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OZET

Hiicre Penetrasyonu Yiiksek ve Mitokondri Hedefli Antioksidanlarin
Kemoterapi ile Tetiklenen Periferik Noropati Uzerine Etkilerinin in Vitro

Modelde incelenmesi

Amag: Kemoterapi ile tetiklenen periferik noropati (KTPN), kanser
kemoterapisinin periferik sinir sistemini hasara ugratmasi sonucu gelisen, hastalarin
hayat kalitesini olumsuz yonde etkileyen, siklikla duyusal bozukluklara neden olan,
doz kisitlamasi gerektiren yaygin bir noérolojik komplikasyondur. Kemoterapi alan
kanser hastalarinda tedavinin gecikmesine ve/veya aksamasina yol agan, hastanin
hayat kalitesini onemli Ol¢iide etkileyen bir yan etkidir. Patofizyolojisi halen tam
olarak aydinlatilamamis olup oksidatif hasar, iyon kanali aktivite degisiklikleri ve
mitokondriyal disfonksiyonun ndropati gelisim siirecinde rol aldig1 diisiiniilmektedir.
Onlenmesi ve tedavi edilmesi konusundaki veriler sinirlidir. Etkinligi kanitlanmis tek
ajan duloksetindir. Bu tez caligmasinda mitokondri hedefli, hiicre penetrasyonu
yiiksek, daha once bu amagla test edilmemis antioksidanlar olan daidzein, MnTBAP
kloriir ve Mito-TEMPO’nun KTPN {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
amagclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Erigkin sicanlarin dorsal kok gangliyonu (DKG) duyusal
noronlarindan elde edilen hiicre kiiltiirlerine antineoplastik ajanlar olan sisplatin,
paklitaksel, vinkristin ve mitokondri hedefli antioksidanlar olan daidzein, MnTBAP
kloriir, Mito-TEMPO farkli doz kombinasyonlar1 halinde ve es zamanli uygulanarak
noropati gelisimi (hiicre canlili§i {izerinden) incelenmistir. DKG ndéronlarinin
canliliklar1 xCELLigence gercek zamanli hiicre analizi ile degerlendirilerek
norotoksisite analizleri yapilmistir. Her bir deney 3 farkli (birbirinden bagimsiz

hayvandan izole edilen) kiiltiir iceren E-plate ile tekrarlanmistir.

Bulgular: E-platelerde bulunan kuyucuklarin hiicre indeksi degerleri 24 saate
kadar 15 dakikalik zaman araliklarinda xXCELLigence RTCA sisteminde izlenmistir.
24. saatin sonunda sadece antineoplastik ajan (sisplatin 0,01 uM, 0,1 pM; paklitaksel
0,01 uM, 1 uM; vinkristin 0,01 uM, 1 uM) eklenen kuyucuklarin tamaminda hiicre

indeksi degerlerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diislis saptanmustir.
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Antineoplastiklerin kullanilan dozlarinin tamaminin istatistiksel olarak anlaml
norotoksik etki olusturdugu goriilmistiir (sirasiyla p:0,00501, p:0,00161, p:0,00514,
p:0,02605, p:0,00644, p:0,00667). Gelisen ndrotoksisitenin siddetinde antineoplastik
ajanlar arasinda anlamli fark bulunmamistir. Kuyucuklara sisplatin (0,01 uM ve 0,1
uM), paklitaksel (0,01 uM ve 1 puM) ve vinkristin (0,01 puM) varliginda uygulanan
daidzein (10 uM, 30 uM ve 100 uM), MnTBAP kloriir (60 uM, 100 puM ve 200 pM)
ve Mito-TEMPO (30 uM, 100 uM ve 200 uM) antineoplastik ajanlarin neden oldugu
hiicre indeksi diisiisiinii anlaml1 derecede onleyememistir. 1 uM vinkristin varliginda
kuyucuklara uygulanan daidzein (10 uM, 30 uM ve 100 pM) vinkristinin neden oldugu
hiicre indeksi disilisiinii engellemede etkili olamamistir. 1 uM vinkristin sonrasi
kuyucuklara eklenen MnTBAP kloriiriin 60 pM, 100 uM ve 200 uM dozlar1 ve Mito-
TEMPO’nun 200 pM dozu kuyuculardaki hiicre indeksi degerlerinde artig saglamis ve
vinkristinin neden oldugu hiicre indeksi diisiisiinii istatistiksel olarak anlamli derecede
azaltmistir ( sirasiyla p:0,01008, p:0,03386, p:0,03115, p:0,0378). Dozlar arasinda
koruyucu etkinlik bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir. Mito-
TEMPO’nun 30 uM ve 100 pM dozlart vinkristinin neden oldugu hiicre indeksi

diisiisiinii engelleyememistir.

Sonu¢: Bu c¢alismada sisplatin, paklitaksel ve vinkristinin literatiirde
belirtildigi gibi norotoksisite gelisimine eden oldugu goriilmiistiir. DKG noron kiiltiirii
caligmalarinda daidzein, MnTBAP kloriir ve Mito-TEMPO’nun néroprotektif etkili
oldugunun gosterilmesine ragmen bu c¢alismada benzer etkilerin bulunmamasinin
antineoplastik ajanlarin néronlarda olusturdugu siddetli norodejeneratif etkiye bagl
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Literatiirde bu antioksidanlarin KTPN iizerindeki etkilerini
degerlendiren c¢aligmalarin olmamasi da dikkate alindiginda bu konuda daha fazla

calisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kemoterapi ile tetiklenen periferik noropati, dorsal kok

gangliyon noron kiiltiirii, mitokondri hedefli antioksidan
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SUMMARY

Investigation of the Effects of High Cell Penetration and Mitochondrial
Targeted Antioxidants on Chemotherapy-induced Peripheral Neuropathy in
Vitro Model

Objective: Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) is a common
neurological complication that develops as a result of damage to the peripheral nervous
system by cancer chemotherapy, negatively affects the quality of life of patients, often
causes sensory disturbances, and requires dose restriction. It is a side effect that causes
delay and/or interruption of treatment in cancer patients receiving chemotherapy and
significantly affects the patient's quality of life. Its pathophysiology is still not fully
understood, and it is thought that oxidative damage, ion channel activity changes and
mitochondrial dysfunction play a role in the development of neuropathy. Data on
prevention and treatment are limited. The only agent with proven efficacy is
duloxetine. In this thesis, it was aimed to evaluate the effects of daidzein, MnTBAP
chloride and Mito-TEMPO, which are mitochondria-targeted antioxidants with high

cell penetration and have not been tested for this purpose before, on CIPN.

Materials and Methods: Neuropathy development (on cell viability) was
investigated by simultaneous application with different doses of antineoplastic agents
cisplatin, paclitaxel, vincristine and mitochondria-targeted antioxidants daidzein,
MnTBAP chloride, Mito-TEMPO applied in to cell cultures obtained from dorsal root
ganglion (DRG) sensory neurons of adult rats. Neurotoxicity analyzes were performed
by evaluating the viability of DRG neurons by xCELLigence real-time cell analysis.
Each experiment was repeated with an E-plate containing 3 different (isolated from
individual animals) cultures.

Results: Cell index values of the wells in the e-plates were monitored in the
xCELLigence RTCA system at 15-minute intervals up to 24 hours. At the end of the
24th hour, there was a statistically significant decrease in cell index values in all wells
in which only antineoplastic agent (cisplatin 0.01 uM, 0.1 uM; paclitaxel 0.01 uM, 1
uM; vincristine 0.01 uM, 1 uM) was added. It was observed that all doses of
antineoplastics used had a statistically significant neurotoxic effect (p:0.0050,

p:0.00161, p:0.00514, p:0.02605, p:0.00644, p:0.00667, respectively). There was no
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significant difference between the antineoplastic agents in the severity of the
developing neurotoxicity. Daidzein (10 uM, 30 uM and 100 uM), MnTBAP chloride
(60 uM, 100 uM ve 200 uM), and Mito-TEMPO (30 uM, 100 uM and 200 uM) applied
to the wells in the presence of cisplatin (0.01 uM and 0.1 uM), paclitaxel (0.01 uM
and 1 uM), and vincristine (0.01 puM) failed to significantly prevent cell index
reduction caused by antineoplastic agents. Daidzein (10 uM, 30 uM, and 100 pM)
applied to the wells in the presence of 1 uM vincristine was not effective in reducing
vincristine-induced cell index reduction. 60 uM, 100 uM and 200 uM doses of
MnTBAP chloride and 200 uM doses of Mito-TEMPO added to the wells after 1 pM
vincristine increased the cell index values in the wells and statistically significantly
reduced the cell index decrease caused by vincristine (p:0,01008, p:0.03386,
p:0.03115, p:0.0378, respectively). There was no statistically significant difference
between the doses in terms of protective efficacy. The 30 uM and 100 uM doses of

Mito-TEMPO could not prevent vincristine-induced cell index reduction.

Conclusion: In this study, it was observed that cisplatin, paclitaxel and
vincristine were associated with the development of neurotoxicity as stated in the
literature. Although daidzein, MnTBAP chloride and Mito-TEMPO were shown to
have neuroprotective effects in DRG neuron culture studies, it was thought that the
lack of similar effects in this study may be due to the severe neurodegenerative effects
of antineoplastic agents on neurons. Considering the lack of studies evaluating the
effects of these antioxidants on CIPN in the literature, more studies are needed on this

subject.

Keywords: Chemotherapy induced peripheral neuropathy, dorsal root

ganglion neuron culture, mitochondria targeted antioxidant
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1. GIRIS

Periferik sinir sistemi (PSS), merkezi sinir sistemi (MSS) ile viicudun tamami
arasinda iki yonlii sinyal/bilgi iletimini saglar. Periferik noropati (PN), periferik sinir
hasar1 sonucu gelisir. PN, PSS’nin biitiin kisimlarim1 etkilemekle birlikte duyusal
noronlar daha erken ve daha siddetli diizeyde etkilenirler. Viicudun pek ¢ok yerinde,
ozellikle el ve ayaklarda gili¢ kaybi, uyusma ve agriya yol acar. Hastalarda; agri,
parestezi, duyu kaybi1 ve yiirimede dengesizlik gibi semptomlar ayri ayr1 veya

kombinasyon halinde ortaya ¢ikabilirler (1, 2).

KTPN, kanser kemoterapisinin PSS’yi hasara ugratmasi sonucu gelisen,
hastalarin hayat kalitesini olumsuz yonde etkileyen, siklikla duyusal bozukluklara
neden olan, doz kisitlamasi gerektiren yaygin bir ndrolojik komplikasyondur (1, 3, 4).
[lk olarak 1960’larin sonlarinda vinkristin alan hastalarda tanimlanan KTPN,
kemoterapi alan kanser hastalarinda tedavinin gecikmesine ve/veya aksamasina yol
acan, hastanin hayat kalitesini onemli ol¢iide etkileyen bir yan etkidir (2). Diinya
capinda kanser tedavisi alan tiim hastalar diisiiniildiigiinde biiyiik bir popiilasyonu

etkilemektedir (1).

PN; periferik sinirlerde travma, iskemi, metabolik bozukluklar veya aralarinda
kemoterapotik ilaglarin da yer aldig ¢esitli toksinlerin alimi sonucunda gelisebilir (5).
Sisplatin, paklitaksel, bevasizumab, gemsitabin, oksaliplatin, vinkrisin, etoposid,
tenoposid, talidomid ve interferonlar yaygin olarak periferik néropatiye yol agtigi
rapor edilen kansere yonelik tedavilerdir (1). KTPN’nin patofizyolojisi halen tam
olarak aydinlatilamamis olup oksidatif hasar, iyon kanali aktivite degisiklikleri ve
mitokondriyal disfonksiyonun ndropati gelisim siirecinde rol aldig1 diisiiniilmektedir
(5, 6). Mitokondriyal disfonskiyon, KTPN’ye aracilik eden mekanizmalar arasinda

kismen yeni odaklanilan bir yon olup; bu yaklasim umut vaat etmektedir (6, 7).

KTPN’nin onlenmesi ve tedavi edilmesi konusundaki veriler siirlidir. Bu
konuda etkinligi kanitlanmig tek ajan duloksetindir. PN nin semptomatik tedavisinde
kullanilan ajanlardan trisiklik antidepresanlar, gabapentin, pregabalin, amitriptilin,

ketamin de KTPN agrisinin tedavisinde kullanilabilir, ancak etkileri sinirhidir (2, 8).



Insan PSS, arastirma yapmak igin kolay ulasilabilir yap1 ve konuma sahip
degildir. PSS’nin gelisimi, noron tipleri ve hastaliklar1 hakkinda mevcut bilgi
birikiminin ¢ok 6nemli bir kismi1 deneysel modeller kullanarak elde edilmistir (9).
KTPN’nin etiyolojisi ve klinik tablosunu taklit eden ¢esitli in vivo hayvan modelleri
ve in vitro duyusal néron modelleri basari1 ile gelistirilmis ve arastirmalarda
kullanilmaktadir (10-15). Bununla birlikte, in vivo hayvan deneyleri ve in vitro
hiicresel modeller genetik farkliliklar nedeniyle insanda gecerli bilgiler ortaya
koymakta yetersizdir. Yine de deneysel prosediirlerin uygulanabilme ve

tekrarlanabilme imkani bu modelleri vazgecilmez kilmaktadir (9).

DKG kemoterapoétiklerin tetikledigi norotoksisitenin en 6nemli hedeflerinden
biridir (16). Noronal hiicre kiiltiirleri; periferik néronlarin ndrobiyolojisi, sinir
uzantilarimin  gelisimi,  sinapslarin  olusumu,  oOzellikleri ve  profilleri,
norotransmitterlerin saliverilmeleri ve etkileri, norotrofik faktor trafigi ve duyusal
sinyallesmenin esaslari hakkinda bilimsel sorularin cevaplanmasina imkan veren
giiclii bir ara¢ olarak hizmet etmekte ve ayni1 zamanda periferik noropati calismalari
icin hiicresel model olarak kabul edilmektedirler (9). Biitiin yonleriyle ideal bir model
yakalanmamis olsa da; DKG sinir hiicre kiiltiirlerinde norotoksisite analizi KTPN i¢in
deneysel model olarak kabul edilmekte ve bu konudaki bilimsel arastirmalarda
kullanilmaktadir (17).

Bu calismada mitokondri hedefli, hiicre penetrasyonu yiiksek, daha énce bu
amacla test edilmemis antioksidanlar olan daidzein, MnTBAP kloriir ve Mito-
TEMPO’nun KTPN iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Erigkin
siganlarin DKG duyusal noronlarindan elde edilen hiicre Kkiiltiirlerine kanser
tedavisinde kullanilan sisplatin, paklitaksel, vinkristin ve mitokondri hedefli
antioksidanlar olan daidzein, MnTBAP kloriir, Mito-TEMPO farkli doz
kombinasyonlar1 halinde ve es zamanli uygulanarak ndropati gelisimi (hiicre canlilig1
tizerinden) incelenmistir. DKG noronlariin canliliklar1 xCELLigence ger¢ek zamanh
hiicre analizi (RTCA) sistemi ile degerlendirilerek norotoksisite analizleri yapilmstir.
Calismada deneysel model kullanilmis olup, konu hakkinda kanit piramidi
hiyerarsisinin alt kistmlarinda yer alan bilgiler elde edilmesi hedeflenmistir, yani elde

edilen bilgiler direkt klinik kullanim potansiyeline sahip degildir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser; gelismis ve gelismekte olan tilkelerde her yil binlerce insani etkileyen,
sayisiz genetik bozuklugun eslik ettigi, komplike, kronik, dejeneratif bir hastaliktir ve
ayrica onemli bir halk sagligi sorunudur (18). Diinyada 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer almaktadir. Diinya genelinde yaklasik her 6 6limden, tilkemizde ise her 5
oliimden biri kanser nedeniyle gerceklesmektedir (19, 20). 2016 yilinda yapilan Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) degerlendirmesine gore kanser hem erkeklerde hem de
kadilarda morbidite gelisiminde ilk sirada yer almaktadir. Ikinci ve iigiincii sirada
iskemik kalp hastaligi ve inme bulunmaktadir. Erkeklerde kansere bagli morbidite

orani kadinlardan fazladir (21).

