azalmaya neden olur ve bu durum farelerde servikal DRG’lerdeki belirgin
noropeptid kaybiyla iligkili noéronal atrofiyi gosterdigi de one strilmustir

(Schmidt, Unger, Bartke, & Reiter, 1995).

Sisplatinin de dahil oldugu platin-tiirevi ajanlarin neden oldugu PN'nin
altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Ancak antikanser etki
mekanizmalarinin norotoksik etkilerinden de sorumlu oldugu distniilmektedir

(Sekil 2.5) (Zajaczkowska et al., 2019).

Periferik ndronlarda

- S . hipereksitabilite
: R . Proinflamatuvar sitokinlerin P
Immiin hiicrelerin - X - . R

. —» saliverilmesi ve dizeylerinde artig
aktivasyonu -

S - [interl@kinler ve kemakinler] i ~— Néroinflamasyon
e 7!

. T Nasiseptdrlerin
./’/ R v sensitizasyonu
Mikroglia ve astrositlerin
Kan-beyin bariyerinde hasar

aktivasyonu —
o« meydana gelmesi
./ - = Enzim, protein ve i Periferik sinirlerde
7 7 g " lipidlerde hasar apoptotik degigiklikler
Fy _.---""J...
. . Mitokondriyal DNA . . Kaspaz )
SISplatln transkripsiyonun ROS saliverilmesi > aktivasyonu e —
~ bazulmasi DRG hiicrelerinde
. ~ _w atrofive kayip Periferik néronlarin
" Sk — eksitahilitesinde
- Kalsiyum =
iyon kanallar: [Na+, K+, TRP) hnm‘;nmmda degisme
a.lmwtesmdg degisme boaulmic uz
\‘ b < Kalpain # Akson dejenerasyonu
Periferik ndronlarda aktirasyonu
hipereksitabilite

Sekil 2. 5 Platin-tiirevi ajanlarin neden oldugu PN’nin altinda yatan

mekanizmalarin 6zeti (Zajaczkowska et al., 2019).

2.2.5.1 Patofizyolojik mekanizmalar
Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stress

Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stresin sisplatine bagli gelisen
PN’de ana nedenler oldugu soylenebilir. CIS'1n néronal ve non-néronal hiicrelere
girmesiyle olusturdugu mitokondriyal DNA’daki eklentiler fizyolojik replikasyon
ve transkripsiyon mekanizmalarini bozar. Bunun sonucunda protein sentezinde

bozulma ve mitokondride respiratuvar zincirde bozulmalar meydana gelir (Canta,
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Pozzi, & Carozzi, 2015; Kober et al., 2018; Podratz et al., 2011). Mitokondride
fizyolojik fonksiyonlarda meydana gelen bozulma hiicresel metabolizmada
azalmaya, reaktif oksijen bilesikleri tiretiminde artisa ve oksidatif strese yol acar
(D1 Cesare Mannelli, Zanardelli, Failli, & Ghelardini, 2012; Joseph, Chen, Bogen,
& Levine, 2008). CIS1in kiiltiir edilmis Schwann hiicrelerinde de mitokondriyal
disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir (Imai et al.,, 2017). Hiicresel
metabolizmanin inhibisyonu, patolojik ve yiiksek diizeylerdeki hiicre i¢i reaktif
oksijen bilesikleri enzim, protein ve lipidlerde hasara neden olarak periferik
sinirlerin yapisal olarak degismesine de neden olur (Waseem, Kaushik, Tabassum,
& Parvez, 2018). CIS uygulanmis farelerde meydana gelen oksidatif stresin siyatik
sinirlerde apoptotik degisikliklere neden oldugu goézlenmistir (Sharawy, Rashed,
& Youakim, 2015).

Kemoterapotik ajanlarin duyu néronlarinda ve omurilikte hem ROS hem de
RNS tretimini arttirdiklar: gésterilmistir (Doyle et al., 2012; Jiang et al., 2008).
ROS ve RNS tarafindan meydana gelen nitrooksidatif stres nosiseptif duyu
noronlarinda duyarlhiligir artirir (Ferrari et al., 2011; Ridger et al., 1997).
Kemoterapotik ajanlara bagh ortaya ¢ikan ROS ve RNS noéronlar, destekleyici
satellit hiicreler ve inflamatuvar hiicreler tarafindan tretilirler (Hamanaka &
Chandel, 2010; D. Kim et al., 2010). ROS ve RNS hiicre icinde ise elektron
transport zinciri araciligiyla mitokondriden ve plazma membraninda bulunan
NADPH oksidazin artan aktivitesi sonucu acgiga cikar (H. J. Jang et al., 2008).
Nitrooksidatif stres DNA hasarina, sinir liflerinde demiyelinizasyona,
mitokondriyal hasar ve disfonksiyona, sinyal iletim yolaklarinda aktivasyona ve
apoptoz ile noronal hiicre O6limiine neden olarak duyu noéronlarin ve destek
hiicrelerin sagkalimi ve fonksiyonlar:i acisindan risk olusturur (Sekil 2.6)

(Hamailton et al., 2013; Janes et al., 2013; Russell et al., 2002).
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Sekil 2. 6 Kemoterapiye bagli gelisen PN’de nitro-oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon ve apoptoz arasindaki iliski (ATP: adenozin trifosfat, ETC:
elektronik tagiyict kanal, mtDNA: mitokondriyal DNA, mPTP: mitokondriyal
permeabiliye gecis gézenegi, ROS/NOS: reaktif oksijen bilesikleri/reaktif nitrojen
bilesikleri)(Carrasco, Naziroglu, Rodriguez, & Pariente, 2018).

Onemli bir serbest radikal olan NO, CIS toksisitesinde 6nemli bir rol oynar.
Patolojik bir durumda NO asgir1 tretimi peroksinitrit olusmasina yol agarak

morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden olabilir (Sekil 2.7).
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Sekil 2. 7 Peroksinitrit (ONOO-) olusumu sonrasi periferik néronlarda meydana
gelen degisiklikler
Hiicre i¢ci kalsiyum sinyalizasyonu

Mitokondrinin fizyolojik fonksiyonlarinda meydana gelen bozulma,

kalsiyum sinyal yollarini etkileyebilir, néronal ve glial hiicrelerde patolojik
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fonksiyonel ve yapisal degisiklikleri daha da arttirabilir. Hicre i¢i Ca*2'min
depolar1 olarak mitokondriyal ve endoplazmik retikulum butinligi Ca*2
homeostaz1 i¢cin ¢ok Onemlidir, ¢linkii hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki
degisiklikler membran uyarilabilirligini, nérotransmitér saliverilmesini, néronal
ve glial hiicrelerin gen ekspresyonunu etkileyebilir (Carozzi et al., 2015). Hiicre igi
Ca*2 konsantrasyonundaki artis, dogrudan akson dejenerasyonunu tetikleyen
diizensiz proteolize yol agcan kalpain (gliglii proteaz) aktivasyonuna neden olabilir
(J. T. Wang, Medress, & Barres, 2012). Protein kinazlarin ve kaspazlarin
kemoterapotiklerle aktivasyonu, hiicre i¢i yapilara da zarar verebilir. CIS ve
oksaliplatinin, DRG noéronlarinda MAPK ile iligkili apoptoza neden oldugu ve
MAPK inhibitorlerinin platin bazli ajanlarin indiikledigi DRG hasarimi
onleyebilecegi gosterilmistir (Scuteri et al., 2009).

Iyon kanallar:

Noronal ve glial fonksiyondaki bozukluklarin (membran eksitabilitesi ve
norotransmiterlerin saliverilmesi) klinikte PN ile sonuclanmasi kismen kalsiyum
kanallari, sodyum kanallar1 (NaV), potasyum kanallar1 (KV) ve transient reseptor
potansiyel (TRP) kanallarindaki aktivitenin degismesi sonucu meydana geldigi
soylenebilir. CIS’in neden oldugu PN’de Ca*2 ve TRP kanallarinin etkisi énem
tasir. CIS’a bagh gelisen néropatik agriya DRGlerdeki N-tipi voltaj bagimli
kalsiyum kanallarinin upregiilasyonunun aracilik ettigi gosterilmistir (Leo et al.,
2017). Oksidatif stres ve sogukla aktive olan transient reseptér potansiyel ankrin
1'in (TRPA1) CIS'1in neden oldugu mekanik ve soguk duyarlihigina aracilik ettigi
diistintilmiis olup, TRPA1 antagonistinin CIS'in neden oldugu mekanik allodiniyi

diizelttigi gosterilmistir (Nassini et al., 2011).
Glia hiicreleri

Mikroglia ve astrositler, pro-inflamatuvar mediyatorleri saliverilmeleri
bakimindan noropatik agrida o6nem tasir (Watkins & Maier, 2002). Son
dénemlerde yapilan ¢alismalarda glial hiicrelerin de platin-tiirevi ajanlara bagh
gelisen PN gelismesine aracilik edebilecegi diigintilmustir (D1 Cesare Mannelli et
al., 2013; D1 Cesare Mannelli et al., 2014; Hu et al., 2018). Farelerde yeni yapilan
bir calismada CIS uygulamasi sonrasi, mekanik allodini, duyusal bozukluklar ve
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intraepidermal sinir liflerinde azalma gorilmiustiir. Bu ¢alismada omurilikteki
mikroglialarin ilk CIS injeksiyonundan beginci haftaya kadar devam eden sekilde
aktive oldugu goézlenmistir (Hu et al., 2018). Aktive olan mikroglialar tarafindan
saliverilen sitokinler toll-like reseptor (TLR) ailesini aktive edebilir (6zellikle de
TLR4). Bu reseptoriin genetik olarak silindigi farelerde CIS’a bagh gelisen agri
davranisinda azalma oldugu gosterilmistir (H. J. Park, Stokes, Corr, & Yaksh,
2014). Proinflamatuvar sitokinlerin nosiseptorlerin duyarlilagsmasina yol agmasi

yapilan calismada dogrulanmistir (Jin & Gereau, 2006).
Akson dejenerasyonu

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan bir¢ok calisma, uzun siireli kullanilan
kemoterapoétik ajanlarin, duyu-motor PN ile baglantili miyelinli biiytik, miyelinsiz
kii¢lik (daha nadiren) ve intraepidermal sinir liflerinin (IENF) kaybina neden olan
akson dejenerasyona yol actigimi gostermistir (Bennett, Liu, Xiao, Jin, & Siau,
2011; Boehmerle, Huehnchen, Peruzzaro, Balkaya, & Endres, 2014; Bradley,
Lassman, Pearce, & Walton, 1970; Cavaletti et al., 1992). Intraepidermal sinir
lifleri, miyelinsiz ya da dermisteki ince miyelinli nosiseptorlerdir ve periferden
kaynaklanan agrinin hissedilmesinde rol oynar. Ek olarak, miyelin kayb1 ve
aksonal hiicre iskeletindeki degisiklikler periferik sinirlerin yapisini ve iglevini
degistirir ve bu durum degismis alginin gelisimine katkida bulunabilir. Ancak
demiyelinizasyon ve periferik sinir dejenerasyonunun kemoterapiye baghh PN
patobiyolojisine katkisi tamamen agik degildir. CIS uygulanan hastalardan alinan
periferik sinirlerin elektron mikroskopi goriintiileri blyiik ve miyelinli sinir
liflerinde dejenerasyonu ve vibrasyon duyarliliginda azalmay1 gostermistir
(Boehmerle et al., 2014). Farelerde de CISin miyelinli siyatik sinirlerde hasar
olusturdugu, aksiyon potansiyel amplitudiinde azalmaya neden oldugu ve kaudal

duyu sinirinde iletim hizim1 azalttig1 gosterilmistir (Boehmerle et al., 2014).

Aksonal fonksiyon ve yapisal degisikliklerin kaynaklandigi molekiiler
mekanizmalar konusunda bilgiler kisitlidir. PN’ye neden olan kemoterapi ajanlari
aksonlar tizerine direkt toksik etkiler gosterebildigi gibi gen ekspresyonunda
degisikliklere neden olarak indirekt etkilerden de sorumlu olabilirler (Boehmerle

et al., 2014).
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2.2.5.2 Sisplatin norotoksisitesinin onlenmesine yonelik yaklasimlar

CIS doz rejimlerini diizenlemeye yonelik girisimler ortaya c¢ikan
norotoksisitenin siddetini etkilememistir (Hilkens et al., 1995). CIS’in anti-timor
aktivitesini etkilemeden yan etkilerini azaltmaya yonelik beraberinde
kullanilmak tizere kemoprotektif ya da kurtarma tedavileri gibi sisplatinin
terapotik etkinligini gliclendirecek etkin ajanlar aranmaktadir. Bu amagcla platin
ajanlara bagll gelisen noropatiyi onlemede etkili olabilecek c¢esitli ajanlar
arastirilmistir. ACTH analogu Org 2766, glutatyon (GSH), amifostin ve gesitli
norotrofik bluytume faktorleri sisplatine bagli gelisen noérotoksisiteyl 6nlemek
amaciyla klinik ve deneysel modellerde denenmistir (Links & Lewis, 1999). Asetil-
I-karnitin CIS modelinde néroprotektif etkiye sahip oldugu goésterilmistir (Pisano
et al., 2003). GSH ve vitamin E insan deneylerinde platin bilesikleriyle beraber
kullanilmistir (Cascinu et al., 2002; Pace et al., 2003).

Organik tiyofosfat yapisinda olan amifostinin serbest oksijen radikali
kovucu olarak davrandigi ve anti-tiimor etkilerini degistirmeden radyasyon,
alkilleyici ajanlar ve platin bilesiklerine bagli olusan toksisiteye karsi sitoprotektif
etkiler gosterdigi one surilmiustir (Planting et al., 1999). Dietilditiyokarbamatin
(DDTC) bir selasyon ajam olarak CIS'in anti-tiimor etkisine miidahale etmeden
dokuya-baglanan platine baglanip onu ayirdigi diisinilmistir (Gandara et al.,
1995). Glutatyonun (GSH) tiyo niikleofilik bdlgesi agir metaller igin yiiksek
afiniteye sahiptir ve DRG’lerde platin birikimine engel olacagi diiginilmistir
(Cascinu et al., 2002). Bir noropeptid olan Org2766 ise trofik etkileriyle ve endojen
sinir hiicrelerinde tamir mekanizmalarini giiclendirerek sisplatin noéropatisini
diizelttigi one sirilmiistiir (van Gerven et al., 1994). Vitamin E bir antioksidan
molekiil olarak, CIS’a bagh gelisen ototoksisite, nefrotoksisitede ve norotoksisitede
koruyucu olabilecegi yine 6ne sturilmistir (Pace et al., 2003). Asetilsistein (N-
asetilsistein, NAC) glutatyonun tam kan konsantrasyonlarini artirarak platin
eklentilerinin  birikimini  ve  klinikte oksaliplatin  norotoksisitesini
engelleyebilecegi diisiinlilen bir besin destegidir (Lin et al., 2006). BNP7787
(disodyum 2,2’ ditiyobisetan stilfonat) kemoprotektif bir ajan olarak gelistirilmis
bir molekildir (A. A. Miller et al., 2008).
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Kalsiyum ve magnezyum infiizyonlarinin oksalat selasyonu yaparak
oksalatlarin voltaj-bagimli sodyum kanallar: Gizerindeki etkilerini azalttiklar: 6ne
sirialmistir (Gamelin et al., 2004). Okskarbazepin antiepileptik bir ila¢ olan
karbamazepine benzer ve voltaja duyarli sodyum ve bazi kalsiyum kanallarin
bloke eder. Bu 6zellikleriyle oksaliplatin néropatisine kars1 noéroprotektif olarak

geligtirilmis bir molekildir (Argyriou et al., 2006).

2.3 Klorojenik asit
2.3.1 Kimyasal yapist

Klorojenik asit (CGA) hidroksisinamik asit ailesine mensup fenolik bir
bilesiktir. Kimyasal yapisinda bir kafeik asit ve quinik asit molekili icerdigi icin
ayni zamanda 5-kafeolquinik asit (5-CQA) olarak da bilinmektedir (Sekil 2.8).

OH

OH

Sekil 2. 8 Klorojenik asitin kimyasal yapis1 (5-kafeolquinik asit)

Bitkilerde yaygin olarak bulundugu, besinlerle alinan basglica
polifenollerden biri oldugu ve birgok saghgi destekleyici 6zelliklere sahip olmasi
sebebiyle genis 6l¢lide arastirilmis bir molekiildiir. CGA besinlerde ve bazi otlarda
bulunabilir. Ornegin elma ,(Tsao, Yang, Young, & Zhu, 2003), enginar
(Vereshchagina et al.,, 2014), betel agaci (Bhattacharyya, Majhi, Saha, &
Mukherjee, 2014), dulavrat otu (Lou, Wang, Zhu, Ma, & Wang, 2011), havug
(Jacobo-Velazquez, Martinez-Hernandez, Del, Cao, & Cisneros-Zevallos, 2011),
patlican (Niggeweg, Michael, & Martin, 2004), tizim (Karunanidhi, Thomas, van
Belkum, & Neela, 2013), armut (Niggeweg et al., 2004), erik (Niggeweg et al.,
2004), patates (Torres-Contreras, Nair, Cisneros-Zevallos, & Jacobo-Velazquez,
2014), cay (Bhattacharyya et al., 2014), titin yapraklar: (Niggeweg et al., 2004),
domates (Niggeweg et al., 2004), pelin otu (Fiamegos et al., 2011) iceriklerinde
CGA bulunur.
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En fazla oranda kahve ¢ekirdeklerinde (Niggeweg et al., 2004) ve yesil cayda
(Graham, 1992) oldugu bilinmektedir. Bir bardak (200 ml) kahvenin 70 ila 350 mg
CGA icerdigi bildirilmistir (Clifford, 1999).

