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OZET

Oksaliplatin, kolorektal kanserlerde birinci basamak kemoterapétik bir ajandir. Oksaliplatin iliskili
periferik noropatiye bagh olusan agri, dizestezi ve soguk hiperaljezisi en 6nemli yan etkilerdir.
Hastalarda doz smirlayici olan ve hatta tedaviye ara vermeye sebep olabilen néropatiyi 6nleyici ve
tedavi edici kesin yontem Ve ilag bulunmamaktadir. Siganlarda oksaliplatin iligkili periferik néropati
modeli olusturulmas: ve N-asetilsisteinin onleyici ve tedavi edici etkisini arastirmak amaglandi.
Siganlar kontrol, oksaliplatin ve oksaliplatin+N-asetilsistein olarak 3 gruba ayrildi; her grup 6 sican
iceriyordu. Tiim siganlara deneyin ilk giiniinde intraperitoneal 6 mg/kg oksaliplatin veya arag ve ilk
glinden itibaren her giin intraperitoneal NAC 50 mg/kg/giin veya arag enjekte edildi. Siganlar deney
oncesi ve 3., 7., 14. ve 21. giinlerde mekanik allodini i¢in von Frey testi ve soguk hiperaljezisi i¢in cold
plate ile degerlendirildi. 21. giin sakrifikasyon ile pence dokulari ve periferik sinir (siyatik) dokulari
alindi. Penge dokularinda hematoksilen eozin boyama ve PGP9.5 immiinohistokimya boyamas,
periferik sinir dokularinda ise hematoksilen eozin ve toludin mavisi boyama yapildi. Oksaliplatin
enjeksiyonu yapilan siganlarda 3. giinde 6n ve arka penge esigi kontrol grubuna gére anlamli derecede
dusiiktii. Oksaliplatin  grubunda mekanik allodini deneyin son giiniine kadar devam etti.
Oksaliplatin+NAC grubunda 7. giin arka ayak Von Frey degerleri, oksaliplatin grubuna gére anlaml
olarak yiiksekti. Cold plate ile yapilan agrili penge kaldirma oksaliplatin alan sigan gruplarinda daha
fazlayd. Periferik sinir incelemelerinde siganlarda siyatik sinir alanlar1 gruplar arasinda fark goriilmedi.
Aksonal dejenerasyonu gosteren g-orani artigi, miyelin kilif kalinhigi azalmasi oksaliplatin alan
sicanlarda goriilmesine ragmen sadece oksaliplatintNAC grubunda kontrol grubuna goére fark
anlamliydi. Pengelerde oksaliplatin grubunda IENFD azalmis bulundu, oksaliplatin+NAC alan
sicanlarda ise IENFD korunmus bulundu. NAC ince lif néropatisinde azalan intraepidermal sinir lifi
kaybindan korudugu gosterildi. Ancak OIPN’ye bagli mekanik allodini ve soguk hiperaljezisi énleme
ve tedavisinde yeterli olmayabilir. NAC ve kemoterapi iliskili periferik noéropati ile ilgili daha ¢ok
calismaya ihtiyag vardir.

Bilim Kodu : 10105.06
Anahtar Kelimeler : Periferik Noropati, Kemoterapi, Oksaliplatin
Sayfa Adedi . 65
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ABSTRACT

Oxaliplatin is a first-line chemotherapeutic agent in colorectal cancers. Pain, dysesthesia and cold
hyperalgesia due to oxaliplatin-induced peripheral neuropathy are the most important adverse effects.
Neuropathy causes dose-limiting and may even cause interruption of treatment and there is no certain
method or drug to prevent or treat neuropathy. We aimed to establish an oxaliplatin-associated
peripheral neuropathy model in rats and to investigate the preventive and therapeutic effects of N-
acetylcysteine. Rats were divided in 3 groups as control, oxaliplatin and oxaliplatin + N-
acetylcysteine; each group contained 6 rats. All rats were injected intraperitoneally 6 mg/kg
oxaliplatin or vehicle on the first day of experiment and NAC 50 mg/kg/day or vehicle was injected
intraperitoneally everyday starting at the first day to 21th day. Rats were evaluated with von Frey
test for mechanical allodynia and cold plate for cold hyperalgesia before the experiment and at the
3rd,7th, 14th and 21th days. In oxaliplatin and oxaliplatin+NAC groups forepaw and hind paw
threshold was significantly lower on the 3™ day of oxaliplatin injection compared to control group.
In oxaliplatin group allodynia continued until the last day of experiment. In NAC group, VF values
of hindpaw were significantly higher compared to oxaliplatin group on the 7" day. Painful paw lifting
count with the cold plate test was significiantly higher in oxaliplatin and oxaliplatin+NAC groups.
Sciatic nerve areas were similar in rat groups. Although increased g-ratio indicating axonal
degeneration and decreased myelin sheath thickness were seen in oxaliplatin-treated rats, only
oxaliplatin+NAC group had a significant difference compared to the control group. IENFD was
found lower in the oxaliplatin group, whereas IENFD was preserved in the rats receiving
oxaliplatin+tNAC. Although NAC protected from small fiber neuropathy with preventing
intraepidermal nerve fiber loss. But it may be insufficient in the prevention and treatment of
mechanical allodynia and cold hyperalgesia due to OIPN. Further studies needed for NAC in
chemotherapy induced peripheral neuropathy.
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Bu calismada kullanilmigs simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

°C santigrat

pm mikrometre

Ca*? kalsiyum

g gram

K* potasyum

Mg*2 magnezyum

mg miligram
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mg/m? miligram/metrekare
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mm? milimetrekare

Na* sodyum

sn saniye

Kisaltmalar Aciklamalar

5FU 5-fluorourasil

ABD Amerika Birlesik Devletleri

AEC 3-amino-9-etil-karbazol

APK Serin-treonin kinazlar

ASCO American Society of Clinical Oncology (Amerikan Klinik Onkoloji
Dernegi)

ATP Adenozin trifosfat

ATP7A Adenozin trifosfat baglayici transporter A

ATP7B Adenozin trifosfat baglayici transporter B

CAR Chimeric (kimerik) antijen reseptori
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Siklooksijenaz-2

Cold plate (soguk zemin testi)

Copper Transporter 1

Diaminosikloheksan

Deoksiriboniikleik asit

Dorsal root gangion (Arka kok gangliyonu)
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Derin tendon refleksi
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Dairesi)
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Glial fibril asidik protein
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Hepatit C viriisii

Human Immunodeficiency Virus (insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii)
Horseradish peroxidase (Bayir turpu peroksidazi)

The International Agency for Research on Cancer (Uluslararasi Kanser
Aragtirma Ajansi)

Intraepidermal nerve fiber (intraepidermal sinir lifi)

Intraepidermal nerve fiber density (intraepidermal sinir lifi dansitesi)
c-Jun N-terminal kinaz
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Multidrug and toxin extrusion 1
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Multidrug resistance-associated protein 2
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1. GIRIS

Kanser insidansi, niifus artis1 ve bireylerin yasam siirelerinin uzamasiyla giderek
artmaktadir. Sagkalim kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi uygulamalari ile hastalarin iigte
ikisinde 5 yil ve iizerine ¢ikmugtir [1]. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC: The
International Agency for Research on Cancer) tarafindan yayinlanan Global Kanser
Istatistikleri (GLOBOCAN 2020)’nde, yillik 19,3 milyon kanser vakasi 6ngdriilmiis,

bunlarin %10’unu (~ 1,9 milyon) kolorektal kanserler olusturmustur [2].

Ileri ve metastatik kolorektal kanserlerde kemoterapi protokolii olarak oksaliplatin, 5-
fluorourasil ve leukovorin standart olarak iki haftada bir olacak sekilde kullanilmaktadir [3].
Tedavi stiresince periferik néropati, sitopeni, bulant1 ve kusma yan etkileri goriilebilmektedir
[4,5]. Tedavinin devam etmesinde ve yasam kalitesinin siirdiiriilmesinde en 6nemli yan etki
ndrotoksisite sonucu olan oksaliplatin iliskili periferik néropatidir (OIPN). Hastalarin
baslica semptomlar1 ekstremitelerde olan OIPN’de karakteristik olan soguk hiperaljezisi ve
periferik dizestezidir [5]. Tedavi baslangici ile baslayan bu semptomlar 2 ila 3 giinde belirgin
siddete ulasir ve iKi tedavi arasinda eski haline donmez [6]. Noropatik agrinin siddetine gore
oksaliplatin dozu azaltilmakta, hatta ¢cok siddetli ndropatik agrida tedaviye ara vermek
gerekebilmektedir [5]. Bu tek dozla bile baslayan néropatinin son oksaliplatin dozundan

sonra ne kadar devam ettigi bilinmemektedir [6].

Oksaliplatin 3. kusak platin grubu kemoterapétik ajandir. Hem akut hem de kronik periferik
noropatiye sebep olabilmektedir [5,7]. Tek doz tedavi uygulamasi ile bile akut olarak
norotoksik etki baslayabilmektedir [8]. Oksaliplatin iliskili periferik ndropati mekanizmasi
tam olarak acik olmasa da basta arka kok gangliyonlarinda ve periferik sinirlerde olmak
iizere iyon kanal (Na, K*, Ca'?) disfonksiyonlari, Transient Reseptor Potansiyel (TRP)
kanallarinda degisim, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, hiicre 6liimii potansiyel
mekanizmalardir. Olusan norotoksisite sonucu kalin lif ve ince lif néropatisi olusmaktadir
[5,7,9].

Oksaliplatine bagli periferik noéropatiden korunma ve tedavi amagli antiinflamatuar,
antioksidan, iyon kanali hedefli ilaglar ve norotransmitter hedefli ilaglarin etkinligi yoniinde

caligmalar mevcuttur [10-12]. N-asetilsistein (NAC) koruyuculuk agisindan antioksidan



etkileri nedeniyle agrili diyabetik ndropatilerde, kemoterapi iliskili periferik néropati
(KIiPN) ¢alisilmalarinda kullanilmis ilaglardandir [12-18].

N-asetilsistein, L-sistein ve rediikte glutatyon (GSH) onciilii antioksidan 6zellikli ilagtir. Bu
ozellikleriyle ilk olarak mukolitik olarak kullanima girmistir [13]. Ayrica parasetamol
zehirlenmesinde antidot olarak kullanilmaktadir [19]. Ozellikle antioksidan etkileri

nedeniyle deneysel ¢aligmalarda kullanilmaktadir [14].

Calismamizda manuel von Frey testi ile mekanik allodini ve cold plate (soguk zemin) testi
ile soguk hiperaljezisinin davranissal olarak incelenmesi, periferik sinir hasar1 incelenmesi
ve insanda da ince lif noropatisi tanisinda cilt biyopsisinde altin standart olan anti Protein
Gene Protein 9.5 (anti-PGP9.5) immiinohistokimya boyamas ile intraepidermal sinir lifleri
(intragpidermal nerve fiber - IENF) incelemesi yaparak oksaliplatin iliskili periferik
noropatiyi gostermeyi ve N-asetilsistein koruyucu etkinligini incelemeyi amagladik [20-23].
Ho, oksaliplatin alan si¢anlarda N-asetilsistein ince lif noropatisinden korumamustir.

H1, oksaliplatin alan sigan siganlarda N-asetilsistein ince lif néropatisinden korumustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksaliplatin

1976 yilinda kolorektal kanser tedavisi i¢in Nagoya Sehir Universitesi'nde Yoshinori Kidani

tarafindan gelistirildi [24].

Kimyasal adi (SP-4-2)-[(1R,2R)-1,2-Cyclohexanediamine-kN1,kN2][ethanedioato(2-)-
kO1,kO2]-platinum olan oksaliplatin 3. Kusak platin grubundandir. Molekiiler formiilii ise
C8H14N204Pt’dir ve molekiil agirligi 397.29 daltondur [24] (Sekil 2.1).

H H,

Sekil 2.1. Oksaliplatin formiilii (CBH14N204Pt)

Oksaliplatin veya trans-L-dach (1R, 2R-diaminosiklohekzan) oksalatoplatin (L-OHP),
diaminosikloheksan (DACH) pargasina sahip olmasi ve bir 'ayrilabilen grup' oksalat
varhigiyla sisplatin ve karboplatinden farklidir. Oksaliplatin hizla plazmada enzimatik
olmayan bir doniisiime ugrayarak ara maddelere doniisiir. Ilacin anti-timér aktivitesi,
plazmanin ultrafiltre edilebilir fraksiyonunda bulunan serbest platin tiirleri ile gergeklesir
[24,25].

Oksaliplatin, baslica albiimin olmak tizere plazma proteinlerine ve eritrositlere baglanir. 2
saatlik infiizyondan sonra ilacin yaklasik %15'i kanda kalirken, oksaliplatinin eliminasyonu
agirlikli olarak renal eliminasyon sonucu idrar yoluyla (%53.8 +/- 9.1) olur. Uygulamadan
5 giin sonra digki yolu ile uygulanan dozun %2,1 +/- 1,9'u goriilebilmektedir. Bobrek
klerensi glomeriiler filtrasyon hiziyla koreledir. Karaciger fonksiyonlarindan etkilenmez
[24-26].



Platin kisminin farmokinetigi aktif ve inaktif bagli olmayan platin olarak incelenmistir. Bagl
olmayan platinlerin eliminasyonu trifaziktir. Yar1 6miirleri kisa olan iki faz 0,28 - 0,43 (t1/2
[alfa]) ve 16,3 - 16,8 (t1/2 [beta]) saat siirer ve uygulanan doza (85 mg/m? veya 130 mg/m?)
bagli olarak degisir. Uzun terminal fazin ise (t1/2[gama]) 273 - 391 saat yar1 6mrii vardir
[24].

