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KEMORADYOTERAPIYE BAGLI OTOTOKSISITE VE DARBEPOETININ
ETKIiSi

Doktora Tezi

Asuman Feda BAYRAK

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
Onkoloji Enstitiisiit Temel Onkoloji Anabilim Dal

OZET

Bu ¢alismada Wistar tiirii siganlarda Darbepoetin (DPO) uygulamasinin
sisplatine bagli ototoksik etkiyi 6nleyici rolii olup olmadiginin degerlendirilmesi
amaglandi. DPO nun ototoksisiteye karst olasit koruyucu rolii nuclear factor
(erythroid-derived 2)- like 2 (Nrf-2) ve hedef genleri, ve apoptoz iizerinden
incelendi.

Calismada; kontrol, sisplatin(CDDP) (16mg/kg IP tek doz), DPO (25
ng/kg intraperitoneal (IP), sisplatinden énce DPO (25 pg/kg (IP) uygulanan
gruplar olusturulmasi amaciyla 28 adet wistar albino rat kullanildi. Deneyin
yedinci giiniinde igitme Olglimleri sonrasinda ratlar sakrifiye edildi. Apoptotik
hiicre 6liimii kulak dokusunda in-situ hibridizasyonla TUNEL analizi ile; kaspaz
3, 8, 9 ve Nrf-2 ve Hem oksijenaz-1, NQQ1 gibi Nrf-2 iliskili antioksidan ve
INOS, nNOS diizeyleri immiinohistokimyasal yontemle, protein ekspresyon
diizeyleri dokuda immunohistokimyasal yontem ile ¢alisildi. Her bir grup kendi
icinde karsilastirilarak degerlendirildi. Istatitistiksel olarak p<0.05 diizeyinde
anlamlilik kabul edildi.Sisplatin uygulamas: ile isitme Ol¢limlerinde kontrol
grubuna gore ototoksik etkileri gosteren tiim frekanslarda isitme kaybi saptandi.
Immunohistokimyasal doku diizeyinde gerceklestirilen incelemelerde siplatin
uygulanan grupta i¢ kulakta striiktiirel degisiklikler, beyin ve sinir dokularinda
nekroz ve nekroptoz saptandi. Darbopeotin hem sisplatinin ortaya ¢ikardigi i¢
kulak ve beyin hasarlarin1 6nledigi hem apoptotik protein ekspresyonlar1 hem de
oksidatif stres ilesikili belirtegler olan Nrf-2 ve iligkili Hem oksijenaz-1, NQO1
lizerinden gosterirken nitrik oksit sistemi proteinleri lizerinden etkileri de
saptandi.

Bu calismada sisplatinin olusurdugu ototoksisite fonksiyonel diizeyde
gosterilmistir. Darbopoetinin sisplatine bagl gelisen i¢ kulak ve beyin hasarina
kars1 koruyucu oldugu apoptozun azaltilmasi, antioksidan Nrf-2 ve hedef protein
diizeylerinin artis1 ile oksidatif stresin dnlenerek gelistigi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: darbepoetin, ototoksisite, sisplatin

Tezin sayfa adedi:52
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ABSTRACT

This study aims to determine and evaluate whether the administration of
Darbepoetin (DPO) has a preventive effect against ototoxic effects due to
cisplatin on Wistar rats. DPO’s potential protective effect against ototoxicity will
be examined through nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) and target
genes.

In the study; 28 wistar albino rats were used to form, control, cisplatin
(16mg/kg 1P ), DPO (25 ug/kg, IP), DPO administered before cisplatin groups,
Apoptotic cell death was determined by TUNEL analysis by in situ hybridization
in ear tissue; caspase 3, 8, 9 levels immunohistochemical methods, Nrf-2 and
Nrf-2 associated with NrQ2 antioxidant and iNOS, nNOS, protein expressions
will be studied by tissue immunohistochemical methods. Each group will be
evaluated in comparison.

With cisplatin application, hearing loss was detected in all frequencies
showing ototoxic effects compared to the control group. In the examinations
performed at the level of immunohistochemical tissue, structural changes in the
inner ear, necrosis and necroptosis in the brain and nerve tissues were detected
in the ciplatin group. Effects of darbopeotin on nitric oxide system while
cisplatin prevented the inner ear and brain damage, both apoptotic protein
expressions and nrf-2, associated with oxidative stress, on NQO1 was also
detected.

In this study, ototoxicity, which consists of cisplatin has been shown at
functional level. Darbopoetin has been shown to protect against inner ear and
brain damage due to cisplatin reducing apoptosis, increasing anti-oxidant
protein levels, preventing oxidative stress.

Key words: cisplatin, darbopoetin, , ototoxicity
Page number:52
Advisor: Prof.Dr. Zekiye Sultan Altun



1 GIRIS VE AMAC
1.1 Problemin Tanimi ve Onemi
Sisplatin (CDDP) bas boyun tiimdrlerinin tedavisinde siklikla kullanilan

kemoterapétik bir ajandir. Ancak CDDP’in serbest oksijen radikallerinin
olusumuna neden olmasi sonucu olusan ototoksik, ndrotoksik ve nefrotoksik yan
etkileri klinik uygulamalarda doz ayarlamasi gerektirmektedir. Ototoksik etkileri
azaltmaya yOnelik ajanlarla ilgili bir¢ok calisma yapilmistir. Eritropoetin (EPO)
de bunlardan birisidir. Darbepoetin (DPO); eritropoetinin daha uzun yar1 dmiirli
ve in-vivo daha etkili aktif sentetik formu olup kronik bobrek yetmezligi ve
kanser tedavisine bagl gelisen anemi tedavisinde kullanilan bir ajandir. Bunun
disinda  etanol  intoksikasyonu iligkili  norotoksisiteye ve CDDP
nefrotoksisitesine karsi koruyucu oldugu da bildirilmistir. Literatiirde bugiine
dek yapilan caligmalarda DPO ve CDDP ototoksisitesi iizerine etkilerinin
arastirildig1 herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

1.2.Arastirmanin Amaci

Bu calismanin amaci, DPO uygulamasinin CDDP ototoksisitesi lizerine

koruyucu etkilerinin arastirilmasidir. Bu amacgla DPO uygulamasinin ratlarda
CDDP’in apoptotik etkisini degistirici bir etkisinin olup olmadigi; hayvanlarda
distorsiyon iirlinli otoakustik emisyon (DPAOE) ve isitsel uyarilmis beyin sap1
yanitlart (ABR) ile test edilmesi ve koklea, beyinsapt ve temporal lob
dokularmin histopatolojik olarak incelemesi ve reaktif oksijen iiriin olusumu,
Nrf2 ve iligkili antioksidan genler olan Nuclear factor (erythroid-derived 2)- like
2 (Nrf-2), NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1), hem oksijenaz-1 (HO-
1), glutatyon-S-trasnferaz (GST), indiiklenebilir Nitrik Oksid Sentaz (iNOS),
ndronal Nitrik Oksid Sentaz (nNOS), apoptoz iliskili kaspaz eskpresyon
diizeylerinin kontrol grubu ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

1.3.Arastirmanin Hipotezleri
DPO; in-vivo olarak CDDP ototoksisitesini dnleyici bir etkiye sahiptir.
DPO; CDDP’e bagl gelisen ototoksisiteyi, apoptozu azaltarak ortaya ¢ikarir.
DPO; CDDP’e bagl gelisen ototoksisiteyi Nrf-2 ve iligkili antioksidan NQOI,
HO-1, GST, iNOS ve nNOS ekspresyonlarini degistirerek ortaya ¢ikarir.



