T.C.

ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

TRPM-2 KATYON KANALI ANTAGONISTI
2-AMINOETOKSIDIFENIL BORATIN SISPLATIN

NOROTOKSISITESINDEKI ROLU

DOKTORA TEZI

EZGI EROGLU

DANISMAN

Prof. Dr. Kevser EROL

2020



KABUL VE ONAY SAYFASI
Ezgi EROGLU'nun Doktora Tezi olarak hazirladigi “TRPM-2 Katyon kanah
antagonisti 2-Aminoetoksidifenil borat'in sisplatin norotoksisitesindeki rolii” baslikli bu

calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Lisansiisti Egitim ve Ogretim Yonetmeligi‘nin

ilgili maddesi uyarinca degerlendirerek “KABUL” edilmistir.

06.03.2020

Uye : Prof. Dr. Kevser EROL

Uye : Prof. Dr. Fatma Sultan KILIC

a %7

y

Uye : Prof. Dr. Emel ULUPINAR Z % /

Uye : Prof. Dr. Ozge UZUN

Uye : Prof. Dr. Zithal AKTUN

Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun
uesoblossll tarih ve ......... b say1l karari ile onaylanmustir.

Prof Dr. Ozkan ALATAS
Enstitii Mudiiri

il




OZET

TRPM-2 katyon kanali1 antagonisti 2-Aminoetoksidifenil borat'in sisplatin

norotoksisitesindeki rolu

Amag: Bu calismada primer sigan dorsal kok gangliyon (DRG) hiicre
kiltirinde sisplatinin (CIS) sebep oldugu norotoksisitede ve sisplatinle
olusturulan periferik néropatide (PN) transient reseptor potansiyel melastatin 2
(TRPM2) iyon kanal1 antagonisti 2-aminoetoksidifenil borat'in (2-APB) potansiyel

noroprotektif ve antihiperaljezik etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.

Kapsam: CIS ¢esitli tiimérlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan platin
tirevi kemoterapotik bir ajandir. CIS ototoksisite, nefrotoksisite ve PN gibi yan
etkilere neden olabilmektedir. TRPM2 eksikliginin kemoterapiyle indiiklenen
periferik néropatide (KIPN) anti-allodinik etkilerinin oldugu gosterilmistir. 2-
APBnin DRG noéronlarinda TRPM2 kanal inhibitori olarak davrandigi tespit

edilmigtir.

Yontem: In vitro deneylerde toksisite degerlendirmesi MTT testiyle
yapilmigtir. CISin submaksimal toksik etki olusturan konsantrasyonu
belirlenerek, CIS (200 puM) ile birlikte uygulanan 2-APB’nin (0.5, 1, 2 mM)
sitoprotektif etkisi incelenmistir. In vivo deneylerde ise 6-8 haftalik (200-250 g)
Spraque Dawley tiirt sicanlara 5 hafta siireyle haftada bir kez sisplatin (3 mg/kg)
intraperitonal yolla uygulanarak periferik noropati gelistirilmistir. Ik asamada 2-
APB (2, 4, 8 mg/kg) CIS ile es zamanli uygulanmistir. Néropati mekanik allodini,
termal hiperaljezi, kuyruk sikistirma testi ve soguk plaka testleriyle
degerlendirilmistir. Motor koordinasyonu degerlendirmek i¢in rotarod ve ayak izi
analizi, lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in ise aktivitemetre testi
uygulanmstir. Tkinci asamada CIS yine 5 hafta stireyle haftada bir kez 3 mg/kg
dozda uygulanirken; 2-APB’nin etkili bulunan dozu (4mg/kg) ve TRPM2 kanalinin
farkli bir inhibitora olan flufenamik asid (FFA) haftada 3 kez uygulanmis, yine
ayni davranig testleriyle degerlendirme yapilmistir. DRG, siyatik sinir, karaciger
ve bobrekler izole edilip, histolojik degerlendirme yapilmistir. NGF, BDNF, TNF-
a, GSH, MDA ve LDH diizeyleri siganlardan alinan DRG doku homojenatlarinda
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ELISA yontemiyle ¢alisilmistir. Verilerin degerlendirmesinde tek yonlii varyans

analizi, ¢ift yonli varyans analizi ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmistir.

Bulgular: CIS mekanik allodini ve soguk allodiniye, ayrica akut spinal
diizeyde agr1 duyarliginin artmasina neden olmustur. Termal hiperaljezi testinde
anlamli bir degisim saptanmamistir. CISin sicanlarda motor koordinasyonu
bozdugu ve lokomotor aktiviteyi azalttigr gorilmustir. 2-APB (4 mg/kg), CIS’in
allodinik etkilerini anlamli olarak dizeltmistir. Ayrica lokomotor aktiviteyi
artirmis ve motor koordinasyonu iyilestirmigtir. CIS'in yol agtig1 periferik
dokulardaki yapisal toksisiteyi 2-APB anlaml 6l¢tide azaltmistir. CIS uygulamasi
sonucu azalan NGF ve BDNF diizeyleri 2-APB ile artmigtir. 2-APB, TNF-a, MDA

ve LDH diizeylerini azaltirken; GSH seviyesini artirmigtir.

Sonugc: 2-APB, CIS’'in neden oldugu PN ve norotoksisitede sitoprotektif ve
antiallodinik etkiler gostermistir. Ayrica periferik dokularda yapilan histolojik
incelemelerde ve antioksidan parametreler izerinde 2-APBnin olumlu etkileri
belirlenmigtir. 2-APB’nin CIS’e bagh gelisen PN’nin tedavisinde tek basina ya da
diger tedavi segenekleriyle birlikte kullanilabilecek potansiyel bir ajan olabilecegi

distinilmektedir.

Anahtar kelimeler: 2-APB, nérotoksisite, periferik néropati, sisplatin.
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SUMMARY

The role of TRPM-2 cation channel antagonist 2-Aminoethoxydiphenyl

borate in cisplatin neurotoxicity

Aim: It i1s aimed to investigate the potential neuroprotective and
antihyperalgesic effects of transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2) ion
channel antagonist 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) in primary rat dorsal
root ganglion (DRG) cell culture and peripheral neuropathy (PN) induced by
cisplatin (CIS).

Content: CIS is a platinum-derived chemotherapeutic agent commonly
used in the treatment of various tumors. CIS can cause side effects such as
ototoxicity, nephrotoxicity, and PN. TRPM2 deficiency has been shown to have
anti-allodynic effects in chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN). It
has been found that 2-APB acts as a TRPM2 channel inhibitor in DRG neurons.

Method: Toxicity was evaluated by MTT test in in vitro experiments. By
determining the submaximal toxic effect concentration of CIS, the cytoprotective
effect of 2-APB (0.5, 1, 2 mM) applied together with CIS (200 uM) was examined.
In in vivo experiments, peripheral neuropathy was developed by administering
cisplatin (3 mg/kg) intraperitoneally to Spraque Dawley rats of 6-8 weeks (200-250
g) once a week for 5 weeks. In the first stage, 2-APB (2, 4, 8 mg/kg) was
administered simultaneously with CIS. Neuropathy was evaluated by mechanical
allodynia, thermal hyperalgesia, tail compression and cold plate tests. Rotarod and
footprint analysis were used to evaluate motor coordination, and an activity meter
test was used to evaluate locomotor activity. In the second stage, CIS is
administered once a week at a dose of 3 mg / kg for 5 weeks; the effective dose of
2-APB (4 mg/kg) and flufenamic acid (FFA), which is a different inhibitor of
TRPM2 channel, were applied 3 times a week and evaluated with the same
behavior tests. DRG, sciatic nerve, liver and kidneys were isolated and histological
evaluation was performed. NGF, BDNF, TNF-a, GSH, MDA and LDH levels were
studied by ELISA method in DRG tissue homogenates taken from rats. One-way
analysis of variance, two-way analysis of variance and Kruskal-Wallis tests were

used to evaluate the data.



Results: CIS caused mechanical allodynia and cold allodynia, as well as
increased pain sensitivity in the acute spinal level. There was no significant change
in the thermal hyperalgesia test. CIS has been shown to impair motor coordination
and decrease locomotor activity in rats. 2-APB (4 mg / kg) significantly altered the
allodynic effects of CIS. It also increased locomotor activity and improved motor
coordination. 2-APB significantly reduced structural toxicity in peripheral tissues
caused by CIS. As a result of CIS administiration, reduced levels of NGF and
BDNF increased following 2-APB administiration. While 2-APB decreased TNF-q,
MDA and LDH levels and it increased GSH level.

Conclusion: 2-APB showed cytoprotective and antiallodynic effects in PN
and neurotoxicity caused by CIS. In addition, positive effects of 2-APB were
determined on histological examinations and antioxidant parameters in peripheral
tissues. 2-APB is thought to be a potential agent that may be used alone or in
combination with other treatment options in the treatment of PN developed due to

CIS administration.

Key words: 2-APB, neurotoxicity, peripheral neuropathy, cisplatin.

vi



ICINDEKILER

L0 /71 D PP P U UPPPPPPPPPR 111
SUMMARY ..ottt e e e e e e e sttt e e e eeeeesssetbbaeaeaaeeeesssssssbseaeeaaeeaennnes v
TABLO DIZINT. ..ottt ix
SEKIL DIZINT ..ottt ettt ettt ettt et et et eeeeeee et ereneens X
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINT ....cotuiiiiiiriieicisiec e xiii
1. GIRIS V& AMAC ..ottt ee et et ee e et ee e e ee e 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1. Kemoterapiye Bagli Gelisen Periferik Noropati........ccceeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee, 3
2.1, 1. SISPLALITL .ottt eteee e e e e e e e e eee e e e e e e e e e eaaabaaaeeaeaeaeaes 5
2.1.1. Sisplatin kaynakli periferik NOTOPALL ...cccceeeeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeans 6
2.1.1.2. Sisplatin kaynakli periferik néropatinin patofizyolojiSi........ccceeeeeeeeennnn. 7
2.1.1.3. Sisplatin kaynakly KIPN profilaksisi ve tedQuiSi .........c.ccoceeeereeveeenne. 10
2.2. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanallari........ccccoooeiiiviieiiiiiiieeeiininnnn... 10
2.2.1. TRPM QIE QULEST ... 12
2.2.1.1. TRPM2 RANQLL......uuuuunnenniiniiiiiniiiiieiiiiiiiaeiuaaaaaaastaasesssnsssssessnssssssssssssnsnnnes 13
2.3. 2- Aminoetoksidifenil borat (2-APB) ....ccccoouviieiiiiiiiiiiiee e 14
3. GEREC VE YONTEM........ccoetiitiiiiieieeeeeeeeeee e es e ananns 17
3.1. Deney Hayvanlars .......ccoooovviiiiiiiiiiiiie e 17
3.2. 2-APB’nin Sitoprotektif Etkisinin Degerlendirilmesi ..........ccccccuvvuveninnnnnnnnnns 17
3.2.1. DRG RTCTe RUILTTTL «...ceeeeeiieeeeee e e ettt et e e e e e e e e eeaeeeees 17
3.2.2. MT'T STLOLORSISITE LOSTL vttt asaaaesaeae 18
BT T B 1Y a1 VAl g 01 0 o] L SRR 19
B TLACLAT e+ttt ettt ettt ettt ettt en s 20
3.5. Davranis TeStIerT ........uiiiiiiiiiiieiieiiee e e 20
3.5.1. Mekanik allodininin degerlendirilmesi...........cccccceeeeeeeeeeeeeieiiiiiiiieeeeeeennnnn, 20
3.5.2. Termal hiperaljezinin degerlendirilmesi.............ccccceeeeeeiiieeeeiniiiiieeaeaannnnn, 21
3.5.3. Soguk allodinin degerlendirilmesi ......cccoeeeeeeeeeeeiuuiiieeeeeiieiieiiiiiiieeeeeeeeeeeen, 22
3.5.4. Akut spinal agrinin degerlendirilmest ........cccceeeeevveeeeeeeuiieeeeriiieeeereiiieeenans 23
3.5.5. Lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi ............ccceeeeeeeieeeeeeeiiiiiiieeeeeennnnnn, 23
3.5.6. Motor koordinasyonun degerlendirilmest ...........ccoeeeeevevuieeeereiiieeeeeeriieaennns 24
3.5.6. 1. ROLATOA L@SEL ...ttt sssssansssnnee 24
3.5.6.2. Ayak 121 (FOOIPTINE) LOSEL ..uvueeeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeeeeciee e e e e e eeeeaaeeeeeeeeeeeenns 24
3.6. Morfolojik ANalizZIer ............ouuuuiiieiiiiiieccceee e 25



3.6.1. Viicut agirliklarinin degerlendirilmest ........cccccoeeueeeeieeeuiieeeeriiiieeeeiiiiieeeanns 25

3.6.2. Intrakardiyak perfiizyon ve periferik dokularin toplanmasi................... 25
3.6.3. DRG ve siyatik sinirlerin histopatolojik degerlendirmeleri...................... 26
3.6.4. Bobrek ve karaciger dokularinin degerlendirilmesi .............ccoceeeeeeeeennnnn. 26
3.7. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi.........ccccoeeeeiviveeiiiiiineennnnnnn. 27
3.7.1. DRG izolasyonu ve homojenatlarin elde edilmesi...............cccoeeeeeeeeeennnnnnn. 27
3.7.2. ELISA yontemiyle biyokimyasal parametrelerin analizi......................... 27
3.8. IstatistikSel ANAIZIET .....o.oviviveeieieeeeeeee ettt 28
4. BULGULAR ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e s s aaaabsaaaaaaeeeesnnns 29
4.1. I 0itro Deney BULBULATT ......ooveveeieeeeeeeeeeeeeee ettt ee e ee e 29
4.1.1. MTT teSti BULGULAT U ...t 29
4.2. Davranis Testler: Bulgulari...........ccccoooiiiiiiiiei e, 30
4.2.1. Mekanik allodini DUISULATL ...........oeeeeeeevneeeeieiiee e eeanes 30
4.2.2. Termal hiperaljezi bBULGUIATT ..........coeeevvveeeeieiiiee e 31
4.2.3. Kuyruk sikistirma (tail clip) testi bulgulart...........ccccoveeeeeeeeeeeeeeiiiiieeannn... 31
4.2.4. Soguk alloding BUIGUIATT. ..........coeeeeeeeieieiiiiieeeee et 32
4.2.5. Rotarod teSti DUIGULATL...........ceeeeeereeeeeeiieee e eeee e e 33
4.2.6. Aktivitemetre teSti BUIGULATL .......cccceeeeeeeeeeiiiiieeee e 34
4.2.7. Ayakizi (footprint) analizi bulgulart .........cccceeeeeeeeveeiiiiiiieeeeeeeeeeeiiceeeennn. 38
4.3. Morfolojik Analiz Bulgulari............oooovviiiiiiiieeiiiiiiieceeeeeeeeeeceee e 39
4.3.1. Hayvanlarin genel fiziksel goriiniimleri ve agirlik degisimleri................ 39
4.3.2. DRG’lerde histopatolojik degerlendirme bulgulart..............cccceeeeeeeeennnnnn. 40
4.3.3. Siyatik sinirlerde histopatolojik degerlendirme bulgulart ....................... 43
4.3.4. Karaciger kesitlerinde histopatolojik degerlendirme bulgulari................ 44
4.3.5. Bobrek kesitlerinde histopatolojik degerlendirme bulgulari .................... 45
4.4. Biyokimyasal Degerlendirmeler...........ccooeeiiiiiieiiiiiiiieeieiiiee e 47
B. TARTISMA ...ttt e e e e e e e sttt e e e e e e e e e s nansareaeaaaeeeennnns 50
6. SONUC VE ONERILER ......ccoouiiiiiiiiniiniiniinicincineiseseeseeseeseessesee e sessessens 58
KAYNAKLAR DIZINT. ..ottt 59
O Z G ECMIS oottt ettt ettt e e et et et e et et eeeeaenes 75

viil



TABLO DiZiNi

Tablo 2.1 Periferik néropatiye neden olan kemoterapotik ajanlar...

Tablo 2.2 Kemoterapoétik ilag kaynakli periferik néropati modelleri

Tablo 2.3 Noronal hiicrelerde TRPM2 blokerlerinin etkileri...........

