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OZET

SISPLATIN iLE INDUKLENEN PERIiFERAL NOROPATI MODELINDE
FiSETINIiN PROTEKTIF ETKIiLERININ INCELENMESI

Cansel ADIGUZEL
Yiiksek Lisans Tezi,Fizyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani :Do¢.Dr. Caner YILDIRIM
Aralik 2024, 67 sayfa

Yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilaci olan sisplatin, periferik ndropatiye neden
olarak hastalarin yasam kalitesini O6nemli Olclide azaltir. Bu calismada, sisplatin
kaynakli periferik noropati sican modelinde dogal bir flavonoid olan fisetinin
noroprotektif etkileri arastirilmistir. Antioksidan ve antiinflamatuar Ozellikleriyle
bilinen fisetin, ndropati patofizyolojisinde néroinflamasyonu ve oksidatif stresi azaltma
yetenegi nedeniyle bu ¢alismada secilmistir. Bu ¢alismada erkek Wistar Albino siganlar
altt gruba ayrildi: sham, noropati (5 hafta siiresince, haftada bir defa, 3 mg/kg sisplatin
uygulandi), fisetin tedavi gruplar1 (ndropati +10 mg/kg fisetin ve noropati+20 mg/kg
fisetin) ve sadece fisetin uygulanan saglikli hayvanlardan olusan pozitif kontrol gruplari
(10 mg/kg ve 20 mg/kg). Motor koordinasyon, duyusal sistem fonksiyonlari ve siyatik
sinirlerin yapisal biitiinliiglinii degerlendirmek amaciyla davranigsal deneyler, sinir
iletim ¢aligmalar1 ve konfokal mikroskopi analizleri yapilmistir. Bulgulara gore sisplatin
uygulamasi hayvanlarda motor inkoordinasyon, duyusal disfonksiyon ve mekanik
allodiniye neden olmustur. Ayrica sinir iletim hizin1 azaltmistir. Miyelin yapisinda yer
alan MBP ekspresyonunu azaltirken siyatik sinir dilimlerinde ndéroinflamasyonu
gosteren GFAP ekspresyonunu artirmigtir. Ayrica 6zellikle fisetinin 10 mg/kg dozunda
uygulanmasi sisplatin uygulanan siganlarda motor koordinasyonda belirgin iyilesme,
allodinide azalma ve sinir iletim hizinda diizelme saglamistir. Immiinofloresan boyama
fisetinin, norofilamentlerin yapisin1 korunmasi, miyelin yapisinin korunmasinda ve
akson biitiinliigliniin korunmasinda oynadigi rolii ortaya koymustur. Ayrica, fisetin
GFAP ekspresyonunu azaltt1 ve bu da glial hiicre aktivasyonunda ve néroinflamasyonda
bir azalma anlamina geliyor. Sonug¢ olarak, Fisetin, glial ve aksonal yapilarin
stabilizasyonuna katkida bulunan antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri nedeniyle
sisplatin kaynakli ndropatiyi hafifletmek i¢in umut vadeden bir adaydir.

Anahtar kelimeler: Fisetin, sisplatin, noropati, sinir iletim hizi, nosiseptif davranig
deneyi.



SUMMARY

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF FICETIN IN
CISPLATIN-INDUCED PERIPHERAL NEUROPATHY MODEL

Cansel ADIGUZEL
Master's Thesis, Department of Physiology
Thesis Advisor:Assoc. Prof. Dr. Caner YILDIRIM
December 2024, 67 page

Cisplatin (cis), a commonly used chemotherapeutic drug, significantly reduces the
quality of life for patients by inducing peripheral neuropathy. This study investigated
that the neuroprotective effects of fisetin, a natural flavonoid, in a rat model of cisplatin-
induced peripheral neuropathy. Fisetin, known for its antioxidant and anti-inflammatory
properties, was selected in the present study for its ability to diminish
neuroinflammation and oxidative stress in the pathophysiology of neuropathy. Male
Wistar rats were divided into six groups: sham, neuropathy (3 mg/kg cis, 5 weeks, once
a week), fisetin treatment groups (cis+10 mg/kg fisetin and cis+20 mg/kg fisetin), and
positive control groups consisting of healthy animals administered only fisetin (10
mg/kg and 20 mg/kg). In order to assess motor coordination, sensory system
functionalis, and the structural integrity of the sciatic nerves, behavioural experiments,
nerve conduction studies, and confocal microscopy analyses were carried out.
According to the findings, cisplatin administration caused motor incoordination, sensory
dysfunction and mechanical allodynia in animals. It also decreased the nerve conduction
velocity. While it decreased the expression of MBP, which is involved in the myelin
structure, it increased the expression of GFAP, which indicates neuroinflammation in
sciatic nerve slices. In addition, especially the application of fisetin at a dose of 10
mg/kg , caused a significant improvement in motor coordination, a decrease in
allodynia, and a restoration of nerve conduction velocity in cisplatin-treated rats.
Immunofluorescence staining revealed fisetin's role in maintaining myelin structure and
protecting axonal integrity, as indicated by the preservation of neurofilaments.
Furthermore, fisetin reduced GFAP expression, signifying a decrease in glial cell
activation and neuroinflammation. Consequently, Fisetin is a promising candidate to
alleviate cisplatin-induced neuropathy due to its antioxidant and anti-inflammatory
properties that contribute to the stabilization of glial and axonal structures.

Key words: Fisetin, cisplatin, neuropathy, nerve conduction velocity, nociceptive
behaviour experiment.



1.GIRIS

1.1. KANSER

Kanser latinceden tiiretilmis bir kelimedir ve ilk kez Hipokrat tarafindan kullanilmistir,
canker ve ya carcinos kelimelerinden tiiretilen kanser kelimesini daha sonra Yunan
doktor Galen’ in de kullandig1 ifade edilmistir (1). Kanser belli bir organizmadaki
hiicrelerin boliinmesi, gelismesi, farklilasmasi ve programlanmis bir sekilde 6liimiiniin
gerceklesmesinde rol alan proteinleri kodlayan genlerin mutasyon gecirmesi sebebiyle
hiicrelerin apoptoza ugramadan kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi olarak tanimlanmistir
(2). Gliniimiizde kanser hastaliginin tedavisinde cerrahi ile birlikte radyoterapi ve
kemoterapi segenekleri bulunmaktadir. Kemoterapi etkili bir secenek olmakla birlikte
saglikli viicut hiicrelerine de zarar vererek toksisiteye sebep olabilmektedir. Bu sebeple

aragtirmacilar genellikle sadece kanserli hiicreleri yok etmenin yollarin1 arastirmaktadir

(3).

Kanserin 6nemli agrilara sebebiyet verebilen ve de yasam standartlarin1 azaltabilen ¢ok
cesitli ve karisik bir durum oldugu belirtilmektedir. Agri, kanser hastalarinda en sik
goriilen semptomlardan biridir. Agri, kanser, kanser tedavisi veya bu faktorlerin bir
kombinasyonundan kaynaklanabilir. Hastalarin 6nemli bir ¢ogunlugu kanser agrisini
yada tedaviye bagli olarak gelisen agriy1r kontrol edebilmektedir fakat bu olumsuz
durum saglik hizmetleri tarafindan hala 6énemli bir sorun olarak goriilmektedir ve bu
agr1 maalesef tam olarak tedavi edilememektedir. Bu durumun sebepleri arasinda
hastanin  yas1, etnik kokeni, genetik yapisi, cinsiyeti vb. durumlardan otiirii agr

yonetimini etkilemektedir (4).

1.11 Kanserde Agr

Kanser hastalari, hastalik siireci boyunca mutlaka agr1 hissi duyarlar. Tedavi ve taniya
bagli olarak akut agr1 ve hastaligin kendisinden veya tedavi siire¢lerinden kaynakli
olusan kalici agrilar s6z konusudur (5). Kanser agrisinin yonetiminde hastalarin
neredeyse % 90'inda bu hastaligin etkilerinin diizeltilip kontrol altina alinabilmesine
karsin saglik hizmetlerinde hala giincel olarak etkili bir sorun olarak goriilmektedir. Bu

hastalikla iligkili olarak sosyal, maddi, manevi acilar bu hastalig1 daha da karmasik hale



getirmektedir.  Saglik acisindan agr1 siddeti Olcekleri tamamlayici ve alternatif
yontemler, bakim ekibinin rolii ve hem hastaya hem de aileye manevi destek vermek

amaciyla ele alinmistir (6).

Kanser agrisinin yonetimi, altta yatan patofizyolojik mekanizmalara baglidir ve mevcut
giincel agr1 tedavisi hala Diinya Saglik Orgiitiiniin kilavuzlarina dayanmaktadir (7).
Kanser Amerika'da hala en sik ikinci 6liim sebebi olarak goriilmektedir. Bu hastaligin
sebep oldugu agri, kanserin en korkulan komplikasyonlarindan biridir. Pek ¢ok calisma
Diinya Saglk Orgiitii’niin tedavi kilavuzlarma uyuldugunda hastalarin %90'a yakiminin

agriy1 hissetmedigini gostermektedir (7).

1.1.2. Kanser Agrisimin Yasam Kalitesine Etkisi

Agri, kanser hastalarinin yaklasik yarisinda, ileri derece kanser hastalarinin neredeyse
%90‘inda goriilen kiside duyusal, duygusal, biligsel, davranigsal etkilere sahip olan
karisik, cok yonlii bir olgudur. Diinya Saglik Orgiitii, kanserin sebep oldugu agriyi
uluslararasi bir sorun olarak belirtmis ve agrinin kontroliinii pek ¢ok kanserli hastanin
genis kapsamli bakimida 6nemli bir unsur haline getirmistir. Agr1, daimi ve kontrol
edilemez oldugunda kanser hastasinin yasaminin neredeyse her noktasinda zararli,
hastanin durumunu psikolojik olarak koétiiye siiriikleyen bir etkiye neden olarak kaygi,
ve duygusal stres olusturmaktadir. Orta siddetli ya da cok siddetli agris1 olan kanser
hastalarinda, uyku, giinliik yasam aktiviteleri, hayattan zevk alma, yasama hevesi,
caligma hirs1 ve sosyal aktivitelere katilma gibi rutinlerde isteksizlikler goriilmektedir
(8). Kanser tedavisi goren hastalarda agr1 genellikle siddetli oldugundan dolayr bu
hastalarda agrinin tedavisi zor olabilmektedir ve analjezik merdiven yontemi ile tedavisi
gerceklestirilemeyen hastalar en diisiik diizeyde invazif analjezik miidahale yontemleri
ile tedavi edilebilmektedir (9). Giiniimiizde kanser hastalarinin palyatif bakiminda ¢ok
cesitli yaklasim mevcuttur ve bu hastalarin tedavisinde asil hedef, agri ve diger
belirtilerin kaldirilmasi, yok edilmesi psikososyal ve sahsin duygularinin, hislerinin

diizeltilip yasam standartlarinin yiikseltilmesidir (10).



1.1.2.1. Platin Antikanser ilaclar
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Sekil 1: Platin ajanlar

Sisplatin 1979 ‘da onaylandiktan sonra yumurtalik, testis, akciger, mesane kanserlerine
ilaveten lenfomalar, miyelomlar, melanomun tedavisine yonelik kemoterapi
rejimlerinde 6nemli yer aldi. Fakat ciddi yan etkilere sahip oldugu gergegi glin gegtikge
ortaya cikti. Son yillarda yirmi ti¢ farkli platin bazl ilaglar klinik deneylerde yer aldi
fakat bunlardan sadece ikisi (karboplatin ve okzaliplatin) uluslararasi1 pazarlama onay1
aldi, diger {i¢ tanesi ise (nedaplatin ,lobaplatin,heptaplatin) farkli farkl: iilkelerde onay
aldr (11).

Sans eseri kesfedilen sisplatin kanser tedavisinde olduk¢a miithimdir. 1965 senesinde
Rosenberg, elektrik alaninin Escherichia coli bakterisinin gelismesi {izerindeki etkisini
arastirtyorken bakterilerin elektrik alanina yerlestirildiginde bdliinmeyi durdurdugunu
fark etti fakat Rosenberg'in asil fark ettigi sey, bakteri boyutunun 300 kat arttigiydi.
Bunu, platin iletken plakalarin hiicre biiyiimesine sebebiyet verdigine fakat hiicre
boliinmesini durdurdugu sonucuna bagladi. Sonrasinda bundan sorumlu platin tiiriiniin
sisplatin oldugu sonucuna vardi. Rosenberg, sisplatinin bakteriyel hiicre bdliinmesini
durdurdugu zaman tiimor hiicre boliinmesini de durduracagini ileri siirdii. Bu ihtimalin
dogrulugu kanitlanmis ve kanser tedavisinde sisplatinin kullanimina tegvik etmistir.

1978 ‘de NCI ve Bristol Myers -Squibb vasitasiyla yapilan klinik deneylerden alt1 yil



sonra, FDA metastatik testis ya da ovaryum kanseri hastalarmin iyilestirilmesinde
Platinol adi1 altinda sisplatini onayladi (12). Sisplatinin, testis kanserine kars1 son derece
etkin olan antitiimoral 6zelligi yaygin olarak kullanimini saglamustir. Sisplatin, testis,
yumurtalik, mesane, bas ve boyun, 6zofagus, mide ve akciger kanserleri ile lenfoma ve
osteosarkom gibi solid tiimdr ve hematolojik malignitelerin tedavisinde en yaygin
kullanilan antineoplastik ajanlardan birisi olmustur. Spesifik olmayan hedeflemesi,
standart dozlarda uygulandiginda bile gastrointestinal, renal, nérolojik ve hematolojik
sistemleri etkileyen yan etkilere ve toksisitelere neden oldugu da zaman igerisinde
anlagilmistir. Sisplatinin yaklasik olarak 40 O6zellesmis toksisitesi vardir ve bunlar
icerisinde en yaygin olan1 nefrotoksisitedir. Bu yan etkiler ilacin dozajinin azaltilmasini
yada tedavi rejiminin durdurulmasini gerektirmektedir. Sisplatin kaynakli yan etkilerin
net mekanizmalar1 hala tam olarak anlasilmadigindan, yan etkilerine karsi1 klinik olarak
az miktarda 6nlem bulunmaktadir. Bu sebeple sisplatin toksikolojisinde bulunan karisik
mekanistik siirecleri arastirmak ve toksisitesini azaltmak veya yok etmenin etkin

yollarini bulmay1 amag edinen 6nemli ¢abalar verilmistir (13).

cisplatin

carboplatin

oxaliplatin

Sekil 2: Platinlerin molekiiler goriintiisii

1.1.2.2. Platin Bilesiklerinin Toksisitesi

Platin temelli kombinasyon kemoterapisinin, bilhassa da sisplatinin kullanimindan sonra
pek cok solid tiimoriin tedavisinin neticesi degisti. Kanser kemoterapisinde en etkili
platin bilesikleri sisplatin, karboplatin ve oksaliplatindir. Bu bilesikler arasinda yapisal
baz1 benzerlikleri vardir fakat terapétik kullanim, farmokinetik ve yan etki profilleri
bakimindan o6nemli Olgiide farkliliklar gosterirler. Sisplatin  ile karboplatin

karsilastirildiginda, karboplatin’in germ hiicreli tiimor, bas boyun kanseri, mesane ve
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6zofagus karsinomunda etki diizeyi olarak sisplatinin daha iistiin oldugu, her iki ilacin
da ilerlemis kiigiik hiicreli olmayan ve kiiciik hiicreli akciger kanserinde ve ovaryum

kanserinde de benzer etkilere sahip oldugu belirlenmistir (14).

Sisplatinin siddetli yan etkilerinin varligindan dolay1 yeni nesil platin bilesikleri sentez
edilerek yan etkilerinin hafifletilmesi amaglanmistir. Sisplatinin preklinik olarak
etkilerini gosteren ilk raporlardan sonra, terapdtik indeksini artiracak pek cok platin
analogu kimyasal olarak sentezlenmis ve hem deneysel caligmalarda hem de klinik
uygulamalarla test edilmistir. Bugiin bu analoglarin yaklasik 13" klinik ¢alismalarda
degerlendirilmektedir(15). Sisplatin pek ¢ok solid tiimoriin tedavisinde kullanilan
platinyum bazli kanser 6nleyici birinci nesil ilagtir (16). Sisplatin meme, yumurtalik ve
kolorektal kanserler gibi birgok kotii huylu tiimér {izerinde tedavi edici etkiye sahiptir.
Bununla birlikte, tiimor hiicrelerini 6ldiirmesinin yani sira, sistemik toksisiteye (17) ve
uzun siireli kullanimda saglikli dokular iizerinde ciddi hasara yol acan non-spesifik
terapotik bir ilagtir (18). Bu olumsuz durumlardan dolay1 klinige ulagmasi 10 yildan
fazla siiren ikinci nesil platin ajanlardan karboplatin gelistirildi. 1989 yilinda, ilag FDA
tarafindan ileri yumurtalik kanserinde kullanim i¢in onaylandi ve kisa siirede diinya
capinda onay aldi (19). Sisplatine kiyasla, karboplatinin en biiyiikk avantaji azaltilmig
yan etkileriydi. Ozellikle nefrotoksik etkileri ortadan kaldirmasi en dikkat cekici
avantajlarindan biriyken; mide bulantisi, kusma, ve immunsupresyon gibi ciddi yan
etkileri de bulunmaktaydi (15, 20, 21). Sisplatinle Kkarsilastirildiginda karboplatinin
antitlimoral etkinliginin kanserin tipine bagli olarak degismekle beraber genel olarak
sisplatinin 1/8’1 ile 1/45°1 arasinda bir etkinligi bulundugu ifade edilmistir. Karboplatin
dozajimin literatiir verilerine gore klinik standardi, sisplatine kiyasla genellikle 4:1 dir.
bu oran ayni antitiimoral etkinligi saglayabilmek amaciyla dort kat daha fazla
karboplatin kullanilmasi1 demektir (15). Ikinci nesil platin ajanlardan nedaplatin sisplatin
analogu olarak bilinir. Nedaplatin, sisplatin tarafindan indiiklenen nefrotoksisite ve
gastrointestinal toksisite gibi toksisiteleri azaltmak i¢in gelistirilmistir. Nedaplatin dozu
viicut yiizey alanma gére belirlenir. Onerilen terapdtik doz 80-100 mg/m?dir, ancak
nedaplatinin farmakokinetik profili karboplatine benzerdir. Platin igeren diger ilaglardan
daha fazla bulanti, kusma ve nefrotoksisiteye neden olmaktadir (20). Bununla birlikte
platin kemoterapisinde ana endise platinyum ilag direncidir (22). Sisplatin ve
karboplatin uygulanmalar1 sirasinda ilag¢ direnci gelistirir. Bu nedenle, {igiincii nesil

platin ajanlarin Onciisii olan oksaliplatin gelistirildi. Oksaliplatin kolorektal kanser



tedavisinde etkinlik gosteren ilk platin bazli bilesiktir (23). Oksaliplatin metastatik
kolorektal kanserlerde fluorourasil ve folinik asit ile birlikte kullanilmaktadir.
Oksaliplatinin de noropati, yorgunluk, notropeni, ototoksisite ve hipolosemi gibi ciddi
yan etkilere sahip oldugu belirtilmistir (20). Diger bir platin ajan olan lobaplatin kronik
miyeloid 16semide, ameliyat endikasyonu olmayan metastatik meme kanserinde ve tek
hiicreli akciger kanserinde kullanilmaktadir. Loboplatinin de anemi ve lokopeni gibi
ciddi yan etkileri bulunmaktadir (24). Diger bir ajan olan heptalatin ise gastrik
kanserlerde kullanilir yan etkileri hepatotoksisite ve nefrotoksisitedir (20). Sisplatin,
karboplatin ve oksaliplatin diinya genelinde uygulanirken; nedaplatin Japonya’da;
heptalatin Kore’de; lobaplatin Cin’de uygulanmaktadir (20, 21, 24). JM216 diger bir

platin tiirevidir ve oral olarak uygulanma 6zelligine sahip olan tek platin tiirevidir (25).