DPO; CDDP’e bagli gelisen ototoksisiteyi oksidatif stresi azaltarak glutatyon ve
anti-inflamatuar proteinler olan TNF-alfa ve IL-1B protein diizeylerini

degistirerek ortaya ¢ikarir.



2. GENEL BILGILER

Tiim kulak yapilar ti¢ germ tabakasindan koken almaktadir. Dis kulak ve
orta kulak brankial yarik ve ceplerden, i¢ kulak ise beyinde rombensefalonun
karsisina gelen dis ektodermden gelismektedir. Koklea, i¢ kulagin 6n kisminda
bulunan, sekli salyangoza benzeyen tiip seklinde bir kemiktir (1). Koklea;
modiolus, kanalis spiralis koklea ve lamina spiralis osseadan olusmaktadir.
Kokleani eksenini modiolus olusturur. i¢indeki kanallardan koklear damarlar
ve sekizinci kranial sinir lifleri gecer. Modiolus i¢inde korti ganglionu da
bulunur. Kanalis spiralis; kokleada modiolusun g¢evresini iki buguk defa spiral
olarak dolanan bir kemik yoldur. Vestibulun 6n alt kismindan baglar ve zirve
veya kupula adi verilen kapali bir ugla sonlanir. Lamina spiralis ossea,
modiolustan uzanan kemik bir laminadir. Fibréz bir tabaka ile devam eder ve
kars1 duvara ulasarak kanalis spiralis kokleay1 ikiye boler. Vestibuluma agilan
list parcaya skala vestibuli, fenestra koklea araciligiyla kavum timpaniye acilan
alt pargaya skala timpani denir. Iki skala; kokleanin tepesinde helikotrema
denilen delikle birlesir. Lamina osseanin serbest kenari ile kanalis spiralis
kokleanin dis yan duvari arasindaki baziler membranin iizerinde, korti organi
(organum spirale) ad1 verilen isitme organi bulunur (2).

CDDP; eriskin ve ¢ocukluk ¢aginda goriilen pek ¢ok bag boyun tiimoriiniin
tedavisinde kullanilmaktadir ve ototoksik, ndrotoksik ve nefrotoksik yan etkileri
klinik uygulamalarda doz ayarlamasi gerektirmektedir. CDDP’in ototoksik etki
mekanizmalari kesin bilinmemekle birlikte kokleanin bazal kivrimindaki ilk sira
hiicrelerde baslayip daha yukaridaki dis tiiylii hiicrelere dogru progrese olan ve
i¢ tliyll hiicreleri de etkileyen korti organ hasarina neden olmaktadir. CDDP
ototoksisitesi reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve oksidatif mitokondri hasari
sonucunda meydana gelmektedir (3,4). Artan reaktif oksijen iirlinleri ile
glutatyon ve antioksidan enzimler tilkenmekte ve siiperoksit, hidrojenperoksit ve
toksik lipidler kohlear hiicrelere kalsiyum girisine neden olmakta ve apoptozisi
tetiklemektedir. Nitrik oksit (NO) L-arginin aminoasidinden Nitrik Oksit Sentaz
(NOS) enzimi yardimiyla sentezlenen serbest radikaldir. Noronal NOS (nNOS)
ve indiiklenebilir (iNOS) yoluyla olusan NO hiicresel hasar ve ndrotoksisite

yapma potansiyeline sahiptir. NO varliginda sisplatin toksisitesinde artig oldugu



gozlenmistir. Sisplatin ototoksisitesinin patogenezinde inflamatuar sitokinler de
rol oynar. IL-6, TNF-a, MCP-1, KC, MIP-2, sICAM-1 ve VEGF gibi
inflamatuar yanit mediatorleri spiral ligamentteki fibrositler tarafindan IL-1f3
ve TNF-a gibi  proinflamatuar sitokinlerden iiretilirler. Bu mediatorlerin
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu indiiklemesi sonucu fibrosit hasari ve
kohleanin islevinin bozulmasina neden olur. Proinflamatuar sitokinler cisplatine
bagli kohlea hasarinda kritik bir rol oynar. Ozellikle TNF-o’ nin aktivasyonunun
inhibe edilmesi sisplatin enjeksiyonu sonrasi diger proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu anlamli dlglide azaltir. Mediatorlerin inflamatuar hiicrelerin
infiltrasyonunu indiiklemesi sonucu fibrosit hasar1 ve kokleanin islevinin
bozulmasina neden olur. I¢ kulagm immiin fonksiyonu labirentit gibi infeksiydz
hastaliklara kars1 korunmada ¢ok 6nemli olmasina ragmen, immiiniteyle iligkili
inflamatuar yanitlar i¢ kulakta siklikla koklear dejenerasyona ve kalict igitme
kaybina yol acar (5,6,7,8).

Ototoksisiteden korunma icin N-asetil-sistein (9), erdostein (10,11),
minosiklin (12) dietilditiokarbamat (13), piperin (14), ebselen (15), resveratrol
(16), korean red ginseng (17) busilamin (18), ginkgolid B (19), D-metionin (20),
acetyl L-carnitine (21), deksametazon (22) gibi koruyucu ajanlar ¢alisilmigtir.
EPO’in de i¢ kulak hasarina karsi otoprotektif etkilerini gosteren caligsmalar
vardir (23,24,25,26). Spiral ganglion ndron hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir
calismada, EPO nun i¢ kulak hiicrelerine onemli rejeneratif etkisinin oldugu
saptanmistir (27). DPO; EPO’in daha uzun yar1 émiirli ve in-vivo daha etkili
aktif sentetik formu olup kronik bobrek yetmezligi ve kanser tedavisine baglh
gelisen anemi tedavisinde kullanilan bir ajandir. Ayn1 zamanda solid tiimorlii
hastalarda kemoterapiye bagli gelisen anemi tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (28,29). Bunun disinda norotoksisiteye ve nefrotoksisiteye karsi da
koruyucu oldugu bildirilmistir (41-48). DPO’nun néroprotektif etkileriyle ilgili
bir¢ok ¢aligma vardir (30,31,32). Bir ¢alismada DPO’in etanol intoksikasyonu
iligkili norotoksisiteye (33) ve diger bir calismada da CDDP nefrotoksisitesine
kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir (34). Ancak DPO’un i¢ kulak hasarina olan
etkileriyle ilgili bugiine dek yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Tavsanlarda

deneysel subaraknoid kanamay1 takiben serebral vazospazmda rekombinant



EPO ve DPO’nin etkileri karsilagtirllmig; DPO’nin vazospazmi onledigi ve
subaraknoid kanama sonrasi noropotektif etki sagladigi ayrica DPO ile EPO"den
daha iyi sonuglar elde edildigi bildirilmistir (35). Bu nedenle DPO’in CDDP’e
bagli ototoksisitede koruyucu olup olmadigi g¢alisilmistir. Bu c¢alisma ile
deneysel olarak CDDP ile ototoksisite modeli olusturularak DPO’in
ototoksisiteyi Onleyici etkisi aragtirilmistir. DPO’in daha Onceki ¢aligmalarda
saptanan noroprotektif ozelliklerinden yola ¢ikilarak ototoksisitede etkisi olup
olmadig1 hipotezinden hareket edilmistir. DPO’in CDDP’e bagli ototoksisitede
koruyucu olup olmadigi ve olast koruyucu mekanizmanin Nrf-2 ve hedef

proteinleri ile iliskili olup olmadigi ¢aligilmstir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Tipi:
Calisma, deneysel analitik bir ¢caligmadir.
3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Aragtirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuarinda (DEUTFDHAL) ve Onkoloji Enstitiisii, Temel
Onkoloji AD laboratuvarlarinda 2016-2021 yillar1 arasinda gerceklestirilmistir.