2.1.1. Etki mekanizmasi

Platin grubu olan oksaliplatin diger platin grubu ilaglar gibi DNA (deoksiriboniikleik asit)
hasar1 yaparak sitotoksik etkisini olusturur [24-27]. Platin gruplari 6zellikle DNA {izerinde
guanin N’ atomunu hedefler ve DNA eklentileri (DNA-addukt) olusturur. Once tekli eklenti
(monoaddukt) sonra ikili (diaddukt) olusturur (Sekil 2.2) [25,27]. DNA-platin eklentilerinin
olusumu DNA replikasyonu ve RNA (riboniikleik asit) transkripsiyonunun inhibisyonunda
rol oynar [25-27]. DNA eklentilerinin aktive edilmesiyle kanser hiicresi boliinmesinin
durdurulmasi hiicre 6liimii ve tiimor bozulmasina neden olan apoptotik yollar aktive olur
[27].

HN N,

o ‘/ Pt\’ &
HN | N\> </N | NH
NJ\N . N N)\NHZ

H;
- (o)
\P/o O\
s
o P

7\
o \ ° 72N

P o
7\

o0 O

Sekil 2.2. Oksaliplatin DNA eklentisi (Oksaliplatin DNA addukt) [27]

Oksaliplatin etki mekanizmasinda diger platin grubuyla ortak mekanizmalar

* Mitokondriyal fonksiyonun degismesi, ardindan solunum zinciri fonksiyonunun
bozulmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin artmast,
« Mitokondriyal DNA replikasyonu ve transkripsiyonunun inhibisyonu, mitokondriyal

fonksiyonun degismesi ve apoptozun aktivasyonu;



* Bagisiklik sisteminin aktivasyonu (makrofajlar, T-hiicreleri ve monositler), ardindan
proinflamatuar sitokinlerin salinmasi ve apoptozun aktivasyonu;

» Timor hiicresine yol agan protein kinaz ailelerinin (MAPK, mitojenle aktive olan protein
kinazlar; JNK, c-Jun N-terminal kinaz; PKC, protein kinaz C; AKT, serin-treonin

kinazlar) islevi ve kalsiyum sinyal yolaklar1 iizerindeki apoptoz etkisidir.

Oksaliplatin ile diger platin gruplari arasinda;

+ lac tasinmas1 ve metabolizmasinda,

» Oksaliplatin eklentilerinin boyutunun ¢ok daha biiyiik olmasi nedeniyle DNA-platin
eklentilerinin sonuglarinda

» DNA eklentilerinin onariminda yer alan mekanizmalardaki (niikleotid eksizyon onarimi-
NER) ve DNA mismatch repair (MMR) sistemi araciligtyla DNA hasarinin
algilanmasinda

* Apoptoz aktivasyonu veya immiinojenik hiicre oliimii gibi DNA hasar sinyallerinin

transdiiksiyonundaki farkliliklar mevcuttur [27].

Oksaliplatinin hedef hiicre i¢inde akkiimiile olabilmesi, klinik aktivite i¢cin gerekmektedir.
Oksaliplatin hiicreye girisi hem pasif diflizyon hem de transporterlar araciligiyla olmaktadir.
Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sayesinde pasif diffiizyonla daha hidrofilik olan sisplatine
kars1 gegirgenlik yiiziinden ilaca rezistans hiicreler de dahil olmak tizere tiimér hiicrelerinde
sisplatinden daha iyi birikebilir [27]. Hiicrelerde biriken ilag miktar1 ayrica hem ige akis
(influx) hem de disa akis (efflux) tasiyici aktivitelerinden etkilenir. Bu tiir faktorler, DNA'ya

ulagan oksaliplatinin miktarini, terap6tik etkisini ve yan etkilerini etkileyebilir.

Oksaliplatin hiicre i¢ine alimda OCT1 (Organic Cation Transporter-1), OCT2 ve OCT3 ve
CTR1 (Copper Transporter) gosterilmistir. Hiicre disina atilmada da ATP7A ve ATP7B
(ATP-baglayici transporter A ve B), MATEL (multidrug and toxin extrusion 1) ve MRP2
(multidrug resistance-associated protein 2) rol oynar. MRP2 aracili hiicre disi atihm
glutatyon (GSH)-oksaliplatin konjiisgasyonu ile olur [27]. Bu nedenle glutatyon seviyeleri
platin detoksifikasyonda ve rezistansinda rol oynayabilir. Bu transporterlarin biitiin

mekanizmalar1 ve gorevleri tam aydinlatilmadiginda endojen substratlarin da etkisi
bilinmemektedir [27].



2.1.2. Oksaliplatin klinik uygulamasi

Oksaliplatin klinikte ilk kullanima sunulusu 1996 yilinda Fransa’da olmustur. Daha sonra
1999 yilinda Avrupa’da ve 2002 yilinda ABD’de klinige girmistir [27]. Oksaliplatinin FDA
(Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi) tarafinca 2004 yilinda antineoplastik
olarak kullanimi onaylanmistir. Ana endikasyonu ileri evre ve metastatik kolorektal
kanserlerdir. 5-fluorourasil ve 16kovorin ile birlikte FOLFOX protokolii olarak birlikte
verilmektedir. XELOX (kapesitabin ve oksaliplatin) protokolii de cerrahi rezeksiyon sonrasi

rekiirrens riski yiiksek hastalarda verilmektedir [24].

Cizelge 2.1. Oksaliplatin ile kombine kemoterapi protokolleri [24]

Protokol ila¢/Doz/Takvim

FOLFOX4 5FU 400 mg/m? i.v. bolus ve 5FU 600 mg/m2 i.v. takiben LV 200 mg/m? i.v. 22 saat
inflizyon ardisik 2 giin, iki haftada bir
Oksaliplatin 85 mg/m?, iki haftada bir

MFOLFOX6 | 5FU 400 mg/m? i.v bolus ve 5FU 2400 mg/m? i.v. takiben LV 400 mg/m? i.v 46 saat
inflizyon, iki haftada bir
Oksaliplatin 85 mg/m?, iki haftada bir

mFOLFOX7 5FU 3000--3200 mg/m? i.v. takiben LV 400 mg/m? i.v 48 saat infiizyon, iki haftada bir
Oksaliplatin 85 mg/m?, iki haftada bir

XELOX Kapesitabin 1000 mg/m? p.o. 14 giin boyunca haftada 2 kez, 3 haftada bir
Oksaliplatin 130 mg/m?, ii¢ haftada bir

5-FU: 5-Fluorourasil LV: Lokovorin i.v.:intravendz p.o: per oral

Oksaliplatin endikasyon dis1 regete ile kullanildigi durumlar da mevcuttur (26):

o Kapesitabin (XELOX olarak bilinen bir rejim) veya gemsitabin ile kombinasyon halinde
ilerlemis biliyer adenokarsinom

e Fludarabin, sitarabin ve rituximab ile kombinasyon halinde fludarabine refrakter kronik
lenfositik 16semi

e Epirubisin veya kapesitabin veya dosetaksel, 16kovorin ve fluorourasil ile kombinasyon
halinde 6zofagus ve mide kanserleri

e Kapesitabin ile kombinasyon halinde refrakter néroendokrin tiimdorler

e Gemsitabin ve rituksimab ile kombinasyon halinde refrakter veya niikseden non-Hodgkin
lenfoma

e {leri over kanseri

e Kapesitabin veya fluorourasil, I6kovorin ve irinotekan ile kombinasyon halinde ilerlemis
pankreas kanseri

e Gemsitabin ve paklitaksel ile kombinasyon halinde refrakter testis kanseri



Oksaliplatin kullaniminin kontraendike oldugu durumlar asagidaki gibidir [26]:

e Platin asir1 duyarlilik anafilaksisi

e Posterior geri doniisiimlii ensefalopati sendromu
e Derece 3 veya 4 periferik duyusal néropati

e Siddetli bobrek yetmezligi

e Kronik akciger hastaligi

e Rabdomiyoliz

e Sepsis

e Hamile olan veya hamile kalmay1 diisiinenlerde

e Emzirme

Oksaliplatinin dar bir terapotik indeksi vardir, ilag etkilesimleri, advers/toksik etkileri
artirabilecegi veya terapotik etkileri azaltabilecegi igin diger ilaglarla birlikte uygulandiginda
yakindan izlenmelidir. Etkilesim agisindan bilinen dikkat edilmesi gereken ilaglar Cizelge
2.2’deki gibidir [26].

Cizelge 2.2. Oksaliplatin ile etkilesim agisindan dikkat edilmesi gereken ilaglar [26]

Barisitinib Erdafitinib Nivolumab Sipuleucel-T
DMARDIar Fingolimod Ocrelizumab Takrolimus
Kloramfenikol Fosfenitoin-fenitoin Palifermin Tafenokin
Kladribin Haloperidol Pidotimod Taksan tiirevleri
Klozapin Leflunomid Pimekrolimus Tertomotit
Deferipron Lenograstim Promazin Tofasitinib
Denosumab Lipegfilgrastim QT uzatici ajanlar Topotekan
Dipiron Mesalamin Roflumilast Upadasitinib
Ekinezya Natalizumab Siponimod Asilar

Yan etkiler

Hematolojik: Oksaliplatin orta derecede miyelotoksiktir. Kemik iligi progenitor
hiicrelerinde baskilanma ve periferik 16kositlerde platinum-DNA eklentileri (platin-DNA
adduct) muhtemel mekanizmalardir. Miyelotoksisitenin siddeti doz orantilidir. Intravensz
olarak 85-135 mg/m? uygulamalarla 3. ve 4. derece nétropeni yaygindir, ancak ndtropenik
ates insidansi sadece %4 oranindadir. Anemi ve trombositopeni genelde ciddi derecede
olmaz [24,25]. Daha az goriilen yan etkiler de hipersensivite reaksiyonlari sonucu olusan
hemolitik anemi, sekonder immiin trombositopenidir [24-26]. Cok nadir olarak sekonder
akut 16semi bildirilmistir [25].



Gastrointestinal: Hafif ile orta derecelerde spesifik olmayan bulanti, kusma ve diyare
goriilebilmektedir [24-26].

Periferik noropati: Tedavide doz kisitlamalarina, hatta tedaviye ara vermeye neden olmasi

nedeniyle en ciddi ve iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan yan etkidir [5, 24-27].

2.2. Periferik Sinir Anatomisi

Periferik sinir sistemi (PSS), santral sinir sisteminin (SSS) bir uzantisidir ve organlara,
sistemlere, ekstremitelere ve cilde baglanir. PSS otonomik, somatik motor ve duyusal sinir
lifleri, cevreleyen bag doku ve kan damarlarindan olusur [28]. Bu lifler, akson ¢aplarina ve
iletim hizlarina (en biiyiik ve en hizlidan en kiigiigiine ve en yavasina) gére Aa, Ap, Ad veya
C liflerini olusturur (Sekil 2.3). Liflerin iletim hizlar1 ve gaplar1 gorevleri ile iligkilidir
(Cizelge 2.3). PSS kan beyin bariyeri tarafindan korunmaz ve bu nedenle ilaglarin toksik

etkilerine kars1 daha savunmasizdir [29].

Periferik motor sinirler, omurilik 6n boynuzunda yerlesmis olan motor noéronlarin 6n
kokten omuriligi terkederek ¢ikan sinir lifleri tarafindan olustulur (Sekil 2.3). Motor sinir
terminalinde noéromiiskiiler kavsakta innerve ettigi kasla baglanti kurarlar. Sempatik

noronlarin govdeleri ise sempatik gangliyonlardadir [30].

[[MOTOR | DUYUSAL | OTONOMIK |
[[Miyelinli | Miyelinli | ince miyelinli | Miyelinsiz [ ince miyelinli | Miyelinsiz |
| Aa | Aave AR | Ad | C | C |
Kalin Lif . ]
Ince Lif
Hizh Yavas 1R
Kas kontroli Dokunma, Soguk algisi, Sicak Kalp atim hizi, kan basinci, terleme,

vibrasyon, agri algisi, GIS fonksiyon

pozisyon agri

algisi

Sekil 2.3. Periferik sinir lif tipleri ve 6zellikleri [29]



Cizelge 2.3. Sinir lifleri ve klinik semptom/bulgular [29]

Hasarh lif Negatif semptom/bulgular Pozitif semptom/bulgular
Motor lif Giigsiizlikk Fasikiilasyonlar
Yorgunluk Kramplar
Hiporefleksi Miyokimiler
Kalin duyusal lif Hipoestezi Parestezi
Vibrasyon duyu degisimi Dizestezi

Artrokinetik duyu degisimi
Hiporefleksi

Ince duyusal lif

Hipoaljezi

Dizestezi (yanma)

Termal duyarlilik degisikligi Allodini
Otonom lif Hipotansiyon Hipertansiyon
Konstipasyon Diyare
Hipohidrozis Hiperhidrozis
Impotans Priapizm

Uriner kollaps

Duyusal sistem, sinir sisteminin ¢evreden gelen uyaranlari islemekten sorumlu kismudir.
Termoreseptorler, mekanoreseptorler, nosiseptorler, fotoreseptorler ve kemoreseptorler ile
algilanan uyaranlar elektriksel uyarana islenerek periferik sinir lifleriyle (1. Noron) SSS’ne
iletilir (Sekil 2.4). Uyar1 SSS iginde spinotalamik yol (2. Noéron) ile talamusa ve

talamokortikal iletim (3. Noron) ile bu duyular algilanir.