Ayrica CGA'nin antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri (Liang & Kitts,
2015), antikanser (Belkaid, Currie, Desgagnes, & Annabi, 2006; Yagasaki, Miura,
Okauchi, & Furuse, 2000), (Noratto, Porter, Byrne, & Cisneros-Zevallos, 2009),
antilipidemik ve antidiyabetik etkileri (Meng, Cao, Feng, Peng, & Hu, 2013),
antihipertansif (Zhao, Wang, Ballevre, Luo, & Zhang, 2012), antinérodejeneratif
(Aseervatham et al., 2016; K. Lee et al., 2012) aktiviteye sahip oldugu ve One
stirilen etki mekanizmalar: yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Sekil 2.9). Aym
zamanda klorojenik asit bakteri, mantar, kif, viris ve amip gibi ¢ok ¢esitli
mikroorganizmaya karsi da etkili bir molekiildiir. Bu agidan sahip oldugu
antimikrobiyal 6zellikleriyle dogal koruyucu bir madde olarak gida endiistrisi i¢in

de ilgi ¢ekici bir molekildir (Santana-Galvez et al., 2017).

Klorojenik asit saglik lizerine genis perspektifteki yararli etkileriyle bazi
kronik hastaliklarda farmakolojik ya da invazif olmayan bir yaklasim olarak
diistintlebilir. Ancak fizyolojik etki mekanizmalarinin dogrulanmasi i¢in daha gok

calismaya gerek vardir.
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Klorojenik Asit
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Sekil 2. 9 Klorojenik asitin saglk ve fizyolojik sistemler tizerinde varsayilan
etkileri ve etki mekanizmalari. HMGR: 3-hidroksi-3-metil glutaril koenzim A
rediktaz, PPAR-a: peroksizom proliferator aktive edici reseptor a, CPT: karnitin
palmitoil transferaz, AMPK: AMP-aktive edici protein kinaz, GIP: glukoz bagimh
insilinotropik peptid, G-6-Paz: glukoz-6-fosfataz, ROS: reaktif oksijen bilesikleri
(Tajik, Tajik, Mack, & Enck, 2017)

2.3.2 Klorojenik asitin analjezik etkileri

Tibbi bitkiler diinya c¢apinda geleneksel tipta agrili durumlar igin
kullanilmaktadir. Daha az yan etki gosteren daha yeni analjezik ilacglara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle terapétik ilaglarin gelisiminde dogal trinlerin
kullanilmasi 6n plandadir (Calixto et al., 2000). Fenolik bilesiklerin antinosiseptif
etkilerinin arastirildig1 ¢ok gesitli calismalar vardir. Tibbi bitki ve tiikettigimiz
besinlerde bulunan dogal fenolikler, kanser ve inflamatuvar, kardiyovaskiiler veya
norodejeneratif hastaliklar gibi farkli patolojik durumlarda terapotik veya

profilaktik rol oynar. Bu biyoaktif bilesiklerin terapotik potansiyellerinin kismen
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antioksidan ve antiinflamatuvar yeteneklerinden kaynaklandigi diistintilmektedir
(Huang, Cai, & Zhang, 2010; Manach, Scalbert, Morand, Remesy, & Jimenez, 2004;
Scalbert, Manach, Morand, Remesy, & Jimenez, 2005).

CGA’nin gesitli agr1 modellerindeki etkilerini gosteren ¢alismalar kisithdir.
Diyabetik noéropati modelinde ve deneysel noéropatik agri modeli olan kronik
konstriktif sinir hasar: modelinde antihiperaljezik etkileri gosterilmistir (Bagdas,
Cinkilic, Ozboluk, Ozyigit, & Gurun, 2013; Bagdas, Ozboluk, Cinkilic, & Gurun,
2014). CGA 1igeren bitkilerden elde edilen ekstraktlarla yapilan agn
calismalarinda da ortaya ¢ikan antinosiseptif etkilerden CGA’nin sorumlu oldugu
gosterilmigtir (Gorzalczany et al., 2011; Marrassini, Acevedo, Mino, Ferraro, &
Gorzalczany, 2010). Bunun yaninda saf olarak kullanilan CGA’nin formalin agr
testinde antinosiseptif etkiye sahip oldugu gésterilmistir (M. D. dos Santos,
Almeida, Lopes, & de Souza, 2006). Ancak CGA’min néropatik agr1 tzerine

etkilerini ve altinda yatan mekanizmalari inceleyen calismalar oldukca kisithidar.

2.3.3 Klorojenik asitin kognitif ve noroprotektif etkileri

Antioksidan etkilere sahip klorojenik asit saf halde veya metabolitleri
seklinde kan beyin bariyerini gegebilir (Y. F. Chu et al., 2009; Ito, Sun, Watanabe,
Okamoto, & Hatano, 2008; Smith, 2002). Rodentlerle yapilan cesitli pre-klinik
calismalarda CGA'min 6grenme ve bellegi gelistirdigi (J. Han, Miyamae,
Shigemori, & Isoda, 2010), skopolaminle-indiiklenen hafiza bozuklugunu
hafiflettigi (Y. J. Jang et al., 2013; Kwon et al., 2010) hafiza bozuklugunu azalttig:
(J. Han et al.,, 2010) gosterilmigtir. Ayrica anksiyeteyl azalttigi ve motor
fonksiyonu arttirdigr (Bouayed, Rammal, Dicko, Younos, & Soulimani, 2007; K.
Lee et al., 2012) ve iskemiye bagli néronal hasara kargi koruma sagladigi
gosterilmistir (K. Lee et al., 2012). CGA’nin noroprotektif etkileri altinda yatan

norofarmakolojik etki mekanizmalar: sekil 2.10’da gosterilmektedir.

Mekanizma tzerine yapilan pre-klinik calismalarda farelerden alinan
primer kortikal noéron kiltiriinde glutamata-bagli hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu inhibe ettigi ve glutamata baglh hiicre 6limini engelledigi
gosterilmistir (Mikami & Yamazawa, 2015). Mikroglia hiicre kiltirinde yapilan

bir calismada hem mRNA hem de protein diizeylerinde toll-like reseptori 2 ve 9'u
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(TLR2, TLR9) artirdigi, TNF-alfa ve IL6 diizeylerinde azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Guo et al., 2015). In vitro fotal sigan raphe néronlarinda yapilan bir
calismada ise serotonin saliverilmesine neden oldugu ve akson ve dendritlerin
bliyimesini stimiile ettigi gosterilmistir (Guo et al., 2015). Farelerde pilokarpin
kaynakli nobetleri azalttigt bunu da lipid peroksidasyonu ve nitrit igerigi
azaltarak, NMDA reseptori ve metabotropik reseptérlerin (1,5) ekspresyonlarini
azaltarak yaptigr diastunilmektedir (Aseervatham et al.,, 2016). Sican PC12
hiicrelerinde etanole bagh gelisen apoptozu onledigi bu etkiye bliylume iligkili
protein 43 (GAP43) ekspresyonlarini artirici, mitokondriyal transmembran
potansiyelini diizenleyici, Bcl-2 ekspresyonunu artirica ve kaspaz 3
ekspresyonunun azaltici etkilerinin aracilik ettigi distinilmistir (Fang et al.,

2016).

CGA'nin sadece kendisinin degil viicuda girdikten sonra ortaya cikan
metabolitlerinin de faydali etkileri bulunmaktadir. Sicanlarda CGA tliketimi
sonrasinda plazma ve idrar 6rneklerinde belirlenen baslica metabolitleri: kafeik
asit, ferulik asit ve ayni zamanda quinik asitin barsak mikrofloras: ile
metabolizmas1 sonucu aciga cikan hippurik asittir (Gonthier, Verny, Besson,
Remesy, & Scalbert, 2003). Kimyasal yapisi nedeniyle antioksidan ozelliklere
sahip metaboliti kafeik asittir (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996). Sican
beyninde yapilan in vitro ¢calismalar her iki fenolik bilesigin de asetilkolinesteraz
aktivitesini ve lipid peroksidasyonu inhibe ettigi dolayisiyla Alzheimer
hastaliginda yararli etkileri olabilecegi ¢ne strilmistiir (Oboh, Agunloye,
Akinyemi, Ademiluyi, & Adefegha, 2013). Ayn1 zamanda primer serebellar grantl
noron kultirinde hem CGA hem de kafeik asitin nitroprusside bagli NO
olusumuna (nitrosatif stres) kars1 koruma sagladig1 gosterilmistir (Taram, Winter,
& Linseman, 2016). Parkinson hastaliginda alfa-sintiklein terapotik hedeflerden
biri oldugu ve CGA’nmin bu molekiile baglh gelisen sitotoksisiteyi azalttig1 ve
Parkinson tedavisinde koruyucu etkileri olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Teraoka et

al., 2012).
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Sekil 2. 10 Santral sinir sisteminde (SSS) koruyucu etkilerine aracilik eden

mekanizmalarin 6zeti (Nabavi et al., 2017).

2.3.4 Klorojenik asitin metabolik etkileri

CGA’min metabolik sendromdaki etkileri genel olarak antioksidan ve
antiinflamatuvar etkileriyle baglantilidir. Yag hiicrelerinde meydana gelen
oksidatif stress obezite ile iligkili metabolik sendromda tetikleyici faktor oldugu
one surulmustir (Furukawa et al., 2004). Metabolik sendrom ayni1 zamanda kronik
inflamasyon iligkilendirilmistir (Monteiro & Azevedo, 2010). Ma ve arkadaslar
obez farelerde yaptiklar1 arastirmada CGA’nin beslenmeye bagli obeziteyil ve
obezite ile iligkili metabolik sendromu 6nledigini géstermiglerdir (Ma, Gao, & Liu,
2015). CGA’'min metabolik sendromdaki yararlh etkileri sekil 2.11’de

ozetlenmektedir.
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Klorojenik asit
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Sekil 2. 11 Klorojenik asitin metabolik sendromdaki etki mekanizmasi (ACC:
asetil-KoA karboksilaz, AMPK: AMP ile aktive protein kinaz, FAS: yag asit
sentaz, FFA: serbest yag asidi, G-6-P: glukoz-6-fosfataz, HMGCR: 3-hidroksi-3-
metilglutaril KoA rediiktaz, LXRa: karaciger X reseptor a, NO: nitrik oksit,
PPARa: peroksizom proliferator-aktive reseptor a, PPARY: peroksizom
proliferator aktive reseptor Y, ROS: reaktif oksijen bilesikleri. (Santana-Galvez et
al., 2017).

2.4 Nitrik Oksit Yolag1 ve Periferik Noropatideki Roli

Nitrik oksit (NO) viicutta ¢esitli biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde
rol oynayan onemli bir serbest radikal gaz transmiterdir. 1980’lerde vazoaktif
kiigik bir molekiill olarak tanimlanmasindan sonra NO vaskiiler gevsetici
fonksiyona sahip olmasiyla ve antitrombotik/antiinflammatuvar etkileri
dolayisiyla kardiyovaskiiler etkileri o6zellikle dikkat ¢ekmigtir (Ignarro, Buga,
Wood, Byrns, & Chaudhuri, 1987; Ignarro, Napoli, & Loscalzo, 2002). Oysa kan
akisinin regilasyonuna ek olarak NO, norotransmisyon, immiin sistem cevabinin

fasilitasyonu ve antipatojenik cevap gibi diger fizyolojik fonksiyonlarda da yer

aldig1 bilinmektedir (D. A. Geller & Billiar, 1998; Quinn, Petros, & Vallance, 1995).

Normal fizyolojik sartlarda hiicrelerde NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi

araciligiyla l-argininin l-sitruline donustiurilmesinden turetilir. NOS enziminin 3
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1zoformu vardir: néronal NO sentaz (nNOS, NOS1), indiiklenebilir NO sentaz
(AINOS, NOS2) ve endotelyal NO sentaz (eNOS, NOS3) (Alderton, Cooper, &
Knowles, 2001; D. A. Geller & Billiar, 1998). Konstitiitif NOS (cNOS) hem nNOS
hem de eNOS'u igerir ve aktive edildiginde sadece saniyeler/dakikalar i¢inde
nanomolar konsantrasyondaki NO iiretimine yol acar. Ote yandan indiiklenebilir
bir izoform olan iNOS mikromolar aralikta ve saatler veya glinler gibi daha uzun
araliklarla daha yluksek miktarlarda NO tretir (Michel & Feron, 1997). cNOS’a
katkida bulunan her 1ki Uyenin aktiviteleri artan kalsiyum 1iyon
konsantrasyonuna baglidir, oysaki iNOS kalsiyumdan bagimsiz aktivite gosterir.
Genel olarak bir dokudaki iNOS diizeyi ayni1 zamanda o dokuda veya ¢evresinde
uretilen NO diizeyinin bir 6l¢tistidir (Alderton et al., 2001). nNOS ve eNOS enzim
aktivitesinin posttranslasyonel regiilasyonu ile konstitiif yapidayken iNOS belli
bir uyariya (6rn sitokinler) cevap olarak uretilir. nNOS ve i1NOS sitozolik
enzimlerdir, eNOS ise membrana baghdir. Her bir NOS enziminin nosisepsiyona
katkisi, periferik inflamasyonun spinal korddaki 3 NOS enzimini de modiile

etmesi sebebiyle patolojik agri durumunun ilerlemesine bagh olarak degisir (Y. C.

Chu et al., 2005).

NO bir radikal olmasina ragmen, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri onun hem
oksidan hem de antioksidan etkilerine yol acar. NO'nun oksidan ya da antioksidan
etkilerinin lokal doku gevresine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Eger gevresinde
oksidan yik diisikse NO’nun yiiksek reaktif ozellikleri molekiile oksidan
ozellikler kazandirir. Ancak oksidan yiik fazla oldugunda (6rn astim ya da ARDS
gibi durumlarda), NOnun superoksit ve diger reaktif oksijen bilesiklerini

stiipirerek antioksidan role sahip oldugu 6ne sturilmiustir (Dweik, 2005).

NO agri, kanser gibi bir¢ok patolojik durumda ikili etkilere sahiptir. Hiicre
icindeki kararli durum NO konsantrasyonu 3 NOS enziminden enzimatik sentezi
ve c¢esitli metabolik yolaklarla yikilmasi arasindaki dengeye baghdir ve doku
oksijen konsantrasyonuna giicli bir baglilik gosterir (Hickok, Vasudevan,
Jablonski, & Thomas, 2013). Disiik konsantrasyonlarda (10-150 nM) NO hiicre ig1
ve hiicreler arasi diizenleyici molekiil olarak etki eder, noronal farklilagma,

noronal sagkalim, noroproteksiyon, vaskiiler homeostaz, vazodilatasyon gibi gesitli
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fizyolojik fonksiyonlarda rol oynar (Vallance & Leiper, 2002). Diger taraftan
yiuksek diizeylerde (300 nM) norotoksisite ve patolojik agri gibi patolojik ve
patofizyolojik olaylarda sitotoksik bir molekiil gibi davranmir (M. R. Hara & Snyder,
2007).

NO beyinde néronal hastalik, spinal kord hasari, noéropatik agri gibi
patolojik durumlara katkida bulunarak bir nérotransmiter ya da hiicreler arasi
haberci molekiil olarak goérev yapar (Chun, Auh, Lee, & Ro, 2012). NO’nun etkileri
direkt ya da indirekt olabilir. Direkt etkileri solubl guanilil siklaz (GC-S)
aktivasyonu ile ikinci haberci siklik guanozin monofosfat (sGMP) liretimi ve iyon
kanallarimin direkt aktivasyonuyla ortaya cikar. Indirekt etkilerine ise yapica
sitotoksik olan oksidatif ve nitrosatif stres aracilik eder (Carvajal, Germain,
Huidobro-Toro, & Weiner, 2000). Nitrosatif stres karsinojenik potansiyele sahip
nitrozaminlerin tretiminden sorumludur ve lipidleri, proteinleri ve DNA’y1
hasarlandirarak molekiiler, hiicresel ve doku diizeyinde multipl disfonksiyona
neden olur (Antosova, Plevkova, Strapkova, & Buday, 2012). NO diz kas
hiicrelerinin gevsetilmesi, endotel gecirgenliginin etkisi, kardiyak koruma,
noronal plastisite, biligsel fonksiyonlarin iyilestirilmesi ve digerleri gibi g¢esitli
biyolojik olaylarda rol oynar. NO, eksitatér amino asitlerin (aspartat, glutamat)
serbest kalmasina aracilik eden NMDA reseptorleri yoluyla sinaptik transmisyonu
kuvvetlendirme yetenegine sahiptir. Patolojik durumlarda nitrik oksit néronal
hasardan sorumludur ve nérodejeneratif hastaliklarda rol oynar (Calabrese et al.,

2007).

NO inflamasyon ve hasarlanmadan kaynaklanan nosisepsiyonda da 6nemli
bir role sahiptir. Hem hiperaljezik etkiye hem de analjezik etkiye yol acabilir.
Periferik sinir hasari ya da inflamasyon sonrasinda DRG’lerde nNOS eksprese
eden hiicre sayisinda artis oldugu gosterilmistir (Levy & Zochodne, 2004). NO'nun
asir1 Uretilmesi noropatik agri1 patofizyolojisiyle baglantili gosterilmistir (Ahlawat,
Rana, Goyal, & Sharma, 2014; Mukherjee, Cinelli, Kang, & Silverman, 2014; Zhou
et al.,, 2015). Sisplatin injeksiyonu sonrasi indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(AINOS) mRNA diizeylerinde artis oldugu goézlenmistir (Hu et al., 2018). Memeli

sinir liflerinin fosfolipid ve aksonal mitokondri acisindan zengin olmasi sebebiyle

38



serbest radikaller olan reaktif oksijen (ROS) ve reaktif nitrojen bilesiklerinin
etkisine daha duyarhdir (Areti et al., 2014). Hidroksil ve stiperoksit (O2’) ve nitrik
oksitin (NO) néropatik agri fizyopatolojisinde yer aldig: belirtilmistir (Kawaguchi,
Satoh, Otsubo, & Kazama, 2014).