Aragtirma plan1 Tablo 1 de sunulmustur.

Tablo 1. Aragtirma plant

Ocak 2016-Nisan 2016 Tez Onerisi hazirlanmasi
Tez 6nerisi sunumu ve kabulii
Ocak 2016-Mart 2016 Etik kurul onay1
Proje Onerisinin hazirlanmasi
Mart 2016-Ocak 2017 Projenin kabul edilmesi
Malzeme alimlari
Ocak 2017- Ocak 2018 Deney gruplarinin olusturulmasi
Veri toplama

Ocak 2019- Ocak 2020 Hayvan deneylerinin|

gerceklestirilmesi

Isitme 6lciimleri yapilmasi

Ocak 2020- Haziran 2020 Biyokimyasal dl¢limlerin yapilmasi

Haziran 2020-Aralik 2020 Histopatolojik degerlendirmelerin|
yapilmast

Ocak 2021-Haziran 2021 Istatistiksel analizler

Tez yazim agamasi




3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar:
DEU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’undan etik kurul izni alinmis, her biri
6-8 haftalik, ortalama agirliklar1 200— 250g olan, inbreeding yetistirilen, 28 adet
Wistar tiirii Albino disi sican, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuarindan (DEUTFDHAL) saglanmistir. Siganlar
caligma siiresince oda 1sisinda (20 £ 2 °C) ve 12’ ser saatlik aydinlik / karanlik
ortaminda tutulup, standart pellet sican yemi ile beslenerek, suya serbestge
ulasabilmeleri saglandi. Calismaya baslamadan once siganlar bir hafta siireyle
bu ortamda izlenip ortama uyum gostermeleri saglandi. Bu amagla rastgele
secilerek, her birinde yedi adet Wistar tiirii sican bulunan 4 grup olusturuldu. Her
bir grupta tiim hayvanlarin ajan verilmeden Once isitme fonksiyonlari
degerlendirildi.
Gruplar:
Grup I (n:7) Kontrol : Serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu
Grup II (n: 7) Darbepoetin : DPO uygulanan sigan grubu (25 pg/kg
intraperitoneal (IP))
Grup III (n: 7) Sisplatin : Sisplatin uygulanan sican grubu (16 mg/kg 1 saatlik
IP inflizyon ) (34)
Grup IV (n: 7) Darbepoetin-Sisplatin : CDDP verilmeden 24 saat dnce ve
verildikten yarim saat sonra 25 pg/kg DPO tek doz IP uygulanan si¢an grubu

CDDP (Kogak), her ¢alismada serum fizyolojik ile diliie edilerek taze olarak

kullanilmagtir.

Her bir grup kendi i¢inde karsilastirilarak degerlendirilmistir. Herbir siganda
DPOAE ve isitsel uyarilmis beyin sap1 potansiyelleri test edilmistir. Apoptotik
hiicre oliimii kulak dokusunda in situ hibridizasyonla TUNEL(Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) analizi
ile yine koklea, beyin sap1 bolgelerinde; kaspaz 3, 8, 9 diizeyleri
immiinohistokimyasal yontemle, HO-1, NQO1 gibi Nrf2 iliskili antioksidan ve
iNOS, nNOS protein ekspresyonlart dokuda immunohistokimyasal yontem ile

calisgtlmistir. Antioksidan total glutatyon diizeyleri kit aracili olarak serumda



belirlenmistir. Hayvan serumlarinda inflamatuar protein diizeylerinin ELISA ile
rat uyumlu ELISA kitleri ile (TNF-alfa, IL-1beta) belirlenmistir.
Girisimsel islemler olarak isitme fonksiyonlar1 degerlendirilmeden Once
sicanlara Ketamin hidroklorid (40mg/kg) ve Ksilazin hidroklorid (Smg/kg)
intraperitoneal(IP) uygulanarak anestezi saglanmistir.
Uygulamalar sonrasinda yedinci giinde hayvanlar sakrifiye edilmistir.
Calismanin baglangicinda radyoterapi verilen bir deney grubu olusturulmasi da
planlanmistir. Ancak hayvanlarin radyoterapiye bagli ex olmalar1 {izerine
radyoterapi uygulanan kisim ¢alismaya dahil edilmemistir.
3.4 Caliyma Materyali
Arastirmada 28 adet disi Wistar tiirii Albino disi sican Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuarmdan (DEUTFDHAL)
saglanarak kullanilmistir.
3.5 Arastirmanin Degiskenleri
Arastirmada isitme fonksiyon testleri ile birlikte beyin, beyin sap1 ve koklea
dokularinda degerlendirilen apoptoz, Nrf-2, HO-1, NQQI1 gibi Nrf-2 iligkili
antioksidan, iNOS, nNOS, TNF-a, IL-1p protein ekspresyonlar1 ve glutatyon
diizeyleri bagiml degiskenlerdir.
3.6 Veri Toplama Araclar
Calismaya alman hayvanlarin agirliklart ¢alisma boyunca takip edilmistir.
Hayvanlarin ¢aligma Oncesinde ve ajanlarin uygulamalarindan sonra,
sakrifikasyondan Once isitme fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Calismada
sakrifikasyon ile beyin, beyin sap1 ve koklea dokular1 elde edilmistir. Bu
dokularda apoptoz, Nrf-2 ve hedef protein ekspresyonlar1 degerlendirilmistir.

(Calismada kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 2 de gdsterilmistir.



Tablo 2. Calismada kullanilan cihaz ve malzemeler.

TUNEL KIT

OTOMATIK IMMUNOHISTOKIMYA BOYAMA SETI
RABBIT ANTI CASPASE 3 POLYCLONAL ANTIBODY
NQO1 POLIKLONAL ANTIKOR 100 UL

NNOS POLIKLONAL ANTIiKOR 100 UL

HEM OKSIJENAZ POLIKLONAL ANTIKOR 100 UL
NOS-2/INOS POLIKLONAL ANTIKOR 100 UL

RABBIT POLYCLONAL SECONDARY ANTIBODY TO RABBIT
IGG — (HRP)

KASPAZ 8 ANTIKORU [CASPASE 8 ANTIBODY]
NRF2 SPESIFIK PRIMER ANTIKOR

CASPASE-9 ANTIKORU

TOTAL GLUTATYON ELISA KiT

TNF-ALPHA ELISA KiT , IL1-p ELISA KIT
SOGUTMALI SANTRIFUJ (HERAEUS)
VORTEKS (VELP SCIENTIFICA ZX3)

DERIN DONDURUCU (HETO ULTRA FREEZE)
PASTOR FIRIN (THERMO)