PERIPHERAL NERVOUS SYSTEM

L 7 | AFFERENT
e L ;* < Dwision

dorsal root ,

e~ AUTONOMIC
—— M- viscera  — EFFERENT
~ & DIVISION
T — SOMATIC
skl <€— EFFERENT
DIVISION

Sekil 2.4. Periferik sinir sistemi organizasyonu [30]

Periferik duyusal néronlarin hiicre govdeleri omuriligin disinda, intervetrebral foramende
yerlesimli dorsal root ganglionu (DRG) i¢indedir. DRG noronlar1 psédounipolardir; tek bir
akson hiicre govdesinden disar1 ¢ikar ve T seklinde kavsak yapar. Aksonun periferik kismu,

periferdeki reseptor uglara kadar uzanir ve afferent sinyallemeden sorumludur. Aksonun
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santral kismi, arka kokten girerek SSS’ne uzanir. Ayrica DRG'ler, rami iletisim sinirleri
araciligryla sempatik zincirle yakindan baglantilidir [28,31]. AP, Ad ve C lifleri periferik
duyu bilgisini DRG'deki ilgili somalarina tasirlar. DRG, agr1 iletimi de dahil olmak {izere
duyusal iletim ve modiilasyona katilir. EK olarak, DRG'ler biiyiikk bir glial hiicre
popiilasyonuna sahiptir; her DRG, noronlardan yaklasik sekiz kat daha fazla gliaya sahiptir
[31].

Sinir liflerini mezon6ryum, epinéryum, perinéryum, endonéryum ve miyelin kilifi destekler.
Mezondryum, sinir gévdesini yumusak doku iginde tutar ve epinéryum ile devam eden bag
dokusu kilifidir. Epindral kilif, ekstrinsik kan damarlarini igerir ve diger i¢ pleksuslar
epindryum, perindryum ve endondryumda bulunur. Interfasikiiler epindryum, sinir
govdesini mekanik strese karsi koruyan uzunlamasina kollajen liflerinden olusan gevsek bag
dokusudur. Perindryum, tek tek fasikiilleri veya akson demetlerini kaplayan bag dokusu
tabakasidir. Endonéryum, tek tek aksonlari dogrudan kaplayan fibréz dokudur. Bireysel
aksonlar, periferik sinir sisteminde Schwann hiicreleri tarafindan tiretilen miyelin (C lifleri
harig) ile ¢evrelenmistir [28]. Travma, enfeksiyon, inflamasyon, ilag¢ toksisitesi aksonlarda

hasarlama yapabilir:

Segmental Demiyelinizasyon: Aksonunun korunarak miyelin kilifinin dejenerasyon
stirecidir. Genellikle inflamatuardir, immiin aracili da olabilir. Monondropatilerde,

sensorimotorda veya temel olarak motor néropatilerde ortaya ¢ikabilir [32].

Wallerian Dejenerasyonu: Sinir travmasi veya enfarktiisiine sekonder veya fiziksel
kompresyon nedeniyle bir sinir aksonu dejenere olduktan sonra meydana gelir; fokal

monondropati ile sonuglanir [32].

Aksonal Dejenerasyon (dying back): Genellikle simetrik polindropati olarak ortaya ¢ikar.
Akson, distalden baslayan ve proksimale dogru ilerleyen sekilde dejenere olur. Aksonun en
distal kisminin, hiicre govdesinden uzakligi nedeniyle savunmasiz oldugu disiiniilmektedir.
Diyabet, HIV, HCV ve Guillain-Barre sendromunda gériiliir [32]. KIPN'nin prototipik bir
patolojik 6zelligidir ve hem hastalarda hem de kemirgen modellerinde cilt biyopsisi (IENF

ol¢timii) ve periferik sinir incelemeleriyle degerlendirilebilir [33].


http://www.itfnoroloji.org/mertas/p2.gif.GIF
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2.2.1. Kiitan6z inervasyon

Derinin miyelinli ve miyelinsiz somatosensoriyel sinir lifler tarafindan innervasyonudur. Bu
lifler AB, Ad veya C liflerinden olusur. Biiyiik miyelinli A lifleri, titresim ve hafif dokunma
hislerini iletir ve dermis i¢inde sonlanir. Sicaklik ve agr1 sinyalleri ince miyelinli Ad lifleri ve
miyelinsiz C lifleri tarafindan iletilir. Anatomik olarak, dermal AB ve A$ lifleri, bazal lamina
salgilayan ve miyelin kiliflar1 {ireten Schwann hiicreleri ile birliktedir. Dermisteki C lifleri,
miyelinsiz Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan siirekli bir bazal lamina tarafindan sarilmis
olan tipik olarak 2 ila 3 akson igeren Remak demetleri halindedir. Dermal sinir demetlerinin
cogu, dikey dallarm cilt ylizeyine dogru uzandig1 yiizeyel dermiste yatay olarak yonlendirilmis
bir sinir lifi pleksusu olusturan miyelinsiz duyusal lifleri icerir. Dermal-epidermal bileskede,
aksonlar Schwann hiicre kiliflarin1 kaybederler, miyelinsiz tek aksonlar olarak epidermise
girerler ve bazal keratinositler arasindan gegerek sonunda serbest epidermal sinir lifi uglar
olarak sonlanirlar. Sistemik hastalik, norotoksisite veya dogrudan travma nedeniyle Ad ve/veya
C liflerinin hasar gormesi intraepidermal sinir(nerve) lifi(fiber) IENF kaybma ve ince lif

noropatisine yol agar [34].
2.2.2. Sicanlarda siyatik sinir ve dallar

Siganlarda siyatik sinir L4, L5 ve L6 dan kdken alir ve popliteal fossaya dogru tibial ve
peroneal sinirlere ve ug dallarina ayrilir (Sekil 2.5). Miyelinli ve miyelinsiz duyusal lifler,

miyelinli motor lifler ve miyelinsiz otonomik liflerden olusur [35].

1 - n. pudendus
2,2’ - nn. glutei cran.et caud.
. iIschiadicus
. cut. surae med.
. gastrocnemius lat
. tibialis
. peroneus prof.
sv. fibularis prof.
8 - n. peroneus supert.
sv. fibularis superf.
9 - n. gastrocnhemius med.
10 - n. peroneus comm.
sv. fibularis. comm.
11 - n. suralis
Sv. n. cut. surae lat.

NOORAW
SJ3III

Sekil 2.5. Siganlarda siyatik sinir ve dallari [35]
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2.3. Kemoterapi iliskili Periferik Noropati

Kemoterapi iliskili periferik noropati (KIPN), kemoterapiye bagli en sik karsilasilan yan
etkilerdir. Platinyum bilesikleri (sisplatin, oksaliplatin, karboplatin), taksanlar (paklitaksel,
dosataksel), vinka alkaloidleri (vinkristin, vinblastin) proteozom inhibit6rii (bortezomib) ve
hedefe yonelik monoklonal antikorlar (brentuksimab, trastuzumab) noérotoksisite olusturarak
KIPN olusturan kemoterapétiklerdir [36-42]. KiPN iliskili ajanlar, etki mekanizmalari ve
klinik bilgiler Cizelge 2.4’ teki gibidir.

Cizelge 2.4. Kemoterapi iligkili periferik noropati yapan ajanlar [36-42]

Kemoterapi Etki mekanizmasi Kullamldig kanser tiirii | Klinik tablo
Platin
Sisplatin DNA alkilasyonu Testis, 16semi, lenfoma, Kalin lif noropatisi, distal
meme, over parestezi, erken DTR kayb,
ataksi, agr1 (nadiren)
Oksaliplatin DNA alkilasyonu Kolon, GIS Akut %85-95
Soguk hiperaljezisi,
ekstremitelerde parestezi
Kronik % 40
Duyu kayb1, propriosepsiyon
duyusunda azalma
Karboplatin DNA alkilasyonu Jinekolojik Distal parestezi, ataksi
Vinka
alkoloidleri
Vinkristin Mikrotiibiil stabilizorii | Losemi, lenfoma, multiple | Duyusal ve motor néropati
myelom, kii¢iik hiicre dis1 | Parestezi, hiperestezi, DTR
akciger kanseri azalma
Otonom disfonksiyon
Vinblastin Mikrotiibiil stabilizorii | Lenfoma, bas boyun, Vinkristine gore daha az
kiiciik hiicre dis1 akciger
kanseri
Taksanlar
Paklitaksel Mikrotiibiil stabilizorii | Meme, jinekolojik Akut nérotoksisite
Distal simetrik parestezi, dizestezi
Distal simetrik zayiflik, DTR
azalma
Dosataksel Mikrotiibiil stabilizorii | Meme, bag boyun, mide Paklitaksel benzeri
prostat, kiigiik hiicre dist
akciger kanseri
Bortezomib Mikrotiibiil stabilizérii | Multipl myelom, | Ince lif noropatisi, otonom
Lenfomalar disfonksiyon

Brentuksimab

Anti-CD30

Hodgkin Lenfoma

Duyusal ve motor noropati,
duyusal ataksi

Kemoterapi iligkili periferik noropati semptomlart nedeniyle hastalar hasta tedaviyi
sonlandirmak isteyebilirken, hastalarin yaklagik yarisinda bazi semptomlar kalici
olabilmektedir. Oksaliplatin, hem akut ve hem kronik periferik néropati olusturabilmesi ve

tedavinin devamliligini etkileyebilmesi agisindan en 6nemli kemoterapétiklerdendir [5,29].
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2.3.1. Oksaliplatin iliskili periferik noropati

Oksaliplatin anti-neoplastik etkilerini, hiicre siklusu durmasina ve apoptoza yol acan platin-
DNA adduktlar1  olusturarak  gosterirler.  Oksaliplatinin  kan-beyin  bariyerini
gecememektedir. Norotoksisite sonucu DRG’de hiicre govdesinde etkilenme, aksonal
dejenerasyon ve ince lif noropatisi sonucu duyusal néropati tablosuyla seyreden oksaliplatin
iliskili periferik néropati (OIPN) ortaya ¢ikar [5,9,40-43]. Oksaliplatin tedavisinin en ciddi
yan etkisi olan bu noropati, doz azaltma veya tedaviye ara vermeyle sonuglanabilir.
Semptomlar, siire, insidans ve diger klinik dzellikler farklar1 nedeniyle akut ve kronik OIPN
olarak ayrilabilir [5,7,42,43].

85 ila 130 mg/m? arasinda degisen dozda oksaliplatin tedavi edilen hastalarm %85-95’inin
herhangi bir derecede nérotoksisite yasadign gosterilmektedir [5,7,9,42,43]. Akut OIPN
oksaliplatin infiizyonunun birkag Saat sonrasi baslayabilen soguga duyarlilik, mekanik
allodini ve periferik parestezi olabilmektedir. Oksaliplatin rutin olarak 2 saatte inflizyon
olarak verilir, ilk uygulamayla bile semptomlar baslayabilir. Hastalar soguk nesnelere
dokunmakta ve soguk icecek igmekte zorlanabilirler. Soguk duyarliligi (soguk hiperaljezisi)
OIPN’yi diger KIPN’lerden ayirir [5,9]. Akut OIPN'de periferik parestezisi genellikle
ekstremitelerden baslar ve bazen agiz ¢evresinde olabilmektedir. Hastalar ek olarak dilde,
cenede, gozlerde ve kaslarda fasikiilasyon ve tetanik spazm yasayabilir [5,7,40-42].

Kronik OIPN, hastalarm %40-93 ‘iinde goriiliir. 85 mg/m? dozda 9-10 kiir veya 130 mg/m?
dozda 6 kiir kiimiilatif dozuna esdeger olan toplam 540-850 mg/m? oksaliplatin
uygulamasiyla olusabilir [5,43]. Kiimiilatif dozla ve akut OIPN siddetiyle orantil
olabilmektedir [43]. Aksonal dejenerasyon sonucu eldiven c¢orap tarzinda olusan
parestezinin yani sira, ince motor koordinasyonu gerektiren diger baz1 faaliyetler, giinliik
aktiviteleri etkileyen duyu kaybi ve propriyosepsiyonda degisikliklerle sonuglanabilir [5,9].
Tedavinin sonlandirilmasindan sonra, kronik OIPN'nin semptomlar1 6-12 ay i¢inde kademeli
olarak kaybolabilir. Tam tersi son kiir tamamlanmasindan aylar sonra néropatik agri
baslayabilir veya mevcut noropati kotiilesebilir, buna “coasting” fenomeni denmektedir
[5,7,9,40-42]. Deriden almnan biyopside ince lif hasarmin tespiti (IENFD azalmasi)

noropatinin erken teshisini saglayabilir [42].
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OIPN potansiyel molekiiler mekanizmalar

Iyon kanal: disfonksiyonlar:

Sodyum (Na*) kanallar1 hem akut OIPN, hem de kronik OIPN ile iliskisi gosterilmistir [5].
Oksaliplatin degredasyon iiriinii olan oksalat ile DRG’de voltaj-bagimli Na* kanallarinda
acik kalisda uzama gosterilmistir. Ayrica lidokain ile soguk hiperaljezisinde ve mekanik
allodinide diizelme gosterilmistir. Oksaliplatin, hiperpolarizasyonla aktive olan HCN gibi
kanallar proeksitator K* kanallarinin ekspresyonunu artirarak voltaj kapili K™ kanallarinda
fonksiyonel anormallikleri indiikleyebilir. Ayrica, yavas aksonal K*-kanallarinin (Kv7)
aktivasyonunu takiben oksaliplatin kaynakli hipereksitabilite azaltabilmektedir. Kalsiyum
(Ca*?) kanallar1 hiicre homeostazisinde énemli rol oynamaktadir ve bozuklugunda akson
dejenerasyonunda rol oynar. Klinikte oksaliplatin infiizyonu éncesi Ca*? glukonat ve Mg*?

stilfatin intravendz uygulamasinin verildigi gézlemsel ¢alismalar vardir [5,9,43].
Niikleer DNA hasart

Platin akkiimiilasyonu ve niikleer DNA’ya ulasan platinlerin platin-DNA addukt olusturmasi
oksaliplatin etki mekanizmalarindandir ve OIPN olusumunda da rol oynamaktadirlar.
DRG’de kan beyin bariyeri olmamasi nedeniyle platinler kolayca DRG’de birikebilir ve
addukt seviyesi ile noropati arasinda korelasyon gosterilmistir. Oksaliplatine bagli addukt
olusumu sisplatine gére daha az olmas: OIPN’ye bagli tablonun sisplatin nérotoksisitesine

oranla daha hafif olabilecegini de gostermektedir [5,9,43].
Mitokondriyal disfonksiyon

Kemoterapinin dogrudan veya dolayli olarak mitokondriye zarar vererek hiicresel
biyoenerjetik kapasitede azalmaya ve nitrik oksit ve siiperoksit saliniminda artigsa yol
acabilmektedir [44]. DRG’lerdeki mitokondriyal disfonksiyon platin bazli ilaglardaki KiPN
mekanizmalarindandir. Mitokondriyal DNA transkripsiyonu ve replikasyonunu degistirir.
Elektron transport zincirini bozar, adenozin trifosfat (ATP) tiretimi azalir ve reaktif oksijen
radikalleri birikir. Bunlar, mitokondriyal gegirgenlik artigina, hiicre i¢i kalsiyum birikimine
ve apoptotik proteinlerin ekspresyonuna neden olur [5,9,43]. Epidermis biitiinligiini

korumak icin, IENF'ler siirekli olarak bir remodeling siirecindedir ve yiiksek enerji ihtiyaci
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icindedir. Bu, IENF'lerin antineoplastik ajanlarm mitotoksik etkilerine kars1 yiiksek hassas
kilar. Nitro-oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon, IENF dejenerasyonunu ve
noropatik agriya yol agan hasarli IENF'lerin spontan desarjlarinda bir artis1 indiikleyebilir
[44].