1x



SEKIL DIZINi

Sekil 2.1 Tipik "eldiven-corap" tarzi duyu kaybina neden olan kemoterapoétiklerin

norotoksisite olusturduklar: etki yerleri.......ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee 4
Sekil 2.2 Sisplatinin KImyasal YapISl....eeeeieriieiiieiiiiiiieieeeieieeieeeeeeneenennenss 6
Sekil 2.3 TRP Kanall YapIST. .. uiieiiiiiii i iei i eeieeeeeeeeeeseeneenaennenns 11
Sekil 2.4 TRP Kanal @llesi.....ooiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiii i ceeiee et e eeeeneeeneenans 11
Sekil 2.5 TRPM2 Kanal YapISl....cceeeereeeiiieiieeiiteiteiteieereeeeneeeeseaseneeneeneanennns 13
Sekil 2.6 2-APB’nin Kimyasal YapIsl....eeeereiiieiieiiieiieeieeieeeereieereeneaseneenennss 15
Sekil 3.1 Deney protoKOIT. ...uvueeeiieeeeeeeteieeieeet it eieereeseeeeeeneeseneeneenenseneenenn. 19
Sekil 3.2 Dinamik plantar test dlizenegl......couvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiireieennen, 20
Sekil 3.3 Termal plantar test dUzenegi.......ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e, 21
Sekil 3.4 Soguk plaka testl dUzZenegi.....cccevuiiiiiiiiiiiiiiiieie i e neenenn, 21
Sekil 3.5 Kuyruk sikistirma testl dlizenegi.......ccooevriieiiiiniieiiiiieienreieeieenennnns. 22
Sekil 3.6 Aktivitemetre testl dUZenegl.......c.vvvviiriiriiiiiiiiiieieeeneeneeneenenns 23
Sekil 3.7 Rotarod testi dlzenegi......ccocvuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiire e eeenn 23
Sekil 3.8 Ayak izi test diizenegi ve 6l¢Um Grnegi......ccvevuvivenniiininniienennenenennnn. 24
Sekil 3.9 Intrakardiyak perflzyon.............uuuueueiieeeeeeeeeeeeeeeiieeieieieenenns 25

Sekil 4.1 MTT testi ile CIS’in hiicre canlilig: tizerine etkisinin degerlendirmesi..28

Sekil 4.2 MTT testi ile CIS norotoksisitesinde 2-APB’nin hiicre canlilig1 tizerine

etKkiSININ degerlendIrmesi. .. . iee et iit it i et eit e eiteeteeeeaseeseeieeaneaneensennenns 28
Sekil 4.3 0. Giinden 35. Giline kadar haftalik mekanik allodini testi bulgulari.....29
Sekil 4.4 Mekanik allodini bazal-28.giin-35.glin bulgularinin kiyaslanmasi....... 29

Sekil 4.5 0. Ginden 35. Gline kadar haftalik termal hiperaljezi testi bulgulari...30

Sekil 4.6 0. Gunden 35. Giine kadar haftalik tail clip testi bulgulari................. 30
Sekil 4.7 Tail clip testi bazal-28.glin-35.glin bulgularinin kiyaslanmasi............ 31
Sekil 4.8 0. Giinden 35. Giine kadar haftalik cold plate testi bulgulari............. 31

X



Sekil 4.9 Cold plate testi bazal-28.glin-35.giin bulgularinin kiyaslanmasi......... 32
Sekil 4.10 0. Giinden 35. Giine kadar haftalik rotarod testi bulgulari................ 32
Sekil 4.11 Rotarod testi bazal-35.gtin bulgularinin kiyaslanmasi..................... 33

Sekil 4.12 0. Glinden 35. Giine kadar aktivitemetre testine gore kat edilen toplam

mesafe DULGULATT. .. ... e e e, 34

Sekil 4.13 Aktivitemetre testine gore bazal-28.giin-35.glin kat edilen toplam

mesafe bulgularinin Kiyaslanmasi.......c.ccoveieiiiiiiiiiiiiiiici e 34

Sekil 4.14 0. Ginden 35. Gune kadar aktivitemetre testine gore deney

hayvanlarinin stereotipik hareket bulgulari.............cooiiiiiiiiiiiiiiin, 35

Sekil 4.15 0. Ginden 35. Gune kadar aktivitemetre testine gore deney

hayvanlarinin ambulatuvar hareket bulgulari..............coooooiiiiiiiiiiiiin, 35

Sekil 4.16 Aktivitemetre testine gore bazal-35.glin ambulatuvar hareket

bulgularinin Kiyaslanmasi......ooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiei e e i eeeie e eea e 36

Sekil 4.17 0. Gunden 35. Gune kadar aktivitemetre testine gore deney
hayvanlarinin dikey hareket bulgulari..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 36

Sekil 4.18 0. Ginden 35. Giune kadar aktivitemetre testine gore deney

hayvanlarinin yatay hareket bulgulari............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 37

Sekil 4.19 Aktivitemetre testine gore bazal-35.giin yatay hareket bulgularinin

ez ] 00000 o 1) D PP 37

Sekil 4.20 Footprint testine gore 7.giin-21.giin-35.gtn arka pencge adim uzunlugu

bulgularinin K1yaslanmasl......cooeviiiiiiiiiiiiiiiiii e e e e, 38

Sekil 4.21 Deney hayvanlarinin 0. Gin — 35. Giinlerde kaydedilen viicut

agirhiklar: arasindaki degisim.......ocviieiiiiiiiiiiiiii i, 39
Sekil 4.22 DRG’lerin histopatolojik degerlendirmesi........ccceveveiniiiniineninnnnenen.. 40
Sekil 4.23 DRG noéron soma alani - % DRG frekans histogrami........................ 41

Sekil 4.24 DRG néron soma alani - % DRG frekans histogrami kontrol, CIS ve
CISH2APB4 K1yaslamasi.....ceeuiieiiiiiiiiitiieieeiteiee et et eieeteeseeaeeeneasensenaanens 41

Sekil 4.25 Siyatik sinirlerin histopatolojik degerlendirmesi..........ccccevveninnnnnn.n. 42

x1



Sekil 4.26 Hemotoksilen-eozin ile boyanan karaciger kesitlerinin histopatolojik

o101 Py U1 =T s D PP PPN 43

Sekil 4.27 Mason trikrom ile boyanan karaciger kesitlerinin histopatolojik

o101 Py U1 =T s D PP PPN 44

Sekil 4.28 Hemotoksilen-eozin ile boyanan bobrek kesitlerinin histopatolojik

| oXO N F=a U 1 =¥ D PPN 45
Sekil 4.29 Bobrek kesitlerinde patolojik skorlama bulgulari................ooeeeneenl. 46
Sekil 4.30 DRG doku homojenatinda NGF diizeyleri ........ccovviiiiniiiininnnninannn.. 47
Sekil 4.31 DRG doku homojenatinda BDNF diizeyleri ........cccoceveviiiinininnnnanen.. 47
Sekil 4.32 DRG doku homojenatinda TNF-a diizeyleri ........ccooeveiviiiininninnnnnn.. 47
Sekil 4.33 DRG doku homojenatinda MDA diizeyleri ........cccocvvviiiiiiiniininnnnnnn.n. 48
Sekil 4.34 DRG doku homojenatinda GSH diizeyleri .......ccvvevniiiiiiiniinininnnnn... 48
Sekil 4.35 DRG doku homojenatinda LDH diizeyleri ........ccoeevvviiiieiinninnennnn.n. 48

xil



SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

ACA N- (p-Amilcinnamoil) antranilik asit
BDNF Brain-derived neurotrophic factor
Cat*2 Kalsiyum

cADPR Siklik ADPR

CGRP Calcitonin Gene-Related Peptid

CIS Sisplatin
cm Santimetre
DRG Dorsal kok gangliyonu

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimetil sulfoksit
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

ELISA Enzim-bagl immiinosorbent analizi

ESOGU Eskigehir Osmangazi Universitesi

FBS Fetal Bovine Serum

FDA ABD Gida ve Ilac Idaresi

FFA Flufenamik asid

GSH Glutatyon

H20:2 Hidrojen peroksit

HBSS Hank’s dengeli ¢ozeltisi

I/R Iskemi reperfiizyon

IPsR Inositol 1,4,5-trisfosfat reseptorii

i.p Intraperitoneal

KIPN Kemoterapinin indiikledigi periferik noropati

LDH Laktat dehidrogenaz

xiil



MDA Malondialdehit
mg Miligram

mDNA Mitokondriyal DNA

mM Milimolar

MSS Merkezi sinir sistemi

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolium bromid
N Normal

NAD+ Nikotinamid adanin dintikleotid

NGF Nerve growth factor

PBS Phosphate buffered saline

PN Periferik noropati

ROS Reaktif oksijen tiirler

S Saniye

SOCCs Store operated kalsiyum kanallari
SPSS Statistical Package for the Social Sciences
TG Trigeminal gangliyon

TICAM Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi

TNF-a Tumor nekroz-alfa
TRP Transient Reseptor Potential
TRPC TRP conancial

TRPV TRP vanilloid

TRPM TRP melastatin
TRPP TRP polisistein
TRPML TRP mukolipin

TRPA TRP ankrin

Xiv



nM

2-APB

Mikromolar

2-Aminoetoksidifenil borat

XV



1. GIRIS ve AMAC

Kanser giiniimiizde diinya ¢apinda baglica mortalite nedenlerinden biridir
(American Society of Clinical, 2014). Son yillarda, kanser hastalarinda erken
teghis, hassas alt tip karakterizasyonu ve yeni tedavi segeneklerinin
geligtirilmesiyle birlikte uzun siireli sagkalim oraninda 6nemli bir artis olmustur
(Jemal, Center, DeSantis, & Ward, 2010). Kanser tedavisi kaynakhh en yaygin
bildirilen semptomlardan biri, taksanlar, platin bilesikleri, vinka alkaloidleri,
epotilonlar, proteaz inhibitérleri ve talidomidin neden oldugu kemoterapinin
indiikledigi periferik néropatidir (KIPN) (Miltenburg & Boogerd, 2014). Sisplatin
(CIS), cesitli tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik bir
ajandir. Anti-timor aktivitesine ek olarak, CIS normal hiicreleri etkilemekte ve
ototoksisite, nefrotoksisite ve KIPN gibi yan etkilere neden olabilmektedir (Oh vd.,
2014). CIS'in periferik duyusal noéronlar ve dorsal kok gangliyon (DRG)
hiicrelerinde biriktigi ve mitokondriyal DNA replikasyonunu inhibe edip DRG
noronlarinda vakuolizasyon ve degradasyona neden olabilecegi belirtilmektedir
(Donertas vd., 2018). Gtiiniimiizde CIS’in neden oldugu néropatinin farmakolojik
tedavisinde etkili bir ¢6ziim bulunmamakta olup, kalsiyum ve magnezyum
inflizyonlari, amifostin ve antioksidanlar (glutatyon, E vitamini, a-lipoik asit ve N-
asetilsistein) kemoterapi alan hastalarda test edilmistir. Ancak klinik sonuglar
tatmin edici degildir (M. Shahid, Subhan, Ahmad, & Sewell, 2017). Transient
Reseptor Potential (TRP) kanallari; nosiseptif duyusal sinir sonlanmalarinda
bulunan ve termal, kimyasal veya mekanik uyaranlarla aktive olan, secici
olmayan ozel bir katyon kanali ailesidir. TRP ailesinin alt1 alt tyesi
bulunmaktadir: TRP conancial (TRPC), TRP vanilloid (TRPV), TRP melastatin
(TRPM), TRP polisistein (TRPP), TRP mukolipin (TRPML) ve TRP ankrin (TRPA)
(Samanta, Hughes, & Moiseenkova-Bell, 2018). TRP kanallarinin periferik
noropatideki rolii, TRPA1, TRPMS8, TRPV1 ve TRPV4 kanallar: tizerinden fare ve
sicanlarda arastirilmistir (Naziroglu & Braidy, 2017). TRPM kanallarinin bir alt
ailesi olan TRPM2 kanali ilk olarak 1998 yilinda tespit edilmistir (Clapham, 2003).
TRPM2 kanallari basta beyin ve kemik iligi olmak tizere bébrek, barsak, karaciger,
akciger, testis, prostat pankreas, iskelet kasi1 gibi pek c¢ok farkli dokuda
bulunmaktadir (Hecquet & Malik, 2009).
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TRPM2 kanallarinin DRG ve hipokampal néronlarda da yiiksek oranda
eksprese edildigi tespit edilmistir (Demirdas, Naziroglu, & Ovey, 2017). TRPM2
eksikliginin akut ve kronik agri, kemoterapiye bagli periferik noéropati ve
diyabetik noropatinin yani sira klasik inflamatuar agri ve periferik sinir hasari
kaynakli noropatik agrida antiallodinik etkilerinin oldugu gosterilmistir (So
vd., 2015). Son zamanlardaki kanitlar, spinal kord hasari ve noéropatik agrida
TRPM2 kanalinin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Belrose & Jackson,
2018). CIS, oksaliplatin ve paklitaksel’e bagli noéropati modellerinde yapilan
calismalarda bu ajanlarin TRPA1, TRPMS8 ve TRPV1 kanallariyla iligkilerinin
DRG néronlarinda degerlendirildigi, ancak TRPM2 kanali ve kemoterapotik
ajanlar arasindaki etkilesmeye dair bir ¢alisma bulunmadig: tespit edilmistir
(Naziroglu & Braidy, 2017). 2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB), ilk olarak
inositol 1,4,5-trisfosfat reseptorinin (IPsR) bir antagonisti olarak bildirilmistir
ve nispeten diisiik konsantrasyonlarda bu reseptori inhibe ettigi belirtilmistir
(Bootman vd., 2002). 2-APB hiicre disindan Ca*? girisini etkilemeyen ilk IP3
modilatéridiir. Bu maddenin, aym1 zamanda depolanmig Ca*? miktarina
duyarli Ca*? kanallarini (store operated kalsiyum kanallarn (SOCCs) ve
sarko/endoplazmik retikulum Ca*2-ATPaz pompasini inhibe ettigi bildirilmigtir
(Dobrydneva & Blackmore, 2001). 2-APBnin TRPM2 kanalin1 inhibe ettigini
gosteren bircok calisma bulunmaktadir (Chen vd., 2012; Togashi, Inada, &
Tominaga, 2008). 2-APBmin ayrica antioksidan o6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir (Berridge, Herst, & Tan, 2005). Bor bilesiklerinin CIS
nefrotoksisitesindeki inflamasyon ve oksidatif stresi azaltmalari, 2-APB’nin de
organobor yapisi nedeniyle bu agidan da yararli olabilecegini diistindiirmektedir

(Hazman, Bozkurt, Fidan, Uysal, & Celik, 2018).

Bu Dilgilerden hareketle, c¢alismamizda 2-APBnin potansiyel
noroprotektif ve antihiperaljezik etkileri distiniilerek DRG hiicre kiltirinde
CIS kaynakli noérotoksisitede ve CIS ile indiiklenen periferik noéropatideki
roliinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica 2-APB’nin olas1 antioksidan
etkileri g6z oOniine alinarak CIS nedeniyle olusan karaciger ve bobrek

toksisitesindeki protektif etkilerinin incelenmesi de amag¢lanmagtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemoterapiye Bagl Gelisen Periferik Noropati

Diinya Saghk Orgiitiic Uluslararas: Kanser Arastirma Ajansi (WHO-
TARC) tarafindan saglanan 2019 verilerine gore, yaklasik 18 milyon insana
kanser teshisi konmustur (Cavaletti vd., 2019). Kanser kemoterapisinde
kullanilan ilaglar, kanser hiicrelerinin hizla boéliinmesini ortadan kaldiracak
cok sayida hedef ve etki mekanizmasina sahip olduklarindan kanserin
ilerlemesini 6nlemede son derece etkilidirler. Ancak bu ilaglar aym1 zamanda
vicuttaki normal hiucreleri de etkileyerek anemi, diyare, bulanti, kusma,
enfeksiyonlar, norolojik degisiklikler, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi, kisirlik, agr1 ve
periferik noropati gibi yan etkilere neden olmaktadirlar (Kanzawa-Lee, Knoerl,
Donohoe, Bridges, & Smith, 2019). KIPN, baz1 kemoterapotik ilaclarin sik
gorilen yan etkilerinden biridir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Periferik noéropatiye neden olan kemoterapotik ajanlar (Argyriou,

Kyritsis, Makatsoris, & Kalofonos, 2014).