ELISA PLATE READER (THERMO)

OTOMATIK  IMMUNOHISTOKIMYA  BOYAMA  CiHAZI
(VENTANA)




Isitme fonksiyonlarinin degerlendirilmesi:

Tiim gruplardaki sicanlarin ¢alisma baslangicinda (sifirinci giin) ve CDDP veya
esdeger hacimde salin uygulamalarindan yedi giin sonra isitme fonksiyonlari
distorsiyon iirlinli otoakustik emisyon (DPOAE) ve isitsel uyarilmis beyin sap1
potansiyelleri (ABR) test edilmistir. Isitme fonksiyonlar1 degerlendirilmeden
once si¢anlara Ketamin hidroklorid (40mg/kg) ve Ksilazin hidroklorid (5mg/kg)
intraperitoneal uygulanarak anestezi uygulanmistir. Her bir sicanin kulaklar
otomikroskopi (Opmi 1, Zeiss, Germany) ile inspekte edilerek, artiklar ve
debrisler temizlenmis, goriilebilir bir dis kulak yolu, kulak zar1 veya orta kulak
anomalisi olmadig1 dogrulanmistir. Herbir siganda DPOAE ve isitsel uyarilmig
beyin sap1 potansiyelleri test edilmistir. DPOAE testi sessiz odalarda
uygulanmigtir. Sicanlarin viicut sicakliklarinin 37°C-38 °C olmasi saglanmastir.
Sicanlara poliliretan platformda yatar pozisyon verilip, baglar1 bantla
sabitlenerek hareket etmemeleri ve proba uygun pozisyon verilmesi
saglanmistir. Sicanlarin sag ve sol kulaklar1 ayr1 ayr1 Otodynamics ILO 88
Echoport V6 yazilim programli versiyonu kullanilarak test edilmistir. Bu
caligmalar sonucu sican gruplariin DPOAE ve isitsel uyarilmis beyin sapi
potansiyelleri testlerin sonuglar1 gruplarin kendi i¢inde ve gruplar arasinda

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Sicanlarin sakrifiye edilmesi, her iki i¢ kulagin, beynin cerrahi olarak

ctkaridmasi:

CDDP veya esdeger hacimde salin uygulamalarindan 168 saat sonra (izlemin
yedinci giiniinde) siganlar sakrifiye edilmistir. Siganlara dekapitasyon
uygulanarak ve bilateral olarak osteokartilagin6z bileskeden dis kulaklar
ayrilarak, her iki orta ve i¢ kulak ve beyin ¢ikarilmistir. Her iki orta, i¢ kulak,
beyin, beyin sap1 formaldehit soliisyonuna alinarak immiin histokimyasal
inceleme icin saklanmistir. Ayrica diger dokular da ileride degerlendirilmek

izere uygun kosullarda saklanmaistir.

10



Doku érneklerinde apoptotik hiicre oliimiiniin saptanmasi:

Her iki i¢ kulak dokusu, koklea, beyin, beyin sap1 ¢ikarilip formolde fikse ve
dekalsifiye edilerek doku takibi sonrasi parafine gomiilmiistiir. Pozitif yiiklii
lamlara 5 mikrometre kalinlikta kesitler alinarak morfolojik, histopatolojik
olarak degerlendirilerek TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-
mediated dUTP nick end labeling) ile apoptoz oranina bakilmistir. Bu teknik i¢in
Dead End Colorimetric TUNEL system kiti kullanilmigtir. Boyama iglemi
otomatik Ventana Discover cihazinda yapilmistir. Apoptoz orani 151k

mikroskobunda % olarak degerlendirilmistir.
Dokularda inflamasyon ve fibrozisin saptanmasi:

Incelenen dokularda inflamasyon gériiliirse akut ve kronik olarak tiplendirilerek
ve siddetine gore hafif orta agir olarak skorlanmistir. Yine incelenen dokularda
fibrozis goriildiigiinde Masson trikrom bag dokusu histokimyasal boyamasi

yapilip fibrozis hafif orta agir olarak derecelendirilmistir.
Immunohistokimyasal incelemeler:

Boyama islemleri otomatize Ventana Discover cihazi ile yapilmistir. Islem
oncesi + yiiklii lamlara hazirlanmis 5 mikrometre kalinliktaki kesitler 37 derece
etivde 12 saat bekletilmistir. Deparafinizasyon, fiksasyon, azalan alkol
serilerinden gegcirilip distile su ve PBS yikama sonrasi blokan antikor
uygulanmistir. Bu asamada yikama yapilmadan uygun diliisyonda primer
antikorlar 1 saat sure ile bekletilmistir. PBS ile yikama sonrasi streptovidin
biotin sekonder antikor asamalar1 ve DAB (di amino benzidin) ile renklendirme
ve hematoksilen ile zemin boyama yapilip lamlar artan alkol serileri uygulamasi
ve ksilol ile seffaflandirma yapilip entelan ve lamelle kapatilip 151k
mikroskobunda degerlendirilmistir. Kaspaz 3,8 ve 9, iNOS, nNOS, Nrf2, HO-1,
NQQI1, GST uygulanan primer antikorlardir.
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Biyokimyasal incelemeler:
Serumda total glutatyon ELISA kit aracili yine anti-inflamatuar TNF-alfa ve IL-
1B protein diizeyleri ELISA kitlerinin ¢aligma kosullarina uygun olarak ¢aligildi.

Sekil 1 de calismanin akis semasi gosterilmektedir.

deney gruplarinin olusturulmasi

ilag uygulamalarinin yapilmasi

sakrifikasyonlarin yapilmasi

Sekil 1. Akis semast

3.7 Verilerin Degerlendirilmesi
Veriler ortalama + standart sapma bigiminde tablo ve grafik olarak sunuldu.
Arastirma sonuglarinin istatistik analizi, SPSS i¢in Windows istatistik
programinin 26.0 versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde incelendi.
Numerik verilerde ikiden fazla grup oldugu i¢in Non-parametrik Kruskal Wallis
testi ve sonrasinda ikili gruplari karsilastirmak i¢in Bonferoni diizeltmeli Mann-
Whithney-U testi kullanildi. Var yok, ya da az ¢ok olarak degerlendirdigimiz

verilerde ki kare testi uygulandi.

1

N



3.8 Arastirmanin Simirhiliklar:
Calismamiz Oncelikle deneysel bir calisma olmasi nedeniyle kendi iginde
sinirliliklara sahiptir. Bundan sonra gerceklestirilecek ¢alismalarda bu verilerin
bilimsel anlamda kullanimi1 uygun olacaktir.

3.9 Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanligi’ndan
29.03.2016 ve 08.12.2020 tarih ve 01/07/2016 karar numarast ve 16/2016

protokol numarasti ile ¢aligmamiz i¢in onay alinmistir (Ek 1).
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4. BULGULAR

4.1 Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Isitme testlerinin Uygulanmast

Tiim gruplardaki sicanlarin ¢alisma baglangicinda (0. giin) ve ajan uygulamalarindan
7 gilin sonra DPOAE ve ABR testleri ile igitme fonksiyonlart degerlendirildi. Testler
sessiz odalarda uygulandi. Siganlarin viicut sicakliklarimin 37°C-38 °C olmasi
saglandi. Sicanlara poliiiretan platformda yatar pozisyon verilip, baglar1 bantla
sabitlenerek hareket etmemeleri ve proba uygun pozisyon verilmesi saglandi.