Kiiresel Kanser Gozlemevi’nin yayinladigt GLOBOCAN 2020 verilerine gore
2020 yilinda 19,3 milyon yeni tan1 alan kanser vakasi ve yaklagik 10 milyon kanser
nedenli 6liim oldugu gosterilmistir. Diinya ¢apinda tiim popiilasyonlarda kadin meme
kanseri en sik tan1 koyulan kanserdir (toplam vakalarin %]11,7'si). Bunu sirasiyla
akciger (%11,4), kolorektal (%10), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri
izlemektedir. Kanser oliimlerinin en 6nemli nedeni ise akciger kanseridir (toplam
kanser oliimlerinin %18'1). Bunu sirasiyla kolorektal (%9.4), karaciger (%8,3), mide

(%7,7) ve kadin meme (%6,9) kanserleri izlemektedir (22).

Kanser insidansi erkeklerde kadinlardan %19 daha fazladir. Erkeklerde en sik
goriilen kanserler sirasiyla akciger (%14,3), prostat (%14,1) ve kolorektal (%10,6)
kanserlerdir. Kadinlarda meme kanseri (%24,5) en sik goriilen kanserdir. Kanser
mortalitesi erkeklerde kadinlara gore %43 daha yiiksektir (sirasiyla 100.000'de 120,8
ve 84,2). Erkeklerde akciger kanseri ve kadinlarda meme kanseri kanser oliimlerinin

onde gelen nedenleridir (Sekil 1) (22).

Ulkemizde 2017 yili kanser istatistiklerine bakildiginda yaklagik 180.288 yeni
kanser vakasi, 81.527 kanser nedenli 6liim oldugu goriilmektedir. En sik goriilen ilk 5
kanser tiirii diinya geneli ile benzerlik gostermektedir. Erkeklerde sirasiyla akciger,
prostat, kolorektal, mesane ve mide kanserleri en sik goriilen kanserler olup

erkeklerdeki tiim kanserlerin %58,2’sini olusturmaktadir. Kadinlarda ise sirasiyla



meme, tiroid, kolorektal, akciger, uterin korpus kanseri en sik goriilen kanserler olup
tiim kadin kanserlerinin %57,1’ini olusturdugu tahmin edilmektedir (Sekil 2, Sekil 3)
(20).
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Sekil 1. (A) Her Iki Cinsiyet, (B) Erkekler ve (C) Kadinlar igin 2020 Y1l Kanser Vaka ve Oliimlerinin
Tiim Diinyadaki Dagilimi (22)

GLOBOCAN 2020 verileri dikkate alindiginda, kanser vakalarinda %47°1ik bir
artisla 2040 yilinda diinya genelinde 28,4 milyon yeni kanser vakasi olacagi tahmin



edilmektedir. Vakalarin biiylik kisminin diisiik ve orta gelirli iilkelerde olmasi

beklenmektedir (22).
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Sekil 2. Tiirkiye’de Erkeklerde En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlari
(20)
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Sekil 3. Tiirkiye’de Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlari
(20)

2.1.1. Risk Faktorleri ve Korunma

Kanser, hiicre icinde genetik degisiklige yol agan molekiiler ve kromozomal
bozukluklarin birikmesiyle olusan hiicre fonksiyon bozuklugunun sonucudur.
Gelisiminde genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler ve bireye Ozgii faktorler rol
oynamaktadir (23). Hiicrelerin boliinmesi ve aktivitelerinin diizenlenmesi genlerin
kontrolii altinda oldugundan kanser temel olarak genlerle iliskili bir hastaliktir (24).

Hiicre canlilig1 ve ¢cogalmasinda gorevli genlerde meydana gelen birikici hasarlar ve



hiicre onarim mekanizmalarindaki bozulmalar kanser olusumuna yol acar (25). Gen
hasar1 meydana gelen hiicreler anormal ve hizli biiylime, ¢evre dokulara ve viicuttaki

diger organlara yayilim davranisi gosterirler (19).

Diinyada meydana gelen sosyoekonomik gelismelerin etkisiyle risk
faktorlerinin dagilimi1 ve yaygmligimin degismesi, niifusun yaslanmasi ve artis ile
kanser insidans1 ve mortalite yiikii hizla artmaktadir (22, 26). Tiitiin kullanimi, obezite,
sagliksiz beslenme, yetersiz fiziksel aktivite ve alkol tiiketimi kanser 6liimlerinin tigte

birinde risk faktoriidiir (26).

Kanser gelisiminde %5-10 kalitimsal, %90-95 cevresel faktorler sorumlu
tutulmaktadir (23, 26). Cevresel faktorler; fiziksel kanserojenler (ultraviyole ve
iyonize radyasyon gibi), kimyasal kanserojenler (tiitin dumani, asbest, arsenik, silika,
aflatoksin gibi) ve biyolojik kanserojenler (viriis/bakteri enfeksiyonlar1 veya parazit
enfestasyonlar1 gibi) olarak ii¢ gruba ayrilabilir. Tiitiin kullanimi tiim diinyada kanser
etiyolojisinde rol oynayan en 6nemli risk faktoriidiir ve kanser 6liimlerinin %22 sinden
sorumludur (19, 26). Akciger, burun boslugu, larinks, agiz boslugu, farinks, 6zefagus,
mide, karaciger, pankreas, kolorektal, over, endometrium, serviks, bobrek ve mesane
kanserleri ile miyeloid l8semi etiyolojisinde tiitiin kullanimi bulunmaktadir. Fazla

miktarda alkol kullanim1 da kanser gelisiminde dnemli bir risk faktoriidiir (26).

Beslenmenin kanser gelisimindeki kesin rolii bilinmemekle birlikte islenmis et
riinlerinin ve fazla miktarda kirmizi et tiiketiminin kolorektal kanser gelisimi ile
iligkili oldugu bilinmektedir (27). Obezitenin 6zefagus (adenokarsinom), pankreas,
kolorektum, postmenopozal meme kanseri, endometriyum ve bobrek kanseri

gelisiminde rolii oldugu diisiiniilmektedir (26).

Diinyada 2018 yilinda kanser tanis1 konulan vakalarin %13 iinilin gelisiminde
biyolojik kanserojenler rol oynamistir. Biyolojik kanserojenler daha cok diisiik ve orta
gelirli tilkelerde risk faktoriidiir (19). Helikobakter pylori, insan immiin yetmezlik
viriisit (HIV), T-hiicre lenfotropik viriisii, insan papilloma viriisit (HPV), Hepatit B
viriisii, Hepatit C viriisii, Epstein-Barr viriisii, Schistosoma Haematobium,
Opisthorchis Viverrin biyolojik kanserojen olarak kabul edilmis baslica enfeksiy6z
etkenlerdir (26). Hepatit B ve C viriisleri hepatoselliiler kanser, baz1 HPV tiirleri ve

HIV enfeksiyonu serviks kanseri gelisme riskini arttirir (19, 22).



Giiniimiizde kanser 6nleme programlari ve risk faktorlerinin kontrolii ile kanser
gelisimi %30-50 oraninda engellenebilmektedir. Obezitenin Onlenmesi, meyve ve
sebze agirlikli saglikli diyet, diizenli fiziksel aktivite, tiitiin ve alkol kullaniminin
Oonlenmesi, iyonize ve non-iyonize radyasyondan kag¢inilmasi, hava kirliligine
maruziyetin azaltilmasi, vitamin ve mineral destegi saglanmasi, kirmizi et ve fast food
tilketiminin sinirlandirilmasi, stres kontrolii, HPV ve Hepatit B i¢in risk gruplarinin
asillanmasi ile kanser riski azaltilabilir (19). Ayrica meme, serviks, prostat ve
kolorektal kanserlerinde oldugu gibi uygun tarama programlari ile kanserlerin erken

teshis ve tedavisi miimkiindiir (24, 26).

2.1.2. Tedavi Yaklasimlar:

Kanserlerde tedavi stratejisi kanserin tiirline, evresine, hastalarin
komorbiditelerine gore degismektedir. Dogru teshis, uygun ve etkili tedavi i¢in sarttir.
Kanseri tedavi etmek ve beklenen yasam siiresini uzatmak tedavide temel amagtir.
Hastaligin son evresinde, tedavinin miimkiin olmadig1 hastalarda yasam kalitesinin
tyilestirilmesi hedeflenmektedir (19). Tedavide kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi en
stk basvurulan yontemler olmakla birlikte immiinoterapi, hormonoterapi, hedefe
yonelik tedavi ve gen tedavisi gibi yoOntemler tek basmma veya birlikte

kullanilabilmektedir (24).

Radyoterapi: Tiim viicudu veya viicudun belli bir bolgesini hedef alan,
iyonize 1sinlarla kanserli hiicrelerde deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar1 olusturularak
hiicrenin 6lmesi amaglanan tedavi yontemidir. Iyonize radyasyon dogrudan sitotoksik
etkinin yaninda sistemik etkiyle bagisiklik sisteminin kansere kars1 aktivitesini arttirir.
Timorli bolgenin kiigtilmesi ve kanserli hiicrelerin 6ldiiriilmesi, saglikli hiicrelere
minimum hasar verilmesi amaclanir. Kusma, sa¢ dokiilmesi, halsizlik, istahsizlik sik

goriilen yan etkileridir (24, 28).

Cerrahi Tedavi: Kanser olusumunun Onlenmesinde, biyopsi ile tani
konulmasinda, metastazi olmayan tiimorlerin ¢ikarilmasinda, metastazi olanlarda ise
kitlenin kiigiiltiilmesi ya da metastazin ¢ikarilmasinda kullanilabilir. Kemoterapi

ve/veya radyoterapi ile birlikte kullanilabildigi gibi tek basina da tercih edilebilir (24).



Hormonoterapi: Hormonlar endokrin sinyaller yoluyla viicutta g¢esitli
gorevlerde rol oynayan protein yapida maddelerdir. Seks hormonlari; prostat, meme
ve endometrium kanserlerinin tedavisinde ilag olarak kullanilabilirler. Kemoterapi
ilaglarindan en 6nemli farklar1 viicudun dogal yollardan iirettigi hormonun hiicreye

baglanmasini ve kanser hiicrelerinin biiyiimesini engellemeleridir (24).

Immiinoterapi: Bagisiklik sisteminin i¢ ve dis uyaranlara cevabini kullanarak
sitokinler, antikorlar ve hiicreler araciligiyla tiimorii ortadan kaldirmayi hedefleyen
tedavi seklidir (24). Bagisiklik sistemi, transforme olmus hiicrelerin biiylimesini
engeller ve ¢cogalip zararli hale gelmeden yok eder. Tiimdr tarafindan eksprese edilen
antijenlerin c¢esitli bagisiklik sistemi yolaklarini uyararak T hiicrelerini aktive
etmesiyle perforin ve granzimler gibi giiclii molekiillerin salinimi gerceklesir ve

tiimoriin yok edilmesi saglanir (29).

Palyatif Bakim: Ozellikle sistemik ve cerrahi tedavi uygulanamayan ileri evre
hastalarda ihtiya¢ duyulan bir tedavi olmakla birlikte hastaligin her asamasinda
verilebilir (19). Hastalar ile ailelerinin tedavi siirecinde yasadiklar1 sorunlarin
giderilmesi ve yagam kalitelerinin artirilmasina yonelik sunulan saglik hizmetleridir.
Hastalarin agr1 ve diger semptomlarinin giderilmesi, beslenme destegi, psikolojik ve
sosyal destek, hasta ve ailesinin egitimi ve hastanin fonksiyonel durumunun artirilmasi

hedeflenmektedir (26).

Kemoterapi: Tiimorii kiigiiltmek ve/veya kanserin biiylimesini ve yayilmasini
durdurmak amaciyla uygulanan tedavidir. Bazi kemoterapotik ajanlar hiicre
dongiisiiniin belirli asamalarma etkili olmakla birlikte dongii {izerinde non-spesifik
etkili ajanlar da bulunmaktadir. Etki mekanizmasi farkli olan ajanlar tek basina ya da
kombinasyonlar halinde uygulanabilirler. Viicuttaki tiim hiicrelerde hiicre dongiisii
ayn1 asamalar1 takip ettigi i¢in saglikli hiicrelerde de hasar olusabilir. Ancak
kemoterapotik ajanlar hizli boliinen hiicrelere karst daha etkili oldugundan saglikl
hiicrelerden ¢ok hizla boliinen tiimor hiicrelerini etkilerler (18, 30). Kemoterapi hem
timor dokusunda hem uzak bolgedeki metastatik hiicrelerde hasar olusturdugundan

sistemik tedavi olarak kabul edilir (31).

Kemoterapoétikler diger tedavi yontemleriyle birlikte ya da tek basima

kullanilabilirler. ilaglarin biiyiik ¢ogunlugu dar bir toksisite araligina sahiptir. ilac



yiikksek dozda almak ciddi yan etkilerin gelismesine, diisiik dozda almak tedavi

yetersizligine neden olur. Kemoterapi uygulamalari esnasinda verilen ilaglar;

alkilleyici ajanlar, kortikosteroidler, antimetabolitler, antitiimor antibiyotikler, mitotik

inhibitorler ve topoizomeraz inhibitorleridir (Tablo 1) (24). Etkin tedaviyi saglamak,

toksisiteyi azalmak ve ila¢ direncini 6nlemek icin hiicre dongiisiiniin fakli asamalarina

etkili kemoterapdtikler kombine olarak kullanilabilirler (30).

Tablo 1. Kemoterapotik Ajan Siniflandirmasi (32)

Simf Etki Mekanizmasi
Alkilleyici DNA alkilasyonu, DNA c¢apraz baglarinin ve sentezinin
Ajanlar inhibisyonu
Antimetabolitler | Metotreksat Dihidrofolat rediiktazin inhibisyonu; piirin sentezinin
inhibisyonu
Piirin/pirimidin DNA sentezinin inhibisyonu
Analoglar1
Antimitotikler Taksanlar Mikrotiibiil stabilizasyonu; mikrotiibiil polimerizasyonunun
ve depolimerizasyonunun bozulmasi
Vinka alkaloidleri | Mikrotiibiil polimerizasyonunun inhibisyonu; mikrotiibiil
destabilizasyonu
Antibiyotikler DNA ve protein sentezinin farkli asamalarinin inhibisyonu
Monoklonal Hiicre yiizeyi belirteclerine 6zgti monoklonal antikorlar
Antikorlar
Protein Kinaz Protein kinaz inhibisyonu
Inhibitdrleri
Topoizomeraz Kamptotesinler Topoizomeraz I inhibisyonu
Inhibitdrleri
Epipodofilotoksin | Topoizomeraz II inhibisyonu

2.1.3. Kemoterapi Yan Etkileri

Kemoterapotik ajanlar akut ve kronik toksisiteye bagli olarak ¢ok sayida yan

etkiye neden olurlar. DSO, yan etkileri 1°den 4’e kadar derecelendirmistir; hafif

(derece 1), orta (derece 2), siddetli (derece 3), hayat1 tehdit edici veya engelleyici

(derece 4) (33). Ortaya ¢ikan yan etkilerin siddeti kemoterapinin tipine, dozuna, verilis




yoluna, ilaglarin kombinasyonuna ve bireysel faktorlere bagli olarak degisir (34). Yan
etki siddetine gore kemoterapi dozunun azaltilmasina hatta tedavinin kesilmesine karar
verilmesi gerekebilir (1, 34). Hastalarda tedaviyle kiir saglanabilse de yan etkiler
nedeniyle hayat kaliteleri ciddi sekilde etkilenebilir. En yaygin goriilen yan etkiler;
mide bulantis1 ve kusma, notropeni, mukozit, yorgunluk, ishal, cilt bulgular1 ve

norotoksisitedir (18).