Platin Vinka Taksanlar | Epotilonlar Diger ajanlar

bilesikleri alkaloidleri

Sisplatin Vinkristin Paklitaksel | Iksabepilon Bortezomib

Karboplatin Vinblastin Dosetaksel Talidomid

Oksaliplatin Lenalidomid
Suramin

KIPN hem kanser tedavisinin etkinligini hem de kanser hastalarimin
yasam kalitesini etkileyen ayni zamanda terapotik tedavinin kesilmesine neden
olan bir durumdur (Boyette-Davis, Walters, & Dougherty, 2015). KIPN
semptomlari: Allodini (genellikle agrili olmayan bir uyaran tarafindan tiretilen
agry), hiperaljezi (normal olarak agrili bir uyaran tarafindan tretilen abartili
bir agri), periferik ekstremitelerde parestezi (agrili bir uyaran olmasa da
hissedilen karincalanma benzeri duygu) ve disestezi (igne batmasi ya da yanma
gibi algilanan his), uyusma, karincalanma ve derin tendon refleksinde

azalmadir (Park vd., 2008). Duyusal semptomlar genellikle ilk 6nce gelismekte



ve ekstremitelerin distal kisimlarinda tipik bir “eldiven-corap” tarzi duyu kaybi

gorulmektedir (Zajaczkowska vd., 2019) (Sekil 2.1).

Dorsal kok
e, gangliyonu Platin bilesikleri
:( | Vinka alkaloidleri
\ ‘ Taksanlar

Talidomid

Bortezomib

Vinka alkaloidleri
51— Taksanlar
a Bortezomib

Taksanlar

) 7 @ g Bortezomib
Iyon kanallan %
Damarl Oksaliplatin
/f/\ T
Talidomid

Vinka alkaloidleri
Taksanlar
Talidomid

Sinir sonlanmalan

Sekil 2.1 Tipik ‘'"eldiven-corap" tarzi duyu kaybina neden olan

kemoterapotiklerin norotoksisite olusturduklar: etki yerleri (Park vd., 2013).

KIPN arastirmalarinda, 6zellikle sican ve farelerin kullanildig: deneysel
modeller, néronal veya aksonal dejenerasyon ile ilgili mekanizmalar:1 arastirma
ve norotoksik ilaglarin neden oldugu fonksiyon kaybini hedeflemenin yani sira
noropati gelisimini 6nlemeye yonelik yeni stratejileri test etmek i¢in faydahdir
(Bruna vd., 2019). Bu deneysel modellerde néropati olusturmak igin belirli

ajanlar farkh dozlarda uygulanmaktadirlar (Tablo 2.2.).



Tablo 2.2. Kemoterapétik ilag kaynaklh periferik noéropati modelleri (Waseem,

Kaushik, Tabassum, & Parvez, 2018).

Tur Tedavi | Total doz | Insan
doz

Kemoterapotik (mg/kg) esdegeri Semptomlar
(mg/kg)
Sisplatin Sican | 0.5-3.0 1.5-18.0 0.24-2.9 | Mekanik allodini, soguk
allodini

Fare | 2.3-6.0 23.0-40.0 | 1.9-3.3 Mekanik allodini, soguk
allodini

Mekanik allodini, mekanik

Sican | 2.0-6.0 | 2.0-16.0 |0.32.2.6 | Miperaliezi, soguk allodini,

Oxaliplatin termal allodini, 1s1 allodini, 1s1
hiperaljezi
Fare | 0.04-10 | 3.0-30.0 0.24-2.4 | Mekanik allodini, soguk
allodini
Sican | 0.05-0.1 | 0.5-1.4 0.08-0.23 | Mekanik allodini, mekanik
hiperaljezi, 151 hiperaljezi
Vinkristin
Mekanik  allodini, soguk
Fare | 0.1-1.7 |0.1-340 |001.2.8 |2hedini, termal —allodini,
mekanik  hiperaljezi, 1s1
hiperaljezi
Sican | 0.15-0.2 | 2.4-4.8 0.39-0.77 | Mekanik allodini, mekanik
hiperaljezi, soguk allodini
Bortezomib

Fare | 0.4-0.8 4.8-6.4 0.39-0.52 | Mekanik allodini, mekanik
hiperaljezi, soguk allodini

2.1.1. Sisplatin

Ik platin tiirevi bilesik olan sisplatin ilk kez 1845 yilinda kesfedilmistir
(Wiltshaw, 1979). Baslangicta arastirmacilar, Escherichia colimin blytime
ozelliklerini incelerken bu maddenin antibakteriyel o6zellikler sergiledigini
gozlemlemigler ve daha sonra antineoplastik 6zelliklerini de kesfetmiglerdir
(Rosenberg, Vancamp, & Krigas, 1965; Rosenberg, VanCamp, Trosko, &
Mansour, 1969). 1971'de Ulusal Kanser Enstitlisii CIS ile ilk klinik denemeye
baslamis, 1978'de ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) baz solid tiimérlerin



tedavisinde kullanimini onaylamistir (Dyson & Sava, 2006). O zamandan beri
CIS meme, yumurtalik ve prostat gibi kanser tiirlerininin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaya devam eden bir ilactir (Kelland, 2007). CIS’in molekiiler
yapisi, bir cis konfigiirasyonunda iki klor atomu ve 1ki amonyak grubu ile ¢evrili
merkezi bir platin atomu icermektedir (Sekil 2.2). DNA'ya baglanip replikasyon,
transkripsiyon ve hiicre dongiisiinii bozarak kanser hiicresinin 6liimiine neden
olmaktadir (Starobova, Mueller, Deuis, Carter, & Vetter, 2019). Klinik
kullanimi, hepatotoksisite, nefrotoksisite, gastrointestinal toksisite,
ototoksisite, merkezi ve periferik noropati (PN) gibi istenmeyen bazi yan etkiler
ile stmirhdir (Salih & Al-Baggou, 2019). CIS organik katyon tasiyicilar, organik
katyon/karnitin tasiyicilar ve bakir tasiyicilar gibi bazi metal tasiyicilar
vasitasiyla timor ve normal hiicrelere aktif olarak girebilmektedir (Avan vd.,
2015). CIS kan- beyin bariyerini gecememekte ancak DRG néronlar: da dahil
olmak tizere birgok periferik dokuya kolayca yayilmaktadir (Uhelski,
Khasabova, & Simone, 2015). CIS i¢in yapilan postmortem ¢alismalar platinin
DRG’lerde tutuldugunu gostermektedir (Miltenburg & Boogerd, 2014).

Cl\\H/NHB
/N

Sekil 2.2 Sisplatinin kimyasal yapisi (V. A. Carozzi, Canta, &
Chiorazzi, 2015).

2.1.1. Sisplatin kaynakli periferik noropati

CIS ile tedavi edilen hastalarin yaklagik %30-40’'inda PN gortilmektedir
(Cataldo vd., 2019). CIS kullanildiginda, PN genellikle 250-350 mg/m?
kiumilatif dozdan sonra baglamakta ve kimilatif dozu 500-600 mg/m?2 olan
hastalarin yaklasik % 10'unun tedavi disinda kalmalarina neden olmaktadir
(Otsuka vd., 2019). CIS noropatisi ilacin kesilmesinden uzun siire sonra bile
ortaya cikabilmekte veya siddetlenebilmektedir (coasting fenomeni) (Beijers,

Jongen, & Vreugdenhil, 2012). Strumberg ve ark. CIS tedavisinden yillar sonra



(ortalama 15 yi1l) uzun siireli toksisiteyil degerlendirmis ve hastalarin %38'inde
semptomatik olmayan noéropati, %28'inde semptomatik noéropati ve %6'sinda
polindropati saptamistir (Strumberg vd., 2002). CIS noéropatisi semptomlar:
diger KIPN ile benzerdir: Karincalanma ve uyusma, derin tendon refleksi kaybs,

eldiven-corap tarzi hipoestezi (LoMonaco vd., 1992).
2.1.1.2. Sisplatin kaynakli periferik néoropatinin patofizyolojisi

CIS ile indiklenen periferik néropati, DRG ve trigeminal gangliyon (TG)
noronlarinda platin eklentilerinin birikmesiyle baglamaktadir (Jaggi & Singh,
2012). Etkili bir kan-beyin bariyeri icermeyen DRG’ler, nérotoksik hasara kars:
ozellikle savunmasizdir (Berta, Qadri, Tan, & Ji, 2017). Platin eklentilerinin
olusumu yoluyla DNA hasarini indikleyen CIS, DRG duyusal néronlarinin
niikleollerinde  toksik  degisikliklere @ neden olarak  transkripsiyon
mekanizmasinda bozukluklara yol ac¢cmaktadirlar (Strumberg vd., 2002).
Insanlarda CIS nérotoksisitesinin kesin mekanizmasi hala tartigilmaktadir;
ancak deneysel ve klinik oncesi ¢galismalar ndropati patogenezinde en olasi
stirecler hakkinda fikir vermektedir (McWhinney, Goldberg, & McLeod, 2009).
Bu c¢alismalardan elde edilen sonuclara goére Onerilen patogenez

mekanizmalarinin baslicalar1 sunlardir:

Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres: DRG noéronlarindaki
mitokondriyal disfonksiyon platin tiirevi ilaglarin nérotoksisitesi i¢cin potansiyel
bir mekanizma olarak ilk kez Podratz ve ark. tarafindan tanimlanmigtir
(Podratz vd., 2011). CIS, néronal ve néronal olmayan hiicrelere girdikten sonra
mitokondriyal DNA'va (mDNA) baglanmakta ve mDNA eklentileri
olusturmaktadir. Bu patolojik tiirtinler mitokondride DNA onarim sistemi
olmadigindan onarilamamaktadir (Starobova & Vetter, 2017). Platin-mDNA
eklentileri, anormal proteinlerin sentezine yol acabilen ve mitokondride
solunum zincirinin bozulmasina neden olabilecek mDNA'min fizyolojik
replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozmaktadir (Jaggi & Singh, 2012).
Mitokondriyal fizyolojik fonksiyonun bozulmasi, hiicresel metabolizmanin
azalmasina, artan ROS (reaktif oksijen tiirleri) tiretimine ve oksidatif strese yol

acmaktadir (Valko, Morris, & Cronin, 2005). Hiicre i¢i yiiksek ROS seviyesi



enzim, protein ve lipitlere zarar verebilmektedir bu da periferik sinirlerde
yapisal degisikliklere neden olabilmektedir (Waseem vd., 2018). ROS ayrica
kaspaz aktivasyonu ve kalsiyum homeostazinin diizensizligi dahil olmak tlizere
mitokondriyal yolaklarin uyarilmasi yoluyla noronlardaki apoptotik yolaklar:
aktive edebilmektedir; bu da atrofi ve DRG noéronlarimin kaybina neden
olmaktadir (Jamieson, Liu, Connor, & McKeage, 2005). Ayrica bazi ¢calismalar,
CIS’in periferik sinirlerde mitokondriyal sekli, boyutu ve sayiy1 diizenleyen
mitokondriyal flizyon ve flizyon proteinlerinin ekspresyonunu
degistirebilecegini de gostermigtir (Bobylev, Joshi, Barham, Neiss, & Lehmann,
2018). Bobylev ve ark. CIS ile tedavi edilen farelerin DRG ve tibial sinirlerinde
mitokondriyal fizyon proteini mitofusin 2 ekspresyon seviyelerinde anlamli bir
distis saptamis ve bu da mitokondriyal sisme ve vakuolizasyon ile

sonuc¢lanmigtir.

Iyon kanallari ve kalsiyum homeostazinin rolii: CIS, néronal sodyum veya
potasyum kanali fonksiyonu tizerinde belirgin bir etkiye sahip
gorinmemektedir. Ancak ilk patch-clamp calismalari CIS'in o6zellikle sican
DRG'sinin kigiik ¢apli noronlarinda kalsiyum kanal akimlarini azalttigini
gostermektedir (Tomaszewski & Busselberg, 2007). Bununla birlikte, diger bir
calisma, CIS’e maruz kalan DRG néronlarinda N-tipi kalsiyum kanallarindan
kalsiyum akisinda bir artig oldugunu goéstermistir (Leo vd., 2017). Bu, temel
olarak N tipi kalsiyum kanallarinin up-regiilasyonundan kaynaklanmais; artan
hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri kaspaz-3 aktivasyonuna ve apoptoz indiiksiyonuna
yol ag¢mistir. Duyu noéronlari, hepsi inflamatuvar ve noéropatik agrinin
olusumunda 6nemli rol oynayan TRPA1, TRPMS8 ve TRVP1 gibi ¢esitli TRP
kanallarini eksprese etmektedir (Kanat, Ertas, & Caner, 2017). Calismalar CIS
kaynakli norotoksisitede bu kanallarin da etkili oldugunu disindiarmektedir.
Nassini ve ark. sicanlarda CIS kaynakli mekanik ve soguk hiperaljeziye TRPA1
kanalinin aracilik ettigini ve TRPA1 aktivasyonuna biiyiik olasilikla glutatyon
duyarh molekiillerin neden oldugunu gostermislerdir (Nassini vd., 2011). Ta ve
ark. CIS ile tedavi edilen fare DRG néronlarinin TRPV1, TRPA1l ve TRMPS
mRNA ekspresyonunda bir artig gosterdigini saptamiglardir. CIS ile tedavi
edilen hayvanlarin trigeminal ganglion néronlarda TRPV1 ve TRPA1 mRNA



ekspresyonu artmig ve bu artis 1s1 ve mekanik asir1 duyarhlik ile
iligkilendirilmigtir (Ta wvd., 2010). Mitokondri ve endoplazmik retikulum
biutinligi Ca*? homeostazi i¢in ¢ok oOnemlidir, ¢linkii hiicre i¢i Ca*2
konsantrasyonundaki degisiklikler membran uyarilabilirligini, nérotransmitter
saliverilmesini ve noronal ve glial hicrelerin gen ekspresyonunu
etkileyebilmektedir (V. A. Carozzi vd., 2015). Ca*2 homeostaz1 ve Ca*2 sinyali
dizensizliginin CIS kaynakhh KIPN gelisimine katkida bulundugu ileri

strilmektedir.

Glial aktivasyon: Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, glial hiicrelerin
platin  bazli ajanlarin neden oldugu periferik noropatiye katkida
bulunabilecegini gostermektedir (Di Cesare Mannelli vd., 2014; Zheng, Xiao, &
Bennett, 2011). Farelerde yapilan bir ¢alisma ilk CIS uygulamasi sonrasinda
besinci haftaya kadar, omurilikteki mikroglialarin devamli sekilde aktive
oldugunu gostermistir (Hu vd., 2018). Imai ve ark. yaptiklari bir ¢calismada,
CISin Schwann hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyona neden olabilecegini
ve bunu takiben molekiiler fonksiyonda ve periferik néropatiye katkida bulunan

hiicresel yapilarda gesitli bozukluklara yol acabilecegini géstermisglerdir (Imai

vd., 2017).

Akson dejenerasyonu: Deneysel calismalarda kronik CIS uygulamasinin,
spinal dorsal kok ganglionlarinda ciddi hasara neden oldugu tespit edilmistir.
Ayrica aksonopati (aksonal dejenerasyon) ozellikleri ile birlikte siyatik ve
peroneal sinirlerde de degisiklikler olmaktadir (Cavaletti vd. 1992). CIS
noropatisinin histolojik incelemesi, dorsal kokiin ikincil atrofisi sonucu akson
kaybinmi ortaya koymaktadir. Noropatinin ileri bir asamasinda DRG kaybinin
sonucunda dorsal kolonun reaktif gliozisi gelismektedir (Quasthoff & Hartung,
2002). CIS uygulanan hastalarin periferik sinirlerinin elektron mikroskopik
gorintiileri bliyik ve miyelinli sinir liflerinde dejenerasyonu ve vibrasyon
duyarhliginda azalmay1 gostermektedir (Boehmerle, Huehnchen, Peruzzaro,

Balkaya, & Endres, 2014).