Sicanlarin sag ve sol kulaklar1 ayr1 ayri dlgiildii (Sekil 2,3).

Distorsiyon {irlinli otoakustik emisyon testi; Otodynamics ILO 88 Echoport V6
yazilim programli versiyonu kullanilarak test edildi. DPOAE testi i¢in f2 ve fl
frekanslar1 arasindaki oran (f2/fi) 1.22 olacak sekilde ayarlandi. Li-L, seviyeleri
arasindaki fark 10 dB SPL (L; = 65 dB SPL, L, = 55dB SPL) siddetinde tutuldu.
DPOAE, fi ve f2’nin geometrik ortalamalarinda 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000
ve 8000 Hz’deki sinyal-giiriiltii oranlar1 kaydedildi. DPOAE’lar, 2fi-f, frekansinda
olgiildii. Her bir frekansta cevabin sinyal giiriiltii oran1 3 dB pe SPL’den biiyiik olarak
elde edilen degerler OAE var olarak degerlendirildi.

Isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyel testi icin Intelligent Hearing Systems Smart EP-
10 kullanildi. ABR testi alterne polaritede 8,12,16,20 ve 32 kHz ‘de gergeklestirldi.
Kayit sirasinda sub-dermal igne elektrodlar kullanildi. Aktif elektrod vertekse,
referans elektrod test kulagina, toprak elektrod ise karsi kulagin kulak altina
yerlestirildi . Elektrod direngleri 1 kohm’nin altinda tutuldu. Elektrodlarla toplanan
biyoelektriksel yanitlar 31.3 mikrosaniye Ornekleme hizinda analogdan dijitale
cevrildi. Uyaranin frekans spektrumunu daha darlagtirmak amaciyla Blackman
zarfiyla, inig-¢ikis siiresi 1000 ms olan ton burst uyaran kullanildi. III. dalganin elde

edildigi en diisiik siddet diizeyi ratin o frekanstaki isitme esigi olarak kabul edildi.

Sican gruplariin DPOAE ve ABR testlerinin sonuglar1 gruplarin kendi i¢inde ve

gruplar arasinda karsilagtirmali olarak degerlendirildi.
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Uygulamanin yedinci giiniinde ototoksik etkileri fonksiyonel diizeyde degerlendirmek
icin ABR o6l¢iimleri tekrarlandi. Ayn1 giin hayvanlar sakrifiye edilerek i¢ kulak, beyin
ve sinir dokular ¢ikarilarak doku diizeyinde immunohistokimyasal olarak incelemeler

yapildi (Sekil 4).

Sekil 2. Auditory Brainstem Response (ABR) testinin uygulanmasti
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Sekil 3. Ratlara ABR testinin yapiligi

)

Sekil 4. Ratlarin sakrifikasyonu, beyin ve i¢ kulak dokularinin ¢ikarilmasi
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4.2 Odyometrik Ol¢iim Sonuclar:

Tiim gruplarda bazal DPOAE testinde tiim frekanslarda giiclii sinyal giiriiltii
orani saptandi. Kontrol grubu ve DPO grubunda sifir ve yedinci giinlerde
DPOAE testinde sinyal giiriiltii oran1 elde edildi. Kontrol grubu ile DPO grubu
arasinda DPOAE testinde sinyal giiriiltii oran1 acisindan farklilik saptanmadi
(p>0.50). CDDP uygulanan grupta; yedinci giin yapilan DPOAE testinde tim
frekanslarda sinyal giiriiltii oranlarinin kayboldugu goriildii ve kontrol grubuna
gore tim frekanslarda sinyal giiriiltii oraninin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaldig1 goriildii (p=0.000).

Kontrol grubunda sifir ve yedinci giinlerde tiim ratlarda ABR 06l¢limleri normal

bulundu (Grafik 1).

ABR -SERUM FiZYOLOJiK GRUBU
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Grafik 1. Kontrol grubunda (n=7) serum fizyolojik uygulamasi 6ncesi bazal ve

yedinci giin kontrollerde elde edilen fizyolojik ABR sonuglari

DPO uygulanan grupta sifir ve yedinci giinlerde tiim ABR 6l¢iimleri normal

bulundu (Grafik 2).
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ABR-DARBOPOETIN GRUBU
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Grafik 2. DPO grubunda (n=7) uygulamasi oncesi bazal ve yedinci giin

kontrollerde elde edilen normal diizeylerde ABR sonuglari.

Kontrol grubu ile DPO grubu arasinda isitme esikleri acgisindan farklilik
saptanmadi (p=0.50).

CDDP uygulanan grupta; yedinci giin yapilan ABR 6l¢limlerde tiim frekanslarda
isitme kayb1 saptandi (Grafik 3).
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ABR-CDDP GRUBU
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Grafik 3. CDDP grubunda uygulamasi dncesi bazal ve yedinci giin kontrollerde

elde edilen ABR sonuglari.

Yedinci giinde CDDP grubunda ABR o6l¢iimlerinde kontrol grubuna gore tiim
frekanslarda isitme esiklerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1

goriilmektedir (p=0.000). CDDPin olusturdugu ototoksisiteyi desteklemektedir.

CDDP ve DPO birlikte uygulandig1 grupta yedinci giinde tiim frekanslarda
isitme kayb1 saptandi (Grafik 4).
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ABR- CDDP+DARBO GRUBU
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Grafik 4. CDDP-DPO uygulamasi dncesi bazal ve yedinci giin kontrollerde elde
edilen ABR sonuglari.

Kontrol grubu ile DPO grubu arasinda isitme esikleri acgisindan farklilik
saptanmadi (p>0.50). CDDP-DPO grubunda yedinci giin dlgiimlerde isitme
esikleri arasinda farklilik olmasina karsin, fark istatistiksel olarak anlamli
diizeyde degildir (p=0.24). DPO’nin CDDP’in ototoksik etkisini hafiflettigini,

koruyucu etkilerinin oldugunu diistindiirmektedir.

4.3 immiinohistokimyasal Sonuclar

Immunohistokimyasal doku diizeyinde gergeklestirilen incelemelerde CDDP
uygulanan grupta i¢ kulakta striiktiirel degisiklikler, beyin ve sinir dokularinda
nekroz ve nekroptoz saptandi. DPO’in CDDP’in ortaya ¢ikardigi i¢ kulak ve
beyin hasarlari1 Onledigi, hem apoptotik protein ekspresyonlart hem de

oksidatif stres iliskili belirtegler olan Nrf-2 ve iligkili Hem Oksijenaz-1, NQO1
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iizerinden gosterirken nitrik oksit sistemi lizerinden de etkileri saptandi (Tablo

3).
Control CDDP DPO DPO-CDDP
Caspaz 3 - ++ - +
Caspaz 8 - ++ - +
Caspaz 9 - ++ - +
iNOS - - - -
nNOS - + - +
Nrf-2 - - - -
HO-1 - - - +
NQO-1 - - - +

Tablo 3. Gruplara gore immiinhistokimyasal bulgular

Hematoksilen Eozin Boyama Sonuclart

Kontrol grubu:
Kontrol grubunda i¢ kulakta, spiral ganglionda ve beyin dokularinda morfolojik
yapinin bozulmadigi gozlendi. Kemik iligi dokulari normal olarak

degerlendirildi (Sekil 5a, 5b, 5¢)

Sekil 5 a. Olagan goriiniimde i¢ kulak (x40)
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Sekil 5 b. Olagan goriiniimde organ korti (x200)

Sekil 5 ¢. Kontrol grubunda Olagan goriinlimde beyin dokusu mikroskopisi (x400,
HE)



Sisplatin Grubu:
Sisplatine bagl i¢ kulakta striiktiirel degisiklikler, beyin ve sinir dokularinda
nekroz ve nekroptoz saptandi. Kemik trabekiilleri arasinda izlenen ilik

dokusunda %80 e yakin nekroz gozlendi (Sekil 6 a,b,c).