Kemoterapi alan hastalarin yaklasik %40’inda mukozit tablosu goriiliir (35).
Sitotoksik etkiyle iiretilen reaktif oksijen radikallerinin mukozal bariyeri hasara
ugratmast mukozit tablosuna neden olur. Mukozit; agri, beslenememe, oral
ilserasyonlar, iilsere alanlarda enfeksiyon gelisimi, disfaji ve odinofaji, gastrit, diyare,
malabsorpsiyon ve hayat kalitesinde bozulmaya neden olabilir. Siklikla metotreksat,
daktinomisin, florourasil, vinkristin ve vinblastin kullanim1 sonucu goriilen bir yan

etkidir (32).

Bulanti ve kusma kemoterapi alan hastalarin %80’inde karsimiza c¢ikar.
Hastalarda dehidratasyona, yetersiz beslenmeye ve tedavi uyumsuzluguna yol acar.
Serotonerjik ve dopaminerjik reseptorlerin aktivasyonu ve kusma merkezinin
uyarilmasi1 kemoterapi iliskili bulanti ve kusmanin temel mekanizmasini1 olusturur.
Ozellikle, karmustin, sisplatin, siklofosfamid (>1500 mg/m?), dakarbazin iceren

kemoterapi rejimleri %90’dan fazla oranda bulanti ve kusma gelisimine neden olur

(32).

Florourasil ve irinotekan ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilen,
bagirsaktan bakteriyel translokasyon ve enterik sepsis gelisimine kadar uzanan ishale

yol agabilirler (32).

Kemoterapi sonrasi alopesi, tirnak degisiklikleri, mukozal ve epidermal
lezyonlar gibi hafif yan etkilerden eritema multiforme, Stevens-Johnson Sendromu,
toksik epidermal nekroliz gibi siddetli/yasami tehdit edici yan etkilere kadar genis
spektrumlu kutan6z yan etkiler meydana gelebilir (32).

Notropeni dolasimdaki notrofil sayisinin azalmasi olarak tanimlanir. Yogun

sitotoksik kemoterapi, siddetli ve bazen uzun siireli nétropeniye neden olabilir. Mutlak
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notrofil sayist 500/puL'nin altinda olan siddetli nétropeni bakteri veya mantar

enfeksiyonu riskini arttirir (36).

Yorgunluk kemoterapi alan hastalarda en yaygin, rahatsiz edici ve hayat
kalitesini olumsuz yonde etkileyen yan etkilerden biridir. Hastalarin %95’inda tedavi
sirasinda goriilmekte, %30’ unda ise tedavi sonrasi birkag yil daha devam etmektedir

(37).
2.2. Kemoterapi ile Tetiklenen Periferik Noropati

Beyin ve spinal kord MSS’yi, sinir sisteminin geriye kalan boliimleri ise
PSS’yi olusturur. PSS i¢ ve dis ortamdan gelen uyar1 ve bilgilerin afferent noronlar
(duyu) aracilig1 ile MSS’ye ve bu uyarilara MSS’de olusan cevabin efferent ndronlar
(motor) aracilif ile perifere iletiminde gorevlidir. PSS; agri, 1s1, dokunma, titresim,
propriyosepsion duyusunu algilayan duyusal noronlari, kas tonusu ve istemli
hareketlerden sorumlu somatik néronlar1 ve bagirsak hareketleri, kan basinci, sfinkter
fonksiyonu gibi i¢ organ ¢alismasini kontrol eden otonom néronlart bulundurur. Bu
noronlar kalin ve ince sinir liflerinden olusur. Kalin sinir lifleri miyelinlidir ve
noroflamentlerden olusur; motor hareketler, titresim ve propriyosepsiyon duyusundan
sorumludur. Ince sinir lifleri ise miyelinsizdir ve mikrotiibiilleri bulunur; agr1 ve

sicaklik duyusundan sorumludur (38, 39).

PN, periferik sinir sisteminde meydana gelen yapisal hasar ve islevsel
bozukluklar1 ifade eden terimdir. Sik karsilagilan, cok sayida etiyolojik faktor
bulunduran, farkli sekillerde prezentasyon gdsterebilen nérolojik bir bozukluktur.
Genel popiilasyonda prevalansit %2,4’°tiir, 55 yas Ustli kisilerde bu oran %38’e
cikmaktadir. Diyabetes mellitus, norotoksik kemoterapi, HIV, antiretroviral ilaclar,
alkolizm, besin eksiklikleri, agir metal toksisitesi gibi etiyolojik faktorler PN
gelisiminde rol oynarlar. Diyabetes mellitus en yaygin PN nedenidir ve vakalarin

%350’sini olusturur. PN yasam kalitesini etkileyen 6nemli bir morbidite nedenidir (5).

Son yillarda tiptaki ve teknolojideki gelismelerle diinyada kanser sag kalim
orani artmugtir. Hayatta kalan hastalarin bir¢ogu yasam kalitesini diisliren ve tedavi
sonrast uzun yillar devam eden yan etkilerle karsilagsmaktadir (1). Kemoterapinin

yaygin bir komplikasyonu, kendini siklikla periferik noropati olarak gosteren
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norotoksisitedir (10). KTPN sik karsilasilan, doz sinirlayici, bazen geri doniisiimsiiz
olan bir yan etkidir. Ilk olarak 1960’larm sonlarinda vinkristin alan hastalarda
tanimlanmistir (40). Prevalansi kullanilan rejime, hastalarin klinik ve demografik
ozelliklerine, genetik faktorlere bagli olarak degismekte, %19-85 gibi genis bir aralikta
gozlenmektedir. Farkli kemoterapotiklerle gelisen PN  prevalansit farklilik
gostermektedir (Tablo 2) (1, 3). Artan sag kalim oranlar1 ve kanser insidanst KTPN
prevalansinin artmasina katkida bulunmaktadir (2). KTPN prevalansi tedavi sonrasi
ilk ayda en yiiksek seviyededir (%68). Tedaviden 6 ay ve daha uzun siire sonra
semptom bildiren vakalar da mevcuttur (%30). Platin bazli antineoplastikler, vinka
alkaloidleri, epotilonlar(ixabepilone), taksanlar, proteazom inhibitorleri (bortezomib)
ve immiinomodiilator ilaglar (talidomid) KTPN gelisiminde rol oynayan temel
ajanlardir. Bu ajanlar en sik karsilasilan kanser tiirlerinde kullanilan ilaglardir.
Bunlarin i¢inde norotoksisitesi en yiiksek olanlar ise platin bazli antineoplastikler,

taksanlar ve talidomiddir (1, 3).

Tablo 2. Sik Kullanilan Kemoterapdtiklerin Noropati Prevalansi (2)

Kemoterapi KTPN'nin Yaklasik Prevalansi (%)
Oksaliplatin 40-93

Sisplatin 12-85

Paklitaksel 61-92

Bortezomib 47

Vinkristin 20

Kombine sisplatin ve paklitaksel 69-76

Tedavi sirasinda veya hemen sonrasinda ortaya g¢ikan noropati akut KTPN
olarak tamimlanir (2). Ozellikle oksaliplatin ve paklitaksel akut KTPN gelisimine
neden olurlar. Tedavi bitiminden haftalar veya aylar sonra ortaya ¢ikan, siddeti
kiimiilatif doz bagimli ge¢c semptomlar kronik KTPN olarak tanimlanir. Tiim ajanlar

kronik KTPN gelisimine neden olabilirler (1).

Kemoterapotik ajanlar hem kalin hem de ince sinir liflerinde hasar
olusturabilirler. Yapilan caligmalarda her ajanin farkli bir sinir lifi tiirtinde daha
siddetli hasar olusturdugu gosterilmistir. Sisplatin kalin sinir liflerini; paklitaksel ince,

miyelinsiz sinir liflerini daha cok etkiler. KTPN ¢ogunlukla duyusal néropati olarak
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karsimiza ¢ikmakla birlikte, ince motor fonksiyon ve otonom fonksiyonlar da
etkilenebilir. Hasar siklikla néronun ve ekstremitelerin distal kismindan baslar. Uzun
aksonlar Oncelikle etkilendiginden semptomlarin ilk goriildiigli yer genellikle
ayaklardir, sonrasinda ellerde de goriiliir. Tek bir yiiksek doz veya diisiik dozlarin

kiimiilatif kullanim1 doza bagimli olarak periferik sinir hasari olusturabilir (1, 2, 41).

2.2.1. Patofizyoloji

Sik karsilasilmasina ve klinik 6nemine ragmen KTPN’nin kesin patofizyolojik
mekanizmasi hala bilinmemektedir (6). Altta yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi ve
semptomlarin kroniklesmesine neden olan faktorlerin anlasilmast KTPN’nin etkin
tedavisinin saglanmasina katkida bulunabilir. Farkli kemoterapotik ajanlarin farkl
mekanizmalar iizerinden PN’ye neden oldugu bilinmektedir (Tablo 3) (2).
Norotoksisitenin hedefleri DKG, akson ve akson bilesenleri (miyelin, mikrotiibiiller,
mitokondri, vaskiiler yapilar), distal sinirlerin terminal kisimlaridir (8). DKG hiicre
govdelerinin etkilenmesiyle noropati, akson dejenerasyonu sonucu aksonopati gelisir

(3, 4).

Tablo 3. Baz1 Antineoplastik Ajanlarla Tetiklenen Periferik Noropatinin Tipi Ve Mekanizmast (6)

Antineoplastik Noropati Tipi Noropati Gelisim Mekanizmasi
Paklitaksel Duyusal Mikrotiibiil Bozuklugu

Sisplatin Duyusal Propriyoseptif DNA Etkilesimi

Oksaliplatin Duyusal Propriyoseptif DNA Etkilesimi

Vinkristin Duyusal Motor Agrilt Mikrotiibiil Bozuklugu
Bortezomib Duyusal Agrilt Proteozom Inhibisyonu

KTPN; mikrotiibiil yikimini, oksidatif stresi ve mitokondriyal hasari, degigmis
iyon kanali aktivitesini, miyelin kilif hasarini, DNA hasarini, immiinolojik siiregleri
ve noroinflamasyonu da i¢ine alan cok faktorlii patofizyolojik mekanizmalar sonucu
gelisir. Hiicre ici organellerde (6zellikle mitokondri), membran reseptorlerinde ve iyon

kanallarinda ¢esitli degisiklikler indiiklenir. Ardindan hiicre i¢i hemostaz, sinyallesme
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ve norotransmisyon degisiklikleriyle noroinflamasyon, DNA hasar1 ve aksonal

dejenerasyon meydana gelir (1).

Noronlar yiiksek enerji ihtiyacina sahip oldugundan mitokondriyal islevin
bozulmasina neden olan kemoterapotik ajanlara duyarhdirlar (2). Yapilan preklinik
calismalarda kemoterapotiklerin mitokondriyal matrikste sisme ve vakuolizasyona
neden olduklar1 gosterilmistir. Antineoplastikler néronlarda niikleer ve mitokondriyal
DNA (mtDNA) hasar1 olusturarak da KTPN gelisim siirecini kolaylastirirlar. Niikleer
DNA’daki hasarlar, DNA tamir sistemi sayesinde onarilabilir. Mitokondride DNA
tamir sistemi olmadigindan hatali DNA mitokondriyal disfonksiyona neden olur (6).
Paklitaksel, DKG néronlarinda endoplazmik retikulum ve mitokondri membrani
depolarizasyonuna neden olarak kalsiyum metabolizmasinda bozukluga yol acar. Tiim
bunlarin sonucunda mitokondride oksidatif stres artisi ve enerji Uretiminde islev
bozuklugu olur. Adenozin trifosfat (ATP) tiretiminde azalma, reaktif oksijen radikali

(ROS)’nde artis goriiliir. Hiicrenin apoptozisi indiiklenir (2, 6).

Sodyum kanallarinin tipi ve aktivitesindeki degisiklikler KTPN gelisimine
katkida bulunabilir. Yapilan preklinik KTPN modellerinde ince lifli duyu néronlarinda
sodyum kanal1 (NaV) ekspresyonunun ve spontan noral aktivitenin arttigi, potasyum
kanali1 (KV) ekspresyonunun azaldig1 gosterilmis. KTPN’den etkilenen insan dorsal
kok gangliyonlarinda da benzer bulgulara rastlanmistir. Artan NaV ve azalan KV
aktivitesi noronlarda asir1 uyarilabilirlie yatkinlik olusturur. Uygulanan
kemoterapinin tipi iyon kanali aktivitesindeki degisiklikle iligkilidir. Bortezomibin
fare dorsal kok gangliyonlarinda T tipi kalsiyum kanali (TCaV) ekspresyonunu
azalttigi, paklitakselin sican dorsal kok gangliyonlarinda TCaV ekspresyonunu

arttirdig1 bulunmustur (1, 2).

Gegici reseptor potansiyeli (TRP) kanallar1 agrinin islenmesi ve termal
duyumda rol oynarlar ve C liflerinde bulunurlar. Baz1 kemirgen modellerinde termal
hiperaljezi varliginda TRP kanali Vanilloid 1 ekspresyonu ve aktivitesinde artis

oldugu gosterilmistir (2).

Santral glial ve periferik immiin hiicrelerde gelisen inflamatuar siirecler de
KTPN gelisimine katkida bulunur (2). Bir ¢alismada paklitakselin interlokin-1 alfa
(IL-1a), interlokin-1 beta (IL-1p), interlokin-6 (IL-6), timor nekroz faktorii alfa (TNF-
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a), interferon gama (INF-y) ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) reseptor
sayisint arttirdigt gosterilmistir (42). Vinkriskinle yapilan KTPN modelinde
interlokin-4 (IL-4) diizeyinde azalma, IL-1p ve TNF-a diizeyinde artis saptamistir
(43). Preklinik ¢alismalarda interlokin-10 (IL-10)’un hem platin bazli ajanlar hem de
taksanlarla gelisen KTPN’nin diizelmesinde 6nemli olabilecegi sonucuna varilmaistir.
Bu mekanizmalar1 anlamak ve hedefleyici tedaviler gelistirmek dnleyici bir stratejidir

(2, 6).

Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Disfonksiyon: Oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyon KTPN gelisiminde kritik dneme sahiptir. Antioksidan
savunma mekanizmalarindaki bozulmalar oksidatif streste artis ve ndrodejenerasyonla
sonuclanir (44). Memeli sinirleri; uzun aksonlari, yiiksek fosfolipid icerikleri ve
nispeten zayif hiicresel antioksidan savunma mekanizmalar1 ile ROS’lara karsi
savunmasizdirlar. Ayni1 zamanda aksoplazma mitokondri ile doludur ve ¢ok sayida
calisma aksonal mitotoksisitenin KTPN’ye katkida bulundugunu diisiindiirmektedir
(45). Platin bilesikleri niikleer DNA’ya baglandiklar1 gibi mtDNA’ya da dogrudan
baglanirlar. Niikleer DNA’nin baz eksizyon tamiri ile onarimi yapilirken platin-
mtDNA eklentileri onarilamaz (46). Platin eklentilerinin varligt mtDNA
transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe eder. Mitokondride morfolojik
degisikliklere neden olur. Ornegin, kemoterapi ile tedavi edilen hayvanlarda periferik
sinirlerin mitokondrilerinin sismis ve vakuollii oldugu bulunmustur (47). Hasarh
mitokondride elektron tasima sistemi ve ATP iiretimi bozulur. Bu durum enerji
metabolizmasinda bozulmaya ve asirt ROS iiretimine neden olur. Tiim bu olaylar
redoks dengesinde bozulmaya, mitokondriyal membran depolarizasyonuna, kalsiyum
homeostazinin regiilasyonunun bozulmasina, sitokrom c¢ saliimina ve apoptozun
baslamasina neden olur. Bunlarin sonucunda hiicresel metabolizmalarda bozulma,
ROS iiretiminde artig ve periferik sinirlerde yapisal hasar meydana gelir (Sekil 4) (6,
47).
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Sekil 4. Mitokondriyal Disfonksiyon ve Periferik Noropati Mekanizmasi (6)

2.2.2. Platin Grubu Ilaclarla Tetiklenen Periferik Noropati ve

Patofizyolojisi

Platin bazli antineoplastikler; oksaliplatin, sisplatin ve karboplatinden olusur
ve uzun yillardir kemoterapi rejimlerinde kullanilmaktadir. Antineoplastik etkilerini
niikleer/mitokondiyal DNA replikasyon ve transkripsiyon inhibisyonu, mitokondriyal
ROS iiretiminin artigt ve proinflamatuar sitokinlerin salinimi yoluyla apoptozisin
indiiklenmesi ile gosterirler (1, 10). Oksaliplatin; kolorektal, 6zefagus, mide, karaciger
ve pankreas kanserlerinin tedavisinde; sisplatin ve karboplatin ise kiiciik hiicreli
akciger kanseri, testis, over, beyin, endometrium, mesane kanserleri gibi kanserlerin

tedavisinde endikedir (1).

Platin bazli ajanlar kan beyin bariyerini gecemediklerinden MSS ndéronlari
tizerinde dogrudan toksik etki olusturmazlar. DKG ve trigeminal gangliyon (TG)
ndronlarinda birikerek gangliyonopati ve akson dejenerasyonu gelisimini tetiklerler.
Norotoksisitenin kesin mekanizmasi ise hala tartisilmaktadir. Bu ajanlar mtDNA’ya

baglanarak eklentiler olustururlar ve mtDNA’nin onarim sistemi olmadigi ig¢in
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replikasyon ve transkripsiyonu bozulur. Sentezlenen patolojik proteinler solunum
zincirinin bozulmasina neden olur. Hiicresel metabolizma yavaslar, reaktif oksijen
radikali iiretimi ve oksidatif stres artar; enzimler, proteinler ve lipidlerde olusan

patolojik degisikliklerle periferik sinirlerde yapisal bozukluklar ortaya ¢ikar (1, 2, 6).

Kalsiyumun hiicre i¢i depolart mitokondri ve endoplazmik retikulumdur.
Mitokondri disfonksiyonu hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu arttirarak akson
dejenerasyonunu tetikler. NaV, KV ve TRP kanali aktivitesindeki degisiklikle
membran uyarilabilirligi artar. Norotransmitter salinimi bozulur. Noronal ve glial
hiicrelerde spontan ndral aktivitede artis olur. IL-1B, IL-6 ve TNF-o gibi
proinflamatuar sitokinlerin saliniminda artisla periferik sinir hasart indiiklenir (1, 2,

6).

Platin bazl1 ajanlarin kullanim1 sonucu akut ve kronik ndrotoksisite meydana
gelebilir. Bu durum tedavi gecikmesine, doz azaltilmasina, inflizyon siiresinin
uzatilmasina hatta tedavinin kesilmesine neden olabilir. Karboplatinin norotoksisitesi
diger platin bazli ajanlara gore daha azdir. Sisplatinle tetiklenen periferik noropati
(CisTPN) zamana ve kiimiilatif doza bagimlidir. 300-450 mg/m? kiimiilatif doz
CisTPN gelisimi igin risk faktoriidiir. 400 mg/m? den fazla sisplatin dozu yiiksek doz
olarak kabul edilir ve her zaman norotoksiktir. Yapilan calismalarda DKG
noronlarinda biriken sisplatin dozunun zamanla azalmadig1 gosterilmistir. Semptomlar
tedavinin ilk dozunda ortaya c¢ikabilecegi gibi ilerleyen dozlarda da gelisebilir.
Genellikle tedavinin birinci ayindan sonra semptomlar baglar. Parestezi, titresim
duyusunda azalma, derin tendon reflekslerinin kaybi sik goriilen semptomlardir. Daha
yiikksek kiimiilatif dozlara ve daha uzun siire sisplatine maruz kalindiginda

semptomlarin siddeti ve kroniklesme olasilig1 artar (1, 6).

Oksaliplatinle tetiklenen periferik néropati (OTPN)’de akut ve kronik noropati
olarak iki farkli tabloda ortaya ¢ikabilir. Akut néropati oksaliplatin tedavisi sonrasi
saatler, giinler icerisinde gelisir. El ve ayaklarda soguga bagh parestezi,
faringolaringeal dizestezi, ¢ene spazmi, fasikiilasyonlar ve kas kramplart gibi
semptomlar goriilebilir. Tipik klinik prezentasyon sekli soguga karsi agir1 duyarliliktir.

Kiimiilatif oksaliplatin dozu (750-850 mg/m?), infiizyon siiresi, diisiik viicut agirlig1,
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erken yas, viicut yiizey alaninin 2 m*’den fazla olmast OTPN gelisiminde énemli risk

faktorleridir (1, 2, 6) .

2.2.3. Taksan Grubu Ilaclarla Tetiklenen Periferik Noropati ve

Patofizyolojisi

Taksan grubu antineoplastikler Taxus Brevifolia agacinin kabugundan elde
edilen kemoterapétik ilaglardir. Kabazitaksel, dosetaksel ve paklitaksel taksanlarin
ornekleridir. Taksanlar mikrotiibiil depolimerizasyonunu ve repolimerizasyonunu
bozarak hiicre boliinmesinin inhibisyonuna ve apoptozise neden olur. Over, meme,
prostat, kiigiik hiicreli dig1 akciger kanserleri basta olmak {izere bir¢cok kanser tiiriiniin

tedavisinde endikedir (1, 10).

Taksanlarin antineoplastik etkilerinden sorumlu olan mikrotiibiil bozuklugu
aynt zamanda KTPN gelisimiyle de iliskilidir. Mikrotiibiil yapisindaki bozukluk
hiicrenin sekil ve stabilitesinde bozuklugun yani sira sinaptik vezikiillerin aksonal
taginmasinin da bozulmasina neden olur. Mitokondriye verilen hasar ROS iiretiminde
ve oksidatif streste artiga neden olur. Artan ROS seviyeleri; apoptotik siireclerin
aktivasyonuna, hiicre yapisinin bozulmasina ve demiyelinizasyona yol acar. Bu
olaylar, sinyal iletiminin bozulmasina ve proinflamatuar sitokin tiretiminin artmasina
neden olur. Mikrotiibiillerin bozulmasi ve bunun sonucunda temel hiicresel
bilesenlerin  aksonal tasiniminin  bozulmasi, distal sinir segmentlerinin

dejenerasyonuna ve aksonal membranin yeniden sekillenmesine neden olur (1, 6).

Paklitaksel mitokondriden kalsiyum salinimina neden olabilir, bu da hizh
mitokondri depolarizasyonuna yol acar. Proinflamatuar sitokinlerin (IL-18 ve TNF-a)
iiretiminde artigsa ve antiinflamatuar sitokinlerin (IL-4 ve IL-10) tiretiminde azalmaya

neden olur (1, 6).

Taksanlara bagli norotoksisite genellikle ince sinir liflerinin etkilendigi
duyusal noropati olarak ortaya c¢ikar. Motor ve otonom tutulum daha az siklikta
goriiliir. Paklitakselle olusan néropati doza ve infiizyon siiresine baglidir. Semptomlar
tedavi birakildiktan sonra diizelir ancak tedavinin tamamlanmasindan 1-3 yil sonrasina
kadar veya hayat boyu devam eden semptom bildiren vakalarda vardir. Semptomlar

paklitaksel i¢in daha siddetli, dosetaksel i¢inse nispeten daha hafiftir (1, 6, 8).
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2.2.4. Vinka Alkaloid Grubu ilaclarla Tetiklenen Periferik

Noropati ve Patofizyolojisi

Vinka alkaloidleri Catharanthus Roseus bitkisinden iretilirler. Vinkristin,
vinblastin, vinorelbin ve vindesin bu grubun tiyeleridir. Mikrotiibiil olusumunu inhibe
eder ve yikimini uyarirlar, boylece aksonal taginmay1 bozarlar. Lenfoma, testis ve

kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisinde endikedirler (1, 10).

Vinkristin, mikrotiibiil olusumunu engelleyerek hiicre boliinmesini bloke eder,
mikrotiibiiler bozukluk aksonal tasima sistemini bozarak aksonal noropatiyi
indiikler. Hiicre ici tiibiilin proteinini baglayarak ve hiicresel mikrotiibiiler yapilari
degistirerek distal aksonopatiye neden olur. Kalin, miyelinli aksonlarin hiicre
iskeletinde ultrastriiktiirel degisikliklere ve DKG noronlarinda norofilament

birikimine yol acar (1, 6).

Vinka alkaloidleri o©zellikle ince sinir liflerini etkileyen, doz bagimli,
sensorimotor ndropatiye neden olurlar. Genellikle eldiven ¢orap tarzi agri ilk belirtidir.
Semptomlar tedavinin ilk 3 ayinda ortaya c¢ikar. Norotoksisitesi en siddetli olan

vinkristindir (1, 8).
2.2.5. Semptom ve Tani

KTPN c¢ogunlukla duyusal semptomlarla karsimiza ¢ikmakla birlikte otonom
disfonksiyon, motor gii¢siizliik, kraniyal sinir tutulumuna ait bulgular da goriilebilir
(4). Elektrofizyolojik ¢aligmalarda distal ekstremitelerde aksonal sensorimotor
noropati olarak tespit edilmistir (1). Hastalarda tipik olarak eldiven ¢orap tarzi ndropati
goriiliir (2). Semptomlar akut, gegici duyusal bozukluklardan kronik agr1 ve periferik
sinirlerde kalic1 hasarin eslik ettigi patolojilere kadar degiskenlik gosterebilir (1).
Duyusal semptomlar motor ve otonom semptomlardan once ortaya ¢ikar. KTPN
uyusma, karincalanma veya yanma hissi, dokunma ve titresim duyusunda bozukluk,
sicak veya soguga karsi artan hassasiyet gibi duyusal semptomlar ile karsimiza
gelebilir. Ayrica hiperaljezi, mekanik veya termal allodini gibi agrili duyumlarda
gelisebilir (Sekil 5) . Semptomlarin bazilart belirli kemoterapi tiirlerinde daha sik
karsimiza ¢ikar; 6rnegin, platin grubu antineoplastiklerle soguga asir1 duyarlilik daha
sik goriiliir (1-3). Motor semptomlar duyusal semptomlardan daha az goriiliir;

hareketlerde bozulma, yiiriime ve denge bozuklugu seklindedir. KTPN, agr1 nedeniyle
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azalan yasam kalitesi ve artan diisme riski ile iligkilidir. Yapilan ¢aligmalarda kanser
hastalarinda KTPN gelismesi durumunda diisme ve kirik oraninin ii¢ kat arttig
gosterilmistir. Hastalar daha nadir olarak idrar inkontinansi, cinsel aktivite bozuklugu,
kabizlik, ortostatik hipotansiyon gibi otonom semptomlarda tarifleyebilirler (1).
Kullanilan ajana ve hastanin bireysel risk faktorlerine bagli olarak

semptomlarda degiskenlik olabilir (8).

KTPN’li hastalarda diger periferik noropatilerle karsilastirildiginda agrinin
baskin oldugu, elleri ve ayaklar etkileyen daha siddetli semptomlar oldugu goriiliir.

Semptomlar diger néropatilerden daha hizli ilerler (1).

kullanmilan tamimlamalar

-yanma {- . duyusal semptomlar ve isaretler
-sizlama A | YA
-ignelenme w0 W ekanik alloding
-elektrik carpmasi [ { -termal allodini
-cam ustiinde viirityormug hissi 1 -hiperaljezi
WA -dizestezi
N ;\
'W/ p ™Y -uyusma
-parestezi

-sicaklik degisimini degerlendrememe
-ince motor fonksiyon kaybi

Sekil 5. KTPN’nin Klinik Ozellikleri (2)

Bir kemoterapi kiiriinde verilen kemoterapotik ajanin dozu, kiimiilatif doz,
tercih edilen kemoterapi protokolii, infiizyon siiresi, daha Once periferik noropati
varligi, hastanin yasi, mevcut komorbiditeleri, kullandigi ilaglar KTPN gelisiminde rol
oynayan risk faktorleridir (4). Yasla birlikte KTPN gelisme riski artmaktadir. Ozellikle
beta bloker kullanan hastalarda kemoterapiye baslamadan 6nce miimkiinse ilacin
kesilmesi veya degistirilmesi KTPN gelisme riskini azaltir. Diyabet, hipotiroidizm,
kreatinin klirensinde azalma, HIV, sigara, alkol kullanimi, obezite, diisiik serum
albiimin diizeyi de KTPN gelisimi ile iligkili bulunmustur. Ayrica KTPN gelisme riski
ile iligkili cok sayida genetik bozukluk da tanimlanmstir (1, 2).

KTPN'yi etkili bir sekilde onlemek icin semptomlarin erken tespiti ve
degerlendirilmesi Onemlidir (8). Tanis1 klinik degerlendirme (hasta tarafindan

bildirilen sikayetlerin toksisite dlcekleriyle derecelendirilmesi ve norolojik muayene)
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ve gereklilik halinde -elektrofizyolojik yontemler (sinir iletim c¢alismalart ve
elektromiyografi)  kullanilarak  koyulur.  Toksisite  Olgcekleriyle  yapilan
derecelendirmede; derece I: reflekslerde azalma ve hafif parestezi; derece II:
duyarlilikta azalma ve orta derecede parestezi; derece IIl: duyarlilikta yogun azalma
ve dayanilmaz parestezi ve derece IV: refleks ve hassasiyet yoklugu olarak tanimlanir
(1, 18). Siklikla kullanilan &lgekler Ulusal Kanser Enstitiisii Olumsuz Olaylar Icin
Ortak Terminoloji Kriterleri (NCI-CTCAE) ve Toplam Noropati Skoru (TNS)’dur.
Ancak her iki 6lcek de agriy1 degerlendirmede yetersizdir ve degerlendiren kisiye gore
sonuglar degiskenlik gosterir. Bu nedenle dogru tani konulabilmesi i¢in daha giivenilir
yontemlere ihtiya¢ vardir (2, 4). Elektrofizyolojik yontemlerin tanida etkinligi
sinirlidir. - Sisplatin - kullanan hastalarda yapilan arastirmada elektrofizyolojik
yontemler ve sinir iletim ¢aligmalarinin klinik degerlendirme ile karsilastirildiginda

tan1 koymada duyarliliginin diisiik oldugu gosterilmistir (4).