Transient reseptor potansiyel kanallar:

In vitro DRG’de oksaliplatine bagli TRPM8, TRPV1, TRPA1 reseptérlerinde upregiilasyon
gosterilmistir. DRG’deki TRPM8 ve TRPAL aktivasyonunun soguk hiperaljezisi ile korele
oldugu gosterilmistir. Oksaliplatin uygulamasi sinrast siganlarda 10. giine kadar DRG’de
TRPM8 mRNA seviyeleri yiiksek kalabildigi gosterilmistir [5].

Oksidatif stres

Kemoterapi iliskili periferik néropatide oksidatif stres iliskisi gbz 6niine alinarak birgok
antioksidanla c¢alisma yapilmaktadir. Reaaktif oksijen radikalleriyle mitokondiyal
disfonksiyon, iyon kanallarinda etkilenme yapabilir. Ozellikle TRPA1 soguk algis1 yaninda
oksidatif stres sensorii olarak da gorev almaktadir. Oksaliplatinin  yol agtig
noroinlamasyonda, artmis oksidatif stres trlinlerine bagli artmis TRPAL seviyelerinde

mekanik allodini ve soguk hiperaljezisi gosterilmistir [5].

Transporterlar

OCT’ler hiicreigi platin aliminda rol oynarlar, hem insan hem de fare DRG’lerinde
bulunmaktadir. Tek doz oksaliplatin enjeksiyonu sonrasi wild-type farelerde OCT2
knockout farelerde goriilmeyen soguk hiperaljezisi ve mekanik allodini goriilmiis. CTR1 ve
OCT2 overekspreyonunda DRG noronlarinda oksaliplatin akiimiilasyonu ve ndoropati
goriilmiis [7,20,43].

Glial aktivasyon

Oksaliplatin santral sinir sistemine gegmemesine ragmen indirek olarak oksidatif stres
araciligiyla spinal glial hiicrelerde aktivasyon goriilmiistiir [5]. Spinal kord arka boynuzunda

Ibal (mikroglia) ve GFAP (astrosit) artis1 araciligiyla aktivasyon gosterilmistir [45]. Ayrica
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mikroglial aktivasyon inhibitorii minosiklin OIPN’de faydali olduguna yonelik deneysel

caligmalar mevcuttur [46].

Kaspaz, MAP-kinaz, protein kinaz C, PI3K/Akt2 yolag:

Sican DRG'sinde bir kaspaz inhibitérii (z-VAD-fmk) kullanilarak tunel pozitif hiicrelerde
bir artis gdsterilmesi kaspaz aracili bir apoptozu diisiindiirmektedir. in vitro oksaliplatine
maruz kalmis sican DRG noronlarinda apoptoz aracili hiicre 6liimiinii destekleyen MAP-
kinaz proteinleri p38 ve ERK1/2'nin erken aktivasyonunu indiikleyebilmektedir. Tersine,
koruyucu JNK/Sapk down regiile edilerek norotoksik etkiler artabilmektedir. DRG
hiicrelerinin NGF (nerve growth factor) veya retinoik asit ile tedavisi yoluyla elde edilen
MAP-kinazlarin fizyolojik fonksiyonunun eski haline getirilmesi, in vitro oksaliplatin
kaynakli noéropatiye karsi noroprotektiftir. PKC inhibitorleri kalfostin C ve hiperisin,
mekanik hiperaljeziyi azaltabilir. PI3K/Akt2 yolunun bir COX-2 inhibitérii olan selekoksib
tarafindan inhibisyonu, oksaliplatin kaynakli néropatik agriyr azaltabilir [5,43].

Noroinflamasyon

Glia hiicrelerinin aktivasyonu ve glial kaynakli inflamatuar sitokin tiretiminin artmasa spinal
noroinflamasyon yapabilir [5]. Bunun disinda kiitanz noroinflamasyon yaratabilir.
Oksaliplatinin, farelerde mekanik allodini gelisimi ile iliskili olan kutandz mast hiicrelerinde
degisiklikler gosterilmistir. Degraniile mast hiicrelerinde artig, serin proteaz salinimi ve
deride proteinaz aktive reseptor 2 (PAR2) aktivasyonuyla mekanik allodini gosterilmistir
[44].

MikroRNA regiilasyonu

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen ekspresyonunun diizenlenmesinde énemli roller oynayan,
kodlayici olmayan bir RNA simifidir. miRNA'lar, hem saglikta hem de hastalikta farklilagma,
cogalma, apoptoz ve gelisme gibi biyolojik siireglerde kritik diizenleyicilerdir.
Diizensizlikleri, kolorektal kanserler de dahil olmak iizere tiimoriin baslamasi ve
ilerlemesinde rol oynar. DRG ve siyatik sinirde ekspresyonu artan miRNA’lar hiicre zari
biitiinligii bozuldugunda ekstraseliiler sivida da goriinebilir. Paklitaksel ile yapilan deneysel
calismada da dolasimda artmis miRNA ve KIPN iliskisi gosterilmistir [5,47,48].
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2.4. N-Asetilsistein (NAC)

N-acetyl-L-sistein (NALC) adi da olan NAC’m molekiil agirligr 163,19 dalton ve formiilii
HSCH2CH(NHCOCH3)CO2H seklindedir (Sekil 2.6). L-sistein ve glutatyon (GSH)
onciiludir [49]. Ana formu beyaz kristal toz seklindedir. Klinikte intravenéz, oral ve inhaler

kullanimlar1 mevcut olup, genelde giivenli, yiiksek dozlarda bile iyi tolere edilebilir [50].

O SH
Sekil 2.6. N-Asetilsistein formiilii (C5SHINO3S)

N-asetilsistein (NAC) ilk olarak 1960 yilinda patent almistir [49]. Diinya Saglhk Orgiitii
(DSO) ve FDA (Food and Drug Administration) tarafinca ana kullanim olarak akciger
hastaliklarinda mukolitik ve parasetamol yiiksek doz aliminda antidot olarak onaylanmistir
[50].

Antioksidan ve antiinflamatuar etkileri nedeniyle hemen hemen tiim sistemlerde tedavi veya
adjuvan olarak Kklinik kullanim ¢alismalar1 mevcuttur (Cizelge 2.5) . N-asetilsistein bu
ozellikleri sayesinde klinik ve deneysel ¢alismalarda en sik tercih edilen ilaglardandir.
PUbMED® incelendiginde Temmuz 2023 itibari ile son bir yilda 821 ve toplamda 21459
yayinda baslikta ve/veya ozette adi gegmektedir [50]. Hayvanlarda yiiksek dozlarda N-
Asetilsistein iyi tolere edilir, lethal doz farelerde 1000 mg/kg ve sicanlarda 2445 mg/kg gibi
yiiksek dozlar olmasi nedeniyle deneysel ¢alismalarda da ¢okga tercih edilmektedir [50].

Kullanimi izerinde ¢alismalar Cizelge 2.5 tedir [49].



18

Cizelge 2.5. NAC adjuvan veya tedavi olarak kullanilabilecegi sistemler ve hastaliklar [49]

Akciger ve havayolu hastaliklari

Kistik fibrozis

Kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH)
Bronsiektazi

Norodejeneratif bozukluklar
Parkinson hastaligi

Demans

inme

Bronsiolit Multipl skleroz
Idiyopatik pulmoner fibrozis Diyabetik néropati dahil néropatik agri
Allerjik rinit

Metabolik sendrom

Diyabet (noropati)

Alkolden bagimsiz karaciger yaglanmasi
Hipertansiyon

Psikolojik bozukluklar
Sizofreni

Obsesif kompulsif bozukluklar
Bipolar bozukluklar

Uyku apnesi Bagimlilik
Trikotilomani
Karaciger hastaliklari Go6z bozukluklari

Akut parasetamol doz asimu

Parasetamoliin neden olmadig1 akut karaciger
yetmezligi

Hepatokarsinom

Yasa bagli makula dejenerasyonu
Glokom (in vitro galismalar)
Sjogren sendromu

Gastrointestinal bozukluklar
H. pylori enfeksiyonlari
Crohn hastaligi

Ulseratif kolit

Erkek ve kadin infertilitesi
Polikistik over hastaligi
Koryoamniyonit
Tekrarlayan gebelik kayb1
Artmig semen Kalitesi

Enfeksiyoz hastaliklar

Edinilmis Bagisiklik Yetmezlik Sendromu (AIDS)
Tiberkiiloz

Influenza

RSV

SARS-CoV-2

NAC'den fayda saglayabilecek ¢esitli durumlar
Sistemik lupus eritematoz

Cesitli kanser tiirlerinin yani sira bazi1 kemoterapi
ajanlarimin toksisitesinin azaltilmasi

Basta kursun, krom ve arsenik olmak iizere gesitli
toksik metallerin selasyonu

DNA metilasyonu iizerindeki nanopargacik
toksisitesinin azaltilmasi

Bilinen ti¢ etki mekanizmasi vardir [14]:

+ Disiilfid rediiksiyonu; NAC-SH + RSSR —>RSH + NAC-SSR Bu mekanizmayla
mukus proteinlerinde disiilfid baglar1 bozarak mukolitik etkisini gosterir.

» Oksidanlardan temizleme; NAC siilfhidril grubunun da etkisiyle, hidrojen peroksit
(H202), hipokloréz asit (HOCI) veya hidroksil radikalleri (-OH) gibi bir ve iki elektronlu
oksidanlar1 elimine etmede etkili oldugu diistintilmektedir.

* Glutatyon depolarini arttirmak: NAC, GSH sentezi igin gerekli olan sistein dondrii olarak
gorev yapar. NAC'in pro-glutatyon ozelliklerinin indirek antioksidan etkide bulunur.
Parasetamol zehirlenmelerinde akut GSH eksikligi gelisir, GSH tekrar sentezi i¢in

disaridan sistein ihtiyacini saglamak i¢in tedavide NAC verilir [14].

NAC > Sistein > GSH 1
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2.4.1. N-asetilsistein, kanser ve kemoterapi

Reaktif oksijen molekiillerinin kanser tizerinde etkileri paradoksik olmasi nedeniyle NAC
sonucu olusan antioksidan etki de kanserli hiicrelerinde de antiproliferatif ya da tam tersi
proliferasyon ve metastaza yardimci olabilir [51]. NAC ile meme ve glioblastoma kanser
hiicrelerinde antiproliferasyon, prostat kanser hiicrelerinde hiicre biiyiime baskilanmasi ve
invazyonu azalttigina yonelik g¢alismalar vardir. Akciger kanserinde faydali olduguna
yonelik ¢alismalar olmakla birlikte, E vitamini ile kombine kullaniminda hayvan ve insan
akciger kanser hiicrelerinde tersine kanser hiicre proliferasyonu arttirabilecegi gosterilmistir
[49]. Hepatoseliiler karsinomlarda NAC ve glutatyon araciligiyla ROS azalmasi, timor
bliyiimesine neden olabildigi ve tedavide kullanilan sorefenib tedavisine direng
saglayabildigi bulunmustur [52]. Imatinib’in kronik lenfositik 16semi tedavisindeki
antitimor etkinligini arttirabilmektedir. NAC ile T hiicre aktivasyonu artisi, chimeric antigen
receptor (CAR)-modiye natural killer hiicre aktivasyonuyla antitimor aktiviteye yardimer
olabilir. Organlar toksik etkilerden koruyan redoks homoeostaziden sorumlu Nuclear factor
erythroid2-related factor2 (Nrf2) seviyeleri de NAC ile artabilmektedir. Nrf2 etkileri de
paradoksik olabilmekle birlikte, up-regiile olmasiyla tiimér biiyliimesi ve metastazi
kolaylasabilir [53]. Kolorektal kanserler i¢in yapilan ¢alismada da kolorektal hiicrelerin
oksidatif strese direnme ve kemorezistans gelistirme yeteneginin, NAC araciligiyla H>S ve
ilgili reaktif tiirlerin mitokondriyal metabolik yeniden programlanmasi yoluyla progresi kotii

etkileyebilecegi yoniindedir [54].

N-asetilsistein kemoterapétiklerin yan etkileri agisindan koruyucuguna yonelik bir ¢ok
calisma olmasina ragmen, Etkilesim agisindan etkileme riskinden dolay1 4 saat arayla
kullanilmas1 6nerilmektedir. Siklofosfamide bagli hemorajik sistitten ve kardiyotoksisiteden
koruyabilecegine yonelik c¢aligmalar vardir. Sisplatine bagli akut bobrek hasarini

azaltabilecegine yonelik ¢alisilmigtir [49].