Bu bilgilerden de anlasilacag: lizere birincil nesil platin ajan olan sisplatinden sonra
yeni platin tiirevleri sentezlenmis olsa da hala antitiimoral ilaglar igerisinde 6zellikle de
solid timorlerin tedavisinde sisplatin akla ilk gelen anti tiimdral ilacgtir. Sisplatinden
sonra sentezlenen diger platin ajanlarin hem sisplatin kadar giiclii antitiimoral etkilerinin
olmamas1 hem de en az sisplatin kadar ve farkli farkli yan etkilere sahip olmalarindan
dolay1 sisplatin bazi timor tipleri disinda genis kullanim alanina sahiptir. Platin bazl
yeni anti-kanser ilaglar1 gelistirmek i¢in ¢ok ¢aba harcanmasina ragmen, simdiye dek
diinya ¢apinda klinik bir uygulamaya ulagilamamistir. Bundan dolay: platin ajanlarin
cesitli stratejiler ile toksisitelerinin azaltilmasi i¢in ¢ok fazla ¢aligma yapilmaktadir. Bu
yiizden son yillarda sisplatinle ilgili yapilan ¢alismalarin biliyiikk ¢ogunlugunun
sisplatinle kombine tedavi segenekleri ile sisplatinin yan etkilerini azaltmak {izerine
oldugu goriilmektedir. Farkli etki mekanizmalar1 ile anti-tlimoral aktiviteye sahip
oldugu bulunan dogal bilesiklerin; sisplatin ile kombine kullanilarak bir yandan anti-
timoral etkinligi arttirp diger yandan sisplatin toksisitesini azaltabilme potansiyeli
bulunmasindan dolay:1 bu bilesikler hem deneysel hem de klinik uygulamalarda 6nemli

bir yere sahiptir.

Bu calismada platin ajanlar icerisinde noropati modeli olusturulmak igin sisplatin
secilmesinin sebebi diger platin ajanlara gére daha diisiik uygulama dozu ile néropati
olusturabilmesidir. Karboplatin ile de noropati gelistirilebilinir, fakat sisplatin néropatisi
ile kiyaslandiginda bu durum ihmal edilebilir diizeydedir. Noropati gelisebilir ama ¢ok

yiiksek dozlarda karboplatin uiygulanmas1 gereklidir. Sisplatin ile olusturulan



ndropatiye benzeri derecede ndropati indiiklemek icin karboplatin 10 kat1 yiiksek dozda
uygulanmalidir. Platin kaynakli ndrolojik semptomlar, esik degerde kiimiilatif ilag
dozlar1 uygulandiginda belirgin hale gelir. Sirastyla 350 mg/m? ve 550 mg/m? kiimiilatif
sisplatin ve oksaliplatin dozlari, norotoksisite gelisimi i¢in esik degerler olarak kabul

edilmistir. Dolayisiyla daha diisiik doz uygulamasi gerektirdigi i¢in sisplatin se¢ilmistir
(26, 27).



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Sisplatinin Kimyasal Yapisi

Suda oldukca az ¢oziinen ve oda sicakliginda kristal toz halinde bulunan beyaz, koyu,
sar1 ile turuncu arasinda renktedir. 301,1 gm/mol molekiiler agirliginda olup 6zgiil
agirhgr 3.74 g/cm3 ve erime noktas1 270 °C 'dir (15). Cift yiikli platinin iyonunun 4
ligandla birlesmesinden meydana gelir. Sol tarafinda platin iyonunun DNA bazlariyla
bag kurmasini saglayacak kloriir ligandlari, sag bolgede platin iyonuyla etkili bag

olusturan amin ligandlari1 bulunur (28).

Sekil 3: Sisplatinin kimyasal yapist .

Sitotoksik ozelliklerinin 1960’11 yillarin baglarinda kesfedilmesiyle beraber sisplatin
1970’lerden itibaren kiiglik hiicreli akciger, over, testis, bas-boyun ve endometriyum
gibi pek cok solid tiimoriin tedavisinde en ¢ok kullanilan, en etkili tedavi ajanlarindan
birisi olmustur (15). Sisplatinin oral absorbsiyonu olmadigindan intravendz ya da
intraperitoneal (deneysel) olarak uygulanmasi gerekmektedir. Dolasima katildiktan
sonra yiiksek bir oranda (% 90) plazma proteinlerine baglanarak tasinir. Hizli bir sekilde
dokulara diffiize olur. Sisplatinin metabolize olan miktarinin % 90’ nin dan fazlasi ise

idrar ile 1trah edilir (29, 30).

Sisplatinin hiicre icerisine giris mekanizmas1 heniiz tam olarak anlasilamamistir. ilk
caligmalar sisplatinin hiicreye temel olarak pasif diflizyonla girdigini gostermistir ¢linki
allmmin 60 dakikadan daha uzun bir siire boyunca lineer bir sekilde ilerledigi
bildirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise bakir transport proteini olan “copper
transporter 1” (CTR1) ve “organik katyon tasiyicilar1” (OCT1 ve OCT2) ile sisplatinin
hiicre igine aktif olarak giris yaptig1 gosterilmistir (31, 32). Sisplatin hiicreye girdikten
hemen sonra aktive olur ve Tlizerinde bulunan kloriir atomlar1 sitoplazmada su
molekiillerinin etkisiyle yer degistirir. Bu hidrolize olmus madde, proteinler lizerindeki

stilthidril gruplar ve niikleik asitler tizerindeki azot verici atomlar da dahil olmak iizere
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herhangi bir niikleofil ile reaksiyona girebilecek kadar giiclii bir elektrofildir. Sisplatin
kanser hiicrelerinde piirin kalintilar1 {izerindeki N7 reaktif merkezine baglanir daha
sonra deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina neden olarak hiicre boliinmesini bloke
eder ve apoptotik hiicre 6liimiine neden olur (15). Sisplatinin kan-beyin bariyerini
gecemedigi fakat dorsal kok ganglion (DKG) ndronlar1 da dahil olmak iizere pek ¢ok
periferik dokuda kolayca tutundugu bilinmektedir (33). Sisplatinin merkezi sinir
sistemine penetrasyonunun sinirli oldugu ifade edilmistir. Nadir olmasina ragmen,
sisplatinin MSS'deki norotoksisitesi, 0rnegin posterior reversible ensefalopati sendromu
(PRES), tibbi literatiirde iyi belgelenmistir. DKG ndronlarinin yanisira medulla spinalis,
testisler, karaciger, akciger, ve bagirsaklarda yiiksek konsantrasyonda bulunarak bu

organlarda toksisiteye ve fonksiyon bozukluklarina sebep olmaktadir.

Kemoterapotik ajanlarin kullanimina bagli olarak gelisen periferal ndropati prevelansi
oldukea yiiksektir. 2014 yilinda yapilan bir arastirmaya gore bu oran yaklasik olarak %
68 olarak bulunmustur. Hatta kemoterapinin kesilmesinden 6 ay sonra bile bu oranin
hala % 30 civarinda oldugu rapor edilmistir (34). Kenya’da yapilan bir arastirmaya gore
ise sisplatin temelli periferal noropati oran1 yaklasik olarak %83 oraninda bulunmustur.
Bu aragtirmada sisplatine maruz kalan 67 hastanin 56’sinda noropatik belirtilerin

goriildiigii rapor edilmistir (35).

2.1.1. Sisplatin kaynakh periferal noropatinin patofizyolojisi

Kanser kemoterapisinde ciddi doz sinirlayict etkenlerden biri de periferal néropatidir
(36). Kemoterapi kaynakli hasar yalniz dozun azaltilmasina ya da tedavinin
durdurulmasina sebep olmaz, bunun yaninda hastalarin yasam kalitesinde diisiise neden
olur (37, 38). Kemoterapi alan hastalarin neredeyse %30-40 kadarinda periferik
noropati meydana gelmistir (39). Tedavinin kesilmesindeki en 6nemli sebeplerden
birinin periferal noropati oldugu bildirilmistir ve genel olarak, sisplatin sebepli néropati,
350 mg /m? iistiinde kiimiilatif dozdan sonra olusmaktadir ve hastalarin %92 ‘sinde
kiimtlatif 500-600 mg/m? sisplatin dozlarinda karincalanma hissi, uyusma vb.
noropatik belirtiler goriildiigii rapor edilmistir (40). Sisplatin kaynakli gelisen periferal
noropatide, duyusal, motor, otonomik islevler etkilenmektedir (40, 41). Periferik sinir
hasarimin duyusal belirtileri sensorimotor yoksunluklarda cesitli fonksiyonel
eksikliklere kadar farklilik gostermektedir (41). Platin agirlikli olarak duyusal aksonal

periferek noropati ile karakterize edilir, tipik olarak gorap ve eldiven tipi bir dagilimda
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meydana gelir ve ilk once daha uzun aksonlar etkilenir (42). Siddetli vakalarda bu
belirtiler duygusal algi kaybma kadar gelisebilir (43). Motor belirtiler giigsiizliik,
yirime ve dengede bozulma ve hareketlerde bozulmaya sebep olur. Duyusal
semptomlara gore daha az olmakla birlikte motor bozukluk o6nemli fonksiyonel
bozulmalara sebep olabilir (44). Bunun karsisinda otonomik semptomlar daha az
meydana gelir ve ortastatik hipotansiyon, kabizlik, degisen cinsel veya idrar fonksiyonu
kapsayabilir. Sisplatin ile indiiklenen periferal noropati'de patofizyolojik stiregler cok
faktorliidiir. Oksidatif stres, inflamasyon, mitokontriyal fonksiyon bozuklugu, DNA
hasari, apoptik mekanizmalar, farklilagmig kalsiyum homeostazi, akson dejenerasyonu

ve zarimn yeniden sekil almasi gibi durumlari barindirmaktadir (45).

Sisplatin kaynakli ndropatinin; oksidatif hasar, inflamasyon, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, DNA hasar1 ve sinir sistemi hiicrelerinin apoptozu yoluyla meydana geldigi
rapor edilmistir (46). Sisplatin, noronal ve non-ndronal hiicrelere girdikten sonra
nikleer ve mitokondriyal DNA’ya baglanarak DNA eklentileri ‘adduct’
olusturmaktadir. Bu DNA eklentileri anormal protein sentezine yol agarak katalaz,
glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim aktivitelerini
disiirdiigti  bilinmektedir. Mitokondriyal fizyolojik fonksiyon bozulmasi, hiicresel
metabolizmanin azalmasina, artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimine ve
oksidatif strese yol agar (47). Artmis olan hiicre i¢i ROS seviyesi antioksidan
savunmanin yetersiz kalmasimna neden olur (48). Bu da periferik sinirlerin hiicre
iskeletinin demiyelinizasyonuna ve sinyal iletim siireclerinin hassaslagsmasina neden
olur. Sonug olarak sisplatin enzim, protein ve lipitlere zarar vererek periferik sinirlerde

yapisal degisiklikleri indiikleyerek periferal noropati gelisimine katkida bulunurlar (49).

Sisplatin kullanimina bagl olarak gelisen periferik ndropatiye néroinflamatuar bir siire¢
de eslik eder. Noropati meydana geldiginde, Schwann hiicrelerinin ve yerlesik
makrofajlarin aktivasyonuna yanit olarak hasar goérmiis sinirlerin etrafinda ¢ok sayida

inflamatuar hiicre birikir ve Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin 6 (IL-6), 1L

1B, IL-8 gibi ¢ok sayida sitokin ve kemokin iiretilir. Bu salgilanan inflamatuar sitokinler
bazi1 iyon kanallarinin ekspresyon seviyelerini up regiile ederek veya mekanik ve termal
hiperaljezide yer alan nosiseptif néronlar1 dogrudan etkileyerek néropatik semptomlarin

gelismesine sebep oldugu rapor edilmistir (50).
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2.1.2. Dorsal kok ganglionlar:

Dorsal kok gangliyonlari (DKG), yakin iligki igindeki duyu noéronlari ve satellit glial
hiicrelerin kiimeleridir. Periferik sinir sisteminde kan beyin bariyerinin olmamasi
nedeniyle 6zellikle farkli koken ve yogunluktaki strese karsi olduk¢a savunmasizdirlar.
Periferik noropati, heterojen nedenlerden dolay1 artan prevalansi ile erigkinlerde en sik
goriilen periferik sinir sistemi bozuklugudur. Bu durumdan mustarip hastalar i¢in etkili
bir tedavi mevcut olmadigindan hastalik mekanizmalarin1 aydinlatmak ve noroprotektif
tedaviler i¢in yeni hedefleri belirlemek adina molekiiler yolaklarin tanimlanmasi
zorunludur. Dorsal kok gangliyon (DKG) noéronlari, periferal sistemden orijin alan
somatik ve visseral duysal bilgileri spinal korda tasiyan pseudo-unipolar tipteki primer
duysal noéronlardir. Nosiseptif noronlarin hiicre gévdeleri dorsal kok gangliyonlarda
bulunur ve bu noéronlarin hiicre gévdesi boyutu, norokimyasal fenotip, fonksiyonel
fizyolojik Ozellikler, periferik dallarin miyelinasyon derecesi ve spinal dorsal
boynuzdaki merkezi sonlanma modeline dayali olarak yillar boyunca farkli selkilde
smiflandirmalar1 6nerilmistir (51). Bu siniflandirmalardan birisi noronlarin gaplarina
gore olan siniflandirmadir. Bu siniflandirmaya gore néronlar kiigiik capli ve biiyiik capli
olmak iizere ikiye ayrilmistir. DKG’de kii¢tik ¢capli (¢ap1<20 pm) hiicre govdesine sahip
noronlar genellikle miyelinsiz C liflerine sahiptir. Bu néronlar agri, sicaklik ve kasinma
gibi duyusal bilgilerin spinal kordun nosiseptif laminasinda (lamina I-II) tasinmasindan
sorumludur (52). Biiyiik ¢capli DKG néronlari (¢ap1>25 pm) genellikle A alfa ve A beta
liflerine sahiptir, bu néronlar genel olarak kaslarin duyu sinyallerinin iletilmesinden
sorumludur (53). Yani biiyiik ¢apli DKG néronlari miyelinli lifleri yoluyla periferal
sistemden spinal kordun lamina 1l1-V'sine nosiseptif olmayan (hon-nosiseptive)
sinyalleri iletir (52). Burada bulunan nosiseptif noronlarin sisplatin maruziyetinden
sonra hasarlanmas1 periferal ndropati gelisiminin en temel sebeplerinden birisini

olusturmaktadir.

Sisplatin, kemoterapik bir ajandir ve kanser cesitlerinin tedavisinde kullanilir ancak
belirli yan etkileri sebebiyle kullanimi sinirlidir. Bu yan etkiler, reaktif oksijen tiirlerinin
asirt iiretimi ve sinir hiicrelerinin 6limi olarak belirtilebilir. Bu sebeple de siplatin
kaynakl1 Ca** girisi kanser hiicrelerinde mitokondriyal oksitatif stresin ve hiicre

6liimiiniin sebebi olabilecegi belirtilir (54).
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Sisplatinin  klinik kullanimi, dogal nefrotoksisite sebebiyle kisithidir ve bu
nefrotoksisitenin patogenezi karigiktir, tam aydinliga ulagamamistir. Sisplatinin sebep
oldugu bobrek hasarini engellemek igin etkili ilaglarin aragtirilmasina ihtiyag vardir.
Berberin, resveratrol gibi dogal bilesikler sisplatin kaynakli nefrotoksisite tedavisi igin
kullanilmaktadir (55).

Sisplatinin tedavisi ile farkli hiicresel tepkiler tetiklenir ve bununla es olarak sitotoksik
etkilerini DNA'da zincirler arasi, zincir i¢i ¢apraz baglantilar yaparak ortaya ¢ikarir.
Timor hiicreleri, genellikle sisplatin  kaynakli lezyonlar1 diizelterek tolerans
mekanizmalart gelistirir ve ya hasar1 diizeltmeye calisir. Cesitli calismalar, sisplatin
tedavisiyle ilgili ana kisitlamalar1 anlamaya 6zen gosterdi. Simdiye dek kesin bir ¢oziim
bulunmadi. Bu sebeple, platin tedavisinden yarar gorecek sahislari segmek i¢in daha

genis yelpazeli molekiiler ve genetik profiline ihtiyag duyar (56).

Su ana kadar gelistirilen en etkili ila¢ olan sisplatinin, kanser tedavisindeki rolii cok
biiyiiktiir ve analogu olan karboplatin, sisplatine gore daha {istlin olmasma ragmen
karboplatin ile alakali trombositopeni, bilhassa biliylime faktorlerinin varligr ya da
yoklugundan bagimsiz sadece hiicresel destek yoluyla dnlenebilmesi sebebiyle bir sorun
olmaya devam etmektedir. Ilerleyen siireglerde sisplatinden kaynaklanan toksisiteleri
azaltmak igin daha farkli bilesiklere tedavide yer alacaktir (57). Fakat ilag direnci ve
kanserin ilerlemesi, yaygin olarak kullanilan platin temelli kemoterapinin 6niindeki en

diistindiiriici engeldir (58).

Oksiplatin, satraplatin benzeri stabilize ligandlarl farklilagtirilmis platin ilaglar,
sisplatine oranla degisik bir DNA eklenti profili dogurur. Bu, degisik bir terapdtik
gorlintiiyle sonuclanir ve bu ajanlarla yapilan klinik deneyler, kolorektal ve prostat
kanserlerinin yaninda daha dncesinde tedavisi gerceklesmis yumurtalik ve germ hiicreli
kanser benzeri sisplatine dogustan gelen ya da sonradan kazanilmis direnci olan
hastaliklarda degerli antikanser 6zellikleri gosterir. Platin terapisiyle iliskili etkinligin
arttirllmas1 amaciyla alternatif bir yaklasim, platin ilaglarinin  bir polimerle
birlestirilmesi veya ajanin bir lipozom i¢inde kapsiillenmesi amaciyla tiimor dagitimini
yiikseltmektedir. Bu yeni dagitimin formiilasyonlarinin ilk klinik olarak yapilmis
deneyleri timit vaat etmektedir ancak simdilik platinin tiimor hiicresi DNA'sina

dagitiminin arttigin1 dogrulamamustir (59).
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Sekil 4: Sisplatinin molekiiler mekanizmasi

2.1.2.1. Kanser Kemoterapisinde Sisplatin ve Diger Farmakolojik Dogal Uriinlerin
Kombinasyonunun Etkileri
Kanser tedavisinde kullanilan sisplatin, karboplatin, ormaplatin, oksaliplatin, platin
esaslt ilacglardir ve bir¢ok insan kanserinin tedavisinde etkili olarak kullanilir. Ayni
zamanda kanserli hastalarin biiyiik bir kismi ilag direnci yahut karaciger ,bobrek,
gastrointestinal sistem ve kardiyovaskiiler, sinir sistemini icermek lizere pek ¢ok
organdaki toksisite sebebiyle sik sik kendini gostermektedir. Caligmalar sonucunda
sisplatin ve dogal tiriinlerin kombinasyon tedavisi yontemleri ile alakali kanser tedavisi
amacl yaklasimlart belli bir miktarda basar1 elde etmistir. Dogal iirtinler, farkli gen
transkripsiyon faktorlerini diizenleyerek ve apoptoz nekroz yoluyla hiicre Oliimiini
indiikleyerek sisplatin sebepli organ hasarmma karst korur. Hidrojellerin kanser
hiicrelerini goziine kestirdigi ve tiimoriin gelismesini durdurmaya calistigr bildirilmistir

(60).
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Sekil 5. Sisplatinin etkiledigi yerler

2.1.2.2. Sisplatin Bazh Tedavilerde Yeni Sonuclar

Diinya capinda genis yelpazede kullanilan kemoterapilerden biri sisplatindir. Cok giiclii
antikanserler ilaglardan biri olan sisplatinin biyolojik aktivitesi 30 yildan fazla bir siire
once sans eseri fark edildi ve o giinden bu yana arastirma cabalar1 sisplatinin etki
mekanizmasin1 belirtmeyi hedef aldi. Devam etmekte olan calismalarin kanser
kemoterapisinin ~ diizeltilmesine yonelik yeni ilaglarin ve kombinasyonlarin
arastirilmasina 6n ayak olmasi beklenen sisplatinin sistem tiimorlerini iyilestirmek i¢in

etkili kullanilan gii¢lii bir antikanser oldugu belirtildi (61).