2.2.6. Tedavi

Simdiye kadar KTPN’yi farmakolojik olarak etkili bir sekilde 6nleyecek tedavi
stratejisi  gelistirilememistir. Altta yatan mekanizmalar {izerinde etkili oldugu
diistintilerek klinik c¢alismalarda incelenen ajanlar; asetil-L-karnitin, amifostin, n-
asetilsistein, amitriptilin, nimodipin, glutatyon, karbamazepin, E Vitamini, omega-3
yag asitleri ve oksikarbazepindir. Ancak yapilan klinik ¢aligmalarda bu ajanlarin

KTPN’yi 6nlemede etkili olduguna dair yeterli kanit elde edilememistir (2).

KTPN’nin 6nlenmesinde nonfarmakolojik yontemlerle ilgili kanitlar sinirhdir.
Yapilan ¢aligmalarda donmus coraplar veya eldivenlerle sogutma tedavisinin ve bir
beden kii¢iik cerrahi eldivenlerle kompresyon tedavisinin etkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica orta-diisiik siddetli egzersizin kaslar giiglendirerek dengeyi korumada faydali
oldugu gosterilmistir. Akupunktur ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ise sonuglar yetersiz

bulunmustur (8).

Noropatik agr1 tedavisine yonelik yapilan bir¢cok klinik ¢alisma olmakla
birlikte KTPN agrisina spesifik kaliteli klinik ¢calisma bulunmamaktadir (2, 48, 49).
Akut donemde gerekirse kemoterapi dozunun azaltilmasi veya kemoterapinin

kesilmesi denenebilir. Bu da kanser tedavisinin etkinligini azaltabilir. Semptomlarin
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siddeti artar veya iglevsel kisitlamalar meydana gelirse hastalarin daha ayrintili

degerlendirilmesi gerekir (8).

KTPN’li hastalar i¢in terapotik segenekler hala sinirhidir. Uyusukluk, parestezi
veya motor zayifligi azaltmak i¢in herhangi bir farmakolojik miidahale olmadigindan
tedavi oncelikle noropatik agrinin azaltilmasina veya hafifletilmesine odaklanir (8).
KTPN agrisinin tedavisinde kullanilmak icin yeterli kanita sahip tek ajan
duloksetindir. Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi de KTPN agrisinin tedavisinde
duloksetin kullanimint &nermektedir (3). Duloksetinin basarisiz oldugu veya
kullaniminin kontrendike oldugu hastalarda trisiklik antidepresanlar, gabapentin,
pregabalin, amitriptilin, ketamin gibi noropatik agr1 tedavisinde kullanilan ajanlar
diger noropatik agri1 formlarindaki kullanimlarina benzer sekilde kullanilabilirler.

Ancak etkileri sinirhidir (2, 50, 51).

Egzersiz, akupunktur, masaj ve beslenme tedavisi gibi nonfarmakolojik
tedaviler KTPN agrisinin tedavisinde denenmekle birlikte etkili olduguna dair yeterli
kanit bulunmamaktadir. Baz1 histolojik ¢caligmalarda akupunkturun néronlari besleyen
kilcal damarlarda kan akimini arttirdig1, miyelin kilif ve aksonun iyilesmesine katkida

bulundugu gosterilmistir. Ancak bu konuda yeterli kanit yoktur (2, 52, 53).

2.3. Kemoterapi ile Tetiklenen Periferik Noropati Modelleri

Hiicre kiiltiirli, toksik bilesiklere maruz kalma dahil olmak iizere ¢evresel
degisikliklerin hiicresel ve molekiiler etkilerini incelemek amaciyla kullanilan en
temel yontemdir. PSS hiicrelerine karst ¢esitli maddelerin toksik etkilerini
degerlendirmek icin siklikla kullanilir. Sicaklik, pH, 151k miktar1 ve besiyeri gibi
fizyokimyasal faktorlerin kontrol edilmesini saglar. Ayni kosulda bir deneyin hizli bir

sekilde tekrarlanmasina ve tekrarlanabilirligin degerlendirilmesine izin verir (40).

En biiyiik dezavantaj1 sadece ilgili hiicrelerin incelenmesi, farkli hiicre tipleri
arasindaki karmasik etkilesimin ihmal edilmesidir. Ayrica organ ve sistemlerin
farmakokinetigini yeterince modelleyemez. Hiicre kiiltiirii caligmalarinda genellikle
kemirgenler kullanilir ve bu modeller insanlardaki durumu yeterince taklit
edemeyebilirler. Sican ve insan DKG’larini karsilastiran ¢alismalarda; protein miktari,

islevi ve hiicre dinamiklerinde biiyiik 6l¢iide farkliliklar oldugu bulunmustur. Bu
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nedenle in vitro gozlemler baslangi¢ niteligindedir, canli organizmada dogrulanmasi

gerekir (40).

DKG, kan-sinir bariyeri tarafindan zayif korundugundan kemoterapotiklerin
tetikledigi norotoksisitenin en onemli hedeflerindendir. Bu nedenle DKG néronlari,
KTPN’yi modellemede en sik kullanilan hiicrelerdir (16). DKG noronal hiicre kiiltiirii;
periferik néronlarin norobiyolojisi, sinir uzantilarinin gelisimi, sinapslarin olusumu,
ozellikleri ve profilleri, norotransmitterlerin saliverilmeleri ve etkileri, duyusal
sinyallegsmenin esaslar1 hakkinda bilimsel sorularin cevaplanmasina imkan saglar. PN
calismalari i¢in hiicresel model olarak kullanilmaktadir (9). Biitiin yonleriyle ideal bir
model yakalanmamis olsa da; DKG néronal hiicre kiiltiirii norotoksisite analizi, KTPN
icin deneysel model olarak kabul edilmekte ve bu konudaki bilimsel arastirmalarda
kullanilmaktadir (9, 17, 54). Her yil taksanlarin, vinka alkaloidlerinin, proteazom
inhibitorlerinin ve platin tiirevlerinin norotoksisite mekanizmalarini incelemek ve
noroprotektif stratejiler gelistirmek amaciyla yapilmig bir¢cok in vitro c¢alisma

yayilanmaktadir (40, 44, 47).

KTPN’yi incelemek i¢in kullanilan model sistemleri, ¢ogunlukla hayvan ve
hiicre kiiltiiri modellerine dayanmaktadir. insan hastaligini taklit eden kemirgen
modelleri, kemoterapinin neden oldugu patolojik degisiklikleri incelemek ve
potansiyel noroprotektif tedavileri arastirmak i¢in kullanilmistir (55). Noronlarin yasi,
hiicre kiiltiiri deneyleri icin 6nemli bir parametredir. Yetigskin sigan DKG noronlari,
olgunlagsmasini tamamladigindan KTPN‘yi modellemede embriyonik veya yavru sigan

DKG noronlarina gore daha c¢ok tercih edilir (40).

KTPN'yi modellemek icin hiicre kiiltiirli sisteminin tercih edilmesinin sebebi,
duyusal noronlarin in vitro kullaniminin patomekanizmalarin molekiiler diizeyde
incelenmesine izin vermesidir. DKG noéronlar1 kemoterapétikler tarafindan hedeflenen
hiicre tipini temsil ettiinden KTPN’yi in vitro olarak daha dogru bir sekilde
yansitir. Ayrica, DKG noronlari ile in vitro mekanik deneyler yapmak in vivo hayvan

deneylerine kiyasla zaman ve maliyet acisindan daha verimlidir (40).

In vitro hiicre kiiltiirii deneylerinin sonuglarinin degerlendirilmesinde hiicre
canlilig1, akson morfolojisi ve biyokimyasal tahliller kullanilir. Hiicre canlilig1 siklikla

kullanilan bir son noktadir. Onemli bir avantaji kolay uyarlanabilmesidir. in vitro
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caligilan hiicre popiilasyonlar1 genellikle hiicre dongiilerinin ayni asamasinda
degildir. Bu nedenle hiicreler sitotoksinlere farkli tepkiler verebilirler. Bazi hiicrelerde
hiicre 6liimii gergeklesirken, boliinmeyen hiicreler hayatta kalabilirler. Bu durumu
ortadan kaldirmak i¢in daha uzun inkiibasyon siirelerine ve ¢ok Olciimlii zaman
noktalarina sahip deneysel paradigmalar Onerilir. Akson uzunlugu da, akson
yaralanmasini degerlendirmede 6nemli bir yol olarak kabul edilir. Akson uzunlugunun
Olciimii, in vitro akson dejenerasyonunu arastirmada en yaygin kullanilan

yontemlerden biridir (40, 55).

Noronlarda intraepidermal sinir lifi u¢lariin kaybi, duyusal ndron aksonlariin
dejenerasyonu ve demiyelinizasyonun yani sira vakuolizasyon yoluyla mitokondriyal
yapimin bozulmasi sonucu KTPN gelisir (55). Insandaki PN’yi en iyi sekilde taklit
eden modellerin ve tedavi sonuglarini 6lgmeye en uygun yaklagimlarin gelistirilmesine
yonelik calismalar devam etmektedir (10). DKG néron kiiltiirleriyle yapilan ¢alismalar
KTPN'nin altinda yatan olast molekiiler mekanizmalarin degerlendirilmesinde
onerilmektedir. Bu modeller, potansiyel noroprotektif bilesiklerin test edilmesi ve etki

mekanizmalarinin analizi i¢inde uygundur (55).

2.4. xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi (RTCA) Sistemi

xCELLigence RTCA sistemi, gergek zamanli hiicre analizine izin veren yeni
bir teknolojik yaklagimdir. xCELLigence RTCA sistemi; RTCA empedans analizorii,
sistem caligmasini kontrol eden RTCA yazilimina sahip bir bilgisayar, 3 adet 16
kuyucuklu elektronik mikrotitre E-plate, E-plate barindiran ve inkiibatoriin igine
yerlestirilen RTCA istasyonundan olusur (Sekil 6). E-plate tabaninda her bir
kuyucugun %80’ini kaplayacak sekilde tasarlanmis altin mikro elektrotlar bulunur.
Mikro elektrotlar, elektrik devresi icindeki empedans farkliliklarini Olgen bir
bilgisayara baglidir. Hiicre kiiltiirii siispansiyonu varlig1 ve diisiik voltaj uygulanmasi,
elektrotlar arasinda hiicre varligir tarafindan engellenebilen bir elektrik alani
olusturur. Hiicre-mikro elektrot empedansinin elektriksel Ol¢iimii; hiicre sayisi,
boyutu, baglanmasi, yayilmasi ve/veya ¢ogalmasi, hiicre-substrat veya hiicre-hiicre eki
gibi cesitli parametrelerden dogrudan etkilenen bir deger olan hiicre indeksi (CI)’ne

doniistiiriiliir. Elektrotlara daha fazla hiicre baglanirsa CI degeri artar ve daha biiyiik
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bir empedans degeri algilanir. Dolayisiyla CI, sensorlere bagli hiicre sayisinin nicel bir

Olciistidiir (56, 57).

xCELLigence sistemi, hiicre biiyiimesi ve 6liimiiniin ger¢ek zamanli izlenmesi
icin empedans dl¢timlerini kullanir ve CI olarak ger¢ek zamanli goriintiilenmesine izin

verir (56).

Sekil 6. xCELLigence RTCA cihazi ve E-plate

KTPN tedavisindeki secenekler smirlidir ve uygulamadaki ajanlar sadece
semptomatik tedavi saglamaktadir (2, 8). Dolayis1 ile KPTN tedavisinde daha etkin ve
giivenli tedavi segeneklerine ihtiyag¢ vardir. KPTN patogenezinde oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyonun 6nemli rol oynadig1 dikkate alindiginda ‘KTPN’ye
kars1 hiicreye permeabilitesi yiiksek ve mitokondri hedefli antioksidanlar etkin bir

koruma saglayabilir mi?’ sorusu akla gelmektedir.

Daidzein, izoflavonda bulunan soya kokenli bir fitodstrojendir. Norotrofik ve
noroprotektif etkileri vardir. Yapilan calismalarda mitokondriyal siiperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini artirdig1, mitokondriyal malondialdehit diizeyini

azalttig1 gosterilmistir. Ayrica kemopreventif aktivite de gostermektedir (58—60).

MnTBAP Kkloriir, ROS ile indiiklenen redoks sinyal yollarini diizenleyen,
siiperoksit dismutaz ve katalaz benzeri aktiviteye sahip, hiicre permeabilitesi yiiksek
katalitik antioksidandir (61). Akciger lizerinde koruyucu etkileri vardir (62). Ayrica

oksijen kaynakli retinopatide oksidatif stresin 6nlenmesinde de etkilidir (63).

Mito-TEMPO, mitokondri hedefli bir antioksidan olup mitokondriyi oksidatif

hasara karsi korur. Siiperoksit ve alkil radikallerini temizler, mitokondriden
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proapoptotik proteinlerin saliverilmesini saglar ve apoptozu baskilar (64, 65). Kronik
konstriktif yaralanmayla tetiklenen periferal noropatiye karsi koruyucu oldugu tespit

edilmistir (66). Ancak literatiirde KTPN’ye kars1 etkisine yonelik bilgi yoktur.

Bu tez ¢alismasinda; KTPN’nin patofizyolojisi dikkate alindiginda daidzein,
MnTBAP kloriir ve Mito-TEMPO’nun etki mekanizmasi ve potansiyeli bakimindan
KTPN’ye kars1 etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kemoterapotik ajanlardan sisplatin,
vinkristin ve paklitakselle tetiklenen ndéropati/norotoksisiteye karst mitokondri hedefli
antioksidanlar olarak daidzein, MnTBAP Kkloriir ve Mito-TEMPO’nun onleyici
potansiyelleri DKG noéronal hiicre kiiltiirii modelinde test edilmistir. Norotoksisite
analizinde xCELLigence RTCA sistemi kullanilmistir. Daidzein, MnTBAP kloriir ve
Mito-TEMPO bu deneysel tasarimda daha 6nce test edilmediginden bu calisma ile
KTPN tedavisinde yeni yaklasim getirebilecek deneysel veri elde edilmesi

amaclanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan Daidzein, MnTBAP kloriir ve Mito-TEMPO
arastirma saflik kalitesinde iireticiden (Cayman Chemical Company, ABD) ticari
olarak temin edilmistir. Sisplatin, paklitaksel ve vinkristin Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Kemoterapi Unitesi’nden klinik kullanim
fomiilasyonunda temin edilmistir. Sinir biiylime faktorii (NGF, Sigma), Dimetil
stilfoksit (DMSO), dimetilformamid (DMF), fosfat tamponlu salin (PBS), kollagenaz
(Sigma), tripsin (Sigma), DNAaz, poli-D-lizin (PDL), laminin (Sigma) ve hiicre
kiiltiiri  hazirlanmasinda  kullanilan  biitliin ~ kimyasallar arastirma safliginda

malzemelerdir.