Deneysel ve klinik galismalarda agrili diyabetik noropatilerde NAC’in koruyucu veya
tedaviye adjuvan olarak kullanilabilecegi gosterilen galismalar mevcuttur [49,55] NAC ile
KIPN calismalar1 da yapilmistir [49,56]. Paklitaksel kullanan hastalarda [56] evre 2 ve 3
periferik noropati orani anlamli derecede diisilk bulunmus. Kolorektal kanser hastalarinda
XELOX protokolii alan hastalarda oksaliplatinden 1 saat 6nce verilen 1200 mg NAC verilen
hastalarda faydali bulunmustur [18].
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2.5. Kemirgenler Agri1 Degerlendirmesi

Agr degerlendirilmesi ve tedavisi ¢alismalarinin bir kisminin etik sebepler nedeniyle
insanlarda uygulanmasi zordur. Kemirgenlerde noropatik agri, migren, inflamatuar agri,
viseral agr1, eklem (artritik) agrisi, kas agrisi, kanser agrisi, postoperatif agr1 ve ¢esitli agri
modelleriyle insandaki agri1 benzestirilmis ve agri tipleri ayirdedilmistir. Bu modellerde agri
degerlendirilmesi i¢in anestezi altinda olmayan fare ve siganlarda hayvan davranislari

incelenmis, agriy1 gosteren davranislar gosterilmistir [20,21,57].

Noropatik agri igin spinal kord hasari, siyatik sinir veya dallarinda hasar veya inflamasyon,
diyabetik noropati, HIV néropatisi ve KIPN modellerinde c¢alismalar mevcuttur. KiPN
modelleri 6zellikle koruyucu ilag calismalari i¢in uygunlugu nedeniyle calisiimaktadir [57].
KiPN modelinde kemoterapotik tedavinin karakterine uygun olarak mekanik ve termal
uyaranlar araciligiyla mekanik allodini ve termal hiperaljezi testleri tercih edilmektedir
[20,21].

2.5.1. Mekanik allodini testleri

Manuel von Frey testleri

Maximilian von Frey tarafindan sigan ve farelerde mekanik allodini degerlendirmesi igin
gelistirilmis olup altin standarttir. Von Frey filamentleri en incesi 1,65 mm (0,008 g) ve en
kalin1 6,65 mm (300g) olmak tizere toplam yirmi filamentten olusur (Resim 2.5). Filamentler
govdenin herhangi bir kisminda kullanilabilmekle birlikte esas olarak pencelerin plantar
ylizeylerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Deney i¢in hayvanlar tabani deney
uygulamaya uygun telle kapli olan kiigiik kafeslerde uygulanir. Hayvanlar deney oncesi
kafese yerlestirilerek ortama alismasi beklenir. Deneyde monofilament testin yapilacagi
noktaya sabit bir siddetle 2-5 saniye uygulanilir ve penge ¢ekmesi pozitif olarak kaydedilir
[20].
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Resim 2.1. Von Frey filamentleri

Cizelge 2.6. Von Frey filamentleri boyut ve uyguladigi kuvvet (gram)

Boyut | 1,65 2,36 2,44 2,83 3,22 3,61 3,84 4,08 4,17 431
Gram | 0,008 | 0,02 0,04 0,07 0,16 04 0,6 1 14 2

Boyut | 4,56 4,74 4,93 5,07 5,18 5,46 5,88 6,1 6,45 6,65
Gram | 4 6 8 10 15 26 60 100 180 300

19 (3

Degerlendirmede “up-down yontemi”, “artan stimulus” ve “yiizdelik cevap” yontemleri
uygulanabilir. “Up-down yontemi” Dixon ve Chaplan tarafindan gelistirilen LDso hesaplama
yontemleri araciligi ile hayvanlarin %50’sinin penge ¢ekme cevabini belirler. Deneye
basglarken tahmini esik degerdeki filament ile baslanir. Eger hayvan pengesini ¢gekme yanitini
verirse (+) bir diisiik filament gegilirken, pengesini gekmezse (-) bir yiiksek filament gegilir.

Ik deneylerde agr1 ydniiniin yon degistirmesi sonras1 4 deger daha alinir [20].

“Artan stimulus” yonteminde bir geri ¢ekme tepkisi ortaya ¢ikana kadar artan kuvvetle
monofilamentlerin uygulanmasina dayanir ve bu pozitif tepkiyi ortaya ¢ikaran von Frey
filamentinin kuvveti, mekanik geri ¢ekme esigi olarak belirlenir. "Yiizdelik cevap"
yonteminde, degisen kuvvetlerdeki birkag VVon Frey filamenti, yanittan bagimsiz olarak esit
sayida (genellikle 5-10 uygulama) artan sirada uygulanir ve her bir filamente verilen pozitif

yanitlarin sayisi ylizde yanita doniistiiriiliir [20].
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Elektronik von Frey testi

Manuel von Frey testiyle prensip olarak benzerdir. Tek bir kivrilmayan filament ile artan
siddette pence g¢ekilmesine kadar kuvvet uygulanir. Penge ¢ekme esigi test edilirken 3-4
uygulama gerekebilmekle birlikte, genelde manuel von Frey’den kisa surer. Ticari olarak
cesitli ornekler bulunmakla birlikte en sik olarak giivenilirligi ¢calisilmig dinamik plantar

estezyometre ve RatMat/MouseMat kullanilmaktadir [20].

Dinamik plantar estezyometrede manuel von Frey testindeki gibi kafes teli ag seklinde
tabanda 0,5 mm kalinligindaki filament ile plantar bélgeden 0-50 g siddeti arasinda artarak
kuvvet uygular ve pence ¢ekme anindaki kuvveti tespit eder. Ayrica sabit siddette gii¢

uygulanmasi sonucu penge ¢ekme zamanini 6lgmek igin de programlanabilir [20].

RatMat veya MouseMat testinde ise kafes tabani bar seklindedir. Bu sekilde deney sirasinda
plantar yiizey alani1 artmakla birlikte diger von Frey testlerine gore farkli degerler
bulunmasina sebep olabilmektedir. Siganlarda 1-80 g, farelerde 0,1-7 g araliginda siddetinde
plantar yiizeye rotasyonel lineer artan kuvvet uygulanir [20].

Manuel von Frey ve elektronik von Frey deney sonuglar1 protokol ve prensipler nedeniyle

farkl1 olabilmekle birlikte asil amag davranistaki degisimi incelemektir.

2.5.2. Termal allodini ve hiperaljezi testleri

Cold plate (soguk zemin) testi

Noksiyus ve noksiyus olmayan soguk derecelerde kemirgen davranislarini ve cevaplarini
incelemek miimkiindiir. -5°C ila 15°C arasindaki hazirlanmig soguk zemine konarak
nosiseptif davramglar1 incelenir. Ilk penge g¢ekme latensi, agrili penge kaldirma, penge
yalama, titreme, ziplama gibi agr1 davranislar1 incelenir. Kesinlesmis standardize edilmis
sicaklik siire yoktur [20,58].

Aseton buharlasma testi

Aseton testi, buharlagsmanin tetikledigi soguma etkisiyle kemirgenlerdeki kagmma

davraniglariyla soguk allodinisini test eder. VVon Frey testlerine benzer tel tabanli kafeslerde
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kemirgenlerde ortama alisma periyodu sonrasi uygulanir. Testte penge plantar yiizeyine
aseton sikilir, pence ¢ekme cevabi puanlanir (0: cevapsiz, 1. hizli bir sekilde pengenin
¢ekilmesi veya hafif¢e salinmasi, 2: pengenin tekrar tekrar sallanmasi, 3: pengenin tekrar
tekrar sallama ve yalama). Uygulamayla cildin kesin olarak kag¢ dereceye sogudugu
bilinmez, tahmini 15-21°C ye sogumaktadir. Bu soguma kemirgen uygulama bdolgesine
verilen aseton miktari, ortam ve cilt sicakligindan etkilenebilir [20]. Fare ve sicanlarda bir

cok inflamatuar noropatik agri modellerinde kullanilmis ve validasyonu yapilmistir [20, 59].

Soguk plantar test

Soguk plantar testi igin kemirgenler tabani1 cam yiizeyli kafese konur. Ucu kesilmis i¢i kuru
buz dolu enjektorle kemirgenlerin ayaklarina soguk uyaran verilerek pence ¢ekme latensi
stiresi kaydedilir. Ayn1 zamanda cama veya pengeye 1s1 probu takilabilinir. Genellikle

sicaklik 5-12°C arast sicaklik uygulanmis olur [20, 59].

Kuyruk cekme testi

Soguk cevabi igin kuyruk belirli bir derecedeki soguk suya (4°C) daldirildiktan sonra kuyruk
cekme latensi olgiliir. Testteki davranigsal cevaplar net olsa da hayvanlarin hareketlerinin
kisitlanmasi1 dezavantaj olusturmakta, hatta stres kaynakli analjezik mekanizmalar yoluyla

soguga tepki verebilirligi degisebilmektedir [20, 59].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan alman
G.U.ET-19.074 numarali etik kurul karar ile Gazi Universitesi T1ip Fakiiltesi Noropsikiyatri

Merkezi Norobilim Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
3.1. Hayvanlar

200-300 gram agirliginda eriskin erkek Wistar Albino sicanlar 3’erli gruplar halinde
kafeslerde 12/12 saat aydinlik karanlik dongiisiinde barindirildi. Hayvanlara su ve yem ,,ad
libitum* verildi. Deneylere baslanmadan si¢anlara bir hafta insan temasina ve deney

diizeneklerine alistirma uygulanda.
3.2. Kemoterapi iliskili Noropatik Agr1 Modeli
3.2.1. Uygulanan ilaglar

Oksaliplatin

Eloxatin ® (Sanofi) (100mg/20ml) klinikte de uygulandig1 sekilde %5 Dekstroz iginde 2

mg/ml olacak sekilde hazirlandi.

N-Asetilsistein (Sigma Grade, >99% (TLC), powder)

250 mg N-Asetilsistein (NAC) 10 ml salin iginde vorteks karigtirict kullanilarak
¢ozdiiriilerek 25 mg/ml NAC elde edildi.

3.3. Calisma Gruplar

1) Kontrol Grubu: Bu grupta yer alan 6 adet sicana 0. giin %5 dekstroz (0,8 ml)
intraperitoneal (i.p.) tasiyict uygulandi. NAC tasiyici olarak ise 0.giinden baslayarak
20.giine kadar %0,9 salin (ortalama 0,5 ml) i.p. uygulandi.

2) Oksaliplatin grubu: Bu grupta yer alan 6 adet sigana oksaliplatin 6 mg/kg (ort 0,8 ml) i.p.
tek doz deneyin 0.giinii uygulandi. NAC tasiyici olarak ise 0.glinden baslayarak 20.giine
kadar olmak iizere toplam 21 giin %0,9 salin (ortalama 0,5 ml) i.p. uygulandi.
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3) Oksaliplatin + N-asetilsistein grubu: Bu grupta yer alan 6 adet sigana 0. giin oksaliplatin
6 mg/kg (ort 0,8 ml) i.p. uygulandi. Koruyucu tedavi olarak 0.giinden baslayarak 20.giine
kadar olmak tizere 21 giin 50 mg/kg NAC i.p. uygulandi.

3.4. Agn Testleri

3.4.1. Von Frey filamentleri (VF)

Mekanik allodini degerlendirmek i¢in uygulanmistir. Bir haftalik alistirma periyodundan
sonra ilki 0. giin ilag uygulamalarindan 6nce olmak {izere 3.,7.,14. ve 21. giin uygulandi.
Test Oncesi siganlar davranig deneyinin olacag alt tarafi tel kafeslere alindi. Kafeslerde 30
dakikalik alisma periyodundan sonra siganlara von Frey filamentleriyle up-down yontemiyle

davranig deneyi yapilarak ve gram cinsinden sonuglar elde edildi [20].