2.1.1.3. Sisplatin kaynakli KIPN profilaksisi ve tedavisi

CIS kaynakli norotoksisitenin kesin mekanizmasi bilinmemekle birlikte,
periferik sinir sistemini bu noérotoksisiteden korumak igin c¢esitli maddeler
arastirilmistir ve arastirilmaya devam etmektedir. Serbest oksijen radikallerini
kovucu gorevi goren organik bir tiyofosfat olan amifostinin antitimor etkilerini
etkilemeden platin bilesiklerinin neden oldugu toksisitelere karsi sitoprotektif
etki gosterdigi tespit edilmistir (Planting vd., 1999). Glutatyonun (GSH),
muhtemelen dorsal kok gangliyonlarinda platin eklentilerinin ilk birikimini
onleyerek norotoksisiteyi azalttigr da bildirilmistir (Cascinu vd., 2002; Cascinu,
Cordella, Del Ferro, Fronzoni, & Catalano, 1995). E vitamini, Asetil-L-karnitin
ve eritropoetinin de CIS kaynakli noérotoksisiteye karsi protektif etkileri
gosterilmigtir (Orhan, Yalcin, Nurlu, Zeybek, & Muftuoglu, 2004; Pace vd.,
2003; Pisano vd., 2003).

2.2. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanallar:

TRP kanallari; nosiseptif duyusal sinir sonlanmalarinda konumlanan,
termal, mekanik veya kimyasal uyaranlarla aktive olan ve secici olmayan 6zel
bir katyon kanal ailesidir (Yazgan, Yazgan, & Naziroglu, 2016). TRP kanallar1
ilk olarak 1998 yilinda Drosophila melanogaster tiuriu sirke sineklerinin goz
hiicrelerinde kegfedilmistir (Montell & Rubin, 1989). Trp mutasyonuna sahip
olan fotoreseptorler devamli olarak 1s1ga maruz birakildiklarinda transient
voltaj degisikligine yol agtiklari i¢in bu isim verilmistir (Pak, Grossfield, &
Arnold, 1970). TRP kanallar1 katyonlara kars1 secici olmamakla birlikte Ca*Za
karg1 duyarlihigr olduk¢a yiliksektir (Pedersen, Owsianik, & Nilius, 2005).
TRP'ler uyarilabilen ve uyarilamayan hemen hemen her hiicre tipinde, niikleer
zarf ve mitokondri hari¢, tim hiicresel zarlarda bulunmaktadirlar (Nilius &
Owsianik, 2011). TRP protein yapisi, besinci ve altinci segmentler arasinda yer
alan bir gézenek bolgesi olan, alt1 transmembranal segmentten ve sitoplazmik
N ve C uglarindan olusmaktadir (Sekil 2.3). Bugiine kadar, 28 memeli TRP
kanali tanimlanmis ve sekans homolojilerine gore 6 alt aileye ayrilmiglardir:
Kanonik ya da klasik (TRPC), vanilloid (TRPV), melastatin (TRPM), polikistin
(TRPP), mukolipin (TRPML) ve ankirin (TRPA) (Hung & Tan, 2018). Bu
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kanallarin her biri kendi i¢inde alt gruplara ayrilmaktadir (Sekil 2.4). TRP st
familyasinin tyeleri nosisepsiyonda kilit rol oynamaktadir. (Julius, 2013).
Ayrica, duyusal noéronlar, Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) ve P
maddesi gibi noropeptitlerin, periferik vazodilatasyon, vaskiiler sizinti ve
immin hiticreler tzerindeki etkilere yol acan duyusal liflerin periferik
terminallerinden saliverildigi bir siire¢ olan norojenik inflamasyonda da rolleri
vardir (Durham, 2006). Bunun yani sira, inflamatuvar mediyatoérler TRP
kanallarinin esigini degistirebilmekte ya da duyarlilagtirabilmekedir. Bu da
termal hiperaljezi, mekanik allodini ve spontan agri gibi agr1 davraniglarina yol
acmaktadir (Julius, 2013). TRP kanallari, pulmoner hipertansiyon, astim,
Parkinsonizm ve prostat kanseri gibi farkh fizyolojik ve patolojik durumlarda
yer alan iyon kanali ailesi tyeleridir (Nilius, Voets, & Peters, 2005). TRP
kanallarinin, néropatik agri tedavisi i¢cin potansiyel terapotik hedef olarak
arastirilabilecegi 6ne surilmektedir (Marwaha vd., 2016). Calismalar TRPV
ailesi lyelerinin, 6zellikle TRPV1 ve TRPV4'lin noropatik agri1 etiyolojisine
katkida bulunduklarini gostermektedir (Nilius, Owsianik, Voets, & Peters,
2007).

Ekstraselluler
kasam

l' |} ,“. .I. "l | wl IA 1

Intraselluler
kasam

Sekil 2.3 TRP kanali yapis1 (Poletini, Moraes, Ramos, Jeronimo, & Castrucci,
2015).
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Sekil 2.4 TRP kanal ailesi (Nilius & Owsianik, 2011).
2.2.1. TRPM alt ailesi

TRPM ailesi, insan vicudundaki fizyolojik ve patofizyolojik siireclere
katilan hemen hemen tim hicre tiplerinde eksprese edilen TRP siliper
familyasinin en biiylik ve en gesitli alt ailesidir (Fleig & Penner, 2004). 1998'de
TRPM ailesinin ilk geni TRPM1’de tanimlanmistir (Duncan vd., 1998). O
zamandan beri TRPM1'den TRPMS8'e kadar ailenin fizyolojik ve biyofiziksel
ozelliklerine gore birbirinden farkli sekiz liyesi daha oldugu tespit edilmigtir.
TRPM4 ve TRPM5 hari¢ hepsi Ca*? ge¢irgen katyon kanallaridir (Clapham,
Runnels, & Strubing, 2001). TRPM kanallari, TRP stperfamilyasinin diger
uyelerine gore sinirli bir homoloji (benzerlik) gostermektedirler. TRPM
monomerlerinin N terminal (TRPM homoloji) bolgesi, transmembran bolgesi ve
C terminali olmak tizere 3 ana bolgesi bulunmaktadir ve ailenin tiim tiyelerinde

bu homoloji bélgesi degiskenlik gostermemektedir (Saygin & Naziroglu, 2012).

Bu ailenin dyeleri, son on yilda norodejeneratif bozukluklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, tip II diyabet, inflamasyon ve inflamatuvar agri
tedavisi i¢cin umut verici ila¢ hedefleri olarak dikkat cekmeye baslamiglardir

(Huang, Fliegert, Guse, Lu, & Du, 2020).
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2.2.1.1. TRPM?2 kanal:

Daha 6nceleri TRPC2 ve LTRPC2 olarak bilinen TRPM2 kanallar1 ilk
olarak 1998 yilinda kanser (melastatin) hiicrelerinde tespit edilmis, daha sonra
TRPM familyasinin bir Giyesi olarak kabul edilmistir (Clapham, 2003). TRPM2
kanali alt1 transmembranal segment (S1-S6) icermektedir; N ve C olmak tlizere
iki ucu bulunmaktadir. N-terminal bolgeyi kapsayan bir diizenleyici alan, C
ucuna nudix domain denilmektedir. Bu ugta adenozin di-fosfat riboz
(ADPR)dan adenozin mono fosfat (AMP) ve riboz-5-fosfat olusumunu
katalizleyen ADPR pirofosfataz enzimi bulunmaktadir. TRPM2 kanalarinda
iyon akig1 5. ve 6. segmentler arasinda gerceklesmektedir (Sekil 2.5) (Saygin &
Naziroglu, 2010). Bu segmentler arasindaki yap1 Ca*2, Na* ve K* gecirgendir
(Xia vd., 2008). ADPR, TRPM2’nin en giicli aktivatéridir. Hidrojen peroksit
(H202), nikotinamid adanin diniikleotid (NAD*) ve siklik ADPR (cADPR)
icermektedir. NAD* ve H202 ADPRnin hiicre i¢i diizeyini arttirmakta ve
TRPM2 kanallarinin direkt ya da dolayli olarak agilmasina neden olmaktadir
(Hara vd., 2002). TRPM2 kanallar1 esas olarak beyinde eksprese edilmektedir.
Ancak kemik, dalak, kalp, 16kositler, karaciger ve akciger dahil olmak tzere
diger bir¢cok dokuda da tespit edilmislerdir (Uemura, Kudoh, Noda, Kanba, &
Shimizu, 2005). TRP kanallar1 arasinda merkezi sinir sisteminde (MSS) en fazla
bulunani TRPM2 mRNA’dir (Fonfria vd., 2006). Bu kanal 6zellikle makrofaj
hiicreleri, periferik kan monositleri ve noétrofillerde ayn1 zamanda
mikroglialarda eksprese edilmektedir (Hantute-Ghesquier, Haustrate,
Prevarskaya, & Lehen'kyi, 2018). Periferik somatosensoriyel sistemde, TRPM2
DRG ve TG afferent noronlarinda her zaman eksprese edilmektedir
(Vandewauw, Owsianik, & Voets, 2013). TRPM2 katyon kanallari oksidatif
stres, ADPR/NAD+ metabolizmasi ve timoér nekroz faktoriu alfa ile aktive
olmaktadir (Hara vd., 2002). TRPM2 dolayl1 kanal blokerleri olarak [mikonazol,
klotrimazol, flufenamik asid (FFA), N- (p-Amilcinnamoil) antranilik asit (ACA)]
ve 2- Aminoetoksidifenil borat (2-APB) bilinmektedir (Tablo 2.3). TRPM2
eksikliginin akut inflamatuar agrilar, osteoartrit agrisi, multipl sklerozdaki
kronik agr1 ve diyabetik noéropatinin yam sira klasik inflamatuar agri ve

periferik sinir hasari kaynakli néropatik agrida antiallodinik etkilerinin oldugu
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gbsterilmigtir. Son zamanlardaki kamtlar, KIPN’de TRPM2 kanalimin rol
oynayabilecegini diisiindirmektedir (So vd., 2015).

Ekstraselliiler

Intraselliiler

Nudix
domain

N ADP-.riboz
pirofsfataz

7\

ADP-Riboz H20:2

Sekil 2.5 TRPM2 kanal yapist (Cemil Ozgiil, 2010).

Tablo 2.3 Noronal hiicrelerde TRPM2 blokerlerinin etkileri (Naziroglu, 2011).

Blokorler Hiicreler Etki Kaynak
FFA Sican mikroglia kultara Blokor (Kraft vd., 2004)
ACA Sigan primer striatal hiicreler Blokoér (Olah vd., 2009)
Kotrimazol Sigan primer striatal hiicreler Blokoér (Olah vd., 2009)
FFA Sican primer striatal hiicreler Blokor (Olah vd., 2009)
FFA Substantia nigra Etki yok (Freestone vd., 2009)
ACA Substantia nigra Blokor (Freestone vd., 2009)
FFA Hipokampal hiicreler Etki yok (Bai & Lipski, 2010)
ACA Hipokampal hiicreler Etki yok (Bai & Lipski, 2010)
FFA Fare DRG kiltura Blokor (Naziroglu, 2011)
2-APB Fare DRG kulturt Blokor (Julius, 2013)

2.3. 2- Aminoetoksidifenil borat (2-APB)

2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB), lipofilik bir organobor bilesigidir
(Sekil 2.6) (Bilmen & Michelangeli, 2002). Bu bilesik baglangi¢ta inositol 1,4,5-
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trifosfat (IP3) reseptorlerinin bir inhibitéri olarak goésterilmistir (Maruyama,
Kanaji, Nakade, Kanno, & Mikoshiba, 1997), ancak daha sonra depo-kontrolli
Ca*Z kanallar1 ve sarko/endoplazmik retikulum Ca*2-ATPaz pompasinmi da
inhibe ettigi belirlenmigtir (Prakriya & Lewis, 2001). 2-APB’nin trombositler,
ventrikiler kardiyomiyositler, pankreas B hiicreleri, hipokampal néronlar,
notrofiller, cesitli diiz kas hiicreleri ve endotel hiicrelerde IP3 ile indiiklenen
Ca*Z saliverilmesine inhibisyon yaptig1 tespit edilmistir (Bootman vd., 2002).
Ayrica, 2-APB g¢esitli TRP kanallarin1 da secici olarak aktive veya inhibe
etmektedir. TRPC1, TRPC3, TRPC5, TRPC6, TRPV6, TRPM3, TRPM7 ve
TRPMS8 kanallarini inhibe ettigi; bunun aksine TRPV1, TRPV2 ve TRPV3
kanallarini ise aktive ettigi gosterilmistir (Kovacs vd., 2012; Togashi vd., 2008).
Yapilan ¢alismalar 2-APB’nin aynm1 zamanda TRPM2 kanal blokaj1 yaptigini da
gostermektedir (Chen vd., 2012; Togashi vd., 2008). 2-APB'nin DRG
noronlarinda ADPR ve rotenonun indiikledigi TRPM2 akimlarini tamamen
bloke ettigi ve TRPM2 kanal inhibitori olarak davrandigr tespit edilmigtir
(Naziroglu, Ozgul, Celik, Cig, & Sozbir, 2011). 2-APB'nin ayrica antioksidan
ozelliklere sahip oldugu ve farelerde reaktif oksijen urtinlerini azaltarak
kardiyak ve karaciger iskemi reperflizyon (I/R) hasarini azalttigi da

gosterilmistir (Nicoud vd., 2007).

B-NH>
N

Sekil 2.6 2-APB’nin kimyasal yapis1 (Hofer vd., 2013).

Tim bu bilgilerin 1s181inda, CIS’in neden oldugu noérotoksisite ve PN, CIS
kemoterapisinin doz sinirlayici 6nemli bir yan etkisi oldugu bilinmektedir ve
son yillarda kemoterapiyle indiiklenen periferik néropatide TRP kanallarinin
rolii arastirilmaktadir. Biz de ¢alismamizda TRPM2 kanal blokéri 2-APB'min
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potansiyel sitoprotektif etkilerini primer sican DRG hiicre kiultiirinde,
potansiyel antiallodinik ve antihiperaljezik etkilerini ise CIS’le indiklenen

periferik noropatide degerlendirmeyi amagladik.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

In vitro deneyler icin 10 adet Sprague Dawley cinsi gebe sicandan alinan
1 giinliik yenidogan yavrular ve in vivo deneyler i¢gin 56 adet 6-8 haftalik erkek
Sprague Dawley sican (200-250 g) 24.07.2018 tarihli 676 karar numaral
Eskigsehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onay1 alinarak ESOGU TICAM (Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezi)’dan temin edilmistir ve arastirma siiresince
ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali hayvan odasinda 20-
22°C sicaklikta, 12 saat aydinhk/karanlik periyotlarina ayarl sekilde pellet
cinsi yem ve yeterli miktarda su ile beslenerek, her grupta 8 hayvan olacak
sekilde 7 kafeste barindirilmiglardir. Siganlarin kuyruklar: kalici bir boya
kalemi 1ile isaretlenerek tiim deneylerin sonuclarini bireysel olarak

gozlemleyebilmek i¢in bu isaretler kaydedilmistir.
3.2. 2-APPB’nin Sitoprotektif Etkisinin Degerlendirilmesi

3.2.1. DRG hiicre Riiltiiri

Calismada 1 giinliik yenidogan her iki cins Sprague Dawley tiirii yavru
sicanlar kullanmilmigtir. Toplamda 10 adet sigan kullanmilmigtir. Yavru siganlar
%70%lik alkolle temizlendikten sonra hayatlarina dekapitasyon yontemiyle son
verilmistir. Sirt derileri penset yardimiyla kaldirilip DRG’leri steril kosullarda
mikrodiseksiyonla cikartilmistir. Hicre kiltliri islemine baslamadan 6nce
primer kiultlir hazirlanacak kultir kaplarini kaplamak igin Poly-d-lizin,
phosphate buffered saline (PBS) i¢inde ¢6zilmustiir (0,1 mg/ml). 1 m’lik ¢oézelti
hazirlandiktan sonra bir flaskin i¢ine pipetle verilip tabanina iyice yayilmasi
saglanmisg, flaskin i¢cine konulan soliisyon pipetle alinip birakilarak taban iyice
kaplanmigtir. Daha sonra flasklar inkibatorde (37°C, nemlendirilmis %95 hava
ve %5 CO2) 1 gece bekletilmig ve daha sonra +4°C buzdolabinda saklanmastir.
Izole edilen gangliyonlar 5 ml kalsiyum ve magnezyumsuz modifiye Hank’s
dengeli ¢ozeltisi (HBSS) i¢inde toplanmistir. Sonrasinda 1000 rpm de 3 dakika
santrifiyj edildikten sonra iki defa 5 ml modifiye HBSS ile yikanmigtir. HBSS
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iginde bulunan gangliyonlar 2 ml tripsin [%0.25 tripsin - %0.02 Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA)] ile 10 dakika 37°C de inkiibe edilmistir. Uzerine 5 ml
%10 FBS (Fetal Bovine Serum), 2 mM glutamin, 50 ug/ml penisilin ve
streptomisin iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri
eklenerek tripsinin etkisi sonlandirilmistir. Tekrar santrifiij edilip, sipernatant
atildiktan sonra 5 ml DMEM besiyeri icinde mekanik olarak uclari bek alevinde
daraltilmig Pastor pipetleriyle gangliyonlar iginden c¢ikarilarak pastor pipeti
yardimiyla gangliyonlarin dagilmasi saglanmistir. Sonrasinda ise poli-D-lizinle
kapl kiltir plaklarina alinmis, 37°C’de % 95 hava %5 COz ile 1-2 glin inkiibe
edildikten sonra besiyeri bogaltilip flasklara non-néronal hiicrelerin irememesi
icin DMEM igerisinde 10 pM sitozin arabinozid eklenerek 4 saat inkiibe
edilmigstir. Giin asir1 besi yeri degistirilmis ve dorsal kok gangliyon hiicreler 10
glin sonra 96 kuyucuklu poli-D-lizinle kapli steril plaklara kuyucuk bagina
5X103 hiicre olacak sekilde ekildikten sonra sitotoksisite testi uygulanmistir