Sonu¢ olarak onemli kemoterapotik ajanlardan biri olan CISin neden
oldugu PN ilacin kullanimini sinirlandirmaktadir ve klinikte de bu yan etkinin
etkili bir tedavisi bulunmamaktadir. Calismamizda CIS uygulanan sicanlarda
olusan PN modelinde gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuvar etkileriyle 6ne ¢ikan
CGA’nin PN’ye bir katkisinin olup olmadigi, katk: saglhyorsa bu etkide NO'nun bir
etkisinin olup olmadig1 kapsamli bir sekilde ele alinmistir. CGA'nin potansiyel
sitoprotektif etkileri primer DRG hiicre kiltiiriinde, antihiperaljezik etkileri akut
uygulamayla tek doz ve sisplatinle es zamanli olarak kronik uygulanmasiyla

degerlendirilmigtir.
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3 GEREC ve YONTEMLER

Calismanin yapilabilmesi icin Eskigehir Osmangazi Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan izin alinmistir (Etik kurul no: 543-1/2017).

3.1 Hayvanlar

Akut calismada, agirliklar: 250-300 g arasinda degisen, 32 adet erkek sican,
kronik calismada agirhiklar1 250-300 g arasinda degisen 56 erkek sican
kullanmilmistir. In vitro degerlendirmeler i¢cin de 10 disi gebenin 1 ginlik yavrular

kullanilmigtir.

Hayvanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
Merkezinden temin edilmis ve bir haftalik adaptasyon siiresi boyunca sicaklik
kontrolii saglanan odada (22-23 °C) 12 saat aydinlik/karanlik dongiide, yeme ve
suya erisimleri serbest olacak sekilde barindirilmistir. Davranis deneyleri her giin

saat 9:00-14:00 arasinda gerceklestirilmistir.

3.2 Tlaclar

Sisplatin (CIS, 3 mg/kg) (Cisplatin, Sigma); Klorojenik Asit (CGA, 50,100 ve
200 mg/kg) (Chlorogenic Acid, Sigma); L-ARG (10 mg/kg) (L-Arjinin, Sigma), L-
NAME (10 mg/kg) (L- nitro-arjinin metil ester hidroklorir, Sigma). CIS ve CGA
0,5:9,5 DMSO:SF, LARG ve LNAME serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢oztulmustir.
Tam 1ilaclar hayvanlara intraperitoneal (ip) olarak verildi. Sicanlarda
nefrotoksisite gelisimini engellemek amaciyla sisplatinle es zamanlh olarak i.p 2

ml salin uygulanmigtir.

3.3 Sisplatinle Indiiklenen Néropatik Agr1 Deney Modeli

CIS ile indiiklenen néropatik agri modeli olarak Han ve arkadaslarinin
literatiirde belirttigi model esas alindi (F. Y. Han, Wyse, & Smith, 2014).
Sicanlara, 5 hafta boyunca haftada bir kez ip olarak 3 mg/kg CIS uygulandi.
Kontrol grubuna benzer sekilde SF verildi. CIS uygulamasina bagh olarak
sicanlarda nefrotoksisite gelisimini engellemek i¢in CIS injeksiyonuyla es zamanh

olarak 2 ml ip SF uygulanda.

Noropatik agri1 gelisimini, motor fonksiyonu ve tedavi ajanlarinin etkilerini

degerlendirmek igin noropatik agri testleri olarak dinamik plantar testi, termal
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hiperaljezi testi, soguk plaka testi, kuyruk sikigtirma testi kullanilmigtir. Motor
performans aktivitemetre ve motor koordinasyon 1ise rotarod testiyle
degerlendirilmistir. PN’'nin bir diger degerlendirmesi genellikle siyatik sinir
ligasyonu modellerinde kullanilan ve siyatik fonksiyon indeksinin hesaplandig:

“ayak iz1 analizi” ya da “ylriiyis yolu analizi” de uygulanmistir.

Ila¢ injeksiyon protokoliine baslamadan énce bazal 6lgiimler almmistir.
Akut ve kronik deneylerde ila¢ injeksiyon protokoliine basladiktan sonra her ilag

injeksiyonundan sonraki 6. giinde testler gerceklestirilmistir.

3.4 Deney Gruplari
3.4.1 Akut deney gruplart

G1: CIS noropati grubu, 5 hafta boyunca haftada 1 kez 3 mg/kg CIS + 2 ml SF
G2: CIS 5 hafta boyunca haftada 1,3 mg/kg+2 ml SF+CGA50mg/kg (Tek doz)

G3: CIS 5 hafta boyunca haftada 1,3 mg/kg+2 ml SF+CGA100mg/kg (Tek doz)
G4: CIS 5 hafta boyunca haftada 1,3 mg/kg+2 ml SF+CGA200mg/kg (Tek doz)

Akut deneylerde CGA 100 mg/kg dozu optimum etkili doz olarak

belirlenerek kronik deneylere bu doz ile devam edilmistir.

3.4.2 Kronik deney gruplart
G5: Kontrol, DMSO:SF 0.5:9.5 ml

G6: CIS 5 hafta boyunca haftada 1, 3 mg/kg + 2 ml SF

G7: CIS 5 hafta boyunca haftada 1, 3 mg/kg + 2 ml SF + CGA100 mg/kg (optimum
doz, kronik)

G8: CIS 5 hafta boyunca haftada 1, 3 mg/kg + 2 ml SF + CGA100 mg/kg + L-ARG
10 mg/kg

G9: CIS 5 hafta boyunca haftada 1, 3 mg/kg + 2 ml SF + CGA100 mg/kg + L-NAME
10 mg/kg

G10: CIS 5 hafta boyunca haftada 1, 3 mg/kg + 2 ml SF + L-ARG 10 mg/kg

G11: CIS 5 hafta boyunca haftada 1, 3 mg/kg + 2 ml SF + L-NAME 10 mg/kg
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Tablo 3. 1 Kronik deneylerde uygulanan testler ve uygulama giinleri

Mekanik  Termal Kuyruk Soguk Aktivite Rota Ayak
Allodini Hiperaljezi Sikistirma Allodini Metre  rod 1z1
analizi
Alistirma
Haftast
Bazal
ol¢liimler X X X X X X
0.gun
1l.hafta
1.glin
injeksiyon X X X X X X X
7.glin
Olctim
2. hafta
8.glin
injeksiyon X X X X X X
14.gun
Olctim
3. hafta
15.glin
injeksiyon X X X X X X X
21.gun
Ol¢clim
4.hafta
22.gun
injeksiyon X X X X X X
28.gun
Ol¢lim
5.hafta
29.glin
injeksiyon X X X X X X X
35.gin
Ol¢tim

3.5 Davranis Testleri
Davranis deneyleri, her giin ayni saatte ve tek bir goézlemeci tarafindan

gerceklestirilmigtir.

3.6 Deney Tasarimi
Calisma ti¢ asamada gerceklestirildi. Ilk agamada, CIS'in neden oldugu
norotoksisite 1 giinliik yavru sicanlardan hazirlanan primer DRG hiicrelerinde

degerlendirildi. Sonrasinda CGAmin sitoprotektif etkisi incelenmigtir. Ikinci
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asamada CGA’nin olas1 akut antinosiseptif etkisi CIS ile néropati olustuktan sonra
tek doz CGA uygulamasi sonras1 1. ve 3. saatlerde yapilan termal hiperaljezi,
mekanik allodini, kuyruk sikistirma (tail clip), soguk allodini ve aktivitemetre
testleriyle degerlendirildi. Uciinci asamada ise CGA’min etkili oldugu optimum
doz 100 mg/kg olarak belirlendi ve kronik olarak CIS ile es zamanh uygulanarak
CGA’nin koruyucu etkisi termal hiperaljezi, mekanik allodini, kuyruk sikistirma
(tail clip) ve soguk allodini testleriyle, motor koordinasyon tizerine etkileri rota rod
testl ve ayak 1zi analizi ile, motor performans tizerine etkileri ise aktivitemetre

testiyle degerlendirilmistir.

Kronik deneylerde son CIS injeksiyonundan 2 hafta sonra sicanlardan
serum oOrnekleri alindi ve ketamin (60-80 mg/kg)+ksilazin (10-15 mg/kg) anestezisi
altinda sicanlarin kalbinden alinan kanlardan serum ornekleri alindi ve
sonrasinda paraformaldehitle intrakardiyak perfiizyon yapildi. Bu 2 haftalik siireg
boyunca hayvanlara ila¢ uygulanmamistir. Bu siire yapisal degisikliklerin
goriilmesi i¢in gereken zaman olarak belirtilmistir (Wongtawatchai, Agthong,
Kaewsema, & Chentanez, 2012). Sicanlardan karaciger, bobrek, siyatik sinir ve
dorsal kok gangliyonlar: toplanarak histolojik olarak degerlendirmeleri yapilana

kadar -80°C’de muhafaza edilmigtir.

3.6.1 Klorojenik Asitin Sitoprotektif Etkisinin Degerlendirilmesi

Bir giinliik yavru siganlarin hayatina dekapitasyon yontemiyle son verildikten
sonra DRG’ler izole edildi. Daha 6nceki ¢alismalarimizda kullandigimiz protokol
asagidaki sekilde uygulanmistir (Donertas et al., 2018; Erol, Yigitaslan, Unel,
Kaygisiz, & Yildirim, 2016).

e Izole edilen DRG’ler 5 mllik kalsiyum magnezyum icermeyen Hank’s

dengeli tuz ¢ozeltisine kondu.

e Sterilizasyonu saglamak amaciyla hiicreler 2 kez santrifiiyy islemi

gerceklestirilip besiyeri soliisyonlar1 degistirilerek yikanmalar: saglandi.

e KEn son yikama isleminden sonra 5 ml'lik Hank’s ¢ozeltisi tizerine 2 ml
tripsin-EDTA eklendi. Bu sekilde DRG’ler 37°C’de 40 dakika inkiibatérde

inkiibasyona birakildi.
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Stire bitiminde tiip igine tripsin etkisini sonlandirmak amaciyla icerdigi
HBSS miktar1 kadar DMEM (Dulbecco’s (5 ml) eklendi. Tripsini inhibe
etmek i¢in tripsin hacminin en az iki kati1 kadar %10 FBSli besiyeri

kullanilda.

Hiicreleri tripsinden arindirilmasini saglamak amaciyla 2 kez 1000 devirde
5 dakika santrifiij islemi gergeklestirildi. Her seferde supernatantlar
bosaltilarak hiicreler tizerine 5 ml DMEM c¢6zeltisi eklendi ve son santrifijj

isleminden sonra hiicreler tripsinden arindirilmig oldu.

Daha sonrasinda hiicrelerin mekanik olarak da ayrigsmasinmi saglamak
amaciyla tip icerisinde hiicrelere zarar vermemek i¢in uclar: bek alevinde
hafif yuvarlatismis bir pastor pipet yardimiyla 5 dakika siliresince

tritirasyon islemi gerceklestirildi.

Daha 6nceden poly-d-lizin ile kaplanmig olan kiltir flasklarina hiicreler

alinarak ylizeye yapismalari saglandi.

Kiltir flasklarn 37°C, nemlendirilmis %95 hava ve %5 CO2 kosullarim

saglayan inkiibatore alinda.

Ekim igslemi gercgeklestirildikten 30 dakika sonra kiltir ortamim
yapismayan hiicrelerden arindirmak amaciyla flasklardaki DMEM c¢ozeltisi

bogaltild1 ve yapisan hiicreler tizerine yeni DMEM (5ml) ¢6zeltisi eklendi.
Besiyerleri haftada 2 kez degistirildi.

DRG hiicreleri toplam 8 giinliik in vitro inkiibasyon sonunda hiicreler 96
kuyucuklu plakaya her kuyucukta yaklagik 5-10x103 hiicre olacak sekilde
ekilmigtir. 1 gece hicrelerin kuyucuk tabanlarina tutunmalari igin

beklendikten sonra ilaglar uygulanmigtir.

CIS daha o6nceki ¢alismamizda belirlenen submaksimal konsantrasyonda
(200 uM) uygulanmigtir (Donertas et al., 2018). CGA ise 250-1000 uM
konsantrasyonlarda uygulanmistir. NO etkisini degerlendirmek icin LARG
ve LNAME ise 100 uM konsantrasyonda hiicre kiultirine eklenmistir
(Marks, Boriboun, & Wang, 2005).
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e 10. glinde sonuglar MTT testi ile degerlendirilmistir.
MTT sitotoksisite testi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromir) testi MTT
boyasinin yasayan hiicrelerin mitokondriler: tarafindan formazan kristallerine
dontgtliirilmesi esasina dayanmir. Birgok hiicre popiulasyonu i¢in total
mitokondriyal aktivite canli hiicre sayisiyla iligkilendirilir. Dolayisiyla canh

hiicreler renk reaksiyonu vererek 6li hiicrelerden ayrilir.

Calismada MTT 5 mg/ml konsantrasyon olacak sekilde Hank’s dengeli tuz
cozeltisinde ¢ozildiikten sonra steril filtreden gecirildi. Calismanin son giiniinde
(10.gin) 10 pl MTT mikroplaka kuyucuklarina uygulandi ve karbondioksitli
inkiibatorde 4 saat bekletildi. Dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kuyucuklardaki besiyerleri bosaltildiktan sonra 150 ul DMSO eklendi ve ELISA
okuyucuda 540 nm’de sonuclar elde edildi. Elde edilen verilerin ytizde hiicre
canliligi degerleri her grup icin kendi mikroplakasinda yer alan kontrol
ortalamasina gore hesaplanmigtir. Yiizde hiicre canhiligi asagidaki denkleme gore
hesaplanmigtir. (Asagidaki denklemde n sayisi absorbans degerini ve kot ise

ortalama kontrol absorbans degerini simgeler.)
%Hicre canliligi = (n/nke:t)*100

3.6.2 Akut deneyler

Bitin gruplara 5 hafta boyunca haftada 1 sadece CIS uygulamasi
yapilmigtir. Ol¢iimler her ilac injeksiyonunu takiben 6.gtinde yapilmigtir. Deneyin
29.glintinde uygulanan son sisplatin injeksiyonundan sonra 32.glin ve 36.giinde
tek doz CGA uygulanarak 1. saatte ve 3. saatteki olgiimler degerlendirilmistir.
CGA uygulamasindan bir giin 6nce yapilan pre-doz 6l¢timleriyle karsilastirilmistir
(31. ve 35. giinlerde). Protokol ayrintili sekilde asagida gosterilmektedir (Sekil
3.1). Akut deney 6l¢ciimlerinde mekanik allodini, termal hiperaljezi, kuyruk cekme
latensi ve soguk allodini degerlendirilmistir. Motor performanstaki etki ise

aktivitemetre testiyle degerlendirilmigtir.
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BAZAL 1.IM) . ) 4.1M)
Orcim OLcim ﬁi(;ﬂ:n ﬁi‘:mn oLcim
ogin |1 7 [ ) (=] |[=][s |[=]
5.ENJ SONRASI 5.ENJ SONRASI
2 GUN CATHVESH || " CA 1H VE 3H
(PREDOSE1) GLCUMLERI (PREDOSE 2) OLCUMLERI

31.GUN | 32.60N | | 36.6UN |

Sekil 3. 1 Akut Deney Protokoli (CA: Klorojenik asit)
3.6.3 Kronik deneyler

Kronik deneylerde yapilan biitiin ila¢ uygulamalar1 CIS ile es zamanh
uygulanmistir. Her ila¢ injeksiyonunu takiben 6.giinde él¢imler yapilmistir. Son
1la¢ uygulamas1 (5.hafta 29.gtin) sonrasinda 2 haftalik periyod ilagsiz dénem
olarak gecirilmistir. Sekizinci haftada sicanlarin kalbinden kan ornekleri
alindiktan sonra intrakardiyak perflizyon yapilarak periferik dokular toplanmigstir

(Sekil 3.2).

ilag injeksiyon giinleri

Yapisal degigiklikler Intrakardiyak perfizyon
3lin -7 1 8 15 22 279 icin beklenen zaman Doku toplama

Giin 0 14 28

Bazal algim
| |

Olgiim giinleri

: Ayak izi analizi
< Mekanik Allodini % Kuyruk Sikigtirma s Aktivitemetre |:| ¥
+ Termal Hiperaljezi % S0Zuk plaka 4+ Rotarod

Sekil 3. 2 Kronik deney protokolii
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3.6.3.1 Mekanik allodini

Allodini degerlendirmesi éncesinde hayvanlar, alt1 tel 6rgiili kabinlere 30
dakika boyunca konulmak suretiyle alismalar1 saglandi. Mekanik allodini
elektronik Dinamik Plantar Aesthesiometer (Ugo Basile S.R.L. 37400-002, Italya)
kullanilarak degerlendirildi (Sandkuhler, 2009). Aesthesiometer’in c¢ap1 0,5 mm
olan sivri ucu, dik olarak artan bir kuvvet ile (20 saniyede 0-50 g) hayvanlarin sag
arka pengesinin orta plantar yiizeyine uygulandi. Mekanik allodinide pence ¢ekme
gecikmesi (latensi) olarak tanimlanan durum, dinamik plantarin cihazindaki sivri
ucunun penceye degmesiyle pencenin geri cekilmesi arasinda gecen siire olarak
tanimlandi. Bu zaman elektronik aesthesiometer ile tespit edilmistir. Buna gore
pencge geri ¢ekilme esigi mN (mili newton) ve latensi saniye olarak kaydedildi

(Sekil 3.3 ve 3.4).