Sekil 6 a. CDDP grubunda Spiral Ganglionda ganglion hiicrelerinde sekil
bozukluklari, kiiciilme, piknotik degisiklikler (x400, HE)
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Sekil 6 b. CDDP grubunda beyin dokusu mikroskopisi (x400)

Sekil 6 c. CDDP grubunda %80 nekroz izlenen kemik iligi dokusu (x100, HE)



Darbepoetin Grubu:

DPO grubunda i¢ kulakta, spiral ganglionda ve beyin dokularinda morfolojik

yapinin bozulmadigi gozlendi. DPO’in kemik iligi iizerinde yan etkileri

gozlenmedi (Sekil 7a,b,c).

Sekil 7 a. Darbopoetin grubunda olagan goriiniimde spiral ganglion (x200, HE)
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Sekil 7 b. Darbopoetin grubunda olagan goriinlimde beyin histolojisi (x200, HE)

Sekil 7 ¢. Darbopoetin grubunda olagan selliiler gériiniimde, her {i¢ seriye ait
elemanlar barindiran kemik iligi (x100 HE)
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Darbepoetin + Sisplatin Grubu:

Immunohistokimyasal doku diizeyinde gerceklestirilen incelemelerde DPO-
CDDP grubunda CDDP uygulanan gruba goére azalmig oranda i¢ kulakta
striiktiirel degisiklikler, beyin ve sinir dokularinda nekroz ve nekroptoz saptandi.

Kemik iliginde nekroz ¢cok azalmis olarak izlendi (Sekil 8 a,b).

Sekil 8 a. DPO-CDDP grubunda olagan beyin histolojisi (x400, HE)
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Sekil 8 b. DPO-CDDP grubunda kemik iliginde nekroz ¢ok azalmis olarak izlendi
(x400, HE)

Apoptoz Goriintiileri
Kontrol grubu Apoptoz:
Kontrol grubunda hemen hemen hi¢ apoptotik hiicre saptanmadi. Kohlea

kesitinde kaspaz-3, 8 ve 9 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama negatif
saptandi (Sekil 9 a,b).
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Sekil 9 a . Kontrol grubunda spiral ganglionda kaspaz 3 negatifligi

Sekil 9 b. Kontrol grubunda korti organinda Kaspaz 9 negatifligi (X200 DAB)

Sisplatin Grubu Apoptoz:
Siplatin grubunda incelenen tiim dokularda belirgin %70-80 diizeyinde

apoptotik hiicre saptandi. Beyin kesitinde immiinohistokimyasal boyama sonucu
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kaspaz-3, 8 ve 9 pozitif hiicrelerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirgin
sekilde arttig1 gozlendi (Sekil 10 a,b ).

Sekil 10 b. CDDP grubunda korti organinda kaspaz 9 pozitifligi (x400 DAB)
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Darbepoetin Grubu Apoptoz:
DPO grubunda incelenen tiim dokularda hemen hemen hi¢ apoptotik hiicre

saptanmadi.

Darbepoetin-Sisplatin Grubu Apoptoz:

CDDP-DPO grubunda incelenen tiim dokularda CDDP grubu ile
kiyaslandiginda CDDP grubuna gore daha azalmis oranda apoptotik hiicre
saptandi. CDDP-DPO grubunda, CDDP grubuna gore koklea kesitinde kaspaz-
3 ve kaspaz-8 immiinohistokimyasal boyama sonucu pozitif hiicrelerin belirgin

sekilde azaldig1 gézlendi.

Reaktif Oksijen Iliskili Belirtecler

CDDP’in ortaya ¢ikardigi i¢c kulak ve beyin hasarlar1 oksidatif stres iligkili
belirtegler olan Nrf-2 ve iligkili Hem Oksijenaz-1, NQO1 {izerinden gosterilirken
DPO’nin hasar azaltici etkileri de saptandi.

CDDP grubu spiral ganglionda iNOS immiinohistokimyasal boyama sonucu

negatif gozlendi (Sekil 11).

Sekil 11. CDDP grubunda spiral ganglionda INOS negatifligi
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CDDP-DPO grubu koklea kesitinde nNOS immiinohistokimyasal boyama sonucu
nNOS pozitif hiicrelerin CDDP grubu ile karsilastirildiginda belirgin sekilde azaldig:
gozlendi (Sekil 12).

Sekil 12. CDDP- DPO grubunda korti organinda nNOS pozitifligi (x400, DAB)

CDDP-DPO grubu koklea kesitinde HO-1 immiinohistokimyasal boyama

sonucu pozitif hiicreler gdzlendi (Sekil 13).

Sekil 13. CDDP-DPO grubunda korti organinda HO pozitifligi (x400, DAB)
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CDDP-DPO grubu koklea kesitinde NQO-1 immiinohistokimyasal boyama

sonucu pozitif hiicreler gdzlendi (Sekil 14).

Sekil 14. CDDP-DPO grubunda korti organinda NQO1 pozitifligi

4.4.Biyokimyasal Sonuclar

Serum Glutatyon Sonuclart

Serum total glutatyon diizeyleri CDDP grubunda azalma gosterirken, DPO
eklenmis grupta bir miktar anlamli artis saptandi (p<0.05) (Grafik 5).
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Grafik 5. Gruplara gore serum total glutatyon diizeyleri

Serum TNF-a Sonucglart

Serum TNF-alfa diizeyleri CDDP grubunda artis gosterirken, DPO eklenmis
grupta anlamli azalma saptandi (p<0.05) (Grafik 6).
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Grafik 6. Gruplara gore serum TNF-alfa diizeyleri
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Serum IL-14 Sonuclar
Serum IL1-f diizeyleri CDDP grubunda artis gosterirken, DPO eklenmis grupta
anlamli azalma saptand1 (p<0.05) (Grafik 7).
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Grafik 7. Gruplara gore serum IL1-f diizeyleri

4.5.Istatistiksel Analiz Sonuglar

Kontrol grubu ile DPO uygulanan grup Kkarsilagtirildiginda dokularda
istatistiksel farklilik saptanmadi. DPO tek basina apoptozu indiiklemedigini ya
da ROS’u tetiklemedigini desteklemektedir.