(Donertas vd., 2018).
3.2.2. MTT sitotoksisite testi

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium bromid] yontemi ilk
kez 1983 yilinda Mossmann tarafindan literatiire kazandirilmistir (Mosmann,
1983). Bu yontemin temel ilkesi MTT boyasinin tetrazolium halkasim
parcalayabilmesi ve canli hiicrelere aktif olarak absorbe olup mavi-mor renkli,
suda c¢oziinmeyen formazana indirgenmesidir. Formazan olusumu, yalnizca
aktif mitokondrinin bulundugu canlh hiicrelerde goriildigiinden bu durum
hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik
olarak belirlenen deger canli hiicre sayisi ile iligkilendirilmektedir (Berridge
vd., 2005). Calismamizda CISin (100, 200, 300, 400, 500 uM) ve 2-APB’nin (0.5,
1, 2 mM) farklh konsantrasyonlar1 96 kuyucuklu plakalara ekilen hiicrelere
uygulanmigtir. MTT 5 mg/ml konsantrasyon olacak gsekilde Hank’s dengeli tuz
¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra steril filtreden gecirilmigtir. Daha sonra her bir
kuyucuga 10 ul MTT eklenip 37°C'de %5'lik CO2'li inkibatorde 4 saat
inkiibasyona birakilmigtir.4 saatin sonunda kuyucuklardaki besiyerleri

bogaltildiktan sonra 150 ul DMSO eklenerek kristaller ¢oziildiikten sonra 96'lik
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plaka ELISA Reader ( BioTek ELX800) ile 570 nm’de okutulmustur. Elde edilen

verilerin ylizde hiicre canlilig1 degerleri:

% Hiicre canlilign = (Orneklerin absorbansi-blank absorbansi / kontrol
hiicrelerinin  absorbansi-blank absorbansi)) x 100 denklemine gore

hesaplanmagtir.
3.3. Deney Protokoli

Deney gruplar1 agsagidaki gibi olusturulmus (n=8) ve in vivo deneyler 2

asamali olarak gercgeklegtirilmistir.

1. Asama: 1) Kontrol grubu: %5 Dimetil silfoksit (DMSO) ve serum
fizyolojik ile CIS injeksiyonu protokoli uygulanmistir.

2) CIS grubu: 3 mg/kg CIS 5 hafta silireyle haftada bir kez intaperitoneal (i.p)
yolla injekte edilmistir (Han, Wyse, & Smith, 2014)

3) CIS + 2-APB2 grubu: 3 mg/kg CIS ve 2 mg/kg dozda %5 DMSO’da ¢ézdirilen
2-APB 5 hafta stireyle haftada 1 kez i1.p uygulanmistir (Nicoud vd., 2007)

4) CIS + 2-APB4 grubu: 3 mg/kg CIS ve 4 mg/kg dozda %5 DMSQO’da ¢ozdiiriillen
2-APB 5 hafta siireyle haftada 1 kez i.p uygulanmistir.

5) CIS + 2-APBS8 grubu: 3 mg/kg CIS ve 8 mg/kg dozda %5 DMSO’da ¢ozdiirilen
2-APB 5 hafta siireyle haftada 1 kez i.p uygulanmistir.

2. Asama: 1. Asamadaki 5 haftalik deney siireci sonunda etkin bulunan

2- APB dozu 4 mg/kg olarak belirlenmis ve 2. asamaya gecilmistir.

6) CIS + 2-APB4K grubu: 3 mg/kg CIS haftada bir kez ve 4 mg/kg dozda %5
DMSO’da ¢ozdiiriilen 2-APB 5 hafta stireyle haftada 3 kez 1.p uygulanmigtar.

7) CIS + FFA grubu: 3 mg/kg CIS haftada bir kez ve 66 mg/kg dozda 1N
DMSO’da c¢ozdurilen bir diger TRPM2 antagonisti olan FFA 2-APB’nin
etkisinin kiyaslanmasi amaciyla 5 hafta stireyle haftada 3 kez 1.p uygulanmigstir
(Bal, Ustundag, Bulut, Demir, & Bal, 2016). Tum gruplara nefrotoksisiteyi

onlemek i¢in 2 ml serum fizyolojik uygulanmigtir.

Olciimler her ila¢ injeksiyonunu takiben 6.giinde saat 09:00-13:00'te
ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Noropsikofarmakoloji
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Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. 5. ve son CIS injeksiyonundan sonra
yapisal degisiklikler i¢in 2 hafta slireyle beklenerek intrakardiyak perfiizyon
yapilip DRG, siyatik sinir, karaciger ve bdbrek dokulari izole edilmistir.
Ol¢iimlerde mekanik allodini, termal hiperaljezi, kuyruk cekme, soguk allodini,

rotarod ve aktivitemetre testleri uygulanmistir (Sekil 3.1).

1. ini a 1n] 3. m] 4, m] 5.in
I | Intrakardivak |
Perfizyon
il Alstme> 1 > 2 > 3 p 4 > 5 > 6 ) 7 ) 8 4
Yamisal
| | ! | degisiklikler igin
GON o 7 14 21 28 35" beklenen zaman

Oigiim Ginleri {Mekanik alladini, termal hiperaljezi, kuyrk
SikigHrma, s-niulullodln, mmod, aktivinemetis)
*Ayak izi analiz yalrzea 7, 21, 35, gln

Sekil 3.1 Deney protokold.
3.4. Ilaclar

Calismamizda CIS (cisplatin, Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD), 2-APB (2-
Aminoethoxydiphenyl borate, Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD), FFA (Flufenamic
acid, Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD), ketamin (Alfamine %10, Alfasan
International B.V. Hollanda) ve ksilazin (Xylazinbio %2, Bioveta PLC, Cek
Cumbhuriyeti) kimyasallar1 kullanmildi. CIS ve 2-APB %5 DMSO+serum
fizyolojik; FFA 1N DMSO+serum fizyolojikte ¢oziilerek i.p olarak uyguland.
ELISA protokoliinde Shanghai, YL Biotech Co. Ltd. kitleri kullanild.

3.5. Davranis Testleri

3.5.1. Mekanik allodininin degerlendirilmesi

Mekanik allodini, dinamik plantar aesthesiometer cihazi (Ugo-basile,
Verase, Italya) kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2). Sicanlar sekilde
gorilen bolmelere yerlestirilerek ortama alismalari i¢cin 30 dakika stre ile
beklendikten sonra cihaz ¢alistirilmig, 0.5 mm kalinligindaki hareketli filament
hayvanin pengesinin plantar yiizeyinin altina yerlestirilmig ve giderek artan bir
kuvvet uygulanmistir. Her pence c¢ekilisinde cihaz, hayvanin penceyi ¢ekme

stiresini ve penge ¢ekilme refleksindeki kuvveti gram olarak otomatik algilamig
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ve bu veriler kaydedilmistir (Onal vd., 2017). Hayvanlarin pence ¢ekme
latensleri 5 dakikalik ara ile yapilan tig¢ Olgimin ortalamas1 alinarak
hesaplanmigtir. Uygulananan maksimum kuvvet penge hasarini énlemek

amaciyla 50 g olarak belirlenmistir (Bordet vd., 2008).

Sekil 3.2 Dinamik plantar test diizenegi.

3.5.2. Termal hiperaljezinin degerlendirilmesi

Bu test icin termal plantar test cihaz1 (Ugo-basile, 37370, Verase, Italya)
kullanilmigtir (Sekil 3.3). Cihaz cam zemin lizerine yerlestirilen bélmelerden ve
zeminin altinda konumlandirilmigs mobil bir radyant 1s1 kaynagindan
olusmaktadir. Sicanlarin arka pencgelerine radyant 1s1 uygulanmis “pencge
¢ekme” reaksiyonlarinin latensleri 6l¢iilmustir (Hargreaves, Dubner, Brown,
Flores, & Joris, 1988). Sicanlar bolmelere yerlestirilerek ortama alismalar: igin
30 dakika siireyle beklenmis radyant 1s1 sicanlarin arka pencelerinin plantar
yuzeylerine uygulanmigtir. Is1 kaynaginin ¢alistirilmasi ile hayvanin pencesini
cekmesi arasindaki siire cihaz tarafindan kaydedilmis; 5 dakikalik ara ile
yapilan ti¢ 6l¢cimiin ortalamasi1 alinmigtir. Pencgelerde doku hasari olusmamasi

i¢in radyant 1s1 20 saniyeden daha uzun siire uygulanmamigtir (Xu vd., 2014).
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Sekil 3.3 Termal plantar test diizenegi.
3.5.3. Soguk allodinin degerlendirilmesi

Soguk plaka (cold plate) testi, 5+0.5 °C'ye ayarlanmis sicak/soguk plaka
cihazi (Ugo Basile, Verase, Italya) kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.4). Bu testte,
16X16 cm’lik soguk bir plakaya yiiksekligi 25 cm olan pleksiglas silindir
yerlestirilmis ve sicanlar plakaya konulmustur. “Pencgelerini c¢ekmeleri,
titretmeleri, soguk ylizeyden uzaklastirmalari” gibi tepkilerden birini ilk olarak
vermesi i¢in gecen sire tespit edilerek pence cekme latensleri dl¢ilmiustir

(Jasmin, Kohan, Franssen, Janni, & Goff, 1998).

Sekil 3.4 Soguk plaka testi diizenegi.
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3.5.4. Akut spinal agrinin degerlendirilmesi

Hayvanlarin mekanik nosiseptif uyarana karsi gosterdikleri reaksiyonun
sliresini 6lgmek i¢in uygulanan tail clip (kuyruk sikistirma) testinde, sicanlarin
kuyruk ucundan yaklasik 1-2 cm yukariya pens takilmis ve hayvanin pensi
1sirdig1 siire kronometre ile oOl¢tilmistir (Y. Q. Cao vd., 1998) (Sekil 3.5).
Maksimum oOl¢im sliresi doku hasarini onleme adina 20 saniye ile

simirlandirilmigtir (Chao vd., 2019).

Sekil 3.5 Kuyruk sikigtirma testi diizenegi.
3.5.5. Lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi

Bu testte siganlar, karsilikli iki dikey kenarinda bulunan parcalar kizil
otesi 1ginlar (IR) treten saydam pleksiglas bir kafesten olusan aktivite 6l¢iim
sistemine (May-AMS 02 Animal Activity Monitoring System, Commat, Ankara)
yerlestirilmistir (Sekil 3.6). Kafesteki hayvan herhangi bir hareket yaptiginda
karsilikli IR 1ginlarini kestigi i¢cin hayvanin yaptigi hareketin sekline goére
aktiviteleri bir bilgisayar programi (MAY 9803 Activity Monitor, Commat May
Pentium Computer) ile ve 5 dakika silireyle kaydedilmistir (Tyrtyshnaia,
Manzhulo, Sultanov, & Ermolenko, 2017). Test sliresi icerisinde deney
hayvaninmin kat ettigi toplam mesafe, stereotipik, ambulatuvar, horizontal
(vatay) ve vertikal (dikey) hareketlerinin toplami1 degerlendirilmistir. Her
testin sonunda sicanlar kafesten alindiktan sonra test alani %10’luk etanol ile
silinip kurulanarak, bir 6énceki sicana ait koku, digki gibi dis etmenlerin bir
sonraki sicanin davraniglarini etkileme ihtimali en aza indirgenmeye
calisilmigtir.
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Sekil 3.6 Aktivitemetre testi diizenegi.
3.5.6. Motor koordinasyonun degerlendirilmesi
3.5.6.1. Rotarod testi

Bu testte 70 mm ¢apinda doner silindir ¢ubuk, beyaz renkli sert plastikler
ile b6linmius dort bélme ve silindirik ¢gubugu dondiren bir ana motordan olusan
cithaz (MAY, Commat, Ankara) kullanilmistir (Sekil 3.7). Silindirin hizi sabit
200 rpm olacak sekilde ayarlanmig, hayvanlarin dénen silindir tizerindeki kalig
stireleri kayit edilmigtir. Test stiresi 300 saniye olarak belirlenmistir (N. Li vd.,

2019).

Sekil 3.7 Rotarod testi diizenegi.

3.5.6.2. Ayak izi (Footlprint) testi

Bu testte, 9 cm genigliginde ve 100 c¢m uzunlugunda bir koridorun

tabanina beyaz kagit yerlestirilmistir (Sekil 3.8), 6n ve arka penceleri sirasiyla
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toksik olmayan kirmizi ve mavi renkteki boyalara batirilarak hazirlanan
koridorda yuritilmustiir. On ve arka penceler arasindaki mesafe ve adimlar:

arasindaki mesafe élclilerek kaydedilmigtir (Nishitani vd., 2019).

' Sag arka penge
adim nzunluasua

Sekil 3.8 Ayak i1zi1 test diizenegi ve 6l¢im 6rnegi.
3.6. Morfolojik Analizler

3.6.1. Viicut agirliklarinin degerlendirilmesi

CIS ve tedavi gruplarinin hayvanlarin viicut agirliklar: tizerine etkilerini
degerlendirmek amaciyla deney protokolii boyunca her hafta sicanlar tartilarak

agirliklar kaydedilmistir. Deney bitiminde % Kilo kayb1 analizi yapilmigtir.
3.6.2. Intrakardiyak perfiizyon ve periferik dokularin toplanmasu

Injeksiyon ve 6lgiimlerin bitiminden 2 hafta sonra her gruptan 3'er
hayvan ketamin (60-80 mg/kg) + ksilazin (10-15 mg/kg) anestezisi altinda ilk
once PBS solisyonu, daha sonra %41k paraformaldehid (0,1 M fosfat
tamponda [pH=7,4] hazirlanan) soliisyonu ile perfiize edilmistir (Sekil 3.9).
Perfiize edilen hayvanlardan DRG, sag siyatik sinir, bobrek ve karaciger
dokular1 izole edilmigtir. Histolojik incelemelere kadar olan siirede DRG ve
siyatik sinirler glutaraldehit + PBS sollisyonunda; karaciger ve bobrek dokulari

ise tamponlu formol ¢ozeltisinde bekletilmigtir.
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Sekil 3.9 Intrakardiyak perfiizyon.