3.2. Hayvanlar

Bu tez calismasinda, sinir hiicre kiiltiiri hazirlamak iizere 20 adet saglikli
eriskin Spraque Dawley cinsi sican kullanilmistir. Deney hayvanlari, Karadeniz
Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2020/2 sayili izni ile
standart kogullarda yetistirildikleri Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilmistir. DKG néron Kkiiltiirii i¢in hayvanlara
anestezisi uygulanmamistir. Dekapitasyon ile exitus edilen siganlarin her birinden
diseksiyon mikroskobu altinda ve aseptik kosullarda yaklasik 12-13 cift DKG
¢ikarilmis ve bunlar kiiltiir islemlerine alinmistir. Tiim prosediirler Karadeniz Teknik

Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

3.3. Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda saglikli eriskin Spraque Dawley cinsi siganlarin
DKG’lar1 kullanilmistir. Hiicre izolasyon ve Kkiiltiire etme protokolii daha ©Once
literatiirde tarif edilen protokole gore uygulanmistir (67, 68). Biitiin islemler asepsi ve
antisepsiye  dikkat edilerek sabit hava akimli biyogiivenlik kabininde

gerceklestirilmistir (Sekil 7) .
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Sekil 7. Biyogiivenlik Kabini

Dekapite edilmis eriskin Spraque Dawley siganlarinin servikal, torakal ve
lomber vertebralarindan DKG’lar diseke edilmistir (Sekil 8 ve 9). DKG’lar1 gecici
olarak kiiltir medyumunda (Norobazal A (NBA), B27, glutamax ve penisilin-
streptomisin iceren) toplanmistir. Daha sonra sirastyla 13 dakika kollagenaz (kiiltiir
ortaminda, 1.25 mg/ml, Sigma), 6 dakika tripsin (PBS iginde, 2,5 mg/ml, Sigma) ile
enzimatik isleme tabi tutulmustur. Ardindan DNAaz ilave edilerek ucu daraltilmis
pastor pipeti araciligi ile mekanik ayristirma yapilmistir. Boylece DKG’lar1 enzimatik

ve mekanik yontemlerle tek hiicrelere ayristirilmistir (Sekil 10) .

Sekil 8. Spraque Dawley Siganlarinin Servikal, Torakal ve Lomber Vertebralari
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Sekil 9. Spraque Dawley Sicanlarin Kolumna Vertebralisten Diseke Edilmis Dorsal Kok Gangliyonlari,
(Sag: Diseksiyon Mikroskobundaki Goriiniimleri)

Sekil 10. Ayristirilmis DKG Noronlarinin Isik Mikroskobundaki Goriiniimleri (4X, Isik Mikroskobu)

Izole edilen hiicreler yiizeyi PDL ve laminin ile &nceden kaplanmis 16
kuyucuklu xCELLigence elektronik mikrotitre E-plate icine kuyucuk bagina 200 pL
hiicre kiiltiir siispansiyonu olacak sekilde ekilmistir (Sekil 11). Kuyucuklara ekilen
hiicre kiiltiir siispansiyonu iizerine 200 ng/ml NGF (2,5 S, Sigma) eklenmistir. 37°C
sicaklikta, %5 CO2 ve %95 O2 igeren nemli bir inkiibatérde (Heraus, Almanya)
inkiibasyona birakilmistir. Yaklasik 12 saat inkiibe edilip hiicrelerin E-plate iizerine

iyice yapismasi saglandiktan sonra deneylerde kullanilmistir.
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Sekil 11. Hiicre Siispansiyonu Eklenmis 16 Kuyucuklu E-Plate

3.4. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Daidzeinin 10 pM, 30 pM ve 100 pM konsantrasyonlar: test edilmistir.
Daidzeinin bu konsantrasyonlari, DKG ndronlarinda noroproteksiyon sagladigina
yonelik literatlirden esinlenerek secilmistir (59). 100 mg Daidzein, 2 ml DMSO i¢inde
coziilerek stok soliisyonu olusturulmustur. Elde edilen stok soliisyonu DMSO ile 100
kat sulandirilarak 10 pM, 30 pM ve 100 pM daidzein konsantrasyonlari i¢in sirastyla
1 uL, 3 pL ve 10 pL kullanilmastir.

Mito-TEMPO’nun 30 pM, 100 uM ve 200 pM konsantrasyonlar: test
edilmistir.  Mito-TEMPO’nun  bu  konsantrasyonlari, DKG  ndronlarinda
noroproteksiyon sagladigina yonelik literatiirden esinlenerek secilmistir (63, 68). 10
mg Mito-TEMPO, 2 ml DMSO iginde ¢oziilerek stok soliisyonu olusturulmustur. Elde
edilen stok soliisyonu DMSO ile 10 kat sulandirilarak 30 puM, 100 uM ve 200 uM
Mito-TEMPO konsantrasyonlar1 i¢in sirastyla 6 pL, 20 uL ve 40 pL kullanilmistir.

MnTBAP kloriiriin 60 puM, 100 pM ve 200 pM konsantrasyonlari test
edilmistir. MnTBAP klortiriin bu konsantrasyonlar literatiirde kortikal néron hiicre
kiiltiirlinde kullanilan miktarlardan esinlenilerek sec¢ilmistir (70). 25 mg MnTBAP
kloriir, 0,5 ml DMF i¢inde ¢oziilerek stok soliisyonu olusturulmustur. Elde edilen stok
soliisyonu NBA ile 10 kat sulandirilarak 60 pM, 100 uM ve 200 uM MnTBAP kloriir
konsantrasyonlari i¢in sirastyla 2 uL, 3 pL ve 7 puL kullanilmigtir.

Paklitakselin 0,01 uM ve 1 uM konsantrasyonlar1 test edilmistir. Paklitakselin
bu konsantrasyonlar1 post-mitotik DKG hiicrelerinde toksisitesinin degerlendirildigi
literatlirden esinlenilerek sec¢ilmistir (71). 24 mg paklitaksel, 5 ml DMSO iginde
coziilerek stok soliisyonu olusturulmustur. 1 pM paklitaksel konsantrasyonu i¢in stok

solisyonu NBA ile 3 kat sulandirilarak 1 pL kullanilmistir. 0.01 pM paklitaksel
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konsantrasyonu i¢in stok soliisyonu NBA ile 3 kat sonrasinda DMSO ile 100 kat

sulandirilarak 1 pL kullanilmigtir.

Sisplatinin 0,01 uM ve 0,1 uM konsantrasyonlari test edilmistir. Sisplatinin bu
konsantrasyonlar1 antineoplastiklerin klinik kullanimdaki dozlarinin, klinik olmayan
deneysel ¢alismalarda kullanimini1 degerlendiren literatiirden esinlenilerek segilmistir
(72). 5 pg sisplatin 800 uL. DMSO ve 800 uL NBA iginde coziilerek stok soliisyonu
olusturulmustur. 0,1 pM sisplatin konsantrasyonu i¢in stok soliisyonundan 2 pL
kullanilmistir. 0.01 uM sisplatin konsantrasyonu i¢in stok soliisyonu NBA ile 10 kat

sulandirilarak 2 pL kullanilmistir.

Vinkristinin 0,01 pM ve 1 pM konsantrasyonlar test edilmistir. Vinkristinin
bu konsantrasyonlari antineoplastiklerin klinik kullanimdaki dozlarinin, klinik
olmayan deneysel ¢alismalarda kullanimin1 degerlendiren literatiirden esinlenilerek
secilmigtir (72). 100 pg vinkristin, 1200 pL. NBA icinde coziilerek stok soliisyonu
olusturulmustur. 1 pM vinkristin konsantrasyonu icin stok soliisyonundan 2 pL
kullanilmistir. 0.01 uM vinkristin konsantrasyonu icin stok soliisyonu NBA ile 10 kat

sulandirilarak 2 pL kullanilmistir.

3.5. xCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi (RTCA) Sistemi ile
Norotoksisite Analizi

Hiicre kiiltiir soliisyonu, antioksidanlar ve antineoplastikler xCELLigence
RTCA testi icin yukarida agiklandig1 gibi hazirlanmistir. Empedans arka plan 6l¢iimii
icin her bir kuyucuga 200 pL hiicre kiiltiir soliisyonu ilave edilmistir. Antioksidanlar
ve antineoplastikler eklenmeden 6nce 12 saat boyunca 15 dakika zaman araliklarinda
kuyucuklarin arka plan 6l¢timleri kaydedilmistir. 12 saatin sonunda her bir kuyucuga
10 uL NGF 1ilave edilmistir. Sonrasinda antineoplastikler (sisplatin, paklitaksel,
vinkristin) ve antioksidanlar (daidzein, MnTBAP kloriir, Mito-TEMPO) yukarida
belirtilen dozlarin kombinasyonlar1 halinde ve es zamanli olarak kuyucuklara
eklenmistir (Tablo 4). Kuyuculardaki toplam hacim NBA ile 260 plL’ye
tamamlanmistir. E-plate 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve %95 O2 iceren inkiibatordeki
RTCA istasyonuna koyulmustur. Empedans degerleri 24 saate kadar 15 dakikalik

zaman araliklarinda RTCA sisteminde izlenmistir.
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Tablo 4. Deneyin Tasarimi

Kontrol Sisplatin Paklitaksel Vinkristin

0,0l uyM | 01 puM | 001 pM | 1TpuM (0,01 pM | 1 uM

Kontrol

10 uM

30 uM

Daidzein 100 uM

60 uM

100 uM

MnTBAP Kloriir | 200 uM

30 uM

100 uM

Mito-TEMPO | 200uM

3.6. istatistiksel Analiz

Her bir deney 3 farkli (birbirinden bagimsiz hayvandan izole edilen) kiiltiir
iceren E-plate ile tekrarlanmistir. Verilerin toplanmasi 24 saatlik siire boyunca RTCA
Software 2.0 yazilimi ile gergeklestirilmistir. Veriler OriginPro 2022b yazilim
programi (Originlab Corporation, Inc., One Roundhouse Plaza, Northhampton, MA
01060)  kullanilarak  kontrole ve birbirlerine gore istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Hiicre canliligi/néropati, RTCA sisteminde otomatik ol¢iilerek
sayisal veri ve grafik olarak sunulan "hiicre indeksi" parametresi iizerinden
degerlendirilmistir. Farkli kimyasallarin ndropati iizerine etkisinin degerlendirilmesi,
hiicre indeksi degeri-zaman egrisi grafigi ¢izilerek bu grafikte egri altinda kalan alan
hesaplanarak, bunlarin ortalamalarinin karsilastirilmasi seklinde gergeklestirilmistir.
24 saatlik hiicre indeksi takip doneminde her 15 dakikada bir elde edilen hiicre indeksi
verileri Ol¢lim zamanlar1 baglaminda karsilastirilmamis, bu verilerin toplami
kullanilarak elde edilen egrini altinda kalan alan (Microgal Origin programi yardimi
ile bu alan dijital olarak Ol¢iilmiistiir) degerleri kullanilarak karsilagtirmalar
gergeklestirilmistir. Bu yontem benzer protokoller i¢in literatiirde daha 6nce onerilmis
bir yaklagimdir (73). Egri altinda kalan alan degerlerinin karsilastirilmasi tek yonlii

ANOVA ve ardindan post hoc Tukey testi ile yapilmistir. Tiim degerler ortalama +
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standart sapma olarak ifade edilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, hiicre kiiltiirlerinin yapiminda eriskin Spraque Dawley cinsi
siganlarin  DKG noronlar1  kullanilmistir. Her bir deney birbirinden bagimsiz
hayvandan elde edilen 3 farkli hiicre kiiltiirlinde tekrarlanmistir. E-platelere hazirlanan
hiicre kiiltlir soliisyonu eklenmis ve sonrasinda 12 saat boyunca 15 dakika zaman
araliklartyla kuyucuklarin arka plan Olglimleri xCELLigence RTCA sistemi ile
kaydedilmistir. 12. saatin sonunda antineoplastikler (sisplatin, paklitaksel, vinkristin)
ve antioksidanlar (daidzein, MnTBAP kloriir, Mito-TEMPO) yukarida belirtilen
dozlarin kombinasyonlar1 halinde ve es zamanli olarak kuyucuklara eklenmistir. Hiicre
indeksi degerleri 24 saate kadar 15 dakikalik zaman araliklarinda xCELLigence RTCA

sisteminde izlenmistir.

24. saatin sonunda sadece antineoplastik ajan (sisplatin 0,01 uM, 0,1 uM;
paklitaksel 0,01 pM, 1 puM; vinkristin 0,01 pM, 1 pM) eklenen kuyucuklarin
tamaminda hiicre indeksi degerlerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diisiis
saptanmistir. Antineoplastiklerin kullanilan dozlarinin tamaminin istatistiksel olarak
anlamli norotoksik etki olusturdugu goriilmiistiir (sirasiyla p:0,00501, p:0,00161,
p:0,00514, p:0,02605, p:0,00644, p:0,00667) (Sekil 12). Gelisen ndrotoksisitenin

siddetinde antineoplastik ajanlar arasinda anlamli fark bulunmamastir.

e kontrol

—e&— paklitaksel 0,01 uM

Hiicre indeksi, normalize

0.8

16
1.4
1.4
1,4

0.4
0.4
0.4

0.2

0.4

0.9

o

—k— paklitaksel 1 uM

—— sisplatin 0,01 uM

—4— sisplatin 0,1 uM

F il —#— vinkristin 0,01 uM
|| —— vinkristin 1 uM

0 12 14 16 18 20 22 24
zaman, dakika

Sekil 12. Duyusal Néronlarda Hiicre indeksi Uzerine Antineoplastiklerin Etkileri

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilastirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden

gerceklestirilmigtir.
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Kuyucuklara 0,01 uM paklitaksel varliginda uygulanan daidzeinin 10 uM, 30
uM ve 100 uM dozlan paklitaksel ile tetiklenen hiicre indeksi diisiisiinii anlamli
derecede Onleyememistir. Daidzeinin 10 pM ve 30 puM dozlar1 hiicre indeksi
degerlerinde artisa yol agsa da bu artis sadece 0,01 pM paklitaksel uygulanan
kuyucugun hiicre indeksi degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
degildir. Daidzeinin kullanilan dozlarinin higbiri 0,01 uM paklitaksel dozuna karsi

noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamistir (Sekil 13).

—a— Kontrol

—e— PTX (0.01 uM)

—a— PTX + Daidzein (10 uM)
—v— PTX + Daidzein (30 uM)
—<— PTX + Daidzein (100 uM)

w
\
A}

Hiicre indeksi

% i i

5T | | |||||l|||i||i|||liii i |||

l||| ||' I ! »e ||| i
: I Ii!n i

III!III‘III!IIIQ::.«I

zaman, dakika

Sekil 13. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Diisiik Doz Paklitakselin (0,01 pM) Etkisi ve
Daidzein ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmas: iizerinden
gergeklestivilmistir (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, Tukey testi).