Kontrol grubu ile CDDP uygulanan grup karsilastirildiginda kokleada kaspaz 3
ve kaspaz-8’de anlamli artig, fark yaninda nNOS ta istatistiksel anlamli fark
olmasa da CDDP hasarini1 gdsteren bulgular saptandi. Yine CDDP grubunda
kontrole gore iNOS, Nrf2, HO-1, NQO1 ekspresyonunda farklilik saptanmadi.
nNOS da saptanan degisiklik spiral ganglionda goriilen hasar1 desteklemektedir.
Yine CDDP grubunda serum total glutatyon diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli azalma gosterirken, TNF-a ve IL-1f diizeylerinde kontrole gére CDDP
diizeylerinde artig bulunmasi antioksidan diizeylerinde azalma ve anti-

inflamatuar proteinlerde artis1 gostermistir.
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CDDP grubu ile CDDP-DPO uygulanan grup karsilastirildiginda kaspaz- 3,
kaspaz-8 ve HO-1, NQOI1, nNOS ta CDDP hasarin1 gosteren ekspresyon artigi
bulgular1 saptandi. DPO’nun CDDP’e eklenmesi (CDDP-DPO grubunda)
kaspaz-3ve kaspaz-8 orta pozitiften, istatistiksel anlamli olmasa da hafif pozitife
dogru ekspresyon degisimi saptanmistir. Bu bulgu DPO eklendiginde CDDP’nin
indiikledigi apopitozu azalttigini/hafiflettigini desteklemektedir. Yine DPO’nun
CDDP’e eklenmesi HO-1, NQO1, nNOS, glutatyon ve anti-inflamatuar TNF-
alfa ve Il-1P aracili olarak antioksidan sistemi aktive ettigini ve nitrik oksid
sisteminin degisime ugradigini desteklemektedir.

iNOS ve nNOS ekspresyonlar1 agisindan dokularda CDDP ve CDDP-DPO
gruplart karsilagtirinca ROS artis1 oldugu saptandi ancak istatistiksel olarak
anlamli farklilik gostermedi (p>0.05). HO-1 ve NQO1 CDDP grubunda
negatitken CDDP-DPO grubunda pozitif ekspresyon gostermesi DPO’e baglh
olarak HO-1 ve NQOI aracili koruyucu etkilerini desteklemektedir.

Kontrol grubu ile CDDP-DPO grubu karsilagtirildiginda HO-1 ve NQO1 kontrol
grubunda ve CDDP grubunda da ekspresyon gostermezken CDDP-DPO
grubunda ekspresyon gostermis olup, CDDP’nin indiikledigi ROS’a kars1
DPO’nin koruyucu etkilerinin ortaya ¢iktigin1 desteklemektedir. Kaspaz 3 ve 8
acisindan istatistiksel fark saptanmadi. DPO’nin apoptozu azaltict etkilerini
desteklemektedir.

DPO grubu ile CDDP-DPO grubu karsilastirildiginda; HO-1, NQOI1
ekspresyonunun yarattig1 farklilik CDDP’nin indiikledigi ROS’a karsi DPO’nin
koruyucu etkilerinin ortaya ¢iktigini desteklemektedir (p=0.002). Kaspaz 3,
kaspaz-8, kaspaz-9, iNOS, nNOS ve Nrf-2 de anlamli farklilik saptanmad.
Isitme olgiimleri ile histopatolojik bulgular arasinda Spearman testi ile
korelasyonu analizi yapildiginda; 7. Giinde kontrol ve CDDP grubu arasinda
isitme Ol¢limleri tim frekanslarda kaspaz 3 ve 8 ekspresyonu ile korelasyon
gostermektedir (p<0.05). Isitme kaybi ile kaspaz 3 ve 8 ekspresyonu korelasyon
gostermektedir. nNOS, iNOS, ve digerlerinde korelasyon saptanmadi (p>0.05).
CDDP ve CDDP-DPO grubunda korelasyon analizi yapildiginda kaspaz 3 ve
kaspaz-8 ekspresyonlar ile igitme testlerinde 12,16,20,32 Hz de korelasyon
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saptandi. HO-1, NQOI1 da 12,16,20,32 Hz de korelasyon saptandi. Nrf2 de 20
Hz de korelasyon saptandi (p=0.025). nNOS ta korelasyon saptanmadi (p>0.05).

Kontrol grubu ile CDDP grubu karsilastirilast Mann-Whitney U sonuclart

Test Statistics®
Kaspa Kaspa Kaspa
z3 z8 z9 INOs NNOS NRF2 HO NQOI1

Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000 12,000 2,000 3,000 15,000 10,000
Wilcoxon W 21,000 21,000 10,000 22,000 12,000 6,000 36,000 20,000
Vi 2,928 -3,028 -2,000 ,000 -1,789 ,000 ,000 000

Asymp. Sig. (2- ,003 002 ,046 1,000 ,074 1,000 1,000 1,000
tailed)

Exact Sig. [2*(1- ,010® 004> 400° 1,000° ,229° 1,000° 1,000° 1,000
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: grups

b. Not corrected for ties.

Kontrol grubu ile DPO grubu karsilagtirilmasti

Test Statistics?

Kaspa Kaspa Kaspa
z3 z8 z9 INOs NNOS NRF2 HO NQOI1
Mann-Whitney U 15,000 15,00 6,000 18,00 8,000 6,000 12,50 12,500

0 0 0

Wilcoxon W 30,000 36,00 12,00 39,00 18,00 16,00 27,50 27,500
0 0 0 0 0 0

7Z ,000  -1,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

Asymp. Sig. (2- 1,000 ,317 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
tailed)
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Exact Sig. [2*%(1- 1,000 ,699° 1,000 1,000° 1,000° 1,000 1,000° 1,000°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: grups

b. Not corrected for ties.

CCDP grubu ile CDDP-DPO grubu karsilagtirilmasi

Test Statistics®

Kaspaz Kaspa Kaspa

3 z8 z9 INOs NNOS NRF2 HO NQOI1
Mann-Whitney U 1,500 ,000  ,000 14,000 10,000 4,000 ,000  ,000
Wilcoxon W 29,500 28,000 28,000 42,000 16,000 7,000 21,000 10,000
7Z -2,503 -3,028 -1,673 ,000 -,143 -882 -3,317 -3,000

Asymp. Sig. (2- 012 ,002 ,094 1,000 ,886 ,378 ,001 003
tailed)

Exact Sig. [2%(1- ,012 ,003® 250° 1,000° 1,000° ,643® ,002° 010
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: grups

b. Not corrected for ties.

Kontrol ve CDDP-DPO grubu karsilastirilmast

Test Statistics?

Kaspa Kaspa Kaspa
z3 z8 z9 INOs NNOS NRF2 HO NQOI1

Mann-Whitney U 12,000 15,500 8,000 21,000 4,000 6,000 ,000 ,000

Wilcoxon W 33,000 36,500 18,000 49,000 14,000 12,000 15,000 15,000
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7Z -1,757 -980 -1,464 ,000  -2,182 -1,069 -3,162 -3,162

Asymp. Sig. (2- ,079 327 ,143 1,000 ,029 285 ,002 002
tailed)

Exact Sig. [2%(1- 234" 445> 315> 1,000° ,073b ,548> 004> 004"
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: grups
b. Not corrected for ties.