Test
bolgesi

Sekil 3. 3 Dinamik plantar test diizenegi ve testin uygulandig1 arka penge

plantar ylizeyi
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100

Sekil 3. 4 Dinamik plantar test diizenegi

3.6.3.2 Termal hiperaljezi

Termal hiperaljezi 6l¢limii i¢in termal plantar testi cihazi (Commat, Ankara,
Tirkiye) ile hayvanlarin sag arka pengesinin orta plantar yilizeyine radyan 1s1
uygulanarak termal nosiseptif esik o6l¢ilda (Sandkuhler, 2009). Sicanlar,
Olgimlere baslamadan 30 dakika once cam tabana sahip olan kabinlere
yerlestirilerek ortama alismalari saglandi. Pencge ¢cekme latensi, radyan 1s1nin ilk
uygulandig1 andan pengenin geri ¢ekilmesine kadar gecen siire olarak tanimlanda.
Bu siire, kullanilan cihazin fotoseli ve zamanlayicisi ile tespit edildi. Hayvanlarin

pengelerinde olusacak olasi doku hasarina karsi sinir deger 20 saniye olarak

secildi (Sekil 3.5).

Sekil 3. 5 Termal hiperaljezi testi diizenegi
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3.6.3.3 Kuyruk sikistirma (tail clip) testi

Sicanlarda mekanik uyariya karg: duyarlihigr degerlendirmek amaciyla tail
clip testi kullanildi (Bhadoriya, Mishra, Raut, Ganeshpurkar, & Jain, 2012).
Sicanlarin kuyruklari, kuyruk ucundan 1 cm yukaridan bir bdull dog Kklipsle
sikigtirildi. Hayvanlarin kuyruklarinda olusacak olasi doku hasarina karsi sinir
deger 20 saniye olarak secildi. Sicanlarin klipsi 1sirana kadar gecgen siire
kaydedildi. Tail clip testi, her mekanik allodini ve termal hiperaljezi 6l¢gtimleri

bittikten sonra gergeklestirildi.

3.6.3.4 Soguk plaka (cold plate) testi

Calismada sicanlarin pencelerinde soguk allodiniyi degerlendirmek
amaciyla soguk plaka testi uygulandi (Deuis, Dvorakova, & Vetter, 2017). Tum
sicanlar Ol¢iimden 6nce adapte olmalari amaciyla sogukta (5 + 0.5°C) tutuldu, 5
dakikalik adaptasyon siiresi sonrasinda 5 + 0.5 °C sicakliktaki cihazin (Hot/Cold
Plate, Ugo Basile, Italy) soguk plakasi lizerine konulan si¢canlarin pence ¢ekip,
tutma siireleri 3 dakika boyunca gozlendi (Sekil 3.6). Pencelerini ilk kaldirdiklar:

stire latens olarak kaydedildi ve degerlendirilmesi yapilda.

Sekil 3. 6 Hot/Cold plate cihaz1

3.6.3.5 Motor performans testi - Aktivitemetre testi
Deney hayvanlarinin spontan lokomotor aktivitelerini o6lgmek igin

aktivitemetre cihazi kullanildi. Lokomotor aktivite degerlendirilmesi amaciyla
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bilgisayar donanimli, manyetik sahali bir aktivite kafesi (50x50x30 cm) kullanildi
(May-AMS 02, Commat, Ankara, Tirkiye) (Sekil 3.7). Bu sistem, infrared 1sik
kaynagini ve bir aktivite 6lgeri olarak X ve Y koordinatlar: tizerindeki dedektori
kullanmaktadir ve basarilhi 1s1k kirilmalari bir aktivite sayis1 olarak
skorlanmaktadir. Kagsinma, tirmalama ve kazma aktiviteleri gibi tek bir 1s1k
demetini kesen aktiviteler stereotipik aktivite sayisi olarak kaydedilmektedir.
Hayvanlarin aktivite kafesini terk etme ¢abalari ise ambulatuvar hareket sayisi
olarak kaydedilmektedir. Laboratuvar sartlarina alistirmak amaciyla sicanlar
deney odasina 1 saat once getirildi. Ila¢ injeksiyonundan hemen sonra aktivite
kafesine konulan sigcanlarin stereotipik ve ambulatuvar hareket sayilar1 5 dk
boyunca izlenmigstir. Calismada toplam hareket mesafesi mm degerinden
kaydedilmistir. Grafiklerde toplam hareket mesafesi ve stereotipik hareket

yuzdesi degerlendirilmistir.

Sekil 3. 7 Aktivitemetre cihazi

3.6.3.6 Rotarod testi

Deney hayvanlarinda motor fonksiyonlardaki bozulmay1 degerlendirmek ve
denge/motor koordinasyon seviyelerini 6lgmek amaciyla rotarod testi kullanildi.
Test icin 4 kulvarli otomatik rotarod tnitesi (MAY RR 0711) kullanilmigtir (Sekil

3.8). Bu cihaz 7,3 cm c¢apinda donebilen bir mil ve her sicana 6zgi bireysel
50



kompartmanlardan olusur. Istenen hiz ve ivme ayarlanabilir ve kaydedilebilir.
Kizilotesi sensorler ile cithazin zeminine diisen sican algilanip, o sicana ait kulvarin
gosterdigi sure cihaz tarafindan otomatik olarak sabitlenerek kaydedilir. Dort
sicandan hepsi disiinceye kadar ya da sisteme girilen silire bitinceye kadar sistem

calismaya devam eder (Carter, Morton, & Dunnett, 2001).

Calismaya baslamadan 6nce sicanlarin aligtirilabilmesi i¢in 3 giin boyunca
15’er dakika 5 rpm'de 6grenme yaptirilmistir. 3. giin sonunda 300 sn boyunca
rotarod tlzerinde butin sicanlar kalmig ve test asamasina gecilmistir. Rotarod
testi haftada 1 gin ayni saatte tim gruplara uygulanmigtir. Test i¢in sicanlar
rotarod lizerine yerlestirilmis ve 20 rpm’de ytuirutilerek rotarod tizerinden diisme

latensleri kaydedilmistir. Calisma 5 dk boyunca gézlenmistir.

Sekil 3. 8 Rotarod Testi

3.6.3.7 Ayak izi analizi

Yiriyls/ayak izi analizi siganlarin ayak-izi paternleri (ylriime yollar:)
kullanilarak yapildi (Carter et al., 2001). Her hayvanin 6n ve arka pengeleri, iki
farkli renkli toksik olmayan gida boyasiyla boyanmistir ve dar, kagit kapl bir
koridor boyunca yuriytp ayak izlerini birakmalarina izin verildi (Sekil 3.9). Ayak

izlerinin kurumasi beklendikten sonra arka ayak izleri arasindaki mesafe
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ortalamalar1 kaydedilmigtir (Sekil 3.10). Ayak 1izi analizi kronik deney

protokoliiniin 1, 3 ve 5. haftalarinda gergeklestirilmistir.

Sekil 3. 9 Ayak izi analizi ylriyis koridoru ve ayak izlerinin goriintiisii

*( 4( &n pence

‘Arkﬂ pence
% On penceler arasi mesafe F :
% Arka pengeler arasi mesafe *

Sekil 3. 10 Ol¢iimiin alindig1 arka penceler arasi mesafenin sematik ¢izimi

3.7 Intrakardiyak Perfiizyon ve Periferik Dokularin
Toplanmasi

Kronik deneylerin bitiminde son ila¢ injeksiyonlarindan 2 hafta sonra DRG
1zolasyonu i¢in ketamin (60-80 mg/kg) + ksilazin (10-15 mg/kg) anestezisi altinda
kardiyak kan alinmasindan sonra si¢anlar transkardiak yolla once fosfat
tamponlu salin (PBS) soliisyonu, sonra da %4’liikk paraformaldehid (0,1 M fosfat

tamponda [pH=7,4] hazirlanan) soliisyonu ile perfiize edildi (Sekil 3.11).
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Mikroskobik inceleme yapilincaya kadar izole edilen DRG ve siyatik sinirler
glutaraldehit + fosfat tampon soliisyonunda (PBS) muhafaza edildi. Rutin takip
yapilip, yar1 ince kesitler alindi. DRG ve siyatik sinirler toluidin mavisi ile boyandi

ve 151k mikroskobisiyle degerlendirildi.

Karaciger ve bobrekler toplanarak tamponlu formol c¢ozeltisine alindi,
bobrek dokular:i hemotoksilen-eozinle, karaciger dokular: ise hemotoksilen-eozin

ve mason trikrom ile boyanarak histolojik olarak degerlendirmeleri yapildi.

Sekil 3. 11 DRG’lerin izolasyonu 6ncesi intrakardiyak perfiizyon

3.8 Histopatolojik Degerlendirme

3.8.1 DRG ve siyatik sinirlerin degerlendirilmesi

Sag siyatik sinirler ve toplanan DRG’ler izole edildikten sonra ayni fiksatif
solisyona konmustur. DRG’ler epon-araldit recineye gomiilmustiir. Mikrotom
araciligiyla 3 farkh bolgeden seri sekilde 700 nm kalinligindaki yari-ince kesitler
alinmigtir. Sonrasinda kesitler toluidin mavisiyle boyanarak isik mikroskobisi
altinda degerlendirilmistir. DRG noéronlarinin soma alanlar1 Image J (NIH,
Bethesda, MD, ABD) programi kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 3.12). Her
gruptaki rastgele secilen 5 hayvandan yaklasik 100 noéronun alan hesabi

yapilmigtir.
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Sekil 3. 12 DRG soma alanlarinin Image J analiz programi kullanilarak

hesaplanmasi

Siyatik sinir doku 6rnekleri 0,1 M fosfat tamponu i¢inde %2,5 glutaraldehit
soliisyonunda fiksasyon yapilmistir ve 4°C’de en az 24 saat muhafaza edilmistir
sonrasinda fosfat tamponuyla yikanmasi saglanmigtir. Dokularda daha sonra oda
sicakliginda 2 saat boyunca 0,1 M fosfat tamponu i¢inde osmiyum tetroksitle post-
fiksasyon yapilmigtir. Bitiin 6rneklerin seri etil alkol ¢ozeltileri (%30, %50, %70,
%90, %96 ve %100) kullanilarak dehidrasyonlar1 saglanmigtir. Bu 6rnekler de
epon-araldit re¢cineye gomilmiustir. Yari-ince kesitler (700 nm) toluidin mavisiyle
boyanmistir. Kesitlerin 1s1k mikroskobu (Olympus BX50) kullanilarak histolojik
degerlendirmeleri yapilmistir. Dejenere aksonlar 2 kritere gore belirlenmigtir:

miyelin birikintileri olusumu ve aksonlardaki dejenerasyon (Ozatik O, 2016).

3.8.2 Bobrek ve karaciger dokularinin degerlendirilmesi

Bobrek ve karaciger dokularindan rotary mikrotom (RM 2135, Leica)
araciligi ile 5 um’lik parafin kesitler alinmistir. Deparafinizasyon igslemi i¢in 1 gece
60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilen ile muamele
edildi. Ardindan rehidratasyon islemi i¢in %95’den %60’a azalan alkol serilerinden
gecirilen kesitler 5 dakika akan su altinda yikandi. Kesitler 3 dakika hematoksilen
ile boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan uzaklastirilmas: i¢gin 5 dakika
akan suda yikanan kesitlerin 30 saniye eozin ile boyanmalar1 saglandi. Ayn
sekilde 5 dakika akan su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve

%95lik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
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amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi. Isik Mikroskobu altinda (Zeiss
Axiovision) her bir gruba ait kesitler kor 2 histolog tarafindan semikantitatif
olarak degerlendirildi. Bobrek hasar1 tibtler nekroz, tibiller wvakuoler
degisiklikler, hemoraji ve tiibiiler dilatasyon siddet ve yayginligi dikkate alinarak
incelendi. Her bir kesit 0-4 arasinda skorlandi (0: hasar yok,1: minimal hasar (<%
5), 2: orta derecede hasar (% 5-25), 3: yaygin hasar (% 25-75), 4: siddetli hasar (>
%'T75).

3.9 Biyokimyasal Degerlendirmeler

3.9.1 Serumlarin ayristirilmast ve ¢calisilmasi

Kardiyak perfiizyon uygulamasindan hemen 6nce hayvanlarin kalplerinden
alinan kan 6rnekleri EDTA (etilendiamin tetra asetik asit) igeren tiiplere alinip
buz igerisinde santifiije goturildi ve 20 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Deney
tiplerine alinan plazma 6rnekleri kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. IL-19,
TNF-a, GSH, NGF (sinir biyume faktoéri) dizeyleri, rat ELISA kiti ile kit
prosediriine uygun olarak c¢alisildi. Absorbanslar, Biotek ELx800 ELISA

okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu.

3.10 Istatistiksel Analiz

Deney gruplarindan elde edilen veriler SPSS 21.0 ve Sigma STAT istatistik
programlar1 kullanilarak analiz edilmistir. In vitro degerlendirmede Kruskal
Wallis ve ileri karsilastirma testi olarak Tukey testi kullanilmistir. Agrn
deneylerinde, motor performans ve motor koordinasyon deneylerinde verilerin
analizinde iki yonli varyans analizi ve ileri karsilastirma testi olarak Tukey
kullanilmigtir. DRG noéron soma alani — frekans histograminda ve bobrek
kesitlerinin patolojik skorlamasinda Kruskal Wallis testi ve ileri kargilastirma
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak

gosterilmektedir. P<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Klorojenik Asitin Sitoprotektif Etkilerinin

Degerlendirilmesi

CIS oOnceki calismamizda Dbelirledigimiz submaximum nérotoksik
konsantrasyonda (200 uM) primer DRG hiicre killtirtine uygulanmistir (Donertas
et al., 2018). CIS kontrole gére anlaml sekilde hiicre canliligini azaltmistir. CGA
disiik konsantrasyonda (250-500 uM) CIS’dan farkli olmayip ancak yiiksek
konsantrasyonda (1000 uM) CIS’a gore sitoprotektif oldugu bulunmustur. L-ARG
(100 uM) veya L-NAME’in (100 uM) CGA’'min 1000 uM konsantrasyonu ile
kombine uygulanan gruplarda anlamlilik bulunmamastir. CIS ile beraber verilen
L-ARG kontrole gore anlamli gekilde hiicre canhiligini azaltirken L-NAME
grubunda CIS’a gore hiicre canliligi fazla bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1 Hucre kilturinde CIS in norotoksik etkisinde CGAnin farkl
konsantrasyonlarda (250-1000 uM) etkisinin ytizde hiicre canlilig1 tizerinden
degerlendirmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmektedir. (*:

p<0,05, ***: p<0,001 kontrole gore; x: p<0,05 CIS200’e gore)
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4.2 Akut Deneyler

4.2.1 Néropatinin olusmasi

Ik 5 haftalik siirecte CIS uygulanan bitin gruplarda néropati gelismesi
hedeflenmistir. Noropati degerlendirmesi bazal 6l¢iim ile son 6l¢iim giinleri (31 ve
35.glin) arasinda yapilmistir. Yapilan degerlendirmelerde sisplatin uygulamasiyla
sicanlarda mekanik allodini gelisirken, termal duyarhlikta ve kuyruk sikigtirma
testinde anlamli bir degisiklik saptanmamistir (Sekil 4.2A,B,C). Soguk plaka
Olciimlerinde 1lk ayagini kaldirana kadar gecen siire latens olarak kaydedilmis ve
bu 6l¢iim degerlendirilmistir. CIS uygulanan biitiin gruplarda bazal 6l¢iim ile 31
ve 35. gunler arasindaki 6l¢giimler arasinda anlamli farklihk vardir (Sekil 4.2D).
Latenste bazale gore anlaml 6l¢lide azalma vardir dolayisiyla sisplatinin soguk
allodini yaptig1 saptanmigtir. Aktivitemetre testinde ise CIS'1n motor aktiviteyi de

bozdugu gortlmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 2 Sicanlarda noropatik
agr1 gelisiminin tespiti. Biitiin
gruplara 5 hafta boyunca
sadece CIS uygulanmigtir.
Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterilmektedir.
(A) Mekanik allodini testi,

(B) Termal hiperaljezi testi,
(C) Kuyruk sikistirma testi,
(D) Soguk allodini testi

(aa: p<0,01, aaa: p<0,001 G1
bazal degerine gore; bb: p<0,01,
bbb: p<0,001 G2 bazal degerine
gore; cc: p<0,01, ccc: p<0,001 G3
bazal degerine gore; d: p<0,05,
dd: p<0,01, ddd: p<0,001 G4

bazal degerine gore)
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Sekil 4. 3 Sicanlarda akut klorojenik asit uygulamasi 6ncesi motor performans

Toplam mesafe (cm

degerlendirmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmektedir. (a:
p<0,05 G1 bazal degerine gore; b: p<0,05, bb: p<0,01 G2 bazal degerine gore; ccc:
p<0,001 G3 bazal degerine gore; dd: p<0,01 G4 bazal degerine gore)

4.2.2 Tek doz uygulanan CGA’nin 1. ve 3. saat olciimleri

Bes hafta CIS uygulanmasi sonrasinda si¢canlarda néropati gelistigi
mekanik allodini ve soguk allodini testleriyle belirlenmistir ve ayni zamanda
motor aktivite de CIS uygulamalari sonrasinda anlamli gekilde bozuldugu
bulunmustur. Noropati degerlendirmesi i¢in yapilan testlerde 31.glin 6l¢gimleri
anlamh bulundugu i¢in 32.giin CGA uygulamas1 sonrasinda yapilan o6l¢iimlere
dair grafikler gosterilmigtir. 36.giinde yapilan 1 ve 3. saat verileri degerlendirmeye
alinmamagtir.