0,01 uM paklitaksel sonrasi kuyucuklara eklenen MnTBAP kloriiriin 60 uM,
100 uM ve 200 uM dozlar paklitakselin neden oldugu hiicre indeksi diislisiinii
istatistiksel olarak anlamli derecede dnleyememistir. MnTBAP klortiriin uygulanan
tim dozlar1 kuyuculardaki hiicre indeksi degerlerinde artis saglamistir. Ancak bu
durum 0,01 pM paklitaksel uygulanan kuyucugun hiicre indeksi degerleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir. MnTBAP klortiriin kullanilan
dozlarinin higbiri 0,01 uM paklitaksel dozuna karst ndronlarda istatistiksel olarak

anlamli koruyucu etki olusturmamustir (Sekil 14).
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—®— Kontrol
| T @ PTX(0.01um)
—&—— PTX + MnTBAP (60 uM)

31 T Wm — ¥ PTX+ MnTBAP
+ (100 uM)
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< PTX + MnTBAP (200 uM)

I

Hiicre indeksi

zaman, dakika

Sekil 14. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Diisiik Doz Paklitakselin (0,01 uM) Etkisi ve
MnTBAP kloriir ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

0,01 uM paklitaksel varliginda kuyucuklara uygulanan Mito-TEMPO’nun 30
uM, 100 uM ve 200 pM dozlar1 paklitaksel sonrasi gelisen hiicre indeksi diisiisiinii
istatistiksel olarak anlamli derecede 6nleyememistir. Mito-TEMPO’nun 30 uM ve 100
UM dozlart hiicre indeksi degerlerinde 0,01 uM paklitaksel uygulanan kuyucugun
hiicre indeksi degerlerine gore artis saglasa da istatistiksel olarak anlamli sonug elde
edilememistir. Mito-TEMPO’nun kullanilan dozlarmin higbiri 0,01 pM paklitaksel
dozuna kars1 noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamistir

(Sekil 15).
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Sekil 15. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Diisiik Doz Paklitakselin (0,01 uM) Etkisi ve
Mito-TEMPO ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

Kuyucuklara 1 pM paklitaksel varliginda uygulanan daidzeinin 10 uM, 30 uM
ve 100 uM dozlar paklitaksel ile tetiklenen hiicre indeksi diisiisiinii anlamli derecede
onleyememistir. Uygulanan daidzein dozlar1 hiicre indeksi degerlerinde artis
saglamamistir. Daidzeinin kullanilan dozlariin higbiri 1 pM paklitaksel dozuna kars1

noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Yiiksek Doz Paklitakselin (1 pM) Etkisi ve
Daidzein ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma icin, tek yonlii ANOVA, Tukey testi).

1 uM paklitaksel sonrasi kuyucuklara eklenen MnTBAP kloriiriin 60 uM, 100
uM ve 200 uM dozlari paklitakselin neden oldugu hiicre indeksi diisiisiinii istatistiksel
olarak anlamli derecede onleyememistir. MnTBAP kloriiriin 200 uM dozu hiicre
indeksi degerlerinde artis saglamistir. Ancak bu durum 1 pM paklitaksel uygulanan
kuyucugun hiicre indeksi degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
degildir. MnTBAP kloriiriin kullanilan dozlarimin higbiri 1 pM paklitaksel dozuna

kars1 noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamustir (Sekil 17).
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Sekil 17. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Yiiksek Doz Paklitakselin (1 pM) Etkisi ve
MnTBAP kloriir ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

1 uM paklitaksel varliginda kuyucuklara uygulanan Mito-TEMPO’nun 30 uM,
100 uM ve 200 pM dozlar paklitaksel sonrasi gelisen hiicre indeksi diisiisiinii
istatistiksel olarak anlamli derecede onleyememistir. Mito-TEMPO’nun 30 uM ve 100
uM dozlar1 hiicre indeksi degerlerinde 1 uM paklitaksel uygulanan kuyucugun hiicre
indeksi degerlerine gore artis saglasa da istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde
edilememistir. Mito-TEMPO’nun kullanilan dozlarinin higbiri 1 pM paklitaksel
dozuna kars1 noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamistir

(Sekil 18).
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Sekil 18. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Yiiksek Doz Paklitakselin (1 pM) Etkisi ve Mito-
TEMPO ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

Kuyucuklara 0,01 uM sisplatin varliginda uygulanan daidzeinin 10 uM, 30 uM
ve 100 uM dozlar sisplatin ile tetiklenen hiicre indeksi diisiisiinii anlamli1 derecede
onleyememistir. Daidzeinin 10 uM ve 100 uM dozlar hiicre indeksi degerlerinde
artisa yol agsa da bu artis sadece 0,01 uM sisplatin uygulanan kuyucugun hiicre indeksi
degerleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir. Daidzeinin
kullanilan dozlarmin higbiri 0,01 pM sisplatin dozuna kars1 noronlarda istatistiksel

olarak anlamli koruyucu etki olusturmamustir (Sekil 19).
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Sekil 19. Duyusal Néronlarda Hiicre indeksi Uzerine Diisiik Doz Sisplatinin (0,01 uM) Etkisi ve
Daidzein ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi)

0,01 uM sisplatin sonrasi kuyucuklara eklenen MnTB AP kloriiriin 60 uM, 100
uM ve 200 uM dozlarn sisplatinin neden oldugu hiicre indeksi diisiisiinii istatistiksel
olarak anlamli derecede Onleyememistir. MnTBAP kloriiriin 100 pM ve 200 pM
dozlart kuyuculardaki hiicre indeksi degerlerinde artig saglamistir. Ancak bu durum
0,01 uM sisplatin uygulanan kuyucugun hiicre indeksi degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli degildir. MnTBAP kloriiriin kullanilan dozlarinin higbiri
0,01 uM sisplatin dozuna kars1 noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki

olusturmamistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Duyusal Néronlarda Hiicre indeksi Uzerine Diisiik Doz Sisplatinin (0,01 uM) Etkisi ve
MnTBAP kloriir ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (tstandart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

0,01 uM sisplatin varliginda kuyucuklara uygulanan Mito-TEMPO’nun 30
uM, 100 uM ve 200 uM dozlar sisplatin sonrast gelisen hiicre indeksi diisiisiinii
istatistiksel olarak anlamli derecede onleyememistir. Mito-TEMPO’nun 30 uM ve 100
uM dozlart hiicre indeksi degerlerinde 0,01 uM sisplatin uygulanan kuyucugun hiicre
indeksi degerlerine gore artis saglasa da istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde
edilememistir. Mito-TEMPO’nun kullanilan dozlarmin hig¢biri 0,01 uM sisplatin
dozuna kars1 noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamistir

(Sekil 21).
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Sekil 21. Duyusal Noronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Diisiik Doz Sisplatinin (0,01 uM) Etkisi ve Mito-
TEMPO ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

Kuyucuklara 0,1 pM sisplatin varliginda uygulanan daidzeinin 10 puM, 30 uM
ve 100 uM dozlarn sisplatin ile tetiklenen hiicre indeksi diisiisiinii anlamli1 derecede
onleyememistir. Daidzeinin kullanilan tiim dozlar1 hiicre indeksi degerlerinde artisa
yol agsa da bu artis sadece 0,1 uM sisplatin uygulanan kuyucugun hiicre indeksi
degerleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir. Daidzeinin
kullanilan dozlarinin higbiri 0,1 uM sisplatin dozuna kars1 néronlarda istatistiksel

olarak anlamli koruyucu etki olusturmamustir (Sekil 22).
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Sekil 22. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Yiiksek Doz Sisplatinin (0,1 uM) Etkisi ve
Daidzeinin ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

0,1 uM sisplatin sonrasi kuyucuklara eklenen MnTBAP kloriiriin 60 pM, 100
uM ve 200 uM dozlarn sisplatinin neden oldugu hiicre indeksi diisiisiinii istatistiksel
olarak anlamli derecede Onleyememistir. MnTBAP kloriiriin tiim dozlar
kuyuculardaki hiicre indeksi degerlerinde artis saglamistir. Ancak bu durum 0,1 uM
sisplatin uygulanan kuyucugun hiicre indeksi degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli degildir. MnTBAP kloriiriin kullanilan dozlarinin higbiri
0,1 uM sisplatin dozuna kars1 noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki

olusturmamistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Yiiksek Doz Sisplatinin (0,1 uM) Etkisi ve
MnTBAP kloriir ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilastirma, her bir
ila¢ icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

0,1 puM sisplatin varliginda kuyucuklara uygulanan Mito-TEMPO’nun 30 pM,
100 uM ve 200 uM dozlari sisplatin sonrasi gelisen hiicre indeksi diisiisiinii istatistiksel
olarak anlamli derecede dnleyememistir. Mito-TEMPO’nun kullanilan tiim dozlar
hiicre indeksi degerlerinde 0,1 uM sisplatin uygulanan kuyucugun hiicre indeksi
degerlerine gore artis saglasa da istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir.
Mito-TEMPO’nun kullanilan dozlarmin hig¢biri 0,1 uM sisplatin dozuna kars1

noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Duyusal Noronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Yiiksek Doz Sisplatinin (0,1 uM) Etkisi ve Mito-
TEMPO ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (tstandart sapma) gostermektedir Karsilastirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

Kuyucuklara 0,01 pM vinkristin varliginda uygulanan daidzeinin 10 uM, 30
uM ve 100 uM dozlar1 vinkristin ile tetiklenen hiicre indeksi diisiislinii anlamli
derecede Onleyememistir. Daidzeinin 10 pM ve 100 pM dozlar1 hiicre indeksi
degerlerinde artisa yol agsa da bu artis sadece 0,01 pM vinkristin uygulanan
kuyucugun hiicre indeksi degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
degildir. Daidzeinin kullanilan dozlarimin hicbiri 0,01 pM vinkristin dozuna kars1

noronlarda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamustir (Sekil 25).
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Sekil 25. Duyusal Néronlarda Hiicre indeksi Uzerine Diisiik Doz Vinkristinin (0,01 pM) Etkisi ve
Daidzein ile Onlenebilirliginin Zaman Bagiml Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir
ilac icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

0,01 uM vinkristin sonrasi1 kuyucuklara eklenen MnTBAP kloriiriin 60 pM,
100 uM ve 200 uM dozlar1 vinkristinin neden oldugu hiicre indeksi diisiisiinii
istatistiksel olarak anlamli derecede Onleyememistir. Uygulanan MnTBAP kloriir
dozlart kuyuculardaki hiicre indeksi degerlerinde artis saglamamistir. MnTBAP
kloriiriin kullanilan dozlarinin higbiri 0,01 uM vinkristin dozuna karsi ndronlarda

istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki olusturmamistir (Sekil 26).
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Sekil 26. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Diisiik Doz Vinkristinin (0,01 uM) Etkisi ve
MnTBAP kloriir ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (+standart sapma) gostermektedir. Karsilastirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast fiizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

0,01 pM vinkristin varliginda kuyucuklara uygulanan Mito-TEMPO’nun 30
uM, 100 uM ve 200 uM dozlar1 vinkristin sonrasi gelisen hiicre indeksi diisiisiinii
istatistiksel olarak anlamli derecede dnleyememistir. Uygulanan Mito-TEMPO dozlar
hiicre indeksi degerlerinde artis saglamamistir. Mito-TEMPO’nun kullanilan
dozlarinin higbiri 0,01 uM vinkristin dozuna kars1 ndronlarda istatistiksel olarak

anlamli koruyucu etki olusturmamustir (Sekil 27).
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Sekil 27. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Diisiik Doz Vinkristinin (0,01 pM) Etkisi ve Mito-
TEMPO ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilastirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

Kuyucuklara 1 pM vinkristin varliginda uygulanan daidzeinin 10 uM, 30 uM
ve 100 uM dozlar1 vinkristin ile tetiklenen hiicre indeksi diisiisiinii anlamli derecede
onleyememistir. Uygulanan daidzein dozlar1 hiicre indeksi degerlerinde artisa yol agsa
da bu artis sadece 1 uM vinkristin uygulanan kuyucugun hiicre indeksi degerleri ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir. Daidzeinin kullanilan
dozlarinin higbiri 1 uM vinkristin dozuna kars1 néronlarda istatistiksel olarak anlamli

koruyucu etki olusturmamistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Duyusal Hiicre indeksi Uzerine Yiiksek Doz Vinkristinin (1 uM) Etkisi ve daidzeinin ile
Onlenebilirliginin Zaman Bagimli incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (+standart sapma) gostermektedir. Karsilastirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmast iizerinden
gerceklestirildi (p> 0.05 her karsilastirma igin, tek yonlii ANOVA, takiben Tukey testi).

1 uM vinkristin sonras1 kuyucuklara eklenen MnTBAP kloriiriin 60 uM, 100
uM ve 200 uM dozlar1 kuyuculardaki hiicre indeksi degerlerinde artis saglamis ve
vinkristinin neden oldugu hiicre indeksi diisiisiinii istatistiksel olarak anlamli derecede
azaltmistir ( sirastyla p:0,01008, p:0,03386, p:0,03115). MnTBAP kloriiriin kullanilan
tim dozlari1 1 pM vinkristin dozunun neden oldugu ndrotoksisiteyi tamamen
onleyemeseler de siddetinin azalmasinda etkili olmustur. Dozlar arasinda koruyucu

etkinlik bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (Sekil 29).
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Sekil 29. Duyusal Noéronlarda Hiicre indeksi Uzerine Yiiksek Doz Vinkristinin (1 pM) Etkisi ve
MnTBAP kloriir ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli Incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (tstandart sapma) géstermektedir. Karsilastirma, her bir
ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi.

1 uM vinkristin varliginda kuyucuga uygulanan Mito-TEMPO’nun 200 pM
dozu kuyucuktaki hiicre indeksi degerlerinde artis saglamis ve vinkristin sonrasi
gelisen hiicre indeksi diisiislinii istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir
(:0,0378). Mito-TEMPO’nun uygulanan 30 uM ve 100 pM dozlart hiicre indeksi
degerlerinde artis saglasa da 1 pM vinkristin uygulanan kuyucugun hiicre indeksi
degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir
(»>0,05). Mito-TEMPO’nun sadece 200 uM dozu 1 uM vinkristin dozunun neden
oldugu norotoksisiteyi tamamen dnleyemese de siddetinin azalmasinda etkili olmustur

(Sekil 30).
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Sekil 30. Duyusal Néronlarda Hiicre Indeksi Uzerine Yiiksek Doz Vinkristinin (1 pM) Etkisi ve Mito-
TEMPO ile Onlenebilirliginin Zaman Bagimli incelenmesi

Not: Her bir trase 3 farkli deney ortalamasini (£standart sapma) gostermektedir. Karsilagtirma, her bir

ilag icin grafik egrisi (hiicre indeksi-zaman) altinda kalan alanlarin hesaplanmasi iizerinden
gerceklestirildi.
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5. TARTISMA

KTPN, kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok antineoplastik ajanin neden
oldugu yaygin ve zorlu bir komplikasyondur (1, 2). Artan kanser insidansi, kanser
tedavisi verilme oranlar1 ve tedavi sonrasi sag kalim KTPN prevalansinin giderek
artmasina katkida bulunmaktadir (2). Tedavi sirasinda ortaya cikabilecegi gibi
kemoterapi rejimi bittikten aylar sonra da goriilebilmektedir. Siddetli semptomlari
olan hastalarda kemoterapi dozunun azaltilmasina hatta tedavinin kesilmesine neden
olabilen, bu nedenle de tedavinin etkinligini ve sag kalimi olumsuz yonde etkileyen,
hastanin yagsam kalitesini dnemli 6l¢iide bozan ciddi bir yan etkidir (2). Giiniimiizde
KTPN’nin Onlenmesinde ve/veya tedavisinde kullanilan etkili bir yontem
bulunmamaktadir. Tedavi amaciyla kullanim1 kanitlanmis tek ajan duloksetindir (2,
3). Altta yatan mekanizmalar1 hedefleyerek KTPN gelisimini potansiyel olarak
degistirebilecek ajanlari inceleyen bir dizi ¢aligma olsa da herhangi bir spesifik ajani
onermek i¢in literatiirde yeterli kanit bulunmamaktadir (2, 49, 50, 74). Bu durum
KTPN’nin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni stratejiler gelistirmek amaciyla daha fazla

calisma yapilmasi gerektigini géstermektedir.