3.6.3. DRG ve siyatik sinirlerin histopatolojik degerlendirmeleri

Izole edilen sag siyatik sinir ve DRG dokular: epon-araldit recineye
gomildikten sonra mikrotom araciligiyla 3 farkli boélgeden 700 nm
kalinligindaki yar1 ince kesitler alinmistir. Alinan kesitler toluidin mavisi ile
boyanarak 1s1k mikroskobu altinda incelenmistir. Incelenen DRG néronlarinin
soma alanlari Image J (NIH, Bethesda, MD, ABD) programi vasitasiyla analiz
edilerek soma alami c¢aplarina gére DRG noéron frekanslari yitizde olarak
hesaplanmigstir. Siyatik sinir doku 6rnekleri ise 0.1 M fosfat tamponu i¢inde
%2.5 glutaraldehit soliisyonunda fikse edilmis ve 4°C’de en az 24 saat muhafaza
edilmigstir. Daha sonra fosfat tamponuyla yikanmistir. Sonraki 2 saat boyunca
0.1 M fosfat tamponu iginde osmiyum tetroksitle post-fiksasyon yapilmigtir.
Doku ornekleri %30, %50, %70, %90, %96 ve %10071uk etil alkol ¢ozeltiler:
kullanilarak dehidratasyonlar1i saglanmis sonrasinda epon-araldit regineye
gomiilmislerdir. 700 nm’lik yar1 ince kesitler toluidin mavisiyle boyanmigtir.
Isik mikroskobu altinda histolojik degerlendirmeleri yapilmistir. Dejenere
aksonlar, miyelin birikintileri olusumu ve aksonlardaki dejenerasyona gore

belirlenmistir. (Ozatik O, 2016).
3.6.4. Bobrek ve karaciger dokularinin degerlendirilmesi

Izole edilen bobrek dokular:i hemotoksilen-eozin, karaciger dokular: ise
hemotoksilen-eozin ve mason trikrom ile boyanarak  histolojik

degerlendirmeleri yapilmigtir. Dokulardan rotary mikrotom ile 5 pm
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kalinliginda parafin kesitler alinmistir. Deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C’lik
etivde birakilan dokular, 30’ar dakika boyunca iki kez degistirilen ksilen ile
muamele edilmigtir. Ardindan rehidratasyon igslemi i¢in %95’den %60’a azalan
alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika akan su altinda yikanmistir.
Kesitler 3 dakika hematoksilen ile boyanmalarinin ardindan, fazla boyanin
dokudan uzaklastirilmasi icin 5 dakika akan su altindan yikanmis; yikanan
kesitlerin 30 saniye eozin ile boyanmalar1 saglanmistir. Ayn1 sekilde 5 dakika
akan su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95lik alkol
serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma amaciyla 30’ar
dakika 1ki kez degistirilen ksilende tutulduktan sonra entellan ile
kapatilmiglardir. Kesitler kor 2 histolog tarafindan 1sik mikroskobu altinda
semikantitatif olarak degerlendirilmistir. Bobrek hasari tibiler nekroz, tiibiiler
vakuoler degisiklikler, hemoraji ve tiibililer dilatasyon, siddet ve yayginhgi
dikkate alinarak incelenmigtir. Her bir kesit 0-4 arasinda skorlanmigstir: (O:
hasar yok, 1: minimal hasar (<%5), 2: orta derecede hasar (%5-25), 3: yaygin
hasar (%25-75), 4: siddetli hasar (>%75).

3.7. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

3.7.1. DRG izolasyonu ve homojenatlarin elde edilmesi

Injeksiyon ve 6lgiimlerin bitiminden 2 hafta sonra her gruptan 5er
hayvan ketamin (60-80 mg/kg) + ksilazin (10-15 mg/kg) anestezisi altinda
sakrifiye edilerek DRG noronlar: izole edilmistir. Buz ile muamele edilen soguk
PBS’e toplanan DRG’ler ultrasonik homojenizator ile hizla homojenize edilip,
15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra slipernatantlari alinarak

ELISA testleri yapilana kadar -80 °C’lik buzdolabinda muhaza edilmislerdir.
3.7.2. ELISA yontemiyle biyokimyasal parametrelerin analizi

-80 °C’de muhafaza edilen doku homojenat siipernatantlarinda éncelikle
Shanghai YL Biotech Co. Ltd ELISA kitiyle kit protokoli uygulanarak protein
tayini yapilmistir (mg protein). Protein tayini yapilan doku homojenatlarinda
daha sonra NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived neurotrophic
factor), TNF-a (timor nekroz-alfa), MDA (malondialdehit), GSH (glutatyon) ve
LDH (laktat dehidrogenaz) diizeylerinin tayini Shanghai YL Biotech Co. Ltd
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ELISA kitleri ile prosediiriine uygun olarak ¢aligilmis protein miktarlarina gore

diizeyler oranlanarak sonuglar elde edilmigtir.
3.8. Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler SPSS 22.0 programi kullanilarak analiz edilmistir. In
vitro testlerden elde edilen verilerin ve % kilo kaybinin degerlendirilmesinde
tek yonli varyans analizi ve ileri karsilastirma testi olarak Tukey
kullanilmigtir. In vivo testlerden elde edilen verilerin, DRG néron soma alani-
frekans histograminin ve bdbrek hasar1 skorunun degerlendirilmesinde
Kruskal-Wallis testi ve 1ileri karsilastirma testi olarak Tukey testi
kullanilmigtir. ELISA testlerinden elde edilen verilerin analizinde iki yénlii
varyans analizi ve ileri kargilagtirma testi olarak Tukey kullanilmigtir. Veriler
ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro Deney Bulgular:
4.1.1. MTT testi bulgular:

CIS 100-500 pM konsantrasyonlarda DRG hiicre kiiltiiriine uygulanmisg
ve konsantrasyon bagiml sekilde hiicre canliligini anlamli olarak azalttig:
tespit edilmigtir. CISin submaksimum norotoksik konsantrasyonu 200 uM
olarak belirlenmigtir (Sekil 4.1). CIS (200 uM) ve 2-APB (0.5, 1, 2 mM), birlikte
uygulanmistir. 2-APB konsantrasyon bagimli sitoprotektif etki gosterirken 2

mM konsantrasyonu CIS’e gore hiicre canliligini anlaml gekilde artirmistir.
(Sekil 4.2).
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KONTROL CisiloopmM  Cisz00pM CIS300pM CIS400pM CIS500puM

Sekil 4.1 MTT testi ile CIS’in hiicre canlilig1 tizerine etkisinin
degerlendirmesi. (**:p<0,01, ***:p<0,001 kontrole gore).
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60 Fokek
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KONTROL CIs 200 CIS 200+2APB0.5 CIS 200+2APB1 CIS200+2APB2

HUCRE CANLILIGT (%)

Sekil 4. 2 MTT testi ile CIS norotoksisitesinde 2-APB’nin hiicre canlilig:
lzerine etkisinin degerlendirmesi. (***:p<0,001 kontrole gore; +:p<0,05 CIS’e

gore).
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4.2. Davranis Testleri Bulgular:

4.2.1. Mekanik allodini bulgular:

Mekanik allodini testinin sonuglarina gore gruplarin bazal Ol¢gtimleri
arasinda fark yoktur. CIS 28. ve 35. giinlerde bazale gore anlamli sekilde pence
cekme latensini distrmistir (p<0,001). CIS uygulamasiyla siganlarda
mekanik allodini geligirken, CIS ile beraber haftada bir kez verilen 2-APB’nin
4 mg/kg dozu penge cekme latensini CIS 28. ve 35.gline gore istatistiksel olarak
anlamh gekilde artirmistir (p<0,01) (Sekil 4.3 ve 4.4).
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0.GUN 7.GUN 14.GUN 21.GUN 28.GUN 35.GUN

Sekil 4.3 0. Glinden 35. Giine kadar haftalik mekanik allodini testi bulgular:
(***: p<0,001 kontrole gore; ++:p<0,01 CIS’e gore).
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Sekil 4.4 Mekanik allodini bazal-28.gtin-35.gtin bulgularinin kiyaslanmasi

(***: p<0,001 kontrole gore; ++:p<0,01 CIS’e gore).
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4.2.2. Termal hiperaljezi bulgular:

CIS’in termal hiperaljezi olusturmadigi tespit edilmistir. Gruplarda O.

glinden 35. gline kadar anlamh bir degisiklik saptanmamistir (Sekil 4.5).

e KONTROL ~—— CIS CIS+2APB2 =eCIS+2APBS =i CIS+2APBE ~—o—CIS+24APB4AK CIS+FFA
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0.GUN 7.GUN 14.GUN 21.GUN 28.GUN 35.GUN

Sekil 4.5 0. Glinden 35. Giine kadar haftalik termal hiperaljezi testi bulgular.

4.2.3. Kuyruk sikistirma (tail clip) testi bulgular:

CIS’in kuyruk ¢cekme latensini 35. giinde anlamli derecede azalttig: tespit
edilmistir (p<0,05). CIS ile haftada bir kez beraber verilen 2-APB’nin 4 mg/kg
dozu kuyruk ¢ekme latensini CIS 35.gline gore istatistiksel olarak anlaml

sekilde artirmistir (p<0,05) (Sekil 4.6 ve 4.7).
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0.GUN 7.GUN 14.GUN 21.G0ON 28.GUN 35.GUN

Sekil 4.6 0. Giinden 35. Gline kadar haftalik tail clip testi bulgulari.

(*: p<0,05 kontrole gore; +:p<0,05 CIS’e gore).
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Sekil 4.7 Tail clip testi bazal-28.glin-35.gtin bulgularinin kiyaslanmasa.
(*: p<0,05 kontrole gore; +:p<0,05 CIS’e gore).
4.2.4. Soguk allodini bulgular:

Soguk plaka (cold plate) testinde CIS’in 28. ve 35. giinlerde pencge ¢ekme
latensini bazale gore anlamli derecede diustirdiigi tespit edilmistir (p<0,001).
CIS’in siganlarda soguk allodiniye neden oldugu belirlenmis; haftada bir kez
uygulanan 2-APB’nin 4 mg/kg dozunun CIS ile diisen pence ¢ekme latensini
artirdigi gértalmustir (p<0,001). Ayrica 2-APB’nin 2 mg/kg dozunun 28. glinde;
haftada 3 kez uygulanan 2-APB’nin 4 mg/kg dozunun ise 35. giinde kontrole
gore pence cekme latensini anlamli 6lgtide azalttig:r da tespit edilmistir (p<0,01)

(Sekil 4.8 ve 4.9).
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0.GUN 7.GUN 14.GUON 21.GUN 28.GUN 35.GUN

Sekil 4.8 0. Giinden 35. Gline kadar haftalik cold plate testi bulgulari. (*:
p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 kontrole gore; ++: p<0,01 +++: p<0,001 CIS’e
gore).
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Sekil 4.9 Cold plate testi bazal-28.glin-35.gtin bulgularinin kiyaslanmasi.
(*:p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 kontrole gore; ++: p<0,01 +++: p<0,001
CIS’e gore).

4.2.5. Rotarod testi bulgular:

Rotarod testinde CIS’in 28. ve 35. giinlerde diisme latensini bazale gore
anlamli derecede diisturdigi tespit edilmistir (p<0,05 ve p<0,001). CIS motor
koordinasyonu anlamli olarak bozmustur. Haftada bir kez CIS ile birlikte
uygulanan 2-APBnin 4 mg/kg dozunun CIS ile azalan diisme latensini 35.
Giunde artirdigr gérilmiustir (p<0,05). Ayrica 2-APBnin 2 mg/kg ve 8mg/kg
dozunun da 28. ve 35. giinlerde kontrole gore diisme latensini anlamli 6l¢tide

azalttig1 da tespit edilmistir (p<0,05 ve p<0,01) (Sekil 4.10 ve 4.11).
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Sekil 4.10 0. Ginden 35. Gline kadar haftalik rotarod testi bulgulari.

(*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 kontrole gore; +: p<0,05 CIS’e gore).
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Sekil 4.11 Rotarod testi bazal-35.giin bulgularinin kiyaslanmasa.

(**: p<0,01, ***: p<0,001 kontrole gore; +: p<0,05 CIS’e gore;).

4.2.6. Aktivitemetre testi bulgulart

Lokomotor aktivitenin degerlendirilmesinde toplam hareket mesafesi,
stereotipik, ambulatuvar, vertikal (dikey) ve horizontal (yatay) hareket
mesafeleri analiz edilmigtir. 0. glinden 35. giine kadar CIS grubunda katedilen
mesafe azalmistir. CIS+2APB8 grubunda total mesafede 21. giinde anlamh
azalma gozlemlenmistir (p<0,001). 35. giin 6l¢imlerinde CIS grubunda toplam
mesafede anlamli azalma gozlenirken; CIS+2APB4 grubunda CIS’e goére
anlaml artis tespit edilmistir (p<0,01) (Sekil 4.12 ve 4.13). Deney hayvanlarinin
stereotipik ve dikey hareketlerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil
4.14 ve 4.17). Ambulatuvar hareketlerde ve yatay hareketlerde CIS grubunda
anlamh azalma; 2APB4 grubunda ise CIS’e gore anlaml artis tespit edilmigtir

(Sekil 4.15, 4.16, 4.16 ve 4.19).
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Sekil 4.12 0. Glinden 35. Giine kadar aktivitemetre testine gore kat edilen
toplam mesafe bulgulari. (*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 kontrole gore;
++: p<0,01 CIS’e gore).
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Sekil 4.13 Aktivitemetre testine gore bazal-28.giin-35.giin kat edilen toplam
mesafe bulgularinin kiyaslanmasi. (*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 kontrole

gore; ++: p<0,01 CIS’e gore).
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Sekil 4.14 0. Ginden 35. Gline kadar aktivitemetre testine gére deney

hayvanlarinin stereotipik hareket bulgulari.
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Sekil 4.15 0. Ginden 35. Giline kadar aktivitemetre testine gére deney

hayvanlarinin ambulatuvar hareket bulgular:.

(*: p<0,05 kontrole gore; +: p<0,05 CIS’e gore).
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Sekil 4.16 Aktivitemetre testine gore bazal-35.glin ambulatuvar hareket

bulgularinin kiyaslanmasi. (*: p<0,05 kontrole gore; +: p<0,05 CIS’e gore).
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Sekil 4.17 0. Ginden 35. Giline kadar aktivitemetre testine gére deney

hayvanlarinin dikey hareket bulgulari.
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Sekil 4.18 0. Ginden 35. Gline kadar aktivitemetre testine gére deney
hayvanlarinin yatay hareket bulgulari. (**: p<0,01 kontrole gore; ++: p<0,01

CIS’e gore).
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Sekil 4.19 Aktivitemetre testine gore bazal-35.giin yatay hareket bulgularinin
kiyaslanmasi. (**: p<0,01 kontrole gore; ++: p<0,01 CIS’e gore).

4.2.7. Ayakizi (footprint) analizi bulgular:

Ayak izleri lzerinden yapilan ol¢cimlere gore, sag arka pence adim
uzunlugunun CIS 35. giinde anlamh sekilde azaldig1 gorilmustiir (p<0,05).
CIS+2APB4 grubunda bu degerin kontrol grubuna yakin oldugu tespit
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edilmigtir. 35. Glinde CIS+2APB4 harig¢ diger tiim gruplarda arka penge adim

uzunlugunun kontrole gore azaldigr gozlemlenmistir (Sekil 4.20).

—4— KONTROL ——CiS CIS+2APB2 it C15+ 2APE 4 et CI5+2APB B =g CIS+2APBAK CiS+FFA

12,5

12,0

11,5

11,0

10,5

ARKA PENCE ADIM UZUNLUGU (CM)

10,0
7.6UN 21.60N 35.60N

Sekil 4.20 Footprint testine gore 7.glin-21.glin-35.glin arka pence adim

uzunlugu bulgularinin kiyaslanmasi. (*: p<0,05 kontrole gore).
4.3. Morfolojik Analiz Bulgular:

4.3.1. Hayvanlarin genel fiziksel goriiniimleri ve agirlik degisimleri

Sicanlarda CIS uygulamasinin 6zellikle 28. gliniinden sonra baslayan tiy
dokilmesi ve hafif kanl ishal CIS+2APB4 harig¢ tiim gruplarda gézlenmigtir. 2-
APB’nin 4 mg/kg dozda haftada bir kez uygulandig1 siganlarda tiiy dokiilmesi
yine gorilmekle birlikte kanli ishal tespit edilmemigtir. CIS+FFA uygulanan
grupta hafif kanli ishal ile birlikte halsizlik ve kivranma hareketleri
gozlemlenmigtir. Bu durumun FFA'nin asidik bir molekiil olmasiyla baglantili
olabilecegi diustunulmugstir. Sicanlarin vicut agirliklarimin degisim ytlizdesi
hesaplandiginda kontrol grubuna goére CIS, CIS ile birlikte haftada 3 kez
uygulanan 2-APB4 ve FFA'nin hayvanlarin agirliklarinda anlamli derecede
azalmaya yol actiklari tespit edilmistir. 2-APB’nin haftada 1 kez uygulanan tiim

dozlar1 agirliklarda anlamli bir azalmaya neden olmamstir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Deney hayvanlarinin 0. Giin — 35. Giinlerde kaydedilen viicut
agirhiklar arasindaki degisim. (*: p<0,05, **:p<0,01 kontrole gore).