Deneyin 31. glinlinde pre-doz Ol¢glimleri yapilip ertesi giin sabah CGA
uygulanmis ve sonrasinda 1. (1H) ve 3. (3H) saatlerde testler tekrarlanarak akut
etki degerlendirilmigtir (32.giin). CIS'in neden oldugu mekanik allodini, soguk
allodini ve bozulan motor aktivite tizerine CGA’'nmin etkileri degerlendirilmistir.
Mekanik allodini testinde CGA biitiin dozlarda (50, 100 ve 200 mg/kg) 1. saatte
latensi 1statiksel olarak anlamli derecede uzatmistir. 3 saat Olciimleri predose
olcimlerinden anlamli farkli degildir. Sadece 200 mg/kg doz 3.saatte 1. saat
olcimiine gore anlamlilik gostermistir (Sekil 4.4A). Soguk allodini testinde CGA
50 mg/kg dozda hem 1.saat hem de 3.saatte pence ¢cekme latensini uzatirken 100

ve 200 mg/kg dozlarda sadece 1.saatte latensi istatiksel olarak anlamli derecede
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uzattigr gorilmiustir (Sekil 4.4B). Aktivitemetre testinde CGA'nin, CISin neden
oldugu toplam mesafedeki azalmaya anlamli bir etkisi olmamistir (Sekil 4.5).
CGA’nin etkili gorilen 100 mg/kg dozu secilmis olup kronik deneylerde CIS ile

beraber bu doz uygulanmagtir.
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Sekil 4. 4 Sicanlarda tek doz CGA uygulamasi sonrasi agri testleri
degerlendirmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmektedir. (A)
Mekanik allodini testi, (B) Soguk allodini testi G1: Kontrol grubu, G2: CGA 50
mg/kg, G3: CGA 100 mg/kg, G4: CGA 200 mg/kg uygulanan gruplar (b: p<0,05,

bbb: p<0,001 G2 pre-doza gore, $$$: p<0,05 G2 1.saate gore; c: p<0,05 G3 pre-
doza gore; dd: p<0,01, ddd: p<0,001 G4 pre-doza gore; ##: p<0,01 G4 1.saate gore;
xxx: p<0,001 G4 1l.saate gore)
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Sekil 4. 5 Sicanlarda tek doz CGA uygulamasi sonrasi motor performansin
degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmektedir. G1:

Kontrol grubu, G2: CGA 50 mg/kg, G3: CGA 100 mg/kg, G4: CGA 200 mg/kg

uygulanan gruplar

4.3 Kronik Deneyler

4.3.1 Hayvanlarin genel fiziksel goriiniimleri

Deneyin 4-5. haftalarinda baglayan ve kardiyak perflizyonlarina kadar
gecen sure boyunca ozellikle CIS uygulanan sicanlarda hafif kanli ishal
gozlenmistir. Bu durumun CGA uygulanan siganlarda goérece daha az oldugu
tespit edilmistir. CGA uygulamalarinda da hayvanlarda ila¢ enjekte edildikten
kisa siire sonra kivrandiklar1 gézlenmistir. Bu durum CGA’nin asidik yapida bir
molekiil olmasiyla agiklanabilir. Kontrol hari¢ tiim gruplarin viicut agirhiklarinda

belirgin azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 6 Deney hayvanlarinin 0.giin viicut élgtimleri ile besinci hafta sonrasi
kaydedilen viicut agirliklar: arasindaki degisim. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterilmektedir.

(*: p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,001 kontrole gore)

4.3.2 Mekanik allodini degerlendirmesi

Mekanik allodini degerlendirmesinde gruplarin bazal él¢gtimleri arasinda
fark yoktur. CIS 35.glinde bazale gore anlamlh gekilde pence ¢ekme latensini
distirmistiir (p<0,001). Kronik olarak CIS ile beraber verilen CGA’nin 100 mg/kg
dozunda pencge cekme latensini CIS 35.giine gore istatistiksel olarak anlamh
sekilde artirdigr gorilmiustir (p<0,01). CIS+CGA+LARG grubunda da CIS’a gore
35.glinde pencge ¢ekme latensi anlamli sekilde artmistir (p<0,01). CIS+LARG
grubunda 35.giinde bazal oOl¢ime gore pence c¢ekme latensinin azaldigi

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7 Mekanik allodini testi sonuglari. Veriler ortalama + standart hata

olarak gosterilmektedir. (*: p<0,05; **: p<0,01 kendi bazaline gore; ++:p<0,01 CIS

35.gline gore)

4.3.3 Termal hiperaljezi degerlendirmesi

CIS'1in daha 6nceki calismalarimizda ve akut deneylerde de gérdiigiimiiz gibi

termal hiperaljezi yapmadig1 tespit edilmigstir.

gozlenmemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8 Termal hiperaljezi testi sonuc¢lar:
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4.3.4 Kuyruk Sikistirma (Tail Clip) testi degerlendirmesi
Periferik agr1 algisim1  degerlendirdigimiz kuyruk sikistirma testi

sonuclarinda da anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9 Kuyruk sikistirma testi sonuclar:

4.3.5 Soguk allodini degerlendirmesi

Soguk plaka testinde CIS'1n penge ¢ekme latensini bazale gore distirdigu
tespit edilmistir (p<0,001). Dolayisiyla CIS'in sicanlarda soguk allodiniye neden
oldugu gorilmistiir. CGA grubunda, 35.giin 6l¢iimi ile bazal 6l¢iim arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. CGA'nin CIS ile diisen pence ¢cekme latensini
bazal degerine yiikseltebildigi gérulmustir. CGAnin LARG/LNAME ile kombine
edildigi gruplarda ise soguk allodini CIS’dan anlamli farklh bulunmamisgtir. CGA
grubuna gore 35.glinde pence cekme latensini anlamli sekilde dustrdiikleri
bulunmustur. LARG ve LNAME sadece CIS ile verildiginde yine pence ¢cekme
latensi kontrole ve CIS 35.glin verisine gore anlamh 6l¢tide diismiustiir (p<0,001)

(Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10 Soguk plaka testi sonuclari, bazal ile 35.glin karsilastirmasi. Veriler
ortalama =+ standart hata olarak giosterilmektedir.
(***: p<0,001 kendi bazaline gore; xxx: p<0,001 kontrol grubu 35.giin verisine

gore; ++:p<0,01, +++:p<0,001 CIS+CGA 35.giin verisine gore)

4.3.6 Aktivitemetre degerlendirmesi

Tum gruplarda giderek azalan toplam hareket mesafesi en fazla CIS,
CIS+CGA+LARG, CIS+CGA+LNAME, CIS+LARG gruplarinda kontrole gore
anlamli sekilde azalma goéstermigtir. CGA ise deney protokoliiniin 35.gliniinde
toplam hareket mesafesini 0.glindeki degere gikardigr goriilmektedir (Sekil 4.11).
Steretipik hareket ytizdesi verilerine goére CIS kontrole goére anlamli farklilik
gostermemstir. CIS+CGA+LARG ve CIS+LARG gruplarinda 35.giinde stereotipik
hareket ylizdesi bazale gore azaldig1 goriilmustiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 11 Aktivitemetre testi sonuclari. Veriler ortalama + standart hata
olarak gosterilmektedir. (**: p<0,01, ***: p<0,001 kendi bazaline gore; +:p<0,05,
++:p<0,01 CIS+CGA 35.glin verisine gore)
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Sekil 4. 12 Aktivitemetre testinde stereotipik hareket ytizdesi. Veriler ortalama
+ standart hata olarak gosterilmektedir. (**: p<0,01 CIS+CGA+LARG 0.giine
gore; #:p<0,05 CIS+LARG 0.giine gore)

4.3.7 Rotarod degerlendirmesi
CIS motor koordinasyonu anlamli olarak bozmustur. Calisma sonuglarina
gore CGA’nin bu etkiyi ortadan kaldirdig: gorilmektedir. CGA ile birlikte verilen
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L-NAME ise motor koordinasyonda anlamli olarak bozulmay: artirmistir. L-ARG
CIS’1in olusturdugu motor koordinasyon bozuklugunu diizelttigi halde L-NAME ile
diizelme gorilmemistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4. 13 Rotarod testi sonuglari. Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterilmektedir. (**: p<0,01, ***: p<0,001 kendi (0.giin) bazaline goére; +:p<0,05,
++:p<0,01, +++:p<0,001 kontrol 35.giin verisine gore; &: p<0,05, &&:p<0,01
CIS+LARG 35.glin verisine gore, %: p<0,05 CIS+CGA+LNAME 35. glin verisine

gore)

4.3.8 Ayak izi analizi degerlendirmesi

Ayak izi paternlerine gore yapilan degerlendirmede, sag arka penge adim
uzunlugunun CIS 35.giinde anlamh sekilde azaldig1 goriilmistiir. CIS beraberinde
verilen CGA 35.giinde azalmasi beklenen bu degeri ilk degerinde tutabildigi
gosterilmistir. LARG ve LNAME kombinasyonu CGA etkisinde anlamh degisiklige
neden olmamistir. CIS ile beraber LARG ve LNAME verilen gruplarda 35.giinde
7.gline gore anlamh azalma gozlenirken bu deger sadece CIS verilen grubun

35.glin 6l¢glimiine gore anlamli farkli bulumamistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 14 Ayak izi analizi. Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterilmektedir. (a: p<0,05 CIS 7.giine gore, b: p<0,01 CIS+LARG 7.giine gore,
c¢: p<0,01 CIS+LARG 21.gline gore, d: p<0,001 CIS+LNAME 7.gline gore, e:
p<0,001 CIS+LNAME 21.gline gore, ***: p<0,001 CIS+LNAME 35.gline gore, #:
p<0,05 Kontrol 35.giine gore)

4.4 Histopatolojik Degerlendirme
4.4.1 DRG’lerde histopatolojik degerlendirme

Kontrol grubunda niikleuslarin santral yerlesimli oldugu goérildi.
Gangliyon hiicreleri ve etrafinda bulunan satellit hiicrelerde normal morfoloji
gozlenmigtir. CIS grubunda gangliyon hiicrelerinde mikrovakuolizasyon
gbozlenmistir. Ayrica hiicre sitoplazma zarinda silinme ve sitoplazmada hafif gsigsme
tespit edildi. CIS+CGA grubunda daha az miktarda mikrovakuolizasyon
gorilmistiir. Hicre membrani CGA grubunda CIS grubuna gore daha belirgindi.
CIS+CGA+LARG grubunda hiicrelerdeki patolojik degisiklikler CIS+CGA
grubuna gore daha fazla ancak CIS+CGA+LNAME grubuna gore daha az oldugu
gozlenmigtir. CIS+LARG ve CIS+LNAME gruplarinda da histolojik tablonun
bozuldugu séylenebilir (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15 DRG’lerin histopatolojik degerlendirmesi

A: Kontrol, B: CIS, C: CIS+CGA, D: CIS+CGA+LARG, E: CIS+CGA+LNAME,
F: CIS+LARG, G: CIS+LNAME

DRG néron soma alani-frekans histogramina bakildiginda genel olarak
kiigiik ¢apli noron frekansinin CIS ve CIS+CGA gruplarinda fazla oldugu
gorilmektedir. CIS+CGA+LARG/LNAME gruplarinda CIS+LARG/LNAME
gruplarina gorece daha biiyuk capli néronlarda artis oldugu sdylenebilir (Sekil

4.16).
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Sekil 4. 16 DRG noéron soma alani - % DRG frekans histogrami. Veriler ortalama
+ standart hata olarak gosterilmektedir. (*:p<0,05 CIS+LARG gore; x:p<0,01

kontrole gore)

4.4.2 Siyatik sinirlerde histopatolojik degerlendirme

Kontrol grubunda normal néral morfoloji goriulirken CIS grubunda
miyelinli aksonal liflerde yaygin dejenerasyon gorilmustiir. Aksonlar sig
goriiniimdedir. CIS+CGA grubunda dejenerasyon kontrol grubuna gore daha fazla
iken CIS grubuna goére daha az oldugu gozlenmistir. Aynm1 zamanda CIS+CGA
grubunda rejenere/normal aksonal liflerin sayica CIS grubuna gore daha fazla
oldugu soylenebilir. CIS+CGA+LARG/LNAME gruplarinda da yaygin
dejenerasyon goriulmekle beraber sadece CIS+LARG/LNAME gruplarinda
dejenerasyon daha fazladir. Genel olarak LNAME kombinasyon gruplari LARG

kombinasyon gruplarina gére daha fazla dejenere oldugu gozlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4. 17 Siyatik sinirlerin histopatolojik degerlendirmesi

A: Kontrol, B: CIS, C: CIS+CGA, D: CIS+CGA+LARG, E: CIS+CGA+LNAME, F:
CIS+LARG, G: CIS+LNAME

4.4.3 Karaciger kesitlerinde histopatolojik degerlendirme

Karaciger kesitlerinde hemotoksilen-eozin (Sekil 4.18) ve mason trikrom
(Sekil 4.19) boyamalar1 yapilmistir. Kontrol grubunda normal histolojik yapi
gorulmustiir. CIS grubunda eozinofilik sitoplazmali hepatositler, sintizoidlerde
genisleme, yer yer hemoraji bulgular1 izlenmistir. CIS+CGA grubunda, CIS

grubunda izlenen histopatolojik  bulgular bariz olarak azalmigtir.
/1



CIS+CGA+LARG ve CIS+LARG gruplarinda sintizoidlerde genigleme ve yer yer
hemoraji gorilmektedir. CIS+CGA+LNAME ve CIS+LNAME gruplarinda ise
hepatosit kordon yapisinda tamamen bozulma ve hepatositlerde vakuolizasyon
gorilmustir. Ayrica santral ven etrafinda ve portal alanda bag dokuda artig

izlenmigtir (Sekil 4.19).

Sekil 4. 18 Hemotoksilen-eozin ile boyanan karaciger kesitlerin histopatolojik
degerlendirmesi.
a: Kontrol grubu, b: CIS grubu, ¢: CIS+CGA, d: CIS+CGA+LARG, e:
CIS+CGA+LNAME, f: CIS+LARG, g: CIS+tLNAME
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Sekil 4. 19 Mason trikrom ile boyanan karaciger kesitlerin histopatolojik
degerlendirmesi.
a: Kontrol grubu, b: CIS grubu, ¢: CIS+CGA, d: CIS+CGA+LARG, e:
CIS+CGA+LNAME, f: CIS+LARG, g: CIS+tLNAME

4.4.4 Bobrek kesitlerinde histopatolojik degerlendirme

Bobrek kesitleri histopatolojik olarak degerlendirildiginde kontrol grubu
normal bébrek histolojisine sahipti. CIS grubunda yaygin tiibiiler atrofi, hemorajik
alanlar ve tiibiiler dilatasyon dikkat ¢ekmekteydi. CIS+CGA grubunda patolojik
sonuclar nispeten diizelmigsken, minimal bobrek hasari ve tibiler vakuolizasyon
dikkat ¢cekmekteydi. CIS+CGA+LARG/LNAME ve CIS+LARG/LNAME ise orta
derecede bobrek hasarimin mevcut oldugu goriuldi (Sekil 4.20). Bobrek hasar
skorlamasina gore CIS grubunda belirgin hasar meydana geldigi, diger gruplarda

da hasar goriilmekle beraber CIS’a gore daha az oldugu gosterilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4. 20 Hemotoksilen-eozin ile boyanan bobrek kesitlerinin histopatolojik

degerlendirmesi.
a: Kontrol grubu, b: CIS grubu, ¢: CIS+CGA, d: CIS+CGA+LARG, e:
CIS+CGA+LNAME, f: CIS+LARG, g: CIS+LNAME
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Sekil 4. 21 Bobrek kesitlerinde patolojik skorlama (*: p<0,05, **:p<0,01 kontrole
gore; ##: p<0,01 CIS’a gore)

4.5 Biyokimyasal Degerlendirmeler

Biyokimyasal degerlendirmede sadece TNF-alfa diizey tayininde anlaml
farklilik géralmiustir. TNF-alfa diizeyinin CIS grubunda kontrole anlaml gsekilde
arttig1 goruldia. CIS+CGA grubunda TNF-alfa diizeyinin CIS grubuna gére anlamh
sekilde azaldig1 gorilmiustiir. CIS+CGA+LARG/LNAME ve CIS+LARG/LNAME
kombinasyon gruplarinda bu deger CIS+CGA grubuna gore anlamli sekilde
yikseldigi gortilmistiir. CIS+CGA+LARG grubunda TNF-alfa diizeyinin CIS’a
benzer sekilde kontrole gore anlamli sekilde arttigir belirlenmigtir (Sekil 4.22).
Diger parametrelerde anlamli bir degisiklik saptanamamistir (Sekil 4.23,24,25).

75



250,00

XXX
* %k
200,00 * T
XX
T . XX XX
T
g 150,00 -
w
= T
F 100,00 HitH
T
50,00
0,00
AN
O oY & L NS L R\Z
O B x\? %V‘ X\Y $V“
© > & > Y &
O o S
e Y
C S
(¢}

Sekil 4. 22 Serumda TNF-alfa diizey tayini (ng/L). Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterilmektedir. (*:p<0,05, **:p<0,01 kontrole gore; xx:p<0,01,
xxx:p<0,001 CIS+CGA’ya gore; ##:p<0,01 CIS’a gore)
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Sekil 4. 23 IL.-19 diizey tayini (pg/ml).