2.1.2.3. Sisplatin'in Neden Oldugu Sistemik Toksisitelerin Temeli Oksidatif Stres

Platinyumun inorganik bir karmasast olan sisplatin 45 yili askin siiredir kullanilan
kemoterapik tedavi amacgl bir ilagtir. Farmasotik bilimler ve tiptaki gelismelere ve
baska platin komplekslerinin ayni hedefli bagarili bir sekilde uygulanmasina karsin
platin, halen pek ¢ok kanserde tercih edilen tedavi basamaklarindandir ve onun yan sira
platinin pek c¢ok yan etkisi bilinmektedir. Bunlardan en Onemlisi akut bobrek
yetmezligine sebep olan nefrotoksite, norotoksite ve ototoksitedir (62). Mekanistik
caligmalar platin sebepli toksisitelerin ilerlemesinde rolii olan etkilerden birinin
oksidatif stres oldugunu gostermistir. Oksidatif stresi diisiirmek, bu sayede hiicresel
diizeyde doku hasarlarini, organ yetmezligini ve apoptozu diisiirmek i¢in pek ¢ok sayida

antioksidanin kullanilabilecegi gercegini bilen bir¢ok ¢aligma ,antioksidanlar1 yardime1

16




tedavi olarak arastirmay1 bir oncelik olarak tanimlamistir (62). (Antineoplastik ajanlar
kanserli hiicrelerde apoptozu indiiklemek amaciyla reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
olusturmaktadir ve tiretilen bu ROS’lar normal hiicre ve dokularda, kardiyotoksisite,

nefrotoksisite , norotoksisite benzeri farkli toksik olaylara sebebiyet vermektedir (63).

2.1.2.4. Sisplatinin Noronal inflamasyona Etkisi

Omurilikte sisplatin sebepli ndroinflamasyona ait ¢ok az bilgi bulunmaktadir fakat
sisplatin kaynakl1 periferal noropatiyle alakali olarak Park ve arkadaslari, sisplatin ile
tyilestirilen farelerde immiinohistokimyasal olarak astrosit veyahut mikroglia
aktivasyon durumlarinda higbir degisiklik meydana gelmeyecek fakat DKG ‘de
aktiflestirilmis transkripsiyon faktori 3 ‘te ele alinabilecek diizeyde artisa sebep
olacaktir (64). Sisplatin bagisiklik sisteminin istiinde, mikroglialarda ve periferal
noronlarda birka¢ degisiklige sebep olabilmektedir. Sisplatin, bagisiklik hiicrelerinin
aktiflesmesini gergeklestirerek, proinflamatuar sitokinlerin dagilmasini ve bagisiklik
hiicrelerinin iyon kanallarinda fonksiyon bozukluklarmma sebep olarak bagisiklik
hiicrelerinin fonksiyonlarin degisiklik gdstermesine sebep olur. Mikroglialar aktif
oldugunda TNF -a ‘nin serbestlesmesine sebep olur ve bu durum bagisiklik sistemi
hiicrelerinin aktivasyonuna sebep olur . Sisplatin hem bagisiklik sisteminin tizerinde
hem de mikroglialar da gerceklesen bu degisiklikler ile interlokin salinimina, dogustan
gelen bagisiklik sisteminin aktiflesmesine ve inflamasyona neden olmaktadir Sonug

olarak tiim bu etkiler ndronal inflamasyona sebep olmaktadir (40).

2.2. Flavonoidler

Platin bazli yeni anti-kanser ilaglar1 gelistirmek i¢in ¢ok caba harcanmasina ragmen,
simdiye dek diinya ¢apinda klinik bir uygulamaya ulasilamamaistir. Bundan dolay1 platin
ajanlarin c¢esitli stratejiler ile toksisitelerinin azaltilmasi i¢in ¢ok fazla calisma
yapilmaktadir. Bu ylizden son yillarda sisplatinle ilgili yapilan g¢alismalarin biiytlik
cogunlugunun sisplatinle kombine tedavi secenekleri ile sisplatinin yan etkilerini
azaltmak tizerine oldugu goriilmektedir. Farkli etki mekanizmalar1 ile anti-tiimoral
aktiviteye sahip oldugu bulunan dogal bilesiklerin; sisplatin ile kombine kullanilarak bir
yandan anti-timoral etkinligi arttirip diger yandan sisplatin toksisitesini azaltabilme
potansiyeli bulunmasindan dolayr bu bilesikler hem deneysel hem de klinik

uygulamalarda 6nemli bir yere sahiptir.
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Bitkisel besinlerin diyette fazla bulunmasinin kronik hastalik goriilme olasiligimni
azalttig1 bilinmektedir. Etki mekanizmasi tam olarak bilinmese de son zamanlarda bilim
diinyasi, dikkatini ikincil metabolit sinifa odaklama karar1 verdi. Ozellikle turuncgil
flavonoidlerinin 6zelliklerinin ¢ogunun kan ve mikrovaskiiler endotel hiicreleri etkisi
altina aldig1 goriliir ve turunggil flavonoidlerinin biyolojik etkisinin iki temel arastirma
konusunun iltihaplanma ve kanser olmasi yaniltici degildir. Hayvan c¢aligmalar
flavonoidlerin kardiyovaskiiler hastaliklara ve birka¢ kanser tiirlerine karsi olabilecek
koruyucu etkilerini  gostermektedir. Turunggil flavonoidlerinin  farmakolojik
etkinliklerinin ¢ogu bu bilesiklerin hiicre aktivasyonunda bulunan enzimleri durdurma
yetenekleriyle alakali olabilir. Kanseri kontrol altina alma,girisimleri baskilama, bloke
etme ve doniistiiriicli ajanlarin kullanimini da igeren ¢esitli araclar1 bulundurur. Bastirici
ajanlar, prokarsinojenlerden yeni kanserlerin meydana gelmesini engeller ve bloke eden
ajanlar kanserojen bilesiklerin kritik baslangi¢ bdlgelerine ulagmasint durdururken
doniistiirme ajanlar1 kanserojen bilesenlerin daha az toksik materyallere doniismesini
kolaylastirma veya biyolojik etkilerini durdurma islevi goriir. Baz1 calismalar diizenli
flavonoid aliminin kalp damar hastaliklarindaki riski azalttigini gosterir, koroner kalp
hastaliginda koruyucu etkisi goriilen flavonoidlerin etkileri antitrombotik anti- iskemik
antioksidan ve vazorelaksandir. Turunggil flavonoidlerinin antiinflamatuar, antioksidan

ozelligi, gesitli dejeneratif hastaliklara karsin etki gosterir (65).

2.2.1. Flavonoidler ve Kanserin Onlenmesi

Flavonoidlerin alt smiflari; flavonoller, flavonlor, flavanonlar, flavan-3-oller,
antosiyanidinler ve izoflavonlardir. Arastirmalar flavonoidlerin diyet ile viicuda
alinmasinin, meme, kolon, akciger, prostat, pankreas tiimorleri gibi rahatsizliklara karsi
hastalik riskini azalttigini ifade etmektedir (50). Fakat bazi1 galismalar da bunun tam
tersini gostermektedir. Sonug olarak flavonoidlerin kanseri dnlenmesi hakkinda daha

kesin sonuglar elde etmek i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (66).

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, farkli kronik hastaliklar1 tedavi etmek igin dogal
tiriinler tercih edilmektedir. Pek ¢ok {ilkenin, bilhassa gelismekte olan iilkelerin, ilaglar
icin geleneksel dogal iiriinlerine giiven duydugu bildirilmistir (67). Dogal iiriinlerin
kullaniminin artmasi, artan kronik hastalik vakalari nedeniyledir. Farmasotik bakis

acisindan, bitkisel maddeler, iltihaplanma, kanser, metabolik ve dejeneratif hastaliklar
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da icermek lizere kronik hastaliklarda pek ¢ok siireci diizenleme 6zelligi gostermistir
(68).

Sinir sistemi, kalp rahatsizliklari, seker hastalii, osteoartrit, obezite ve kanser tiirleri
cok cesitli kronik rahatsizliklar artik uygun fiyatl bitkisel ilaglarla tedavi edilmektedir.
Sentetik ilaglar oldukg¢a pahali ve maliyetli oldugundan dolayi, gelismekte olan ve geri
kalmis tilkelerde bulasic1 6zellik gostermeyen hastaliklarin iyilestirilmesinde uygun
maliyetli ilaglarin bulunmasi i¢in arastirmalar yapilmistir. Dogal yollarla elde edilen
biyoaktif ilaglarin altinda yatan mekanizmalar kesfetmek icin, sadece bilim diinyasina
ve ilag endiistrisine bulagici 0zelligi olmayan hastaliklarin tedavisi i¢in yeni ilag
molekiilleri kesfetme yolunda yeni ufuklar agmakla yetinmeyip, ayn1 zamanda kronik
hastaliklarin yonetimine yonelik farkli tedavi yollar1 i¢in bilgi toplanmasina da yardim

edecektir (69).

Diyet viicut diizeninin korunmasinda énemli bir rol alir. Flavonoid bulunduran bitki ve
baharatlar yiizlerce yildir geleneksel tipta biiyiik oranda kullanilir. Diyetimizin icerdigi
flavanoller, ¢ogalma, farklilasma, apoptoz, iltihaplanma, anjiyogenez, metastaz ve ilag
direncinin tersine c¢evrilmesi ile alakali sinyal iletim yollarindaki degerli enzimleri ve
reseptorleri diizenleyerek kanserin baslamasini, ilerlemesini onleyebilir ve gerilemesini
saglayabilir. Eldeki caligmalara dayanarak fisetinin kanserli durumlarin 6niine gegmesi
ve iyilestirmesini tamamlayici bir ila¢ haline gelebilecek bir potansiyele sahip oldugu

goriilmistiir (70).

2.3.Fisetinin yapisi ve temel ozellikleri

Fisetin (3,3' , 4', 7 - tetrahidroksiflavon ), 6zellikle ¢ilekte bulunan (160 ug/g) suda
¢oziilmeyen bir polifenolik bilesiktir (molekiiler formiil: C15SH1006; molekiiler agirlik:
286.24 g/ mol ). Elma, yaban mersini, iizlim, hurma, kivi, sogan ve salatalik da fisetin

igerir (71, 72).

2.3.1. Fisetinin biyoaktif ozellikleri

Yapilan caligmalar fisetin'in insan sagligindaki biyolojik aktivitesini ve hastaligin
Onlenmesi, iyilestirilmesini, gelismeleri hedeflemektedir. Pek ¢ok arastirma, ¢ilek ve
bazt meyveleri bulunduran diyetlerin antioksidan etki gosterebilecegini ortaya

cikarmistir. Baz1 ¢alismalar, fisetin'in 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) ve 2,2'-azino-
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bis(3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit diamonyum tuzu) serbest radikallerini yok eden
antioksidan 6zelliklerini gostermistir (73).

Ayrica Basu ve ark. obeziteli yetiskinlerde dolasimdaki antioksidan diizeyini, bilhassa
plazma antioksidanini, plazma katalaz enzimini, glutatyon peroksidaz ve rediiktaz
enzimlerini, tam kan glutatyon konsantrasyonunu ve serum lipidlerini arttirarak
antioksidan aktivite gosterdigini belirtmistir (74). Polifenollerin  antiinflamatuar
Ozelliklere sahip oldugu genel olarak bilinmektedir. Fisetin'in, timor nekroz faktorii-alfa
(TNF-a) ile indiiklenen HaCaT hiicrelerinde proinflamatuar sitokinler, interlokin-1 beta
(IL-1B) ve IL-6 iretimini etkili bicimde azalttig1 bildirildi. Fisetin'in indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz ve siklooksijenaz-2 ekspresyonlarmin yani sira NF-kB sinyal
transdiiksiyon aktivasyonunu doza bagli olacak bi¢imde durdurdugu belirlendi (75).
NF-kB aktivasyonunun iltihaplanma ile iliskili oldugu genel olarak bilinmektedir;
bundan otiirii, dogal bilesiklerin NF-kB ile ilgili gen ekspresyonunu asagi dogru
diizenleme 6zelligi, bunlarin bir anti-inflamatuar ajan olarak etkinliklerini gosterir. Pek
¢ok arastirma, bitkisel trlinlerden, 6zellikle giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu one atilan diyet polifenolik maddelerden antimikrobiyal ajanlar iiretmek i¢in bir
strateji saglar. Bir dizi arastirma, fisetin'in antimikrobiyal Ozelligini gostermistir.
Fisetin, Gram-pozitif bakterileri 6zellikle Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)
ATCC 19115 ve Streptococcus suis'i baskilar (76).

Birkag ¢alisma, fisetin'in sadece kanser hiicrelerinin gelismesini ve ilerlemesini inhibe
etmekle kalmayip, ayn1 anda c¢oklu sinyal yollar1 yoluyla apoptozunu da indiikledigini
belirtilmistir. Kang ve ark. fisetin'in insan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre
hattinda (NCI-H460) mitokondriyal bagimli yolak yoluyla apoptoza sebep oldugunu
bildirdi. Fisetin'in kemik kaybindaki etkisi lizerine yapilan aragtirmalar, kemik kaybina
bagli rahatsizliklar1 yenmek icin harika bir alternatif yol saglayabilir. Kim ve ark.
fisetin'in osteoprotektif potansiyelini kanitlamistir (77).

Birgok in vitro ve in vivo c¢alismadan saglanan veriler, yenilebilir bitkilerden fisetin
tilketiminin vazorelaksant aktivite yoluyla hipertansiyonla alakali kalp hastaliklarin

olusumunun durdurulmasi ile alakadar oldugunu belirtmektedir (78, 79).
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2.3.1.2. Fisetin’in Kronik Hastaliklar Uzerindeki Etkisi

Diyabet, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, norolojik rahatsizliklar, obezite, immiinolojik
hastaliklar gibi yasami tehlike altina alan durumlar kronik inflamasyona sebep olabilir.
Bu sebeple kalici1 inflamasyonun durdurulmasi, inflamasyonla alakali kronik hastalik
riskini diisiirecektir. Inflamasyon sonucu olusan hastaliklar, yan etki gdstermeyen
kronik tedavi ister. Geleneksel ilaglarin kullanimi  ve smirli beslenme insanlar
tarafindan degisik kronik hastaliklar1 engellemek ya da iyilestirmek i¢in uzun siirelerdir
kullanilmaktadir. Meyvelerde, sebzelerde, baklagillerde, tahillarda, liflerde goriilen
biyoaktif diyet maddeleri ve birka¢ baharatin, inflamatuar ozellikleri ve kronik
inflamasyonla alakali degisik kronik rahatsizliklart durdurma ihtimali oldugu
belirtilmistir. Fisetin(3,3,4°,7-tatrahidroksiflavon), pek c¢ok meyvede ve sebzede
bulunan bir flavonoiddir. Anti-inflamatuar, antioksidan, antitiimorejenik, anti-

anjiyogenik, noroprotektif, kardiyoprotektif, anti-diyabetik etkiler gosterir (80).

2.3.1.3. Fisetin’in Yasam Siiresi Uzerine Etkisi

Yaghlik, hasar almis DNA’nin replikasyonu engellemek icin stresli hiicrelerde etki
gosteren tiimor baskilayict mekanizmadir. Yaslanan hiicreler, genetik ve farmakolojik
yaklasimlar ile yaglanmaya ve yasa bagimli hastaliklara sebep olur. Dogal bir iiriin olan

fisetin, fare ve insan dokusunda senoterapdtik dzellige sahiptir (81).

2.3.1.4. Fisetin’in Norolojik bozukluklarin Tedavisindeki Rolii

Onemli bir saglik yiikii olan nérodejeneratif bozukluklar, yasam kalitesini diisiiren
etkiye sahiptir. Diinya niifusunun artistyla birlikte bu rahatsizligin artisi meydana
gelmektedir. Son yillarda fisetin, ndrodavranissal ve zihinsel anormallikleri konu alan
potansiyel mucize molekiillerden biri olarak meydana ¢ikti. Pek ¢ok meyvede bulunan
fisetin ayn1 zamanda sebzelerde de bulunur ve alzheimer, vaskiiler demans ve de
sizofreni gibi norodejeneratif rahatsizliklarin klinik oncesi modellerinde saglik
bakimindan ¢esitli yararlar meydana ¢ikarmustir [81].

Parkinson hastaligi, ALS, Huntington hastaligi, inme, travmatik beyin hasar1 ayni
zamanda yas ilerlemesiyle ortaya ¢ikan degisiklikler {izerinde fisetinin olumlu etkilerine
rastlanmistir [82]. Ayrica fisetinin sepsis ile alakali ensefalopati goriilen sicanlarda
mitofajiyi aktiflestirerek noroinflamasyonu inhibe edip bilissel bozuklugu diizelttigi

biliniyor [83].
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2.3.1.5. Fisetin'in Kanser Uzerindeki Rolii

Tiimoér i¢i ve tiimorler arasindaki heterojenlik sebebiyle ilaca direng gdsteren
kanserlerin, farmasdtik olarak hedef alimmasmin zor oldugu gitgide daha anlasilir
duruma geliyor. Dogal yollarla iiretilen biyoaktif bilesikler, yaygin kapsamli, diizeni
olmayan onkogenik hiicre sinyal yollarin1 diizenleyerek alaninda benzersiz yetenege
sahiptir. Fisetinin ayrica timor tasiyan fareler {izerinde, kanser hiicrelerinin metastatik

yayilmasini durdurdugu belirtilmistir [84].

Norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, osteoartrit, ve kanser tiirlerinin
artik uygun fiyatl bitkisel trilinlerle tedavi edildigi goriildii. Sentetik ilaclarin maliyeti
cok oldugu i¢in gelismekte olan iilkelerde bulasici olmayan hastaliklarin tedavisi i¢in
caba sarf edilmektedir. Fisetin flavonoidi, polifenolik bir maddedir ve hiicre boliinmesi
anjiyogenez, metastaz, oksidatif stres gibi ¢oklu sinyal yollarin1 durduran biyoaktif
fitokimyasallara aittir. Elde edilen kanitlar, fisetinin farkli insan malignitelerinin 6niine
gecilmesi ve diizeltilmesinde yararli olabilecegi diisiidiirmektedir. Karaciger, meme,
yumurtalik ve diger kanser cesitlerinin dnlenmesi ya da tedavi edilmesi amaciyla oral
uygulamadan sonra fisetinin biyoyararlanimmi yiikseltmek i¢in emek verilmektedir
[69].

Hastaligin teshisi ve tedavisine yonelik saglik merkezlerindeki ilerlemelere karsin
kanser meydana gelen Oliimlerin en biiylik nedeni olmaya devam ediyor. Kanserin
Oniine ge¢mek tedavi etmekten daha 6nemli oldugu i¢in, kanserle miicadele edebilmek

icin farkl yollar gerekmektedir.

Son yillarda heterojen insan karsinomlarinda fitokimyasallarin adjuvan kemoterapotik
ajanlar olarak kullanim1 yaygin bir artisa gitmistir. Flavonoidler, maligniteler, bagisiklik
sistemi rahatsizliklari, kalp rahatsizliklari, sinirsel bozukluklar {izerinde olumlu etkiye

sahip firokimyasallar olarak etki gdstermistir.

Mevcut ¢aligmalar, fisetin ve quercetin'in biyoaktif 6zelligine, bilhassa da kanser sinyal
yolunun diizenlenmesine iligkin ¢alismalarin pek c¢ogunun birlestirilmesi i¢in
cabalamaktadir. Bir de, etkili tedavi yontemlerinin tasarlanmasinda yardimci olabilecek
kanser baslangi¢ yollar1 ve ilerlemesinin anlagilmasi ig¢in quercetin ve fisetinin etkisinin

belirtilmesi daha ¢ok deger kazanmistir [85].
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Diyet kaynakli antioksidanlar, kanserin kimyasal yolla engellenmesi ya da
durdurulmasindaki etkisi bakimindan giderek daha cok arastiriliyor. Yaygin olarak
bitkisel antioksidanlar, herhangi olumsuz bir etki goriilmeksizin daha uzun zaman

tiketilebildikleri igin ilgi goriirler [86].

Dogal bitkisel bir ¢oziim sunan fisetin, farkli hastaliklarda genis yelpazede aragtirilan
cok sayida biyolojik Ozellige sahiptir. Kanser denince fisetin, hiicre biiylimesini
durdurmak, programlanmis hiicre 6liimiinii tehdit etmek, yeni kan damarlar1 olusumunu
bitirmek, oksidatif strese kars1 koymak, hiicre gociinii baskilamak gibi pek ¢ok biyolojik
etkiye sahiptir. Bunun yani sira fisetinin kemoterapinin etkilerini arttirma ozelligi de
vardir. Fisetinin kanser diisman1 6zelligi, vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF),
mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK), niikleer faktor-kappa B (NF-kB), PI3K
/Akt icermek tiizere farkli molekiil ve sinyal yolaklarina atfedilebilir.Yani fisetin,

antikanser tedavisinde iyilestirici bir ajan olarak kabul edilebilir [87].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul (GAUN-
HADYEK) bagkanliginin  2023/19 karar ve 312 protokol numarast ile onayimnin
ardindan, etik yonergelere uygun olarak Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlari

Aragtirma ve Uygulama Merkezi'nde (GAUNDAM) gergeklestirilmistir.