3.4.2. Cold plate testi (Soguk zemin testi -CPT)

Resim 3.1. Cold plate testi (Soguk zemin testi -CPT)

Soguk hiperaljezisi degerlendirmek igin bir haftalik alistirma periyodundan sonra ilki 0. giin
ilag uygulamalarindan 6nce olmak iizere 3.,7.,14. ve 21. giin uygulandi. CPT uygulanmadan

once von Frey testleri sonras1 en az 30 dakika beklendi. Her test 6ncesinde siganlarin
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alismasi i¢in davranis deneyine baslamadan cold plate cihaz1 (Buzduray®) oda 1sisindayken
5 dakika tutuldu ve yaklasik 10 dakika sonra davranis deneyine baslandi. Siganlar daha sonra
4°C’ye ayarlanmig cold plate cihazina yerlestirilerek penge ve arka penge kaldirma sayilari
ve siireleri kaydedildi. Ayrica donma (freezing), sahlanma (rearing) gibi agri
iliskilendirilebilecek davranig siireleri ve ilk penge yalama (first licking), kagma tesebbiisii
gibi diger davraniglar kaydedildi. Davranis deneyleri her biri video kayd: tutuldu (Resim
3.1)

3.5. Histopatolojik inceleme

Deneyin 21. Giinii anestetize edilen siganlar perfiizyon fiksasyonu esliginde sakrifiye
edilerek dokuar1 alindi. Tim prosediirler kurumsal yonergelere gore gergeklestirildi.
Periferik sinir incelemesi i¢in alinan siyatik ve dallarinda hematoksilen eozin ve toluidin
mavisi boyamasi, penge dokularinda boyamasinda ise hematoksilen eozin ve PGP9.5

immiinhistokimya boyama yapildi.
3.5.1. Parafin blok hazirhg: ve hematoksilen eozin boyamasi

Sakrifikasyon sirasinda perfiizyon fiksasyonuna tabi tutulan tiim dokular penge ve siyatik
sinir ornekleri %10’luk tamponlu formol soliisyonu igerisine alindi. Dokular histolojik
takibe alinarak gesme suyu altinda 2 saat yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden
gecirildi. Once %75°lik alkolde 1 saat bekletildi ve tekrar yenilenerek gece boyu %75’lik
alkolde birakildi. Dokular ertesi giin %96’lik alkole alinarak 2 saat ve sonra %100’liik alkole
alinarak 2 saat bekletildi. Dokunun seffaflanmasi amaciyla (doku biiyiikliigii ve hacmine
bagli olarak) ksilende bekletildi. Ksilen sonras1 3 saat parafinde tutuldu. Sonrasinda metal
gomme kaplari ile plastik kasetler yardimiyla doku sabitlenerek parafine gomiildii. Parafine
goémiilen penge Ve siyatik dokularindan, rastgele tiim bir dokuyu inceleyecek sekilde aralikli
kesit alindi. Histokimya oncesi preparatlar 1 gece boyunca etiivde 60 °C’de bekletilerek
parafinleri (deparafinize edilmis) uzaklastirildi. Alinan kesitler hematoksilen eozin ile
boyandi. Deparafinizasyon sonrasi ksilende bekletilen kesitler azalan alkol serisi sonrasi
¢esme suyu ile yikandi. Yikama sonrasi 3 dakika hematoksilende bekletilip yine ¢cesme suyu
ile yikanip 2 dakika eozin ile muamele edildi. Kesitler tekrar ¢esme suyu ile yikandiktan
sonra artan alkol serisi ile dehidrate edilerek 30 dakika ksilende bekletme sonrasi entellan

ile kapatilda.
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Hemotoksilen eozin ile boyanmig her bir periferik sinir boliimii, sirasiyla enflamasyonu,
bozulmamig aksonu, dejenere aksonu ve miyelin bozulmasini belirlemek igin 151k
mikroskobunda incelendi. Hematoksilen eozinle boyanan siyatik sinir ve periferik dallarinda
saglam akson yiizdesi, dejenere akson yiizdesi ve dejenere akson+miyelin yikimlanmasi

yiizdelerine bakildi [60]. Pengelerde ise temel deri tabakalar1 goriintiilendi.

3.5.2. Periferik sinir (siyatik sinir) yar ince kesit hazirhgi ve toluidin mavisi boyamasi

Her periferik (siyatik) sinir dokusu bir kism1 birden fazla parg¢aya boliindii. Bir kismi igin
yukaridaki gibi rutin histolojik takip basamaklari uygulanirken diger kismi gluteraldehit
fiksasyonuna tabi tutuldu. Siyatik sinir ve periferik sinir 6rnekleri 1 gece glutaraldehit
fiksasyonundan sonra 3 kez yikama tamponu ile yikandi. Ikinci tespit osmiyum tetroksit ile
1 saat siireyle yapildi. Daha sonra tekrar yikama tamponu ile yikandiktan sonra doku
kademeli olarak artan alkollerde 10 dakika bekletildi. Daha sonra 15 dakika propilen oksit
ile muamele edildi. Propilen oksit ve plastik 1:1 oraninda karistirilarak 1 saat bekletildi. 3
birim plastik 1 birim propilen oksit karisiminda 1 gece bekletildi ve plastige gomiildii.
Bloklar katilastiktan sonra, kesmeden once diizeltme makinesinde trimlendi. A¢iga ¢ikan
epoksi bloga yeni cam yapistirildi ve kesitler (800 nm kalinliginda) alindi. Lam tizerinde
alinan kesitler 1sitma plakasi tizerinde 50-60 derecede 1sitilarak Kkesitler toluidin mavisi ile
boyandi [61].

Her periferik sinir bolimi, siyatik (periferik) sinir alani, lif ¢ap1, akson ¢api, akson sayisi,

miyelin kalinlig1 bakildi. Sinir lifi dansitesi (NFD) ve g-orani hesaplandi [62]:

NFD: Akson lifi sayisi/Siyatik sinir alani

(g-orani) = [(Maksimum lif gap1 + minimum lif cap1)/2]/[(Maksimum akson ¢ap+ minimum

akson gap1)/2]

3.5.3. Pence dokusunda immiinhistokimya boyama

Antijen geri kazanimi sitrat tamponlu bir mikrodalga firinda gergeklestirildi ve dokular daha
sonra %0,5 sigir serum albiimini i¢inde bloke edildi. Fare poliklonal PGP 9.5 (MA1-83428,
1:30, Invitrogen, Thermo Fisher) kullanilarak antikorlar tespit edildi. Birincil antikorlar,
gece boyunca +4°C'de dokularla inkiibe edildi. Negatif kontrol boliimleri, bir Fare 1gG
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izotipi ve tavsan IgG antikorlar1 uygulanarak hazirlandi. Primer antikorlar ile inkiibasyonun
ardindan doku Kkesitleri iki kez fosfat tamponlu salin (PBS) ile her seferinde 5 dakika yikandi
ve ardindan HRP-konjuge sekonder antikorlar (62-6520, 1/300, invitrogen, Thermo Fisher)
ilave edilerek 60 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Preparatlar 3-amino-9-ethyl-
carbazole (AEC) ile hazirlanarak Hematoksilen ile zit boyandi ve daha sonra su bazli

yapistiric ile kapatildi [63].

Immiinohistokimya degerlendirmesi icin histoskoru (H-skoru) analizleri ve IENFD
kullanild1 [34,63]. Histoskor (H-skoru), immiinohistokimya boyama yogunlugunu
degerlendirmek i¢in kullanilan semi-kantitatif metottur. Boyanma yogunlugu (0, 1+, 2+, 3+)
ve boyanan hiicre yiizdeleri (0-100) ile hesapland1 ve bu degerler her yogunluk derecesi i¢in

agirlikli bir skor elde etmek igin garpilip skorlar toplanarak son H-skoru elde edildi.

Sican pengelerinde IENFD saymmi icin hayvan basma rastgele secilen 5 kesit floresan
mikroskobu kullanilarak analiz edildi. Her kesitte dermal/epidermal bileskeden epidermisi
dikey olarak gegen sinir lifleri ti¢ goriis alaninda sayildi. Her goriis alanindaki epidermisin
uzunlugu &lgiildii. Milimetre basma diisen sinir lifi sayis1 kullanilarak IENFD (lif/mm)
hesaplandi [34].

3.6. istatistik

Calismanin istatistiginde IBM SPSS 25.0 kullanilmistir. Gruplarin ortalamalar1 ve
ortalamalarin standart hatas1 kaydedilmis, veriler bagimsiz deneyin ortalama + standart
hatast (SEM) olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmada One-way ANOVA ve
Dunnet’s test kullanilmistir. Coklu karsilastimalarda Bonferroni testi kullanilmistir. p<0.05

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Davrams Testleri- Mekanik Allodini ve Soguk Hiperaljezisi

Gruplarda siganlara 0. 3. 7. 14. 21. giinlerde mekanik allodiniyi test etmek i¢in von Frey
filamentleriyle davranig deneyleri yapildi. Oksaliplatin ve oksaliplatin + NAC gruplarinda
oksaliplatin enjeksiyonunun 3. giiniinde 6n ve arka penge mekanik allodini esigi kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiiktii (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Oksaliplatine bagl allodini

esiginde azalma deneyin 3. giiniinden deneyin son giinii 21. giine kadar siirdii.

Arka pengelerde deneyin 7. giiniinde Oksaliplatin ve Oksaliplatin + NAC grubu
karsilatirlldiginda mekanik allodini esigi oksaliplatin grubunda anlamli olarak diisiiktii
(Sekil 4.2).

von Frey on pence
m Kontrol ~ mOksaliplatin = OksaliplatintNAC
35
30
* * * *

25
°
=20
()
L
c 15
S

10

0

0.glin 3.glin 7.glin 14.gilin 21.glin

Sekil 4.1. Gruplar arasinda 6n pengelerde von Frey filamentleriyle mekanik allodininin
karsilastirilmasi *p<0.05 (kontrol grubu ve diger gruplar arasinda)
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von Frey arka pence

m Kontrol m Oksaliplatin = Oksaliplatin+NAC

*

von Frey (g)

0.giin 3.giin 7.giin 14.giin 21.giin

Sekil 4.2. Gruplar arasinda arka pencgelerde von Frey filamentleriyle mekanik allodininin
karsilastirilmas1 *p<0.05 (kontrol grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda),
**p<0.05 (kontrol grubuyla oksaliplatin grubu karsilastirildiginda), #p<0.05
(Oksaliplatin ve oksaliplatin + NAC karsilastirildiginda)

Siganlarda soguk hiperaljezisini test etmek i¢in 4°C’de 5 dakika siiresince cold plate testi
uygulandi. Bu testte siganlarin agrili penge kaldirma sayilar1 incelendi ve diger rearing,
freezing gibi davranislar incelendi. Agrili pence kaldirma sayilart 7. ve 21. giinde
oksaliplatin ve oksaliplatin+NAC grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulundu (Sekil 4.3).

Hayvanlarin agrili penge kaldirma sayilari ilk oksaliplatin veya ara¢ uygulanmasi 6ncesiyle
karsilagtirildi. Kontrol grubu ve oksaliplatin+NAC grubunda ilk kontrollerine gére anlamli
artis olmadi. Oksaliplatin grubunda 0.giinle Karsilastirildiginda 7 ve 21. giinde agrili penge
kaldirma sayilari anlamli derecede yiiksekti. Agrili penge kaldirmada gruplarin kendi

kontrollerine gore yiizdesel degisimi gosterilmistir (Sekil 4.4).
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Cold plate testi

H Kontrol W Oksaliplatin ~ m Oksaliplatin + NAC

40
35

30

*
0 ' '

0. glin 7.gln 21. gln

2

(€]

2

o

1

(6]

1

Agrili Penge Kaldirma Sayisi
o

]

Sekil 4.3. Gruplar aras1 zamana gore agrili penge kaldirma sayis1 *p<0,05 (kontrol grubu ile
oksaliplatin ve oksaliplatin+NAC arasinda)

Agrih pence kaldirma yiizdesel degisim

e=gu= K ONtrol ==Qksaliplatin «w=Qksaliplatin + NAC

Yiizde (%0)

Sekil 4.4. Agrili pencge kaldirma sayisinin yiizdesel degisimi grup i¢inde karsilastirilmasi

Asagidaki dilim grafiklerde 21. giinde her grubun 5 dakikalik Cold plate siiresinde agrili
davranis ve agrili olmayan dogal davranis siireleri gosterilmistir (Sekil 4.5). Kontrol

grubunda agrili davranis siiresi 125 saniye, agrisiz davranis 175 saniyedir. Oksaliplatin ve
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oksaliplatin- NAC grubunda agrisiz dogal siireler 100 ve 140 saniye olarak farklilik
gostermistir. Siganlarin cold plate sirasinda gosterdikeri agrili davranis siiresi gruplar

arasinda farklilik goriilmemistir.

Kontrol (21.giin)

& Ayak kaldirma(sn)
u Freeze(sn)

Rearing(sn) -
%8 '

& Dogal (sn)

Oksaliplatin (21.giin)

Oksaliplatin+NAC (21. giin)

12%

Sekil 4.5. Deneyin 21. giinde her grubun 5 dakikalik Cold plate siiresinde agrili davranis ve
agrili olmayan dogal davranig siireleri

4.2. Histolojik Degerlendirme

Sakrifiye edilen siganlarin periferik sinir degerlendirmesinde siyatik sinir ve dallart
incelendi. Preparatlarda saglam akson (SA), dejenere akson (DA), Miyelin kayb1 (MY)

incelendi.

Oksaliplatin ve oksaliplatintNAC gruplarinda saglam akson (SA) yiizdesinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak az oldugu goriildii (p<0,05). Dejenere akson yiizdesinin,
oksaliplatin ve oksaliplatintNAC gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak fazla
oldugu goriildii (p<0,05). Miyelin kaybi ve dejenere akson yiizdeleri Dbirlikte
karsilastirildiginda oksaliplatin ve oksaliplatin+tNAC gruplarinda kontrol grubuna gore
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anlamli olarak yiiksekti. Oksaliplatin grubunda miyelin kaybi ve dejenere akson yiizdesi
oksaliplatintNAC grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildii
(Sekil 4.6).