76



70,00

65,00

60,00

GSH

55,00

50,00

45,00

> L o © & o N
& o S & 5 &
© > &K > Y &
O & >
& O
© P
@
Sekil 4. 24 GSH diizey tayini (ng/ml)
I I I I X
K{éo\ ® & \y‘*o @@ & v@%
X
© 0‘9 (9?5 x\§ 0‘3( %x\’é
C o o
S O
S

Sekil 4. 25 NGF diizey tayini (ng/ml) (x:p<0,05 CIS+CGA’ya gore)
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5 TARTISMA

Calismada CIS'in norotoksik etkileri ve neden oldugu PN tizerine CGA’nin
olas1 sitoprotektif, antihiperaljezik ve profilaktik etkilerinin degerlendirilmesi
amaclanmigtir. Bilindigi kadariyla ¢alismamiz, CGA’nin CISin neden oldugu
periferik noropatideki olasi etkilerinin arastirilmasi1 agisindan bir ilktir. Daha
once noropatik agri modellerinde CGA'nin yararh etkileri gosterilmistir (Bagdas
et al., 2013; Bagdas et al.,, 2014; K. Hara et al., 2014). Ancak sistemik bir
norotoksik ajan varhiginda ortaya ¢ikan PN tizerine etkileri bilinmemektedir.

Calismamizin sonuglarina gore CIS termal hiperaljezi testinde hiperaljezi
olusturmamakla birlikte mekanik allodini ve soguk allodiniye neden olmustur.
CIS’1n bu allodinik etkisi CGAnin tek doz ve kronik kullanimiyla 6nemli 6l¢tide
onlenmigstir (Sekil 4.4A ve Sekil 4.7). Mekanik plantar testindeki antiallodinik
etkilerini NO donéri LARGnin ve spesifik olmayan NOS inhibitéri LNAME nin
etkilemedigi ancak soguk plaka testinde her iki ajanin da klorojenik asitin etkisini
azalttigr gortilmustiar (Sekil 4.7 ve Sekil 4.10). Her iki ajan da CIS ile bozulan
motor performans tizerine CGA’nin olumlu etkilerini azaltmistir (Sekil 4.11). Oysa
her iki ajan da CIS'in bozdugu motor koordinasyon degerlendirmesinde CGA’'nin
iyilestirici etkisinde bir farkliliga neden olmamiglardir (Sekil 4.13). Histolojik
degisikliklerde periferik dokularda CISin neden oldugu toksisiteyi CGA’nin
kismen azalttigi gorilmistir. LARG ve LNAME eklendiginde yapisal
bozulmalarin yine arttigi goézlenmistir (Sekil 4.15, 4.17, 4.18-19, 4.20).
Biyokimyasal degerlendirmede ise CIS uygulamasiyla artan TNF-alfa diizeyinin
CGA uygulamasiyla dustigua goralmustir. CIS+CGA+LARG/LNAME ve
CIS+LARG/LNAME kombinasyon gruplarinda da TNF-alfa diizeyinin CIS+CGA
grubuna gore daha yiksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.22).

Platin-tirevi ajanlarla kemoterapi tedavisi sonrasinda gelisen akut ve
kronik norotoksisite, inflizyon sirelerinin uzatilmasina, doz kisitlamalarina,
tedavinin ertelenmesine ve hatta tedavinin kesilmesine yol acan ana kisitlayic
faktordir (Storey et al., 2010). CIS, proteine baglanma orani en yliksek olan platin-
tiirevi ajandir. Diger platin-tiirevi ajanlar arasinda en ¢ok norotoksik etki gosteren
ajandir. PN’ye ek olarak, nefrotoksisite, hepatotoksisite, ototoksisite ve
miyelosiipresyon gibi yan etkilere de neden olmaktadir (Zajaczkowska et al., 2019).
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PN doz ve stireye bagh olarak gelisir (Ozols & Young, 1985). Kullanilan yiiksek
kiimilatif doz ve CIS’a uzun silire maruz kalma PN’nin siddetinin artmasina neden
olur (Gregg et al., 1992). DRG’lerde bulunan duyu néronlar1 CIS’1in da dahil oldugu
platin-tiirevi ajanlarin primer hedefi olmaktadir. DRG’lerde kronik hasara neden
olan baglica mekanizma platin-DNA eklentilerinin olugsmasidir. Sonrasinda
mitokondriyal disfonksiyon ve ortaya c¢ikan oksidatif stres DRG noéronlarinda
meydana gelen apoptozun primer tetikleyicileri olarak dikkat cekmektedir.
Mitokondriyal disfonksiyon sonucu hiicre i¢i kalsiyum regiilasyonu bozulmakta ve
kaspaz aktivasyonu sonucu noronal apoptoz meydana gelmektedir. Bu
degisiklikler proinflamatuvar mediyatorleri ve biiylime faktorlerini saliveren glia
hiicrelerini uyararak periferik sensitizasyona yol agcmaktadir. Bunun sonucunda
duyu noronlarinda spontan desarjlar ve hipereksitabilite meydana gelmektedir (X.
M. Wang, Lehky, Brell, & Dorsey, 2012). CIS, TRPV1 ve TRPA1 reseptorlerinin
upregiilasyonuna neden olmasiyla nosiseptif noronlarda duyarliligin artmasina
yol agmaktadir (Ta et al., 2010). Aym1 zamanda NMDA reseptorlerinde ve TRPV
reseptorlerinde upregiilasyona neden olmasi da periferik sensitizasyona katkida
bulunmaktadir. CISin etki mekanizmalar1 arasinda MAPK yolagi da yer
almaktadir. CISin neden oldugu noéronal apoptozun p38 ve ERK1/2 aktivasyonu
sonucu meydana geldigi, noroprotektif role sahip JNK/Sapk ekpresyonunda
azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Scuteri et al., 2009; Scuteri et al., 2010).
DRG néronlarinin apoptozuyla karakterize olan PN’de JNK/Sapk ve ERK1/2
aktivasyonu arasindaki dengenin noronal sagkalim agisindan 6nemli oldugu 6ne
sturalmustir (Scuteri et al., 2010).

CGA, tiketilen pek cok yiyecek ve icecekte bulunan ve saghga yararl
etkileriyle dikkat ceken oOnemli bir prolifenolik bilesiktir. Saf halde ya da
metabolitleri kan beyin bariyerini kolayca gecebilmekte ve SSS’yi direkt olarak
etkileyebilmektedir (Ito et al., 2008). Antiinflamatuvar, antioksidan,
antigenotoksik ve noéroprotektif etkileri gibi birgok biyolojik aktiviteye sahip
oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Cropley et al., 2012; M. D. dos Santos
et al., 2006; J. Han et al., 2010; Kwon et al., 2010; Li et al., 2008; Weng & Yen,
2012). Guclu bir antinosiseptif etkiye de sahip oldugu dustunilmektedir. Urtica

urens, Urtica circularis and Cheilanthes farinosa gibi tibbi amacla kullanilan
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bitkilerin agriy1 azalttigi ve bu etkide i¢eriklerinde bulunan CGA’nin neden oldugu
one surilmustir (Gorzalczany et al., 2011; Marrassini et al., 2010; Yonathan et
al., 2006). Inflamatuvar agri, néropatik agr1 ve viseral agri modellerinin ¢aligildig
cesitli preklinik ¢alismalarda da CGA’nin analjezik etkileri tizerinde durulmustur
(Bagdas et al., 2013; M. D. dos Santos et al., 2006; K. Hara et al., 2014). CGA'nin
analjezik etkileri altinda yatan mekanizma tam aydinlatilamamis olmakla
beraber antiinflamatuvar etkileri dolayisiyla oldugu distinilmektedir. Clinki
CGA TNF-alfa, nitrik oksit ve interlokinler gibi bazi inflamatuvar mediyatorlerin
periferik sentezini ve saliverilmesini inhibe edici etkilere sahiptir (Chauhan et al.,
2012; M. D. dos Santos et al., 2006; Kupeli Akkol, Bahadir Acikara, Suntar,
Ergene, & Saltan Citoglu, 2012). Dolayisiyla duyu noéronlarinda duyarlihga
katkida bulunan inflamatuvar sitokinlerin azalmasi asir1 agr1 algisinin ortadan
kalkmasina katki saglayabilir. CGA ayni zamanda kimyasal yapis1 sebebiyle
serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getiren bir bilesiktir.
Antioksidan etkilerinin olusan stiperoksit radikalini stiplrici etkisi, hidroksil
radikali olusumunu azaltmasi1 ve lipid peroksidasyon hizini azaltmasindan
kaynaklandig1 distiniilmektedir (Pavlica & Gebhardt, 2005). CGA’'nin oksijen,
nitrojen reaktif bilesiklerinin ve organik serbest radikallerin zararl etkilerini
ortadan kaldirmada etkili oldugu gosterilmistir (Kono et al., 1997). Yiksek
antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin ayni1 zamanda noroprotektif etkilerine
de katkisinin oldugu distinilmektedir (Nabavi et al., 2017). Hem antinosiseptif
etkileri, hem antioksidan etkileri hem de néroprotektif etkileriyle CGA, CIS’a bagh
gelisen PN tedavisi i¢in aday bir ajan olabilir.

Calismamizda hem CIS'in neden oldugu PN’de hem de CGA’nin etkilerinde
onemli bir sinyalizasyon molekili olan NO’nun katkilar1 da degerlendirilmigtir.
NO agr1 calismalarinda genis 6l¢iide calisilan bir mediyatérdir. Sinaptik aralikta
noromediyator olarak davranir ve post-sinaptik sinir ucundan pre-sinaptik sinir
ucuna retrograd mesajc1 olarak gorev alir (O'Dell, Hawkins, Kandel, & Arancio,
1991; Pacher, Beckman, & Liaudet, 2007). Etkilerini cGMP araciligiyla gosterir
(Ignarro, 1991). NO proinflamatuvar o6zelliklerini COX enzimlerini modiile ve
aktive ederek gostermektedir ve sonucgta prostaglandinlerin saliverilmesine neden

olmaktadir (Mollace, Muscoli, Masini, Cuzzocrea, & Salvemini, 2005; Salvemini et
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al., 1993). Agr1 acisindan dual etkilere sahiptir (Kawabata, Manabe, Manabe, &
Takagi, 1994). Hem nosiseptif hem de antinosiseptif etkilere neden olabilir.
Kawabata ve arkadaslari diisik doz LARG injeksiyonu sonrasinda nosiseptif
cevabin ortaya ciktigini, yiikksek doz injeksiyonun ise nosiseptif etkiyi baskiladigini
gormiuslerdir (Kawabata et al., 1994). Noropatik agri modelinde ise NO donériniin
doz bagimli dual etkilere neden oldugu gorilmiustir (Sousa & Prado, 2001).
Farkhiliklarin calismalarda kullanilan NO dondérlerinin dozlari, agrinin test
edildigi model ve kullanilan deney hayvanina bagli olabilecegi gz oniinde
bulundurulmalidir. Deneysel verilere géore NO'nun NMDA reseptorleri ve COX
enzimleriyle interaksiyonu sonrasinda hiperaljezik etki ortaya cikarken, analjezik
etkilerine aracilik eden mekanizmanin ¢cGMP-PKG-ATP duyarli K* kanal
yolaginin aktivasyonu oldugu gosterilmistir (Durate, Lorenzetti, & Ferreira,
1990).

Kendisi bir radikal olmasina ragmen, sahip oldugu kimyasal ve fiziksel
ozellikleri NO’nun hem oksidan hem de antioksidan 6zellikler kazanmasina neden
olur. NO'nun oksidan ya da antioksidan 6zellikler kazanmasi lokal doku ¢evresine
baghdir. Bulundugu dokuda oksidan ytk diistikse, ylksek reaktif 6zellikleri NO’ya
oksidan ozellikler kazandirir. Oksidan yiikiin fazla oldugu durumlarda NO
antioksidan rol Uustlenir ve siiperoksit de dahil reaktif oksijen bilegiklerini
stiplrici etki gosterir (Dweik, 2005). Stiperoksitle reaksiyona girerek ondan daha
az toksik molekiiller aciga c¢ikarir (NOs’). Cesitli sitotoksik mekanizmalardaki
paradoksik etkileri nedeniyle NOnun nasil etkiler ortaya g¢ikaracag oldukcga
karmasiktir. Kendisi gii¢li bir sitotoksik ajan olmamasina ragmen diger sitotoksik
ajanlara (agir metaller, alkilleyici ajanlar, radyasyon) karsi hiicreleri duyarh hale
getirir (Wink & Mitchell, 1998). NO'nun nasil bir biyolojik cevap olusturacagi
nerede, ne zaman ve ne kadar miktarda sentezlenecegine baghdir. NO'nun
diizenleyici etkilere sahip olmasi ya da oksidan etkilere sahip olmasi bulundugu
ortamda hem miktarina hem de kalma siiresine baglidir. NO’yu sentezleyen 3
enzimden cNOS tarafindan diigsik miktarda ve kisa siireli sentezlendiginde
diizenleyici etkileri baskin olurken, iNOS tarafindan sentezlenen NO daha yiksek
miktarlarda aciga c¢ikar ve reaktif nitro-oksidatif ozellikleri agiga c¢ikar

(nitrozasyon, nitrasyon, oksidasyon) (Wink & Mitchell, 1998). NO’nun dual etkileri
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baz1 fizyolojik olaylarda da goriilmektedir. NO'nun diisiik konsantrasyonlarda
noronal farklilasma, noéronal sagkalim, sinaptik plastisite, noéroproteksiyon,
vaskiiler homeostazis ve vazodilatasyon gibi olaylarda intraseliiler ve interseliiler
diizenleyici molekiil olarak yer aldigi gosterilmistir (Vallance & Leiper, 2002).
Norotoksisite ve patololojik agri1 gibi patolojik ve patofizyolojik durumlarda yiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik bir molekiil gibi davranmaktadir (M. R. Hara &
Snyder, 2007).

Bu bilgiler 1s1ginda calismamizda CGAnin etkileri 3 farkli asamada
incelenmistir. Ilk asamada CGAmin etkisi primer dorsal koék gangliyon
hiicrelerinde CIS'in neden oldugu norotoksisite iizerinde degerlendirilmistir.
Primer noron kiltiirler: sinir sistemi homeostazisini etkileyebilecek internal ve
eksternal uyarilara karst olusan hiicresel ve molekiiler cevabin
degerlendirilmesinde o6nemli bir aragtir. PN incelemelerinde molekiiler
mekanizmalarin incelenmesi néroprotektif ajanlarin degerlendirilmesi agisindan
onem tasir (Melli & Hoke, 2009). Bu nedenle ¢calismamizda CIS ve CGA’nin etkileri
primer DRG hiicre kiltirtinde degerlendirilmistir. Sonuclarimiza goére yiiksek
konsantrasyonda kullanilan CGA, CISin neden oldugu nérotoksisiteyi
engellemeyi bagsarmistir. Cesitli calismalarda aslinda CGA’nin daha dasik
konsantrasyonlar: metil civa, hidrojen peroksit, a-sintikleine karsi sitoprotektif
etkiye neden olurken bizim c¢alismamizda CIS’a karst CGA’nmin yiksek
konsantrasyonu sitoprotektif etkiye neden olmustur (D. Han et al., 2017; Li et al.,
2008; Teraoka et al., 2012). Bu farklilikta kullanilan hiicre, kullanilan sitotoksik
ajan ve protokoliin roli olabilir. Baz1 ¢alismalarda CGA’nin 6n uygulamasiyla
sitotoksik ajana kars1 endojen antioksidan enzimleri aktive etmesi sonucu daha
disik dozlarin sitoprotektif etkinin ortaya c¢ikmasi i¢in yeterli oldugu one
surualmustir (J. Yao, Peng, Xu, & Fang, 2019). Calismamizda CIS ile beraber
uygulandiginda agiga ¢ikan reaktif oksijen bilesiklerinin tamponlanmasi igin daha
fazla konsantrasyona gereksinim oldugu diistinilebilir. Yiiksek
konsantrasyonlarda (>100 pM) uygulanan NO dondrlerinin, toksik
konsantrasyonlarda NO aciga cikmasiyla cesitli memeli hiicrelerde apoptozu
indukledigi gosterilmistir (Fiscus, 2002; Fiscus, Yuen, Chan, Kwong, & Chew,
2002). Daha duistk fizyolojik diizeylerde NO konsantrasyonu ise akciger fibroblast,
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insan B lenfositleri, ve cesitli normal ya da trasforme edilmis néral hiicrelerde
apoptozu onledigi gosterilmistir (Fiscus, 2002; Mannick, Asano, Izumi, Kieff, &
Stamler, 1994; Wink et al., 1993). Benzer sekilde calismamizda da CIS ile beraber
uygulanan 100 uM NO donérii LARGnin toksik etkiye sebep oldugu gorilmustiir
(Sekil 4-1). CIS ile artan hiicre i¢i toksik NO diizeylerinin LARG ile daha artmasi
DRG hiicrelerinde toksisiteye katkida bulundugu dustinilebilir. CIS+LNAME
verilen grupta da CIS+CGA1000 grubuna benzer sitoprotektif etki bulunmustur.
Bu durum CIS’'1in uygulanmasiyla hiicrelerde olusan iNOS artigina bagli artan NO
diizeylerinin LNAME uygulanmasiyla fizyolojik konsantrasyonlara indirilebilmesi
olarak degerlendirilebilir. Ayrica kanser hiicrelerinde iNOSun CIS’a bagh
apoptoza aracilik ettigi, eNOS/nNNOSun ise CIS’a baglhh gelisen apoptozu
baskiladigr da gosterilmistir (Leung, Fraser, Fiscus, & Tsang, 2008). LNAME
verilmesiyle ti¢c NOS izoformunun da inhibe edilmektedir. Sonucta toksik etkinin
aciga cikmasi beklense de NO’nun antiapoptotik ya da pro-apoptotik etki
gostermesinin hiicre tipine, lokal NO diizeylerine, NO olugsma kaynagina ve
beraberinde olusan superoksit radikalinin asir1 tretilmesi sonucu toksik pro-
oksidan peroksinitritin agiga cikmasina bagh oldugu dikkate alinmalidir (Fiscus,
2002; Fiscus et al., 2002).