3.1. Deney Hayvanlari ve gruplarin olusturulmasi

Etik kurul onay1 alindiktan sonra 8-10 haftalik yasta, 250 +20 g agirliginda 42 adet
Wistar Albino erkek sican Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden temin edilerek bu calisma ic¢in feda edilmistir. Calismada
secilen bu hayvan sayisi 0rneklemin evreni temsil etmesi adina G*Power analizi ile
belirlendi (21 Aralik 2023). Yapilan analiz sonucunda total hayvan sayis1 42 olarak
belirlendi (etki biiytikliigii 0,46, Df=40 ve gercek giic=0,9510 (kritik t=1,684, a err
prob=0,05, 1-p err prob=0,95)). Daha sonra erkek wistar siganlarin kuyruklar1 farkli
renkler ile isaretlenerek etiketlenmistir. Daha sonra c¢aligma dizaynin1 bilmeyen
caligmaya kor goniillii bir arastirmaci tarafindan hayvanlar her grupta 7 hayvan olacak
sekilde basit rastgele atama yontemi ile 6 gruba ayrilmistir. Olusturulmus yeni
gruplardaki hayvanlarin agirliklan tartilarak kaydedilmistir. Tek yonlii varyans analizi
ile hayvan agirliklari agisindan gruplar arasinda bir farklilik olmadigi tespit edilmis olup
tanimlayict istatistiksel oOzellikleri tablo 1 de verilmistir. Daha sonra hayvanlar
birbirlerine aligmalar icin bir hafta siiresince yeni kafeslerinde herhangi bir uygulamaya

maruz birakilmadan bekletilmistir.

3.2. Hayvanlarin beslenmesi ve barindirma kosullar:

Tiim hayvanlar yatak olarak misir kogani ile Ortiilii standart polikarbon kafeslerde
tutuldu. Sicanlara (DSA Tarmm Uriinleri A.S., Yahsihan/Kirikkale, Tiirkiye) temin
edilen ticari pelet yem ad libitum olarak verildi ve igme suyu herhangi bir ek isleme tabi
tutulmadan otomatik sistemle saglandi. Tiim hayvanlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
fotoperiyoduna sahip, sabit sicaklik 21 °C + 2 °C ve nem %45-50 olan otomatik olarak

sabit sicakligin korundugu klimali odalardaki kafeslerde tutuldu.
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3.3. Ilaclar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Santa Cruz Biotechnology'den (Santa Cruz,
California, ABD) temin edildi. Fisetin, fizyolojik salin solusyonu ile seyreltilen %0,1
dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢ozdiiriildii [88]. Hayvanlara verilen DMSO hacminin
%10'u gegmemesine dikkat edildi. Fisetin bes haftalik siire boyunca hergiin saat 16-17
arasinda intragastrik gavaj ignesi kullanilarak uygulandi. Sisplatin ise fizyolojik salin
igcerisinde ¢Ozdiiriildii. Deney siiresince her hafta pazartesi giinleri, haftada 1 defa tek
doz olarak saat 10 gibi hayvanlara intraperitoneal olarak uygulandi. Tiim solusyonlar

hayvanlara ila¢ uygulamalar1 yapilmadan 6nce taze olarak hazirlandi.

3.4. Deney Protokolii

Gruplar olusturulduktan sonra, deney boyunca haftada bir defa ve deneyler
tamamlandiktan sonra gruplardaki biitiin hayvanlarin agirliklar 6l¢iildii. 42 adet siganin
21 tanesine ndropatiyi indiiklemek amaciyla sisplatin uygulandi. Sisplatinin uygulanma
dozu ve siiresi literatiirdeki ¢alismalar dikkate alinarak belirlendi. Fisetin dozu da
literatlirdeki c¢aligmalar baz alinarak belirlendi. Daha once yapilan bir caligmada
Parkinson hayvan modelinde fisetinin noroprotektif etkinligini gdstermek i¢in baslangi¢
dozu olarak 10 mg/kg secilmistir [89]. Ashinda fisetin literatiirde farkli dozlarda
kullanildig1 ¢alismalarda bulunmaktadir. Fakat bahsedilen ¢alisma sonunda bu dozun
motor koordinasyonu gelistirdigi, antioksidan kapasitesiyi dnemli olgiide yiikselttigi
tespit edilmistir. Ayrica, doza bagl etkisinin olup olmadigim1 degerlendirmek icin de
ikincil doz olarak 20 mg/kg se¢ildigi bildirilmistir. Benzer bir yaklasimi izleyerek bizde
deneysel grup dizaynini ve fisetinin doz secimini bu ¢aligmaya gore literatiire uygun

sekilde olusturduk.
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Tablo 1:Deney gruplari

GRUPLAR

Sham Grubu:Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi bes hafta boyunca haftada bir
kez intraperitoneal olarak uygulandi. Ayrica, %0,1 DMSO 5 hafta

boyunca her giin intragastrik olarak verildi [90].

Noropati grubu:Tek doz sisplatin (3 mg/kg) 5 hafta boyunca haftada bir
kez intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi[91].
5 hafta siiresince haftada bir kere bir doz sisplatin(3mg/kg)intraperitoneal

(i.p) [91]

Tedavi grubu (10 mg /kg): 5 hafta boyunca haftada bir kere tek doz

sisplatin (3 mg/kg) ve 5 hafta boyunca her giin intragastrik olarak fisetin
(10 mg/kg) seklinde verildi[89].

Tedavi grubu (20 mg/kg):5 hafta boyunca haftada bir kere, tek doz
sisplatin (3 mg/kg) intraperitoneal [91]. ve 5 hafta boyunca her giin
intragastrik olarak fisetin (20 mg/kg) uyguland: [89].

Fisetin grubu: (20 mg/kg): 5 hafta boyunca her giin intragastrik olarak
fisetin (20 mg/kg) verildi [89].

Fisetin Grubu(10 mg/kg): 5 hafta boyunca her giin intragastrik olarak
fisetin (10 mg/kg) uyguland1 [89].

Kullanilacak toplam hayvan sayisi

42
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3.5. In Vivo Davrams Deneyleri

Sisplatin uygulamasindan sonra hayvanlarda davranis deneylerinde ne gibi degisiklikler
gorildiigiiniin anlagilmasi ve fisetinin bu davranis degisikliklerine ne oranda ve nasil bir
etkisinin oldugunun tespiti amaciyla i¢in siganlar bazi davranis deneylerine tabii
tutulmustur. Bu amag¢ dogrultusunda hayvanlarin motor performansini degerlendirmek
icin rotarod testi, duyu sisteminin nasil etkilendigini degerlendirmek icin tail flick ve
hot/cold plate testleri, taktil sensasyonun ve mekanik agr1 esiginin degerlendirildigi Von
Frey deneyi yapilmistir. Tiim deneyler hayvanlarin ortama ve cihaza alistirilmasiyla
stres olusturulmadan, giirtiltiisiiz, glinlin ayn1 saatinde, giin 15181 ile (1s1klar agilmadan),
ayni arastirmaci tarafindan yapilmistir. Davranis deneyleri giinde bir deney yapilacak

sekilde planlanmis deneyler arasinda 24 saat ara verilmistir.

3.5.1. Motor Performansin Degerlendirilmesi

3.5.1.1. Rota Rod

Deney hayvanlarinda motor performansin degerlendirilmesi i¢in rotarod cihazi
kullanild1 (Ugo Basile, Comerio, italya). Hayvanlar deney odasina alindiktan sonra 5
rpm hizdan kademeli olarak artarak 5 dakika siirede 40 rpm hiza ulagsan donen bir
silindire birakilarak aligtirma denemesi yaptirildi. Bu alistirma denemesinden sonra ayni1
ramp protokolii kullanilarak ger¢ek deneyler yapildi [92, 93]. Hayvanlarda 3 deneme
yapildi, denemeler arasinda 5 dakika ara verildi. Her hayvan denemesinden sonra ortam
%70’1ik etanol ile silinerek temizlendi. Hayvanlarin silindir {izerinde kaldig1 siire
kaydedildi. 3 denemenin ortalamasi alinarak rod iizerinde kalma siireleri belirlendi.
Rotarod testi sabah (09:00-12:00) ve 1siklar kapaliyken gerceklestirildi. Bu deney igin

cut-off siiresi 300 sn olarak belirlendi.
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Resim 1:Rotarod cihazinda ¢ekilmistir.

3.5.2. Duysal sistemin degerlendirilmesi

Hayvanlarin  duysal sistemlerinin  degerlendirilmesi i¢in nosiseptif deneyler
gerceklestirilmistir. Bu baglamda termal uyaranlarin etkilerini test etmek i¢in hot/cold
plate ve duysal uyaranlarin santral etkilerini degerlendirmek i¢in tail flick deneyleri

yapilmistir.

3.5.2.1. Hot Plate deneyi

Hot plate deneyinde cam ya da pleksiglas silindir ile kisitlanan seffaf bir silindir
kullanilmaktadir (Model 35100, Ugo Basile, Comerio, Italy). Silindirin zemini 55°C
sicakliga ayarlandiktan sonra, silindir igerisine hayvan birakilir. Silindire birakildig:
anda es zamanli olarak pedala basilarak cihazin kronometresi ¢aligtirilir. Hayvan agriy1
hissetigi anda ayak yalama, ziplama, ayak ¢ekme gibi sterotipik hareketlere sergiler ve
bu hareketlerin goriildiigii anda tekrar pedala basilarak siire durdurulur. Bu sekilde
hayvanlarin hot plate testindeki reaksiyon siireleri Ol¢iildii. Sicanlarin normal tepki
verme siiresi 5 ile 20 saniye arasinda degismekle birlikte ayaklarinda doku hasari

olmamast i¢in genellikle 30 saniyeden fazla zemin lizerinde birakilmamaya dikakt
edildi (cut-off) [94, 95].
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Resim 2 :Hot plate testi yapilirken ¢ekilmistir.

3.5.2.2. Cold Plate Testi

Bu test ile hayvanlarda soguk allodini ve soguk hiperaljezi durumlari test edilmektedir
(model 35100, Ugo Basile, Comerio, Italy). Literatiirde 10 °C’de sicaklikta yapildiginda
soguk allodini, 4 °C’de sicaklikta yapildiginda ise soguk hiperaljezi degerlendirmesi
yapildig1 belirtilse de, bu ¢alismada biz 10°C sicaklikta bu deneyi gergeklestirdik [96].
Cold plate deneyinin yapilma prensibi hot plate testi ile birebir aymidir. Cihaz 10 °C
sicakliga ayarlandiktan sonra deneyler gerceklestirilmistir.  Sicanlarda doku hasari

gerceklesmesin diye 50 saniyeden uzun zemin istiinde tutulmadi.

Resim 3:Cold plate testi yaparken ¢ekilmistir.
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3.5.3. Agr1 Degerlendirilmesi

3.5.3.1. Tail Flick Testi

Tail-flick testi siganlarda ve farelerde nosisepsiyonun degerlendirilmesi i¢in yaygin
olarak kullanilan bir testtir ve hayvanlarda en sik kullanilan nosiseptif davranis testidir
[97], ilk olarak 1941'de tanimlanmistir.Standart yontemde, radyant 1s1 kuyruga
odaklanir ve hayvanin kuyrugunu 1sindan uzaga firlatmasina kadar gecen siire dl¢iiliir.
Bu kuyruk-flick gecikmesi, hayvanin nosiseptif duyarliliginin bir 0lgiisii olarak
bilinmektedir. Laboratuvarimizda Tail flick cihazinda (Ugo Basile 37360 Comerio,
Italya) bulunan fotosensor alan iizerine siganmin kuyrugunun distal 3-4 cm lik kismi
gelecek sekilde birakildi. Daha sonra fotosensor alandan yayilan termal 1siktan (235
mW/cm? ve 50°C) kaynaklanan agriy1 hissettiginde kuyrugunu geri ¢cekene kadar gene
stire Olgiilerek kaydedildi. Hayvanda asirt agrinin olmamasi igin siire 10 saniyeyle

sinirlandirildi [95]. Bu test, sicak/soguk plaka testinden bir giin sonra gergeklestirildi.

Resim 4:Tail flick 6l¢timii yapilirken ¢ekilmistir.

3.5.3.2. Von Frey Filament Testi

Mekanik agr1 esigini belirlemek i¢in kullanilir. Sicanlar, pleksiglastan yapilmis ve
delikli metal tel tabanla desteklenen bir aparatin igine birakilarak oncelikle bu yeni
alana aligmalar1 saglandi. Her si¢canin arka ayaginin orta plantar yiizeyindeki ¢ekilme
esigini degerlendirmek i¢in mekanik bir uyarici olarak Von Frey filamentleri (0,4-15 g,

logaritmik olarak artan sertlikte; Bioseb, Vitrolles, Fransa) kullanildi. Hayvanlarin arka
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ayak ¢ekme tepkileri, her degerlendirme arasinda en az 10 saniyelik bir dinlenme siiresi
olacak sekilde ii¢ kez iist liste tekrarlandi. Mekanik agr1 esigi, bu li¢ 6l¢limiin ortalamasi

olarak belirlendi [98-100]. Bu test, tail flick testinden bir giin sonra gergeklestirildi.

Resim 5:Von frey filamentleri uygulanirken ¢ekilmistir.
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Resim 6:Von frey filamentleri

3.6. Elektrofizyolojik Deneyler

Davranis deneylerinin tamamlanmasinin ardindan, hayvanlara 10 mg/kg ksilazin ve 80
mg/kg ketamin kombinasyonu kullanilarak anestezi uygulandi. Hayvanlarin viicut
sicakliklart rektal bir prob kullanilarak izlendi, anestezinin komplikasyonlarindan birisi
olan hipotermiye girmemeleri amaciyla da viicut sicakliklart bir 1sitma plakasiyla 36—
37°C'de tutuldu. Her hayvanin sag siyatik siniri, birbirinden 10 milimetre uzakliktaki iki
noktada (proksimal ve distal) (Powerlab 4/25 t-276 modelleri) bir hayvan stimulasyon
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elektrodu (AD cihazi, iiriin kodu: MLA0320) yardimiyla non invaziv bir sekilde
uyarildi. Femur saftin1 palpe ettikten sonra bu noktanin distalinde biceps femoris
kasinin altindaki bolgenin uyarimi proksimal uyar1 olarak kaydedildi. Daha sonra,
distal latans siiresini belirlemek i¢in ilk uyarim boélgesinden 10 mm distale ikinci bir
uyarim daha uygulandi. Siyatik sinirin dogru sekilde uyarildigint anlamak i¢in CMAP
monitdrize edilerek optimum goriintli elde edilene kadar uyarilma kiiciik oynamalarla
devam ettirildi. Optimum goriintii elde edildiginde uyar1 verme sonlandirildi.
Artefaktlatdan kaginmak ic¢in bacak gergin olarak konumlandirildiktan sonra zert bir
zemine flaster yardimiyla tutturuldu, boylece bacagin biikiilmesi dolayisiyla sinirin
biikiilmesinin Oniine gecildi. Ayrica yiizey elektrotlar1 kullanarak, elektrotlar1 standart
anatomik doniim noktalarina yerlestirerek uygun yonelimin korundugundan emin
olundu. Bu da artefaktlar1 azaltmaya yardimci oldu. Ayrica, anesteziden sonra hayvanin
bacag1 siyatik sinirin seyri boyunca tiras edildi ve artefaktlar1 en aza indirmek igin
elektrotlar ile deri arasina jel uygulandi. Yiiksek kaliteli elektrotlarin ve uygun sinyal
islemenin kullanilmasiyla, veri toplama sirasinda olasi herhangi bir parazit yada
artefaktlardan kaginildi.

3.6.1. Sinir Ileti Hizinin 6l¢iilmesi

Proksimal ve distal bolgelerden verilen elektriksel uyarinin frekansi 0,5 Hz'e ve siiresi
0,1 ms'ye ayarlandi. Kayit elektrodlarindan negatif elektrot gastroknemius kasinin
maksimum ¢apta oldugu yere, pozitif elektrot ise arka ayagin ikinci ve tglincii
parmaklar1 arasindaki interossedz kasa yerlestirildi. Referans elektrot ise diger
ekstremiteye yada kuyruga yerlestirildi. Siyatik sinirin motor dalinin iletim hizim
belirlemek i¢in, proksimal ve distal olmak tizere iki farkli noktadan uyarilmayla ortaya
cikan bilesik kas aksiyon potansiyelinin (CMAP) latans siireleri arasindaki fark, iki
nokta arasindaki mesafeye boliinerek m/sn cinsinden hiz hesaplandi. Bir diger
parametre olan CMAP amplitiidu; CMAP’IN baseline noktasindan CMAP’1n yiikselme
fazinin pik noktasina kadar olan yiikseklik olarak (mV cinsinden) belirlendi. Proksimal
noktadan uyarildiktan sonra CMAP olusuncaya kadar gecen siire ise latens siiresi olarak
kaydedildi. Sinir ileti hiz1 6l¢iiliirken 6nemli parametreler ve degerleri sunlardir; range
20uV, low pass 2 kHhz, High pass 0,3 Hz, anti allias; off, rate 40 k/s, powerlab 4/25 t-
276 models, software labchart v8.1.16) [101]. Bu odlglimlerden sonra gruplar arasinda
bir farkliligin olup olmadigi degerlendirildi. Noropati gelisen hayvanlarda latens
stiresinin uzamasi, bilesik kas aksiyon potansiyeli amplitiidiiniin azalmasi ve sinir ileti
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hizinin yavaslamasi beklenir. Elektrofizyolojik dl¢timler, Von Frey filament testinden

bir giin sonra gerceklestirildi.

Resim 7:Sinir ileti hiz1 6l¢timleri sirasinda gekilmistir.