Darbo grubu ile CDDP-Darbo grubu karsilastirilmasi

Test Statistics®

Kaspa Kaspa Kaspa

z3 z8 z9 INOs NNOS NRF2 HO NQOI1
Mann-Whitney U 10,000 12,000 6,000 21,000 4,000 8,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 25,000 33,000 12,000 49,000 14,000 18,000 15,000 15,000
7Z -1,618 -1,757 -1,286 ,000  -2,182 -1,225 -3,162 -3,162
Asymp. Sig. (2- ,106 ,079 ,199 1,000 ,029 221 ,002  ,002
tailed)
Exact Sig. [2%(1- ,268° 234> 383> 1,000° ,073% 476> ,004> ,004°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: grups

b. Not corrected for ties.
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5 TARTISMA

CDDP basta ¢ocukluk cagi kanserleri olmakla birlikte erigkinde akciger,
testis kanserleri gibi bir¢ok alanda yaygin kullanimi olan kemoterapétik bir
ajandir. CDDP uygulamalar1 hastalarda toksisitelere yol acabilmektedir.
Cocukluk caginda karsimiza ¢ikan toksisitelerin basinda ototoksisite ve bunun
sonucunda igitme kayiplarinin yasanmasi kaginilmaz hale gelebilmektedir (36).
Deneysel modellerde bugiine dek 6zellikle CDDP’nin yan etkileri anlaminda
ototoksisite yaninda nefrotoksisite ve noronal toksisiteler c¢aligilmaktadir.
Ozellikle halen kullanimi yogun bir sekilde devam eden bu ajanlarin yan
etkilerinin azaltilmasi klinik anlamda 6nemli bir ihtiyactir.

Bu proje CDDP’e bagli olusan ototoksisite ve DPO kullanimi ile olusan
biyokimyasal ve molekiiller mekanizmalarin aydinlatilmasi amaciyla
olusturulmustur.

Bugiine dek yapilan c¢alismalarda CDDP uygulamasina bagli ortaya ¢ikan
toksisitelerin Onlenmesi amaciyla N-asetil-sistein (9), erdostein (10,11),
minosiklin (12) dietilditiokarbamat (13), piperin (14), ebselen (15), resveratrol
(16), korean red ginseng (17,38) busilamin (18), ginkgolid B (19), D-metionin
(20), acetyl L-carnitine (21), deksametazon (22) gibi maddelerin olumlu
koruyucu etkileri hem in-vitro hem de in-vivo olarak gosterilmistir
(38,39,40,41). EPO de i¢ kulak hasarina karsi otoprotektif olarak kullanilan
maddelerden biridir (23,24,25,26 ). EPO kronik bobrek yetmezligi ve kanser
tedavisine bagl gelisen anemi tedavisinde kullanilan bir ajan olmasina ragmen
spiral ganglion noron hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada EPO’in i¢ kulak
hiicrelerine 6nemli rejeneratif etkisinin oldugu saptanmigtir (27). DPO; EPO’in
daha uzun yar1 6miirlii ve in-vivo daha etkili aktif sentetik formu olup eritropoez
uyaric etkileri disinda noroprotektif etkileri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir
(34,35,37,43). Bir derlemede, eritropoez uyarici ajanlarin preterm ve term
bebeklerde norogelisimsel iyilestirici etkileri oldugu bildirilmistir (26). Bunun
disinda  etanol  intoksikasyonu iligkili  norotoksisiteye ve CDDP
nefrotoksisitesine karst koruyucu oldugu da bildirilmistir (33). Calismamiza

benzer ancak L-arjinin ajaninin CDDP’e bagli ototoksisitesi agisindan eklenmesi
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ile hem TNF-a diizeylerinde azalma, antioksidan diizeylerinde artis hem de
Nrf2/HO-ligeriginde artis gdsterdigi bulunmustur (44).

Eritropoietinin i¢ kulak hasarina karsi otoprotektif etkilerini gosteren
caligmalar da vardir (23,24,25,26). Spiral ganglion ndron hiicre kiiltiirlerinde
yapilan bir ¢aligmada EPO nun i¢ kulak hiicrelerine 6nemli rejeneratif etkisinin
oldugu saptanmistir (27). Yakin zamanda bir calisma ile kismen benzer
ozellikler igeren zingeron polifenolii kullanilarak yapilaran siplatin (20 mg/kg,
1.p.) bagl ortaya ¢ikan kardiyotokisitenin 6nlenmesinde lipid peroksidasyonun,
oksidatif stres ve enflamasyonun azaltilmasi ile gergeklestigi gosterilmistir (42).

Baz1 calismaarda EPO ve DPO nin etkileri karsilagtirilmig; DPO ile
EPO’den daha iyi noropotektif etkili sonuglar elde edildigi bildirilmistir (35).
EPO ile HEI-OC1 hiicre hattinda gergeklestirilen CDDP ototoksisitesi
calismasinda Nrf2/antioksidan sistem iligkili olarak Nrf2, HO-1 ve NQOI1
lizerinden artig gostererek EPO’nun CDDP ototoksistesini diizenleyici etkisi in-
vitro olarak gosterilmis olmasi, DPO kullanimi ile gerektirdigimiz in-vivo
calismamizin sonuglari ile uyumludur (45).

DPO’nun noéroprotektif etkileriyle ilgili bir¢ok caligma olmasina karsin
literatiirde bugiine dek yapilan ¢aligmalarda DPO’nin ve CDDP ototoksisitesi
lizerine etkilerinin arastirildigi herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda CDDP’e bagli ototoksisitede DPO’nun koruyucu olup
olmadig1 ve olasi koruyucu mekanizmanin Nrf2 ve hedef proteinleri ile iligkili
olup olmadiginin ¢alisilmis olmasi olduk¢a 6zgiindiir.

Bu caligma ile deneysel olarak CDDP ile ototoksisite modeli
olusturulmustur. Bu hem fonksiyonel hem de morfolojik ve biyokimyasal
diizeyde ortaya konmustur. Calismamizda CDDP uygulamasi dncesinde verilen
DPO’nun kohlea ve beyin dokularindaki hasari belirgin diizeyde azalttigi
saptanmistir. DPO, CDDPin ortaya c¢ikardigi i¢ kulak ve beyin hasarlarim
onledigi hem apoptotik protein ekspresyonlart hem de oksidatif stres iligkili
belirtecler olan Nrf-2 ve iligkili Hemoksijenaz-1 ve NQOI1 {izerinden
gosterilirken, hem de nitrik oksit sistemi lizerinden etkileri de saptanmistir. Yine

calismamizda DPO’nun CDDP bagli ototoksisiteyi Onlemede antioksidan
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glutatyon ve anti-inflamatuar TNF-a ve IL-1 3 molekiillerinin de ise karistigini
ortaya koymustur.

Calismamizda DPO’nun, CDDPin olusturdugu ototoksisiteyi hafifletici
etkisi fonksiyonel, histokimyasal ve biyokimyasal diizeyde gosterilmistir.
DPO’nin CDDP’e bagh gelisen i¢ kulak ve beyin hasarina karsi koruyucu
oldugu, apoptoz, antioksidan sistem ve nitrik oksid sistemi iliskili anti-
inflamatuar sistem aracili olarak gelistigi ilk defa gergeklestirilen bu ¢aligma

aracilif ile gosterilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizin  deneysel bir calisma olmasit nedeniyle, darbepoetin
uygulamasinin sisplatin kullanimi sirasinda koruyucu olmasi acisindan dikkate
alinmalidir.Calisma  sonuc¢larimizin  in-vivo deney hayvanlari  timor
modellerinde daha ileri olarak calisilmasit sonrasinda klinik agisindan test

edilmesi miimkiin olabilir.
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