Aksonlarin degerlendirmesi
m Kontrol ~ mOksaliplatin Oksaliplatin+tNAC

100 *
80
)
g 60
Hen] I
>
< 40
=X I #
20 i i . I _
0 - [
SA DA MY + DA

Sekil 4.6. Hematoksilen—Eozinle boyanan periferik sinirlerde gruplara gore histolojik
inceleme SA: Saglam akson, DA: Dejenere akson, MY+DA: Miyelin
yikimlanmasi1 ve dejenere akson *p<0,05 (kontrol grubu ile oksaliplatin ve
oksaliplatintNAC arasinda), **p<0.05 (kontrol grubuyla oksaliplatin grubu
karsilagtirildiginda), #p<0,05 (oksaliplatin+NAC grubu ile oksaliplatin grubu
arasinda)

Yar1 ince kesitlerle toludin mavisi boyanan siyatik sinir ve dallar1 incelendi (Resim 4.1)
Periferik sinir alani, akson lif sayisi, akson gapi, ve lif ¢ap1 ve miyelin kilif kalinlig1 bakildi.
Sinir lifi dansitesi (NFD) ve g-orani hesaplandi. Dokulardan periferik sinir alanlart homojen

olmadigi i¢in optimal degerlendirmek giiglesti.
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Resim 4.1. Gruplar arasinda Toluidin mavisiyle ile boyanmig periferik sinirlerde yapisal
inceleme A. Kontrol x400, B. Kontrol x1000 siyatik (periferik) sinir gruplari.
C. Oksaliplatin x400, D. Oksaliplatin x1000 siyatik (periferik) sinir gruplari. E.
Oksaliplatin +NAC x400, F. Oksaliplatin +NAC x1000 siyatik (periferik) sinir
gruplarin1 gostermektedir.* Epinoryum AC: aksonal c¢ap, LC: lif ¢api, ok
isaretleri Schwann hiicrelerini gostermektedir

Siyatik sinir ve periferik sinir ¢aplar1 karsilastirildiginda sinir alanlar1 benzerdi (Sekil 4.7).
Akson lifi sayisinin periferik sinir alani oranina bakidiginda oksaliplatin+tNAC grubunda

kontrol grubuna gore periferik sinir lifi dansitesinde azalma gorildi (Sekil. 4.8.).
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Periferik sinir alani
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Kontrol Oksaliplatin Oksaliplatin+NAC

Sekil 4.7. Toluidin mavisiyle ile boyanmis periferik sinirlerde periferik sinir alani karsilastirmasi

Sinir lifi dansitesi
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Kontrol Oksaliplatin OksaliplatintNAC

Sekil 4.8. Gruplar arasinda Toluidin mavisiyle ile boyanmig periferik sinirlerde sinir lifi
dansitesi karsilastirmasi Sinir lifi dansitesi (NFD): Akson lifi sayisi/Siyatik sinir
alan1 (lif/mm?) #p<0,05 (oksaliplatin+NAC grubu ile kontrol grubu arasinda)

Lif cap1 ve akson gaplarimi kullanilarak hesaplanan g-orani oksaliplatin+NAC grubunda anlamli
olarak kontrol ve oksaliplatin grubuna goére daha yiiksekti (p<0,05) (Sekil 4.9). Miyelin kilif
kalinlig1 karsilastirildiginda kontrol ve oksaliplatin grubu arasinda fark yokken, oksaliplatin+tNAC
grubunda anlamli kontrol grubuna gore anlamli olarak daha azdi (p<0,05) (Sekil.4.10).
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g-orani
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Kontrol Oksaliplatin OksaliplatintNAC

Sekil 4.9. Gruplar arasinda toluidin mavisiyle ile boyanmig periferik sinirlerde g-orani
karsilagtirmast (g-orani) = [(Maksimum lif ¢apt + minimum lif ¢ap1)/2]/
[(Maksimum akson ¢ap+ minimum akson cap1)/2] #p<0,05 (oksaliplatin+NAC
grubu ile kontrol grubu ve oksaliplatin gruplari arasinda)

Miyelin kilif kalinhgi

0,6

0,5 T
E 0,4
2
= 03 -
= #

0,2 -

0,1 -

O m
Kontrol Oksaliplatin Oksaliplatin+tNAC

Sekil 4.10. Toluidin mavisiyle ile boyanmis periferik sinirlerde miyelin kilif kalinlig
#p<0,05 (oksaliplatin+NAC grubu ile kontrol grubu arasinda)

On ve arka pengeler hematoksilen eozin boyamasi ile incelenmis olup, dermis ve epidermis

temel tabakalar1 gosterilmis ve herhangi bir degisiklik goriilmemistir (Resim 4.2).
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Resim 4.2. Gruplar arasinda Hematoksilen-Eozin ile boyanmis 6n ve arka pencgelerde
sinirlerde yapisal inceleme SC: Stratum Korneum, SL: Stratum Lucidum, SS:
Stratum spinozum A. Kontrol x400, B. Kontrol x1000 6n penge Ve arka penge
C. Oksaliplatin x400, D. Oksaliplatin x1000 6n penge ve arka penge E.
Oksaliplatin +NAC x400, F. Oksaliplatin +NAC x1000 6n penge Ve arka pence

Ince lif noropatisinde goriilen IENF azalmasmi gosterebilmek icin pengelerde parafin
bloklardan anti PGP9.5 ile immiinohistokimya boyama yapildi (Resim 4.3). Negatif
kontrolde primer antikor kullanilmayarak reaksiyon spesifikligi kontrol edildi. ITENF’ler hem
histoskor, hem de TENFD (lif/mm) sayimu ile karsilastirild.
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Tiim gruplar incelendiginde 6n ve arka pengelerde stratum korneum tabakasinda 6zellikle
PGP9.5 ekspresyonunun yogun oldugunu goriildii. Kontrol ve oksaliplatin+NAC grubunda
stratum korneum ve dermis tabakalarinda ekspresyon oksaliplatin grubuna gore ¢ok daha
fazla oldugu goézlemlenmektedir (p<0,05). Oksaliplatin grubunda stratum lusidum ve
stratum spinozum tabakalarinda ¢ok az PGP9.5 ekspresyonu oldugu goézlemlendi (Resim
4.3).

PGP9.5 ekspresyonunun incelendigi immunhistokimyasal boyamalarda histoskor
hesaplanmasinda 0, +1, +2, +3 olarak degerlendirilip gruplar arasindaki
immiinohistokimyasal fark karsilastirilmistir (Sekil 4.11). Kontrol grubunda H-skoru
130+4,08 iken oksaliplatin grubu sicanlarda 85+3,88, ve oksaliplatin+tNAC grubunda
125+3,88 idi. Oksaliplatin grubunda H-skoru kontrol grubu ve oksaliplatin+NAC grubuna
anlamli olarak dusiiktii (p<0,05). OksaliplatintNAC grubu ile kontrol grubu arasinda bir

fark bulunmamustir.

160
140
120
100
80
60

40

PGP9.5 immiinohistokimya
boyamasinin H-skor grafigi

20

Kontrol Oksaliplatin Oksaliplatin+NAC

Sekil 4.11. PGP9.5 immiinohistokimyasal boyama gruplar aras1 H skoru ile karsilastirilmasi
*p<0,05 (oksaliplatin ile kontrol ve oksaliplatintNAC gruplar1 arasinda)
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Resim 4.3. Gruplar arasinda 6n ve arka pengelerde Anti PGP9.5 ile boyanma A. Kontrol
x400, B. Kontrol x400 PGP9.5 6n penge C. Kontrol X400 PGP9.5 arka penge D.
Negatif kontrol oksaliplatin x400, E. Oksaliplatin x400 PGP9.5 6n penge F.
Oksaliplatin X400 PGP9.5 arka penge G. Negatif kontrol Oksaliplatin +NAC
X400, H. Oksaliplatin + NAC X400 PGP9.5 6n penge |. Oksaliplatin + NAC
X400 PGP9.5 arka pence

IENFD (lif/mm) sayimi hem 6n hem arka pengelerde sayildi. On penge IENFD’leri kontrol
grubunda 15,74+0,83, oksaliplatin grubunda 7,67+0,41, oksaliplatintNAC grubunda
13,6+0,83 hesaplandi. Arka penge IENFD’leri kontrol grubunda 19,33+0,74, oksaliplatin
grubunda 10,4+0,6, oksaliplatin+NAC grubunda 17,07+0,73 hesaplandi. Hem 6n hem arka
pengelerde oksaliplatin grubunda kontrol ve oksaliplatin+NAC grubuna gére IENFD azalma
mevcuttur (p<0,05). Oksaliplatin+NAC grubunda IENFD kontrol grubuyla benzerdir.
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IENFD

u Kontrol & Oksaliplatin = Oksaliplatin+NAC
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on penge arka penge

Sekil 4.12. PGP9.5 immiinohistokimyasal boyama gruplar arasi IENFD karsilastiriimasi
*p<0,05 (oksaliplatin ile kontrol ve oksaliplatin+NAC gruplar1 arasinda)
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5. TARTISMA

Sicanlarda olusturulan deneysel OIPN’de NAC koruyuculugu arastiriimistir. Oksaliplatin ve
oksaliplatin+NAC gruplarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda davranis deneylerinde 3.
giinden son giine kadar mekanik allodini gosterildi. Oksaliplatin ve oksaliplatin+NAC
gruplar1 karsilastirildiginda 6n ve arka pengelerde NAC verilen grupta allodini bir miktar
daha azken sadece 7. giinde arka pengelerde oksaliplatintNAC grubunda oksaliplatin
grubuna goére mekanik allodini daha azdi. Soguk hiperaljezisi agisindan incelendiginde 7. ve
21. giinlerde oksaliplatin ve oksaliplatintNAC gruplarinda kontrol grubuna goére soguk
agrili ayak kaldirma sayis1 daha fazla oldugu goriildi. 21. giin sakrifiye edilen siganlarin
periferik sinir histolojisinde oksaliplatin ve oksaliplatin+NAC grubunda sinir lifi dansitesi
daha az oldugu goriildii. Penge immiinnohistokimyasinda kontrol grubuna gore oksaliplatin
grubunda azalmis IENFD, oksaliplatin+NAC grubunda kontrol grubu benzeri korunmus
IENFD gosterildi.

Oksaliplatin kolorektal malignitelerde ilk tercih olan 3. kusak platin grubu kemoterapotiktir.
Hem akut, hem de kronik norotoksisite tablolarina yol agar. Akut norotoksisite hastalarin
%90’1nda kisa siirede olusurken, el ayakta dizestezi ve soguk hiperaljezisi ile seyreder. Akut
OIPN ilk ilag infiizyonuyla bile baslayabilmektedir. Akut OIPN siddeti kroniklesmeyle
iliskilidir. Kronik norotoksisite 4 ve iizeri uygulama ve kiimiilatif doz iligkili olup, distal
parestezi sensoryel ataksi ve ¢ene, goz agrisi da eslik edebilmektedir. Tedavide néropati, doz
kisitlamaya hatta tedavide ara verme nedenidir. Ayrica akut OIPN siddeti kroniklesmeyle
iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle norotoksisitede koruma amach ilag galismalari
onemlidir [5,42,43].

Insanda oksaliplatinin intravendz uygulama dozu FOLFOX protokoliine gore 85 mg/m? iki
haftada bir ve XELOX protokoliine gére 130 mg/m?’dir [42]. Gouma ve arkadaslar1 190 —
240 gram siganlarda yaptiklari caligmasina gore viicut yiizey alan1 (9,83 x Agirhk??)
hesaplanmaktadir [64]. Formiile gore hesaplandiginda insandaki 85 mg/m? sicanlarda 15

mg/kg’a denk olmaktadir.

Akut ve kronik OIPN modellerinde tek doz, haftada iki uygulamayla kiimiilatif doz
olusturma gibi modeller uygulanmaktadir. Calismalarda ana amag antitiimor aktivite yerine

norotoksisite olusturma olmasi nedeniyle genelde daha diisiik dozlar yeterli gelmektedir.
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Farelerde akut ve kronik oksaliplatin noropatisi karekterizasyonu ile ilgili Toyoma ve ark.
yaptigi calismada tek doz 15 mg/kg ve tekrarlayan uygulamalarda 5,10 ve 15 mg/kg dozlari
uygulanmis. Literatiirde daha diisiik dozlar kullanilmis, Toyoma ve ark. ¢alismasinda 15
mg/kg uygulanan farelerde kilo kayb1 goériilmiistiir [65]. Sicanlarda tek doz kullanimlarda 6
mg/kg uygulanan ve davranigsal ve histolojik olarak norotoksisite gosterilen galismalar
olmas1 ve genel toksisiteden kaginmak i¢in ¢alismamizda da 6 mg/kg tek doz oksaliplatin
uygulandi [66-70].

Oksaliplatinin akut ve kronik norotoksistesinde korunmak ve tedavi etmek i¢in klinik ve
preklinik deneysel bir¢ok ilag ve yontem denemistir. Deneysel ¢calismalarda ¢ok sayida ilacin
faydali oldugu yonelik sonuglar olmasina ragmen klinik kullanima yonelik olumlu sonuglar
yoktur. Amerika Klinik Onkoloji Dernegi (ASCO)’nin 2020 kilavuzundaki onerilere gore,
agrili KIPN icin yarar1 smirli da olsa duloksetin kanita dayali onerilen tek ilagtir ve
duloksetinin OIPN’de de faydali olduguna yonelik ¢alismalar mevcuttur [6,71]. Bu

sebeplerle norotoksisiteden korunmak ve tedavi igin ¢alismalar devam etmektedir.

Bizim calismamizda OIPN’de NAC’in koruyucu etkinligi incelenmesi amaglanmigtir. Esas
olarak ilk kullanimi mukolitik olan NAC, parasetamol zehirlenmesinde de glutatyon
depolarin1 geri koymasi nedeniyle standart olarak kullanilmaktadir. Oral ve intravenz
formlar1 olan NAC antioksidan &zellikleri nedeniyle ve terapétik indeksi genis olmasi
nedeniyle deneysel hayvan ¢alismalarinda ¢ok sik kullanilmaktadir [14]. Periferik diyabetik
noropati ile ilgili Heidari ve ark. tarafindan yapilan klinik ¢alismada pregabalin yaninda
1200 mg/giin oral NAC eklenen hastalarda faydali bulunmustur [15]. Farelerde ise tek doz
100 mg/kg i.p veya toplam 7 giin boyunca 100 mg/kg i.p. dozlariyla verilen NAC periferik
diyabetik noropatide analjezik bulunmustur [72]. NAC’in KiPN’de kullanimu ile ilgili
deneysel ve klinik ¢alismalar mevcuttur. Zaki ve ark. tarafindan c¢alismada siganlarda
sisplatine bagl norotoksistede korunma amagh 4 hafta boyunca 50 mg/kg/giin i.p. NAC
kullanilmistir.  Sisplatinine bagli plazmada oksidan iiriin fazlaligi ve antioksioksidan
(stiperoksit dismutaz ve GSH) eksikligini onledigi gosterilmis [17]. Calismamizda biz de 50
mg/kg i.p. NAC 21 giin boyunca uygulandi.

Bondad ve ark. yaptig1 klinik caligmada oksaliplatin infiizyonundan 1 saat oncesi verilen
1200 mg oral NAC sonucunda NCI-CTCAE (The National Cancer Institute - Common
Terminology Criteria for Adverse Events) néropati derecelendirmesine gére hastalarda daha
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diisik derecede noropati goriiliirken, duyusal ve motor elektrofizyolojik degisiklik

gosterilmemistir [18].