3.7. immunofloresan Boyama

3.7.1. Lazer Taramah Konfokal mikroskopi

Davranig deneyleri ve elektrofizyolojik is paketi tamamlandiktan sonra siganlar servikal
dislokasyon yoluyla 6tanazi edildi. Siyatik sinirler hizlica izole edilerek rezeke edildi.
Daha sonra 4 °C'de %4 paraformaldehit iginde 2 saat boyunca muhafaza edildi. Sinir
ornekleri dondurulmus kesit icin hazirlik olarak %30 sakaroz soliisyonunda
kriyoprotekte edildi. Proksimal segment immiinohistokimyasal degerlendirme igin
kullanildi. Dondurulmus sinirler koronal olarak 20-30 pum kalinliginda dilimlere ayrildi
ve poli-L-lizin (PLL) ile kaplanmis mikroskop slicelarina yerlestirildi. Spesifik olmayan
bloklama i¢in, mikroskop slaytlarindaki kesitlere 1:20 oraninda seyreltilmis ke¢i serumu
(ab7481, Abcam, Cambridge, Ingiltere) uyguland: ve bir gece boyunca 4 °C'de inkiibe
edildi. Alternatif kesitler, miyelinli aksonlar1 tespit etmek ve gruplar arasindaki
miyelinlesmenin  kapsamint  veya bozulmasmi 6lgmek icin  Myelin Basic
Protein/MBP'ye (1:100, AF4085; Affinity Biosciences) Tavsan poliklonal antikoru ile
inkiibe edildi. Bir diger alternatif kesit seti, norofilament i¢in bir belirte¢ olarak
kullanilan fare poliklonal anti-nérofilament H (NF-200) antikoru (1:50, NeuN
Poliklonal Antikor, PA5-78639, Invitrogen) ile inkiibe edilirken, ayn1 kesitler GFAP'ye
(1:200, AF6040; Affinity Biosciences) kars1 Tavsan poliklonal antikoru ile 4 °C'de 24
saat boyunca ayri ayr1 0,1% Triton X-100 (Sigma X100) igeren fosfat tamponlu salin
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(PBS) iginde ¢ift boyandi.Slaytlar ii¢ kez PBS ile durulandi ve ardindan ikincil bir
antikor (anti-MBP ve anti-GFAP icin; Keci anti-Fare IgG (H+L) Siiperklonal™ ikincil
Antikoru, Alexa Fluor™ 488 [1:500, A28175, invitrogen] ve anti-NF200 i¢in; Alexa
Fluor 647-konjuge esek anti-tavsan antikoru [1:500, ab150075 Abcam) ile 4 °C'de 2
saat inkiibe edildi. PBS ile {i¢ ek yikamadan sonra, slaytlara Fluoro-KEEPER anti-solma
reaktifi (Nacalai Tesque, Kyoto, Japonya) kullanilarak lamel camlart yapistirild.
Ayrica, spesifik olmayan bulgular1 ortadan kaldirmak i¢in gerekli maruz kalma siiresini
belirlemek amaciyla slaytlar1 negatif kontrol i¢in yiiriittiik. Bu slaytlar1 inceledik ve
degerlendirdik ve goriintiler Carl Zeiss LSM 900 konfokal lazer mikroskobu
kullanilarak elde edildi. Goriintiiler Zen yazilimi1 (Black Edition ve Blue 3.0, Zeiss) ile
analiz edildi. Negatif kontroller primer antikorlari c¢ikararak hazirlandi (veriler
gosterilmemistir). Disa aktarilan goriintiiler grafikleri elde etmek i¢in Adobe Illustrator

yazilimiyla islendi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analiz yapmak icin Sosyal Bilimler igin Istatistiksel Paket
(SPSS) Siiriim 23.0 (SPSS Inc., Chicago, ABD) paket programi kullanildi. Gruplar
arasindaki anlamhilik Tek Yonli ANOVA ile test edildi ve ortalamalar arasindaki
farklar Tukey post hoc ile degerlendirildi. Verilerin normallik analizinde Shapiro-Wilk
kullanildi. Varyanslarin homojenligi bagimsiz 6rneklem t testi ile test edildi. P<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (iki kuyruklu). Her faktoriin agikladigi
varyasyon eta kare ve kareler toplami kullanilarak tahmin edildi. Derecelendirme kiigiik
(0,01), orta (0,06) ve biiylik (0,14) olarak siniflandirildi. Sayisal degiskenlere ait
tanimlayici istatistikler grup ortalamasi standart sapmasi olarak ifade edildi. ki grubu
karsilastirmak i¢in Student t-testi (parametrik) veya Mann-Whitney U testi (parametrik
olmayan) kullanildi. Son olarak, grafikler Origin Lab (Origin Pro 2018 (64 bit; SR1
b9.5.1.195) kullanilarak ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. Motor Koordinasyon ve Allodini Degerlendirmesi

Sisplatine tabi tutulan hayvanlar, hizlanan rotarodda dayaniklilik latansinda kademeli
bir diisiis gosterdi. ikinci haftanin (14. giin: 217 sn) ve {iciincii haftanin (21. giin: 210
sn) sonunda onemli bir azalma gézlemlenmedi; ancak, sonraki haftalarda sisplatine tabi
tutulan hayvanlarda dayaniklilik latansinda belirgin bir diisiis belirlendi. Onceki haftada,
sham grubunun ortalama degerleri 256,6 + 32,5, cisplatin grubunun 169,4 + 37,9 ve 10
mg/kg ve 20 mg/kg'da fisetin ile tedavi edilen gruplarin ortalama degerleri sirasiyla 243
+ 36,3 ve 205,7 =+ 58,1 idi. Rotarod testi icin tanimlayict istatistikler Tablo 1'de
verilmistir. Ozellikle, 10 mg/kg fisetin alan tedavi grubu, noropati grubuna kiyasla
onemli 6l¢iide listiin motor koordinasyon ve denge becerileri sergiledi (p<0,05). Saglikli
hayvanlara fisetin uygulanmasi, motor koordinasyon ve dengede hicbir diisiis
gostermedi, bu hayvanlar sham grubuna kiyasla marjinal olarak {istiin performans
sergiledi. Ancak, bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 6/A).
Sisplatin uygulamasi, bes ardisik hafta boyunca 3,0 mg/kg dozunda sisplatinin haftalik
intraperitoneal enjeksiyonlarindan sonra siganlarin arka pencelerinde azalmis bir von
Frey filament esik basinci (penge ¢ekme esigi; g cinsinden PWT) ile kanitlandig1 gibi
mekanik allodini ile sonuglandi. 10 mg/kg dozunda uygulanan fisetin, statik allodininin
gelisimini inhibe ederek sisplatinin neden oldugu nosiseptif esikte meydana gelen
azalmayr hafifletti (p<0,05). 20 mg/kg dozunda uygulanan fisetin mekanik agri
esigindeki azalmay1 engelledi; ancak bu etki istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05)
(Sekil 6/B). Rotarod testi i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 2'de verilmistir.

35



4.1.2. Rota Rod ve Von Frey Sonuclar
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Sekil 6:Noropati ve deney gruplari arasinda fisetinin terapdtik etkisi icin motor koordinasyon ve mekanik
agr esigi duyarlilign degerlendirildi (Sekil 6). Altt gruptaki motor performansi rotarod test sonuglariyla
sergilendi: sham, noropati, tedavi (10 mg/kg), tedavi (20 mg/kg), pozitif kontrol (10 mg/kg) ve pozitif
kontrol (20 mg/kg). Tedavi dozundaki artislar noropati grubunda diisme latensi ile Olgiilen motor
eksiklikleri iyilestirdi. (B) Noropati grubunda sham grubu esikleriyle karsilastirildiginda pati ¢ekilmesi
gozlendi ve tedavi gruplarindaki iyilesmeler mekanik duyarlilik i¢cin Von Frey testinde doza bagli bir
egilim gosterdi. Ozellikle 10 mg/kg dozunda, ndropati gruplar1 karsilastirilabilir egilimler gdsterdi.
Verileri temsil etmek icin ortalama = SEM kullanild1 ve *p < 0,05, sham veya ndropati gruplariyla

kargilagtirildiginda anlamli farkliliklar oldugunu gosterdi. Noropati ve tedavi gruplart arasindaki

karsilastirma i¢in # kullanildi.

Rotarod testi i¢in tanimlayict istatistikler Tablo 2'de verilmistir (df=5, Mean square
=11613.138, F=7.332)
Tablo 2: Motor fonksiyon testinin tanimlayici istatistikleri (Tek Yonli ANOVA).

Deneysel Gruplar Mean+SD SE 95% CI P-Value
Sham 256.57+32.51 12.29 226.51-286.63
CIS 169.43+37.92 14.33 134.36-204.50
CIS+F10 243.00+36.35 13.74 209.38-276.62
<0.001*
CIS+F20 205.67+58.08 23.71 144.71-266.62
F10 261.14+38.44 14.53 225.59-296.69
F20 280.43+33.68 12.73 249.28-311.58

*P<0.05 is significant. SD; standard deviation, SE; standard error, CI; confidence interval.

36



Von Frey testi i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 3'te verilmistir (df=5, Mean square
=34,385, F=5,499).
Tablo 3: Von Frey testinin tanimlayici istatistikleri (Tek Yonli ANOVA).

Deneysel Gruplar Mean+SD SE 959% CI P-Value
Sham 9.28+2.63 0.99 6.85-11.71
CIS 3.14+1.07 0.40 2.15-4.13
CIS+F10 8.71+4.03 1.52 4.99-12.44
<0.001*
CIS+F20 6.00+£2.19 0.89 3.70-8.30
F10 6.57+£1.90 0.72 4.81-8.33
F20 7.71+£2.14 0.80 5.74-9.69

*P<0.05 is significant. SD; standard deviation, SE; standard error, Cl; confidence

interval.

4.2. Nosiseptif Hipoaljezi

Sisplatin uygulamasi, hem kuyruk vurusu hem de sicak plaka testlerinde kontrol
grubuna gore uzamig kuyruk vurusu latensi ile kanitlanan belirgin termal hipoaljezi ile
sonuglandi. Degisiklik, sisplatinin {i¢lincii uygulamasindan sonra ve sonraki haftalarda
istatistiksel olarak anlamliydi. Son haftadaki kuyruk vurusu testi sonuglart su
sekildeydi: sham; 2,7 + 0,6; néropati grubu 3,7 + 0,2; Fisetin 10 mg/kg tedavi grubu; 2,9
+ 0,5; Fisetin 20 mg/kg tedavi grubu; 3,3 + 0,3; ve pozitif kontrol gruplar sirasiyla 2,8
+ 0,6 ve 2,5 + 0,6 (Sekil 7/A). Tail Flick testi i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 4'te
verilmistir. Bulgular, sisplatin kaynakli hipoaljezinin fisetin uygulamasiyla, 6zellikle de
10 mg/kg dozunda, hafifletildigini ve bunun faydali bir etki gdsterdigini gostermistir.
Fisetin'in etkisi 10 mg/kg ve 20 mg/kg icin istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001)
(p<0,05).

Sisplatinin intraperitoneal uygulamasi, sicak plakadaki termal uyaranlara karsi
duyarhilig1 azaltti. Sisplatin tarafindan olusturulan néropatik termal hipoaljezi, li¢lincii
haftadan sonra belirginlesti. Sonraki haftalarda, sham grubu ile ndéropati gruplari
arasinda belirgin bir farklilik vardi. Sicak plaka deneyinden elde edilen ortalama
Olctimler, son haftada sham grubunda 4,5 + 0,3 ve CIS grubunda 6,1 + 0,7 idi. Agr
duyarhiligindaki azalma, terapotik bir etki gosteren her iki fisetin dozunda da

dengelendi. Tedavi gruplarinin ortalamalar1 sirasiyla 4.4 = 1.0 ve 4.7 + 1.2 olarak
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kaydedildi. Sicak Plaka testi i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 4'te verilmistir. Etkiler
istatistiksel olarak anlamliydr (p<0.05). Pozitif kontrol gruplarinda fisetin herhangi bir
degisiklik veya diislise neden olmadi (Sekil 7/B). Soguk plaka deneylerinde sisplatin
agr1 duyarliligini azaltti, ancak bu etki istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Soguk Plaka testi i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 6’da verilmistir. Benzer sekilde,
fisetin uygulamalar1 sisplatin grubunda terapotik goriiniirken, bu bulgu da anlamli
degildi (p>0.05) (Sekil 7/C).
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Sekil 7:Deneysel gruplar arasinda siganlarda termal nosisepsiyonun degerlendirilmesi igin kuyruk
cevirme, sicak plaka ve soguk plaka testlerinin sonuglari. Altt grup icin veriler saglanmistir: sham,
noropati, 10 mg/kg'da tedavi, 20 mg/kg'da tedavi ve 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarinda pozitif kontrol
gruplari. Sonuglar, termal agr1 esiklerini yansitan yanit gecikme siirelerini gostermektedir. Gruplar
arasindaki belirgin farkliliklar, tedavilerin analjezik etkinligini vurgulamaktadir ve degerlendirmeler

boyunca hem doza bagli hem de pozitif kontrol etkileri belirgindir.* sham ve ndropati gruplar1 arasinda

bir karsilagtirmay1 gosterirken, # noropati ve tedavi gruplari arasinda bir karsilastirmay1 ifade eder.
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Tail Flick testi i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 4'te verilmistir (df=5, Mean square

=1.318, F=5.159).

Tablo 4: Tail Flick testinin tanimlayici istatistikleri (Tek Yonli ANOVA).

Deneysel Gruplar

Sham
CIS
CIS+F10
CIS+F20
F10

F20

Mean+SD

2.70+0.58
3.73+0.21
2.81+£0.46
3.25+0.33
2.89+0.64
2.53+0.64

SE

0.22
0.08
0.17
0.14
0.24
0.24

95% ClI

2.16-3.24
3.54-3.92
2.39-3.24
2.90-3.60
2.30-3.47
1.94-3.12

P-Value

0.001*

*P<0.05 is significant. SD; standard deviation, SE; standard error, Cl; confidence

interval.

Sicak Plaka testi i¢in tanimlayic istatistikler Tablo 5'de verilmistir (df=5, Mean square

=2.830, F=3.764).

Tablo 5: Sicak Plaka testinin tanimlayic istatistikleri (Tek Yonli ANOVA).

Deneysel Gruplar

Sham
CIS
CIS+F10
CIS+F20
F10

F20

MeanxSD

4.48+0.34
6.08+0.68
4.44+1.00
4.73+1.18
4.48+1.02
5.10+0.77

SE

0.13
0.26
0.38
0.48
0.38
0.29

95% ClI

4.17-4.80
5.45-6.72
3.52-5.37
3.49-5.97
3.54-5.43
4.38-5.81

P-Value

0.008*

*P<0.05 is significant. SD; standard deviation, SE; standard error, CI; confidence

interval.
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Cold Plate testi i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 6'te verilmistir (df=5, Mean square
=1.787, F=0.541)
Tablo 6: Cold Plate testinin tanimlayici istatistikleri (Tek Yonli ANOVA).

Deneysel Gruplar Mean+SD SE 95% ClI P-Value
Sham 5.78+1.83 0.69 4.09-7.48

CIS 6.03£1.51 0.57 4.63-7.42

CIS+F10 6.63+2.08 0.78 4.70-8.55

CIS+F20 5.00+1.46 0.60 3.46-6.54 e
F10 6.06+£2.30 0.87 3.93-8.18

F20 5.96+1.50 0.57 4.57-7.34

*P<0.05 is significant. SD; standard deviation, SE; standard error, Cl; confidence

interval.

4.3. Elektrofizyolojik degerlendirme

4.3.1. Siyatik sinirin motor iletim hizi

Siyatik sinirin motor iletim hiz1 (MNCV) ve bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP)
elektrofizyolojik degerlendirme yoluyla degerlendirildi. CMAP kayitlarinin alinmasinin
ardindan, latentlik siiresi, genlik ve MNCV degerleri ¢evrimdis1 olarak hesaplandi.
Daha sonra, elektrofizyolojik parametrelerin gruplar arasinda degisip degismedigini
belirlemek i¢in bir degerlendirme yapildi. Degerlendirme, CIS grubunun latentlik
stirelerinin kontrol grubuna kiyasla onemli 6l¢iide uzadigimi ortaya koydu (p<0,001)
(Sekil 8/B). 10 mg/kg dozunda fisetin, sisplatin tarafindan uzatilan latentlik siiresini
onemli Ol¢iide azaltti (p<0,001). Sisplatin, hayvanlarda siyatik sinirin motor iletim
hizint 6nemli dlclide azaltt1 (p<0,05). 10 mg/kg fisetin uygulamasi, sisplatin tarafindan
tehlikeye atilan siyatik sinirin MNCV degerlerini belirgin sekilde yiikselterek, bunlarin
baslangi¢ seviyelerine geri donmesini kolaylastirdi. Etkinin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p<0,05) (Sekil 8/D). Sisplatinin CMAP genligini olumsuz etkiledigi
gbzlemlendi; ancak, bu etkiler istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Sekil 8/A,

deneysel gruplardan CMAP kayitlarinin temsili 6rneklerini sunmaktadir.
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Sekil 8: Grafik, elektrofizyolojik parametreleri ve temsili bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP)
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verilerini gostermektedir. Grafik, ortalama degerleri en dogru sekilde temsil eden CMAP izlerini
gostermektedir. B; deney gruplarimin ortalama gecikmesi sunulmaktadir. Grafik, CMAP'nin genligini

gostermektedir. D. Siyatik sinirin iletim hizi

4.3.1.2. Konfokal mikroskopi bulgular:

Miyelin bazik protein (MBP) i¢in boyanmis siyatik sinir dilimleri kismi
demiyelinizasyon ve MBP ekspresyonunda belirgin bir azalma gostermistir (Sekil 9).
Gorlintlinlin titizlikle incelenmesi tlizerine, sahte grup goriintiilerinde miyelin bazik
protein (MBP) ile boyanmis miyelin yapisi belirgin sekilde diizenli ve saglikli
gortinmektedir. Sinir lifleri paralel ve kompakt bir sekilde organize olmus, dejenerasyon
veya kivrilma gostermemektedir. Miyelin kiliflarinin biitiinliigi korunmustur ve sinir
iletimine elverisli bir yap1 sergilemektedirler. Bu grup sinir yapisinin normal oldugunu
ve patolojik bir siirecten etkilenmedigini gosterir (A1-2-3). Noropati grubu kesitlerinde,
sinir liflerinde belirgin diizensizlikler, kivrilma ve pargalanma vardir. Sinir liflerinin
belirli bolgelerinde yapisal bozulma belirgindir ve bu da MBP'nin parcalandigini ve
demiyelinizasyonun basladigin1 gosterir. Sinir mimarisi diizensiz goriinmektedir ve bu
da miyelin kilifinin bozulmasi nedeniyle sinir iletiminin bozulmasina neden olur (B1-2-
3). Tedavi gruplarindan elde edilen kesitler tgiincii ve dordiincii siralarda
gosterilmektedir. Muayenede tedavi gruplarinda noropati grubuna gore belirgin bir
iyilesme goriilmektedir. Liflerin organizasyonu ve paralelligi noropati grubuna kiyasla
daha diizgiin goriinmektedir. Ozellikle {iciincii siitundaki kesitlerde (CIS+10 mg/kg
fisetin), lifler arasindaki diizensizlikler azalmakta ve miyelin yapis1 daha belirgin hale
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gelmektedir. Bununla birlikte, normal durumuna tam olarak geri donmemis gibi
gorinmektedir. Liflerde hala kiigiik bozulmalar ve bozulmalar var, ancak bunlar
noropati grubuna kiyasla daha az belirgin. 3. siitun tedavi grubu, 4. siitundakinden biraz
daha fazla iyilesme gosterdi. Miyelin kilifinin organizasyonu daha iyiyfi, sinir lifleri
daha hizali ve bozulmalar daha sinirliydi. MBP yapisinin restorasyonu, tedavinin
etkinligini ve miyelin biitiinligiiniin kismen yeniden saglandigini gostermektedir.
Tedavi gruplarinda demiyelinizasyon durmus veya azalmig gibi goriiniiyordu, ancak
sinir dokusunda tamamen bir iyilesme gézlenmemistir. Bu, sinir mimarisinin tedaviden
sonra yeniden kismi olarak diizenlendigini gosterebilir. Pozitif kontrol grubunda,

miyelin kilifinda bozulma veya biikiilme olmadan diizenli, paralel ve yakin diizenlenmis

sinir lifleri gozlendigi saptanmistir. Miyelin kiliflarinin biitiinliigii korunmaktadir (E/F-

1-2-3).