4.3.2. DRG’lerde histopatolojik degerlendirme bulgular:

Kontrol grubunda noéronlarin morfolojilerinin normal oldugu ve
nikleuslarin santral yerlesimli oldugu izlenmistir. CIS grubunda néron
govdelerinin kontrol grubuna kiyasla daha kii¢iik oldugu ve bazi hiicrelerin
sitoplazma zarlarinda silinmeler tespit edilmistir. Nikleuslarin santral
yerlesimi ve hiicre membrani sinirlarinin CIS+2APB4 grubunda CIS grubuna
gore daha fazla belirgin oldugu goézlemlenmistir. CIS+2APB8 ve CIS+ 2APB2
grubunda da CIS+2APB4’e gore daha az olmakla birlikte CIS ile
kiyaslandiginda daha az patolojik degisiklik gézlemlenmistir. CIS+2APB4K ve
CIS+FFA gruplarinda da histolojik tablonun bozuldugu belirlenmistir (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22 DRG’lerin histopatolojik degerlendirmesi (40X).
A: Kontrol, B: CIS, C: CIS+2APB2, D: CIS+2APB4, E: CIS+2APBS8

F: CIS+APB4K, G: CIS+FFA.

DRG noéron soma alani-frekans histogramina bakildiginda genel olarak
kiicik capli noron frekansimin kontrol ve CIS+2APB4 grubu hari¢ diger
gruplarda daha fazla oldugu gorilmektedir. Biiyiik ¢aptaki néronlarin 6zellikle
CIS gurunda giderek azaldig1 goézlemlenmistir. 401-600 capindaki néron
frekansinda 2APB4’tin CIS’e gore anlaml olarak daha az oldugu 1001-1200
capindaki noron frekansinda ise anlamh olarak daha fazla oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.23 ve 4.24).
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Sekil 4.23 DRG noéron soma alani - % DRG frekans histogrami. (*: p<0,05%*:
p<0,01, ***: p<0,001 kontrole gore; +: p<0,05 CIS’e gore).
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Sekil 4.24 DRG noron soma alani - % DRG frekans histogrami kontrol, CIS ve

CIS+2APB4 kiyaslamasi.
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4.3.3. Siyatik sinirlerde histopatolojik degerlendirme bulgular:

Kontrol grubunda normal morfolojik yapida izlenirken, CIS grubunda
yaygin sekilde myelin kilif ve myelin sinir dejenerasyonu gézlemlenmistir. CIS
grubu ile kiyaslandiginda daha az olmakla birlikte CIS+FFA rubunda da yaygin
sekilde bu dejenerasyonlar gorilmiustir. CIS+2APB4 grubunda yer yer myelin
kilifi dejenerasyonu izlenmisgtir. CIS+2APB8 grubunda da yer yer olmakla
birlikte, CIS+2APB4 grubuna gore biraz daha artmis oranda myelin kilif
dejenerasyonu gorilmustir. CIS+2APB2 ve CIS+2APB4K gruplarinda da
yaygin myelin kilif dejenerasyonu ve yer yer myelin sinir dejenerayonu

izlenmistir (Sekil 4.25).

Sekil 4.25 Siyatik sinirlerin histopatolojik degerlendirmesi (3000 uM).
A: Kontrol, B: CIS, C: CIS+2APB2, D: CIS+2APB4, E: CIS+2APBS

F: CIS+APB4K, G: CIS+FFA.
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4.3.4. Karaciger kesitlerinde histopatolojik degerlendirme bulgulart

Karacigerlerin histolojik degerlendirmesinde hemotoksilen-eozin (Sekil
4.26) ve mason trikrom (Sekil 4.27) boyamalar: yapilmistir. Kontrol gurubunda
normal morfolojik yap1 gozlenmistir. CIS Grubunda hepatosit kordon yapisinda
bozulma, hepatositlerde vakuolizasyon ve piknozis, siniizoidal dilatasyonda
artis, sintizoidal alan ve v. centraliste hemoraji ve 6dem izlenmistir. CIS+2APB4
grubunda CIS grubuyla kiyaslandiginda bariz olarak azalmig siniizoidal
hemoraji gorilmistir. Diger tim tedavi gruplarinda CIS grubuna benzer

oranlarda ayni bulgular izlenmistir.

Sekil 4.26 Hemotoksilen-eozin ile boyanan karaciger kesitlerinin
histopatolojik bulgulari (50 uM). A: Kontrol, B: CIS, C: CIS+2APB2, D:
CIS+2APB4, E: CIS+2APBS F: CIS+APB4K, G: CIS+FFA
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Sekil 4.27 Mason trikrom ile boyanan karaciger kesitlerinin histopatolojik
bulgular1 (50 uM). A: Kontrol, B: CIS, C: CIS+2APB2, D: CIS+2APB4, E:
CIS+2APBS

F: CIS+APB4K, G: CIS+FFA.
4.3.5. Bobrek kesitlerinde histopatolojik degerlendirme bulgular:

Bobreklerin histolojik degerlendirmesinde kontrol grubunun normal morfolojik
yapiya sahip oldugu gozlenmistir. CIS grubunda yer yer tubul epitel
hiicrelerinde  vakuolizasyon ve hemoraji gorulmustir. CIS+2APB2,
CIS+2APBS, CIS+2APB4K, CIS+FFA gruplarinda benzer oranlarda yaygin
hemoraji, tiibil epitel hiicrelerinde yaygin vakuolizasyon ve limene dokiilme,
tibiler nekroz ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu gézlemlenmistir. CIS+2APB4

grubunda ise bu gruplara goére nisbeten daha az hemoraji ve vakuolizasyon
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tespit edilmistir (Sekil 4.28). Bobrek hasar skorlamasina goére CIS grubunda
ciddi hasar meydana geldigi, diger gruplarda da hasar gorilmekle beraber
ozellikle CIS+2APB4 ve CIS+2APBS8 gruplarinda CIS’a gore daha az oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.28 Hemotoksilen-eozin ile boyanan bobrek kesitlerinin histopatolojik
bulgular: (50 uM). A: Kontrol, B: CIS, C: CIS+2APB2, D: CIS+2APB4, E:
CIS+2APBS

F: CIS+APB4K, G: CIS+FFA
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Sekil 4.29 Bobrek kesitlerinde patolojik skorlama bulgulari.
(**: p<0,01,***: p< 0,001 kontrole gore; +: p<0,05, ++: p<0,01 CIS’e gore).
4.4. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Biyokimyasal degerlendirmelerde DRG’lerde NGF, BDNF, TNF-a, MDA,
GSH ve LDH duizeyleri saptanmistir. NGF ve BDNF diizeyleri kontrol grubuna
gore CIS grubunda azalma gosterirken, NGF diizeyleri CIS+2APB2 hari¢ diger
tim tedavi gruplarinda; BDNF diizeyleri ise tiim tedavi gruplarinda CIS’e gore
artmigtir ancak bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (Sekil
4.30 ve 4.31). TNF-a dizeylerine bakildiginda CIS grubunda kontrole goére
olduk¢a anlaml bir artis saptanmigtir. CIS+2APB8 hari¢ diger tiim gruplarda
ise TNF-a diizeylerinde CIS’e gére anlamli1 azalma tespit edilmistir (Sekil 4.32).
MDA ve LDH diizeylerinde CIS grubunda kontrole gére anlamli bir artis
gozlemlenirken; CIS+2APB4 grubunun bu diizeyleri anlamh olarak azalttig
tespit edilmistir (Sekil 4.33 ve 4.35). Son olarak GSH diizeylerinde CIS kontrole
gore anlaml olarak bu degeri azaltmig ancak tedavi gruplarinda anlamli bir

artis gozlemlenmemistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.30 DRG doku homojenatinda NGF diizeyleri (ng NGF/mg protein).
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Sekil 4.31 DRG doku homojenatinda BDNF dizeyleri (ng BDNF/mg protein).
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Sekil 4.32 DRG doku homojenatinda TNF-a dizeyleri (ng TNF-a/mg protein).

(***: p<0,001 Kontrole gore CIS; +: p<0,05, ++:p<0,01 CIS’e gore).
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Sekil 4.33 DRG doku homojenatinda MDA diizeyleri (nmol MDA/mg protein).
(*: p<0,05 kontrole gore CIS; +: p<0,05 CIS’e gore)
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Sekil 4.35 DRG doku homojenatinda LDH diizeyleri (U LDH/mg protein).

(*: p<0,05 kontrole gore CIS; +: p<0,05 CIS’e gore).
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5. TARTISMA

Calismamizda CIS kaynakli norotoksisite ve PN’de 2-APB’nin olasi
sitoprotektif, antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerini arastirdik. Bildigimiz
kadariyla galismamiz TRPM2 kanali ve blokort 2-APB’nin CIS ile indiiklenen
periferik noropatideki olasi etkilerinin arastirilmasi agisindan bir ilktir. CIS’le
indiiklenen noropatik agr1 modellerinde farkli TRP kanallarinin etkileri daha

once gosterilmistir (Hori, Ozaki, Suzuki, & Sugiura, 2010).

CIS yaygin olarak kullanilan ve etkili bir antikanser ilagtir, ancak
periferik noérotoksisite CIS tedavisinin 6nemli bir doz sinirlayic: faktéri olmakla
birlikte kanser tedavisi acisindan ciddi bir kisitlamaya neden olmaktadir
(Krarup-Hansen vd, 1993). Calismamizin in vitro boliminde 1 giinlik yavru
sicanlardan elde ettigimiz DRG hiicre kiltiirinde CIS ile indiiklenen
norotoksisitede 2-APB’nin konsantrasyon bagim sitoprotektif etki gésterdigini
saptadik. Calismamiz 2-APBnin néroprotektif acidan degerlendirildigi ilk
calismadir. Daha 6nce kalp, karaciger ve yumurtalik hasarinda protektif etkiler
gosterdigi saptanmigtir (Morihara vd., 2017; Nicoud vd., 2007; Taskin vd.,
2014). Calismamizin in vivo kisminda, periferik néropati modeli olusturabilmek
i¢cin CIS’1 bes hafta boyunca haftada bir kez 3 mg/kg dozda uyguladik. Bu deney
protokold, farkli calismalarda bilateral arka pencelerde mekanik allodini
olugsmasi i¢in gereken optimum siire ve dozu sagladigi gosterilmis bir protokoldi
(Han vd., 2014; M. Shahid, Subhan, Ahmad, & Sewell, 2019). Elde ettigimiz
bulgulara gore CIS mekanik allodini ve soguk allodiniye neden olurken termal
hiperaljezi olusturmamistir. CIS kaynakli noéropatik agri modellerinde,
mekanik allodini ve soguk allodini gibi karakteristik belirtilerin kolayca ortaya
caktigr bircok kez gosterilmistir (Deng vd., 2012; Seto, Takase, Tsuji, & To,
2017). Termal hiperaljezi olugsmamasi1 oOnceki calismamizin bulgulariyla
gostermistir (Donertas vd., 2018). CIS ile indiiklenen néropati modelinde CIS’in
termal hiperaljezi olusturmadigi gézlemlenen benzer bir ¢alisma, bu durumun
nedeninin doz ve uygulama siiresi olabilecegini ileri siirmistiir (Lin, Heo, &
Yoon, 2015). Hayvan modellerinde kronik CIS tedavisini takiben 1s1

uyaranlarina verilen nosiseptif yanitlar konusundaki bu tutarsizliklarin farklh
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tirler, cinsiyet ve agri testi tipi de dahil olmak tizere bir¢ok faktériin bu durumu
etkileyebilecegi dustiinilmektedir (Ta, Low, & Windebank, 2009). Calismamizda
kullandigimiz dinamik plantar test deneysel noropatik agri modellerinde
arastirilan mekanik allodinin; soguk plaka testi ise soguk allodinin tespit
edilmesinde tercih edilen testlerdir (Allchorne, Broom, & Woolf, 2005; Furgala,
Salat, & Salat, 2018; Turan Yucel, Can, & Demir Ozkay, 2020). CIS ile birlikte
uygulanan 2-APBnin haftada bir kez uygulanan 4 mg/kg dozu mekanik ve
soguk allodinik etkisini 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Sekil 4.4 ve 4.9). CIS ile
tedavi edilen farelerde TRPV1 mRNA'min up-regiilasyonunun mekanik
allodininin molekiiler mekanizmalarina katkida bulundugu goésterilmistir (Ta
vd., 2010). Bu nedenle daha 6nce TRPV1 aktivasyonuna yol ac¢tig1 belirtilen 2-
APBnin (Gao vd., 2016) antiallodinik etkisinin daha ¢ok TRPM2 kanali blokaj1
yoluyla oldugu disunitlebilir. Ayrica soguk allodini olusmasinda etkili olan

TRPMS8 kanalinin blokaji1 da 2-APB’nin etkisinde rol oynamis olabilir.

Akut spinal agriy1 degerlendirmek i¢in kullandigimiz kuyruk sikistirma
testinde 35. giinde CIS'in kuyruk cekme latensini anlamli 6l¢lide artirdigim
tespit ettik (Sekil 4.7). Onceki calismalarimizda bir anlamlilik bulamadigimiz
bu testte, kemoterapotik etki mekanizmalarindan bagimsiz olarak KIPN’e
neden olan kemoterapétiklerin, glial yanit ve pro-inflamatuvar sitokinlerin
saliverilmesini iceren noroinflamatuvar surecler sonucunda omurilikte
patofizyolojik degisikliklerin gelismesine baglh olarak mekanik hassasiyet
olusturabilecekleri goriisii bulgularimizi destekleyebilir (Janes vd., 2015). 2-
APB’nin haftada bir kez 4 mg/kg uygulanan dozunun kuyruk ¢ekme latensini
artirarak bu hassasiyeti anlamli 6l¢iide azalttigi tespit edilmistir. TRPM2
nakavt hayvanlarda yapilan bir calismada proinflamatuvar sitokinlerin
uretiminin énemli 6l¢tide baskilandigi bulunmustur (Miyanohara vd., 2018). 2-
APB’nin de TRPM2 blokaj1 ile bu sitokinleri azaltarak mekanoduyarlilig

azaltmis olabilecegi séylenebilir.

(Calismamizda hayvanlarin motor koordinasyonunu degerlendirmek igin
rotarod testi ve ayak i1zi analizini kullandik. Rotarod modeli, sicanlarda motor
koordinasyonunu gozlemlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve 6zellikle

serebellar hasarin ortaya cickmasinda hassas bir testtir (Ding, Weng, Fan, Cao,
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& Lu, 2017). Bu testlerden elde edilen sonucglara goére CISin motor
koordinasyonu anlamli sekilde bozdugu ve CIS ile birlikte haftada bir kez
uygulanan 2-APB’nin 4 mg/kg dozunun bu durumu iyilestirdigi belirlenmistir
(Sekil 4.11 ve 4.20). Literatiirde CIS'in motor koordinasyonu bozdugunu
destekleyen calismalar bulunmaktadir (Li, Zheng, Sah, Mishra, & Singh, 2019;
M. Shahid vd., 2019).

Aktivitemetre testi ile degerlendirilen lokomotor aktivite bulgularina
gore sicanlarin kat ettikleri toplam mesafe, stereotipik, ambulatuvar, vertikal
(dikey) ve horizontal (yatay) hareketleri degerlendirilmistir. CIS grubunda
toplam mesafe, ambulatuvar ve yatay hareketlerde anlamli azalma gozlenirken
(Sekil 4.13, 4.16 ve 4.19); stereotipik ve dikey hareketlerde anlamli bir degisiklik
tespit edilmemistir (Sekil 4.14 ve 4.17). CIS’in motor performansi bozarak
lokomotor aktivitede azalmaya yol actigr daha onceki c¢alismalarda da
gosterilmistir (Boehmerle vd., 2014; N, Mohamad, & Razdan, 2019).
Ambulatuvar hareketler, test kafesi icerisinde kat edilen mesafe ile dogru
orantil1 oldugundan her ikisinde de azalma goriilmesi normalde beklenebilir.
Deney hayvanlarinin anksiyete seviyeleri stereotipik hareketler ile cevreyi
kesfetme davranislar1 ise dikey hareketlerin sayisiyla dogru orantili olarak
degerlendirilebilmektedir (Séztutar, 2013). Bu bilgiler 1s18inda CIS’'in
hayvanlarin anksiyete diizeyini ya da kesfetme davraniglarimi etkilemedigi
soylenebilir, ancak literatiirde CIS'in bu iki duruma etkisini goésteren bir

calisma saptayamadik.