Ikinci agsama olan akut deneylerde 3 sonu¢ hedeflenmistir: (1) 5 hafta
boyunca CIS verdigimiz biitiin gruplarda PN olusumunun saptanmasi; (2) tek doz
uygulanan CGA’nin 1. ve 3. saat 6l¢limlerinin pre-doz 6l¢gtimlerle karsilastirilmasi;
(3) CGA’nin kronik deneyler i¢in kullanilacak etkin optimum dozunun bulunmasa.
Sonuclarimiza gore CIS1n mekanik allodini ve soguk allodiniye sebep oldugu
ancak termal hiperaljezi yapmadigi tespit edilmistir. Periferik agrinin test edildigi
kuyruk ¢ekme testinde kuyruk ¢cekme latensini degistirmedigi gésterilmigtir. Aym
zamanda CIS'in motor performansi bozdugu da aktivitemetre testiyle
gosterilmistir. Dolayisiyla 5 hafta sonunda CIS uygulanan butin gruplarda
noropati gelismistir. Normal protokolde son injeksiyonu takiben 6.glinde 6l¢gimler
yapilmasindan dolay1 akut deneylerde hem son injeksiyon sonrasi 2.glinde
(31.gtin) hem de 6.giinde (35.glin) pre-doz o6l¢iimleri gerceklestirilmistir. Yapilan
agr1 testlerinde ve motor performans testinde pre-doz 6l¢iim degeri olarak butiin

gruplarda néropatinin tespit edildigi 31.giin verisi pre-doz olarak alinmigtir. Son
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CIS injeksiyonu sonrasi 3.giinde (32.giin) tek doz CGA 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarda gruplara uygulanmistir. Tek doz CGA uygulanan biitiin dozlarda CIS1n
neden oldugu PN’yi hafifletmistir. Ancak CIS'in bozdugu motor performans
tuzerine tek doz CGA’min bir etkisi tespit edilememistir. CGA'nin kronik
deneylerde kullanilmak tizere 100 mg/kg dozu optimum doz olarak secilmistir. Bu
doz aym1 zamanda daha 6nce bagka noropatik agri modellerinde de CGA’'nin
antinosiseptif etkilerinin gorildigi dozdur (Bagdas et al., 2013; Bagdas et al.,
2014).

Aragtirmanin 3.asamasinda CIS ile es zamanlh olarak uygulanan CGA’nin
potansiyel antinosiseptif etkileri, motor performans ve motor koordinasyon
uzerine etkileri degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda bu asamada sicanlardan
intrakardiyak perflizyon sonrasi toplanan periferik dokulardaki patolojik
degisikliklerin degerlendirmeleri yapilmistir. Deneyin 4. ve 5. haftalarinda CIS
uygulanan butin sicanlarda kanli ishal goézlenmistir. Bu durumun CIS'in
gastrointestinal yan etkilerinin bir sonucu oldugu goriilmektedir (Shahid,
Farooqui, & Khan, 2018). Bu durumun CGA uygulanan gruplarda gérece daha az
oldugu gorulmustir. Gugli antioksidan ve antiinflamatuvar ozellikleriyle
CGA’min mukozal hasarlar tzerine de koruyucu etkileri oldugu diistintilebilir.
Cesitli tlser modellerinde CGA’nin gastroprotektif etkilere de sahip oldugu
gosterilmistir (Kang & Lee, 2014; Shimoyama et al., 2013). Vicut agirliklarina
bakildiginda kontrol grubu disinda biltin gruplarda kilo kaybi1 oldugu
gorilmiustir (Sekil 4.6).

Agr1 calismalar: akut deneylerde oldugu gibi degerlendirilmistir. CIS'in
mekanik allodini ve soguk allodini yaptig1 tespit edilmistir (Sekil 4.7 ve 4.10). CIS
termal hiperaljezi ve kuyruk sikistirma testlerinde anlamli bir farkliliga neden
olmamgtir (Sekil 4.8 ve 4.9). Benzer sonuc¢lara Guindon ve arkadaslar: tarafindan
yapilan calismada da rastlanilmistir (Guindon, Lai, Takacs, Bradshaw, &
Hohmann, 2013). CGA ise CIS1in allodinik etkilerini azaltabilmistir. Simdiye
kadar yapilan g¢alismalarda CGAnin CIS da dahil kemoterapiye bagl gelisen
PN’deki etkilerini gosteren ¢alisma yoktur. Ancak cesitli fitokimyasallarin ve tibbi
bitkilerin kemoterapi ajanlarina bagh gelisen PN’de yararlh etkileri gosterilmistir

(G. Lee & Kim, 2016). Ornegin polifenolik bir bilesik olan kurkumin, CIS ile
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beraber uygulandiginda CIS'in norotoksik etkilerini azalttigr ve bu etkiye giigli
antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin katki sagladigi gosterilmistir (Al
Moundhri, Al-Salam, Al Mahrouqgee, Beegam, & Ali, 2013). Farkli néropatik agri
modellerinde CGA'nin yararlh etkileri gosterilmistir (Bagdas et al., 2013; Bagdas
et al., 2014) Diyabetik siganlarda da meydana gelen PN’de mekanik allodini
testinde diigsen penge cekme latensini diizelttigi gosterilmistir (Bagdas et al.,
2014).

CGA’nin ayn1 zamanda metabolitlerinin de antihiperaljezik etkileri oldugu
bilinmektedir. Metabolitlerinden biri olan kafeik asitin karregenana bagh
inflamatuvar agrida antihiperaljezik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Mehrotra,
Shanbhag, Chamallamudi, Singh, & Mudgal, 2011). CGA'nin diger
metabolitlerinden biri olan ferulik asitin ise vinkristine bagh gelisen PN
modelinde mekanik allodini ve soguk allodini testlerinde iyilestirici etkileri
gorilmistir (Vashistha, Sharma, & Jain, 2017). Kronik uygulanan CGA’nin
antinosiseptif etkilerine ayni zamanda metabolitlerinin katki sagladigi
distiniilebilir. Bu hipotezin dogrulanmasi i¢in ileri arastirmalara gerek vardir.

Mekanik allodini testinde CIS+LARG grubunda bazale gére anlamh sekilde
pence cekme latensinin azaldig1 bu etkinin CIS'in kendi basina goriilen toksik
etkisinden farkli olmadig1 géralmustir. Mekanik allodini testinde CIS+LNAME
ise CISin neden oldugu disen pence c¢ekme latensini bazal diizeylere
cikarabilmigstir (Sekil 4.7). Kronik olarak uygulanan CIS’in neden oldugu iNOS
aktivasyonu sonucu agiga ¢ikan toksik NO'nun LARG ile konsantrasyonlarinin
daha da artmasi sonucu agri hassasiyetinde artis meydana gelmesi beklenen bir
sonuctur. LNAME ise CIS’1n neden oldugu agr1 hassasiyetini azaltabilmistir. NO,
norotrofik faktorlerin artmasi, proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesi
nosiseptorlerde duyarliligin meydana gelmesine ve mekano-hipersensitiviteye yol
acmis olabilir. Dolayisiyla LNAME ile NO diizeylerinin azaltilmas1 CISin sebep
oldugu duyarhlasmay1 azaltabilmistir.

Soguk plaka testinde ise CISin soguk allodiniye neden oldugu
gosterilmigtir. CGA soguk allodini testinde pence ¢ekme latensini bazal diizeye
getirebildigi gortilmustir (Sekil 4.10). Siyatik sinirde kronik konstriksiyon

hasarina bagh noropatik agri modelinde intratekal uygulanan CGA mekanik
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allodini ve soguk hiperaljezisini hafiflettigi gorilmistir ve bu etkilerine
GABAerjik transmisyonun aracilik ettigi gosterilmistir (K. Hara et al., 2014).
CGA’nin antiallodinik etkilerinde metabolitlerinin de katkisi olabilecegi
distinilebilir. Soguk plaka testinde 10 mg/kg LARG ve 10 mg/kg LNAME’in hem
CIS+CGA ile hem de tek basina CIS ile uygulanan gruplarda pence c¢ekme
latensini diistirdiikleri tespit edilmistir (Sekil 4.10).

L-nitro-arginin-metil-ester (L-NAME), spesifik olmayan NOS
inhibitoradir. Karragenanla indiklenen termal hiperaljezide ya da kronik
konstriksiyon hasarinda analjezik etkileri gosterilmistir (Meller, Pechman,
Gebhart, & Maves, 1992; Osborne & Coderre, 1999). Bu analjezik etkiyi LARG
etkili bir gekilde inhibe etmistir. LNAME ayni zamanda siyatik sinir ligasyon
modelinde néropatik agri semptomlarini da etkili bir sekilde iyilestirmistir ve
antiallodinik etkileri LARG tarafindan engellenmistir (S. H. Kim & Chung, 1992;
Yoon, Sung, & Chung, 1998). NOS aktivitesinde lokal degisikliklerin degisen agri
davraniginin ortaya c¢ikmasi ve/veya surdirilmesiyle iligskili olabilecegi
distinilmektedir (Choi, Raja, Moore, & Tobin, 1996). Ancak hangi NOS
1izoformunun hangi nosiseptif modelde nosiseptif cevaptaki degisikliklerden
sorumlu oldugu hakkindaki bilgiler kisitlhidir. Farkli NOS izoformlarinin periferik
ya da spinal nosiseptif mekanizmalardaki rolleri de bilinmemektedir. O nedenle
agr1 calismalarinda farklt NOS izoformlarina yonelik selektif inhibitorler
kullanilmasi bu mekanizmalarin aydinlatilmasi agisindan 6nemlidir. Siyatik sinir
ligasyon modelinde 100 mg/kg LARG antioksidan o6zellikleriyle bilinen
melatoninin koruyucu etkilerini azaltirken 5mg/kg LNAME koruyucu etkilerini
potansiyelize etmigtir. Kullanilan ajanlarin dozlari, model farkliliklar: ve lokal NO
diizeylerinin NO yolaginin  etkisini degerlendirmede o6nemli oldugu
distinilmektedir.

TRPMS8 ve TRPAL1 transient reseptor potansiyel superailesinin iki Gyesidir.
Bunlar serin ve soguk aktivasyon sicakliklarinda nosiseptor iletiminde rol
oynayan iyon kanallaridir. TRPMS8 ve TRPA1’in sirasiyla 23°C ve 18°C altinda
aktive olduklar1 bilinmektedir (Story et al., 2003). Soguk bir uyaran cilt ylizeyine
temas ettiginde deri ylizeyi ile soguk nosiseptor sinir uclari barindiran alt

tabakalar arasinda sicaklik gradiyenti meydana getirir ve soguk agr1 algisiyla bu
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iyon kanallar aktive olur. Bu agri1 algisinda eksternal sicaklik, deri sicakligi, viicut
sicakligi, deri kalinligi ve kan akimi ve ayni zamanda kanallarin aktivasyon
esikleri gibi cok cesitli etkenler rol oynayabilir. SSS’de bir cevap olusmasi icin
gereken aktif aferentlerin sayisi, soguk uyarana maruz kalan cilt ylizeyine ve bu
reseptorlerin aktivasyon esiklerine baglidir (Allchorne, Broom, & Woolf, 2005).
TRPV1 ve TRPA1l kanallarinin NO dondérleri tarafindan aktive oldugu ve
inflamatuvar mediyatér kaynakli agrinin ortaya ¢ikmasinda etkili olduklar1 6ne
sturialmustir (Takahashi et al., 2008). Dolayisiyla calismamizda kullanilan LARG,
TRPA1 kanallarinda aktivasyona yol acarak normalde agri olusturmayan soguk
uyarana karsi artmis hassasiyete sebep oldugu ve mekanik allodini testindeki
etkisine gore daha fazla cevap olusturdugu distinilebilir. TRPV1 kanallarinda
glcli bir aktivasyonun TRPA1 kanallarinda desensitizasyona neden oldugu da
gosterilmistir (Jeske et al., 2006). Bu iki kanalin da DRG noéronlarinda eksprese
edildikleri gosterilmistir ve interseliiler sinyalizasyon mekanizmalar ile iletisim
halindedir (Story et al., 2003). Agr1 testlerinde LARG ve LNAMEnin farklh
etkilerinin gorilmesi periferik NO’nun sensitize ya da hiperaljezik durumda
olduguna gore degisebilir. TRPV1 ve TRPA1 kanallarinin periferik NO cevabina
gore nosisepsiyonu diizenleyebildikleri gésterilmigtir (Miyamoto, Dubin, Petrus, &
Patapoutian, 2009). Ayni zamanda hiicrelerin redoks durumunun bu kanallarin
aktivasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (Shimizu, Takahashi, & Mori, 2014).
Calismamizda sitotoksik bir ajan varlhiginda ortaya cikan reaktif oksijen ve
nitrojen bilesiklerinin de bu kanallarin aktivasyonlari agisindan 6nemli olabilecegi
diistintilebilir ancak bu konuda ileri ¢alismalara gerek duyulmaktadir. Noropatik
agri durumunda hem TRPMS8 hem de TRPA1 kanallarinda upregiilasyon oldugu
dolayisiyla TRPMS8 ve TRPA1 blokérlerinin soguk agri algisini azalttiklar
bulunmustur (Trevisan et al., 2014; H. Wei, Karimaa, Korjamo, Koivisto, &
Pertovaara, 2012). CGA’nin bu kanallar izerindeki aktivitesi de ileri ¢calismalarda
degerlendirilmesi distntlmektedir.

CGA’nin ayn1 zamanda DRG’lerde bulunan asit duyarli kanallar tizerinden
de analjezik etkiye neden olabilecegi yeni hiicresel ve molekiiler mekanizma olarak
one slUrilmiustir (Qu, Liu, Qiu, Li, & Hu, 2014). Bu asit duyarlhh kanallarin

ekspresyonlarinin CIS’a bagli gelisen hiperaljezide arttigi gosterilmistir (Hor1i,
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Ozaki, Suzuki, & Sugiura, 2010). Dolayisiyla CIS’in neden oldugu néropatik agrida
CGA bu kanallar tizerinden de yarar saglamigs olabilir.

Ek olarak CIS hem aktivitemetre testinde motor performansi hem de
rotarod ve ayak i1zi analizinde motor koordinasyonu da bozdugu tespit edilmistir
(Sekil 4.11, 4.13, 4.14). Bu testler sicanlarda motor fonksiyon bozukluklarinin
belirlenmesinde kullanilan testlerdir. CIS gibi platin-tiirevi ajanlarin kronik duyu
noropatisine neden oldugu iyi bilinmektedir (Argyriou et al., 2007), ancak motor
fonksiyonlar Gizerindeki nérotoksik etkileri hakkinda bilinenler sinirlidir. Yapilan
calismalarda da CIS1n spontan lokomotor aktiviteyi azalttigi gosterilmistir (Malik
et al., 2006; Shabani, Larizadeh, Parsania, Hajali, & Shojaei, 2012). Geller ve
arkadaslari CIS uygulamasinin serebellar noéronlarda ROS tiretimini artirdig:
bunun sonucunda oksidatif DNA hasarina yol ac¢tigini bildirmislerdir (H. M. Geller
et al., 2001). Serebellum motor koordinasyondan ve yeni motor becerilerin
kazanilmasindan sorumlu beyin bolgesidir. Burasi kronik antikanser ajan
maruziyeti sonucunda kan beyin bariyerinin permeabilitesinin artmasi sonucu bu
ajanlarin toksik etkilerinden yiliksek oranda etkilenen beyin bdélgelerindendir
(Shabani et al., 2012). CISin neden oldugu serebellumdaki ciddi yapisal
degigiklikler ve serebellar noronlardaki hiicre 6liimleri motor koordinasyonun
bozulmasina neden olarak distintlebilir. CIS ile es zamanli verilen CGA'nin
bozulan motor performansi ve motor koordinasyonu diizelttigi hem rota rod hem
de ayak izi analiziyle gosterilmistir.

Biiyiikk DRG noéronlart miyelinli aksonlara sahip olup mekanosepsiyondan
sorumludur. Daha kiicik DRG noronlar ise daha ince miyeline sahiptir ya da
miyelinsizdir. Fonksiyonlar1 bakimindan ayrihirlar. Bazilari mekanosepsiyon ve
termosepsiyondan sorumlu olurken biiylik bir ¢gogunlugu nosiseptor olarak gorev
alir. nNOS i1zoformu eksprese eden biitiin gangliyon hiicreleri kiiciik ya da orta
buyukliktedir. Bu néronlarin kiiciik boyuta sahip olanlarinin nosisepsiyonda yer
alabilecegi 6ne strilmistiir (Meller & Gebhart, 1993). Calismamizda DRG néron
soma alani-frekans histogramina bakildiginda genel olarak kii¢iik ¢apli néron
frekansinin CIS, CIS+CGA ve CIS+LARG/LNAME gruplarinda fazla oldugu
dolayisiyla mekano-sensitif ve termo-sensitif néronlarin sayica fazla oldugu

gorilmektedir. CIS+CGA+LARG/LNAME gruplarinda goérece mekano-sensitif
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daha bilyik c¢apli noéronlarda artis oldugu gorilmektedir. Bu gruplardaki
noronlarin fenotiplerinin yorumlanmasinda immiinohistokimyasal calismalara
gerek duyulmustur.