Resim 8: Sekilde miyelin bazik protein (MBP) i¢in boyanmus siyatik sinir kesitlerinin goriintiileri
sunulmaktadir. 1k iki sira uzunlamasina kesitleri gosterirken, son sira aym gruptaki diger siyatik sinir
orneklerinden alan koronal kesitleri gdstermektedir. Ilk siitun 40x objektifle yakalanmis kesitlerin
goriintiilerini igerir; ikinci siitun 63x objektifle yakalanmis kesitlerin goriintiilerini igerir. Son siitun 63x

objektifle yakalanmis kesitlerin koronal goriintiilerini gostermektedir. Yildiz isareti genislemis sinir

liflerini ve azalmig MBP yogunlugunu temsil eder.
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Deney gruplarindan toplanan kesitlerde glial fibriler asidik protein (GFAP) ve
norofilamentin ¢ift boyanmasi gergeklestirildi (Sekil 10 ve sekil 11). ilk siitundaki
gorseller gruplardaki kirmizi boyanma ile norofilamenti gosterirken, sonraki siitun yesil
boyanma ile GFAP"1 gostermektedir, {igiincii siitun ise ilk iki siitunun iist iiste getirilerek
birlestirilmesini gostermektedir. Sekil 11 ise ayni organizasyonla koronal kesitleri
gdstermektedir. Ilk siitun incelemede sham grubunu kesitlerinde, norofilamentler net ve
organize bir yap1 sergilerken, sinir lifleri sistematik olarak diizenlenmistir (A1). GFAP
(A2) diizgiin bir sekilde dagilmistir ve yogunlugu normal goriinmektedir, bu da tipik
Schwann hiicre aktivitesini ve sinir lifi yapisinin biitliinligiinii gostermektedir. Koronal
kesitte (sekil 11), hiicresel yapilar belirgin bir diizenlilik ve homojenlik gostermektedir.
Atipik hiicresel proliferasyon veya dejeneratif degisiklikler tespit edilmemistir. ikinci
siitun noropati grubu dilimlerini gostermektedir. Bu dilimlerde; nérofilament (B1):
kirmizi sinir liflerinde 6nemli bir azalma gézlemlenmektedir. Lifler dagilmis ve daha az
yogun goriinmektedir. Bu, aksonal dejenerasyon ve ndral bozuklugu gosterebilir. GFAP
(B2): GFAP ile boyanan Schwann hiicreleri, kontrol grubuna gore artmis optik
yogunluk ve boyut sergilemektedir. Bu, Schwann hiicre aktivasyonunu gosterebilir ve
noroinflamasyon ic¢in bir belirteg gorevi gorebilir. Sekil 11 de koronal kesitte ise,
hiicresel yapilar biiylimistiir ve diizensizlik gostermektedir. Bu, noropati ile baglantili
hiicresel islev bozukluklarmi gosterebilir. Genel degerlendirmede, Noropati grubunda
(2. siitunlar) 6nemli sinir hasar1 ve Schwann hiicre aktivasyonu not edildi, ancak bu
hasarin tedavi gruplarinda daha hafif olarak goriildiigii gozlendi. Pozitif kontrol
gruplarinda (5. ve 6. siitunlar) sinir ve glial hiicrelerin normal goriinmesi ve fisetin
uygulamalarinin herhangi bir olumsuz etki gostermemesi 6nemliydi. MBP, GFAP ve

ndrofilamentin optik yogunlugunu gosteren grafik sekil 12°de verilmistir.
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Resim 9: Siyatik sinirin kesitlerinde GFAP ve Noroflament'i hedefleyen antikorlari kullanan g¢ift
immiinofloresan boyama. GFAP, Alexa Fluor 488 olmak {izere yesil sinyallerle gosterilirken,
Noroflament, Alexa Fluor 647 tarafindan iiretilen kirmizi sinyallerle gosterildi. 40x objektif lensle
yakalanan uzunlamasina kesitleri gosterildi. # ile gosterilen bolgeler, bozulmus aksonlar1 belirtir. Bu,
aksonal dejenerasyonun meydana gelebilecegini diisiindiirmektedir. Benzer bulgular, tedavi gruplarinda

noropati grubuna goére daha azdi. *Yikselmis GFAP ekspresyonunu gosterir. Bu bélgeler ndropati

grubunda yaygindi.
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Sekil 9:MBP, GFAP ve noérofilament gruplarindan ImageJ yazilimi kullanilarak elde edilen optik
yogunluk grafikleri. * isareti sham grubu ile noropati grubu arasindaki karsilastirmay1 gosterirken, #
isareti noropati ile tedavi grubu arasindaki kargilagtirmayr gostermektedir. * ve # isareti p<0,05'i; ***

isareti p<0,001'i gostermektedir.
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Resim 10: Siyatik sinirin koronal kesitlerinde GFAP ve Noroflament'i hedefleyen antikorlar1 kullanan

¢ift immiinofloresan boyama. GFAP, Alexa Fluor 488 olmak iizere yesil sinyallerle gosterilirken,
Néroflament, Alexa Fluor 647 tarafindan iiretilen kirmiz1 sinyallerle gosterildi. flk 3 siitun 10x objektif
lensle yakalanan uzunlamasina kesitleri gosterirken son siitun 63x objektifle gosterilen birlestirilmis

gorseller.

45



5. TARTISMA

Bu calismanin amaci sisplatin'in sebep oldugu periferal noropatinin etkilerinin dogal
biyolojik etkinligi bulunan fisetin ile azaltilabilirliginin arastirtlmasidir. Sisplatin bir¢ok
kanser tiirtinde antitiimoral etkinligi ile bilinen tedavi ajani olarak kullanilan bir ilag
olmasma ragmen, pek c¢ok degisik yan etkilerinden dolay1r tedavi siirecinde bazi
sinirliliklart bulunmaktadir. bu yan etkilerin en 6nemli olanlarindan bir tanesi periferal
norotoksisitedir. bu norotoksik etki, cis tedavisi goren hastalarin énemli bir kisminda
gozlenir ve bildirilen periferik ndropati insidans oranlari, kiimiilatif doza ve bireysel
hasta duyarliligina bagli olarak %17 ile %100 arasinda degismektedir [102]. Yan
etkilerinin fazla olmasi siklikla doz azaltilmasina, veya tedavi protokoliine ara verme
yada sona erdirme gibi tedavi siirecini olumsuz etkileyecek durumlara sebep
olmaktadir[54]. Fisetin kabuklu yemislerde, yagli tohumlarda, meyvelerde bulunan
dogal bir  polifenoldiir [103]. Fisetin, cesitli kanser tirlerinde
kemopreventif/kemoterapotik ajan ve ayrica noroprotektif ajan olarak bildirilmistir.
birgok ¢aligma, fisetinin umut vadeden yeni bir antioksidan oldugunu gdstermektedir
[86]. Antioksidan, antiinflamatuvar ve antitiméral etkileri bilinen fisetin’in, sisplatinin
sebep olabilecegi norotoksisiteyr azaltabilecegi diisliniilmiis ve bu hipotezi
degerlendirmek adina bu calisma planlanmistir. Bu c¢alismada, sicanlarda fisetinin
sisplatin kaynakli periferal noropatiye (CIPN) karst koruyucu etkileri motor
koordinasyon, mekanik allodini, nosiseptif hipoaljezi gibi nosiseptif davranis
deneyleriyle, elektrofizyolojik parametrelerin 6l¢iildiigli sinir ileti hiz1 ¢caligsmalariyla ve
siyatik sinirin doku mimarisini gdsteren konfokal mikroskopi sonuglart incelenerek
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler o6zellikle fisetinin 10 mg/kg dozunda
kullanildiginda sisplatinin sebep oldugu motor inkoordinasyonu, degismis agri
duyarhiligmi  ve elektrofizyolojik parametrelerdeki anormalikleri hafifletmedeki
potansiyel terapotik etkinligk gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica bu caligmayla
sisplatinin siyatik sinirdeki miyelin kilifinin temel bir bileseni olan myelin basic protein
ekpresyonunu (MBP) azaltarak myelin kilif hasarina yol agtig1, periferal glial hiicreleri
aktive ederek glail fibriler asidik protein (GFAP) eskpresyonunu arttirdigi ve
norofilament biitlinliiglinii bozarak aksonal dejenerasyona yol actigi gosterilmistir.
Fisetinin, elde edilen verilere gére bu histopatolojik degisiklikleri kismen iyilestirerek

sisplatinin sebep oldugu periferal noéropati bulgularim1 hafiflettigi tespit edilmistir.
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Fisetinin bu noroprotektif etkisi antioksidan ve antiinflamatuvar etkinligi ile iliskili

olabilecegi diisliniilmektedir.

5.1. In Vivo Davrams Deneylerinin Degerlendirilmesi

Hayvanlar tekrarlayan agrili uyaranlara maruz birakmanin strese sebep oldugu ve agr
duyarliliginda degisikliklere yol agabilecegi bilinmektedir [19]. Ayrica, tekrarlanan
testlerden kaynaklanabilecek kaygi ve/veya ajitasyonun davranis sonuglarini sonuglarini
etkilemesi muhtemeldir. Bu endiselerden dolayr bu deneyler ila¢ uygulamalari
tamamlandiktan sonra 24 saat ara ile giinde bir deney olacak sekilde planlanarak
yapildi. Bu ¢alismada deney gruplarinda sisplatinin ve fisetinin motor koordinasyon ve
denge, periferal ve santral duyu testleri ile mekanik agri esigi duyarliligi {izerine
etkilerini degerlendirmek admna bir seri davrams testi yiiriitiildii. Ozellikle, motor
koordinasyon ve denge perspektifinden model ve tedavi gruplarindaki degisimleri
gozlemlemek icin rotarod testi kullanildi. Duyu testleri ise termal bir uyarana yanit
verme siiresini Olgebilmeye imkan veren ve tedavinin termal agri algis1 iizerindeki
etkilerini anlamamiza yardime1 olan hot/cold plaka testleri kullanilarak degerlendirildi.
Bu testler, hayvanlar1 termal uyaranlara maruz birakarak ve termal agri algisindaki
degisiklikleri gosterebilen davramigsal tepkileri gozlemlemeyi icermektedir. Termal
uyaranlarin santral etkilerini degerlendirmek i¢in ise tail flick testi kullanildi. Ayrica,
kalibre edilmis filamentlerin hayvanlarin arka ayagmin plantar yiizeyine

uygulanmasiyla Von Frey testi yapildi ve mekanik agr1 esigindeki degisimler ol¢iildii.

5.1.1. Motor Performansin Degerlendirilmesi

Bu calismada rotarod deneyi 5 rpm donme hizindan baslayarak 300 saniye siiresince
asamal1 olarak 40 rpm’ye kadar yiikselen bir rampa protokolii belirlenerek yapildi [93,
104]. Her hayvan gercek deneyden once 5 dakikalik alistirma periyoduna alindi
boylelikle cihaza ve ortama adapte olmalar1 saglanarak strese girmeleri engellendi.
Daha sonra aralarda 5 dk dinlenme siireleri ile ii¢ defa rota rod cihazinda deneye tabii
tutuldular. Sonrasinda her hayvan icin bu ii¢ sonucun aritmetik ortalamalar1 alinarak
grup ortalamalar1 belirlendi. Sisplatinin kronik maruziyetinden sonra hayvanlarin
rotarod cihazinda ge¢irdigi siirenin diger gruplarla kiyaslandiginda en diisiik ortalamaya
sahip oldugu tespit edilmistir. Sisplatinin deney hayvanlarinda rod iizerinde kalis
stiresini kisalttigi literatiirde de giiglii olarak belirtilmektedir [20, 24]. Li ve arkd. (2019)

ile Golchin ve arkd. (2015) yaymnladiklar1 ¢calismalarda sisplatinin kronik maruziyeti ile
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indiiklenen kas gii¢siizliigliniin motor yetersizligin nedeni olarak One siiriilmiistiir
[24].Sisplatin maruziyetine bagli olarak hayvanlarda kas kaybi ve kas gii¢siizliigii
goriildiigii  bildirilmistir [25]. Sisplatinin kronik olarak kullanimina bagli olarak
kardiyoktoksik etkilere sahip oldugu da bilinmektedir [26]. Motor performansin
distikliigi belki de kardiyotoksik etkilerinden dolayr da olabilir [105]. Duyusal ve
motor gorevlerin yerine getirilmesinde dnemli rol oynayan arka beyin bilesenlerinden
biri de serebellumdur. Serebellar purkinje hiicreleri ¢evresel toksinlere maruz kaldiktan
sonra hasarlanmaya kars1 6zellikle hassastir [27]. [Ayrica, serebellum motor ve duyusal
islevlerin birlestirilmesinde hayati bir rol oynamaktadir; serebellumdaki herhangi bir
lezyon motor koordinasyonunun ve dengenin bozulmasina neden olabilir. Sisplatinin
serebellum {izerinde norotoksisiteye sebep olarak motor fonksiyonlari olumsuz olarak

etkiledigine dair literatiirde veriler bulunmaktadir [27].

Fisetin ile tedavi edilen hayvanlarda motor performansin iyilestigi tespit edilmistir.
Fisetin'in 6zellikle 10 mg/kg dozda uygulanmasi, hayvanlarda motor performansi
kismen tekrar geri kazandirmistir. Bu sonug, fisetinin noropatik kosullarda oksidatif
stresi ve noropati patogenezinde rol oynayan inflamatuar yanitlar1 azaltarak noral
dayaniklilig1 iyilestirdigini gosteren Onceki arastirmalarla ortlismektedir [29, 106][.
Fisetin ayn1 zamanda kardiyoprotektif bir ajan olarak bilinmektdir. 10 mg/kg tedavi
grubunda gozlemlenen gelismeler, fisetinin noroprotektif etkinliginin doza bagl bir
egilim gosterebilecegini diisiindlirmektedir, ancak daha yiiksek bir doz (20 mg/kg)
karsilagtirilabilir derecede 6nemli sonuglar iiretmemistir. Bu, bir doz-doygunluk etkisi
veya farkli dozlarda farkli mekanizmalarin potansiyel olarak devreye girmesini

diistindiirmektedir.

Sisplatin, oksidatif stresi indiikleyerek, periferik sinirlerdeki lipidlere, proteinlere ve
DNA'ya hasar veren, endojen antioksidan savunma mekanizmalarimi alt eden reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) iireterek periferal ndropati semptomlarinin gelismesine sebep
olur [36]. Sisplatin maruziyetinde motor yetersizligin sebebi belki de oksidatif hasarin
periferal sinirlerde yapmis etkilerdir. Fisetin’in antioksidan etkinligi sispaltinin vermis

oldugu hasar1 hafifleterek motor becerileri gelistirdi [107].
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5.1.2. Mekanik Agr Esiginin Degerlendirilmesi

Maximillan Von Frey’in gelistirdigi Von Frey filamentinin kullanimi, mekanik
hassasiyetin dlglilmesinde temel taglardan biridir [108]. Duyusal yanitlari test etmek igin
kulanilan Von Frey filamentlerinin deriye uygulanmasiyla alinan yanit, dokunsal
duyarliligi 6lgmekte olup mekanik agri esiginin degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan testtir. Calismamizda sicanlar pleksiglastan yapilmis ve delikli metal tel
tabanla desteklenen bir aparatin i¢ine birakildi. Her bir sicanin arka pengesinin orta
plantar yiizeyindeki ¢ekilme esigini degerlendirmek i¢in mekanik filamentler sirasiyla
(von Frey filamentleri [0,4—15 g, logaritmik artimli sertlik; Bioseb, Vitrolles, Fransa])
uygulandi. Hayvanlarin arka penge ¢ekilme tepkileri, her degerlendirme arasinda en az
10 saniyelik bir aralik olacak sekilde {i¢ kez {ist iiste degerlendirildi. Mekanik agr1 esigi,

bu {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak belirlendi [108].

Von Frey testinde sisplatine maruz kalan hayvanlarda gerek sham gerekse de tedavi
grubu hayvanlara kiyasla ayni g kuvvetine sahip filamentlere karsi sicanlarin
pencelerini geri ¢ekme siirelerinin daha kisa oldugu goriildii. Bu sonug sisplatinin
hayvanlarda mekanik uyarinin sebep oldugu agri esigini dislirerek hayvanlarda
mekanik allodynia ya sebep oldugunu gostermektedir. Calisma verileri sisplatin verilen
grupta olusan agr1 esigindeki hassasiyetin fisetinle iyilestirildigi ve ortalama deney
sonuglarinin saglikli hayvanlara yaklastigi sonu¢ olarak fisetinin olumlu etkiler

gosterdigini ifade etmektedir.

5.1.3. Termal Hipoaljezi Degerlendirilmesi
Hayvanlarda nosisepsiyonun degerlendirilmesinde en yaygin olarak kullanilan
testlerden birisi sicak plaka testidir [97]. Termal uyaranlarin uygulanmasiyla,

hayvanlarin hiperaljezik veya analjezik reaksiyonlarini tespit etmek icin bu test yagin
olarak kullanilir [109].

Calismamizin sonuglarina gore sisplatine maruz kalan hayvanlarda, saglikli hayvanlara
kiyasla plaka iizerinde kalma siiresinin daha uzun oldugu saptanmistir (hot plate).
Onceki caligmalarda sisplatinin sicanlarda termal hiperaljezi ve soguk allodiniye neden
oldugu bildirilmistir [110]. Ancak sisplatinin termal hipoaljeziye neden oldugunu
gosteren galismalar da vardir [111, 112]. Bizim ¢alismamizin verileri bu raporlar ile

uyumludur. Sicak plakada kalma siiresinin degisiklik gostermesinin altinda yatan pek

49



cok faktdriin oldugu diisiiniilmektedir. Ogrenme, stresin azalmasi, testle iliskili
uyaricilara aligma veya diger bilinmeyen etkenlerden dolayr latens siiresinde
degisikliklerin olabilecegi belirtilmistir [113, 114]. Calismalarda sisplatinin neden
oldugu hipoaljezinin altinda yatan sebep ise noronal apoptozis dolayisiyla néronlarin
normal duyusal iletimi gerceklestirememesine bagli olarak meydana geldigi seklinde
ifade edilmistir [115]. Fisetin ile tedavi edilen hayvanlarda ndropati grubuna kiyasla
sicak plakada kalma siirelerinin daha kisa oldugu tespit edilmistir. Gruplar arasindaki

farkin anlamli oldugu goriilmiistiir.

Yapilan baska bir ¢calismada, hayvanlarin viicut agirligi ile sicak plaka iizerinde kalma
stileri arasinda bir iliskinin bulundugu ifade edilmistir. Bu caligmaya goére hafif viicut
agirligina sahip olan hayvanlarin sicak plaka tizerinde kalma siirelerinin daha uzun
oldugu tespit edilmistir [34]. Calisma neticesinde, sicanlarin viicut agirliginin, deneyin
yapildig1 odaya alismanin ve deneyin tekrarli sekilde yapilmasinin ¢alisma sonuglarini

etkileyebilecegi ifade edilmistir.

5.1.4. Soguk plaka ve Tail Flick sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Noropatik agri davranisinin karakteristik ozelliklerinden birisi olan sogul allodinin
degerlendirilmesinde cold plate testi onemli bir yer tutmaktadir. Normalde agn
olusturmuyan termal uyaranlara kars1 duyarliligin artmasi olarak ifade edilen allodini
sisplatin noropatisinde de goriilmektedir. Yaptigimiz bu calismanin sonuglarina gore;
sisplatin verilen siganlarin soguk plaka lizerinde gecirdikleri zamanin kontrol grubuna
kiyasla uzadigy, fisetin ile tedavi edilen hayvanlarin plaka iizerinde gecirdikleri siirenin
ise noropati grubuna kiyasla azaldigi tespit edilmistir. Gruplar arasinda soguk plaka
tizerinde kalma siiresi agisindan fark goriilmesine ragmen bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.

5.2. Elektrofizyolojik Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi

Elektrofizyolojik degerlendirmeler, sisplatinin motor sinir iletim hizi (MNCV) ve
bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP) iizerindeki etkilerini daha da agiklamis,
periferik sinir bozuklugunun gostergesi olan uzamis gecikme ve azalmig MNCV'yi
ortaya koymustur. Sinir islevselligi bozuklugu, hem hayvan modellerinde hem de

noropatisi olan bireylerde sinir iletim hizinda (MNCV) bir azalma ile kanitlanan birincil

50



bir 6zelliktir. Sinir ileti hiz1 ¢alismalarinda sisplatine maruz kalan hayvanlarda saglikli
hayvanlara kiyasla siyatik sinirin motorik ileti hizinin 6nemli diizeyde azaldigi, CMAP
amplitudunun kiigiildiigli ve CMAP latens siiresinin uzadigi tespit edilmistir. Bu
verilerimiz literatiirle uyumludur [101, 112]. Fisetin tedavisinin sisplatinin neden
oldugu bozulmus iksiyatik sinirin motor ileti hizin1 énemli Sl¢lide arttirdigi, ayni
zamanda uzamis latens siiresini Onemli diizeyde azalttigi ve CMAP ampliitiidiinii

gelistirdigi tespit edilmistir.

Sisplatin’in ndrotoksik etkileri, oksidatif stres, inflamasyon ve mitokondriyal
disfonksiyon gibi c¢oklu fizyolojik mekanizmalarla iligkilendirilmektedir. Periferal
noropatide goriilen duyusal ve motor sinir iletimindeki azalmalara, aksonal

dejenerasyon ve miyelin kilif hasariin/kaybinin neden oldugu diisiiniilmektedir.

Sisplatin uygulamasi, miyelin kalinliginda ve akson ve miyelinli liflerin ¢aplarinda
azalma ile birlikte nosiseptif agri algisinda ve sinir iletim hizlarinda azalmaya neden
oldu ve bu da siyatik sinirlerde islev bozuklugu ve dejenerasyona isaret etti[61]. 10
mg/kg fisetin ile tedavi, hem latensi hem de MNCV'yi 6nemli 6l¢iide artirarak bunlari
temel seviyelere yaklastirdi. Fisetinin iletim hizi ve latensi iizerindeki etkileri,
muhtemelen noroinflamasyonu azaltarak akson biitiinliiglini ve miyelin kilifi

stabilitesini koruma kapasitesini gosterebilir.

Onceki arastirmalar, N-asetilsistein [116], alfa-lipoik asit [52], E vitamini [117], gibi
dogal antioksidanlarin, proinflamatuar sitokinleri diizenleyerek ve ndropati
modellerinde oksidatif hasari azaltarak noropatiyi iyilestirdigini gdsteren paralel
sonuglar bildirmistir. Onceki bir calisma, tip 1 diyabetli farelerde fisetinin kronik oral
uygulamasmin termal hiperaljezi ve mekanik allodini {izerinde analjezik etkiler
trettigini gostermistir [118]. Diger bir ¢alisma, fisetinin NF-kB inhibisyonu ve Nrf2-
pozitif modiilasyon yoluyla diyabetik noropatide oksidatif stresi ve noéroinflamasyon

kaynakli fonksiyonel, davranigsal ve biyokimyasal eksiklikleri hafiflettigini gostermistir
[53].