Insanda oksaliplatin uygulanmasindan 2 ila 3 giin sonra ndropati sikayetleri baslayabilmekte
ve iki hafta sonraki ikinci tedavi giiniine kadar devam edebilmektedir [6]. Calismamizda 6
mg/kg ile olusturulan OIPN modelinde mekanik allodini manuel von Frey ile test edilmis,
deneyin 3. giinii baglayan mekanik allodini, deneyin son giinii olan 21. giine kadar stirmiistiir.
Daha onceki ¢alismalarda da tek doz 6 mg/kg oksaliplatinle 3. giinde mekanik hiperaljezi
gosterilmistir [73,74]. Janes ve ark. 5 giin tstiiste 2 mg/kg oksaliplatin uygulamasiyla olusan
modelinde 11. giin baglayan, 17. giin pik yapan ve 25. giin hala devam eden mekanik allodini
bildirmislerdir [75]. Boyette-Davis ve ark. ¢alismasinda da giin asir1 2 mg/kg toplam 4 kez

verilen oksaliplatin sonrasi 30 giin sonra hala mekanik allodini gésterilmistir [76].

On pengelere bakildiginda 3. giinde baslayan mekanik allodini oksaliplatin+NAC grubunda
daha az olmakla birlikte anlaml1 bir fark yoktu. Arka pengelerde 7. giinde oksaliplatin+NAC
grubunda oksaliplatin grubuna gore mekanik allodini esigi anlamli diizeyde daha yiiksekti.
Bu da NAC’in mekanik allodinide kismen faydali olabilecegini gostermektedir.
Calismamizda tek doz oksaliplatin  uygulanmis olup, tekrarlayan oksaliplatin
uygulamalarinda daha farkli sonuglar ¢ikabilecegi Ongorilmektedir. Agnes ve ark.
tarafindan 5 mg/kg toplam 8 doz oksaliplatin uygulanan farelerde NAC alan grupta von Frey
testleri sonucu mekanik allodini daha az bulunmus [77]. Kawashiri ve ark. OIPN modelinde
haftada 2 kez 4 mg/kg, toplam 4 kez uygulanmig oksaliplatine bagl allodininin 30. giinde

devam ettigi goriilmiistiir [62].

Soguk hiperaljezisi i¢in siganlarda aseton testi, kuyruk ¢ekme testi, sicaklik tercih testi gibi
cesitli testler vardir. Kuyruk ¢ekme testinde stres iliskili analjezi ve aseton testinde her
uygulamada ayni standart sogukluk elde edilemedigi ¢alismamizda cold plate testi tercih
edildi. Cold plate testininde standart secilmis derece ve siiresi bulunmamaktadir [20]. 5
dakika 4°C sicaklikta cold plate iizerinde siganlarin penge kaldirma, agrili penge kaldirma,
donma (freezing), rearing siireleri kaydedildi. Agrili pence kaldirma sayilari ile gruplar
arasinda soguk hiperaljezisi acisindan karsilastirma yapildi. Oksaliplatin grubu siganlarda
hem 7. gin hem 21. giin soguga bagl artmig agrili penge kaldirma goriildi.
Oksaliplatin+tNAC grubunda soguk hiperaljezisinde kendi kontroliine goére artmis agrili

pence kaldirma goriilmemekle birlikte kontrol grubuna goére 7. ve 21. giinlerde fark
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mevcuttu. Chukyo ve ark. 6 mg/kg tek doz oksaliplatin almis sicanlarda aseton testi sonucu
7. gin azalmaya baslayan soguk hiperaljezisi gostermistir [78]. Kawashiri ve ark.
calismasinda 30. giin soguk hiperaljezisinin devam ettigi goriilmistiir. Agnes ve ark. yaptigi
calismada 14 giinde giin asir1 toplam 8 kez 5 m mg/kg almus farelerde ilag kesildikten sonra
bir ay devam edebildigi gosterilmistir. Agnes’in bu c¢alismasinda NAC’in soguk
hiperaljezisinde de koruyucu gosterilmistir [77].

Calismamizda tiimo6r modeli olusturulmamustir. Kawashiri ve ark, Toyoma ve ark ve Agnes
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda hayvanlara timor implantt yerlestirilmis, hem
oksaliplatinin hem de koruyucu olarak verilen ilaglarin etkilerine de bakilmistir [62,65,77].
Agnes ve ark. calismasinda tiimor implantli olan farelerde oksaliplatinin 5. giiniinde mekanik
allodini baslarken tiimorsiiz olanda 7. giin baglamis, soguk hiperaljezisi ayni giin baglamigtir
[77].

Kemoterapi iliskili norotoksistede glutatyon seviyeleri azalabilmektedir, NAC’in etki
mekanizmalarindan biri de antioksidan o6zellikli GSH depolarini arttirmaktir, bu nedenle
KIPN’de de faydali olabilecegi diisiiniiniilmektedir. [17,77] Glutatyon MRP2 kanalarindan
oksaliplatinin  hiicre digina ¢ikisin1 ~ saglar, bu mekanizma platin  birkimini
engelleyebilecekken antitiimor etkinligi etkileyebilir [27]. NAC araciligiyla H.S ve ilgili
reaktif tiirler tizerinden kolorektal kanserlerde kemorezistans gelisebilir [54]. Bu sebeplerle
NAC kullanimida dikkatli olunmalidir. Agnes ve ark. yaptigi ¢calismada 50 mg/kg giinliik

NAC alan ve timor implanth farelerde antitiimor etkide azalma goriilmemistir [77].

Hematoksilen eozin ile saglam akson, dejenere akson ve dejenere akson+miyelin yikimi
olmus akson yiizdelerine bakildi. Oksaliplatin alan siganlarda dejenere akson yiizdesi
yiiksek, saglam akson yiizdesi daha az oldugu goriildi. Bununla birlikte miyelin
yikimi+dejenere akson birlikte degerlendirildiginde NAC’in koruyucu etkisi goriildii.
Ekici’nin ¢alismasinda paklitaksele bagli artmis akson dejenerasyon yiizdesel olarak
hematoksilen eozin ile gosterilmistir [60]. Toludin mavisi boyama ile miyelin kilif ve
aksonlar daha iyi goriildiigii igin genelde hematoksilen eozin boyama siyatik ve periferik

sinir degerlendirmede yeterli goriillmeyebilmektedir.

Toludin mavisiyle boyanan siyatik ve periferik sinirlerde periferik sinir alani, akson lif sayisi

ve buna bagli sinir lifi dansitesi, akson ve lif ¢aplar1 ve miyelin kilif kalinliklart incelenmistir.
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Periferik sinir (siyatik) sinir alanlarinda fark bulunmamis, sinir lifi dansitesinde
oksaliplatintNAC grubunda kontrol grubuna gore azalma goriilmiistiir. Kawasihri ve ark.
calismasinda iki haftada toplam 16 mg/kg oksaliplatin uygulanmais si¢anlarda da siyatik sinir
alanlar1 ve sinir lifi dansitesinde fark gosterilmemistir [62]. Toyoma ve ark. ¢alismasinda da
haftada bir 15 mg/kg dozunda verilen oksaliplatin sonucu periferik sinir alani ve sinir lifi
sayisinda fark bulunmamigtir [65]. Oksaliplatine bagli lif ¢cap1 ve akson ¢apinin oranindan
hesaplanan g-oraninda artis, miyelin kilif kalinliginda azalma beklenmektedir. Kawashiri ve
ark. calismasinda oksaliplatin ve oksaliplatin+ sistin/theanine alan si¢anlarda g-orani artisi
ve miyelin kilif kayb1 gorilmiistiir [62]. Calismamizda oksaliplatin alan siganlarda akson
dejenerasyonu gosteren g-orani artist ve miyelin kilif kaybi goriilmekle birlikte sadece
oksaliplatin+NAC alan grupta anlamli fark ¢ikmistir. Bu sonuglarla NAC’1n koruyucu etkisi
kaydedilmemekle birlikte siyatik ve periferik sinir liflerinin homojen olmamasi1 nedeniyle

tam saglikli degerlendirilememistir.

Kemoterapi iliskili periferik noropatide Ad veya C liflerinin kaybiyla olan ince lif néropatisi
olur. Genellikle yanma, karincalanma, elektrik ¢arpmasi veya kasint1 hissi yapabilir [22,23].
Tamsinda altin standart pannéral marker olan anti-PGP9.5 araciligiyla IENFD bakmaktir
[79]. KIPN’de deneysel ¢alismalarda bakilan periferik sinir sisteminde DRG, siyatik sinir
insanda klinikte bakilmasi uygun olmamaktadir. insanda ve hayvanda cilt biyopsisi
aracthifiyla IENFD bakmak uygulanabilir, daha az invazif ve Kkantitatif deger

verebilmektedir.

Calismamizda pence derilerinden alinan deri dokular1 IENF géstermek amagcl anti-PGP9.5
ile boyandi. Immiinohistokimyasal boyanmay1 gosteren H-skoru ile gruplar karsilastirild: ve
IENFD hesaplandi [34]. H skorlarma gore oksaliplatin grubunda kontrol ve
oksaliplatin+tNAC grubuna gére daha az boyanma oldugu gériildi. IENFD
karsilagtirildiginda oksaliplatinde anlamli derecede azalma mevcuttu. OksaliplatintNAC
grubunda da kontrol grubuyla benzer IENFD korunmustu. Boyette-Davis ve ark.
calismalarinda siganlarda oksaliplatin ve paklitaksel gruplarinda IENFD azalmasini
gostermis, her ikisinde de antioksidan etkili minosiklin koruyucu bulunmustur [76]. Toyoma

ve ark tarafindan da oksaliplatin almis farelerde IENFD azalmas1 gosterilmistir.

Calismanin kisitliklar
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Kemoterapi iligkili periferik noropati modelleri, kemoterapi ajanlarinin kullanimini
siirlayan noropati gelisimine karsi koruyucu tedavilerin arastirilmasina izin verir. Ancak
KIiPN olusturmak amaciyla hayvan kullanimma uyarlanan dozlar, klinik kullanima gére
genellikle daha diisiiktiir. KIPN modelleri uygulanan diisiik dozlar ve sicanlarda genellikle
timor olusturulmamasi ve ozgiin anatomik ve fizyolojik farkliliklar nedeniyle hasta
profilleriyle tam olarak eslesmez. Bu nedenlerle KIPN ile ilgili deneysel ¢alismalarda ¢ok
sayida koruyucu ilag faydali goriilmesine ragmen klinik uygulamaya girememis, hatta
ASCO tarafindan karsit goriis belirtilmistir [6].

Calismamizda insanda da tek dozda bile baslayabilen OIPN modeli olusturmak ve NAC
koruyuculugunu arastirmak amaglandi. Erkek siganlarda yapilan ve uygulayicinin erkek
oldugu agr1 deneylerinde 6zellikle olfaktor uyarilarla fizyolojik stres iligkili analjezi ve agri
inhibisyonu olabilecegi, deney uygulayicisinin kadin olmasi durumunda bu agn
inhibisyonunun olmadigina yonelik ¢alismalar vardir [80]. Erkek si¢anlarda yapilan davranis
deneyleri erkek uygulayict tarafindan yapilmistir. Calismada deneyler 6ncesi ortama,
davranmis deneyi diizencklerine ve deney uygulayiciya uzun siireli alistirma periyodu
ayrilmasina ragmen yine de tiim gruplarin deney baslangic degerleri ideale yakin

olmayabilir.

Periferik sinir incelemesi igin siyatik sinir veya homojen olmayan periferik sinir damar
paketleri birlikte degerlendirilmistir. Bu nedenle periferik sinir dokularinda optimal
degerlendirme zorlastirmistir. Sakrifikasyonun perfiizyonla formaldehit fiksasyonu altinda

yapilmasi kanda biyokimya bakilmasina olanak vermemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Calismada tek doz oksaliplatin ile akut agri modeli olusturulmus, bir gruba da oksaliplatine
ek koruyucu olarak N-asetilsistein verilmistir. 3. giinde oksaliplatin grubu sicanlarda
mekanik allodini ve soguk hiperaljezisi goriilmeye baslanmis deneyin son buldugu 21. giine
kadar stirmiistiir. 7. giinde oksaliplatin alan siganlarda NAC arka pengelerde mekanik

allodiniden korumustur.

21. giin sonlanan deneyde siganlardan alinan periferik sinirler ve penge biyopsileri
incelenmistir. Tim gruplarda periferik sinirlerde siyatik sinir alani benzer bulunmustur.
Oksaliplatin aksonal dejenerasyona ve miyelin kilif kaybina yol a¢gmistir. Pengelerde
oksaliplatin grubunda ince lif noropatisinde belirteg olan IENFD’nin azaldig
immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir. Oksaliplatin + NAC grubunda ise IENFD

korunmustur.
6.2. Oneriler

Oksaliplatin ve diger norotoksik kemoterapatikler ile ilgili koruyucu ve tedavi edici ilag
caligmalar1 devam etmelidir. NAC’in kemoterapi iliskili ndropatide koruyuculugu i¢in daha
fazla g¢alismaya ihtiya¢ vardir. Erkek sicanlarla yapilan davranig deneylerini igeren
calismalarda olfaktor uyaranla tetiklenen stresten ka¢inmak i¢in kadin arastirmac tercih
edilebilinir. Ayrica NAC ve diger koruyucular igin ilgili timor progresyonu iizerinde
etkilerinin de bilinerek uygulanmasi ve arastirilmast  Onemlidir. Norotoksik
kemoterapotiklerin neoadjuvan tedavide de kullanilabilmesi nedeniyle Klinikte cerrahi ve
postoperatif donemle ilgili gerek duyusal néropati gerek otonom néropati ¢aligsmalarina da

ithtiyag vardr.
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