Siyatik sinirlerin histopatolojik analizinde CIS grubunda miyelinli liflerde
yaygin aksonal dejenerasyon gorilmistir. CGA grubunda dejenerasyonun CIS
grubuna gore gorece diizeldigi, rejenere aksonlarin sayica daha fazla oldugu
gorilmustir. CIS+CGA+LARG/LNAME gruplarinda da yaygin dejenerasyon
goriilse de sadece CIS+LARG/LNAME verilen gruplarda dejenerasyonun daha
fazla oldugu go6zlenmistir (Sekil 4.17). DRG noronlarimin histopatolojik
degerlendirmesinde ise kontrol grubunda normal histoloji goriliirken CIS
grubunda hasar1 gosteren mikrovakuolizasyonlarin arttigi, sitoplazma
membranda bozulmalar meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.15). Bu yapisal
degisiklikler CIS’'in fonksiyon testlerindeki etkilerini agiklamaktadir. CIS+CGA
grubunda ise bozulan histolojik yapinin gérece diizeldigi, hiicrelerdeki yapisal
bozulmalarin azaldig1 gorilmistir. CGA yapisal olarak da DRG néronlar:1 ve
siyatik sinirlerde iyilesme gostermistir. Hem LARG hem de LNAMEnin siyatik
sinir ve DRG néronlarinda yapisal hasara neden oldugu gosterilmistir (sekil 4.15
ve 4.17). NO donér ve spesifik olmayan NOS inhibitériiniin neden oldugu yapisal
degisiklikler fonksiyon testlerindeki etkilerinin yorumlanmasinda katki
saglayamamigtir. NO’nun inflamatuvar kogullarda PSS’deki aksonal
dejenerasyonda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Sitotoksik ajan varliginda
hiicrelerdeki NO diizeylerinin arttigi ayni zamanda acgiga gikan serbest oksijen
radikal diizeyleriyle reaksiyona girmesi sonucu olusan peroksinitritin hem DRG
hem de siyatik sinir liflerinde sitotoksik etkilere sebep olmasi beklenmektedir
(Beckman, Beckman, Chen, Marshall, & Freeman, 1990). NO donéri LARG’in
sitotoksik etkinin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu dustintlebilir. LNAME ise
spesifik  olmayan NOS inhibitéridir. Dolayisiyla ac¢iga ¢ikan fazla
konsantrasyonlardaki NO’yu engellemesi bakimindan sitoprotektif olabilecegi
diisiintilse de yapisal ve koruyucu nitelikteki NOS izoformlarin1 da inhibe
etmesiyle sitotoksik etkinin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmus olabilir. NO'nun
sitoprotektif ya da sitotoksik etkileri yukarida da bahsedildigi gibi hiicrelerin

oksidan durumuyla yakindan ilgilidir.
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Bobrekler CIS1in biriktigi primer bolge olarak bilinmektedir. Bobrekler
CISin vicuttan atilmasindan sorumlu organlardir (X. Yao, Panichpisal,
Kurtzman, & Nugent, 2007). CIS uygulamas1 sonrasinda proksimal tiibiiler
hiicreler bu ajanin toksik etkisine yiliksek oranda maruz kalmaktadir. CIS,
hipoksi, serbest radikallerin olusumu, inflamasyon ve apoptoz gibi birgcok
mekanizmayla tiibliler hasara neden olur (K. W. Lee et al., 2009). CIS’1n, bébrek
epitel hiicrelerinin mitokondrileri i¢inde biriktigi ve hiicre i¢i glutatyon
konsantrasyonlarini azaltarak antioksidan enzim aktivitesini azalttigi ve bununla
beraber reaktif oksijen bilesiklerinin liretimini uyardigi bilinmektedir (Nitha &
Janardhanan, 2008). Akut tubiler nekroz aymi zamanda hicre ici kalsiyum
diizeylerinin degismesiyle de iligkilidir. NO, CIS1n neden oldugu nefrotoksisitede
onemli rol oynar (K. W. Lee et al., 2009). CIS’a bagh gelisen akut bébrek hasarinda
endotelyal NO (eNOS) ekspresyonu azalirken, indiiklenebilir NO @GNOS)
ekspresyonu artar (Bae et al., 2009). Dolayisiyla eNOS renal fonksiyonu korurken,
INOS doku hasarina neden olur. Buna ek olarak CIS’a baglh gelisen renal
toksisitenin inflamatuvar siirecin uyarilmasiyla da iligkili oldugu gosterilmigtir
(Bae et al., 2009).

Calismamizdaki histopatolojik  degerlendirmede ve bobrek hasar
skorlamasinda CIS kontrole gére anlamli sekilde patolojiyi kétilestirmistir (Sekil
4.20). CIS grubundaki goériillen yaygin tiibililer atrofi, tiibililer dilatasyon ve
hemorajik alanlarin CIS+CGA grubunda nispeten diizeldigi goriilmistir. Bu
diizelme bobrek hasar skorlamasinda da gosterilmistir (Sekil 4.21). CGA’nin
CIS’1n neden oldugu nefrotoksisitede yararli birgok etkisi olabilir. Oksidatif stres
CIS’a bagh gelisen bobrek hasarinda kritik bir role sahiptir (Santos et al., 2008).
CGA’nin CIS'in neden oldugu asir lipid peroksidasyonunu baskilamasi ve bazi
stres mediyatorlerinin ekspresyonlarini azaltmasiyla renoprotektif etkiye katki
saglamis olabilir (Domitrovic, Cvijanovic, Susnic, & Katalinic, 2014). inﬂamasyon
da CIS nefrotoksisitesinde bir diger 6nemli faktordir (R. P. Miller, Tadagavadi,
Ramesh, & Reeves, 2010). CIS, TNF-alfa ve COX-2 gibi bébrek hasarinda rol
oynayan proinflamatuvar sitokinlerin ve enzimlerin saliverilmesini uyarir. Bu
mediyatorlerin inhibisyonu sonucu CIS nefrotoksisitesinin azaldig1 yapilan

calismalarda gosterilmigstir (Jia et al., 2011). CGA da hem TNF-alfa hem de COX-
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2 diizeylerinde doz bagimli azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Domitrovic et
al., 2014). Bobrek hasarinda CISin neden oldugu apoptotik hiicre 6liimleri de
onem tasimaktadir. CGA'nin aynmi zamanda CIS'in kaspaz bagimli apoptoz
mekanizmasinda da yararl etkileri gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada CGA
uygulamasinin apoptozda o6nemli rol oynayan p53, Bax ve aktif kaspaz 3
ekspresyonlarin1 azaltarak CIS nefrotoksisitesini azalttigi gosterilmigtir. Ayrica
CGA'nin, CIS1n renal tibiiler transportundan sorumlu tasiyici molekillerin
regiilasyonunda da rol oynadig: gosterilmistir (Domitrovic et al., 2014).

Calismamizda  CIS+CGA+LARG/LNAME ve  CIS+LARG/LNAME
gruplarinin histolojik incelemesinde orta derecede bobrek hasari goézlenmistir
(Sekil 4.20). Bu sonucu bobrek hasar skorlamasi dogrulamaktadir (Sekil 4.21).
Skorlamaya gore bu gruplarin hasar skoru CIS grubuna goére daha az oldugu
gorilmustir. CIS varhiginda hiicrelerde olusan iNOS aracili nitrik oksitin
CIS+LNAME tarafindan baskilanmasi toksik etkinin azalmasina kismen katk:
saglasa da LNAMEnin biitiin NOS tiplerini inhibe etmesi dolayisiyla koruyucu
etkileri olabilecek eNOSu da inhibe etmesi sebebiyle toksik etkiye katki saglamig
olabilir. CIS+CGA+LNAME ve CIS+LNAME gruplarinda, CGA'nin iNOS
ekspresyonunu azalttig1 bilinmektedir, iINOSun b6ébrek hasarinda énemli bir yeri
oldugu bilinmektedir ancak CIS ve LNAME ile beraber verildiginde ortaya ¢ikan
toksik etkiyi azaltamamistir. LARG yapilan c¢esitli c¢alismalarda CIS
nefrotoksisitesini engellerken calismamizda CIS verilen gruba gore toksisiteyi
azaltsa da kontrol grubuna gore toksisiteyi artirdigr gozlenmistir.

Yiiksek dozlardaki CIS'in hepatotoksik etkiye sebep oldugu bilinmektedir
(N. A. dos Santos, Martins, Curti, Pires Bianchi Mde, & dos Santos, 2007).
Oksidatif stresin bu etkide primer neden oldugu distintilmektedir (Y. Lu &
Cederbaum, 2006; Waseem, Bhardwaj, Tabassum, Raisuddin, & Parvez, 2015).
Selenyum ve yiiksek doz E vitamini gibi antioksidan molekiillerin CIS’a bagl
oksidatif karaciger hasarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Naziroglu,
Karaoglu, & Aksoy, 2004). CIS aynm1 zamanda hepatositlerde NO'nun da artmasina
neden olur (Kaltalioglu*, Balabanli, & Coskun-Cevher, 2019; Yilmaz et al., 2005).
CGA'min metotreksata baghh hepatotoksitede koruyucu etkileri oldugu
gosterilmigtir. Bu etkide inflamatuvar 1INOS, COX2) ve apoptotik mediyatorleri
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(Bax, kaspaz3-9) azaltmasi1 énemli rol oynamaktadir (Ali et al., 2017). CGA'nin
glc¢li antioksidan ve antiinflamatuvar ozellikleri CISin neden oldugu
hepatotoksisitede de yararl olabilecegi distintilebilir. Calismamizdaki histolojik
incelemede CGA’nin CIS1n neden oldugu histopatolojik bulgular:1 bariz olarak
azalttign  gorilmiustir. CIS+CGA+LARG/LNAME ve CIS+LARG/LNAME
gruplarinda da toksik tablo izlenirken LNAME kombinasyon gruplarinda
hepatosit kordon yapilarinda tamamen bozulma, hepatositlerde vakuolizasyon ve
bag dokuda ciddi hasarin olustugu gézlenmistir (Sekil 4.18 ve 4.19). Saghikl bir
karacigerde hem iNOS hem de eNOS izoformlarinin bulundugu gosterilmistir
(McNaughton et al., 2002). Farkli deneysel calismalarda NO’nun karaciger hasari
ve nekrozda rol oynadig1 gosterilirken bazi calismalarda da hepatositlerde hasar
derecesini ve nekrozu azalttigi, inflamatuvar mediyator diizeylerini diistirerek
karaciger hasarinin oénlenmesinde rol oynadigir gosterilmistir (C. J. Chu et al.,
2006; Fiorucci et al., 2004). Calismamizda LNAME CIS'in neden oldugu toksik
tabloyu histolojik olarak daha koétiilestirdigi gorillmustiir. Dolayisiyla CIS’a bagh
gelisen hepatotoksisitede NO koruyucu o6zellik gosterirken NO diizeyinin non-
spesifik NO sentaz inhibitori ile azaltilmasi ciddi toksik etki ortaya gikarmistir.
CIS+CGA+LNAME grubunda CGA’'min bu toksik etkiyi yapisal olarak
degistiremedigi gorilmustir.

Biyokimyasal degerlendirmeler kronik deneylerde kullanilan siganlarin
serumlarinda yapilmistir. TNF-alfa diizeylerinin beklendigi tizere CIS grubunda
yiksek oldugu ve CGA uygulamasinin TNF-alfa diizeylerini azalttigi goriillmistiir.
CIS+CGA+LARG/LNAME ve CIS+LARG/LNAME gruplarinda da bu
inflamatuvar sitokinin yiiksek diizeylerde oldugu goérulmustir. TNF-alfanin
noropatik agr1 modellerinde hem periferik hem de santral sensitizasyonda rol
oynadig1 gosterilmistir. TNF-alfa aynm1 zamanda DRG hicrelerinde eksitator
cevabin ortaya ¢cikmasinda da rol oynamaktadir (Schafers et al., 2008). K* iyon
iletiminde de rol oynadig1 dolayisiyla néronal hipereksitabiliteye neden oldugu da
gosterilmistir (Czeschik, Hagenacker, Schafers, & Busselberg, 2008). Bu sitokinin
dizeylerinin yliksek oldugu CIS, CIS+CGA+LARG/LNAME, CIS+LARG/LNAME
gruplarinda ortaya ¢cikan fonksiyonel ve yapisal toksisitede rol oynadigi izlenmistir

(Sekil 4.22). LARG ve LNAME gruplarinda meydana gelen yapisal degisiklikleri
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TNF-alfa diizeyleri dogrulamistir. CGA’nin da hem fonksiyonel hem de yapisal
1yilestirici ozelliklerinde antiinflamatuvar oOzelliklerinin de katkisinin oldugu
dogrulanmigtir. Diger biyokimyasal parametrelerde degisiklik goériilememistir.
Periferik dokularda yapilacak degerlendirme daha saglikli sonuclar alinmasini

saglayabilir.
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6 SONUC VE ONERILER

Kemoterapiye baglh gelisen PN birinci basamak kemoterapi ajanlarinin en
onemli doz-kisitlayici yan etkisidir. Diinya ¢capinda giderek artan kanser vakalari
goz oOnline alindiginda PN milyonlarca hastanin hayatim1 ciddi oranda
etkilemektedir. Kanser hastalarinda yaygin olarak goriilmesi ve hastalarin yagam
kalitesi tzerindeki olumsuz etkileri sebebiyle PN hem kanser hastalar1 ve
kanserden kurtulanlar i¢in hem de saglhik profesyonelleri i¢in 6nemli bir
problemdir. Hayat kurtarici kemoterapiyi sinirlandiran noéropatik semptomlar:
onleyen ya da hafifleten tedavi arayisi son donem arastirmalarin hedeflerinden
biridir.

Yeni ve etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesi kemoterapi ajaninin neden
oldugu PN altinda yatan mekanizmalarin iyi anlasilmasina baghdir. Oksidatif
stres sadece karaciger, bobrek ve kalpteki degil aymi zamanda PSS’deki CIS
toksisitesinden sorumlu ana faktorlerden birisidir. Bu nedenle antioksidan ajanlar
kemoterapi tedavi rejimlerinde noroprotektif destek olarak yaygin bir sekilde
arastirilmaktadir.

Sonug olarak, CGA, CIS’a bagh gelisen PN’de meydana gelen mekanik
allodini ve soguk allodiniyi azaltmistir. Ayrica bozulan motor aktivite ve motor
koordinasyon testlerinde de diizelmeye neden olmustur. Dolayisiyla giicli
antioksidan ve antiinflamatuvar o6zellikleriyle CIS'in neden oldugu PN’de
iyilestirici 6zellikler gostermistir.

CGA’nin etkilerinde NO’nun katkisinin anlasilmasi i¢in ileri arastirmalara
gerek vardir. CIS ve CGA’nin etkilerinde NO yolaginin etkisi sadece yapilan
davranis deneylerine gore yorumlanmistir. Dokudaki NO diizeylerinin
gosterilmemesi ve daha spesifik NOS inhibitérlerinin kullanilmamasi sonuc¢larin
degerlendirilmesi acisindan kisithilik olusturmustur. Ayrica kullanilan NO donor
ve NOS inhibitorlerinin dozlar: da aciga ¢ikan NO'nun karakterini degistirecek
niteliktedir. Sonraki ¢calismalarda NO donér ve inhibitorlerinin farkli dozlar1 da
calismaya dahil edilmesi distintalmiustir. Ek olarak biyokimyasal parametreler
sadece serum oOrneklerinde degerlendirilmistir. Periferik dokulardaki TNF-alfa,
GSH, interlokin diizeyleri bu dokularda olusan hasarda inflamatuvar ve oksidan
stireclerin degerlendirilmesi bakimindan daha c¢ok bilgiye sahip olmamizi
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saglayabilirdi. Karaciger ve bobrek toksisitesinin sadece histopatolojik olarak
degerlendirilmesi esas patolojiyl anlamada yeterli bilgiyi saglayamamaistir. Bobrek
ve karacigerdeki hasarin anlasilmasinda, kreatinin ve kan tre azotu, lipid
peroksidasyon diizeyinin degerlendirilmesi patolojinin anlasilmasinda yarar
saglayabilirdi. Ek olarak ksantin oksidaz aktivitesi, enzimatik antioksidan status
(katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz) ya da
enzimatik olmayan antioksidan status (indirgenmis glutatyon) gibi toksisite
biyobelirteclerinin degerlendirmesi daha anlamli sonuclarin ortaya c¢cikmasinda
yardimci olabilirdi (Sultana, Verma, & Khan, 2012). Diger hepatotoksisite
biyobelirteci olarak alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz
(AST) duzeyleri ilaca baglhh karaciger hasarinin degerlendirilmesine katki
saglayabilirdi (Ozer, Ratner, Shaw, Bailey, & Schomaker, 2008).

Calismamiz butin kisithliklarina ragmen literatiire 6nemli katkilarda
bulunmustur. CGA'nin CIS gibi bir sitotoksik bir ajan varliginda ortaya c¢ikan
norotoksisitede ve PN’deki iyilestirici etkilerinin gosterildigi ilk ¢alismadir. Aym
zamanda histolojik olarak CGAnin CISin neden oldugu hepatotoksisitedeki
yararl etkilerinin de gosterildigi ilk caligmadar.

Kemoterapiye baglh olusan PN’de klasik analjezik ajanlar kisitli basari
sansina sahiptir. Kemoterapiye bagli PN’de mitokondriyal disfonksiyon ve nitro-
oksidatif stresin ana roli oynadig1 bilinmektedir. Bu yolagi hedefleyen ajanlarin
(pifithrin-p, HDAC6 inhibitérleri, metformin, antioksidanlar peroksinitrit
dekompozisyon katalistleri) PN tedavisinde basarili etkilere sahip oldugu
gosterilmistir (Fidanboylu, Griffiths, & Flatters, 2011; Flatters, Xiao, & Bennett,
2006; H. K. Kim, Hwang, & Abdi, 2016; H. K. Kim, Zhang, Gwak, & Abdi, 2010;
Krukowski et al., 2017; Krukowski, Nijboer, Huo, Kavelaars, & Heijnen, 2015;
Mao-Ying et al., 2014; Melli et al., 2008). Preklinik ¢caligmalar kemoterapi kaynakl
PN’yi 6nlemede ve iyilestirmede yeni tedavi hedefleri ortaya koymaktadir. Bu
nedenle klinik arastirmalarin sadece semptomlari iyilestirmeye yonelik degil aym
zamanda mekanizma tabanli oOnleyici ve iyilestirici tedavi girisimlerine

odaklanmalar1 gerekmektedir.
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