Sisplatin kaynakli periferik ndropati, kuyruk-flick ve sicak plaka analizlerinde uzamis
gecikmelerle gosterildigi gibi termal uyaranlara kars1 6nemli hipoaljeziye yol agmistir.

10 mg/kg dozunda fisetin uygulanmasi termal hipoaljeziyi belirgin sekilde azaltmis ve
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duyusal duyarlilik {izerinde faydali bir etkiye isaret etmistir. Bulgular, fisetinin
nosiseptif islevi iyilestirebilecegini ve sisplatinin duyusal ndronlar iizerindeki olumsuz
etkilerini hafifletebilecegini gostermektedir. Kemoterapi kaynakli ndropatik agrinin
fare modelinde, fisetin tekrarlanan uygulamada (akut degil) doza bagli bir anti-
hiperaljezik etki gostermistir ve kronik noropatik agriyla iliskili depresif benzeri
davraniglar1 hafiflettigi gosterilmistir. Bulgular, etkisinin serotoninerjik 5-HT1A

reseptorleri araciligiyla aracilik edilebilecegini gostermistir [60].

5.3. Konfokal mikroskop bulgularinin degerlendirilmesi

Bu ¢alismada siyatik sinir dokusundan elde edilen kesitlerde neuroflament, GFAB ve
MBP ekpresyonlarinin seviyelerine bakilmistir. Ilgili proteinlerin seviyelerindeki
degisiklikler sinir dokusunda ndropatik belirtilerle iliskilendirilecegi i¢in bu proteinler

secilmistir.

Akson sitoskeletonunun énemli bir bileseni olan norofilament (Nf), yalnizca aksonlarda
ifade edilmeleri ve yapisal stabilitede kritik rol oynamalarindan dolay:r son zamanlarda
akson hasarmin bir biyobelirteci olarak tanimlanmistir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar kemoterapotiklerle indiiklenen periferal ndropatide potansiyel olarak
translasyonel kan biyobelirteci olabilecegini ortaya koymustur [119, 120]. Norofilemant
aksonal hasar sonucunda ekstraseliiler siviya salinarak, beyin-omurilik sivisi yada kanda
tespit edilebilecegi bilinmektedir [121]. Noroaksonal hasarin bir belirteci oldugu igin,
Nf birden fazla ndrolojik bozuklukta hastaligin bir gdstergesi olarak tanimlanmistir ve
periferik veya kemoterapi kaynakli sinir hasarina 6zgii degildir. Ancak, Nf diizeylerinin
sural sinir biyopsileriyle karsilagtirilmasi, aktif aksonal dejenerasyon kaniti olan
hastalarda yiikselmis Nf'yi ortaya g¢ikarmustir [122], bu da Nfnin kemoterapi ile
indiiklenen periferal noropatide bir biyobelirteg olarak potansiyel roliinii
vurgulamaktadir [123]. Periferal noropatilerde Nf konsantrasyonlarni 6lgmek igin
oldukca hassas ve giivenilir yontemler rapor edilmis olup, Nf seviyesinin hastaligin

siddetiyle anlaml1 korelasyon gosterdigi belirtilmistir [124] .

Sisplatin kaynakl1 periferal néropati, dncelikli olarak aksonal hasarla karakterizedir [40,
125, 126] ve bu durum noérofilament protein seviyelerinin degisimiyle dogrudan
iliskilidir. Norofilamentler, aksonlarin yapisal biitlinliigiinii ve islevselligini koruyan

onemli iskelet proteinleridir [127]. Sisplatin tedavisi, norofilamentlerin yapisal
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biitiinliiglinii bozabilir ve sonug olarak aksonal dejenerasyonu hizlandirabilir. Sisplatin,
dorsal kok gangliyonlarinda (DRG) noéronlar1 hedef alarak mitokondriyal disfonksiyona
ve oksidatif strese neden olur. Yapilan calismalarda sisplatinin aksonal transportu
engelledigi gosterilmistir [128]. Mitokondrilerin  %95'1 aksonda bulundugundan,
mitokondriyal iglev bozuklugunun ATP'ye bagimli bir siire¢ olan aksonal transportun
bozulmasina neden oldugu bilinmektedir [128]. Norofilamentlerin taginmasinin
bozulmasi, akson boyunca proteinlerin ve organellerin dagilimini engelleyerek aksonal
hasar1 ilerletir [129]. Calismalar, sisplatinle tedavi edilen hayvan modellerinde
norofilament  diizeylerinde ve dagiliminda Dbelirgin  degisiklikler oldugunu
gostermektedir (REF). Bu bulgular, aksonal yapinin korunmasinda ndrofilamentlerin
kritik rol oynadigint ve bu proteinlerin sisplatin kaynakli noéropatide potansiyel bir
biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Bizim ¢alismamizda da
sisplatine maruz kalan hayvanalarin siyatik sinir dokusunda ndrofilament seviyesinin
anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. Fisetin tedavisiyle neurofilament
immunreaktivitesindeki azalma kismen iyileserek fisetinin aksonal biitiinliigli korudugu

sonucuna varilmistir.

Norofilamentlerin yaninda, sisplatin noropatisinde aksonal hasarin tetiklenmesi ile
ilaveten norotrofik destek kaybi, mikrotiibiil organizasyonunun bozulmas: ve
inflamatuar yanitin artist da sisplatinle indiiklenen periferal ndroapti modelinin
patofizyolojisine katki sunmaktadir [36]. Deneysel hayvan modelleri iizerinde yapilan
calismalardan elde edilen sonuclar ve klinik arastirmalardan elde edilen veriler birlikte
degerlendirildiginde, glial hiicrelerin aktivasyonu ve buna bagl olarak proinflamatuar
sitokinlerin ~ salinim1  kemoterapotiklerle  indiiklenen  periferal  ndropatinin
patofizyolojiisnde rol oynamaktadir [40, 125, 128, 130, 131]. Ozellikle satellit ve
Schwann hiicreleri gibi glial hiicreler DRG ve aksonlardaki noéroinflamatuvar siirecin

stirdiiriilmesine katkida bulunabilir [130].

Glial fibriler asidik protein (GFAP), merkezi sinir sistemi (MSS) astrositlerindeki
baskin norofilament olup sitoskeleton yapisindan sorumludur [132]. GFAP’in ayrica
periferik sinir sisteminde (PNS) miyelinlesmeyen olgunlasmamis Schwann hiicrelerinde
ve dorsal kok ganglionlarinin (DRG) satellit hiicrelerinde de ifade edildigi rapor
edilmistir [133]. GFAP, hem olgunlasmamis dediferansiye hem de olgun miyelinsiz

hiicreler tarafindan ifade edilen Schwann hiicrelerinin bir sitoskeleton bilesenidir.
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Yapilan c¢aligmalarda akson hasarindan sonra Schwann hiicrelerinde bu proteinin
ekspresyonunun arttigi, sinir hasarindan sonra GFAP ekspresyonunun kayboldugu
durumlarda ise Schwann hiicre proliferasyonununda zayiflik oldugu seklinde bir
degerlendirme ifade edilmistir [134-137]. Periferal sinir hasarindan sonra, Schwann
hiicrelerinin aksonlarla temaslarin1 kaybederek, GFAP ekpresyonlarini artirdigi ve
miyelin olusturmayan Schwann hiicrelerine benzeyen immatur bir dediferansiye fenotip
kazandig1 ifade edilmistir [138]. Bizim calismamizda da Ozellikle noropati grubunda
saglikli hayvanlara kiyasla GFAP ekspresyonun arttig1 tespit edilmistir. Bu veri literatiir

ile uyumludur.

5.4. Miyelin Basic Protein

Miyelin basic proteini, merkezi sinir sisteminde en ¢ok bulunan ikinci proteindir ve
miyelinin sitozolik yiizeylerinin yapismasindan sorumludur [66]. MBP, bilhassa
otoimmiin ndrodejenerasyon ve multipl sklerozdaki otoantijenlerden bir tanesidir.
Oldukga pozitif yiiklii olan MBP, ¢ozelti igerisinde belirgin bir yapida degildir ve hiicre
i¢i ortaklar1 hala belirsizdir [67]. Aktin, tiibiilin, Ca(2+)-kalmodulin ve klatrin benzeri
polianyonik proteinler ve negatif yiiklii lipitlerle birleserek yap1 kazanir. Bir membran
aktin baglayici protein olarak tepki verebilir ve bu da oligodendrositlerde sitoskeleton
ve miyelindeki siki baglantilara hiicre digt sinyallerin iletilmesine imkan saglar [139].
MBP, etiyolojik olaral spesifik olmayacak sekilde beyin omurilik sivisina girerek

merkezi sinir sisteminin miyelin hasar1 hakkinda bilgi saglar [68].
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismamizda amacimiz kanser tedavisinde kullanilan platin ajanlardan biri olan
sisplatinin yan etkilerinin, bitkisel flavanoid gesitlerinden biri olan fisetin ile tedavi
edilebilirligini deneylerle test etmektir. Aragtirmamiza konu olan sisplatinin yan
etkilerini azaltan etken madde ise fisetin idi. Bu ¢alismada fisetinin sisplatin kaynakli
olusan noropatilerde terapotik etkinliginin olup olmadigi arastirildi. Fisetinin olasi
protektif etkilerini deneyler yaparak degerlendirdik ve bazi olumlu sonuglar elde ettik.
Bu sonuglar fisetinin, sisplatin kaynakli néropatide iyilestirici etkiler meydana getirerek
kemoterapotiklerle indiiklenen periferal ndropatik agriyr azaltabilecegini gosterdi.
Oksidatif stres ve noroinflamasyonun periferik néropatiye sebep oldugu bilinmektedir,
fisetin antioksidan ve anti inflamatuvar etkisi sayesinde  oksidatif stres ve
noroinflamasyonu hafifletilerek bu etkisini gdstermis olabilir. Fisetinin dozundaki
artisin tedavi edilebilirlik tizerindeki etkisiyle dogru orantili olmadigini gézlemledik.
Daha yiiksek dozda fisetin verildiginde beklenen diizeyde etkinin goriilmemesi farkl
molekiiler yolaklarin yiiksek dozlarda devreye girmis olabilecegi siiphesini
tasimaktadir. Sonu¢ olarak bu c¢alismamizda kanser tedavisinde oldukga etkili olan
sisplatin ayn1 zamanda yan etkilere sebep olsa da fisetinin kullanimiyla sisplatinin yan
etkilerini azaltilabilecegi test edilmistir. Fakat daha fazla ve farkli calismalarla bu

arastirmanin desteklenmesi gerekmektedir.

55



7. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Faguet, G.B., A brief history of cancer: age-old milestones underlying our
current knowledge database. Int J Cancer, 2015. 136(9): p. 2022-36.

Nagai, H. and Y.H. Kim, Cancer prevention from the perspective of global
cancer burden patterns. J Thorac Dis, 2017. 9(3): p. 448-451.

Zaimy, M.A,, et al., New methods in the diagnosis of cancer and gene therapy of
cancer based on nanoparticles. Cancer Gene Ther, 2017. 24(6): p. 233-243.

Morris, L., FDA Modernization Act: implications for oncology. Oncology
(Williston Park), 1998. 12(11a): p. 139-41.

Pichard-Léandri, E., [Pain in cancer patients. Practical attitude]. J Chir (Paris),
1997. 134(1): p. 14-21.

Dedeli, O. and G. Karadeniz, [An integrated psychosocial-spiritual model for
cancer pain management]. Agri, 2009. 21(2): p. 45-53.

Pharo, G.H. and L. Zhou, Controlling cancer pain with pharmacotherapy. J Am
Osteopath Assoc, 2007. 107(12 Suppl 7): p. Es22-32.

Kuzeyli Yildirim, Y., M. Uyar, and C. Fadillioglu, [Cancer pain and its
influence on quality of life]. Agri, 2005. 17(4): p. 17-22.

Kursun, Y.Z., et al., [ Analgesic step ladder treatment in cancer patients with
pain]. Agri, 2015. 27(1): p. 26-34.

Ozgelik, H., et al., [Case management based multidisciplinary care protocol in
the palliative care of cancer patients]. Agri, 2014. 26(2): p. 47-56.

Oun, R., Y.E. Moussa, and N.J. Wheate, The side effects of platinum-based
chemotherapy drugs: a review for chemists. Dalton Trans, 2018. 47(19): p.
6645-6653.

Monneret, C., Platinum anticancer drugs. From serendipity to rational design.
Ann Pharm Fr, 2011. 69(6): p. 286-95.

Luo, Z., et al., First report of branch dieback caused by Neoscytalidium
dimidiatum on Styphnolobium japonicum (L.) Schott in China. Plant Dis, 2023.

Hartmann, J.T. and H.P. Lipp, Toxicity of platinum compounds. Expert Opin
Pharmacother, 2003. 4(6): p. 889-901.

Dasari, S. and P.B. Tchounwou, Cisplatin in cancer therapy: molecular
mechanisms of action. Eur J Pharmacol, 2014. 740: p. 364-78.

Kelland, L.R., et al., Mini-review: discovery and development of platinum

complexes designed to circumvent cisplatin resistance. J Inorg Biochem, 1999.
77(1-2): p. 111-5.

56



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

Kuwata, K., et al., Comparison of changes in urinary and blood levels of
biomarkers associated with proximal tubular injury in rat models. J Toxicol
Pathol, 2015. 28(3): p. 151-64.

Zhang, C., et al., Platinum-based drugs for cancer therapy and anti-tumor
strategies. Theranostics, 2022. 12(5): p. 2115-2132.

Tsvetkova, D. and S. Ivanova, Application of Approved Cisplatin Derivatives in
Combination Therapy against Different Cancer Diseases. Molecules, 2022.
27(8).

Ali, 1., et al., Platinum compounds: a hope for future cancer chemotherapy.
Anticancer Agents Med Chem, 2013. 13(2): p. 296-306.

Dilruba, S. and G.V. Kalayda, Platinum-based drugs: past, present and future.
Cancer Chemother Pharmacol, 2016. 77(6): p. 1103-24.

Kenny, R.G. and C.J. Marmion, Toward Multi-Targeted Platinum and
Ruthenium Drugs-A New Paradigm in Cancer Drug Treatment Regimens? 2019.
119(2): p. 1058-1137.

Seetharam, R., A. Sood, and S. Goel, Oxaliplatin: pre-clinical perspectives on
the mechanisms of action, response and resistance. Ecancermedicalscience,
2009. 3: p. 153.

Wheate, N.J., et al., The status of platinum anticancer drugs in the clinic and in
clinical trials. Dalton Trans, 2010. 39(35): p. 8113-27.

Lipp, H.P. and J.T. Hartmann, [Platinum compounds: metabolism, toxicity and
supportive strategies]. Praxis (Bern 1994), 2005. 94(6): p. 187-98.

Amptoulach, S. and N. Tsavaris, Neurotoxicity caused by the treatment with
platinum analogues. Chemother Res Pract, 2011. 2011: p. 843019.

Park, S.B., et al., Chemotherapy-induced peripheral neurotoxicity: a critical
analysis. CA Cancer J Clin, 2013. 63(6): p. 419-37.

Ghosh, S., Cisplatin: The first metal based anticancer drug. Bioorg Chem, 2019.
88: p. 102925.

Crom, W.R., et al., Pharmacokinetics of anticancer drugs in children. Clin
Pharmacokinet, 1987. 12(3): p. 168-213.

Murry, D.J., Comparative clinical pharmacology of cisplatin and carboplatin.
Pharmacotherapy, 1997. 17(5 Pt 2): p. 140s-145s.

Wang, D. and S.J. Lippard, Cellular processing of platinum anticancer drugs.
Nat Rev Drug Discov, 2005. 4(4): p. 307-20.

Ceresa, C. and G. Cavaletti, Drug transporters in chemotherapy induced

peripheral neurotoxicity: current knowledge and clinical implications. Curr Med
Chem, 2011. 18(3): p. 329-41.

57



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Uhelski, M.L., I.A. Khasabova, and D.A. Simone, Inhibition of anandamide
hydrolysis attenuates nociceptor sensitization in a murine model of
chemotherapy-induced peripheral neuropathy. J Neurophysiol, 2015. 113(5): p.
1501-10.

Seretny, M., et al., Incidence, prevalence, and predictors of chemotherapy-
induced peripheral neuropathy: A systematic review and meta-analysis. Pain,
2014. 155(12): p. 2461-2470.

Ezzi, M.S., et al., Prevalence and Predictors of Cisplatin-Induced Peripheral
Neuropathy at the Kenyatta National Hospital. J Glob Oncol, 2019. 5: p. 1-6.

Areti, A., et al., Oxidative stress and nerve damage: role in chemotherapy
induced peripheral neuropathy. Redox Biol, 2014. 2: p. 289-95.

Basen-Engquist, K., et al., Reliability and validity of the functional assessment
of cancer therapy-ovarian. J Clin Oncol, 2001. 19(6): p. 1809-17.

Brown, D.R., et al., Recruitment and retention of minority women in cancer
screening, prevention, and treatment trials. Ann Epidemiol, 2000. 10(8 Suppl):
p. S13-21.

Wolf, S., et al., Chemotherapy-induced peripheral neuropathy: prevention and
treatment strategies. Eur J Cancer, 2008. 44(11): p. 1507-15.

Starobova, H. and I. Vetter, Pathophysiology of Chemotherapy-Induced
Peripheral Neuropathy. Front Mol Neurosci, 2017. 10: p. 174.

Comprehensive molecular portraits of human breast tumours. Nature, 2012.
490(7418): p. 61-70.

Han, Y. and M.T. Smith, Pathobiology of cancer chemotherapy-induced
peripheral neuropathy (CIPN). Front Pharmacol, 2013. 4: p. 156.

Strumberg, D., et al., Evaluation of long-term toxicity in patients after cisplatin-
based chemotherapy for non-seminomatous testicular cancer. Ann Oncol, 2002.
13(2): p. 229-36.

Hile, E.S., G.K. Fitzgerald, and S.A. Studenski, Persistent mobility disability
after neurotoxic chemotherapy. Phys Ther, 2010. 90(11): p. 1649-57.

Zhu, Q. and L. Cheng, The genetic source tracking of human urinary exosomes.
2021. 118(43).

Brouwers, E.E., et al., Persistent neuropathy after treatment with cisplatin and
oxaliplatin. Acta Oncol, 2009. 48(6): p. 832-41.

Valko, M., H. Morris, and M.T. Cronin, Metals, toxicity and oxidative stress.
Curr Med Chem, 2005. 12(10): p. 1161-208.

58



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Almutairi, M.M., et al., Neuro-protective effect of rutin against Cisplatin-
induced neurotoxic rat model. BMC Complement Altern Med, 2017. 17(1): p.
472.

Waseem, M., et al., Role of Mitochondrial Mechanism in Chemotherapy-
Induced Peripheral Neuropathy. Curr Drug Metab, 2018. 19(1): p. 47-54.

Mangiacavalli, S., et al., Emergent T-helper 2 profile with high interleukin-6
levels correlates with the appearance of bortezomib-induced neuropathic pain.
Br J Haematol, 2010. 149(6): p. 916-8.

Averill, S., et al., Immunocytochemical localization of trkA receptors in
chemically identified subgroups of adult rat sensory neurons. Eur J Neurosci,
1995. 7(7): p. 1484-94.

Xie, R.G., et al., Characterization of Different Types of Excitability in Large
Somatosensory Neurons and Its Plastic Changes in Pathological Pain States. Int
J Mol Sci, 2018. 19(1).

Tomaszewski, A. and D. Biisselberg, Cisplatin modulates voltage gated channel
currents of dorsal root ganglion neurons of rats. Neurotoxicology, 2007. 28(1):
p. 49-58.

Ozkaya, D. and M. Naziroglu, Curcumin diminishes cisplatin-induced apoptosis
and mitochondrial oxidative stress through inhibition of TRPM2 channel
signaling pathway in mouse optic nerve. J Recept Signal Transduct Res, 2020.
40(2): p. 97-108.

Meijer, S., et al., Cisplatin-induced nephrotoxicity. Neth J Med, 1982. 25(8): p.
262-9.

Ali, R. and M. Aouida, Can Cisplatin Therapy Be Improved? Pathways That
Can Be Targeted. 2022. 23(13).