Bu tez calismasinda; KTPN’nin patofizyolojisi dikkate alindiginda, bu yan
etkinin Onlenmesinde hiicre penetrasyonu yiiksek ve mitokondri hedefli
antioksidanlarin etkileri incelenmistir. Daidzein, MnTBAP Kkloriir ve Mito-
TEMPO’nun etki mekanizmasi ve potansiyeli bakimidan KTPN’ye karsi etkili
olabilecegi diisliniilmiistiir. Antioksidanlarin Onleyici potansiyelleri DKG noron
kiiltiiri modelinde test edilmistir. KTPN’ye neden olma riskinin yiiksek oldugu bilinen
sisplatin, vinkristin ve paklitaksel DKG ndron kiiltiiriinde norotoksisite olusturulmasi
amaciyla kullanilmistir (1, 3). Norotoksisite analizinde xCELLigence RTCA sistemi

kullanilmistir.

Daidzein hiicre i¢i Ostrojen reseptorlerine baglanarak etki gosteren bir
fitoostrojendir (59). Daidzeinin; hipokampal ndéronlar, kortikal noéronlar, DKG
noronlar1 gibi ¢esitli hiicrelerde 6nemli noronal koruma ve norotrofik etkileri oldugu
bilinmektedir (59, 75-77). Ma ve arkadaslarinin inme ve omurilik yaralanmalarinda
tedavi stratejisi gelistirmek amaciyla DKG ndoron kiiltiiriinde yaptiklari ¢galismalarinda

daidzeinin 30 uM ve 40 uM dozlarmin arginaz aktivitesini arttirarak miyelin iliskili
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glikoprotein inhibisyonunu engelledigi ve bdylece noéron biiylimesini ve akson
uzamasint olumlu yonde etkiledigi gdsterilmistir (76). Yang ve arkadaslarinin
daidzeinin DKG noéron kiiltiiriindeki etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, daidzeinin
DKG noronlart igin toksik etkisinin olmadigi; DMSO eklenen gruba kiyasla daidzeinin
10 uM, 30 pM, 50 uM ve 100 uM dozlarinin akson uzunlugu ve néron basina toplam
dendrit sayisint anlamli derecede arttirdigi gosterilmistir (59). Daidzeinin noron
hiicrelerinde meydana getirdigi etkileri degerlendirmek amaciyla yapilmis bir¢ok
calisma olmasina ragmen KTPN gelisiminin onlenmesi ya da geri dondiiriilmesine
yonelik yapilmis bir calisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasinda
daidzeinin DKG noron kiiltiiriindeki etkileri dikkate alinarak KTPN iizerine etkileri

degerlendirilmistir.

MnTBAP kloriir stiperoksit dismutaz ve katalaz benzeri aktiviteye sahip, diigiik
molekiil agirlikli bir molekiildiir (61). Akciger iizerinde yaygin koruyucu etkileri
vardir (62, 78). Oury ve arkadaslarinin bleomisin verilen fareler iizerinde yapiklari
caligmalarinda bleomisine bagli akciger fibrozisini %30 oraninda azalttig
gosterilmistir (62). Oksijen kaynakli retinopatide oksidatif stresin Onlemesinde de
etkilidir (63). Ayrica sigan serebral hemisferlerinden hazirlanan karigik noronal ve
glial hiicre kiiltiirlinde ROS birikimini engelleyerek noroprotektif etki yaptig
gosterilmigtir (70). KTPN patofizyolojsinde oksidatif stres ve mitokondriyal
antioksidan mekanizmalarin rolii dikkate alindiginda MnTBAP kloriiriin KTPN
gelisimini 6nleme/geri dondiirmede etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve bu ¢alismada
KTPN {izerine etkileri in vitro olarak incelenmistir. Literatiirde DKG noron kiiltiiriinde
MnTBAP kloriiriin KTPN {izerindeki etkilerinin incelendigi benzer bir calisma

bulunmamaktadir.

Mito-TEMPO mitokondriyi hedef alan ve siiperoksiti temizleyerek
mitokondriyi koruyan, bir trifenilfosfonyum kismi ile konjuge nitroksittir (66).
Hipertansiyon gelisimi, ateroskleroz, diyabet, yaglanma, ani kardiyak 6liim gibi bir¢cok
patolojik durumda mitokondriyal kaynakli siiperoksiti temizleyerek oksidatif stres
hasarina kars1 hiicreleri korudugu gostermistir (79, 80). Liang ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢aligmada Mito-TEMPO’nun domuz proksimal tiibiil epitel hiicresi
kiiltiiriinde mitokondriyal biitiinliigii korudugu, hiicrenin nekroz ve apoptozunu

azalttigin1 gosterilmistir (65). Ayrica Mito-TEMPO’nun yetiskin erkek Spraque-
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Dawley sicanlarinda noropatik agriyr azalttigt da gosterilmistir (66). Mito-
TEMPO’nun oksidatif hasara karsi koruyucu etkisinden yola ¢ikarak yapilan birgok
calisma olmasina ragmen KTPN iizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir calisma
literatiirde bulunmamaktadir. Etki mekanizmasi ve literatiirdeki calismalar dikkate
alindiginda Mito-TEMPO’nun KTPN’nin Onlenmesi/geri dondiiriilmesinde etkili

olabilecegi diislinlilmiis ve bu ¢calismada kullanilmistir.

KTPN’ye neden olan antineoplastikler arasinda platin bilesikleri en yaygin
kullanilan ajanlardir. Sisplatin bu grubun en sik kullanilan iiyesidir (14). DKG
noronlarinda sisplatinin ROS iiretimini arttirarak, mtDNA ’da hasara neden olarak ve
DNA’da eklentiler olusturarak hiicre apoptozunu indiikledigi ve KTPN gelisimine
neden oldugu bilinmektedir (44). Bu ¢alismada da 12 saatlik arka plan 6l¢limii sonrasi
DKG noron kiiltiirii ekili kuyucuklara 0,1 uM ve 0,01 uM sisplatin eklendiginmis ve
24 saat boyunca 15 dakika zaman araliklariyla hiicre indeksi degerleri kaydedilmistir.
Hiicre indeksi degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda sisplatinin her iki
dozunun da literatiirde belirtildigi gibi (44, 72) norotoksisite gelisimine eden oldugu
goriilmiistiir. 1ki dozun neden oldugu norotoksisitenin siddeti arasinda bir fark

bulunmamastir.

DKG noron Kkiiltiirii ekili kuyucuklara sisplatin (0,1 pM, 0,01 uM) ile es
zamanli olarak ve farkli kombinasyonlar seklinde daidzein (10 uM, 30 uM, 100 uM),
MnTBAP kloriir (60 uM, 100 pM, 200 uM) ve Mito-TEMPO (30 uM, 100 uM, 200
uM) eklenmistir. Her ii¢ antioksidaninda kullanilan tiim dozlan sisplatin ile gelisen
hiicre indeksi degerlerindeki diisiisiinii 6nleyememistir. Kullanilan antioksidanlar
sisplatin sonrasi gelisen norotoksisite siddetinde herhangi bir azalma saglamamaistir.
Daha once yapilan bir¢ok calismada; daidzeinin DKG noron kiiltiiriinde noroprotektif
etkilerinin oldugu (59, 75-77), MnTBAP Kkloriiriin noronlarda ROS birikimini
engelleyerek noroprotektif etki yaptigr (70), Mito-TEMPO’nun siiperoksit
radikallerini temizleyerek oksidatif hasara karsi noronlart korudugu (65, 79, 80)
gosterilmistir. Ancak bu tez calismasinda sisplatin ile tetiklenen noropati tizerinde
benzer sonuclar elde edilememistir. Literatiirde bu antioksidanlarin KTPN tizerindeki
etkilerini degerlendiren ¢aligmalarin olmamasi da dikkate alindiginda bu konuda daha

fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.
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Taksanlar; akciger, over ve meme kanserleri gibi bircok solid organ
malignitesinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan mikrotiibiil stabilize edici
ajanlardir. Taksanlarin iiyesi olan paklitakselin baglica yan etkilerinden biri; geri
dontisii olmayan, uzun siireli olabilen, doz sinirlayict periferik ve agrili néropatinin
gelismesidir (81, 82). Bu calismada DK G noéron kiiltiirii ekili kuyucuklara 0,01 uM ve
1 uM paklitaksel eklendikten sonra 24 saat boyunca 15 dakikalik zaman araliklarryla
hiicre indeksi degerleri Olgiilerek paklitakselin ndrotoksisitesi degerlendirilmistir.
Paklitaksel 0,01 uM ve 1 uM dozu eklenen kuyucuklarin hiicre indeksi degerleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda kullanilan iki dozunda literatiirde belirtildigi gibi
(71, 72) norotoksisite gelisimine neden oldugu gériilmiistiir. Iki dozun neden oldugu

norotoksisitenin siddeti arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

DKG noron kiiltiirii ekili kuyucuklara paklitaksel (0,1 uM, 0,01 uM) ile es
zamanl olarak ve farkli kombinasyonlar seklinde daidzein (10 uM, 30 uM, 100 uM),
MnTBAP kloriir (60 uM, 100 uM, 200 uM) ve Mito-TEMPO (30 uM, 100 uM, 200
uM) eklenmistir. Her ii¢c antioksidaninda kullanilan tiim dozlar1 paklitakselin neden
oldugu hiicre indeksi degerlerindeki diiglisiin Onlenmesinde etkili olmamustir.
Kullanilan antioksidanlar paklitaksel sonrasi gelisen norotoksisite siddetinde herhangi
bir azalma saglamamistir. Daha once yapilan DKG néron kiiltiirii ¢alismalarinda
daidzein, MnTBAP kloriir ve Mito-TEMPO’nun néroprotektif etkili oldugu
goriilmesine ragmen (59, 65, 75-77, 79, 80) calismamizda benzer sonuclar
bulunmamistir. Bu durumun antineoplastik ajanlarin néronlarda olusturdugu siddetli
norodejeneratif etkiye bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu konuda daha fazla ¢calisma

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Vinkristin mikrotiibiil olusumunu bozarak antineoplastik etki gdsteren bir
ajandir. Vinka alkaloid grubunun bilinen en norotoksik iiyesidir (83). Bu c¢alismada
DKG noron kiiltiirti ekili kuyucuklara 0,01 uM ve 1 uM vinkristin eklendikten sonra
24 saat boyunca 15 dakikalik zaman araliklariyla hiicre indeksi degerleri Olciilerek
vinkristin ndrotoksisitesi degerlendirilmistir. Vinkristin 0,01 uM ve 1 uM dozu
eklenen kuyucuklarin hiicre indeksi degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda
kullanilan iki dozunda literatiirde belirtildigi gibi (72, 83) norotoksisite gelisimine
neden oldugu goriilmiistiir. iki dozun neden oldugu ndrotoksisitenin siddeti arasinda

anlaml bir fark bulunmamastir.
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DKG noron kiiltiirii ekili kuyucuklara vinkristin (0,1 uM, 0,01 pM) ile es
zamanl olarak ve farkli kombinasyonlar seklinde daidzein (10 uM, 30 uM, 100 uM),
MnTBAP kloriir (60 uM, 100 uM, 200 uM) ve Mito-TEMPO (30 uM, 100 uM, 200
uM) eklenmistir. Ug antioksidaninda kullanilan tiim dozlar1 0,01 pM vinkristinin
neden oldugu hiicre indeksi degerlerindeki diisiisiin dnlenmesinde etkili olmamustir. 1
UM vinkristin ile es zamanl olarak kuyucuklara uygulanan 200 uM Mito-TEMPO
hiicre indeksi degerlerinde anlamli derecede artis saglayarak vinkristin ile olusan hiicre
indeksi diislislinii azaltmistir. Benzer sekilde 1 uM vinkristin ile es zamanli olarak
kuyucuklara uygulanan 60 pM, 100 uM ve 200 uM MnTBAP Kkloriir hiicre indeksi
degerlerinde anlamli derecede artis saglayarak vinkristin ile tetiklenen
norotoksisitenin siddetinde azalma saglamistir. Bu sonucun ortaya c¢ikmasinda
MnTBAP Kkloriiriin ndronlarda ROS birikimini engelleyici etkisinin ve Mito-
TEMPO‘nun siiperoksit radikalini temizleyerek oksidatif stresi azaltmasinin rol
oynadig1 digiiniilmektedir. Literatirde MnTBAP kloriiriin antioksidan etkisiyle
ozellikle akciger parankim hiicreleri ve noronlarda koruyucu etkisinin oldugunu (62,
63, 70, 78), Mito-TEMPO’nun néropatik agriy1 azaltici etkisinin oldugunu (65, 66)
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu tez c¢alismasinda da MnTBAP kloriiriin ve
Mito-TEMPO’nun 1 pM vinkristin ile muamele edilmis DKG noron kiiltiiriinde

literatiirdekine benzer etkiler gosterdigi bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda mitokondri hedefli, hiicre penetrasyonu yiiksek, daha dnce

bu amacla test edilmemis antioksidanlar olan daidzein, MnTBAP kloriir ve Mito-

TEMPO’nun KTPN iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Eriskin siganlarin DKG

duyusal noronlarindan elde edilen hiicre kiiltlirlerine kanser tedavisinde kullanilan

sisplatin, paklitaksel, vinkristin ve mitokondri hedefli antioksidanlar olan daidzein,

MnTBAP kloriir, Mito-TEMPO farkli doz kombinasyonlar1 halinde ve es zamanl

uygulanarak ndropati gelisimi (hiicre canlilig1 iizerinden) incelenmistir.

Antineoplastiklerin  kullanilan  dozlarmin tamaminin ndrotoksik etki
olusturdugu goriilmistiir. Gelisen norotoksisitenin siddetinde antineoplastik
ajanlar arasinda anlamli fark bulunmamastir.

Her ti¢ antioksidanin da kullanilan tiim dozlar sisplatin ve paklitakselin neden
oldugu norotoksisite siddetinde azalma saglamamustir.

Her ii¢ antioksidanin da kullanilan tiim dozlar1 0,01 uM vinkristinin neden
oldugu norotoksisiteyi engelleyememistir.

1 uM vinkristin varliginda kuyucuklara uygulanan daidzein vinkristinin neden
oldugu norotoksisiteyi engellemede etkili olamamugtir.

MnTBAP kloriiriin 60 pM, 100 uM ve 200 uM dozlar1 ve Mito-TEMPO’nun
200 uM dozu 1 uM vinkristinin neden oldugu ndrotoksisiteyi istatistiksel
olarak anlamli derecede azaltmistir. Bu sonucun ortaya ¢ikmasinda MnTBAP
kloriiriin noronlarda ROS birikimini engelleyici etkisinin ve Mito-
TEMPO‘nun siiperoksit radikalini temizleyerek oksidatif stresi azaltmasinin
rol oynadig diisiiniilmektedir. Dozlar arasinda koruyucu etkinlik bakimindan
anlaml fark saptanmamustir.

DKG néron kiiltiirii ¢alismalarinda daidzein, MnTBAP kloriir ve Mito-
TEMPO’nun noroprotektif etkili oldugunu gosterilmesine ragmen bu
calismada benzer etkilerin bulunmamasinin antineoplastik ajanlarin néronlarda
olusturdugu siddetli noérodejeneratif etkiye bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Literatiirde bu antioksidanlarin KTPN {izerindeki etkilerini degerlendiren
calismalarin olmamas1 da dikkate alindiginda bu konuda yeni g¢aligmalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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Artan kanser insidansi ve tedavi sonrasi sag kalim oranlari nedeniyle KTPN
prevalansi giderek artan bir tedavi komplikasyonudur. Patofizyolojisinin tam
olarak  aydinlatilamamis olmasi, tani metotlarindaki  kisitlamalar,
onlenmesinde ve/veya tedavisinde kullanilan etkili bir yontemin olmamasi da

bu konuda daha genis ¢apli caligmalar yapilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.
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