Sicanlarin fiziksel goriiniimleri ve agirhik degisimleri bulgularimiza
bakildiginda CISin kanli diyareye yol agtigini ayn1 zamanda da hayvanlarin
vicut agirhgini azalttigr gozlemlenmigtir (Sekil 4.21). Kanli diyare, CIS’in
gastrointestinal sistemde yol actigi hasar ile iligkilendirilebilir (F. Shahid,
Farooqui, & Khan, 2018). Kemoterapinin viicut agirhigr tizerindeki etkisi,
uygulanan ajanin tiirtine ve doza bagh olarak degismektedir. Kemoterapatikler
ile tedavi edilen sicanlarin tedavi siliresi boyunca kilo almadigi, aksine ¢ogu
zaman kilo verdiklerini gosterilmistir (Cavaletti, Fabbrica, Minoia, Frattola, &
Tredici, 1998; Weng, Cordella, & Dougherty, 2003). 2-APB’nin haftada bir kez

CIS ile verilmesi CIS’in bu etkisini 6nemli 6l¢gtide azaltmistir; 6zellikle 4 mg/kg
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dozu kontrole yakin bir agirlik artig1 saglamistir. Bu da maddemizin CIS’in yol

actig sistemik toksisiteyi 6nemli 6l¢tide azalttiginmi gosteren bir kanittir.

CIS agirlikli olarak DRG’lerde bulunan duyusal sinir gévdelerini
etkilemektedir. Bu durum daha ¢ok sinir sisteminin bu bolimiinde kan-beyin
bariyerinin olmamasi ve bu nedenle CIS’in duyusal sinir gévdesinde daha fazla
birikmesinden kaynaklanmaktadir (Bansode VdJ, 2014). DRG noéronlarinda CIS
maruziyetini takiben zamana bagh bir sekilde yliksek seviyelerde platin-DNA
eklentileri biriktigi ve bu birikmenin sonucunda néronlarda morfolojik
degisiklikler olusturdugu bircok calismada gosterilmistir (McDonald, Randon,
Knight, & Windebank, 2005; Ta, Espeset, Podratz, & Windebank, 2006).
DRG’lerde yapilan histolojik incelemelerden elde ettigimiz bulgular CIS’in
noéron govdelerini kii¢ilttiiglinii ve bazi1 hiicrelerin sitoplazma zarlarinda
silinmelere neden oldugunu gostermektedir. CIS’in CIS-mtDNA (mitokondriyal
DNA) eklentileri olusturarak mtDNA replikasyonunu engellemesi ve mtDNA
transkripsiyonunu bozmasinin DRG mitokondrilerinde morfolojik
degisikliklere neden oldugu distinilmektedir (Podratz vd., 2011). 2-APB 4
mg/kg grubunda CIS grubuna gére DRG hiicre membrani sinirinin daha fazla
belirgin oldugu ve yapisal toksisiteden daha az zarar gordikleri
gozlemlenmistir (Sekil 4.22). DRG néronlarinin soma alanlarinin 6lgiimleri
sonucunda elde ettigimiz %frekans histogrami (Sekil 4.23) kontrol grubuna ait
DRGlerin normal dagilimini; CIS uygulanan grupta ise DRG néronlarinin
biylik g¢ogunlugunun kiicik boyutlu noéronlara denk gelen aralikta
kiimelendiklerini gostermektedir. Bu veri, CIS’in neden oldugu néropatinin
biiylik miyelinli aksonlara sahip hiicrelerin somatik ve niikleer boyutlarinda
azalma ile karakterize olmasiyla uyumludur (Ozturk, Erdogan, Anlar, Kosem,
& Taspinar, 2005). 2-APB’nin 4 mg/kg dozu somatik buytkligin dagiliminda
orta buyuklikteki noronlarin oranini énemli 6l¢lide degistirmezken, biyik
boyutlu néronlarin oranini 6nemli 6l¢iide artirdigi gozlemlenmistir (Sekil 4.24).
Ancak noronlarin fenotiplerinin yorumlanmasinda detayh

immiunohistokimyasal ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadar.

Siyatik sinir dokularinda CIS’in yaygin sekilde myelin kilif ve myelin

sinir dejenerasyonuna neden oldugu Dbelirlenmigstir. CIS uygulanan
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hayvanlarda, koyulasmis ve vakuolize aksoplazma ve miyelin sinir
dejenerasyonu gorildiigi ve siyatik sinir dokusunun ciddi sekilde etkilendigi
birgok ¢alismada sunulmustur (V. Carozzi vd., 2009; Cavaletti vd., 1992). CIS
ile birlikte haftada bir kez 2-APB uygulanan hayvanlarin siyatik sinirlerinde

daha az myelin kilif dejenerasyonu gorilmiustir (Sekil 4.25).

Karaciger dokularinin histolojik bulgularina bakildiginda CIS'in ciddi
derecede hemoraji ve morfolojik bozulmaya yol actigr belirlenmistir (Sekil 4.26
ve 4.27). CIS'in karaciger dokusuna 6nemli 6l¢iide uptake edildigi ve ilacin
yiksek dozlarinin hepatotoksisiteye neden oldugu bilinmektedir (Cersosimo,
1993). CIS kaynakli karaciger hasarinin mekanizmasi hakkinda ¢ok az sey
bilinmesine ragmen, apoptotik lezyonlar hasarli karaciger parankimini
karakterize ediyor gibi gorinmektedir (Iseri, Ercan, Gedik, Yuksel, & Alican,
2007). 2-APB’nin antioksidan o6zellikleri ile hepatik hasarda protektif rol
oynayabilecegi Nicoud ve ark. tarafindan gosterilmistir (Nicoud vd., 2007).

Bobreklerin histopatolojik incelemelerinden elde edilen bulgular ve
bobrek hasari skorlamasi CIS’in bobrek dokularinda ciddi hasar olusturdugunu
gostermektedir (Sekil 4.28 ve 4.29). CIS renal hemodinamikleri bozarak
vaskiiler hasara yol agmaktadir ve patogenezinde inflamasyon, proksimal
tubuler, oksidatif stres ve vaskiiler hasar gorulmektedir Proksimal tubtllerde,
agirhikl olarak sadece akut tiibliler nekroz degil, ayn1 zamanda apoptoz da
vardir (Ozkok & Edelstein, 2014). Arastirmacilar CIS nefrotoksisitesinin doza

baglh ve kiimiilatif oldugunu gostermislerdir (Perse & Veceric-Haler, 2018).

NGF ve BDNF sinir sistemindeki gelisimsel silire¢lerin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan néronal biiyime faktorleridir (Tredici vd., 1999). Bu néronal
biyltme faktorleri (noérotrofinler) ile néronopatiyi indikleyen ilk platin tirevli
1la¢ olan CIS’in toksik etkisi arasinda bir iligki oldugu 6nerilmektedir (Cavaletti
vd., 2002). Yapilan calismalar, NGF'nin dolasim seviyesindeki degisikliklerin,
CISin neden oldugu DRG noéron hasar1 ile iligskili olabilecegini
distindurmektedir (Hayakawa, Itoh, Niwa, Mutoh, & Sobue, 1998; Malgrange,
Delree, Rigo, Baron, & Moonen, 1994). Ayrica NGF ve BDNF uygulanmasinin

sicanlarda CIS tarafindan indiiklenen noérotoksisiteyi énemli 6lgiide énledigi
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gosterilmistir (Gabaizadeh, Staecker, Liu, & Van De Water, 1997; Hayakawa
vd., 1999). Biyokimyasal degerlendirmelerde ise CIS uygulamasiyla azalan
NGF ve BDNF diizeylerini 2-APB’nin artirdig: tespit edilmistir (Sekil 4.30 ve
4.31). NGF'nin DRG noronlar1 izerindeki néroprotektif etkisinin, BDNF gibi
diger norotrofik faktorlerin ekspresyonunu dizenleyebilmesi oldugu ileri

surilmektedir (Tredici vd., 1999).

CIS uygulamasiyla artan TNF-a, MDA, ve LDH’1 2-APB’nin 4 mg/kg
dozunun anlaml 6l¢tide azalttigi; CIS uygulamasi ile azalan GSH seviyelerini
ise 2-APB'nin istatistiksel olarak anlamli olmasa da artirdig: tespit edilmigtir
(Sekil 4.32, 4.33, 4.34 ve 4.35). Elde ettigimiz bulgular literatiirle uyumludur
(Abdelsameea & Kabil, 2018; Akman vd., 2015). Inflamatuar yolaklar CIS
kaynakli norotoksisitede rol oynamaktadir. TNF-a, lipid peroksidasyon ve
antioksidan kapasite i¢in 6nemli bir inflamasyon belirtecidir (Gupta vd., 2013).
GSH, serbest radikalleri kovucu goérevi gormekte ve oksidatif hasara kars:
korunmada onemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, serbest oksijen
radikallerindeki asiri1 artis hiicre zari lipid peroksidasyonunu indikleyerek lipid
peroksidasyonunun turinlerinden biri olan MDA seviyelerinde artigsa yol
acmaktadir (Parlakpinar vd., 2005). Bu bilgiler 1s1ginda, 2-APB'nin CIS
kaynakli noropatideki protektif etkisinin TNF-a tretimi ve lipit

peroksidasyonunu baskilamasi ile olabilecegi diisiintilmektedir.

Bor, lipit peroksidasyonunu ve DNA hasarini1 6nleme, doku antioksidan
savunmalarini giiclendirme ve agir metallerin genotoksik etkilerini azaltma
uzerinde bazi yararh etkilere sahiptir (Ince, Kucukkurt, Cigerci, Fatih Fidan, &
Eryavuz, 2010). Bor, anti-inflamatuvar siire¢lerde énemli bir rol oynamaktadir
(J. Cao vd., 2008). Bor bilesiklerinin antioksidan rolii daha oOnce cesithi
calismalarda bildirilmistir (Hunt, 1998; Turkez & Geyikoglu, 2010). 2-APB'nin
bor bilesigi olmasi ve bu nedenle gosterdigi antioksidan 6zellikler daha 6nceki
bir calismada gosterilmistir (Yazici, Aksit, Korkut, Sunay, & Celik, 2014).
Ancak literatirde 2-APB hakkinda ¢ok az sayida calisma vardir; antioksidan
ozelliklerinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla sayida arastirma yapilmasina

ihtiyac vardir.
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Calismamizda 2-APB’nin farkli dozlari1 ¢aligilmistir. Deneylerimizin ilk
asamasinda en etkili doz 4 mg/kg bulunmustur. 2 mg/kg dozda yeterli etki
gorulmemistir. 8 mg/kg dozda ise, 4 mg/kg dozda goriilen olumlu etkiler
azalmistir. Bu bize maddemizin etkisinin bifazik olabilecegini distindiirmiistiir.
Ik asamada etkili buldugumuz 4 mg/kg dozu sicanlara haftada bir kez yerine,
u¢ kez vererek etkisini gozlemledik. Fakat haftada li¢c kez uyguladigimiz doz
davranis testlerinde ve morfolojik bulgularda beklenen etkileri géstermemistir.
Bu durum ilacimizin dokularda birikme gostererek toksik etkiler
olusturabilecegini  veya yarilanma omrinin uzun olabilecegini
distindirmektedir. Ancak literatiirde bu gorislerimizi destekleyecek, 2-
APB’nin farmakokinetik profili ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica
yapilan c¢alismalarda, digiik dozlarda antioksidan 6zellik gosteren ajanlarin,
yiksek dozlarinda prooksidan o6zellikler gosterebilecegi belirtilmistir.
Prooksidan veya antioksidan aktivitelerinin biiyiik 6l¢iide konsantrasyonlarina
bagh oldugu distnulmektedir (Bouayed & Bohn, 2010). Bu baglamda yapilan
son calismalar, quercetin, epikatesin ve epigallokatesin-3-gallat (EGCG) ve
gallik asit gibi antioksidan 6zellik gosterdigi bilinen birkag¢ polifenoliin
prooksidan aktivitesini vurgulamaktadir (Galati & O'Brien, 2004; Watjen vd.,
2005).

Calismamizda diger TRPM2 antagonisti FFA’in etkilerini de gozlemledik.
Deneylerimizin ikinci asamasinda 2-APB’nin etkin bulunan 4 mg/kg dozu ve
FFA haftada 3 kez uygulanarak etkileri birbiriyle ve haftada bir kez
uygulanmasinin olusturdugu etkilerle kiyaslanmistir. Ancak FFA, davranis
testlerinde antiallodinik ve antihiperaljezik etki; periferik dokularda da
sitoprotektif etkiler gostermemistir. Asidik yapisiyla siganlarda CIS’in
olusturdugu gastrointestinal yan etkileri artirmistir. FFA haftada bir kez
uygulanmasinin nasil sonuglar gbsterecegi calismamizda

degerlendirilmemistir.

Platin bilesiklerinin noéropatik agr1i mekanizmalarinin molekiler
karmasiklhign g6z online alindiginda (TRP kanallari, oksidatif stres ve
inflamasyon dahil olmak tizere ligand- ve voltaj kapili iyon kanallarinin artan

aktivitesi) cesitlli mekanizmalarin 2-APB’nin etkisinde rol oynadig:
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distinilebilir. 2-APB, TRP kanali sliper ailesinin tuyelerinden CIS ile
indiiklenen noéropatik agri modellerinde 6zellikle arastirilan TRPMZ2'yi ve
TRPMS8i inhibe edebilir. TRPV1'in CIS noropatisindeki aracilik etkisi
tartismalidir (Hori vd., 2010). 2-APB’nin etki mekanizmalari detayh

imminohistokimya testleri ile aydinlatilmalidar.

Antineoplastik ajanlarin neden oldugu noéropatide TRP kanal
antagonistlerinin antiallodinik ve antihiperaljezik 6zelliklerini degerlendirmek
i¢in yapilan bir¢ok ¢calisma vardir (Materazzi vd., 2012; Salat & Filipek, 2015).
Ancak yaptigimiz literatiir taramasina gore KIPN arastirmalarinda TRPM2
kanali antagonistleriyle ilgili yapilmig bir ¢calisma yoktur. Bu agidan ¢alismamaz

literatiire yeni bir bakis acis1 getirecektir.

Sonu¢ olarak 2-APB’nin, CISe bagh gelisen noéropatik agrinin
azaltilmasinda tek basina veya diger etkili tedavilerle kombine olarak

kullanilabilecek potansiyel bir ajan olabilecegi diistintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiza genel olarak baktigimizda sonug olarak, 2-APB’nin 4 mg/kg
dozunun, CIS ile indiklenen PN’de mekanik allodini ve soguk allodiniyi
azalttigi belirlenmistir. Ayrica bozulan lokomotor aktivite ve motor
koordinasyonda iyilesme saglamigtir. Periferik dokularda meydana gelen hasari
azaltmig protektif ve antioksidan o6zellikleriyle CIS kaynakli PN’de iyilestirici
ozellikler gostermistir. CIS’in artirdig1 oksidatif parametreleri azaltmis, PN’de
protektif etkiler saglayan ve CISin azalmalarina yol ag¢tigi noérotrofinlerin
seviyesini artirmistir. Ancak 2-APB’nin bu etkilerini hangi mekanizma ile
gerceklestirdigi calismamizda aydinlatilamamistir. 2-APB, TRPM2 kanal
blokajinin yani sira farkli TRP kanallarimi aktive ya da inhibe edebilmektedir.
Immiinohistokimyasal testlerle kanal ekspresyonlarim belirlemek 2-APB'nin
mekanizmalarim1 aydinlatmak agisindan ¢ok oOnemlidir. Calismamizda
kullandigimiz diger TRPM2 blokért FFA, haftada ti¢ kez uygulanarak etkisi 2-
APB ile kiyaslanmak istemistir, ancak haftada bir kez uygulama yolu
denenmemistir. Sonraki calismalarimizda bu uygulamayi denemek 2-APB’nin
etkilerini TRPM2 {izerinden yaptigini gostermek acisindan daha degerl

olabilir.

Bu kisithliklara karsin ¢alismamiz literatiire ¢cok onemli katkilarda
bulunmustur. TRP kanallarimn biyiikk ¢ogunlugunun KIPN ile iligkisi
arastirilmis olmasina ragmen, bildigimiz kadariyla KIPN’de TRPM2'nin rolii ile
ilgili yayinlanmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz bu role isaret eden
ilk calismadir. Ayn1 zamanda 2-APB’nin néroprotektif etkilerinin gosterildigi

ilk ¢calisma olma 6zelligi de tagimaktadar.
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