Comis, R.L., Cisplatin: the future. Semin Oncol, 1994. 21(5 Suppl 12): p. 109-
13.

Arakaki, X., et al., The connection between heart rate variability (HRV),
neurological health, and cognition: A literature review. Front Neurosci, 2023.
17: p. 1055445.

McKeage, M.J., New-generation platinum drugs in the treatment of cisplatin-
resistant cancers. Expert Opin Investig Drugs, 2005. 14(8): p. 1033-46.

Dasari, S., et al., Pharmacological Effects of Cisplatin Combination with Natural
Products in Cancer Chemotherapy. 2022. 23(3).

Gentilin, E., New Advancements in Cisplatin-Based Treatments. Int J Mol Sci,
2023. 24(6).

Liu, Y.S., Y.C. Chang, and W.W. Kuo, Correction: Liu, Y.-S.; et al. Inhibition
of Protein Phosphatase 1 Stimulates Noncanonical ER Stress elF2a Activation

59



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

to Enhance Fisetin-Induced Chemosensitivity in HDAC Inhibitor-Resistant
Hepatocellular Carcinoma Cells. Cancers 2019, 11, 918. 2020. 12(11).

Argyriou, A.A., et al., Chemotherapy-induced peripheral neurotoxicity (CIPN):
an update. Crit Rev Oncol Hematol, 2012. 82(1): p. 51-77.

Park, H.J., et al., Persistent hyperalgesia in the cisplatin-treated mouse as
defined by threshold measures, the conditioned place preference paradigm, and
changes in dorsal root ganglia activated transcription factor 3: the effects of
gabapentin, ketorolac, and etanercept. Anesth Analg, 2013. 116(1): p. 224-31.

Benavente-Garcia, O., et al., Beneficial action of Citrus flavonoids on multiple
cancer-related biological pathways. Curr Cancer Drug Targets, 2007. 7(8): p.
795-809.

Romagnolo, D.F. and O.1I. Selmin, Flavonoids and cancer prevention: a review
of the evidence. J Nutr Gerontol Geriatr, 2012. 31(3): p. 206-38.

Parasuraman, S., G.S. Thing, and S.A. Dhanaraj, Polyherbal formulation:
Concept of ayurveda. Pharmacogn Rev, 2014. 8(16): p. 73-80.

Pérez-Jiménez, J., et al., Identification of the 100 richest dietary sources of
polyphenols: an application of the Phenol-Explorer database. Eur J Clin Nutr,
2010. 64 Suppl 3: p. S112-20.

Kashyap, D., et al., Fisetin: A bioactive phytochemical with potential for cancer
prevention and pharmacotherapy. Life Sci, 2018. 194: p. 75-87.

Kubina, R. and K. Krzykawski, Fisetin, a Potent Anticancer Flavonol Exhibiting
Cytotoxic Activity against Neoplastic Malignant Cells and Cancerous
Conditions: A Scoping, Comprehensive Review. 2022. 14(13).

Adhami, V.M., et al., Dietary flavonoid fisetin: a novel dual inhibitor of
PI3K/Akt and mTOR for prostate cancer management. Biochem Pharmacol,
2012. 84(10): p. 1277-81.

Kimira, M., et al., Japanese intake of flavonoids and isoflavonoids from foods. J
Epidemiol, 1998. 8(3): p. 168-75.

Giampieri, F., et al., Polyphenol-rich strawberry extract protects human dermal
fibroblasts against hydrogen peroxide oxidative damage and improves
mitochondrial functionality. Molecules, 2014. 19(6): p. 7798-816.

Basu, A., et al., Effects of Dietary Strawberry Supplementation on Antioxidant
Biomarkers in Obese Adults with Above Optimal Serum Lipids. J Nutr Metab,
2016. 2016: p. 3910630.

Seo, S.H. and G.S. Jeong, Fisetin inhibits TNF-a-induced inflammatory action
and hydrogen peroxide-induced oxidative damage in human keratinocyte HaCaT
cells through PI3K/AKT/Nrf-2-mediated heme oxygenase-1 expression. Int
Immunopharmacol, 2015. 29(2): p. 246-253.

60



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Wang, J., et al., Fisetin inhibits Listeria monocytogenes virulence by interfering
with the oligomerization of listeriolysin O. J Infect Dis, 2015. 211(9): p. 1376-
87.

Karahan, G., et al., Effects of trimetazidine on nerve regeneration in a rat sciatic
nerve injury model. Bratisl Lek Listy, 2019. 120(10): p. 777-782.

Fyhrquist, F., K. Metsérinne, and I. Tikkanen, Role of angiotensin II in blood
pressure regulation and in the pathophysiology of cardiovascular disorders. J
Hum Hypertens, 1995. 9 Suppl 5: p. S19-24.

Shanmugam, K., S. Ravindran, and G.A. Kurian, Fisetin Confers
Cardioprotection against Myocardial Ischemia Reperfusion Injury by
Suppressing Mitochondrial Oxidative Stress and Mitochondrial Dysfunction and
Inhibiting Glycogen Synthase Kinase 3 Activity. 2018. 2018: p. 9173436.

Pal, H.C., R.L. Pearlman, and F. Afaq, Fisetin and Its Role in Chronic Diseases.
Adv Exp Med Biol, 2016. 928: p. 213-244.

Zhou, Z.S., et al., Fisetin Ameliorates Alcohol-Induced Liver Injury through
Regulating SIRT1 and SphK1 Pathway. Am J Chin Med, 2022. 50(8): p. 2171-
2184.

Ravula, A.R., et al., Fisetin, potential flavonoid with multifarious targets for
treating neurological disorders: An updated review. Eur J Pharmacol, 2021. 910:
p. 174492.

Ding, H., et al., Fisetin ameliorates cognitive impairment by activating
mitophagy and suppressing neuroinflammation in rats with sepsis-associated
encephalopathy. 2022. 28(2): p. 247-258.

Farooqi, A.A., et al., Cancer chemopreventive role of fisetin: Regulation of cell
signaling pathways in different cancers. Pharmacol Res, 2021. 172: p. 105784.

Kashyap, D., et al., Fisetin and Quercetin: Promising Flavonoids with
Chemopreventive Potential. 2019. 9(5).

Khan, N., et al., Fisetin: a dietary antioxidant for health promotion. Antioxid
Redox Signal, 2013. 19(2): p. 151-62.

Zhou, C., et al., Biological effects and mechanisms of fisetin in cancer: a
promising anti-cancer agent. Eur J Med Res, 2023. 28(1): p. 297.

Yang-Li, D., et al., Recommendations for the diagnosis and management of
childhood Prader-Willi syndrome in China. 2022. 17(1): p. 221.

Alikatte, K., et al., Fisetin Improved Rotenone-Induced Behavioral Deficits,

Oxidative Changes, and Mitochondrial Dysfunctions in Rat Model of
Parkinson's Disease. J Diet Suppl, 2021. 18(1): p. 57-71.

61



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Li, D, et al., Fisetin Attenuates Doxorubicin-Induced Cardiomyopathy In Vivo
and In Vitro by Inhibiting Ferroptosis Through SIRT1/Nrf2 Signaling Pathway
Activation. Front Pharmacol, 2021. 12: p. 808480.

Eroglu, E., et al., 2-Aminoethoxydiphenyl borate ameliorates functional and
structural abnormalities in cisplatin-induced peripheral neuropathy. J Trace
Elem Med Biol, 2022. 70: p. 126909.

Chen, L., et al., Liquiritigenin alleviates mechanical and cold hyperalgesia in a
rat neuropathic pain model. Sci Rep, 2014. 4: p. 5676.

Griffiths, L.A., et al., Evoked and Ongoing Pain-Like Behaviours in a Rat
Model of Paclitaxel-Induced Peripheral Neuropathy. 2018. 2018: p. 8217613.

Yamamoto, T., N. Nozaki-Taguchi, and T. Chiba, Analgesic effect of
intrathecally administered orexin-A in the rat formalin test and in the rat hot
plate test. Br J Pharmacol, 2002. 137(2): p. 170-6.

Singh, P., et al., Comparison of electroencephalographic changes in response to
acute electrical and thermal stimuli with the tail flick and hot plate test in rats
administered with opiorphin. BMC Neurol, 2018. 18(1): p. 43.

Sakurai, M., et al., Oxaliplatin-induced neuropathy in the rat: involvement of
oxalate in cold hyperalgesia but not mechanical allodynia. Pain, 2009. 147(1-3):
p. 165-74.

Le Bars, D., M. Gozariu, and S.W. Cadden, Animal models of nociception.
Pharmacol Rev, 2001. 53(4): p. 597-652.

Han, F.Y., B.D. Wyse, and M.T. Smith, Optimization and pharmacological
characterization of a refined cisplatin-induced rat model of peripheral
neuropathic pain. Behav Pharmacol, 2014. 25(8): p. 732-40.

Lin, H., B.H. Heo, and M.H. Yoon, A New Rat Model of Cisplatin-induced
Neuropathic Pain. Korean J Pain, 2015. 28(4): p. 236-43.

Alsalem, M. and M. Haddad, Effects of Dual Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors o and y Activation in Two Rat Models of Neuropathic Pain. 2019.
2019: p. 2630232.

Yildirim, C., et al., Boric acid improves the behavioral, electrophysiological and
histological parameters of cisplatin-induced peripheral neuropathy in rats. J
Trace Elem Med Biol, 2022. 70: p. 126917.

Bebek, N. and M. Ertas, [Neuropathic pain]. Agri, 2007. 19(3): p. 5-10.
Giampieri, F., J.M. Alvarez-Suarez, and M. Battino, Strawberry and human

health: effects beyond antioxidant activity. J Agric Food Chem, 2014. 62(18): p.
3867-76.

62



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Chen, C., et al., Meta-analysis of Hsa-mir-499 polymorphism (rs3746444) for
cancer risk: evidence from 31 case-control studies. BMC Med Genet, 2014. 15:
p. 126.

Chiorazzi, A., S. Semperboni, and P. Marmiroli, Current View in Platinum Drug
Mechanisms of Peripheral Neurotoxicity. Toxics, 2015. 3(3): p. 304-321.

Go, R.S. and A.A. Adjei, Review of the comparative pharmacology and clinical
activity of cisplatin and carboplatin. J Clin Oncol, 1999. 17(1): p. 409-22.

Hassan, S.S.U., et al., The neuroprotective effects of fisetin, a natural flavonoid
in neurodegenerative diseases: Focus on the role of oxidative stress. Front
Pharmacol, 2022. 13: p. 1015835.

Mills, C., et al., Estimating efficacy and drug ED50's using von Frey thresholds:
impact of weber's law and log transformation. J Pain, 2012. 13(6): p. 519-23.

Menéndez, L., et al., Unilateral hot plate test: a simple and sensitive method for
detecting central and peripheral hyperalgesia in mice. J Neurosci Methods, 2002.
113(1): p. 91-7.

Ta, L.E., P.A. Low, and A.J. Windebank, Mice with cisplatin and oxaliplatin-
induced painful neuropathy develop distinct early responses to thermal stimuli.
Mol Pain, 2009. 5: p. 9.

Authier, N., et al., Assessment of allodynia and hyperalgesia after cisplatin
administration to rats. Neurosci Lett, 2000. 291(2): p. 73-6.

Agthong, S., A. Kaewsema, and T. Charoensub, Curcumin Ameliorates
Functional and Structural Abnormalities in Cisplatin-induced Neuropathy. Exp
Neurobiol, 2015. 24(2): p. 139-45.

Hunskaar, S., O.G. Berge, and K. Hole, A modified hot-plate test sensitive to
mild analgesics. Behav Brain Res, 1986. 21(2): p. 101-8.

Knoll, J., Experimental studies on the higher nervous activity of animals. VI.
Further studies on active reflexes. Acta Physiol Acad Sci Hung, 1957. 12(1-3):
p. 65-92.

Seto, Y., et al., Time dependent cisplatin dosing differences on hypoalgesia
focusing on oxidative stress. Eur J Pharmacol, 2023. 942: p. 1755109.

Schifers, M. and L. Sorkin, Effect of cytokines on neuronal excitability.
Neurosci Lett, 2008. 437(3): p. 188-93.

Chen, M. and J. Shan, Answer to the letter to the editor of N. Balak concerning
"Anatomic relationship between the cervical sympathetic trunk and cervical
fascia and its application in the anterolateral cervical spine surgical approach” by
M. Chen, et al. (Eur Spine J 30; 425-430). Eur Spine J, 2022. 31(1): p. 208-2009.

Zhao, Y., et al., Role of lung and gut microbiota on lung cancer pathogenesis.
2021. 147(8): p. 2177-2186.

63



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Meregalli, C., et al., Neurofilament light chain as disease biomarker in a rodent
model of chemotherapy induced peripheral neuropathy. Exp Neurol, 2018. 307:
p. 129-132.

Mortensen, C. and K.D. Steffensen, Neurofilament light chain as a biomarker of
axonal damage in sensory neurons and paclitaxel-induced peripheral neuropathy
in patients with ovarian cancer. 2023. 164(7): p. 1502-1511.

Yuan, A., et al., Neurofilaments at a glance. J Cell Sci, 2012. 125(Pt 14): p.
3257-63.

Huehnchen, P., et al., Rationale and design of the prevention of paclitaxel-
related neurological side effects with lithium trial - Protocol of a multicenter,
randomized, double-blind, placebo- controlled proof-of-concept phase-2 clinical
trial. Front Med (Lausanne), 2022. 9: p. 967964.

Park, S.B., A. Cetinkaya-Fisgin, and A.A. Argyriou, Axonal degeneration in
chemotherapy-induced peripheral neurotoxicity: clinical and experimental
evidence. 2023. 94(11): p. 962-972.

Sandelius, A., et al., Plasma neurofilament light chain concentration in the
inherited peripheral neuropathies. Neurology, 2018. 90(6): p. e518-e524.

Roelofs, R.1., et al., Peripheral sensory neuropathy and cisplatin chemotherapy.
Neurology, 1984. 34(7): p. 934-8.

Authier, N., et al., An animal model of nociceptive peripheral neuropathy
following repeated cisplatin injections. Exp Neurol, 2003. 182(1): p. 12-20.

Yuan, A., et al., Neurofilaments and Neurofilament Proteins in Health and
Disease. Cold Spring Harb Perspect Biol, 2017. 9(4).

Podratz, J.L., et al., Cisplatin induced mitochondrial DNA damage in dorsal root
ganglion neurons. Neurobiol Dis, 2011. 41(3): p. 661-8.

Berth, S.H. and T.E. Lloyd, Disruption of axonal transport in neurodegeneration.
J Clin Invest, 2023. 133(11).

Fumagalli, G., et al., Neuroinflammatory Process Involved in Different
Preclinical Models of Chemotherapy-Induced Peripheral Neuropathy. Front
Immunol, 2020. 11: p. 626687.

Staff, N.P., et al., Chemotherapy-induced peripheral neuropathy: A current
review. Ann Neurol, 2017. 81(6): p. 772-781.

Middeldorp, J. and E.M. Hol, GFAP in health and disease. Prog Neurobiol,
2011. 93(3): p. 421-43.

Fang, B., et al., Autoimmune Glial Fibrillary Acidic Protein Astrocytopathy: A
Novel Meningoencephalomyelitis. JAMA Neurol, 2016. 73(11): p. 1297-1307.

64



134.

135.

136.

137.

138.

139.

Bianchini, D., et al., GFAP expression of human Schwann cells in tissue culture.
Brain Res, 1992. 570(1-2): p. 209-17.

Triolo, D., et al., Loss of glial fibrillary acidic protein (GFAP) impairs Schwann
cell proliferation and delays nerve regeneration after damage. J Cell Sci, 2006.
119(Pt 19): p. 3981-93.

Mancardi, G.L., et al., Schwann cell GFAP expression increases in axonal
neuropathies. J Neurol Sci, 1991. 102(2): p. 177-83.

Theuriet, J., et al., Peripheral nervous system involvement accompanies central
nervous system involvement in anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP)
antibody-related disease. 2023. 270(11): p. 5545-5560.

Finocchiaro, A., et al., Botulinum Toxin B Affects Neuropathic Pain but Not
Functional Recovery after Peripheral Nerve Injury in a Mouse Model. 2018.
10(3).

Boggs, J.M., Myelin basic protein: a multifunctional protein. Cell Mol Life Sci,
2006. 63(17): p. 1945-61.

65



8. EKLER

EK 1. Etik Kurul

T.C. f\
GAZIANTEP UNIVERSITESI { p

HAYVAN DENEYLER| YEREL ETIK KURULU BASKANLIGI
ARASTIRMA BASVURU ONAYI

LTI R

TOPLANTI TARIHI _TOPLANTI SAYISI TOPLANTI YERI

1107 2023 6 Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruly

BASVURU BILGILERI | Arastirmanin Bagh Sisplatin lle indiikenen periferal ndropati modelinde
(Tirkge ve Ingitizee) fisetinin protektif etkilerinin incelenmesi

Investigation of the protective effects of fisetin in a
model of cisplatin-induced peripheral neuropathy

Bagvuru Tarihi 21.06.2023

Protokol no 312

Kullanilacak deney hayvani | Sigan / Wistar Albino / Erkek / 42
(tlr/irk/cinsiyet/say)

KARAR BILGILERI Karar No: 2023/19

(&) Kabul ) Red

pr. Ogir. Uyesi Caner YILDIRIM' in ylriticlst oldufiu ve yukanda bagvuru bilgileri
verllen arastirma bagvuru dosyast ve llgili belgeler aragtirmanin gerekee amag,
yaklagim ve yéntemleri dikkate alinarak Incelenmis, bagvurunun Gaziantep Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesince “uygun® oldufuna toplantiya katilan
dyelerin oy birligl lle karar verilmistir,

Yratied Dr. Ogr. Uyesi Caner YILDIRIM
Gazl p Universites), Tip Fakiltesi, Fizyolojl Anabilim Daly
Aragtirmacilar Prof. Dr. Ramazan BAL, Dog. Dr. Senay Gérlicl YILMAZ, Doktora Oftrencisl Sena CEVIK,
‘Yuksek Lisans Orencisi Cansel ADIGUZEL
ETIK KURUL OVELERI
Unvani/Adi/Soyadi Kurumu Niski [ Katilim Imza
Prof, Dr. Piraye KERVANCIOGLU GAUN Tip Fakultesi H . PET
Bagkan) Anatomi AD. ”
Dog. Dr. Davut Sinan KAPLAN GAUN Tip Fakbltesi H =
(Bagkan Yardimeos) Fizyolojl AD. y
Pref. Dr. A. Tuncay DEMIRYUREK GAUN Tip Fakiltesi " E
| (Oye) Tibbl Furmahwlujl AD,
Prof. D1 Tekin KARSLIGIL GAUN Tip Fakilteal W e
(Uye) Tihhi Mikrohlyolojl AD,
Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI GAUN Tip Fakiltesi W i
(Uye) Tibbl Blyalojl AD.
Prof. Dr. Emine Elgin EMRE GAUN Fen Edeblyat Fakiltes! " " T~
(Uye) Kimya BOIGmU
Prof. Dr. Can DEMIREL GAUN Tip Fakbltes - £ \
Uye) Blyofizik AD.
Dog. D1, Maluk SEN GAUN Tip Fakultest " € A
(Uye) Urulu)l AD. P
Log, Dr. Merve GOYMEN GAUN DIy Hakimlipl Fakdltes) " £
(Liye) Ortodonti AD,
Dr. Ofr, Uyesl A, Sarper BOZKURT GAUN Tip Fakiltes! " €
(Uye) Flzyolofl AD,
Y Opr, Uyesi Ayge Gulbin KAVAK GAUN Tip £, Radyasyon Onkolojisi " m
jgy:r AD,
Veteriner Hekim Filiz BIGICI GAUN Deney Hayvanlan Uygulama " t
Uye vie Aragbirmma Merhesz| (UAUNDAM)
veteriner Hekim Lelal O250YLER Gaziantep boyukyehir Belediyest “ €
(Oye) Hayvanat Bahges! ”
Avukat Orhan BEYAZ Snrhost, Dernek Oyest g
" " _J
E: Evet, H: Hayir

66



9. 0ZGECMIS

[Ikdgrenim ve lise egitimini Gaziantep’te tamamladi. Universite egitimini 2021 yilinda
Firat Universitesinde Beslenme ve diyetetik boliimii {izerine tamamladi. 2021yilinda

Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiinde Fizyoloji anabilim dalinda basladi.

67






